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OZET

LAKTIK ASIiT BAKTERI PROBiYOTIKLERININ iN-VITRO
ANTIMIKROBIYAL ETKINLIiK VE TAVUK GOGUS ETiNDE GIDA
GUVENLIGIi VE RAF OMRU UZERINE ETKIiSi

Bu ¢alismada, steril inek siitii ve De Man Rogosa and Sharpe (MRS) Broth’da
gelistirilen ~ Pediococcus  acidilactici,  Lactiplantibacillus  plantarum  ve
Latilactobacillus sakei’den elde edilen hiicre igermeyen siipernatantlarin (CFS) bazi
gida patojenlerine (Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli
0157:H7 ve Brucella melitensis) karsi antibakteriyal etkileri agar kuyucuk difiizyon
yontemi ile arastirilmistir. MRS Broth’da iiretilen laktik asit bakteri siipernatantlarinin
stitte gelistirilmis olanlara gére daha biiyiik zon olusturduklari goriilmiistiir. Notralize
edilen siipernatantlar ile zon olusmadig1 gézlendigi i¢in, olusan antibakteriyal etkinin
slipernatantlarin icerdigi organik asitlerden kaynaklandigi sonucuna varilmistir.
Stipernatantlarin tavuk go6gilis eti lizerindeki antimikrobiyal etkisini arastirmak
amaciyla Salmonella spp. ve L. monocytogenes ile kontamine edilen numuneler 5
gruba ayrilmis; L. plantarum ve L. sakei siipernatantlari, % 2.1°lik laktik asit soliisyonu
(L.A.) ve distile su igerisine 10 dakika daldirilmistir. Gruplarda 4 °C’de 17 giinliik
muhafaza siiresince pH ve mikrobiyolojik degisiklikler incelenmistir. Muhafazanin 8.
gliniinde siipernatantlarin tavuk gogiis etlerinde Salmonella spp. sayisint 0.9 logio
kob/g azalttig1 tespit edilmistir. Kontrol ve distile su gruplarinda L. monocytogenes
sayist muhafaza siiresince artarken, slipernatantlar ve laktik asidin L. monocytogenes
tizerine bakteriyostatik etki gosterdigi ve muhafaza boyunca bu patojenin sayisinin
stabil kaldig1 goriilmustiir. % 2.1°lik L.A., siipernatantlara kiyasla, Salmonella spp.
sayisini daha fazla azaltmig (P<0.05), L. monocytogenes sayisinda da muhafazanin ilk
ve son ginlerinde anlamli fark goriilmistir (P<0.05). Muhafaza boyunca,
stipernatantlar ve L.A. gruplarinin pH degerleri, kontrol ve distile su gruplarina gére
daha disiik tespit edilmistir (P<0.05). Kontrol ve distile su grubunda tavuk gogiis
etinin raf 6mrii 5 giin olarak tespit edilirken, L. plantarum ve L. sakei CFS gruplarinda

14 giin, % 2.1°lik laktik asit soliisyonu grubunda ise 17 giin oldugu bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Hiicre icermeyen siipernatant, Salmonella, L. monocytogenes, tavuk

gogiis eti, raf omrii



ABSTRACT

IN VITRO ANTIMICROBIAL EFFICACY OF POSTBIOTICS OBTAINED
FROM LACTIC ACID BACTERIA AND THEIR EFFECTS ON FOOD
SAFETY AND SHELF LIFE OF CHICKEN BREAST MEAT

In this study, the antibacterial effects of cell-free supernatants (CFS) obtained
from Pediococcus acidilactici, Lactiplantibacillus plantarum and Latilactobacillus
sakei, which were grown in sterile cow’s milk and De Man Rogosa and Sharpe (MRS)
Broth, against some food pathogens (Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 and Brucella melitensis) was investigated by agar well
diffusion method. It was observed that lactic acid bacteria cell-free supernatants
produced in MRS Broth formed larger inhibition zones than those developed in cow's
milk against pathogenic bacteria tested in the study. Since it was observed that no
inhibition zone was formed with the neutralized supernatants, the antibacterial effect
was attributed to the organic acids present in the supernatants. In order to investigate
the antimicrobial effect of supernatants on chicken breast meat, samples contaminated
with Salmonella spp. and L. monocytogenes, divided into 5 groups and immersed in
supernatants of L. plantarum and L. sakei, 2.1% lactic acid solution (L.A.) and distilled
water for 10 minutes. pH and microbial changes on the groups were investigated
during the storage at 4 °C for 17 days. On the 8th day of storage, it was determined
that the number of Salmonella spp. decreased by 0.9 logio cfu/g. While the number of
L. monocytogenes increased during storage in the control and distilled water groups, it
was observed that the supernatants and 2.1% L.A. exhibited a bacteriostatic effect on
L. monocytogenes and its number remained stable during the storage period. Compared
to the supernatants, 2.1% L.A. had higher reduction rates against Salmonella spp.
(P<0.05), also a significant difference was observed against L. monocytogenes in the
first and last days of storage (P<0.05). The pH values of supernatants and L.A. groups
were found to be lower than the control and distilled water groups during the storage
(P<0.05). While the shelf life of chicken breast meat was determined to be 5 days for
the control and distilled water groups, it was found as 14 days for the L. plantarum and

L. sakei groups, and 17 days for the 2.1% lactic acid group.

Key words: Cell free supernatant, Salmonella, L. monocytogenes, chicken breast meat, shelf life
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1. GIRIS

Insanoglunun hayatta kalmasi icin yeterli miktarda besleyici ve giivenli gida
tilkketmesi gereklidir. Ancak hizli niifus artis1, kentlesme, iklim degisikligine bagh
dogal afetler, salginlar, tilkeler aras1 tirmanan gerginlikler, savas ve ekonomik Krizler

gida giivenligini ve giivencesini etkilemektedir.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, isgilicli mevcudiyetinin %25’ten fazla
azalmasi ile sonuglanabilecek siddetli bir pandeminin 6nemli gida kithigina yol
acabilecegi ongoriliir iken, tiim diinyayi etkisine alan COVID-19 kaynakli pandemi,
bu Ongoriiyli dogrular nitelikte gerceklesmistir (Boyaci-Giindiiz ve ark., 2021).
Birlesmis Milletler Diinya Gida Programi'na gore, gida krizi ile basa ¢ikmak zorunda
kalan kisi sayisi, en fazla artis1 pandemi sonrast olmak iizere, son 5 sene igerisinde

hemen hemen ikiye katlamigtir (FSIN, 2022).

Gida sistemlerimizin kirilganligini gosteren s6z konusu pandemiyle, gida
kaybi, en az iiretim kadar iizerinde durulmasi gereken konular arasina girmistir.
Ozellikle raf omiirleri kisa, taze gidalar kayip ve israfinmn biiyiikk ¢ogunlugunu

olusturmaktadir.

HACCEP ve diger kalite kontrol sistemlerinin daha fazla uygulanmasina karsin;
gida kaynakli hastaliklar da tiim diinyada en 6nemli sorunlardan biri olmaya devam
etmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin tahminlerine gore, her yil yaklasik olarak diinya
niifusunun onda biri, 600 milyon kisi kontamine gidalar yiiziinden rahatsizlanmakta

ve bunlardan 420,000’1 6liimle sonu¢lanmaktadir (WHO, 2015).

Gida gilivenliginin saglanmasi ve raf Omriiniin uzatilmas1 i¢in gidalara
koruyucu maddeler eklenmektedir. Ancak, giinlimiizde tiiketicilerin tercihi sentetik
koruyucu igeren gidalardan, daha az islem gormiis ve dogal gidalara yonelmektedir

(Ilhak ve Giiran, 2014; Incili ve ark., 2021). Bunun igin tibbi ve aromatik bitkilerin



esansiyel yaglari, propolis gibi antimikrobiyal 6zelligi olan maddeler ile yiizyillardir
gidayr muhafaza etmek tiizere gelistirilmis tekniklerden biri olan fermentasyon
yonteminde kullanilan laktik asit bakterileri giindeme gelmistir (Pobiega ve
ark.,2019). Laktik asit bakterilerinin mikroorganizmalar iizerindeki inhibe edici etkisi
yalnizca canlt hiicrelerle degil, liretmis olduklari metabolitler ile de ilintilidir. Son
yillarda yapilan ¢aligsmalarda, canli hiicrelere kiyasla hiicre icermeyen metabolitlerin
kullaniminin daha giivenilir olduguna dair sonuglara ulasilmistir (Gokirmakli ve ark.,
2021). Bazilar1 saflastirilarak (nisin gibi) gida endiistrisinde kullanim alani bulmus
olan bu metabolitlerin, diger antimikrobiyal maddelerle birlikte kullanimlarinin
sinerjik etki olusturduguna dair arastirmalar mevcuttur (Campion ve ark.2017; Mathur
ve ark., 2017; Smith ve ark., 2016).

Tavuk eti, kirmiz1 ete gore nispeten diisiik iiretim maliyeti, yiiksek besin
degerine karsilik diisiik yag icerigi, pisirme kolayligi, duyusal karakteristiklerinin hafif
olmasi, kiiltiirel ve dinsel acilardan kabul edilebilir olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1
diinyada siklikla tercih edilen hayvansal bir protein kaynagidir. Tavuk etinin besin
degerinin yiiksekligi ve nem iceriginin fazla olmasinin yani sira pH degerinin de
yiiksek olmasi, ¢abuk bozulmasina ve tazeligini ¢abuk kaybetmesine sebep
olmaktadir. Bundan dolay1, kanath et sektoriiniin en 6nemli odak noktalarindan birisini
soguk muhafaza sirasinda iirlinlin raf omriiniin uzatilmasi ve kalitesinin korunmast
olugturmaktadir. Bu amagla, bariyer teknolojileri ve dogal gida koruyuculari iizerine

calismalar yapilmaktadir (Chouliara ve ark, 2007; Lanza ve ark, 2021).

Tavuk etinin patojen mikroorganizmalar ile kontaminasyonu da halk sagligi
acisindan sakincalarinin yani sira ihracat asamasinda {riinlerin reddedilmesine,

dolayisiyla da ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Pelyuntha ve Vongkamjan, 2022).

Tavuk etlerinde dekontaminasyon ile ilgili kaynaklar incelendiginde
dekontaminasyon amaciyla dogrudan tavuk eti yiizeyine uygulanan ya da ambalaj
icerisine dahil edilen ¢ok ¢esitli kimyasal maddeler (Barroug ve ark., 2021; Ilhak ve
ark., 2018; Micciche ve ark., 2019), organik asitler (Habeeb ve ark., 2021; Jankuloski
ve ark., 2014; Pelyuntha ve Vongkamjan, 2022), baharat ve tibbi-aromatik bitkilerin
esansiyel yaglar1 (Ilhak ve ark., 2017; Radha ve ark. 2014; Takma ve Korel, 2018) ve



bitkisel ekstraklar (Aziman ve ark., 2021; Rahnemoon ve ark. 2021), dogal polimer
kitosan (Bhoir ve ark., 2019; Petrou ve ark., 2012) iizerine yapilmis pek ¢ok ¢aligmaya
rastlanmakta, ancak laktik asit bakterilerinden elde edilen hiicre icermeyen

metabolitlerin nispeten daha az arastirildig1 goriilmektedir.

Bu kapsamda mevcut arastirmamizda, Pediococcus acidilactici,
Latilactobacillus sakei ve Lactiplantibacillus plantarum bakterilerinden elde edilen
hiicre icermeyen siipernatantlarin gidalarda bulunabilecek ©6nemli patojenlerden
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 ve Brucella
melitensis bakterilerine karsi agar kuyucuk yontemi ile antimikrobiyal 6zelliklerinin
incelenmesi, siipernatantlardan Salmonella spp. ve L. monocytogenes’e karsi etkili
bulunanlarin 4 °C’de muhafaza edilen tavuk gogiis etinde dekontaminant olarak
kullanilmasmin tavuk gogiis etinin gida giivenligi ve raf omrii iizerine etkisinin

degerlendirilmesi amaglanmustir.

Yine bu siipernatantlarin gida endiistrisinde daha uygun maliyet ve daha
yiiksek verimle elde edilerek kullanilabilmesi amaciyla, iiretimde besiyeri olarak MRS
Broth yerine, kolay temin edilebilen inek siitiiniin kullaniminin olabilirligi

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tavuk Etinin Genel Ozellikleri ve Tiiketimi

Tiim diinyada en cok tiiketilen et cinsi, 131.9 milyon ton tiiketimi ile kanath
etidir (OECD-FAQ, 2021). 2020 yilinda, kisi basina disen yillik 19.2 kg’lik tiiketim
ile lilkemizde de et olarak en fazla kanath eti tiiketilmektedir. Diinyada tavuk eti
ihracat miktarinda tilkemiz, yedinci sirada; et tavugu tiretiminde Balikesir ili, ilkemiz
siralamasinda ikinci sirada yer almaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal

Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii [TEPGE], 2021).

Kirmiz1 etin biraktigi karbon ayak izi sebebiyle iiretiminin azaltilmasinin,
yakin gelecekte kanatli eti iiretimini arttirmasi1 beklenmektedir (Dourou ve ark., 2021).
Tavuk yetistiriciligi ¢evreye daha az zarar vermekte ve daha az su kullanimi
gerektirmektedir. Ayrica, 1 kg et icin 1.7 kg yem ihtiyac1 ile diger hayvan
yetistiriciliklerine gore daha diigiikk maliyetlidir, dolayisiyla daha ekonomiktir (FAO,
2013).

Kirmiz1 ete gore daha az yag ve daha disiik kolesterol igcermesi; yiiksek
kalitedeki hayvansal proteinin yani sira, doymamis yaglar, A ve B grubu vitaminler,
mineral maddeler (bakir, demir, ¢inko, kalsiyum) ile besin degerini yiiksek kilmakta,
bu agilardan da tercih edilmektedir. (Afshar Mehrabi ve ark., 2021; Dourou ve ark.,
2021; Wessels ve ark., 2021). Tavukta %75-76 oraninda nem, %19.5-22.5 ham
protein, %1.1-2.1 doymamis yag, %1.7-1.8 kiil bulunmaktadir (H.J. Kim ve ark.,
2020).



2.2. Cahsmada Kullanmilan Patojen Bakterilerin Genel Ozellikleri

2.2.1. Salmonella spp.’in Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella spp., gram negatif,
fakiiltatif anaerob, mezofilik, 2.0-5.0 um boyunda, 0.7-1.5 pm eninde, kapsiilsiiz, spor
olusturmayan, ¢ubuk seklinde, flagellalari ile hareketli (S. Pullorum ve S. Gallinarum
disindaki tiim tiirleri) bakterilerdir. Ihtiya¢ duyduklari su aktivitesi degeri 0.99 olmakla
birlikte 0.93 degerinde de canliliklarini koruyabilirler. pH 6.5-7.5 araligi iiremeleri i¢in
en uygun deger olmasina ragmen 4.5-9.9 araliginda da ¢ogalabilmektedirler. Optimal
tireme sicaklig 35-37 °C arasindadir, fakat 5.8-47 °C arasinda da tireyebilirler. Soguga
direnclidirler ve buzdolabi kosullarinda ve donmus iiriinlerde uzun siire yasayabilirler

(Asal-Ulus, 2021).

Gida kaynakli hastaliklarda en sik goriilen rahatsizliklardan olan gastro-
enteritlerin en 6nemli etmenlerden biri Salmonella bakterisidir. Gidalarin 60 °C’de 15-
20 dakika pisirilmesi mevcut Salmonella’nin yok edilmesi i¢in yeterlidir. Ancak
pisirme sonrasi kontaminasyon ve yetersiz pisirme salmonellozise sebep olmaktadir
(Wessels ve ark., 2021). Salmonellozis i¢in enfeksiyon dozunun (hastalik yapmak igin
gerekli mikroorganizma sayis1) 10°-10° kob/g oldugu belirtilse de salgmlardan elde
edilen veriler degerlendirildiginde, vakalara gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir.
Etken, mide asidine duyarli olmasina ragmen; serotipin virulensine, etkilenen kisiye
(bagisiklik sistemi yanit1 ve hastaliklar1), gida drneklerine (igerik ve miktar) gore
enfeksiyon dozu degisebilmektedir (Asal-Ulus, 2021). Yiiksek yag iceren gidalarda
diisiik dozlarda bile hastalik yapabildigi belirtilmektedir. Ornegin; bir salgin sirasinda
alinan hamburger numunesinde Salmonella spp. yalnizca gramda 6 kob kadar diisiik
sayida bulunmustur. Genellikle bakteriyi iceren gidalarin tiiketilmesinden 12-72 saat
sonra baslayan ishalin yan1 sira, karin kramplar1 ve ates gibi semptomlar bir haftadan
kisa bir siirede, tedavi gerektirmeden gegmekle birlikte; cocuklar, yaslilar ve bagisiklik

sistemi diisiik kisilerde siddetli hale gelebilir (Finstad ve ark., 2012; WHO 2022).



Salmonella’nin tanimlanmus iki tiirti vardir: Salmonella enterica ve Salmonella
bongori (Wessels ve ark., 2021). Salmonella enterica ise biyokimyasal 6zellikleri ve
gen dizilimlerine gore alt1 alt tlire ayrilmaktadir. Simdiye kadar tanimlanan yaklasik
2,600 serotipin hemen hemen hepsi, hayvanlarda ya da insanlarda hastaliga sebep
olabilmektedir (Zhang ve ark., 2018). Bunlardan 150’si insanlardaki vakalardan
sorumludur. Avrupa’daki Salmonella salginlarinin % 70’inden S. Typhimurium ve S.
Enteritidis sorumlu tutulmaktadir (Asal-Ulus, 2021). Tiirkiye’de 2012-2016 yillar
arasinda Salmonellozis vakalarinda % 57.3 — 74.1 orami ile en ¢ok izole edilen
Salmonella serotipi S. Enteritidis’i, % 3 — 8.5 orani ile S. Typhimurium izlemektedir
(Gida ve Kontrol Genel Midiirliigii, 2018). Mughini-Gras ve ark. (2018) siddetli
Salmonella enfeksiyonu ge¢irmis kisilerde kolon kanseri goriilme sikligini
inceledikleri bir ¢alismada, S. Enteritidis enfeksiyonunun, kolon kanserine yakalanma
riskini 3 kat artirdigini bulmuslardir. Her yil diinya ¢apinda 93.8 milyon insan, tifo dis1
Salmonella tiirleri ile enfekte olmakta, bunlardan 155,000’ oOlim ile
sonuglanmaktadir. Bu hastaliklarin  %86'smnin  Salmonella ile kontamine gida
maddelerinin tiiketiminden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Sher ve ark., 2021). 2018
yilinda Avrupa Birliginde gida kaynakli salginlarin % 33’iinden Salmonella sorumlu

tutulmaktadir (Ehuwa ve ark., 2021).

Yakin zamanda, 2022’in Subat ay1 ortasindan Nisan aymna kadar, dokuz
Avrupa lilkesinde rapor edilen ve daha ¢ok 10 yas altindaki ¢ocuklarda goriilen 150
vakanin bir markanin ¢ikolatalarindaki S. Typhimurium kontaminasyonundan
kaynaklandigr rapor edilmistir (EFSA, 2022). Salmonellanin endise verici
yanlarindan biri de antibiyotiklere karsi direng gelistirebilmesidir (Zhang ve ark.,
2018).

2.2.3. Listeria monocytogenes’in Genel Ozellikleri

Listeria monocytogenes, bagisiklik sistemi zayif olanlarda Sliimciil olabilen
listeriozis ad1 verilen hastaliga sebep olan Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, mezofilik

ve psikrotrofik, 0.5-2.0 um boyunda, 0.4 um eninde, kapsiilsiiz, sporsuz, kisa gubuk



seklinde ve hareketli bir bakteridir. Dogada her yerde bulunabilen L. monocytogenes
ozellikle et ve siit iiriinleri ile islenmis gidalardan, taze meyve ve sebzelerden vaka ve
salginlara sebep olmaktadir (Goudar ve Prasad, 2020). Gida kaynakli hastaliklarin
nedenleri igerisinde diger patojenlere gore daha az yer almasina ragmen yiiksek
mortaliteye (%20-30) sahiptir. Biyofilm olusturma ozelligine sahip olan L.
monocytogenes pek ¢ok olumsuz kosula kolayca adapte olabilir (Cui ve ark., 2018).
Diisiik sicaklik, pH, nem ve yiiksek tuz toleransi, kontrol altina alinmasin
zorlastirmakta ve baslica gida patojenleri arasinda yer almasina sebep olmaktadir.
Saglikli bir birey tarafindan yiiksek dozda (10° bakteriye kadar) alinmas1 genellikle
gastroenterit olusturmaktadir; ancak onu tehlikeli yapan, diisiik dozlarda (10? — 10*
bakteri) bile bebekler, kiiciik cocuklar, yaslilar ve immiin sistemi baskilanmis
hastalarda septisemi, ensefali ve menenjite doniisebilmesi; hamile kadinlarda diisiik ve
cesitli komplikasyonlara sebep olabilmesidir (de Noordhout ve ark., 2014,
Radoshevich ve ark., 2017).

2.2.4. Escherichia coli O157:H7’in Genel Ozellikleri

Gida kaynakli hastaliklardan sorumlu bir diger bakteri olan Escherichia coli
0157:H7, hemorajik kolite, trombotik trombositopenik purpura ve hemolitik tiremik
sendroma bagl dliimlere sebep olabilen, diinya ¢apinda 6nemli bir gida patojenidir
(Pernave ark., 2021). A.B.D.’de yilda yaklasik 73,000 vakaya sebep olmaktadir. 1982-
2002 yillar1 arasindaki 350 salginin % 17°si hastanede tedavi gerektirmis, % 4’i

hemolotik tiremi sendromu ve % 0.5’i 6liimle sonuglanmistir (Rangel ve ark., 2005).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan E. coli, gram negatif, fakiiltatif
anaerob, mezofilik, 2-6 um boyunda ve 1-1.5 um eninde, bazi suslar1 kapsiillii, spor
olusturmayan, comak seklinde, hareketli (bazi suslar1 hareketsizdir) bakterilerdir. E.
coli 6 patotipe ayrilmaktadir. Bunlardan biri olan ve 100 kob kadar disiik bir
enfeksiyon dozuna sahip Enterohemorajenik E. coli (EHEC) siddetli salginlardan ve
oliimlerin pek ¢ogundan sorumludur ve E. coli O157:H7 en bilinen tirtidiir (Adamu
ve ark., 2014; Mellies ve ark., 2007).



E. coli O157:H7 ruminantlarin digkilarinda bulunur, digki ile kontamine
gidalar; insanlar ve su araciliiyla bulasabilir. E. coli O157:H7’ nin toprakta yetisen
marulun kokleri araciligi ile bitkiye niifuz ettigi ve yenilen kisimlara dogru hareket
ettigi ortaya konulmustur. Et ve siit tirlinleri, 1spanak, marul, lahana salatasi, kavun,

icme sular1 ve buz, bu bakterinin bulagsmasinda araci olabilir (Adamu ve ark., 2014).

Tokat’ta market ve kasaplarda satilan tavuk etlerinin mikrobiyolojik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir calismada, analiz edilen 25 tavuk
g0gis eti orneginin % 24’iinde E. coli O157:H7 bulundugu tespit edilmistir (Yildirim,
2015).

2.2.5. Brucella spp.’in Genel Ozellikleri

Bakteriyel zoonoz hastaliklar arasinda Brucella spp.’nin sebep oldugu
“Akdeniz Hummas1” olarak da adlandirilan brusellozis 6énemli bir yer tutmaktadir.
Gelismis tlkelerde goriilme siklig1 10 milyonda 8 olmasina ragmen, gelismekte olan

tilkelerde binde biri bulabilmektedir (Marouf ve ark., 2021).

Brucella, gram negatif, aerob (bazi tiirleri % 5-10 CO2’e ihtiya¢ duyar),
mezofilik, 0.6-1.5 um boyunda, 0.5-0.7 pm eninde, kapsiilsiiz, spor olusturmayan,
kokobasil seklinde, hareketsiz bakterilerdir. Optimum sicaklii olan 37 °C’de bile
¢ogalmasi yavastir (Alton ve ark., 1996). Ancak insanlarda brusellozun en biiyiik
etkeni olan Brucella melitensis diisiik dozlarda bile hastaliga sebep olabilmektedir.
Dogrudan hayvanlarla temas eden yetistiriciler, veteriner hekimler, kesimhane
calisanlar1 ve kasaplar i¢in bir meslek hastaligi olmasinin yani sira, ¢ig ya da yeterince
pastorize edilmemis siit ve siit iiriinleri de hastalik kaynagi olabilmektedir. iran’m
kuzey batisindaki dogu Azerbaycan eyaletinde yapilan bir ¢alismada, toplanan 572
ornekte Brucella spp. prevalansi arastirilmis, ¢ig koyun siitii 6rneklerinin % 17.3’1,
¢ig keci siitliniin % 15.2°s1 ve ¢ig slitten liretilmis yerel peynir ¢esitlerinin % 22.9’u

pozitif olarak bulunmustur. pH degeri 4.5’in altinda olan peynirlerin hi¢ birisinde



sonu¢ pozitif ¢ikmamustir. % 5.5’in lizerindeki tuz oranina sahip ve 6 ay ve lizeri

muhafaza edilen peynirlerde de bu bakteri izole edilememistir (Marouf ve ark., 2021).

Orta Anadolu’daki 14 koyii kapsayan baska bir calismada da 202 ¢ig siit
numunesi B. abortus yoniinden test edilmis ve % 17.32°si siipheli bulunmustur.
Kiiltiirel aligkanliklarin yani sira, dogal ve az islem gormiis gidalara artan ilgi, siit ve

stit tirtinlerinden Brucella spp. bulagsma riskini artirmaktadir (Babaoglu ve ark., 2018).

2.3. Tavuk etlerinde Salmonella spp. ve L. monocytogenes prevalansi

Ulusal gazetelerde 2014-2018 yillart arasinda yayimlanan gida zehirlenmesi
haberleri tizerine yapilan bir ¢alismada, zehirlenme yasayanlarin % 57’sinin tavuk
tirinleri tiiketenler oldugu gériilmiistiir (Cetin ve Durlu-Ozkaya, 2019). Yine, 2007-
2011 yillar1 arasinda bir sehrimizin acil servisine gelen 215 gida zehirlenmesi vakasi
incelendiginde, % 38.6’1ik bir oranla, zehirlenmeye neden olan gidalarin en basinda

tavuk trtinlerinin geldigi ortaya ¢ikmistir (Urazel ve ark., 2014).

Salmonella salginlarinda vektor olarak sebzeler, kirmizi et ve siit ile yapilan
tirlinlere rastlansa da en riskli olarak nitelenen gidalar arasinda tavuk eti ve yumurta
yer almaktadir. A.B.D.’de 2009-2015 yillar1 arasinda tavuk eti ve {iriinleri ile
ilintilendirilen Salmonella vakalarinda artisa rastlanmistir. AB Gida ve Yem Hizli
Alarm Sistemi (RASF), 2020 yilinda ithal olarak gelen tavuk etlerinin Salmonella
kontaminasyonundan dolayr uygun bulunmama ve geri ¢agrilma oranlarinin yiiksek

oldugunu belirtmistir (Pelyuntha ve Vongkamjan, 2022; Sher ve ark., 2021).

Pek ¢ok sicakkanli canlinin bagirsaginda dogal olarak bulunan bu bakteri,
kiimes hayvanlarinin kesimi ve islenmesi (6zellikle karkaslarin haslanmasi, tiiylerin
yolunmasi, i¢ organ ¢ikarma, sogutma) sirasinda kontaminasyon ve c¢apraz

kontaminasyon ile tavuk etine bulasabilmektedir (Milkievicz ve ark., 2020).

Zhang ve ark. (2018) yaptiklari calismada, Cin’in altt farkli sehrindeki

marketlerde satisa sunulan tavuk etlerinde Salmonella prevelansin1 % 63.6 olarak
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bulmuslar ve izole edilen Salmonella’larda tavuk vyetistiriciliginde kullanilan
antibiyotiklerden kaynaklandig diisiiniilen ¢oklu direng gelistigini gézlemislerdir. Bu

izolatlardan % 81°i tigten fazla antibiyotige direng géstermislerdir.

Siriken ve ark. (2015) marketten aldiklar1 150 tavuk eti O6rnegi lizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, Salmonella prevalansint % 42.7 olarak tespit etmisler ve
izolatlarin vankomisin, tetrasiklin, streptomisin ve nalidiksik asit antibiyotiklerine

yiiksek direng gosterdiklerini gozlemislerdir.

Ulusal Salmonella Kontrol Programi’na gore, broyler altlik drneklerinin %
24.5°1; kanath kesimhanelerinden alinan 6rneklerin % 47’si Salmonella pozitif olarak

bulunmustur (Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii, 2018).

Hayvanlarin barsak florasinda da bulunabilen Listeria, kesim islemi sonrasinda
kanatl etine bulasabilmektedir. Ozmen ve Kilig’mn (2006) Gemlik Garnizonunda
tiketime sunulmak iizere -18 °C’de muhafaza edilen depolardan alinan tavuk
karkaslar1 tizerinde Listeria spp. mevcudiyetini aragtirmak iizere yaptiklari ¢alismada,

karkaslarin % 24’tinde L. monocytogenes izole edilmistir.

Coban ve ark. (2019) istanbul’daki marketler ile Balikesir ve Bolu’daki
kesimhanelerden alinan 500 tavuk 6rneginde L. monocytogenes bulunma oranini % 21
olarak tespit etmisler ve marketlerden alinan Orneklerde prevelansin daha yiiksek
olduguna dikkat ¢cekmislerdir. Saatte 10,000 kesim kapasitesine ve Tiirkiye’de yaygin
bir pazarlama agina sahip 5 firmaya ait tavuk iriinlerinden 400 numunede yapilan
baska bir ¢alismada ise L. monocytogenes kontaminasyonu % 26.5 olarak bulunmustur
(Sahin ve ark., 2020).

Gidalarda bulunan Listeria spp. prevalansi {izerine Tiirkiye’de yapilan 103
makalenin degerlendirildigi bir meta-analizde tavuk etinde L. monocytogenes sikligi
% 19.1 olarak hesaplanmis, bu oranin bolgelere gore farklilik gosterdigi ve tavuk etinin
dana kiyma, et iirlinleri, peynir, ¢ig siit ve hazir gida iiriinleri arasinda en yiiksek L.

monocytogenes prevalansina sahip oldugu belirtilmistir (Cufaoglu ve ark., 2021).
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2.4. Tavuk Etlerinde Mikrobiyal Bozulma

Icermis oldugu azotlu bilesikler, lipidler, karbonhidratlar, vitaminler ve sahip
oldugu yiiksek su igerigi (su aktivitesi 0.98-0.99’dur) tavuk etini mikroorganizmalar
i¢in de cazip hale getirmektedir (Afshar Mehrabi ve ark.,2021; Dourou ve ark., 2021;
Wessels ve ark., 2021; Yildirim ve ark., 2015). Tavuk karkasi normalde steril kabul
edilir iken, hayvanin tiiyleri, ayaklari, bagirsak ve kursagindan, isletme sartlarindan ve
personelden karkasa mikrobiyal bulasma ger¢eklesmektedir. Tavuk etinde bulunan
Pseudomonas, Acinetobacter, Brochothrix, Flavobacterium, Psychrobacter,
Moraxella, Staphylococcus, Micrococcus, laktik asit bakterileri (LAB) ve
Enterobakterler kesimden sonraki bir hafta i¢inde tavuk etinde duyusal degisikliklere
ve bozulmalara sebep olur (Dourou ve ark., 2021).

Bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar, tavukta hosa gitmeyen koku, tat,
yapt ve renk degisikligine sebep olmaktadir. Duyu organlari ile farkedilir bir
degisiklige sebep olmasa bile, toplam canli sayim1 7 log kob/g’a ulastiginda, gidanin
mikrobiyal olarak bozulmus oldugu kabul edilmektedir. Mikrobiyolojik bozulma bu
bakterilerin ¢cogalmasi ve iirettikleri metabolitler sonucu gerceklesmektedir. Diisiik
sicakliklardaki muhafazasi sirasinda tavugun bozulmasinda rol oynayan bakteriler

psikrotroflar ve psikrofillerdir. (Rouger ve ark., 2017).

2.5. Laktik Asit Bakterileri (LAB) Genel Ozellikleri

Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, basil ya da kok seklinde,
katalaz negatif, hareketsiz bakterilerdir. Optimum c¢ogalma sicakligi mezofilik
olanlarda 30 °C, termofilik olanlarda 42 °C’dir. Aside dayanikli olup optimum pH
aralig1 4 — 4.5’tur. En biiyiik grup olan Laktobasillerin 150°den fazla tiirii vardir (da
Silva Sabo ve ark., 2014). Cesitli sekerleri fermente ederek asit tiretimi
yapmaktadirlar.  Fermentasyon  Ozelliklerine  goére  homofermentatif  ve
heterofermentatif olarak iki ana gruba ayrilirlar. Homofermentatif 6zellik gésteren

LAB tiirleri, Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yol agiyla sekeri fermente ederek
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cogunlukla laktik asit tiretmektedirler. Heterofermentatif 6zellik gosteren LAB tiirleri
ise 6-fosfoglukonat ve fosfoketolaz yolu ile sekeri fermente ederek laktik asitin
yaninda etanol, COg, asetik asit ve formik asit de olusturmaktadirlar (Mani-Lopez ve
ark., 2022; Todar, 2006).

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal bilesenleri genellikle Lactobacillus
tiirleri i¢in de Man Rogosa Sharp (MRS) Lactococcus ve Streptococcus tiirleri i¢in
M17 besiyerleri kullanilarak elde edilmektedir (Leroy ve de Vuyst., 2001).

2.5.1. Lactiplantibacillus plantarum

Et ve siit lirlinleri, balik, sebzeler, meyveler, tursu, sarap gibi gidalarin yani sira
silajda, gastrointestinal sistemde ve lirogenital organlarda da bulunabilen ve probiyotik
ozellik gosteren fakiiltatif heterofermantatif bir Lactobacillus tiirtidiir. Farkli sekerleri

kullanabildigi i¢in pek ¢ok ortamda gelisebilmektedir.

L. plantarum, yirmiden fazla aminoasit diziliminden olusan plantarisin adi
verilen bakteriyosin salgilamaktadir. Bu bakteriyosinin gram pozitifler tizerine etkili
oldugu, nadiren gram negatiflere de etki gosterdigi belirtilmistir (Seddik ve ark.,
2017). Afrika’da bir dar1 ¢esidinden fermente edilerek iiretilmis geleneksel yiyecek
ben saalga’dan izole edilen L. plantarum’un E.coli O157:H7, S. Enterica ve Bacillus
cereus’a kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Valenzuela ve ark.,
2008). Bir Kore geleneksel yiyecegi olan fermente kimchiden izole edilmis L.
plantarum’dan elde edilen hiicre igermeyen siipernatantin S. Enteritidis iizerine
antimikrobiyal etkisinin ortaya konuldugu bir ¢aligmada, bu etkinin 6nemli bir
kismmin siipernatanin igerisindeki peptit ve protein yapisindaki maddelerden ileri
geldigi bildirilmistir. Elektron mikroskopu ile yapilan incelemede Salmonella
yiizeyinde bir gozenek olusturdugu goriilmiistiir. Stipernatantin yalnizca antibakteriyal

degil antiviral etki gosterdigi de rapor edilmistir (S.W. Kim ve ark., 2020).
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2.5.2. Latilactobacillus sakei

1934 yilinda fermente bir icecek olan “Sake”den izole edilmis olan bakteri,
eksi hamur, lahana tursusu, silajda da bulunmakla birlikte daha ¢ok et tirtinlerinden

izole edilmektedir (Champomier-Verges ve ark., 2001).

Heterofermentatif o6zellik tasiyan L. sakei’nin bazi suslari fermente et
tirtinlerinde starter olarak ve patojenleri, 6zellikle E. coli O157:H7'yi inhibe etmek i¢in

biyokoruyucu olarak kullanilmaktadir (Beristain-Bauza ve ark., 2017).

Fermente et tirlinlerinden izole edildigi belirtilen Latilactobacillus curvatus
ve L. sakei’nin hiicresiz siipernatantlarinin NaOH ile nétralize edildikten sonra,
Listeria spp. iizerinde inhibe edici etkileri bulundugu belirtilmistir. Bu etkilerinin
tiretmis olduklari bakteriyosinlerden kaynaklandigi sonucuna varilmis, bakteriyosinler

saflagtirilarak tanimlanmistir (Tichaczek ve ark.,1992).

Beristain-Bauza ve ark. (2017) antimikrobiyal ambalajlama konusunda
yaptiklar1 bir ¢alismada, L. sakei hiicresiz siipernatantini konsantre ederek
hazirladiklar1 filmin disk difiizyon yontemiyle E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes
lizerine antimikrobiyal etki gosterdigini ve bu etkinin filmin bazik yapisindan dolayi
bakteriyosinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Bu patojenlerin inokiile edildigi
dana eti parcalari film ile kaplanmis, buzdolabinda muhafaza edilen 6rneklerde 36 saat
sonra E. coli O157:H7’nin 2.3 logio kob/g, 120 saat sonra L. monocytogenes’in de 1.4
logio kob/g azaldig: tespit edilmistir.

2.5.3. Pediococcus acidilactici

Aside dayanikli ve homofermantatif bir laktik asit bakterisi olan P.
acidilactici fermente {riinlerinden, saraba kadar pek c¢ok gidada, bitkide ve
bagirsaklarda bulunabilir. Probiyotik mikroorganizmalar arasinda da yer alan bu
kokun pek ¢ok susu pediosin adi verilen bakteriyosin tiretmektedir (Li ve ark., 2021,
Skariyachan ve Govindarajan, 2019).
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Incili ve ark. (2022) P. acidilactici’den elde edilen hiicre igermeyen
siipernatant igerisinde toplam 19 fenolik ve flavonoid bilesik tanimlamiglar ve S.
Typhimurium ve L. monocytogenes ile kontamine edilmis tavuk butlar1 {izerine

uyguladiklart siipernatanti, S. Typhimurium sayisini azaltmada etkili bulmuslardir.

2.6. Postbiyotikler

Son yillarda gidalarda patojenlerin tiremesini engellemek amaciyla yaygin
olarak kullanilan koruyucu maddelerin -otoritelerce onaylanmig olsalar bile- kimyasal
iceriklerinden dolay1 toksik ve kanserojenik etkileri olabilecekleri konusunda siipheler
duyulmaya baslanmistir (Woraprayote ve ark., 2016). Bu ylizden, tiiketiciler gidada
patojenlerin bulunmamasinin yani sira, iirlinlerin daha az teknolojik islem gérmesini
ve gidalarda kullanilan katki maddelerinin sentetik olmamasini talep etmektedirler. Bir
yandan tiiketicilerin bu taleplerini karsilamak ayni zamanda da gida giivenligini
saglamak icin dogal olan gida koruyuculart ilgi ¢ekmektedir (Arrioja-Breton ve ark.,
2020a). Bu amagla, bazi1 tibbi aromatik bitki yaglarmimn gida koruyucu olarak etkisi
aragtirilmigtir. Ornegin; kekikten elde edilen timol, genis spektrumlu antibiyotik etki
gostermektedir; ancak, gida patojenlerini inhibe etmesi i¢in timoliin yiiksek miktarda
kullanimi gerekmektedir. Bu da kullanildig1 gidada uygun olmayan yogun bir aromaya

sebep olacagindan, duyusal agidan tercih edilmemektedir (Chen ve Zhong, 2017).

Bununla birlikte laktik asit bakterileri, tiretmis olduklar1 metabolitler ile dogal

gida koruyuculari olarak gelecek vadetmektedirler (Beristain-Bauza ve ark., 2016).

Diinya Saglk Orgiiti ve FAO tarafindan “Yeterli miktarda alindiginda
konak¢inin sagliginda olumlu etkilere sahip canli mikroorganizmalar” probiyotik
olarak  tanimlanmistir.  Yalnizca canli  mikroorganizmalar  degil, bu
mikroorganizmalarin iiretmis olduklari, ancak probiyotik kapsami disinda kalan
metabolitler, ya da canli olmayan hiicreler de saglik iizerine olumlu bir potansiyele
sahiptir (Hill ve ark., 2014). Laktik asit bakterileri tarafindan salgilanan ve biyoaktif

ozellik gosteren ¢Oziinebilir maddelere yeni bir tanim olarak postbiyotik

14



denilmektedir. Canli bakterilerden olusan probiyotiklere karsin, postbiyotikler canli
hiicreleri degil, onlarin metabolitlerini: fermantasyon sonucu olusan organik asitleri,
biyoaktif peptitleri, kisa zincirli yag asitlerini, enzimleri, peptidoglikan tiirevli
muropeptitleri, endo ve ekzopolisakaritleri, teikoik asitleri, hiicre yiizeyi proteinlerini,
vitaminleri, plazmalojenleri, vb. i¢ine almaktadir (Aguilar-Toal4 ve ark., 2018; Barros

ve ark., 2019; Moradi ve ark., 2020).

Bu metabolitlerden her birinin saflastirilabilecegi ve ayr1 ayri kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Beristain-Bauza ve ark., 2016). Bir gesit postbiyotik olan hiicre
icermeyen silipernatant, besiyerinde gelistirilmis bakteri ya da mayalarin santrifiij ve
stizme islemi ile canli hiicreleri uzaklastirildiktan sonra, geriye kalan ve icerisinde bu
bakteri ve mayalar tarafindan iiretilen biyolojik metabolitler bulunan sividir

(Zotkiewicz ve ark., 2020).

Probiyotiklerin kullanimi, bakterilerin gen aktarimi ile direng kazanmalar1 ve
bagisiklik sistemi zayif kisilerde enfeksiyon riski olusturmalart agilarindan tereddiit
olusturmaktadir. Postbiyotiklerin canli hiicre igermemeleri, bu riskleri ortadan
kaldirmakta ve probiyotiklere gore daha giivenli olarak nitelendirilmelerine sebep
olmaktadir. Bunlarin yani sira postbiyotikler daha kolay absorbe ve muhafaza
edilebilirler ve gidalarda kullanildiklarinda raf Omiirlerinin 5 yila kadar ¢ikabildigi
belirtilmektedir. (Aguilar-Toala ve ark., 2018; Barros ve ark., 2019; Maria José ve
ark.,2020; Nataraj ve ark., 2020; Rad ve ark., 2021).

Saglik tizerine olumlu etkilerinin disinda, postbiyotiklerin dogal gida
koruyucusu olarak kullanimlar1 da akla gelmektedir. Fermente gidalarda ozellikle
laktik asit bakterilerinin bakteriyosin iireten suslar1 starter kiiltlir olarak secilerek,
bakteriyosinlerin koruyucu etkilerinden de faydalanilabilmektedir (Woraprayote ve
ark., 2016). Ancak fermente olmayan gidalarda bu bakterilerin kullanimi1 gidanin
tadim1 degistirdigi i¢in miimkiin olmamaktadir (Mililio ve ark., 2013). Bu yiizden,
endiistride laktik asit bakterilerinden elde edilen bakteriyosinlerin saflastirilarak direkt
olarak gidaya ilave edildigi uygulamalar mevcuttur (Galvez ve ark., 2007). Bu amagla
en yaygin olarak Lactococcus lactis ve iiretmis oldugu nisin “GRAS” statiisiinde

nitelendirilerek kullanilmaktadir (Beristain-Bauza, 2016). Bu bakteriyosin, Gram-

15



pozitifler lizerinde etkili olmasina karsin; Gram-negatiflerin dis membraninin
koruyucu bariyer olusturmasi sebebiyle antimikrobiyal etkisi smirli kalmaktadir
(Arrioja-Breton, 2020b). E.coli, Salmonella gibi baz1 Gram-negatif bakterileri tizerine

de etkilerinin olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Valenzuela ve ark., 2008).

Nisin disinda LAB tarafindan {iretilen diger bakteriyosinler de cesitli
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki gostermektedir. Ornegin P. acidilactici
tarafindan iretilen pediosin, L. monocytogenes’e karsi etkilidir. Gida matriksinde
pediosinin etkisinin azalmasina ¢oziim olarak bakterinin hiicre igermeyen
siipernataninin  kullanim1 alternatif olarak diisiiniilebilir. Ug farkli laktik asit
bakterisinin hiicre igermeyen siipernatantlarinin L. monocytogenes’e karsi etkisinin
arastirlldigi bir ¢alismada, P. acidilactici stipernatanti etkili olarak bulunmus; bu
etkinin bakteriyosinler ve asidik ortamdan kaynaklanabilecegi belirtilerek,
siipernatantin gidalarda bu patojene kars1 koruyucu olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmigtir (Mililio ve ark., 2013). Son yillarda hiicre icermeyen siipernatantlara ve
postbiyotiklere yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Salmonella, L. monocytogenes, E.
coli, Staphylococcus aureus, Yersinia spp., Aeromonas spp., Bacillus spp., kiif-maya
ve viriisler dahil pek cok mikroorganizmay: inhibe ettikleri belirtilmistir (Incili ve ark.,
2022).

Istenilen seviyede bir antimikrobiyal etki icin laktik asit bakteri
metabolitlerinin birlikte kullanimlarinin daha iyi sonu¢ verdigi gesitli ¢alismalarda
belirtilmistir (Beristain-Bauza ve ark., 2016; Mun ve ark., 2019). Bu sebeple, laktik
asit bakterilerinden elde edilen ve iceriginde g¢esitli antimikrobiyal bilesenleri
bulunduran hiicre icermeyen siipernatanlarin kullanimi1 uygun olabilir. Dahasi, bu
siipernatantlar canli hiicrelere kars1 daha etkili bile olabilirler. Ornegin; Yolmeh ve
ark. (2017) L. plantarum ve L. brevis’in hiicre icermeyen siipernatanlari ve canli
hiicrelerin antimikrobiyal etkilerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada, siipernatantin
bakterinin kendisine gore daha fazla antimikrobiyal etki gosterdigini bulmuslardir.
Gidalarda canli organizmalarin kullanimina kiyasla, ayn1 bakterilerin postbiyotiklerin

kullaniminin teknolojik olarak avantaj sagladig asikardir (Maria José ve ark., 2020).
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Gidada kullanimlariin giivenilirligi konusundaki siiphelere yonelik olarak,
hiicre igermeyen siipernatant fraksiyonlarinin sitotoksik etkilerinin in vitro ortamda
arastirildigr bir ¢alismada da, anti-Listeria etkisi gosteren tiim fraksiyonlarinin insan
makrofaj hiicrelerine toksik etkisi bulunmadigi ve gidalarda koruyucu olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Arrioja-Breton ve ark., 2020b).
Streptokoklar ve Faecalibacterium tiirlerinden elde edilen postbiyotikler

bulunsa da, ¢ogunlukla Lactobacillus ve Bifidobacter tiirlerinden elde edilen

postbiyotikler kullanilmaktadir (Aguilar-Toala ve ark., 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Tez c¢alismas1 kapsaminda laktik asit bakterileri olarak Pediococcus
acidilactici (Bactoferm™ B-LC-78 Chr. Hansen GmbH, Germany), Latilactobacillus
sakei (Bactoferm™ B-FM Chr. Hansen GmbH, Germany), ve Lactiplantibacillus
plantarum (Bioferm DSMZ16627) suslari kullanilmigtir. Chr. Hansen firmasi
tarafindan Pediococcus acidilactici B-LC-78 susu Staphylococcus cornosus ile;
Latilactobacillus sakei B-FM susu Staphylococcus xylosus ile mix halinde liyofilize
olarak iretilmektedir. Suglar, De Man Rogosa and Sharpe Broth (MRS Broth)
besiyerinde, 30°C’de 20 saat inkiibatorde (Memmert, Germany) gelistirilerek aktive
edilmis ve ardindan MRS Agara ¢izimler yapilarak elde edilen tek koloniler gram
boyama yontemi ile P. acidilactici ve L. sakei olarak dogrulanarak saflastirilip

calismada kullanilmustir.

Calismada patojen olarak kullanilan Salmonella enterica subsp. enterica
serotip Enteritidis ATCC 13076, Salmonella enterica subsp. enterica serotip
Typhimurium ATTC 14028, Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium
NCTC 12416, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Listeria monocytogenes ATCC
13932, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Escherichia coli O157:H7 ATCC
43894, Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895, Escherichia coli O157:H7 ATCC
35150 suslar1 Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi
Ana Bilim Dali kiiltiir koleksiyonundan, Brucella melitensis susu Pendik Veteriner

Kontrol Arastirma Enstitiisti Miidiirliigii’nden temin edilmistir.
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3.1.2. inek Siitii

Tez galigsmasi kapsaminda kullanilan 200 mL’lik ambalaj i¢erisinde UHT Steril

Tam Yagh Siitler yerel bir marketten alinmustir.

3.1.3. Tavuk Gogiis Eti

Tez calismasi1 kapsaminda kullanilan yerel bir markanin 1 kg’lik tavuk gbgiis
etleri orijinal ambalajlar1 icerisinde marketlerden temin edilmistir. Satisa sunuldugu
ilk glin alinan tavuk gogiis etleri, satin alindiktan sonra soguk zincir ile laboratuvara

getirilerek, deney prosediiriine kadar 4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.1.4. Besiyerleri, Laboratuvar Malzemeleri, Alet ve Ekipmanlar

3.1.4.1. Besiyerleri ve Kimyasallar

Calismada besiyerleri olarak Tryptic Soy Broth (Merck, Darmstadt, Germany),
MRS Broth (Merck, Darmstadt, Germany), MRS Agar (Merck, Darmstadt, Germany),
Maximum Recovery Diluent (Merck, Darmstadt, Germany), Miiller Hilton Agar
(Biolife, Milano, Italya) Plate Count Agar (Oxoid, Hampshire, England), Palcam Agar
(Oxoid, Hampshire, England), Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar (LabM,

Lancashire, United Kingdom) kullanilmstir.
Kimyasallar olarak laktik asit (% 85) (Tekkim, Bursa, Tiirkiye), Etanol

igerisinde ¢oziindiirilmiis % 1 Fenolftalein indikator ¢ozeltisi, Sodyum hidroksit

(Merck, Emplura, Darmstadt, Germany) kullanildi.
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3.1.4.2. Laboratuvar Malzemeleri

Deney tiipleri, Falkon tiipleri (15 mL steril polipropilen konik tiip), 250 mL’lik
ve 500 mL’lik sise, meziir, plastik petriler, cam pipet, pipet uglari, drigalski ¢ubugu,
erlen, beher, spor, 0.22 mikron ¢apindaki gozenekli filtre (Millipore, Millex-GP
Syringe filter SLGP033RS).

3.1.4.3. Alet ve EKipmanlar

Otoklav (Hirayama, Hiclave HV-85, Japan), su banyosu (Memmert,
Germany), sogutmali santrifuj (Hettich, Universal 320 R-Almanya), , hassas terazi
(Kern PLJ, Germany), stomacher (IUL 400, Spain), 20-200 pl ve 100-1000 pl
araliklarina ayarlanabilen otomatik pipetler (Eppendorf) , dijital pHmetre (HI 2211,
Hanna Instruments, USA), dijital kumpas, ekim kabini (Metisafe, Class II),

inkiibatorler (Memmert, Germany).

3.2. Yontem

Calisma laktik asit bakterilerinin hiicre icermeyen siipernatantlarinin gida
patojenleri lizerine antimikrobiyal etkisinin agar difiizyon yoOntemi ile tespiti ve
patojen mikroorganizmalara karsi en giiclii antimikrobiyal etkiyi gosteren hiicre
icermeyen siipernatantlarin tavuk gogilis eti tizerindeki Salmonella spp., L.
monocytogenes ve tavuk dogal florasina karsi etkilerinin aragtirilmasi olmak {izere iki

asamadan olusmustur.

20



3.2.1. Birinci asama: LAB Hiicre icermeyen Siipernatantlarimiin Gida
Patojenleri Uzerine Antimikrobiyal Etkisinin Agar Difiizyon

Yontemi ile Tespiti

Steril inek siitii ve MRS Broth’da gelistirilen P. acidilactici, L. sakei ve L.
plantarum’un hiicre igermeyen siipernatanlarinin bazi gida patojenleri tizerine
antimikrobiyal etkileri agar kuyucuk difiizyon yontemiyle arastirilmistir. Bu asama ti¢

kez tekrarlanmis ve verilerin ortalamalar1 alinmstir.

3.2.1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Inkiibasyonu

P. acidilactici, L. sakei, L. plantarum suslar1 10 mL MRS Broth igeren tiiplerde
ayr1 ayrt 30 °C’de 20 saat gelistirilerek aktivasyonlar1 yapilmistir. Aktivasyonun
ardindan 0.5’er mL alinarak 10 mL inek siiti ve 10 mL MRS Broth igeren falkon
tiiplere konulmus 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu bakterilerin kombinasyon
halindeki etkilerini 6l¢gmek i¢in de herbirinden 0.5 mL alinarak (0.5:0.5:0.5) ayni

sekilde steril inek siitii ve MRS broth’a ekimleri yapilarak inkiibasyona kaldirilmistir.

3.2.1.2. Laktik Asit Bakteri Siipernatantlarinin Eldesi
Inkiibasyon sonunda laktik asit bakterilerinin gelistigi besiyerlerini ve siitleri
igeren falkon tiipleri sogutmali santrifiijde (Hettich, Universal 320 R-Almanya) 5,000

rpm’de 10 dakika santrifiij edilip iist kisimdaki siipernatanlar alinarak ayri bir tiipe

konulmustur.

3.2.1.3. Siipernatantlarin pH Ol¢iimii

Dijital pHmetrenin (HI 2211, Hanna Instruments, USA) kalibrasyonunun

yapilmasinin ardindan, hem siit hem de MRS Broth’da gelisen P. acidilactici, L. sakei
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ve L. plantarum’un ve bu ii¢ bakterinin kombinasyonunun siipernatanlarinin pH’lart

Olciilmiistiir.

3.2.1.4. Siipernatantlarin % Laktik Asit Ol¢iimii

10 mL siipernatant iizerine fenolftalein indikator ¢ozeltisinden birkag damla
ilave edilerek, N/4’lik NaOH ile titre edilmistir. Olusan acgik pembe renk
sabitleninceye kadar titrasyona devam edilmistir. Harcanan N/4’liik NaOH miktar1 not
edilerek asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

Asitlik derecesi(°SH/100 mL) = 10 x N/4’liilk NAOH miktar1 (mL)

% Laktik Asit miktar1 (g/100 mL) =°SH x 0.0225

3.2.1.5. Laktik Asit Soliisyonu Hazirlanmasi

Calismada sadece laktik asit sollisyonu ile dekontaminasyonun etkisini
6l¢ebilmek amaciyla LAB’lerinin hiicre igermeyen siipernatantlarina esdeger miktarda

laktik asit iceren laktik asit soliisyonu hazirlanmis ve pH’1 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.6. LAB Hiicre icermeyen Siipernatantlarinin Sterilize Edilmesi

Elde edilen slipernatantlar 0.22 mikron gozenek capindaki steril filtreden
(Millipore, Millex-GP Syringe filter SLGP033RS) gegirilerek steril edilmis, bu sekilde
her bir laktik asit bakterisinin ayr1 ayr1 ve ii¢ laktik asit bakterisinin kombinasyonunun

hiicresiz siipernatanti elde edilmistir.

3.2.1.7. Patojen Karisim Yapilmasi

Her bir patojen mikroorganizma susu, 10 mL Tryptic Soy Broth (TSB)
besiyerine ayr1 ayri ekilerek 37 °C’de 18-20 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon
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sonunda tiipler sogutmali santrifiijjde (Hettich, Universal 320 R-Almanya) 5,000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, bakteri hiicrelerinin ¢oktiigii peletler dagilmadan
stipernatantlar1 atilmistir. Her bir bakteri grubu i¢in (B.melitensis hari¢) o bakterinin 3
ayr1 susuna ait peletleri bir tiipte toplanarak 10 mL’ye tamamlanmis ve patojen bakteri
(Salmonella spp. karisim, L. monocytogenes karisim, E. coli O157:H7 karisim ve B.

melitensis) soliisyonlart hazirlanmstir.

L. monocytogenes karisim soliisyonu L. monocytogenes ATCC 7644, L.
monocytogenes ATCC 13932, L. monocytogenes ATCC 19111 suslarindan; E. coli
0157:H7 karisim soliisyonu E. coli O157:H7 ATCC 43894, E. coli O157:H7 ATCC
43895, E. coli O157:H7 ATCC 35150 suslarindan; Salmonella spp. karisim soliisyonu
S. Enteritidis ATCC 13076, S. Typhimuirium ATTC 14028, S. Typhimuirium NCTC

12416 suslarindan; Brucella melitensis tek bir sustan olusmustur.

3.2.1.8. Agar Kuyucuk Yontemi

Elde edilen hiicre igermeyen siipernatantlarin antimikrobiyal etkisini
aragtirmak i¢in agar kuyucuk yontemi kullanilmistir. Salmonella spp., L.
monocytogenes, E. coli 0157:H7 ve B. melitensis suslariim ml’sinde yaklasik 10°
kob/ml civarinda olacak sekilde Seri diliisyonlar1 yapilmistir. Her bir patojen
soliisyonundan 1’er mL alinarak petriye konulmus ve tizerine 20 mL Mueller Hinton
Agar (MHA) dokiiliip homojen olmasi i¢in zemin lizerinde dairesel hareketler ile
karigtirilarak ekimler yapilmistir. Her patojen i¢in 2 petriye ekim yapilmistir. Ortam
sicakliginda 30 dakika birakilan MHA besiyerlerinin katilagsmasindan sonra agar
tizerinde belirli noktalara steril pipet ucunun kiit kismi ile 8 mm ¢apinda kuyucuklar

acgilmistir.
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E.coliO157 B.melitensis
karisim

L. monocytogenes
karisim

Sekil 3.1. Farkli patojen bakteri karisim soliisyonlari ekilmis MHA fiizerine

kuyucuklar ac¢ilmas.

Patojen bakteri ekimi yapilmis iki petriden birindeki kuyucuklara MRS
Broth’da gelistirilerek elde edilen her bir hiicre igermeyen laktik asit bakteri
stipernatantindan; diger perideki kuyucuklara Steril Tam Yaglhh UHT Siitte
gelistirilerek elde edilen her bir hiicre icermeyen LAB siipernatanindan 100’er pL
yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak da ayni: miktarda steril distile su kuyucuklara

ilave edilmistir. Bir diger kuyucuga da % 2.1°lik laktik asit ¢ozeltisi konulmustur.

Kuyucuklara siipernatant ve kontrol ilavelerinin ardindan plaklar 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar ¢evresinde olusan zon

caplari dijital kumpas yardimu ile dlgiilerek degerler kaydedilmistir.

Agar kuyucuk caligmasi ii¢ kez tekrar edilerek zon caplarnin ortalamalari

alinmistir.

3.21.9. NaOH ile Notralize Edilmis Hiicre Icermeyen LAB
Siipernatantlarinin Patojenler Uzerine Etkisinin Agar Kuyucuk

Yontemi ile Arastirilmasi

Hiicre icermeyen LAB siipernatantlarinin antimikrobiyal etkilerinin igerdikleri
organik asitlerden mi yoksa organik asitlerin yani sira olusturduklar1 diger
metabolitlerden mi kaynaklandigini anlayabilmek i¢in elde edilen LAB

stipernatantlarinin pH’lar1 5 N NaOH soliisyonu ile 6.0’a ayarlanmistir. pH’lar1 6.0°a
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ayarlanan hiicre icermeyen LAB siipernatantlarinin bir 6nceki boliimde anlatildig: gibi
agar kuyucuk yontemiyle patojen mikroorganizmalara karsi denemeleri yapilmis ve

kuyucuk gevrelerinde zon olusumu olup olmadig1 gézlenmistir.

3.2.2. ikinci Asama: Patojen Mikroorganizmalara Karsi En Giiclii
Antimikrobiyal Etkiyi Gosteren Hiicre Icermeyen Siipernatantlarin
Tavuk Gogiis Eti Uzerindeki Salmonella spp., L. monocytogenes ve

Tavuk Dogal Florasina Karsi Etkilerinin Arastirilmasi

Bu asamada, agar kuyucuk difiizyon yontemi ile MRS Broth ve Steril Tam
Yaglh UHT Siitte gelistirilen LAB’lerin hiicre icermeyen siipernatantlarindan
Salmonella spp. ve L. monocytogenes’e karsi en giiglii antimikrobiyal etkiyi gosteren
secilmis ve Salmonella spp. ve L. monocytogenes ile kontamine edilmis tavuk gogiis
etlerinde bu patojenlerin inaktivasyonu ve iirliniin raf Omrii iizerindeki etkileri

degerlendirilmek tizere ¢alisilmistir.

3.2.2.1. Salmonella spp. ve L. monocytogenes Bakterilerini iceren

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Salmonella spp. ve L. monocytogenes suslari Tryptic Soy Broth (TSB)
besiyerinde 35 °C’de 18-20 saat boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyonun ardindan

ml’sinde yaklagik 10° kob civarinda olacak sekilde diliisyonlar1 yapilmistir.

3.2.2.2. Tavuk Gaogiis Eti Parcalarinin Patojenlerle Kontaminasyonu

Tavuk gdgiis etleri steril bir pens ve bigak yardimiyla her biri yaklagik 25 gram
olacak sekilde kiigiik pargalara ayrilmis ve iglerinde yaklasik 10® — 107 kob/ml
Salmonella spp. ve L. monocytogenes bakterilerini igeren soliisyona 1’er dakika

boyunca daldirilmistir. Daldirmanin ardindan kontamine edilmis gogiis eti parcalar
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bakteriyel yapisma ve iirlinlin fazla suyunun giderilmesi i¢in steril 1zgaralar tizerinde

oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.

3.2.2.3. Tavuk Gogiis Eti Parcalarinin Dekontaminasyonu

Patojen bakterilerle kontamine edilmis tavuk gogiis etlerinden rastgele {igii
secilerek baslangic Salmonella spp., L. monocytogenes, toplam psikrotrof ve laktik asit

bakteri sayilarinin tespiti i¢in analize alinmistir.

Kalan gogiis eti parcalari asagidaki sekilde 5 gruba ayrilmistir:
1- Kontrol grubu
2- L. sakei siipernatant grubu
3- L. plantarum siipernatant grubu
4- Laktik asit soliisyon grubu
5- Distile su grubu

Kontrol grubu higbir islem yapilmadan ayr1 ayr1 olacak sekilde steril stomacher

posetlerine konulmus ve 4 °C’de muhafazaya alinmislardir.

L. sakei saf hiicre icermeyen siipernatanti, L.plantarum saf hiicre icermeyen
stipernatant1 ve %2.1°lik laktik asit soliisyon gruplarini olusturan tavuk gogiis etleri,
igerilerinde 250’ser mL hiicre igermeyen siipernatant/ laktik asit soliisyonu bulunan
stomacher posetlere daldirilmis ve 10 dk bekletilmistir. Siire sonunda soliisyondan
cikarilan tavuk gogiis etleri fazla sivilarinin siiziilmesi i¢in oda sicakliginda 10 dk
stiziilmeye birakilmis ve ardindan ayri ayri steril stomacher posetlerine konularak 4

°C’de muhafazaya alinmistir.
%2.1’lik laktik asit soliisyonunun kullanilmasi, siipernatant icerisinde olusan

laktik asit miktarina esdeger oranda laktik asit iceren soliisyonla karsilagtirma yapmak

amactyladir.
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Distile su grubunu olusturan tavuk gogiis etleri, igerisinde 250 mL steril distile
su bulunan behere daldirilmig ve 10 dk bekletilmistir. Siire sonunda soliisyondan
cikarilan tavuk gogiis etleri fazla sivilarinin siiziilmesi i¢in oda sicakliginda 10 dk
stiziilmeye birakilmis ve ardindan ayri ayri steril stomacher posetlerine konularak 4
°C’de muhafazaya alinmistir. Steril distile suyun kullanilmasi, suya daldirmanin
yaptig1 fiziksel etkiyle uzaklastirilan bakteri miktarin1 tespit etmek ve boylece
kullanilan dekontaminasyon sivilarinin gercek etkilerinin ortaya konulmasi

amaciyladir.

3.2.2.4. Tavuk Gogiis Eti Parcalarinin Mikrobiyolojik Analizleri

Muhafazanin ilk (0. Giin), 2, 4, 6, 8, 11, 14 ve 17. giinleri tiim gruplar i¢in

mikrobiyolojik analizler yapilmistir.

Analiz giinlerinde, 25 g tavuk gogiis eti iizerine 225 mL %0.1’lik steril
peptonlu su ilave edildi ve 2 dakika stomacherde homojenizasyon islemi
gerceklestirilerek 107 diliisyon elde edildi. Bu diliisyondan 1 mL homojenat alinarak
% 0.1°1ik steril peptonlu su bulunan 9 mL deney tiiplerine aktarilarak 10’ya kadar
seri diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan asagida belirtilen besiyerleri ve

yontemler kullanilarak mikrobiyolojik analizler yapilmistir.
Salmonella spp. sayimi
Uygun diliisyonlardan 0.1 mL alinarak XLD agar iceren petrilere yayma plak
yontemi ile ekimler yapilmistir. Petriler 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra

siyah merkezli, renksiz karakteristik koloniler sayilmistir (ilhak ve ark., 2017).

Listeria monocytogenes sayimi

Uygun diliisyonlardan 0.1 mL alinarak Palcam agar i¢eren petrilere yayma plak
yontemi ile ekimler yapilmistir. Petriler 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edildikten sonra
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zeytin yesili-gri renkli, siyah zon olusturan Karakteristik koloniler sayilmustir (Incili ve
ark., 2022).

Laktik asit bakteri sayimi
Uygun diliisyonlardan 0.1 mL alinarak MRS agar iceren petrilere yayma plak
yontemi ile ekimler yapilmistir. Petriler 30 °C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra
olusan beyaz renkli koloniler sayilmistir (Incili ve ark., 2022).
Psikrotrof aerob bakteri sayimi
Uygun diliisyonlardan 0.1 mL alinarak Plate Count Agar (PCA) igeren petrilere

yayma plak yontemi ile ekimler yapilmistir. Petriler 4 °C’de 7-10 giin inkiibe
edildikten sonra olusan koloniler sayilmustir (Ilhak ve ark., 2017).

3.2.2.5. Tavuk Gogiis Etlerinin pH Analizi

Her analiz gilinlinde mikrobiyolojik analizlerin ardindan stomacher posetinde

kalan homojenatin pH’1 &l¢iiliip not edilmistir (Incili ve ark., 2022).

3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma her bir asama i¢in {i¢ tekrar yapilarak tamamlanmastir.

Elde edilen mikrobiyolojik veriler logio kob/g degerine doniistiiriilmiistiir.
Orneklerin pH degeri, zon caplar1 ise dogrudan SPSS 24 (IBM SPSS, USA) paket
programi ile degerlendirilerek, istatistiksel analizler yapilmistir. Veriler ana etkiler ve
degiskenler arasi interaksiyonlar yoniinden varyans analizine (ANOVA) tabii

tutulmustur.

Istatistiksel 6nem seviyesi P<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. LAB Siipernatantlarimin Agar Kuyucuk Yontemi ile Baz1 Gida
Patojenleri Uzerine Antibakteriyal Etkileri

Bu ¢alismanin ilk asamasinda, P. acidilactici, L. sakei ve L. plantarum hiicre
icermeyen siipernatantlarin Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve
Brucella melitensis iizerine agar kuyucuk yoOntemi ile antimikrobiyal etKisi
aragtirtlmistir. Hem MRS Broth besiyeri hem de steril inek siitiinde 30 °C’de 48 saat
inkiibasyonun ardindan elde edilen siipernatantlarin pH ve % laktik asit oranlari
Olciilmiis ve Tablo 4.1°de gosterilmistir. Siipernatantlarin % laktik asit oranlarinin
ortalamalar1 alinarak, ayn1 % gr miktarda laktik asit soliisyonu hazirlanmis ve pH™1

Olclilmiistiir.

Tablo 4.1. LAB siipernatanlarinin pH 6lgiimleri ve % laktik asit (% g) miktarlar

(Ortalama + SS).
MRS Broth’da gelisen Steril Inek Siitiinde gelisen

LAB pH % L.A. pH % L.A.
P. acidilactici 3.86+0.03* 1.9+0.3% 3.86+0.10 0.9+0.18
L. sakei 3.74+0.11% 2.1+0.14 3.90+0.20 0.9+0.08
L. plantarum 3.73+0.21% 2.2+0.14 3.90+0.17 0.9+0.08
LAB Karisim 3.76+0.17% 2.1£0.14 3.76+0.16 1.0+0.18
Laktik Asit 2.23+0.01Y 2.1£0.1A

AB. Aym satirda farkli harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
% Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.

Laktik asit bakteri siipernatantlari igcerisinde MRS Broth besiyerinde gelisen L.
plantarum siipernatantinin en diisiik pH ve en yiiksek % laktik aside sahip oldugu

gorilmektedir.
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Siitte gelisen bakterilerin slipernatantlari, MRS Broth’da gelisenlerinkine gore
daha diisiik laktik asit icerigine sahip olarak bulunurken, pH’lar her iki ortamda

gelistirilen LAB i¢in de birbirine yakin olarak gézlemlenmistir.

Tablo 4.2. MRS Broth’da gelisen laktik asit bakterilerinin hiicre igermeyen
stipernatantlarinin ve % 2.1°lik laktik asit soliisyonunun patojenlere karsi

olusturduklari inhibisyon zon g¢aplari (mm)* (Ortalama =+ SS).

Salmonella spp. L.monocytogenes E.coli O157:H7 B. melitensis

P. acidilactici 18.3£1.5% 17.0£3.0% 15.3+£1.5% 18.0+2.6%Y
L. sakei 19.7+0.678Y 18.3+1.5% 21.3+0.652 19.3+0.6°8Y
L. plantarum 19.3+0.6% 18.7£1.5% 20.7+1.27¢ 18.7£1.2%
LAB Karisim 19.3+0.6%Y 18.3+1.2% 17.0+£2.0% 19.0+1.0%
%2.1 Laktik asit** 19.0+1.67Y 17.9+£1.1% 17.7£1.0% 19.3+£0.9%Y
Distile su (kontrol) 8.0+0.0% 8.0+0.0"% 8.0:£0.04 8.0:£0.04

* Kuyucuk ¢apt 8 mm.

**. Calismada karsilastirma yapma amaciyla LAB’lerinin hiicre igermeyen siipernatantlarina esdeger
miktarda laktik asit igeren laktik asit soliisyonu kullanilmistir. Bu sayede sadece laktik asit soliisyonu
ile dekontaminasyonunun etkisi dlgiilmiistiir.

AB. Ayni satirda farkl1 harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.

Wz Ayni siitunda farkli harfleri tagryan degerler istatistiksel olarak farklidir.

MRS Broth’da gelistirilen tiim hiicre igermeyen siipernatantlarda kontrol
grubuna gore anlamli fark gozlenmistir (P<0.05). Tablo 4.2 incelendiginde en biiyiik
zon capmim L. sakei ve L. plantarum bakterileri tarafindan E.coli O157:H7
mikroorganizmasma karst olustugu goriilmiistiir (P<0.05). Istatistiksel olarak
aralarinda fark tespit edilmese de, rakamsal olarak L. sakei ve L. plantarum hiicre
icermeyen siipernatantlarinin  Salmonella spp. ve L. monocytogenes iizerine P.
acidilactici’den elde edilen siipernatanta gore daha biyiik bir zon olusturdugu tespit
edilmistir. LAB siipernatantlarindan elde edilen zon ¢aplari ile % 2.1°lik laktik asit
soliisyonundan elde edilenler karsilastirildiginda ise Salmonella spp, L.
monocytogenes ve B. melitensis’e karsi antibakteriyel etki agisindan aralarinda fark
goriillmemis (P>0.05), E. coli O157:H7’ye kars1 ise L. sakei ve L. plantarum
supernatantlarinin daha etkili oldugu tespit edilmistir (P>0.05).

30



Tablo 4.3. Steril inek siitiinde gelisen laktik asit bakterilerinin hiicre igermeyen
slipernatantlarinin patojenlere karsi olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplari

(mm)* (Ortalama =+ SS).

Salmonella spp. L. monocytogenes E.coli O157:H7 B. melitensis

P. acidilactici 8.3+0.6* 10.7+0.6Y 11.0£1.0Y 10.0£1.7%
L. sakei 9.0£1.7% 11.0+0.0Y 11.0£1.0Y 10.0£1.7%
L. plantarum 9.0+1.7% 11.3+0.6Y 11.7£1.5Y 9.742.1%
LAB Karisim 11.0+0.0% 11.7+0.6Y 11.3+1.2Y 11.0£2.0%
Distile su (kontrol) 8.0+0.0% 8.0+0.0% 8.0+0.0% 8.0+0.0%

* Kuyucuk ¢apt 8 mm.
¥: Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.

Tablo 4.3. incelendiginde, inek siitinde gelistirilen LAB’nin hiicresiz
stipernatantlar1 arasinda Salmonella spp., L. monocytogenes ve B. melitensis iizerine
en yiiksek inhibisyon zonunun {i¢ bakterinin karigimi olan hiicresiz siipernatantta
olustugu goriilmiis, ancak LAB siipernatantlar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik

tespit edilmemistir (P>0.05).

MRS Broth’da gelistirilmis laktik asit bakterilerinden elde edilen ve pH’lar1 5
N NaOH ile pH 6.0’a nétralize edilen siipernatantlarin uygulandiklar1 kuyucuklar

cevresinde inhibisyon zonlar1 gdzlenmemistir.

4.2. Agar Kuyucuk Yonteminde Salmonella spp. ve L. monocytogenes
Uzerine En Giiclii Etkiyi Gosteren LAB Siipernatantlarinin Tavuk Gogiis
Etinde Bu Patojenlere Kars1 Dekontaminant Amaciyla Kullanimi

Calismanin ikinci asamasinda agar kuyucuk yonteminde Salmonella spp. ve L.
monocytogenes iizerine en giiglii etkiyi gosteren L. sakei ve L. plantarum hiicre
igermeyen siipernatantlarinin Salmonella spp. ve L. monocytogenes ile kontamine
edilmis ve 4 °C’de muhafaza edilen tavuk gogiis etlerinde hem bu patojenlere hem de
tavuk etinde bozulmaya sebep olan psikrotrof bakteri ve laktik asit bakteri sayisi

tizerindeki etkisi arastirilmistir.
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Tablo 4.4. Tavuk gogiis etinin dekontantaminasyoni 6ncesi L. sakei ve L. plantarum

hiicre igermeyen siipernatantlarinin pH ve % laktik asit (% g) ol¢limii

(Ortalama + SS).
Hiicre icermeyen siipernatantlar pH % L.A.
L. sakei 3.76+0.07 2.2+0.07
L. plantarum 3.88+0.10 1.9+0.12

0, 2, 4, 6, 8, 11, 14 ve 17. giin analizi yapilan tavuk gogiis eti drneklerinin
homojenatlarinin pH 6l¢iimleri yapilarak Tablo 4.6’da gosterilmistir. Muhafazanin 8.
giiniiniin ardindan duyusal olarak bozulma emareleri gosterdigi tespit edilen

numuneler analize alinmamustir.

Tablo 4.5. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis eti homojenatlarinin pH
Ol¢timii (Ortalama + SS)..

Gruplar

Giinler

Kontrol Distile Su  L.sakei L.plantarum L.A.(%2.1)*
0.giin  5.98+0.04™ 6.03+0.07"* 5.54+0.11%% 5.55£0.098%  5.41+0.055X
2.giin  6.08+0.14™ 6.05+0.06" 5.64+0.09%% 5.60+0.145%  5.41+0.185X
4.giin  5.99+0.11" 6.07+0.07"* 5.60+0.09%% 5.62+0.07%  5.27+0.15
6.giin  6.04£0.08" 6.01£0.11" 5.59+0.06%Y 5.62+0.12%¢  5.36+0.07%
8.giin  6.23+£0.25" 6.39+0.09"Y 5.74+0.16%% 5.65+0.198% 5.32+0.09%
11.giin AY AY 5.62+0.17%%  5.66+0.345%  5.26+0.125%
14.giin AY AY 5.81+£0.13%Y  5.58+0.028%* 5.56+0.10%
17.giin AY AY 5.84+£0.17%  5.72+0.108%  5.27+0.20%

AY': Analiz yapilmadi.
AB. Aymi satirda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
¥: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
*: Calismada karsilagtirma yapma amaciyla LAB’lerinin hiicre igermeyen siipernatantlarina esdeger
miktarda laktik asit igeren laktik asit soliisyonu kullanilmistir. Bu sayede sadece laktik asit soliisyonu
ile dekontaminasyonunun etkisi 6l¢iilmiistiir.
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Analiz giinleri boyunca en yiiksek pH, islem uygulanmamis kontrol grubu ile
distile su muamelesi uygulanmis grupta; en diisiik pH ise laktik asit soliisyonu ile

dekontamine edilmis 6rneklerde 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen mikrobiyolojik ekim sonuglari Tablo 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9°da

gosterilmektedir.

Tablo 4.6. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin Salmonella spp. sayimi
(logio kob/g + SS).

Gruplar
Giinler
Kontrol  Distile Su L.sakei L.plantarum  L.A.(%2.1)

0.giin  6.2£0.5%  6.0+0.8"  5.6+0.8°%* 5.440.2A8% 4.7+0.15*

2.giin  6.0£0.8™  6.1£0.1"  51+1.0%% 4,9+1.15 3.7+0.6%

4.giin  5.8+1.1"%  5.8+1.0% 5.1£0.7% 5.1£0.7% 4.0+0.28%

6.giin  6.0+0.4%  5.8+0.7%  5.1+0.5% 5.2+0.6™ 3.8+0.3%Y

8.giin  5.9+0.4%  5.9+0.3™ 5.0£0.2 5.0£0.6™ 3.7+0.28

11.giin AY AY 5.0£0.1" 4.5+0.3" 3.8+0.28%
14.giin AY AY 5.0+0.1* 4.5+0.2AB% 3.8+0.28%
17.giin AY AY 4.8+0.5" 4.7+0.2% 2.9+0.18Y

AY: Analiz yapilmadi.,
ABC: Aymi satirda farkli harfleri tastyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
%: Ay siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.

L. sakei ve L. plantarum siipernatantlar1 ile dekontaminasyonun ardindan
Salmonella spp. sayisinda anlamli bir azalma gézlenmemistir. En fazla azalma, laktik
asit ¢ozeltisi ile dekontaminasyondan sonra ger¢eklesmistir ve kontrol, distile su ve
siipernatant gruplarinin aksine muhafaza siiresi boyunca anlamli bir azalma

gbzlenmistir (Tablo 4.6, Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin Salmonella spp. sayimi1
(logzo kob/g £ SS).

Tablo 4.7. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin L. monocytogenes
sayimmi (logio kob/g + SS).

Gruplar
Giinler
Kontrol Distile Su L.sakei L.plantarum L.A. (%2.1)

0.giin  5.6£0.7% 54403 5304 54401 4.6+0.45~
2.giin  5.4+0.4"  56+0.4%  51+0.3%8  55+0.1 4.6:0.48%
4.giin  5.8£0.6™Y  5.7+0.1™Y  5.0+0.3%%  4.9+0.259 4.8+0.38x
6.giin  63+03%  6.3+0.3%  50+0.4%  51+0.459 4.7+0.28%
8.giin  6.5£0.2%7  6.9+0.4"?  5.0+£0.28%  5.1+0.5B% 4.7+0.38x
11.giin AY AY 5101  5.1+0.3% 4.7+0.2°
14.giin AY AY 5.2+0.8™  4.7+0.4% 5.0£0.4"
17.giin AY AY 52+0.5™  5.1+0.5%Y 4.5+0.38%

AY': Analiz yapilmadi
AB. Aymi satirda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
Y. Ay siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
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L. sakei ve L. plantarum siipernatantlari ile dekontaminasyonun ardindan L.
monocytogenes sayisinda anlamli bir azalma gézlenmemistir. En fazla azalma (1.0
logio) laktik asit ¢ozeltisi ile dekontaminasyondan sonra gergeklesmistir. Kontrol
numunelerinde L. monocytogenes sayisinda anlamli bir artis olmasina ragmen, L. sakeli
stipernatanti ve laktik asit ¢ozeltisi ile dekontamine edilen 6rneklerde muhafaza siiresi

boyunca anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Tablo 4.7, Sekil 4.2).

m Kontrol Distile Su  wL.sakei m L.plantarum Laktik asit (%2.1)

ag 'ﬂaI
T
iy e T hl
11

14 17

8

7

IIIb I
1
0

Sekil 4.2. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk g6giis etinin L. monocytogenes
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sayimmi (logio kob/g £ SS).
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Tablo 4.8. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin laktik asit bakteri
sayimmi (logio kob/g + SS)

Gruplar
Giinler
Kontrol  Distile Su L.sakei L.plantarum  L.A. (%2.1)
0.giin 6.0+0.2 5.8+0.2% 5.4+0.6 5.8+0.6 5.7+0.3
2.giin  6.3+0.4 6.3+£0.5 6.3+£0.6 6.3£0.9 6.0+£0.3
4.giin 6.5+0.6 6.5+0.6Y 6.2+0.5 6.1+0.7 5.8+0.6
6.giin  6.5+0.6 6.5+£0.4% 6.4+0.6 6.4+0.5 6.0+£0.4
8.giin 6.5£0.8"%  6.8+0.4Y  6.2+0.5"8 6.3+0.6"8 5.9+0.28
11.giin AY AY 5.8+0.6"8 6.2+0.74 5.2+0.38
14.giin AY AY 6.1+0.8% 6.2+0.8" 5.4+0.38
17.giin AY AY 6.1+0.34 6.3£0.3% 5.9+0.1*

AY: Analiz yapilmadi
AB. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
¥: Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.

mKontrol ®Distile Su = L.sakei W L.plantarum w®Laktik asit (%2.1)

s rh ‘Hll ‘HM ‘INI ‘lﬂi ﬂl’ lh .

Muhafaza Giinler1

Sekil 4.3. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin LAB sayimi (logzo
(kob/g £ SS).
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Kontrol, distile su ve siipernatant gruplarinda muhafazanin ilk giinlerinde LAB
sayisinda 6nemli derecede olmasa da sayisal olarak artiglar gozlenmis sonraki
giinlerde ise LAB sayilar1 ¢cok fazla degismemistir. %2.1°lik laktik asit ile dekontamine
edilen tavuk gogiis etlerinde LAB sayis1 neredeyse stabil kalmis ve muhafaza siiresi

boyunca 5.7-6.0 logio arasinda degiskenlik gostermistir (Tablo 4.8 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.9. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin psikrotrofik bakteri

saymmi (logio kob/g £ SS).
Gruplar

Giinler

Kontrol Distile Su L.sakei L.plantarum L.A. (%2.1)
0.giin  3.6£0.6""  3.4+0.24% 2.540.98V  2.3+0.87BV 2.0+0.48%
2.giin  4.0£1.4"%  43+0.6"" 2.2+0.98V 2.6£0.78Y 1.9+0.8B"
4.giin  5.7£1.2%  57+1.0% 2.9+0.3B"W  2.7+1.0BW 2.840.4BWx
6.giin  7.6£0.2%  7.6:0.3%?  33+0.95%W  3.6+0.45W 3.6+0.38W
8.giin  8.3+05%  8.6+0.3" 4.14£0.58"  4.3+0.7BW 3.9+0.28%
11.giin AY AY 5.5£1.3%  5.6£1.7% 4.5+0.4%
14.giin AY AY 6.2+1.9%%  6.5+1.6"2 5.4+0.2°Y2
17.giin AY AY 7.7£0.7°82  8.1+0.7A2 6.5+0.657

AY: Analiz yapilmadi
AB: Ayni satirda farklr harfleri tastyan degerler istatistiksel olarak farklidir.
vwxyz: Ayni siitunda farkls harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak farklidir.

Muhafazanin ilk giintinde (0. giin) psikrotrof bakteri sayis1 kontrol ve distile su
gruplarinda 3.6 ve 3.4 logio olarak tespit edildi. Siipernatant gruplariyla kontrol ve
distile su gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmasa da siipernatant gruplarinda yaklasik
1.0 log10’lik bir azalma ile psikrotrof bakteri baslangic sayilar1 2.5 ve 2.3 logio olarak
bulundu (P>0.05). Laktik asitle dekontamine edilen drneklerde ise baslangig psikrotrof
bakteri sayis1 kontrol ve distile su gruplarina gére anlamli diizeyde diisiik bulunurken
(P<0.05), siipernatant gruplariyla aralarinda bir fark goriilmedi. Kontrol ve distile su

gruplarinda psikrotrof bakteri sayisi muhafaza siiresince hizli bir sekilde artarak
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muhafazanim 6. giiniinde 7.0 logi0’nun tizerine ¢ikt1 ve 8. giinde 6rneklerde duyusal
olarak tespit edilebilen bozulma ve kokusma belirtileri gézlemlendi. Siipernatant ve
laktik asit gruplarinda ise muhafaza siiresi boyunca yavas bir artis gozlendi ve
muhafazanin 14. giinii bu gruplardaki psikrotrof bakteri sayilarinin hala 7.0 logio
kob/g’in altinda oldugu, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig tespit edildi
(P>0.05). Muhafazanin 17. giiniinde L. sakei ve L. plantarum siipernatantlariyla
dekontamine edilmis gruplarda psikrotrof bakteri sayis1 sirasiyla 7.7 ve 8.1 logio olarak
tespit edilirken laktik asitle dekontamine edilen grupta psikrotrof bakteri sayist 6.5
logio kob/g’d1 (Tablo 4.10 ve Sekil 4.4).

m Kontrol Distile Su L.sakei L.plantarum Laktik asit (%62.1)
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Muhafaza Giinleri

Sekil 4.4. Soguk muhafaza (4 °C) boyunca tavuk gogiis etinin psikrotrof bakteri
sayimi (logio kob/g £ SS).
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5. TARTISMA

Arastirmanin ilk asamasinda hem MRS Broth’da hem de steril siitte tiretilmis
P. acidilactici, L. sakei, L. plantarum ve bu 3 laktik asit bakterisinin karisimlarinin
hiicre igermeyen siipernatantlarinin pH degerleri, icerdikleri laktik asit miktarlar1 ve

bazi gida patojenleri lizerine etkisi, agar kuyucuk yontemi ile tespit edilmistir.

Hiicre igermeyen siipernatantlarin pH degerleri incelendiginde, P. acidilactici
stipernatantinin pH 3.86 degeri ile, Fugaban ve ark. (2021)’nin belirledigi pH 3.8
degerinin uyumlu oldugu goriilmektedir. Dong ve ark. (2021) ise sosisten izole
ettikleri L. sakei siipernatantinin pH’1n1 3.51, L. plantarum’unkinin pH’11 3.47 olarak
Olgmiislerdir. Calismamizda ise MRS Broth’da 48 saat inkiibe edilen L. sakei
stipernataninin pH’1 3.73, L. plantarum’unki 3.74 olarak ol¢iilmiistiir. Elde edilen pH
degerlerinin diger calismalarda elde edilenlerden farkli ¢ikmasinin sebebi, kullanilan
suslarin farkliliklar: olabilir. Ug bakterinin karisimlarindan elde edilen siipernatantin
pH degeri olan 3.76, bu ii¢ bakterinin slipernatantlarinin ayr1 ayr1 6l¢iilen degerlerine

olduke¢a yakindir (Tablo 4.1).

Stipernatantlarin hesaplanan % laktik asit miktarlarina bakildiginda, dogal
olarak pH degerleri ile aralarinda ters oranti géze ¢carpmaktadir. Laktik asit miktar
arttikca, pH degerlerinde diisme goriilmiistiir. MRS Broth’da gelistirilen LAB’nin
slipernatantlar1 arasinda igerdikleri laktik asit miktarlar1 agisindan istatistiksel bir
farklilik olmasa da (P>0.05) en yiiksek degerin, % 2.2 ile L. plantarum’a ait oldugu,
P. acidilactici’nin diger LAB’e gore daha diisiik miktarda (%1.9) laktik asit irettigi
goriilmiistiir (Tablo 4.1). Othman ve ark. (2017) P. acidilactici’nin glikozu fermente
etmesi ile olusan ve zamanla besiyerinde biriken laktik asidin, canli hiicrelerin sayisin
azalttigin1 belirtmislerdir. Cogalmasinin smirlanmis olmasi, inkiibasyon siiresi
sonunda olusan laktik asit miktarin1 da azaltmig olabilir. Ayrica, bakterinin besiyeri
icerisindeki sekeri kullanarak laktik asit olusturma potansiyeli, bakterinin besiyeri

icerisindeki sayis1 ve aktifligi ile iligkili oldugundan elde edilen degerlerdeki kiiciik
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sapmalarin normal olarak karsilanmasi miimkiindiir. Nitekim c¢alismanin ikinci
asamasinda L. plantarum ayni sekilde MRS Broth igerisinde 48 saat inkiibe edilmis ve
elde edilen siipernatantin laktik asit miktar1 %1.94, pH degeri ise 3.88 olarak tespit
edilmistir. Benzer, kiiglik rakamsal farkliliklarin L. sakei i¢in de ortaya ¢iktigi

goriilmiistiir (Tablo 4.1 ve 4.5).

MRS Brothta {iretilen bakterilere ait siipernatantlarda % laktik asit oran1 siitte
iiretilenlere gore daha yiiksek bulunmasina ragmen, pH degerleri arasinda énemli bir
farkliligin olmamas1 (Tablo 4.1), MRS Broth’un igerigindeki kimyasallarin
tamponlama 6zelliginden kaynaklanmis olabilir (Zalan ve ark., 2010). Bu da iiretmis
olduklar1 laktik aside ragmen, hiicrelerin zarar goérmeden c¢ogalmalarina devam
etmelerini, dolayisiyla laktik asidin miktarmnin artmasini saglamis olabilir. igerdigi
kazein ve inorganik fosfotlar ile siitiin tamponlama 6zelligi bulunmaktadir (Aiello ve
ark., 2019). Ancak MRS Broth’un igerisindeki kimyasallarin tamponlama &zelligi
daha fazla olabilir. L. plantarum’un MRS Broth igerisinde tamponlama 6zelligi olan
sodyum asetat bulunmadan iiremesinin yavasladigi belirtilmistir (Hayek ve ark.,

2019).

Laktik asit icerikleri bakimindan karsilastirildiklarinda steril siitte gelistirilen
LAB’nin siipernatantlarinin MRS Broth’da gelistirilenlere gore 6nemli oranda diisiik
oldugu tespit edildi (P<0.05). Inek siitiiniin igerisinde litrede yaklasik 32 gram protein
(%77.2 kazein, %17.5 serum proteinleri, peptitler, aminoasitler), 47 gram laktoz
bulunmaktadir (Nayak ve ark., 2020). Siitte serbest halde bulunan aminoasitler ve azot
bilesenleri yetersiz geldiginden dolayi, laktik asit bakterileri kazeini peptonlara
parcalamak zorundadirlar (Kieliszek ve ark., 2021). MRS Broth’da ise 10 g/L
kazeinden elde edilmis pepton ve 20 g/L D(+) glikoz hali hazirda bulunmaktadir
(Anonim 2005). Laktoz, LAB’in sahip olduklar1 B-galaktosidaz enzimi ile galaktoz ve
glikoz olusacak sekilde hidrolize ugrar. Ortamda glikoz miktarinin artmas1 LAB’in
cogalmasmma ve daha fazla laktik asit {retilmesine sebep olmaktadir.
(Gholamhosseinpour ve Hashemi, 2018). Siitteki protein ve karbonhidrat miktart MRS
Broth’tan daha fazla olmasina ragmen, bu besin dgelerinin daha kompleks yapida
olmas1 ve bakteriler tarafindan parcalanma zorunlulugu, siitte iiretilen laktik asit

miktarmin diisik kalmasia sebep olmus olabilir. Fermente siit iiriinlerinde yaygin
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olarak kullanilmalarina ragmen laktik asit bakterileri, siit sekeri olan laktozu glikoza
gore daha yavas hidrolize etmektedir; hatta Lactobacillus tiirleri tarafindan en az
kullanilabilen seker laktozdur (Hayek ve ark. 2019). Benzer sekilde, Zalan ve ark.
(2010) da besiyeri olarak yagsiz siit tozu soliisyonu (100 g/1), yer elmasi suyu ve MRS
Broth’ta gelisen laktik asit bakterilerinin irettikleri titre edilebilir organik asitleri
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, yagsiz siit tozunda olusan laktik asit miktarinin MRS

Broth’dakine gore daha diisiik oldugunu gérmiislerdir.

Besiyerinde gelisimi segici olarak nitelendirilebilen laktik asit bakterilerinin
gelisebilmesi i¢in seker ve aminoasitler igeren, mangan ve magnezyum gibi
minerallerden zengin bir besiyerine ihtiyaci bulunmaktadir (Hayek ve ark., 2021;
Leroy ve de Vuyst, 2001). Linares-Morales ve ark. (2022) MRS Broth’dan daha diisiik
maliyetli bir besiyeri tasarlamak amaciyla; bakterilerin ihtiyaci olan karbon kaynagi
olarak glikoz yerine elma kiispesi, maya Oziitii yerine atik bira mayasi ve protein
kaynagi olarak da ii¢ farkli gida endiistrisi atigin1 (peynir alt1 suyu, balik unu, yulaf
ezmesi) Kkullanarak besiyerleri hazirlamislardir. Bu besiyerlerine MRS Broth
formiiliindeki miktarlarda Tween 80 ve diger inorganik tuzlari ilave ederek karbon ve
azot kaynaklarinin etkisini karsilastirdiklart ¢alisma sonucunda, balik unu
kullandiklar1 brothda gelisen laktik asit bakterilerinden elde edilen hiicre icermeyen
slipernatantin patojenlere karst en yiiksek etkiyi, peynir altt suyunun ise en diisiik
etkiyi gosterdigini belirtmislerdir. Siitteki besin ogelerinin %55’ine sahip ve kuru
maddenin %75’in1 laktoz, %12-14’linii ¢oziilebilir protein ve %]1-10"unu yaglar,
vitamin ve minerallerin olusturdugu peynir alti suyu ile yapilan bir ¢alismada L.
plantarum bakterisinin yavas da olsa iiredigi, ancak MRS besiyerinde bakteriyosin
lireten bu susun, peynir alt1 suyunda bakteriyosin iiretmedigi gozlenmistir. Bunun
sebebinin bazi metabolitlerin iiretimi i¢in gerekli olan amino asitleri saglayan
triptonun peynir alt1 suyunda yetersiz bulunmasi olabilecegi ifade edilmistir (da Silva

ve ark., 2019).

Karbonhidrat ve azot kaynaginin miktar1 ve cinsi bakteriyosin ile bakteriyosin
benzeri inhibe edici maddelerin iiretimini etkilemektedir. M17 Broth’da gelistirilen P.
acidilactici’nin Nutrient Broth’da gelistirilenlere gore 29 kat daha fazla bakteriyosin

benzeri inhibe edici madde {irettigi tespit edilmis, bu durumun besiyerleri
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iceriklerindeki farkliliklardan kaynaklandigi ifade edilmistir (Md Sidek ve ark., 2018).
Todorov ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada MRS Broth’a ekledikleri ilave 10 g
glikozun L. plantarum’un bakteriyosin iiretiminde en iyi sonu¢ vermesine karsin,
yalmzca 5 ve 10 g/L glikoz ve 20 g/L laktoz igeren MRS besiyerlerinde bakteriyosin
tiretiminin diistiigiinii belirlemislerdir. Bununla birlikte, MRS Broth’un diger
icerikleri de laktik asit bakterilerinin gelisimini desteklemektedir. de Man ve ark.
(1960) MRS Broth’u formiile ederken Tween 80, sitrat, asetat ve mangani
laktobasillerin tiremesini ve gelisimini artirici etkiye sahip oldugu i¢in eklediklerini
rapor etmislerdir. Sharma ve ark. (2020) MRS Broth’daki tuzlarin L.plantarum’un

gelismesi ve laktik asit tiretimine etkili oldugunu belirtmisglerdir.

Siitte gelistirilen laktik asit bakterileri giiclii organik asit ve antimikrobiyal etki
gosteremedikleri i¢in ¢alismanin ikinci asamasinda tavuk gogiis etine uygulamak igin
MRS Broth’da gelisen L. sakei ve L. plantarum’un siipernatantlar1 seg¢ilmistir. Bu
slipernatantlarin laktik asit miktarlart sirasiyla 2.2 ve 1.9 g/100 mL olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.5). Bu siipernatantlardan elde edilen antimikrobiyal etkinin sadece
ticari laktik asit kullanimiyla elde edilen etkiyle karsilastirmasini yapmak igin
uygulama gruplar1 arasina ticari laktik asit soliisyonundan %2.1°lik laktik asit

soliisyonu hazirlanmis ve kullanilmistir.

MRS Broth’da iiretilen bakterilerden elde edilen siipernatantlarin hepsi agar
kuyucuk yonteminde Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve Brucella
melitensis iizerine antimikrobiyal etki gdstermistir (Tablo 4.2). P. acidilactici’nin
slipernatantinin, agar kuyucuk yontemi ile L. monocytogenes’e karsi etki gostermesi,
daha once yapilan g¢alismalar ile uyum gostermektedir. Mililillo ve ark. (2012)
yaptiklar1 galismada P. acidilactici‘den elde edilen hiicre icermeyen siipernatanin, L.
monocytogenes sayisint 4.5 logio azalttigini tespit etmislerdir. Yine tarhana
hamurundan izole edilen P. acidilactici’nin gesitli patojenlere karsi antimikrobiyal
etkisinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada, E. coli’ye kiyasla L. monocytogenes’e karsi
yiiksek etki gosterdigi, Smm’lik kuyucuklarin ¢evresinde inhibisyon zonunun > 15mm
olarak ol¢iildiigi belirtilmistir (Kaya, 2020). Bizim ¢alismamizda da P. acidilactici
stipernatantinin E. coli’ye kiyasla L. monocytogenes’e karst daha biiyiik zon cap1

gelistirdigi gozlenmis ve 17 mm olarak dl¢iilmiistiir. Calismamizda istatiksel olarak
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anlamli olmasa da P. acidilactici’nin olusturdugu zon ¢aplari diger laktik asit

bakterilerininkine gore daha kiigiik kalmistir.

Lactobacillus ve Pediococcus tiirleri laktik asidin hem D (-) hem de L (+)
izomerini sentezleme kabiliyetindedirler. Fugaban ve ark. (2021) silajdan izole
ettikleri ve bakteriyosin iiretebilen P. acidilactici’nin drettigi D- ve L- laktik asit
miktarmi 7.5 ve 13.3 g/L olarak bulmuslardir. Bu da yaklasik %2.1°lik bir toplam
laktik asit demektir. Calismamizda bu bakteriden elde edilen %1.9 laktik asit degeri,
hem Fugaban ve ark.(2021)’nin ¢alisgmasindaki degere, hem de ¢alismamizdaki diger
laktik asit bakteri siipernatantlarina gore diisiik kalmistir. Bu sonug, bu bakterinin
patojenlere kars1 gelistirdigi inhibisyon zonlarinin da digerlerine gore daha diisiik

Olciilmesinin nedeni olabilir.

Fayol-Messaoudi ve ark. (2005) laktik asidin gram negatiflerin dis zarinin
gecirgenligini artirdigini, bdylece antimikrobiyal molekiillerin bakterilere niifuz
etmesine izin verdigini belirtmis; bununla birlikte, antimikrobiyal etkinin laktik asit ile
laktik asit olmayan metabolitlerin sinerjik etkisinden kaynaklanmis olabilecegini
bildirmislerdir. Habeeb ve ark. (2021) da laktik asit ve asetik asidin birlikte sinerjik
etki gosterdigini belirtmislerdir. Homofermentatif LAB glikozdan %90-95 oraninda
laktik asit sentezlerken, heterofermentatif bakteriler %50 oraninda laktik asit ile
birlikte asetik asit, aseton, COa, diasetil, etanol {irettiklerinden dolay1 (Gunkova ve
ark., 2021), bu metabolitler, heterofermantatif L. sakei ve L. plantarum
slipernatantlarina  ait zon ¢aplarinin  homofermentatif ~ P.  acidilactici
sipernatantininkine kiyasla daha biiyiik olmasina sebep olmus olabilir. Ancak, L.
plantarum’un heksozlar1 kullanirken homofermantatif davrandigi, tamamiyla heksozu
tikettikten sonra heterofermantatif yolla ortamdaki pentozlart kullandigi ifade
edilmistir (Cubas-Cano ve ark., 2018). Bu durumda tek karbon kaynagi glikoz olan
MRS Broth’da laktik asit disindaki asetik asit ve diger metabolitlerin sentezini

gerceklestirememis de olabilir.

Calismamizda % laktik asit miktar1 siipernatantlarin asit-baz titrasyonu sonucu
harcanan NaOH miktarina gore hesaplanmistir. Formiilde, materyaldeki hakim

organik asit (laktik asit) dikkate alinarak hesaplama yapildigi icin laktik asit
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bakterilerinin drettigi diger organik asitler de laktik asit hesabina dahil olmakta ve

diger organik asit miktarlar1 hakkinda da fikir vermemektedir.

Mun ve ark. (2019) L. plantarum’un antimikrobiyal ve antifungal etkisini
arastirdiklar1 c¢alismalarinda, iyon kromotografi ile bakteri filtratinda organik asit
olarak laktik asit (%75.2), asetik asit (%17.9), sitrik asit (%6.5) ve fenillaktik asit
(%0.3) tespit etmislerdir.

Kamiloglu ve ark. (2019) sucuk iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan 5
farkli L. plantarum susunun hiicre i¢cermeyen siipernatantlarinin kuyu difiizyon
yontemi ile L. monocytogenes {izerine antimikrobiyal etki gosterdigini; proteinaz K
enzimi ekledikleri siipernatantlarin ise zon olusturmadigin1 gozlemleyerek,
antimikrobiyal etkinin bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri maddelerden
kaynaklandigi sonucuna ulasmiglardir. Do6rt susun inhibisyon g¢apini 10-15 mm
arasinda, 1 susun ise >15 mm olarak degerlendirmislerdir. Ancak, Arena ve ark. (2016)
sarap ve siradan izole edilen 79 adet L. plantarum susunun hiicre igermeyen
stipernatantlarinin pH’lar1 nétralize edildikten sonra L. monocytogenes, E. coli
O157:H7, S. Enteritidis, Staphylococcus aureus patojenlerine karst uyguladiklar1 agar
kuyucuk yonteminde, 8 mm’lik kuyucuklarin c¢evresinde az inhibisyon etkisi
gozlediklerini ya da hi¢ gozlemleyemediklerini belirtmislerdir. Arastirmacilar
slipernatantlarin  etkisinin  igerdikleri  organik asitlerden kaynaklandigini
belirtmislerdir. Pek ¢ok ¢alismada, slipernatanlarin antimikrobiyal etkilerinin kaynag:
olan metaboliti bulmak i¢in siipernatantlar NaOH ilavesi ile nétralize edilmistir
(Arrioja-Breton ve ark.,2020a; Presti ve ark., 2015, Tichaczek ve ark.,1992). pH’1
notralize edilmis slipernatanlarinin patojen inhibisyonunun olmamasi, antimikrobiyal
aktiviteye sebep olan metabolitin, bakteriyosinlerden ziyade laktik asit gibi asidik
metabolitlerin liretiminden kaynaklandigini dogrulamaktadir. Yapilan bu ¢alismada da
elde edilen siipernatantlarin pH degerleri 5 N NaOH ile 6.0’a ayarlandiginda patojen
bakteriler ¢evresinde zon olusumu tespit edilememistir (Tablo 4.4). Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, silipernatantlarin  gostermis olduklar1 antimikrobiyal
etkilerinin (varsa) icerdikleri bakteriyosinden degil, igerdikleri organik asitlerden

kaynaklandig1 kanaatine varilmistir.
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Ektik (2022), Balikesir’de geleneksel yontemle {iretilen peynirlerden izole
edilen LAB flizerinde yaptigi ¢alismada, iki farkli L. plantarum susundan elde edilmis
stipernatantlarin L. monocytogenes e kiyasla E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium’a
kars1 daha yiliksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu tespit etmistir. Bizim
calismamizda da istatistiksel olarak Onemli olmamakla birlikte L. plantarum
slipernatant1 en yiiksek antimikrobiyal etkiyi E. coli O157:H7’ye kars1 gelistirmistir.
L. plantarum’un salgiladig1 plantarisinin daha ¢ok gram pozitifler tlizerine etkili
oldugu, nadiren gram negatiflere de etki gosterdigi belirtilmistir (Seddik, 2017).
Calismamizda, L. plantarum siipernatantinin antimikrobiyal etkisinin biiyiik 6lglide
organik asitlerden kaynaklandigi tespit edildiginden gram negatif ve gram pozitif
bakteriler {lizerine etkinin bakteriyosin degil, organik asit etkisi gz oniline alinarak
degerlendirilmesi uygun olabilir. Bu durumda, L. plantarum siipernatantinin her iki
calismada da L. monocytogenes’e kiyasla E.coli O157:H7 ve S. Typhimurium’a kars1
daha yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip olmasi normal karsilanabilir. L.
monocytogenes’in diisiik pH degerlerine kars1 oldukca direngli oldugu (Incili ve ark.,
2020; Nyhan ve ark., 2018) ve asidik ortamlarda gelisiminin yavaglayarak durgun faza
girdigi belirtilmistir (Buchanan ve ark., 1993). Divyashree ve ark. (2021) yaptiklari
calismada agar kuyucuk yontemi ile L. plantarum’un S. Paratyhpi’ye kars1 olusturdugu
zon ¢apimi 18.5 mm olarak bulmuslar ve laktik asit bakterileri siipernatantlarinin bu
bakteriye kars1 inhibe edici etkisinin organik asitlerden kaynaklanabilecegi sonucuna
varmiglardir. Yaptigimiz bu ¢alismada da Salmonella spp.’ye kars: L. plantarum’un
zon ¢apt 18.6 mm olarak Olciilmiistiir. Presti ve ark. (2015) bazi1 laktobasil ve
bifidobakterlerin siipernatantlarinin probiyotik &zelliklerini ve antimikrobiyal
etkinlikliklerini degerlendirdikleri ¢alisma sonucunda, L. plantarum’un Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve E. coli'yi giiglii bir
sekilde inhibe ettigi sonucuna varmiglardir. Yaptigimiz ¢alismada da L. plantarum’un
stipernatant1 E. coli O157:H7’ye kars1 yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir (Tablo
4.2).

L. sakei’nin bazi suslarinin da patojen E. coli O157:H7 {izerinde etkili oldugu
ve taze ete inokiile edilen L. monocytogenes’i de 2 logio azalttigi tespit edilmistir. L.
sakei’den hazirlanan siipernatanta karsi E. coli’nin L. monocytogenes’ten daha hassas

oldugu goriilmiistiir (Beristain-Bauza, 2017). Dong ve ark. (2021)’nin L.
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monocytogenes, Salmonella Paratyphi ve E. coli patojenlerine kars1 farkli LAB’larin
slipernatantlarinin etkisini Olgtiikleri ¢aligmada da en biiyiikk zon g¢apini L. sakei
stipernatantinin E. coli’ye kars1 olusturdugu gorilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da L.
sakei siipernatantinin E. coli O157’ye kars1 olusturdugu zon ¢apinin (21.3 mm) L.
monocytogenes’inkine karst olusturduguna (18.3 mm) kiyasla daha biiyiik oldugu
gozlemlenmistir (P<0.05) (Tablo 4.2).

Jankuloski ve ark. (2014) agar jel diflizyon testi ile organik asitlerin L.
monocytogenes ve S. Enteritidis lizerinde inhibe edici etki gosterdigini ve sayilarini
azalttiklarint tespit etmislerdir. Laktik asit, bakteri membranlarindan yavasca
hiicrelerin igerisine girerek etki gostermektedir. Bu iki patojenin laktik aside farkli
tepki vermelerinin, membran yapilarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir. % 2’lik laktik asit L.monocytogenes lizerinde S. Enteritidis’e gore daha
etkili bulunmustur (Jankuloski ve ark, 2014). Bizim ¢alismamizda ise, istatistiksel
olarak farklilik olmasa da % 2.1°lik laktik asitin olusturdugu zon ¢ap1 rakamsal olarak
Salmonella iizerinde (19.0 mm) L.monocytogenes’e (17.9 mm) goére daha etkili
bulunmustur (Tablo 4.2). Bu durum, yaptigimiz c¢alismada kullanilan bakterilerin
karisim seklinde (ii¢ farkli L. monocytogenes ve iki farkli S. Typhimurium bir S.
Enteriditis susu) kullanilmasindan kaynaklanmais olabilir. Diger yandan, elde ettigimiz
sonuclara uygun olarak L. monocytogenes’in diisiik pH degerlerine kars1 oldukga
direncli oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (incili ve ark., 2020; Nyhan ve ark.,
2018).

Mani-Lopez ve ark. (2022), antimikrobiyal etkinin ¢ogunlukla laktik asit ve
asetik asitten kaynaklandigini, diger organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit,
bakteriosinler, peptitler, kisa ve uzun zincirli yag asitleri, vb. metabolitlerin de
antimikrobiyal etkiye katkida bulundugunu belirtmislerdir. Ancak, bakteriyosinlerin
pH>6 ortamlarda diisiik etkinlik gosterdigini belirten ¢aligmalar (He ve ark., 2006) g6z
Oniline alinirsa calisgmamizdaki LAB’in bakteriyosin iiretmis olabilecekleri, ancak
etkinlik gosteremedikleri de savunulabilir. Bununla birlikte, bakteriyosin iiretimi
besiyeri ortamina, inkiibasyon kosullarina, biyokiitleye, pH, sicaklik, tireme fazlarina
baglidir. Zhou ve ark. (2015) bakterilerin gelismesi i¢in optimum olan kosullarin

bakteriyosin iiretimi i¢in ideal olmayabilecegini sOylemislerdir.
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Tavuk gogiis etinde Brucella spp. risk olusturmamasina ragmen, laktik asit
bakterileri siipernatantlarinin Brucella spp.’e kars1 antimikrobiyal etkisine yonelik bir
caligmaya literatiirde rastlanilmadigi icin, calismada kullanilan LAB’nin hiicre
icermeyen siipernatantlarinin agar kuyucuk yontemi ile bu patojene karsi etkisi de
calistlmistir. Brucella melitensis’e karst MRS Broth’da gelisen tiim siipernatantlarin
etkili oldugu ve aralarinda anlamli fark olmadigi (P>0.05) gériilmiistiir (Tablo 4.2).
Bu etki, bakterinin asidik ortamlarda kolayca inhibe olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Brucella spp.’nin hayatta kalma ve gelisimi i¢in optimum pH degerinin 6.6-
7.4 arasinda oldugu, minimum pH 4.1°de yasayabildigi belirtilmistir (Jansen ve ark.,

2019). Calismamizda kullanilan siipernatantlarin tiimiiniin pH degeri 4.0’1n altindaydi.

L. sakei ve L. plantarum siipernatantlari, pozitif kontrol olarak hazirlanan laktik
asitli soliisyon, negatif kontrol olarak distile su ile yapilan dekontaminasyon
islemlerinin ardindan, ilk giin (0. giin) yapilan mikrobiyolojik ekim sonuglarina gore;
Salmonella spp. sayisi kontrol grubuna kiyasla L. sakei, L. plantarum ve laktik asit
soliisyonunda sirasiyla 0.6, 0.8 ve 1.5 logio azalmistir (Tablo 4.6). Kontrol ve distile
su gruplarn ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak sadece laktik asit grubunda
farklilik (P<0.05) goézlenmistir. Distile su grubunda Salmonella spp. sayisindaki
azalma 0.1 logio olarak olglilmiis ve muhafazanin 8. giiniine (iiriin de kokusma
belirtileri ortaya ¢ikincaya kadar) hem kontrol grubunda hem de distile su grubunda
Salmonella spp. miktarindaki azalma 0.1-0.3 logio gibi 6nemsiz (P>0.05) seviyelerde
kalmistir. L. sakei ve L. plantarum gruplarinda muhafazanin 2. giiniinden sonra
Salmonella spp. sayis1 6nemsiz seviyede diigmiis, muhafaza siiresinin sonuna kadar
glinler arasinda bir farklilik gézlenmemistir (P>0.05). Salmonella spp. sayisindaki en
etkili azalma % 2.1’lik laktik asit soliisyonu ile gergeklesmis ve muhafaza siiresi
boyunca da azalmaya devam etmistir (P<0.05). Tavuk etinin laktik asit ile
dekontaminasyonunun Salmonella spp. sayisinda azalmaya sebep oldugu

bilinmektedir.

Anang ve ark. (2007) L. monocytogenes, S. Enteritidis ve E.coli O157:H7 ile
kontamine ettikleri tavuk gdgiis etine laktik asidin farkli konsantrasyonlarinda ve

farkl1 daldirma siireleri ile uyguladiklar1 dekontaminasyon isleminden sonra,
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muhafaza siiresi boyunca etkilerini Olctiikleri ¢alismada; % 2’lik laktik asit ile 10
dakika dekontamine edilmis tavuk gogiis etlerinin S. Enteritidis sayisin1 0.9 logio
azalmig olarak tespit etmislerdir. On dort giin boyunca dekontamine 6rneklerdeki

Salmonella sayis1 anlamli degisiklik gostermemistir.

Cosansu ve Ayhan (2012) % 1 ve % 3 laktik asit soliisyonlarina 10 dakika
daldirdiklar1 tavuk gogiis eti numunesinde, S. Enteritidis sayisin1 0. giin sirasiyla
yaklasik 1.0 ve 1.72 logio; 7. giin 0.26 ve 0.95 logio azalma tespit etmislerdir.
Madushanka ve ark. (2018) 108 kob/g S. Typhimurium ile kontamine edilen tavuk
etinin % 1 laktik asit ile 30 saniye dekontaminasyonunun ardindan % 88.9 (yaklasik
1.0 logio) azalma gozlemlemislerdir. Idris ve ark. (2020) 10° kob/g S. Enteritidis ile
kontamine edilen tavuk etinin % 1 ve % 2 laktik asit ile 1 dakika dekontaminasyonun

ardindan sirasiyla yaklasik 1.1 ve 2.1 logio azalma tespit etmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda da, % 2.1 lik laktik asit ile 10 dk uygulama sonrasinda
Salmonella spp. sayisinda kontrol grubuna goére 1.5 logio'luk azalma goriilmiistiir
(P<0.05). Muhafazanin 2. giintinde 1.0 logio daha azalan Salmonella spp. sayisi
muhafazanin 14. giiniine kadar neredeyse sabit kalmis, 17. giinde ise yaklasik 1.0 logio
daha azalma gostermistir (Tablo 4.7). Ancak bu grupta da muhafazanin 2. giinii ile 17.
gilinleri arasinda Salmonella spp. sayisindaki azalma bakimindan anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (P>0.05). Tavuk etlerinde % 1-2 konsantrasyonlarinda laktik asit ile
dekontaminasyon ¢aligmalari yapan diger arastirmacilarin da sonuglari incelendiginde,
antimikrobiyal etkinin dekontaminasyonun genellikle ilk ve takip eden giiniinde etkili
oldugu muhafazanin kalan giinlerinde Salmonella sayisinda anlamli bir degisiklik
gozlenmedigi goriilmektedir (Cosansu ve Ayhan, 2012; Habeeb ve ark., 2021; flhak
ve ark., 2017)

L. monocytogenes psikrofilik karakterinden dolay1r buzdolabi kosullarinda
cogalmaya devam edebilmektedir (Walker ve ark., 1990; Wilkins ve ark., 1972). L.
monocytogenes sayis1 bakimindan dekontaminantlarin etkinligine bakildiginda, 0. giin
ve muhafazanin 2. giinlinde kontrol ve distile su gruplar ile yapilan karsilagtirmaya
gore, L. sakei ve L. plantarum siipernatantlarinin antimikrobiyal etkilerinin 6nemsiz

oldugu (P>0.05), ancak 4. giinden sonra anlamli bir fark ortaya ¢iktig1 gézlenmistir
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(Tablo 4.7). Bu farkin LAB siipernatantlarinin L. monocytogenes’e karsi bakterisit
etkisinden degil bakteriyostatik etkisinden kaynaklandigi sdylenebilir. Ciinkii kontrol
ve distile su ile muamele edilmis gruplardaki L. monocytogenes sayisinda muhafaza
stiresi boyunca artis goriilmesine ragmen, L. sakei ve L. plantarum siipernatant1 ile
dekontaminasyon yapilmig gruplarda L. monocytogenes sayisinda degisiklik
gozlenmemistir. Analiz giinlerinde 6lgiilen pH’lar incelendiginde (Tablo 4.5) kontrol
ve distile su gruplarinin nétre yakin (>6.0) iken, siipernatantlar ve laktik asit ile
dekontamine edilmis olan 6rneklerinkinin daha diisiik oldugu gozlenmistir. pH’1n daha
diisiik olmasi, L. monocytogenes iizerinde bakteriyostatik bir etkiye sebep olmus

olabilir.

L. monocytogenes sayisinda % 2.1°lik  laktik asit ¢oOzeltisi ile
dekontaminasyonun ardindandan 1.0 logio azalma gozlenmistir. LAB
stipernatantlarina benzer sekilde, muhafazanin kalan giinlerinde 6zellikle kontrol ve
distile su gruplarinda L. monocytogenes sayisi artmaya devam ederken, L. sakei
siipernatant1 ve laktik asit ¢ozeltisi ile dekontamine edilen 6rneklerde bu patojenin

sayisi neredeyse sabit kalmistir (Tablo 4.7).

L. monocytogenes sayilari bakimindan LAB siipernatantlar1 ile dekontamine
edilen tavuk gogiis etleri % 2.1°lik laktik asit ile dekontamine edilen Grneklerle
karsilastirildiginda muhafazanin ilk giiniinde anlamli bir farklilk g6zlenmistir
(P<0.05), muhafazanin 4. giiniinden sonra ise aralarinda anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (P>0.05).

Anang ve ark. (2007)’nin galismasinda % 2’lik laktik asit ile 10 dakika
dekontamine edilmis tavuk gogiis etlerinde L. monocytogenes sayisi 1.1 logio
azalmistir. Ondordiincii giin sonunda dekontamine orneklerdeki L. monocytogenes
sayist dekontamine edilmemis Ornegin baslangictaki degeri kadardir. Bizim
calismamizda da % 2.1’lik laktik asit ile dekontaminasyonda L. monocytogenes
sayisinda 1.0 logio’luk azalma goriilmiistiir. Ondordiincii giin sonunda dekontamine
orneklerdeki L. monocytogenes sayisi ise kontrol grubunun baslangigtaki degerinden
0.6 logio daha diisiik bulunmustur. Sonuglarimiz Anang ve ark. (2007)’nin yaptigi

calisma ile uyum gostermektedir.
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Wang ve ark. (2015) calismalarinda, % 0.5 laktik asit soliisyonuna maruz kalan
her biri yaklasik 107 kob/g olan patojenlerden S. Enteritidis ve E. coli’nin 1 saat
sonunda; L. monocytogenes’in ise 2 saat sonunda tamamiyla inhibe edildigini
deneyimlemisler, dolayisiyla Salmonella’nin laktik aside kars1 Listeria’ya gore daha
hassas oldugunu bildirilmislerdir. Sonug olarak, mikroorganizmanin antimikrobiyal
maddelere kars1 duyarliligimin bakterinin tiirii, hiicre zar1 yapisi ve hiicre zarinin igerigi
ile ilintili oldugu yorumunu yapmislardir. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen
organik asitler patojenlerin hiicre i¢ci pH 11 asidik hale getirerek protein sentezini ve
besin kullanimlarini engeller, ayrica genetik materyalleri ile enzimlerine zarar verir ve
fazladan enerji tiikettirerek bakterinin 6liimiine neden olur. Ancak L.monocytogenes
asit tolerans yanitina (ATR) sahip oldugu igin organik asitler bu patojen tizerinde bu
etkileri kuvvetli bir sekilde gosteremedigi bildirilmistir. (Yap ve ark., 2021). Yapilan
bu ¢alismada da Salmonella ile L. monocytogenes’e karsi gozlenen antibakteriyal etki
karsilastirildiginda, siipernatantlar hem agar kuyucuk difiizyon ydnteminde
Salmonella’ya kars1 daha biiylik zon ¢ap1 olusturmus, hem de tavuk gogiis etinde

Salmonella sayisinda daha fazla azalma gozlenmistir.

Tavuk {riinlerinin bozulmasinda rol oynayan LAB ve psikrotrof bakteriler
buzdolabr kosullarinda ¢ogalabilmektedirler (Incili ve ark., 2021). Ancak,
stipernatantlar ve %2.1°lik laktik asit ile dekontaminasyonlarin ardindan tavuk etinin
kendi florasinda bulunan laktik asit bakterisi sayisinda anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir (Tablo 4.8). Laktik asit ile dekontaminasyon grubu haricinde diger
gruplarda LAB sayisinda muhafaza siiresince hafif artislar meydana gelmis ve gruplar
arasinda LAB sayilarindaki dalgalanmalardan dolay1 muhafazanin 8. giiniinde farklilik
gozlenmistir (P<0.05). Bu farkliligin sebebi olarak, %2.1’lik laktik asitle dekontamine
edilen tavuk etlerinde LAB sayisinin muhafaza siiresi icerisinde zaman zaman
azalmalar gostermekle birlikte neredeyse sabit kalmasi, diger gruplarda ise hafif bir

yiikselisin olmasindan kaynaklandig1 kanaatine varilmigtir.

Calismamizda baslangi¢ psikrotrof bakteri sayis1 3.6+0.6 logio kob/g olarak
bulunmustur (Tablo 4.10). Kontrol ve distile su gruplarinda muhafazanin ilk 6

giiniinde psikrotrof bakteri sayilar1 hizli bir sekilde artis gostermis ve 7.0 logio’un
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tizerine ¢ikmustir. Cig et tirlinlerinde toplam aerobik canli sayiminda kabul edilebilir
limitlog 7.0 logio’dur (Jay ve ark., 2005). Bakteri sayis1 bu degeri gegtikten sonra {iriin
bozulmus olarak nitelendirilmektedir. Herhangi bir islem uygulanmamais kontrol grubu
ile distile su grubunda 6. giinde psikrotrof bakterilerin bu degeri gectikleri goriilmiis,
8. giinde ise bakteri sayisinin 8.0 l0gi0’nun iizerine ¢iktigi, iiriiniin kokusma ve
bozulma belirtilerini bariz bir sekilde gosterdigi tespit edilmistir. Bu yiizden kontrol
ve distile su gruplarinda muhafazanin 8. giiniinden sonra analizler yapilmamustir.
Stipernatant uygulanmis 6rneklerde dekontaminasyonun hemen ardindan psikrotrof
bakteri sayisinda kontrol ve distile su grubuna gore azalmalar goriilmiis, muhafazanin
2. giiniinde ise bu azalmalar istatiksel agidan énemli bulunmustur (P<0.05). %2.1’lik
laktik asit ile dekontamine edilmis tavuk gogiis etlerinde ise psikrotrof bakteri sayisi
dekontaminasyonun hemen ardindan kontrol ve distile su grubuna gore anlamli bir
sekilde diisiik bulunmustur (P<0.05). Muhafazanin 8. giiniinde kontrol ve distile su
grubunda bakteri sayilar1 8.0 l0gi0’nun {lizerinde tespit edilirken L. sakei, L. plantarum
slipernatant1 ve laktik asit ile dekontamine edilmis tavuk gdgiis etlerinde sirasiyla 4.1,
4.3 ve 3.9 logio/g bulunmustur. Muhafazanin 14. giiniinde psikrotrof bakteri sayisi L.
sakei ve L. plantarum siipernatanti ile dekontamine edilen tavuk gogiis etlerinde hala
bozulma belirtileri i¢in esik deger olan 7.0 logio’nun altindayken, muhafazanin 17.
giiniinde 8.0 logio’a yakin bir deger gostermislerdir. Laktik asitle dekontamine edilen
tavuk gogiis etlerinde ise psikrotrof bakteri sayis1t muhafazanin 17. giiniinde 6.5 logio

olarak tespit edildi.

Zeitoun ve Debevere (1990) %2 laktik asit soliisyonuna 15 saniye daldirilarak
dekontamine edilmis ve 6 °C’de muhafaza edilen tavuk butlarinin 8 giin raf émriine
sahip olduklarini bildirmisglerdir. Jaspal ve ark. (2021) %21.25’1ik laktik asit
sollisyonunu sprey ile piiskiirterek uyguladiklar tavuk gogiis filetolariin raf dmriinii
12 giine kadar uzatabilmisler ve yaptiklar1 duyusal analiz ile muhafaza siiresi boyunca
tat ve kokunun da kabul edilebilir sinirlar i¢erisinde kaldigini belirtmislerdir. Jo ve ark.
(2020) da laktik asit bakterilerinin (L. plantarum ve Pediococcus stilesii) hiicre
icermeyen siipernatantlarinin buzdolabinda muhafaza edilen taze balik filetosunun raf
Omriinli uzattigin1 ve ayni zamanda {irliniin fiziko kimyasal 6zelliklerini ve duyusal

kalitesini etkilemedigini belirtmislerdir.
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Calismamiz ve literatiirdeki diger ¢alismalar goz oniine alindiginda laktik asit
ile dekontaminasyonun, tavuk etinin raf Omriinii uzattigi goriilmektedir. Yapilan
caligmalarda raf Omiirlerinin farkli olmasi, laktik asit konsantrasyonlari,
dekontaminasyon yontemi ve uygulama siiresindeki farkliliklardan kaynaklanmis

olabilir.

Dekontaminasyonun ardindan yapilan Olgiimlerde, siipernatant ve laktik asit
uygulamalarinin tavuk gogiis eti pargalariin pH’in1 distirdiigii gézlenmistir (Tablo
4.5). Muhafaza siiresince tiim numunelerin pH degerlerinde artis gézlenmesine
ragmen, distile su grubunda 8.giindeki artig istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
Tavuk gogiis etinde pH’in yiikselmesi, bakterilerin ¢ogalmasi sonucu biriken
amonyum igerikli metabolitlerden kaynaklanmis olabilir (Cortez-Vega ve ark., 2012).
Ayrica, her analiz giiniinde Siipernatantlar ve laktik asit ile dekontamine edilmis
orneklerin pH degeri ile kontrol ve distile su gruplarinun pH degeri arasindaki

istatiksel fark devam etmistir (P<0.05).

Nihai tiiketici igin tavuk etinin satin alinma kararini belirleyen ana Kriterlerden
biri gériinimdiir (Allen ve ark., 1998). Calismamizda, ¢iplak gozle yapilan gozlem
neticesinde laktik asit ile dekontamine edilmis olan tavuk gdgiis etlerinin kontrol ve
distile su gruplarina gére daha acgik renkli oldugu, siipernatantlar ile dekontamine
edilmis tavuk gogiis etlerinin ise daha koyu renkli olduklar1 goriilmiistiir. Swatland
(2008) diisiik pH’11 tavuk go6giis etlerinin soluk renkte, daha yliksek pH’l1 tavuk gogiis
etlerinin daha koyu renkte goriindiigiinii bildirmistir. Calismamizda, laktik asit ile
dekontamine edilen tavuk gogiis etlerinin pH degeri kontrol ve distile su gruplarinkine
gore onemli derecede diisiik bulundugundan (P<0.05) gruplar arasindaki renk farklilig
bu sebebe baglanabilir. Her ne kadar LAB siipernatantlari ile dekontamine edilmis
tavuk gogis etlerinin pH degerleri de kontrol ve distile su grubuna gore daha diisiik
tespit edilmisse de, siipernatantlar ile muamele edilmis tavuk parcalariin gogiis
etlerinin renginin kontrol ve distile su grubuna gore daha koyu renkli goriindiigii
dikkati ¢ekmistir. Bunun sebebi, MRS Broth’dan elde edilen siipernatantlarin, bu
besiyerinin kendi orijinal rengini aldiklar1 ve tavuk etlerine bu rengi gegirmis olmalari

olabilir.
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Arrioja-Breton ve ark. (2020a) 10 kat konsantre edilmis L. plantarum’un hiicre
icermeyen silipernatantini uyguladiklar1 ¢ig dana eti parcalarininda koyu ve

kahverengimsi bir renk gozlediklerini belirtmislerdir.

Calismamizda muhafazanin ikinci gilinlinden sonra ise siipernatantlar ile
dekontamine edilmis tavuk gogiis etleri ile kontrol ve distile su gruplar1 arasinda renk
farkinin azaldig1 ve birbirlerine ¢ok benzer olduklar tespit edilmistir. Bu durumun,
MRS Broth’dan kaynaklanan renk maddelerinin muhafaza siiresince oksidasyon

sonucu renk ozelliklerini kaybetmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Incili ve ark. (2021) tavuk gogiis eti drnegine uygulanan %50 konsantre hiicre
icermeyen siipernatantin muhafazanin 12.giintine kadar renk iizerine anlamli bir fark
gostermedigini, ancak 15.giin, ilk gline kiyasla bir miktar koyulastigini tespit
etmislerdir. Calismamizda bu durumu farkl goézlemlememizin sebebi, slipernatantin

konsantrasyonunun farkli olmasi olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, MRS Broth besiyerinde ve UHT Steril siitte gelistirilen
Pediococcus acidilactici, Latilactobacillus sakei ve Lactiplantibacillus plantarum’un
hiicre igermeyen siipernatantlarinin bazi gida patojenlerine karsi antimikrobiyal
etkileri aragtirtlmistir. Bu antimikrobiyal etkiler, inkiibasyon sonucu olusan biyoaktif
bilesenler ve metabolitler ile iligkilendirilmektedir. Antimikrobiyal etkinin 6zellikle
organik asitlerden kaynaklandigi pek cok arastirmaci tarafindan dile getirilmis,
caligmamizda da laktik asidin antimikrobiyal etkiye katkisinin biiyiik oldugu sonucuna
varilmig, hiicre igermeyen silipernatantlarin igerigindeki metabolitlerin  ve
bakteriyosinlerin etkilerinin ve olasi mekanizmalarinin daha ayrintili bir sekilde

arastirilmasi gerektigi kanisina ulagilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tiretilmesi i¢in daha kolay ulasilabilir ve ekonomik
bir besiyeri olarak inek siitiiniin kullanimi arastirilmig, ancak siit igerisinde bu
bakterilerin yeterince organik asit ve diger antimikrobiyal maddeleri iiretemedikleri
sonucuna varilmigtir. Siitte tiretilen laktik asit bakterilerinin siipernatantlar1 kuvvetli
olmasa da bazi patojenlere kars1 etki gostermistir. Bu laktik asit bakterilerinin siitteki
besin maddelerini daha etkin kullanabilmeleri i¢in bazi besin maddeleri ya da ilave

ajanlarin katilmasi konusunda detayli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, tavuk gdgiis etine dekontaminasyon amaciyla uygulanan L.
sakei ve L. plantarum’un hiicre igermeyen siipernatantlarinin, bu tiriiniin raf dmriinii
14 giine kadar uzatabilecegi sonucuna varilmistir. Taze gida triinii olarak
degerlendirilen tavuk etinin raf dmriiniin uzatilmasi, gida endiistrisi i¢in 6nemli bir
avantajdir. Kesim sonras1 dekontaminasyon islemi i¢in de laktik asit bakterilerinin
hiicre igermeyen siipernatantlar1 kullanilabilir. Ancak % 2.1°lik laktik asit ¢6zeltisinin

raf dmriinii slipernatantlardan da daha fazla uzattig1 goriilmiistiir.
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Calismamizda duyusal 6zellikler degerlendirilmemis olup, hem bu konuda
hem de siipernatantlarin insan sagligina olasi etkileri tizerine yapilacak ¢alismalar ile
laktik asit bakterilerinin hiicre icermeyen silipernatantlarinin son tiriinde de kullanilma

olanaklar1 arastirilmalidir.

Calisilan laktik asit bakterilerin postbiyotiklerinin antimikrobiyal etkisinin
organik asitlerden kaynaklandigi sonucuna varilmis olup, ¢alismamizda bu organik
asitlerin tiirii iizerinde durulmamustir. Postbiyotiklerin igermis oldugu organik asitlerin
cesit ve miktarlarina yonelik daha ayrintili bir ¢calisma yapilarak gidalarda birlikte ve

ayr1 ayrt kullanimlari degerlendirilebilir.

Brucella spp. tavuk iriinleri igin bir risk olusturmamasina ragmen,
Brusellozisin iilkemiz i¢in hala bir sorun teskil etmesi agisindan, ¢aligmamizin ilk
asamasinda siipernatantlarin bu bakteriye karsi antimikrobiyal etkileri de ¢aligiimistir.
Peynir salamurasina tuz ile birlikte siipernatantlarin ilavesi bu patojenin inhibisyonunu

artirarak gida giivenligine katki saglayabilir.
Hiicre icermeyen siipernatantlarin uygun gida maddelerinde kullanilmalar ile

gidalarin  raf Omriinii uzatmak konusunda ©nemli bir rol oynayacaklar

diistiniilmektedir.
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