BAZI ENTEROCOCCUS BAKTERILERININ PROBIYOTIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Giilgiin DISCIOGLU

YUKSEK LISANS TEZi
BiYOLOJi

GAZI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SUBAT 2014
ANKARA



Giilgin DISCIOGLU tarafindan  hazirlanan  “BAZI ENTEROCOCCUS
BAKTERILERININ PROBIYOTIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI ” adh

bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Yavuz BEYATLI

Tez Danigmani, Biyoloji Anabilim Dali

Bu calisma, jlirimiz tarafindan oy birligi ile Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Goniill DONMEZ

Biyoloji Anabilim Dali, Ankara Universitesi

Prof. Dr. Yavuz BEYATLI

Biyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Dog. Dr. Zehra Nur YUKSEKDAG e

Biyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 06.02.2014

Bu tez ile G.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini

onamistir.

Prof. Dr. Seref SAGIROGLU i,

Fen Bilimleri Enstiti Muduri



TEZ BIiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini bildiririm.

Giilgiin DISCIOGLU



BAZI ENTEROCOCCUS BAKTERILERININ PROBIYOTIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Giilgiin DISCIOGLU

GAZi UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
Subat 2014

OZET

Bu c¢alismada beyaz peynirlerden izole edilen, EPS iiretimi yiiksek olan E.
faecium RI 41, E. faecium RI 56 ve E. faecalis RT 122 suslar1 ve EPS iiretimi
diisiik olan E. faecalis RI 6, E. faecalis Rl 21 ve E. faecium RT 81 suslar ile
Enterococcus faecium DSMZ 20447 ve Enterococcus faecalis NCDO 581
standart suslarinmin bazi probiyotik o6zellikleri arastirnlmistir. Bu amagla
Enterococcus suslarin otoagregasyon, koagregasyon ve hidrokarbonlara
tutunma ozellikleri ile farkh pH ve farkh safra Kkonsantrasyonlarinda

gelismeleri incelenmistir.

Enterococcus suslarimin otoagregasyon ozellikleri incelendiginde, en yiiksek
degerler E. faecalis RT 122 (%57) ve E. faecium RI 41 (%53) suslarinda

gozlenirken, en diisiik deger E. faecalis RI 6 (%25) susunda bulunmustur.

Enterococcus suslarinin koagregasyon ozellikleri 5 adet test bakterileri (Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium ve
Eshericha coli) iizerinde wuygulanmustir. % Koagregasyon sonugclari
degerlendirildiginde, en yiiksek deger Enterococcus faecalis RI 6 ile Salmonella
enteritidis ATCC MU:80 arasinda (%57,58) ve en diisiik Enterococcus faecium
R1 56 ile Salmonella enteritidis ATCC MU:80 arasinda (%11,63) bulunmustur.



Enterococcus suslarimin farkh pH (2, 3, 4, 5, 5,5 ve 6,2) derecelerinde gelisimleri
incelenmistir. Tiim suslarin genel olarak pH 2, 3 ve 4’deki % inhibisyon
degerleri birbirlerine benzer olup, yiiksek (%97) bulunmustur. pH 5’de %
inhibisyon oranlar1 en yiiksek olan suslar E. faecalis Rl 6 (%93) ve E. faecalis
RI 21 (%92) suslarinda belirlenmistir. Diger suslarin pH 5°deki inhibisiyon
degerleri %62-76 arasinda bulunmustur. Suslarin pH 5,5’daki inhibisiyon
degerleri diisiik olup % 12-31 arasinda tespit edilmistir.

Enterococcus suslarimin farkh safra tuzu konsantrasyonlarinda (% 0,06,% 0,15,
%00,30) gelismelerini incelenmistir. E. faecalis RI 6, E. faecium RI 41, E. faecium
RI 56 ve E. faecalis NCDO 581 suslarinin ortamda bulunan safray1 belirli bir
seviyeye kadar tolere edebildigi tespit edilmistir. Diger suslarin safra tuzlarina
karsi toleranslarimin safra oranina ve safra tuzu konsantrasyonuna bagh olarak
degistigi belirlenmistir. Safra konsantrasyonu artirildiginda, ézellikle % 0,30
oranindaki saframin varhginda bircok Enterococcus susunun iireme ve hiicre

yogunlugunda azalma tespit edilmistir.

Enterococcus suslarmmin farkhh hidrokarbon organik c¢oziiciilere (kloroform,
ksilen, etil asetat ve toluen) tutunma ozellikleri incelemistir Tiim suslarin bu
maddelere tutunma ozelligi gosterdigi gozlenmistir. Suslarin kloroform ve etil
asetat organik coziiciilerine kars1 ksilen ve toluen’e gore daha fazla tutunma

ozelligi gosterdigi tespit edilmistir.
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direngliligi , hidrofobisite
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ABSTRACT

In this study, the high EPS procution of E. faecium RI 41, E. faecium RI 56 and
E. faecalis RT 122 and low EPS production of E. faecalis RIl 6, E. faecalis RI 21
and E. faecium RT 81 were used. Also, standard strains Enterococcus faecium
DSMZ 20447 and Enterococcus faecalis NCDO 581 were included in this study.
Some probiotic properties of these strains were investigated. Strains were
examined for otoagregation and coagregation properties, growth in diferent pH

values and bile salt concentration and adhesion properties to hydrocarbons.

The Otoaggregation properties of Enterococcus strains were analyzed and the
highest value were determined in the cultures E. faecalis RT 122 (57%) and E.
faecium R 41 (53%). While the lowest (25%0) value were estimated in E. faecalis

RI 6 strain.

The Coaggregation properties of Enterococcus strains were applied on 5 tested
bacteria (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium and Eshericha coli). Due to coaggregation percent results, the
highest one was between E. faecalis Rl 6 and S. enteritidis ATCC MU:80
(%57,58) and the lowest one was between E. faecium RI 56 and S. enteritidis
ATCC MU:80 arasinda (%11,63).



vii

The growth abilities of Enterococcus strains in different pH values (2, 3, 4, 5,
5,5 and 6,2) were estimated. In generally, all the cultures were high inhibited
(97%) in pH values (2,3,4). In pH:5, the higher inhibition growth were observed
in the cultures E. faecalis Rl 6 (93%) and E. faecalis RI 21 (92%0). Other strains
in pH:5 were inhibited between %62-76. All the strains were quite low
inhibition 12-31% in pH 5,5.

The growth abilities of Enterococcus strains in different (% 0,06, % 0,15, %
0,30) bile salts concentration were determined. Strains E. faecalis Rl 6, E.
faecium RI 41, E. faecium RI 56 and E. faecalis NCDO 581 were tolerated bile
salts in certain levels. Tolerances other strains to bile salts were changed
according to the rate and bile salts concentration. However, the increasing of
bile salt concentration and in 0.30% concentration all the strains were showed
low growth densities.

The biosorptions of Enterococcus strains to different hydrocarbons organic
solvents (chloroform, xylene, ethyl acetate and toluene) were studied. All the
strains were found to exhibit adhesion to the hydrocarbons. All the strains were

more capable adhesions to chloroform and ethyl acetate more than xylene and

toluene.
Science Code :203. 1. 023
Key Words : Enterococcus, autoaggregation, coaggregation, acid-bile

salts resistence, hydrophobicity.
Page Number : 103
Adviser : Prof. Dr. Yavuz BEYATLI
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1. GIRIS

Saglikli bir konak¢inin gastrointestinal sisteminde (GIS) faydali ve zararli olmak
tizere iki grub mikroorganizma dinamik bir denge halinde bulunmaktadir ve faydali
mikroorganizmalar baskin mikroflorayr olusturmaktadir. Sindirim sisteminde
bulunan ve faydali olarak nitelendirilen bu mikroorganizmalara “probiyotik™ adi
verilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalar gidalarin  sindirimine, vitamin
iiretimine ve zararlt mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin dnlenmesine
yardimer oldugu bilinmektedir [Ozer ve Akin, 2000 ; Ouwehand ve ark., 2000].
Ayrica, probiyotik bakterilerin antikolesterol, laktoz intolerans etkileri, immiin
sistemin aktivasyonu, karaciger rahatsizliklarinda olumlu etkileri, antikanserojenik
etki, L (+) laktik asit Giretimi gibi pek ¢ok yararli etkisinin oldugu da bildirilmistir
[Hirayama ve Rafter, 2000 ; Saarela ve ark., 2000].

Probiyotik bakterilerinin segiminde bir¢ok kriterden yararlanilmaktadir. Bu Kriterlere
gore probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin; midenin asidik kosullarina ve safra
tuzlarina karsi dayanikli olmasi, otoagregasyon-koagregasyon ve bagirsak epiteline
tutunma Ozelliklerini géstermesi, antibiyotiklere karsi direngli olmasi, antimikrobiyal

ve antikolesterol aktivite gostermesi gerekmektedir [Aimutus, 2001; Cakir, 2003].

Farkli cinslere ait bircok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Probiyotikler esas olarak laktik asit bakterileridir. Laktobasiller, Bifidobakteriler ve
Enterokoklar gibi probiyotikler insanlarin sindirim sisteminde dogal olarak
bulunmaktadirlar. Probiyotik olarak kullanilan Enterococcus bakterilerinden en ¢ok
kullanilan tiir Enterococcus faecium iken bazi preparasyonlar Enterococcus faecalis
tirtinii de igerebilmektedir [Gibson, 2002 ; Lund ve ark., 2002 ; Guslandi, 2003].



Enterococcus bakterileri bagirsagin dogal mikroflorasinin bir iiyesi olmalari, asit ve
safra tuzuna karsi dayanikli olmalari, safra tuzlarin1 hidroliz edebilmeleri,
antimikrobiyal ve bakteriyosin madde iiretebilmeleri ve de bagirsak yolunda
yasayabilme ve patojenlerle yarismalari gibi faktorlerden dolay: insan probiyotikleri
olarak kullanilmaktadirlar [Bhardwajve ark., 2008]. Enterococcus bakterileri
fermente siit irlinlerinin olgunlasmasinda etkili rolii olan degisik enzimatik
aktiviteler gostermektedirler. Enterokoklarin starter kiiltiir olarak bir¢cok peynirlerin
tiretim ve olgunlagmasinda da rol oynadigi bildirilmektedir [Giraffa, 2003; Foulquie
Moreno, 2006 ]. Bu nedenle enterokoklarin starter kiiltiir ve probiyotik 6zelliklerinin
arastirtlmasinin 6nemli oldugu agiklanmigtir [De Vuyst ve ark., 2003; Vancanneyt ,
2002].

Bu caligmada, Iran ve Tiirkiye’de iiretilen bazi beyaz peynirlerden izole edilen
Enterococcus suslarinin bazi probiyotik ozellikleri incelenmistir. Bu amag ile;
Enterococcus faecalis NCDO 581 ve Enterococcus faecium DSMZ 20447 standart
kiiltiirleri ile beyaz peynirlerden izole edilen 6 adet Enterococcus susunun
otoagregasyon ve koagregasyon oOzellikleri, asit ve safra tuzuna kars1 gosterdikleri

tolerans ile hidrofobisite 6zelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prebiyotikler

Prebiyotikler, intestinal florada bulunan smirli sayidaki bir tiir veya birkag tiir
mikroorganizmanin ¢ogalmasini1 ve aktivitesini segici olarak aktive ederek konagin
sagliginmi olumlu yonde etkileyebilen ve sindirilemeyen besin bilesenleri olarak
tanimlanmaktadir. Prebiyotikler kolondaki yararli mikroflora (Lactobacillus,
Bifidobacterium gibi) tarafindan selektif olarak kullanilir iken toksin iireten
Clostridiumlar, proteolitik Bacteriodes’ler ve toksijenik Esherichia coli gibi
potansiyel patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engellemektedir [Bengmark,

2001; Schrezenmeir ve Vrese, 2001].

Kolondaki mikroorganizmalar besinler ile alinan, mide ve ince bagirsakta daha dnce
sindirilemeyen prebiyotikler kolon mikroflorasinca fermente edilir ve agiga ¢ikan
metabolitler mikroflora i¢in enerji kaynagi olusturur. Prebiyotiklerin fermantasyonu
sonucu aciga c¢ikan bu driinler konak i¢in de yararli etki gosterebilmektedir.
Prebiyotiklerin kullanimi intestinal florada konak igin saglikli bir durum yaratarak
hem bazi hastaliklarin tedavisinin yapilmast hem de bazi hastaliklarin 6nlenmesi
mimkiin hale gelmistir. Bu nedenle besinler ile insan intestinal mikroflorasinin
diizenlenmesi besin Dbiliminde popiiler bir alan yaratmistir [Gibson, 2004,

Schrezenmeir ve Vrese, 2001].

Prebiyotik olarak kabul edilmesi i¢in besin O6gelerinin Sekil 2.1.°de gosterilen

ozellikleri tasimasi gereklidir [Gibson, 2004; Schrezenmeir ve Vrese, 2001].



Mide ve ince bagirsakta hidrolize veya adsorbe
olmamalidir.

Kolon mikroflorasindaki yararl
mikroorganizmalar i¢in se¢ici olmali ve
cogalmalarini uyarabilmelidir.

Floray1 saglikli bir kompozisyon olacak sekilde
degistirmeli ve konak yararli lokal ve sistemik
etkiler yapmalidir.

Sekil 2.1. Prebiyotik olarak kabul edilmesi i¢in besin 6gelerinde bulunmasi gereken
ozellikler [Gibson, 2004; Schrezenmeir ve Vrese, 2001].

Prebiyotikler oldukga giivenilir bir tedavi ajam1 olarak kabul edilmektedir. Islevleri
gliclendirilmis ve hedefi belirlenmis prebiyotikler iiretilerek ileride daha etkili bir

sekilde kullanilma ihtimali vardir.

2.2. Probiyotikler

Intestinal florayr dengeleyerek insan saghigmi olumlu ydnde etkileyen canli
mikroorganizmalar ve bilesenlerini iceren preparatlar olarak tanimlanmaktadir.
Probiyotikler bugiin i¢in bir¢ok hastalikta veya patolojik durumda kullanilmakta ve
gastrointestinal enfeksiyonlarin 6nlenmesi veya tedavisi amaci ile insan normal
ekolojisinin tekrar olusturulmasi ig¢in her gegen giin daha fazla kabul gormektedir.
Klinik uygulamada en fazla gastroenteritlerin olusumunu engellemekte ve
tedavisinde kullanildig1 gorilmektedir ve her gecen giin kullanim alanlarina bir

yenisi eklenmektedir [Dugas ve ark., 1999; Isolauri Gut, 2003].



Probiyotikler ayrica intestinal ve vajen florasinin dengesini saglayip patojen
mikroorganizmalarin ¢gogalmasinin engellenmesi, immiin sistemin sekillendirmesinin
yan1 sira intestinal epitel homeostazini, bazi mineral ve vitaminlerin
biyoyararlanimini artirir, serum lipid diizeyini dengeler, bagirsak motilitesini ve
gecirgenligini diizenler. Bireyin genel saglik durumu sindirim sisteminde bulunan
milyarlarca mikroorganizmaya baglidir. Bagirsaklardaki mikroorganizmalarin
bilesim ve aktivitesi; stres, hastaliklar, tibbi tedavi, yaslilik, antibiyotik veya ilag
kullanimi, diyet ve aliskanliklarinin degistirilmesi, iklim kosullarinda meydana gelen
degismeler ve toksik maddeler gibi c¢evresel faktdrlerden dogrudan veya dolayl
olarak etkilenebilmektedir [Ouwehve ve ark., 2001]. Bagirsak sisteminin dengesinde
meydana gelen bu diizensizlikler sonucu bagirsak mikroflorasinin dengesi bozulur ve
faydali mikroorganizma sayisinda diisiisler baslar [Sullivan ve ark., 2002; Kaur ve
ark., 2002].

Viicudun dogal intestinal florasinda bulunan ve organizma i¢in yararli olan bakterilerin
gitgide sayilarinin azalmasi, tamamen yok olmasi karsisinda bilim diinyas1 bu yararh
florayr korumak ya da tekrar geri kazanmak i¢in arayisa girmis ve “Probiyotik
mikroorganizmalari” degisik iriinler (meyve firiinleri, meyve sulari, ¢ikolata ve et
tirtinleri) ile tiiketime sunmusglardir. Son yillarda 6zellikle yogurt gibi fermente siit
triinlerine eklenerek, probiyotik iriin olarak piyasaya sunulmaktadir. Yapilan
caligmalara gore, mikroflora dengesizliginin disaridan yapilacak mikroorganizma
takviyesi ile diizenlenebilecegi belirtilmistir. Prebiyotik ve probiyotikleri birlikte
bulunduran iiriinlere sinbiyotik denir. Bu sekilde bir uygulama probiyotik bakterilerin
yasam siirelerinin uzamasina ve kolonda daha iyi kolonize olmalarina olanak saglar

[Yiicesan, 2002; Cakir, 2003].



2.2.1. Probiyotik bakterilerin genel ézellikleri

Probiyotik bakteriler genel olarak Gram (+) veya Gram (-), sporsuz ve basil veya kok
seklinde olan bakterilerdir. Probiyotik bakteriler mide asitligine diger bakterilere gore
daha dayaniklidir. Safra tuzuna ve lizozim enzimine kars1 daha direnglidir. Probiyotik
bakteriler laktik asit, asetik asit, bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler iireterek,
bagirsaklarda istenmeyen mikroorganizmalarin ¢ogalma hizini kontrol ederve dogal
floranin denge icinde bulunmasim1 saglarlar. Probiyotik bakterilerin  6nemli
ozelliklerinden biri de, bagirsak ¢eperine tutunabilme yetenegine sahip olmalaridir. Bu
tutunma en 6nemli ve hatta biyolojik etki gdsterebilmeleri i¢in mutlaka olmasi gereken
bir Ozellik olarak belirtilmistir. Probiyotik bakteriler, bagirsak ceperine tutunarak
patojen mikroorganizmalarin tutunmasin1 engellerler. Ayrica sindirim sirasinda
bagirsak hareketlerinden ¢ok fazla etkilenmeden hizla iireyerek orijinal populasyonda
azalmay1 engellerler. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogu laktik
asit bakterileri grubundan olup (en fazla Laktobacillus’lar, Bifidobacterium’lar) diger
tirden mikroorganizmalar da (S. boulardii) probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Lactobacillus tiirleri, ince bagirsakta fazla sayida bulunurken, Bifidobacterium’lar
kalin bagirsaktadirlar. Probiyotiklerin bulundugu konakgidaki diger
mikroorganizmalara kars1 giiclii bir etkileri ve konakgiya yararlar1 oldugu kesin olarak
kabul edilmistir. Ancak probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bazi
Ozelliklerin bulunmasi istenmektedir [Gismondo ve ark., 1999; Yilsay ve Kurdal,
2000].

2.2.2. Probiyotik mikroorganizmalarda bulunmasi gereken ézellikler

Probiyotik preparatlarinda bulunan mikroorganizmalar, bagirsak sistemi floras ile
rekabet etmek zorundadir. Bu sistemde bulunan mikrobiyal flora iizerine bir etki
yapabilmesi i¢in de probiyotik preparatinda bulunan mikroorganizmalarin bazi
karakteristik ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Yapilan g¢alismalarda

probiyotik mikroorganizmalarda gereken 6zellikler belirlenmistir [Salminen, 1998].
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Bunlar;

Giivenilir olmali, Kullanim sonucu insan veya hayvanlarda yan etkisi
olmamalidir.

Insanlar icin kullanilacak olan suslarin tercihen insan kaynakli olmasi gerekli
olup, saglikl1 bir insanin mide-bagirsak sisteminden izole edilmelidir.

Stabil olmali, diisiik pH ve safra tuzlarina gibi olumsuz ¢evre kosullarina kars
dayanikli olmalidir.

Mide ve bagirsak kanalindan gecisleri sirasinda canli kalabilmelidirler,
etkilenmeden bagirsakta etkisini gosterebilmelidir,

Epitel yiizeylere tutunmayi saglayan maddeler (Ekzopolisakkarit, lektin vb.)
iiretebilmelidirler.

Bakterinin yiizeyi hidrofobik yapida olmali, agregasyon ve koagregasyon
yetenegine sahip olmalidir.

Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli, kolonize ve metabolize olabilmelidir,
Kanserojenik ve patojenik bakterilere karsi antagonistik etkileri olmali ve
antikarsinojenik aktivite gosterebilmelidir.

Bakteriyosin, hidrojen peroksit, kisa yag asitleri, laktik asit ve propiyonik asit
gibi organik asitler ve antimikrobiyal maddeler sentezleyerek bagirsak
hastaliklarin1 engelleyebilmelidir.

Helicobacter pylori’nin gelisimini engelleyebilmelidir.

Kan basinci ve serumda kolesterol konsantrasyonunu diistirebilmelidir.
Antibiyotige bagli (diyare) ortaya ¢ikan hastaliklarda bagirsak florasini
diizeltmek amaci ile kullanilabileceginden, insan ve hayvan saghiginda cesitli
nedenlerden dolayr kullanilan antibiyotiklere karsi direngli  olmalidir,
bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemelidir.

Konakg¢1 hiicrelerde fazla sayida bulunabilmeli, konakta hastaliklara karsi direng
artig1 gibi yararl etkiler olusturma yeteneginde olmalidir.

Uretim ve depolama asamalarinda canliligini ve aktivitelerini koruyabilmeli,
minimum etki dozlar1 bilinmediginden, canli hiicrelerde biiyiik miktarlarda

bulunabilmelidir.



15. Probiyotiklerden hazirlanan preparatlar patojenik olmamali ve toksik madde
tretmemeli, ¢cok suslu preparatlarin hazirlanmasina uygun olmalidirlar [Pelto,
1996; Gamez, 1997; Kabir, 1997; Girsmondo, 1999; Ocana, 1999; Yildirim,
2000; Yilsay, 2000].

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in gerekli bazi

ozellikler sOyle aciklanabilir;

1. Asit ve Safra Tuzu Toleransi: Bu 6zellik, pH’nin 1.5’e kadar diisebildigi midede
ve asidik drlinlerde probiyotik organizmalarin canli kalabilme kabiliyeti olup,
probiyotik organizmalarin en 6nemli se¢cim kriterlerinden biridir. Yani probiyotik
organizmalar mide asitliginde canli kalabilmeli, bagirsaga canli olarak ulasabilmeli

ve burada da canliligini koruyabilmelidir [Shah, 2001].

2. Antagonizm: Probiyotik organizmalar sitrik asit ve hippurik asit gibi bir takim
asitleri olustururlar. Laktik asit bakterileri ( L. acidophilus ve L. casei), fermantasyon
sonucunda temel olarak laktik asit tiretirler. Bifidobakteriler ise asetik asit ve laktik
asit Uretirler. Laktik asit bakteileri organik asit iiretmelerinin yanisira hidrojen
peroksit (H,O,), diasetil ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler de
tiretebilirler. Bu maddeler, bozulmaya sebep olan organizmalar1 ve gida kaynakli
patojenleri inhibe etmektedir. Bu nedenle probiyotik bakteri kombinasyonu
kullanilmadan Once, bakterilerin birbirlerine karsi antogonistik etkileri mutlaka

kontrol edilmelidir [Dave ve Shah, 1997].

3. Tutunma Ozellikleri: Tutunma, probiyotik bakterilerin en &nemli secim
kriterlerinden biridir. Bu 6zellik sayesinde bakterilerin bagirsaklara tutunmasi, koloni
olusturmalart ve cogalmalar1 arzulanir. Bagirsaklarda hiicre duvarina tutunma,
sindirim sistemindeki kolonizasyon i¢in dnemli bir 6zelliktir [Coconnier ve ark.,

1992; Bernet ve ark., 1993].



4. Proteolitik Aktivite: Yogurt geleneksel olarak Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus kullanilarak iiretilir ve bu bakteriler,
proteolitik tabiati ile simbiyotik iliskilerinden dolay1 esansiyel aminoasitleri iiretirler.
Bu iki bakteri siitte ¢ok hizli gelisirken, L. acidophilus ve Bifidobakteriler,
proteolitik aktivitelerinin eksikliginden dolay1 siitte yavas gelisirler. Bundan dolay1
probiyotik Triinlere, yogurt bakterilerinin katilmasi fermantasyon siiresinin
azaltilmas1 igin gereklidir. Yogurt bakterileri ile karistirildigi zaman, probiyotik
bakterilerin fermantasyon siiresi 24 saatte gergeklesebiliyorken, yogurt bakterileri
icin bu siire yaklasik 4 saattir. Sonug¢ olarak yogurt bakterilerinin, probiyotik
bakterilerle beraber kiiltiir olarak kullanilmasi nerilmektedir [Dave ve Shah, 1997].

Shihata ve Shah (2000), S. salivarius ssp. thermophilus ve L. delbrueckii ssp.
bulgaricus’un probiyotik bakterilerden (L. acidophilus ve bifidobakteriler) daha
yiiksek proteolitik aktivite gosterdiklerini saptamislardir. Bu agidan probiyotik

bakterilerin segiminde proteolitik aktivitenin 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

5. B- D- galaktosidaz Aktivitesi: Yapilan ¢alismalar yogurt bakterilerinin, probiyotik
bakterilere goére daha fazla [-galaktosidaz aktivitesine sahip oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle yogurt bakterileri, probiyotik bakterilerle beraber
kullanildiginda, probiyotik bakterilerden daha hizli gelistikleri igin, proteolitik ve -
D- galaktosidaz aktivitelerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [Shah ve Jelen,
1990; Shah, 1994, Shah, 2001].

2.2.3. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Insan sagligi ve beslenmesi agisindan olduk¢a Onemli terapdtik ve diyetetik
ozellikleri oldugu bilinen probiyotik bakteriler Diinyada degisik yorelerde farkli
fermente trilinlerin liretiminde kullanilmaktadir. Fermente gidalarin metabolizma
tizerindeki faydali etkileri ile saglikli yasam arasindaki iliski ilk kez Elie
Metchnikoff’un incelemelerine bagh olarak ortaya ¢ikmis olup, giiniimiizde de hala
dogrulugunu korumaktadir [Salminen ve ark., 1992; Hirayama ve Rafter, 2000;
Saarela ve ark., 2000; Aimutus, 2001].
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Ancak, son yillarda yapilan arastirmalarda, fermente siit {irlinlerinden izole edilen
bakteriler disinda, bagirsak kokenli bakterilerin de probiyotikler 6zelliklere sahip
oldugunu gosterilmistir [Sanders, 1999].

Farkli cinslere ait birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmakta olup, esas
olarak laktik asit bakterileridir. En yaygin olarak kullanilan bakteriler ise laktik asit
bakterilerinden olan Enterococcus, Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerinden
olusmaktadir. Ozellikle laktobasiller probiyotik olarak kullanilan bakterilerin basinda
gelmektedir. Ancak, giiniimiizde diger bazi mikroorganizmalar da probiyotikler

arasinda yer almistir [Salminen, 2002].

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar; Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterococcus, Bacteroides, Bacillus ve Propionibacterium cinslerine
ait olan bazi tirler olarak bildirilmistir [Garsse, 2003]. Arastirmalar Mayalar
(Saccharomyces cerevisiae ve S. boulardii) ve filamentéz fungilerin (Aspergillus

oryzae) de probiyotik 6zellige sahip oldugunu gostermistir [Parvez, 2006].

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.2.°de verilmistir

[Salminen, 2002; Parvez, 2006; Jan, 2002].

Cizelge 2.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [Salminen, 2002;
Parvez, 2006; Jan, 2002].

Lactobacillus bulgaricus Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus Lactobacillus fermentum
Lactobacillusplantarum Lactobacillus johsonli
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius Lactobacillus gasseri
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Cizelge 2.2. (devami) Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [Salminen,
2002; Parvez, 2006; Jan, 2002].

Bifidobacterium Tiirleri

Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum Bifidobacretium thermophilum

Bacillus Tirleri

Bacillus subtilis Bacillus pumilus

Bacillus lentus Bacillus licheniformis

Bacillus coagulans

Streptococcus Tiirleri

Streptococcus cremoris Streptococcus thermophilus

Streptococcus intermedius Streptococcus lactis

Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes Tiirleri

Bacteriodescapillus Bacteriodes suis

Bacteriodes ruminicola Bacteriodes amylophilus

Pediococcus Tiirleri

Pediococcus cerevisiae Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus
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Cizelge 2.2. (devami) Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [Salminen,
2002; Parvez, 2006; Jan, 2002].

Propionibacterium Tiirleri

Propionibacterium shermanii Propionibacterium freudenreichii

Enterococcus Tiirleri

Enterococcus faecalis Enterococcus faecium

Leuconostoc Thirleri

Leuconostoc mesenteroides

Saccharomyces cerevisiae Cveida torulopsis

Aspergillus niger Aspergillus oryzae

2.2.4. Probiyotiklerin alindig1 kaynaklar

Glniimiizde tip alaninda birgok hastaligin tedavi edilmesinde veya tekrarinin
Onlenmesinde, probiyotiklerin kullanilma olgusunun artmasiyla birlikte bunlarin
genellikle fermente siit triinleri ile diyetlerde uygulanmaya baslanmasina ve tip
alaninda yeni tedavi olusumlarma kaynak teskil ettigi goriilmektedir. Insan
viicudundaki biyolojik fonksiyonlar1 olumlu yonde etkileyen, saglik diizeyini iyi yonde
gelistiren ve hastalik gelisme riskini azaltan gidalar “fonksiyonel gidalar” olarak
adlandirilmaktadirlar. Probiyotik mikroorganizmalar igeren tiim drlinler bu gida

kategorisi igerisinde degerlendirilmektedir [German ve ark., 1999].
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Fonksiyonel gidalarla alinan probiyotik ve prebiyotiklerin sindirim sistemindeki

fonksiyonlar1 soyle siralanmaktadir: [German ve ark., 1999].

1. Probiyotik ve prebiyotikler, bagirsakta bulunan Clostridium sp., Salmonella
sp. gibi patojen bakteriler ve mide mukozosindaki Helicobacter pylori gibi
cesitli patojen bakterilerin gelisimini engelleyerek sindirim sisteminin
mikroflorasini ve bagirsak epitelinin bariyer 6zelliklerini diizenlerler.

2. Probiyotik ve prebiyotikler gidalarin emilimini kolaylastirarak, tamamen
hazmedilmesine katkida bulunur.

3. Mide ve Dbagirsaktaki beslenmeyi engelleyen faktorleri ortamdan
uzaklastirarak, vitamin ve minerallerin emilimini kolaylastirir.

4. Sindirilemeyen oligosakkaritler ve diger bilesenler ile probiyotik

mikrofloranin gelisimini saglarlar.

Insan saghgina faydali etkilerinin oldugu diisiiniilen canli bakteri hiicreleri ii¢ temel

kaynaktan alinmakta;

1. Fermente siit Urtinleri,

2. Gidalara ve iceceklere bu bakterilerin canli hiicrelerinin eklenmesi,

3. Probiyotik bakterilerin canli hiicrelerinden hazirlanan farmakolojik {irlinler
olarak tablet veya kapsiillerin hazirlanmasiyla alinmakta olup, fonksiyonel

gidalar kapsaminda degerlendirilmektedir [German ve ark., 1999].

Probiyotik bakterilerle zenginlestirilmis fonksiyonel gidalar igerisinde yer alan
fermente siit triinleri, detayli bir sekilde arastirillmistir [Saxelin ve ark., 2005]. Canli
probiyotik bakteri tasiyicist olarak en uygun fermente siit iirliniiniin peynir oldugu
ispatlanmistir. Peynirin kat1 yapisi, yiikksek pH’ s1, tampon kapasitesi ve yag icerigi,
bakterileri bagirsakta yararli olacaklar1 bolgeye varincaya kadar, diger fermente siit
tirlinlerine gore daha iyi ve daha etkili koruyabildigi gosterilmektedir [Settanni ve
Moschetti, 2010].
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Probivyotikleri Iceren Fermente Siit Uriinleri

Probiyotik bakterilerin bulunma miktarlarii olumsuz yonde etkileyen faktorlerin
bireye etkilerini azaltabilmek igin yeni beslenme sekilleri gelistirilmistir.
Probiyotiklerin agiz yoluyla alinmasi bu beslenme sekillerinden biridir. Probiyotik siit
tiriinleri tilkemizde yeni iiretilmekle birlikte, bir¢ok iilkede bu {irlinlerin tiikketimi giin
gectikge artmaktadir. Siit enddistrisinin en O6nemli probiyotikleri fermente siit
tirtinleridir. Probiyotik siit triinlerinden bir digeri ise yogurttur. Fermente siit
tirlinlerinde en ¢ok kullanilan Lactobacillus tiirleri Lactobacillus acidophilus ve
Bifidobacterium bifidum’dur. Bagirsak sisteminde bulunan Lactobacillus acidophilus,
insan sindirim sisteminin dogal bir iiyesi olup, sindirim sisteminde bulunan yiiksek
asitlik, baz1 enzimlerin inhibe edici etkisine ve safra tuzlarmma kars1 dayaniklidir.
Bifidobacterium tiirlerinin baslangigta yalnizca bebeklerin bagirsak florasinda oldugu
distiniilmiisse de, sonraki calismalarda bunlarin eriskin insanlarda ve sicakkanli
hayvanlarda da bulundugu tespit edilmistir. Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri,
ince bagirsaktaki mukoz membran tarafindan tutulmakta, burada olusturduklar asit ve
diger metabolik f{iriinler ile patojen ve diger mikroorganizmalara kars1 direng
gostermektedir. Bu durumda, Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum
iceren Uriinlerin diizenli olarak tiiketilmesi bu bakterilerin bagirsak sistemlerine
tutunmasini saglamakta ve tedavi edici bir 6zellik gdstermesine sebep olmaktadir.
Mide ve bagirsak enfeksiyonlari icin klasik antibiyotik tedavilerine alternatif olarak
probiyotik {iriinler kullanilmas1 tavsiye edilmektedir [Ozer ve Ak, 2000; Fuller,
1989].

2.2.5. Probiyotiklerin mikroorganizmalarin insan saghg iizerine sagladig

yararlar ve etki mekanizmasi

Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi lizerine dogrudan ya da dolayh etkide bulunarak
immiin sistemi uyardigi, bu sayede konak¢inin agiz ve sindirim sistemi, iist solunum
yolu ve iirogenital sistem mukozal yiizeyini olumlu yodnde etkiledigi, sagligi
gelistirici ve hastalik riskini azaltic1 bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir [Sillanpaa,
2001].
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Probiyotik bakterilerin olumlu etkilerinin sadece bununla kalmayip, diyarelerin
Onlenmesi, laktozun sindirimine katki, ince bagirsakta arzu edilmeyen bakteri
gelisiminin  engellenmesi, enterik patojenlere etkileri, bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi, kandaki kolesterol seviyesinin diistiriilmesi ve Helicobacter pylori
enfeksiyonlarmin 6nlenmesi gibi saglik lizerinde bir¢ok Onemli etkisinin oldugu
bildirilmigtir [Cakir, 2003; Marteau, 2001; Kos, 2003; Yiicesan, 2002; Wendakoon,
2002].

Yapilan ¢alismalarda probiyotik bakterilerin; Saccharomyces boulardii’'nin, Cveida
albicans, Salmonella typhi, Shigella ve Esherichia coli gipi patojen bakterilerin
tiremesini baskiladig: tespit edilmistir. Probiyotik bakteriler patojenlerin adezyonunu
onleyerek; sayr ve hacim avantajlar1 ile bagirsak ve tiirogenital sistem epitel
hiicrelerinde, patojenlerin girmesini zorlastirirlar. Epitelyal bariyeri giiclendirerek,
patojenlerin translokasyonunu oOnlerler. Patojen bakterilerin iiremesi i¢in gereksinim
duyduklar1 besin maddelerini tiiketerek, liremelerini inhibe ederler. Bu ¢alismada da
probiyotik  bakterilerin  Saccharomyces boulardii, Clostridium difficile’nin
gereksinim duydugu monosakkaritleri tiikketerek bu tiirin gelisimlerini onledikleri

tespit edilmistir [Castagliuolo ve ark., 1999].

Probiyotik bakteriler, laktaz, maltaz ve siikraz aktivitesini arttirarak, bagirsak enzim
aktivitesine etki ederler. Saccharomyces boulardii poliaminleri, aminopeptidazlarin
olgunlagsmasin1 saglar [Mathieu ve ark 1993]. Toksin ve toksin reseptorlerine etki
ederler. Saccharomyces boulardii 54 kDa proteini proteaz aktivitesinde olup,
Clostridium difficile toksin A fizerine direkt olarak ya da toksinin reseptore
baglanmasini 6nleyerek etki eder. Hayvan modellerinde, 120 kDa proteinin etkisi ile
CAMP, adenilat siklaz aktivitesi azalarak, su-sodyum hiper sekresyonunun azaldigi
gosterilmistir [Reid ve ark., 2003].

Yapilan bir diger ¢alismada ise probiyotik bakterilerin immiin sistemi iizerine de
etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Hem antibiyotik hem de Lactobacillus casei ve
Lactobacillus bulgaricus ile beslenen farelerde lamina propriada lenfosit

proliferasyonu saptanmis, plazma hiicrelerinin sayist artmistir [Kognoff, 1993].
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Bifidobacterium breve ile yapilan hayvan deneyinde, peyer plaklarinda antikor
iretiminin arttig1 saptanmustir. L. casei shirota susu verildiginde, T-helper sayisinda

artma, IgE diizeyinde azalma goriilmiistiir [Kognoff, 1993].

Probiyotikler, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin salinimini aktive
ederek, immiin sisteme diizenleyici etki gosterirler. Probiyotiklerin, hayvan
modellerinde, diskida karsinojenleri aktive eden bakteriyel enzimleri inhibe ederek,

karsinojenlerin yapisini1 bozarak anti-karsinojen etkilerinin olduguda tespit edilmistir

[Karahan, 1999].

Probiyotik bakterilerin insan sagilig1 acgisindan bu olumlu etkileri gosterebilmeleri
icin sahip olmalar1 gereken etki mekanizmalari bulunmaktadir. Probiyotiklerin etki
mekanizmasina yonelik c¢alismalar, ilk olarak gastrointestinal sistemdeki
bozukluklara dayanarak ortaya c¢ikan bagirsak florasinin diizensizligiyle ilgili
yaptlmaya baglanmistir [Klaenhammer, 1999]. Yapilan galigmalar sonucunda bu
mikroorganizmalarm, patojen bakterilerin  {iremesini  engelleyen  inhibitor
antimikrobiyal peptid (mikrosin, bakteriyosin) maddeler iireterek, patojen
mikroorganizmalar {izerine direkt antagonistik etki gosterdikleri belirlenmekle
birlikte, probiyotiklerin etki mekanizmalar1 hakkinda o&zellikle ii¢ mekanizma
onerilmektedir. Bu ti¢c mekanizma Sekil 2.2.’de gosterilmistir [Yildirim ve Yildirim,
2000].
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» Antimikrobiyal bilesikler tiretmeleri
* Besin elementleri i¢in rekabet etmeleri

» Kolonizasyon bolgeleri icin rekabet
etmeleri

Patojen ve zararl bakterilerin
sayilarini1 azaltmak

* Sindirim sistemini tesvik eden
enzimlerin iiretimi (6rnegin; laktaz)
Mikrobiyal metobolizmay1 » Amonyak, amin veya toksik
(enzimatik aktiviteyi) enzimlerin iiretiminin azalmasi
deeiStinmek * Bagirsak duvarinin fonksiyonlarmin
tyilestirilmesi

* Antikor diizeyinin artmasi
EIENLI RO EVACENE S « Makrofaj aktivitesinin artmasi

Sekil 2.2. Probiyotiklerin etki mekanizmalari [Y1ldirim ve Yildirim, 2000].

2.3. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) igerisinde Streptococcaceae familyasina ait
Streptococcus, Leuconostoc, Lactococcus ve Pediococcus cinsi ile Lactobacillaceae
familyasindaki Lactobacillus tiirleri bulunur [Halkman ve Halkman, 1991; Tekinsen
ve Atasever, 1994]. Enterococcacea familyasinda ise Enterococcus, Melissococcus,
Tetragenococcus ve Vagococcus cinsi bakteriler yer almaktadir [Klein ve ark., 1998].
En onemli laktik asit bakteri cinsleri Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium ve
Tetragenococcus’dur [Halkman ve Halkman, 1991; Tekinsen ve Atasever, 1994].



18

2.3.1. Enterococcus cinsi bakterilerin bilimsel simiflandirilmasi

Baslangigta  Streptococcus cinsi igerisinde yer alan enterokoklar, “fekal
streptokoklar” veya “Lancefield serolojik D grubu streptokoklar” olarak
bilinmekteydi. 1984 yilinda DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon ¢aligmalari ile
bunlarin streptokoklardan farkliligt ortaya konmus ve buna bagli olarak
Enterococcus ayr1 bir cins kabul edilmistir [Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984].
Enterococcus cinsi bakterilerinin bilimsel siniflandirilma basamaklar1 Sekil 2.3.’te

gosterilmistir [Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984].

ALEM: BAKTERILER
SUBE: FIRMICUTES
SINIF: BACILLI

TAKIM: LACTOBACILLALES
AILE : ENTEROCOCCACEAE

Sekil 2.3. Enterococcus cinsi bakterilerinin bilimsel siniflandirilma basamaklari
[Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984] .

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda 16S rRNA DNA sekans analizi ve DNA-DNA
hibridizasyon teknikleri kullanilarak Enterococcus cinsi altinda toplanan 32 tiir
bulunmaktadir [Foulquie Moreno ve ark., 2006; Ogier ve ark., 2008; Svec ve ark.,
2006].
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Yeni literatiirlerde Enterococcus cinsi altinda toplanan tiirler Cizelge 2.3.’te
gosterilmektedir [Foulquie Moreno ve ark., 2006; Ogier ve ark., 2008; Svec ve ark.,
2006].

Cizelge 2. 3. Literatiirlerde Enterococcus cinsi altinda toplanan tiirler [Foulquie
Moreno ve ark., 2006; Ogier ve ark., 2008; Svec ve ark., 2006].

Enterococcus Cinsine Ait Tiurler

E. faecalis E. moraviensis E. saccharominimus
E. avium E. faecium E. mundtii E. solitarius
E. canis E. flavescens E. pallens E. sulfureus
E. casseliflavus E. gallinarum E. phoeniculicola E. villorum
E. cecorum E. gilvus E. pseudoavium E. italicus
E. columbae E. haemoperoxidus E. raffinosus E. hermanniensis
E. dispar E. hirae E. ratti E. termitis
E. durans E. malodoratus E. saccharolyticus E. silesiacus

2.3.2. Enterococcus cinsi bakterilerin genel ozellikleri

Enterokoklar laktik asit bakterilerinin  (LAB) baslica cinslerinden birini
olusturmaktadir. Cevre sartlarina direngli olmalar1 ve adaptasyon kabiliyetlerinden
dolay1 su, toprak, bitkiler ile insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemleri gibi

oldukca genis bir ¢cevrede bulunabilmektedirler.
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Enterokoklar ¢ogunlukla bitkisel ve hayvansal kaynaklardan kontaminasyon sonucu
gidalarda bulunabilmekle beraber peynirler gibi ¢ok sayida fermente gidanin iiretim

ve olgunlasmasinda da 6nemli roller oynamaktadirlar [Franz ve ark., 2003].

Eskiden Streptococcus (D grup streptococci) cinsinin  bir pargasi olan
Enterococcuslar Gram-pozitif, birkag istisna disinda hareketsiz, spor olusturmayan,
fakiiltatif anaerob, katalaz negatif (oksijen varliginda gelisen ve pseudokatalaz {ireten
bazi1 tiirler hari¢), oval kok formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir
goriinimiindedirler.  Cins, antijenik, hemolitik ve fizyolojik 6zelliklerin
kombinasyonuyla tanimlanmaktadir. Gram negatif bakterilere kiyasla, beslenme
gereksinimleri agisidan daha segicidirler. Gelistirildikleri besiyerinde daha fazla
tireme faktoriine gereksinim duymalari agisindan da diger pek ¢ok Gram pozitif
bakteriden ayrilirlar. Ornegin, gelisebilmeleri i¢in B vitaminleri ve bazi temel
aminoasitler agisindan pek ¢ok Gram pozitif bakteriden ¢ok daha fazla oranda besin
maddesine ihtiya¢ duyarlar. Belirli tiirlerin lireme faktorii olarak bazi spesifik
aminoasitlere gereksinim duymalarindan dolayr bu spesifik aminoasitlerin nicel

olarak belirlenmesinde test organizmasi olarak kullanilmaktadirlar.

Enterococcus’ larin optimum iireme sicakliklart 35 °C olmasinin yani sira enterokok
tiirlerinin bir gogu 10-45°C’lerde iyi gelisim gosteren mikroorganizmalardir. 50
°C’de iyi gelismekte olan Enterococcus suslari olmasma ragmen, bazi suslar 52
°C’de gelisememektedir. Enterokoklar pH; 4-9,6 gibi genis bir pH araliginda
gelisebilmektedirler [Wood ve Holzapfel, 1995]. Bununla birlikte %6,5 NaCl igeren
ortamda lireme yetenegine sahip olup, bircok tiir %40’ lik safra tuzlar1 bulunan
ortamlarda eskulini hidroliz edebilirler. Tiirlerin ¢ogu Lancefield D-grubu antijeni
olarak bilinen hiicre duvarina bagl gliserol teikoik asit antijeni iiretirler. Birgok sus
fruktoz, galaktoz, maltoz, mellebiyoz, sellebiyoz ve laktoz’dan asit iliretmektedir.
Arginin’den amonyak ireterek enerji kaynagi olarak kullanirlar. Tirozin
dekarboksilasyonlar1 suslara gore farklilik géstermektedir [Buchanan ve Gibbons,
1974, Kilig, 2001].

Enterokok tiirlerinin bazi fizyolojik 6zellikleri Cizelge 2.4.” te gosterilmektedir.


http://www.food-info.net/tr/bact/strep.htm
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Cizelge 2.4. Enterococcus tiirlerinin tipik fizyolojik 6zellikleri [Franz ve ark., 2003].

Bakteri Tiirleri Ureme Farkli Ortamlarda Ureme
Sicakhigi Durumu
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Bunlarin yani sira, genis bir pH araliginda ve pek ¢ok patojen bakterinin
gelisemedigi alkali pH 'da (pH 9,6) gelisebilen Enterokoklar diisiik O/R
potansiyelindeki (Eh) ortamlarda da ¢ok iyi gelisirler. Sodyum azid, safra tuzu ve
sodyum kloriire dayaniklidirlar. Enterococcus cinsine ait tiim tiirler % 40 safra tuzu
ve % 3 NaCl igeren besiyerlerinde gelisebilirken, Enterococcus faecalis ve E.

faecium tiirleri tuza daha direncli olup % 6,5 tuz konsantrasyonunda geligebilirler.

Termodurik bakterilerdir, siite uygulanan pastorizasyon islemi ile elimine
edilemezler. Escherichia coli 'ye kiyasla donma ve kurutmaya kars1i daha
dayaniklidirlar. Biitiin tiirleri eskiilini hidroliz eder ve 1,3,5-trimetil-tetrazolyum
kloriirii (TCC) indirgerler. E. casseliflavus ve E. mundtii tiirleri sar1 pigment
olustururken E. avium ve E. malodoratus tiirleri de H,S olustururlar. E. casseliflavus
ve E. gallinarum tiirleri ise menakuinon iiretirler. Diger yandan Enterokoklar birgok
karbonhidrati fermentatif olarak kullanirlar. E. faecalis ve E. faecium
karbonhidratlardan fermentasyon yoluyla baslica iirlin olarak laktik asit
tirettiklerinden, c¢esitli peynirlerin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilirler.
Ormegin Cheddar peyniri, yumusak Italyan peyniri ve bazi Isvigre peynirlerinin

yapiminda asit, tat ve aroma olusumu i¢in kullanilmaktadir.

Enterokoklar, insan diskisinda genellikle Escherichia coli’den daha az sayida
bulunan, suda iyi iireyemeyen ancak koliformlardan daha uzun siire canliliklarini
koruyan bakterilerdir [Kavas ve Kinik, 2003]. Bundan dolay:1 sularda enterokoklar
fekal kontamiasyonun gostergesi [Lopez-Diaz ve ark., 1995] ve ozellikle sularda
hijyen indikatorii olarak degerlendirilmektedirler [Arizcun ve ark., 1997]. Ancak
daha dogru sonug elde edebilmek icin klasik enterokoklarin koliform bakteri veya
toplam bakteri sayist ile birlikte verilmesinin uygun olacag: tartisilmaktadir. 4
Avrupa iilkesinde 2868 Ornekte yapilan bir ¢alismada enterokoklarin gida zincirinin

birgok boliimiinde yaygin olarak bulundugu bildirilmistir [Kiihn ve ark., 2003].
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"Klasik enterokok" lar gida endiistrisinde kullanilan 1sitma, kurutma, dondurma gibi
islemler ile temizlik ve dezenfeksiyon maddelerine karsi nispeten direnglidirler. Bu
nedenle islem gormiis gidalar Ozellikle de dondurulmus gidalar i¢in koliform
bakterilere kiyasla daha iy1 bir sanitasyon veya fekal kontaminasyon indikatorii olma
Ozelligine sahiptirler. Bir gidaya uygulanan islemle, gidada bulunan enterokok
sayisinin yorumlanmasi yakindan iliskilidir. Diisiik enterokok sayim sonuglari iglem
gérmemis gidalar icin 6nemsiz kabul edilitken dondurulmus, pisirilmis veya islem
gormiis diger bazi gidalarda 6nemli olarak kabul edilir. Siit isletmelerinde siklikla
rastlanildigr gibi yetersiz sanitasyon uygulamalar1 nedeni ile enterokoklar,
isletmelerde alet ve ekipmanlarin yiizeylerinde yerlesik flora haline gelerek
buralardan siirekli olarak gidalara bulasabilirler. Ancak islenmis iirlinlerdeki
enterokok varligi, bu {irlinde her zaman i¢in enterik patojen varligini gdstermeyebilir.
Ciinkii enterokoklar, enterik patojenlere kiyasla uygulanan iglemlere karsi daha

direnclidirler.

Enterokok igeren gidalarin saglik riski olmaksizin tiiketiminin uzun bir tarihi
olmasina karsin enterokoklarin gras mikroorganizma olarak kabul edilmesi ¢ok daha
fazla ¢aligmay1 gerektirmektedir. Patojenlik potansiyeli veya antibiyotik rezistanshigi,
susa spesifik goziikkmekte veya izolasyon kaynagina baglidir. Bu bakterilerin bazilart
glivenilir ve kullanilma potansiyeli olan bakteriler olarak kabul edilebilir. Bu
tirlerden Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium en ¢ok bilinen tiirler olup,
fermente gidalarin {iretimi ve probiyotik {riin teknolojisinde ©nemli rollere

sahiptirler [Franz ve ark., 2003].

E. faecalis insan ve hayvan diskisinda bulunan fekal orijinli bir tiirdiir. Ancak bu
bakterilere insan ve memeli hayvanlarin diskis1 disinda toprak, su, bitki ve bocek gibi
bir¢ok cevrede de rastlanmaktadir. Bu nedenle gidalarda enterokoklarin bulunmast,
gidanin digki ile dogrudan kontamine oldugu ve Salmonella ile Listeria gibi diger

enterik patojenlerin de bu gida maddelerinde bulunabilecegi anlamina gelmez.
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Son yillarda yapilan c¢alismalarla c¢evre sartlarina olduk¢a dayanikli olan
Enterokoklarin bazi1 gidalarin mikroflorasinda bulundugu ve gida kalitesi iizerine
olumlu etkilerinin belirlenmesinin ardindan Enterokoklarin yalnizca hijyen

indikatorii olarak degerlendirilmemesi gerektigi ortaya ¢ikmistir.

E. faecalis 'in bazi tiirlerinin bitkilerde de yaygin olarak bulunmasi bu bakterilerin
sanitasyon indikatorii olarak degerini biiyiik 6l¢lide azaltmaktadir. Ancak E. faecalis
'in fekal veya fekal olmayan tiirlerini biyokimyasal testlerle (Litmus Milk
besiyerindeki reaksiyonlart Melizitoz ve Melibiyoz Broth 'da olusturdugu

fermentasyon tipleri) ayirmanin miimkiin oldugu bilinmektedir.

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’de (1994) Streptococcus cinsinden
ayrilan yeni bir cins olarak gosterilen Enterokoklarin identifikasyonlarinda genellikle
cesitli problemler yasanmaktadir. Ozellikle cevresel kaynaklardan izole edilen gok
sayida enterokok izolati yalmizca fenotipik Ozellikler dikkate alnarak identifiye
edilmeye ¢alisildiginda s6z konusu islem basarisizlikla sonuglanmaktadir. Fizyolojik
testler kullanilarak bir Enterococcus tiirii igersindeki izolatlarin agik bir sekilde
karakterize edilmesi fenotipik 6zelliklerdeki yliksek heterojenite nedeniyle oldukca

zordur [Giraffa, 2003].

2.3.3. Enterococcus cinsi bakterilerin insanlarin normal florasindaki etkileri

Enterococcus tiirlerinin ¢ogu insanin gastrointestinal sisteminin normal florasidir.
Insandan klinik olarak izole edilen enterokoklarin ¢cogu (%80-90) E. faecalis ve E.
faecium’dur, bunlar enterokok enfeksiyonlarinin %5-10’unda bulunurlar. Diger
Enterokok tiirlerine daha az siklikla rastlanir [Devriese ve ark., 1990]. Enterokoklarin
farkli tiirlerinin insandan diger kaynaklarda bulunmasi ile ilgili bilgiler sinirlidir.
Ciinkii bu cinsin taksonomisi degismistir yeni arastirmalarda en son taksonomi
Onerilerine dayanarak, Enterokok tiirlerinin hayvanlarda ve ¢evredeki dagilimlari

insanlardakinden daha farkli oldugu bildirilmistir [Devriese ve ark., 1990].
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2.3.4. Enterococcus cinsi bakterilerin fonksiyonel ézellikleri

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Asitlik Aktivitesi

Enterokoklar, glikoz ve laktozu homofermentatif laktik asit fermantasyonu ile
piriivik asite doniistiiriirler. Piruvattan da laktat dehidrogenaz enzimi ile L-laktik asit
olustururlar. Siitte enterokoklarin asit iiretim yetenekleri genellikle diisiiktiir. Genel
olarak enterokoklar siitii asitlestirme kabiliyeti acisindan zayif bir yapi
sergilemektedirler. Sarantinopoulos ve ark., (2001), ¢esitli kaynaklardan izole
ettikleri 129 Enterokok’un (E. faecium, E. faecalis ve E. durans) biyokimyasal ve
teknolojik Ozelliklerini incelemisledir. Calismada genel olarak enterokoklarin
asidifikasyon kabiliyetleri agisindan zayif oldugu ve en etkin tiiriin E. faecalis oldugu

belirlenmistir.

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Sitrat Metabolizmasi

Sitrat metabolizmasi laktik asit bakterilerinin 6nemli bir teknolojik 6zelligidir [Rea
ve Cogan, 2002]. Siitte bulunan sitrat bir¢ok laktik asit bakterisi tarafindan asetat,
asetaldehit ve diasetil gibi lezzet bilesiklerine metabolize edilmektedir [Rea ve
Cogan, 2003].

Enterokoklarin piriivat metabolizmas1 hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmis iken
[Rea ve Cogan, 2003] enterokoklarin sitrat metabolizmasi ile ilgili oldukga az bilgi
mevcuttur [Rea ve Cogan, 2002]. Yapilan bir arastirmada, gidalardan izole edilen E.
faecalis, E. faecium ve E. durans tek karbon kaynagi olarak sitrat ve piirivatt
kullanma acisindan farklilik gostermis ve E. faecalis organik asitleri kullanma
acisindan diger iki tiire gore daha aktif bulunmustur [Sarantinopoulus ve ark., 2001].
Peynir olgunlagsmas1 sirasinda sitrat ve laktozun parcalanmasi asetaldehit, etanol,
diasetil, aseton ve asetoin gibi lezzete katkida bulunan bir seri ugucu bilesigin aciga

¢ikmasini saglamaktadir [Rea ve Cogan, 2003; Sarantinopoulus ve ark., 2002].
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Bu baglamda, siit iiriinlerinden izole edilen bir ¢ok E. faecalis ve E. faecium susu
stitte gelistiklerinde asetaldehit, etanol, diasetil ve asetoin’in iyi ireticileri olarak
goriilmektedir ve bu bilesikler peynirin aroma ve lezzetine katkida bulunmaktadirlar.
Bu bulgular enterokoklarin fermente siit iiriinlerindeki lezzet gelisimine katkida
bulunabilecek bir metabolik potansiyele sahip mikroorganizmalar oldugunu
gostermektedir [Hagrass ve ark., 1991; Verighetto ve ark., 2001; Sarantinopoulus ve
ark., 2001].

Enterokoklar, bir¢ok gidada (meyve, sebze ve siit) dogal olarak bulunan veya bazi
gidalarin iiretiminde (sosis vb.) katki olarak kullanilan sitrati da fermente
edebilmektedirler [Sarantinopoulos ve ark., 2001b ; Giraffa, 2003]. Enterokoklarin
sitrat metabolizmasi tizerinde pH’nin ve ortamda bulunan karbonhidrat kaynaklarinin
etkisi bulunmaktadir. Ortamda karbonhidrat bulunmadiginda E. faecalis subsp.
liquefaciens’in sitrat1 metabolize edebildigi tespit edilmistir [Foulquie Moreno ve
ark., 2006].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Proteoliz Aktivitesi

Peynir teknolojisinde starter ve starter olmayan mikroorganizmalarin proteolitik ve
peptidolitik aktiviteleriyle ilintili olan kazeinin par¢alanmasi peynir olgunlagmasinda

oldukga 6nemli bir role sahiptir [Giirsoy ve ark., 2006].

Enterokoklarin kazeini proteoliz edebilme 6zelligi ¢cogunlukla sustan susa farklilik
gostermektedir [Arizcun ve ark.,, 1997; Durlu-Ozkaya ve ark., 2001]. Bazi
aragtiricilar farkli tip peynirlerden izole edilen E. faecium, E. faecalis ve E. durans
suslarinin proteolitik aktivilerinin yararli ve yerinde oldugunu bildirmelerine ragmen,
genel olarak enterokoklarin proteinaz ve peptidaz aktiviteleri zayiftir. E. faecalis ise
bu acidan en aktif tirdiir [Arizcun ve ark., 1997; Tsakalidou ve ark., 1994,
Andrighetto ve ark., 2001; Sarantinopoulus ve ark., 2001].
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Sarantinopoulos ve ark., (2001), yaptiklar1 bir ¢alismada enterokoklarin hiicre disi
proteolitik aktivitelerini zayif bulmus, bu agidan en etkin tiiriin E. faecalis oldugunu
bildirmistir. Yine aymi ¢alismada enterokoklarin peptidaz aktiviteleri de diisiik
bulunmus, peptidazlarin ozellikle glisin-prolin ve glutamat-4-nitroanilid spesifik
olduklar1 tespit edilmistir. Bu ¢alismalarin aksine Wessels ve ark., (1990),
enterokoklarin proteolitik aktivitelerinin lipolitik aktivitelerinden daha giiglii

oldugunu bildirmektedir.

Enterokoklarin proteolitik 6zellikleri ile asitlestirme 6zellikleri arasinda net bir iliski
gozlenmese de, bu iki 6zellik arasinda zaman zaman pozitif korelasyon olabilmekte
ve proteolitik ozelligi giiglii olan suslarin asitlestirme O6zellikleri de yiiksek
cikmaktadir [Giraffa, 2003]. Simdiye kadar yapilan calismalarda, Laktik asit
bakterileri tarafindan gergeklestirilen proteoliz Lactococcus ve Lactobacillus cinsleri

ile siirlandirilmistir [Somkuti ve Babel, 1969].
Yapilan bir diger ¢alismada Enterokok suslarinin diisiik proteolitik ve peptidolitik
aktiviteye sahip oldugu, ancak E. faecalis suslarinin biraz daha yiiksek aktivite

gosterdigi tespit edilmistir [Sarantinopoulos ve ark., 2001a].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Lipoliz Aktivitesi

Lipoliz direkt olarak peynir reolojisi ile ilgili degildir. Bununla beraber, gliseridler
kismen molekiiler organizasyonu etkileyen bilesiklerdir. Bundan dolay1 peynir

tektiiriinii etkilemektedirler [Giraffa, 2003].

Yapilan c¢alismalarda, proteolitik aktiviteye zit olarak enterokoklarin lipolitik
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir [Sarantinopoulus ve ark., 2001]. E.
faecalis ve kismen de E. faecium ve E. durans’in en lipolitik tiirler oldugu tespit
edilmistir [Sarantinopoulus ve ark., 2001; Durlu-Ozkaya ve ark., 2001]. Diger
taraftan, siit orijinli enterokoklarin siitteki diisiik ve ¢ogunlukla susa bagh lipolitik

aktivitesi diger baz1 ¢aligmalarda arastirilmistir.
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Enterokoklarin esterolitik enzim aktiviteleri daha gelismis olup, lipolitik enzim
sistemlerine gore daha etkilidir. Enterokoklar diger laktik asit bakterilerinin birgok
tirtinden daha yiiksek esterolitik aktivite gostermekte ve Enterococcus faecium,
enterokok tiirleri igerisinde en esterolitik tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir [Giraffa,
2003]. El Soda (2002) Enterococcus faecium un yag asitlerinin 4-nitrofenil ve 2-

nitrofenil tiirevlerine kars1 esterolitik aktivite gosterdigini bildirmektedir.

Lipitler de peynirin aroma ve tekstiirinde 6nemli etkiye sahiptir [Dovat ve ark.,
1970]. Enterokoklarin siitte lipolitik aktivitesinin susa bagli oldugu, suslarin gogunun
diisiik aktivite sergiledigi ve Enterococcus faecalis tiirleri arasinda yer alan bazi

suslarin lipolitik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [Carrasco de Mendoza ve ark.,

1992].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalar tarafindan {iretilen, mikroorganizma
gelisimini  engelleyen, diisiik molekiiler agirlikli, biyolojik kokenli, ikincil
metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici “bakteriostatik”
veya “fungustatik” ozellikte olabildikleri gibi; mikroorganizmanin 6liimiine sebep
olan “bakterisit” ve “fungisit” 6zellikte maddeler de olabilirler [Demain, 1999; El-
Adaway, 2001].

Enterococcus’ lar siit tiriinleri gibi belirli gidalarin ve mide-bagirsak sisteminin dogal
floras1 olduklarindan, fermantasyon sonucu trettikleri laktik asit ve hidrojen peroksit
gibi antimikrobiyal maddeler eskiden beri gidalarin raf dmriinii uzatmak amaciyla
gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir. Bu inhibitdr etkiye sahip primer
metabolitlerin yan1 sira Enterococcus’ larda bakteriyosin gibi baska antimikrobiyal
bilesikler de olusmaktadir. Enterococcus bakterileri antimikrobiyal aktivitelerinden
dolay1 ortamda bulunan; gida kaynakli kontaminant ve patojen mikroorganizmalarin
(E.coli, Salmonella, S. aureus, Listeria gibi) gelisimini engellemekte ve 6liimlerine
neden olmaktadirlar [Tannock, 1981].
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Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Laktik Asit Uretimleri

Laktik asit bakterilerinin, karbonhidratlarin fermantasyonu sonucunda tirettikleri en
onemli son triin laktik asittir. Laktik asit lireten starter kiltiirler, fermente siit, et ve
bitki {irlinlerinin iiretiminde kullanilmis, fermantasyon sonucu olusan laktik asit, raf-
omrti, tadi, aromasi, kivami ve kalitesi bakimindan daha iyi ve geligmis bir {irliniin
olusmasinda etkili olmustur. Bununla birlikte, laktik asit bakterilerinin fermente
ettigi gidalarda laktik asidin yani sira ¢ok az miktarda asetik asit ve formik asitte
olugmaktadir ki buda pH’ nin diismesine ve dolaysiyla gidalardaki kontaminant ve
patojen bakterilerin inhibisyonuna neden olmaktadir. Fermente gidalardaki laktik
asidin inhibisyon etkisi, ortamda bulunan patojen bakterilerin tiirline, sayisina,
sterilizasyon asamasina ve mevcut olan Laktik asit bakterilerin sayisina gore

degismektedir [Wijaya, 2003].

Yapilan ¢aligmalarda, Skim milk besiyerinde gelisen E. faecalis suslarinin laktozdan
laktik asit ve sitrattan asetik asit iiretebildikleri tespit edilmistir. Ayrica, koyun ve
keci siitlinde gelistirilen E. faecalis ve E. faecium suslarinin, laktoz ve sitrat1 bir
arada kullandiklar: takdirde, oldukga yiiksek miktarda laktik asit ve daha az miktarda

formik ve asetik asit tirettikleri tespit edilmistir [Foulquie Moreno ve ark., 2006].

Laktik asit bakterilerinden olan Enterococcus’ lar fakiiltatif anaerob ve fermantatif
metabolizmaya sahip kemo-organotrof  bakterilerdir.  Enterokoklar  birgok
karbonhidrat1 fermentatif olarak kullanirlar. Homofermantatif yoldan glikozu
fermente eden bu bakteriler, son iirlin olarak L(+) laktik asit iiretmektedirler. E.
faecalis ve E. faecium karbonhidratlardan fermentasyon yoluyla baslica iiriin olarak
laktik asit iirettiklerinden, c¢esitli peynirlerin {iretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilabilirler. Ornegin; cheddar peyniri, yumusak Italyan peyniri ve bazi isvigre
peynirlerinin yapiminda asit, tat ve aroma olusumu i¢in kullanilmaktadir [Foulquie

Moreno ve ark., 2006].



30

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Hidrojen Peroksit (H,0,) Uretimleri

Enterococcus bakterileri fakiiltatif anaerob olduklarindan elektron-transport zinciri
mevcut degildir. Dolaysiyla oksijenli ortamlarda, eksik yapilan reduksiyondan dolay1
hidrojen peroksit olusup, ortama salgilanir. Enterococcus’ larin olusturduklar
hidrojen peroksit, enzimlerin yapisinda bulunan stilfidril gruplarin oksidasyonu ile bu
enzimleri denature ederek ve membran lipitlerinin peroksidasyonu ile membran

gecirgenligini arttirarak;

1. Enzim aktivitelerinin bozulmasina,

2. Enzimlerin kimyasal yapisinin, biyokimyasal karakterinin ve aktivitelerinin
degisiklige ugramasina ve boylelikle enzimlerin inaktive olmasina neden
olarak, patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etki gostermektedir

[Hwanhlem ve ark., 2010].

Enterococcus bakterileri tarafindan iiretilen hidrojen peroksit, patojen ve gida bozucu
bakterilerin tiremesini engeller. Bu nedenle bu bakterilerin, daha uzun siireli
saklanabilen gidalarin iretiminde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir [Campos ve
ark., 2006].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Bakteriyosin Uretimleri

Laktik asit bakterileri tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, kiigiik katyonik,
amfilik ve antimikrobiyal peptidlere bakteriyosin adi verilir [Tagg ve ark., 1976].
Enterococcus cinsi  bakterilerin  trettigi  bakteriosinler enterosin  olarak
adlandirilmaktadir. Bakteriosin iireten Enterococcus cinsi bakteriler dogada yaygin
olarak bulunmakta ve yapilan bir¢ok arastirmada siit iiriinleri, fermente sucuklar,
balik, sebze ve gastrointestinal yoldan olduk¢a sik izole edilmislerdir

[Sarantinopoulos ve ark., 2001c].
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Enterococcus  faecium’un irettigi  bakteriosinler  Listeria  monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Vibrio choleroe, Clostridium spp., Bacillus spp. ve diger
gram pozitif patojenik bakteriler ile gida bozulmasi yapan bakterilere karsi inhibitor
etki gosteren antimikrobiyal proteinler olup, bu tiire ait bakteriler bakteriosin iiretimi
ile dikkat ¢ekmektedir [Franz ve ark., 1999; Sarantinopoulos ve ark., 2001c;
Marekova ve ark., 2003; Vuyst ve ark., 2002; Ross ve ark., 2002; Giraffa, 2003;
Hugas ve ark., 2003; Leroy ve ark., 2003; Saavedra ve ark., 2003].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Mikroorganizmalar1 hiicreleri kurumadan fagositozdan ve faj etkisinden korudugu,
yiiksek oksijen gerilimi sagladigi, antibiyotiklere ve toksik maddelere (toksik metal
iyonlari, siilfiir dioksit, etanol gibi) kars1 hiicreleri koruma ve yiizey tutunmasinda
yapistirici iglevine sahip oldugu bilinen, gida sanayinde kivam arttirict olarak
kullanilan ve ¢ok sayida bakterinin (Lactobacillus, Bifidobacterium) yiizeyinde
bulunan ekzoseliiler polimerlere eksopolisakkarit (EPS) denir [Cerning, 1992;
Bouzar, 1996; Cerning, 1994; Rua-Madiedo, 2006]. Eksopolisakkarit’lerin tim bu
Ozelliklerinin yanisira immun sistemi tesvik ettigi, antitiimoral ve kolesterol

diistiriicti aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir [Hosono, 1997].

Bazi laktik asit bakterileri polisakkarit polimeri salgilarlar. Laktik asit bakterileri
tarafindan tretilen ekzopolisakkaritler, homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olarak
iki grupta incelenmektedir. Homopolisakkaritler yiiksek molekiil agirligina sahiptir
[Simsek ve Con, 2003]. Heteropolisakkaritler, D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz veya
nadiren N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin, ve glukoronik asit igeren
birimlerin tekrarlanmas: sonucu agiga ¢ikan yapilardir [Duboc ve Mollet, 2001].
Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen polimerlerin ¢ogu bu ozelligi

gostermektedir [Broadbent ve ark., 2001].

Laktik asit bakterileri tarafindan firetilen eksopolisakkarit’ler diisiikk yag oranli,
kaymakli ve diigiik siit oranli yogun yogurtlar gibi yeni ve degeri artan lriinlerin

gelisitirilmesi i¢in teknolojik bakimdan 6neme sahip polimerlerdir.
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Bunun yani sira laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen eksopolisakkarit, mikrobiyal
hiicreyi fagositoza, faja, antibiyotik ve toksik maddelere karsi koruyabilmektedir.
Bakteriyal polimer iiretimi ve polimerin seker igerigi fermentasyon kosullarina
(inkiibasyon siiresi ve sicakligl) ve besiyerinin bilesimi gibi 6zelliklerden

etkilenmektedir [Ekici ve Barefoot, 2006; Faye ve ark., 2002].

Laktik asit bakterileri tarafindan tretilen ekzopolisakkaritlere (EPS) ekonomik
acidan bakildiginda ise; gidalarin {iretiminde fonksiyonel islevlerinin ve yararh
birgok etkilerinin olmasindan dolayr Onemli avantajlar sagladigindan,
eksopolisakkarit tiretimi yiiksek olan bir susun starter ve probiyotik olarak
kullaniminin 6nemli avantajlar saglayacagi diistiniilmektedir [Welman ve Maddox,
2003].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Agregasyon Ozellikleri

Probiyotik agidan 6nemli diger bir kriter de bakterilerin agregasyon 6zelligine sahip
olmasidir. Agregasyon kelime anlami olarak; toplanma, bir araya gelme ve
kiimelesme olarak tanimlanabilir. Bakteriler bu o&zellikleri sayesinde bulundugu
hiicrelere tutunabilir ve dominant olarak kolonize olabilir [Kocatiirk, 1991; Boris,
1997].

Agregasyon aktivitesinden APF (aggregation promoting factor) denilen ve hiicre
disina salman protein yapisindaki bir maddenin sorumlu oldugu tespit edilmistir.
Agregasyon reseptorleri tiirden tiire farklilik gostermekle birlikte, bu reseptor L.
plantarum LL 441 susunda bir protein iken, Enterococcus faecalis’te bir
glikoproteindir. Hiicre agregasyonunun ise lipotekoik asit, proteinler ve
karbonhidratlar gibi, hiicre yiizey bilesenleri ile ilgili olabilecegi diisiinilmektedir
[Vandevoorde ve ark., 1992].

Agregasyon maddesi feromona-duyarli plazmidler {izerinde kodludur. Bu maddenin

tiretimine protein yapisinda ve hidrofobik bir bilesik olan seks feromonu sebep

olmaktadir [Boris, 1997; Foulquie Moreno ve ark., 2006; Barbosa ve ark., 2010].
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Caligmalara gore fenomenler; laktobasiller ile patojenler genis bir etkilesim alam
gelistirdikleri ve laktobasiller tarafindan iiretilen metabolitlerin bu alana dagildig
(mikrogevrelerin inhibe edilmesi) seklinde acgiklanmaktadir. Ayrica, bakterilerin
hiicre yiizeyleri arasindaki bu etkilesim hiicre i¢i metabolitlerin transfer edilmesini
saglayan iki bakteri sitoplazmasi arasinda siirekli bir bolgeyi olusturabilmektedir

[Fernandez, 2003].

Boyle bir mekanizma ile gastrointestinal sisteminde diizenlenebilecegi diisiiniilmiis
ve probiyotiklerin mukuzoya tutunarak kogregasyon yetenekleri ile patojenlere
bariyer teskil ettikleri bildirilmistir [Boris ve ark., 1997; Fernandez, 2003; Foulquie
Moreno ve ark., 2006; Barbosa ve ark., 2010].

Laktik asit bakterilerinin agregasyon madde iiretimleri mide-bagirsak yolunda
yasama yiizeylerini ve kolonize olmalarini arttirarak, yiizeye ve birbirlerine
yapismasint bdylece biyolojik bir bariyer olusturmalarimi saglamistir. Bu 6zellikleri
laktik asit bakterilerinin bagirsagin peristaltik hareketlerinden dolay: elimine
olmalarimi engellenerek, bagirsak ekosisteminde avantajli olmalar1 saglanmaktadir
[Nikolic ve ark., 2008]. Agregasyon ozelligi tim bunlarin yani sira genetik
materyallerin aktarimimi kolaylastirarak probiyotik bakterilere yeni fenotipik
ozellikler kazandirabilmekte de rol almaktadir. Enterococcus faecalis ’lerde seks
feromonu konjugasyon sikligini artiran bir madde olarak gosterilmektedir [Nikolic ve

ark., 2008; Strompfova ve ark., 2004].

Enterococcus cinsi bakterilerin agregasyon ve koagregasyon ozellikleri iizerine
yapilmis sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir [Rosenberg ve ark., 1980; Brassart ve
ark., 1994].

Yapilan bir ¢alismada, Enterococcus suslarinin sedimantasyon oranlar1 5 saat i¢inde
tespit edilmis ve sonu¢ olarak tim suslarin %17 ile %30 oranlar1 arasinda
otoagregasyon ozelligi gosterdikleri ve orta derecede otoagregasyon 6zelligine sahip
olduklar1 belirlenmistir [Fortina ve ark., 2008].
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Yapilan bir bagka calismada, Enterococcus suslarinin bagirsak epitel hiicrelerine
yapisma oranlarinin %5 ile %8 arasinda degistigi tespit edilmistir [Strompfova ve
ark., 2004].

Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin olmasi
sadece kolonizasyonda yardimci olmamis, ayn1 zamanda zarar goren bagirsak epitel
hiicrelerinin iyilesmesi ve patojen mikroorganizmalarin bu hiicrelere yapismalarinin
engellenmesi saglanmistir. Ayrica, antimikrobiyal aktivite gosteren laktik asit
bakterileri bagirsak patojenleriyle koagrege olduklarinda bu bakterilere daha
yakindan etki gosterip inhibe olmalarina neden olmaktadirlar. Bu da normal
mikrofloranin en O6nemli savunma mekanizmalarindan biri olarak belirlenmistir

[Rinkinen ve ark., 2003].
Agregasyon; otoagregasyon ve koagregasyon olmak iizere iki grupta
incelenmektedir. Enterococcus cinsi bakterilerin potansiyel yapisma yeteneklerinin

belirlenmesinde hem otoagregasyon hem de koagregasyon ozellikleri incelenmistir.

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Otoagregasyon Ozellikleri

Probiyotik bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine yapigmalari igin gerekli olan bir
diger ozellik ise otoagregasyon oOzelligidir. Ayni tlire ait mikroorganizmalarin
birbirlerine tutunarak olusturduklar1 hiicre kolonileri otoagregasyon olarak
tamimlanmaktadir.  Otoagregasyon oOzelligi bircok mikroorganizma tiiriinde
gozlenmekte olup, hiicrenin fiziksel ve kimyasal karakterleri bu ozelligi ve farkli
hiicrelere yapisma ozelligini etkileyebilmektedir [Kos ve ark., 2003; Del Re ve ark.,
2000].

Patojenlerde gozlenen otoagregasyonun, ultrasonik ses dalgalarina, 1siya ve pepsine
duyarl hiicre yiizeyi proteinlerin otoagregasyondan sorumlu oldugu belirlenmis ve

virulans kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir.
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Otoagregasyon ozelligi iyi olan mikroorganizmalarin, siirekli otoagregasyon halinde
oldugu bu nedenle aralarinda daimi bir gen transferinin oldugunun disiiniilmiis ve bu
bakterilerin otoagregasyon o6zelligi diisiik olan mikroorganizmalara gore genetik

stabilitelerini daha iyi koruduklari belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinde goriilen otoagregasyon 6zelliginin epitele kolonize olmada
ve epitel {lizerinde biyolojik bir bariyer olustururarak, bagirsak patojenlerin
uzaklastirllmasinda ve burada iiremesinin engellenmesinde 6nemli oldugu tespit
edilmistir. Bu yonii ile probiyotik a¢idan otoagregasyon mikroorganizmalarda aranan
bir 6zelliktir [Roos, 1999; Tanaka, 2000].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Koagregasyon Ozellikleri

Koagregasyon 6zelligi saglikli bir iirogenital floranin elde edilmesi ve korunmasinda
¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir. Koagregasyon; farkli tiire ait iki mikroorganizmanin
birbiri ile tutunmasi olarak tanimlanmaktadir. Koagregasyon ozelligi ile
probiyotikler, kendi mikrobiyal topluluklarinin devamliligin1 ve seklini koryabilir,

varhiginin istikrarini ve yapisini siirdiirebilirler [Mastromarino ve ark., 2002].

Laktik asit bakterileri sahip olduklar1 koagregasyon 6zelligi ile bulundugu
ekosisteme giren patojen bakterilere yapisir ve onlarin doku reseptorlerine girisini
engelleyerek etkisiz hale getirmekte, boylece olas1 bir enfeksiyonu ve bakterinin
toksin etkisini engelleyebilmektedir. Bu sayede laktik asit bakterileri bulundugu
hiicrede diger bakterilerle rekabete girer ve bu bakterilerin baskin bir sekilde

kolonize olmasi saglanir [Rinkinen ve ark., 2003].

Yapilan bir ¢alismada Lactobacillus tiirlerinin {ropatojen bakteriler ile
koagregasyonu gosterilmis ve bu fenomenin saglikli irogenital floranin devamlilig

ve tespitinde 6nemli oldugunu bildirmislerdir [Reid ve ark., 1988].
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Yapilan bir diger ¢aligmada ise bagirsaktan izole edilen Lactobasillus tiirlerinin
tiropatojenik E. coli ATCC 25922 ve bagirsak patojeni E. coli ATCC 35401
tirlerinin ikisi ile de farkli derecelerde koagrege olduklari tespit edilmistir [Drago ve
ark., 1997].

Hajikhani (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada 8 adet Enterococcus susunun
bagirsak patojeni ve gida kontaminanti olan B. subtilis ATCC 6633, B. cereus RSKK
863, E. coli ATCC 35218, E. coli O157:H7, S. enteritidis ATCC 13076 ve S.
typhimurium MU 80 bakterileri arasindaki % koagregasyon sonuglari
degerlendirildiginde, en yiiksek % koagregasyon E. durans RI 43 ile S. enteritidis
ATCC MU:80 arasinda (%52,4) ve en diisiik E. faecium RI 75 ile E. coli O157:H7
arasinda (%8,4) bulunmustur. E. faecium RI 75 ve Rl 57 suslar1 disindaki diger
Enterococcus’ larin en yiiksek koagregasyon degerleri S. enteritidis ile elde

edilmistir.

Sonug olarak probiyotik bakterilerin sahip olduklari otoagregasyon ozellikleri ile
bagirsak epitel hiicrelerine tutundugu ve koagregasyon o&zellikleri ile de patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu Onleyen bir bariyer teskil ettikleri tespit

gosterilmistir [Boris, 1998; Kos, 2003; Reid, 1988].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Asit Direncliligi

Ag1z yolu ile alinan probiyotikler bagirsak bolgesine varmadan once ilk savunma
mekanizmast  olan mide asiti (pH 1,5-3,0) ile karsilagsmaktadir. Bir
mikroorganizmanin probiyotik 06zelliklerini gosterebilmesi icin mide-bagirsak
sisteminde ve endiistriyel islemler sirasinda canli kalmasi gerekmektedir. Bu nedenle
midenin asitli ortamina tolerans gosterip, canli olarak bagirsaga ulagmalari
gerekmektedir. Bu yiizden probiyotik mikroorganizma se¢iminde ilk aranmasi
gereken kriterlerden biri suslarin asit direngliligidir. Probiyotik olarak kullanilan
suslarin asit direngliliklerinin yiiksek olmasi, midenin asidik ortaminda canliliklarini
kaybetmeden bagirsak sistemine ulasip, burada kolonize olabilmeleri igin avantaj

saglayacag diisiiniilmektedir [Vasiljevic ve ark., 2008].
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Her giin mideden pH’ s1 yaklasik 2,0 olan 3 litre kadar mide suyu salgilanmaktadir.
Bu nedenle, probiyotik mikroorganizmalarin kolon’ a ulasip, orada kolonize olmasi

i¢in gerekli olan ilk kosul mide asidinden en az oranda zarar gérmesidir [Vernazza ve

ark., 2005].

Enterokoklarin mide-bagirsak sisteminin yerlesik mikroflorast olarak asitli ve safra

igeren ortamlara direngli olmalar1 beklenen bir 6zelliktir [Franz ve ark., 2001].

Siit driinlerinden izole edilen E. faecium KH 24 susunun diisiik pH’ lara ve safra
asitlerine gosterdigi tolerans arastirilmistir. Sonuglar1 degerlendirildiginde E. faecium
KH 24 diisiik pH’ ya (pH: 2,0) 120 dak.” den daha fazla direnclilik gosterdigi, bu
ortamdaki canli hiicre sayis1 2-3 log kob/mL diisiis gostererek 7,0 log kob/mL olarak
tespit edilmistir. Bakterinin daha diigiik pH’ larda (pH:1,0) 120 dak. inkiibasyondan
sonra tamamen inhibe oldugu belirtilmistir. pH 3,0’ de 120 dak. bekletildikten sonra
bakterinin canli hiicre sayis1 7,88 log kob/mL olarak belirlenirken, pH 7,0’ de 2 saat
inkiibasyon sonrast canlilik miktar1 9-10 log kob/mL olarak rapor edilmistir
[Bhardwaj ve ark., 2010].

Probiyotik olarak gidalarda kullanilan E. faecium SF 68 susunun, pH 3,0 ve pH 2,5’
de 60 dak. inkiibasyondan sonra sirasiyla %66 ve %40 oranlarinda canlilif
bildirilirken, pH 2,5’ de 90 dak. bekletilen bakterinin yalniz %5 oraninda canlilik
gosterdigi rapor edilmistir [Lewenstein ve ark., 1979].

Baska bir calismada, test edilen Enterococcus suslarinin canlilik oranlari, pH 3,0’ de
3 saat inkiibasyondan sonra, %76 ile %87 degerleri arasinda bulunmustur

[Strompfova ve ark., 2004].

Yapilan bir diger ¢aligmada ise, fermente soya iirliniinden izole edilen E. faecium
suslariin canliliklart diisiik pH” 11 ortamlarda 3 saat bekletildikten sonra 2-3 log
kob/ml azalmasina ragmen direnclilik gosterdikleri bildirilmistir [Yoon ve ark.,
2008].
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Suslarin pH 2,0’ de 3 saat inkiibasyon bitimindeki canlilik oranlar1 %42 ile %61
degerleri arasinda oldugu, pH 1,0’ de suslarin tamamen inhibe olduklari
gosterilmistir [Yoon ve ark., 2008]. Bu sonuglar Enterococcus’ larin diger laktik asit
bakterilerine goére asitli ortamlara daha dayanikli olduklarin1 géstermektedir [Minelli
ve ark., 2004].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Safra Direncliligi

Probiyotik se¢iminde kullanilan diger kriterlerden biri ise suslarin safra asitlerine

direng 6zellikleridir [Vasiljevic ve ark., 2008].

Safra organik (safra tuzlari, kolesterol, fosfolipitler, bilirubin) ve inorganik (su ve

elektrolitler) bilesiklerin sulu bir karisimindan olusur [Champe ve ark., 1997].

Safranin nicelik olarak en Onemli bilesenleri fosfatidilkolin (lesitin) ve safra
tuzlaridir. Safra, gerektigi zaman dogrudan safra kanali yoluyla karacigerden
onikiparmak bagirsagina gecer ya da sindirim ig¢in hemen gereksinim yoksa safra

kesesinde depolanabilir [Champe ve ark., 1997].

Safra asitleri ¢cok basamakli bir metabolik yol tarafindan karacigerde sentezlenir ve
amfipatik 6zellige sahiptir. Bu nedenle, molekiiller polar ve hem nonpolar bir yiize
sahip olup, bagirsakta yaglar ¢oziicii ajanlar olarak islev gorebilirler. Boylece diyetle
alinan lipitlerin, pankreasin sindirim enzimleri tarafindan yikilmasi i¢in yardimci
olurlar [Champe ve ark., 1997]. Olusan bilesikler kolik asit ve keno-deoksikolik asit
olup, en ¢ok bulunan safra asitleridir. Bu bilesikler “primer” safra asitleri olarak
adlandirtlirlar. Safra asitleri karacigerden ayrilmadan 6nce bir molekiil glisin ya da
taurin aminoasitleri ile konjuge edilir. Konjugasyon, safra asidinin karboksil grubu
ile eklenen bilesigin amino grubu arasinda olugan amid bagi tarafindan saglanir.

Olusan bu yeni bilesiklere safra tuzlar1 denilmektedir [Champe ve ark., 1997].
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Gilinde 500-700 mL miktarinda ince bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin biiyiik
oranda lipit ve yag asidi i¢eren hiicre membranina zarar vererek antimikrobiyal etki
gostermektedir [Dunne ve ark., 1999]. Kalin bagirsaga varan safra asitleri mikrobiyal
aktivite sonucu tamamen kimyasal degisimlere ugramaktadir [Demain, 1999]. Bu
nedenle probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin bagirsaklarda fonksiyon
gosterebilmeleri i¢in safraya karsi direngli olmalari gerekmektedir [Succi ve ark.,
2005].

Genellikle, probiyotiklerin secimindeki safra toleransi calismalarinda %0,15 ve
%0,30 konsantrasyonlarinda safranin kullanilmasi 6nerilmektedir [Huang ve ark.,
2004]. Bu sonugla birlikte yapilan ¢alismalarda, insandaki safra konsantrasyonuna
yakin bir deger olmasindan dolay: safraya direngli olan suslari belirlemek icin
ozellikle %0,30” lik safra konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu tespit edilmistir

[Erkkila ve ark., 2000].

Laktoz intoleransi olan insanlarda, safraya toleransli bakteri tiirlerinin se¢imi, laktoz
sindirimi acisindan Onemli oldugu bildirilmistir. Tiim bu nedenlerden dolay1
probiyotiklerin bakterilerin se¢iminde asit ve safra toleransi temel kriterlerden birini

olusturmaktadir [Zarate ve ark., 2000].

Probiyotik bakteriler safra direngliligi agisindan farklilik géstermekte olup, bunlarin

direng mekanizmalari tam olarak belirlenmemistir [Klaenhammer ve ark., 1999].

Yapilan bir caligmada E. faecium suslarinin safra asitlerine ve onikiparmak bagirsagi

stvisina E. faecalis’ lere gore daha direngli olduklar1 gosterilmistir [Wijaya, 2003].

Saavedra ve ark. (2003)’ nin yaptiklar1 bir ¢caligmada, geleneksel peynirlerden izole
edilen 122 adet Enterococcus faecium susundan 86’ sinin (suslarin yaklasik %70’ 1),
9%0,3 safra iceren ortama yiiksek diizeyde direnclilik gosterdikleri rapor edilmis ve E.
faecium suslarmin diger probiyotik bakterilere gore mide-bagirsak sisteminin zorlu

sartlarina daha dayanikli olduklari bildirilmistir.
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Bhardwaj ve ark., (2010)’ nin yaptiklar1 ¢alismada, E. faecium KH 24 susunun %1,0,
%2,0 ve %3,0 safra konsantrasyonlarina tolerans gdsterdigi ve hiicre sayisinda ¢ok
fazla diisiisiin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica, tim safra konsantrasyonlarinda 1
saat inkiibasyondan sonra KH 24 susunun log sayisinda artisin gozlendigini

bildirirken, susun safray1 besin kaynagi olarak kullandigini ileri siirmiislerdir.

Laktik asit bakterileri kullanilarak yapilan safra direncliligi calismasinda, safra igeren
ortamlarda daha yavas iireme ve daha az direng gosteren L. jugurti, S. thermophilus,
L. delbrueckii spp. ve L. acidophilus suslarina gore E. faecium’ larin safrali ortamlara

daha direncli olduklar belirlenmistir [Rossi ve ark., 1999].

Enterococcus italicus suslari ile yapilan bir diger ¢alismada, tiim suslarmn % 0,3
oraninda safra asitlerine karsi diisiik oranda tolerans gosterdikleri belirlenmis olup,
bu sonug¢ diger ¢aligmalarda test edilen Enterococcus faecium ve Enterococcus
faecalis suslarinin yiiksek safra toleranslari ile karsilastirildiginda, Enterococcus
italicus suslarmimn mide-bagirsak sistemindeki zor sartlara duyarli olduklar: tespit

edilmistir [Saavedraa ve ark., 2003; Fortina ve ark., 2008].

Enterococus suslar1 (Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis ve Enterococcus
hirae) ile yapilan bir bagka caligmada ise; % 1 oraninda safra igeren ortamda safra
direnglilikleri incelenmis, Enterococus suslarinin canlilik oranlar1 % 72 ile % 98

degerleri arasinda tespit edilmistir [Strompfova ve ark., 2004].

Enterococcus Cinsi Bakterilerinin Hidrofobisite Ozellikleri

Epitel ylizeye tutunmanin saglanmasinda agregasyon ozelligi ile birlikte hidrofobisite
ozelliginin de olmas1 gerektigi, ancak agregasyon ile hidrofobisite 6zelligi arasinda
dogrudan bir iliski olmadigi bazi makalelerde bildiriliyor. Adezyon (tutunma)
olaymda konak hiicre yiizeyinin hidrofob olusu, yiizey yiikleri ile baglantilidir. Hem
bakteri hem de konak hiicre yiizeyleri negatif (-) yiike sahip olduklari i¢in bu itici
giic 0zel etkilesimlerle asilir [Del Re, 2000].
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Bakterilerin farkli maddelere tutunmasinda oncelikle hiicre yiizeyinin fizikokimyasal
Ozellikleri, hiicre tutunmasi ile pozitif iligkisi olan hidrofobisite, otoagregasyon,
hemagliitinasyon gibi kesin karakterlerle belirlenmektedir. Bifidobacterium bifidum
ve Bifidobacterium suis suslari ile yapilan ¢alismalarda suslarinin epitele tutunma ve
otoagregasyon arasinda, bazi laktobasillerde de hidrofobisite ve tutunma arasinda

korelasyonun oldugu tespit edilmistir [Del Re, 1998; Zavaglia, 2002].

Yapilan bir baska calismada ise Streptokoklar, Laktobasiller ve Bifidobakterilerin
hiicre tutunmasi ile hiicre-ylizey hidrofobisitesi arasinda pozitif bir iliski

belirlenmistir [Zarate, 2002a].

2.4. Enterococcus Cinsi Bakteriler ile ilgili Yapilan Bazi Cahsmalar ve

Probiyotik Onemi

2.4.1. Enterococcus’larin probiyotik énemi

Enterokoklar insanlarda en fazla bulunan Gram-pozitif kok olup, memelilerin mide-
bagirsak yolunun dogal mikroflorasini olusturmaktadir. Bu nedenle de ilk tanimlanan
bakteriler arasinda yer almakta ve laktik asit bakterilerinin biiyiik bir grubunu

olusturmaktadirlar [Fisher ve ark., 2009; Valenzuela ve ark., 2010].

Enterococcus cinsi i¢inde 32 tiir bulunmaktadir. Bunlardan Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium probiyotik agidan en oOnemli iki tiir olup, insanlarda
gastrointestinal sisteminin dogal florasinda bulunmaktadirlar. Bulunma oranlar
bireyler arasinda (sindirim igeriginin her graminda 10%-10°) ve mide-bagirsak sistemi
boyunca farklilik géstermektedir [Ogier ve ark., 2008]. Enterokoklar fekal kaynakli
ve kotli cevre kosullarina kars1 dayanikli olduklarindan dolayr genellikle gida, bitki,

su ve topraktan izole edilmektedirler [Giraffa, 2002].

Endiistriyel potansiyeli agisindan Enterococcus suslart 6nem tasimaktadir. Ancak
diger laktik asit bakterilerine zit olarak enterokoklar genellikle giivenli kabul edilen

statlisiinde degillerdir [Godfree ve ark., 1997; Leroy ve ark., 2003].



42

Enterococcus suslar1 insanlarda ve hayvanlarda bagirsak florasinda mikrobiyal
dengeyi saglamak i¢in probiyotik olarak kullanilmakta olup, Enterococcus suslarini
igeren bazi eczacilik iriinleri, insanlarin klinik tedavisinde probiyotik kiiltiir olarak
kullanilmaktadir [Franz ve ark., 1999; Klein, 2003]. Bu probiyotik preperatlar
gastroenteritisin tedavisinde gastrointestinal dengeyi gelistirmek ve hayvanlarda
enterik hastaliklar1 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir [Franz ve ark., 1999; Hugas

ve ark., 2003].

Enterococcus cinsi i¢inde probiyotik Ozellik gosteren iki tlir olmasina ragmen
Enterokoklardan probiyotik amacli olarak genellikle Enterococcus faecium suslari
gida uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bu bakteri ¢ok hizli ¢ogalan (her 18
dakikada bir boliiniir), silli bir organizmadir ki implantasyon ve kolonizasyonda ¢ok
basarilidir. E. faecium hizli iiredigi ve boliinebildigi i¢in probiyotik kiiltiirlerde,
patojenlerin tiremesi ve toksin olusturmasini hizli bir sekilde engelleyebilmektedir.
Enterococcus faecium suslarinin yiiksek seviyede bakteriosin liretmesi ve insanlarda
Enterokoklarla ilgili olan enfeksiyonlarmn % 80’inin de Enterococcus faecalis
suslarinin tanimlanmas1 da bu susun probiyotik olarak kullanimini 6ne ¢ikarmaktadir
[Centeno ve ark.,, 1996; Nunez ve ark., 1997; Gardiner ve ark., 1999;

Sarantinopoulos ve ark., 2002].

Laktik asit ireten bir bakteri olarak, Enterococcus faecium bagirsak
rahatsizliklarinda hem profilaksi ve hem de tedavi amagli yardimci1 olmaktadir ve
diinyada yillarca ¢iftlik hayvanlarinda kullanilmistir. Birgok farkli patojen bakteriler
kismen veya tamamen Enterococcus faecium ile inhibe edilmistir. Bu nedenle bu
bakterilerin probiyotik olarak kullanimi, insanlarda diyarenin tedavisinde antibiyotik
uygulamalarina bir alternatif olarak disiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda tiim bu
ozelliklerinin yan1 sira Enterococcus faecium susunun insanlarda kolesteroliin
sindirim sisteminden kana absorbsiyonunun azaltilmasi seklinde bir probiyotik

etkisinin daha oldugu tespit edilmistir [Saavedra ve ark., 2003].
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Enterokoklarin yiiksek enzimatik aktivite gostermeleri, diisik pH ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarina dayanikli olmalari nedeniyle siit iriinleri teknolojisinde ek
starter veya starter olarak kullanilabilecekleri disiiniilmektedir [Giraffa ve ark.,
1997]. Ancak starter kiiltiir olarak kullanilacak Enterokok tiirlerinin belirlenmesinde,
susun apatojen olmasinin yanisira, antibiyotiklere direngliliginin de olmamasi
gerekliligi vurgulanmaktadir [Klare ve ark., 2003]. Bu kapsamda Cheddar,
Manchego, Feta gibi ¢esitli peynirlerin iiretiminde var olan starter kiiltiirlerin yaninda
apatojen Enterokok suslarinin da kullanilmasina yoénelik g¢alismalar mevcut olup,
Enterokok’larin geleneksel peynirlerin olgunlagsma ve aroma gelisiminde énemli rol
oynadigi, bu nedenle peynirlere ilave edildiginde gerek duyusal gerekse olgunlagma

stiresi bakimindan olumlu etkileri oldugu gosterilmistir [Glirsoy ve Kinik, 2006].

Konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda Enterococcus faecalis, Enterococcus durans ve
Enterococcus faecium bakterilerinin gesitli suslarmin destek kiiltiir olarak Cheddar
peynirinde kullaniminda olumlu sonuglar elde edilmistir. Bu mikroorganizmalarin
ilavesi ile proteoliz ve lipolizi arttirarak aroma gelisimini hizlandirmistir [Gardiner
ve ark., 1999]. Peynir starter kiiltiirleri ile birlikte Enterococcus faecium suslarinin
antibakteriyel maddeler (enterosin) olusturmalari, {irliniin hijyenik kalitesi i¢in de bir

avantaj olarak goriilmektedir [Moreno ve ark., 2002].

Enterococcus cinsi bakterilerin en 6nemli habitat1 insanlarin ve hayvanlarin mide ve
bagirsagidir. Ancak bu bakteriler bagirsak digindaki ortamlarda da canliliklarini
sirdiirebilirler. Daha az miktarlarda agiz-bogaz salgilarinda ve deri yiizeyinde
bulunurlar. Bagirsak florasinda sahip oldugu yararli etkiler g6z Oniinde
bulundurularak, ciftgiler tarafindan hayvanlarin saglik statiisiinii iyilestirmek
(6rnegin, daha az ishal) ve sonucta hayvan performansinda (6rnegin, biiylime
oraninda) degerli iyilesme elde etmek igin hayvanlarin yemlerinde probiyotik olarak
kullanilmakta olmakla birlikte birgok gida {iretim siirecinde bulunup, gida

mikroflorasinin énemli bir kismini olustururlar [Doming ve ark., 2003].
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Enterococcus cinsi bakterilerin siit ve et Urlinlerinin dogal floralara elemanlari
olmalarinin yani sira, fermente {rlnlerin olgunlastirilmasi sirasinda istenen
teknolojik ve metabolik Ozelliklerine (lipolitik ve esterolitik aktivite, sitrattan
yararlanma ve ugucu aromatik bilesikleri sentezleme gibi) 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle, yoresel peynirlerin iiretiminde, olgunlastirilmasi sirasinda peynir
aromasinin gelistirilmesi ve peynir kalitesinin arttirilmasinda 6nemli rol oynarlar
[Franz ve ark., 1999; Sarantinopoulos ve ark., 2001b; Vancanneyt ve ark., 2002;
Vuyst ve ark., 2002; Franz ve ark., 2003; Giraffa, 2003; Hugas ve ark., 2003 ; Klein,
2003; Saavedra ve ark., 2003].

Probiyotiklerin olumlu saglik etkilerini olusturabilmeleri igin canlida belirli
seviyelerde bulunmalidir. Bu nedenle probiyotiklerin etkili olabilecegi tiiketim
seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu konuda ¢esitli arastiricilar tarafindan
106, 107 ve 108 cfu/g degerleri 6nerilmektedir. Genel olarak gida endiistrisindeki
Lactobacillus acidophilus, Bifidobakteriler ve diger probiyotik mikroorganizmalarin
uygulamalar1 i¢in 106 cfu/g seviyesi Onerilmektedir. Yine probiyotiklerin
fonksiyonalitesi i¢in ince bagirsakta giinlilk olarak en az 108-109 canli bakteri
bulunmasi gerektigi diisiiniilmektedir [Ishibashi ve Shimamura, 1993; Gobbetti ve
ark., 1998; Stanton ve ark., 1998; Fonden ve ark., 2000; Godward ve ark., 2000].
Ancak yapilan bir model ¢aligmada, gastrointestinal sistemde toplam probiyotik
bakteriden %10-40’nin canliligint siirdiirdiigti dikkate alinirsa toplam tiiketim dozu,
gastrointestinal sistemdeki canlilik seviyesi, diskidaki canli probiyotik sayisi gibi
faktorlerin ¢ok yonlii olarak ayri ayri incelenmesi gerekmektedir [Sveers ve Veld,
1999].

2.4.2 Probiyotik kiiltiir olarak Enterococcus suslarimin giivenilirligi

Probiyotik bakteriler bircok peynir ¢esidinin iiretiminde basariyla kullanilmaktadirlar
Ancak peynirlere probiyotik bakterilerin ilavesindeki bu basari; probiyotik olarak
kullanilan tiir ve sus, tiretimde kullanilan laktik asit bakterilerinin aktivitesi, peynir
kompozisyonu, iiretim ve olgunlagsma kosullart gibi faktorlere bagli olarak

degismektedir.
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Laktik Asit Bakterileri Endiistriyel Platformu Uluslararast Toplantisi’nda gida katkisi
olarak sadece probiyotik ozellikleri gosterilmis olan bakteri suslarinin kullanimlari

onerilmistir [Guarner ve Schaafsma, 1998; Gardiner ve ark., 1999a].

FAO/WHO, (2001) tarafindan insan tiiketiminde kullanilacak probiyotik
mikroorganizmalarin sagliga yararli etkilerinin gosterilmesi ve bunlarin GRAS
(genel olarak giivenli bilinen) statiisiinde kabul edilmesi gerektigi bildirilmektedir.
Ancak Enterokoklar hala birgok kaynak tarafindan GRAS statiisiinde kabul
edilmemektedir [Birollo ve ark., 2001; Giraffa, 2002; Ross ve ark., 2002]. Bu
nedenle bazi bilim insanlar1 Enterococcus tiirlerinin gida tiretiminde kullanilmalar
konusuna sicak bakmamakta olup, giinimiizde Enterococcus tiirlerinin gida

iretiminde starter kiiltlir veya probiyotik olarak potansiyel uygulamalari

sorgulanmaktadir [Klein, 2003; Giraffa 2003].

Avrupa Birligi Cerceve Programi kapsaminda yiiriitiilen “Gida Fermantasyonlarinda
Enterokoklar: Fonksiyonalite ve Giivenlik Hususlar1” konulu bir aragtirmada (FAIR-
CT97-3078) yaklasik 400 Enterokok’tan olusan bir koleksiyon olusturulmus ve
biyokimyasal karakterizasyon islemi yapilarak sus seviyesinde tanimlama
gerceklestirilmistir. S6z konusu calismada gida, insan ve hayvan kaynakli izolatlarin
cogunlukla Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium tiirlerini igerdigi
gorilmistiir. Arastirmacilar ilgili calismanin baslica sonucunun gilivenlik ve
fonksiyonalite ile ilgili 6zelliklerin susa spesifik oldugu ve bu agidan Enterokoklarla
hazirlanacak probiyotik preparasyonlarda kullanilacak sus bazinda dikkatli bir se¢cim

yapilmasi gerektigini bildirmislerdir [Vancanneyt ve ark., 2002].

Antibiyotige direngli bazi suslarmin gidalardan izole edilmesi, antibiyotik direncinin
gida zincirine girebilecegi endisesini dogurmaktadir [Giraffa ve ark., 2000; Giraffa
2003]. Antibiyotige direngli suslarin, gida yoluyla insan bagirsak florasinda bulunan
diger bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasina yol agabilecegi diisiiniilmektedir
[Franz ve ark., 2003; Klein, 2003]. Genellikle gida kaynakli VRE (vankomisin
direncli Enterococcus)’ler, medikal kaynakli vankomisin diren¢li Enterokok (VRE)

izolatlarindan daha diisiik oranda virulans faktor tasirlar [Klein, 2003].
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Gida kaynakli Enterococcus’larin heniiz direkt klinik enfeksiyonlara yol agtigi
gozlenmemistir [Giraffa, 2003]. Ayrica simdiye kadar herhangi bir probiyotik
kaynakli enterococcal enfeksiyon rapora rastlanmamustir [Rinkinen ve ark., 2002].
Ancak vyine de Enterecoccus’larin gidalarda giivenli olarak  kullanilip
kullanilmayacagina yanit vermek zordur. Kesin yanit verebilmek i¢in de klinik ve

epidemiyolojik verilere ihtiya¢ duyulmaktadir [Giraffa, 2003].

Enterococcus tiirlerinin ticari kullanimlarinda giivenlik kriterlerinin olusturulmasi,
probiyotik ve starter kiiltiir olarak kullanilan veya kullanilmasi disiiniilen
Enterococcus cinsine ait suslarinin antibiyotik direncliligi, diren¢ transfer 6zellikleri
ve virulans faktorleri gibi gida giivenligi agisindan arastirilmasi gerekmektedir

[Vuyst ve ark., 2002 ; Franz ve ark., 2003; Klein, 2003; Hugas ve ark., 2003].

Son on yil boyunca VRE’lerin sayisi artmistir. Bu nedenle gida endiistrisinde
kullanilacak Enterococcus tiirlerinin se¢iminde, tiirlerin patojenik o6zellikler ve
antibiyotik diren¢ genleri tagimamasma dikkat edilmelidir. Giiniimiizde modern
analiz tekniklerinin gelismis olmasi bu tiirlerin ve ozelliklerinin belirlenmesinde,
Enterococcus’larin bazi1 gidalarda kullanimmin kabuliinde yardimc1 olacagi

diistiniilmektedir [Foulquie Moreno ve ark., 2006].

Enterokoklarin insan bagirsak florasinda dogal olarak bulunmalar1 ve olumsuz ¢evre
kosullarina karst oldukca direncgli olmalar1 onlarin probiyotik iiriinlerin {liretiminde
kullanimlarint destekleyici unsurlardir. Bununla birlikte antibakteriyel proteinler
(bakteriosinler) iireten Enterokok suslari peynirinde i¢inde bulundugu birgok gida
grubuna ilave edildiginde bu gidalarda Listeria monocytogenes gibi gida
patojenlerinin gelisimini etkili bir sekilde engelleyebildigi tespit edilmistir. Bu
nedenle Enterokok suslar1 bircok gidada, gida giivenliginin gelistirilmesi igin

kullanilmas: diistintilen mikrobiyal katkilardandir [Foulquie Moreno ve ark., 2006].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

Bu c¢alismada Enterococcus faecalis NCDO 581 ve Enterococcus faecium DSMZ
20447 standart suslar1 ile Tiirkiye ve Iran’ m farkli bolgelerinde iiretilen beyaz
peynirlerden Hajikhani (2011) tarafindan izole edilen ve tanimlanan, EPS iiretimi
yiiksek olarak belirlenen E. faecium RI 41, E. faecium RI 56, E. faecalis RT 122
suslar1 ve EPS iretimi diistik olarak belirlenen E. faecalis Rl 6, E. faecalis RI 21, E.
faecium RT 81 suslar1 olmak {izere toplam 8 adet Enterococcus susu kullanilmistir
[Hajikhani, 2011]. Bu ¢alismada kullanilan tiim suslar Gazi Universitesi Biyoloji

Boliimii Biyoteknoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.1. Arastirmada kullamlan besiyerleri

Aragtirmada kullanilan Enterococcus suslarinin aktiflestirilmesinde ve bazi
deneylerin gerceklestirilmesinde Man Rogosa ve Sharp (MRS) sivi besiyeri
kullanilmistir [Man ve ark., 1960; Anonymous, 2005]. Bu besiyerinin igerigi Cizelge

3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. MRS besiyerinin igerigi

Maddeler |
Pepton 100

Beef Ekstrakt 10,0

Yeast Ekstrakt 5,0

Dekstroz 20,0

K,;HPO, 2,0

Na-Asetat. 3H,0 5,0

Tri Amonyum Sitrat 2,0

MgSO,. 7H,0 0,2

MnSO0,. 4H,0 0,05

Tween 80 1,08 mL
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Maddeler 1 litre distile su ile tamamlanmistir. Deneyin amacina gore kat1 besiyerinin
hazirlanmasinda besiyerine % 1,5 oraninda agar ilave edilmistir. Besiyerinin pH’Sin1
6,2 = 0,2’ye ayarlamak amaci ile 0,01 M HCI ve 0,01 M NaOH kullanilmistir.
Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir [Man ve ark.,

1960; Anonymous, 2005].

Enterococcus suslar1 ile yapilan bazi deneyler ig¢in Nutrient Broth besiyeri

kullanilmistir. Bu besiyerinin igerigi Cizelge 3.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Nutrient siv1 besiyeri igerigi

Maddeler g/L
Lab-Lemco Powder 1,0
Yeast ekstrakt 2,0
Pepton 50
Sodyum kloriir 5,0

Maddeler 1 litre distile su ile tamamlanmistir. Besiyerinin pH’ sin1 6,840,2° ye
ayarlamak amaci1 ile 0,01M HCI ve 0,01M NaOH kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri
121°C’ de 15 dak. otoklavda sterilize edilmistir [Halkman ve Anonymous, 2005].

3.1.2. Bakterilerin muhafazasi

1,5 mL’lik agz1 kapakli tiiplere yaklasik 400 pL gliserol aktarilarak, 121 °C’ de 15 dk
sterilize edilmistir. Bakteriler uygun sivi besiortaminda iki kez ard arda
aktiflestirilmis, aktif kiiltiirlerden 600 puL 6rnek alinarak gliserol iceren steril tliplere
paralelli olarak aktarilmistir. Kiiltiirlerin bir kismi derin dondurucuda -80 °C’ de
muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar yaklasik iki ayda bir aktiflestirilerek

yenilenmistir [Saglam, 2000].
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3.1.3. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelistirilme ortamlar:

Enterococcus suslarinin aktiflestilmesinde MRS si1vi besiyeri, patojen bakterilerin
aktiflestirilmesinde ise Nutrient Broth besiyeri kullanilmistir. Deneysel ¢alismalar
yiiriitiiliirken ¢alismada kullanilan tiim bakteriler iki kez ard arda 37+1 °C’de 24 saat

inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Enterococcus bakterilerinin otoagregasyon ézelliklerinin belirlenmesi

Enterococcus suslarinin otoagregasyon degerlerinin belirlenmesi, modifikasyon

yapilarak Kos ve ark. (2003)’ nin metoduna gore yapilmistir.

1. Enterococcus suslari oncelikle MRS sivi besiortaminda iki kez ard arda
37+1°C’ de ve 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmis, aktif kiiltiirler 10000
rpm’ de 15 dakika santrifiij edilmistir.

2. Santrifiij sonucunda elde edilen bakteri pelletleri, iki kez fosfat tamponu
(PBS, pH 6,2) ile yikandiktan sonra, ayni tampon i¢inde tekrar ¢ozdiiriilmiis

ve bir ¢ozelti elde edilmistir.

3. Elde edilen bu ¢ozeltilerin OD’ si (optikal yogunlugu) spektrofotometre
kullanilarak 600 nm =~0,600" ye ayarlanmstir.

4. Yogunlugu ayarlanan bakteri suslarindan 2’ ser mL alinarak steril cam

tiiplere ilave edilmis ve oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir.

5. Inkiibasyon sonrasi ¢dzeltinin iisteki fazindan 0,1 mL alinarak, 600 nm
spektrofotometrede OD’ si okunmus ve asagidaki formiil kullanilarak

otoagregasyon ylizdeleri hesaplanmistir.
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OD;- OD;,
% Otoagregasyon = x 100
OD;

OD;: ilk optikal dansite

OD.: 4 saat sonraki optikal dansite

Cizelge 3.3. PBS (Phosphate Buffered Saline) tamponu igerigi

Maddeler g/L |
NaCl 8

K,HPO, 1,21

KH, PO, 0,34

Maddeler 1 litre distile su ile tamamlanmistir. Hazirlanan tamponun pH’ s1 0,01M
HCI ve 0,01M NaOH kullanilarak 6,2+0,2” ye ayarlandiktan sonra 121°C’ de 15 dak.

otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.2. Enterococcus bakterilerinin koagregasyon ézelliklerinin belirlenmesi

Enterococcus suslari ile E. coli ATCC 35218, B. subtilis ATCC 6633, B. cereus
RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076 ve S. typhimurium MU 80 suslarinin
koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi, Rinkinen ve ark. (2003)’ nin metoduna

gore yapilmstir.

1. Enterococcus bakterileri MRS sivi besiortaminda aktiflestirilirken, test
bakterileri ise Nutrient Broth sivi besiortaminda ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe
edilerek aktiflestirilmis, aktif kiltiirler 10000 rpm’ de 15 dakika santrifiij

edilmistir.

2. Santrifiij sonucunda elde edilen bakteri pelletleri, iki defa fosfat tamponu
(PBS, pH 6,2) ile yikandiktan sonra ayni tampon i¢inde tekrar ¢ozdiiriilmiis

ve bir ¢ozelti elde edilmistir.
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Elde edilen bu ¢ozeltilerin OD’ si (optikal yogunlugu) spektrofotometre
kullanilarak 600 nm =~0,600" ye ayarlanmstir.

Yogunlugu ayarlanan bakteri suslarindan oncelikle Enterococcus kiiltiiri
orneklerinden 2’ser mL alinarak steril cam tiiplere konulmustur. Bu bakteri
kiiltiirlerinin  iizerine ise yine yogunlugu ayarlanan test bakterileri
orneklerinden 2’ser mL alinarak, ilave edilmistir. Elde edilen bakteri
karisimlar1 10-15 sn vorteks’ le karistirildiktan sonra oda sicakliginda 4 saat

bekletilmistir.

Inkiibasyon sonras1 bakteri karisimlarinin {ist kismmdan 0,1 mL almarak, OD
degerleri 600 nm dalga boyunda olan spektrofotometrede okunmus ve

asagidaki formiil kullanilarak koagregasyon yiizdeleri hesaplanmaistir.

(OD1+OD2 ) — 2(0D3)

% Koagregasyon= x 100

(OD;+ ODy)

OD;: Enterococcus kiiltiirlerinin optikal dansitesi

ODy: Test bakterilerin optikal dansitesi

ODjs: Karigimin 4 saat sonundaki optikal dansitesi

3.2.3. Enterococcus bakterilerinin asit toleranslarinin belirlenmesi

Enterococcus suslarinin asit toleranslart Chung ve ark. (1999)’ nin metoduna gore

belirlenmistir.

Enterococcus bakterileri MRS s1vi besiortaminda, 37+1°C’ de 24 saat inkiibe
edilerek iki kez ard arda aktiflestirilmis, aktif kiiltlirlerin optikal yogunluklar1

600 nm’ de spektrofotometrede 0,6 £0,2” ye ayarlanmistir.
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Elde edilen kiiltiirlerin asit toleranslarini belirleyebilmek amact ile farli pH
degerlerine sahip MRS sivi besiyerleri olusturulmustur. Besiyerlerinin pH

ayarlanmasi 0,01M HCL ile yapilmustir.

Optikal yogunluklar1 ayarlanan Enterococcus kiiltiirlerinden % 2 oraninda,
pH’ s1 0,01M HCl ile 2, 3, 4, 5, 5,5 ve 6,2° ye ayarlanan MRS s1vi1 besiyerine
inokiile edilerek, 37+1°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon bitiminde hiicre yogunlugu 600 nm’ de spektrofotometrede

Olclilmiistiir.

Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (pH’ s1 6,2 olan MRS s1v1 besiyerinde
gelisen kiiltiiriin  yogunlugu) ile karsilastirilarak, farkli pH degerlerinin
Enterococcus  bakterileri  iizerindeki  ylizde inhibisyon degerleri

hesaplanmustir.

OD;- OD;

% Inhibisyon = x 100

0D,

OD;: Kontrol besiortaminda (pH 6,2) hiicre yogunlugu

OD,: Bakterilerin farkli pH ortamlarinda hiicre yogunluklar1

3.2.4. Enterococcus bakterilerinin safra toleranslarmin belirlenmesi

Enterococcus suslarinin safra tuzu toleranslari Chung ve ark. (1999)’ nin metoduna

gore belirlenmistir.

Enterococcus bakterileri MRS s1v1 besiortaminda 37+1°C’ de 24 saat inkiibe
edilereck iki kez ard arda aktiflestirilmis, aktif kiltiirlerin optikal
yogunluklar1 600 nm’ de spektrofotometrede 0,6+0,2° ye ayarlanmistir.
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Kiiltiirlerin safra toleranslarinin  belirlenmesi amaciyla farkli safra
konsantrasyonlardaki besiortamlari, Sstandardize edilmis safra asitlerinin

karisim1 olan Oxgall (Sigma) kullanilarak elde edilmistir.

Optikal yogunluklar1 ayarlanan Enterococcus kiiltiirlerinden % 2 oraninda,
% 0,0, % 0,06, % 0,15 ve % 0,30 oraninda safra iceren MRS sivi

besiortamina inokiile edilmis ve 37+1°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon bitiminde bakterilerin hiicre yogunluklari 600 nm’ de

spektrofotometrede Slgiilmiistiir.

Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (%0,0 safra igeren MRS sivi
besiyerinde gelisen kiiltiirin yogunlugu) ile karsilagtirilarak farkli safra
konsantrasyonlarinin Enterococcus bakterileri tizerindeki ylizde inhibisyon

degerleri hesaplanmuistir.

OD;- OD;

% Inhibisyon = x 100

0D,

OD;: Kontrol besiortaminda (%0,0 safra) hiicre yogunlugu

ODy: Farkli safra konsantrasyonlarinda bakterilerin hiicre yogunluklar

3.2.5. Enterococcus bakterilerinin farkh hidrokarbonlara tutunmasinin

belirlenmesi

Enterococcus suslarinin hidrokarbonlara mikrobiyal tutunmasi1 Zarate ve ark.

(2002)’na gore belirlenmistir.

1. Enterococcus bakterileri MRS sivi besiortaminda 37+1°C’ de 24 saat

inkiibe edilerek iki kez ard arda aktiflestirilmis, aktif kiiltiirler 10000
rpm’de 15 dk santriifiij edilmistir.
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2. Elde edilen bakteri peletleri, iki kez fosfat tamponu (pH 7,2) ile yikanmus,
0,1 M KNOs3 (pH 6,2) tamponu icinde tekrar ¢oziilerek spektrofotometrede
OD’si 600 nm de 0,6:£0,02’ye ayarlanmistir (ODy).

3. OD degerleri ayarlanan Enterococcus bakteri silispansiyonundan 2 mL
ornek alinarak, 0,5 mL p-ksilen (polar olmayan nétral ¢oziicii), kloroform
(monopolar asidik ¢oziicii), etil asetat (monopolar bazik ¢oziicii) ve toluen
hidrokarbonlarinin iizerine konulmus, oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
Oda sicakliginda 10 dk.’lik 6n inkiibasyondan sonra ayrilan iki faz 2 dk.

vorteks ile karistirilip, tekrar oda sicakliginda 4 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon sonrast sulu fazin OD’si 600 nm’de spektrofotometrede

Ol¢tilmistiir (OD,).

5. Enterococcus suslarinin hidrokarbonlara mikrobiyal tutunma ylizdesi

asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

OD;- OD,
% Hidrofobisite = x 100
oD,

3.2.6. istatistiksel analiz

Tiim ¢alismalarda ii¢ farkli paralelin ortalamasi verilmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) programi
kullanilmistir. Pearson korelasyonuna gore; Enterococcus suslarinin farkli pH (2, 3,
4,5, 5,5 ve 6,2) derecelerinde gelismeleri, farkli safra tuzu konsantrasyonlarinda (%
0,06, % 0,15, % 0,30) gelismeleri, hidrofobisite O6zellikleri, otoagregasyon ve
koagregasyon Ozellikleri ile EPS iiretimleri arasinda korelasyon olup olmadig

incelenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Enterococcus Bakterilerinin EPS Uretimleri

Calismada kullanilan Enterococcus suslarimin EPS iiretim miktarlart MRS ve Skim
Milk besiortamlarinda Hajikhani (2011) tarafindan belirlenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde suslarin genel olarak Skim Milk besiortaminda daha fazla EPS
tirettikleri ve E. faecium suglarinin E. faecalis suslarina kiyasla daha yiiksek EPS

iretim yetenegine sahip olduklari belirtilmistir (Cizelge 4.1. ve 4.2.).

Enterococcus bakterileri ile Hajikhani (2011) tarafindan yapilan doktora galismasinin
sonucunda EPS iiretimi yiiksek ve diisiik olarak belirlenen 6 adet Enterococcus susu

bu c¢alismada kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Enterococcus faecium suslarinin MRS ve Skim Milk besiortamlarinda
EPS iiretimleri (mg/L) [ Hajikhani, 2011].

MRS Besiortami Skim Milk Besiortami

Bakteriler
EPS (mg/L)
1 E.faecium RT 81 4,69 129+1,0 4,63 176+1,2
2 E. faecium RI 41 4,83 185+0,0 4,58 292+1,5
3 E. faecium RI 56 4,64 156+0,6 4,85 351+2,1
Ortalama Deger (X) 4,70 146,71 4,66 240,57
4 E. faecium DSMZ
. 4,72 175+1,0 4,67 251+£2.0
20447

*- Standart kuilttur
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Cizelge 4.2. Enterococcus faecalis suslarinin MRS ve Skim Milk besiortamlarinda
EPS iiretimleri (mg/L) [ Hajikhani, 2011].

MRS Besiortami Skim Milk Besiortami

Bakteriler EPS
pH (mg/L) pH EPS (mg/L)
5 E. faecalis RT 122 4,67 130+2,0 4,66 230+1,6
6 E.faecalis Rl 6 4,76 86+1,0 4,74 204+1,8
7 E. faecalis RI 21 4,77 49+0,5 4,72 180+1,6
Ortalama Deger (X) 473 109,92 479 208,92
8 E. faecalis NCDO
ca1” 4,68 66+1,0 4,54 220+0,8

*; Standart kiiltiir
4.2. Enterococcus Bakterilerinin Otoagregasyon Ozellikleri

Enterococcus suslarinin otoagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi Bolim 3.2.1.°de
anlatildig1 sekilde yapilmis ve elde edilen otoagregasyon degerleri Cizelge 4.3. ve
Cizelge 4.4.” de gosterilmistir.

Enterococcus suslarinin otoagregasyon sonuglari degerlendirildiginde, Enterococcus
faecalis RT 122 susunun en yiiksek (%57,5) otoagregasyon oOzelligi gosterdigi,
Enterococcus faecalis Rl 6 susunun ise en disiik (%25,40) otoagregasyon o6zelligi
gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3., Cizelge 4.4. ve Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil
44).
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Cizelge 4.3. Enterococcus faecalis suslarinin % otoagregasyon degerleri

Enterococcus faecalis Suslar: Otoagregasyon degerleri

(%)

Enterococcus faecalis RI 21 36,50+0,28

Enterococcus faecalis NCDO 581* 47,20+0,14

*- Standart kiiltir

Cizelge 4.4. Enterococcus faecium suslarinin % otoagregasyon degerleri

Enterococcus faecium Suslar Otoagregasvon degerleri

Enterococcus faecium RI 56 38,80+0,14
Enterococcus faecium DSMZ* 37,35+0,21

* Standart kiiltir
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B Enterococcus Suslarinin % Otoagregasyon Degerleri

57,5

60
50
40
30
20
10

Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus

faecalis Rl 6 faecalis Rl 21  faecalis RT 122 faecalis NCDO
581*

*» Standart kultur

Sekil 4.2. Enterococcus faecalis suslarinin % otoagregasyon degerleri

B Enterococcus Suslarmin % Otoagregasyon Degerleri

53,5
60

50
40
30
20
10

Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
faecium RI 41  faecium RI156  faecium RT 81 faecium DSMZ
20447*

*: Standart kiltir

Sekil 4.3. Enterococcus faecium suslarinin % otoagregasyon degerleri
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Sekil 4.4. Enterococcus suslarinin % otoagregasyon degerleri
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4.3. Enterococcus Bakterilerinin Test Bakterileri fle Koagregasyon Ozellikleri

Enterococcus suslari ile bagirsak patojeni ve gida kontaminanti olan Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus cereus RSKK 863, Eshericha coli ATCC 35218, Salmonella
enteritidis ATCC 13076 ve Salmonella typhimurium MU 80 bakterileri arasindaki
koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi Bolim 3.2.2.° de anlatildigr sekilde
yapilmis ve elde edilen % koagregasyon degerleri Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.’da

gosterilmigtir.

Enterococcus suslarinin % koagregasyon sonuglari degerlendirildiginde, en yiiksek
% koagregasyon degeri Enterococcus faecalis RI 6 ile Salmonella enteritidis ATCC
MU:80 arasinda (%57,58) ve en diisiik % koagregasyon degeri Enterococcus faecium
RI1 56 ile Salmonella enteritidis ATCC MU:80 arasinda (%11,63) bulunmustur.

Enterococcus faecalis Rl 6, Enterococcus faecalis Rl 21, Enterococcus faecium RT
81, Enterococcus faecalis RT 122, Enterococcus faecium DSMZ 20447 ve
Enterococcus faecalis NCDO 581 suglarinin en diisiik koagregasyon degerleri

Bacillus subtilis ile tespit edilmistir.

Enterococcus faecalis RI 6, Enterococcus faecalis Rl 21, Enterococcus faecium RI
41 ve Enterococcus faecalis RT 122 suslarinin en yiiksek koagregasyon degerleri S.
enteritidis ile elde edilmistir (Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil
4.7.).
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Cizelge 4.5. Enterococcus faecalis suslarinin test bakterileri ile % koagregasyon
degerleri

Test Bakterileri ile % Koagregasyon

Enterococcus Bacillus Bacillus Salmonella ~ Salmonella Eshericha
Suslar1 subtilis cereus typhimurium  enteritidis coli

Enterococcus

. 14,25+0,07 36,75+0,21 24,10+0,14 57,58+0,32 23,10+0,14
faecalis Rl 6

faecalis RI 21

Enterococcus
faecalis RT 24,55+0,07  29,75+0,07 36,15+0,07 48,15+0,21 33,05+0,07
122

Enterococcus
faecalis 15,93+0,04  21,55+0,07  29,25+0,07  25,75+0,07  23,60+0,07
NCDO 581*

: Standart kultir

-
Enterococcus 470,014  333040,28  2575:021 50454035  2378+0,18

*

Cizelge 4.6. Enterococcus faecium suslarinin test bakterileri ile % koagregasyon
degerleri

Test Bakterileri Ile % Koagregasyon

No Enterococcus Bacillus Bacillus Salmonella  Salmonella ~ Eshericha
Suslar subtilis cereus typhimurium  enteritidis coli
Enterococcus

. 41,40+0,14  38,30+0,14 3518+0,11 42,6 +0,11  33,55+0,07
faecium RI 41

Enterococcus 36104014 5956, 017 34302014  11,63+004 1855007
faecium RI 56
Enterococcus

faecium RT 81 17,85+0,07  31,65+0,21 37,0£00,14  24,70+0,14 35,25+0,21

Enterococcus
faecium
DSMZ
20447*

25,50+0,14  32,90+0,14 37,25+0,21  26,60+0,14 27,70+0,14

*
w2
=t
=
=]
&
=
2
g

b
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Sekil 4.5. Enterococcus faecalis suslarinin test bakterileri ile % koagregasyon

degerleri



63

L0
ZI0Sq W f$u000d0mng 19 [y imoa /ooy

LOIDMAYST T SIpUMAIR DaouDS

ungdmgydS) ppanongng

0¢ T e f$1200004g

12402 SV

St

[ Ty s sia0oeiapyg

qus suporgn

*. Standart kiltiir

Sekil 4.6. Enterococcus faecium suslarinin test bakterileri ile % koagregasyon
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Sekil 4.7. Enterococcus suslarinin test bakterileri ile % koagregasyon degerleri
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4.4. Enterococcus Bakterilerinin Asit Toleransi

Enterococcus suslarinin asit toleransit Boliim 3.2.3.” de anlatildigi gibi yapilmis olup,
Enterococcus suslarinin farkli pH’ larda spektrofotometrik olarak hiicre yogunluklari
Olciilmiis ve kontrol grubunun (pH 6,2) hiicre yogunluguna gore diisiisler %
inhibisyon olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7., Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8., Sekil 4.9.,
Sekil 4.10.).

Enterococcus suglariin besiortaminda asitlik oraninin artisina bagh olarak hiicre
yogunlugunda azalma meydana gelmistir. Suslarin genelinde pH 4,0’ den sonra
bakteri yogunlugunda 6nemli bir diisiis gézlenmis, inhibisyon degerleri % 97’ nin
tizerine ¢ikmustir. Genel olarak pH 2,0, 3,0 ve 4,0’ de tim bakterilerin hiicre
yogunlugunda yaklasik ayni oranlarda (%94,85 -97,68) diisiis tespit edilmistir
(Cizelge 4.7., Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.).

Suslarin % inhibisyon degerleri incelendiginde pH’1 5,5 olan besiortamina en
toleransli olan sus Enterococcus faecium RT 81 (% 12,98) gozlenirken, en duyarl
sus ise Enterococcus faecalis Rl 21 (%31,25) olarak tespit edilmistir. pH 5,5 a
yiiksek tolerans gosteren suslar sirasiyla, Enterococcus faecium RT 81 (%12,98),
Enterococcus faecalis NCDO 581(% 13,82) , Enterococcus faecium DSMZ 20447
(%19,25), Enterococcus faecalis RT 122 (%19,93), Enterococcus faecium RI 56
(%21,85) ve Enterococcus faecium RI 41 (%24,11) olarak belirlenmistir.
Enterococcus faecalis Rl 6 (%29,62) ve Enterococcus faecalis RI 21 (%31,25)
suslart pH 5,5’a orta derecede tolerans gostermislerdir (Cizelge 4.7., Cizelge 4.8. ve
Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.).

pH 5,0’ a en yiiksek toleransi Enterococcus faecium RI 56 susu (% 62,25), en diisiik
tolerans1 ise Enterococcus faecalis Rl 6 (% 93,84) susu gostermistir (Cizelge 4.7.,
Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.).
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pH 5,0’ a yiiksek tolerans gosteren suslar sirasiyla, Enterococcus faecium R1 56 ( %
62,25) , Enterococcus faecalis NCDO 581 ( % 67,76), Enterococcus faecium RT 81(
% 73,68) , Enterococcus faecalis RT 122 ( % 75,21), Enterococcus faecium DSMZ
20447 ( % 75,65) ve Enterococcus faecium RI 41 ( % 76,34) suslari olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.7., Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.).

Cizelge 4.7. Enterococcus faecalis suslarinin farkli pH derecelerindeki % inhibisyon

degerleri

Enterococcus .
No. . pH: 2 pH: 3 pH: 4 pH: 5

faecalis Suslar:

Enterococcus
- 93,8440,00 29,62+0,11
. faecalis RI 6 97,68£0,06  9595+0,00  95,24+0,18

Enterococcus
2. . 97,50£0,06  95,26£0,00  94.85+0,06 92,15£0,00 31,25+0,19

faecalis RI 21

Enterococcus
- 75,2140,06  19,93+0,17
l faccalis RT 122 07:07£0,00  96,49+0,06  95,99+0,00

581*
: Standart kultiir

Enterococcus
= faecalis NCDO 97,6240,00 97,44+0,05 96,70+ 0,05 67,76£0,00 13,82+0,00

*

Cizelge 4.8. Enterococcus faecium suslarinin farkli pH derecelerindeki % inhibisyon

degerleri

Enterococcus

No. _ . . H: 5 H: 55
Enterococcus

1 _ 97514000  96,61£0,00 96,12+0,06 76.340,11  24,11+0,00
faecium RI 41
Enterococcus

2. : 97,64£0.00 96,54£0,00 96,02£0,06 62:25£0.16  21,85+0,06
faecium RI 56
Enterococcus

3. : 97,57£000  97,43£0,00 97,26:0,05 7368020 12,98+0,00
faecium RT 81
Enterococcus

A - 97,12£0,00 96,78£0,06 96,40£0,06 75:65£0,16  19,25+0,43
20447*

*» Standart kiilttr
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*. Standart kiiltiir

Sekil 4.8. Enterococcus faecalis suslarinin farkli pH derecelerindeki % inhibisyon

degerleri
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degerleri

Sekil 4.9. Enterococcus faecium suslarinin farkli pH derecelerindeki % inhibisyon

*. Standart kiiltiir
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Sekil 4.10. Enterococcus suslarinin farkli pH derecelerindeki % inhibisyon degerleri

*- Standart kiltiir
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4.5. Enterococcus Bakterilerinin Safra Toleransi

Enterococcus suslarmin %0,06, %0,15 ve %0,30° luk safra konsantrasyonlarinda
safraya olan toleransi Boliim 3.2.4.” de anlatildig1 gibi belirlenmis ve % inhibisyon

degerleri Cizelge 4.9. ve Cizelge 4.10.” da verilmistir.

Calismada elde edilen sonuglardan, Enterococcus cinsi bakterilerin bagirsakta
bulunan safraya olan toleranslari, safra oranina gore degismekte olup, safranin
%0,06, %0,15 ve %0,30 konsantrasyonlarinda, artan konsantrasyona bagli olarak
bakterilerin gelisiminde azalma goézlenmistir. Enterococcus’ lar ortamda bulunan
safray1 belirli bir seviyeye kadar tolere edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu
yiikseldikge, ozellikle %0,30 oranindaki safranin varliginda bir¢ok Enterococus
susunun iireme yogunlugunda azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.9., Cizelge 4.10. ve

Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.).

Enterococcus’ larin farkli safra konsantrasyonlarindan tiretildiginde yiizde inhibisyon
degerleri farkli bulunmustur. %0,06 safra konsantrasyonunda % inhibisiyon
degerlerinin % 0,60 ile % 10,22 arasinda bulunmustur. %0,15 safra
konsantrasyonunda % inhibisiyon degerleri % 2,35 ile % 19,19 arasinda ve % 0,30
safra konsantrasyonunda % inhibisiyon degerleri % 20,50 ile % 47,62 arasinda tespit
edilmistir. En yiiksek yilizde inhibisyonun % 0,30 safra konsantrasyonunda

gozlenmistir (Cizelge 4.9. ve Cizelge 4.10.).

% 0,06 safra konsantrasyonunda Enterococcus faecium DSMZ 20447 susu % 10,22
oraninda en yiiksek inhibisyonu gdsterirken, %0,15 ve %0,30 safra konsantrasyonu
bakterilerin liremelerini onemli derecede etkiledigi ve inhibisyon oraninin bazen
%20’ nin Ustiine ¢iktif1 gdzlenmistir. Suslar arasinda safraya karsi en toleransh
suslar Enterococcus faecium RI 41, Enterococcus faecium RI 56 ve Enterococcus
faecalis NCDO 581 suslar1 olarak belirlenmistir. Bu bakteriler ortamda bulunan
safray tolere ederek olumlu yonde gelisim gostermislerdir. Enterococcus faecalis Rl
6 ve Enterococcus faecium RT 81 suslarininda belli orandaki safray1 tolere edebildigi

ve olumlu yonde gelisim gosterdikleri tespit edilmistir.
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Buna karsilik ortamdaki safraya karsi en duyarl suslar, Enterococcus faecalis RI 21
ve Enterococcus faecium DSMZ 20447 suslar1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9.,
Cizelge 4.10. ve Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.).

Cizelge 4.9. Enterococcus faecalis sulsarinin farkl safra konsantrasyonlarinda %
inhibisyon degerleri

Enterococcus

% 0,06 Safra % 0,15 Safra %0 0,30 Safra
faecalis Suslar:

Enterococcus
faecalis RI 6
Enterococcus

faecalis RI 21

0,60+0,00 = )

5,92:0,00 19,19+0,1 42,51+0,00

Enterococcus
20,50+0,06
faecalis RT 122 6,33+0,18 18,47+0,06

Enterococcus
faecalis NCDO 581*

; Standart kiltiir

w N P Z
o

*

Cizelge 4.10. Enterococcus faecium suslarinin farkl safra konsantrasyonlarinda %
inhibisyon degerleri

Enterococcus

900,06 Safra 900,15 Safra 900,30 Safra

l

faecium Suslari

Enterococcus

faecium RI 41
Enterococcus

faecium RI 56
Enterococcus

faecium RT 81
Enterococcus

faecium DSMZ 10,22+0,23 17,64+0,08 47,62+0,08
20447*

*. Standart kiltiir

- 2,35+0,31 26,05+0,57

o

- ; Enterococcus suslarinda inhibisyon gozlenmemistir.
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0 9%0,06 SAFRA m9%0,15 SAFRA m %0,30 SAFRA

42,51

06 0 0
A
Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
faecalis Rl 6 faecalis RI 21 faecalis RT 122 faecalis NCDO

581*

*; Standart kiiltiir

Sekil 4.11. Enterococcus faecalis suslarinin farkli safra konsantrasyonlarinda %
inhibisyon degerleri

09%0,06 SAFRA ®m9%0,15 SAFRA ®9%0,30 SAFRA

47,62
50
40
30
20
10
0 0 0 0 0 0
T el e
0
Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
faecium RI 41 faecium RI 56 faecium RT 81 faecium DSMZ
20447*

*. Standart kiiltiir

Sekil 4.12. Enterococcus faecium suslarmin farkli safra konsantrasyonlarinda %
inhibisyon degerleri
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*; Standart kiiltiir

Sekil 4.13. Enterococcus suslarinin farkli safra konsantrasyonlarinda % inhibisyon

degerleri
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4.6. Enterococcus Bakterilerinin Farklh Hidrokarbonlara Tutunma Ozellikleri

Enterococcus suslarinin etil asetat, kloroform, toluen ve ksilen gibi farkli
hidrokarbonlara kars1 mikrobiyal tutunma 6zelligi Boliim 3.2.5.” de anlatildigi gibi
belirlenmis ve % hidrofobisite degerleri Cizelge 4.11. ve Cizelge 4.12. de

verilmistir.

Suslarin hidrofobisite sonuglari degerlendirildiginde Enterococcus suslarinin her dort
¢oziiclide de hidrofobisite 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu suslarin her dort
¢oziiclide hidrofobisite Ozelligi gostermesi yiizey yapilarinin kompleks oldugunu

gostermektedir.

Bu sonugla birlikte Enterococcus suslarimin kloroform ve etil asetat kimyasallarina
kars1 daha fazla tutunma 6zelligi gosterdigi, ksilen ve toluen kimyasallarina ise daha
az tutunma Ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. Kloroform ve etil asetat
kimyasallarima karsi en fazla tutunma oOzelligi gOsteren Enterococcus susu;
Enterococcus faecium R1 56 susu (kloroform;% 84,92 / etil asetat ; % 80,17) iken, en
az tutunma Ozelligi gosteren sus ise Enterococcus faecium DSMZ 20447 (kloroform;
%54,34 / etil asetat ; % 47,92) susudur. Ksilen kimyasalina kars1 en fazla tutunma
ozelligi gosteren sus Enterococcus faecalis RT 122 (% 46,67) iken, en az tutunma
Ozelligi gosteren sus ise Enterococcus faecium RI 41 (% 17,60) olarak tespit
edilmistir. Toluen kimyasalina karsi en fazla tutunma Ozelligi gosteren suslar
Enterococcus faecium RI 56 (% 49,67) ve Enterococcus faecalis Rl 6 (% 49,09)
olup, en az tutunma 6zelligi gosteren sus ise Enterococcus faecium DSMZ 20447
( %20,17) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11., Cizelge 4.12. ve Sekil 4.14., Sekil
4.15., Sekil 4.16.).
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Cizelge 4.11. Enterococcus faecalis suslarinin farkli hidrokarbonlara % tutunma
degerleri

% Tutunma

Enterococcus faecalis

RI 6 67,86+0,35  21,60+£0,23 49,09+0,12 64,62+0,23
Enterococcus

faecalis RT 122 79,70+£0,23  46,67+0,12  43,18+0,12  70,80+0,12

*- Standart kuiltur

Cizelge 4.12. Enterococcus faecium suslarinin farkli hidrokarbonlara % tutunma
degerleri

.-

Enterococcus 64,55£0,12  17,60+0,12 38,68+0,23  61,24+0,12
faecium RI 41
Enterococcus

59,72+0,12  41,20+0,23 22,59+0,23  55,48+0,00

fae0|um RT 81

*. Standart kiltiir
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EKloroform ®EKsilen BToluen OEtil Asetat

87,58

Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
faecalis Rl 6 faecalis RI 21 faecalis RT 122 faecalis NCDO
581*

*. Standart kiltiir

Sekil 4.14. Enterococcus faecalis suslarinin farkli hidrokarbonlara % tutunma
degerleri

m Kloroform ®Ksilen BToluen OEtil Asetat

84,92 80,17

55,48 54,34
47,92

Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
faecium RI 41 faecium RI 56 faecium RT 81 faecium DSMZ
20447*

*; Standart kiiltiir

Sekil 4.15. Enterococcus faecium suslariin farkli hidrokarbonlara % tutunma
degerleri
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Sekil 4.16. Enterococcus suslarmin farkli hidrokarbonlara % tutunma degerleri

*; Standart kiiltiir
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5. TARTISMA VE SONUC

Fermente gidalarin metabolizma {izerindeki faydali etkileri ilk defa 20. ylizyilin
baslarinda, Rus bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan O©ne siiriilmiistiir.
Metchnikoff, Bulgar ciftcilerin fermente siit triinlerini tiikketmesi sonucunda daha
saglikli ve uzun émiirli olduklarini, bunun nedeninin ise bu tiriinlerde bulunan ¢ubuk
seklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu yonde
etkilemesi ve aynmi zamanda toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu
belirtmistir. Saglikli bir yasam ile fermente gidalar arasindaki bu baglanti bugiinde
gegerliligini korumakta olup, fermente triinler {izerine yapilan ¢aligmalar ancak son

10-15 yilda hiz kazanmustir [Cakar, 2003].

Ozellikle son 5 yillik zaman igerisinde tiiketicilerin fonksiyonel gidalara olan ilgisi
ve buna bagli aragtirma ilgisinin artmasi, probiyotik 6zelliklere sahip olan Enterokok
suslarinin  gidalara ilave edilmesi fikrini olduk¢a popiiler hale getirmistir.
Enterokoklarin biyolojik koruyucu kiiltiir ve olgunlasmayr hizlandiric1 ajan olarak
kullanim potansiyelleri de bulunmakta ve konu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalardan

olumlu sonuglar alinmaktadir.

Bu calismada probiyotik bakterilerde bulunmasi gereken bu oOzellikler dikkate
alinarak, ¢aligmada kullanilan Enterococcus suslarinin otoagregasyon-koagregasyon
ozellikleri, farkli pH degerlerindeki ve farkli safra konsantrasyonlarindaki
gelismeleri ve farkli hidrokarbonlara mikrobiyal tutunma ylizdeleri Bolim 3’te
anlatildig1 gibi yapilmis ve sonuglart Boliim 4°te degerlendirilmistir (Bkz. Boliim 3

ve Boliim 4).
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Calismada Enterococcus faecalis NCDO 581 ve Enterococcus faecium DSMZ
20447 standart suslar1 ile Tiirkiye ve Iran’ m farkli bolgelerinde iiretilen beyaz
peynirlerden daha 6nce Hajikhani (2011) tarafindan izole edilen ve tanimlanan EPS
iretimi yiiksek olarak belirlenen E. faecium RI 41, E. faecium RI 56 ve E. faecalis
RT 122 suslar ile EPS iiretimi bakimindan diisiik olan E. faecalis R1 6, E. faecalis

RI 21 ve E. faecium RT 81 suslar1 kullanilmistir.

Laktik asit bakterilerinin agregasyon madde iiretimleri mide-bagirsak sisteminde
yasama ve kolonize olabilme sanslarmi arttirir. Bu da bakterilerin bagirsagin
peristaltik  hareketlerinden dolayr elimine olmalar1 engeller ve bagirsak
ekosisteminde avantajli olmalar1 saglamaktadir [Nikolic ve ark., 2008]. Enterococcus
suslarinin potansiyel yapisma yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla bu suslarin
otoagregasyon ve koagregasyon ozellikleri incelenmistir. Enterococcus suslarinin
agregasyon ve koagregasyon ozellikleri lizerine yapilmis sinirli sayida calisma

bulunmaktadir [Rosenberg ve ark., 1980; Brassart ve ark., 1994].

Bir arastirmada ise 12 adet probiyotik bakteri tiiriinden, 20°C’ de 20 saatlik
iniibasyondan sonra L. rhamnosus GG ve L. fermentum ME-3 suslarim %25
otoagregasyon oraniyla yiiksek otoagrege olan tiirler olarak belirlenirken,
Bifidobacterium longum 46 susunu %8,9 ve B. lactis 420 susunu %5 otoagregasyonla
en diisiik otoagrege olan tiirler olarak belirlenmistir.Calistiklar1 12 adet probiyotik
bakteri tiiriinden 9° u 37°C’ de yiiksek otoagregasyon (%28,8-63,2) gdstermistir
[Collado ve ark., 2008].

Enterococcus suslarin otoagregasyon sonuglart degerlendirildiginde (Bkz. Cizelge
4.3., Cizelge 4.4. ve Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.), Enterococcus faecalis RT 122
en yiiksek (%57,5) otoagregasyon ozelligi gosterirken, Enterococcus faecalis RI 6
susu ise en diisiik (%25,40) otoagregasyon o6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Genel
olarak EPS iiretimleri yiiksek olan Enterococcus’ larin % otoagregasyon degerleri de
yiiksek bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde suslarinin EPS diretimleri ile

otoagregasyon 0zelligi arasinda bir iligski bulunamamaistir.
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Enterococcus suslarinin bagirsak patojeni ve gida kontaminanti olan Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus cereus RSKK 863, Esherichia coli ATCC 35218, Salmonella
enteritidis ATCC 13076 ve Salmonella typhimurium MU 80 bakterileri arasindaki %
koagregasyon sonuclari degerlendirildiginde, en yiiksek % koagregasyon
Enterococcus faecalis RI 6 ile Salmonella enteritidis ATCC MU:80 arasinda
(%57,58) ve en diisiik Enterococcus faecium RI 56 ile Salmonella enteritidis ATCC
MU:80 arasinda (%]11,63) bulunmustur.

Enterococcus faecalis RI 6, Enterococcus faecalis RI 21, Enterococcus faecium RT
81, Enterococcus faecalis RT 122, Enterococcus faecium DSMZ 20447 ve
Enterococcus faecalis NCDO 581 suslarinin en diisiik koagregasyon degerleri
Bacillus subtilis ile elde edilmistir. Enterococcus faecalis Rl 6, Enterococcus
faecalis Rl 21, Enterococcus faecium RI 41 ve Enterococcus faecalis RT 122
suslariin en yiiksek koagregasyon degerleri S. enteritidis ile elde edilmistir (Bkz.
Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.). Enterococcus
suslarinin koagregasyon 6zellikleri ile patojen bakterileri inhibe ederek onlari etkisiz

hale getirebildikleri diistiniilebilir.

Bazi arastirmacilar Lactobacillus tiirlerinin koagregasyon yeteneklerinin patojenlerin
kolonizasyonunu engelleyen bir bariyer olabilecegini bildirmislerdir [Boris, 1997;
Schachtsiek, 2004].

Yapilan istatistiksel analizde suslarmin EPS iretimleri ile Bacillus subtilis ve
Salmonlla typhimurium bakterileriyle koagregasyon ozellikleri arasindaki iligki
P<0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur. Ancak suslarin EPS iiretimleri ile Bacillus
cereus, Salmonella enteritidis ve Esherichia coli bakterileriyle koagregasyon

Ozellikleri arasinda bir iliski bulunamamustir.

Probiyotik bakterilerin mide-bagirsak yolunda canliliklarin1 siirdiiriip, ortamda
kolonize olabilmeleri i¢cin midenin asidik pH’larina (2,5-3,5) ve bagirsagin safrali
ortamina tolerans gosterebilmeleri bu bakterilerin 6nemli 6zelliklerindendir

[Mainville ve ark., 2005].
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Gastrointestinal gecis sirasinda kiiltiirlerin pepsin varligini, diisik mide pH’sini,
proteaz bakimindan zengin duedonum igerigini ve safra tuzlari tolere edebilmesi
gerekir. Mide pH’s1 gida alim1 sonrasinda 6,0’ya kadar artmasina ragmen, genellikle
2,5 ile 3,5 arasinda degismektedir. Midede aglik ile pH 1,5’a kadar diisebilir. Bu asir1
asidik kosullarda hayatta kalma probiyotiklerin karsilagtigi ilk fizyolojik sorunlardan
biridir [Masco ve ark., 2007].

Mishra ve Prasad (2005)’in yaptiklar1 calismada, kullanilan 7 adet laktik asit
bakterisinden sadece 3 susun pH 2,0 veya 3,0’e¢ direnglilik gosterdigi rapor
edilmistir. Yapilan diger bir arastirmada, 44 adet Lactobacillus susunun mide
stvisindaki asit direngliligi test edilmistir ve pH 2,5 da herhangi bir susta iireme
goriilmemistir [Jacobsen ve ark., 1999]. Probiyotik bakterilerin canlilik oranindaki
azalmanin sebebi pepsinden dolayr veya pepsin ve yiikksek pH’nin birlikte
etkilerinden dolay1 olabilir. Diger taraftan, siit proteinleri bakteriler {izerinde
koruyucu etki gosterip, midenin asidik ortaminda bakterilerin canli kalmalarini
desteklemektedir. Bu ylizden, probiyotik bakterilerin genellikle siit veya etli gidalarla
birlikte kullanildiginda daha etkili olduklar1 bildirilmistir [Fernandez ve ark., 2003].

Enterococcus suslarinin farkli pH’ larda gosterdikleri asit tolerans: incelendiginde,
bakterilerin {ireme ortaminda asitlik oraninin artigina bagli olarak hiicre
yogunlugunda azalma gozlenmistir. Genel olarak pH 2,0, 3,0 ve 4,0’ de tim
bakterilerin hiicre yogunlugunda yaklasik % 94,85 - % 97,68 oranlarinda diisiis tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.7., Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.).

Enterococcus suslar1 arasinda asitli ortama (pH 5,5) en toleransli olan sus
Enterococcus faecium RT 81 (%12,98) ve en duyarli sus ise Enterococcus faecalis
RI 21 (%31,25) olarak tespit edilmistir. pH 5,5’ a yiiksek tolerans gosteren suslar
sirastyla, Enterococcus faecium RT 81 (%12,98) , Enterococcus faecalis NCDO
581(% 13,82) , Enterococcus faecium DSMZ 20447 (%19,25) , Enterococcus
faecalis RT 122 (%19,93), Enterococcus faecium RI 56 (%21,85) ve Enterococcus
faecium RI 41 (%24,11) olarak belirlenmistir.
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pH 5,5 da Enterococcus faecalis Rl 6 (%29,62) ve Enterococcus faecalis Rl 21
(%31,25) inhibisyon ile orta derecede tolerans gosterdikleri tespit edilmistir.

pH 5,0’ de en yiikksek toleransi Enterococcus faecium RI 56 susu (% 62,25)
gosterirken, en disiik toleranst Enterococcus faecalis Rl 6 (% 93,84) susu

gostermistir.

pH 5,0’ a yiiksek tolerans gosteren suslar sirasiyla, Enterococcus faecium R1 56 ( %
62,25) , Enterococcus faecalis NCDO 581 ( % 67,76), Enterococcus faecium RT 81
(% 73,68) , Enterococcus faecalis RT 122 ( % 75,21), Enterococcus faecium DSMZ
20447 ( % 75,65) ve Enterococcus faecium RI 41 ( % 76,34) olarak belirlenmistir
(Bkz. Cizelge 4.7., Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.). Enterococcus
suglarinin sahip olduklari asit toleransi, onlarin probiyotik olarak kullanimi sonucu

midede canliliklarin1 koruyacaklar1 diisiiniilebilir.

Yapilan istatistiksel analizde suslarin EPS diretimleri ile pH:2 ve pH:6,2
besiortamlarinda bakteri gelismeleri arasindaki iligki P<0,01 diizeyinde, pH:5
besiortamlarinda bakteri gelismeleri arasindaki iliski P<0,05 diizeyinde anlamli
bulunmustur. Ancak, suslarin EPS iretimleri ile pH: 3, pH: 4 ve pH 5,5

besiortamlarinda bakteri gelismeleri arasinda bir iliski bulunamamastir.

Probiyotik bakterilerin diger ozelliklerinden biri de bakterilerin mide sivisindan
sonra ince bagirsak sivisi ortamina da direnclilik gdsterebilmeleridir. ince bagirsak
mide gecisini takiben gastrointestinal sistemde ikinci biiyiik engeldir. ince bagisagin
pH’1 bakterilerin yasamasina daha uygun olmasina ragmen, pankreatin ve safra

tuzlar1 varligi olumsuz etki yapabilir [Masco ve ark., 2007].

Safra toleransi probiyotik laktik asit bakterilerinin ince bagirsakta yasama, gelisme
ve etki gosterebilmeleri ig¢in gerekli ve Onemli oOzelliklerinden biri olarak
goriilmektedir [Minelli ve ark., 2004; Walker ve Gillilve, 1993]. Probiyotik
bakteriler safra toleransi acisindan farklilik gostermekte ve bunlarin tolerans

mekanizmalar1 tam olarak belirlenememistir [Klaenhammer ve Kullen, 1999].
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Yapilan bir ¢alismada, geleneksel peynirlerden izole edilen 122 adet Enterococcus
faecium susundan 86’sinin (suslarin yaklasik %70’1), %0,3 safra i¢eren ortama
yiiksek diizeyde direnglilik gosterdikleri rapor edilmistir ve E. faecium suslarmin
diger probiyotik bakterilere gore mide-bagirsak sisteminin zorlu sartlarina daha

dayanikli olduklart bildirilmistir [Bhardwaj ve ark., 2010; Saavedraa ve ark., 2003].

Strompfova ve ark. (2004), Enterococcus suslarinin (E. faecium, E. faecalis ve E.
hirae) %1 oraninda safra iceren ortamda safra toleranslarini inceleyip, canlilik

oranlarint %72 ile %98 degerleri arasinda tespit etmistir.

Wijaya (2003), E. faecium suslarinin safra asitlerine ve onikiparmak bagirsagi

stvisina E. faecalis suslarina gore daha toleransli olduklarini belirtmistir.

Bhardwaj ve ark. (2010)’ nin yaptiklari ¢aligmada, E. faecium KH 24 susunun %1,0,
%2,0 ve %3,0 safra konsantrasyonlarina tolerans gosterdigi ve hiicre sayisinda ¢ok
fazla diisiisiin olmadigini bildirmislerdir. Ayrica, tiim safra konsantrasyonlarinda 1
saat inkiibasyondan sonra KH 24 susunun log sayisinda artisin gozlendigini

bildirirken, susun safray1 besin kaynagi olarak kullandigini diistinmiislerdir.

Calismamizda Enterococcus suslarmin  %0,06, %0,15 ve %0,30° luk safra
konsantrasyonlarinda safra toleranslari ve % inhibisyon degerleri belirlenmistir.
Calismada elde edilen sonuglardan, Enterococcus cinsi bakterilerin bagirsakta
bulunan safraya olan toleransi, safra oranina gore degigsmekte olup, safranin % 0,06,
% 0,15 ve % 0,30 konsantrasyonlarinda, artan konsantrasyona bagli olarak
bakterilerin gelisiminde azalma gozlenmistir. Bazi1 Enterococcus suslari ortamda
bulunan safrayr belirli bir seviyeye kadar tolere edebilmektedir. Ancak safra
konsantrasyonu ylikseldik¢e ve 6zellikle % 0,30 oranindaki safranin varliginda genel
olarak enterokoklarin {ireme yogunlugunda azalma tespit edilmistir. Enterococcus’
larin farkli safra konsantrasyonlarinda iiretildiginde yiizde inhibisyon degerleri de
farkli bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.9., Cizelge 4.10. ve Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil
4.13.).
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Enterococcus’larin %0,06 safra konsantrasyonunda % inhibisiyon degerlerinin %
0,60 ile % 10,22 arasinda oldugu tespit edilmistir. %0,15 safra konsantrasyonunda %
inhibisiyon degerleri % 2,35 ile % 19,19 arasinda ve % 0,30 safra konsantrasyonunda
% inhibisiyon degerleri % 20,50 ile % 47,62 arasinda belirlenmistir. En yiiksek
yiizde inhibisyon % 0,30 safra konsantrasyonunda gézlenmistir (Bkz. Cizelge 4.9.,
Cizelge 4.10. ve Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.).

% 0,06 safra konsantrasyonunda Enterococcus faecium DSMZ 20447 susu % 10,22
oraninda en yiiksek inhibisyonu gosterirken, %0,15 ve %0,30 safra
konsantrasyonunda inhibisyon oraninin bazen %20’ nin istiine ¢iktig1 gdzlenmistir.
Enterococcus suslari arasinda safraya karsi en toleransh suslar olarak Enterococcus
faecium RI 41, Enterococcus faecium RI 56 ve Enterococcus faecalis NCDO 581
suslar1 olup bu bakteriler ortamda bulunan safrayi tolere ederek olumlu yonde
gelisim gostermislerdir. Enterococcus faecalis R1 6 ve Enterococcus faecium RT 81
suslarida besiortaminda bulunan belli orandaki safray: tolere ederek olumlu yonde
gelisim gostermislerdir. Buna karsilik ortamdaki safraya karsi en duyarli olarak
Enterococcus faecalis Rl 21 ve Enterococcus faecium DSMZ 20447 suslar1 olarak
tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.9., Cizelge 4.10. ve Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil
4.13)).

Yapilan istatistiksel analizde suslarin EPS tiretimleri ile % 0,06, % 0,15 ve % 0,30
konsantrasyonlarinda safra tuzu igeren besiortamlarinda bakteri gelismeleri arasinda

bir iligki bulunamamustir.

Probiyotik bakterilerin se¢iminde bagirsak mukozasina adezyon 6zelligi en énemli
kriterlerden biri olarak dikkate alinmistir. Bagirsakta epitel hiicrelere adezyon,
spesifik olmayan (hidrofobisite) ve spesifik ligve-reseptor gibi kompleks islemler
gerektirmektedir. Bakteri hiicrelerinin adezyonu genellikle hiicre yiizey yapisi ile
iliskilendirilmistir [Collado, 2006; 2008].
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Bu amacla Enterococcus suslarinin etil asetat, kloroform, toluen ve ksilen gibi farkli
hidrokarbonlara karsi mikrobiyal tutunma o6zelligi ve % hidrofobisite degerleri
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.11., Cizelge 4.12. ve Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil
4.16.).

Enterococcus suslarin hidrofobisite sonuglar1 degerlendirildiginde, suslarin her dort
¢oziiciide de hidrofobisite 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Suslarin hidrofobisite
ozelligi gostermesi yiizey yapilarinin kompleks oldugunu gostermektedir. Bu sonugla
birlikte Enterococcus suslariin kloroform ve etil asetat kimyasallarina karsi1 daha
fazla tutunma 6zelligi gosterdigi, ksilen ve toluen kimyasallarina ise tutunmanin daha

az oldugu tespit edilmistir.

Kloroform ve etil asetat kimyasallarina kars1 en fazla tutunma 6zelligi Enterococcus
faecium RI 56 susunda (kloroform;% 84,92 / etil asetat ; % 80,17) belirlenirken, en
az tutunma Ozelligi Enterococcus faecium DSMZ 20447 susunda (kloroform;
%54,34 | etil asetat ; % 47,92) tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.11., Cizelge 4.12. ve
Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16.).

Ksilen kimyasalina karst en fazla tutunma ozelligi gosteren sus Enterococcus
faecalis RT 122 (% 46,67) iken, en az tutunma 6zelligi Enterococcus faecium RI 41
susunda (% 17,60) tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.11., Cizelge 4.12. ve Sekil 4.14.,
Sekil 4.15., Sekil 4.16.).

Toluen kimyasalina karst en fazla tutunma o6zelligi gosteren suslar Enterococcus
faecium RI 56 (% 49,67) ve Enterococcus faecalis Rl 6 (% 49,09) olup, en az
tutunma Ozelligi gosteren sus ise Enterococcus faecium DSMZ 20447 ( %?20,17)
olarak belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.11., Cizelge 4.12. ve Sekil 4.14., Sekil 4.15.,
Sekil 4.16.).

Yapilan istatiksel analizde suslarinin EPS tiretimleri ile kloroform, etil asetat, ksilen

ve toulen kimyasallarina kars1 tutunma 6zelligi arasinda bir iligski bulunamamaistir.
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Sonug olarak bu ¢alismada Enterococcus suslarinin otoagregasyon ozellikleri, bazi
gram-pozitif ve gram-negatif patojen ve kontaminant bakterilerle koagregasyon
ozellikleri, asit ve safra tuzuna kars1 gosterdikleri tolerans ve hidrofobisite 6zellikleri
arastirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara goére Enterococcus suslarinin yiiksek
derecede otoagregasyon ve patojen bakterilerle koagregasyon 6zelligi, mide-bagirsak
sistemindeki zor sartlara dayaniklilik gosterdikleri ve hiicre yiizeylerinin
hidrofobisite 6zelliklerinin kompleks oldugu tespit edilmistir. Bu suslarin diger
probiyotik Ozellikleri arastirildiktan sonra potansiyel uygulamada kullanilabilirligi

aydinlanacaktir.

Pearson korelasyonuna gore, Enterococcus suslariin farklh pH (2, 3, 4, 5, 5,5 ve
6,2) derecelerinde gelismeleri, farkli safra tuzu konsantrasyonlarinda (% 0,06, %
0,15, % 0,30) gelismeleri, hidrofobisite 6zellikleri, otoagregasyon ve koagregasyon
Ozellikleri ile EPS iiretimleri arasinda korelasyon olup olmadigl incelenmistir.
Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)

kullanilmstir. Elde edilen sonuglardan;

v’ Suslarin EPS iretimleri ile pH:2 ve pH:6,2 besiortamlarinda bakteri
geligsmeleri arasindaki iliski P<0,01 diizeyinde, pH:5 besiortamlarinda bakteri
gelismeleri arasindaki iliski P<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur. Ancak,
suslarin EPS iretimleri ile pH: 3, pH: 4 ve pH 5,5 besiortamlarinda bakteri

gelismeleri arasinda bir iliski bulunamamustir.

v" Suslarin EPS tretimleri ile % 0,06, % 0,15 ve % 0,30 konsantrasyonlarinda
safra tuzu iceren besiortamlarinda bakteri gelismeleri arasinda bir iligki

bulunamamastir.

v' Suglarinin EPS iiretimleri ile otoagregasyon ozelligi arasinda bir iligki

bulunamamastir.
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Suslarinin  otoagregasyon Ozelligi ile Bacillus subtilis bakterisiyle
koagregasyon Ozelligi arasindaki iliski P<0,05 diizeyinde, Salmonella
tyhpmirium ve Esherichia coli bakterileriyle koagregasyon 6zelligi arasindaki

iliski P<0,01 diizeyinde anlaml1 bulunmustur.

Ancak suslarinin otoagregasyon Ozelligi ile Bacillus cereus ve Salmonella
enteritidis  bakterileriyle koagregasyon oOzelligi arasinda bir iligki

bulunamamastir.

Suslarinin EPS {iretimleri ile Bacillus subtilis ve Salmonlla typhimurium
bakterileriyle koagregasyon ozellikleri arasindaki iliski P<0,01 diizeyinde
anlamli bulunmustur. Ancak suslarin EPS diretimleri ile Bacillus cereus,
Salmonella enteritidis ve Esherichia coli bakterileriyle koagregasyon

Ozellikleri arasinda bir iliski bulunamamustir.

Suslarinin  EPS iiretimleri ile kloroform, etil asetat, ksilen ve toulen

kimyasallarina kars1 tutunma 6zelligi arasinda bir iligki bulunamamastir.

Suslarinin  otoagregasyon Ozelligi ile ksilen kimyasalina karsi tutunma
Ozelligi arasinda iliski P<0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur. Ancak
suslarin otoagregasyon oOzelligi ile kloroform, toluen ve etil asetat

kimyasallarina kars1 tutunma 6zelligi arasinda bir iligki bulunamamastir.



88

KAYNAKLAR

Aimutis, W.R., “Challenges in developing effective probiotic functional foods,
including scientific and regulatory considerations,” Bulletin of the IDF, 363: 30-38
(2001).

Andrighetto, C., Knijff, E., Lombardi, A., Torriani, S., Vascanneyt, M., Kersters, K.,
Swings, J., Swings, J., Dellaglio, F., “Phenotypic and genetic diversity of enterococci
isolated from Italian cheeses”, J. Dairy Research, 68: 303-316 (2001).

Anonymous, “Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalart” , Halkman, A K., Basak
Matbaacilik Ltd. Sti., Ankara, 243-244, 246, 247, 250, 289, 261, 320, (2005).

Arizcun, C., Barcina, Y., Torre, P., “Identification and characterization of proteolytic
activity of Enterococcus spp. isolated from milk and Roncal and Idiazabal cheese”,
Int. J. Food Microbiol, 38: 17-24 (1997).

Barbosa, J., Gibbs, P.A., Teixeira, P., “Virulence factors among enterococci isolated
from traditional fermented meat products produced in the North of Portugal”, Food
Control, 21: 651-656 (2010).

Bernet, M.F., Brassart, D., Neeser, J.R., Servin, A., “Adhesion of human
bifidobacterial strains to cultured human intestinal epithelial cells ve inhibition of
enteropathogen-cell interactions”, Applied ve Environmental Microbiology, 59:
4121-4128 (1993).

Bhardwaj, A., Gupta, H., Kapila, S., Kaur, G., Vij, S., Kumar Malik, R., “Safety
assessment ve evaluation of probiotic potential of bacteriocinogenic Enterococcus
faecium KH 24 strain under in vitro ve in vivo conditions”, Int. J. Food Microbiol.,
141: 156-164 (2010).

Bhardwaj, A., Malik, R.K., Chauhan, P., “Functional and safety aspects of
enterococci in dairy foods”, Indian J. Microbiol., 48: 317-325 (2008).

Birollo, G.A., Reinheimer, J.A., Vinderola, C.G., “Enterococci vs non- Lactic Acid
Microflora as Hygiene Indicators for Swetened Yoghurt”, Food Microbiol., 18:597-
604 (2001).

Boris S., Suarez J.E., Barbes C., “Characterization of the aggregation promiting
factor from Lactobacillus gasseri, vaginal isolate”, J. Appl. Microbiol., 83: 413-420
(1997).

Boris S., Suarez J.E., Vazquez F., Barbés C., “Adherence of human vaginal
Lactobacilli to vaginal epithelial cells and interaction with uropathogens”, Infect.
Immun., 66 (5), 1985-1989, (1998).



89

Bouzar F., Cerning J., Desmazeaud M., “Expoloysaccharide production in milk by
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CNRZ 1187 and by two colonial variants”,
J. Dairy Sci., 79: 205-211 (1996).

Brassart, D., Neeser, J.R., Michetti, P., Sewin, A., “The selection of dairy bacterial
strains with probiotic properties based on their adhesion to human intestinal cells”,
Proc. of Lactic Acid, Caen, France, 19: 201-212 (1994).

Broadbent J. R., McMahon D. J.,, Ober, C. J. and Welker D. L., “Use of
exopolysaccharide-producing cultures to improve the functionality of low fat
cheese”, International Dairy Journal, 11: 433-439 (2001).

Buchanan, R.E, Gibbons, N.E., “Bergey’s manuel of determinative bacteriology.
Waver’y Press, Inc., Mt. Royal and Guilford Aves. Baltimores, Md., U.S.A., 21202,
1268p 1974.

Campos, C.A., Rodriguez, O., Calo-Mata, P., Prado, M., Barros-Velazquez, J.,
“Preliminary characterization of bacteriocins from Lactococcus lactis, Enterococcus
faecium and Enterococcus mundtii strains isolated from turbot (Psetta maxima)”,
Food Res. Int., 39: 356-364 (2006).

Carrasco de Mendoza, M.S., Scarinci, M.S., Huerto-Garat, H.E., Simonetta, A.C.,
“Technological properties of enterococci in lactic starters: acidifying and lipolytic
activities”, Microbiol. Aliments. Nutr., 10: 289-293 (1992).

Castagliuolo LM., Riegler MF., Valenick I., La Mont JT., Pathoulakis C.,
“Saccharomyces boulardii; protease inhibits the effects of Clostridium
difficile toxins A and B in human colonic mucosa”, Infect. Immun., 67: 302--
307 (1999).

Centeno, J.A., Menendez, S., Rodriguez-Otero, J.L., “Main microbial flora present as
natural starters inCebreiro cow’s-milk cheese (northwest Spain)”, Int. J. Food

Microbiol., 33: 307-313 (1996).

Champe, P. C., Harvey, R. A., “Biyokimya”, Tokullugil, A., Dirican, M. and
Ulukaya, E., Nobel Tip Kitabevi, istanbul, (1997).

Cerning, J., Bouillanne C., London M., Desmazeaud M., “Isolation and
characterization of exopolysaccharides from slime-forming mesophilic lactic acid
bacteria”, J. Dairy Sci., 75: 692-699 (1992).

Cerning J., Renard C.M.G.C., Thibault J.F., Bouillanne C., Landon M., Desmazeaud
M., Topisirovic L., “Carbon Source Requirement for Exopolysaccharide Production
by Lactobacillus casei CG11 and Partial Structore Analysis of the Polymer”, Appl.
Environ. Microbiol., 60 (11), 3914-3919, (1994).



90

Coconnier, M.H., Klaenhammer, T.R., Kerneis, S., Bernet, M.F., Servin, A.L.,
“Protein- mediated adhesion of Lactobacillus acidophilus BG2FO4 on human
enterocyte ve mucus-secreting cell lines in culture”, Applied ve Environmental
Microbiology, 58: 2034-2039 (1992).

Collado M.C., Meriluoto, J., Salminen, S., “Development of New Probiotics by
Strain Combinations: Is It Possible to Improve the Adhesion to Intestinal Mucus”, J.
Dairy Sci., 90: 2710-2716, (2006).

Collado, M. C., Meriluoto, J., “Adhesion ve aggregation properties of probiotic ve
pathogen strains” , Eur. Food Res Technol., 226: 1065-1073 (2008).

Cakir, 1., <“Lactobacillus ve Bifidobacterlerde bazi probiyotik o6zelliklerin
incelenmesi”, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Doktora Tezi, Ankara
(2003).

Cakar, 1., “Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Gida mikrobiyolojisi ders notlar1”,
(2003).

Dave, R.I., Shah, N.P., “Viability of yogurt and probiotic bacteria in yogurts made
from commercial starter culture”, Int. Dairy Journal, 7: 31-41 (1997).

Del Re B., Busetto, A., Vignola G., Sgorbati B., Palenzona D.L., “Autoaggregation
and adhesion ability in a Bifidobacterium suis strain”, Lett. Appl. Microbiol., 27:
307-310 (1998).

Del Re, B., Sgorbati, B., Miglioli, M., Palenzona, D., “Adhesion, autoaggregation
and hydrophobicity of 13 strains of Bifidobacterium longum”, Lett. Appl. Microbiol.,
31; 438-442 (2000).

Demain, A. L., “Pharmaceutically active secondary metabolites of microorganisms” ,
Appl. Microbiol. Biotechnol., 52: 455-463 (1999).

Devriese, L.A., Ceyssens, K., Rodrigues, M.D., Collins, M.D., “Enterococcus
columbae, a species from pigeon intestines”, FEMS Microbiol. Lett., 71: 247-52
(1990).

De Vuyst, L., Foulquie” Moreno, M.R., Revets, H., “Screening for enterocins and
detection of hemolysin and vancomycin resistance in enterococci of different
origins”, Int. J. Food Microbiol., 84: 299-318 (2003).

Domig, K. J.,, Mayer, H. K. & Kneifel, W., “Methods used for the isolation,
enumeration, characterisation and identification of Enterococcus spp. 2. Phenoand
genotypic criteria”, International Journal of Food Microbiology, 88: 165-188
(2003).



91

Dovat, A.M., Reinbold, G.W., Hammond, E.G., Vedamuthu, E.R., “Lipolytic and
proteolytic activity of enterococci and lactic group streptococci isolated from young
cheddar cheese”, J. Milk and Food Technol., 33: 365-372 (1970).

Drago L., Gismondo M.R., Lombardi A., Haén C., Gozzini L., “Inhibition of in vitro
growth of enteropathogens by new Lactobacillus isolates of human intestinal origin”,
FEMS Microbiol. Lett., 153: 455-463, (1997).

Duboc, P., Mollet, B., “Applications of exopolysaccharides in the dairy industry”,
Int. Dairy J., 11: 759-768 (2001).

Dunne, C., Murphy, L., Flynn, S., O’Mahony, L., O’Halloran, S., Feeney, M.,
Morrissey, D., Thornton, G., Fitzgerald, G., Daly, C., Kiely, B., Quigley, E. M. M.,
O’Sullivan, G. C., Shanahan, F., Collins, J. K., “Probiotics: From myth to reality.
Demonstration of functionality in animal models of disease and in human clinical
trials”, Antonie van Leeuwenhoek, 76: 279- 292 (1999).

Durlu-Ozkaya, F., Xanthopoulos, V., Tunail, N., Litopoulou-Tzanetaki, E.,
“Technologically important properties of lactic acid bacteria isolates from Beyaz
cheese made from raw Ewes’ milk”, J. Appl. Microbiol., 91: 861-870 (2001).

Ekinci F.Y., Barefoot S.F., “Fed-batch enhancement of jenseniin G, a bacteriocin
produced by Propionibacterium thoenii (jensenii) P 126, Food Microbiol., 23: 325-
330 (2006).

El-Adaway, T. A., “Optimum production, stability, partial purification and inhibitory
spectrum of antimicrobial compounds produced by Pediococcus pentosaceus D17,
Nahrung/Food., 45: 118-124 (2001).

El Soda, M., “Selection of Enterococcus faecium strains for Egyptian cheesemaking”
Presentations: Enterococci in Foods: Functional and Safety Aspects, European
Commission Project FAIR-CT97-3078, 30-31 May 2002, Berlin, Germany (2002).

Erkkild, S., Petdjd, E., “Screening of commercial meat starter cultures at low pH and
in the presence of bile salts for potential probiotic use”, Meat Science, 55: 297-300
(2000).

FAO/WHO “Guidelines for the evaluation of probiotics in food. Food and
Agricultural Organization of the United Nations and World Health Organization”,
Working Group Report, (2002).

Faye T., Brede D.A., Langsrud T., Nes, I.F., Holo, H., “An antimicrobial peptide is
produced by extracellular processing of a protein from Propionibacterium jensenii”,
J. Bacteriol., 184: 3649-3656 (2002).



92

Fernandez, M.F., Boris, S., Barbés, C., “Probiotic properties of human lactobacilli
strains to be used in the gastrointestinal tract”, Jouarnal of Applied Mikrobiology,
94: 449-455 (2003).

Fisher, K., Phillips, C., “The ecology, epidemiology and virulence of Enterococcus”,
Microbiology, 155: 1749-1757 (2009).

Fortina, M.G., Ricci, G., Borgo, F., Manachini, P.L., Arends, K., Schiwon, K.,
Abajy, M.Y., Grohmann, E., “A survey on biotechnological potential ve safety of the
novel Enterococcus species of dairy origin, E. italicus”, Int. J. Food Microbiol.,
123: 204-211 (2008).

Fonden, R., Mogensen, G., Tanaka, R., Salminen, S., “Effect of culture-containing
dairy products on intestinal microflora, human nutrition and healt-current knowledge
and future perspectives”, Bulletin of the IDF, 352: 5-23 (2000).

Foulquie Moreno, M.R., Sarantinopoulos, P., Tsakalidou, E., De Vuyst, L., “The role
ve application of enterococci in food ve health”, Int. J. Food Microbiol., 106: 1-24
(2006).

Franz, C.M.A.P., Stiles, M.E., Schleifer, K.H., Holzaphel, W.H., “Enterococci in
Foods- A Coundrum for Food Safety”, Int. J. of Food Microbiol., 88: 105-122
(2003).

Franz, C.M.A.P., Holzaphel, W.H., Stiles, M.E., “Enterococci at the crossroad of
Food Safety”, Int. J. of Food Microbiol., 47: 1-24 (1999).

Franz, C.M.A.P., Specht, 1., Haberer, P., Holzapfel, W.H., “Bile salt activity of
enterococci isolated from food: screening and quantitative determination”, J. Food
Prot., 64: 725-729 (2001).

Fuller, R., “Probiotics in man ve animals”, Journal of Applied Bacteriology, 66:
365-378 (1989).

Gardiner, G.E., Ross, R.P., Wallace, J.M., Scanlan, F.P., Jagers, P.P., Fitzgerald,
G.F., Collins, J.K., Stanton, C., “Influence of a probiotic adjunt culture of
Enterococcus faecium on the quality of cheddar cheese”, J. Agric. Food Chem., 47:
4907-4916 (1999).

Garsse J., Herreilers M., Loveren H. Vos J., “Opperhuizen A., Immunomodulation
by probiotics: a literature survey”, RIVM report 340320001, Bilthoven, 6-33 (2003).

German, B., Schiffrin, E. J., Reniero, R., Mollet, B., Pfeifer, A., Neeser; J.R., “The
development of functional foods: lessons from the gut”, Tibtech December 17: 492-
499 (1999).



93

Gibson, G.R., Roberfroid, M., “Dietary modulation of the human colonic microbiota:
Introducing the concept of prebiotics”, J. Nutr., 125: 1401-1412 (1995).

Gibson, G., “Probiotics: a Growth Industry”, Dairy Ind. Int., 18-20 (2002).

Giraffa, G., Carminati, D., Neviani, E., “Enterococci isolated from dairy products: a
review of risks ve potential technological use”, J. Food Prot., 60: 732-738 (1997).

Giraffa, G., Olivari, A.M., Nevianie, E., “Isolation of Vancomycin-Resistant
Enterococcus faecium from Italian Cheeses”, Food Microbiol., 17: 671-677 (2000).

Giraffa, G., “Enterococci from Foods”, FEMS Microbiology Reviews., 26:163-171
(2002).

Giraffa, G., “Functionality of Enterococci in Dairy Products”, Int. J. of Food
Microbiol., 88: 215- 222 (2003).

Girsmondo, M. R., Dargo, L., Lombardi, A., “Review of probiotics avaliable to
modify gastrointestinal flora”, Int. J. Antimicro. Agents., 12: 287-292 (1999).

Gobbetti, M., Corsetti, A., Smacchi, E., Zocchetti, A., De Angelis, M., “Production
of Crescenza cheese by incorporation of Bifidobacteria”, J. Dairy Sci., 81: 37-47
(1998).

Godfree, A.F., Kay, D., Wyer, M.D., “Faecal Streptococci as indicators of faecal
contamination in water”, Soc. Appl. Bacteriol. Sym. Series, 26: 110-119 (1997).

Godward, G., Sultana, K., Kailasapathy, K., Peiris, P., Arumugaswamy, R.,
Reynolds, N., “The importance of strain selection on the viability and survival of
probiotic bacteria in dairy foods”, Milchwissenschaft, 55(8): 441-445 (2000).

Guarner, F., Schaafsma, G.J., “Probiotics”, Int J Food Microbiol 39: 237-238
(1998).

Guslandi, M., “Probiotics for Chronic Intestinal Disorders”, Am. J. Gastroentol., 98:
520-521 (2003).

Giirsoy, O., Kinik, O., “Peynir iiretiminde probiyotik bakterilerin kullanimu:
Probiyotik peynir”, Miih. Bilimleri Derg., 12: 105-116 (2006).

Halkman, K., Halkman, Z., “Kasar peyniri starter kiiltiir kombinasyonlar1 iizerinde
bir arastirma”, Gida, 16 (2) : 99-105 (1991).

Halkman, A.K., “Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalar1”, Anonymous, Basak
Matbaacilik Ltd. Sti., Ankara, 243-246 (2005).



94

Hagrass, A.E., Fayed, E.O., Aly, A.A,, el-Samragy, Y.A., “Growth characteristics of
enterococci isolated from Laban Rayeb”, Nahrung, 35: 209-213 (1991).

Hajikhani, R., “Tiirkiye ve Iran’da iiretilen beyaz peynirlerden izole edilen
Enterococcus bakterilerinin probiyotik Ozelliklerinin arastirilmasi”, Doktora Tezi,
Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 97-99-100 (2011).

Hirayama, K., Rafter, J., “The role of probiotic bacteria in cancer prevention”,
Microbes and Infections, 2(6): 681-686 (2000).

Hosono A., Lee J., Amentoni A., Natsume M., Hirayama M., Adachi T.,
Kaminogawa S., “Characterization of a water-slouble polysaccaharides fraction with
immunopotentiating activity from Bifidobacterium adolescentis”, Biosci. Biochem.,
61: 312-316 (1997).

Huang, Y., Adams, M. C., “In vitro assessment of the upper gastrointestinal tolerance
of potential probiotic dairy propionibacteria” , Int. J. Food Microbiol., 91: 253-260
(2004).

Hugas, M., Garria, M., Aymerich, M.T., “Functionality of Enterococci in Meat
Products”, Int. J. of Food Microbiol., 88: 223-233 (2003).

Hwanhlem, N., Watthanasakphuban, N., Riebroy, S., Benjakul, S., H-Kittikun, A.,
Maneerat, S., “Probiotic lactic acid bacteria from Kung-Som: isolation, screening,
inhibition of pathogenic bacteria”, Int. J. Food Sci. and Technol., 45: 594-601
(2010).

Ishibashi, N., Shimamura, S., “Bifidobacteria: Research and development in
Japan” , Food Technolohy, 46: 126-135 (1993).

Jacobsen, C.N., Rosenfeldt, N.V., Hayford, A.E., Hayford, A. E., Maoller, P. L.,
Michaelsen, K. F., Perregaard, A., Sandstrom, B., Tvede, M., Jakobsen M.,
“Screening of probiotic activities of forty-seven strains of Lactobacillus spp. by in
vitro techniques and evaluation of the colonization ability of five selected strains in
humans”, Appl. Environ. Microbiol., 65: 4949-4956 (1999).

Jan, G., Leverrier, P., Proudy, I., Roland, N., “Survival and beneficial effects of
propionibacteria in the human gut: in vivo and in vitro investigations” , Lait., 82:
131-144 (2002).

Kabir, A., Aiba, M.AY., Takagi, A., Kamiya, S., Mirwa, T., Koga, Y.,
“Perventation of Helicobacter pylori infection by lactobacilli in a gnatabiotic murine
model”, Gut, 41: 49-55 (1997).

Karahan Z.C., Guivener E., “Probiotics”, J. Infect. Dis. Clin.Microbiol., 4: 156-162,
(1999).


http://aem.asm.org/search?author1=A.+E.+Hayford&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=P.+L.+M%C3%B8ller&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=K.+F.+Michaelsen&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=K.+F.+Michaelsen&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=A.+P%C3%A6rregaard&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=B.+Sandstr%C3%B6m&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=M.+Tvede&sortspec=date&submit=Submit

95

Kaur, 1.P., Chopra, K., Saini, A., “Probiotic: potential pharmaceutical applications”,
Eurepean Journal of Pharmaceutical Science, 15: 1-9 (2002).

Kavas, G., Kinik, O., “Hayvan beslenmesi ve gida giivenligi agisindan enterokoklar”,
Tiirk Tarim, 152: 30-37 (2003).

Kilig, S., “Siit Endiistrisinde Laktik Asit Bakterileri”, Ege Uni. Ziraat Fak. Yay.,
542, Izmir (2001).

Klaenhammer,R.T., Kullen, J.M., “Selection ve design of properties” , Int. J. of
Food Microbiol, 50: 45-57 (1999).

Klare, I., Konstabel, C., Badstiibner ,D., Werner, G., Witte, W., “Occurrence and
spread of antibiotic resistances in Enterococcus faecium”, Int. J. Food Microbiol.,
88: 269- 290 (2003).

Klein, G., “Taxonomy, Ecology and Antibiotic Resistance of Enterococci from Food
and Gastro-Intestinal Tract”, Int. J. of Food Microbiol., 88:123-131 (2003).

Kocatiirk U., A¢itklamali Tip Terimleri Sézliigii, Ankara Universitesi Basimevi,
Ankara, Pp: 5, (1991).

Kognoff MF., “Immunology of the intestinal tract”, Gastroenterology, 105:
1275-1280 (1993).

Kos, B., Suskovi¢, J., Vukovi¢, S., Simpraga, M., Frece, J., Matosi¢, S., “Adhesion
ve aggregation ability of probiotic strain Lactobacillus acidophilus M92”, J. Appl.
Microbiol., 94: 981-987 (2003).

Kiihn, 1., Iversen, A., Mollby, R., “The Phene-Plate System for Studies of Diversity
of Enterococcal Populations From The Food Chain and The Enviroment”, Int. J.
Food Microbiol., 88: 189-196 (2003).

Leroy, F., Moreno M.R.F., De Vuyst, L., “Enterococcus faecium RZS C5, an
interesting bacteriosin producer to be used as a co-culture in food fermantation”, Int.
J. Food Microbiol., 88: 235- 240 (2003).

Lewenstein, A., Frigerio, G., Moroni, M., “Biological properties of SF 68, a new
approach for the treatment of diarrhoeal diseases”, Curr. Therapeutic Res., 26: 967-
981 (1979).

Lopez-Diaz, T.M., Santos, J.A., Gonzales, C.J., Moreno, B., Garcia, M.L.,
“Bacteriological quality of a traditional Spanish blue cheese”, Milchwissenschaft
50 (9): 503-505 (1995).



96

Lund, B., Adamson, I., Edlund, C., “Gastrointestinal transit survival of an
Enterococcus faecium probiotic starin administered with or without vancomycin”,
Int. J. Food Microbiol, 77: 109-115 (2002).

Mainville, I., Arcand, Y., Farnworth, E., “A dynamic model that stimulates the upper
gastro-intestinal tract for the study of probiotics”, Int. J. Food Microbiol., 99: 287-
296 (2005).

Man, J.C., Ragosa, M., Sharpe, M.E., “A medium for the cultivation of Lactobacilli”,
J. Appl. Bact., 23: 130-138 (1960).

Marekova, M., Laukova, A., Devuyst, L., Skaugen, M., Nes, LF., “Partial
Characterization of Bacteriocins Produced by Enviromental Strain Enterococcus
faecium EK13”, J. Appl. Microbiol., 94: 523-530 (2003).

Marteu, PR., Cellier. CJ., “Protection from gastrointestinal diseases with the use of
probiotics”, Am. J. Clin. Nutr., 73: 430-436 (2001).

Masco, L., Crockaert, C., Hoorde, V.K., Swings, J., Huys, G., “In vitro assessment of
the gastrointestinal transit tolerance of taxonomic reference strains from human
origin and probiotic product isolates of Bifidobacterium”, J.of Dairy Sci., 90: 3572-
3578 (2007).

Mastromarino, P., Brigidi, P., Macchia, S., Maggi, L., Pirovano, F., Trinchieri, V.,
Conte, U., Matteuzzi, D., “Characterization and selaction of vaginal Lactobacillus
strains for the preparation of vaginal tablets”, J. Appl. Microbiol., 93: 884-893
(2002).

Mathieu F., Sudirman 1., Rekhif N., “Mesenterocin 52, a bacteriocin
produced by Leuconostoc Mesenteroides Ssp. Mesenteroides Fr 527, J. Appl.
Bacteriol., 74: 372- 379 (1993).

Minelli, E.B., Benini, A., Marzotto, M., Sharbati, A., Ruzzenente, O., Ferrario, R.,
Hendriks, H., Dellaglio, F., “Assessment of novel probiotic Lactobacillus casei
strains for the production of functional dairy foods”, Int. Dairy J., 14: 723-736
(2004).

Mishra, V., Prasad, D.N., “Application of in vitro methods for selection of
Lactobacillus casei strains as potential probiotics”, Int. J. Food Microbiol., 103:
109-115 (2005).

Moreno, M.R., Leisner, J.J., Tee, L.K,, Ley, C., Radu, S., Rusul, G., Vancanneyt, M.,
De Vuyst, L., “Microbial analysis of Malaysian tempeh, and characterization of two
bacteriocins produced by isolates of Enterococcus faecium”, J. Appl. Microbiol., 92:
147-157 (2002).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958694604000202

97

Nikolic, M., Terzic-Vidojevic, A., Jovcic, B., Begovic, J., Golic, N., Topisirovic, L.,
“Characterization of lactic acid bacteria isolated from Bukuljac, a homemade goat's
milk cheese”, Int. J. Food Microbiol., 122: 162-170 (2008).

Nunez, M., Rodriguez, J.L., Garcia, E., Gaya, P., Medina, M., “Inhibition of Listeria
monocytogenes by enterocin 4 during the manufacture and ripening of Manchego
cheese”, J. Appl. Microbiol., 83: 671-677 (1997).

Ocana, V. S., Pesce, A.A., Holgado, P.R., Nader-Macias, M.E., “Characterization of
bacteriosin-like substances produced by a vaginal Lactobacillus salivarius strain”,
Appl. Environ. Microbiol., 65: 5631-5635 (1999).

Ogier, J.C., Serror, P., “Safety assessment of dairy microorganisms: The
Enterococcus genus”, Int. J. of Food Microbiol., 126: 291-301 (2008).

Ouwehand, A.C., Kirjavainen, P.V., Shortt, C., “Probiotics: mechanisms and
established effects”, Int. Dairy J., 9: 43-52 (1999).

Ouwehand, A.C., Tuomola, E.M., Tolkko, S., Salminen, S., “Assessment of adhesion
properties of novel probiotic strains to human intestinal mucus”, International
Journal of Food Microbiology, 64: 119-126 (2001).

Ozer, D., Akin, M.S., “Probiyotik fermente siit iirlinleri ve probiyotikler”, VI. Siit ve
Siit Uriinleri Senpozyumu(Siit Mikrobiyolojisi ve katki maddeler) , 273-278 (2000).

Parvez S., Malik K.A., Ah Kang S., Kim H.Y., “Probiotics and their fermented food
prudycts are beneficial for health”, J.Appl. Microbiol., 100 : 1171-1185 (2006).

Pelto, L., Salminen, S.J., Isolauri, E., “Lactobacillus GG modulates milk induced
immune inflammatory response in milk-hypersensetive adults”, Nutr. Doday. Suppl.
31: 454-455 (1996).

Rea, M.C., Cogan, T.M., “Citrate and pyruvate metabolism in enterococci.
Presentations: Enterococci in Foods: Functional and Safety Aspects”, European
Commission Project FAIR-CT97-3078, 30-31 May , Berlin, Germany, (2002).

Rea, M.C., Cogan, T.M., “Glucose prevents citrate metabolism by enterococci”, Int.
J. Food Microbiol., 88:201-206 (2003).

Reid G., McGroarty J.A., Angotti A., Cook R.L., “Lactobacillus inhibitor production
against Esherichia coli and coaggregation ability with uropathogens”, Can. J.
Microbiol., 34: 344-351 (1988).

Reid G., Jass J., Sebulsky MT., Mc Cormick JK., “Potential uses of
probiotics Reid in clinical practice”, Clinic Microbiol. Rev., 16 : 658-672
(2003).



98

Rinkinen, M., Jalava, K., Westermarck, E., Salminen, S., Ouwehand, A.C.,
“Interaction between probiotic lactic acid bacteria and canine enteric pathogens: a
risk factor for intestinal Enterococcus faecium colonization?”, Vet Microbiol., 92:
111-119 (2002).

Rinkinen, M., Jalava, K., Westermarck, E., Salminen, S., Ouwehve, A.C.,
“Interaction between probiotic lactic acid bacteria ve canine enteric pathogens: a risk
factor for intestinal Enterococcus faecium colonization?”, Vet. Microbiol., 92 : 111-
119 (2003).

Roos , N. M., Katan, M.B., “Effects of probiotic bacteria on diarrhea, lipid
metabolism , and carcinogenesis:a review of papers published between 1988 and
19987, Am. J. Clin . Nutr., 71: 405-11 (2000).

Rosenberg, M., Gutnick, D., Rosenberg, E., “Adherence of bacteria to hydrocarbons:
a simple method for measuring cell-surface hydrophobicity”, FEMS Microbiol.
Lett., 9: 29-33 (1980).

Ross, P.R., Morgan, S., Hill, C., “Preservation and Fermentation: Past, Present and
Future”, Int. J. of Food Microbiol., 79: 3-16 (2002).

Rossi, E. A., Vendramini, R. C., Carlos, I. Z., Pei, Y. C., DeValdez, G. F.,
“Development of a novel fermented soymilk product with potential probiotic
properties”, Eur. Food. Res. Technol., 209: 305-307 (1999).

Ruas-Madiedo P., De los R.G., ‘“Methods for the screening, isolation, and
characterization of exopolysaccharides produced by lactic acid bacteria’’, J. Dairy
Sci., 88: 843-856 (2005).

Saaevedra, L., Taranto, M.P., Sesma, F., Valdez, G.F., “Hommade Traditional
Cheeses for The Isolation of Probiotic Enterecoccus faecium Strains”, Int. J. Food
Microbiol., 88 : 241-245 (2003).

Saarela M., Mogensen G., Fonden R., Matto J., Mattila-Saldholm T., “Probiotic
bacteria: safety, functional and technological properties”, J. Biotechnol., 84: 197-
215 (2000).

Saglam, O. F., “Tiirk Gida Mevzuat1”, Semih Ofset, Ankara (2000).

Salminen, S., Bouley, C., Boutron-Ruault, M.C., Cummings, J. H., Franck, A.,
Gibson, G.R., Isolauri, E., Moreau, M.C., Roberfroid, M., Rowlve, I., “Functional
Food Science ve Gastrointestinal Physiology ve Function”, British Journal of
Nutrition, 80 : 147-171 (1998).

Salminen, S., Ouwehve, A. C., Isolauri, E., “Probiotics: an overview of beneficial
effects”, Anton Leeuw., 82 : 279-289 (2002).



99

Sarantinopoulos, P., Verighetto, C., Georgalaki, M.D., Rea, M.C., Lombardi, A.,
Coga, T.M., Kalantzopoulos G., Tsakalidou, E., “Biochemical properties of

Enterococci relevant to their technological performance”, Int. Dairy J., 11: 621-647
(2001a).

Sarantinopoulos, P., Kalantzopoulos,G., Tsakalidou, E., “Citrate metabolism by
Enterococcus faecalis FAIR-E 2297, Appl. Environ. Microbiol., 67: 5482-5487
(2001b).

Sarantinopoulus, P., Leroy, F., Leantopoulou, E., Georgalaki M.D., Kalantzopoulos,
G., Tsakalidou, E., Vuyst, L.D., “Bacteriocin Production by Enterecoccus faecium
FAIR-E 198 in View of Its Application as Adjunct Starter in Greek Feta Cheese
Making”, Int. J. of Food Microbiol., 72 : 125-136 (2001c).

Sarantinopoulos, P., Kalantzopoulos, G., Tsakalidou, E., “Effect of Enterococcus
faecium on microbiological, physiocochemical ve sensory characteristics of Greek
Feta cheese”, Int. J. Food Microbiol., 76: 93-105 (2002).

Saxelin, M., Tynkkynen, S., Mattila-Sandholm, T., de Vos, W., “Probiotic and other
functional microbes: from markets to mechanisms”, Curr. Opin. Biotechnol., 16: 1-8
(2005).

Schachtsiek M., Hammes W.P., Hertel C., “Characterization of Lactobacillus
coryniformis DSM 200017 surface protein Cpf Mediating coaggregation with ve
aggregation among pathogens”, Appl. Environ. Microbiol., 70 : 7078-7085 (2004).

Schleifer, K.H., Klipper-Balz, R., “Transfer of Streptococcus faecalis ve
Streptococcus faecium to the genus Enterococcus nom. rev. as Enterococcus faecalis
comb. nov. ve Enterococcus faecium comb. nov.”, Int. J. Syst. Bacteriol., 34: 31-40
(1984).

Schrezenmeir, J. and de Vrese, M., “Probiotics, prebiotics and synbiotics:
Approaching a definiton”, American Journal of Clinical Nutrition, 73 : 361-364
(2001).

Settanni, L., Moschetti, G., “Non-starter lactic acid bacteria used to improve cheese
quality and provide health benefits”, Food Microbiology, 27: 691-697 (2010).

Shah, N.P., Jelen, P., “Survival of lactic acid bacteria and their lactases under acidic
conditions”, J. Food Sci., 55: 506-509 (1990).

Shah. N.P., “Lactobacillus acidophilus and lactose intolerance: A review”, ASEAN
Food J., 9: 47-54 (1994).

Shah, N., “Functional foods from probiotics and prebiotics’’, Food Technology,
55: 46-53 (2001).



100

Shihata, A., Shah, N.P., “Proteolytic profiles of yogurt and probiotic bacteria”, Int.
Dairy Journal, 10: 401-408 (2000).

Sillanpaa, J., “Tissue—adherence in lactic acid bacteria identification ve
characterization of the collagen- binding S-layer protein of Lactobacillus crispatus”,
Academic Disseration in General Microbiology, 1-57 (2001).

Somkuti, G.A., Babel, F.J., “Hydrolytic breakdown of casein by a proteinase of
Streptococcus faecalis var. liquefaciens”, J. Dairy Sci., 52 : 1186-1191 (1969).

Stanton, C., Gardiner, G., Lynch, P.B., Collins, J.K., Fitzgerald, G., Ross, R.P.,
“Probiotic Cheese”, Int. Dairy Journal., 8 : 491-496 (1998).

Strompfova, V., Laukova, A., Ouwehve, A. C., “Selection of enterococci for
potential canine probiotic additives”, Veterinary Microbiol., 100: 107-114 (2004).

Succi, M., Tremonte, P., Reale, A., Sorrentino, E., Grazia, L., Pacifino, F., Coppola,
R., “Bile salt and acid tolerance of Lactobacillus rhamnosus strains isolates from
Parmigiano Reggiano cheese”, Fems Microbiol. Lett., 244: 129-137 (2005).

Sullivan A., Nord C.E., “The place of probiotics in human intestinal infections”, Int.
J. Antimicrob. Ag., 20, 313, (2002).

Svec, P., Vancanneyt, M., Sedlacek, I., Naser, S.M., Snauwaert, C., Lefebvre, K.,
Hoste, B., Swings, J., “Enterococcus silesiacus sp. nov. ve Enterococcus termitis sp.
nov., Int. J. Syst. Evolution. Microbiol., 56 : 577-581 (2006).

Sveers, M., “Probiotics”, Food Technology, 53: 67-77 (1999).
Simsek, O., Con, A.H., “Laktik asit bakterilerinde ekzopolisakkarit iiretimi ve
ekzopolisakkaritlerin siit triinlerindeki fonksiyonlar1”, Siit Endiistrisinde Yeni

Egilimler Sempozyumu, Izmir, 87-94 (2003).

Tagg, J.R., Dajani, A.S., Wannamaker, L.W., “Bacteriosins of Gram-positive
bacteria”, Bacteriol. Rev., 40 : 722-756 (1976).

Tanaka, H., Doesburg, K., Wasaki, T., Mierau, I., “Screening of lactic acid bacteria
for bile salt hydrolase activity”, J. Dairy Sci., 82 : 2530-2535 (1999).

Tannock, G.W., “Microbial interference in the gastrointestinal tract”, Asean J. Clin.
Sci., 2: 2-34 (1981).

Tekinsen, O.C., Atasever, M., “Siit iiriinlerinde starter kiiltir”, Selcuk Uni.
Veterinerlik Fak., no:150, Konya (1994).



101

Tsaikalidou, E., Monolopoulou, E., Kabaraki, E., Zoidou, E., Pot, B., Kersters, K.,
Kalantzopoulos, G., “The combined use of whole cell protein extracts for the
identification and enzyme activity screening of lactic acid bacteria isolated from
traditional Greek dairy products”, Sys. Appl. Microbiol., 84: 444-458 (1994).

Vael, C., Goossens, H., “Enterococci as probiotics: Chances and challenges”.
Presentations: Enterococci in Foods: Functional and Safety Aspects, European
Commission Project FAIR-CT97-3078, 30-31 May 2002, Berlin, Germany (2002).

Valenzuela, A.S., Benomar, N., Abriouel, H., Cafiamero, M.M., Gaélvez, A.,
“Isolation and identification of Enterococcus faecium from seafoods: Antimicrobial
resistance and production of bacteriocin-like substances”, Food Microbiol., 27: 955-
961 (2010).

Vancanneyt, M., Lombardi, A., Andrighetto, C., Knijff, E., Torriani, S., Bjorkroth,
K.J., Franz, C.M.A.P., Moreno, M.R.F., Revets, H., Vuyst, L.D., Swings, J.,
Kersters, K., Dellaglio, F., Holzopfel, W.H., “Intraspecies Genomic Groups in
Enterococcus faecium and Their Correlation with Origin and Pathogenicity”, Appl.
Environ. Microbiol., 68 : 1381-1391 (2002).

Vandevoorde, L., Christiaens, H. and Verstraete, W., “Prevalence of
coaggregationreactions among chicken lactobacilli’, Journal of Applied
Bacteriology, 72 : 214-219 (1992).

Vasiljevic, T., Shah, N.P., “Probiotics from Metchnikoff to bioactives”, Int. Dairy J.,
18 :714-718 (2008).

Vernazza, C. L., Gibson, G. R., Rastal, R. A., “In vitro fermantation of chitosan
derivaties by mixed cultures of human fecal bacteri”, Carbohyd. Polym., 60: 539-545
(2005).

Vuyst, L.D., Moreno, M.R., Revets, H., “Screening for enterocins and detection of
hemolysin and vancomycin resistance in enterococci of different origins”, Int. J. of
Food Microbiol., 84: 299-318 (2002).

Walker, D.K., Gilliland, S.E., “Relationships among bile tolerance, bile salt
deconjugation, and assimilation of cholesterol by Lactobacillus acidophilus”, J.
Dairy Sci., 76: 956 (1993).

Welman, D.A., Maddox, 1S., “Exopolysaccarides from lactic acid bacteria:
perspectives and challenges”, Trends in Biotechnol., 21: 269-274 (2003).

Wendakoon N., Ozimek L., “Inhibitionof H. pylori growtht by Lactobacillus casei in
fermented milk”, Milchwissenschatft., 57 : 506-508 (2002).



102

Wessels, D., Jooste, P.J., Mostert, J.F., “Technologically important characteristics of
Enterococcus isolates from milk and dairy products”, Int. J. Food Microbiol., 10 (3-
4) : 349-352 (1990).

Wijaya, A., “Investigation into the influence of a bacteriocin-producing
Enterococcus strain on the intestinal microflora”, Ph.D Thesis, University of
Karlsruhe, Fakultiit fiir Chemie und Biowissenschaften, Germany, (2003).

Wood, B.J.B. and Holzapfel, W.H., “The Genera of Lactic Acid Bacteria (The Lactic
Acid Bacteria Volume: 2)”, Blackie Academic and Professional, an imprint of
Chapman&Hall, Wester Cleddens Road, Bishopbriggs, Glasgow G64 2NZ, UK,
398p (1995).

Yildirim Z., Yildinnm M., “Probiyotik 6zellik gosteren Bifidobakteriler”, VI. Siit ve
Siit Uriinleri Sempozyumu (Siit Mikrobiyolojisi ve Katki Maddeleri), Tekirdag,
266-271 (2000).

Yilsay, T.O., Kurdal, E., “Probiyotik siit iiriinlerinin beslenme ve saglik iizerinde
etkisi>, VI Siit ve Siit Uriinleri Senpozyumu(Siit Mikrobiyolojisi ve katki
maddeler) 279-286 (2000).

Yoon, M.Y., Kim, Y.J., Hwang, H.J., “Properties and safety aspects of Enterococcus
faecium strains isolated from Chungkukjang, a fermented soy product”, LWT, 41:
925-933 (2008).

Yiicesan, S., “Probiyotikler ve saglik iizerine etkileri”, Tiirk Diyetisyenler Dernegi
Biilteni, Say1: 2, 1-13 (2002).

Zarate G., Pérez Chaia A., Gonzalez S., Oliver G., “Viability ve B-galactosidase
activity of dairy propionibacteria subjected to digestion by artificial gastric ve
intestinal fluids”, J. Food Protect., 63 : 1214-1221 (2000).

Zarate G., Chaia A.P., Oliver G., “Some Characteristics of Practical Relevance of the
B-Galactosidase from Potential Probiotic Strains of Propionibacterium
acidipropionici ”, Anaerobe., 8 : 259-267 (2002).

Zarate G., Morata De Ambrosini V. L., Chala A.P., Gonzalez N.S., “Some factors
affecting the adherence of Propionibacterium acidipropionici CRL 1198 to intestinal
epithelial cells”, Can. J. Microbiol., 48 : 449-457 (2002a).

Zavaglia A.G., Kociubinski G., Pérez P., Disalvo E., Antoni G.D., “Effect of bile on
the lipid composition and surface properties of bifidobacteria”, J. Appl. Microbiol.,
93 : 794-799 (2002).



Kisisel Bilgiler

Soyadi, adi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

e-mail

Egitim

Derece

Lisans

Lise

Yabanc Dil

Ingilizce

OZGECMIS

: DISCIOGLU, Giilgiin

: T.C.

: 24.01.1988/ANKARA

: Bekar

: 05327447119

: gulgun_06@hotmail.com

Egitim Birimi Mezuniyet tarihi
Kirikkale Universitesi /Biyoloji 2009
Ozel Bilim Lisesi 2005

103



