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Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus brevis’ IN BEYAZ PEYNIRLERDE
Staphylococcus aureus GELISIMi UZERINE ETKISi

Miinevver Yiicebay

0z

Staphylococcus aureus’un enterotoksin Ureten suglari gida zehirlenmelerinin en
onemli kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Sat ve sat Grdnlerinden peynir,
stafilokokal gida zehirlenme vakalarinin en yaygin olarak goruldugu gidalar
arasindadir. Peynir yapiminda laktik asit bakterilerinin kullanimi ile hem peynirin
tat, koku, tekstur gibi duyusal 6zellikleri gelistiriimekte, hem de patojenlere karsi
antimikrobiyel etki saglanarak gida kaynakli zehirlenme riski minimuma
indirilebilmektedir. Bu g¢alismada Beyaz peynir Uretim ve olgunlasma suresince
probiyotik 6zellikteki laktik asit bakterilerinden Lactobacillus brevis BG18 ve
Pediococcus pentosaceus BH105 suslarinin S. aureus ATCC6538 gelisimi Uzerine
etkisi ayri ayri incelenmistir. Calisma kapsaminda, peynir Uretimi boyunca 2, 6, 22
ve 24. saatlerde drnek alinirken, 3 ay suren depolama suresince belirli araliklarla
ornek alinmis ve Kkiltirel ekimler gergeklestirilmistir. L. brevis ile yapilan
calismada, elde edilen sonuclar degerlendirildiginde antibakteriyel etkinin 648.
saatten sonra basladi§i goralmustir. Nitekim 648. saatte kontrol grubunda patojen
sayisi 2.50X10° EMS/mL olarak saptanirken 6rnekte 3.65X10°> EMS/mL olarak
saptanmis ve depolamanin 90. giiniinde bu degerler sirasiyla 3.82X10° EMS/mL
ve 5.50X10° EMS/mL olarak belirlenmistir. Depolama baslangicindan sonuna
kadar elde edilen verilerin istatistiksel analizi sonucunda L. brevis BG18
bakterisinin S. aureus gelisimi Uzerinde anlamli bir etkiye sahip oldugu gérilirken

(p<0.01), P. pentosaceus BH105 bakterisinin istatistiksel olarak anlamli bir etki

gOstermedigi sonucuna ulasiimistir (p>0.01).
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THE EFFECT OF Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus brevis ON THE
GROWTH OF Staphylococcus aureus IN WHITE-BRINED CHEESES
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is responsible for broad range of human and animal
infections, also enterotoxin producing strains are one of the main sources
associated with food poisoning. Among dairy products, cheese is one of the most
common food reported in staphylococcal food poisoning. The use of lactic acid
bacteria in cheese manufacturing, not only increases the organoleptic properties of
the end product, but also lowers the risk of food poisoning by showing an
antimicrobial effect towards such pathogens. The effect of Lactobacillus brevis
BG18 and Pediococcus pentosaceus BH105 on the growth of S. aureus
ATCC6538 during the manufacturing and ripening of white pickled cheeses were
studied. Cheese samples were picked at the 2™, 6™, 22" and the 24™ hours of
the manufacturing and at several intervals throughout the ripening period of 3
months. S. aureus and lactic acid bacteria counts were made for each sample
and the results were evaluated. Antimicrobial activity of L. brevis towards S.
aureus has started after 648™ hour. Pathogen counts were 2.50X10% EMS/mL and
3.65X10° EMS/mL in control group and the group with L. brevis respectively. At the
end of the ripening period (90" day), these counts were 3.82X10° EMS/mL and
5.50X10°> EMS/mL respectively. Beyond the two lactic acid bacteria only L. brevis

showed antimicrobial activity towards S. aureus during ripening period (p<0.01).
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1. GIRIS

St ve sit Grunleri insan beslenmesinde dnemli bir yere sahiptir. igerdigi kaliteli
besin maddeleri bakimindan sutten maksimum seviyede yararlanabilmek igin
dogrudan tuketimi oneriimekteyse de bu her zaman muidmkin olamamaktadir.
Hacimli olmasi, naklinin zor olmasi ayrica mikroorganizmalar i¢in uygun bir ortam
oldugundan c¢abuk bozuluyor olmasi nedeniyle sut, daha dayanikli Urlnlere
islenmekte bdylece hem daha dayanikh hem de farkl lezzetlerde Urlnler ortaya

koyulmaktadir. St Grlnleri igcinde en dnemli payi peynir almaktadir.

Yuksek biyolojik degerli proteinler, yagda c¢ozunen vitaminler (A, D, E, K) ve
kalsiyum, fosfor gibi mineral maddeler iceren peynir, 1000’i asan ¢eside sahiptir.
Bu cesitlilik basta hammadde (koyun, kegi, inek sutl) olmak Uzere, uygulanan
teknik islemler, kullanilan kultdrler, ilave edilen katki maddeleri ve farkl
olgunlastirma kosullarindan kaynaklanmaktadir. Turkiye’de 40-50 cesit peynir
mevcutken, bunlardan Beyaz peynir, kasar ve tulum peyniri ekonomik ve milli

oneme sahiptir (Erkmen, 2000).

Beyaz peynir, sutun enzimatik yolla pihtilagtiriimasi sonucu elde edilen, Uretiminde
starter olarak mezofilik laktik asit bakterileri kullanilan ve belli olgunlagma evresi
sonucu tuketime sunulan hafif tuzlu ve eksimsi tada sahip yari yumusak bir peynir
cesididir (Wishah, 2007). Peynirde aroma gelisimi, olgunlagsma sirasinda starter

bakterilerin meydana getirdigi enzimatik olaylar sonucunda gergeklesmektedir.

Bircok mikroorganizma igin oldugu gibi, gida kaynakli zehirlenmelerin buyuk
cogunlugundan sorumlu olan Staphylococcus aureus bakterisi icin de peynir,
icerdigi zengin besin 6geleri bakimindan uygun bir gelisme ortamidir. Literaturde
S. aureus’un neden oldugu birgok peynir kaynakli gida zehirlenmesi mevcuttur.
1981 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde pastorize sutten Uretilen peynirlerin
tuketilmesi sonucu 16 kiside, 1983 yilinda Fransa’da ¢ig sutten yapilmis bir
peynirin tiiketimesiyle 20 kiside, 1985 yilinda isvigre’de ¢ig sitten yapilmis
yumusak yapidaki peynirin tiiketiimesiyle 215 kiside, ingiltere’de 1988 yilinda ¢ig
sutten yapilan peynirin tuketilmesiyle 155 kiside S. aureus patojeninin neden

oldugu zehirlenme vakasi gorulmustur (Kousta et al., 2010).



S. aureus bakterisi, peynire uretimin farkli asamalarinda bulasabilmektedir. Sut
sagim asamasinda mastitisli hayvanlarin memesinden 10® kob/mL seviyesine
kadar ulasabilen S. aureus bulagisi olabilmektedir. Pastorizasyonla mevcut S.
aureus bakterilerinin sayisi azalsa da, gida zehirlenmesine neden olan
enterotoksinleri, 1siya dayanikli oldugundan ortamda kalmaktadir. Bunun yani sira,
pastorizasyon normlarinin dikkatli bir sekilde yerine getiriimemesi sonucunda
(yetersiz 1sil iglem uygulamasi ile) bakteriler canhhigini sdrdurebilmekte ve
ortamdan uzaklastirlamamaktadir. Pastdrizasyon sonrasi ise, Uretimde
stafilokokal enfeksiyona sahip bireylerin galismasi veya ekipmanlarin ve ortamin
yeterli hijyen kosullarindan yoksun olmasi urine S. aureus gegisine neden
olmaktadir (Araujo et al., 2002, Kousta et al., 2010).

Gidalarin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik &zelliklerinin gelistirimesi ve
muhafaza surelerinin uzatilmasi icin gesitli katki maddeleri kullaniimaktadir. Ancak
bu katkilarin bazilarinin sagliksiz olusu ve kullanim oranina bagh olarak
kanserojenik ve toksik olmalari nedeniyle bu yontem ginimuzde ¢ok fazla tercih
edilmemektedir. Bunun vyerine, gida guvenliginin saglanmasinda mumkun
oldugunca dogal katki maddelerinin kullanimi 6nem kazanmistir. Biyokontrol
yontemi ile antagonistik mikroorganizmalar ve metabolitler kullanilarak patojen ve
bozulma etmeni mikroorganizmalarin inaktive edilmesi saglanmaktadir (de
Martinis et al., 2002).

Gidalarin biyokontrolinde laktik asit bakterilerinin (LAB) ayri bir énemi vardir.
Fermantasyon teknolojisinin tipik bakterileri olup, gidalarda uzun yillardan beri
guvenli bir sekilde kullanilan bu bakteriler, organik asitler, diasetil, CO,, reuterin
gibi antibiyotiklerle bakteriyosinler Ureterek bircok Gram pozitif bakteriye karsi
antagonistik etki gostermektedir. Bakteriyosinlerden o6zellikle nisin uzun yillardir

gida endustrisinde kullaniimaktadir (Ross et al., 2002).

Bu galismada; Beyaz peynirde S. aureus bakterisi Uzerine probiyotik 6zellikteki
laktik asit bakterilerinden Lactobacillus brevis ve Pediococcus pentosaceus
bakterilerinin ayri ayri etkisi incelenmigtir. Bu amacla peynir yapimi sirasinda
pastorize edilmis siite yaklasik 10°-107 kob/mL seviyesinde S. aureus bakterisi ve
probiyotik bakteri ilave edilmistir. Peynir Uretim agsamasinda ve 3 aylik olgunlasma

suresince cesgitli ornekler alinmis ve bakteri sayimi gergeklestiriimistir. S. aureus



bakteri sayimi igin 5’li tip EMS yontemi kullaniimistir. Bulaniklik gorilen tuplerde
dogrudan sonuca gidilmemis, bunun yerine Baird Parker Agar (BPA) besiyerine
ekim yapilmig, buradaki tipik kolonilerden saf kultir elde edilmis ve ardindan
yuksek secicilik ve duyarliliga sahip Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi
ile S. aureus bakterisine 6zgl nuc geninin 400 bg'lik bolgesi cogaltiimistir.
Dogrulamasi yapilmig tiplerden EMS tablolarina bakilarak sonuca gidilmistir. Bu
calisma ile Turkiye'ye 6zgu L. brevis ve P. pentosaceus suslarinin biyokorumadaki

yeri ve kullanilabilirliginin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. S. aureus
2.1.1. Tarihgesi

Eski Yunanca'da Uzum salkimi anlamina gelen ‘staphyle’ s6zcugunden turemis
olan Staphylococcus terimi ilk kez 1881 yilinda, iskogyali cerrah Alexander Ogston
tarafindan insanlarin irinli lezyonlarindan izole edilen koklarin tanimlanmasinda
kullaniimistir (Sandel and Mc Killip, 2004; Brock and Madigan, 2006). Daha
sonrasinda, Rosenbach stafilokoklari yapay ortamlarda kuiltire etmis ve
pigmentasyon bazinda tanimlama yaparak sari koloni olusturan suslara S.

pyogenes aureus adini vermistir (Brock and Madigan, 2006).
2.1.2. Taksonomi ve biyokimyasal ozellikleri

Micrococcaceae familyasi Uyesi olan Staphylococcus turleri hareketsiz, Gram
pozitif 0.5 -1.5 uym capinda, kok seklinde, fakultatif anaerob, spor olusturmayan,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, 2’li, 4’lu ve Uzuim salkimi seklinde dizensiz
kimeler olusturan bakterilerdir (Tukel ve Dogan, 2000; Cakir, 2007; Kugukgetin ve
Milci, 2007). Bu cins iginde 28 tir ve 32 alt tir bulunmaktadir (TUkel ve Dogan,
2000).

Grubun en 6nemli Uyesi koagllaz pozitif ve termostabil nikleaz (termonikleaz)
pozitif olan S. aureus bakterisidir (Tukel ve Dogan, 2000). S. aureus, Ssegici
olmayan besiyerlerinde 6-8 mm c¢apinda, duz, parlak, dairesel, konveks koloniler
olusturur. Gelisme sicakliklar1 6-46°C arasindadir. Toksin olusturmalari igin gerekli
minimum ve maksimum sicaklik dereceleri biraz daha ylksek olup 10-48°C’dir.
Optimum gelisme sicakliklari 30-37°C’dir. Optimum olarak 7.0-7.5 pH’da gelisirler.
Minimum su aktivite deg@eri (aw) aerobik gelisme icin 0.83-0.86, anaerobik gelisme
icin 0.90 olarak belirlenmistir (Cakir, 2007).

S. aureus bakterisi % 10’a kadar olan NaCl konsantrasyonlarinda iyi gelisirken, %
15 NaCl konsantrasyonlarinda gelisimi zayiftir. Glukoz, laktoz, maltoz ve
mannitolden aerobik ve anaerobik kosullarda asit meydana getirirken, diger
karbonhidratlarin gogundan aerobik kosullar altinda asit meydana getirmektedirler
(Tukel ve Dogan, 2000; Wang et al., 2003).



Yapilan g¢alismalarda aerobik ve anaerobik sartlarda segici olmayan kanli agar,
nutrient agar, tryptic soy agar, brain heart infusion agarda uredikleri ve gogunun
koyun, at, insandan elde edilen kanl besiyerinde 24-36 saat iginde hemolizin
urettigi ve hemolize sebep oldugu belirtiimistir. Ayrica stafilokoklarin jelatin
proteinini erittigi ve nitratlar nitrit ve amonyaga indirgedigi, fermantatif ve
proteolitik 6zelliklerinin oldugu rapor edilmistir. Stafilokok zehirlenmelerine bizzat
bakterinin degil, ortama salgiladiklari enterotoksin adi verilen maddelerin sebep
oldugu bilinmektedir (Vural ve Oztan, 1993; Gulbandilar, 2006).

2.1.3. Virulans faktorleri ve patojenite

S. aureus bakterisi 30’dan fazla antijenik 6zellige sahiptir. Bunlardan en énemlisi
hicre duvarinin kuru agiriginin % 50’sini olusturan peptidoglikandir. Bakterinin
disinda bulunan polisakkarit yapidaki mikrokapsul, bakteriyi fagositozdan korurken
konak hucrelerine tutunmasini saglar. Protein A, elastin, kollajen gibi yluzey
proteinleri, bakterinin konak hicrede kolonize olmasinda en o6nemli faktérdur
(Foster, 2004; Unal, 2007; Giines, 2008).

S. aureus bakterisi hicre disina salgilanan birgok ekstrasellller toksine sahiptir.
Sitolotik toksinler, dkaryotik hicre membraninin lizisine neden olan ve membran
hasari yapan a, B, y, & hemolizindir. S. aureus suslarinin blyluk c¢ogunlugu
tarafindan olusturulan a hemolizin, tavsan eritrositlerine karsi ylksek hemoliz
aktivitesine sahipken, insan eritrositlerine fazla etki etmemektedir. Hemolitik,
lizozom pargalayici ve doku hiicrelerinde sitolitik etkiye sahiptir. insan makrofaj ve
trombositlerini  hasara ugratirken, monositlere etkisizdir. 3 hemolizin, yag
agisindan zengin membranlari hasara ugratan sfingomyelinazdir. En fazla koyun
eritrositlerine karsi etkiliyken, insan ve tavsan eritrositleri Uzerinde etkisi daha
azdir. y hemolizin hicre membranini hasara ugratan 2 komponentli proteindir. Zar
hasarinda bu proteinler birlikte etki gosterir. & hemolizin, cogu S. aureus suslari
tarafindan uretilen ok kiiclk bir peptid toksindir. insan, tavsan, koyun ve maymun
eritrositlerini eriten bu toksin, eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri
hasara ugratabilmektedir (Kutlu, 2006; Unal, 2007; Yarli, 2005)

Sitotoksinlerin yani sira I16kosidin, polimorf niveli I6kositler ve makrofajlar Gzerine
litik etki gostermektedir. Diger hlcreler Gzerine etkisi olmayan bu toksin F (fast) ve

S (slow) adinda iki protein komponentinden olusur. Her iki komponent de antijen



Ozellikte olup formaldehit ile toksoide donusturulmektedir. Lokosidin ile muamele
edilmig Iokositin hlcre zarinda potasyum ve diger katyonlara karsi gecirgenligi
artar. Hucre hareketini kaybeder, siser, granulli, yuvarlak bir sekil alarak yavas
yavas parcalanir. Lokositleri harap ettigi ve fagositozu engellediginden virulansta
onemli rol oynar (Kutlu, 2006; Yarli, 2005)

Intoksikasyona sebep olan stafilokokal enterotoksinler (SE), pirojenik olarak da
bilinen, immun sistem hucrelerine etkili, molekul agirhgr 26 900-29 600 Dalton
arasinda degisen, yapisinda fazla miktarda lisin, tirozin, aspartik asit ve glutamik
asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir (Holeckova et al., 2002; Cakir, 2007).
SE’nin antijenik Ozellikleri dikkate alindiginda yaygin olarak gorulen 7 farkl
serolojik tipi bulunur. Bunlar; A (SEA); B (SEB); C1 (SEC1); C2 (SEC2); C3
(SEC3); D (SED) ve E (SEE) olarak isimlendiriimektedir (Kugukgetin ve Milci,
2007). Ancak nadir olmakla birlikte S. aureus bakterisinin G, H, I, J ve K tipi toksin
urettigi de belirlenmistir (Holeckova et al., 2002). Bu toksinler icinde en toksik
olanin enterotoksin A, i1siya en dayanikli olaninin ise enterotoksin B oldugu
bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda enterotoksin A’nin ¢ogunlukla insan kaynakli
suslar tarafindan uretildigi ayrica gida zehirlenmelerine daha ¢ok enterotoksin A
ve D’ nin sebep oldugu belirtiimistir (Fueyo et al., 2001; Chen et al.,, 2001;
Normanno et al., 2005; Pinto et al., 2005; Villard et al., 2005). intoksikasyonun
siddeti alinan toksin miktarina baghdir. Evenson vd., (1988) yilinda gida
intoksikasyonu i¢in 100-200 ng enterotoksin A tuketiminin yeterli oldugunu
belirtirken, Raj and Bergdoll, (1969) yaptiklari calismada enterotoksin B icin bu
miktarin 20-25 pg oldugunu ortaya koymuslardir.

S. aureus tarafindan uretilen toksinler 1siya ve proteaz, tripsin, kimotripsin, papain
ve rennine karsi direngli ekzotoksinlerdir. Enterotoksinlerin sebep oldugu gida
zehirlenmelerinin ilk semptomlar 2-6 saat icerisinde ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar;
mide bulantisi, karin agrisi, ishal, bas agrisi, terleme, usume, kramplar, dugsuk
nabiz ve halsizliktir (Atanassova et al., 2001, Wang et al., 2003). Hasta 1-2 gunde
normale donmektedir. Genellikle tam iyilesme gorulir. Enterotoksinlerin
inaktivasyonu igin gerekli sicaklik derecesi 100°C’de 1-3 saat veya 120°C’de 10-
40 dakika olarak verilmektedir (Hacibektasoglu vd., 1993; Tukel ve Dogan, 1999;
Tukel ve Dogan, 2000; Gulbandilar, 2006). Gorulen vakalardaki 6lum orani
dusuktar (Cakir, 2007).



Eksfoliyatif toksin, stafilokok enfeksiyonlarinin vezikuler ve eksfoliyatif deri
lezyonlarindan sorumludur. Eksfoliyatif toksin A ve eksfoliyatif toksin B olmak
Uzere iki turG vardir (Kutlu, 2006; Yarli, 2005).

Toksik sok sendromu toksini, S .aureus bakterisinde sitokinlerin salgilanmasina
neden olan T lenfosit alt gruplarini aktive ederek ates, deri lezyonlari, multi organ
yetmezligi gibi sistematik belirtilere ve 6lumlere yol agmaktadir (Kutlu, 2006; Yarli,
2005).

S. aureus bakterisinin sahip oldugu cesitli enzimler:

S. aureus bakterisi katalaz enzimi ile hidrojen peroksidi (H.O2) su (H.O) ve
oksijene (O,) donusturur. Bu enzim sayesinde bakteriler, fagositlerin iginde toksik
oksijen radikalleri ile oldurilmeye karsi diren¢ kazanirlar (Kutlu, 2006; Glnes,
2008; Yarl, 2005).

Koagllaz enzimi S. aureus igin standart belirleyici olup tanimlamada kullanilan
geleneksel bir gostergedir. Bu enzim fibrinojen ile dogrudan reaksiyona girmez
ancak plazmanin bir faktori olan “Coagulase-reacting” faktor ile birleserek aktif
duruma gecer ve plazmayi pihtilagtirir. Bakterinin Gzerinde olusan kalin fibrin
tabakasi, bakteriyi fagositoza karsi korumaktadir (Kutlu, 2006; Gunes, 2008; Yarli,
2005).

Lipaz enzimi S. aureus suslarinin tima tarafindan Uretilmektedir. Yaglari hidrolize
eden bu enzim ile bakteri viicudun yag igeren bolgelerinde yasayabilmekte, ayrica
yuzeysel dokulara yayilarak enfeksiyona neden olmaktadir (Kutlu, 2006; Yarli,
2005).

S.aureus suslarinin % 90’1 tarafindan Uretilen hiyaltronidaz enzimi bag dokunun
esas yapisini olusturan hiyallronik asidi hidrolize ederek, enfeksiyonun doku igine
yaylimasini kolaylastirir (Kutlu, 2006; Gunes, 2008; Yarli, 2005).

Koagulaz pozitif S. aureus suslarinin % 99’undan fazlasi tarafindan uretilen i1siya
direncli deoksiribonukleaz (DNaz) enzimi, endo ve ekzonukleaz aktivitesine sahip,
nukleik asitleri 3’-fosfomononukleotidlere pargalayan fosfodiesterazdir (Kutlu,
2006; Gunesg, 2008).



2.1.4. Stafilokokal zehirlenmeler

Stafilokokal gida zehirlenmeleri basta S. aureus olmak Uzere enterotoksijenik
stafilokoklar tarafindan gidalarda olusturulan enterotoksinlerin alinmasi sonucu
sekillenen ve tim dlnyada yaygin olarak gorilen en énemli intoksikasyonlardan
biridir (Erol ve iseri, 2004). Baska bir deyisle bu tip zehirlenmeler, S. aureus
tarafindan sentezlenen ve sindirim sistemi Uzerine etkili olan enterotoksinlerin
gidalarla Dbirlikte vicuda alinmasi sonucu ortaya c¢ikan gida kaynakh
hastaliklardandir (Meyrand et al., 1998).

Stafilokoklar ortam sartlarina karsi oldukga dayanikli mikroorganizmalar olup,
dogada cok yaygin olarak bulunurlar (Hacibektasoglu vd., 1993). insan ve
hayvanlarin dogal florasinda bulunan bu bakteri, burunda, deride ve lezyonlar
Uzerinde, insan ve hayvan digkilarinda yogun olarak bulunurlar (Kigukgetin ve
Milci, 2008; Sandel and Mckillip, 2004).

S. aureus bakterisinin gidaya bulasmasindaki en muhtemel yollardan biri, bu
mikroorganizma ile kontamine olmus personelin gidaya el ile temasidir. El ile
bulagan stafilokoklar derinin alt tabakalarina gecgerek gobzeneklerde ve kil
koklerinde c¢ogalmaktadir. Yine tasiyicilarla c¢evreye yayillan nazal stafilokoklar
uygun sartlar altinda gidalar (izerinde cogalip toksin Uretibilmektedir. Urettikleri
toksinler gida yoluyla vicuda girerek intoksikasyon olusturmaktadir (Gulbandilar,
2006). Bu gibi kisilerin, gidalarin hazirlanmasi, depolanmasi veya dagitiimasinda
calismasi uygun degildir. (Tondo et al., 2000; Gindogan vd., 2005; Gulbandilar,
2006 ).

S. aureus basta 1sil islem olmak Uzere mikroorganizmalarin inhibisyonuna yonelik
tum uygulamalara kargl yuksek bir duyarliik gosterir. Dolayisiyla gidalarda ve
personel ekipmanlarinda bu bakteriye veya enterotoksinlerine rastlanmasi zayif bir
sanitasyon gostergesidir (Tukel ve Dogan, 2000). Baska bir deyisle; gidalarda,
gida igletmelerinde ve kurumlara ait buaylk mutfaklarda bu bakteriye

rastlanmamasi hijyen gostergesi olarak kabul edilir (Cakir, 2007).

S. aureus bakterisinin neden oldugu gida zehirlenmeleri genellikle toplu olarak
yemek vyenilen yerlerde ve endustriyel yolla iglem gormus degisik gida

maddelerinin tiiketilmesi sonucu meydana gelmektedir. Ozellikle; et ve et riinleri,



kimes hayvanlari ve arunleri riskli gidalar i¢inde ilk sirada yer almaktadir. Bunun
yani sira insan kaynakli bir bakteri oldugu igin 6zellikle hazirlanmasi sirasinda el
ile temas edilen ve tuketiminden ¢ok once hazirlanarak oda sicakliginda bekletilen
salatalar (yumurta, ton baligi, balik, patates ve makarna salatalari gibi), firin
urtnleri (kremali pastalar, tartlar gibi), sandvigler gibi gunlik drtnler riskli
gidalardir (Duman, 2007).

Sut ve sut urunleri birgok patojen igin oldugu gibi S. aureus gelisimi icin de oldukca
uygun bir ortamdir. Ci§ sutte dogal olarak bulunan bu bakteri, yetersiz isil islem
uygulamasi veya ekipman ve personel kaynakli kontaminasyon nedeni ile
pastorize sit ve sit Grlinlerinde de bulunabilmektedir. Ozellikle 1s1l islem sonrasi
gerceklesen kontaminasyonla rekabetci floranin imha edilmis olmasi nedeniyle
S. aureus suslarinin gelisimi ve toksin olusturmalari daha hizli olmaktadir (Konag,
2006).

S. aureus site sagildigi hayvandan bulasabilmektedir. Ozellikle mastitisli
hayvandan sagilan sit, enteropatojenik S. aureus suslarinin énemli bir kaynagidir.
Ciftlikte, sagim ekipmanlarindan enfekte olmus hayvandan saglikli hayvana
kontaminasyon riski ¢ok yuksektir. S. aureus’un neden oldugu gida
zehirlenmelerinin sat drinlerinden ¢ogunlukla peynir ve sut tozu gibi Grlinlerden

kaynaklandidi bilinmektedir (Konag, 2006).

Peynir yapimi sirasinda S. aureus’un geliserek toksin Urettigi yapilan c¢alismalar
sirasinda ortaya koyulmustur. Ozellikle peynire ilave edilen starter kiltir(in yavas
calismasi sonucu ortam asitliginin distk olmasi (£ % 0.4), S. aureus gelisimine
olanak saglamaktadir. Pihti stiziimesi sirasinda mikrobiyel gelisim sirmekte ve
toksin olusturabilecek sayilara (~10" kob/g) ulasabilmektedir. Peynirde stafilokokal
zehirlenmenin engellenmesi icin; yeterli 1sil islem uygulanmali, normal starter

aktivitesi saglanmal ve iyi bir sanitasyon programi uygulanmahdir.

Sit ve siit Uriinlerinde S. aureus varliyi konusunda birgok calisma yapilmistir. inek
sutinden c¢ig olarak, pastorize edilerek ve pastorizasyon sonrasi starter kultur ilave
edilerek yapilan salamura beyaz peynirlerde mikroorganizma sayimi yapilmigtir.
15 gundn sonunda S. aureus miktari, ¢ig sutten yapilan érneklerde 5.90 log kob/g,



pastorize sutten yapilan orneklerde 5.39 log kob/g, starter ilave edilmis orneklerde

ise 4.54 log kob/g olarak bulunmustur.

Mastitisli sutle yapilan Cheddar peynirinde S. aureus bakterisinin 98-154 gun
canliigini siirdiirdligu, isvec tipi peynirde bu sirenin 210 giinii gectigi yapilan

calismada saptanmistir (Konag, 2006).

S. aureus bakterisinin gidalarda dusuk miktarlarda bulunmasi veya hig
bulunmamasi o gidanin stafilokokal gida zehirlenmelerine neden olmayacagina
dair guvence vermemektedir. Clinku S. aureus gidalara uygulanan isil islemle
ortadan kaldirilsa bile olugturduklar toksinler isiya direncli olduklarindan tahrip
edilememektedir. Koyun sutinden yapilan peynirler Gzerinde yapilan bir ¢alismada
canli patojen bakterilerin varligina rastlanmazken, peynir orneklerinde S. aureus

tarafindan olusturulan SEA saptanmistir (Bone et al., 1989).

Gidalarda S. aureus gelisimi ve toksin olusturmasi birgok faktére baglidir. Bunlar;
S. aureus susu, su aktivitesi, pH, ortam sicakhgi, tuz miktari, nem, gidanin 6zelligi
(icerik, ¢ig, fermente) ve rekabetgi floradir (Villard et al., 2005; Gulbandilar, 2006).
S. aureus’un toksin olusturabilmesi igin canli bakteri sayisinin 10° -10” kob/mL

seviyelerinde olmasi gerektigi bildirilmigtir (Sagun vd., 2003)

S. aureus'un kontamine gidada 1.0 pg'dan daha az olusturdugu toksin miktari,
stafilokokal intoksikasyon semptomlarinin gérilmesine neden olur. Zehirlenmeye
neden olan toksin miktari tartisma konusu olup, toksin tipi minimal doz Uzerinde
etkilidir. Bu toksin dizeyine, S. aureus sayisi 100.000 kob/g-mL'den fazla
oldugunda ulasilir. Bir diger deyis ile S. aureus sayisi 5x10° kob/g-mL olan gidalar
kesinlikle risklidir. Bu nedenle gidadaki duslk S. aureus sayisi gidanin kesinlikle
guvenli oldugunu goéstermez (Tukel ve Dogan, 2000). Turk Gida Kodeksi
(02.09.2001-24511 sayili Resmi Gazete) mikrobiyolojik kriterlere gore sut ve sut
Giriinlerinde bulunabilecek en fazla S. aureus sayisi 10? kob/g olarak belirlenmistir
(Cakir, 2007). Avrupa yonetmeligi ise 10° kob/g konsantrasyonundan daha fazla
S. aureus igeren sut drunlerinde enterotoksin testinin  zorunlulugunu sart
kosmaktadir (Marc et al., 2009).

Cesitli Ulkelerde yapilan ¢alismalar, gida zehirlenme vakalarinin yaklasik 1/3’Gnin

enterotoksijenik S. aureus ile kontamine olmus gidalardan kaynaklandigini ortaya
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koymaktadir (Kugukgetin ve Milci, 2008). Gida kaynakli hastaliklar iginde
stafilokokal zehirlenmelerin, ABD’'nde % 45, Macaristan’da % 40 ve Japonya’da %
25-30 oraninda oldugu tahmin ediimektedir (Holeckova et al., 2002). ilk
stafilokokal gida zehirlenmesinin, 1884 yilinda ABD'nde goéruldaga bildirilmigstir.
Cheddar peynirinin tuketiminden sonra g¢esitli hastalik vakalari ortaya ¢ikmis ve
analizler sonucunda peynir 6rneklerinden yuksek duzeyde stafilokok turleri izole
edilmistir. 1914 yilinda mastitisli ineklerden sagilan sutin tuketiimesi sonucu,
Filipinli ciftcilerde stafilokokal zehirlenme tespit edilmistir. Stpheli st 6rneginde
onemli miktarda stafilokok belirleyen arastirmacilar, bu suttu kendileri de tuketerek
gida zehirlenmesi belirtilerinin dogrulugunu kanitlamislardir (Kagukgetin ve Milci,
2008).

1958 yilinda ingiltere’de siit tozunun sebep oldugu zehirlenmede 8 degisik
yerlesim bolgesinde 1 190 ¢ocukta intoksikasyon gorulmustir. Finlandiya’da 1965-
1974 yillari arasinda ortaya cikan gida zehirlenmesi vakalarinin % 50.6’sinin

stafilokoklardan ileri geldigi bildirilmistir (Duman, 2007).

1985 yilinda ABD'nde cikolatali sutten kaynaklanan stafilokokal gida zehirlenme
vakasi tespit edilmis ve incelemeler sonucunda, uretim sirasinda kontaminasyona
ugrayan gikolatali sttlin, pastoérizasyondan 6nce 4-5 saat uygun olmayan sartlarda
depolandigi ortaya c¢ikmistir. Pastoérizasyon islemi ile stafilokoklar ortamdan
uzaklastirilabilmig, ancak 1sil iglem enterotoksinler Uzerine herhangi bir etkide

bulunamamistir (Kigukgetin ve Milci, 2008).

Yapilan bir diger calismada, 1993-1998 yillarl arasinda ispanya’da rapor edilen
5 517 gida zehirlenmesi vakasinin 228’inin stafilokok kaynakli oldugu bildirilmistir
(Munoz et al., 2007). 1999 yilinin subat ve mayis aylarinda Brezilya'da gorilen
gida zehirlenme vakalarinin ilkinde 50 kisi peynir, ikincisinde ise 328 kisi ¢ig sut
tuketiminden hemen sonra hastaneye kaldiriimistir. Supheli gidalarda sirasiyla
2.4X10° kob/g ve 2.0X10® kob/mL seviyelerinde S. aureus bulundugu ve drneklerin
enterotoksin icerdigi tespit edilmistir. Kontaminasyonun, ilk vakada personelden;
ikincisinde ise sutun mastitisli ineklerden elde edilmis olmasindan kaynaklandigi
belirlenmistir (Klgukgetin ve Milci, 2008). Stewart et al., (2000) yaptiklar
calismada 14 700 kiginin yagsiz sut tozu tuketimi sonucu zehirlendigi ve etkenin S.

aureus tarafindan olusturulan SEA oldugu saptanmistir (Marc et al., 2009).
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2.1.5. S. aureus’ un neden oldugu bazi hastaliklar

S. aureus intoksikasyonun yani sira, insanlarda ve hayvanlarda birgok enfeksiyona

neden olmaktadir. Bunlara oérnek olarak;

1. Cilt enfeksiyonlari: Cilt butinligduini bozan egzema gibi cilt hastaliklarini
icerir.

2. Kemik kas ve eklem enfeksiyonlari: Vicudun bir yerindeki enfeksiyonun
kemige ulasmasiyla veya acik cilt yarasiyla olugur.

3. Stafilokokal pndmoni: Solunum yolundan aspirasyonu veya kan yolu ile
akcigerlere yerlesme sonucu ortaya c¢ikar. Akcigerde genis apseler
olusabilecegi gibi, buradan diger organlara da yayilabilir.

4. Menenijit: Beyin iltihabi

5. Stafilokokal endokardit: kalp kapaklari iltihabidir.

6. Stafilokokal bakteriyemi: Titremeyle ylkselen ates, eklem agrilari, biling
durumda degisiklikler gorular.

7. Uriner sistem enfeksiyonu

8. Sepsis: Kana gecen enfeksiyonun tim organlara yayiimasidir (Tukel ve
Dogan, 2000; Gulbandilar, 2006).

2.2. Laktik asit bakterileri

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, gida endustrisinde ekonomik 6neme
sahip olarak bilinen laktik asit bakterileri (LAB) ile ilgili calismalar da baslamistir. ilk
kez 19. yuzyil sonlarinda sut ve sut drunlerinde fermantasyona yol acan bakteriler,
laktik asit bakterileri olarak isimlendiriimis ve daha sonraki vyillarda

Lactobacillaceae familyasi iginde siniflandiriimiglardir (Stiles and Holzapfel, 1997).

Gram pozitif basil ve koklardan olusan laktik asit bakterileri, Firmicutes filumuna ait
cesitli bakteri cinslerinden olusmaktadir. Fakultatif anaerob, katalaz negatif, spor
olusturmayan, hareketsiz olan bu grubun énemli cinsleri arasinda Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve

Weisella yer almaktadir (Klein et al., 1998).
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Laktik asit bakterileri grubunda; karbonhidrat metabolizmasi sonucunda sekeri
parcalayip son Uurin olarak laktik asit olusturan baglica genuslar arasinda
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus ve Enterococcus yer
almaktadir (Klein et al., 1998)

Laktik asit bakterileri, genellikle mezofilik olduklari halde 5°C ve 45°C sicakliklarda
gelisebilmektedirler. Suslarin buyuk bir kismi pH 4.0 — 4.5'de gelisme gosterirken,
pH 9.6 ve pH 3.2’de aktif olanlar da vardir. Bu bakteriler genellikle zayif proteolitik
ve lipolitik aktiviteye sahip olup, gelismeleri icin hazir amino asitlere, purin ve
pirimidin bazlarina ve B vitaminlerine ihtiya¢ duyarlar (Caplice and Fitzgerald,
1999).

Genel olarak laktik asit bakterileri, su ve toprakta hemen hemen hi¢ bulunmazken,
sut ve sit drunlerinde, fermente gidalarda, bitkiler ve bitki artiklarinda, insan ve

hayvan barsak mukozalarinda bulunurlar. (Apan vd., 2011)

Laktik asit bakterileri heksozlari metabolize etme mekanizmalarina gére 2 gruba

ayrilirlar. Bunlar;

e Homofermantatif laktik asit bakterileri: Bu bakteriler Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) yolu ile glukoz fermentasyonu sonucunda buylk oranda veya saf
olarak laktik asit Uretirler. Bu gruba 6rnek olarak Pediococcus, Streptococcus,

Lactococcus verilebilir.

e Heterofermantatif laktik asit bakterileri: Bu bakteriler Heksozmonofosfat (HMP)
yolu ile glukoz katabolizmasi sonucunda laktik asitin yani sira etanol, asetik
asit ve CO, Uretmektedirler. Bu gruba Leuconostoc cinsi 6rnek olarak
verilebilir (Bulut, 2003).

2.2.1. Laktik asit bakterilerinin gidalardaki 6nemi

Gidalarin fermantasyon ile daha dayanikh Grinlere donudstirilerek muhafazasi
cok eski bir teknolojidir. Laktik asit bakterileri metabolik karakterleri nedeniyle
cesitli fermente gidalarin Uretiimesinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Sat drtnleri
olarak cesitli peynirler ve tereyagi, yaygin olarak tuketilen et drlnleri ve

sebzelerden dretilen tursular bu gidalara 6rnek olarak verilebilir.
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2.2.1.1.Starter kultur

Starter kualtur; fermente Gran olusturmak amaciyla ¢ig gidaya eklenen,
fermantasyonu basglatici etki gosteren ve en az bir mikroorganizmaya ait ¢ok
sayida hucreden olugsan mikrobiyel preparattir. Laktik asit bakterileri bu iglemde
temel rolG Ustlenir. Organik asit, 6zellikle laktik asit, olusturarak ¢ig drinde hizli
asitlenmeye neden olur. Bunun yani sira gesitli aroma bilesenlerini de Ureterek
fermente Urlnlerde organoleptik 6zellikler denilen tat, koku, glzel gérinim gibi

ozelliklerin olusumunu saglamaktadir.

Fermente gidalar, ilk zamanlarda ¢ig gidanin dogal olarak barindirdigi
mikrofloraya bagli olarak gerceklesen gelisiglizel fermantasyon ile ortaya gikmigtir.
Dogal olarak urunun kalitesi mikrobiyel yike ve dagilima gore degismekteydi.
Fermantasyon iglemi, bir dnceki basarili fermantasyon Urininden az bir miktar
alinip, ¢ig Urtine katilmasiyla gergeklestiriimekteydi. Bu islemle, segici starter kltar
kullaniminin fermantasyon iglemini hizlandiracag:i ve fermantasyon hatalarinin
olusum riskini azaltacagi fikrine isik tutulmustur. Secilmis starter kulttrlerin ¢ig
gidaya katilmasi fermente gidalarin Uretiminde kirllma noktasi olurken,
fermantasyon isleminin  kontrolli  ydratdlebilmesine ve  son  Urdnlerin

standardizasyonuna olanak saglamigtir (Leroy and de Vuyst, 2004).
Starter kultarleri iki baslik altinda incelemek mumkunduir:

a) Mezofilik Starter Kilturler: Bu bakterilerin optimum gelisme sicakhdi 30°C’dir.
Mezofilik starter kdlttrler, Lactococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilerden
olusmaktadir. L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris laktik asit Uretirken,
L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ve Leuconostoc spp. sitrik asit
fermantasyonu yapmaktadir. Sonucta, asetoin/diasetii ve CO, olusmakta ve

diasetil sut Urtinlerinde tat olusumu igin 6nem tagimaktadir (Bulut, 2003).

b) Termofilik Starter Kulturler: Bu bakterilerin optimum gelisme sicakhgi 42°C
civarindadir. Termofilik starter kdlturler, yuksek 1sil islem uygulanan, peynir
benzeri Grdnlerin Uretiminde kullaniimaktadir. Lactobacillus ve Streptococcus cinsi
bakteriler, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus bunlara 6érnek olarak
verilebilir. (Bulut, 2003).
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2.2.1.2. Antimikrobiyel etki

Son vyillarda gidalarda gelismesi istenmeyen mikroorganizmalara kargi “dogal
koruyucu” kullanma egiliminin giderek arttigi gézlenmektedir. Antibakteriyel etkiye
sahip oldugu bilinen bazi mikroorganizmalar ya da bunlarin urettikleri metabolik
urtnler “dogal koruyucu” maddeler olarak kabul edilmekte ve gidalarin dogal yolla
korunmasini saglayabilmektedir. Bu mikroorganizmalar arasinda sutte bulunan
Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakteriler énemli

bir yer tutmaktadir.

Laktik asit bakterileri, bozulma etmeni ve patojenik mikroorganizmalar Uzerinde
antimikrobiyel etki gosterirler. Fermente gidalarda starter kudltir olarak
kullanilabildikleri gibi, antimikrobiyel 06zellige sahip metabolitler Gretmeleri

nedeniyle koruyucu kulttr olarak da kullanilabilirler. (Secgkin vd., 2010).

Laktik asit bakterileri; organik asit, hidrojen peroksit, karbon dioksit, diasetil,
reuterin gibi genis spektrumlu antimikrobiyel maddeler ile ¢esitli bakteriyosinleri
Ureterek gidalarin biyokoruma yolu ile muhafazasinda kullaniimaktadir (Sullivan et
al., 2002).

Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan laktik asit, asetik asit ve propiyonik asit
gibi organik asitler, antagonistik 6zellikleri nedeniyle bakterilerin sitoplazma zar
gecirgenligini degistirerek ve aktif tasimayi engelleyerek gelisimlerini inhibe
etmektedir (Eklund, 1989).

Oksijen varhdinda biriken ve katalaz negatif laktik asit bakterileri tarafindan
parcalanamayan H,O,, membran yaglari ve hucre proteinleri Uzerindeki guglu
okside edici 0Ozelligi ile patojen bakterilerin inhibisyonuna neden olmaktadir
(Caplice and Fitzgerald, 1999).

Laktik asit bakterileri metabolitleri arasinda yer alan karbondioksitin anaerobik bir
ortam olusturmasi, hicre i¢i ve digi pH degerini ve hicre zarinin elektriksel
potansiyelini dusirmesi sonucu antimikrobiyel etki saglamaktadir (Caplice and
Fitzgerald, 1999).
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2.3. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler bakterilerin protein veya peptid yapisindaki, kisa zincirli ve
antimikrobiyel 6zellik gdsteren ribozomal sentez Urlnleridir. Daha ¢ok Gram pozitif
bakteriler Uzerine etkili olan bu bilesiklere karsi uUretici hucrenin bagisikhgr so6z
konusudur (Galvez et al., 2007). Sut ve sut Grunleri dahil bircok gida ve gida
urtnlerinde patojenlerin ve gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin

inhibisyonu icin bakteriyosinlerin kullanildigi rapor edilmistir (Arques et al., 2011).

Bakteriyosinler ilk kez 1928 yilinda ingiltere’de Rogers ve Whittier tarafindan bazi
laktokokal suslarin diger laktik asit baklerileri Uzerine inhibisyon etkisi oldugunu
fark etmesiyle kesfedilmistir. Kisa bir stire sonra 1933 yilinda Yeni Zelanda’daki
arastirmacilar benzer etkiyi peynirdeki starter kultirlerde gozlemlemis ve izole
ettikleri antimikrobiyel maddenin protein yapisinda oldugunu tespit etmislerdir.
Bunu dreten suslarin, N grup laktik streptokoklar olarak tanimlanmasi ile birlikte
1947 yilinda Mattick ve Hirsch, bu inhibitor maddeye N grubunu temsilen ‘nisin’
ismini vermislerdir. Bakteriosinler ilk kez 1953 yilinda ingiltere’de endiistriyel
anlamda kullaniimis ve ardindan 48 ulkede daha kabul gormustur. 1969 yilinda
WHO/FDA tarafindan nisin, gidada kullanilabilen guvenilir bir madde olarak kabul
edilmigtir (Ross et al., 2002). Yillar iginde gida sektoriinde biyokorumanin énemi

arttikga, nisin kullanimi da artis gostermigtir.

Bakteriyosinlerin ayni ya da farkli bakteri gruplari tarafindan sentezlenen yizden
fazla c¢esidi bulunmaktadir. Gidalarda guvenli oldugu dusundlen laktik asit
bakterileri, 6zellikle de Lactobacillus ve Lactococcus, tarafindan sentezlenen

bakteriyosinler Gzerinde dnemle durulmaktadir (Chen and Hoover, 2003).

Laktik asit bakterilerinin sentezledigi bakteriyosinler birbirinden farkh 6zellikte olup,
etki spektrumlari, biyokimyasal 6zellikleri farklihk gostermektedir. Genellikle dusik
molekul agirhgina (3-10 kDa) sahip olup, hidrofilik ve hidrofobik kisimlari
bulunmaktadir. pH araliklari genis, izoelektrik noktalari ylksektir (de Martinis et al.,
2002).
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Gidalarin muhafazasinda kullanilan bakteriyosinlerin gesgitli 6zellikleri mevcuttur:

e Bakteriyosinler GRAS maddelerdir.

o Toksik Ozellikte degildirler ve saglik Uzerine herhangi bir risk olugturmazlar.

e pH ve isiya kargi duyarliliklari yuksektir.

e Gida patojenleri ve gidalarda bozulmaya neden olan saprofit
mikroorganizmalara karsi genig spektrumlu antimikrobiyel etki gOsterirler.

e Uretici hiicreler genetik olarak, kendi Uretmis olduklari bakteriyosinlere karsi
bagisiklik kazanmistir.

e Gidalarin guvenilirligi, kalitesi ve tadi Uzerine yararl etkileri vardir (Sullivan et
al., 2002).

Bakteriyosinler icin farkli siniflandirmalar yapilmakla birlikte, daha c¢ok
Klaenhammer’in 6zellikle Gram pozitif bakterileri dikkate alarak yaptigi
siniflandirma kullaniimaktadir. Biyokimyasal ozellikleri dikkate alinarak yapilan
siniflandirmada, bakteriyosinler molekul buyudklugu, kimyasal vyapilari, etki
mekanizmalari ve 1si1 stabilitelerine gore genel olarak 4 sinifa ayrilmiglardir.
Bunlar; grup | bakteriyosinler (grup IA ve IB diye ikiye ayrilmaktadir), grup Il
bakteriyosinler (grup IIA, IIB ve IIC diye Uge ayrilmaktadir), grup Il bakteriyosinler
ve grup IV bakteriyosinlerdir. Biyokimyasal tanimlanmasi bakimindan daha ¢ok ilk
3 sinif dikkate alinmaktadir (Chen and Hoover, 2003).

2.3.1. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmasi

Bakteriyosinler duyarli mikroorganizmalar Uzerinde farkli etki mekanizmalarina
sahiptirler. Hucrenin sitoplazmik zarina baglanarak hucre igerisine girip, zarda
g6zenek olustururlar. Boylece dusuk molekul agirhgina sahip hucre bilesenlerinin

hicre disina sizmasina yol acarlar. Bununla birlikte iyonlarin, 6zellikle de ATP

kaybi ve hucre igi pH dengesinin korunmasinda etkili olan K+ iyonunun hdcre
disina sizmasi, hiicrede enerji tuketimine neden olmaktadir (Twomey et al., 2002).
Hucrede meydana gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi hlcre i¢in hayati dnemi
olan makromolekullerin degredasyonuna, bu molekullerle birlikte protein ve
peptidoglikan gibi biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol agmaktadir (Héchard and
Sahl, 2002; de Matrtinis et al., 2002).
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Laktik asit bakteriyosinleri pozitif yukli molekuller olup, stoplazmik zar Uzerinde
etkili olmalarinda sahip olduklari hidrofobik kisimlar 6nemli rol oynamaktadir.
Duyarli htcre zarinda bulunan negatif yukli fosfat gruplarinin etkisiyle ortaya
clkan elektrostatik etkilesim sonucu bakteriyosin hicre zarina tutunmaktadir.
Boylece hidrofobik kisim zar yapisinin igine girerek gbézenek olusumuna yol
acmaktadir (Nes and Holo, 2000).

2.3.2. Gidalarda bakteriyosinlerin kullanimi

Son yillarda gidalarda gelismesi istenmeyen mikroorganizmalara karsi “dogal
koruyucu” kullanma egiliminin giderek arttigi gézlenmektedir (Secgkin vd., 2010).
Gidalarda patojen mikroorganizma gelisiminin engellenmesi icin kimyasal
koruyucular yerine bakteriyosinlerin biyoprezervatif olarak kullanimi giin gectikge
onemli hale gelmektedir. Bakteriyosinlerin gidalarda antimikrobiyel aktivitelerinin
yani sira, dogal olmalari, renksiz, tatsiz ve kokusuz olmalari drin ozellikleri

agisindan oldukg¢a dnemlidir.

Bakteriyosinler, dogrudan gida maddesine eklenebildikleri gibi bakteriyosin Greten
kUlturlerin gidaya ekimi ile uygun kosullar altinda bakteriyosin Uretimi
saglanabilmektedir (Galvez et al., 2007). Bunlarin yani sira kismen saflastiriimis
bakteriyosin veya konsantre bakteri kultirinin tasiyiciya baglanarak immobil

halde gidaya eklenmesi de s6z konusudur. (Yang et al., 1992)
2.4. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunanca’ da “yasam igin” anlamina gelmektedir. ilk kez 1965
yilinda Lily ve Stillwell tarafindan, bir protozoa tarafindan sentezlenen ve bir diger
protozoanin geligsimini tegvik eden bir maddeyi tanimlamak icin kullaniimigtir
(Gomes and Malcata, 1999). Probiyotik teriminin anlami, 1970’li yillarin baslarinda
genigletilerek mikrobiyel gelismeyi destekleyen doku ekstraktlari icin de
kullanilmaya baglamigtir. 1974 yilinda Parker probiyotik kelimesinin tanimini,
barsak sisteminin mikrobiyel dengesine katkida bulunan madde ve organizmalar
olarak, buglnku kullanimina en yakin anlamda gelistirmistir (Cakir, 2003). Bugtin
kullanilan tanim ise Fuller, (1989) tarafindan gelistiriimis olup probiyotik terimi,

barsak sisteminin mikrobiyel dengesini gelistirerek konakg¢l hayvanin saghgi
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uzerinde yararl etkileri olan canli mikrobiyel yem destekleyicisi anlaminda

kullaniimistir.

Fermente gidalarin metabolizma Uzerindeki yararl etkileri ilk kez Nobel Odili
sahibi, Rus bilim adami Elie Metchnikoff (1845-1916) tarafindan 6éne sUrUlmustar.
Bulgar koylulerinin fermente sut urunleri tuketimi sonucu daha saglikli ve uzun
Omurld olduklarini savunan Metchnikoff, bunun nedeninin bu Urinlerde bulunan
cubuk seklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu
yonde etkilemesi ve toksik mikrobiyel etkiyi azaltmasi oldugunu belirtmigtir.
Fermente gidalarla saglikh yasam arasindaki bu baglanti bugin de gegerliligini
korumaktadir. Fermente urUnler Uzerine yapilan arastirmalarin baslangici ¢ok
eskilere dayanmakla birlikte, probiyotikler konusunda yapilan ¢alismalar ancak son
20 yilda hiz kazanmigtir (Cakir, 2003).

Probiyotik mikroorganizmalar arasinda en yaygin olanlari laktik asit bakterileridir.
Bunlara; L. bulgaricus, L. plantarum, L. lactis, L. brevis, P. acidilactici ve P.

pentosaceus ornek olarak verilebilmektedir.

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin temel &zellikleri, pankreatik
enzimlere, asit ve safra tuzlarina karsi direncli olmalari, barsak mukozasina
tutunabilmeleri, insan orijinli olmalari, saghda yararh olmalaridir (Salminen et al.,
1998).

2.4.1. Probiyotiklerin muhtemel etki mekanizmalari

1. inhibe edici maddeler iireterek: Probiyotikler, Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalar Uzerinde etkili birgok madde uretmektedir. Bunlardan bazilari
organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerdir.
2. Tutunma bolgelerini bloke ederek: Probiyotikler tutunma bdlgeleri igin
patojenlerle rekabete girerek, barsak sisteminde yerlesmelerini engellemektedirler.
3. Besin maddeleri i¢in rekabet ederek: Probiyotikler patojenler icin de gerekli olan
besin maddelerini tuketerek, onlarin sistemde wuzun sudre kalmasini
engellemektedirler.

4. Toksin reseptorlerinin yikimini saglayarak

5. Bagisiklik sistemini guglendirerek: Son yillarda yapilan c¢alismalar
probiyotiklerin 6zgun ve 6zgun olmayan bagisiklik sistemini guglendirerek barsak
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hastaliklarina karsi konakglyr korudugunu ortaya koymustur (Cakir, 2003;
Salminen et al., 1998).

2.4.2. Probiyotiklerin saglik tizerine olumlu etkileri

Patojenlere karsi antimikrobiyel etki
Antikanserojenik ve antimutajenik etki
Kalp hastaliklari riskini azaltici etki
Laktoz intoleransini hafifletici etki
Serum kolesterollini dusuricu etki
Hipertansiyonu onleyici etki
Bagisiklik sistemini guglendirici etki

Sindirim sistemi enfeksiyonlarini énleyici etki

© 00 N o g b~ W DdhPRE

Sindirimi dizenleyici etki

[ERN
o

. Uregenital enfeksiyon riskini azaltic etki

[EE
=

. Midede bulunarak Ulsere sebep olabilen ve rotaviris Ureten patojen bir bakteri
olan Helicobacter pylori'nin gelisimini engelleyici etki (Klaenhammer and
Kulen, 1999; Sagdi¢ vd., 2004)

2.5. Beyaz Peynir

Peynir, dayanikhli§i yaninda besin degeri ve toplumun gelisen zevk ve isteklerine
cevap verebilecek ¢ok sayida gesidiyle 6nemli bir stt Grintdur. Satan pihtilastirihp
peynir altt suyunun ayrilmasindan sonra pihtinin degisik sekillerde islenmesiyle
elde edilen peynir, taze ya da gesidine 6zgu tat, aroma ve yapi kazanmasi igin
belirli bir olgunlasma dénemi gecirdikten sonra tliketime sunulmaktadir (Kaynar
vd., 2005).

Tarkiye geleneksel fermente st Urlnleri bakimindan oldukga zengin bir Ulke
olmakla birlikte, geleneksel peynirler arasinda Beyaz peynir ilk sirayr almaktadir
(Oner vd., 2006). Devlet Planlama Tegkilati Dokuzuncu Kalkinma Plani Ozel
ihtisas Komisyonu Raporu’na gére; 2005 yilinda iilkemizin salamura Beyaz peynir
uretiminin 265 000 ton oldugu tahmin edilmektedir (Anonim, 2007).

Beyaz peynir, geleneksel olarak koyun veya kegi sutunden Uretilse de yilin her

doneminde bu sutleri bulmak mimkdn olmadigindan genel olarak inek sutunden
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veya bu sitlerin karigimindan uretiimektedir. ilk Uretildiginde yumusak yapida,
7x7x7 cm® boyutlara sahip 350-500 g agirhginda olan kiip seklindeki peynirler
yaklasik % 12-14 NaCl (w/w) iceren salamurada 3 ay sureyle bekletiimektedir. Bu
olgunlagma suresince gergeklesen cesitli proteoliz ve lipoliz olaylari sonucunda
peynirin  yapisi sertlesmekte, c¢esitli tat ve aroma Ozellikleri peynire

kazandirilmaktadir (Hayaloglu vd., 2002).

TS 591 No'lu standarda gore kurumaddedeki yag miktari ylizdesine gére Beyaz

peynirler 4 gruba ayriimaktadir:

o Tam yagh Beyaz peynir kurumaddede en az % 45 yag
o Yagh Beyaz peynir kurumaddede % 30-44 yag
o Yarim yagli Beyaz peynir kurumaddede % 20-29 yag

o Yagsiz Beyaz peynir kurumaddede % 20 ‘den az yag icermelidir.
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2.5.1. Beyaz peynir uretim akim semasi

Cig sut

!

Klarifikasyon

'

Yag/ protein standardizasyonu

Pastorizasyon (72-74°C’de 15-20 sn)
Sogutma (30-32°C)

|

Starter kultur ilavesi ( 1-2 g/100 g mezofilik kultar)

|

CacCl; ilavesi (20 g/ 100 kg sut)

Rennet ilavesi (28-32°C’de, 75-90 dk pihti olusumu)

Siizme (1-3 cm® boyutlarinda kesilen pihti 5-10 dk bekletilir)

Teleme

}

Baskilama ve kalip kesimi

On salamura (14-16 g / 100 g NaCl iceren salamurada 6-12 saat)

!

Paketleme ( kaplara alinan peynir bloklarina salamura eklenir)
Olgunlagtirma ( 12-15°C’de 30-90 glin)
Depolama (5°C)

Sekil 2.1. Beyaz peynir Uretim akim semasi (Temelli vd., 2006)



2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

DNA ilk kez 1869 vyilinda Friedrich Miescher tarafindan Almanya’da bir
laboratuarda kesfedilmistir. Bu hucresel yapinin daha once gorduklerinden farkli
oldugunu savunan Miescher, ileriki yillarda bu maddenin ¢gekirdege 6zgu oldugunu
anlamis ve ona “nuklein” adini vermistir. Uzun yillar stiren arastirmalar sonrasinda
1953 yilinda Watson ve Crick DNA'nin ¢ift sarmal yapisini ¢alismalarinda ortaya
koymuslardir (Devrim ve Kaya, 2004).

1974 yilinda Panet ve Khorana iki primer kullanarak DNA molekulintn belirli bir
bolgesinin ¢ogaltilabilecegini bulmus ve ilk kez polimeraz zincir reaksiyonunun
prensibini ortaya koymuslardir. Bu yonteme adini, 1985 yilinda Kary B. Mullis
vermis, yaptigi calisma ile 1993 yilinda kimya alaninda Nobel Odili almistir
(Leary et al., 1997).

PZR, hedef DNA dizilerinin primer adi verilen spesifik komplementer
oligonukleotidler ve istya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro
olarak cogaltiimasini saglayan, oldukga 6zglin ve guvenilir molekuler biyolojik bir
tekniktir. DNA dizilerinin sayisal olarak arttiriimasi esasina dayanan PZR yontemi
ile genetik materyaller ortamda ¢ok az sayida hatta bir¢ok ilgisiz DNA arasinda

olsalar bile saptanabilir dizeye gelmektedir.

PZR ydntemi temel olarak tekrarlanan G¢ basamak ile karakterize edilmektedir.

1. Denatlrasyon: PZR yoénteminin bu ilk basamaginda cift zincirli DNA
molekulinin, 93-95°C’de 30-60 saniye tutularak tek zincirli hale gelmesi
amaclanmaktadir. Yuksek sicaklik uygulamasi ile DNA molekulinun sarmal
yapisini bir arada tutan hidrojen baglari kirilmakta ve cift zincirin aciimasiyla
“replikasyon catall” olarak adlandirilan bir alan olusmaktadir. PZR suresi boyunca
helikaz enzimi bu araligin agik kalmasini saglamakta bdylece Tag DNA polimeraz

enzimi ve primerler galisabilmektedir.

2. Baglanma (annealing): Ikinci basamakta, 45-60°C’de 30-60 saniyelik sire
boyunca primerlerin tek zincir haline gelmis DNA'nin hedef bdlgesindeki 3’
uclarina hidrojen baglari ile baglanmasi saglanmaktadir. Bu baglanmanin
ardindan arttk Tag DNA polimeraz enzimi, tamamlayici DNA molekulini

sentezleyebilmektedir.
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3. Uzama (Elongation): PZR yonteminin son basamaginda 70-72°C'de 1-2
dakika boyunca, Tag DNA polimeraz enzimi primerleri baslatici nokta; tek zincirli
DNA'yi ise kalip olarak kullanarak tamamlayici DNA molekilini sentezlemektedir.
Tag DNA polimeraz enzimi tamamlayici nukleotidlerin 5’ uglari ile, primerlerin 3’
uclari arasinda bag olusturdugundan, DNA sentezi 5’-3’ yonunde ilerlemektedir.
Olusan DNA, bir sonraki dongude hedef olarak kullanildigindan, ikinci dongide

DNA sayisi 4’e, Ugunclu donglde ise 8’e ulasmaktadir. Kisacasi, “n” sayida déngu
gergeklesen bir PZR uygulamasinda ortamda “2"™ sayida c¢ogaltimis DNA

olacaktir.

PZR iglemi sonrasi, PZR drunlerinin elektroforez iglemine tabi tutulmasi
gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezi ile DNA fragmentleri (negatif yukla), elektrik
alan varliginda, negatif kutuptan pozitif kutba dogru jel boyunca molekdl
agirliklarina goére ayrilmaktadir. Kisa olan fragmentler distk molekdiler agirliga
sahip olduklarindan daha hizli hareket etmektedirler. Molekuler agirlik belirteci
yardimi ile ayrilan fragmentlerin buyudklukleri belirlenebilmektedir. Elektroforez
isleminde, agaroz jeldeki kuyucuklara yuklenen 6rnegin hareketinin gozlenebilir
olmasi icin ylikleme déncesi 6rnek, marker boya ile karistiriimaktadir. Elektroforez

islemi bittikten sonra, goruntileme UV 1gik altinda yapilmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Cig suit

Arastirmada, Ankara Universitesi Ziraat Fakltesi Zootekni Haymana Arastirma-
Uygulama Ciftligi'nden saglanan inek satleri kullaniimistir. Sagimdan hemen sonra
suizlilerek sogutulan sutler, tretimin yapilacagi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Sut Teknolojisi BolimU uygulama laboratuvarina getirilerek peynir yapimi

gergeklestiriimistir.
3.1.2. Starter kultir

Peynir yapiminda, CHR. Hansen's (Danimarka) firmasinin liyofilize formdaki

mezofilik homofermentatif R-707 ticari kodlu starter kultirinden yararlaniimistir.
3.1.3. Peynir mayasi

Arastirmada, “Peyma-Chr.Hansen’s Peynir Mayasi San. Ve Tic.A.$.” firmasinin
urettigi “Mandra” ticari isimli ve etiketinde 1/16 000 kuvvetinde oldugu belirtilen

dana girdeninden elde edilen sivi peynir mayasi kullaniimistir.

3.1.4. Kalsiyum Klortir

Uretimde, slte % 40'lik CaCl, (Merck) ¢ozeltisinden % 0.02 oraninda katilmistir.
3.1.5. Tuz

Peynirlerin 6n ve depolama salamuralarinda granul formdaki ticari kaya tuzu

kullaniimistir.
3.1.6. Salamura

Peynirlerin tuzlanmasinda, farkh tuz konsantrasyonlarina sahip ve 85°C'de 30

dakika pastorize edilen salamuralar kullaniimigtir.
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3.1.7. Kiilturler

Calismada kullanilan S. aureus ATCC 6538, L. brevis BG 18 ve P. pentosaceus
BH 105 bakteri kiilturleri Ankara Universitesi Fen Fakdltesi Biyoloji BSlimi 6gretim

dyesi Prof. Dr. Mustafa Akgelik'ten temin edilmigtir.
3.1.8. Besiyerleri

Calismada kullanilan TS broth, BP agar, TS agar, MRS broth ve MRS agar, Merck
(Almanya) markali besiyerleridir. Bu besiyerlerinin bilesimi ve hazirlanis sekilleri,

EK 1 boliumunde verilmektedir.
3.1.9. Tampon ve ¢ozeltiler

Calismada kullanilan BFP ¢ozeltisi, Lambda tamponu, 10 mg/mL lizozim ¢ozeltisi,
10 mM tris-HCI c¢ozeltisi (pH: 8.0), 0.5 M Na;EDTA (disodyum etilendiamin
tetraasetik asit) ¢ozeltisi (pH: 8.0) ve tris-borik sit-EDTA (TBE) tamponu (10X)’in

bilesimleri ve hazirlanis sekilleri, EK 2 bolumuande verilmektedir.
3.1.10. Boya ¢ozeltileri

Arastirmada kullanilan 1 mg/mL etidyum bromur c¢ozeltisi ve 6X ylkleme boya

¢Ozeltisinin bilesimleri EK 3 bolumunde verilmektedir.
3.1.11. DNA izolasyonu ve saflagtiriimasi kiti

Calismada Roche (Almanya) markal high pure PCR template preparation Kiti

kullaniimistir. Bu kitin igerigi EK 4 bolumunde verilmigtir.
3.1.12. DNA izolasyonu ve saflastirima islemi deney diizenegi

Calismada kullanilan Hettich (Almanya) markali Mikro 200 mikrosantrifuj dizenedi,
maksimum 14 000 devir/dakika hizda g¢alisabilen ve 24 adet standart mikrosantrif(j
tupunu tutabilen, otoklavlanabilir bir rotor ve bu rotorun otoklavlanabilir kapagini

icermektedir.
3.1.13. Polimeraz zincir reaksionu (PZR) yontemi deney diizenegi

Calismada THE-MWG markali Primus 96 thermocycler kullaniimistir.
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3.1.14. Oligonukleotidler

Calismada kullanilan Metabion international AG primer ciftlerinin hazirlanig sekli

EK 5 boélumuinde verilmektedir.
3.1.15. Agaroz jel elektroforez igslemi deney diizenegi

Calismada Serva markali BlueMarine 100 ve BlueMarine 200 yatay elektroforez
tanklari ve bu tanklara uygun ebatlardaki jel tablalari ve taraklari ile birlikte BioRad

(ingiltere) markali PowerPac Basic giic kaynagi kullanilmistir.
3.1.16. Jel gorintileme islemi deney diizenegi

Arastirmada Syngene (ingiltere) markali InGenius jel géruntileme ve analiz
sistemi kullaniimistir. Bu dizenek; karanlik oda, yluksek performansli dijital fotograf
makinasi, UV emisyon filtresi ve filtre kabini ve 302 nm’lik dalga boyunda c¢alisan
UV transliuminatoru igermektedir ve cgalisma esnasinda bilgisayara bagl olarak

kullaniimistir.
3.2. Metot

Calismanin ilk bélumda, saf kultlrlerin canlandiriimasini, kultirel sayimi ve beyaz

peynir Uretimini icermektedir.

Calismanin ikinci bolumu, Uretimi gerceklestiriimis beyaz peynir érneklerinde 3 ay

boyunca S. aureus ve laktik asit bakterilerinin sayimini kapsamaktadir.

Calismanin dglnci bolimu ise, dogrulama asamasini ve elde edilen verilen

istatiksel analizler kullanilarak degerlendiriimesini icermektedir.
3.2.1. Saf kulturlerin canlandiriimasi ve kulturel sayim

Calismanin bu bdéliminde S. aureus ATCC 6538 stok kultirinden 6zeyle TS
broth besiyerine aktariimis ve 37°C’de 18-24 saat boyunca inklubasyona
birakilmistir. Elde edilen bu ara kiiltirden yine 6zeyle 7 mL TSB iceren yaklasik 30
tipe ekim yapilmis ve ayni kosullarda inkibasyon saglanmistir. Bu kultlrlerden
5’er mL alinarak 42 mL TSB igeren 50 mL hacimli 25 santriflj tiptne aktariimistir.

inkiibasyon sonrasi santrifiij tipleri 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifij
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edilmistir. Bu islem sonrasinda tuplerde olusan supernatant dokulmas, S. aureus
hacrelerini iceren pellet kismina 2 mL BFP eklenmistir. 25 tupte de ayni igslem
gerceklestiriimis boylece yaklasik olarak 53 mL civarinda bir S. aureus kultura elde
edilmistir. Bu hacimden 50 mL alinarak peynir yapim agsamasinda pastorize
edilmig sute eklenmigtir. Yine ayni kulturden kulturel sayim amagh 1 mL alinarak 9
mL BFP igeren tipe aktarilmis ve dilisyonlar hazirlanmistir. Her bir dilisyondan
paralelli bir sekilde TSA besiyerine ylzeye yayma yontemiyle ekim yapilmig
ardindan 37°C’de 18-24 saat inkibe edilmistir. Petrilerdeki koloni sayim sonucuyla

peynirdeki S. aureus sayisi hesaplanmistir.
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Sekil 3.1. S. aureus canlandirma ve kultirel sayim
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L. brevis ve P. pentosaceus ile yapilan her iki calismada da canlandirma iglemi
ayni sekilde gergeklestiriimistir. Bu amacgla -18°C’de muhafaza edilen stok
kltirden 6ze yardimiyla MRS broth besiyerine aktarilimis ve 37°C’de 18-24 saat
inkibasyona birakilmigtir. Yagsiz sut tozu kullanilarak % 10 kurumadde igeren
300 mL (30 L pastorize sute katilacak gekilde) rekonstitiye sut hazirlanmig ve
120°C’de 2 dakika sterilizasyonun ardindan 37°C’de sogumaya birakilmistir. Bu
sute laktik asit bakteri kultirinden % 1 oraninda (3 mL) inoklle edilmis 37°C’ de
18-24 saat inkubasyona birakilmigtir. Kulttrel sayim i¢in 9 mL BFP igeren tupe 1
mL kudltar aktanlip dilusyonlar hazirlanmigtir. Her bir dilisyondan MRS agara
dokme plak yontemiyle paralelli ekim yapilmistir. 37°C’de 18-24 saat inkUbasyon
sonrasinda petrilerdeki koloniler sayilarak sonu¢ kaydedilmistir. Geriye kalan
kUltirin tamami ise peynir yapiminda pastorizasyon sonrasi ayrilan kontrol ve
drnek grubu peynirlerin Uretilecedi siite katilmigtir. Ornek grubu peynirlerde laktik
asit bakterilerinin S. aureus Uzerindeki etkisi belirlenmek istendiginden kontrol

grubu peynirler sadece S. aureus bakterisini igermektedir.
3.2.2. Beyaz peynir uretimi

Beyaz peynirlerin yapimi, A.U. Ziraat Fakiltesi Sit Teknolojisi Bélimi
laboratuvarinda yer alan pilot peynir Uretim duzenlerinden yararlanilarak

gerceklestiriimistir.

Hayvancilik isletmesinden gugumlerle getirilen inek sutu stzuldukten sonra tanka

aktarilmig ve iyice karistirilan bu sutten 6érnek alinarak gerekli analizler yapiimistir.

Cift cidarli tankta sut 72 + 2°C'de 2 dakika sureyle isil islem uygulandiktan sonra
mayalama sicakhgina (30 £ 1°C) sogutulmustur. Uygun sicakhktaki sut iki ayr
mayalama kazanina aktarilip, kazanlarin her ikisine de % 0.02 oraninda CaCl,, %
1 oraninda starter kdltir ve 25 mL S. aureus kultart ilave edilirken, laktik asit
bakteri kulturd sadece bir tanka eklenmistir. Yapilan ilaveler sonrasinda st on
olgunlastirmaya birakilmistir. On olgunlastirmasi tamamlanan site 1.5 saatte pihti
kesim olgunluguna gelecek sekilde hesaplanan miktarda peynir mayasi ilave
edilmistir. Siire sonunda pihti 1 cm? 'liik pargalar halinde kesilip icerisinde cendere
bezi bulunan kaliplara aktarilmigtir. Pihtilar énce 60 dakika sureyle baskisiz

suzllurken, ardindan ortalama 4 saat baskili sizme islemine tabi tutulmustur.
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Baski iglemi sonunda telemeler 7x7x7 cm boyutlarinda kesilip, % 14 oraninda tuz
iceren salamurada 5 saat sureyle 6n tuzlanmaya birakilmistir. Bu 6n salamura
isleminden ¢ikarilan peynirler ortalama 50-65 °SH asitlige gelinceye kadar gevre
sicakliginda bekletilmis, ayrilan peynir alti suyunun uzaklagtirilmasi saglandiktan
sonra plastik kutulara yerlestirilmigtir. % 10 tuz igeren salamura ilavesinden sonra
kutular hava almayacak sekilde kapatiimistir. Paketlenen peynirler 4°C sicaklikta

ug ay sureyle olgunlagtirmaya alinmigtir.
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3.2.3. Peynir orneklerinde S. aureus ve laktik asit bakteri sayimi

Calismada S. aureus ve laktik asit bakterilerinin sayisini belirlemek igin peynir
uretiminde pastorizasyon, pihti olusumu, kalip kesimi ve On salamura g¢ikis
sonrasinda ornekler alinirken, depolama baglangici dahil olmak Uzere 3 aylik sure
zarfl igerisinde belirli periyotlarda bu iglem tekrarlanmistir. Steril stomacher
torbasina alinan 25 g peynir 6érnegine 225 mL BFP ilave edilip 1 dk karigtiriimigtir.
Ardindan 9 mL BFP igeren tuplerde dilusyonlar hazirlanmigtir. Laktik asit bakteri
sayimi i¢in bu dilisyonlardan MRS agar besiyerine dokme plak yontemi ile ekim
yapilmigtir. 37°C sicaklikta 18-24 saat inklibasyon sonunda petrilerdeki koloni
sayim sonucu kaydedilmistir. S. aureus sayimi icinse U.S. FDA Bacteriological
Analytical Manual (2001)’in onerdigi sekilde 5’li tip EMS ydntemi kullaniimistir.
Ornekten elde edilen diliisyonlarin her birinden % 1 (10 g/L) piruvat (MERCK) ve
% 10 (95 g/L) tuz ilaveli TS broth (7 mL) iceren 5 tipe 1’er mL aktariimig, 37°C
sicaklikta 48 saat sure ile inkibasyona birakilmistir. Bulaniklik gorulen tlplerden
steril 6zeyle tek koloni dusirme yontemine gore BPA besiyerine ekim yapiimistir.
37°C sicaklikta 48 saat sure ile inkibasyonun ardindan tipik koloniler (parlak ve
mat zon yapmis siyah renkli S. aureus kolonileri) TS broth besiyerine aktariimis,
37°C’ de 18-24 saat inkibasyona birakilmistir. PZR ile dogrulamasi yapilan

tuplerden EMS tablosuna bakilarak sonuca gidilmigtir.
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3.2.4. DNA izolasyonu ve saflagtiriimasi iglemi

High pure PCR template preparation kitine gore, 1.5 mL’lik steril mikrosantrif(j
tipune, 200 pL bakteri suspansiyonu ve 5 pL lizozim ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C
sicaklikta 15 dakika inkUbasyona birakilmistir. Bu inkUbasyonun ardindan ayni
tupe, 200 yL baglama tamponu ve 40 uL proteinaz K ¢ozeltisi eklenerek, hemen
karistinimis ve 70°C sicaklikta 10 dakika sure ile ikinci bir inkibasyona
birakilmigtir. Daha sonra ayni tupe, 100 uL izopropanol eklenerek karigtiriimig ve
bu karisim, filtre baslik iceren toplama tlpunun Ustteki filtre kismina aktarilarak,
8000 g (9175 rpm)’de 1 dakika santrifij islemi yapilmistir. Santrif(j islemi sonrasi
ust siviyl iceren toplama tupu atilarak filtre, baska bir steril toplama tupline
yerlestirilmistir. Yeni toplama tlpune yerlestirilen bu filtre kismina, 500 uL inhibitor
uzaklastirma tampon eklenerek, 8000 g (9175 rpm)'de 1 dakika santrif(ij islemi
yapilmigtir. Santriflj islemi sonrasi Ust siviyl igeren toplama tupu atilarak filtre,
bagka bir steril toplama tlipune yerlestirilmistir. Yeni toplama tupune yerlestirilen
bu filtre kismina, 500 pL yikama tamponu eklenerek 8000 g (9175 rpm)de 1
dakika santriflj islemi yapilmistir. Santrifij islemi sonrasi Ust siviyi iceren toplama
tupu atilarak filtre, baska bir steril toplama tipune yerlestiriimis ve bir dnceki islem
tekrar edilmistir. Santrifij islemi sonrasi Ust sivi uzaklastiriimis ve filtre, ayni
toplama tlpune yerlestirilerek, 13000 g (11696 rpm)'de 10 saniye santriflij islemi
yapilmistir. Ust siviyl iceren toplama tipl atimis ve filtre, 1.5 mL’lik yeni bir
mikrosantriflj tupune vyerlestiriimigtir. Bu filtre Gzerine, 200 yL 70°C sicaklikta
bekletilen ayirma tamponu eklenerek, 8000 g (9175 rpom)’de 1 dakika sure ile son
bir santriflij islemi yapilmistir. Son olarak, filtre baslik atiimis ve tlpte kalan Ust
sivl, hedef DNA'y! icerdiginden, daha sonra kullaniimak tzere -18°C sicaklikta

saklanmistir (Taban, 2007). Prosedlr Sekil 3.4’te 6zet olarak verilmektedir.
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1.5'lik steril mikrosantrifuj tipu

+ 200 pL bakteri sispansiyonu, + 5 uL lizozim
37 °C’de 15 dk inkubasyon
+ 200 pL baglama tamponu, + 40 pL proteinaz K
70 °C’de 10 dk inkuibasyon
+ 100 pL izopropanol

|

filtre baghkl toplama tupune aktarim, 8000g’de 1 dk santrifdj

|

filtre baslhk farkh bir toplama tlptne aktarilir, + 500 pL inhibitor
uzaklagtirma tamponu

|

8000g’'de 1 dk santrifuj

|

filtre baslhk farkh bir toplama tlpune aktarilir, + 500 puL yilkama tamponu

|

8000g’'de 1 dk santrifuj

|

filtre bashk farkh bir toplama tlptne aktarilir, + 500 pyL yikama tamponu

|

8000g’de 1 dk santrif(j

!

ust sivi uzaklastirilir, filtre baslik ayni toplama tipuane yerlestirilir

|

13000g’de 10 sn santrifj

filtre bashk 1.5 mL’lik steril mikrosantrifij tiptne aktarilir, + 200 pyL ayirma
tamponu

|

8000g’'de 1 dk santrifdj

filtre atilir, tlpte kalan DNA
Sekil 3.4. Bakteri hucrelerinden DNA izolasyonu ve saflastiriimasi uygulama
basamaklari ( Taban, 2007)

36



3.2.5. PZR amplifikasyon karigim bilesenlerinin ve PZR doéngusindeki

sicaklik parametresinin optimizasyonu

Calismada dNTP’lerin (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) her birinin 10 mM’lik esit
konsantrasyonlarini igceren ve hazir halde ticari olarak satilan PZR nukleotid
karigsim ¢ozeltisi kullaniimistir (Roche, Almanya). Karisimda kullanilan modifiye
Taq (FastStart Taq) polimeraz enzimi c¢oézeltisi (Roche, Almanya), 75°C’nin
altindaki sicakliklarda inaktif halde olup 95 °C’de 3 dakikalik bir beklemenin
ardindan aktif hale gecebilme 6zelligine sahiptir. Bu 6zellikteki enzim c¢ozeltisi,
PZR amplifikasyon karigimi hazirlanirken hedef DNA ve primerler arasinda
olusabilecek 6zgun olmayan baglanmalarin uzatiimasini engellemek amaciyla

tercih edilmistir.

Calismanin bu asamasinda, PZR amplifikasyon karisiminda nuc primer gifti (nuc-
F166 ve nuc-R565) ile PZR dongusinde 4 farkh baglanma sicakhginda (50, 55,
58, 60°C) calisilarak, galismanin ilerleyen bolumlerinde uygulanacak PZR yontemi

degerlerinin bulunmasi hedeflenmistir.

ik olarak 0.2 pL’lik PZR tiipl icerisinde, belirli miktardaki hedef DNA ve ultra saf
su ile birlikte, hazir halde ticari olarak satilan 10 mM’lik PZR nikleotid karigiminin
son konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde, 20 pmol/pL olarak hazirlanan ileri ve
geri primerlerin son konsantrasyonlari 0.4 uM olacak sekilde, hazir halde ticari
olarak satilan 20mM MgCl; icerikli 10X PZR tamponunun (Roche, Almanya) son
konsantrasyonu 4 mM olacak sekilde, hazir halde ticari olarak satilan 5 U/uL’lik
FastStart Taq DNA polimeraz enzim ¢dzeltisinin son konsantrasyonu 0.04 U/uL
olacak sekilde, toplam 25 uL’ lik PZR amplifikasyon karisimi hazirlanmis ve

kullaniimistir.
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Cizelge 3.1. PZR amplifikasyon karisimi bilesenleri ve karisim igerisindeki miktar
ve son konsantrasyonlari

PZR PZR amplifikasyon
Bilesen amplifikasyon karigimi igindeki
karigimi igindeki | son konsantrasyon
miktar (pL)
10 mM’lik PZR nukleotid karigimi 0.5 200 yM
20 mM MgCl,igerikli 10 X PCR 5 4.0 mM
Buffer
ileri primer (20 pmol/uL) 0.5 0.40 uM
Geri primer (20 pmol/uL) 0.5 0.40 uM
5 U/ uL’ lik Tag DNA polimeraz 0.2 0.04 uM
enzim g¢ozeltisi
Hedef DNA 3 -
Ultra saf su 15,3 -
Toplam hacim (pL) 25.0

Cizelge 3.2. PZR dongusindeki parametlerin optimizasyonunda kullanilan
degerler

Sicaklik (°C) Sure (saniye) Dongu sayisi
(adet)
Baslangig 95 300 1
denatlurasyonu
Denaturasyon 95 30
Baglanma 50,55,58,60 30 35
Uzama 72 60
Son uzama 72 420 1
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Her primer gifti igcin PZR tipunde hazirlanan PZR amplifikasyon karigimina,
yukarda gosterilen 4 farkli baglanma sicakhgr Uzerinden PZR yontemi
uygulanmigtir. Agaroz jel elektroforez ve ardindan goéruntltleme islemi sonrasinda
optimum kosullarin nuc-F166 ve nuc-R565 primer cifti ile 50°C baglanma

sicakhginda yuarutulen PZR yontemi oldugu belirlenmisgtir.
3.2.6. Agaroz jel goriintiileme islemi

Parametrelerinin optimizasyonu ile drneklere PZR iglemi uygulanmig ve ¢ogaltilan
hedef DNA'larin gdsterilmesi amaci ile agaroz jel elektroforez islemi uygulanmistir.
Bu islem esnasinda, % 1.5’lik agaroz jeli (w/v) kullaniimigtir. Bu jelin icerigi ve

hazirlanis sekli, EK 6 bolimunde verilmistir.

Agaroz jel elektroforez isleminde ilk olarak; tabla tGzerinde olusturulan agaroz jel,
uygun ebatlardaki yatay elektroforez tankina yerlestiriimis ve tank icerisine jelin
uzerini kapatacak miktarda, TBE tamponu (1X) ilave edilmigtir. Diger taraftan, PZR
yontemi ile gogaltilan hedef DNA’lardan (amplikonlar) 10’ar yL alinarak 2’ser pL’lik
6X boya c¢ozeltisi ile kanstinlmistir. Jeldeki ilk kuyucuga Fermentas markall
(Litvanya) 100 b¢’lik GeneRuler DNA ladder plus/ready-to-use) molekil agirhkh
belirte¢ yuklenirken, diger kuyucuklara boyanarak hazir hale getirilmis amplikonlar
yuklenmis ve 90 volt sabit akimda yaklasik 1-1.5 saat boyunca yurGtme iglemi

gerceklestiriimistir.

Calismanin PZR optimizasyonu sirasinda saf kultir ile calisildigindan, pozitif
kontrole (PK) gerek duyulmamis ancak negatif kontrol (NK) olarak hedef DNA
icermeyen PZR amplifikasyon karisiminin PZR Grand kullaniimistir. Dogrulama
amacgl PZR yoénteminin kullanildiyi asamalarda ise pozitif kontrol olarak saf
kiltarden izole edilen hedef DNA ile hazirlanan PZR karisiminin PZR yéntemi ile

cogaltilan amplikonlari kullanilmistir.
3.2.7. Jel goriintuleme iglemi

Agaroz jel elektroforez islemi sonunda c¢ogaltilan hedef DNA’nin goOsterilmesi
amaciyla jel 302 nm dalgaboyunda UV isik altinda molekuler agirlik belirteci ile

kargilastirilarak goéruntilemeye alinmis ve S. aureus bakterisine ait nuc gen
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bolgesi igin 400 b¢'lik uzunluga karsilik gelen DNA fragman bantlar aranarak,

amplikonlar degerlendirilmistir.
3.3. istatistiksel Analizler

Calisma boyunca elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi amaci
ile, SPSS 11.5 paket programindan yararlaniimigtir. Calismadaki karsilagtirmalar,
SPSS 11.5 paket programi yardimi ile “T testi, Mann-Whitney, tek yonli ANOVA
ve Kruskal-Wallis Testleri” kullanilarak yapilmistir. Calisma sonuglari, p<0.01

oldugu durumlarda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

L. brevis ile yapilan calismada peynir siitiine, érnek grubu icin 1.8X10° EMS/mL
diizeyinde S. aureus ATCC 6538 ve 6.5X10" EMS/mL diizeyinde L. brevis BG18
inokiile edilirken, kontrol grubu igin sadece 1.8X10° EMS/mL diizeyinde S. aureus
inokule edilmistir. Peynir Uretim asamasinda ve 3 ay suren depolama suresince
belirli araliklarla 6rnek alimi gerceklestirilmistir. Ornek alim noktalari Cizelge 4.1’de

gOsterilmigtir.

Cizelge 4.1. Ornek alim noktalari (L. brevis)

Ornek )

Alim Yeri Orlefkgm sY|e” t (saat)

Numarasi
1 Pastorizasyon Sonrasi 0
) Pihti Kesimi 2
3 Kalip Kesimi 6
4 On Salamura Cikisi 22
5 Depolama Baslangici 24
6 Depolama 3. Gln 72
v Depolama 27. Gln 648
8 Depolama 48. Gun 1140
9 Depolama 67. Gln 1608
10 Depolama 80. Gin 1920
11 Depolama 90. Gin 2160

Alinan érneklerden yapilan kultirel ekim sonuglarinin sayisal degerleri icin Ek 8’
de verilen EMS tablosundan vyararlaniimistir. Calisma iki tekerrirli
gerceklestiginden kontrol ve ornek grubuna ait verilen sonuglar her iki tekerrirde

EMS tablosundan elde edilen verilerin ortalamasini gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Kontrol Grubuna Ait S. aureus Sayim Sonuglari

Ornek

Alim Yeri t (saat) Sa(yElmss/cr)nnLu)cu log (EMS/mL)

Numarasi
1 0 1.79X10° 6.252
5 2 3.81X10° 5.581
3 6 4.03X10° 6.605
4 22 8.16X10° 6.912
5 24 9.00X10° 6.954
5 72 3.11X10° 6.492
y 648 2.50X10° 6.397
8 1140 5.98X10° 6.777
9 1608 2.85X10° 6.454
10 1920 2.59X10° 6.413
11 2160 3.82X10° 6.582
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Cizelge 4.3. Ornek Grubuna Ait S. aureus Sayim Sonuclari

Ornek

Alim Yeri t (saat) Sa(yElmss/cr)nnLu)cu log (EMS/mL)

Numarasi
1 0 1.79X10° 6.252
5 2 2.20X10° 6.342
3 6 1.03X10’ 7.015
4 22 7.10X10° 5.851
5 24 2.65X10° 6.423
5 72 1.06X10° 6.023
y 648 3.65X10° 5.562
8 1140 9.00X10° 5.954
9 1608 7.90X10° 5.898
10 1920 2.14X10° 6.329
11 2160 5.50X10° 5.740
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Kalturel ekimlerin  sonucunda bulaniklik gorilen tuplerden bazilarinda
dogrulamaya gidilmistir. Bu amacla 400 b¢’lik nuc primer cifti ile gerceklestirilen

PZR yéntemi sonucunda Sekil 4.1’deki gortnti elde edilmigtir.

400 M: Marker

PK: Pozitif
Kontrol

NK: Negatif
Kontrol

Sekil 4.1. S. aureus’a ait PZR goéruntusu
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EMS tablosundan elde edilen verilerle L. brevisin S. aureus’a antimikrobiyel

etkisini incelemek amaciyla, kontrol ve érnek grubu verileri bir grafikte toplanmigtir.

8
! lr‘.k .
6 - /-'Q‘——.\:;ﬁ%
Es > l
)]
E 4 —e—log EMS/mL kontrol
3
&8s —=—log EMS/mL 6rnek
1
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t (saat)

Sekil 4.2. L. brevis’in S. aureus’a etkisi, t (saat) — log (EMS/mL)

Baslangic S. aureus sayisi 1.8X10° EMS/mL iken peynir {retim asamasinin 2.
saatinde bu deger kontrol grubunda 3.8X10° EMS/mL, 6rnek grubunda ise
2.2X10° EMS/mL diizeyindedir. 6. saatteki verilere gore patojen sayisi kontrol
grubunda 4.0 x10° EMS/mL, érnek grubunda ise 1.0X0" EMS/mL diizeyindedir. 24
saatin sonunda bu degerler kontrol ve drnek grubunda sirasiyla 9X10° EMS/mLve
2.7X10° EMS/mL olup sonuglar baslangic degerleriyle kiyaslandiginda peynir
uretimi slresince L. brevis'in antimikrobiyel etki gostermedigi gorulmektedir.
Depolamanin 27. giiniinde, kontrol grubuna ait deger 2.5X10° EMS/mL, 6rnek
grubuna ait deger ise 3.7X10° EMS/mL olarak saptanmistir. Depolamanin 90.
guninde vyapilan sayim sonuglarina goére, kontrol grubundaki patojen sayisi
3.8X10° EMS/mL, 6rnek grubunda ise 5.5X10° EMS/mL diizeyindedir.

Depolama baslangicindan sonuna kadar kontrol grup ile érnek grup arasinda her
bir 6rnek alim noktasindan elde edilen veriler gerek T testi gerekse Mann-Whitney
testi kullanilarak incelendiginde, istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu
gOrulmustir (p< 0,01). Bu calisma ile, L. brevis BG18 bakterisinin Beyaz peynirde
S. aureus ATCC6538 bakterisine kargi antimikrobiyel etkiye sahip oldugu ortaya

koyulmusgtur.

45



P. pentosaceus ile yapilan calismada peynir siitiine, érnek grubu icin 8.95X10°

EMS/mL diizeyinde S. aureus ve 7.3X10° EMS/mL diizeyinde P. pentosaceus

inokiile edilirken, kontrol grubu icin sadece 8.95X10° EMS/mL diizeyinde S.

aureus inokule edilmistir. Peynir GUretim asamasinda ve 3 ay suren depolama

suresince belirli araliklarla 6rnek alimi gergeklestirilmigtir. Ornek alim noktalar

Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Ornek alim noktalari (P. pentosaceus)

Ornek )

Alim Yeri OrRzll(kf;I::g sY|e” t (saat)

Numarasi
1 Pastérizasyon Sonrasi 0
) Pihti Kesimi 2
3 Kalip Kesimi 6
4 On Salamura Cikisi 22
5 Depolama Baslangici 24
6 Depolama 19. Gun 444
v Depolama 40. Gln 948
8 Depolama 50. Gin 1200
9 Depolama 68. Glin 1632
10 Depolama 79. Gln 1884
11 Depolama 90. Gun 2160
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Cizelge 4.5 ve 4.6. her iki tekerrirde kontrol ve 6rnek grubuna ait sonuglarin EMS

tablosundan elde edilen verilerin ortalamasini gostermektedir.

Cizelge 4.5. Kontrol Grubuna Ait S. aureus Sayim Sonuglari

Ornek

Alim Yeri t (saat) Sa(;llzlrl\r/}ss/?nnl_u)cu log (EMS/mL)

Numarasi
1 0 8.95X10° 5.952
5 2 2.80 X10° 5.447
3 6 1.76 X10° 6.245
4 22 8.27 X10° 6.918
5 24 3.77 X10° 6.577
5 444 2.44 X10° 5.387
y 948 4.61 X10° 6.664
8 1200 1.16 X10° 6.064
9 1632 1.80 X10° 6.257
10 1884 5.15 X10° 5.712
11 2160 4.90 X10* 4.690
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Cizelge 4.6. Ornek Grubuna Ait S. aureus Sayim Sonuclari

Ornek
. t (saat) Sayim sonucu log (EMS/mL)

Alim Yeri (EMS/mL)

Numarasi
1 0 8.95 X10° 5.952
5 2 1.07X10° 5.031
3 6 8.02X10° 6.904
4 22 2.78X10° 6.444
5 24 1.47X10° 6.169
5 444 2.66X10° 5.424
y 948 2.75X10° 6.439
8 1200 2.66X10° 5.424
9 1632 2.85X10° 5.454
10 1884 1.25X10° 5.095
11 2160 2.30X10% 4.361
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Sekil 4.3. P. pentosaceus’'un S. aureus’a etkisi, t (saat) — log (EMS/mL)

Baslangic S. aureus sayisi 8.9X10°> EMS/mL iken peynir Uretim asamasinin 2.
saatinde bu deger kontrol grubunda 2.8X10° EMS/mL, érnek grubunda ise 1.1X10°
EMS/mL dizeyindedir. 6. saatteki verilere gore patojen sayisi kontrol gubunda
1.8X10° EMS/mL, érnek grubunda ise 8.0X10° EMS/mL diizeyindedir. 24 saatin
sonunda bu degerler kontrol ve érnek grubunda sirasiyla 3.8X10° EMS/mL ve
1.5X10° EMS/mL olup sonuglar baslangic degerleriyle kiyaslandiginda peynir
uretimi suresince laktik asit bakterisinin patojene karsi bir etki gostermedigi
gorilmektedir. Depolamanin 50. giiniinde, kontrol grubuna ait deger 1.2X10°
EMS/mL, érnek grubuna ait deger ise 2.7X10° EMS/mL olarak saptanmistir.
Depolamanin sonlanmasiyla 90. gunde yapilan sayim sonuglarina gore, kontrol
grubundaki patojen miktari 4.9X10* EMS/mL, érnek grubunda ise 2.3X10*
EMS/mL dizeyindedir.

Depolama baglangicindan sonuna kadar kontrol grup ile 6rnek grup arasinda her
bir 6rnek alim noktasindan elde edilen veriler gerek T testi gerekse Mann-Whitney
testi kullanilarak incelendiginde, P. pentosaceus BH105 laktik asit bakterisinin
Beyaz peynirdeki S. aureus ATCC 6538 patojen bakterisi Uzerindeki etkisi
acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark goérulmemigtir (p>0,01). P.
pentosaceus BH105 bakterisinin S. aureus ATCC 6538 bakterisine Kkarsi
antimikrobiyel etki gosterememesinin nedeni olarak Beyaz peynirin matriks yapisi,
yuksek tuz icerikli salamura gibi ortam faktorleri gosterilebilir. YUksek tuz oraninin

(%14), laktik asit bakterisinin bakteriyosin Uretimini baskiladigi dusunulebilir.
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Bunun yani sira bakterinin bakteriyosin Uretebildigi varsayilarak, peynirin matriks
yapisi nedeniyle bu bakteriyosinin patojenle etkilesiminin engellendigi

dusunulebilir.

Uymaz vd. (2009) P. pentosaceus BH105 bakterisinin probiyotik ozelliklerini
belirlemek igin yaptiklari ¢galismada, bakterinin bazi bakterilere karsi antimikrobiyel
etkisini de incelemislerdir. “Agar overlay” ve “well diffusion” yontemleri kullanilarak,
bakterinin olusturdugu zon c¢apina gore etkinligi tespit edilmistir. Agar overlay
yontemiyle, P. pentosaceus BH105, genis inhibitor etki gostermigtir. S. aureus
ATCC 6538 bakterisine karsi agar overlay yontemiyle >11 mm c¢apinda zon

olusturan bakteri, well diffusion yontemiyle bu bakteriye kargi zon olusturmamistir.

Pediococcus turt Gzerine yaptiklari arastirmalarda, Caldwell et al., (1996) bu
bakterinin laktozu fermente etme Ozelliklerinin ¢ok gucli olmadigini ve sutteki
proteolitik aktivitelerinin yetersiz oldugunu gdstererek, sut ve sut UrUnlerinde bu

bakteri turtnidn kullanimini 6nermemektedirler.

Pediococcus turu bakteriler genellikle fermente et Urlnlerinde starter olarak
kullaniimaktadir. Bu sebeple, literatirde bu bakterinin antimikrobiyel etkilerini

belirlemek igin daha ¢ok et 6rnekleriyle yapilan galismalar mevcuttur.

Kaban ve Kaya (2006) iki farkh starter kaltlr kullanarak fermente ettikleri sucuk
orneklerinde S. aureus bakterisinin varhgini incelemislerdir. P. acidilactici, L.
curvatus ve S. xylosus bakterilerini icerirken starter A kualtirG ile L. sakei, S.
carnosus bakterilerini iceren starter B kiltiri 10’ kob/g olacak sekilde sucuk
hamuruna eklenmistir. 10° kob/g S. aureus bakterisi ile kontamine ederek yapilan
sucuk oOrneklerinde olgunlasma suresi boyunca belirli araliklarla pH ve bakteri
sayimi gergeklestirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, starter kullanilan iki grupta da
daha fazla miktarda asit olusumu goézlenmis ve daha dusik pH degerine
ulasilmistir. Kontrol grupta, 3. gunde S. aureus sayisinda artig gorultp ilerleyen
gunlerde bu say! korunurken, 14 gunluk olgunlagma suresince starter A ve starter

B kulturlerini igeren érneklerde patojen sayisinda surekli bir azalma goraimustar.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisini, Gretilen organik asitlere bagli olarak

gida ortamindaki pH dususune dayandiran birgok ¢alisma mevcuttur.
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Sakhare and Rao (2003) yaptiklari galismada, et érneklerinde L. plantarum (%60),
L. casei (%20) ve L. lactis (%20) bakterilerinin birlikte kullaniminin, S. aureus, E.
coli ve Salmonella Typhimurium bakterilerine kargi etkisini incelemiglerdir.
Belirtilen oranlardaki laktik asit bakterilerinin toplam sayisi 10’ adet/g, patojen
mikroroganizmalar ayri ayri 10° adet/ g olacak sekilde pH’si 5.5 olan et drneklerine
ilave edilmig ve belirli periyotlarla pH dlgumleri ve bakteri sayimi yapilmigtir. Laktik
asit bakterilerin etkisiyle 24 saat icinde pH 4.0- ve 4.2 seviyelerine ulasiimig, buna
bagh olarak S. aureus ve koliform bakterilerin sayilarinin tespit edilemeyecek
seviyelere kadar dustugu belirtiimistir. Bu calisma ile laktik asit bakterilerinin

birlikte kullanildiklarinda etkinliklerinin arttigi vurgulamislardir.

Sameshima et al. (1998) fermente et Grund olan sosiste, starter kultlr olarak insan
bagirsagindan izole ettikleri Lactobacillus suglarinin (L. paracasei, L. rhamnosus
ve L. acidophilus) S. aureus gelisimine ve enterotoksin olusumuna etkisini
arastirmiglardir. 20 ve 35°C’de gergeklestiriien fermantasyon sonucunda pH
Olcimu, bakteri sayimi ve enterotoksin tespiti yapilmistir. Sosis hamuruna yaklasik
10* kob/g S. aureus bakterisi ve 10’ kob/g starter (kontrol grubu harig) inokiile
edilmistir.  Her iki sicaklikta gerceklesen fermantasyon sonucunda kontrol
grubunda enterotoksine rastlaniimigken, bagirsaktan izole edilen 3 sustan L.
paracasei ve L. rhamnosus, fermente sosis Uretiminde ticari olarak kullanilan L.
sake starter kulturG ile benzer etki gostermistir. Asit Uretimine bagli olarak pH
dismdas, S. aureus gelisimi ve enterotoksin olusumu engellenmistir. L. acidophilus
kaltart ile yapilan orneklerde asitlik gok fazla gelismemis buna bagh olarak S.
aureus gelisimi ve enterotoksin olusumu baskilanamamistir. Bu ¢alisma ile sosis

fermantasyonunda iki yeni susun ticari olarak kullanilabilirligi ortaya koyulmustur.

Charlier et al. (2008) yaptiklari ¢alismada, st 6rneginde L. lactis suslarinin S.
aureus bakterisine olan etkisini incelemislerdir. 25 bakteri susu, sutte gelisebilme
ozelliklerine goére (ic gruba ayrilmistir. Grup |, siitte 10° kob/mL kadar gelisip, pH
yaklasik 4.0’e kadar asitlik olustururken, Grup 1l ve Ill, 10% kob/mL civarlarinda
gelisme gdstermis, daha az asit Gretmistir (pH yaklasik 6.0). Siite 10% kob/mL S.
aureus bakterisi inokule edilmig, belirli saat araliklarinda 6rnek alinarak sayim
sonucuna bakilmigtir. Laktik asit bakterilerinin inhibisyon etkileri, Grup | > Grup Il >
Grup Il seklinde olsa da her 3 grup Uyeleri de kontrole gore patojen sayisinda

azalma saglamistir. Bu ¢alisma ile dusuk asitlik olusturan L. lactis suslarinin bile
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10% kob/mL S. aureus igeren ¢i§ siitten yapilan yumusak peynirlerde inhibisyonu

saglayabilecegi kanitlanmigtir.

Radovanovic and Katic (2009) peynir orneklerinden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinden L. lactis subsp. lactis ve L. plantarum’un sutte S. aureus gelisimine
etkisini incelemiglerdir. Bu amagla, 9 mL sutte % 1 oraninda yalnizca S. aureus
(10° kob/mL), L. lactis subsp. lactis (10° kob/mL), L. plantarum (10° kob/mL)
bakterileri ve % 1 S. aureus + % 1 L. lactis + %1 L. plantarum bakterilerini iceren 4
ornek grubu olusturulmustur. 24 saatlik inkilbasyon boyunca alinan 6rneklerde
bakteri sayimi ve pH olguimu yapilmistir. S. aureus ve L. plantarum igeren ki
ornekte pH diususu ¢ok fazla gézlenmezken, L. lactis subsp. lactis ve karisik kultar
ortaminda daha disik pH degeri elde edilmistir. inkiibasyon sonunda, karisik
kiultarde asitlige bagh olarak S. aureus sayisinda tekli kilttre kiyasla 2 log birimlik

azalma gorulmastar.

Laktik asit bakterileri  tarafindan  Uretilen  bakteriyosinlerin  patojen

mikroorganizmalara kargi etkisini inceleyen ¢aligmalar da vardir.

Ananou et al. (2005) yaptiklari ¢calismada, sosis 6rneginde Enterococcus faecalis
bakterisi tarafindan Uretilen AS-48 bakteriyosininin S. aureus bakterisine karsi
etkisini incelemislerdir. Calismanin ilk kisminda, AS-48 bakteriyosininin etkinligini
belirlemek amaciyla, 10° kob/g S. aureus bakterisini iceren 3 grup olusturulmustur
(AS-48 icermeyen kontrol grup; 30 ug/g AS-48 ve 40 ug/g AS-48 igeren gruplar).
40 ug/g AS-48 ilave edilen grupta, S. aureus sayisinda 5.31 log birimlik azalma
gorulurken, 30 ug/g AS-48 ilave edilen grupta 2 log birimlik disus tespit edilmigtir.
Calismanin ikinci bolumunde ise bakteriyosin Ureten ve uUretmeyen E. faecalis
suslarinin etkinligi incelenmistir. Bu amagla bir kontrol grubu, bakteriyosin
uretmeyen E. faecalis susunu igeren Ornek grubu ve bakteriyosin Ureten E.
faecalis susunu igren drnek grubu olmak Uzere, 10° kob/g S. aureus bakterisi
iceren gruplar hazirlanmigtir. Tum o6rneklerde asitlik gelismis ve pH dususu
g6zlenmistir. Kontrol ve bakteriyosin Uretmeyen susu igeren grupta S. aureus
sayisinda artis gozlenirken, bakteriyosin Ureten susu igeren grupta sayi sabit

kalmistir.

Nunez et al. (1997), Manchego peyniri Uretiminde enterosin 4 Ureten E. faecalis

INIA 4 kullanimi ile L. monocytogenes bakterisinin inhibisyonunu incelemiglerdir.
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Calismada L. monocytogenes Ohio ve Scott A suslari ile ayri ayri peynir Uretimi
gerceklestiriimistir. Cig sute 10° kob/mL patojen mikroroganizma inokule edildikten
sonra sadece % 1 ticari starter kalturt, % 1 bakteriyosin Ureten E. faecalis INIA 4
kalturd, % 1 hem ticari hem de bakteriyosin Ureten kulturler ilave edilmis ve peynir
uretimi gergeklestirilmistir. 60 gunlik olgunlasma suresi boyunca pH o6lguma,
bakteri sayimi ve enterosin tespiti yapilmigtir. L. monocytogenes Ohio bakterisi
icin yapilan galismada, kontrol grubu hari¢ her iki grupta da bakteri sayisinda, 8
saat icinde 3 log birimlik, 7 gun icinde ise 6 log birimlik azalma gorulmustar. L.
monocytogenes Scott A bakterisi ile yapilan peynir érneklerinde enterosin 4
etkinligi gozlenememistir. Hem kontrol hem de % 1 bakteriyosin Ureten kulturle
yapilan orneklerde 60 gunin sonunda bakteri sayisinda herhangi bir azalma
gorulmezken, % 1 starter + % 1 bakteriyosin Ureten kultir iceren 6rneklerde ise
bakteri sayisinda, 7 saat i¢cinde 1 log birimlik, 60 gunun sonunda ise 2 log birimlik
azalma gorulmustar. Enterocin 4 Uretimi ise her iki ¢alismada da ayni sekilde
gerceklesmis ve % 1 bakteriyosin Ureten kulttrle yapilan 6rneklerde, her iki kulttrG
de iceren orneklere gore ¢ok daha fazla sayida enterosin 4 tespit edilmistir. Bunun
sebebinin ise, starter kdlturin varhgr ile besin 06geleri i¢in yarig ortaminin

yaratiimasi ve asitligin arttirilmasi olarak gosterilmistir.

Munoz et al. (2007) yaptiklari ¢calismada yagsiz sltte ve taze peynirde S. aureus
lizerine enterosin AS-48 etkisini incelemislerdir. ilk olarak siitte enterosin AS-48’in
etkisini belirlemek igin 10-50 ug/mL oranlarinda bakteriyosini 10° cfu/mL S. aureus
iceren sut ornegine ekleyip inkibasyon suresince belirli periyotlarda bakteri sayimi
gerceklestiriimis ve bunun sonucunda artan bakteriyosin konsantrasyonu ile
bakteri sayisinin azaldigi yani bakteriyosin etkinliginin arttigi goralmustur. 50
Mg/mL bakteriyosinle yapilan ¢alismada bile 8 saatin sonunda patojen sayisi artis
gOstermigtir. Sutte bakteriyosin Ureten E. faecalis A-48-32 bakterisinin S. aureus
bakterisine kars! etkisini belirlemek icin, enterokok/stafilokok orani 100/1, 1/1 ve
1/100 olan 3 tur 6rnek grubunda bakteri sayimi ve agar well difuzyon yontemiyle
bakteriyosin etkisine bakilmistir.  1/100 oranindaki 6érnek grubunda daha az
olmakla birlikte cok fazla miktarda bakteriyosin Uretildigi ve S. aureus sayisinin
kontrol altina alindigi yapilan ¢alisma sonucunda gorUlmastir. Ayni islemler
bakteriyosin veya bakteriyosin Ureten kuiltir sut ortamina eklenmeden oOnce

yapilan sicaklik uygulamasiyla (65°C’de 5 dk) birlikte tekrarlandiginda, direkt
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bakteriyosin eklenen orneklerde 2 saat icinde, kultir eklenen orneklerde 2 gun

icinde patojen sayisinin tespit edilemeyecek seviyenin altina dustugu goralmustur.

E. faecalis A-48-32 veya E. faecium UJA32-8 (10° kob/mL) ile yapilan peynir
orneklerinde olgunlagsma suresince S. aureus bakterisinin nasil etkilendigini
inceleyen aragtirmacilar, her iki kulturle yapilan ornekte kontrol grubuna gore
patojen sayisinda ilk gin belirgin bir azalma oldugunu ve sayinin 30 giin boyunca

bu seviyede kaldigini tespit etmiglerdir.

Laukova and Czikkova (1999) enterosin CCM 4231 kullanimi ile soya sutlinde L.
monocytogenes ve S. aureus gelisiminin nasil etkilendigini incelemiglerdir. L.
monocytogenes Ohio susunu 24 saat igerisinde inhibe eden enterosin CCM 4231,
S. aureus bakterisini tam olarak inhibe edememis ancak yine de 24 saat sonunda

kontrol grupla érnek grubu arasindaki fark 3.55 log birim olarak bulunmustur.

Guessas et al. (2007) kegi ve koyun sutinden ekstrakte ettikleri birgok laktik asit
bakterisinin S. aureus bakterine karsi etkisini incelemislerdir. St 6rneklerinde
ekstrakte edilen 96 susun S. aureus bakterisine kargi antagonistik etkiye sahipken
bu etkinin ¢cogu zaman organik asit olusumuna bagli pHdaki distise dayandidi
belirtiimektedir. Laktik asit bakterilerinden yalnizca 2 tanesi; L. lactis subsp. lactis
biovar diacelylactis (Lc8) ve L. lactis subsp. lactis (Lc7) antimikrobiyel madde ile
antagonistik etki gostermistir. Bu iki bakteriden o6zellikle Lc8'in etkinligi oldukga
yuksektir. Bu bakterinin, 1siya dayanikli, protein yapisinda, bakteriyosin diye kabul
edilen bir madde ile inhibisyonu sagladigi yapilan testlerle ortaya koyulmustur. Bu
bakteriyosin, sutte S. aureus sayisini 48 saatlik inkUbasyon sonunda tespit
edilemeyecek seviyeye dusurmustir. Bu calisma ile Lc8 susunun S. aureus
bakterisine olan antagonistik etkisi gosterilmig, peynir Uretiminde kullanilabilir bir

sus ortaya konulmustur.

Muthukumarasamy and Holley (2007) sosis Uretiminde genis spektrumlu bir
antimikrobiyel olan reuterin maddesini Ureten L. reuteri bakterisi ile yine probiyotik
Ozellikteki Bifidobacterium longum bakterilerini kullanmistir. Sosis hamuruna
starter kdlturin yani sira, 7.4 log kob/g E. coli O157:H7, mikro kapsul igerisinde
veya serbest halde L. reuteri ve/veya B. longum bakterileri inokule edilmistir.
Reuterin Ureten L. reuteri bakterisinin tek basina veya B. longum ile birlikte

kullanildigi sosis orneklerinde E. coli O157:H7 sayisinda 3 log kob/g azalma
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oldugu gorulurken, B. longum tek basina 1.9 log kob/g azalma saglayabilmistir.
Mikrokapsul uygulamasi, L. reuteri ve B. longum bakterilerinin peynirde daha uzun
sure kalmalarini sagladiysa da E. coli O157:H7 bakterisine karsi inhibitor etkilerini

azaltmistir.

Bakteriyosin ve diger antimikrobiyel maddelerin birlikte kullaniimasiyla olugacak
etkiyi inceleyen cgalismalar da mevcuttur. Arques et al. (2011) sutte reuterin ve
bakteriyosinlerin (nisin, laktisin 481, enterosin | ve enterosin AS-48) ayri ayri ve
birlikte kullaniminin L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, Salmonella enterica,
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila Uzerine
etkisini incelemislerdir. Reuterinin nisin, laktisin 481 ve enterosin AS-48 ile birlikte
kullaniminin L. monocytogenes bakterisine guclu sinerjetik etkili oldugu
gOrulmustar. S. aureus bakterisine kargi reuterin etkisini yalnizca nisin arttirmistir.

Diger patojenlere kargi reuterin etkisini higbir bakteriyosin arttiramamisgtir.

Buyong et al. (1998) pediyosin PA-1 (Pediococcus tarafindan Uretilen bakteriosin)
kodlayan pMC117 iceren L. lactis subsp. lactis MM217 starter kalturu ile yapilan
Cheddar peynirinde L. monocytogenes bakterisinin varligini incelemislerdir. Bu
amagcla, peynir yapilacak siit 2 gruba ayrilmis ve ilk gruba 10°® kob/mL L.
monocytogenes bakterisi ve 10° kob/mL genetik olarak pediyosin iretebilme
Ozelligi kazandiriimis olan L. lactis subsp. lactis MM217 eklenirken, ikinci gruba
10° kob/mL L. monocytogenes ve 10° kob/mL pediyosin tiretmeyen L. lactis subsp.
lactis MM210 inokule edilmistir. 8°C’de 6 ay boyunca olgunlasma birakilan peynir
orneklerinde, bakteri sayimi ve pediyosin tespiti yapilmistir. Kontrol grubunda, L.
monocytogenes sayisi 2 hafta icinde 10" kob/g yiikselirken, 6 ay sonunda 103
kob/g olarak bulunmustur. MM217 susu ile yapilan peynir grubunda ise, pediyosin
aktivitesi ile L. monocytogenes sayisinin 1 hafta sonunda 10 kob/g, 3 ay sonunda
ise 10 kob/g oldugu belirtilmistir. Ayrica kontrol grubunda pediyosin aktivitesi
belirlenemezken, érnek grubu peynirlerinde pediyosin miktarinin zaman gectikge
azaldigr gorulmustar. Her iki peynir grubuna ait pH degeri, nem, NaCl ve yag
miktarinin birbirine yakin degerlerde olmasi, pMC117 varhdinin, MM217 susunun
peynir yapimindaki etkinligini degistirmedigini ortaya koymaktadir. Bu galisma ile
pediyosin ureten suslarin peynir yapiminda kullanimi ile L. monocytogenes

patojeninin gelisiminin engellenebilecegi ortaya koyulmustur.
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Arques et al. (2005) ¢ig sutten yapilan peynir 6érneginde S. aureus bakterisine
karsi bakteriyosin Ureten laktik asit bakterilerinin ve yuksek basing uygulamasinin
(2 veya 50. glinde 300 MPa (10°C, 10 dk) veya 500 MPa (10°C, 5 dk) )ayri ayri ve
birlikte etkisini incelemiglerdir. Bu amagla ¢ig sute, 5 log kob/mL S. aureus
bakterisi, starter kultir inokule edilmigtir. Kontrol grubu disindaki 7 gruba farkli
bakteriyosin Ureten laktik asit bakterileri % 0.1 kadar ilave edilmistir.
Olgunlagsmanin 3. guninde kontrol grubundaki S. aureus sayisi 6.46 log kob/g
seviyesine ulasirken, laktik asit bakterilerini iceren diger orneklerde bu sayi 0.46
log kob/g kadar dusuriimustiur. Kontrol gruba gére 300 MPa basing uygulamasiyla
2 gunun sonunda S. aureus sayisi 0.45 log kob/g, 500 MPa uygulamasiyla da 2.43
log kob/g kadar dusurtlmuastir. Hem bakteriyosin Ureten bakterileri iceren hem de
2. gunde basing uygulamasi yapilan drneklerde, olgunlagsmanin 3. gununde alinan
sonuglara gore patojen sayisi, 300 MPa basin¢ uygulamasina tabii tutulan grupta
1.02 log kob/g, 500 MPa basin¢ uygulanan 6rnek grubunda 4.00 log kob/g kadar
azaltilmistir. Bu calisma ile dUsuk basingla gercgeklegtirilecek yuksek basing
uygulamasi ile bakteriyosin ureten laktik asit bakterilerinin birlikte kullaniminin hem
guvenilir hem de tukstir ozellikleri bozulmamis Kkaliteli peynir Uretiminde

kullanilabilecegi ortaya koyulmustur.

Rodriguez et al. (2005) bakteriyosin Ureten laktik asit bakterilerinin, L.
monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 Uzerine etkisini peynir ortaminda
incelemiglerdir. Peynir yapilacak olan stte ¢ patojenden de 6 log kob/mL kadar
inokule edilmistir. Starter kaltGrin yani sira kontrol grubu disindaki 5 gruba %1
oraninda P. acidilactici 347 (Ped+), L. lactis ESI 153, L. lactis ESI 515 (Nis+), L.
lactis CL1 (Ped+) ve L. lactis CL2 (Nis+, Ped +) bakterileri eklenmistir. 30 gln
suren olgunlasma suresince, belirli araliklarla alinan 6rnek gruplarinda, patojen
bakteri sayimi ve bakteriyosin tespiti yapiimistir. Kontrol grubunda 30 gundn
sonunda L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 sayim sonuclari
sirasiyla 5.30, 5.16 ve 4.14 log kob/ g olarak kaydedilmistir. Pediyosin Ureten L.
lactis CL1 ve L. lactis CL2 suglari kontrol gruba gore L. monoctogenes sayisini
2.97 ve 1.64 log, S. aureus sayisini 0.98 ve 0.40 log ve E. coli O157:H7 sayisini
0.84 ve 1.69 log birim kadar azalmistir. Nisin Ureten laktik asit bakterisi (L. lactis
ESI 515 (Nis+)), olgunlagsma suresince bakteriyosin aktivitesi gosterirken,

pediyosin aktivitesi gdsteren tek sus olarak L. lactis CL1 kaydedilmistir. Bu ¢alisma
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ile guclu antimikrobiyel aktiviteye sahip pediyosin PA-1 bakteriyosininin, sut
ortaminda iyi gelisme goOsteren laktik asit bakterileri tarafindan Uretilebiliyor

olmasiyla guvenilir peynir Uretiminde kullanilabilecegi ortaya koyulmustur.
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5. SONUG

Gida zehirlenmelerine neden olan bakteriler arasinda 6énemli bir yeri olan S.
aureus bakterisinin, sut ve peynir gibi sut Grunlerinden sik sik izole edildigi ve
salginlara neden oldugu bilinmektedir. Cig sutten yapilan peynirlerin bakteri ile

kontamine olmasi, gida kaynakli hastalik riskini daha da arttirmaktadir.

Peynirlerin mikrobiyolojik kalitesi ve guvenirliligi icin, hammadeden son urlne
kadar, saglkli Uretim saglanmali, Uretim hatti boyunca alinan &rneklerin
mikrobiyolojik durumu periyodik olarak degerlendiriimelidir. Bunun yani sira
uretilen peynirler, depolama ve dagitim asamalarinda urdnun kalitesini olumsuz
yonde etkileyecek kosullara maruz birakilmamaldir. Gelisen gida bilimi ve
teknolojisi g¢ergevesinde peynir dahil birgcok fermente Grandn mikrobiolojik
kalitesinin saglanmasinda probiyotik Ozellikteki laktik asit bakterilerinden

yararlanilabilecegini gosteren birgok ¢alisma mevcuttur.

Yapilan ¢alismalarda, kultir ortaminda belirli bir konsantrasyona kadar gelistirilen
laktik asit bakterileri ve test edilecek patojen mikroorganizma, uretilecek Grinin
hammaddesine ilave edilmekte, Uretim boyunca ve olgunlagsma suresince belirli
ornekler alinarak yapilan mikrobiyolojik sayim sonucunda probiyotiklerin patojenler
Uzerine etkisi belirlenmektedir. Bazi arastirmacilar yaptiklari testlerle bu etkiyi,
laktik asit bakterilerince Uretilen organik asit, hidrojen peroksit, karbon dioksit,
bakteriyosin, reuterin, diasetil gibi maddelere dayandirmaktadir. Bu c¢alismada,
Beyaz peynirlerde, L. brevis ve P. pentosaceus bakterilerinin S.aureus bakterisine
etkisi ayri ayri incelenmistir. Uretim boyunca ve 3 aylik olgunlasma suresince
periyodik olarak bakteri sayimi gergeklestiriimigtir. EMS yontemiyle yapilan S.

aureus sayiminin ardindan PZR yontemi kullanilmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular; L. brevis BG18'in S. aureus ATCC 6538
bakterisine kargi Beyaz peynir ortaminda istatistiksel olarak anlamli bir etkiye
sahipken, P. pentosaceus BH105 bakterisinin ¢ok fazla etkili olmadigini
g6stermektedir. Ankara Universitesi Biyoloji Blim{'nden temin edilen Tirkiye'ye
endemik bu suslarin, S. aureus’ a karsgi antimikrobiyel etkisi “agar overlay” ve “well
diffusion” yontemleriyle belirlenmistir. Kiltir ortaminda etkili olan P. pentosaceus

bakterisi peynir ortaminda ylUksek bir etki gosterememistir. Ancak bu arastirmada
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ayni zamanda dogrudan laktik asit bakterilerinin peynir ortamina ekilerek

yapilmasi ve kismen de olsa bir etki gdzlenmesi agisindan da énemlidir.

Yapilacak ileri calismalarla, farkli matriks yapida Uretilecek Beyaz peynirde, daha
disuk tuz konsantrasyonlu salamura kullanarak Turkiye’'ye endemik olan bu iki
susun patojene kargi antimikrobiyel etkisinin incelenmesi ve gida teknolojisinde

yerini almasi onerilmektedir.
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EK 1. GALISMADA KULLANILAN BESIYERLERI
Triptik Soy (TS) Broth-MERCK Cat No. 1.05459

Mikroorganizmalarin gelistiriimesinde kullaniimistir.

17 g/L kazein tamponu, 3 g/L soya peptonu, 2.5 g/L D(+) glukoz, 5 g/L NaCl ve 2.5
g/L KyPO, iceren hazir karisimdan 30 gram tartilarak, 1000 mL destile su
icerisinde ¢ozunduralur. Test tuplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda
121°C sicaklikta 15 dakika sure ile sterilize edilir. Besiyerini iceren tupler, 4°C
sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilmelidir
(Taban, 2007).

Triptik Soy (TS) Agar-MERCK Cat. No. 1.05458
Kulturel sayim amacli mikroorganizmalarin geligtiriimesinde kullaniimigtir.

15 g/L kazein tamponu, 5 g/L soya peptonu, 5 g/L NaCl ve 15 g/L agar iceren
hazir karisimdan 40 g tartilarak, 1000 mL destile su icerisinde ¢o6zundurallr.
Co6zinme igleminin verimini arttirmak i¢in su banyosunda bekletilir. Ardindan
besiyeri otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sure ile sterilize edilir. Sterilizasyon
sonrasl, steril petri kaplarina dokulen besiyeri katilagsmaya birakilir. Besiyerini
iceren petri kaplari, ters olarak, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim

oncesi yuzeyleri kurutulmalidir (Taban, 2007).
Baird Parker Agar (BPA)-MERCK Cat. No. 1.05406
Segici kati besiyerine ekim basamaginda kullaniimistir.

Hazir karisimdan 58 g tartilarak, 950 mL destile su igerisinde ¢ozundurulUr.
Cozunme isleminin verimini arttirmak icin su banyosunda bekletilir. Erlen veya
balon gibi cam kaplardaki besiyeri otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sure ile
sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, 50 mL steril egg-yolk tellurite emulsion ilave
edilir ve steril petri kaplarina dokulen besiyeri katilagmaya birakilir. Besiyerini
iceren petri kaplari, ters olarak, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim

oncesi yuzeyleri kurutulmahdir.
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MRS Broth- MERCK Cat. No. 1.10661
Mikroorganizmalarin gelistiriimesinde kullaniimigtir.

Hazir karigimdan 52.2 g tartilarak, 1000 mL destile su igerisinde ¢ozundurulur.
Test tuplerine gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika
sure ile sterilize edilir. Besiyerini igeren tupler, 4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir

ve kullanim dncesi oda sicakligina getirilmelidir.
MRS Agar- MERCK Cat. No. 1.10660
Segcici kati besiyerine inokulasyon basamaginda kullaniimistir.

Hazir karisimdan 68.2 g tartilarak, 1000 mL destile su igerisinde ¢oézundurular.
C6zinme isleminin verimini arttirmak icin su banyosunda bekletilir. Erlen veya
balon gibi cam kaplardaki besiyeri otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sure ile
sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi, uygun sicakliga (40°C) sogutulan besiyeri, 1
mL kadltdr inokulasyonu yapilmis steril petri kaplarina dokdlar ve katilasmaya

birakilir.
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EK 2. CALISMADA KULLANILAN SELEKTIVITE AJANLARI

Pirtivik asit-MERCK Cat. No. 1.06619

EMS basamaginda TSB besiyerine ilave edilip besiyerinin S. aureus bakterisine

karsi seciciligini arttirmak igin kullanilmistir.

1000 mL TS borth besiyerine hazirlik asamasinda 10 g piruvik asidin sodyum tuzu
(CsH3NaO3 ) (110.04 g/mol) tartilarak eklenmistir.

Egg yolk tellurit emulsiyonu % 20 - MERCK Cat. No. 1.03785

50 mL hacimde steril halde tlplerde olan bu Urln iyice karistirilir ve sterilize

edilmis 950 mL BP agar besiyerine ilave edilir.
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EK 3. CALISMADA KULLANILAN TAMPON VE GOZELTILER

Butterfield’s Phosphate (BFP)

Ardigik dilusyonlarin hazirlanmasinda ve peynir orneklerinin sulandiriimasinda
kullanilmistir. Stok ¢dzeltiden 1 mL alinarak distile su ile 1000 mL hacme

tamamlanarak kullaniimistir.

Stok ¢ozelti icin 3.4 g potasyum dihidrojen fosfat (68 g/L) tartilarak 50 mL destile
su icerisinde c¢ozunduarulir. 1 N NaOH c¢oézeltisinden yaklasik 17.5 mL ilave
edilerek pH 7.2 ‘ye ayarlanir. istenilen pH’ ya ulasinca toplam ¢ozelti 100 mL’ye
tamamlanir. Stok ¢ozelti otoklavda 121°C’de 15 dakika sure ile sterilize edilir ve

4°C sicaklikta muhafaza edilmelidir.
Lambda Tamponu
DNA izolasyonu ve saflastiriimasi basamaginda kullaniimistir.

5.8 g NaCl, 5 g MgS0,.7H,0, 50 mL 1 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH 7.5) tartilarak,
1000 mL destile su icerisinde ¢ozundurulur. Test tuplerine gerekli miktarlarda
dagitilarak, otoklavda 121°C sicaklikta 15 dakika sure ile sterilize edilir. Cozelti,
4°C sicakhkta muhafaza edilmelidir ve kullanim Oncesi oda sicaklhgina
getirilmelidir (Taban, 2007).

10 mM Tris-HCI Cozeltisi (pH: 8.0)
Lizozim ¢oOzeltisinin hazirlanmasinda kullaniimistir.

1.211 g Tris, 1000 mL destile su iginde ¢ozunduralir ve g¢ozeltinin pH’si, HCI
¢Ozeltisi ile 8.0'e ayarlanir. Erlen veya cam kaplara dagitilan ¢ozelti 121°C
sicaklikta 15 dakika sure ile sterilize edilir. Cozelti, oda sicakliginda muhafaza

edilmelidir.
10 mg/mL Lizozim Cozeltisi
DNA izolasyonu ve saflastirilmasi basamaginda kullaniimistir.

0.01g lizozim tartilarak, 1 mL steril 10 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:8.0) igerisinde
¢OzUndurdlir. Mikrosantrifij tipl steril plastik tlplere gerekli miktarlarda
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dagitilarak, -18°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim 6ncesi oda
sicakligina getirilmelidir (Taban, 2007).

0.5 M Na,EDTA (Disodyum etilendiamin tetraasetik asit) Cozeltisi (pH:8.0)

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu hazirlanmasinda kullaniimistir.

186.12 g/L NaEDTA-2H,0 igeren ¢ozeltinin pH'st NaOH c¢ozeltisi ile 8.0’a
ayarlanir. Erlen veya cam kaplara gerekli miktarlarda dagitilarak, otoklavda 121°C
sicaklikta 15 dakika sure ile sterilize edilir. Cozelti, oda sicakhdinda muhafaza
edilmelidir (Taban, 2007).

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu (10X)

Agaroz jel elektroforez basamaginda bu tamponun 10 kat seyreltiimis hali (1X)

kullanilimistir.

108 g Tris, 55 g Borik asit ve 40 mL 0.5 M NayEDTA ¢ozeltisi (pH : 8.0) 1000 mL
destile su igerisinde ¢ozundurulur. Erlen veya balon gibi cam kaplara gerekli

miktarlarda dagitilarak, oda sicakliginda muhafaza edilmelidir (Taban, 2007).
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EK 4. CALISMADA KULLANILAN BOYA GOZELTILERI

1 mg/mL Etidyum bromir Cozeltisi
Agaroz jel elektroforez basamaginda kullaniimigtir.

1mg etidyum bromur, 1 mL steril destile su icerisinde c¢ozundurulur. Steril
mikrosantriflj tiplne gerekli miktarda dagitilarak, 4°C sicaklikta ve karanlikta

muhafaza edilmelidir.

Etidyum bromUr son derece mutajenik ve toksik bir madde oldugundan, bu boya
¢Ozeltisinin hazirlanma sirasinda ve galisilirken mutlaka eldiven giyilmeli ve maske
kullanilmalidir (Taban, 2007).

6X Yukleme Boya Cozeltisi
Agaroz jel elektroforez basamaginda kullaniimigtir.

Bilesimi, 10 mM Tris-HCI ¢dzetisi (pH: 7.6), hacimce % 0.03 bromfenaol mavisi, %
0.03 ksilen siyanol FF, hacimce % 60 gliserol ve 60 mM EDTA ¢ozeltisi olan boya
cozeltisi -18°C sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim dncesi 4°C sicaklikta

tutularak ¢ézindurilmelidir (Taban, 2007).
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EK 5. CALISMADA KULLANILAN KITLER
High Pure PCRTemplate Preparation Kit-ROCHE Cat. No. 11 796 828 001
DNA izolasyonu ve saflastirilmasi basamaginda kullaniimistir (Taban, 2007).

Cizelge 5.1. High pure PCR template preparation kit i¢erigi

ICERIK MIKTAR
Doku eritme tamponu (pH: 7.4) 20 mL
Baglama Tamponu (pH: 4.4) 20 mL
Proteinaz K 100 mg
inhibitdér uzaklastirma tamponu (pH:6.6) 33 mL
Yikama tamponu 20 mL
Ayirma tamponu (pH: 8.5) 40 mL
Steril filtre bagslik 100 adet
2.0 mL’lik steril toplama tupU 400 adet

e Doku eritme tamponu ¢alisma esnasinda kullaniimamistir.

e Proteinaz K, liyofilize halde bulunmaktadir ve 4.5 mL ulta saf su ile karigtirilarak
¢cOzelti haline getirilmistir. -18 °C sicaklikta muhafaza edilen ¢ozelti kullanim
oncesi 4°C sicaklikta tutularak ¢dézindurulmelidir.

e inhibitdr uzaklastirma tamponu, 20 mL etanol ile karistirilarak kullaniimaktadir.

¢ Yikama tamponu 80 mL saf etanol ile karigtirilarak kullaniimaktadir.
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EK 6. CALISMADA KULLANILAN OLIGONUKLEOTIDLER

nuc- F166 ileri primeri ve nuc-R565 Geri Primeri

Calismanin PZR basamaginda kullaniimiglardir.

Cizelge 6.1. nuc-F166 ileri primerinin 6zellikleri

BILESIM

5-AGT TCA GCA AAT GCA TCA CA-3

Uzunluk 20 baz

Molekul Agirhigi 6094 g/mol

m 54°C

GC igerigi % 40

Saflagtirma HPLC

Miktar 83.1 ug, 13.6 nmol

nuc - F166 ileri primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 136 pL ultra saf su ile

karistinlarak 100 pmol/ uLl’lik ¢ozelti haline getirilir. Ancak calisma esnasinda

kullaniimak Uzere, 20 pmol/ ul’lik stok ¢bzeltisi hazirlanir. Stok c¢oézelti, -18°C

sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim o©Oncesi 4°C sicaklikta tutularak

¢ozundurualmelidir.
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Cizelge 6.2. nuc-R565 geri primerinin dzellikleri

BILESIM

5- TAG CCA AGC CTT GAC GAACT-&

Uzunluk 20 baz

Molekul Agirhigi 6086 g/mol

Tm 58°C

GC igerigi % 50

Saflagtirma HPLC

Miktar 85.3 ug, 14.0 nmol

nuc - R565 geri primeri, liyofilize halde bulunmaktadir ve 140 uL ultra saf su ile
karigtinlarak 100 pmol/pL’lik ¢ozelti haline getirilir. Ancak c¢alisma esnasinda
kullaniimak Gzere, 20 pmol/uL’lik stok c¢ozeltisi hazirlanir. Stok ¢ozelti, -18°C
sicaklikta muhafaza edilmelidir ve kullanim o6ncesi 4°C sicaklikta tutularak

¢ozunduralmelidir.
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EK 7. CALISMADA KULLANILAN JEL
% 1.5’lik Agaroz Jeli (w/v)

1.5 g agaroz tartilarak 100 mL TBE tamponu (1X) igerisinde kaynar su
banyosunda ¢ozundurular. 60°C sicakhiga sogutulan ¢ozeltiye, 1 mg/mL etidyum
bromur* ¢ozeltisinden 3 pL eklenir ve karistirilarak, uygun ebatlardaki jel tablasina
dokalur. Jel taragi ilgili yere yerlestirilir ve jel katilagsmaya birakilir. Katilagsma
islemi sonunda, jele zarar vermeden yavas bir sekilde tarak yerinden cikartilir.

Olusturulan jel, bekletiimeden elektroforez isleminde kullanilir.
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EK 8. EMS TABLOSU

Dilusyonlar % 95 Giivenlik Sinirlar
10 mL 1mL 0.1 mL EMS En az En ¢ok

0 0 0 >0,02 - -

1 0 0 0,02 <0,01 0,13
1 1 0 0,04 0,01 0,16
1 1 1 0,06 0,02 0,19
2 0 0 0,04 0,01 0,18
2 1 0 0,07 0,02 0,21
2 1 1 0,09 0,03 0,25
2 2 0 0,09 0,04 0,25
2 2 1 0,12 0,05 0,28
2 2 2 0,14 0,06 0,32
3 0 0 0,08 0,03 0,24
3 1 0 0,11 0,04 0,29
3 1 1 0,14 0,06 0,33
3 2 0 0,14 0,06 0,33
3 2 1 0,17 0,08 0,38
3 2 2 0,2 0,1 0,42
3 3 0 0,17 0,08 0,38
3 3 1 0,21 0,1 0,43
4 0 0 0,13 0,05 0,34
4 1 0 0,17 0,07 0,4
4 1 1 0,21 0,1 0,47
4 2 0 0,22 0,1 0,48
4 2 1 0,26 0,13 0,55
4 2 2 0,32 0,16 0,63
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4 3 0 0,27 0,13 0,57
Dilusyon EMS % 95 Giivelik Sinirlari
10 mL 1mL 0.1 mL En az En ¢ok

4 3 1 0,33 0,16 0,65
4 3 2 0,39 0,02 0,74
4 4 0 0,34 0,17 0,67
4 4 1 0,4 0,21 0,77
5 0 0 0,23 0,1 0,56
5 1 0 0,33 0,15 0,73
5 1 1 0,46 0,22 0,96
5 2 0 0,49 0,24 1,03
5 2 1 0,7 0,35 1,4
5 2 2 0,94 0,49 1,81
5 3 0 0,79 0,4 1,58
5 3 1 1,09 0,57 2,09
5 3 2 1,41 0,76 2,61
5 3 3 1,75 0,97 3,16
5 4 0 1,3 0,68 2,5
5 4 1 1,72 0,93 3,2
5 4 2 2,21 1,22 3,99
5 4 3 2,78 1,58 4,9
5 4 4 3,45 2,01 5,95
5 5 0 2,4 1,29 4,46
5 5 1 3,48 1,93 6,28
5 5 2 5,42 3,08 9,55
5 5 3 9,18 5,33 15,81
5 5 4 16,09 9,53 27,19
5 5 5 >160,00 - -
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