Bazi Baharatlarda Antimikrobiyal Madde Ureten Bakterilerin Belirlenmesi
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Son yillarda kimyasal antimikrobiyal maddeler iizerine yapilan bilimsel ¢alismalar sonucu bu
maddelerin bir¢cok olumsuz etkisinin oldugu bildirilmistir. Ayrica sentetik antimikrobiyal
maddelerin yaygin olarak kullaniminin bir sonucu olarak patojen bakterilerin olugturdugu
diren¢ mekanizmalar1 da artmistir.

Yine dogal ve/veya dogal bilesenler kullanilarak iiretilen gida tirlinlerine olan ilgi, tiiketiciler
ve Ureticiler arasinda da 6nemli bir artis gostermistir. Bu durum, yeni antimikrobiyal
maddelerin arastirilmasina ivme kazandirmistir.

Bu arastirmada bazi baharat 6rneklerinden kimyasal ve sentetik antimikrobiyal ajanlarin
yerine kullanilabilecek dogal antimikrobiyal ajanlar1 tiretebilen mikroorganizmalarin
belirlenebilmesi amaglanmugtir.

Calisma i¢in Kayseri ilindeki aktardan 33 ¢esit baharat temin edilmis ve antimikrobiyal
madde iireten bakteriler i¢in taranmistir. Baharat 6rnekleri steril peptonlu su (% 0.1)
icerisinde homojenize edilmistir ve seri diliisyonlar hazirlanmistir. Daha sonra 4 farkl
besiyerine (Nutrient Agar, Tryptic Soy Agar, Brain Heart Agar, Plate Count Agar) yayma
yontemiyle ekim yapilmistir ve 30+1°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Antimikrobiyal madde iireten bakterilerin izolasyonu i¢in ekim yapilan petrilerden farkl
koloniler segilmis ve secilen kolonilerden alinan mikroorganizmalarin, Listeria

innocua, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Sacharomyces cerevisiae test
mikroorganizmalarini iceren yumusak Tryptic Soy Agar iizerine ekimi yapilmistir ve
besiyerleri 37+1°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu zon olusumu ve
hangi bakteriye kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenen izolatlardan elde edilen metabolitler test mikroorganizmalarini igeren
yumusak TSA {iizerine inokiile edilmis ve 37+1°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon bdlgesi gdzlemlenmis ve belirgin bir 6nleme alaninim (zon) olusumu, bakterinin
antimikrobiyal madde sentezlemis olmasi olarak kabul edilmistir.

Antimikrobiyal madde iireten bakterilerin tanimlanmasi PCR temelli yontemlerle 16S rRNA
bolgesine gore belirlenmistir. Bunun i¢in bakteri ve/veya bakterilerin DNA’lar1 izole edilmis
ve thermal cycler ile amplifiye edildikten sonra PCR {iriiniiniin iiretilip iiretilmedigi jel de
yiiriitiilerek goriintiisli incelenmistir. Bu PCR iirlinii saflastirilmis ve tanimlanmasi i¢in sekans
analizine gonderilmistir. Analiz sonucunda elde edilen DNA dizisi ile Gen Bankasinin verileri
karsilagtirilmis olup bakteri izolatlar1 tanimlanmistir.

Bu besiyerlerinde gelisen kolonilerin antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmek i¢in
gergeklestirilen analizler sonucunda 19 adet mikroorganizmanin (4 adet Listeria innocua, 9
adet Micrococcus luteus ve 6 adet Escherichia coli) antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite gosterenlerden elde edilen izolatlarin inkiibasyonu
sonrasi elde edilen bazi ekstraktlarin da yine Listeria innocua, Micrococcus

Luteus ve Escherichia coli’ye kars1 etki gosterdigi saptanmistir. Hem Gram-negatif ve hem de
Gram-pozitif test mikroorganizmasi iizerine etki gosteren bir izolat veya ekstrakt
belirlenememistir. Ekstraktlardan en yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gdsterenlerin
elde edildikleri izolatlardan 7 adetinin genotipik olarak tanimlamasi yapilmistir. Tanimlama
sonucunda 6 izolatin, spor olusturan bakterilerden (4 adet Bacillus sp. ve 2



adet Paenibacillus sp.) oldugu belirlenmis, 1 izolatin ise Micrococcus sp.’e ait oldugu
saptanmistir.

Antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenen bakteriler, genotipik olarak tanimlandiginda baskin
bakteri tiiriiniin sporlu bakterilerden Bacillus sp’e ait oldugu goriilmektedir.

Arastirmada antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenen

bakteriler, Bacillus sp., Paenibacillus sp. ve Micrococcus sp. olarak tanimlanmustir. Literatiir
arastirmasi yapildiginda Bacillus sp., Paenibacillus sp. bakterilerinin bir ¢ok sus’ unun
antimikrobiyal aktivitesinin oldugu daha 6nce de belirlenmistir. Ancak Micrococcus sp.
bakterisine ait bir ¢calismaya rastlanmamaistir. Bu nedenle bu bakteriden elde edilen
metabolitin daha 6nce tanimlanmamis bir antimikrobiyal madde olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu arastirmada ¢aligilan baharatlarda ¢ok sayida ve farkli antimikrobiyal madde iireten
bakterilerin bulunabilecegi ve bu bakterilere ait metabolitlerin daha ileri ¢aligmalar ile
incelenmesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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