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1. GIRIS

Laktik asit bakteri sit, et ve sebze gibi gidalammmantasyonunda ve
korunmasinda yaygin olarak kullaniimaktadirlar. i@raozitif, katalaz negatif
olan bu bakteriler; bu tip GrlGnlerin raf Gmrandratibmasinda temel rol oynayan
organik asit, hidrojen peroksit, diasetil ve baktesin gibi maddeleri kapsayan
antimikrobiyal bilgikler tretmektedirler. Tuketilen gidalarin icerdikl koruyucu
kimyasal maddelerin toksik veya kanserojenik etkipabilme gibi olumsuz
yonlerinin bulunmasi, tiketicilerin gal ve katki maddeleri icermeyen Urlnlere
ilgisinin artmasi gibi sebepler ataicilari gidalara ilave edilen kimyasal
maddelerin yerini alabilecek ya da kullanimlarizalsabilecek olan, gidalarda
koruyucu 6zelge sahip dgal inhibitér maddeleri aghirmaya sevk etngiir. Bu
baglamda Urettikleri antimikrobiyal bikgkler ve fermantasyonda kullanilabilme
ozellikleri ile laktik asit bakterilerine kar olan ilgi de artmgtir. Ozellikle
fermantasyonda starter kultlr olarak laktik asitedlerinin kullaniimasi, laktik
asit bakterilerinin Urettikleri bakteriyosinlerindesi ve tanimlanmasi pek cok
argtiricinin galgmalarina konu olmyiur. Ozellikle son 20 yil icerisinde laktik
asit bakterilerinin antimikrobiyal aktiviteleri gencapta argtirilmistir (Zhu ve
ark., 2000; Kurt ve Zorba, 2005).

Laktik asit bakterilerinin gida sektortiindeki onefoiy bakterilerin et ve et
arinlerinde dgal kosullarda yaygin olarak bulunmasi ve antimikrobiyakekik
gostermesi, et drtnlerinden izole edilen laktik tealerinin bakteriyosin tUretme
potansiyellerinin ytksek olmasi gibi sebepler goémlrie alinarak mevcut
calsmada et ve et UrUnlerinden antimikrobiyal aktivi@steren laktik asit
bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi ve antiralkyal aktivitenin kayngnin
belirlenmesi, bunun yani sira izolatlarin laktikt,agroteolitik aktivite ve hidrojen
peroksit Uretim miktarlarinin belirlenmesi, EPStiimeyeteneklerinin incelenmesi

ve izolatlarin antibiyotik direncliliklerinin tespedilmesi hedeflenniir.



1.1. Et ve Et Urtinleri

Et ve et UrUnleri ylzylllardir insan beslenmesirigemli bir yere sahip
olmustur. Fermente et Urunleri, giik pH ve diguk su aktivitesi, yiksek tuz
konsantrasyonu, gik nem icergi ile uzun raf d6mrine sahip dayanikl tranlerdir.
Fermente et Urtnleri genellikle belli oranda etyag parcaciklarinin emulsiyonu,
tuz, kdr maddeleri, baharatlar gibi site maddelerin belli bir kilif iginde
fermantasyonu ve kurutulmasindan ibareitk.fermantasyonu bundan 2000 yil
once Cinliler gercekkgirmistir. Muhtemelen 13.yy icinde fermente Urtinlerde tuz
ve nitrat kullaniimaya bdanmstir. Avrupa’da ilk imal edilen fermente et drtnleri
Akdeniz kiyillarinda gegtirilmistir. Daha sonra kuzey ve bati Avrupa’ya ve
Avrupa’dan ise go¢cmenler yoluyla Amerika kitasireynymistir. 1940’1 yillara
kadar fermantasyon ggini hem cok yav@a hem de olumsuzsartlarda
gerceklgmistir. Bu vyildan sonra fermantasyon metodu bilimsedastar
dogrultusunda gedmis ve starter kadltir kullanimi gnmstir. Genellikle
fermente et Urlnleri basitce kuru veya yari kurtmiente et Urunlergeklinde
siniflandinlirlar. Fermente et Urdnleri, mikroongamalarinin ¢c@almalari ve
metabolik faaliyetleri sonucunda elde edilmektedi®on Grin Kalitesi,
fermantasyonda rol oynayan mikroorganizmalarimgpihammadde secimine ve
uretim sirasindaki kwoillara bl olarak buyidk dgismeler gdstermektedir
(Danaciglu, 2007).

Et ve et Urlnleri kolay bozulabilir Grinler arasanger aldgl icin, tGrlnlerin
tuketici tarafindan istenilen 6zelliklerini kaybegen muhafazasi tizerine pek ¢ok
teknolojik sistem gedtirilmeye calsilmaktadir. Paketlemenin etlerin muhafazasi
Uzerindeki etkisi yapilan pek cok gnama ile kanitlanngtir. Ticari paketleme
turleri; gecirgen film ile direkt etin Gzerinin kilgmmasi, vakum paketleme ve
distk ya da yuksek dizeylerde oksijen kullanarak yeplontrollii ve modifiye
atmosfer paketleme olmak Uzere U¢ ana gruba aytémee her birinin etin
kalitesi Uzerine farkli etkileri bulunmaktadir (Kwre ark., 2001).

Kendine has Uretim teknolojisiyle asirlardan bemetilen Turklere 6zgi
kurutulmu;, kemiksiz bir et GrinU olan pastirma;ghl kontroliinden gecngj

biylukba hayvan govde etlerinden usuliine gore ayrilan (®)kparcalarin



teknolojik islemlerden gecirilerek, e#li katki maddeleri ile sekillendirilip
kurutulduktan sonra c¢emenlenmesi, yeniden kurutsimée elde edilen et
arnaddr. Anavatani Orta Asya olan pastirma gunimizde Yutemis
Ermenistan, Misir ve bircok Musliman ulkede tikegktedir. Ulkemizde
pastirma yapimi Anadolu’da iklimin de uyguplunedeniyle 6zelikle Kayseri'de
gelismistir.  Ancak bugun pastirmacilik Erzurum, KahramarsgarKars,
Kastamonu, Ankara, Siva$stanbul, Adapazari, Gaziantep, Afyon yorelerine de
yayllmistir.  Pastirma Uretiminde heniz modern teknolojik kamardan
yararlanilamiyor olmasi, pastirma dretiminde kalite hijyende sorunlara,
standardizasyon eksiklne, gin fiyat yikselmelerine ve belirli ustalarin eliimd
kalmasi nedeniyle tekellimeye de neden ol@u bildiriimektedir (Kok, 2003).
Pastirma Uretiminde ilk sama olan; etin seciminden sonra, parcalama,
sokim, a¢im, tuzlama (I. ve Il. tuzlama), yikamaurutma, sguk denkleme (I.
baskilama), IlI. kurutma, sicak denkleme (ll. baskd), Ill. kurutma
(boyunduruk), cemende bekletme, cemenleme, kurutew@palajlama ve
muhafaza bolumleri yer almaktadir (Kok, 2003). Rast Uretiminde 6énemli bir
asama olarak gorulen ‘kurleme’ de kullanilan kirlemmaddeleri ve kirleme
metotlarl son drun kalitesi agisindan onergintaktadir. Pastirma Uretiminde
kirleme igin genellikle tuz ile birlikte nitrat Kahilmakta, ancak kirleme
maddesi olarak nitratin kullanifgliproseslerde arzu edilen etkinirgksaabilmesi
icin nitrat reduktaz aktivitesine ihtiya¢ duyulmadtr. Ulkemizde kuru kiirleme
yontemi uygulanarak pastirma Uretimi daha yaygmatda birlikte, salamura
kirleme (zerinde de atamalar yapilmaktadir (Aksu ve Kaya, 2002).
Pastirmanin yapim safhalarindan biri olan ¢emenlesaenasinda da birtakim
problemler mevcuttur. Pastirmanin kendine 6zgu a&abma, renk, ve lezzet
kazanmasini ggamak amaciyla yapilan bir tir soslamgemi olan ¢cemenleme;
pastirmay! di etkenlere kan korur, fazla kurumasini engeller, hava ile temasi
keserek kokgma ve kiflenmeyi Onler, lezzeti arttirir ve icggidyiksek orandaki
sarimsak aracgiyla bakterisidal etki yapmaktadir (Buer ve ark., 1998).
Temelde ¢t ve cekilmg et ile yain kargimi olan bir dger et Grinu
fermente sucuklar ise; et ve gy&arsiminin tuz, baharat ve az miktarda katki

maddeleri ile kastirihp bagirsaklara doldurulmasi ile elde edilmektedir. Bulgyo



dretilen aran, belli 1s1 ve rutubet derecesindeunlgstirilip, kurutulup piyasaya
surulmektedir. Ulkemizde et wriinleri icersindekiypa642’ye kadar cikan
fermente sucuklar, fermente et Udrdnleri dretiminidnemli  bolimund

olusturmaktadir. Sucuk Uretimi ve olgugiaasinin temelini mikroorganizmalarin
islevleri olusturmaktadir (Filiz, 2002; Erdwul ve ark., 2002). Starter kualttr
kullanimi sucuklarda asigh arttirarak dgik pH deerinde patojenlerin ve et
yapisini bozan mikroorganizmalarin inhibisyonunuglamaaktadir. Sucuk
uretiminde starter bakteri olarak laktik asit baieeinin kullanimi ilk kez 1940

yilinda L.B. Jensen ve L.S. Paddock tarafindamiemmstir (Nordal ve Slinde,

1980).

Hatali Grin dizeyinin en aza indirgemek, daha éalie standart tipte
arunler elde etmek gibi amaclar @altusunda 6zellikle Avrupa ve ABD’de gibi
gelismis Ulkelerde, fermente gidalarin Gretiminde startgktérilerin kullanimina
onem verilmjtir. Ulkemizde ise bazi Uretim tesislerisohda, fermente gida
uretimi geleneksel yontemler ile starter bakterildaumaksizin yapilmaktadir
(Toksoy ve ark., 1999).

Et endistrisinde, 6zellikle de sucuk gibi trinleienmantasyonunda laktik
asit bakterileri starter kultar olarak ggraranda kullaniimaktadir. Bu bakteriler
aroma gekimini sagladiklari gibi Grint de korumaktadirlar. Ayrica bu
bakterilerin ilavesi ile birlikte, Grtnlerin raf &@nidn uzadii ve probiyotik
karakterlerin sgliga fayda sglamasi gibi yeni 6zelliklerinin de olgu
bildirilmistir. Fermente sucuk Uretiminde kontamine ham matery
kullaniimaktadir. Bu nedenl8taphylococcus aureus Listeria monocytogenes
gibi patojen bakterileri de iceren gal floranin inhibe edilmesinde laktik asit
bakterilerinin énemli roli bulunmaktadir. Pek cokruimda karbonhidratlardan
laktik asit ve asetik asit gjumu sonucu pH derinin digmesi antogonistik
etkiden sorumludur (Schillinger ve Liicke, 1989; Blege ark., 2001; Papamanoli
ve ark., 2003).

Fermente Urlnlerde tat ve lezzetgoionu oldukca karmgk bir olay olmakla
birlikte temelde starter kultirin ana kismini stduan laktik asit bakterileri
tarafindan gercekdéirilen glikolizis, lipolizis ve proteolizis olaylani
kapsamaktadir (Smit ve ark., 2002).



1.2. Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri

Gram pozitif basil ve koklardan alan laktik asit bakterileri Firmicutes
filumuna ait ceitli bakteri cinslerinden olgmaktadir. Spor okiurmayan ve
katalaz negatif olan bu grubun 6nemli cinsleri arda Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leucaymst Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetrageowso Vagococcus ve
Weisellayer almaktadir. Butin laktik asit bakterileri ar@#k kosullar altinda
gelisim gdsterebilmektedir. Ancak, pek ¢cok anaerobiktbakin tersine oksijene
kargi duyarl deildirler, yani oksijen variginda da ge$im gosterebilmektedirler.
Bu nedenle de aerotolerant anaerob organizmalarakolaadlandirilirlar.
Fermantasyon sonucu ana urin olarak laktik asiiedréu bakteriler sitokrom
icermezler ve elektron gama sistemi tamazlar. Bu nedenle enerji eldesi yalnizca
substrat duzeyinde fosforilasyon ile gercegtitémektedir. Karbonhidrat
metabolizmalari gbz oOnlne aligchda homofermentatif ve heterofermentatif
olarak iki alt gruba ayrilan laktik asit bakteril@n taksonomisi uzun vyillardan
beri bakterilerin fenotipik 6zelliklerini baz almi@kve bu dgerlendirmeye gore;
(i) Thermobacterium, (ii) Streptobacterium ve (Betabacteriungeklinde tg¢ alt
gruba ayrilmaktadir. Ancak ginumuizde gali molekuler biyoloji teknikleri,
Ozellikle de 16 S r RNA sekans analizleri fenogmelli siniflandirmanin uygun
olmadgini gozler 6nine sermektedir (Beasley, 2004; Gunse@yKinik, 2005;
Madigan ve Matrinko, 2006).

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gidalarda Kullanimi

Insanlarin tikettikleri gidalarin  guvenilir olmassglikl  biyime ve
gelismelerinde oldukca 6nemlidir. Gidalara ilave edikatki maddeleri, gidalarin
fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik 0Ozelliklerinin @listiriimesi ve muhafaza
surelerinin uzatilmasi goérevlerini Ustlenmektedincak bu katkilarin bazilarinin
sailiksiz oliu ve kullanim oranina A olarak kanserojenik veya toksik etki
yapabilmeleri olasidir; bu nedenlegdb ve guvenilir katkilarin elde edilmesi ve

kullanimi olduk¢ca 6nemli hale gelghir. Gidalarin guvengiinin sgilanmasinda



mimkin oldgunca proses uygulamalarindan kaginilmasi vesaldokatki
maddelerinin kullanimi gerekmektedir (Kurt ve Zar@805). Ayrica ginumizde
tuketicilerinde koruyucu olarak kullanilan sentetiknyasallara olan ilgisi artmi
ve proses uygulamalari olan Urinleri daha az koikatrendi bgamistir. Bununla
birlikte islenmems§ gidalarda oksijensiz ortamda ve buzdolabgukarinda bile
tehlikeli patojen mikroorganizmalarin bulunma ihailinytksektir. Bu ikilemin
¢6zimuU fermantatif mikroorganizmalarin antimikraddiyetkili metaboliklerinin
kullaniminda bulunmgiur. Tim bu gelmeler giginda, ginimuzde gidalarin
biyokonrol yolu ile tretilmeleri ve dgl korucu kullanimi yaygin hale gelgtir
(Soomro ve ark., 2002).

Gidalarin bulunan yararl mikroorganizmalar argcille sentezlenen pek
cok madde antimikrobiyal etkiye sahiptir. Bugtemda 6zellikle organik asitlerin
oldukca glevsel oldgu bilinmektedir. Asetik asit ve laktik asit koruywolarak
kullanilan asitler arasinda yer almaktadir. Etkigenelde ortamin pH derini
disirmeye bdli ise de, asetik asidin ayrica hiicre duvargarak hiicreye girmesi
ve plazmay denatire etmesgklinde de etki yapsi saptannstir. Asetik asit en
¢cok etin olgunlstiriimasinda, sebze konserveleri, sos, mayonezsu twe
ketcaplarda kullaniimaktadir. Laktik asit ise eamldatugular, salamuralar, sebze
ve zeytin UrUnlerinde kullaniimaktadir (¢kun, 2006).

Urettikleri antimikrobiyal peptitler ve koruyucu arbk kullanilabilen
organik asitler nedeni ile laktik asit bakterilare diger bakteriler arasindaki
etkilesimler c¢saitli gidalarin tretiminde Ozellikle de fermente glarda ve silaj
olusumunda oldukca gei bir bicimde argtinimistir.  Ayrica laktik asit
bakterilerinin insan organizmasi tarafindan kullmasi mimkin olmayan ve
toksik etkisi bulunabilen bikenleri daha kicik molekdlld, sindirilebilen ya da
toksik etkisi olmayan molekullere parcalayabilme elézi de gidalarda
kullanimlarr igin bir avantaj $damaktadir (Visser ve ark., 1986; Arici, 2005).

Siklikla tiketilen gidalardan st ve sit trtnleendktik asit bakterilerin
kullanimi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. Sutnletinde starter kullanmadaki
temel amac¢ kendine 6zgl duyusal Ozelliklegiy@n Grin elde edilmesidir.
Fermente sit Urtinlerinde asetaldehit ve diasetdKtaristik aroma bilgkleridir

(Aslim ve ark., 2000). Laktokoklar_éctococcus lactis subsp. lactis, L. lactis



subsp. cremorise L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylagtisaktozu fermente
ederek laktik asit okiurma, kazein hidrolizi (proteolitik aktivite) veakteriyosin
Uretimi bata olmak Uzere, Uretim teknolojisi ve urln tipineglb diger
biyokimyasal 0Ozellikleri de saptanmak suretiyleartsdr kiltir sglar olarak
tanimlanmakta ve fermente sut endustrisinde kufteaktadir. Laktik asit
bakterileri aracifityla olusturulan kazein hidroliz Grtnlerinin peynirlerde ta
aroma olgumunda rol aldii bilinmektedir (Akcelik ve ark., 2001). Peynir
Uretiminde starter olarak kullanilan ya da bircaymir ¢ceidinin starter olmayan
mikroflorasinda dominant mikroorganizmalar olaraktumabilen homofermentatif
ve heterofermentatif laktik asit bakterileri bircokpeynir ¢aidinin
olgunlgmasinda énemli rol oynamaktadir (Giursoy ve KindQ%).

Laktik asit bakterileri gejimlerinde oksijene ihtiya¢c duymama, tuza
tolerans, karbondioksit inhibisyonuna direnclililbiggesitli 6zelliklerinden dolayi
et ve et Urunlerinde de bol miktarda bulunabilmdite Etlerde nadiren
bozulmalara yol agh gorilen bu organizmalar genellikle fermantasyonda
dolayisiyla da Urinin guveniligli ve stabilitesinden sorumludurlar. Sucuk
fermantasyonunda starter kiltir olatadctobacillus plantarundahil olmak tzere
cssitli mezofilik tarler drnegin Lactobacillus pentosus, Pediococcus pentosaceus,
psikrotrofik ttrlerden Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakéermofilik
turlerden deéPediococcus acidilactidtullaniimaktadir (Egan, 1983; Liicke, 1996).

Sut ve et Urdnleri dinda bitki kokenli gidalarin fermantasyonunda @mne
zeytinlerde ve tuyularda Lactobacillus plantarum lahana twularinda
Leuconostoc mesenteroiddaillanildigi  bilinmektedir. Benzersekilde c¢aitli
sebzelerin fermantasyonlarinda da bazi tirlerinlakdbdigr bilinmektedir.
Bunlarin dginda 0Ozellikle hamurlarin  fermantasyonundaactobacillus
sanfrancisco, Lactobacillus pontis, Lactobacilluseutrei, Lactobacillus
fermentunyibi turlerin kullanildgl bilinmektedir (Ltcke, 1996).

Lactococcus lactigarafindan Uretilen ve lantibiyotik olarak adlamidn
birinci grup bakteriyosinler arasinda yer alan mi®irlesmis Milletler Gida ve
flag idaresi tarafindan ‘GRAS’ (Genel Olarak Givenli Kadilebilir Uriin)
statiisiine kabul ediljive ayrica Dunya $hak Orgiti (WHO) tarafindan gida

katki maddesi olarak onaylamgntek bakteriyosindir (Hampikyan ve Colak,



2007). Nisin bircok Avrupa ulkesinde ve Orta gnoulkelerinde bgta peynir

olmak Uzere sut ve konserve gidalar gibisitfie gidalarda guvenle
kullaniimaktadir. 1988 yilindan beri pastérizglem goérm@ peynirlerde

Clostridium botilinum sporlarinin ge$imini ve toksin olgumunu 6nlemek
amaciyla kullaniimaktadir. Avrupa bigli tlkelerinde ise irmik ve pudinglerde,
eksitiimis kremada nisin (E 234) kullanimina izin verilmektedllkemizde de

nisin halen Avrupa Birfii Ulkelerinde gecerli olan gidalarda kullaniimaktad
(Kisla ve Unlutirk, 2003).

1.4. Laktik Asit Bakterilerinde Metabolizma

1.4.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Laktik asit bakterilerinde karbonhidratlarin laktadongttrilmesi, gida
endustrisinde kullanilan fermantasyon prosesleringa Onemli olani olarak
degerlendiriimektedir. Her ne kadar g# fermente drunlerde laktat
fermantasyonun kullaniminin tarihi cok eskilere at@sa da bilincli starter
kullanimi 19. yy. da bdamistir. Bu proses fermente drinlerde ilk etapta
kendiliginden olymus daha sonra laktat fermantasyonunun biyokimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerinin anlailmasina paralel olarak ggtirilmi stir (Kandler,
1983; Aslim ve ark., 2000). Laktoz fermantasyonumusoinda olgan laktata
ilaveten purivattan diasetil, asetoin, asetaldebitasetik asit gibi ¢&li aroma
bilesikleri de olwturulmaktadir (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Smitavk., 2002).

Laktik bakterilerde karbonhidrat metabolizmasitemel prosesleri hekzos
fermantasyon yolu, laktoz birikim ve fermentasyonile pentozlarin
fermantasyonudur. Laktik asit bakterilerinde hek&ersnantasyonunda lc¢ temel
yol bilinmektedir. Hekzos fermantasyonunda co-sublstr bulunmaksizin
kofaktdrlerin indirgenme durumu s6z konusu ise @rim olarak laktat, etanol ve
CO, olusmaktadir. Eer hidrojen akseptori olarak,@a da fruktoz mevcut ise
etanol olgmamakta fakat oksijen J@, ve suya, fruktoz da mannitole
indirgenmektedir. Zorunlu homofermentatif ve fakiilt heterofermentatif

Laktobasiller hekzosu Emden-Meyerhoff yolu ile @dagnakta ve genellikle bu



organizmalarda maltoz, fruktoz kullanimi glikoz Ywkunda gdzlemlenmektedir.
Pentoz fermentasyonu ise daha ¢ok heterofermentikk asit bakterilerinde
gozlemlenmektedir (Kandler, 1983; Capliceve Fitatphr 1999; Ganzle ve ark.,
2007).

Laktoz fermantasyonunda rol alansife enzimlerin plazmitler tzerinde
tasinmasi dger bir deisle laktoz fermantasyon yetefirin; stabil bir 6zellik
olamamasi gida endustrisinde bir dezavantaj yarattin ginimuzde detayl

genetik ve biyokimyasal ¢atmalar mevcuttur (Tikel, 2004).

1.4.2. Proteolitik sistem

Laktik asit bakterilerinde, organizmanin ggti icin gerekli olan protein ve
peptitlerin yapimini kapsayan proteolitik sistemy brganizmalar gidalarda
kullanildigi zaman gidanin organopleptik ve rheological dzleltini verdigi igin
onemsenmektedir. Laktik bakterilerde bulunan prdgiko enzimler caitli
Ozellikleri gz onune alinarak farkh bicimlerdendglandirilabilse de genel olarak
proteinazlar, cepere pla olan peptidazlar ve membranaghaolan peptidazlar
seklinde ti¢ ana gruba ayrilmaktadir (Law ve Kolste283; Kili¢, 2001).

Laktik asit bakterilerinde peptit ve aminoasit almilizmasi ile
gerceklgtirilen proteolizis olayr ¢gtli gidalarda aroma okwmunda ve straine
0zel antifungal metaboliklerin sentezinde anahtdraynamaktadir. Aminoasit
katabolizmasinda deaminasyon, dekarboksilasyonsdarainasyon ve glizincir
modifikasyonu gibi katabolik reaksiyonlarla ketoitles, amonyak, aminler,
aldehitler, asitler ve alkoller gibi aroma ile Iigi bilesikler meydana
gelebilmektedir. Ozellikle sit icerisinde serbesniroasitlerin ve peptitlerin
konsantrasyonu dik olduzu icin sit ve st Urlnlerinde starter kalttrin sat
icerisindeki gekimi kendi proteolitik sistemi ile yakindan gkilidir. Proteolizis
hiicre duvar ile ikkili ekstraselller proteinazlar aragliile balatiimaktadir.
Laktik asit strainlerinin ¢gunlugu bir ekstraselller proteinaz icerirken, bazi
strainlerde ekstraseliler proteinaz bulunmaz vestoainlerin pepdit, aminoasit
uretimi temel olarak starter kilturdekigér strainlere bamlidir (Smit ve ark.,
2002; Gursoy ve Kinik, 2005 Ganzle ve ark., 2007).
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Butun laktik asit bakterileri ggim icin ¢ozinmg formda aminoasitlere
ihtiyag duymaktadirlar. Yapilan detayli deneylernsounda yalnizca bazi
gruplarin bu ihtiyaclari belirlenebilgi ve 06zellikle Streptococcuscinsi ile
calisiimistir. Yapilan cagmalar Laktobasillerin en gengereksinim duyan grup
oldugunu gosternstir. Diger bakterilere benzegekilde laktik asit bakterileri de
aminoasit ve peptitleri konsantrasyon gradientideegaktif olarak almaktadirlar.
Aminoasit ve peptitlerin alimiLactobacillus, Leuconostowe Streptococcus
cinslerinde benzersekilde gerceklgmektedir, ayrica Streptokoklarda farkli
dipepdit ve oligopepdit transfer sistemleri de lowmhaktadir (Law ve Kolstad,
1983).

Laktik asit bakterilerinin proteolitik sistemlegngenel olarak bakilgh
zaman ; (i) proteinazlarin genblcide spesifik oldgu ve 4 ila 8 aminoasit
blayukligiinde dgisebilen farkli oligopeptitler meydana getirdikleri(ii)
oligopeptit transferlerinin hiicre icine nitrojenraminda anahtar rol oynagive
(i) tum peptidazlarin hicre icinde yer aldiklae peptit degretasyonunda ortak
gorevler Ustlendikleri sdylenebilmektedir (Dupuie ark., 1995; Kunji ve ark.,
1996).

1.4.3. Lipit Metabolizmasi

Laktik asit bakterilerinde gortldipolizis olayr metilketon ve ¢tli alkoller
gibi aroma ile ilgkili bilesiklerin preklrsorleri olan serbest gaasitlerinin
olusumu ile sonucglanmaktadir (Smit ve ark., 2002).

Laktik bakterilerin metabolik sistemleri ile ilgiblarak yapilan ¢cagmalara
bakildginda lipolitik-esterolitik aktivitelerinin dier bir ifade ile lipaz-esteraz
sistemlerinin daha az dikkate aligdgdrtlmektedirL. helveticusL. delbrueckii
subsp bulgaricus gibi starter olarak kullanilan zorunlu homofermentatif
laktobasiller de laktokoklar gibi esterazlar UretebilmektedirleFakultatif
heterofermentatif olan ve bircok peynircesidinin  starter olmayan
mikrofloralarindaki dominant laktobasiller olarak tespit edildn casej L.
paracaseive L. plantarumgibi laktobasillerinlipolitik aktiviteleri zayiftir. Sya
bagli olmakla birlikte genel bir kabul olarak lipoktiaktiviteleri heme kadar zayif
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olsa da, laktobasiller, bazi peygsitlerinin lipolitik olgunlasmasinda son derece
onemli rol oynamaktadirlar. Orpim dondurarak soklanmg L. casei T’nin
lipolitik aktivitesinin yiksek oldgu ve Cheddar peynirinirolgunigsmasinda
onemli olabilecgi bildiriimektedir (Glrsoy ve Kinik, 2005).

Laktik asit bakterilerinin lipaz aktivitesi tir veinslere goére farklilik
gostermektedir. Yapilan camalarda Leuconostoc mesenteroides spp.
dextranicum’un en yiksek lipolitik aktiviteye sahip olan tddegu belirtilmistir.
Laktik bakterilerde lipolizis olayinda ilk etaptaigiiseritierden digliseritler
olusmaktadir, digliseritlerden monogliseritler bunlamd@a serbest gaasitleri ve
gliserin olymaktadir (Kilig, 2001).

1.5. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Me tabolik Urtinler

1.5.1. Laktik asit tretimi

Cssitli Urunlerin dgsal fermantasyonundan sorumlu olan laktik asit
bakterilerinin ana fermantasyon urini heksozsdaG)DL (+) ya da rasemik
karisim seklinde Uretilen laktik asittir. (Jehanno ve ark992). Laktik asit
bakterilerinde laktik asit Uretimi iki farkl yollayerceklgebilmektedir. Laktik
bakteriler olgturduklari drtnler temel alinarak homofermentatialdplaz
enzimine sahip olanlar) ve heterofermentatif (addolve triozfosfat izomeraz
enzimlerine sahip olmayanlar) olmak Uzere iki alirupa ayrilmaktadirlar
(Madigan ve Martinko, 2006).

Eksi tatta bir organik asit olan laktik asit; membrgapisini bozmak
suretiyle ceitli mikroorganizmalar Utzerinde inhibe edici etkiyahip olan ve
endustriyel anlamda kullanilan kokusuz ve saydammiaiddedir (TSE, 1991).

Sut endustrisinde starter bakteriler olarak kuléam laktokok sslarinin
fermantasyon sureglerindeki en 6nemli rollerindem, Isit sekeri olan laktozu
fermente ederek laktik asit glurmalarndir. Yapilan ¢calmalar sut trtnlerinde
laktik asit olyumunun site antimikrobiyal 6zellik kazandguaim ve mikrobiyal
bozulmalara kar daha direncli hale gelgini géstermgtir (Kilic, 2001). Starter

bakterilerde laktoz metabolizmasi;gdr gram pozitif bakterilerin gunlugunda
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bulunmayan, fosfoenol piruvata bagimli fosfotrarefe sistemi (PEPPTS)
tarafindan bgatiimaktadir. Bu sistemde laktoz hulcre igine fosdd#o formda
alinmakta ve fosf@-galaktozidaz enzimi aktivitesi ile glikoz ve galak 6-
fosfata parcalanmaktadir. Byamadan sonra glikoz Embden-Mayerhof-Parnas
(EMP), galaktoz 6-fosfat ise tagatoz 6-fosfat ydki katabolize edilmektedir.
Fosfotransferaz (PTS) sisteminin laktoz spesifigsenleri (Enzim lllac ve Faktor
llllac), fosfo- b-D galaktozidaz ve tagatoz—6- faisfyolunun U¢ enziminin
(galaktoz—6-fosfat izomeraz, tagatoz—6-fosfat kinee tagatoz—1,6-difosfat
aldolaz) gen kodunun,actococcus lactisswlarinda farkh plazmitler Gzerinde
bulundwgu saptanngtir (Tukel ve Akcelik, 2000; Ashim ve ark., 2000{iKel,
2004).

Saraplarda malik asidin laktik aside d@dini malolik fermantasyon
sirasinda meydana gelen en énemli olaydir. L-madiklin L-laktik asit ile yer
degistirmesi ile asitlik biyolojik olarak azalmiolur. Asitligin dismesi yalnizca
asitlik deserliginin azalmasindan gé ayrica malik asidin kuvvetli ek tadinin
daha yumgiak olan laktik asidin tadiyla yer gigtirmesinden kaynaklanmaktadir
(Geredeli ve Anli, 2005).

D (-) laktik asit bebeklerde asidoz elumuna, yetkinlerde de cgtli
bagirsak sendromlarina yol agmaktadir. Bu nedenle BiBglik Orgitii ne D (-)
ne de DL laktik asidin gidalara ilave edilmesinieémektedir. Vucut @rligina
gore, 100 mg/kg D (-) laktik asit alimi Ust limilacak 6nerilmektedir. Bu
nedenlerden dolayl fermente gidalarda L (+) izomeridzelliklerini arttiric
calismalar yapilmy fakat L (+) izomerini yiksek miktarda treten gtiarin kolay

izolasyonu icin uygun bir metot bulunamatm (Jehanno ve ark., 1992).

1.5.2. Hidrojen Peroksit Uretimi

Laktik asit bakterilerinden bazilan kiltir ortarda eriyik halde bulunan
oksijeni tiuketmektedirler ve bu gamda olgan oksidasyon-rediksiyon
tepkimeleri sonucunda hidrojen peroksit sllwmaktadirlar. Laktik asit Greten
diger bakterilere benzesekilde Lactobacillusiiyeleri hem’ den yoksundurlar ve

bu nedenle son oksidasyon icin sitokrom sisteminilakamamaktadirlar.
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Laktobasiller, genel olarak oksijenin hidrojen peside dongiminid sglayan
flavoproteinleri  kullanmaktadirlar. Bu mekanizma ngkle, hem katalaz
proteininin yoklgu ile birlikte diger organizmalari inhibe edecek kadar yiksek
miktarda HO, olusumu ile sonuclanmaktadir. Laktik asit bakterilearafindan
hidrojen peroksit Uretiminde 5 farkli ezim gorewmaktadir. Bu enzimler sirasi ile
NADH:H,0, oksidaz, purivat oksidazo gliserofosfat-oksidaz, siperoksit
dismutaz ve NADH peroksidazdir (Escehenbach ve 4889; Kili¢, 2001).

Hidrojen peroksit olgumu 06zellikle, katalaz peroksidaz gibi hidrojen
peroksit parcalayici enzimleri olmayan ya dasitkiseviyelerde bu enzimleri
tastyan mikroorganizmalarin geilmini inhibe etmektedir. Hidrojen peroksidin
mikrobiosidal aktivitesi 0zellikle halojenur iyomlaarliginda peroksidaz enzimi
aracllglyla dikkate dger oranda artmaktadir. Yapilan eataelarda hidrojen
peroksit Uretimini belirlemek amaci ile kromojen salasyonu temelli
spektrofotometrik 6lciimler ya da agar plaklarindakrdeisimi kullaniimaktadir
(Escehenbach ve ark., 1989; Rabe ve Hillier, 2003;)

Gida endustrisi acisindan laktik asit bakteritedafindan HO, uretimi
kullanilabilir bir 6zelliktir. Ortamda mevcut gier mikroorganizmalarin inhibe
edilebilmeleri acisindan fermantasyonun en kritibneimi olan bgangic
asamasinda ortamda c¢c6zinen oksijen konsantrasyoraunildi miktarda uretilen
H.O, secici bir ortam yaratmaktadir. Bununla birlikte Igiine kadar bO:
konusunda laktik asit bakterilerinin Grgttidiger antimikrobiyal maddelerin
aksine c¢ok eski tarihli cagmalarin haricinde literatirde pek fazla bilgi
bulunmamaktadir: D#sik Lactobacillus tirlerinin HO, dretimi ile ilgili
literatirlerde  1945-1960 vyillann arasinda yapilanazib aratirmalara
rastlanmaktadir. Bu ¢amalarda 5°C dd.actobacillus bulgaricusve L. lactis
turlerinin Staphylococcus aureus inhibe edebilecek diizeyde (6—u8/ml), yine
L. plantarumun ise Pseudomonadurlerinin adaptasyon periyodunu (lag faz)
uzatacak duzeyde (3—-1fg/ml) H,O, dUrettigi, ayrica laktik Streptococcus
turlerinin de buzdolabinda depolanan sutlerde pgitfik bakterilerin gekmesini
Onleyecek diizeyde J, Urettigi saptanmytir. 1970 yilinda yapilan bir cainada
kiyilmis sgir etine S. lactisve Leuconostoc citrovorunmnokile edilmg ve bu

bakterilerin 7°C de depolamada gram negatif bdkram gelsmesini 6nledii
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saptanmytir (Turantg, 2007). Yine 1972 yilinda klea bir aratirici tarafindars.
diacetilactis in kiyilmis sigir eti, sit ve peynirde gram negatif bakterilerin
gelismesini onledii saptanmytir (Turanta, 2007).

Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen hideaj peroksit ve kullanim
olanaklar gida alani ginda tipta, insanlarda klinik agidan incelepwe 6zellikle
kadinlarda vajina mikroflorasi Uzerinde gnamalar yapilmgtir. Bilindigi gibi
insan intestinal sistemi ve vajina bu ortamlardaayzaya adapte olmucesitli
mikroorganizmalardan ofan bir mikrobiyal floraya sahiptir. Normal vajinada
hidrojen peroksit Ureten laktik asit bakterileriegominant organizmalardir.
Vajinada bulunanLactobacillus turleri'nin bel s@ukluguna ya da immin
sistemde kusurlara yol acargdr bazi virisler gibi patojen mikroorganizmalarin
vajina ya da intestinal sisteme kolonizasyonunuedpi ve bu sayede vajen
mikroflorasinin stabilizasyonunda 6nemli gorevlestléndgi dustndlmektedir.
Yapilmis olan ¢aitli calismalar bu mikroorganizmalarin hamile bayanlaitge
enfeksiyonlara kar korudigunu desteklemektedir. Her ne kadar hidrojen petoksi
UretenLactobacilluscinsi mikroorganizmalarin spesifik olmayan antinoiityal
savunma mekanizmasi ile vajinal ekosistemi koguddistntlse de bu konuda
yapilan cakmalar ve tir seviyesinde yapinolan tayinler kisithdir (Song ve
ark., 1999; Felten ve ark., 1999; Wilks ve ark Q20

1.5.3. Diasetil ve Asetaldehit Uretimi

Laktik asit bakterilerinin pek ¢gu elektron akseptori olarak ortamda
oksijen bulundgu zaman laktik asidi parcalayabilme yetgne sahiptir. Ayni
zamanda bu bakterilerin bir kismi anaerobilkllarda da alternatif bir elektron
akseptorii bulundiu zaman laktik asidi parcalayabilmektedirler. (Ginel.
plantarumve L. pentosu®lektron akseptori olarak sitrati kullanip; lakagitten
asetat, format ve Centezleyebilmektedir (Elferink ve ark., 2001).

Laktik asit bakterileri tarafindan da sentezletw@nbilesik olan diasetilin
uretim koullari ve bu maddenin gidalar Uzerindeki etkilele ilgili cesitli
calismalar yapilmgtir. Yapilan cakmalarda diasetilin teregendaki aromadan
sorumlu oldgu yada aromatik materyallerin temel lggai oldwu belirtilmistir.
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Yine yapilan cabmalarda diasetilin; sut ve st drunlerinde, bazeayva
sularinda ve konsantre edilerek dondurymmeyve sularinda da aroma @imu
ile ilgili bulundugu belirtilmistir. (Christensen ve Pederson, 1958; Rushing ve
Senn, 1960).

Cssitli laktik asit bakterilerinde sikga go6rulen diéiselretimi ortam
bilesenleri, pH ve inkubasyon sicafli gibi pek c¢ok faktbre kg olarak
desismektedir. Hemofermentatif turler, heterofermentdtiflere nazaran daha
hizli ve daha fazla miktarda diasetil UretmekteBazi 6rneklerde diasetil Gretimi
icin sitrik asit gereksinimi olmaktadir. Laktik &dpakteri kultirlerinden sitrik
asidi kullanabilenlerin gediiriilme ortamina sitrik asit eklengii zaman karbon
dioksit ve diasetil Uretiminde agtioldugu daha ©nce yapilan cahalarda
belirtiimistir (Christensen ve Pederson, 1958). Yine yapilanzbr cahmalarda
gelisim ortaminda malat ya da sitrat bulugduzamanLactobacillusttrlerinin
asetoin ya da diasetil Urettiklerini, fakat bu lasih gelsim periyoduna gzamanli
olarak kullanilip kullaniimaganin dlctlemediini belirtmislerdir (Drinan ve ark.,
1976).

Drinan ve ark (1976) heterofermentatif laktik asaikterilerinin sitrati enerji
kayna olarak kullandgini ancak ortamda sitrat olgu halde glikoz bulunmagh
zaman laktik asit bakteri kdlttrlerinde hicbir getie gobzlemlenemegine
dayanarak bu bilginin tam olarak ga olmadgini belirtmglerdir. Bu gozlemler
sonucunda da sitrat yoldunda laktobasillerin purivat formasyonunu sinirh
bicimde sglayabildiklerini, bu nedenle de sitratin ek puriveaynai roll
ustlendgini aciklamslardir. Diger argtirmacilar tarafindan alternatif agiklama
olarak sitrat yoklgunda ceitli bilesenlerin sentezi daha yayaldugu icin; sitratin
temel hicre bilgenlerinin sentezinde karbon kagnalarak gorev aldgs yorumu
getirilmistir. Cesitli arastiricilara gore de diasetil, gghnin ileriki safhalarinda
enerji kayng olarak kullaniimaktadir. Bazi attaricilar ise diasetilin bazi turler
Uzerindeki inhibe edici etkisi Uzerinde durarak, gawizmanin dier
organizmalarla rekabet icin, savunma mekanizmasirakl diasetil Uretdi
gortsini desteklenglerdir (Rushing ve Senn, 1960; Drinan ve ark., 1976

Ticari bitkisel fermantasyon camalarinda asetik asidin laktik aside

donsim orani incelenmi ve bu oranda dikkate ger farkhliklar
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gozlemlenmygtir. Cesitli laktik asit bakterileri tarafindan ofturulan fermantasyon
son drdnleri kiyaslanginda bakteri tlrine gore ddiim orani cgtlilikleri
dikkati cekmektedir. Genel olarak, toplamda yiksekktarda asit Ureten
kultrlerde asetik asidin laktik aside d@iin orani daha diik bulunmaktadir.
Belli fermente Urtnlerde, Grindn niteliksel kaliteten fermantasyon son urinleri
sorumlu oldgu icin asitler arasindaki dogiim orani Uzerinde durullgwe en
uygun dongimua belirlemek icin cagmalar yapilngtir. Normalde yuksek
dizeylerde asit Ureten strainler vssite seker konsantrasyonlarina sahip farkl
ortamlar kullanilarak, ytksek ve gik asit Ureten strainlerin arasindaki
farkhliklar argtirilmistir. Christinsen ve ark. (1958) tarafindan bildiigine gore
heterofermentatif laktik asit bakterileri ilgili keantrasyonlarda glikoz, fruktoz ve
sukroz iceren ortamlarda g¢ik miktarda karbondioksit ve asetik asit
uretmektedir. Ayni ¢cagma sonucundaeker konsantrasyonunda artoldugu
zaman, Uretilen laktik asit miktarinda da adldugu bildirilmistir. Meyve sulari
ile yapilan argtirmalar kdltarin bgangic miktarinin ve generasyon zamaninin
diasetil Uretiminde etkili oldgunu gostermsiir. Lactobacillusturlerinin devam
eden kdlttrlerinin mililitresinde bulunan bir milgoorganizma saatte 2,5 ppm
diasetil Uretmektedir. Maksimum diasetil sentezisantez mekanizmasi Uretici
straine gore d@sim gostermektedir. (Rushing ve Senn, 1950).

Christensen ve Pederson (1958) yaptiklarisgeallar sonucunda laktik asit
bakterilerinin optimum bldyume kollar1 altinda daha az miktarda diasetil
urettiklerini bildirmiglerdir. Diasetil Gretimi bu organizmalarin g&hni icin temel
gereksinim dgildir.

1.5.4. Bakteriyosin Uretimi

Mikroorganizmalara, bitkilere ve insanlar da datiihak tGzere hayvanlara
ait olan ¢ok cgtli canh hucreler, ribozomal olarak sentezlenartiraikrobiyal
peptitler (AMR) sentezlenmektedir. Bu peptitler genellikle kidugyutlu (20-60
aminoasit), yuksek izoelektrik noktasina sahip,y@aik, hidrofobik ya da
hidrofilikdirler. AMPs aracilgiyla duyarli mikroorganizmalarin dldurtlmesi,
genellikle hedef hiicre membraninin gecirgénlile iliskilidir, ancak dger
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mekanizmalarinda mevcut olglu disuiniilmektedir. Okaryotik canlilarda, kagha
savunma sistemini 6nemli bir parcasinistlman 750 farkli AMR tanimlanmgtir.
Prokaryotlarda ise AMPdaha cok gram pozitif bakterilerde g6zlenmekte ve
bunlarin 50 den fazlasini laktik asit bakterileminirettgi bakteriyosinler
olusturmaktadir. Laktik asit bakterilerinin Uredti bakteriyosinlerde de, genel
olarak AMR icin gecerli olan 0zellikler gozlemlenebilmekted{Bruno ve
Montville, 1993; Liders ve ark., 2003).

Daha gery bir ifade ile bakteriyosinler gram pozitif bakieri 6zelliklede
laktik asit bakterileri tarafindan, ribozomal olarasentezlenen, kismen dar
spektrumda bakterisidal aktivite sergileyen, bitiya da modifiye ekstraseliler
aktif proteinlerdir. Bakteriyosinlerin 6zellikle étici strain ile yakin ikkili bakteri
turleri Gzerinde etkili oldgu bilinmektedir (Lewus ve ark., 1991; Bruno ve
Montville, 1993; Bromberg ve ark., 2004). Baktesyderin biyokimyasal
Ozellikleri, molekdler girhiklari, etki spektrumlari, etki mekanizmalari genetik
yapilanmalari oldukca heterojendir (Piard ve Desraad, 1992).

Laktik asit bakterilerinin  pek c¢ok dyesinin bakiesin Urettgi
bilinmektedir. Antibakteriyal etkiLactobacillus acidophilugarafindan uretilen
acidophilin ve lactocidinlLactobacillus plantaruntarafindan uretilen lactolin ya
da Lactococcus lactigarafindan Uretilen nisin gibi antibiyotik ve dnyiotik
benzeri maddeler Gzerinden tanimlagtmi Heterojen bir popillasyonda besin
azalimi ve buna g olarak oksidasyon-rediksiyon potansiyelinin sidkii
rekabete dayali antogonizme yol acmaktadir (Visserark., 1986). Uretilen
bakteriyosinler aracigiyla bakteriyosinin tirtine I3 olarak 6zellikle
Staphylococcus aureusisteria spp, Bacillus cereus, Clostridium perfiringens
gibi gida kdkenli patojen bakterilerin inhibe edetgktedirler. Bununla birlikte
bakteriyosinlerin bazi gram negatif bakteriler izde de etkili oldgu
bildirilmi stir (Lewus ve ark., 1991; Messi ve ark., 2001). fodasiller tarafindan
uretilen, lactocin 27, lactacin B, helveticin Jamiacin B ve plantaricin A gibi
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerleiliilgpek cok aratirma
bulunmaktadir (Schillinger ve Licke, 1989).

Laktik asit bakterileri tarafindan Uuretilen baky@sinler igin farkl

siniflandirmalar yapilabilmesine gmen, genel olarak Klaenhammerin gram
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pozitif bakteriler icin yapfii siniflandirma (molekdl buydkgil, 1s1 stabilitesi,
kimyasal yapi ve etki mekanizmasi temel alinaraldiakiimaktadir (Kurt ve
Zorba, 2005). Bu siniflandirmaya gore bakteriyasinl4 blylik gruba
ayrilmaktadir. Birinci grup lantibiyotiklerdir. Yalarinda bilinen aminoasitlerin
yani sira lanthionine ve methyllanthionine icerneeltier. ikinci grup digik
sicaklikh stabil peptitlerdir. Bunlar lanthioningermezler ve bazilari 12°C’ ye
kadar olan sicakliklara karyapisini koruyabilmektedir. Ugiincti grup isiyaskar
duyarli peptitlerden olmaktadir. Genellikle molekuler galiklari buyuktar.
Dorduncu grup bakteriyosinler ise bakteriyosin \akeisini sergileyebilmek icin
karbonhidrat ya da lipit ilavesine gereksinim duylompleks proteinlerden
olusmaktadir (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Zhu ve aBQQ0; Kurt ve Zorba,
2005). Bunu yani sira yapilan gahalar ikinci gruba ait olan bakteriyosinler igin
alt siniflandirmanin yapilmasinin zorunlu gidau gostermsiir. Ozellikle de alt
siniflandirmada yer alan sinif Il a bakteriyosinleisteria turlerine kagi gucla
inhibitor aktivitesine sahip oldiw icin gida endustrisinde dnemli yer tutmaktadir
(Eijsink ve ark., 1998).

Bakteriyosinlerin hedef hicre Uzerindeki etki makaralari ile ilgili
bilgiler sinirh miktardadir. Yalnizca bazi bakggsinlerin etki mekanizmasi tam
olarak tanimlanabilrgj digerleri icinse genel anlamda bakterisidal ya da
bakteriyostatik tanimi yapilgtir (Messi ve ark., 2001). Genel olarak etki
mekanizmasinda bakteriyosinlerin duyarli hiicrelgainton hareketini ggayan
gucu (PMF) azalttn disinulmektedir. Bu bglamda nisin; en iyi karakterize
edilmis bakteriyosin olarak sodylenebilmektedir. Yapilanligaalarda nisinin
duyarli hicrelerde membran potansiyelini yok getire L. monocytogenese
Clostridium sporogenesicrelerinde proton hareketini gayan guctu (PMF)
azalttgr gosterilmgtir. Bir baska calsmadal. lactis subsp. cremoritarafindan
uretilen lactococcin A'nin duyarli hiicrelerde memnbpotansiyelini yok e ve
bu hicrelerin aminoasit akiimulasyonunda sizintyataactgl gosterilmgtir. Bir
baska calgmadal. lactis subsp. cremoris 9Btarafindan uretilen lactococcin
A’nin duyarh hicrelerde PMF yok#iuna neden oldiu gosterilmgtir (Bruno ve
Montville, 1993).
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Ozellikle gidalarda kullanimlarindan dolayl bu kagapuler hale gelrgi
olan laktik asit bakterilerinin kimyasal ve antibaksidal 6zelliklerinin
calsilmasi ve gida sistemlerindeki etkinliklerinin  llhmesi icin
bakteriyosinlerin ¢cok miktarda ve saf olarak eldreesi gerekmektedirSu an
en yaygin olarak kullanilan metot hticrelerden ariimlis bakteriyosin iceren sivi
kiltirden amonyum stilfat presipitasyonu ile yapikaflgtirmadir. Bu metot
Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Leuconosfge se Lactococcus spp.
turlerinin Urettgi bakteriyosinler icin kullaniimaktadir, ancak ballg elde edilen
urtnler igerisinde gier proteinleri de barindirgh icin ¢ok takdir gérmemektedir.
Daha ileriki bakteriyosin saffarmalari igin dizi analizi, ¢gtli kolon
kromatografi teknikleri kullaniimaktadir (Yang veka 1992).

1.5.5. Ekstraseliler Polisakkarit (EPS) Uretimi

Polisakkarit Uretim yeterge bakteriler arasinda oldukga yaygin olarak
gorulmektedir. Mikroorganizmalar sitoplazmada yéanaglikojen, gram pozitif
bakterilerde hicre duvari yapisinda bulunan pegtlikian ile lipoteikoik asit ve
gram negatif bakterilerde dmembranda bulunan lipopolisakkaritler gibi depo
polisakaritleri sentezlemektedirler. Bununla bitdikbazi bakteriler genel olarak
glikokaliks terimi altinda toplanan, az miktardakgprotein iceren ve ylzeyde
bulunan polisakkaritler salgilamaktadir. Bu ekzogakkaritler kapsulun hticre
yluzeyine kovalent lganmasini ya da tabakalara yapayl s&layan kapsul
polisakkaritleri ve hicre yilzeyine gekce bgh ince tabaka formundaki
ekzopolisakkaritleri (EPS) kapsamaktadir. EPS drgetengi, maya ve kuflerde
daha az goriulmekte, bakteriler arasinda ise yaylguak gorilmektedir (Madiedo
ve Reyes-Gavilan, 2005).

Mikrobiyal EPS lerden bazilari, bitkilerdeki polidaritlere (seltloz,
pektin, alginat vb) benzer fizikokimyasal Ozellikleden dolayr endustride
kullaniimaktadir. EPS’ler yenglevsellikleri ile pek cok ilging fiziki, kimyasale
rheological (maddenin sivi halindeki 6zelliklerizdliklerinden dolayr yeni
biyomateryaller gibi hareket ederler. Bu nedenlksti€ deterjan, yapgtiricl,
mikrobiyal olarak zenginkgiriimis petrol iyilestirmeleri (NEOR), atik su
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lyilestirmeleri, dere yat@&a temizlemeleri, mayalanma, akarsgeme suirecinde,
kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarakluk¢a geni kullanim
alanlarina sahiptirler. Laktik asit bakterileri g&ger bakteriler tarafindan tretilen
EPS ler gida endistrisinde Urinin yapisindan velabeal 6zelliklerinden
dolay! viskozite icin, stabilizasyon icin kullaniktadir ancak LAB starter
kalturleri ayni zamanda st fermantasyonunda ddahkudigl icin, laktik asit
bakteri strainleri tarafindan @dal olarak Uretilen EPS lerin gidalarda kullanimi
son yillarda oldukca dikkat cekstir. (Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005; Yiimaz
ve Celik, 2007).

Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen pok&aritler lokasyonlari temel
alinarak iki sinif altinda toplanmaktadir; (i)hUcygizeyi ile iligkili olan ve
patojenite ile bglantisi oldgu disinidlen kapsuler polisakkaritler (CPS) ve (ii)
hiicrelerin  cevrelerine salgiladiklar ekstraselllpolisakkaritler. Kapstuler
polisakkaritlerin mikrobiyal htcreleri kurumaya, gfasitoza, faj saldirilarina,
osmotik strese antibiyotiklere ve toksik Bildere kagl korumada rol oynadiklari
ve hicrelere kati ylzeylere tutunabilme ve biyofilatusturabilme yetisi
kazandirdiklari dgundlmektedir. Gecgmngi yillarda pek c¢ok EPS dreten
Lactobacillusturti tanimlannstir. Bu Lactobacillustirlerinin ¢gu, fermente sut,
yogurt, kefir gibi sut drinlerinden izole edilgir. EPS Ureten bakteriler
urettikleri EPS leri yikabilme yetepime sahip olmadgh icin EPS’ler besin deposu
olarak  gorulmemektedir. EPS’ler kompozisyonlari éém alindginda
homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler (HePS)larak iki sinifa
ayrilmaktadir. Homopolisakkaritler monosakkaritiend(daha cok fruktoz ya da
glikoz) olusmaktadir ve genelde sukrozdan bol miktarda Grekteudr.
Heteropolisakkaritler ise daha ¢ok, galaktoz, glikdthamnoz ve fruktoz gibi iki
ya da daha fazla monosakkarittensalu identik tekrarl tnitelerden clonaktadir.
Heteropolisakkaritler alt tniteler gibi intraseltil@larak ve genelde 1,5 g/L. gibi
disik miktarlarda sentezlenmektedirler. Lokasyon veydsal kompozisyona
ilaveten konformasyon, molekiler kutle gibigei kiriterlerde polisakkaritin
Ozelliklerine etki etmektedir (Korakli, 2002; Tafose ark., 2003).

EPS Ureten laktik asit bakterilerinin blyuk birggalugu Streptococcus,

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pedicuscinslerine aittir. Bunun
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yani siraBifidobacteriumcinsine ait bazi strainlerin de biyopolimer Uldéri
bilinmektedir. Leuconostoc mesenteroidéegafindan sentezlenen dekstran 1948
yilinda endustriyel anlamda Uretilgnilk biyopolimerdir EPS Uretimi icin ¢ok
sayidaki laktik asit bakterisi incelengtit. Bu calsmalarda daha c¢ok teknolojik
Ozelliklerinden dolayiLactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, L. heiges,
Streptococcus thermophilggbi termofilik tirler incelenmitir. Bununla birlikte
ginimuzdeL. acidophilus, L. lactis, L. rhamnosugibi mezofilik bakteriler
tarafindan uretilen EPS’lere kaolusan ilgide artmaktadir (Korakli, 2002; Tallon
ve ark., 2003; Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005).

Kimyasal kompozisyonlari, yapilari, molekulegiraklari, Grtnleri ve
fonksiyonlari dikkate alingi zaman heteropolisakkaritler oldukca gertir
cssitlilik gostermektedirler. Son dénemlerde farklkiik asit bakterileri tarafindan
sentezlenen heteropolisakkaritler ile ilgili molékiigenetik cakmalar artny ve
heteropolisakkaritlerin tekrarlayan unitelerindesitfie glikotransferaz enzimleri
bulunmustur. Ornein Streptococcus thermophilugenomunda EPS iretiminde
polimerizasyonu s#layan enzimler ile glikotransferaz enzimlerini kaghn ceitli
genler bulunmaktadir. EPS Uretimi nikleatekerler tarafindan aktive edilmekte
ve diuk prekirsor varfiinda uretim azalmaktadir. Laktik asit bakterileedPS
olusumuna cok daha az 6nem veriftm. LAB strainlerinin geny ¢ssitlili ginin
aciklanmasinda EPS fenotiplerinin incelenmesi dafgaun bir yaklaimdir olarak
gorulmektedir (Levander ve ark., 2002; Mozzi ve. a2k06).

Gida endustrisinde laktik asit bakterileri tardfan dretilen EPS’ lerin ilgi
cekmesi fermente Uriinlerin yapisini giden rheological 6zelliklerinden (Grgem
yogurtlarda yap! gegimini sgslama, peynirlerde pihtgana riskini azaltma) ve
genel olarak guavenli bulunmalarindan (GRAS) kayaahkiaktadir. Teknolojik
faydalarinin yani sira laktik asit bakterileri tangan dretilen EPS ler antitlser,
antitiimoral olma, kolesterolu glirme, immun sistemi guclendirme gibighga
faydali caitli oOzellikleri de taimaktadirlar (Van Calsteren ve ark., 2002;
Champagne ve ark., 2007).

Ticari deseri yuksek oldgundan dolay! laktik asit strainleri tarafindan
uretilen EPS miktarinin arttirilmasi ve urin g@ilmesi agisindan c¢almalar

gerceklgtirilmi stir. Welman ve ark. (2003) nin bildirilgine gore NTG (N-metil-
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N-nitro-N-nitroguanidin)  kullanimi  ile  kimyasal nmagyona @ratilan
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricwda EPS Uretimi artmaktadir. Benzer
sekilde caitli Streptococcuddrleri ile yapilan caymalarda kimyasal mutasyon
yolu ile EPS Uretiminin arttirilabilegeni desteklemektedir.

Gidalarda katki maddesi olarak EPS kullaniminin saba ile
sonuclanabilmesi icin Ureticilerin uygun ortamdandurularak ya da kurutularak
konsantre hale getirilmikultiriin stabilizasyonunu, tekrar eldesini ve ngen
arin eldesini sglamasi zorunludur. EPS Uretimi temel olarak strdig# olarak
gelismekle birlikte; yiksek seviyelerde EPS Uretimi igkarbon ve nitrojen
kaynaklari arasinda denge olmasi gerekmektedir.cAyrsicaklik, ortam
bilesenleri, inkibasyon siresi gibi bulyime sibbari da Grin eldesini
etkilemektedir (Bouzar ve ark., 1996; Champagnarke 2007).

Uygun kaullarin s&lamasina rgmen EPS dretimi tam kontrolli hiekilde
gerceklgtirilememektedir. Strainlerin genetik seviyede EPR8etimindeki
kararsizliklari, sut drtnlerinde lif adumunda kararsiZla neden olmakta ve
uretimde siklikla kaulasilan bir problemi dgurmaktadir. Optimum geim
sicaklginda bile, uzun siren inkibasyon periyodundan sbh@usumu kaybi
olabilmektedir. EPS dretimi genellikle plazmitlerldiskilidir ve genetik
kararsizlik plazmit kaybi ile aciklanabilmektedifapilan calgmalarda mukoz
olusumunu sglayan caitli plazmitler identifiye edilmgtir. Diger yandan
termofilik laktik asit bakterilerinde EPS Uretimiaggmit varlgi ile iliskili degildir.
EPS Uretimi icin gerekli olan genler kromozomlargkx almaktadir ve genetik
kararsizlik hareketli genetik elementlerden ya dkesonlari da kapsayan genel
genomik kararsizliktan kaynaklanmaktadir. Her i&ndmen del. delbrueckii

subsp. bulgaricuse S. thermophilusla gdzlemlenngtir (Stingele ve ark., 1996).

1.6. Laktik Asit Bakterilerinin Sa glik Alaninda Kullanimi

1.6.1. Probiyotikler ve Prebiyotikler

Gunumuz dunyasinda kamiza siklikla ¢ikan terimlerden biride probiyotik

ve prebiyotiklerdir. Ozellikle son 10 yildir prolmiik iceren gidalarin tretimi,
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kullanimi, bu gidalarin 6zellikleri ve gakla olan iliskileri aratirma konusu

olarak ygun ilgi gormitur. Kelime anlami, “ygamsal, canl icin” olan
probiyotikler, insan s#igina olumlu yoénde etki eden ve gida katki maddesi
olarak kullanilan canli mikroorganizmalar olarakitalanmstir (Sanders, 1999).

Probiyotik olarak isimlendirilen bu bakterilerirelsktif olarak buyime ve
gelismesini  s@layan, aktivitelerini arttiran sindirilemeyen kartbodrat
bilesenlerine de Prebiyotik denmektedir (Macfarlane, 999 Fructo-
Oligosakkaritler yapisindaki prebiyotikler gpa anne siti olmak tzere bircok lifli
gidalarda (Orngn enginar, kereviz, pirasa, gkonmaz, muz) bulunur. Besin
Ogelerinin prebiyotik olarak kabul edilmesi icgn Ozellikleri taimasi gereklidir:
(i) Mide ve ince bairsakta hidrolize veya adsorbe olmamalidir. (ii)ldfo
mikroflorasindaki yararli mikroorganizmalar icincgg olmali ve ¢cg@almalarini
uyarabilmelidir. (iif) Floray! sglikh bir kompozisyon olacakekilde deistirmeli
ve konak yararina olacajekilde lokal ve sistemik etkiler yapmalidir (Yilmaz
2004; Yacl, 2005).

Gercekte probiyotik mikroorganizmalarin v@rlibinlerce yil dncesine
dayanmaktadir ve probiyotikler bilinmeyerek bilesal binlerce vyildir insan
diyetinin bir parcasi olmyardir. Yogurt, peynir, kefir gibi fermente Urinleri
kullananlarda bazi enfeksiyon hastaliklarinin dadma goruldigiune iliskin
gozlemler, bilim adamlarini tarinsel sire¢ icem&ncanli mikroorganizmalar ile
calismalar yapmaya yonlendirgtir. Rus aratirmaci Elie Metchnikoff, bol
miktarda sut Urdnleri tiketen Bulgar koyluleriniahdh uzun stre yadgini fark
etmis ve yaptgl calsmalarla probiyotik kavramini tip dinyasina sunarak,
alanda yap@ argtirmalar sonucunda 1908 yili Nobel 6dulini kazagtimi
(Sanders, 1999; Giltekin, 2004; 36, 2005).

Gastrointestinal sistem {S) bireylerde lokal yada sistemik immiin yanit
sekillenmesinde onemli roller Ustlerggiden sglikh bir yasam icin S ve
floranin korunmasi 6nem gianaktadir. Gastrointestinal sistem normal florasi
dogumda steril iken, yenid@mn doneminde kazaniimakta ve sgm boyu
kalmaktadir. Dgum sirasinda yutulan annenin vajinal ve fekal Boridk flora
kaynaini  olwturmaktadir. Dgumdan 48 saat sonraEnterobacteria

Staphylococcie Streptococciden olwan bakteriler floraya hakimken gamdan
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bir hafta sonra Bifidobakteriler florada baskin wima gec¢cmektedir ve yam
boyu 6zellikle Bifidobacteriumile Lactobacillus tiirleri GIS’ in ana florasini
olusturmaktadir (Yilmaz, 2004nanc ve ark., 2005).

Son yillarda 6zellikle probiyotiklerin etki mekanmalari ve ustlendikleri
gorevler Uzerine pek cok atama yapilmgtir. Probiyotiklerin kullanildgl
hastalik ve durumlar ‘Sanders (1999)’ tarafindaetiénmitir (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Probiyotik bakterilerin potansiyel etkileri (Sand€r999)

Kullanildigi durumlar Mekanizma

Laktoz sindirimi Bakterial laktozun laktoza hidrmili

Patojenler icin uygun olmayan ortam glurma (bakteriyosir

Uretimi, ortam pH’sini dgiirmekisa zincirli ya asitleri

Enterik patojenlere kardiren
patol o ¢ olusturma)

olusumu . .
Kolonizasyona kar direnc¢ olgturma

Gut florasina etki etme

Kolonik  mikroplarin  karsinojen  etkili  enzimlerinin
) o inhibisyonu
Anti kolon kanser etkisi T ]
Karsinojen deaktivasyon

Immiin cevap okturma

Infeksiyon ve tiimorlere kar olusan spesifik olmayar
. o savunmanin guclendirilmesi
Immin sistemin diizenlenmes - o )
Antijene spesifik immun cevabin desteklenmesi

IgA Uretimini arttirma

Aleriji Antijen translokasyonun kana kemasini énleme

Bakteri hiicreleri aracgyla kolesteroliin asimilasyonu
Kalp hastaliklari o )
Antioxidative erki

) ) o _| Hucre duvari bilgenlerinin  anjiyotensin olarak gorev
Yiksek tansiyon uzerine etki | i
ustlenmesi

. ] ] Uriner ve vajinal hiicrelerin adhezyonu
Urogenital enfeksiyonlar

Inhibitor dretimi (HO, retimi)

Probiyotiklerin klinik kullanimlari ile ilgili calmalarin ¢@u ishalli
vakalarda gercekdérilmistir. Yapilan aratirmalar sirasinda probiyotiklerin
patojen mikroorganizmalarin inhibe edilmesini bk¢cmekanizma veya yolla
gerceklgtirebildigi saptanmgtir. Bu yollardan bazilari; 1. Laktik asit treterek
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[imenin pH’ sini diglrmek. 2. Antimikrobiyal mikrosin, hidrojen peroksre
serbest radikaller Uretmek. 3. Reseptorlere tuaknbesin kaynaklari icin patojen
mikroorganizmalarla rekabet etmek. 4. Metabolizraarine etki yapip karsak
enzimlerinin aktivitesini etkilemek. 5. Koruyucu sio olisumunu uyarmak. 6.
sitokin dengesi Uzerine etki etmek. 7. Sekretugdr yapimini uyarmakeklinde
siralanabilmektedir (Yilmaz, 200&]ler, 2005).

Probiyotik mikroorganizmalarin 6neminin agilanasina paralel olarak bu
mikroorganizmalari iceren fermente UrUnlerin tuketide hiz kazanngtir.
Yapilan argtirmalar fermente drtnlerin ve sit trdnlerinirglddl imajina sahip
oldugunu, fermente gidalarin canli mikroorganizma igérdercesinin misteriler
tarafindan bilindiini ve probiyotik kudlttrlerin tretimde starter kit olarak
kullaniimasinin pozitif imaj yaragini ortaya cikarmgtir. Tum bu gelmeler
sonucunda gunumuzde probiyotik iceren gidalarirtirinede ve bu drdnlerin
uretim teknolojisinde de ilerlemeler meydana getmi Probiyotikler fermente
gidalara ilave edilgi zaman; tiketicinin gastrointestinal sistemine digir
zamanki aktivitesi ya da probiyotik Grlnlerin banalmasi Uzerine etkili olan
faktorler gibi pek cok faktér g6z onudnde bulundamalidir. Bu faktorler
sunlardir; 1. EKlenen probiyotik mikroorganizmanizyblojik durumu (hticrelerin
logaritmik ya da durgun fazda olup olmgdii 2. Uriiniin fiziksel keullari
(sicakhk vb). 3. Probiyotik eklenirken Grinin kiesal kompozisyonu (asitlik,
karbonhidrat iceginin kullanilirhgi, nitrojen kaynaklari, mineral icéfi su
aktivitesi, oksijen miktari vb). 4. Starter kultiue probiyotik organizmalar
arasindaki etkilgmler (bakteriyosin uretimi, antogonistik etki, shjik etki vb).
Probiyotik mikroorganizmalar starter kiltirin biesi olarak kullanildii zaman
bu mikroorganizmalar ile gida matriksi ya da staki@tlir arasindaki etkikmler
cok duyarli olabilmektedir (Heller, 2001).

Fermente gidalara probiyotik ilavesinde bigeti Gnemli nokta da eklenecek
olan mikroorganizmanin secimidir. Sonug itibariygedalarin bgarili teslimleri
icin probiyotiklerin gida Uretim prosesinde, depoéa olgunlama ve raf dmri
boyunca canli kalmalari zorunludur. Tavsiye edilgiee probiyotik kilttrd Grin
icerisinde minimum 10CFU ml ™ sayida bulunmak zorundadir. Ayrica gastrik

transit boyunca bakteri gegide sayllamayacak kadar ¢cok hicrenin camhli
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yitirdigi gercesi de unutulmamasi gereken birgdr noktadir. Bu nedenle
probiyotik olarak ilave edilen organizmalarglevlerini yerine getirebilmesi icin
cesitli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu fikéerin basinda yiksek asit,
sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda gsilme, oksijene kar tolerans ve

prebiyotikleri metabolize edebilme yetenekleri gektedir. Ayrica izolatlarin

stabilite, endustriyel diizeyde Uretilebilme, tiget¢in salik riskinin olmamasi,

olasi s@lik etkilerinin dgrulanmasi gibi 6zellikleri de 6nemstenaktadir(Ross ve
ark., 2005; Gursoy ve Kinik, 2006).

Bugun ticari urinlerde kullanilan probiyotik balker c¢ogunlukla
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine ait tyelerdir. Probiyotik strainler
olarak izole edilerLactobacillustirleri; L. acidophilus, L. casei, L. johnsonii, L.
rhamnosus, L. gasseve L. reuteritUrlerini icermektedirBifidobacteriumtirleri

iseB. bifidum, B. longum, B. infanttérlerini icermektedir (Heller, 2001).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Et ve Et Urtinti Orneklerinin Temini ve Laboratuvara Getirilmesi

Pastirma, sucuk ve kiyma o6rnekleri Eskir piyasasindan temin edilerek,
steril kavanozlar icerisinde, alindiklari gurgsk zincir ile laboratuvara getirilmi

ve ayni gun igerisinde analize alirgm.

2.1.2. Test Mikroorganizmalari

Fermente et UrUnlerinden izole edilen laktik &sikterilerinin gida kokenli
cesitli gram pozitif ve gram negatif bakterilere karantimikrobiyal aktivite
gosterip gostermegii Cizelge 2.1 de temin edildikleri kaynaklar ilerlixte
verilmis olan test bakterileri kullanilarak belirlergtii. Calismalar sirasinda
kullanilan test mikroorganizmalari (Cizelge 2.1)unzvadede %215'lik gliserol
icersinde -85°C’ de, kisa sureli olarak ise +&’ de nutrient broth igerisinde
saklanmgtir. Kullanilan batin test mikroorganizmalari, anl@rden 6nce stoktan
cikarilarak canlandirilng) saflik kontrolii yapilny ve daha sonra testlerde

kullaniimistir.

Cizelge 2.1. Test Mikroorganizmalari (NRRL: Northern Regionals@arch Laboratory of the
USDA, Peoria, lllinois, USA. ATCC: American Type [Bue Collection, USA).

] _ _ o Optimum Gelgme
Mikroorganizma Kaltaran Temin Edildi Yer
Sicaklgl
Bacillus cereus NRRL B-3711 30°C
Bacillus subtilis NRLL B-744 30°C
Escherichia coli NRRL B-3704 37°C
Enterococcus feacalis ATCC 29212 37°C
Klebsiella pneumoniae Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
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Cizelge. 2.1. (Devam)Test Mikroorganizmalari (NRRL: Northern RegiofRdsearch Laboratory
of the USDA, Peoria, lllinois, USA. ATCC: Americahype Culture
Collection, USA).

Listeria monocytogenes ATCC-7644 30°C
Listeria monocytogeneserovar 1 Gazi Univ. Fen Fakdiltesi 30°C
Listeria monocytogene®NE QCILI Gazi Univ. Fen Fakiiltesi 30°C
Proteus vulgaris NRRL B-123 37°C
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 30°C
Salmonella typhimurium NRRL B-4420 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 6538 30°C
Yersinia enterocolitica Gazi Univ. Fen Fakiiltesi 37°C
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 30°C
Lactobacillus buchneri NRRL B-1837 30°C
Lactobacillus bulgaricus NRRL B-548 30°C
Leuconostoc paramesenteroides Anadolu Univ. Fen Fakdiltesi 30°C
Streptococcus lactis Anadolu Univ. Fen Fakiiltesi 30°C

2.1.3. Besi Ortamlari

2.1.3.1. Arjinin dihidrolaz broth (D2935, Fluka)

Pepton 19
Sodyum Klorar 5¢9
Potasyum hidrojen fosfat 0,3g
Fenol red 0,01¢g
L-arjinin HCI 109
Distile su 1000 mi

Besiyeri icergi distile suda ¢6zuldukten sonra, pH ¥,@,2 ' ye ayarlanngi

ve 121 ° C de 15 dakika otoklavlanarak steril egiiim

2.1.3.2. Bacillus cereus agar (B2176, Sigma)

Mannitol 10g
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Sodyum klortr 29
Magnezyum stilfat 0,19
Di sodyum fosfat 25¢g
Potasyum fosfat 0,25¢
Sodyum piruvat 10g
Peptic digest of animal tissue 1lg
Brom timol mavisi 0,12 g
Agar 109
Distile su 1000 mi

Besiyeri icergi distile suda c¢ozuldikten sonra, 121 °C’ de 15ildak
otoklavlanarak steril edilrgiir. Otoklavdan c¢ikan besiyerinin sicgkli50 °C’ ye
kadar dgtiikten sonra 1 vial Polymixin B Selective Suplem@9602, Sigma)
ve 25ml Egg Yolk Emulsion (E-7899, Sigma) ilavelmatir.

2.1.3.3. Beyin kalp infusion yumgak agar (53286, Sigma)

Sir kalbi 50
Dana beyni 125¢g
Di sodyum hidrojen fosfat 25¢g
Glikoz (D+) 29
Pepton 109
Sodyum Klorar 5¢9
Agar 79
Distile su 1000 ml.

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldukten sonra, pH ¥,@,2 ’ ye ayarlanngi

ve 121 ° C de 15 dakika otoklavlanarak steril egifim

2.1.3.4. Listeria selective agar (62355, Fluka)

Glikoz (D+)
Nalidiksik asit

19
0,04 g
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Sodyum klortr 59
Tiamin di Klortr 0,005¢
Triypalavin 0,019
Triptoz 209
Agar 13 g
Distile su 1000 mi

Besiyeri icergi distile suda ¢Ozuldukten sonra, pH ¥,@,2 ’ ye ayarlanngi

ve 121 ° C de 15 dakika otoklavlanarak steril egifim

2.1.3.5. MRS agar (Lactobacillus Agar acc. To DEMN, ROGOSA

and SHARPE ) (1.10660, MercK

Diamonyum hidrojen sitrat 29
Dipotasyum hidrojen fosfat 29
Glikoz 20g
Magnezyum stilfat 0,29
Mangan stilfat 0,04 ¢
Et ekstrakitt 8¢
Pepton 10g
Sodyum asetat 59
Maya ekstrakti 49
Tweerf 80 1 mi
Agar 149
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldikten sonra, pH $,8,2' ye ayarlanng

ve 121 ° C de 15 dakika otoklavlanarak steril egifim

2.1.3.6. MRS agar %6,0 tuz ilaveli

Daha once icegi verilmis olan MRS agar (1.10660. Merck ortami
icerisine 60gr / 1000 ml. olacajekilde sodyum Kklorur ilavesi yapilgiicerik
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distile suda cozildukten sonra 12C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmigtir.

2.1.3.7. MRS agar %7,5 tuz ilaveli

Daha once icegi verilmis olan MRS agar (1.10660. Merck ortami
icerigine 75gr / 1000 ml. olacakekilde sodyum klortr ilavesi yapilgjiicerik
distile suda c¢oOzildukten sonra 12C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir.

2.1.3.8. MRS agar %10 tuz ilaveli

Daha once icegi verilmis olan MRS agar (1.10660. Merck ortami
icerisine 100gr / 1000 ml. olacakkilde tuz ilavesi yapilng) icerik distile suda
¢cozlldukten sonra 12’ de 15 dakika otoklavlanarak steril ediktm.

2.1.3.9. MRS agar laktoz ilaveli

Daha oOnce icegi verilmis olan MRS agar (1.10660. Merckortaminin
icerisinden glikoz cikartilarak yerine ayni miktarthktoz ilavesi yapilng) icerik
distile suda c¢oOzildukten sonra 12C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir.

2.1.3.10. MRS agar sakkaroz ilaveli

Daha oOnce icegi verilmis olan MRS agar (1.10660. Merckortaminin
icerisinden glikoz cikartilarak yerine ayni miktargdakkaroz ilavesi yapilgi
icerik distile suda ¢ozuldikten sonra 121’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir.
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2.1.3.11. MRS agar fruktoz ilaveli

Daha oOnce icegi verilmis olan MRS agar (1.10660. Merckortaminin
icerisinden glikoz cikartilarak yerine ayni miktarfituktoz ilavesi yapilngi icerik
distile suda c¢oOzildukten sonra 12C' de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir.

2.1.3.12. MRS Broth (69962, Fluka)

Dipotasyum hidrojen fosfat 29
Glikoz 20 g
Magnezyum stlfat heptahidrat 0,29
Mangan sulfat tetrahidrat 0,05¢g
Et ekstrakti 8¢
Pepton 10g
Sodyum asetat trihidrat 50
Triamonyum sitrat 29
Yeast ekstrakttl 59
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldukten sonra, pH £,2,2" ye ayarlanng,
1 ml Tweeff 80 eklenmy ve 121 °C’ de 15 dakika otoklavlianarak steril mulitir.

2.1.3.13. Mueller hinton agar (70191, Fluka)

Sigir eti-kalp ekstrakti 49
Kazein hidrolizat 175¢
Nisasta 159
Agar 179
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢c6zildikten sonra, pH 68,2’ ye ayarlanngi
ve 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilimi
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2.1.3.14. Nutrient Broth (03856, Fluka)

Et ekstrakti 39
Pepton 59
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldukten sonra, pH ¥,0,2' ye ayarlannyi
ve 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilimi

2.1.3.15. Nutrient Agar (N 9405, Sigma)

Et ekstrakti 39
Pepton 59
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldikten sonra, pH £,8,2' ye ayarlanng
ve 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmi

2.1.3.16. Plate count agar (70152, Fluka)

Dekstroz 1lg
Tripton 59
Maya ekstrakti 250
Agar 9¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldukten sonra, pH 6,8,2' ye ayarlanny
ve 121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilimi

2.1.3.17. Patates dekstroz agar (1.10130, Merck)
Patates ekstrakti 49

Glikoz (D+) 209
Agar 15¢
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Distile su 1000 mi
Besiyeri icergi distile suda c¢oOzuldukten sonra, 121 °C de 15 kdaki

otoklavlanarak steril edilrgiir.

2.1.3.18. Ugekerli demir agar (1.03915, Merck)

Pepton (kazein den) 159
Pepton (et den) 50

Et ekstrakti 39
Maya ekstrakti 349
Sodyum klortr 59
Laktoz 109
Sukroz 1049

D (+) Glikoz 1g
Demir 3 amonyum sitrat 0,59
Sodyum tiyosulfat 0,59
Fenol kirmizisi 0,024 g
Agar 12 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozuldikten sonra, pH ¥,8,2’ ye ayarlanng,
icerigin tam olarak homojen hale getirilmesi icin besiykaynatiims ve test
tiplerine 15 ml koyularak 121 °C de 15 dakika adgldnarak steril edilngtir.
Otoklavdan cikan tuplergenli bir zemin Gzerine yatirilarak dondurulgue yatik

agarseklinde kullanilmgtir.

2.1.4. Kullanilan Boyalar

2.1.4.1. Kristal violet

Kristal violet 20g
Etil Alkol (% 95) 20 ml
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Amonyum Oksalat 0,29
Distile Su 20 ml
Kristal violet 10 ml etil alkol icersinde ¢ozuldigkt sonra Uzerine ayri bir

erlende 20 ml distile su icerisinde ¢ozurgnulan amonyum oksalat eklenytii

Karisim filtreden gegirilerek kullanilngtir (Speck ve ark., 1976).

2.1.4.2. Safranin

Safranin 0,25¢g
Etil alkol (%95) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin alkol icerisinde ¢ozuldukten sonra dessili ilave edilmive 24 saat

sonrasinda co6zelti filtre B&dindan gecirilerek suzulngiiir (Cotuk ve Ag-
Klcuker, 1992).

2.1.4.3. Lugol

Iyot 5¢9
Potasyum iyodur (KI) 10g
Distile su 100 ml

Potasyum iyodir 20-30 ml distile suda c¢Ozigmie Uzerine iyot
eklenmitir. Ardindan ¢ozelti distile su ile 100 ml.’'ye tamlanmgtir (Cotuk ve
Ang-Klcuker, 1992).

2.1.5. Kullanilan Cozeltiler

2.1.5.1. Fizyolojik tuzlu su

Sodyum klortr 85¢
Distile su 1000 ml



36

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum klorir digtilsu icersinde c¢ozulerek
kullaniimistir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.5.2. %20'lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol 20 ml
Distile su 80 ml

Gliserol ve distile su kagtirilip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra kullanilmgtir (Akgelik ve ark., 2000).

2.1.5.3. Sit tozu ¢ozeltisi (% 15’lik)

Sut tozu 15¢g
Distile su 85 ml

Sut tozu distile su icerisinde ¢ézunduriwvé 115°C* de 1,5 atm basincgta
10 dakika otoklavlanarak steril edilgtir (Tamer ve ark., 1989)

2.1.5.4. Laktik asit miktar tayini i¢cin standart ¢ozelti

Saf laktik asit solisyonundan sirasi ile 1, 31@, 12, 16 mg / ml olacak

sekilde ayri ayrt 5 ml' lik MRS broth ortami iceretiiplere ilave yapilarak
hazirlanmgtir (Mumcu, 1997).

2.1.5.5. Laktik asit miktar tayini icin A ¢cozeltisi

Baryum klorar 98,75 ¢

Distile su 1000 ml

Cozelti baryum Klorir (BaGI2 HO) distile su igcerisinde ¢ozunduruldikten
sonra kullaniimgtir (Mumcu, 1997).
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2.1.5.6. Laktik asit miktar tayini icin B ¢ozeltisi

Sodyum hidroksit 26,49

Distile su 1000 ml

Sodyum hidroksit (NaOH) distile su icerisinde ci&zék 0,66 N NaOH
hazirlanmgtir (Mumcu, 1997).

2.1.5.7. Laktik asit miktar tayini icin C ¢ozeltisi

Cinko sulfat 225 ¢

Distile su 1000 mi

Cozelti Cinko silfat (ZznS© 7H,O) distile su icersinde c¢ozulerek
kullaniimistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.8. Laktik asit miktar tayini i¢in renk ayiraci

Demir klorur 59
Hidroklorik asit 12,5 ml
Distile su 87,5 ml

Demir klorir 1 N, 12,5 ml hidroklorik asit (HCIyerisinde ¢ozdurilmgive
karisim distile su ile 100 ml'" ye tamamlangtir. Bu soliisyon stok olarak
saklanmgtir.

Yukarida anlatildil sekilde hazirlanan stok ¢ozelti ile renk ayiraciejtgi
hazirlanmgtir. Laktik asit miktar tayini icin kullanilan renayiraci, kullanilaca

zaman taze olarak hazirlargtm (Mumcu, 1997).

2.1.5.9. Proteolitik aktivite tayini igin standart ¢ozelti

Proteolitik aktivite tayininde standargreolusturmak icin sirasiyla 0,02, 0,2,
0,4, 0,6, 0,8, 1 mg tirosin /ml olacgékilde tirosin standart ¢ozeltisinden 5 ml’ lik
MRS broth ortami igeren tuplere ilave yapgtm(Aslim, 1994).
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2.1.5.10. 0,72 N Triklorasetik asit ¢cozeltisi

Triklorasetik asit 118 g

Distile su 1000 ml

Triklorasetik asit (TCA) distile su icerisinde myatik karstirici yardimi ile
cozilerek kullanilnytir (Aslim, 1994)

2.1.5.11. NaC0O3.Na,P,0O7 ¢ozeltisi

Sodyum bikarbonat 150 g
Sodyum di fosfat 204g
Distile su 1000 mi

Sodyum bikarbonat (N&0O;) ve sodyum di fosfat (N&.O;) uygun
miktarlarda kagtirnildiktan sonra distile su icinde ¢ozilerek kallanistir (Aslim,
1994).

2.1.5.12. Fenol Ayiraci

Folin Ciocalteus c¢ozeltisi 50 ml

Distile su 100 mi

Fenol ayiract 1 kisim Folin ¢ozeltisi 2 kisim diestsu ile kargtirilarak
hazirlanmgtir. Bu ¢ozelti kullanilacgd zaman taze olarak hazirlanmakta, stok

solUsyonu olgturulamamaktadir (Aslim, 1994).

2.1.5.13. Hidrojen peroksit tespiti icin standart ¢zelti

0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distda ilavesi ile 30 ml’ ye
tamamlanmgtir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 mkka bir erlene alinmgive tekrar

distile su ile 30 ml' ye tamamlangtir (Mumcu, 1997).
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2.1.5.14. 1 N HSO, ¢ozeltisi

Sulfurik asit 1,67 ml
Distile su 100 ml

Saf sulfurik asitten distile su ilavesi ile 1 Naobk sekilde cozelti
hazirlanmgtir (Mumcu, 1997)

2.1.5.15. Amonyum molibden ¢o6zeltisi

Amonyum molibden 0,12 g
Distile su 100 ml

Cozelti amonyum molibden ( (N§#Mo70O-4 ) distile su icersinde ¢ozulerek
hazirlanmgtir (Mumcu, 1997).

2.1.5.16. Potasyum iyodur ¢ozeltisi

Potasyum iyodur 16,6 g
Distile su 100 ml

Cozelti potasyum iyodur (KI) distile su icersingézulerek hazirlanrgtir
(Mumcu, 1997)

2.1.5.17. Sodyum fosfat tamponu

Sodyum fosfat dihidrat 0,78 g
Distile su 100 ml

Sodyum fosfat dihidrat (NaiRPOs.2H,0) distile su igerisinde ¢ozindukten

sonra pH; 7,5’e ayarlangtir. Tampon c¢o6zelti +4C’ de buzdolabi kgullarinda
saklanmgtir.
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2.1.6. Kullanilan antibiyotikler

Seftriakson (CRO 3@y Oxoid)

Siprofloksasin (Cb mcg/disk HIMEDIA)
Penisilin- G (P 10 mcg / disk HIMEDIA)
Gentamisin (G 10 mcg / disk HIMEDIA)
Netilmisin Sulfat (Nt 30 mcg / disk HIMEDIA)

2.2. METOT

2.2.1. Fermente Et Uriinlerinden Mikroorganizmaizolasyonu

2.2.1.1. Fermente Et Urlnlerinden Laktik Asit Bakteailerinin

izolasyonu

Calsmada piyasadan temin edilen et ornekleri laboratuggamina
getirildikten hemen sonra izolasyon igin ekindemleri gerceklgtirilmi stir.
izolasyon icin; 25 g et orge 225 ml distile su ile steril blender igerisinde
homojenize edilnstir. Elde edilen 10"lik diliisyondan icerisinde 9 ml'lik steril
distile su iceren tiplerde Tove 10° luk diltisyonlari hazirlanngtir. Hazirlanan
tum dilisyonlardan doékme plaka yontemi ile ekim @apstir. Dillisyonlardan
aseptik kgqullarda 1 ml alinarak steril hgetrilere aktariliny ve tizerine 45C’ ye
kadar sgutulmus MRS agar dokilerek katiriimistir. Hazirlanan her diliisyon
icin, ayri U¢ petriye ekim vyapilmive tim cakma cift paralel olarak
gerceklatirilmistir. Ekim islemleri tamamlanan petriler (i) 30C’ de aerobik
ortamda, (ii) 30°C’ de anaerobik ortamda ve (iii) 42’ de aerobik ortamda 48—
72 saat sUre ile inkiibasyona tabi tutugtnu (Balows ve ark., 1992; Holt ve ark.,
2000; Halkman 2005).

Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra bu petriterdek digen,
morfolojik olarak birbirinden farkli olan ve lakti&sit bakterisi oldgu diunilen

koloniler (mat, krem rengi, beyaz, kiguk ve Ozddlikpetrinin alt ylzeyinde
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bulunan koloniler) 6ze yardimi ile alinarakska bir MRS agar petrisine c¢izgi
ekim yontemi ile aktariimgtir. Ekim yapilan petriler elde edildikleri ortam
kosullarinda 48 saat sireyle inkiibasyona biraktimiElde edilen izolatlarin tam
olarak saflgi saglanana kadar izolatlar cizgi ekim yontemi ile MR$aa
petrilerinde pasajlanmtir (Holt ve ark., 2000; Halkman, 2005).

Saf kultir haline getirilen izolatlarin ilk etapgram boyama ve katalaz
aktivitelerine bakilmy; gram pozitif, katalaz negatif olan kultirler antkrobiyal
aktivite ve dger testlerde kullanilmak Uzere %20’ lik gliserolelisinde
stoklanmgtir (Holt ve ark., 2000; Halkman, 2005).

2.2.1.2. Etve Et Urlinlerinde Aerobik Mezofilik Mikroorganizma
Sayimi

Et ve et Urinu Orneklerinde toplam aerobik meiofihikroorganizma
sayimi i¢in uygun dilisyonlardan 1 ml sterilsbpetrilere aktarim yapilmive
Uzerine 45C’ ye kadar sputulmus plate count agar (PCA) dokdlstir. Petriler
24-48 saat slre ile aerobik ortamda, 8 de inkibasyona tabi tutulrgtuwr.
Inkiibasyon sonrasi petrilerde gdn koloniler sayilny ve 30-300 aras! der
bulunan petriler dikkate alingtir (Baskaya ve ark., 2004).

Hesaplamalar icin N= C / [V.(®0,1 x n) x d] formulinden yararlanilmi
ve sonuclar kob/g cinsinden bulungtur.

N= Gida 6rnginin bir gram ya da 1ml'sinde mikroorganizma sayisi

C= Sayim yapilan tim petri kutularindaki koloni isayoplami,

V= Sayim yapilan petri kutularina aktarilan hacm)(

m= Ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilami getusu adedi,

n,= Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapgatri kutusu adedi,

d= Sayimin yapildn ardsik iki petriden daha konsantre olanin seyreltmewha
(Halkman, 2005).

2.2.1.3. Et ve Et Urtinlerinde Maya-Kuf Sayimi

Et ve et Urind oOrneklerinde toplam maya-kif sayyapmak icin uygun

dilisyonlardan 1 ml steril ggetrilere aktarim yapilrgve tGzerine lzerine 4%
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ye kadar sgutulmus patates dekstroz agar (PDA) dokuktiii. Petriler 4-5 gin
sire ile oda sicaklinda inkibasyona tabi tutulgtur. inkiibasyon sonrasi
petrilerde olgan koloniler sayilngive 30—-300 arasi @er bulunan petriler dikkate
alinmstir (Halkman, 2005)

2.2.1.4. Fermente Et UrlinlerindeBacillus cereus Aranmasi

Laktik asit bakteri izolasyonu icin piyasadan eklfdilen tim fermente et
arint orneklerindeBacillus cereusvarhigl argtirilmistir. LAB izolasyonunda
kullanilmak Uzere hazirlangmplan tim diltisyonlardan 1 ml steril ppetrilere
aktarim yapilmy ve Uzerine 45°C’ ye kadar sgutulmus Bacillus cereusagar
dokulmistir. Petriler 48—72 saat sure ile oda sigaktla inkibasyona tabi
tutulmwstur. Inkiibasyondan sonrBacillus cereusagar ortami (B2176, Sigma)
icin tipik 6zellik gosteren y@l ve hafif hareli (yanardoner) koloniler ararytm
(Baskaya ve ark., 2004; Anonim, 2007).

2.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Laboratuvar ortamina getirilen oOrneklerden izoldilen laktik asit
bakterilerinin, Tablo 2.1." de belirtilen mikroongiamalara kag, antimikrobiyal

aktivitesi sandvic overlay yontemi ve agar difizy@mtemi ile belirlenmtir.

2.2.2.1. Sandvic Overlay Yontemi

Et ve et drneklerinden izole edilip satiailan kdlturler MRS broth iceren
tiplere ekilerek 48 saat sureyle optimumgWtarda (30 °C de aerobik, 30 °C de
anaerobik yada 42°C de aerobikslitarda) gelgtirilerek aktif hale getirilmgtir.
Daha sonra aktif kiltirlerden %1 oraninda alinatelkar MRS broth iceren
tuplere 1 ml inokulasyon yapilgtir. Aktarimi yapilan kultirler 48 saat streyle
optimum gelsme kaullarinda inkiibasyona tabi tutulgiwe bu kilttirler cagma

icin kullaniimsstir. MRS broth icerisinde gglimini tamamlayan kulttrlerden 10
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ul alinarak daha o©nceden hazirlagmie yizeyi kurumg olan MRS agar
petrilerine damlatiingtir. Ayni petride birden fazla kalturiin kema ihtimalini
onlemek icin her petriye en fazla 12 adet izolat@amlatma yapilnstir.
Damlatma glemi tamamlanan petriler 48 saat sureyle, 30 °Cirdaibasyona tabi
tutulmwtur. Bu zaman zarfinin sonucunda geiini tamamlayan kulturler
Uzerine Tablo 2.1." de belirtilen test mikroorganaari eklenmtir.

Patojen test mikroorganizmalarinin ilavesi iciar bir mikroorganizma icgin,
%7 oraninda agar iceren Beyin-kalp infusion ygakuagar ve Nutrient broth
tupleri hazirlannytir. Nutrient broth igcerisinde gecelik kultirleratirlanan test
mikroorganizmalarinin yaunlugu Mc Farland No: 0,5 (fkob/ml) bulaniklgina
gore ayarlandiktan sonra kultirden %1 oranindaaedk 45 °C’ ye kadar
sogutulmws olan BHI yumugak agar icerisine inokulasyon yapikme besi yeri
lyice karstirildiktan sonra MRS agar petrilerinin ylzeyi ywak agar (yaklsk
olarak 5-6 ml yumgak agar ilavesi) ile kaplangtir.

Petriler icerdikleri test mikroorganizmasinin optim gelsme sicakiginda
(Cizelge 2.1.) 24 saat sureyle inkiibasyona tabiduktan sonra, sonuclar; laktik
asit bakterileri etrafinda ojan zonlarin caplar oOlgulerek ghrlendirilmistir.
Calisma her izolat icin ¢ift paralel olarak gercegtiglmistir (Gonzalez ve ark.,
2007).

2.2.2.2. Agar Difiizyon Yontemi

Test edilecek olan kdlturler MRS broth tipleri rgijade 48 saat sureyle
gelistirilerek aktif hale getirilmg ve bu aktif kiltirlerden %1 oraninda alinarak
tekrar MRS broth iceren (80 ml) erlenlere ekim Yy@ajpgtir. Aktarimi yapilan
kultarler 48 saat sureyle optimum getie kagullarinda (30 °C de aerobik, 30 °C
de anaerobik yada 42°C de aerobikltiarda) inktibasyona tabi tutulrgtur.

Inkiibasyon suresi sonunda Kiltirler %& de, 11.000k g’ de, 30 dakika
sureyle santriftj edilerek hicreler ¢okturuktiir. Elde edilen sipernatant sivisi
ayri bir sise icerisine alinmgive pH 5,6% 0,2 'ye ayarlannstir. pH ayarlamasi
yapilan érnekler, @zlar aliminyum folyo ile kaplanarak bir gece silee-86°C’

de bekletilmg ve ertesi sabah folyolari ¢ikartilarak liyofilida¢ yerlatirilmi stir.
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Liyofilizasyon islemi yaklagik olarak iki gin sirmgi ve bu sire¢ sonunda
tamamiyla kurumasi ganan ornekler liyofilizatorden alinarak distile 8e ( 8
ml) tekrar sulandirilmgtir. Daha sonra ornekler 0,22 um capli sk protein
baglayici 6zellikteki, steril seliloz membran filtretken gecirilerek steril edilrgi
ve kucuk sterikiseler icerisine alinarak kullanilgtir (Bennik ve ark., 1997).

Gram pozitif ve gram negatif test bakterileri igipr1 ayri Nutrient agar besi
ortami, laktik asit test bakterileri icinse MRS ad#esi ortami hazirlanstir.
Hazirlanan besi ortamlari 48’ ye kadar sgutulduktan sonra besi ortamina; test
bakterisinin Nutrient broth ortaminda hazirlasme Mc Farland No: 0,5 (£0
kob/ml) gbre ygunlugu ayarlanmy olan gecelik sivi kiltirinden %1 oraninda
inokilasyon yapilmgtir. Besi ortami iyice kagtinildiktan sonra, steril 3o
petrilere dokulmi ve yizeylerinin kurumasi beklengtir. Petrilerin ylzeyleri
tamami ile kuruduktan sonra, sterilsktlarda, mantar delici yardimi ile 0,8 cm
capinda kuyucuklar acilgtir. Acilmis olan kuyucuklara, (her kuyuga bir LAB
izolatina ait filtrat) 80 ul filtrat doldurulmuve petriler 24 saat sire ile test
bakterisinin optimum sicaldinda inkiibasyona birakilgtir. inkilbasyon siiresi
tamamlandiktan sonra filtrat iceren kuyucuklarirahda olgan inhibisyon zon
caplari dlculerek deerlendirme yapilngtir. Deney tum izolatlar igin ¢ift paralel
olarak gerceklgirilmistir (Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhuark.,
2000).

Et Orneklerinden izole edilen tum laktik asit akeri Cizelge 2.1. de
verilen 18 adet test bakterisine faagar difiizyon yontemi ile denendikten sonra
elde edilen antimikrobiyal aktivitenin hidrojen p&sit Uretiminden kaynaklanip
kaynaklanmadiini ortaya koymak icin filtratlarin icerisine kadal ilave edilerek
tekrar edilmgtir. Bu amagcla ayni yontem izlenerek filtrat eldesglandiktan
sonra, filtratlarin icerisine 5 pg / ml olacakkilde katalaz ilave edilmive
filtratlar 37 °C’ de 4 saat sure ile bekletilgtir. Daha sonra test ayni yontem
uygulanarak gercekgarilmistir (Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve
ark., 2000).
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2.2.2.3. Sicakhk, EDTA ve Cgtli Enzimlerin Antimikrobiyal Aktivite

Uzerine Etkisi

Agar diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteyini yapilan drnekler
arasindan yuksek aktivite sergilgdidisinilen ve katalaz enzimi ilavesi ile
aktivitesini kaybetmeyen izolatlar secignive bu izolatlarin gostergii
antimikrobiyal aktivite ile cgtli enzimler arasindaki ki belirlenmeye
calisiimistir. Bu amagla secilen izolatlardan Bolim 2.2.2d2. anlatildgl gibi
filtrat hazirlanmg ve hazirlanan hucresiz filtrat g# enzimler ile muamele
edilmistir. Kullanilan enzimler ve miktarlagu sekilde siralanabilir; 1) Proteinaz
K; 0,05M sodyum-fosfat tamponu (pH: 7,5) icerisirgiztilen Proteinaz K dan 1
mg / ml olacaksekilde filtratlara ilave yapilmgive filtratlar 37°C de 4 saat sire
ile bekletilmistir. 2) Tripsin; 0,05M sodyum-fosfat tamponu (pH5Y icerisinde
cozillen tripsin 2 mg / ml olacakkilde filtratlara eklenmgive filtratlar 37°C de 4
saat slre ile bekletilrgtir. 3) Alfa kimotripsin; 0,05M sodyum-fosfat tamipo
(pH: 7,5) icerisinde ¢ozilen alfa kimotripsin 5 thgnl olacaksekilde filtratlara
eklenmg ve filtratlar 37°C de 4 saat sure ile bekletignr. 4) Alfa amilaz; 0,05M
sodyum-fosfat tamponu (pH: 7,5) icerisinde ¢ozid#ia amilaz 1 mg / ml olacak
sekilde filtratlara eklennsi ve filtratlar 37°C de 4 saat sure ile bekletiltir. 5)
Lizozim; 0,01 M sodyum klorur igerisinde hazirlan&@ozim stok soltisyonundan
1 mg/ ml olacaksekilde filtratlara ilave yapilngive filtratlar 37°C de 4 saat sire
ile bekletilmktir. Bunlara ilaveten filtratlara 5 mg / ml olacakkilde EDTA
eklenmi ve EDTA’ nin antimikrobiyal aktivite Uzerindekilesi gozlemlenmytir.
Ayrica sicaklgin filtratlar Gzerindeki etkilerini belirleyebilme&amaciyla filtratlar
60 °C’ de 30 dakika ve 121C’ de 20 dakika iIsI ile muamele ediktni. Bu
sekilde modifye edilen filtratlarin sergilediklerinamikrobiyal aktivite Bolum
2.2.2.2. de anlatilg! bicimde agar difizyon yontemi kullanilarak bedimmitir.
Calsmalar sirasinda test bakterisi olarak Cizelge 2de verilen test
mikroorganizmalarindan yalnizca 6 tanesListeria monocytogenes, L.
monocytogenes serovar 1, L. monocytogenes PNE QEifitérococcus feacalis,
Staphylococcus aureuge Pseudomonas aeroginodaillaniimistir (Bhunia ve
ark., 1988; Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1294 ve ark., 2000).
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2.2.2.4. pH’ nin Antimikrobiyal Aktivite Uzerine Et kisi

Secilen izolatlarin enzimlerle muamele edileregaradifiizyon yontemi ile
test bakterilerine kar antimikrobiyal aktivite testleri gercekirildikten sonra
bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri metaboktrize ihtimali yiksek bulunan
izolatlar belirlenmgtir. Segcilen izolatlarin sahip olgu antimikrobiyal aktivite
uzerine pH' nin etkisini belirlemek amaci ile Bolu&2.2.2. de anlatilgh gibi
hazirlanan filtratlarin pH derleri ayri ayri olmak kaydi ile pH; 1, 3, 5, 7192 ve
13’ e ayarlanny ve filtratlar 24 saat sureyle 3T de bekletilmgtir. Ardindan
filtratlarin pH degeri tekrar pH: 5-6 arasina ayarlanarak, antimikrabaktivite
tespiti Bolum 2.2.2.2. de anlatifgi sekilde agar difiizyon yontemi ile 6 test
mikroorganizmasina kgr (Bolim 2.2.2.3 de verilen mikroorganizmalar)
yapiimstir (Bhunia ve ark., 1988; Ryan ve ark., 1996; Qlwirk., 1999; Zhu ve
ark., 2000).

2.2.2.5. Sicakiiin Antimikrobiyal Aktivite Uzerine Etkisi

Secilen izolatlarin sahip olgu antimikrobiyal aktivite Uzerine sicagin
etkisini belirlemek amaci ile Bolum. 2.2.2.2. delatdigi gibi hazirlanan
filtratlar; 1) 50°C’ de 30 dakika, 2) 70C’ de 30 dakika, 3) 80C’ de 30 dakika,
4) 90°C’ de 30 dakika, 5) 100C’ de 30 dakika, 6) 110C’ de 30 dakika 1IsiI ile
muamele edilmgiir. Farkl sicakliklara tabi tutulan filtratlari@antimikrobiyal
aktivite tespiti Bolim 2.2.2.2. de anlatgdisekilde agar diflizyon yontemi ile 6
test mikroorganizmasina kar(Bolim 2.2.2.3 de verilen mikroorganizmalar)
yapilimstir (Bhunia ve ark., 1988; Ryan ve ark., 1996; Cleark., 1999; Zhu ve
ark., 2000).

2.2.3. Laktik Asit Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi

Mikroorganizmalarin identifikasyonunda ‘Holt vekar(2000)’ tarafindan
dizenlenmy olan ‘Bergey’s Manual of Determinative Bacteriofbge ‘Balows
ve ark. (1992) tarafindan duzenlenmian ‘The Procaryotes’ kullanilgtir.

Et ve et Urlnlerinden izole edilgnolan ve yuksek antimikrobiyal aktiviteye

sahip oldgu disundlerek, secilmi olan izolatlar icin identifikasyon testleri
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yapilmstir. Bu izolatlar icin gram boyama ve katalaz akési bgta olmak Uzere
farkl sicakhklarda ge§im, farkl tuz konsantrasyonlarinda get, pH 3,9 da
gelisim, hidrojen sulfur olgturma gibi testler yapilngtir. Ayrica etkili bulunan
izolatlarin AP1 CHL50 (bioMerieux) kitleri ile yoniei talimatlari d@rultusunda
karbonhidrat fermantasyon testleri gercghtégmis ve secilen izolatlarin
Riboprinter Sistem ile tir tanimlamalari gercglitémi stir.

2.2.3.1. Gram Boyama

Temelde bakterilerin htcre c¢eperi gecirggnlifarki  kullanilarak;
bakterilerin gram pozitif ve gram negageklinde iki gruba ayrilmasini gayan
Gram boyama dort farkli kimyasal reagent kullanihel gerceklgtirilmi stir.

Boyama glemi icin daha once saffarma klemleri tamamlanmgi olan
izolatlar MRS agar petrilerinde c¢izgi ekim yapilargekrar aktiflgtiriimis ve
calisma icin 24—48 saatlik taze kalttrler kullaniktnn.

Gram reaksiyonunun gozlemlenebilmesi icin; temie lam Gzerine bir
damla distile su damlatilg) kati besiyerinde galirilmis olan kultirden 6ze
yardimi ile alinan az miktardaki kultar bu su igede emilsufiye edilerek tim
lam ylzeyine yayilngtir. Lam havada kurutulduktan sonra, ¢ kez beliadken
gecirilmek suretiyle fiksasyon yapilgtir. Fiksasyonu gercelderilen preparat ilk
olarak kristal violet ile boyanmive 1-1,30 dakika bekletilgtir. Preparat
yuzeyindeki fazla boya distile su yardimiyla gittikten sonra lugol ¢ozeltisi
tum lam yizeyine yayillmi ve 1 dakika bekletilgtir. Fazla boyanin
yikanmasindan sonra preparat 10-15 sa@yeli%95'lik etil alkol ile muamele
edilmis ve ardindan distile su ile tekrar yikagtm. Son olarak preparat 30 saniye
sureyle, safranin ile boyangar. Ardindan fazla boya distile suyla yikanarak
preparat kurumaya birakilgtir. Hazirlanan preparatsik mikroskobunda
(Olympus, CHK, 3E 0357) immersiyon gakullanilarak 100’ lik objektifte
incelenmg ve mevcut renge goére grerlendirme yapilngtir. Boyama sonucunda
mor renkli gérilen bakteriler gram pozitif, pemlankli olanlar ise gram negatif

olarak dgerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).
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2.2.3.2. Katalaz Testi

Bakterilerde katalaz enziminin vayini ya da yoklgunu gosteren bu test,
katalaz enziminin ortamdaki hidrojen peroksidi suoksijene ayirmasi temeline
dayanmaktadir. Test kati veya sivi ortamda uygbigmakte ve birkac dakika
icersinde sonug vermektedirolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarin
belirlemek icin; kultirler agar petrilerinde ggirilmis ve 24-48 saatlik taze
kultarler Gzerine birkac damla %3’lik hidrojen pksd (H.O,) ilave edilerek gaz
cikisi olup olmadgl gézlemlenmitir. Staphylococcus aureusst sirasinda pozitif
kontrol olarak kullaniimgtir. Sonugta gaz cinin goruld@gu ornekler katalaz
pozitif, digerleri ise katalaz negatif olarak glendirilmistir (Akcelik ve ark.,
2000).

2.2.3.3. Farkl Sicakliklarda Gelgim

Mevcut izolatlarin sicaklik toleranslarinin bedimmesi icin 24-48 saatlik
aktif kdlturlerden MRS agar petrilerine inoktlasygapiims ve her izolat, 2—7
giin siireyle 24C, 15C ve 45C de inkilbasyona birakilgtir. inkiilbasyon sonrasi
petrilerde kaltir gedimi kontrol edilmg ve farklh sicakliklarda gedim
derecelendirilerek derlendirme yapilnstir (Holt ve ark., 2000).

2.2.3.4. Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gekim

Mevcut izolatlarin tuza kar olan toleranslarinin belirlenmesi igin; sirasi il
%6, %7,5 ve %10 oraninda tuz iceren MRS agar ortzamirlanmy ve 24-48
saatlik aktif kdltirlerden bu ¢ ortama inokulasygampilarak izolatlar 2—7 gun
slreyle inkiibasyona birakilghr. izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarindaki

gelisimi derecelendirilerek sonuclar gerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).
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2.2.3.5. pH; 3,9 da Ge$im

Izolatlarin yiiksek asitte sahip ortamda geilp gelismediini belirlemek
icin; 1M HCL ve 1M NaOH ile pH; 3,9'a ayarlangnMRS broth besi ortami daha
once tanimlangh sekilde hazirlanngtir. Mevcut izolatlarin 24-48 saatlik aktif
kiltarlerinden pH si1 3,9’a ayarlangnMRS broth ortamina inokile edilgnve
izolatlar 2-5 gun sidreyle optimum gatie kaullarinda inkibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon siireci sonunda bulaniklik gorilen tupbeezitif,
bulaniklik gérilmeyen tipler ise negatif olaralgeidendirilmistir (Holt ve ark.,
2000).

2.2.3.6. Hidrojen Sulfar Olusumu

Bakterilerin sistin, sistein gibi kdkirt iceren mwasitlerden ya da
sulfatlardan hidrojen sulfur @3$) olwturup olyturmadiklarinin belirlengi bu
testte, tuplere yatik agaeklinde hazirlanmgi olan tgsekerli demir agar (TSI)
ortami kullanilmgtir. Test icin, 24-48 saat slUresince MRS agar artdan
gelistirilmi s taze kultirlerden 6ze ve transfgnési yardimiyla TSI ortamina ekim
yapiimstir. Ekimler transfer gnesi aracifii ile dibe daldirma, tipin orta
noktasindan gececek bir cizgeklinde dibe kadargnenin sokulmasi ve 6ze
yardimiyla yuzeye ekimseklinde gerceklgirilmistir. Kultirler 48-96 saat
optimum treme kgaullarinda inkiibasyona tabi tutulgtur. Pozitif kontrol olarak
Salmonella typhimuriurkiltard kullaniimstir. Hidrojen sulfur pozitif kilttrlerde;
bakteriler tarafindan uretilen ;8 besi ortaminda bulunan demir ile bideek
siyah renk olgturaca&! icin, dipte siyah renk okwmu pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir. Bunu yani sira besi ortaminin da renkidieni seker (sakaroz
ve laktoz) kullanimini, besi ortaminin dip kisminzeminden yukari dgu

kalkmis olmasi da glikozdan gaz glumunu garet etmektedir (Halkman, 2005).
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2.2.3.7. Arjininden NHz Olusumu

izolatlarin Arjininden amonyak ofturup olyturmadiklarini belirlemek
amaci ile kapakh tuplere daha once belirgidiekilde arjinin dihidrolaz broth
hazirlanmg ve 24-48 saat siresince MRS broth ortamindastigighnis taze
kiltarlerden tuplere inokilasyon yapiknr. Tuplerin &izlan siki bir sekilde
kapatildiktan sonra, kiltirler optimum getie kaullarinda 7-9 gun sure ile
inkiibasyona birakilrgtir. Arjinin dihidrolaz broth ortami icerisinde hulan
indikatoér ortamda alkali madde bulur@uzaman saridan kirmizimsiyagdo bir
renk deisimi gostermektedir. Bu nedenle inkibasyon siureciusda kirmizi-
pembe renkte olan tupler pozitif, @igmeden sari renkte kalan tipler negatif

olarak dgerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989; Papamanoli ve ark., 2003)

2.2.3.8.izolatlarin APl CHL50 Sistemi ile Tanimlanmasi

APl CHL50 (bioMerieux) sistemi karbonhidrat fermasyon testleri baz
alinarak laktik asit bakterilerinin tlr dizeyindantmlamasinda kullanilan bir
sistemdir. Test hazir olarak bulunan Kkitler argcyla yonetici talimatlari
dogrultusunda gerceki@riimekte ve organizmalar kullandiklarn karbonkadr
kaynaklarina gore siniflandiriimaktadir.

Tanimlamasi yapilacak olan izolatlar MRS agarrontela 24—-48 saat sure
ile tek koloni dgeceksekilde aktiflestirilmi stir. Kati besi ortaminda gstirilmis
olan kulturler steril kirdan yardimi ile, 2 ml. likPl sispansiyon ortamina
aktarnimstir. 2 ml. lik API suspansiyon ortaminda maksimumgynluk elde
edildikten sonra ortam sivisindan 5 ml. lik API géissiyon ortamina aktarim
yapllms ve bu ortamda Biomerix Mc. Farland 2gyalugunu sglayan sivi
miktari tespit edilmitir. Daha sonra 2 ml. lik APl slspansiyon ortammda
Biomerux Mc. Farland 2 yaunlugunu s&layan sivi miktarinin 2 kati alingwve
10 ml. API 50CHL ortamina aktarilarak ortama homoi®r sekilde dailmasi
sglanmstir. Elde edilen sispansiyon, toplamda 49itcelmak Uzere her bir
kuyucuygu farkh karbon kayna& iceren kitlere aktariimtir (Cizelge 2.2.).
Kuyucuklarin sispanse sivi ile doldurulmagemi gerceklstirildikten sonra,
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yuzeyleri mineral ya ile kaplanmg ve kapaklar kapatilan kitler 30’ de
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon surecinde 24 ve 48. saatler sonunda
kuyucuklarda meydana gelen renk ggenleri baz alinarak sonuclar
degerlendirilmistir. Tanimlanmaya calilan izolat kuyucuklarda bulunan karbon
kaynaini kullandgl zaman mevcut indikator nedeni ile renksideni meydana
gelmektedir. Bglangicta koyu mavi renkte olan kuyucuklardan sadgaenler
pozitif, degsismeden kalanlar negatif olarak @elendirilmistir. Pozitif ve negatif
olarak dgerlendirilen sonuclar yonetici firma tarafindan iopze edilmg olan
veri tabanina girilerek tur tayinleri gerceytielmistir. Kullanilan karbon

kaynaklari Cizelge 2.2. de gosteriktim.

Cizelge 2.2 API CHL50 Sisteminde Kullanilan Karbon Kaynaklari
0 Galaktoz Laktoz Gentiobiose D-Arabitol
Gliserol Glukoz Melibioz D-Turanoz L-Arabitol
Eritritol Fruktoz Sukroz D- Lyxose Glukonat
D-Arabinoz Mannoz Trehaloz D-Tagatoz 2-keto-glukona
L-Arabinoz Sorboz Inulin Eskulin 5-keto-glukonat
Riboz Rhamnoz Melezitose | a-metil-D-mannosid | Mannitol
D-Ksiloz Dulsitol Rafinoz a-metil-D-glukozid Sorbitol
L-Ksiloz Salisin Nbasta N-asetil-gliukozamin D-Fukoz
Adonitol Sellobioz Glikojen Amigidalin L-Fukoz
Inositol Maltoz Ksilitol Arbutin b-metil-D-ksilosid

2.2.3.9.izolatlarin Riboprinter Sistem ile Tanimlanmasi

Riboprinter sistemi 16 S rRNA'yl temel alarak nadkrganizmalarin tr
Sistemi
temelinde 16 S rRNA'nin EcoRI enzimi ile kesilmes® jelde keturulmasi

tayinlerini gerceklgtiren molekiler karakterizasyon sistemidir.

sonucunda okan bant blayukluklerinin kullanilan marker ile kilj@sarak sonuca

variimasi yatmaktadir. Tanimlamgeimleri kitler aracilgiyla, yonetici talimatlar
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dogrultusunda gercekdérilmistir. Sistemde tek bir kit kullanimi ile bir sefer@e
farkl ornesin karakterizzasyonu gercekteilebilmektedir.

Ribopirinter sistem ile tur tayin icin ilk etapitzolatlar MRS agar ortaminda
tek koloni digecek sekilde aktiflestirilmistir. Kati ortamda gedtirilen aktif
kaltarlerden steril cubuk yardimi ile 2—3 kolonaobksekilde sterilsartlar altinda
alninms ve icerisinde 40 pl tampon ¢ozelti bulunan epehdigptine aktarim
yapilmstir. Aktarim yapilan tupler 5 saniye vorteks yardiihe karstirildiktan
sonra koloni alimi ve kagtirma slemi bir kez daha tekrar edilgtir. Vorteksleme
islemi tamamlandiktan sonra ependorflar icerisindeifan 6rnekler sistemin bir
parcas! olan ependorf setine, her tipe bir 6rnekriak kaydi ile 30 pl miktarinda
aktariimstir. Aktarim glemi tamamlandiktan ve tiplerin kapaklari kapakiigin
sonra set 25 dakika suresince isi ile muamele ediitm25 dakikanin sonunda
ependorf seti cihazdan c¢ikarilarak her tipun iger& pl lysing A ve 5 pl liysing
B ajani eklenmtir. Tuplerin kapaklari kapatildiktan sonra epemdseti cihaz
icersinde uygun konumuna yegtieilmistir. Ardindan ¢caymada kullanilan enzim
olan EcoRI’ iceren yup cikartilimive Uzerine 18 pl ‘lactic agent’ ilave ediktr.
Enzim iceren tlp de cihaz igcerisine uygun konuntéeyirildikten sonra sistemin
calismasi icin gerekli olan ger parcalar (MP konjugat, MP prob ve MP
substratdan okan MP ortami; jel kaseti, jel membrani ve ultra saf)
yerlestiriimis ve cihaz cabtiriimistir. Cihazin caktirilmasindan yakkak 12 saat
sonra olgan bantlar ve belirlenen tirler sistem icerisindéuban veri tabani ile

karsilastirilarak bakteriler tanimlanstir.

2.2.4. Antibiyotik Duyarlilik Testi

Et ve et Urlnlerinden izole edilen ve antimikrolbigaellige sahip oldgu
disunulen laktik asit bakterilerinin ¢@li antibiyotiklere kasi olan direng ve
duyarlihk durumlarini belirlemek icin Kirby-BauebDisk-Diflizyon Metodu
kullaniimistir. Calsma esnasinda kullanilan antibiyotiklerin seciminidda once
bu konuda yapilmiolan mevcut cagmalar temel alinmgtir. Calsma cift paralel

olarak gerceklgirilmi stir.
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Antibiyotik direnclilik degerlendirmesi yapilacak olan izolatlarin MRS agar
petrilerinde geltirilmis olan 24-48 saatlik aktif kulturlerinden alinaraknil
fizyolojik tuzlu su icersinde dilisyonlar hazirlamtir. 1ml fizyolojik tuzlu su ile
Mc Farland No: 0,5 (f0kob/ml) bulaniklgina ayarlannstir. Hazirlanmg olan
dilisyonlarin her birinden 0,5 ml alinarak dahae&iten hazirlanmgive petrilere
aktarilmg olan Mduller Hinton agar ortamina, sterilskdlar altinda yayma plaka
yontemiyle ekim yapilngtir. Ekim yapilan petriler, steril kallarda, kapaklari
acik bicimde 5-10 dakika sureyle bekletilerek yleegin kurumasi sganmstir.
Ardindan ticari olarak satilan ve belirlenmolan antibiyotik diskleri petrilere
steril kasullarda, aralarinda en az 1,5 cmslo& olacaksekilde yerlgtirilmi stir
(Her petride 5 farkli antibiyotik diski olacajekilde). Disklerin yerlgtirilmesi
isleminden sonra petiler 10-15 dakika sureyle bdkigti ve sonrasinda test
organizmasinin optimum gee koullarinda 24-48 saat sire ile inkibasyona
birakiimstir. inkilbasyon sonucu petrilerde ghm inhibisyon zon caplari
Olcilmis ve degerlendirme yapilngtir (Anonim, 1997; Rollins ve Joseph, 2000;
Halami ve ark., 2000).

2.2.5.izolatlarin Stoklanmasi

Mevcut calgsmada et ve et Urunlerinden izole edilen tim baleten, daha
sonraki camalarda kullaniimak Gzere stoklari hazirlagtnni Stok olgturma
islemi iki farkh yolla gerceklgtirilmi stir.

Ilk olarak, % 20'lik gliserol ¢ozeltisi icinde Grnlek stoklanmytir. izolasyon
asamasli sonucunda elde edilen ve saf kiltur halingrilge tim kuoltarler
optimum Ureme gosterdikleri kati besi ortamindasgglmi stir. Ayni zamanda %
20’lik gliserol c¢ozeltisi hazirlanrgive ¢ozelti steril, kapakh ependorf tupleri
icersine aseptik kwillarda 1 ml olacalsekilde da&itiimistir. Saf kaltir oldgu
kesin olan drneklerin taze kulturleri stegdrtlar altinda ependorf tupleri igerisine
alinmg ve etiketleme siemleri de tamamlandiktan sonra stoklar — €5 de
saklanmgtir. Laktik asit bakterileri stoklanarak saklamalitarina kagi, pek ¢ok
bakteri grubuna nazaran hassas gldigin stoklamaglemi sirasinda bir petriden

bir ependorf tiplne aktarim yapikwe izolatlar t¢ paralel olarak stoklaryhm.
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Gliserol ¢Ozeltisinde oklurulan stoklarin yani sira; antimikrobiyal 6zgdli
sahip oldgu disuintlen ve cgtli testleri yapilmg olan LAB izolatlari liyofilize
(dondurarak kurutma) kalttr yontemi ile stoklagtmi Liyofilizasyon slemi igin;
orneklerin MRS agar petrilerinde 24-48 saat stjelerek taze kdalturleri
hazirlanmg ve bu petrilerden icerisinde % 15’lik sit tozu um#n steril
karyotuplere, steril kallarda aktarim yapilmgtir. Aktarim klemi yapildiktan
sonra karyotuplerin kapaklari g@k bir bicimde kapatilngive érnekler 24 saat
sureyle — 86C’ de derin dondurucuda bekletilgtir. Bu stirecin sonunda 6rnekler
liyofilizatore yerlestirilmi stir. Liyofilizator ornekler yerlgtiriimeden yarim saat
once acilmy, icersi alkol ile silinmg ve cihaz — 55C‘ye kadar sgutulmustur.
Derin dondurucudan ¢ikarilan 6érnekler mimkin olarkisa sire igersinde cihaz
icerisine yerlgtirilmistir. Orneklerin yerlgtiriimesi isleminden sonra cihaz
calistirilmis, vakum pompasi acilgtir. Cihazin dg@ru calsmasi icin vakumun
0,2’in altina dgmesi gerekmektedir; bu nedenle cihazgtalldiktan sonra vakum
0,080’in altina dgene kadar gozlemlenstir. Yeterli vakumda sgandiktan sonra
ornekler 24-48 saat sureyle liyofilizasyona binakgtir. Liyofilizasyon klemi
tamamlandiktan sonra cihazdan cikarilan Oorneklendme steril kabin icerisine
alinms, karyotiplerin kapaklari sikica kapatimive 06rnekler 4 °C'de
buzdolabinda muhafaza ediktii (Akcelik ve ark., 2000).

2.2.6. Metabolik Uriinlerin Belirlenmesi

Et ve et drunlerinden izole edilerek, sahip oldwkl antimikrobiyal
aktiviteden dolay identifikasyon testlerine tabtuimus ve laktik asit bakterisi
oldugu dasrulanmsg olan izolatlarin metabolik Grtinlerinden laktik tagiroteolitik
aktivite ve hidrojen peroksit Uretimi tayinleri yapistir.

Calsma esnasinda her ornek icin 4 okuma yapilme bulunan OD

degerlerinin standart sapmasiagidaki formul ile hesaplanmtir.
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2.2.6.1. Laktik Asit Uretiminin Tayini

Laktik asit Uretimi tayin edilecek olan izolatlarml MRS besi ortaminda
gelistiriimis ve bu aktif kdltirden tuplere hazirlanmolan 5 ml MRS besi
ortamina %21 oraninda inokilasyon yapgimm Kdilturler 48 saat boyunca
optimum gelsme kaullarinda inkiibasyona tabi tutulswe laktik asit miktar
tayininde bu kdltarler kullanilgtir.  Calsma  ¢ift paralel olarak
gerceklgtirilmi stir.

Inkiibasyondan sonra kiilturlerin tzerine sirasi ileed2ml A ¢ozeltisi,
sonra 2 ml B ¢ozeltisi, son olarak da 2 ml C ¢dziellave edilmitir. Her ¢ozelti
ilavesi sonrasi o6rnekler vorteks (manyetik #anci) yardimi ile iyice
karstiriimistir. Daha sonra iyice katirilan 6rnekler Whatman 42 nolu filtre
kadgidindan suzulmgiir. Elde edilen sitzintiden 1,5 ml alinip ayr éiten
icerisine aktarilny ve distile su ile 100 mlI’ ye tamamlarngir. Hazirlanan ¢ozelti
lyice karstirildiktan sonra bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak aym tlp icerisine
alinmstir ve alinan c¢ozelti tzerine 1 ml renk ayiraci eskhitir. Ayirac
ilavesinden sonra ornekler tekrar vorteks yardianiigargtirilmis ve 5 dakika
sureyle oda sicaldinda bekletilmgtir. Bu stirecin sonunda berrak sari renk alan
ornekler spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101PC)dyaryla 400 nm dalga
boyunda okunmgiur. Elde edilen optik ygunluk (OD) degerleri, daha dnceden
hazirlanan, standarigeye gore, pg / ml cinsinde laktik asit miktarinbAM)
cevrilmistir (Mumcu, 1997).

Standart grinin hazirlanmasi icin laktik asit solisyonu kuallenistir. Saf
laktik asit solisyonundan; 5 ml. lik MRS broth entaiceren tuplere sirasi ile 1, 3,
8, 10, 12, 16 mg / ml olacajekilde ayri ayri laktik asit ilavesi yapilgve laktik
asit miktari gittikce artan bir sollisyon serisiesledilmitir. Elde edilen serideki
her tup birer izolat gibi diiintltp, izolatlar i¢cin uygulanarglemler bire bir
standart c¢oOzeltilere de uygulanmive yine 400 nm dalga boyunda
spektrofptometrik olcimler gercekteilmistir. Daha sonra elde edilen OD
degerleri ve bu dgerleri sglayan laktik asit konsantrasyonlari grafik Uzerinde

yerlestirilerek standart gri olusturulmustur (Mumcu, 1997).
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2.2.6.2. Proteolitik Aktivitenin Tayini

Proteolitik aktivite tayininde, okan aminoasitlere se deser tirosin
aminoasidi temel alinrgtar. Proteolitik aktiviteleri belirlenecek olan iadlar 5 ml
MRS broth ortaminda gstirilmis ve bu aktif kiltirden tuplere hazirlargralan
5 ml MRS broth ortamina %21 oraninda inokilasyonilyagtir. Kilttrler 48 saat
boyunca optimum gelme kaullarinda inkiibasyona tabi tutulgiwe proteolitik
aktivite tayininde bu kdltarler kullaniigir. Calsma cift paralel olarak
gerceklgtirilmi stir.

48 saat streyle gglirilmis kalttrler Gzerine 6nce 1 ml distile su, sonrada 10
ml 0,72 N trikloro asetik asit (TCA) ilave edilgwe 6rnekler iyice calkalansmtir.
Karistirilan ornekler oda sicakinda 10 dakika sureyle bekletilgnve bu sirec
sonunda ornekler Whatman 1 nolu filtregkdandan gecirilerek stzilmi@rdir.
Elde edilen suzintiden 2,5 ml ayri bir tip icersalenmg ve Uzerine 5 ml
NaCOs.NayP,O; c¢ozeltisinden koyulup kagtirilmistir. Daha sonra Orneklerin
Uzerine 1,5 ml Fenol ayiraci ekleymie 6rnekler koyu mavi renk aluncaya
kadar kagtiriimistir. Renk olgumu gercekligtikten sonra drnekler 8000 rpm’ de
15 dakika sureyle santriflij edilgtir. Santrifilj sonrasi Ustte alan berrak mavi
sivi alinarak 650 nm dalga boyunda spektrofotonsréShimadzu, UV-2101PC)
optik yogunluklari belirlenmgtir. Elde edilen dgerler daha dnceden, proteolitik
aktivite icin cikarilan standartggye gore, ug / ml cinsinden gerlendirilmistir
(Aslim, 1994).

Proteolitik aktivite tayininde standargre olusturmak icin tirosin aminoasidi
kullaniimstir. 5 ml. lik MRS broth ortami iceren tuplere sida 0,02, 0,2, 0,4,
0,6, 0,8 ve 1 mg tirosin /ml olacakkilde tirosin ilavesi yapilarak standart ¢ozelti
serisi elde edilmtir. Elde edilen serideki her tlp birer izolat githistnultp,
izolatlar icin uygulanansiemler bire bir standart ¢ozeltilere de uygulapme
yine 650 nm dalga boyunda spektrofptometrik olgiirgkrceklatirilmi stir. Daha
sonra elde edilen OD gderleri ve bu dgerleri s&layan triosin konsantrasyonlari

grafik Gzerinde yerlgirilerek standart gri olusturulmustur (Aslim, 1994).
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2.2.6.3. Hidrojen Peroksit (HO2) Uretiminin Tayini

Hidrojen peroksit Uretimi tayin edilecek olan iathr 5 ml MRS broth
ortaminda gedtiriimis ve bu aktif kultirden tuplere hazirlargrolan 5 ml MRS
broth ortamina %2 oraninda inoktlasyon yaptmi Kilttrler 48 saat boyunca
optimum gel§me koullarinda inkiibasyona tabi tutulmwe hidrojen peroksit
miktar tayininde bu kulturler tzerinde yapiktm. Calsma cift paralel olarak
gerceklgtirilmi stir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiilttirlerin Gzerlerinel Slitile su eklenmy ve
kaltarler 5000 rpm de 15 dakika sureyle santrifdijraistir. Santriflj sonrasi Ustte
olusan berrak sivi alinmive Whatman 42 nolu filtre B&dindan stzulmgidr.
Suzme gleminden sonra elde edilen filtratin 4 ml’ si ayir tipe alinmgtir.
Alinan bu filtratin Gzerine sirasi ile 0,5 ml sil& asit, 0,5 ml amonyum
molibden ve 0,5 ml potasyum iyodur cozeltisi ilaedilmis, her kimyasal
ilavesinden sonra 6rnekler manyetik karici yardimi ile iyice kagtiriimistir.
Tam bu slemler gerceklgirildikten sonra elde edilen sivinin 350 nm dalga
boyunda spektrofotometre de (Shimadzu, UV-2101P@jikoyogunluklari
belirlenmgtir. Elde edilen optik ygunluk (OD) dgerleri; daha ©Onceden
hazirlanan, standargeye gore pg / ml cinsinde hesaplagtm(Mumcu, 1997).

Hidrojen peroksit tayininde kullanilan standagriein olusturulabilmesi
icin; 0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinipstilie su ilavesi ile 30 ml’ ye
tamamlanmgtir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 mkka bir erlene alinmgive tekrar
distile su ile 30 mI' ye tamamlanarak standart @@r@zirlanmstir. Elde edilen
cOzelti bir izolat gibi dgundlup, izolatlar icin uygulanaglemler bire bir standart
cOzeltiye de uygulanmibu sayede hidrojen peroksit standatise cikariimstir.
Standart griden 1 pg / ml hidrojen peroksite kdrk gelen hidrojen peroksit
degeri hesaplanngi ve bu sayede izolatlarin okunan gdderi standart ile
kiyaslanarak g / ml cinsine cevrilgtir (Mumcu, 1997).
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2.2.7. Ekstraseluler Polisakkarit (EPS) Uretimi

Laktik asit bakterilerinin EPS uretim yeteneklesrtamda var olargeker
kaynaina gore dgisiklik gosterebilmektedir. Mevcut izolatlarin eksteduler
polisakkarit Uretim yeteneklerinin belirlenmesincdort ¢git MRS agar besi
ortami hazirlanmtir. MRS agar ortamlari arasindaki farkliliklar ngeleri seker
¢ssidinden kaynaklanmaktadir. Cgha icin kullanilansekerler; laktoz, fruktoz,
glikoz ve sakkaroz olmak Uzere dortiter.

24-48 saat slUre ile MRS agar ortaminda aktiflanis taze kutlilerden
farkli seker kaynaklar iceren MRS agar ortamlarina inckgga yapilng ve
kaltarler optimum gelme koullarinda 24-48 saat sure ile inkiibasyona tabi
tutulmwtur. Inkibasyon suresi sonunda gefi kilturlerin - morfolojik
goruanamleri incelenngj mat veyaseffaf renkte ve akkan kivamda (viskoz
Ozellik gosteren kdlturler) bulunan izolatlar EP&tine ihtimali olan koloniler
olarak belirlenmytir.

Daha sonra EPS uretim yetgnear oldygu distinulen her izolat icin ayri
ayri olmak Uzere, uygun gslin gosterdikleriseker kayn@ini iceren MRS broth
ortami hazirlanmtir. izolatlar MRS broth ortaminda 24—48 saat siireyleraph
gelisme kaullarinda aktiflgtirildikten sonra, aktif kiltirlerden %1 oraninda
alinarak farkliseker kaynaklarina sahip olan MRS broth ortamin&iifasyon
yapiims ve kultirler 18°C de 48-72 saat sure ile inkiibasyona tabi tutgtuanu
Inkiibasyon siirecinde 48. ve 72. saat sonrasi kalitiinviskozitesi, dgiik 6lcekli
viskozitemetre (Thermo HAAKE Viscotester 6 plusp t$87-0100) yardimi ile
olculmistir. Olgtmler her izolat icin 200 rpm, 100 rpm vé 6pm de
gerceklgtirilmistir. Elde edilen sonuclarin derlendirilebilmesi icin standart
olarak, kultir icermeyen MRS broth kullanikmve o6lgimler aynisekilde
gerceklatirilmistir. Viskozite olciimlerindeki hassasiyet dolayiaiytalsmada
kaltarlerin gelitiriimesi ve standart olarak kullanilacak olan MR&th ortami
identik 6zellik gostermesi amaciyla tek seferdelti@ams ve sonrasinda 100 ml
olacak sekilde erlenlere datilmistir. Olguimler esnasinda ilk etapta standart
olarak kullanilacak olan ve izolatin ggirildi gi seker kayngini iceren steril MRS

brothun, daha sonra kudltirin viskozitesi Olcigiiti Deserlendirme igin
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kalturlerin Olgulen dgerleri standart ve der kilturlerin dlgim sonugclar ile

kiyaslanmgtir (Bouzar ve ark., 1996; Tallon ve ark., 2003).
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3. BULGULAR

3.1. Et ve Et Uruinlerinden Laktik Asit Bakterilerin in izolasyonu

Eskisehirde marketlerden temin edilgi8 pastirma, 4 sucuk ve 1 kiyma
ornesinden. laktik asit bakteri izolasyonu gercekileimistir. MRS agar Gzerinde
kiguk, mat, krem rengi ya da beyaz renkteki lald#it bakterisi olasi olan
koloniler rasgele secilerek saftama yapiimgtir. Gram boyama ve katalaz
aktivitesi sonucuna bakilarak, laktik asit bakieabna ihtimali yiksek bulunan
izolatlar ileriki calsmalarda kullaniimak Uzere stoklargtm. Yapilan cakma
sonucunda toplamda 163 adet laktik asit bakterglei edilmgtir. Elde edilen
izolatlardan 95 tanesi pastirma orneklerine, 58&gaisucuk Orneklerine ve 10

tanesi kiyma 6rngne aittir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Elde Edilenizolatlarin Kaynaklari ve Sayilari

) Gelisim Kosullarina Gordzolat Sayisi
izolat kayngi remin _ 30°C
edildigi yer Izolat sayisi | 30°C Aerob 42°C Aerob
Anaerob

Pastirma 1 Piyasa 21 7 9 5
Pastirma 2 Piyasa 21 11 9 1
Pastirma 3 Piyasa 14 7 3 4
Pastirma 4 Piyasa 7 2 0 5
Pastirma 5 Piyasa 8 4 4 0
Pastirma 6 Piyasa 10 5 5 0
Pastirma 7 Piyasa 12 7 5 0
Pastirma 8 Piyasa 2 2 0 0
Sucuk 1 Piyasa 11 2 9 0
Sucuk 2 Piyasa 19 11 8 0
Sucuk 3 Piyasa 12 6 0 5
Sucuk 4 Piyasa 16 3 7 6
Kiyma Piyasa 10 5 5 0
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3.2. Et ve Et Uruinlerinde Aerobik Mezofilik Mikroor ganizma ve Maya-Kiif

Sayimi

Cizelge 3.2 de kullanilan tim et ornekleri icin eeléédilen sonuclar
gosterilmitir. Pastirma orneklerinde aerobik mezofilik mikrganizma sayisi
1,22X1G ile 2,15X10 kob/g arasina, maya kif sayisi ise 3,4Xi® 1,5X1CG
kob/g arasinda gesmisti. Sucuk Orneklerinde de aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisi 68—90 kob/g arasinda, mayas&iisi ise 1,0X1ile
9,8X10 kob/g arasinda saptanytr.

Cizelge 3.2. Et ve Et Uriinlerinde Bulunan Aerobik Mezofilik Miorganizma Sayilari

Et rmekler Aerobik mezofilik mikroorganizma sayimi Maya-kiif sayimi Koblg
Kob/g
Pastirma 1 1,22X10 3,4X10"
Pastirma 2 1,73X10 1,37X10
Pastirma 3 2,0X10 9,3X10
Pastirma 4 9,59X 10 3,11X10
Pastirma 5 6,54X10 7,5X10
Pastirma 6 4,52X10 1,5X1C
Pastirma 7 2,15X%0 7,0X10
Pastirma 8 7,52X10 1,29X10
Sucuk 1 9,0X1b 9,8X10
Sucuk 2 8,2X1b 1,0X1G
Sucuk 3 9,5X1b 1,1X1G
Sucuk 4 6,8X1b 8,7X10
Kiyma 8,61X10 8,7X10

3.3. Et ve Et Uriinlerinde Bacillus cereus Aranmasi

Et ve et UrtnlerindBacillus cereusaranmasi ¢almasindaBacillus cereus
agar ortami (B2176, Sigma) icin tipik Ozellik gtste ysil ve hafif hareli
(yanardoner) koloniler arangniancak kullanilan et 6rneklerinin hicbirinde

Bacillus cereusa rastlanmamngtir.
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3.4. Antimikrobiyal Aktivite ve Bakteriyosin Benzeri Madde Aktivitesinin
Tespiti Sonugclari

Et ve et Urlnlerinden izole edilen 163 laktik dsatkteri izolatinin tamami
antimikrobiyal aktivite tespiti icin ilk etapta sdwic overlay yontemi ile test
edilmis ve sonugta izolatlarin tamami; Cizelge 2.1. derilem test
mikroorganizmalarinin timine kaetkili bulunmutur.

Daha sonra bu izolatlarin tamami agar diflizyontemn ile verilen 18 test
bakterisine ka# test edilmgtir. Agar difizyon yontemi ile test edilen izolatia
bir veya daha fazla sayida test bakterisinaikatkili oldugu saptanngtir. Elde
edilen sonuclar Cizelge 3.3." de gosteritimi

Calsma sonucunda test edilen izolatlardan 29 tanestel(2, 3.P1.3,
7.P1.7, 22.P1.22, 31.P2.8, 36.P2.13, 40.P2.17,358)P 56.P3.11, 61.P3.16,
62.P3.17, 84.P4.15, 225.S1.10, 236.S2.2B, 239.522H.S2.6, 243.S2.8,
245.S2.10A, 246.S2.10B, 247.S2.8, 263.S3.11, 274,$%9.S3.13, 283.54.3,
285.54.5, 287.54.7, 289.54.9, 291.54.11 ve 292p4ditlsaf filtratlar kullanilan
test bakterilerinin hic birine karetkili olmazken 33.P2.10, 34.P2.11, 39.P2.16 ve
41.P2.18 gibi toplamda 45 izolata ait saf filtrattddukca dgik antimikrobiyal
aktivite gostermy ve test bakterilerinden yalnizca bir ya da birkagesine kai
etkili oldugu bulunmytur.

Calsma sirasinda test edilen izolatlardan 80 tanesigibsterdgi
antimikrobiyal aktivite oldukca yiksek olmakla Ikte, bu izolatlarin gegimini
etkileyebildikleri test organizmalar izolata gafesisiklik gostermitir.

Elde edilen sonucglara genel olarak bakildzaman izolatlarin buyik bir
kisminin kullanilan test mikroorganizmalarindd&roteus vulgaris, Bacillus
cereus, Bacillus subtilise Staphylococcus aurews’kagl disik antimikrobiyal
aktivite sergiledii gozlenmgtir. Bunun yani sira laktik asit bakterilerine adf
filtratlarin L. buchneri, L. plantarum, S. lactis, L. parameseoides ve L.
bulgaricus Gizerinde etkili olmagh, sadece 144.P5.1 numarali izolaBnlactis,
145.P5.2 numarali izolatin bulgaricus,146.P5.3 numarali izolatin bulgaricus
ve L. buchneri,147.P5.4 ve 148.P6.1 numarall izolatlaSnactis, 149.P6.2
numaral izolatirS. lactis ve L. bulgaricu4,51.P6.4 numaral izolat@®. lactis, L.
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bulgaricus ve L. buchnerii52.P6.5 numarali izolati8. lactis ve L. bulgaricus,
154.P7.2 numarali izolatin bulgaricus,160.P5.5 numarali izolat®. lactis ve L.
buchnerilizerine konsantrasyonu azaltici bir etkisi @asaptannstir.

Cizelge 3.4. de gosterilgli gibi agar diftizyon yontemi ile antimikrobiyal
aktivitesi incelenen 163 izolatin tamami elde edifdtratlara katalaz ilavesi
yapilarak ayni yontem ile tekrar antimikrobiyal igke tayinine tabi tutulmsgtur.

Yapilan cakmada yuksek antimikrobiyal aktivite sergileyen 881
28.P2.5, 151.P6.4, ve 164.P6.6, 277.S3.11 gibailewban bir kisminin katalaz
ilavesinden sonra test bakterilerine skaatkinligini strdurdigt gozlenirken, bazi
izolatlarin yilksek derecede etkisini kayhgttigorulmistir. Ornegin 6.P1.6
izolatina ait saf filtrak. coli, B. subtilis, S. aureus, L. monocytogémeskili iken
katalaz ilavesinden sonra etkisiz olarak bulugtonu 23.P1.23 izolatina ait saf
filtrat B.cereus, S. typhimurium, E. feacalis Y. enterocoliticalizerinde etkili
iken katalaz ilavesinden sonra etkisini kaybetmi 38.P2.15 izolatina ait saf
filtrat B. cereus, K. pneumoniae, S. typhimurium, Y. eotditwa ve L.
monocytogenés etkili iken katalaz ilavesinden sonra etkisiarak bulunmstur.
153.P7.1 izolatina ait saf filtrd€. pneumoniae, Y. enterocolitica, S. aureus, L.
monocytogenese L. monocytogenes PNEQCILlzerinde etkili iken katalaz
ilavesinden sonra etkisini kaybewtmi. 173.P7.10 izolatina ait saf filtra®.
typhimurium, Y. enterocolitica, L. monocytogenesnbnocytogenes serovavé
L. monocytogenes PNEQCILilzerinde etkili iken katalaz ilavesinden sonra
etkisiz olarak bulunmgiur.

Yapilan c¢almanin sonuglarl derlendirildigi zaman 35 izolata ait
filtratlarin antimikrobiyal aktivitelerinin hidroje peroksit ile ilgili oldgu
belirlenmitir. Bu izolatlar; 6.P1.6, 17.P1.17, 21.P1.21, 238, 26.P2.3,
30.P2.7, 35.P2.12, 38.P2.5, 42.P2.19, 43.P2.2(R24%2, 46.P3.1, 50.P3.5,
54.P3.9, 74.P4.5, 85.P4.16, 153.P7.1, 155.P7.2P¥38 170.P7.7, 173.P7.10,
174.P7.11, 211.K1.3, 213.K1.9, 214.K1.2, 215.K1516.K16, 219.P8.6,
226.S1.11, 237.S2.3, 276.S3.10, 280.S3.8, 295.5296554.16 ve 297.S4.17 dir.

Saf filtrat ve katalaz ilaveli filtratlarla yapragcalsmalarin sonucunda, (test
mikroorganizmalarindan 6zellikle. monocytogenes, L. monocytogenes serbvar

ve L. monocytogenes PNE QClblaz alinarak yuksek antimikrobiyal aktivite
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sergileyen ve katalaz ilavesi ile birlikte etkisikaybetmeyen izolatlardan 52
tanesi secilngi ve secilen izolatlardan elde edilen filtratlaraoteinaz K ilave
edildikten sonra agar difizyon yontemi ile 18 tesikroorganizmasina ksr
antimikrobiyal aktivite tayini testi tekrar edilgtir. Elde edilen sonuclar Cizelge
3.5’de gdosterilmytir.

Proteinaz K ilavesi ile yapilan ¢ghnanin sonuclari derlendirildigi zaman
5.P1.5, 8.P1.8, 9.P1.9, 10.P1.10, 12.P1.12, 48.B3.B3.6, 97.P4.28, 146.P5.3,
izolatlarinda gorilen antimikrobiyal aktiviteninmbiamen kayboldgu, dolayisiyla
aktivitenin protein 0zelfiinde olabilecgi gorulmustur.

Diger izolatlarda dgisen derecelerde etkinin gorulmesi ise antimikrobiyal
aktivite gosteren maddenin proteinaz K dan etkilemmekte oldgunu
gOstermgtir. Ozellikle 28.P2.5, 98.P4.29, 144.P5.1, 142P%50.P6.3, 171.P7.8,
172.P7.9, 220.K1.9, 277.S3.11, 294.54.14 ve 2999S#olatlarina ait filtratlar
proteinaz K ilavesi ile birlikte antimikrobiyal akitelerini yiiksek oranda
korumulardir.

Daha sonra secilmiolan 52 izolata ait saf filtratlara bélim 2.2.2.8é
belirtilen kaullarda tripsin ilavesi, alfa kimotripsin ilavesajfa amilaz ilavesi,
lizozim ilavesi, EDTA ilavesi, filtratlarin 60C’ de 30 dakika ve 121C’ de 20
dakika bekletilmesi siemleri uygulanarak agar diflizyon yontemi ile.
monocytogenes, L. monocytogenes serovar 1, L. mmysnes PNE QCILI, E.
feacalis, S. aureus, P. aeroginotst bakterilerine kar, antimikrobiyal aktivite
testleri gerceklgirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.6." da gOsteigtir.
Yapilan ¢algma sonucunda filtratlarin géi enzimlere kagi olan duyarhliklarinin
ve antimikrobiyal etki spektrumlarinin Gretici orgamaya gore farklilik
gosterdgi gorulmistar.

Enzimler ile muamele edilerek denegmiizolatlarin  sonuclar
degerlendirildikten sonra 10 izolat secilgnve izolatlarin pH si1 ayri ayri pH: 1, 3,
5, 7,9, 11 ve 13 e ayarlanarak 24 saat sure il&8C3de bekletiimg daha sonra
pH tekrar 5-6 arasinda getiriimis ve enzimlerle muamele denemelerinde
kullanilan 6 test bakterisine kamgar diflizyon yontemi ile denegtit. izolatlarin
kendi pH dgerleri 3 ile 5 arasinda bulungundan pH:5'de dasiklik yapilmams
ve filtrat dgzal hali ile kullaniimgtir. Elde edilen sonuclar cizelge 3.7." de
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gosterilmitir. Ayrica secilmg olan 10 izolat sirasi ile 50, 70, 80, 90, 100 @ 1
°C’ de yarim saat Islya tabi tutulgiwe sonrasinda 6 test bakterisineskagar
difizyon yontemi ile test edilgir. Elde edilen sonuglar cizelge 3.8.de
gosterilmitir.

Izolatlarin tabi tutulduklari antimikrobiyal aktieittesti sonugclari sirasi ile;
Cizelge 3.3.Sekil 3.1.,Sekil 3.2., Cizelge 3.4Sekil 3.3.,Sekil 3.4., Cizelge 3.5.,
Sekil 3.5.,Sekil 3.6., Cizelge 3.6., Cizelge 3.7., Cizelge 3%kil 3.7. veSekil
3.8. de gosterilngtir.
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonucglar mm cinsinde veritini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3.
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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Cizelge 3.3. (Devam) LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiaari Uzerine Etkisi (sonuclar mm cinsinde veritini A; konsantrasyon azaltma)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (sonuglar mm cinsinde veriftini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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LAB izolatlarina Ait Saf Filtratlarin Test Mikroorganiatari Uzerine Etkisi (Sonuclar mm cinsinde veriitini A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.3(Devam)
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Sekil 3.1. Saf filtratlarin Staphylococcus aureudzerine olan antimikrobiyagktivitesi
Sekil Gzerinde; 19: 11.P1.11, 20: 13.P1.13, 21: 24P, 22: 35.P2.12, 23:
38.P2.15, 24: 16.P1.16, 25: 10.P1.10, 26: 22.P22224.P2.1.

Sekil 3.2. Saf filtratlarin Bacillus cereusiizerine olan antimikrobiyal aktivites§ekil
Uzerinde; 1: 158.P7.5, 2: 147.P5.4, 3: 154.P7.2152.P6.5, 5: 156.P7.3, 6:
146.P5.3, 7: 149.P6.2, 8: 150.P6.3, 9: 160.P5.5
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerifgkisi (Sonuclar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4.
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerilgkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4. (Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)

lIauyonq
sn|jioegoloe]

snoLebing
snj1oeqoloe

$oplosauasawered

J0]sou0dna]

snoe|
sno20201dais

wnuejue|d
snj1oeqoloe

15
12

11

13
14
12
13

14

esoulboiae
seuowopnasd

15|A

121A

1p

14
12
12
15
12
14
15

12

15

20 3Nd
sauabojfoouow

elaIs

12

12
11

T Jenolas
sauabojfoouow

12
16

10

11

1p
10

1p

10

sauaboljAoouow

14
20
14
12
14

14

18

13
15
13

20

10

snaine
'sn22020jAydels

14
20
15
15
14

14

14

142

16

©INI|020J31UD
RIUISIDA

16

sijeoea)
SN22020J91U3

14
20
14
13
14

12

15

12

15
10

18
08

wnunwiydAy
e|jauowes

16
16
18

11

15
16
15
14
12
16
15

16

aejuownaud
B||31Sqa9ly

12
15
14
15
16

16
15
14
16
14
17
17

20
08

singns snjjioeg

15

11
14
12

1102 eIY2LBY2S]

15
16
14
12
12

14
12
12
12
12
12
17

16
12

snalad snjjioeg

—

15
10
12
12

12
10
14
15
10
10
13
10
16
10

sueb|nA snajold

14
19
14
10
10

17
16
14
15
12
14
17
10
17

LrejeJewnn e|oz]

97.P4.28
98.P4.29

99.P4.30
144.P5.1
145.P5.2
146.P5.3
147.P5.4
148.P6.1
149.P6.2
150.P6.3
151.P6.4
152.P6.5
153.P7.1
154.P7.2
155.P7.2




83

Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerilgkisi (Sonuglar mm cinsinde verilghir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerilgkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4. (Devam)
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Katalazilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.4(Devam)
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Sekil 3.3. Katalaz ilaveli filtratlarinEscherichia colilizerine olan antimikrobiyal aktivitesi.
Sekil Gzerinde; 1: 24.P2.1, 2: 18.P1.18, 3: 7.P#.78.P1.8, 5: 11.P1.11, 6:
6.P1.6, 7: 5.P15, 8: 14.P1.14.

Sekil 3.4, Katalaz ilaveli filtratlarinEscherichia coliizerine olan antimikrobiyal aktivitesi.
Sekil Uzerinde; 19: 33.P2.10, 20: 25.P2.2, 21: 411822: 28.P2.5, 23: 36.P2.13, 24: 29.P2.6, 25:
39.P2.16, 26: 40.P2.17, 27: 34.P2.11.
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Proteinaz Kilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerigkisi (Sonuclar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.5.
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Proteinaz Kilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerikisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.5. (Devam)
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Proteinaz Kilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerikisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.5. (Devam)
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Proteinaz Kilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerikisi (Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

Cizelge 3.5. (Devam)
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Sekil 3.5. Alfa-kimotripsin ilaveli filtratlarinEnterococcus feacaligzerindeki etkisiSekil
Uzerinde; 19: 8.P1.8, 20: 172.P7.9, 21: 161.P®6182.P5.7, 23: 32.P2.9, 24:
144.P5.1, 25: 167.P6.9, 26: 147.P5.4, 27: 67.P3.22

Sekil 3.6. Lizozim ileveli filtratlarinL. monocytogeneserovar | tzerindeki antimikrobiyal
etkisi. Sekil Uzerinde; 10: 29.P2.6, 11: 10.P1.10, 12;: ®P13: 146.P5.3, 14:
25.P2.2, 15: 164.P6.6, 16: 157.P7.4, 17: 5.P1.519B.P6.4.
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Cizelge 3.6. Enzimilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerifgkisi (Sonuglar mm
cinsinde verilmgtir. A; konsantrasyon azaltma)
2 Y | g
75 h sl o | S8 |a
£g 2 s | 5| 5|9 |8 |8
2= s g g4 8 |8 8 2 g
ig . £9 |88 ¢85/ |28 |25
S 25 |#52/280|& |8% |38
3 E JE w| JEQC| W " ® o ©
Saf filtrat 14 11 13 20(A) 14 12
Tripsin 12 - - 20(A) - -
Alfa kimotripsin 14(A) - - 18(A) - 12
o Lizozim 14(A) - 13(A) | 18(A) - 12
a2 Alfa amilaz 14(A) - 12 16(A) - 10(A)
o Pronaz 14(A) : 16(A) | 20(A) : :
60°C de 30 Dakika - 10 13 12 12 12
121°C de 20 Dakika 12 11 14 12 12 12
EDTA 15(A) | 13(A) 12 12(A) | 14(A) 13
Saf filtrat 12 13 12 20(A) 13 13
Tripsin - - - 20(A) - 13
Alfa kimotripsin 15(A) - - 18(A) 13 13
o Lizozim 15(A) | 13(A) | 12(A) | 16(A) 10 12
= Alfa amilaz 13(A) | 14(A) | 12(A)| 16(A)| 10(A) -
0 Pronaz - - 18(A)| 20A)| 11(A)] 15(A)
60°C de 30 Dakika 12 13 12 - 12 12
121°C de 20 Dakika 12 13 12 13 11 12
EDTA 13(A) 14 15 12(A) 12 13
Saf filtrat 13 12 15 17(A) 12 13
Tripsin 12 12 - 17(A) - 13(A)
Alfa kimotripsin 13(A) - - 17(A) - 13
o Lizozim - 13(A) | 12(A) - 10 13
a2 Alfa amilaz - 12(A) - 18(A) | 12(A) | 12(A)
o Pronaz : 0A) | 16| 20| 12 14(A)
60°C de 30 Dakika 12(A) 12 15 12 12 13
121°C de 20 Dakika 12 12 12 14 12 13
EDTA 14(A) 13 15 11(A) 12 13
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 0
= 5 S| 84 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 14 12 15 17(A) 13 13
Tripsin - 12 - 17(A) - 13(A)
Alfa kimotripsin 14(A) - - 17(A) - 13
9 Lizozim 10 12(A) | 12(A) | 14(A) 10 13
a2 Alfa amilaz - 12(A) 11 18(A) 11(a) 14(A)
S Pronaz 12(A)| 10(A)| 16(A)| 20(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika 12(A) 12 15 15 - 13
121°C de 20 Dakika 12 12 12 14 13 12
EDTA 14(A) 13 14 11(A) 10 11
Saf filtrat 17(A) 13 18(A) 12 15(A) 12
Tripsin 12 - 18(A) - - 12
Alfa kimotripsin 12 - 18(A) 12 14(A) 12
. Lizozim 19 15(A) - 12 12(A) 12
N Alfa amilaz 10 - - - 14(A) |  14(A)
:i Pronaz 14(A) - - 20(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 13(A)  20(A
121°C de 20 Dakika 13 12 10 11 13(A 12
EDTA 13 - 15(A) - 14(A) | 14(A)
Saf filtrat 16(A) 11 17(A) 12 14(A) 14
Tripsin 16(A) - 17(A) - - 12(A)
Alfa kimotripsin 16(A) - 17(A) 15(A) 12(A) 12
o Lizozim 16(A) | 14(A) - 17(A) | 12(A) | 16(A)
N Alfa amilaz 10 - - - 14(A) | 14(A)
L\'; Pronaz 14(A) - - 17(A) - 13
60°C de 30 Dakika - - - - 12(A) 13(A
121°C de 20 Dakika 13 - 12 12 14 12
EDTA 14 14(A) 16 12 16(A)| 16(A)
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 0
= 5 S| 84 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 16(A) | 15(A) | 17(A) | 17(A)| 13(A) 12
Tripsin 16(A) 17(A) | 17(A) R 12(A)
Alfa kimotripsin 16(A) 15(A) 17(A) 17(A) - -
o‘_f|) Lizozim 15 - 11 20A) | 13(A)| 11(A)
a2 Alfa amilaz - - - - 13(A) | 14(A)
Q Pronaz 14(A) - - 18(A) - 14
60°C de 30 Dakika - - - - - -
121°C de 20 Dakika 11 - - - 12 14(A
EDTA - - 17(A) 12 15 15
Saf filtrat 17(A) | 14(A) | 18(A) 12 14(A) 14
Tripsin 12 - 18(A) | 14(A)| 14(A) -
Alfa kimotripsin 15(A) - 15(A) 14(A) 12(A) 14
< Lizozim 17 14(A) - 12 - 14(A)
N Alfa amilaz - - - - 14(A) |  14(A)
j Pronaz 12 - - 16(A) - -
60°C de 30 Dakika - - - - 14(A) 11
121°C de 20 Dakika 10 - - - 14 14(A
EDTA 12 12 17 14A) | 16(A)] 16(A)
Saf filtrat 15(A) | 13(A) | 18(A) | 16(A)| 12(A) 12
Tripsin 12(A) - 18(A) 16(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin 15(A) - 18(A) 16(A) 12(A) 12(A)
9 Lizozim 18(A) - - 20(A) | 11(A) | 15(A)
N Alfa amilaz 11 - - - 13(A) | 13(A)
‘3; Pronaz 15(A) - - 18(A) - 11
60°C de 30 Dakika - - - - 11(A) 16(A
121°C de 20 Dakika 10 - - - 12 11
EDTA - 13(A) | 20(A) 12 16 14(A)
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 2
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 17(A) | 14(A) | 20(A) | 16(A)| 15(A) 13
Tripsin 17(A) 20(A) 16(A) - 13(A)
Alfa kimotripsin 10 - 20(A) 16(A) 12(A) 13(A)
o Lizozim 16 14(A) - 16(A) | 12(A)| 14(A)
a2 Alfa amilaz 12 - 12(A) - 12(A)| 15(A)
9; Pronaz 14(A) - - 16(A) - 13
60°C de 30 Dakika - - - - 11(A) 17(A
121°C de 20 Dakika 12 10 11 - 13 12
EDTA 13(A) - - 15(A) | 10(A) | 12(A)
Saf filtrat 12 12 11 15(A) 13 14(A)
Tripsin 12 12 - 15(A) - 11(A)
Alfa kimotripsin - - - 15(A) - 14(A)
i Lizozim - - 11(A) | 15(A) - 13(A)
N Alfa amilaz : T 1A | 15(8) | 12| 10(A)
N Pronaz - - - 12(A) 12(A) 14(A)
60°C de 30 Dakika 11 12 - 13(A) 13(A) 13(A)
121°C de 20 Dakika 11 12 12 13 13 13
EDTA 16(A) 13 13(A) 11 14A) | 15(A)
Saf filtrat 16(A) | 14(A) | 17(A) | 14A) | 12(A) 12
Tripsin - - 17(A) 14(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin 14(A) - 15(A) 14(A) 12(A) -
o Lizozim 15 13A) | 12(8) | 148 | 12 12
&f Alfa amilaz - - - 12(A) - 12
& Pronaz - - - 14(A) - -
60°C de 30 Dakika - - - - 12(A) 11
121°C de 20 Dakika - - - 10(A 12(A 12
EDTA 12(A) | 14(A) 15 12(A) 13 15
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

L 2 |3
= o ]
© 9 o % 0 n Q@ %)
) 3 e 2 2 | o 3 8
EC S (<) () ) 3 o c
S5 = = (@] (@] (@] 3 o o ®
ZE N e 2| 8 Q S £ 3
s o L 83 |3 &3_| 8 29 | S5
5= 22 |g23 83| ¢ 52 | g9
' 3 |38 S0 D ha | ol
Saf filtrat 16(A) | 15(A) | 17(A) | 17(A)| 14(A) 13
Tripsin 16(A) 17A0) | 17A) | 14(A) -
Alfa kimotripsin 16(A) 15(A) 17(A) 17(A) - 13(A)
< Lizozim 15 12(A) | 12(A) | 14(A)| 12(A) 13
a Alfa amilaz - - - - 12(A) | 11(A)
N~
N Pronaz - - - 17(A) - 13
60°C de 30 Dakika - - - - 11(A) -
121°C de 20 Dakika - - - - 11 12(A
EDTA - 14(A) 14 12(A) | 15(A) 13
Saf filtrat 12 11 16(A) [ 14(A) 12 13
Tripsin 12 - - 14(A) - -
Alfa kimotripsin 12 - - 14(A) - 12
o Lizozim - 11 14(A) - - 12
a Alfa amilaz 16(A) - 14(A) | 14(A) - 11(A)
[ee]
N Pronaz - - 16(A) - - 11(A)
60°C de 30 Dakika 12 - - 14(A 12 13(A
121°C de 20 Dakika - - 10 12 12 13
EDTA 12 15 13 13 17 15
Saf filtrat 10 1208 | 12(A)] 15(A) 10 13
Tripsin - - - 15(A) - 13
Alfa kimotripsin - - - 15(A) - 12
© Lizozim - - 12(A) | 15(A) 10 12
a Alfa amilaz - - 13(A) | 15(A) | 10(A) -
()]
N Pronaz - - - 15(A) - -
60°C de 30 Dakika 10 - - 15(A 10 10
121°C de 20 Dakika 10 - 10 11 10 10
EDTA 12(A) | 12(A) | 13(A) - 11 15
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

L 2 |3
= o ]
© 9 o % 0 n Q@ %)
) 3 e 2 2 » 3 8
ES S (<) () ) 3 o c
S5 = = (@] (@] (@] 3 o o ®
ZE N e 2| 8 Q S £ 3
i3 . 2% |288/ €558 |23 |35
5= gc |g2cs|gc3| ¢ 50 | 3¢
' 3 |38 S0 D ha | ol
Saf filtrat 12 11 12 20(A) 11 15
Tripsin - - - 20(A) - -
Alfa kimotripsin - - - 19(A) 11 13
® Lizozim - 14(A) 12 14(A) - 13
a Alfa amilaz 17(A) - 17(A) | 14(A9] 12(A) -
AN
™ Pronaz - 11(A) | 17(A)] 16(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika 12 11 - 16(A 11 15
121°C de 20 Dakika 12 11 - 13 11 14
EDTA 15(A) 14 12 12(A) | 13(A) 13
Saf filtrat 18(A) 12 20A) [ 17(A)] 13(A) 12
Tripsin 18(A) - 20(A) | 17(A) | 13(A) -
Alfa kimotripsin 18(A) 15(A) 20(A) 17(A) 13(A) -
o Lizozim 14(A) 12 12(A) | 17(A) | 12(A) 11
2 Alfa amilaz - - - - 12(8) | 12(A)
[ee]
< Pronaz - - - 17(A) - 12
60°C de 30 Dakika 14(A) - - - 12(A 12
121°C de 20 Dakika 12 - - - 12(A)  14(A
EDTA 13(A) | 15(A) 18 12 18 12
Saf filtrat 16(A) 13(A) 15(A) 16(A) 13(A) 13
Tripsin - - 15(A) 16(A) 13(A) -
Alfa kimotripsin 16(A) - 15(A) 16(A) - -
< Lizozim 14 12(A) - 15(A) | 13(A) 10
g Alfa amilaz 10 - - 14(A) - -
(o))
~ Pronaz - - - 16(A) - -
60°C de 30 Dakika - - - - - 13(A
121°C de 20 Dakika - - - - - 10
EDTA 12(A) | 15(A) | 15(A) 12 16(A) 13
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 0
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 12 12 10 20(A) 12 15
Tripsin - - - 20(A) - 14
Alfa kimotripsin - - 10 20(A) - 15
© Lizozim - - 14 - 10 13
g Alfa amilaz 12 - 16(A) | 17(A) 10 12(A)
s Pronaz - - 16(A) 15(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika 11 10 - 14(A 12 13
121°C de 20 Dakika 11 10 10 14 12 15
EDTA 14 15 12(A) | 14(A) 13 14
Saf filtrat 12 10 12 20(A) 14 14
Tripsin 12 - - 20(A) 11 14
Alfa kimotripsin 10 - - 20(A) 14 14
N Lizozim - 10 12 20(A) 11 14
o Alfa amilaz 11 - 10 17(A)|  10(A) -
5 Pronaz - - 16(A)| 20A)| 10A) 15(A)
60°C de 30 Dakika 12 - - 14 - 13
121°C de 20 Dakika 11 - 12 13 11 13
EDTA 15(A) 13 14(A) | 13(A) 12 13
Saf filtrat 17(A) | 13(A) | 16(A) | 15(A) | 12(A) 12
Tripsin - - 16(A) 15(A) 12(A) -
Alfa kimotripsin 17(A) - 16(A) 15(A) 12(A) -
@ Lizozim 15 13(A) | 12(A) | 15(A) | 128 11(A)
X Alfa amilaz - - - - - 12(A)
'5- Pronaz - - - 15(A) - 12
60°C de 30 Dakika - - - - 11(A) 12
121°C de 20 Dakika - 12 - 12 12 12
EDTA 12(A) | 12(A) | 15(A) | 13(A) 14 12
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

L 2 |3
= o ]
© 9 o % 0 n Q@ %)
) 3 e 2 2 » 3 8
EC S (<) () ) 3 o c
S5 = = (@] (@] (@] 3 o o ®
= g 8 8- 2 o] 3 g8
ol L 83 |3 &3_| 8 o | SES
s 25 |25cgs3/ 2 8T |38
' 3 |38 S0 D ha | ol
Saf filtrat 16(A) 15(A) 16(A) 12 13(A) 15(A)
Tripsin 16(A) 14(A) - 13(A)
Alfa kimotripsin 16(A) - 15(A) 14(A) - -
2 Lizozim 15 15(A) - 14(A) | 13(A)| 10(A)
5 Alfa amilaz 10(A) - - - 13(A) | 14(A)
3 Pronaz - - - 15(A) - 15(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 13(A) 11(A
121°C de 20 Dakika 12 - - - 12 -
EDTA 12 - 16(A) - 15 15(A)
Saf filtrat 20(A) 12 17(A) | 16(A) 12 13
Tripsin 20(A) - 17(A) 16(A) - -
Alfa kimotripsin 20(A) 15(A) 17(A) 16(A) - 12
= Lizozim 15 12 12(A) | 16(A)| 12(A)| 14(A)
5 Alfa amilaz - - - - 12(A) | 14(A)
3 Pronaz - - - 16(A) - 13
60°C de 30 Dakika - - - - - -
121°C de 20 Dakika 10 - - 10(A 10 11
EDTA - 13(A) | 14(A) | 15(A) 15 14(A)
Saf filtrat 10 12 12(A) 16(A) 10 12(A)
Tripsin - - - 16(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin - - - - - -
— Lizozim - 12 12(A) 16(A) - 12(A)
Lo
o Alfa amilaz - - - - - -
3
— Pronaz - - - 15(A) - -
60°C de 30 Dakika 10 - - 16(A 10 -
121°C de 20 Dakika 10 - - 12 10 -
EDTA 12(A) 12 13 12(A) 17 12
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 2
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 12 10 13 16(A) 10 12
Tripsin - - - 16(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin 12 - - 16(A) 10 12(A)
N Lizozim - 10 13 - - 12
é Alfa amilaz - - 15(A) 16(A) 10 -
3 Pronaz - - - 16(A) - 11(A)
60°C de 30 Dakika 12 - - - 10 12
121°C de 20 Dakika 12 - - 12 10 12
EDTA 14 15 13 12(A) 17 15(A)
Saf filtrat 12 12 10 20(A) 11 15
Tripsin - 12 - 20(A) - 12
Alfa kimotripsin - - - 17(A) - 14
™ Lizozim 12 15(A) 10 - 11 12
é Alfa amilaz - - - 16(A) 11(A) -
S Pronaz - 11(A) - 20 118 12(A)
60°C de 30 Dakika 11(A) - 10 12(A 11 12
121°C de 20 Dakika 11 12 10 10 11 12
EDTA 12 - 14(A) - 14(A) 15
Saf filtrat 10 10 12 16(A) 10 12
Tripsin - - - 16(A) - 14(A)
Alfa kimotripsin - - - 16(A) - 14(A)
< Lizozim - 10 11(A) | 15(A) - 12
E Alfa amilaz - - 14(A) 15(A) 10(A) -
3 Pronaz - - - 17(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika - - 10 14(A - 12
121°C de 20 Dakika - - 10 10 10 12
EDTA 14(A) - 12(A) - 12(A) 12
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 2
£ g 2 s | 5| 5|3 |8 |&
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 12 10 10 16(A) 11 11
Tripsin - - - 16(A) - 10
Alfa kimotripsin - - 10 16(A) - 11
— Lizozim - - 15(A) - - 11
é Alfa amilaz 12 - - 16(A) - -
3 Pronaz - - - 14(A) - -
60°C de 30 Dakika 10 - - 14(A 11 -
121°C de 20 Dakika 10 - 10 12 11 11
EDTA 16 13 14 14 17 14
Saf filtrat 12 10 12 13 12 13
Tripsin 12 - - 19(A) 12 13
Alfa kimotripsin - - 10 17(A) 12 12
~ Lizozim - 13(A) | 14A) | 14 10 11
é Alfa amilaz 12 12(A) 11 16(A) 10 -
S Pronaz 11A) | 12(A) 12 13 - 14(A)
60°C de 30 Dakika 11 - - 12 12 -
121°C de 20 Dakika 12 - 10 14 12 13
EDTA 17 13 16 14 20 18
Saf filtrat 15 15 15 15 13 14
Tripsin 13(A) - 11(A) | 1128 | 13(8) | 14(A)
Alfa kimotripsin 15(A) - 14(A) 15 - 14
™ Lizozim 15 15(A) - 12 12(A) 14
§ Alfa amilaz 15 - 14(A) - 14(A) 14
3 Pronaz 10 - - 14(A) - 12
60°C de 30 Dakika 15 - 15(A - 12(A 12
121°C de 20 Dakika 13 - 12(A 10 13 11
EDTA 18 13 15 13 14 13
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 Ak

25 p 0 v |8 2

= 5 S| 8«4 818 |8 |28

s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE

O E JE w| JEQC W n s o«

Saf filtrat 12 15 14 17(A) 10 12
Tripsin 12 15 - 17(A) -
Alfa kimotripsin - - - 17(A) - -

< Lizozim - 13(A) 14(A) - - -

§ Alfa amilaz - - 14(A) 15(A) - -

3 Pronaz - - - 17(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika - - - 14 10 -
121°C de 20 Dakika 10 - - 10 10 -
EDTA 16 14 14 13(A) 15 12
Saf filtrat 13 12 12 12 14 13
Tripsin 13 12 12 12(A) 12 13
Alfa kimotripsin 13(A) - - 14(A) 12 12

10 Lizozim 10 13(A) | 15(A) - - 11

§ Alfa amilaz 13 12(A) 10 14(A) - -

9 Pronaz 13 2A) 12 12 - 16(A)
60°C de 30 Dakika 11 - - 12 13 12
121°C de 20 Dakika - - 12 12 13 15
EDTA 16 18 16 15 16 14
Saf filtrat 10 10 15(A) [ 17(A) 10 14
Tripsin - - - 17(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin - - - 17(A) - 14

N Lizozim - - 15(A) | 16(A) 10 12

E Alfa amilaz - - 15(A) 17(A) - 14(A)

3 Pronaz - - - 17(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 10 13
121°C de 20 Dakika - - - - 10 14
EDTA 14 15(A) | 13(A) | 13(A) 14 14
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 Z s
= o ]
© 9 o % 0 n Q@ %)
) 3 e 2 2 » 3 8
ES S (<) () ) 3 o c
S5 = = (@] (@] (@] 3 o o ®
=] g 8 8- 8 Q 3 =]
$5 & =% | =238 =35_|8 |2y |8%
£° g2 |gcs| 223 ¢ 53 |28
: %] 7] 5 o 8 5 o
JE |JEQ IEO D ha |ad
Saf filtrat 12 14 12 15(A) 13 12
Tripsin - 14 12 15(A) - 12
Alfa kimotripsin - - 10 15(A) - 12
™ Lizozim 10 14(A) 12 15(A) - 12
N~
% Alfa amilaz 12(A) 10 - 15(A) 10(A) 10(A)
3 Pronaz 11(A) 10 10(A) 15(A) 12(A) 15(A)
60°C de 30 Dakika 10 12 - - 12 12
121°C de 20 Dakika - 12 11 - 12 12
EDTA 14 15 15(A) 12 13 12
Saf filtrat 13 10 15(A) 16(A) 11 10
Tripsin - - - 16(A) - -
Alfa kimotripsin - 10 - 16(A) - 10
< Lizozim 11 - 10 - - 10
N~
& Alfa amilaz 16(A) - 15(A) 14(A) 11 14(A)
9 Pronaz - - - 16(A) - 12(A)
60°C de 30 Dakika 11(A) 10 10 - - 10
121°C de 20 Dakika 10 - 10 10 10 10
EDTA 15(A) - 13(A) - 11 14
Saf filtrat 16(A) 12(A) 18(A) 14(A) 13(A) 13(A)
Tripsin 15(A) - 18(A) 14(A) - -
Alfa kimotripsin 16(A9 - 18(A) 14(A) - -
© Lizozim 15 12(A) 13(A) | 14(A9| 12(A) 12(A)
N~
a Alfa amilaz - - - - - -
3
— Pronaz - - - 14(A) - 10(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 12(A) 12(A
121°C de 20 Dakika - 12 - - 10(A 12(A9
EDTA 12(A) 14(A) 15(A) 12 17 14(A)




Cizelge 3.6(Devam)

107

Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 Ak
25 p 0 v |8 2
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 15(A) 12 15(A) 11 14(A)|  15(A)
Tripsin - 15(A) - - 15(A)
Alfa kimotripsin - - - 16(A) - 15(A)
To) Lizozim 18 12 - 11 - 15(A)
g Alfa amilaz - - - 13(A) 13(A) 15(A)
= Pronaz - 12(A) - 16(A) - 13(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 14(A) 15(A
121°C de 20 Dakika - - - - 10 14(A
EDTA - - 12(A) - 12(A) | 15(A)
Saf filtrat 13 12 14 16(A) 12 14
Tripsin 13 - - 16(A) 12 14
Alfa kimotripsin - - - 16(A) 12 14
© Lizozim - - 12 16(A) 10 14
é Alfa amilaz 10 - 19(A) 16(A) 10 -
3 Pronaz - - 19A) | 16(A) - 16(A)
60°C de 30 Dakika 12 12 14 16(A - 14
121°C de 20 Dakika 13 12 14 14 12 14
EDTA 12(A) 15 14 11(A) 11 14
Saf filtrat 12 11 10 22(A) 12 11
Tripsin - - - 22(A) 12 10
Alfa kimotripsin - - - 20(A) - 10
~ Lizozim - 11 - 13(A) - 11
é Alfa amilaz 15(A) - 16(A) | 16(A)| 10(A) -
= Pronaz - 10 - 20(A) - 15(A)
60°C de 30 Dakika 12 10 - 16(A - 10
121°C de 20 Dakika - 10 10 10 - 10
EDTA 13(A) 16 13 10(A) 14 14
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
25 p o | % |8 2
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
O E JE w| JEQC W n s o«
Saf filtrat 13(A) 10 14(A) | 14A) | 12(A)|  13(A)
Tripsin - 14(A) | 14(A) - -
Alfa kimotripsin - - 14(A) 14(A) - -
© Lizozim 13 - 11(A) | 14(A) | 12(A)| 13(A)
é Alfa amilaz - - - - 10(A) 12(A)
= Pronaz - - - 14(A) - -
60°C de 30 Dakika - - - - - -
121°C de 20 Dakika - - - - - 12(A
EDTA 13 13(A) | 14(A) - 13 13
Saf filtrat 20 16 18 16 20 16
Tripsin 12 - - 16 12 16
Alfa kimotripsin 14(A) - 10 21(A) 12 16
© Lizozim 16(A) 16 16 15 15 16
§ Alfa amilaz 16(A9 15 16 16 11 13(A
= Pronaz - - 128 19A) - 15(A)
60°C de 30 Dakika 17(A) 15 18 16 18 16
121°C de 20 Dakika 15 15 16 15 15 15
EDTA 20(A) 15 16 16 14(A) 14
Saf filtrat 18(A) 13 18(A) | 20(A)| 14(A)| 15(A)
Tripsin 18(A) - 18(A) - - 15(A)
Alfa kimotripsin 18(A) - 18(A) 20(A) 14(A) 15(A)
© Lizozim 17 12 R 11 11(A) 14
é Alfa amilaz 10(A) - - - 13(A) 15(A)
= Pronaz 12(A) - - 17(A) - 15(A)
60°C de 30 Dakika - - - 14(A)  14(A] 15(A
121°C de 20 Dakika 13 11 12 13 15(A 12
EDTA 12 - 12(A) - 11(A) 15
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |3
28 . 0 0 v |8 0
= 5 S| 8«4 818 |8 |28
28 . £% | 2582358 |28 |85
' 25 |58/ 8605 & gL 188
3 E JE w| JEQC| W 0 ® o ©
Saf filtrat 13 14 15(A) | 23(A) 13 12
Tripsin 13 12 - 23(A) 13 14(A)
Alfa kimotripsin 11 - 10(A) 22(A) 13 14(A)
o Lizozim 11 - 13(A) | 23(A) 12 14(A)
§ Alfa amilaz - 11 - 20(A) 12(A) -
= Pronaz - 14(A) - 23(A)| 12(A)] 15(A)
60°C de 30 Dakika 12 14 - 18(A 13 12
121°C de 20 Dakika 13 14 14(A 14(A 13 12
EDTA 14(A) 14 13 14(A) 14 14
Saf filtrat 15 17 15 15 13(A) 15
Tripsin 16(A) - 19(A) 19(A) - -
Alfa kimotripsin 16(A) - 19(A) 15 12(A) -
= Lizozim 17 15(A) - 12 - 14(A)
g Alfa amilaz 16(A) - - A | 2@ 1353
§ Pronaz 12 - - 20(A) - 12
60°C de 30 Dakika 17(A) - 15(A) 14(A] 11(A) 17(A
121°C de 20 Dakika 13 11 10 11 13 15
EDTA 17 15 - 15 11(A)|  15(A)
Saf filtrat 16(A) 12 16(A) | 17(A) 12(a) 15(A)
Tripsin 12 - 16(A) 15(A) - -
Alfa kimotripsin 16(A) - 16(A) 12(A) 12(A) -
:,' Lizozim 20 11 R 12 12(A)]  11(A)
Eo.: Alfa amilaz - - - - 12(A) 11(A9
§ Pronaz 13(A) - - 17(A) - 11(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 10(A9 15(A
121°C de 20 Dakika 12 - - 10(A 12(A 11
EDTA 12 14A) | 17(A) - 16 15(A)
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 2 |5
25 p 0 v |8 0
2% 5 S| 84 818 |8 |g¢&
s L 8% | 835 83_| 8 S0 | SE
JE |JEQ JTEO @ ha |d&
Saf filtrat 15(A) | 15(A) | 15(A) | 16(A)| 12(A) 14
Tripsin 15(A) 16(A) - -
Alfa kimotripsin - - 15(A) 16(A) - 12(A)
® Lizozim 16 15(A) - 15(A) | 12(A) 14
E Alfa amilaz - - - - - 14(A9
S Pronaz - 14(A) - 16(A) - 14
60°C de 30 Dakika - - - - 12(A)  17(A
121°C de 20 Dakika - - - - 11 14
EDTA - - 16 - 15 14(A)
Saf filtrat 10 15(A) | 16(A) | 16(A) 12 12
Tripsin - - - 16(A) - 12
Alfa kimotripsin 10 - - 16(A) - 12
o Lizozim - 15(A) 10 16(A) - 12
E Alfa amilaz - - 14(A) 14(A) 10(A) 1(A)
S Pronaz - - 16(A) | 16(A) - 14(A)
60°C de 30 Dakika 10 - 10 15(A - 12
121°C de 20 Dakika - - 10 11 10 12
EDTA 14(A) - 13(A) | 12(A) 12 14
Saf filtrat 18(A) 12 16(A) | 18(A)] 13(A) 12
Tripsin 18(A) - 16(A) 18(A) - 11(A)
Alfa kimotripsin 16(A) - 16(A) 18A) - 11(A)
o Lizozim 14(A) 12 13(A) | 17(A) | 13(A) 10
g Alfa amilaz RO - T o 12
N Pronaz - - - 18(A) - 12
60°C de 30 Dakika 14(A) - - - - 12
121°C de 20 Dakika|  13(A) 11 12(A)  13(A) 12(A) 12
EDTA 14(A) | 15(A) | 16(A) | 12(A) 17 14(A)
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Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

L 2 |3
= o ]
© O o n 0 n Q@ %)
S 7 k9] 2 2 2 0 3 @
EC S (<) () ) 3 o c
S5 = = (@] (@] (@] 3 o o ®
cE c g 2 2 |3 8 £ 8
55 5 |s% |sgslesos 2o |4
5= gc |g2cs|gc3| ¢ S0 | go
' 3 |38 S0 D ha | ol
Saf filtrat 16(A) | 14(A) | 20(A) | 16(A) 12 12(A)
Tripsin 16(A) 20(A) 16(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin 16(A) - 20(A) 16(A) - -
g Lizozim 15 14(A) | 13(A) | 16(A) 12 12(A)
0 Alfa amilaz - - - - 10(A) -
Lo
Q Pronaz - - - 16(A) - -
60°C de 30 Dakika - - - - - 12(A
121°C de 20 Dakika 13(A) 12 - - - -
EDTA 13(A) | 16(A) | 17(A) | 12(A) 16 12(A)
Saf filtrat 16(A) 10 20(A) [ 16(A)[ 14(A) 12
Tripsin 16(A) - 20(A) | 16(A) - 12(A)
Alfa kimotripsin 16(A) - 20(A) 16(A) - 12(A)
= Lizozim 15 - 12(A) | 16(A) | 12(A) -
? Alfa amilaz - - - - 13(A) 11
N~
N Pronaz - - - 16(A) - 12
60°C de 30 Dakika 14(A) - B - 14(A]  12(A
121°C de 20 Dakika 12 10 12(A - 13(A) 12(A)
EDTA 12 - 12 12 17 12
Saf filtrat 18(A) 10 16(A) | 16(A)| 11(A)| 10(A)
Tripsin 18(A) - 16(A) 16(A) - -
Alfa kimotripsin 18(A) - 16(A) 16(A) - -
3 Lizozim 13 10 12(A) | 16(A) 11(A)] 10(A)
& Alfa amilaz - - - - - 10(A)
<
b4 Pronaz - - - 16(A) - 10(A)
60°C de 30 Dakika - - - - 11(A) 10(A
121°C de 20 Dakika 10 - - 12(A 12 10(A)
EDTA 15(A) 10 13(A) | 13(A) 17 10(A)
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Cizelge 3.6(Devam)  Enzim ilaveli Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerin&tkisi

(Sonuglar mm cinsinde verilgtir. A; konsantrasyon azaltma)

2 Z s
= o ]
© 9 o % 0 n Q@ %)
) 3 e 2 2 | o 3 8
EC S (<) () ) 3 o c
S5 = = (@] (@] (@] o o ®
c = N fe] S H o S &) g Q2
x € 5 s > B 3] 2 s 2
28 =8 |£88 £35| 8 2% |23
gg gs |25/ gs53| 8 92 | 39
H [72] [2) )] —
JE |JEQ IEQ ha |ad
Saf filtrat 15(A) | 14(A) | 17(A) | 15(A)| 13(A) 12
Tripsin 15(A9 - 16(A) 15(A) - -
Alfa kimotripsin 15(A9 14(A) 16(A) 15(A) - 12
3 Lizozim 13 12(A) | 11(A) - 13(A) 12
& Alfa amilaz - - - - 2A) | 12(A)
()]
b4 Pronaz - - - 15(A) - -
60°C de 30 Dakika - - - - 11(A) -
121°C de 20 Dakika - - - - 10 12(A
EDTA 13(A9 | 14(A) | 15(A) | 14(A) 16 12

Sonuglari cgizelge 3.6. da goster@idgibi filtratlara enzim ilavesi ile yapilan
calsmada filtratlara enzim ilavesi ile birlikte antinndbiyal aktivitede
degisiklikler meydana geldjii gozlemlenmgtir. Sonuclar izolattan izolata ve
kullanilan test mikroorganizmasina gore farkhlistermekle birlikte; izolatlarin
bir kisminin 6zelikle tripsin ve alfa kimotripsitavesi ile, bir kisminin daha ¢ok
Pronaz veya alfa amilaz ilavesi ile etkisini kayi@tgozlemlenmgtir. Isi ile
muamele sonucu izolatlarin @anda aktivite kaybi goézlemlenmegrhatta 121C
de 1siya tabi tutmasleminden sonra aktivitede artgdzlemlenmitir. Benzer
sekilde EDTA ilavesinin izolatlarda aktivite kaybiyal acmadi aksine etkiyi
destekleyici yonde tesir egtibulunmutur.

Calsma sonuclarina genel olarak bakiidzaman pronaz ile muamele edilen
hiicresiz filtratlarin test mikroorganizmalarina skantimikrobiyal aktivitelerinin

tamamen inaktive olmueya 6nemli dlciide azaltgoldugu gozlenmgtir.
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Calsma sonuglari incelengiizaman; izolatlardan 5.P1.5, 10.P1.10, 11.P.11,
32.P2.9, 51.P3.6, 163.P5.7'nin Ozellikle tripsin aka kimotripsin ilavesinde
aktivite kaybi gosterdi bulunmutur.

25.P2.2, 27.P2.4, 48.P3.3, 49.P3.4, 97.P4.28 A%0P159.P7.6, 163.P5.8,
169.P6.11 ve 294.54.14 numaral izolatlarin isa athilaz ve pronaz ilavesinde
aktivite kaybina gradg) gozlenmigtir..

Bunun yani sira 144.P5.1, 147.P5.4, 148.P5.5, PI52, 160.P5.5 ve
171.P7.8'in hemen hemen tim enzim ilaveleri ildikig aktivite kaybi gosterdi
bulunmugtur.

Izolatlardan 13.P1.13, 14.P1.14, 16.P1.16, 49.FB#£4.29, 145.P5.2 ve
171.P7.8'in 1s1 ile muamele sonucu aktivite kayistgrdgi bulunmutur.

Ayrica izolatlardan 10 tanesi; 8.P1.8, 9, 28.P2289,P2.6, 67.P3.22,
150.P6.3, 161.P5.6, 164.P6.6, 167.P6.9, 168.P@127¥.S3.11'in enzim ilavesi
ile cok fazla aktivite kaybi gostermediespit edilmgtir.

EDTA ilavesi sonucu antimikrobiyal aktivite kaybg0Osteren izolat
bulunamanmtir.

Yapilan ¢cagma sonucunda enzimler ile muamele sonucu ¢ok tdiaite
kaybi gostermeyen 10 izolat pH ve sicgkliantimikrobiyal aktivite tGzerindeki
etkisini belirlemek amaci ile segilgtir.

Cizelge 3.7. pH deeri desistirilmis filtratlarin test mikroorganizmalari Uzerine etkis

(sonuclar mm cinsinde verilgtir. (A): Konsantrasyon azaltma).

7 5 6 5
o 2 2 2 2 @
> [0} ) [ I e
7 2 |g |g |§ |3
© O S je] S S
=N = > > > Q@ %)
© 0 ) o (8] ) =] wn
£ @ >&)0 o (@] o g o ]
5 & 8 5 |5 |53 |3 |& |54
c = o = eI (&) (&) o 0
SE T E E2 1 EG |3 S 5 e
L QO o © © © = c
=i = = @ = O o 2 S
S @ 83 | 2w | & S 3 O
o 23 nz c o » o
| a1 wn 10 L n 0 ©
pH: 1 - - - - -
pH: 3 12 - 11
@©
E pH: 5 16 14 14 1,6 - 15
©
pH: 7 12 10 10 10
pH: 9 - - - - -
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Cizelge 3.7. (Devam) pH deseri desistirilmis filtratlarin test mikroorganizmalar Gzerine

etkisi (Sonuclar mm cinsinde verilgtir. (A): Konsantrasyon azaltma).

Ornek numarasi ve
identifikasyon
pH Degeri
Listeria monocytogene$
Listeria monocytogenes$

serovar 1
Listeria monocytogene$

PNE QCILI
Staphylococcus aureus

Enterococcus feacalis
Pseudomonas
aeroginosa

pH: 11 -
pH: 13 -

pH: 1

pH: 3

pH: 5 15 15 15 16 - 13
7
9

pH: 11 12 12 12 - 12(A)
pH:
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -

28. P2.5

pH: 1
pH: 3 12 - - - - 10
pH: 5 12 - 12 12 - 12
7
9

pH:
pH:
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -

29.P2.6

pH: 1
pH: 3 10 10 11 - - 11
pH: 5 15 18 16 15 13 16
7
9

pH: 12 10 12 - - 10
pH:
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -

67.P3.22
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Cizelge 3.7. (Devam) pH deseri desistirilmis filtratlarin test mikroorganizmalar Gzerine

etkisi (Sonuclar mm cinsinde verilgtir. (A): Konsantrasyon azaltma).

Ornek numarasi ve
identifikasyon
Enzimler
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes$

serovar 1
Listeria monocytogenes

PNE QCILI
Staphylococcus aureus

Enterococcus feacalis
Pseudomonas
aeroginosa

pH: 1

pH: 3

pH: 5 13
7
9

1
[N
[N
[EnY
N

12 -
16 -
10 -

=
N

|_\
N
'—\
I
H
a1

pH: 10
pH:
pH: 11 -
pH: 13 - - - - - -

[E=Y
=
[
o

150.P6.3

pH: 1

pH: 3

pH: 5 12 - 12 14 - 12
7
9

pH:
pH:
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -

161.P5.6

pH: 1

pH: 3

pH: 5 14 16 13 12 - 18(A
7
9

pH: 12 12 12 10 - 13(A
pH:
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -

164.P6.6.

pH:
pH:
pH:
pH:

13(A) 14 13(A) 13 - 14(A)

167.P6.9

~N| 01 W




116

Cizelge 3.7. (Devam) pH deseri desistirilmis filtratlarin test mikroorganizmalar Gzerine

etkisi (Sonuclar mm cinsinde verilgtir. (A): Konsantrasyon azaltma).

4
S 8 8 8 2 0
=g £ 5| 3| 2-./3 |3 |5
2E N £ 241 23| g 3 £ 3
£5 5 £g | £88 ggo/ 25 |25 |25
23 L c Qe Qcw|l 8o Q0 39
5 52 |523/ %87/ 58 |da [¢3
pH: 9 - - - - - -
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -
pH: 1 - - - - - -
pH: 3 10 12 11 11 - 12(A)
S pH: 5 12 14 12 13 12(A)  15(A)
& pH: 7 11 11 11 11 - 12(A)
§ pH: 9 - - - - - -
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -
pH: 1 - - - - - -
pH: 3 10 10 12 10 - -
9 | pH:5 13 12 12 14 10 15
B [pH:7 11 11 10 12 - 12
E pH: 9 - - - - - -
pH: 11 - - - - - -
pH: 13 - - - - - -

Yapilan ¢cama sonucunda pH: 1, 9, 11 ve 13 gibi yuksek vgiklipH
degerlerinin test bakterilerine kar antimikrobiyal etki gbsteren maddeyi
etkiledigi gbzlenmitir. Bununla birlikte 29.P2.6, 161.P5.6 ve 167.P6unaral
izolatlara ait filtratlarin yalnizca pH:5 de yanerdi d@al pH deerlerinde
etkinliklerini surdukleri, dger izolatlara ait filtratlarin ise pH:3 pH:5ve pHdé
etkilerini surdurdukleri gozlemlenstir. Ayrica filtratlarin dg@al pH deerleri ile
kullaniimalari durumunda pH:5,5 e ayarlagndurumlarina kiyasla daha etkili

olduklar bulunmstur.
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Cizelge 3.8. Farkl Sicakliklarda Bekletilngi Filtratlarin Test Mikroorganizmalari Uzerine

Etkisi (Sonuclar mm cinsinden verilgtir. (A): Konsantrasyon azaltma).

o o 4 o o 2

- 5 |8 |8 |z |

S e e} e} & ©

s> = > > = Q %

C O [ &) (&) ) S wn

£ 8 & s |2 |g |3 |8 |8

2 = &) o o) o I 8 o c J

~x € T S S :' S O 3 ) E o

- = N g5 )80|s 2 |35

S I3 S 3|8 w|g S 3 ©

k%) o g |2 Z2 | ¢ S » o
| 4 »n 4 O L n O ®©

50°C de 30 dakika | 16 14 12 12 - 12
70°C de 30 dakika 16 14 12 12 - 12

w o 4 -

E'_' 80 °C de 30 dakika 16 14 12 12 12

o 90 °C de 30 dakika 16 14 12 12 - 12
100°C de 30 dakika 16 14 12 12 - 12
110°C de 30 dakika 16 14 12 12 - 12
50°C de 30 dakika 12 15 13 12 - 14
70°C de 30 dakika 12 15 13 12 - 14

o 80°C de 30 dakika | 12 15 13 12 - 14

o

a@' 90 °C de 30 dakika 12 15 13 12 - 14
100°C de 30 dakika 12 15 13 12 - 14
110°C de 30 dakika 12 15 13 12 - 14
50 °C de 30 dakika - - - - - -
70°C de 30 dakika - - - - - -

N 80 °C de 30 dakika - - - - - -

o

gli 90 °C de 30 dakika - - - - - -
100°C de 30 dakika - - - - - -
110°C de 30 dakika - - - - - -
50°C de 30 dakika 16 16 11 13 - 12
70°C de 30 dakika | 16 16 11 13 | 12(A) 12

N

> 80°C de 30 dakika | 16 16 11 13 | 12(A) 12

& 90°C de 30 dakika | 16 16 11 13 | 128 | 12

[{e]
100°C de 30 dakika| 16 16 11 13 | 12(A) 12
110°C de 30 dakika 16 16 11 13 12(A) 12
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Cizelge 3.8(Devam) Farkli Sicakliklarda Bekletilngi Filtratlarin Test Mikroorganizmalari

Uzerine Etkisi (Sonuglar mm cinsinden verigtini (A): Konsantrasyon

azaltma).

o 2 o 2 © 2

> > S > 5 S

S e e} e} & ©

o S - > > > Q (%)

C 0 @ o 8] o o =) (%)

E G E 2 2 2 = 8 g

2 = N o o S = g S c J

5 5 5 = |52 |58]8 |8 |5 ¢

g 5 8 S s8| 8 0O|9 2 T

5 2 2 o |28 uw g S o 9

%) o g |2 Z2 | ¢ 8 » o
| a1 »n -1 Qo L n O ®©

50°C de 30 dakika | 15 13 11 12 - 13(A)
70°C de 30 dakika | 15 13 11 12 - 13(A)

(e0]

© 80°C de 30 dakika | 15 13 11 12 - 13(A)

§ 90 °C de 30 dakika 15 13 11 12 - 13(A)
100°C de 30 dakika| 15 13 11 12 - 13(A)
110°C de 30 dakika| 15 13 11 12 - 13(A)
50°C de 30 dakika | 18 16 16 15 13 15
70°C de 30 dakika | 22 16 16 15 14 15

[{e]

5 80°C de 30 dakika | 22 17 16 15 14 16

b 90°C de 30 dakika | 22 18 16 15 13 16

—
100°C de 30 dakika| 22 19 16 15 12 16
110°C de 30 dakika| 22 18 16 15 12 16
50°C de 30 dakika | 13 14 12 14 - 13(A)

o 70°C de 30 dakika | 13 14 12 14 - 13(A)

o 80°C de 30 dakika | 14 13 12 14 - 15(A)

o

S 90°C de 30 dakika | 14 14 12 14 - 15(A)

- 100°C de 30 dakika| 15 14 12 14 : 11
110°C de 30 dakika| 15 14 12 14 - 11
50°C de 30 dakika | 12 - 10 12 - 14(A)

§ 70°C de 30 dakika 12 - 10 12 - 14(A)

§ 80°C de 30 dakika 12 - 10 12 - 14(A)
90 °C de 30 dakika 12 - 10 12 - 14(A)
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Cizelge 3.8(Devam) Farkli Sicakliklarda Bekletilngi Filtratlarin Test Mikroorganizmalari
Uzerine Etkisi (Sonuglar mm cinsinden verigtini (A): Konsantrasyon

azaltma).

100°C de 30 dakika 12 - 10 12 - 14(A)

110°C de 30 dakika 12 - 10 12 - 14(A)

50°C de 30 dakika | 15 15 11 14 - 16(A)
. 70°C de 30 dakika | 15 15 11 14 - 16(A)
o 80°C de 30 dakika | 15 15 11 14 - 16(A)
% 90°C de 30 dakika | 15 15 11 14 - 16(A)
- 100°C de 30 dakika| 15 15 11 14 : 16(A)

110°C de 30 dakika| 15 15 11 14 - 16(A)

50°C de 30 dakika | 12 11 10 14 - 15(A)
= 70°C de 30 dakika | 12 11 10 14 - 15(A)
3 80°C de 30 dakika | 12 11 10 14 - 15(A)
N 90°C de 30 dakika | 12 11 10 14 - 15(A)

100°C de 30 dakika| 12 11 10 14 - 15(A)

Yapilan cama sonucunda izolatlarin trettikleri antimikrobiyaaddenin
sicaklik muamelesine kan genel olarak stabilitesini korugu gézlenmgtir.

8.P1.8, 164.P6.10, 167.P6.9, 168.P6.10 ve 277.SEdlatlarina ait
filtratlar sicakhik uygulamalarind®. aureushari¢c dger test bakterilerine ksar
etkili olarak bulunmstur. Bununla birlikte sicaklik uygulamasi ile 29.62
izolatina ait filtrat butin sicakhk uygulamalarendantimikrobiyal etkisini
tamamen kaybetntir. Bu nedenle, bu izolat tarafindan uretilen @nikrobiyal

maddenin isitya karduyarl oldgu disundlmistdr.
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Sekil 3.7 pH'In antimikrobiyal aktivite tizerine etkisi

Sekil 3.8. Sicaklgin antimikrobiyal aktivite Uzerine etkisi

3.5. Et ve Et Urlnlerinden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin
Identifikasyon Test Sonuglari

Cizelge 2.1 de verilen test mikroorganizmalarikarsi denenmy olan
laktik asit bakterilerinden bakteriyosin benzeri dda uretme ihtimali oldiu
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distnulerek secilmyi olan 52 0Ornek icin gram boyama, farkli sicakli@dkr
gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda geh, pH; 3,9 da gejim, H,S Uretimi
gibi biyokimyasal testler yapilmve sonuclar Cizelge 3.9.” de gosterigtini

Yapilan testler sonucunda tim izolatlar gram piozie katalaz negatif
bulunmutur. izolatlarin farkli sicakliklarda gelim durumlari kiltiirden kiiltire
degisiklik gostermekle birlikte izolatlarin hepsinin 15C’ de gelsebildigi
gozlenmgtir. Ayrica izolatlardan 30 tanesinin 4 °C’ de gehildigi ancak
bunlardan 9 tanesinin ggininin az oldgu; 45 °C’ de ise 26 tane izolatin
gelisebildigi ancak bunlardan 11 tanesinin gefiinin az oldgu gozlemlenmtir.

izolatlarin 42 tanesi farkl tuz konsantrasyonlaaigelsim gosterebilmytir.
Ancak tuz konsantrasyonu arttirildikca gehilen kaltir sayisinda azalma
olmustur. Izolatlarin 28 tanesi pH:3,9 da gl gosterebilirken 24 tanesi bu
kosullarda gel§im goOsterememektedir. Ayrica izolatlardan hicbminiH,S
uretemedii go6zlemlenmgtir. Yapilan calmalarda izolatlarin buyuk bir
cogunlugunun arjininden NhlUrettigi gozlenmgtir.

Secilen 52 izolatin APl CHL50 (bioMerieux) sisteit@ yapilan tanimlama
testleri sonucunda pastirma izolatlarindan 6 tahesiermentum 9 tanesiL.
mesenteroidest tanesL. lactis 14 tanesL. plantarum 2 tanesP. pentosaceys
2 tenesiLeuconostocl tanesiL. collinoides 3 tanesiL. delbrueckij 3 tanesiL.
pentosusl tanesL. brevis 1 tanesi dé. cellobiosisolarak tanimlanngtir. Sucuk
orneklerinden ise 2 tanesi. pentosus,3 tanesi P. pentosaceusolarak
tanimlanmgtir.

Yapilan identifikasyon test sonuclari Cizelge 35@kil 3.9. veSekil 3.10 da
gosterilmitir. Ayrica izolatlarin EPS Uretim yetenekleringst sonuclari Cizelge
3.10. a., Cizelge 3.10.b ve Cizelge 3.10.c de éamptktir.
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Cizelge 3.9. Et ve Et Urlinlerindeiizole Edilen Laktik Asit Bakterileriniiidentifikasyon Test Sonuglari. (+: pzitif, -: nedaB/Y: dip/ylizey,+: belirsiz)

] = — ~ —~ —

_ c . E|E|E|E £ 3 |8 |8 |B

2 = g |2 e | E|E| | & ¢ |5 | £ g = [2 |& |Z

= D = o = 1% ) o o (=] = = S Q) = > ©

S = S | o =% | 3| 9| o | & Q = | (2 <

= o 2|2 | 2| & |S5| 5|5 |5 |3 |2 | = = | = |2 |=%

2 5 @ | 2 i o | 3| 8|/ | 0|22 © £ £ £ £

3 L Els | €| 2|5l & 83|35 |2 e |g |2 |¢o

[ = S |3 o111z Z212 |3 | S |5 |2 |2

= 5 2 < |9 |9 3| 2| S|E |z w |n |v |9

o T — < © ~ = s | H.S DIY Gaz | o a ol o

- = S S | = w m w w

<

5.P1.5 Pastirma * + - - - - * + - Al/A - - - - -
8.P1.8 Pastirma | 4 r . + + * + - - + - - As/As - -
9.P1.9 Pastirma | 4 r . + + * + - - + - - As/As - -
10.P1.10 Pastirma | 4 r . + + * + - - + - - As/As - -

11.P1.11 Pastirma | 4 or - + + * + x - + - - Al/AI - - - - -
12.P1.12 Pastirma | 4 or - + + - + + - + + - Al/AI - - - - -
13.P1.13 Pastirma | 4 c - * * + + + - + + - As/As - -
14.P1.14 Pastirma | 4 c - * + + + + - + + - Al/AI - - - - -
16.P1.16 Pastirma | 4 r . + + - + * * * - - As/As - - - -
19.P1.19 Pastirma | 4 cr - + + + + + + + - - Al/AI - - - -
24.P2.1 Pastirma | 4 cr - - + - - - - - - - As/As - -
25.P2.2 Pastirma | 4 r . + + - + + + + - - Al/As - -
27.P2.4 Pastirma | 4+ cr - + + + + + - - - - As/As - -
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Gizelge 3.9.(Devam) Et ve Et Uruinlerindeiizole Edilen Laktik Asit Bakterilerinifidentifikasyon Test Sonuglari. (+: pozitif, -: neigad/Y: dip/ylzey,+: belirsiz)

> = — ~ ~~ —~
c g EIE|E|E | . £ HERERE
N B} %) = T o X = +—
g ) g =5 £ :E« :E« -g § S | 2 =z 3 % 2 E G
© = @ ° N % © © [N [ o O > ) = <L 0 =
S & 2| € (_U g e) e) o O S | P s < —_ ” = =
> = m o T @ ) ) —_ — _ > ko) £ = £ £
g w ElS | S|P |5l 8| 83| |@ o |T |8 |&
S £ S |5 O © o z z = o S 5 ) )
N I O S < 0 ITy) A S S c T 1) N n n
2 T - ~ © ™~ - | £ S | HS D/Y Gaz | o a 2l o
X X s | = w o w w
<
28.P2.5 Pastirma | 4 r - - + - - - - + + - Al/As - - - - -
32.P2.9 Pastirma | 4 cr - + + + + - - + - Al/Al - - - - -
48.P3.3 Pastirma | 4 c - - + - + + - + - - As/As - -
49.P3.4 Pastirma | 4 r - + + - - - - + - As/As - - - -
51.P3.6 Pastirma | 4+ cr - + + - + + + - - - As/As - + -
67.P3.22 Pastirma | 4 cr - + + + + + - - + - As/Al - + -
97.P4.28 Pastirma | 4 c - - + + + - + - - Al/Al - - - - -
98.P4.29 Pastirma | 4 c - - + + + + + + + - As/As - - -
99.P4.30 Pastirma | 4 c - - + + + - - + - - Al/Al - - - - -
144.P5.1 Pastirma | 4 r - - + - - - - + + - Al/As - - - - -
145.P5.2 Pastirma | 4 c - - + - - - - + + - Al/Al - - -
146.P5.3 Pastirma | 4 r - - + - - - - + + - Al/Al - - - - -
147.P5.4 Pastirma | 4 r - - + - - - - + - Al/Al - - - - -
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Gizelge 3.9Devam) Et ve Et Uruinlerindeiizole Edilen Laktik Asit Bakterilerinifidentifikasyon Test Sonuglari. (+: pozitif, -: neigad/Y: dip/ylzey,+: belirsiz)

> —_ ’,\T —~ —

_ c — E | E E | E E S S o S

7 2 el c|le|le|8 8|8 |2 |E s S

= D E | S z | B | = o | o o | = T L o T A S

£ 5 |€E | s | &| o o| 3| ®| o || & 0 — | | |z

2 = 2|2 |8 |o|lele2e|clalslZ2 |38 & E | |E |E

o = ] o ko] O O O R I = = = =

< u Elo [ 2| 2 10|« S| 8| 3|5 |2 o |% |2 |®

g o |2|B 122 |2|8 ¢

= & T s | S| ||| = |E | T e o 12 |2

= S N S H,S DIY Gaz | W w w w

148.P5.5 Pastirma | 4 r - - + - - - - + - Al/Al - - - + -
149.P6.2 Pastirma | 4 r - + + - + + - - + - As/As - -
150.P6.3 Pastirma | 4 r - + + + + - - + - - As/As - -
151.P6.4 Pastirma | 4 r - + + - + + + - + - As/As - - -
152.P6.5 Pastirma + + + - - + - As/As - -
154.P7.2 Pastirma + + - + - - + + - Al/Al - - - - +
156.P7.8 Pastirma As/As - - -
157.P7.4 Pastirma + + - + + - + + - As/As - -
159.P7.6 Pastirma + - - + - - As/As - -
160.P5.5 Pastirma As/As - - -
161.P5.6 Pastirma + + - - + - - As/As - -
163.P5.7 Pastirma + + - - + + - As/As - -
163.P5.8 Pastirma Al/A - - + -
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Cizelge 3.9Devam) Et ve Et Uriinlerindeiizole Edilen Laktik Asit Bakterileriniiidentifikasyon Test Sonuglari. (+: pozitif, -: ne§ad/Y: dip/ylizey, *: belirsiz)

> —~ ’r:j\ -~ —~~
€ = £ = = N o N N
7 = s | @ cele| 2|3 2|2 € £ g |2 |2 |8
o = £ | T ElE2| 2| oo 5|2 | % o 6 |2 |32 |9
o D S | o N = © © @ & [ ©) S =] ~ L 22 =
£ 5 |€E | 8| &§| o] o | 5| 3| o || & * | T | |2
2 : |é8|s|S|s|2e|e|lc|a|s |z |3 S :E |E £ |5
I w E | S| =] A T < s | © > © b © 9]
[ = € |5 o1zl zlz2 |3 | @ S 15 |2 2
= s | |E S8 8|3 |R|S|E|E o o |2 |8
c
164.P6.6 Pastirma crl + + + - - + - - As/As - -
165.P5.8 Pastirma r + - - + + - As/As - -
166.P6.8 Pastirma r + - - + - - As/As - -
167.P5.9 Pastirma crl - As/A - - + -
168.P6.10 Pastirma C + - + - - As/As - -
169.P6.11 Pastirma C . As/A - - + -
171.P7.8 Pastirma ch -
172.P7.9 Pastirma r + + - - - - + + - As/As - -
220.K1.9 Kiyma + c + + - + + - + + - Al/Al - - - + -
235.52.2A Sucuk + c - Al/A - - -
277.53.11 Sucuk c + + + + - + + - Al/Al - - - - -
294.54.14 Sucuk c + + + - - + + - As/As - +
299.54.19 Sucuk c - As/A . - -
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Sekil 3.9. 149.P2.6 [(actobacillus plantarum izolatinin g1k mikroskobunda gérintisa.

Biyltme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama.

Sekil 3.10. 29.P2.6 Enterococcus faeciupnizolatinin ik mikroskobunda goriuntisu.

Biyltme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama.
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Cizelge 3.10.a. EPS Uretimilgin Segcilenizolatlarin Sukrodgeren Ortamda Viskoziteleri

Sukroz icin standart 48 saat sonra Sukroz icindstery2 saat sonra
2 . ¥ o ¥
T 2 5 |3 2 5 E
E S8 |g c g8 |3
3 € v o | o o )
z S S £ |8 S S € a
° 200 1,95 %69 200 1,99 %70
100 1,28 %22 100 1,29 %22
60 1,08 %12 60 1,07 %11
200 2,06 %72 200 2,01 %71
10.P1.10 | 100 1,28 %22 100 1,29 %22
60 1,17 %12 60 1,16 %12
200 2,02 %71 200 2,01 %70
27.P2.4 | 100 1,31 %23 100 1,31 %22
60 1,11 %11 60 1,10 %11
200 2,03 %72 200 2,00 %70
67.P3.22 | 100 1,31 %23 100 1,30 %22
60 1,12 %11 60 1,13 %11
200 2,11 %74 200 2,07 %73
148.P6.1 | 100 2,24 %21 100 1,25 %22
60 1,24 %12 60 1,23 %12
200 2,48 %87 200 2,48 %86
157.P7.4 | 100 2,52 %43 100 2,38 %40
60 2,70 %27 60 2,52 %25
200 2,53 %88 200 2,54 %86
163.P5.8 | 100 2,09 %36 100 1,94 %33
60 2,16 %22 60 2,05 %20
200 2,01 %71 200 2,01 %70
169.P6.11 | 100 1,29 %22 100 1,29 %22
60 1,13 %11 60 1,12 %11
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Cizelge 3.10.a(Devam) EPS Uretimiicin Segcilenizolatlarin Sukrozigeren Ortamda
Viskoziteleri
Sukroz icin standart 24 saat sonra Sukroz icindsterd8 saat sonra
2 o x o x
3 S e |2 S @ E
: S8 |3 . |8 |2
3 S v o f 2 o )
z S S E | & S S E a
E 200 1,95 %69 200 1,99 %70
100 1,28 %22 100 1,29 %22
60 1,08 %12 60 1,07 %11
200 2,01 %71 200 2,01 %70
220.K1.9 | 100 1,30 %22 100 1,34 %22
60 1,13 %11 60 1,08 %11
200 2,15 %76 200 2,31 %81
294.54.14 | 100 1,39 %24 100 1,61 %28
60 1,43 %14 60 1,65 %16

Cizelge 3.10.b. EPS Uretimiicin Secilenizolatlarin Glikozigeren Ortamda Viskoziteleri

Glikoz icin standart 24 saat sonra Glikoz icin di@n 48 saat sonra
g L < X L < =
G N @9 2 N 9 =
z S S E | & S S E a
Q 200 1,98 %70 200 1,97 %70
a 100 1,26 %22 100 1,27 %22
60 1,07 %11 60 1,07 %11
200 2,00 %70 200 2,00 %70
51.P3.6 | 100 1,28 %22 100 1,28 %22
60 1,12 %11 60 1,12 %11
200 2,00 %71 200 2,00 %70
67.P3.22 | 100 1,29 %22 100 1,28 %22
60 1,11 %12 60 1,10 %11
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Cizelge 3.10.c. EPS Uretimilcin Secilenizolatlarin LaktoZceren Ortamda Viskoziteleri

Laktoz icin standart 24 saat sonra Laktoz icind&éah48 saat sonra
g g c x L c x
[ N @ 2 N @ =
S = $8 5 £ $ 8 |%
z s S E |8 s S E a
9 200 2,00 %71 200 1,98 %71
B 100 1,32 %23 100 1,29 %22
60 1,11 %11 60 1,11 %11
200 2,03 %72 200 2,00 %71
154.P7.22 | 100 2,42 %41 100 1,33 %23
60 1,11 %10 60 1,13 %11
200 2,04 %72 200 1,98 %70
294.54.14 | 100 1,33 %23 100 1,32 %22
60 1,13 %11 60 111 %11

izolatlarin EPS Uretimi ile ilgili yapilan cainalarda, EPS uretiminin zayif
oldugu bulunmuytur. izolatlarin fruktozsekeri bulunan ortamda hicbirinin EPS
uretmedgi gozlemlenmgtir. Glikoz iceren ortamda secilen érneklerden yata 4
tanesi, laktoz iceren ortamda ise yalnizca 2 tamedtPS Uretme ihtimalinin
oldugu go6zlenmgtir. Yapilan calgmada izolatlarin EPS dretimini en c¢ok
destekleyenseker kayng@inin sukroz iceren ortam olgu bulunmytur. Farkh
seker iceren agar petrilerinde yapilan gal sonucunda EPS idretme ihtimali
oldugu disinulen izolatlarin (sukroz iceren ortamda 9 izolgiikoz iceren
ortamda 2 izolat, laktoz iceren ortamda 2 izolagkezitemetre yardimi ile
Olcimleri gerceklgirilmistir. Elde edilen viskozite oOlcimleri gizelge 3.18,
3.10.b. ve 3.10.c’de gosterilgtir.

Yapilan ¢ama sonucunda izolatlarin viskoziteleri yiuksek bubamstir.
48 ve 72 saat sonrasinda sonuglarda buyuk side gorilmezken, en yiksek
degere sahip izolat olarak 163.P5.8 bulugion
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3.6. Laktik Asit Bakteri izolatlarini Riboprinter Sistem ile Tanimlanmasi

Riboprinter sistem ile yapilan tanimlamalar sonwaunsecilmg olan
izolatlardan 6 tanesLactobacillus sakei(5.P1.5, 8.P1.8, 10.P1.10, 11.P1.11,
12.P1.12 ve 28.P2.5), 20 tandsactobacillus plantarum(9.P1.9, 16.P1.16,
25.P2.2, 51.P3.6, 67.P3.22, 148.P5.5, 149.P6.2,P63) 151.P6.4, 152.P6.5,
154.P7.2, 157.P7.4, 159.P7.6, 160.P5.5, 161.P5&P5.7, 164.P6.6, 166.P6.8
167.P6.9 ve 172.P7.9), 1 tanekactobacillus reuteri (49.P3.4), 5 tanesi
Pediococcus acidilactiojl3.P1.13, 14.P1.14, 48.P3.3, 98.P4.29 ve 2350322
tanesiWeissella hellenicg27.P2.4 ve 32.P2.9), 3 tandaleissella viridescens
(144.P5.1, 146.P5.3 ve 147.P5.4), 3 taésissella confusél63.P5.8, 171.P7.8
ve 294.54.14), 1 tanelseuconostoc citreur(220.K1.9), 1 tanedieuconostoc sp
(24.P2.1), 8 taned&interococcus faeciuif29.P2.6, 97.P4.28, 99.P4.30, 145.PP5.2,
168.P6.8, 169.P6.11, 294.54.19, 299.SS4.19) olaraikmutur.

Laktik asit bakterilerinin ribotiplendirme sisteriieé ve API CHL50 kitleri
ile tanimlanmasi sonucunda elde edilen turler Qee3.11. de gosterilmtir.
Ayrica riboprinter sistemi ile yapilan ¢gha sonucunda elde edilen bant profilleri
Sekil 3.11.,Sekil 3.12.,Sekil 3.13.,Sekil 3.14.,Sekil 3.15.,Sekil 3.16. veSekil
3.17.de gosterilngtir.

RiboPrint™ Pattern
| 1kbp 5 10 15 50
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Sekil 3.11 Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter ssti ile tir dizeyinde
tanimlanmasiSekil Gizerinde 1: 9.P1.9, 2: 164.P6.6, 3: 161.P5.6,67.P6.9, 5:
172.P7.9, 6: 160.P5.5, 7: 162.P5.7, 8: 163.P5.8.
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RiboPrint™ Pattern
1kbp 5 10 15 50
]

I llli?ll]l]lllI

Sekil 3.12 Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter @sti ile tir duezeyinde
tanimlanmasiSekil Gzerinde 1: 49.P3.4, 2: 25.P2.2, 3: 16.P141&7.P3.22, 5:
166.P6.8

RiboPrint™ Pattern
1 kbp 5 10 5250

e e R R R

Sekil 3.13 Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter ssti ile tur dizeyinde
tanimlanmasiSekil Gzerinde 1: 51.P3.6, 2: 150.P6.3, 3: 151.P8§.4152.P6.5,
5:154.P7.2, 6: 157.P7.4, 7: 159.P7.6, 8: 235.52.2A
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- 1kbp

RiboPrint™ Pattern
: 5 10 15 50

l T

Ell]lllllllll I

Sekil 3.14 Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter siste ile tir duzeyinde
tanimlanmasiSekil Gzerinde 1: 13.P1.13, 2: 14.P1.14, 3: 97.P44288.P4.29,
5:99.P4.30, 6: 277.S3.11, 7: 294.54.14, 8: 299%54.
RiboPrint™ Pattern |
1 kbp 5 10 15 50
e R T T T

Sekil 3.15

Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter ssti ile tur dizeyinde
tanimlanmasiSekil Uzerinde 1: 169.P6.11, 2: 146.P5.3, 3: 15&P¥..144.P5.1,
5:145.P5.2, 6: 147.P5.4, 7: 149.P6.2, 8: 148.P6.1
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RiboPrint™ Pattern

1kbp 5 10 15 50
% |.| T l Illilllill I

Sekil 3.16 Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter ssti ile tur dizeyinde
tanimlanmasiSekil Gzerinde 1: 29.P2.6, 2: 24.P2.1, 3: 11.P1411,71.P7.8, 5:
32.P2.9,6:12.P1.12, 7: 10.P1.10

| RiboPrint™ Pattern
1kbp 5 10 15 50
e TS e U e o R KL |

. I1

7 i
8 ;
¥
£ | 1 lg
Sekil 3.17 Laktik asit bakteri izolatlarinin Riboprinter ssti ile tur dizeyinde

tanimlanmasiSekil Gzerinde 1: 19.P1.19, 2: 220.K1.9, 3: 168.B64 8.P1.8,
5:5.P1.5, 6: 28.P2.5, 7: 48.P3.3, 8. 27.P2.4
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Cizelge 3.11.  Laktik Asit Bakteriizolatlarinin Riboprinter Sisteiite Tanimlanmasi

izolat Tanimlanan tir izolat Tanimlanan tir
numarasl| Ribotiping APl CHLS50 numarasi Ribotiping APl CHLS50
5.P1.5 L. sakei L. fermentum 147.P5.4 | W. viridescens| L. plantarum
8.P1.8 L. sakei L. mesenteroideg 148.P5.5 | L. plantarum | L. plantarum
9.P1.9 L. plantarum | L. fermentum 149.P6.2 | L. plantarum | L. plantarum
10.P1.10 | L. sakei L. fermentum 150.P6.3 | L. plantarum | L. plantarum
11.P1.11 | L. sakei L. mesenteroideg 151.P6.4 | L. plantarum | L. plantarum
12.P1.12 | L. sakei Leuconostoc 152.P6.5 | L. plantarum | L. plantarum
13.P1.13 | P. acidilactici | P. pentosaceus | 154.P7.2 | L. plantarum | L. delbrueckii
14.P1.14 | P. acidilactici | L. lactis 156.P7.3 | S. dysgalactice L. delbrueckii
16.P1.16 | L. plantarum | L.lactis 157.P7.4 | L. plantarum | L. delbrueckii
19.P1.19 | Bacillus L. collinoides 159.P7.6 | L. plantarum | L. mesenteroides
24.P2.1 | Leuconostoc | L. cellobiosis 160.P5.5 | L. plantarum | L. lactis
25.P2.2 | L. plantarum | L. mesenteroideg 161.P5.6 | L. plantarum | L. fermentum
27.P2.4 | W. hellenica | L. mesenteroideg 163.P5.7 | L. plantarum | L. brevis
28.P2.5 | L. sakei L. lactis 163.P5.8 | W. confusa L. pentosus
29.P2.6 | E. faecium - 164.P6.6 | L. plantarum | L. plantarum
32.P2.9 | W. hellenica | L. mesenteroideg 166.P6.8 | L. plantarum | L. plantarum
48.P3.3 | P. acidilactici | Leuconostoc 167.P6.9 | L. plantarum | L. fermentum
49.P3.4 | L. reuteri L. mesenteroideg 168.P6.10| E. faecium L. plantarum
51.P3.6 | L. plantarum | L. mesenteroideg 169.P6.11| E. faecium P. pentosaceus
67.P3.22 | L. plantarum | L. mesenteroideg 171.P7.8 | W. confusa L. pentosus
97.P4.28 | E. faecium L. plantarum 172.P7.9 | L. plantarum | L. pentosus
98.P4.29 | P. acidilactici | L. plantarum 220.K1.9 | L. citreum P. pentosaceus
99.P4.30 | E. faecium L. plantarum 235.52.2A| P. acidilactici | P. pentosaceus
144.P5.1 | W. viridescens| L. plantarum 277.S3.11| E. faecium P. pentosaceus
145.P5.2 | E. faecium L. plantarum 294.54.14 | W. confusa L. pentosus
146.P5.3 | W. viridescens| L. curvatus 299.54.19 | E. faecium L. pentosus
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3.7. Et ve Et Uriinlerindenizole Edilen Laktik Asit Bakteri Izolatlarinin pH
ve Metabolik Urtinlerinin Tespiti

Et ve et Urlnlerinden izole edilen laktik asit teakerinin pH, laktik asit
miktari, proteolitik aktivite ve hidrojen perokgitetim miktari sonuclar Cizelge
3.12." de gosterilngtir. Ayrica Sekil 3.18.” de laktik asit miktar belirlenmesi igin
kullanilan standart @i, Sekil 3.19.” da proteolitik aktivite belirlenmesi ing
kullanilan standart@si, Sekil 3.20.” de hidrojen peroksit tretiminin belni@esi
icin kullanilan standart gi gosterilmitir. Laktik asit miktari ve proteolitik
aktivite miktari belirlenmesinde birim olarak mg/nkullanilirken Hidrojen
peroksit miktari belirlenmesinde pg/ml kullaniim.

Yapilan ¢camada izolatlarin genel olarak proteolitik aktivitgktarlarinin
disUk olduzu, laktik asit ve hidrojen peroksit Uretim miktarlan yiksek oldgu
gozlemlenmytir.

Yapilan camada izolatlarin pH arah 3,78 — 5,31 bulunnytur. izolatlarin
laktik asit miktarlari 1,36 — 22,96 mg/ml arasifddunurken 148.P5.5 numaral
izolat en yuksek ve 24.P2.1 numaral izolat egléiaktik asit miktarina sahip
ornek olarak belirlenngtir. izolatlarin proteolitik aktivite miktarlari 0,0016;487
mg/ml arasinda bulunurken, 48.P3.3. numarall izelatyliksek ve 149.P6.2.
numaral izolat en diik proteolitik aktiviteye sahip 6rnek olarak bedimimitir.
izolatlarin hidrojen peroksit Gretim miktarlar 0J06- 1,082 pg/ml arasinda
bulunurken 27.P2.4 numarall izolat en yiksek ve.RBZA numarall izolat en
disik hidrojen peroksit miktarina sahip 6rnek olaragdirtenmistir (Cizelge
3.12)).
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Cizelge 3.12. Et uriinlerinderizole Edilen Laktik Asit Bakterizolatlarinin pH ve Metabolik
Urdinlerinin Miktari
. Laktik Asit Miktari Proteolitik Aktivite Miktari Hidrojen Peroksit
Izolatlar pH o )
mg/ml Tirosin mg/ml Miktari pg/ml
5.P1.5 4,18 14,840 + 0,002 0,042 + 0,011 0,0301®,
8.P1.8 4,18 16,090 + 0,002 0,240 + 0,014 0,989,
9.P1.9 4,20 17,170 £ 0,004 0,230 + 0,056 1,08MA%H
10.P1.10 4,20 20,960 £ 0,010 0,090 + 0,0370 1,009D29
11.P1.11 3,98 15,820 + 0,230 0,080 + 0,020 0,961349
12.P1.12 4,01 16,260 + 0,020 0,080 + 0,072 0,10M#52
13.P1.13 4,45 17,440 £ 0,008 0,010 + 0,018 0,2689263
14.P1.14 3,78 8,820 + 0,018 0,028 + 0,019 0,0004D
16.P1.16 4,09 16,090 + 0,024 0,013 + 0,008 1,06921
19.P1.19 4,16 19,810 + 0,150 0,167 + 0,005 0,90858
24.P2.1 4,44 1,360 £ 0,0148 0,365 + 0,034 1,08030,
25.P2.2 4,51 18,160 + 0,001 0,008 + 0,004 1,06858
27.P2.4 4,53 20,440 £ 0,003 0,042 + 0,036 1,080419
28.P2.5 4,27 17,320 £ 0,010 0,043 + 0,010 0,046
32.P2.9 4,44 21,300 £ 0,007 0,043 + 0,005 0,95M5®
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Cizelge 3.12(Devam) Et uriinlerindenizole Edilen Laktik Asit Bakterizolatlarinin pH ve

Metabolik Uriinlerinin Miktari

izolatlar oH Laktik Asit Proteolitik Aktivite Miktari Hidrojen Peroksit
Miktari mg/mi Tirosin mg/mi Miktari pg/ml
48.P3.3 4,78 19,280 + 0,003 0,487 + 0,055 1,08(2D
49.P3.4 4,30 11,650 + 0,030 0,033 + 0,013 0,048
51.P3.6 4,34 11,440 + 0,005 0,074 + 0,024 1,03D60
67.P3.22 4,29 10,310 + 0,006 0,122 + 0,040 0,90039
97.P4.28 4,45 8,270 + 0,004 0,160 + 0,080 0,53820
98.P4.29 3,83 9,150 + 0,0348 0,021 + 0,061 0,10922
99.P4.30 4,50 14,410 £ 0,002 0,340 + 0,132 0,402043
144 P5.1 4,30 16,180 = 0,003 0,027 + 0,010 0,081098
145.P5.2 4,34 11,100 £+ 0,003 0,094 + 0,035 0,02038
146.P5.3 4,24 11,700 £ 0,006 0,108 + 0,031 0,16324
147.P5.4 4,29 10,340 £ 0,042 0,110 + 0,044 0,00041
148.P5.5 3,80 22,960 + 0,003 0,079 + 0,038 0,10938
149.P6.2 3,79 19,050 = 0,020 0,001 + 0,010 0,904.20
150.P6.3 3,93 19,740 £ 0,001 0,445 + 0,072 1,00091
151.P6.4 3,78 20,580 + 0,015 0,168 + 0,017 1,08014
152.P6.5 3,78 17,020 + 0,040 0,153 + 0,038 1,08017
154.P7.2 4,25 13,990 + 0,004 0,470 £ 0,075 1,082 + 0,08
156.P7.8 4,26 17,910 + 0,016 0,340 + 0,061 0,909f5
157.P7.4 4,27 9,340 + 0,004 0,182 + 0,054 1,0703D
159.P7.6 4,14 17,230 + 0,010 0,514 + 0,099 1,00024
160.P5.5 4,20 15,070 + 0,011 0,240 + 0,063 1,00929
161.P5.6 4,21 13,990 + 0,004 0,003 + 0,012 1,08014
163.P5.7 4,26 10,640 + 0,006 0,037 + 0,021 1,0084
163.P5.8 4,23 10,720 + 0,010 0,106 + 0,014 0,000%3
164.P6.6 4,64 21,370 £ 0,012 0,008 + 0,010 1,065033
165.P5.8 4,28 11,910 £ 0,103 0,011 + 0,024 0,10884
166.P6.8 4,26 13,140 = 0,0023 0,320 + 0,027 100066
167.P5.9 4,26 15,650 = 0,003 0,440 + 0,031 1,001047
168.P6.10 4,54 20,170 £ 0,018 0,041 + 0,025 1,086D%9
169.P6.11 4,05 11,780 = 0,006 0,060 = 0,029 1,004111
171.P7.8 4,24 10,850 = 0,006 0,032 + 0,017 0,86882
172.P7.9 4,34 10,980 = 0,008 0,392 + 0,035 0,9049
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Cizelge 3.12(Devam) Et uriinlerindenizole Edilen Laktik Asit Bakterizolatlarinin pH ve

Metabolik Uriinlerinin Miktari

) Laktik Asit Proteolitik Aktivite Miktari Hidrojen Peroksit
Izolatlar pH ) o ]
Miktari mg/mi Tirosin mg/ml Miktari pg/ml

220.K1.9 5,31 11,110 £ 0,002 0,038 +0,023 0,138109
235.52.2A| 3,90 18,880 + 0,015 0,061 +0,028 0,985160
277.83.11 4,22 7,720 £ 0,010 0,007 +0,077 0,45M4%40
294.54.14 4,56 8,850 + 0,005 0,079 +0,13 0,2332D,
299.54.19 4,46 10,260 + 0,012 0,069 +0,098 0,08D89

3.8. Antibiyotik Duyarlilhlk Testi Sonugclari

Et ve et Urlnlerinden izole edilerek secindlan 52 izolatin antibiyotik
duyarlilik testi sonuglari Cizelge 3.13" de godterstir. Calisma icin Seftriakson,
Siprofloksasin, Penisilin- G, Gentamisin ve NetsmiSulfat olmak tzere 5 farkh
antibiyotik kullaniimgtir.

Yapilan calgma sonucunda izolatlarin direng¢ ve duyarhlik dulamm
ol&kra
Seftriakson’ a ka direncli olduklari Siprofloksasin, Penisilin- Gentamisin ve

kaltirden kuoltire dgsiklik gostermekle birlikte, izolatlarin genel
Netilmisin Sulfat’ a ise ¢gu izolatin duyarl oldgu bulunmutur. izolatlardan
146.P5.3, 49.P3.4, 277.S3.11, 294.54.14 ve 29®SAillanilan tim
antibiyotiklere kag1 yiuksek derecede duyarli bulunurken; 9.P1.9, 19%1e
161.P5.6 numarali izolatlar hemen hemen kullantiam antibiyotiklere kan
oldukca direncli bulunmylardir (Cizelge 3.13.).

Cizelge 3.13.  Antibiyotik Duyarlilik Testi Sonuclari (Sonuglarrmcinsinde verilmitir. R:
direncli, S: duyarl)
. ) _ o | Netilmisin )
Izolatlar Siprofloksasin  Penisilin- G Gentamisin Seftriakson
Silfat
5.P1.5 16 20 20 18 R
8.P1.8 16 18 20 16
9.P1.9 R R R 15
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Cizelge 3.13. (Devam) Antibiyotik Duyarliik Testi Sonuclari (Sonuclar mntinsinde
verilmigstir. R: direncli, S: duyarli).

izolatlar Siprofloksasin  Penisilin- G Gentamisin Netlimisin Seftriakson
Siilfat

10.P1.10 14 15 R 15 R

11.P1.11 32 27 25 25 15
12.P1.12 13 11 12 12 R
13.P1.13 18 30 26 25 R
14.P1.14 18 25 20 18 R
16.P1.16 16 21 R 12 R

19.P1.19 R 15 R R R

24.P2.1 20 20 21 20 14
25.P2.2 20 24 30 26 20
27.P2.4 24 26 25 30 11
28.P2.5 30 13 20 24 R

32.P2.9 20 28 21 20 15
48.P3.3 24 30 25 27 17
49.P3.4 S S S S S

51.P3.6 21 25 25 25 14
67.P3.22 16 22 17 17 R
97.P4.28 25 26 20 17 15
98.P4.29 15 25 20 22 R
99.P4.30 S 28 20 R R

144 P5.1 15 20 22 18 R
145.P5.2 15 22 17 18 15
146.P5.3 S S S S S
147.P5.4 12 20 20 15 R
148.P5.5 14 18 16 18 R
149.P6.2 13 20 25 25 R
150.P6.3 32 33 23 21 11
151.P6.4 15 21 25 22 R
152.P6.5 16 22 25 25 R
154.P7.2 20 21 23 21 11
156.P7.8 15 20 21 18 15
157.P7.4 20 22 24 22 11
159.P7.6 15 25 26 25 R
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Cizelge 3.13. (Devam) Antibiyotik Duyarliik Testi Sonuclari (Sonuclar mntinsinde

verilmigstir. R: direncli, S: duyarli).

izolatlar Siprofloksasin  Penisilin- G Gentamisin Netlmisin Seftriakson
Siilfat
160.P5.5 R 30 26 23
161.P5.6 15 R R R R
163.P5.7 12 17 16 14 12
163.P5.8 15 25 16 15 R
164.P6.6 20 30 15 15 R
166.P6.8 30 30 20 16 R
167.P5.9 15 18 R R R
168.P6.10 26 27 17 16 R
169.P6.11 35 30 28 25 17
171.P7.8 13 22 15 12 10
172.P7.9 12 21 16 15 11
220.K1.9 17 24 16 16 10
235.82.2A R 32 25 28 R
277.83.11 S S S S S
294.54.14 S S S S S
299.54.19 S S S S S
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4. TARTISMA VE SONUC

Firmicutes filumuna ait ¢dli bakteri cinslarini kapsayan laktik asit
bakterileri; gram pozitif, katalaz negatif, sporuglrmayan, aerotolerant
mikroorganizmalardan ofmaktadir. Daha c¢okLactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, StreptococeesNeisellacinslari ile taninan laktik
asit bakterileri gunuimizde g fermente gidalarin dretiminde kullaniimalari
dolayisiyla ygun ilgi gérmektedir (Beasley, 2004; Madigan ve M#&o, 2006).
Calismamizda cok ¢gtli ortamlarda bulunabilen laktik asit bakterilein et ve et
drtnlerinden izolasyonu, tanimlanmasi ve elde adsieainlerin bakteriyosin ya
da bakteriyosin benzeri madde uretimi sardmistir. Calsma icin 8 farkh
pastirma, 4 farkh sucuk ve 1sgede kiyma ornginden toplamda 163 adet laktik
asit bakterisi izole edilmive antimikrobiyal aktivite testlerine tabi tutulgtur.
Elde edilen izolatlardan 95 tanesi pastirma Ormelde 58 tanesi sucuk
orneklerine ve 10 tanesi kiyma ognee aittir (Cizelge 3.1.).

Pastirma orneklerinde aerobik mezofilik mikroongama sayisi 1,22XFale
2,15X10 kob/g arasina, maya kiif sayisi ise 3,4Xi® 1,5X10° kob/g arasinda
degismistir. Sucuk 6rneklerinde ise aerobik mezofilik mikrganizma sayisi 68—
90 kob/g arasinda, maya kiif sayisi ise 1,0Xi1® 9,8X1C kob/g arasinda
saptanmytir. Bacillus cereu's 6rneklerin hi¢ birinde rastlanmagtr.

Ulkemizde tuketime sunulan etlerin mikrobiyolojikgidan analizlerinin
gerceklatirildi gi bir calismada; istanbul'da saga sunulan hazir 27 kiyma
ornezinde aerobik mezofilik bakteri sayisinin gramdaX4@ kob, maya-kiif
sayisinin  1,4X10 kob ve Bacillus cereussayisinin 9,5X10 kob oldu
bildirilmi stir (Baskaya ve ark., 2004). Yinkstanbul'da tilketime sunulan 75 hazir
kofte drnginde aerobik mezofilik bakteri sayisi 5,6X1kob/g, maya-kiif sayisi
9,6X10¢" kob/g olarak saptanstir (Yildiz ve ark., 2007). Yapilan bir ke
calsmada Apaydin ve ark. (2003), @gk firmalara ait salamlarin bazi
mikrobiyolojik ve kimyasal Ozelliklerini inceleyeke Erzurum piyasasindan, 4

farkli firmadan elde ettikleri numunelerin  %90’'Indaerobik mezofilik
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mikroorganizma sayisini 5 kob/g dan dahal#{i maya-kuf sayisini ise 2 kob/g
dan diguk bulduklarini bildirmglerdir.

Ulkemizde Turk Gida Kodeksi Yonetmghin (2006), ¢ kirmizi et ve
hazirlanmg kirmizi et kagimlarinin tekngine uygun ve hijyenik sekilde
uretilmesi, hazirlanmasi vesléenmesi ile ambalajlama, muhafaza, depolama,
tasima ve pazarlamasini @amak uzere gerekli Ozelliklerini belirgii ‘Cig
Kirmizi Et ve Hazirlanmgi Kirmizi Et Kargimlari Teblgi’ ne gore ¢g etlerde,
kiymada ve hazirlanmi kirmizi et kamimlarinda aerobik mezofilik
mikroorganizma sayisinin incelemeye alinan her numenin en fazla iki
tanesinde gramda 5X10le 5X1¢ arasinda ise kabul edilebilir olgu ve 25
gramda E. coli O157:H7 ve Salmonella turleri bulunmamasi gerekii
bildirilmi stir.

Buna gore, inceledimiz et ve et Urunlerindeki, toplam mezofilik baktee
maya-kuf sayisinin yénetmeliklere uygun didugorilmitir. Ayrica yapilan
¢esitli calismalarda et OrneklerinddBacillus cereusvarligl tespit edilirken
calismamizda kullanggmiz 6rneklerddacillus cereudulunamanstir.

Inceledgimiz et ve et Uriinlerinden izole edilen 163 lakakit bakteri
izolatinin hepsi sandvic overlay yontemi ile yapilantimikrobiyal aktivite
testinde, test mikroorganizmalarinin timuine skagtkili olarak bulunmgtur.
izolatlarin  hiicresiz  filtratlarmin  pH 55e ayanag ve test
mikroorganizmalarina kear olan antimikrobiyal aktiviteleri agar diftizyon
yontemi ile belirlenmitir. incelenen izolatlardan 80 tanesinin, etki spektrumu
izolattan izolata d@smek kaydiyla, gram pozitif ve gram negatif testtealerine
karsi oldukga yuksek antimikrobiyal aktivite gostefidibulunmuytur (Cizelge
3.3.).

Sandvic-overlay yonteminde izolatlarin hepsinikilegoriulmesi, ortamda
laktik asit bakteri hicrelerinin bulunmasina veaartia halen gelimin devam
etmesine bganabilir. Cunku laktik asit bakterileri laktik aggibi organik asitleri
Ureterek ortam pH sinin gigmesine neden olabilir. Caina sirasinda sivi
besiyeride getirilen izolatlarin pH dgerleri 6lcilm{ ve izolatlarin oldukca
asidik pH dgerlerine sahip ortam aojturduklari (pH 3-5) gorulmgiir. Ancak
agar dufuzyon yonteminde ise hicresiz filtratlapid’'st 5,5 e ayarlangdi icin
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asitlik nedeni ile ortaya cikabilecek etki engettestir. Benzersekilde Schillinger
ve Licke (1989) etlerden izole ettiklediactobacillus sakeizolatlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini inceledikleri ¢calmalarinda sandvic-overlay yontemi
ile 19 izolati etkili bulurken agar difizyon yonterde yalnizca 6 izolati etkili
bulmuslar ve bakteriyosin tretiminin kati ve sivi ortamt@iakli olabilecgine
dikkat cekmglerdir. Yine bir bgka calsmada Bromberg ve ark. (2004) etlerden
izole ettikleri laktik asit bakterlerinin 174 tareissandvic-overlay yontemi ile
etkili bulurken, agar difizyon yonteminde bunlardeinizca 128 tanesinin etkili
oldugunu bildirmglerdir. Lewus ve ark (1991) etlerden izole ettiklesandvic-
overlay yontemi ile antimikrobiyal aktiviteye sahfulunan laktik asit bakteri
izolatlarindan c¢ok azinin agar diftizyon yonteminégkili bulundigunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar agar difizyon yonteminde cokelti gha
ihtimalinin, agar icerisine difize olamayan balgesinlerin varlginin ve
kullanilan konsantrasyonun yontemi daha hassas detlesbildgini ve negatif
sonug ¢ikma ihtimalinin argini bildirmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivisgnin onlarin hidrojen
peroksit Uretim yetenekleri ile yakindargkili oldugu bildirilmistir (Escehenbach
ve ark., 1989). Oksijen vaginda flavoprotein oksidaz ya da nikotinamid adenin
dintkleotit (NADH) aracilgiyla sentezlenen hidrojen peroksitsitle enzimlerin
sulfidril gruplarini denatire ederek membran petmigasini arttirmaktadir
(Ammor ve ark., 2006). Hidrojen peroksit nedeni ieeydana gelebilecek
antimikrobiyal aktiviteyi ortadan kaldirmak icin tiigsiz filtratlara katalaz ilave
edilerek agar difizyon yontemi ile filtratlar teb&kterilerine uygulanngtir.
Sonucta daha o©Onceki testlerde oldukca yuksek &bywi sahip gorilen
izolatlardan 35 tanesinin (6.P1.6, 17.P1.17, 22P123.P1.23, 26.P2.3, 30.P2.7,
35.P2.12, 38.P2.5, 42.P2.19, 43.P2.20, 45.P2.2R345 50.P3.5, 54.P3.9,
74.P4.5, 85.P4.16, 153.P7.1, 155.P7.2, 158.P7®PX77, 173.P7.10, 174.P7.11,
211.K1.3, 213.K1.9, 214.K1l.2, 215.K1.5, 216.K16,9#8.6, 226.S1.11,
237.S2.3, 276.S3.10, 280.S3.8, 295.54.15, 296.54197.54.17) aktivitelerini
kaybettgi gozlenmitir (Cizelge 3.4.). Yapilan ¢gmada ortama katalaz ilavesi
ile mevcut hidrojen peroksidin eliminasyonugsadigindan bu duruma paralel

olarak aktivite kaybeden izolatlarin etkilerininkbariyosin ya da bakteriyosin
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benzeri madde Uretiminden gle hidrojen peroksitten kaynaklarii
disinulmektedir. Benzegekilde Gonzalez ve ark. (2007) yaptiklari gaialarda
peynirden izole ettikleri laktik asit bakterilenmiantimikrobiyal aktivitelerini
arastirirken sandvic-overlay ve agar difuzyon yontende icalsmalarini
gerceklgtirmisler ve daha sonra antimikrobiyal aktivite sergileyeolatlarin
etkilerinin hidrojen peroksit kokenli olup olmaani belirlemek amaci ile
filtratlara katalaz ilavesi yaptiklarini bildirgherdir. Zhu ve ark. (2000) yaptiklari
calismalardal. gasseriKT7 strainin sergiledii yiksek antimikrobiyal aktivitenin
kaynaini argtiriken antimikrobiyal etkinin hidrojen peroksit @timi kaynakli
olup olmadgini belirlemek igin ortama katalaz ilave egnve katalaz ilavesi ile
etkinin kaybolmadiini bildirmislerdir. Todorov ve Dicks (2006) bozadan izole
ettikleri laktik asit bakteri strainlerinin antinmébiyal aktivitelerini argtirdiklar
calismalarinda izolatlardan elde ettikleri filtratlarat&laz ilave ederek hidrojen
peroksit Uretimine kg1 antimikrobial aktivite sergilemediklerini buldigeini
bildirmislerdir. Ayni aratiricilar yine bozadan izole ettiklerPediococcus
pentosaceusST18 syunun drettgi anti-listeriyal etki yapan pediocin ST18
bakteriyosininin karakterizasyon gahalarinda hidrojen peroksit Uretiminin
antimikrobiyal aktivite (zerindeki etkisini belineek amaci ile katalaz,
karbonhidrat kokenli bilgklerin etkisini belirlemek amaci ile dex-amilaz
kullandiklarini bildirmglerdir (Todorov ve Dicks 2005b).

Yuksek antimikrobiyal aktivite gosteren ve akteginin bakteriyosin ya da
bakteriyosin benzeri protein veya protein olmayanadde Uretiminden
kaynaklandil distinulen 52 adet izolat belirlengtir. izolatlarin belirlenmesinde
Ozellikle Listeria monocytogenegzerindeki antimikrobiyal aktivite g6z 6nunde
bulundurulmutur.

Listeriozis etmeni olah. monocytogenegida kékenli bir patojen olmakla
birlikte, ciddi hastaliklara yol ag@l ve o6limlere neden olabilgi gibi gida
endustrisinde ciddi maddi kayiplara yol ac¢maktadBu nedenle gida
endustrisinde 6zellikle L. monocytogeneskontaminasyonu, bu durumun
engellenmesi blyuk énemstenaktadir (Halami ve Chandrashekar, 2005)siki
sicaklik derecelerinde anaerobiksitiar altinda gekiebilen bu patojen organizma

spor olgturmayan bakteriler arasinda olumsuzWara kagl oldukca direncli
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oldugundan et ve et Uriinlerinde de kontaminant olarékkta bulunmaktadir
(Hequet ve ark., 2007). Guven ve Patir (1998), Igldinde tiketime sunulan et
ve et Urinu orneklerindeisteria turlerinin varlgini argtirmislar ve inceledikleri
100 kiyma, 80 sucuk orgmin cogunda Listeria tdrlerinin  bulundgunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte taksonomik pozisyonlarispdan net olmamakla
birlikte Listeria cinsinin Laktobasillere yakin ol@u bildiriimis ve bu nedenle
Ozellikle Lactobacillustirleri tarafindan Uretilen bakteriyosinlediisteria turleri
Uzerinde etkili olma ihtimalinin yiksek oldu kaydedilmgtir (Schillinger ve
Licke, 1989). Drosinos ve ark. (2007) vyaptiklarihigaalarda Gulney
Yunanistan'daki geleneksel fermente sucuklatdectobacillus plantarumve
Lactobacillus sakei tirlerini  baskin olarak bulan atamacilar Listeria
monocytogenés karsi antimikrobiyal aktivite sergileyen 3 laktik aditakteri
straini bulduklarini bildirmglerdir. Martinis ve Freitas (2003) Brezilya'da et
drtnlerinden izole ettikleriLeuconostoc, Lactobacillus sak&olatlarinin L.
monocytogenestrainlerine kan antilisterial etki yapgini bildirmiglerdir.

Bunun yani sira secilen izolatlar yalniza monocytogenes’ kagl degil,
kullanilan dger bazi gram pozitif ve gram negatif test baktenke kagi da
antimikrobiyal etki gOstermektedir. Etki spektrunwe etki derecesi izolattan
izolata farkhlik géstermekle birlikte elde edilsonuclara genel olarak bakgdi
zaman izolatlarin biyuk bir kisminin kullanilan tteasikroorganizmalarindan
Proteus vulgaris, Bacillus cereus, Bacillus subtiie Staphylococcus aurews’
kargi disuik antimikrobiyal aktivite sergiledi gozlenmgtir. Bunun yani sira laktik
asit bakterilerine ait saf filtratlaril.. buchneri, L. plantarum, S. lactis, L.
paramesenteroidese L. bulgaricus Uzerinde etkili olmadi, sadece 144.P5.1
numaralh izolatinS. lactis, 145.P5.2 numarall izolatih. bulgaricus, 146.P5.3
numaral izolatinL. bulgaricusve L. buchneri,147.P5.4 ve 148.P6.1 numarali
izolatlarinS. lactis 149.P6.2 numarali izolat@®. lactis ve L. bulgaricud51.P6.4
numaral izolatinS. lactis, L. bulgaricus ve L. buchned52.P6.5 numarall
izolatin S. lactis ve L. bulgaricus154.P7.2 numarall izolatih. bulgaricus,
160.P5.5 numaral izolatf. lactis ve L. buchnetizerine konsantrasyonu azaltici
bir etkisi oldgu saptannytir.
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Gunumuze kadar laktik asit bakterileri ile ilgfapiimg olan antimikrobiyal
aktivite calsmalarinda, bu bakterilerin gram negatif mikroorgamalar Uzerine
etki ettigi cok az caymada bildirmgtir (Todorov ve Dicks, 2006). Gram negatif
bakteriler 6zellikle sahip olduklari dmembranlarinin koruyucu etkisi ile sgdi
antimikriobiyal bilgiklere kagl oldukc¢a direncli durumdadirlar. Bununla birlikte
laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen az stki bakteriyosininLactobacillus
reuteri tarafindan uretilen reuterin’ih,actobacillus plantaruntarafindan dretilen
benzoik asit, mevalonik asit gibi g#i bilesiklerin, tim laktik asit bakterileri
tarafindan uretilen laktik asidin ve asetik asidiactococcusturleri tarafindan
uretilen diasetilin gram negatif bakteriler tzeendelsimi inhibe edici etkisi
oldugu bilinmekte ve son doénem vyapilan galalarda cgtli antimikrobiyal
bilesiklerin 6zellikle sinerjik etki yaparak gram nedabiakterilerin de kontrol
altina alinabildii bildirilmektedir (Helander ve ark., 1997). Toder@e Dicks
(2005c) zeytinygindan izole ettikleri c¢gtli laktik asit bakteri izolatlarinin
Urettigi bakteriyosinlerin akiimisin tersineE. coli ve P. aeroginosdizerinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olgunu vurgulanglardir.

Calsmamizda secilngi olan 52 izolatin identifikasyonunda ‘Holt ve ark.’
(2000) tarafindan duzenlengmiolan ‘Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’ ve ‘Balowa ve ark.” (1992) tarafindatizenlenmy olan ‘The
Procaryotes’ kullaniimgtir. 52 6rnek icin gram boyama, farkli sicakliklard
gelisim, farkli tuz konsantrasyonlarinda getn, pH 3,9 da ge$im, H,S Uretimi,
arjininden amonyak okwmu gibi biyokimyasal testler yapilmive sonuclar
Cizelge 3.9. da gosterilgtir. Yapilan biyokimyasal testler arasindan ozédlik
arjininden amonyak okwmu, arjinin deiminaz (ADI) yolu diik pH deerlerine
sahip asidik ortamlarda mikroorganizmalari bu ¢ewrgzaratabilecg zararlardan
korudusu icin, 6nem t@maktadir (Rollan ve ark., 2003jzolatlarin buyiik bir
kisminin arjininden amonyak glumu testinde pozitif sonu¢ vergnolmasi bu
strainlerin, aranilan der Ozellikler de mevcut oldw sirece, starter olarak
kullanimlari icin olumlu bir 6zellik olarak gerlendirilmistir. izolatlardan 42
tanesinin %6,5 oraninda tuz konsantrasyonu icereamaola gekim gosterdgi
saptanirken, 10 izolatin (5.P1.5, 24.P2.1, 28.P2%5P3.4, 144.P5.1, 145.P5.2,
146.P5.3, 147.P5.4, 148.P5.5 ve 172.P7.9) duyé&dugo belirlenmgtir. Tuz
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konsantrasyonunun %7 oranina arttirilmasi ile Kigligelsim gdsteren izolat
sayisi 24’e (11.P1.11, 12.P1.12, 13.P1.13, 14.p1441.16, 19.P1.19, 25.P2.2,
27.P2.4, 48.P3.3, 51.P3.6, 67.P3.22, 98.P4.29,P64®. 151.P6.4, 152.P6.5,
156.P7.8, 157.P7.4, 163.P5.8, 168.P6.10 171.P7XA).K2.9, 235.S2.2A,
277.S3.11) dgmuisttr. %10 tuz konsantrasyonunda ise izolatlardamiyeh 7
tanesi (16.P1.16, 19.P1.19, 25.P2.2, 51.P3.6, 9PP451.P6.4 ve 235.52.2A)
toleransli, dgerli duyarli olarak bulunmytur.

Secilmi olan izolatlarin tanimlanmalari hem APl CHL50 (Wierieux)
kitleri ile yonetici talimatlar dgrultusunda karbonhidrat fermantasyon testleri
gerceklatirilerek biyokimyasal ve fizyolojik dzellikler acaligiyla, hem de 16 S
rRNA’yl temel alan Riboprinter sistem ile gercekielmistir. Yapilan calgmalar
sonucunda izolatlarin biyokimyasal ve molekiler é¢#m tanimlanmasinin
birbirleri ile ortismedigi gozlenmgtir. Fenotipik Ozellikler dikkate alinarak
yapilan tanimlamalar sonucunda izolatlar fermentum L. mesenteroidesL.
lactis, L. plantarum P. pentosaceyd.euconostocl. collinoides L. delbrueckij
L. pentosusL. brevis L. cellobiosisttrleri bulunurken; Ribopirinter sistem ile
plantarum, L. sakei, P. acidilactici, W. hellenick, faecium, L. reuteri, W.
viridescens, W. confugérleri bulunmuytur. Laktik asit bakterilerinin fenotipik ve
genotipik 0zelliklerine dayal siniflandirmalari aamda c¢gtli farkliliklarin
bulunabildgi yapilan bazi ¢cadmalarda da bildirilmgtir. Ammor ve ark. (2005)
sucuklardan izole ettikleri laktik asit bakterilarikarbonhidrat fermentasyon
testleri, farkll tuz konsantrasyonlarinda ve sidd&tda gelsim gibi fenotipik
karakterler ile siniflandirdiklari zaman elde d#érk sonuclarla genotipik
identifikasyon sonuclarinin  birbirini  tutmagni  bildirmislerdir. Ozellikle
Laktobasillerin siniflandiriimasinda biyokimyasalr&kterlerin yetersiz kalgh ve
genotipik identifikasyonun daha guvenilir ofglu bildirilmistir (Tannock, 1999).
Evrensel olarak genotipik siniflandirmalar dahaegege guvenilir kabul edilgi
icin calsmamizda kullanilan izolatlarin tanimlanmalarindadpirinter sistem ile
yapilan cajmalarin sonuclari dikkate alingtir.

Riboprinter sistem ile yapilan tanimlamalar sonwaunsecilmg olan
izolatlardan 6 tanedi. sakei(5.P1.5, 8.P1.8, 10.P1.10, 11.P1.11, 12.P1.12 ve
28.P2.5), 20 tanedi. plantarum(9.P1.9, 16.P1.16, 25.P2.2, 51.P3.6, 67.P3.22,
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148.P5.5, 149.P6.2, 150.P6.3, 151.P6.4, 152.P64PT.2, 157.P7.4, 159.P7.6,
160.P5.5, 161.P5.6, 163.P5.7, 164.P6.6, 166.PE.86® ve 172.P7.9), 1 tanesi
L. reuteri(49.P3.4), 5 tane$!. acidilactici(13.P1.13, 14.P1.14, 48.P3.3, 98.P4.29
ve 235.S2.2A), 2 tane¥V. hellenica(27.P2.4 ve 32.P2.9), 3 tan&¥i viridescens
(144.P5.1, 146.P5.3 ve 147.P5.4), 3 tandsiconfusa(163.P5.8, 171.P7.8 ve
294.54.14), 1 tanesi. citreum(220.K1.9), 1 tanedieuconostoc sp(24.P2.1), 8
tanesiE. faecium(29.P2.6, 97.P4.28, 99.P4.30, 145.PP5.2, 168.R6RP6.11,
294.54.19, 299.554.19) olarak buluntou

Drosinos ve ark.(2007) yaptiklar gahalarda Guney Yunanistan'daki
geleneksel fermente sucuklardan 300 adet laktik editerisi izole etrngi ve bu
bakterilerin fenotipik ve teknolojik 6zellikleriniargstirmiglardir. Yaptiklar
calismalar sonucunda genel olarakplantarumve L. sakeittrlerini baskin olarak
bulund@gunu bildirmglerdir. Martinis ve Freitas (2003) yatiklari gahalarda
Brezilya da et Urlinlerinde bakteriyosin Uretenilaksit bakterilerini argiirmiglar
ve OrneklerdenEnterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus sakeierini izole
ettiklerini bildirmislerdir. Lactococcus lactis subsp. lactiermente Urtnlerde
bulunan laktik asit bakterilerinden biri olup skth sut ve sut dUrtnlerinden izole
edilmistir. Bu tiriin sebzelerde de bulurgdubildirilmistir (Harris ve ark., 1992).

Laktik asit bakterilerinin ggtli gida kokenli patojen mikroorganizmalara
karsi antimikrobiyal aktivite gosteren; laktik asit, dnbjen peroksit, diasetil,
bakteriyosin gibi maddeler Gretmesi bu bakterildamrmantasyon proseslerindeki
kullanilabilirligi konusundaki argirmalari arttirmg ve son 20 vyil igerisinde
Ozellikle laktik asit bakterilerinde bakteriyosimetimi ile ilgili pek ¢cok calgma
gerceklatirilmistir. Yapilan calgmalarda retimi belirlenen bakteriyosinlerin
bazilarinin geni Olcide karakterizasyonu vyapigniolsa da halen tam
karakterizasyonu cglimams pek ¢cok bakteriyosin bulunmaktadir (Aymerich ve
ark., 2000; Zhu ve ark., 2000).

Bakteriyosinler antimikrobiyal aktiviteye sahipligmprotein, protein ya da
protein kompleksi olarak salgilanmaktadir. Ribozantiéd sentezlenen bu
bilesikler polipeptit ya da prekursor polipeptitler adéaraniimaktadirlar (Jack ve
ark., 1995; Remiger ve ark., 1999). Genel olarakbi#ylk grup altinda

siniflandirnlan bakteriyosinlerin 1. grubunu lawthin, metillanthionin gibi
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alisiimadik aminoasitleri binyesinde barindiran laotilkier olusturmaktadir. 2.
grupta ise 1siya kar dayanikli, kiiciik ve non-modifiye peptitler yemalktadir.
Ozellikle 2. sinif bakteriyosinlerinListeria turleri Gzerinde etkili oldgu
bildirilmi stir. 3. grup bakteriyosinler ise daha buyik molekdirikli ve 1siya
duyarh peptitleri kapsamaktadir. Bakteriyosinlesion grubunda ise karbonhidrat
ya da lipit gibi dger molekdllerle birlikte yapr okiuran kompleks proteinler
bulunmaktadir (Cleveland ve ark., 2001).

Bakteriyosinlerin proteinaz K ve pankreas orijitnipsin, a-kimotripsin gibi
metabolik proteolitik enzimlerden etkilenebiidibilinmektedir. Bakteriyosinler
protein yapisinda molekuller olduklarindan enzimleenzerekilde sicaklik ve
ortamin pH dgerlerinden de etkilenmektedirler. Ancak siniflanthda da baz
alinan bu 0Ozellikler bakteriyosinin cinsine goregidebilmektedir (Piard ve
Desmazeaud, 1992). Piard ve Demazeaud (1992) &5 fékteriyosinler Uzerine
etkili olan faktorler Cizelge 4.1. de verilgtir.

Gunumuzde bakteriyosin gtamalari oldukga ilgi ¢ceken bir konu olgu
icin Uretimi belirlenen bakteriyosinler ve bu bakyesinler ile ilgili bilgiler her
gecen gun agigostermektedir. Farkli ag@aricilar tarafindan ¢ok gé#li fermente
gidalardaki mevcut laktik asit bakterileri ve bakgesin Uretimi calgiimaktadir.
Ozellikle et ve et urunlerinde nisin kullanimindarlzklarin ortaya ¢ikmasi ile
birlikte  diger  bakteriyosinlerin  kullanimlari  ile ilgili  c¢aimalar
gerceklatirilmi stir. Leucocin A, enterocin, sakacin, carnobactends ve B gibi
cesitli bakteriyosinlerin taze etlerde raf mrina ugatbilinmektedir (Cleveland
ve ark., 2001). Choi ve ark (2000) Kore'de bulungeleneksel fermente
sebzelerden izole ettikleliactococcus lactis subsp. lac#d.64 izolatinin 1siya ve
disik pH derecelerine dayanikli nisin benzeri bir lalbsin Uretigini
bildirmislerdir.
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Cizelge 4.1. Laktik asit bakterileri tarafindan dretilen bakyesinlerin enzim duyarliliklari,

asit ve sicaklik toleranslari. Piard ve Demazed987%)

Bakteriyosin Inaktive eden enzimler Sicaklik ve asit tolerans
Nisin a-kimotripsin, nisinaz 115°C, pH:2
Lactostrepcins a-kimotripsin, pronaz, tripsin, 100°C, 10 dk.
fosfolipaz D
Diplococccin a-kimotripsin, tripsin, 1 saat, 100C, pH:5
pronaz ve alkali pH
Bac a-kimotripsin, pronaz, proteinaz K 30 dk, 100C, pH:4.5,
pH:7.0 ve pH:9.4
Lacticin 481 a-kimotripsin, ficin, pronaz, proteinagl saat, 100C, pH:4,5 ve
K, rennet pH:7.0
Lactocin 27 Tripsin, pronaz 1 saat, 10TC
Helveticin J Tripsin, ficin, pronaz, proteinaz K30 dk, 100C,
pepsin,
Bac Tripsin, pepsin 30 dk, 96C, pH:5
Lactacin B Proteinaz K Safiarilamams,
Lactacin F Tripsin, ficin, proteinaz K 15 dk, 122C
Plantaricin A Proteolitik preparasyonlar 30 dk, 100C
Plantaricin B a-kimotripsin,a-amilaz, pronaz, tripsin,
pepsin, lipaz
Plantaricin S a-kimotripsin, proteinaz K, pronaz,1 saat, 100C
tripsin, a-amilaz, lipaz, ficin, termolizin
Sakacin A Tripsin, pepsin 20 dk, 100C
Lactocin S Tripsin, proteaz tip 14 1 saat, 100C de %50
aktivasyon kaybi
Caseicin 80 a-kimotripsin, proteinaz K, pronaz,10 dk, 60C, pH:2
tripsin, pepsin
Brevicin 37 Pronaz, tripsin 1 saat, 121C,pH:2-4
Pediocin A Pronaz 1 saat, 10TC
Pediocin AcH Tripsin 1 saat 10€8C, pH:7
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Calsmamizda yuksek antimikrobiyal aktivite gosterenkegalaz ilavesi ile
birlikte aktivitesini kaybetmeyen 52 izolat secdkr proteinaz K, tripsina-
kimotripsin, lizozim, pronaz,a-amilaz enzimlerinin aktivite Uzerine etkisi
arastinimistir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6). Secifmolan 52 izolat icin yapilan
calismalarda izolatlarin proteinaz K ilave edildiktennsm ¢gunun normalde
gosterdikleri antimikrobiyal etkilerini tamamen &y kismen kaybegi
g6zlenmitir. izolatlarin proteinaz K ilavesinden sonra etki spaktari izolata
bagli olarak digls gostermekle birlikte, genel olarak izolatlarin Blky
cogunlugunun Listeria monocytogenes PNE QCILuzerindeki etkilerini
koruduklari gozlemlenmgiir. Secilmi olan izolatlarin tripsin ve alfa kimotripsin
ve pronaz ile yuksek oranda etkilerini kaybettikbaptanmytir.

Calsmada kullanilan hicresiz sUpernatantlarin proikolénzimler ile
muamelesi sonucunda aktivite kaybi goOstermelerieretknaddenin protein
yapisinda oldgunu gostermektedira-amilaz uygulamalari ile aktivite kaybi
gorilmesi ise antimikrobiyal aktivite icin karbodhat bilsiklerinin
gereksinimini agia vurmaktadir (Todorov ve Dicks, 2005b; Todorovneks,
2005c¢).

Laktik asit bakterilerinin cinslerindehactobacillusun ginimizde 60'In
Uzerinde tur icerg@ bilinmektedir. Laktobasiller dgada karbonhidrat icedi
yiiksek olan ortamlarda kolaylikla bulunabilmekteditssan ya da hayvanlarin
mukozal membranlari, bitkisel materyaller, gubrel&gim pisligi, fermente
gidalar bu mikroorganizmalarin ¢dgca habitatlarindan bazilaridir (Gursoy ve
Kinik, 2005). Ge¢msten ginimuize yapilan bir¢cok giiamada laktobasillerin ¢ok
cesitli bakteriyosinleri Urettikleri rapor edilrgiir. Ogunshe ve ark. (2007)
yaptiklari calgmalarda Nijerya’da Uretilen yerli fermente gidakEmd50 adet
bakteriyosin tretenLactobacillus straini izole ettiklerini bildirmgtir. italyan
peynirleri ile yapilan bir bgka argtirmada, bu peynir tipinin icergi
Laktobasiller 16S rDNA analizleri ile siniflandmls ve 13 ceit farkl
Lactobacillustird icerdgi bildirilmi stir (Morea ve ark., 1998).

Degisik arsgtiricilar tarafindan yapilan camnalarda Lactobacillus sakei
izolatlarinin c¢eitli bakteriyosinleri Uretebildii gosterilmgtir. Hequet ve ark.

(2007) yaptiklarnt cagmalarda L. sakei 2512olarak adlandirdiklari izolat
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tarafindan uretilen sakacin G’nlasteria tzrine etki gosterdini bildirmisler ve
Listeriaya kari olan etkinin arttirlimasi icin yeni besi ortamizalynlari
kullanarak izolatlarin karakterizasyonunu gercgkimislerdir. Vermeiren ve ark.
(2006) yaptiklari cagmalarda pimis jambondalListeria monocytogenés kari
etkili olan lactocin S Ureticidiactobacillus sakel48 ve bakteriyosin Gretmeyen
Lactobacillus sakeilOA arasindaki etkikgmleri incelemglerdir. Bakteriyosin
UretenL. sakeistrainleri ile yapilan bir b&a calsmada mevcut strainin sakacin P
Uretim yetengine sahip oldgu, ancak bakteriyosin uretiminin yiksek tuz
konsantrasyonlarinda (%5 wi/v) az&dbelirtiimistir. Ayni calsmada mevcut
strainler sucuk fermantasyonunda kullargidda yuksek miktarda bakteriyosin
Uretimi gozlendii bildirilmistir (Urso ve ark., 2006). Diep ve ark. (2000)
yaptiklari ¢calgmalardalL. sakeiLb706 straininde sakacin A dretiminin 25=80
de maksimum oldgunu ancak az miktardaki bir sicaklik ariie (33—35C) dahi
bakteriyosin Gretiminin azalghni ya da tamamen yok olgunu bildirmglerdir.

Calsmamizda secilmgi olan izolatlardan 6 tanesi Riboprinter sistem ile
yapilan tanimlamalar sonucundasakeiolarak bulunmgtur. Bu izolatlar 5.P1.5,
8.P1.8, 10.P1.10, 11.P1.11, 12.P1.12 ve 28.P2.5aralmizolatlardir. 5.P1.5,
8.P1.8, 10.P1.10, 11.P1.11 numaral izolatlaritratirinin o6zellikle tripsin
ilavesinde aktivite kaybi gostermeleri, bu izolatidl. sakeitarafindan Uretilgi
daha once bildirilmyi olan sakacin A ve lactocin B ile benzerlik gosteieresini
disindurmektedir. 28.P2.5 numarali izolatta ait filmaise genel olarak tim
enzimlerde diiik aktivite kaybi g6zlenirken 12.P1.12 numarallazm filtratinin
Ozellikle pronaz ilavesi ile aktivite kaybingradigl gbzlenmgtir.

Lactobacillus plantarumlaktik asit bakterilerinin en taningttrlerinden
biri olup, ginimuze kadar yapilgnolan pek ¢cok cajmada ¢ok cgtli fermente
gidalardan (et, sut, peynir, ameyve sulari vb.) izole edilmive caitli
bakteriyosinleri Uretgi bildirilmi stir (Todorov ve Dicks, 2005a). Remiger ve ark.
(1999) L. plantarum TMW1,25 straini tarafindan dretilen iki bakteriyaig,
plantaricin 1,28 ve plantaricin 1,23, saflatirilmasini ve kismi sekans analizini
gerceklgtirmislerdir. Et ve et UrUnlerinde siklikla dominant elrbulunan ve
bakteriyosin dretfii bilinen L. plantarum izolatlar dger bazi gidalarda da

bulunabilmektedir. Franz ve ark. (1998) yaptiklagalismalarda fermente
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sebzelerdehactobacillus sakeve Listeria monocytogengskarsi antimikrobiyal
aktivite gosteren plantaricin D Uretim yetgme sahipLactobacillus plantarum
BFE 905 strainini izole ettiklerini bildirngierdir. Ayrica argtirmacilar yaptiklari
calismalar sonucu plantaricin D’nin 12Q@’ de is1 ile muamele sonucunda yapisini
korudysunu ancak tripsin, pepsing-kimotripsin enzimlerinin bakteriyosini
inaktive ettgini de bildirmilerdir. Yapilan bir bgka calgmada zeytinya
fermantasyonunda plantaricin S ve plantaricin Ti &l bakteriyosini tretme
yetengine sahip olarL. plantarumLPCO010 izolatinin bulundiw bildirilmistir
(Jimenez-Diaz ve ark., 1993). Birgeir calsmada yemeklik yglardan izole edilen
L.s plantarumLB17.2b straininin pH: 6,5 ddnterococcus faecalislizerinde
etkili antibakteriyal protein bikgkleri Urettigi bildirilmistir (Delgado ve ark.,
2001).

Calsmamizda secilmi olan izolatlardan 20 tanesi Riboprinter sistem ile
yapilan tanimlamalar sonucundla plantarumolarak bulunmgtur. Bu izolatlar
9.P1.9, 16.P1.16, 25.P2.2, 51.P3.6, 67.P3.22, 548.P149.P6.2, 150.P6.3,
151.P6.4, 152.P6.5, 154.P7.2, 157.P7.4, 159.P8®P5.5, 161.P5.6, 163.P5.7,
164.P6.6, 166.P6.8 167.P6.9 ve 172.P7.9 numaralatiardir. L. plantarum
olarak tanimlanan izolatlarin filtratlarinin buyitr ¢cogunlugunun farkh farkl
dizeylerde de olsa proteinaz K, tripsia-kimotripsin, pronaz,a-amilaz
enzimlerinin varlgindan yiiksek oranda etkileggibulunmutur. izolatlarin L.
plantarum tarafindan uretilgii daha 6nce bildirilmy olan ve benzer enzimlere
karsi duyarli olan plantaricin B ve plantaricin S Ulstecesi ya da bu
bakteriyosinlere  benzerlik gobsteren madde Uretmetiméii  oldugu
disinulmektedir. Ayrica izolatlarin hicresiz filtratlaa a-amilaz ilavesi ile
birlikte aktivite kaybinin gortlmesi antimikrobiyadktivite icin karbonhidrat
hareketlerinin gereklifiine isaret etmektedir. Daha dnce belirtgdgibi 6zellikle
4. sinif bakteriyosinleri kompleks proteinler olupktivite igin glikozidal
aktiviteye ihtiyac duymaktadirlar. Bununla birkktiger L. plantarumizolatlari
olan 67.P3.22, 150.P6.3, 161.P5.6, 164.P6.6, 16¥&&it hicresiz filtratlarin
enzim ilaveleri sonucunda ¢ok yiksek aktivite kagbigramadg bulunmutur.
Plantaricin A gibi yineL. plantarumtarafindan Uretilen ggli bakteriyosinlerin
enzimlere kay direncli olmasi cajmada kullanilan ve direngli bulunan
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izolatlarin Grettikleri antimikrobiyal bikgklerin bu tip bakteriyosinlere benzer
olma ihtimalini dgindurmektedir.

Gida kokenli cgtli gram pozitif, gram negatif bakterilere, baziaya ve
protozoa turleri Gzerine antimikrobiyal etkisi boAn Reuterin,Lactobacillus
reuteri tarafindan sentezlenen gilik molekuler girhkh bir bilesiktir (Rasch ve
ark., 2002). Ganzle ve Vogel (2003) yaptiklari gahlar sonucu, hamur
mayasindanL. reuteri LTH2584 strainini izole etngier ve bu izolatin
Reutericyclin adinda duk molekiler &irlikl - bir antibiyotik Urettgini
bildirmislerdir. Bakteriyosin Ureticisi olarL. reuteri, ayni zamanda insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sisteminde de bulurienale probiyotik karakterler
tasimasl nedeni ile 6énem arz etmektedir (Wu ve Chu2@)6). Probiyotik
Ozellikleri ile dikkati cekerl. reuteriile yapilan caimalarda fermente sucuklarda
mikrokapsul ile c¢evrelenmiizolatlarin kullaniimasinin sucuk kalitesi Uzerine
etkisi argtirilmis ve etin lezzeti acisindan onemli bir farklihk bomadg
bildirilmi stir (Muthukumarasamy ve Holley, 2006).

L. reuteri olarak saptanan 49.P3.4 numarall izolatin hicrdgimt
enzimlerle ve sicaklikla muamele sonucunda antiohbial aktivitesini
kaybetmekte ve bu turtn Urgititipik antimikrobiyal madde olan reuterin ile
benzer 0Ozellik gostermemektedir. Elde edilen samugkolatin proteolitik
enzimlere ve yiuksek sicagh duyarli, muhtemelen protein ghsinda
antimikrobiyal 6zellik taryan bir bileik Urettigini distindirmektedir.

Homofermentatif laktik asit bakterileri arasindar yalan Pediokoklar, ggli
bakteriyosinleri Uretfii bilinen bir diger cinsi olgturmaktadir. Gunuimuze kadar
cesitli Pediococcudirleri ile aratirmalar yapilmy ve bu bakterilerin Urettikleri
pediocin A, pediocin AcH gibi bakteriyosinler taranmstir. Halami ve
Chandrashekar (2005) yaptiklar galalardaPediococcus acidilactic€20 adini
verdikleri strain tarafindan dretilen pediocin Q2@ Uretimini arttirmak icin
uygun ortamin optimizasyon cghalarini gercekigirmisler ve utretimin laktoz
temelli ortamlarda 1-5 kat agttni bildirmiglerdir. Yapilan bir bgka calsmada
Albano ve ark. (2007) Portekiz'de uretilen fermestieuklardan izole ettiklei.
acidilactici izolatlarinin iki yeni tirde bakteriyosin drgiti bildirmislerdir.
Nieto-Lozano ve ark. (2006) yaptiklari gahalarda,ispanya’daki g etlerde
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bulunanP. acidilacticiizolatlarinin tretgi bakteriyosininListeria monocytogenes
ve Clostridium perfringensizerindeki etkisini incelergier ve 1000-5000 BU/ml
bakteriyosinin etin 18 de 72 saat siuresince depolanmasi esnasinda
monocytogenessayisini azaltgini bildirmiglerdir. Tuarkiye de yapilan bir
calsmada fermente sosisten izole edilenacidilactici F' in pediocin F olarak
adlandirilan, proteolitik enzimlere karsi hassagjal ve organik ¢ozlicllere karsi
dayanikli bir antimikrobiyal peptit GUregiirapor edilmgtir (Osmangacglu ve ark,
1998).

Calsmamizda secilni olan 52 izolattan 5 tanesi (13.P1.13, 14.P1.14,
48.P3.3, 98.P4.29 ve 235.S2.2A). acidilactici olarak tanimlanmgtir. P.

acidilactici olarak tanimlanan izolatlarin hiicresiz filtrattan hepsi tripsin ve-
kimotripsin varlgina kiyaslan-amilaz ve pronaz vaglinda daha yuksek aktivite

kaybi gosternstir. Ayrica, 60 ve 12IC de 1sI ile muamele sonucu da izolatlarda
aktivite kayb1 gozlenngtir. Izolatlarin 6zellikle pronaz vagindaki aktivite kaybi
izolatlarin, bu tur tarafindan Uretifgibilinen ve karakterizasyonu yapilgnolan
Bac ya daPediococcus pentosacetarafindan dretilen pronaza duyarl pediocin
A ile benzer ozellik gosteren antimikrobiyal maddéretebilecgini
distindirmektedir. Bununla birlikte 1s1 ile muamele sounda vea-amilaz
varhiginda aktivite kaybi gortlmesi antimikrobiyal aktemin kompleks proteinler
olan 4. sinif bakteriyosinlere benzer bir kikken meydana gelebilegmi
distindirmektedir.

16S ve 23S rRNA sekans analizleri dikkate afimdla laktik asit bakterileri
Weissellaad! altinda az sayida tur iceren bir cinsi dah@sémaktadirWeissella
cinsinin tam olarak dgu siniflandinimasi  ancak 1990 yilinda
gerceklgtirilebilmistir. Bu cins, Weissela confusa, Weissella halotolerans,
Weisella hellenica, Weissella kandleri, Weiseellainam Weissella
paramesenteroides, Weissella thailandensis, Wéasgeildescens®lmak Uzere 8
turd kapsamaktadir. Bunlarddi. paramesenteroidetaze sebzelerde dominant
olarak bulunurkenW. hellenica W. viridescensdaha cok et ve et Urlinlerinde
bulunmaktadilW. confusaise sit ve meyva sularinda bulunmaktadir (Bjotkrot
ve ark., 2002; Mavhungu, 2005). Atamalara daha az konu ol&. hellenicale

yapilan caymalarda etlerin dgsik tirlerde paketlenmesi sirasina 0. saatte bu tire
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ait izolatlarin dominant oldiu fakat depolamanin ileriki safhalarinda olasilikla
diger laktik asit bakterilerinin dominant duruma gesmie birlikte bu ture hig
rastlanmadiini belirlenmgtir (Ercoloni ve ark., 2006). Ayrica yapilan gahalar
W. hellenicanin ¢ssitli balik tirlerinde de bulundiunu gosterngtir. Cai ve ark.
(1998) yaptiklari cagmalarda dil baliinin bairsaklarindan izole ettikleriv.
hellenica DS-12 izolatininAeromonas,Vibrio gibi ¢ssitli cinslara ait balik
patojeni mikroorganizmalara kar antimikrobiyal aktivite sergiledini
bildirmislerdir.

W. hellenicaolarak bulunan 27.P2.4 ve 32.P2.9 numaral ikilaizo
hicresiz filtratlari enzimler ile muamele eddofide 27.P2.7 numarali izolatin

filtrati a-amilaz ve pronaz vaginda, 32.P2.9 numarali izolatin filtrati ise daha
cok tripsin ve a-kimotripsin varlginda aktivitesini kaybetmektedir. Ayrica
27.P2.4 numarali izolatin filtratinin 60 ve 2€lde 1sI ile muamelslemlerine
karsi duyarl oldgu gozlenmgtir. Elde edilen sonuclar bu izolatlarin, gdr
turlerin Urettgi bilinen bakteriyosinlerine benzer, sgi enzimlere kagi duyarli,
protein d@asinda olmasi muhtemel antimikrobiyal kikder drettigini
dUstindirmektedir.

W. viridescenslk kez 1949 yilina @ sucuk yilizeylerinden izole edilgni
ancak tam tanimlamasi 1957 ilinda gerggklemistir. Ilk etapta atipik
Lactobacillusturleri ile iliskilendirilen bu tlrin daha sonra yapilan galalarda
filogenetik olarak Leuconostoc paramesenteroideke daha yakin oldgu
goralmdstar (Koort, 2006). Santos ve ark. (2005) ‘morcida burgos’ olarak
adlandirilan tipikispanyol sucuklarindan 176 laktik asit bakterisiiziolasyonu
ve tanimlanmasi c¢amalarinda, florada dominant olarakV. viridescens
bulundw@gunu bildirmglerdir. Daha sonra yapilan bir §k& calgmada Santos ve
ark. (2005) tarafindan izole edilen ve tanimlanamamian strainlerin ve
Weissella turlerinin  siniflandiriimasi 16S rRNA sekans arzlali, numerik
taksonomi ve DNA-DNA hibridizasyon cainalari ile gercekigirilmistir.
Arastirmacilar yaptiklari cagmalar sonucunda izolatlarin 16S rRNA analizlerine
goreW. viridescendle iliskili bulundugunu ancak nimerik analizlerle elde edilen

sonugclarin daha farkl bulungunu bildirmklerdir (Koort ve ark., 2006).
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Calsmamizda segilngi olan 52 izolattan 3 tanedNeissella viridescens
olarak tanimlanmtir. Bu izolatlar 144.P5.1, 146.P5.3 ve 147.P5.4narali
izolatlardir. Ug izolata ait filtrat da enzim ildee ve sicaklik muamelesi
sonucunda benzer sonuclar gostgtimiYapilan calgmalarda hiicresiz filtratlarin
gerek enzimlerle, gerekse sicaklik muamelesi ilkssgli oranda aktivite kaybetti
gozlenmgtir. Bununla birlikte, enzim ilavesi ile aktivite akbina rgmen
izolatlarin  Enterococcus feacalis Uzerindeki etkisinin  devam  etti
gozlemlenmytir.

DNA teknolojisinin gelgimi ile birlikte Weissella cinsu Lactobacillus
cinsundan ayrildiktan sonrd.actobacillus confususya da dger adiyla
Lactobacillus coprophilusolarak bilinen organizmaMNeissella confusaadini
almstir. Yapilan caymalardaW. confusanin insan patojeniHelicobacter pylorié
kargi antimikrobiyal Ozellikler sergile@di gosterilmitir (Nam ve ark., 2002).
Bjorkroth ve ark. (2002) Malezya'da gidalardan, nidi orneklerden ve
hayvanlardan 39 Weissella straini izole etmi ve bunlarin taksonomik
karakterizasyonunu 16S ve 23S rDNA RFLP (ribotypingnalizleri ile
belirlemiglerdir. Arastirmacilar yaptiklar ¢ajmalar sonucu izolatlariw. confusa
ve Weissellacibaria sp. adli yeni bir ttre ait olgunu bildirmglerdir.

Calsmamizda incelenen izolatlardan 3 tane®. confusa olarak
bulunmutur. 163.P5.8, 171.P7.8 ve 294.54.14 numaralagrnjan bu izolatlarin
hiicresiz filtratlari enzimler ile muamele edgutide yiuksek oranda antimikrobiyal
aktivite kaybi gozlenmgi olmasi izolatlarin enzimlere duyarli, proteingdsinda
antimikrobiyal bilgikler oldugunu digtindturmektedir.

Leuconostocturleri; fermente sebzelerde, st Grlnlerinde seeaplarda
bulunan, heterofermentatif laktik asit bakteril@rid_euconostodcerisinde yer
alan birkag turin bakteriyosin uUrgitibilinmektedir. Bu bakteriler geleneksel
olarak dger laktik asit bakterileri ile birlikte dgal ya da fermente gidalari
korumak icin kullaniimaktadirLeuconostoccinsine dahil strainlerin bazilarinin
leucocin A, mesentericin Y105, mesentericin 52¢éocin J gibi bakteriyosinler
urettigi yapilan cagmalarda bildirilmgtir (Choi ve ark., 1999). Yapilan bir
calismada vakumla paketlengnetlerden izole edileheuconostoc gelidurWAL

187,straininin, 1siya ve duk pH deerlerine dayanikli, proteolitik enzimlere
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hassas leucocin A-UAL 187 isimli bir bakteriyosirettigi bildirilmi stir (Hastings
ve ark., 1991). Park ve ark. (2005) yaptiklari ggaslarda bitkisel orijinli
Leuconostoc  citreum IH3  straininde  bulunan  pIHO1  plazmitinin
karakterizasyonunu gercekiemislerdir.

Calsmamizda secilngiolan 52 izolattan 2 tane&ieuconostoduri olarak
tanimlanmgtir. Bunlardan 24.P2.1 numarall izoldteuconostoc sp.olarak
tanimlanmg ve bu izolattan elde edilen hicresiz filtrat erieie muamele
sonucunda yuksek oranda aktivite kaybl gostgmmBu nedenle izolatin Gregi
antimikrobiyal  Dbilgigin  proteolitik enzimlere kar hassas oldiu
dUstindlmektedir.L. citreumolarak tanimlanan 220.K1.9 numarali izolatin dittr
ise pronaz varfinda aktivitesini neredeyse tamamen kaybederkgar d@nzim
ilavelerinde daha diik oranlarda aktivite kaybi1 gosterstii.

Enterokoklar, klinik ve ¢evresel mikrobiyolojidenémli roller tstlenen bir
diger mikroorganizma grubunu cghlurmaktadir. Enterococcusin ayri bir cins
olarak anilmaya Bamasi ve gejen identifikasyon yontemleri ile birlikte bu
cinsa dahil birka¢ yeni tir tanimlamasi yapgmimasina kain, Enterococcus
faeciumve Enterococcus feacalimsanlarda ve 6zellikle sit trinlerinde en ¢ok
rastlanan turler olarak goérilmektedir. Bu bakteribeellikle ¢agitli peynirlerde,
pastorize sutlerde, inek sutlerinde bulunmakta egnpin kalitesinde dnemli rol
Ustlenmektedir. Bir gger yandan ise Enterokoklar fekal kontaminasyonkiaudir(i
olarak kullaniimakta ve hastane ileskili hastalarda cgtli enfeksiyonlara yol
actgl  bilinmektedir (Jurkovic ve ark., 2007). Laktik itasbakterilerinin
Enterococcustirleri zararsiz, karsak mikroorganizmalari olarak gorulirken,
hastalik etmeni enterokoklarinsgé antibiyotiklere oldukca direncli olan, ger
bakteri turlerindeki konjugatif plazmitler ve trggmzonlar aracifi ile direnc
kazanan, turlerle gkili bulunmaktadir. Benzersekilde bakteriyosin Ureten
enterokoklarda uretim genellikle pAD1, pMB2 deki A&, pMB1 deki Bc-48
gibi plazmitlerle ilgkili olarak bulunmaktadir (Ruiz-Barba ve ark., 2p07

Ozellikle son 10 vyildir, gidalarda bulunan ve leaifosin (reten
enterokoklar ile daha cokE. faecium strainleri ile ilgili olarak yayinlar
bulunmaktadir. Bakteriyosin Ureten strainlerirfggaut Uriinlerinden, sucuklardan

ve sebzelerden elde ediktii. Yapilan calgmalardaitalyan kegci, sttiinde bulunan
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2 farkli E. faecium straini izole edilmi ve bunlarin bakteriyosin Uretim
yetenginde oldgu bildirilmistir (Cocolin ve ark., 2007). Yapilan bir $ia
calsmada da Tunus da bulunan peynirlerden elde edidefaeciumMMT21
izolatinin enterocin A ve enterocin B adinda, inpge proteinaz K enzimlerine
duyarli iki yeni tipte bakteriyosin uregii bildirilmi stir (Ghrairi ve ark., 2007).
Shibata ve ark. (2007) yaptiklari gahalarda fermente ham piringt&.
faeciumun amilolitik 6zellikte yeni bir strainini buldukteni bildirmislerdir.

Izolatlardan 8 tanesE. faecium olarak bulunmsgtur. Bu izolatlardan
145.PP5.2, 169.P6.11 ve 299.SS4.19 numaralagiyataizolatlardan elde edilen
hiicresiz filtratlar enzim ilaveleri ile birlikte &mikrobiyal aktivitelerini blyuk
Olcide kaybetmglerdir. 97.P4.28 ve 99.P4.30 numarali izolatlariticresiz
filtratlan ise dger enzimlerden de etkilenmekle birlikte pronaz aeamilaz
varliginda neredeyse tim aktivitelerini kaybeti@idir. Ozellikle a-amilaz ve
pronaz varlginda gorulen aktivite kaybi bu strainlerin UGrg@ttantimikrobiyal
bilesigin 4. sinif bakteriyosinlere yakin olabilgoei disindirmektedir. Bununla
birlikte 29.P2.6, 168.P6.8 ve 294.S4.19 numaraleitarin filtratlari pronaz ve-
amilaz varlginda bir miktar aktivite kaybi gostermekle birlikie feacalisolarak
tanimlanan dier izolatlara nazaran aktivitelerini btyuk 6lctidewmulardir.

Calsmamizda, enzimlerin ve sicaklik uygulamasinin aiktioiiyal aktivite
Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi ile birlikte $men proteolitik enzimlere ve
sicaklga tolerans gdstergli dusunilen 10 izolat belirlenmi bu izolatlar
tarafindan Uretilen antimikrobiyal maddelerin farklcaklik ve pH dgerlerine
karsi dayanikhlgl aratirilmistir. Secilen izolatlardan 2 tanesi (8.P1.8 ve 2&P2
Lactobacillus sakeis5 tanesi (67.P3.22, 150.P6.3, 161.P5.6, 164 \R6169.P6.9)
Lactobacillus plantarum3 tanesi (29.P2., 168.P6.8 ve 277.S3Hijerococcus
faeciumtirlerine ait olan izolatlardir

Yuksek ve diik pH dgerlerinin (pH: 1, 9, 11 ve 13) antimikrobiyal etki
gosteren maddeyi etkilegdigozlenmgtir. Bununla birlikte 29.P2.6, 161.P5.6 ve
167.P6.9 numarali izolatlara ait filtratlarin yaoa pH 5 de yani kendi dal pH
degerlerinde iken etkilerini kaybetmedikleri, gdir izolatlara ait filtratlarin ise
pH:3 pH:5ve pH:7 de etkilerini surdirdukleri goateigtir. Ayrica filtratlarin

dogal pH degerleri ile kullanilmalari durumunda pH:5,5 e ayartas durumlarina
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kiyasla daha etkili olduklari bulunmgtur. Hucresiz filtratlardaki etken maddenin
yuksek pH dgerlerinden ziyade asidik kollardan etkilenmemesi, izolatlarin
normal sartlar altinda ortamin pH derini disirmesine ve kismen asidik
ortamlarda gejimeye adapte olmasinaghanabilir.

Sicaklgin antimikrobiyal aktivite Gizerine etkisinin bebrimesi ¢caymalari
sonucunda izolatlarin sicaklik ile muamelesiyle likig genel olarak test
organizmalarina kar inhibe edici etkinin stabil kalg@ gozlemlenmitir. 8.P1.8,
164.P6.10, 167.P6.9, 168.P6.10 ve 277.S3.11 iaolad ait filtratlar sicaklik
uygulamalarindaS. aureushari¢ dger test bakterilerine kgr etkili olarak
bulunmutur. Bununla birlikte sicaklik uygulamasi ile 29.@2zolatina ait filtrat
batin sicakhk uygulamalarinda antimikrobiyal eitkistamamen kaybetryir.
Benzer sekilde yapilan ardgirmalarda dgisik arsstirmacilar ceitli laktik asit
bakterilerinin i1siya kar dirancli bakteriyosinler tregini bildirmistir (Choi ve
ark., 1999:; Ghrairi ve ark., 2007). Ozellikle galah klenmesi sirasinda
genellikle 1s1 uygulamalarinin yapiliyor olmasi,dgarin korunmasi igin
kullanilan bakteriyosin ve bakteriyosin bezeri melddn sicaklik stabilitesine
sahip olmalarinin 6nemini artirmaktadir. Bu nedesdeilen izolatlarin Urettikleri
antimikrobiyal bilsiklerin genel olarak sicaklik muamelesine gkadirencli
bulunmalari olduk¢a 6nemli bir 6zediiolusturmaktadir.

Ulkemizde benzer olarak yapilan ealalarda Con ve Gokalp (2000)
Tarkiye'nin farkli bolgelerinden alinan 51 sucuknégini bakteriyosin tretimi
gerceklgtirebilen laktik asit bakterileri acisindan inceigmae izole ettikleri 424
izolattan 57 tanesinin bakteriyosin benzeri metdleolurettigini bildirmislerdir.
Benzer bir cabmada argtiricilar Denizli'den elde edilen 10 sucuk Og@
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik karakteristédi icin analiz etmier ve
toplamda izole ettikleri 100 strainden 6 tanesinbakteriyosin benzeri
metabolitleri Uret@ini, bu izolatlarin starter kudltir olarak kullarbiéme
potansiyellerinin bulundiunu bildirmglerdir (Yaman ve ark., 1998).

Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin Uretimi sthda hidrojen peroksit
laktik asit, diasetil gibi maddelerin Uretimi ileedcsaitli mikroorganizmalar
uzerine antimikrobiyal etki gosterdikleri yapilairgok calsmada bildirilmitir
(Zhu ve ark., 2000; Kurt ve Zorba, 2005). Yaplilassitt calismalar bu
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bakterilerde laktik asit ve hidrojen peroksit mikian ttre bgh olarak
desismekle birlikte ylksek oldgunu gostermektedir.

Calsmamizda izolatlarin laktik asit miktarlari 1,36 2,26 mg/ml arasinda,
proteolitik aktivite miktarlari 0,001 — 0,487 mg/makasinda, hidrojen peroksit
dretim miktarlar 0,001 — 1,082 pug/ml arasinda bolustur. Genel olarak yiuksek
bulunan hidrojen peroksit ve laktik asit miktarlazolatlardan elde edilen ve
modifiye edilmeyen saf filtratlarin test organiziewaha kagi gosterdgi yuksek
antimikrobiyal etkiyi aciklamaktadir. Cainalar sirasinda kullanilan izolatlardan
L. plantarumolarak tanimlanan 148.P5.5 numarali izolat en gkikektik asit
miktarina sahip 6rnek olaraR, acidilactici olarak tanimlanan 48.P3.3. numarali
izolat en yuksek proteolitik aktiviteye sahip ¢rnelarak, W. hellenicaolarak
tanimlanan 27.P2.4 numarall izolat en yiksek hairgyeroksit miktarina sahip
ornek olarak belirlenngtir. Ulkemizde ceitli laktik asit bakterglerinin trettikleri
hidrojen peroksit, laktik asit gibi metabolitlerimiktar ve etkileri ile ilgili
calismalarda da benzer sonuclar elde edimi Mumcu (1997) kefirden izole
ettigi Lactobacillus swlarinin hidrojen peroksit Gretim miktarinin 0,046109
pg/ml arasinda oldiwnu bildirmstir. Yapilan bir baka calsmada ygurtdan izole
edilen Lactobacillus bulgaricusve Streptococcus thermophilugolatlarinin
hidrojen peroksit uretim miktarlarinin  0,26-0,51 /mb arasinda oldgu
bulunmutur (Ashm ve ark., 2000). Ergal ve ark.(2002) yaptiklari ¢camalarda
Kahramanmara piyasasinda satilan 7 adet degisik marka suculegitihen
Pediococcuscinsine ait 34 tur bakteri izole etynve. identifiye edilen sgarin
olusturduklari laktik asit miktarlarini % 0,11-0,32 dymde belirlenirken, LD,
miktarlarini 0,41-0,81 g/ml arasinda tespit ettikliebildirmistir. Toksoy ve ark.
(1999) yaptiklari cagmalarda piyasada satilan 10 degisik marka sucukoges
ornegindenLactobacilluscinsine dahil 97 adet bakteri izole ejnvie identifiye
edilen suslarin olusturduklari laktik asit miktan®60.61—-0.88; kD, miktarinin
1.80-3.45ug/ml arasinda oldiunu belirtmglerdir.

Escenbach ve ark. (1989) yaptiklari gaklarda bakterial vajinozis olan
kadinlar ve sglikl kadinlardaLactobacillustirerleri tarafindan hidrojen peroksit
dretim miktarlarini kagnlastirmis ve hastalik tayan kadinlarda tretimin argni

bildirmistir. Csesitli arastirmacilar Lactobacillus turlerindeki HO, Uretiminin
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belirlenmesi igin kullanilan ortamin optimizasyoaligmalarini gergekkgirmistir
(Rabe ve Hillier, 2003).

Her ne kadaBacillus, Proteus, Pseudomongibi ¢esitli bakteri gruplari ile
kiyaslandgl zaman laktik asit bakterilerinde gorulen protaoliaktivite zayif
bulunsada, 6zellikle st trinlerinde meydana detirproteolizis olay! gbz 6nine
alindgida laktik asit bakterilerinde gorilen proteolitktivitenin 6nemi a@a
citkmaktadir. Yapilan ¢éli calismalar bu bakterilerden laktobasiller arasinda
proteolitik aktivitenin daha ytksek oldunu gostermektedir (Law ve Kolstad,
1983). Rajagopal ve Sandine (1990) tarafindan gapghlsmadalactobacillus
bulgaricus strainlerinin rettikleri proteolitik aktivite mteri 61-144,6 ug
tirozin/ml olarak bulunurkeis. thermophilustrainlerinin proteolitik aktivitesinin
2,4-14,8 ug tirozin/ml arasinda bulugdwbelirtiimistir. Benzer olarak yapilan bir
baska calsmada Beyatll ve Tunail (1984) sitde bulun&n thermophilus
strainlerinin proteolitik aktivitesinin 0,2-1,0 miyozin/ml arasinda oldiunu
belirtmislerdir.

Laktik asit bakterilerinde ekzopolisakkarit (EP&etimi caitli fermente
gidalarda yap! ve rheological Ozelliklerin glununda O6nem $adig1 icin bu
bakterilerin EPS Uretim yetenekleri ve gidalar imeki etkileri caitli
argtirmalara konu olmaktadir (Bouzar ve ark., 1999)n@nuize kadar yapilgi
olan caitli arastirmalardaS. thermophilusda EPS dretiminin arttiriimasi icin
cesitli calismalar yapilmgtir (Levander ve ark., 2002). Van Calsteren ve ark.
(2002) yaptiklari cagmalarda Lactobacillus rhamnosusstrainlerinde uretilen
EPS’nin yapisal agtirmalarini gerceklgirmislerdir.

Izolatlarin EPS uretimi ile ilgili yapilan cainalarda, EPS uretiminin zayif
oldugu bulunmuytur. izolatlarin fruktozsekeri bulunan ortamda hicbirinin EPS
uretmedgi gozlemlenmgtir. Glikoz iceren ortamda segilen 6rneklerden yata 4
tanesi, laktoz iceren ortamda ise yalnizca 2 tamedtPS Uretme ihtimalinin
oldugu go6zlenmgtir. Yapilan calgmada izolatlarin EPS dretimini en c¢ok
destekleyeneker kayn@inin sukroz iceren ortam olgu bulunmuytur.

Laktik asit bakterinin ¢gu antibiyotiklere direnclidir. Bu direncligin
yapisal oldgu ve transfer edilemegli kabul edilmektedir (Adams ve Marteau,
1995; Charteris ve ark., 1998; Saminen ve ark.,8L98ununla berabet.
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fermentumL. plantarum, L. reutergibi bazi laktik asit bakterilerinin plazmitler
tarafindan kodlanan antibiyotik direnclilik genlariasidig! bildirilmistir (Ishiwa
ve lwata, 1980; Ahn ve ark., 1992; Tannock ve &atR94; Fons ve ark., 1997).
Antibiyotik direncliliginin patojen veya patojen olmayan bakterilere tiems
salik agisindan ve probiyotiklerin guvenililigh acisindan buydk 0Onem
tasimaktadir. Plazmitlerle ganan antibiyotik direnclilik 6zelfii gbsteren sglarin
veya strainlerin insan ve hayvanlarda probiotik raka kullaniimasi uygun
degildir. Diger taraftan transfer edilemeyen direnclilik uyguéanda yararli
olabilmektedir (Salminen ve ark., 1998).

Yapilan ¢camada secilnyi olan 52 izolatin antibiyotik duyarlilik testi igin
Seftriakson, Siprofloksasin, Penisilin- G, Gentamige Netilmisin Silfat olmak
Uzere 5 farkl antibiyotik kullaniingive sonuclar Cizelge 3.10 da gdsteriitini
Yapilan calma sonucunda izolatlarin kullanilan antibiyotikledkreng ve
duyarlihk durumlar kultirden kultire gmiklik gostermekle birlikte, izolatlarin
genel olarakSeftriakson’ a kan direncli olduklan Siprofloksasin, Penisilin- G,
Gentamisin ve Netilmisin Stlfat’ a ise @oizolatin duyarli oldgu bulunmugtur.
Bununla birlikte 9.P1.9L( plantarun), 161.P5.61(. plantarun) numarali izolatlar
hemen hemen kullanilan tim antibiyotiklere skar oldukca direncli
bulunmuylardir. Benzer olarak yapilan bir gahadal. plantarumun Gentamisin,
Neomisin, Kanamisin, Streptomisin gibi antibiotilde direncli oldgu
bildirilmi stir (Zhou ve ark., 2005).

Fermente gidalarin Uretiminde starter bakteril&ftanimi ile birlikte daha
kaliteli ve standart tipte UrUnler elde etme gahlar ve starter kultlr olarak
laktik asit bakterilerinin kullanimi ginimuiz dunyada oldukca ilgi goren bir
konu olmasina ganen tlkemizde starter kiltir ilavesi ile et Grlinlaetimi ve bu
konuda yapilan ¢aimalar daha sinirl miktardadir. Bununla birliktepyan c¢aitli
calismalarda sucuk Uretiminde starter kaltur kullanilmae kullaniimamasi
durumunda.. monocytogenesayisindaki désim incelenmg ve L. plantarum, L.
sakei gibi cesitli laktik asit bakterilerinin starter kidlttr olak kullanimi ilelL.
monocytogenesayisinda yiuksek orandasdg goruldigu bildirilmistir (Kaya ve
Gokalp, 2004). Benzer bicimde gercekilglen bir baka calgmada argtiricilar

bakteriyosin olgturan starter kdltir kullaniminin fermente sucuddarL.
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monocytogenesiizerine etkisini asdirmislar ve starter kaltdr kullaniminin
yarattgl olumlu etkileri bildirmglerdir (Erol ve ark., 1999).

Laktik asit bakterilerinin gida alaninda kullangotansiyelleri ile dikkati
cektigi ginimizde, et ve et Urlnlerindeki laktik asit tealkerinin aratiriimasi,
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi gibi kallar olduk¢a ygun bir sekilde
argtirlimaktadir. Ozellikle ulkemizde fermente et imdhde starter Kkiltir
kullaniminin yaygin olmayi, bu konuda yapilan camalardaki eksiklikler
onemli bir sorun tgil etmektedir. Bu cadma ile; et ve et drinlerinden
antimikrobial 6zellge sahip yerel siarin secilmesi, izole edilen bakterilerin
cssitli yontemler ile (biyokimyasal, molektiler testjganimlanmasi ,antimikrobial
Ozelligin bakteriosin mi yoksa slar tarafindan Uretilen ger metabolitler
tarafindan mi oldgunun ortaya konmasi, EPS (ekzopolisakkarit) dretim
yetenekleri ortaya konmaya galmistir. Calsmadan elde edilen sonuglar izole
edilen ve yuksek antimikrobiyal aktiviteye sahi@mlizolatlarin et ve et trunleri
Uretiminde starter kaltir olarak kullanilabilme @osiyeli oldgunu
distindirmektedir. Bununla birlikte GUretimde kullanilebek 6zellikte sglarin
secimi icin mevcut ¢cailmanin daha ilerki safhalarastamasi gerekmektedir.
Ozellikle antimikrobiyal aktivitenin enzimlerle ofailiskisi, asit ve sicaklik
toleransi gibi 6zelliklerinin  belirlenmesinden sanr baktyeriyosin  oldgu
disinulen proteinlerin saffiriimasi, molekiler analizlerinin yapilmasi, DNA
sekans analizlerinin gercektgilmesi ve mevcut antimikrobiyal maddenin
bakteriyosin oldgunun kesin olarak ispatlanmasi gerekmektedir.

Ozellikle calsmada yiiksek antimikrobiyal aktivite gdstasidbulunan L.
plantarumolarak tanimlanan, 150.P6.3, 161.P5.6, 164.P& &. yaeciumolarak
tanimlanan 168.P6.10 numarali izolatlarin geneta@lgroteolitik enzimlere ve
sicaklga direncli, dguk pH deerlerinde aktivite sergileyen antimikrobiyal
madde Uretfii belirlenmg olup, bu izolatlarin daha ilerki cainlarla birlikte

gidalarda koruyucu olarak kullanilabilme potansip&dugunu digtinmekteyiz.
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