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Bu c¢alismada 10 adet gida kaynakli (Enterococcus durans 51, Ent. faecalis 79, Ent. faecium 03,
Lactococcus lactis subsp.Lactis 35, Lac. lactis subsp.Lactis 99, Lac. lactis subsp.Lactis 33, Lac. lactis
subsp.Lactis 102, Pediococcus acidilactici DT9, Ped. pentosaceus P19, Ped. pentosaceus C24) laktik asit
bakterilerinin bazi probiyotik dzellikleri aragtirilmistir. Bakterilerin (ekzopolisakkarit (EPS) iiretimleri,
farkli besiyerlerinde yiizde asit iiretimleri, antibiyotiklere karsi duyarliliklari, antimikrobiyal aktivite,
agregasyon (otoagregasyon ve koagregasyon) yetenekleri, farkli pH ve safra konsantrasyonlarina kars
toleranshiliklar1 belirlenmistir). Elde edilen arastirma bulgular1 Istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Suslarin, EPS tiretim miktarlar1 fenol siilfiirik asit metodu ile spektrofotometrik olarak tespit edilmistir.
Suglarin EPS {iretim miktarlar1 127,30-245,00 mg/l arasinda degisiklik gostermistir. Kiiltiirlerin yiizde
asit iretim miktarlart TGE ve Skim Milk besiortamlarinda titrasyon yontemi ile belirlenmistir. Suslarin
TGE besiortaminda %1.05-1.34, Skim Milk besiortaminda %0.99-1.42 oranlarinda asit tretikleri
bulunmustur. LAB suslarinin  (Gentamisin (CN), Nitrofurantoin (F), Penisilin (P), Polimiksin
(PB),Ofloksasin (OFX)) antibiyotiklere karsi duyarliliklari arastirilmis ve elde edilen sonuglar CLSI
standardina gore degerlendirilimistir. Tiim suslarin Ofloksasin ve Polimiksin antibiyotiklerine karsi
direngli olduklar1 belirlenmistir. Suslarin diger antibiyotiklere karst duyarliliklar1 farklilik gostermitir.
LAB suslarmin baz1 patojen (E. coli ATCC 11229, E. coli 0157:H7, B. Cereus RSKK 863, S. enteritidis
ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923 ve L. Monocytogenes ATCC 7644) suslari iizerinde antimikrobiyal
aktiviteleri disk diflizyon yoOnetmi ile arastirilmis, suslarin antimikrobiyal etkinliklerinin susa gore
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. LAB suglarinin otoagregasyon yetenekleri spektrofotometrik
yontemle arastirilmig ve otoagregasyon oranlarinin (%23,0-%34,0) arasinda bulunmustur. LAB suslarinin
E. coli ATCC 11229 ile koagregasyonlari spektrofotometrik yontemle g¢alisilmis ve koagregasyon
oranlarmin (%1,92-%27,3) arasinda bulunmustur.LAB suslarimin farkli (pH, 2,3,4,5) degerlerinde ylizde
canliliklart spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Suslarin, bu farkli pH degerlerinde %canliliklar1 sirast
ile; (%0,05-%3,81) (%1,88-%13,42), (%21,87-%89,49) ve (%91,16-%98,94) arasinda bulunmustur. LAB
suglarmn ( %0,06, %0.15 ve %0.30) safra konsantrasyonunda %canliliklar1 sirasiile,(%92,03 - %99), (15,
%78,36 - %90,53) ve (%67,52 - %74,65) arasinda bulunmustur.

Ocak 2015, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: LAB bakteriler,EPS iiretimi, asit {iretimi, antibiyotik duyarlik, antimikrobiyal
aktivite, asit ve safra direngliligi, otoagregasyon, koagregasyon.
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STUDING OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF ENTEROCOCCUS LACTOCOCCUS AND
PEDIOCOCCUS BACTERIA.

Maimaiti AKEPAER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU
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In this study, 10 food borne LAB bacteria (Enterococcus durans 51, Ent. faecalis 79, Ent. faecium 03,
Lactococcus lactis subsp.Lactis 35, Lac. lactis subsp.Lactis 99, Lac. lactis subsp.Lactis 33, Lac. lactis
subsp.Lactis 102, Pediococcus acidilactici DT9, Ped. pentosaceus P19, Ped. pentosaceus C24) were
screened for their some probiotic properties (exopolysaccharide (EPS) production, acid production in
different medium, sensitivity to antibiotics, antimicrobial activity, aggregation, resistance to acid and bile
tolerance). The research findings were evaluated statistically. Spectrophotometricaly, phenol sulfuric acid
method were used to determine EPS production by the strains. The EPS production by the strains were
ranged between (127,30-245,00) mg/L. The amount of total acid production by the strains in TGE and
Skim Milk medium were ranged between (%1.05-1.34) and (%0.99-1.42), repectively. Disc diffusion
method has been used to determine the sensitivity of the strains to (Gentamisin (CN), Nitrofurantoin (F),
Penisilin (P), Polimiksin (PB), Ofloksasin (OFX) antibiotics. All the strains were were determined to be
resistant to Ofloksasin and Polimiksin antibiotics. Also, stanins showed differences susceptibility to other
antibiotics. Disc Diffusion method were used for studing antimicrobial activity of LAB strains over the
pathogenic bacteria LAB suslarinin bazi patojen (E. coli ATCC 11229, E. coli 0157:H7, B. Cereus
RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923 ve L. Monocytogenes ATCC 7644). It
was determined that the antimicrobial activity of the strains were varied and depending on the strain. The
spectrophotometric method were used for estimation of autoaggregation and coagregation of the stranis.
The otoagregasyon of the strains were ranged between (%23,0-%34,0). Strains were coaggregated with E.
coli ATCC 11229 by (%1,92-%27,3). LAB strains were grown in different pH values (2,3,4,5) and the
percentage ot total living cells were estimated by spectrophotometric method. The percentage of living
cells were (%0,05-%3,81), (%1,88-%13,42), (%21,87-%89,49) and (%91,16-%98,94), respectively.
Tolerances and the percentage living cells of the strains in different ( %0,06, %0.15, %0.30) bile salt
concentration were estimated as (%92,03 - %99), (15, %78,36 - %90,53) and (%67,52 - %74,65),
respectively.
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SIMGELER DiZIiNi

°C Santigrat derece
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1. GIRIS

Probiyotik insan ve hayvanlar i¢in olumlu etkileri olan mikroorganizmalardir. Bu
mikroorganizmalar intestinal mikrobiyal dengeyi katki sagliyarak, sagligi korumada
onemli rolleri vardir. Probiyotik mikroorganizmalar ¢ogunlukla laktik asit bakteri
(LAB) tiirlerinden olusur. Ancak Bacillus ve bazi maya suslar1 da uygun adaylar olarak
tespit edilmistir. Probiotikler zararli mikroorganizmalara karst organizmanin
korunmasinda énemli bir rol oynayabilir ve ayn1 zamanda konagin bagisiklik sistemini

giiclendirirler (Gueimonde 2006).

Lactococcus lactis laktik asit bakterisi olup, karbohidratlar1 laktik aside doniistiirtir.
Bakteri hayvanlarin deri ve tiiylerinde, gastrointestinal sistemde ve bitkilerde bulunur.
Bakteri siit endiistiirisinde peynir liretiminde starter olarak kullanilimaktadir. Ayrica,
bakteri bira, sarap ve tursu iiretimnde de kullanilmaktadir. Lactococcus lactis ssp. Lactis
bakteri Lactococcus lactis’in bir alt tiirii olup, yumsak peynir liretiminde kullanilir.
Lactococcus lactis kok veya oval seklinde olup, besi yerlerinde g¢iftler ya da kisa
zincirler halinde bulunurlar (Chung 1999).

Pediococcus bakteriler kok seklinde olup ikili diizlemde tetrat seklinde
boliinmektedirler. Karbonhidrat fermentasyonu sonucunda sadece laktik asit
rettiginden homofermantatiftir Pediococcus cinsi bakteriler 8 tiir igermektedir
(Pediococcus acidilactici; Pediococcus pentosaceus, Pediococcus damnosus ve
Pediococcus parvulusla, Pediococcus cerevisia, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, Pediococcus damnosus (Del 2000). Pediokoklar dogal olarak mandira
iirlinlerine, etlerde, taze sebze, bira ve sarap gibi fermente {iriinlerde bulunmaktadir.
Bunlar dogal olarak sebze ve etlerin fermentasyonlarinin kontroliiyle iliskili olup,

peynirin olugmasinda ikinci flora gibidir (Del 1998).

Enterococcus cinsi bakteriler her yerde bulunabilme 6zelligine sahiptirler. Bu bakteriler
insan ve hayvan bagirsaklarinda normal floranin bir parcasidirlar ve memelilerin
gastrointestinal yolundaki bakterilerin biiyiik bir kismini olustururlar (Hugas vd. 2003).

Yiiksek sicakliga toleranslart ve kotii cevresel kosullarda iireyebilmeleri nedeniyle



cesitli ortamlarda kolonize olabilirler. Bu mikroorganizmalara digki, toprak, ylizey
sular1 ve bitki materyallerinin yani1 sira et ve siit {irlinleri gibi hayvansal gidalarda
oldukca sik rastlanir (Giraffa 2003). Enterococcus cinsi bakteriler gesitli ¢evresel
ortamlara olan toleransi, sicaklik direnci ve 1sil islem gormiis gidalarda mikrobiyal
populasyonlar1 baskilamalar1 nedeniyle fekal kontaminasyonun belirlenmesi ve
gidalarda hijyen ve sanitasyonun kontrolii amaci ile indikatdr mikroorganizmalar olarak
kullanilmaktadir (Giraffa 2003) Enterococcus cinsi iginde probiyotik 6zellik gosteren
iki tir Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis olarak bildirilmistir
(Sarantinopoulos vd. 2001). Enterococcus faecium’un insanlarda probiyotik etkisi ise
kolesteroliin sindirim sisteminden kana absorbsiyonunun azaltilmasi seklindedir
(Saaevedra vd. 2003). Enterococcus cinsi bakteriler 6zellikle siit ve et tiriinlerinin dogal
floralarinin bir pargasi olmalar1 nedeniyle, bu iiriinlerin fermantasyonunda dogal starter
kiiltiirler arasinda yer almaktadir (Saaevedra vd. 2003). Bu bakteriler gesitli geleneksel

fermente iriinlerin tretiminde faydali rol oynayabilirler (Franz vd. 2003).

Probiyotik bakterilerin se¢iminde bazi 6zel kriterlerden yararlanilmaktadir Bu kriterler:
Giivenilir ve stabil olmalidir, EPS iiretebilmeli, Diisilk pH ve safra tuzlara karsi
dayanikli olmalidir. Mide ve bagirsak kanalidan gecisleri sirasinda canl
kalabilmelidirler, Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmalidir, Patojen
bakterilere kars1 antagonistik etkileri olmalidir, Patojenik olmamali ve toksik madde
tiretmemeli ve diger faktorler (Huang 2004). Bu esas dogrultusunda planlanan yiiksek
lisans tez ¢alismasinda: Lactococcus, Pediococcus ve Enterococcus cinslerine dahil

bakterilerin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Probiyotikler

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait ozellikleri gelistiren,
tilketimleri sonucunda agizda, sindirim sisteminde, iist solunum yollarinda ya da
tirogenital kanallarda yararl etkileri ile konak¢inin sagligin1 koruyan, buralarda olusan
enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karistk mikroorganizma
kiiltiirleridir (Darilmaz vd. 2012). “Probiyotik™ terimi ilk olarak 1954 yilinda Ferdinand
Vergin tarafindan antibiyotik ve flora iizerindeki diger antimikrobiyal maddelerin
patojen olmayan bakterilerin yararli “Probiotika” etkileriyle iliskisinin anlatildigi “Anti-
und Probiotika” isimli makalede kullanilmistir (Corthier 2004). 1965 yilinda, Lilly ve
Stillwell arastiricilar tarafindan, diger mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen
maddeleri tanimlamak i¢in de kullanilmigtir (Mercenier 2002). En ¢ok kabul goren
tanimlar1 Roy Fuller tarafindan 1989 yilinda “tiikketici sagligina bireylerin intestinal
mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal gida
katkilaridir” seklinde yapilmistir (Fuller 1989). Bu tanim 1998 yilinda Salminen et al.
(1998) tarafindan “insan ve hayvanlarin sagligini gelistirmek i¢in tasarlanan gida, yem
ya da Dbesinsel katkilardaki canli  mikrobiyal preparasyonlar”  olarak
degistirilmistir.Probiyotiklerin ¢ogunlugu patojen olmayan mikroorganizmalardir ve
Laktobasiller, Bifidobakteriler ve Enterokoklar gibi insan sindirim sisteminde dogal
olarak bulunmaktadirlar (Guslandi 2003).

Fermente gidalarin metabolizma iizerindeki faydali etkileri ilk defa 20. yiizyillin
baglarinda Nobel 6diil sahibi; Rus Bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan One
stiriilmiistiir. Metchnikoff Bulgar ciftcilerin fermente siit Giriinleri tiiketimi sonucu daha
saglikli ve uzun Omiirlii olduklarini, bunun nedeninin ise bu iirlinlerde bulunan gubuk
seklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu yonde
etkilemesi ve toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu belirtmistir. Fermente
rtinler lzerinde yapilan c¢alismalarin baslangici ¢ok eskilere dayanmakla birlikte,
probiyotikler konusunda yapilan ¢aligmalar ancak son 10-15 yilda hiz kazanmigtir

(Sanders 1999). Geleneksel olarak probiyotikler yogurtla birlestirilmistir ama son



yillarda siit, eksimis siit, dondurma, peynir ve peynirden elde edilen iirlinler ve siit
iirtinlerinin yan1 sira mayonez, et, sosis, salam, meyve sular1 ve yulafli {irlinler gibi bir
cok gida maddesi probiyotik tasiyicisi olarak test edilmistir (Ong 2007). Probiyotik
igeren fonksiyonel siit iiriinlerinin tiiketimi bati Avrupa, Amerika ve Japonya’da 2005
yilindan itibaren %12 degerinde artig gdstermistir. Japonya’daki probiyotik tirlinlerin
popiilerliginden dolayr marketlerde 53 farkli cesitte probiyotik iceren iiriin
bulunmaktadir (Zenith 2007).

Probiyotikler esas olarak laktik asit bakterileridir. Yogurt yapiminda kullanilan
mikroorganizmalar (Laktobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus) disinda
tim laktik asit bakterileri bagirsak florasi elemanlaridir. Probiyotik olarak en siklikla
kullanilan mikroorganizmalar laktik asit bakterileri (Lactobacillus spp, Streptococcus
spp, Enterococcus spp, Leuconostoc spp, Pediococcus spp, Bifidobacterium spp.) ve
Saccharomyces boulardii’dir. S.boulardii,ilk kez Dr. Boulard tarafindan uzakdoguda
yetisen tropikal bir meyvenin kabugundan izole edilen bir maya mantaridir (Reid vd.

2003).

2.1.1 Probiyotik olarak kullamilan mikroorganizmalar

Farkli cinslere ait bir ¢ok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmakla beraber
ozellikle Laktobasiller ve Bifidobakteriler probiyotik olarak kullanilan bakterilerin
baginda gelmektedir (Fontana vd. 2013). Patojen ve toksik olmayan bu
mikroorganizmalar depolama sirasinda iiriinde canliligini korudugu ve tiikketim sonrasi
insanlarin metabolizmasinda yer aldig1 6lgiide yarari artmaktadir. Bir probiyotik iiriin bu
mikroorganizmalardan birini ya da birkagini igerebilir. igerdigi mikroorganizma sayisi

arttik¢a probiyotigin kullanim alani1 genislemektedir (Akalin vd. 2000).



Cizelge 2.1 Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar (Prabhu vd. 2012)

Lactobacillus Turleri

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
cellebiosus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus,

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus johsonli, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus helveticus,

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

BifidobacteriumTiirleri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium thermophilum

Enterococcus Tiirleri

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis

BacillusTurleri

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus
lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans

StreptococcusTiirleri

Streptococcus cremoris, Streptococcus
thermophilus, Streptococcus intermedius,
Streptococcus lactis, Streptococcus diacetilactis

PediococcusTiirleri

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus

BacteriodesTiirleri

Bacteriodes  capillus, Bacteriodes  suis,
Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes amylophilus

PropionibacteriumTiirleri

Propionibacterium shermanii, Propionibacterium
freudenreichii

LeuconostocTiirleri Leuconostoc mesenteroides
Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis,

Candida pintolopesii

2.1.2 Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarda aranan o6zellikler

Probiyotik mikroorganizmalarin bazi teknolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin 6nemi uzun
zaman Once arastirilip, belirlenmistir. Probiyotik kullaniminda basarili sonuglar elde
edebilmek icin, mikroorganizma kiiltiirleri normal bagirsak florasindan segilip, patojen
olmayan, bagirsaklarda hizli ve verimli bir sekilde kolonize olabilmeli ve yiiksek
konsantrasyonlarda (10°-10°kob/ml iiriin) bulunmalidir. Probiyotik seciminin ilk
asamasinda taksonomik tanimlama metotlar1 ile suslarin orijini, habitat1 ve fizyolojisi
belirlenmesidir. Bu 6zelliklerin yeni probiyotik suglarin se¢ciminde 6nemli olduklar

bildirilmistir (Morelli 2007). Probiyotik mikroorganizma se¢iminde bir ¢ok kriter

tanimlanip ve onerilmistir, bunlardan en 6nemli olanlari ¢izelge 2.2de gosterilmistir.




Cizelge 2.2 Probiyotik se¢iminde arastirilmasi gereken o6nemli kriterler (Yilsay vd.
2000)

Giivenilir ve stabil olmalidir.

Kullanim sonucu insan veya hayvanlarda yan etkisi olmamalidir.

Diisiik pH ve safra tuzlarina karsi dayanikli olmalidir. Mide ve bagirsak kanalidan gegisleri
sirasinda canli kalabilmelidirler.

Epitel yiizeylere tutunmay1 saglayan maddeler (Ekzopolisakkarit, lektin vb.) bulundurmalidir.
Bakteri yiizeyi hidrofobik yapida olmalidir.

Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmalidir.

Bagirsak hiicrelerine tutunabilme, kolonize ve metabolize olabilmelidir.

Patojen bakterilere kars1 antagonistik etkileri olmalidir. Bakteriyosin, hidrojen peroksit, laktik asit
ve propiyonik asit gibi organik asitler sentezleyebilmelidir.

Gidanin sindirimi i¢in bazi enzimler salgilamalidir.

Kisa yag asitlerin sentezlemesi ve bagirsak hastaliklarini engelleyebilmelidir.

Helicobacter pylori’nin gelisiminin engelleyebilmelidir.

Antikarsinojenik aktivite gdsterebilmelidir.

Kan basinci ve serumda kolesterol konsantrasyonunu diisiirebilmelidir.

Insan ve hayvan sagliginda cesitli nedenlerden dolayr kullamlan antibiyotiklere karsi direncli
olmal.

Konakge1 hiicrelerde fazla sayida bulunabilmeli.

Bakterilerin liretim ve depolama asamalarinda canliligini ve aktivitelerinin koruyabilmeli.

Patojenik olmamali ve toksik madde iiretmemeli.

Karsik probiyotik bakterilerin hazirlamasina uygun olmali.

Probiyotik mikroorganizmalar fonksiyonel 6zelliklerini gosterebilmek i¢in, arzu edilen
bolgeye aktif ve canli olarak varmalar1 gerekmektedir. Probiyotiklerin iirtinlerdeki
canlilifi ve aktivitesi, onlarin yararli etkilerini elde edebilmenin 6n sarti olarak
belirlenmistir. Buna ragmen, bazen bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde oldugu gibi,
canli olmayan probiyotik kiiltiirlerin de belirli islevsel ozellikler gosterebildikleri
bildirilmistir. Probiyotik kiiltiirlerin canlilig1i ve aktivitesi tiretim ve dagitim siirecinde
farkli stres faktorlerinden etkilenmektedir. Genel olarak, probiyotikler su aktivitesi,
redoks potansiyeli (oksijen varliginda), sicaklik derecesi ve asitlikten asir1 derecede
etkilenmektedirler. (Endiistriyel calismalarin ilk fazinda, probiyotik kiiltiirlerin
seciminde fonksiyonel kriterleri yerine, daha ¢ok kiiltiir hazirlama siirecinde teknolojik
acidan yiiksek verim elde etme ve canliligi gelistirme teknikleri gbz Oniine alinmistir.
Bu yiizden probiyotiklerin iiretiminde, depolama ve gida uygulamalarinda kiiltiirlerin
stabilite ve canliligini siirdiirebilmek i¢in, kiiltiir hazirlama asamasinin ¢ok énemli rolii
oldugu belirlenmistir. Ne yazik ki yiiksek asitlik, siibstrat kisitlanmasi, diisiik su
aktivitesi ve sicaklik derecesi zararli degisimlere neden olmakta ve buda kiiltiiriin

aktivite ve canliligini tiim siireclerde etkilemektedir (Vasiljevic 2008).



2.1.3 Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmalar1 ve Insan Sagh@
Uzerine Etkileri

Son yillarda probiyotik mikroorganizmalarin kullaniminin potansiyel saglik yararlarinin
dogrulanmasi ve tanimlanmasina iliskin bilimsel arastirmalarda 6nemli derecede bir
artis olmustur. Probiyotik mikroorganizmalarin bazi 6zel suslarinin insanlarin kullanimi
igin giivenli ve sagliga yararli etkilerinin oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir (Senok
vd. 2005). insan sindirim sisteminde 500 cesitten fazla cinsleri bulunmaktadir. Bunlarin
cogu, Lactobacillus, Bifidobacterium veya Enterococcus cinsine ait bakterilerdir (David
2003).

Yapilan bir ¢aligmada laktik asit bakterilerinin bakteriyal ve viral ishalin siddetini ve
stiresini azalttigi belirlenmistir. Bir baska ¢alismada Lactobacillus casei subspecies
rhamnosus ile fermente edilmis siitiin rotavirus kaynakli ishalin siddetini ve siiresini
azalttig1, bagirsakta IgA sekresyonu ve lokal interferon salinimini artirdigi ve bagrsak
gecirgenligini azalttigi saptanmustir. Gelismekte olan iilkelerde oliimlerin en onemli
nedenlerinden biri olan ishalin tedavisinde probiyotiklerin kullaniminin uygun
olabilecegi vurgulamistir (Inang vd. 2005).Ayrica giiniimiizde yapilan son calismalar
probiyotiklerin insan cilt sagligi lizerine, soguk alginligi ve gribe karsi potansiyel

yararlar1 oldugunu ortaya koymustur (Rouhi vd. 2013).



Cizelge 2.3 Probiyotiklerin saglik iizerindeki olumlu etkileri asagida verilmektedir
(Vuyst 2008)

Gidalarn sindirimini kolaylastirir.

Laktoz sindirim bozukluklarini azaltir.

Fekal enzim aktivitesini azaltir.

Besin ve biiylime faktorlerinin (vitamin, mineral vb.) biyoyararliligini arttirir.

Kolon mikroorganizma varligini siirdiiriir ve dengeler.

Bagirsak rahatsizliklari riskini azaltir ve iyilesme saglar.

Ishali 6nler. (rotaviriis, akut enfeksiyonlar vb.)

Bozucu ve patojen bakterileri inhibe eder (Streptococcus tiirleri, Helicobacter pylori, E.coli,
Salmonella typhimirium, Clostridium difficile’ nin neden oldugu sindirim sistemi, solunum ve
iiriner sistem hastaliklari).

Bagisiklik sistemini gelistirir.

Atopik rahatsizliklar ve alerji olusma riskini azaltir (astim, egzema, dermatit, yiiksek ates, gida
alerjisi vb.).

Antikarsinojenik aktivite gosterir.

Kan serumundaki kolesterol seviyesini diisiiriir.

Kanser olusumunu engeller.

2.2 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterisi, terimi ¢cok uzun yillar boyunca “siit eksitici organizmalar” terimi
ile ayn: anlamda kullanilmistir. Ozellikle son yillarda gok gesitli fermente {iriinlerin
tiretiminde rol oynayan en 6nemli endiistriyel mikroorganizmalar olarak bilinmektedir
(Batish vd. 1997). Daha sonralari, bu bakterilerin laktik asit tireten diger bakterilerle
olan benzerligi anlasilmigs ve yeni gelismeler ile yeni tamimlamalar yapilmistir
(Mulholland 1997). LAB icerisinde biyokimyasal ve ekolojik ozellikleriyle birlikte
filogenetik olarak birbirine yakin
olan“Carnobacterium,Alloiococcus,Dolosigranulum,Enterococcus,Globicatella,Aeroco
ccus,Lactosphaera,Oenococcus,Lactobacillus,Lactococcus,Leuconostoc,Pediococcus,St
reptococcus, Tetragenococcus,Vagococcus ve Weissella cinsleri  yer almaktadir.
Bifidobacterium cinsi de filogenetik olarak LAB’ne benzememesine ragmen,
biyokimyasal, fizyolojik ve ekolojik ozellikleri bakimindan benzer oldugundan LAB
igerisinde yer almaktadir (Hutkins 2006).



LAB’nin ait oldugu ti¢ familya vardir. Lactobacillaceae familyasi, (Lb. acidophilus, Lb.
helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb.brevis gibi),
Streptococcaceae familyas: (Str. thermophilus, Str. faecalis (Yeni ad: Ent. faecalis),
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris, Leu. mesenteroides, Leu. oenos
(Yeni adi Oenococcus oeni), Leu. cremoris, Leu. dextranicum, Pe. Pentosaceus, Pe.
acidilactici gibi) ve Actinomycetaceae familyas: (Bi. bifidus (Eski adi Lb. bifidus),
Bi.brevi, Bi. adolescens, Bi. longum gibi) (Kilig 2008). Fermantatif metabolizmalar:
sonucunda, laktik asit tireten bu bakteriler, Gr (+), baz1 durumlarda pseudo-katalaz
olmasina karsin genelde katalaz (-), genellikle hareketsiz ve sporsuzdurlar (Axelsson
1998). Tum laktik asit bakterileri, anaerobik olarak gelisirler, ancak bir ¢ogu fakiiltatif
anaerob ve mikroaerofiliktirler (Hayaloglu vd. 2001). Ancak, bazi laktobasillus
suslarinin hareketli ve endospor olusturdugu ve bazi laktobasiller ve pediokoklarda
katalaz (+) reaksiyon goriildiigi bilinmektedir (Kilig 2008). Cogu laktik asit bakterileri,
yalnizca seker ve fermente edilebilir bilesiklerin metabolizmasindan enerji sagladiklar
icin sekerlerin yiiksek bulundugu ortamlarda ¢ok iyi gelisebilmektedirler. Laktik asit
bakterilerinin biyosentetik yetenekleri sinirli oldugundan, aminoasitler, vitaminler,
purinler, pirimidinlerin bulundugu kompleks besinlere gereksinim duyarlar (Hayaloglu
vd. 2001).

LAB gida teknolojisinde ¢ok onemli bir role sahiptir. Bunlar 6zellikle yogurt, kefir,
kimiz gibi fermente siit iiriinleri, sauerkraut, salatalik tursusu ve salamura yesil zeytin
gibi fermente bitkisel iirlinler, ekmek, boza, tarhana ve ogi gibi tahil iiriinleri ve bunun
yaninda sarap, sucuk, balik sosu gibi pek ¢ok gidanin olgunlastiriimasi, tiretimi ve

dayanikliliginin saglanmasinda kullanilirlar (Blandio vd. 2003).

LAB laktik asit fermantasyonuyla olusturduklari iiriinlerin cins ve miktarina gore de
simniflandirilir. Zorunlu homofermentatif laktik asit bakterileri glukozu, Fruktoz Di
Fosfat (FDP) yolu ile pargalayarak fermentasyon sonucu % 99 oraninda laktik asit, %1
oraninda diger bilesikleri meydana getirirler. Zorunlu ve fakiiltatif heterofermentatif
laktik asit bakterileri, glukozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile pargalayarak
fermantasyon sonucu % 70 laktik asit ve %30 oraninda da diger bilesikleri, 6zellikle

asetik asit, etil alkol ve karbondioksiti olustururlar (Tekingen 1994). Homofermantatif



ve heterofermentatif laktik asit bakterilerinin izledikleri metabolik yol birbirinden
farklidir. L. plantarum (sinonimleri: pentosus, arabinosus) glukozu homofermentatif
olarak metabolize ederken, pentozlari laktat ve asetata Pentoz Fosfat (PP) yolu ile
hidroloize etmektedir. L. casei de glukozu homofermententif, ribozu ise

heterofermentatif olarak metabolize etmektedir (Salminen vd. 2004).

Fakiiltatif heterofermantatif laktik asit bakteriler ise heksoz sekerleri laktik aside
fermente ederken, pentoz sekerleri laktik asit ve asetik asite fermente ederler. Zorunlu
heterofermentatif laktik asit bakterileri, heksoz ve sekerleri laktik asit, asetik asit (veya
etanol) ve COz2’e, pentoz sckerleri ise laktik asit ve asetik aside fermente ederler.
Heterofermentatif laktik asit bakterileri FDP yolunun 6nemli enzimlerinden aldolaz ve
trioz-fosfat izomeraz enzimine sahip degillerdir. Bu yiizden heterofermentatif tiirler
FDP yolunu kullanamamaktadir. Glukozun yikimi pentozfosfat (PP) yolu ile olmakta ve
sonucta laktat ile birlikte yaklasik esdeger miktarda etil alkol ve karbondioksit
tiretilmektedir. Bir kisim heterofermentatif laktik asit bakterileri ise Asetil-P’yi ya

kismen ya da tamamen asetik asite doniistiirebilmektedir (Salminen vd. 2004).

Laktik asit bakterilerilerine su ve toprakta rastlanilmazken, ¢esitli cins ve tiirlerde olmak
lizere, siit ve siit trlinleri Uiretim yerlerinde, bitki ve bitki atiklarinda, insan ve diger
canlilarin bagirsak sistemlerinde rastlanir. Ayrica saglikli kadinlarin vajen florasinda

dominant olarak bulunmaktadir (Mc groarty 1994).

2.2.1 Pediococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Gr pozitif, katalaz negatif, mikroaerofilik ve fermantatif kok seklinde bakterilerdir.
Koklar tekli ve ikili sekilde bulunabilirler veya kisa zincir veya tetrad olusturabilirler
(Kilig 2008). Hiicreler 0.36-1.43um c¢apindadir, hareketsiz olup spor ve Kkapsiil

olusturmazlar (Simpson vd. 1995).
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Sekil 2.1 Pediococcus

Pediococcus cinsine ait tiirler tuza dayanikli homofermantatif tiirlerdir ve bitkilerde,
tursu, bira, sarap gibi fermente firiinlerde bulunurlar (Turantas 1998). %5.5 tuz
konsantrasyonunda rahatlikla gelisebilmekte olup, %10 tuz konsantrasyonunda zay:f bir
gelisme gosterirler. Sekerlerden %0.5-0.9 oraninda laktik asit tretirler, gaz
olusturmazlar (Ayhan 2000). 7-45°C’ler arasinda gelisme gostermekte olup, optimum
gelisme sicakliklari ise 25-32°C arasindadir (Ayhan 2000). Bu cinse ait tiirler tuza
toleransli olmalari, asit iiretimlerinin yiiksek olmasi ve oldukga genis bir sicaklik
araliginda gelisebilmeleri nedeniyle 6nemlidirler (Turantas 1998). Pe. cerevisiae, Pe.
acidilactici ve Pe. pentosaceus yeni siniflandirmada verilen Pediococcus tiirleridir. Pe.
cerevisiae ve Pe. acidilactici tiirleri en 6nemli starter kiiltiirler arasinda yer almaktadir.
Bu starterler 6zellikle tursu ve sucuk fermantasyonunda rol oynarlar. Sarap ve bira gibi
alkolli ickilerde ise diasetil liretmeleri nedeniyle kalite kaybina neden olurlar. Yeni
siniflandirmada Tetragenococcus halophilus olarak adlandirilan Pediococcus halophilus
yiiksek oranda tuz iceren iiriinlerde serbest aminoasitleri dekarboksile edebilme

yetenegi nedeniyle problem yaratabilmektedir (Turantas 1998).

2.2.2 Enterococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Enterococcus’lar kiiresel, oval ya da kokobasil seklinde, tek, ikili, veya kisa zincirler
halinde olabilirler .Biitiin tiirler gram pozitif ve ¢ogu hareketsizdirler. Agarl kiiltiirden
alian orneklerin gram boyamasinda bu bakteriler kokobasil seklinde olabildikleri gibi

tiyoglikolat’l1 kiiltiirlerden hazirlanan gram boyamalarda yuvarlak ve zincirler halinde
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goriiliirler. E. gallinarum ve E. Casseliflavus’un diginda kolonilerin ¢ap1, kanli agarda
genellikle 1 veya 2 mm dir. Baz1 (yaklasik 1/3 tinde) E. faecalis kiiltiirleri tavsan, at
yada insan kanindan yapilmis olan kanli agarlarda B hemoliz yapabilirler, ama koyun
kan1 kullanilmis olan agarlarda PB-hemoliz goézlenmemistir. Diger tiirlerin tiimi
genellikle a-hemolitikdirler veya hemoliz olusturmazlar (y-hemolitik). a-hemoliz yapan
suslar gergekte peroksit iireten ve non-hemolitik olanlardir. E. casseliflavus, E. mundtii

ve E. sulfureus kanli agar ortaminda sar1 pigment tiretirler (Facklam vd. 1998).

Sekil 2.2 Enterococcus

Enterokoklar, glikoz ve laktozu homofermentatif laktik asit fermantasyonu ile piriivik
asite donistiiriirler. Piruvattan da laktat dehidrogenaz enzimi ile L-laktik asit
olustururlar. Siitte Enterokoklarin asit iiretim yetenekleri genellikle diistiktiir. Siit
kaynakli enterokoklarin asit olusturma kapasitelerinin diisiik olmasi nedeniyle 37°C’de
16-24 saat inkiibasyon periyodundan sonra ancak siitin pH’smm  5,0-5,2’ye
disiirebildikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur (Andrighetto vd.
2001).

Enterococcus’lar endiistriyel potansiyeli agisindan 6nem tagimaktadirlar (Leroy vd.
2004). Enterococcus cinsi iginde yer alan Enterococcus faecium ve Enterococcus
faecalis gida endiistrisi agisindan 6zellikle de siit endiistrisinde en Onemli tiirlerdir
(Giraffa 2003). probiyotik kiiltiir olarak Enterococcus igeren bazi eczacilik triinleri,
insanlarin klinik tedavisinde kullanilmaktadirlar (Klein 2003). Probiyotik preperatlar

gastrointestinal dengeyi gelistirerek gastroenteritisin tedavisinde kullanilmaktadir.
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Probiyotik preperatlar hayvanlarda enterik hastaliklari Onlemek amaciyla da
kullanilmaktadirlar (Hugas vd. 2003).

Enterococcus cinsi iginde probiyotik 6zellik gosteren iki tiir E. faecium ve E. faecalis
olarak bildirilmistir (Giraffa 2002). E. faecium’un insanlarda diyarenin tedavisinde
probiyotik olarak kullaniminin, antibiyotik uygulamalarina bir alternatif olabilecegi
diistinilmektedir (Franz vd. 1999). E. faecium’un insanlarda probiyotik etkisi ise
kolesteroliin sindirim sisteminden kana absorbsiyonunun azaltilmasi seklindedir

(Saavedra vd. 2003).

Enterococcus cinsi bakteri 6zellikle siit ve et tirlinlerinin dogal floralarinin bir parcasi
olmalar1 nedeniyle, bu iirlinlerin fermantasyonunda dogal starter kiiltiirler arasinda yer
almaktadir (Giraffa 2003). Bu bakteriler cesitli geleneksel fermente {iriinlerin
iretiminde faydali rol oynayabilirler. Enterococcus’larin fermente {iriinlerin
olgunlastirilmas: sirasinda istenen teknolojik ve metabolik 6zelliklerine sahip olmalar1
nedeniyle, Enterococcus cinsi bakteriler, ozellikle de Ent. faecium ve Ent. faecalis
peynir ve fermente sucuklarin {iretiminde bazi laktik asit bakterileri ile birlikte

kullanilan en yaygin starter kiiltiirler arasindadir (Hugas vd. 2003).

2.2.3 Lactococcus cinsinin genel 6zellikleri

Lactococcus cinsi (laktokoklar): Laktik Asit Bakterileri grubunda yer alan, Gram-
pozitif, katalaz-negatif, spor olusturmayan, hareketsiz, fakiiltatif anaerob ve tek (0,5-1,5
um), ciftler ya da kisa zincirler halinde bulunabilen kok sekilli bakterilerdir. B hemolitik
aktiviteleri yoktur fakat zayif a hemolitik aktiviteye sahiptirler (Casalta vd. 2008).
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Sekil 2.3 Lactococcus

Siitlin -~ fermentasyonu sonucunda laktozu homofermentatif yolla laktik aside
dontistirmeleri seklindedir, enerji eldeleri (Furet vd. 2002). Laktokoklar bu metabolik
yol ile seker molekiilinden az miktarda enerji elde edebilmektedirler. Enerji
kazanimlarini yeterli seviyeye getirebilmek i¢in, bu metabolik yolu ¢ok hizli bir sekilde
kullanirlar. Bu durum sonucunda siit irlinlerinde hizli asidifikasyon meydana
gelmektedir. Laktokoklar, vitaminler ve aminoasitler gibi metabolitler i¢in ¢ok sinirli
bir anabolizmaya sahiptirler. Bu nedenle vitaminler ve aminoasitler gibi gelisme
faktorlerinin - biiyiik bir kismini  ¢evreden saglamaktadirlar (Furet vd. 2002).
Laktokoklarin optimum gelisme sicakliklar1 30°C dir. 10°C’nin altinda ve 45°C’nin
tizerindeki sicakliklarda, %6.5 NaCl varliginda ve ortam pH’smin 9.6 olmasi
durumunda gelisemezler (Stiles vd. 1997). Lancelfield serolojik grup N iiyesi olan
Lactococcus cinsine ait bakterilerde fonksiyonel sitrik asit dongiisii ve solunum
enzimleri bulunmamaktadir. Ancak bu bakteriler, diisiik oranda oksijeni flavin tip
NADH oksidaz, NADH peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerine sahip olduklari
icin kullanabilmektedirler. Katalaz enzim sistemleri olmadigindan, aerobik kosullarda
hidrojen peroksit ortamda birikebilmekte ve hiicresel yapilarin bozulmasina yol acarak
bakteriyel gelisimi engelleyebilmektedir. Flavin tip NADH oksidazlar ve NADH
peroksidazlar, diisiik diizeyde hidrojen peroksit rediiksiyonunu gerceklestirdikleri igin,
laktokoklar mikroaerofilik olarak tanimlanmaktadir. % G+C oram1 34-42 arasinda
degisim gosteren laktokoklarin genom biiyiikliikleri ortalama 2.5 Mega baz (Mb)’dir
(Niel vd. 2002).
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Laktokoklar tizerindeki genetik ¢alismalar endiistriyel {iretim siireclerinde kritik 6neme
sahip laktik fermentasyon siirecleri, kazein yikimi, sitrattan diasetil iiretimi ve faj
ataklarina diren¢ basliklar1 tizerinde yogunlasmaktadir. Laktokokar tarafindan {iretilen
ve genellikle yakin akraba tiirler iizerinde inhibisyon etkinligine sahip protein yapida
olan bakteriyosinler en genis c¢alisma alanina sahip konudur. L. lactis suslar
Clostridium botulinum ve sporlarmin da dahil oldugu Gram-pozitif bakterilere kars

etkili ve en 6nemlisi nisin olan ¢esitli bakteriyosinler tiretmektedir (Stiles vd. 1997).

2.3 Laktik Asit Uretimi

Fermente siit iirlinlerinde olusan laktik asit, siit proteinlerini pitht1 seklinde ¢oktiirerek
sindirimini kolaylastirir. Laktik asit bakterilerinin olusturdugu laktik asit, siitiin
pihtilasmasinin yam sira, yogurda asidik, keskin ve hosa giden tat kazandirarak, yogurt
aromasinin olusmasinda katkida bulunur (Beyatli vd. 1997). Fermente siit prosessinde,
kiiltiirlerin asit gelistirme orani siitiin bilesiminden, sicaklik uygulanmasindan, tiirlerin
oranindan, inkiibasyon siiresi ve sicakligindan etkilenmektedir (Beyatli 1991).
Fermantasyon siirecinde olugan organik asitlerin miktar1 ve tiirli (6rnegin: laktik asit,
formik asit, vb.) fermantasyon yapan LAB’lerinin tiir veya suslarina, kiiltiir igerigine ve
tireme sartlarina gore farklilik gostermektedir (Hwanhlem vd. 2010). Organik asitlerin
antimikrobiyal etkileri pH diisiiriicii kabiliyetlerinin yan1 sira molekiillerin ayrismamais
formlarindan dolayr ortaya ¢ikmistir. Organik asitlerin varliginda hiicre dis1 pH’ nin
diisiik oldugundan ve ayrigmamus asitlerin lipofilik 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla ve
pasif transport yoluyla hiicrelerin i¢ine girip, sitoplazmanin asidifikasyonuna neden
olabildikleri belirlenmistir. Ayrismamis asit molekiilleri patojen bakterilerin hiicre
zarindaki elektro-kimyasal proton akisini c¢oktiirerek, ve hiicre zar1 gecirgenligini
degistirerek, siibstrat transport sisteminin bozulmasia yol ac¢ip ve bu yoldan patojen
bakterileri lizerinde bakteriyostatik veya bakteriyosidal etki gostermektedirler (Ammor
vd. 2006). Lactobacillus tiirleri kok gruplarina gére daha yavas asit iireten ama asitli
ortamlara daha toleranshdirlar, bu yiizden fermantasyonun son asamasinda LAB’ leri

arasinda baskin tiir olarak bilinmektedirler (Hwanhlem vd. 2010).
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LAB’lerinden olan Enterococcus™ lar bilindigi gibi fakiiltatif anaerob ve fermantatif
metabolizmaya sahip kemo-organotrof bakterilerdir. Homofermantatif yoldan glikozu
fermente eden bu bakteriler, son iiriin olarak L(+)-laktik asit liretmektedirler. Yapilan
calismalarda, skim milk besiyerinde gelisen Ent. faecalis suslarinin laktoz™ dan laktik
asit ve sitrattan asetik asit iiretebildikleri belirlenmistir. Ayrica, koyun ve keci siitiinde
gelistirilen Ent. faecalis ve Ent. faecium suslarinin, laktoz ve sitrati bir arada
kullandiklar1 takdirde, olduk¢a yiiksek miktarda laktik asit ve daha az miktarda formik
ve asetik asit Urettikleri aciklanmistir. Ayn1 zamanda, Enterococcus’larin 6zelliklede
Ent. durans suslarinin Streptococcus suslarina gore daha fazla asetik asit {rettikleri
bulunmustur (Moreno vd. 2006).

2.4 Antimikrobiyal Aktiviteleri

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma gelisimini engelleyen, biyolojik kokenli
ikincil ~ metabolitlerdir.  Bunlar, mikroorganizmanin  ¢ogalmasini  engelleyi
“bakteriostatik” veya “fungustatik” olabildikleri gibi; mikroorganizmanin oliimiine
sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de olabilirler. Mikroorganizmalar
tarafindan {iretilen, diigiik molekiiler agirlikli, organik dogal iriinlerdir (El-Adaway
2001).

Glukoz ve laktoz fermentasyonu sirasinda olusan polisakkaritler asetat ve karbondioksit
olusumlarinin artmasiyla asit oranini degistirir. Propiyonik asitin laktik asite kiysala
gidalarda bozulmaya neden olan asit-toleransli mayalar ile Salmonella’yr daha fazla

inhibe ettigi bildirilmistir (Rehberger 1998).

Gidalarda, sadece gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalari inhibe
etmek veya raf Omriinii uzatmak ic¢in kullanilan ve gidanin duyusal 6zelliklerinde
degisime sebep olmayan antogonistik kiiltiirlere koruyucu kiiltlirler denilmektedir (Con

vd. 2000).
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Laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri antagonistik
aktivite, urettikleri laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin, diasetil, alkol
ve karbondioksit gibi metabolitlerden kaynaklanmaktadir. LAB’1n temel antimikrobiyel
etkisi laktik asit tiretimi ile pH’daki diisiis olarak belirtilmektedir (Erdogrul vd. 2002).

Erdogrul vd. (2002) tarafindan fermente sucuklardan izole edilen 4 adet L. pentocaceus
tiirtinlin genel inhibisyon etkileri incelenmis,yalnizca bir tiiriin Bacillus subtilis tizerinde
etkili oldugu gbzlenmis, dort susun da Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatus,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterecolitica iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig
bildirilmistir (Yang 2000).

LAB tarafindan iiretilen antimikrobiyel bilesikler’den organik asitler mikroorganizmalar
lizerine inhibitdr olarak tesir etmesi, asitin sahip oldugu farkli {i¢ potansiyel etkiye

baglanmaktadir:

1. Gigli asitler, hiicre ylizeyinde var olan enzimler iizerinde de diisik PH

nedeniyle,enzimleri denatiire ederek inhibitor etkide bulunabilmektedir.

2. Zay1f asitler; sitoplazmik PH’y1 diisiiriirler ve dogrudan disosiye olmamis yapilar da

metobolizma lizerine 6zel inhibitdr etkiye sahiptir.

3. Siifit, nitrat, karbonat gibi asit potansiyelli iyonlar diisik pH’da potansiyel
inhibitordiir (Erdogrul vd. 2002).

Bircok LAB, tarafindan sentezlenen protein yapisindaki bilesikler olan bakteriyosinler

cesitli fermente olan ve olmayan gidalarda bulunmaktadir (Kurt vd. 2005).

Bakteriyosinler, duyarli mikroorganizmalar {izerinde farkli etkinmekanizmalarina
sahiptirler. Hiicrenin sitoplazmik zarina baglanarak, hiicre icerisine girip, zarda
gozenekler olusturmaktadir. Bdylece diisiik molekiil agirhigina sahip hiicre

bilesenlerinin hiicre digina sizmasina yol agmaktadir. DNA ve RNA gibi hiicre igin
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hayati 6nemi olan makro molekiillerin degredasyonuna, bu molekiillerle birlikte protein
ve peptidoglikan gibi biyolojik yapilarin bozulmasima yol agmaktadir (Hampikyan vd.
2007).

Bakteriyosinler biitiin duyarl tiirler {izerinde ayni etkiye sahip degildir. Ortam pH’s1 ve

kritik inhibisyon konsantrasyonu gibi faktorlerden etkilenmektedir (Kurt vd. 2005).

Heterofermentatif laktik asit bakterileri tarafindan sekerlerin fermantasyonu sonucu
iretilen alkol orta etkinlikte bir antimikrobiyel bilesiktir ve patojen bakterilerin biiyiik
cogunluguna kars1 bakterisit etki gostermektedir. Alkollerin bakteriosidal etkisinin
mekanizmasi1 proteinleri denatlire etmek oOzelliklerine dayandirilmaktadir. Ayrica,
sitoplazma zarindaki lipit yapiyr bozup zarin islevine etki ettigi de belirtilmektedir

(Erdogrul vd. 2002).

Bagirsak kokenli laktobasillerin antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu rapor edilmektedir
(Arict vd. 2004). Bagirsak mikroflorasinda bulunan probiyotik bakterilerin ¢esitli
hastaliklara karst viicudu koruyucu etkisi bulundugu bilinmektedir. Son yillarda
cocuklarda artan alerjik hastaliklar, ishal, kabizlik vb. rahatsizliklar nedeniyle ¢ocuk
iiriinlerinde probiyotik bakteri kullanimi ile ilgili ¢alismalar hz kazanmistir.Onceleri
probiyotikler sadece gastrointestinal sistemde bulunan bakterileri dengede tutmak amaci
ile kullanilirken, yapilan klinik calismalarla farkli yararlarinin oldugunu ortaya
konulmustur (Goldin vd. 2008). Yine yapilan arastirmalar sonucunda Lactobacillus
rhamnosus kiiltiirii igeren yogurt ile standart yogurt arasinda goriiniis, tat, aroma, yapi

vb. duyusal 6zellikler bakimindan bir fark bulunamamistir (Hekmat vd. 2006).

Probiyotik olarak kullanilan LAB’ leri, organik asitler (6rnegin; laktik asit ve asetik
asit), hidrojen peroksit, bakteriyosinler, farkli diisiik-molekiiler agirlikli peptitler,
antifungal peptitler veya proteinler ve yag asitleri gibi ¢ok sayida antimikrobiyal
bilesikler iiretmektedirler. LAB’leri tarafindan baslica iiretilen organik asitlerden laktik
asit ve asetik asit, mide-bagirsak yolunda PH’y1 diislirerek patojenler {izerinde
bakterisidal veya bakteriostatik etki gostermektedirler. Laktik asit’in gram negatif

patojen bakterilere karsi etkili oldugu bildirilmistir (Vasiljevic vd. 2008). Ayrica,
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LAB’lerin iirettigi antimikrobiyal maddelerin intestinal enfeksiyonlarinda koruyucu rol

aldig tespit edilmistir (Bhardwaj vd. 2008).

Enterococcus’lar siit tirtinleri gibi belirli gidalarin ve mide-bagirsak sisteminin dogal
floras1 olduklarindan, fermantasyon sonucu {irettikleri laktik asit ve hidrojen peroksit
gibi antimikrobiyal maddeler eskiden beri gidalarin raf dmriinii uzatmak amaciyla gida
koruyucusu olarak kullanilmaktadir (Fortina 2008). Fermantasyon var olan
karbonhidratlarin miktarin1 azaltir ve antimikrobiyal aktiviteye sahip bircok kiiclik
organik molekiiller elde edilir ki bunlardan en bilinenleri; laktik ve asetik asittir. Bu
inhibitor etkiye sahip primer metabolitlerin yani1 sira Enterococcus’larda bakteriyosin
gibi bagka antimikrobiyal bilesikler de olusmaktadir (Foulquie vd. 2006).Enterococcus
bakterileri antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1r ortamda bulunan Escherichia coli,
Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Listeria sp., Clostridium sp. ve Vibrio cholera
gibi gida kaynakli kontaminant ve patojen mikroorganizmalarin gelisimini engellemekte

ve oliimlerine neden olmaktadirlar (Yoon vd. 2008).

2.5 Antibiyotige Diren¢

Antibiyotikler tipta kullanilan tiim ilaglar i¢inde “mucize ilag” olarak
isimlendirilebilmektedirler. Kullanima girmelerinden giiniimiize kadar uzun bir siire¢
gegmemesine ragmen bu ilaglar ile ilgili gelismeler hizla artmis ayni zamanda
kullanimlar: sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan 6nemli sorunlar da giindeme gelmistir.
Bu sorunlarin basinda ise antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng yer almaktadir
(Akalin 1994).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, giiniimiizde en yaygin kullanilan ve “betalaktam”
halkas1 olarak adlandirilan ortak kimyasal molekiilleri ile diger antibiyotiklerden
aywrdedilen antibiyotik grubudur. ilk olarak 1928 yilinda besiyerine tesadiifen diisen
Penicillium notatum tiirii mantarin ¢evresinde stafilokok tiirii bakterilerin tircyememesi
nedeniyle dikkat g¢ekmistir. Yapilan calismalar sonucu 1949 yilinda penisilin G
gelistirilerek Klinik kullanima sunulmustur. Sonraki yillarda gelistirilen yeni beta-

laktam grubu antibiyotiklerin tiimii, ortak molekiil olan beta laktam halkasina baglh
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aminoasitler tizerinde yapilan c¢esitli modifikasyonlar sonucunda sekillendirilmistir
(Onciil 2002).

Probiyotik bakteri seciminde, antibiyotiklere karsi direnglilikleri 6nemli bir se¢im
kriteri olarak goriilmektedir (Yuksekdag vd. 2010). Probiyotiklerin 6zellikle
organizmada, gerek saglikli bir gelisme gerekse hastaliklarin tedavisinde
antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik iiriinleri destekleyici alternatif iiriinler olarak
kullanilabilecegi Onerilmektedir. Bu sayede mikroflorada stabilite saglandigi gibi
digsaridan alinan diger maddelerin olumsuz etkilerinin de Oniine gegilmis olacag: ifade
edilmektedir. Probiyotiklerin yalnizca tedavi amagli olmayip, tipta koruyucu amagh da
kullanilabilecegini, ancak bunun i¢in seg¢ilecek suslarin antibiyotiklere ve antifungal

ilaglara direngli olmasinin 6nemli bir kriter oldugunu rapor edilmektedir (Arroyo vd.

2010).

Hummel ve arkadaslar1 (2007), laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngliligi iizerine
yaptiklar1 ¢alismada, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcuc, Pediococcus ve
Streptococcus cinslerine ait 45 izolat lizerinde ¢alismislardir. Bu izolatlarinin, 40’1mnin
fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilan, 3’i probiyotik 2’si ise ticari olarak
kullanilan tiirlerden seg¢ilmisledir. Sonug¢ olarak, suslarin eritromisin, kloramfenikol,
tetrasiklin ya da p-laktamaz direngleri %7 gibi cok diisiikken buna karsilik,
aminoglikosid (gentamisin ve streptomisin) ve siprofloksasine %70 gibi yliksek direng

olusturdugunu bildirmislerdir (Hummel vd. 2007).

Enterokoklarin farkli antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar1 iki grupta incelenir;
interinsik (asil ve dogal olarak bulunan) diren¢ ve kazanilan (aktarilabilen) direng.
Interinsik (as1l) direnglilik dzelligi dogal olarak suslarin tiimiinde yada ¢ogunda bulunur
ve dolayisiyla kromozomal kodlu olduklar1 diistiniilmektedir. Asil direnglilige 6rnek
olarak; Ent. gallinarum susunda bulunan vankomisin direngliligi (VanC tipi), ve Ent.
faecalis suslarinda bulunan streptogramin’lere ve aym sekilde sefalosporin,
monobaktam, aminoglikozid (diisiik diizeyde), linkozamid (¢ogunlukla) ve polimiksin
gruplarina olan direngliliklerdir (Lopez vd. 2009). Kazanilan direnglilik ise iki yoldan

meydana gelir, mevecut DNA mutasyona ugrar veya plazmid ve transpozonlarla
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aktarilmig olan yeni DNA pargasiyla ortaya ¢ikar (Franz vd. 2003). Ampisilin (6zellikle
Ent. Faecium’larda), tetrasiklin, makrolid, aminoglikozid (yiiksek diizeyde),
kloramfenikol, streptogramin (Ent. faecium ve ona bagl tiirlerinde) ve quinolon
gruplarinin yani sira glikopeptitlere (vankomisin) olan direnglilik kazanilan tiirdendir
(Foulquie vd. 2006). Enterokoklar giiglii dogalart ve farkli 6zelliklerinden dolay1
genellikle aminoglikozidler, B-laktamlar (iiglincii kusak sefalosporinler) gibi bir ¢ok
antibiyotik grubunda bulunan antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlarina yiiksek oranda
asil tolerans gostermektedirler. Ozellikle, Ent. Faecium’un klinik izolatlar1 penisilinin
yiiksek konsantrasyonuna asil (interinsik) olarak direnclidirler. Enterococcus’lar asil
direncliliklerinin yani1 sira kazanilan genlerden dolay1r bazi antibiyotik grublarina:
ozelliklede vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptitlere karsi, ve B-laktamlar ve
aminoglikosidlerin sinerji etkilerine kars1 direnglilik gostermislerdir. Dolaysiyla
vankomisin-direngli enterokoklar (VRE) hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde dnemli

problemler yaratmaktadirlar (Ogier vd. 2008).

Son yillarda enterokok suslarinin antimikrobiyal direncliliklerinin arttig1 rapor
edilmistir. Ozellikle bazi suslarda yiiksek derecede aminoglikosidlere, PB-laktam
antibiyotiklere karsi direnclilik kazanildigi tespit edilmistir. Enterococcus suslari
gidalarda veya yemlerde starter kiiltiir veya probiyotik olarak uygulamaya alinmadan
once aktarilabilen direnglilik geni tagimadig1 agisindan giivenli oldugu tespit edilmelidir

(klein 2003).

2.6 Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi ve Probiyotik Onemi

EPS’ler dallanmis tekrarli seker birimlerini ve seker tiirevlerini i¢eren uzun zincirli
polisakkaritlerdir. Cesitli mikroorganizmalardan EPS elde edilmektedir ve biiyiik
cogunlugu laktik asit bakterileri grubundan elde edilir. Farkli LAB’lardan iiretilen
EPS’lerin kompozisyonlari, li¢ boyutlu yapilari, sertlik, biyokimyasal ve biyofiziksel
ozellikleri, seker baglari, polimer uzunlugu, seker icerikleri, polimer dallanmalari,

proteinlerle iligkileri de birbirinden farklidir (Badel vd. 2011).
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Mikrobiyal  kaynaklardan elde edilen EPS’ler  homopolisakkaritler  ve
heteropolisakkaritler olmak lizere iki grupta siniflandirilmaktadirlar.
Homopolisakkaritler bir tip monosakkaritin tekrarlanan birimlerini igermekte olup
glukanlar ve fruktanlar olmak {iizere 2 biiyiik gruba ayrilmaktadir. Leuconostoc
mesenteroides  gibi  bazt  mikroorganizmalar  tarafindan  iretilmektedirler.
Heteropolisakkaritler ise oligosakkaritlerin ¢oklu kopyalarindan yapilmis olup her bir
tekrarli birimde iki ya da daha farkli monosakkarit igermekte ve L. lactis subsp. lactis,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus gibi birgok LAB

tarafindan tiretilmektedirler (Karaca vd. 2010).

LAB heteropolisakkaritleri, mezofilik Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus
lactis subsp. cremoris; termofilik Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus ve Streptococcus thermophilus bakterileri tarafindan
tiretilmektedir (Midik 2011).

Ekstraseliiler polisakkarit ekonomik olarak ¢ok onemlidir. Ciinkii EPS’nin yiyecekler
tizerinde fonksiyonel ve sagliga yararli etkileri vardir (Welman vd. 2003). Xu ve
Arkadaglarmin (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada Bifidobacterium animalis RH’dan izole
edilen EPS’lerin antioksidan 06zellige sahip oldugu rapor edilmistir.Bakteriyel
ekzopolisakkaritler, bakteriyel yilizeyi saklamak diger bakteriyel yiizeyler veya alt
tabaka ile yapiskan bir sekilde iligskilendirilmek, ¢evreye karsi koruyucu ajanlar, rizosfer
topluluklarda bakteriyel kiimelesme i¢in madde, biyofilmde yapisal stabilizer ve
molekiilleri uyaran gibi ¢esitli gorevlerde bulunabilirler. Buna ragmen, fizyolojik
ozellikleri hala tam olarak bilinmemekle birlikte, sadece birka¢1 endiistriyel

uygulamalarda kullanilabilmektedir (Badel vd. 2011).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler bakteri ve funguslardan firetilirler. Son yillarda
biyoteknolojistler tarafindan dikkat cekmektedir. Ciinkii cogu alanda ozellikle tip
alaninda uygulamalar1 mevcuttur. Son yillarda EPS’lerin beklenmedik etkileri oldugunu
bulunmustur. Ornegin; EPS’lerin in vitro kosullarda insulinotrofik aktivitesinin oldugu
yani; insulin iiretimi ve insulinoma hiicrelerinin diabetik ajanlardan korudugu

kesfedilmistir (Ruiz vd. 2011).
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EPS molekiillerinin, antibiyotiklere ve toksik maddelere karsi hiicreleri kurumadan,
fagositozdan ve faj etkisinden korudugu, yiiksek oksijen gerilimi sagladig1 ve ylizey
tutunmasinda yapistirici isleve sahip oldugu bilinmektedir (Fukuda vd. 2010). EPS’lerin
immiin sistemi destekledigi, antitlimoral ve kolesterol diisiiriicii aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Welman vd. 2003). EPS, bagirsak epitel dokusu ile bagirsak florasinda
bulunan bakteriler arasinda bir bag meydana getirir. Dolayisiyla EPS iiretebilen suslar
epitele yiiksek kapasitede yapisma Ozelligine sahiptirler (Boke 2005). Kolesterol
diisiiriici aktivitesinin yaninda immiin diizenleyiciligi EPS’nin saglk i¢in yararh

ozelliklerinden birkagidir (Makino vd. 2006).

Kitazawa vd. (1998), EPS’nin probiyotik acidan oOnemli bir kriter olabilecegini
gindeme getirmislerdir ve EPS’lerin antitimor aktivitesi, antimutagenik
aktivitesi,makrofaj aktivitesi gibi bazi immunolojik etkileri oldugu belirtmiglerdir.
Ayrica, laktik asit bakterilerinin hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan ve
polisakkaritlerin nitrozamin gibi kansorejen etkili maddelerle kimyasal baglar
olusturarak onlar1 etkisiz hale getirdigi ileri siirmektedir. EPS’nin bakterinin yiizeye
tutunmasinda yapistirict  6zellie sahip olmasi biyofilm olusturmasinda etkili
olmaktadir. Bu sayede, EPS iireten bakteri baskin olarak kolonize olur ve bulundugu
ortamda stabil olarak kalabilir. Ayrica: mikroorganizmalarin ¢evrelerine salgiladiklari
EPS molekiilleri faj ataklarina, organizmadan sitokinin salgilanmasina, antibiyotiklere

kars1 koruyucudur (Aslim vd. 2005a).

LAB’lerin iirettigi  eksopolisakkaritler —diger polisakkaritler gibi viskozite
arttirici,stabilizator, jel olusturucu ve su toplama Ozelliklere sahiptir. Bundan dolayi
farkli gidalarin  iretiminde rol alarak, gidalara arzu edilen Ozellikleri
kazandirmaktadirlar. Diger taraftan,eksopolisakkarit {iretimi probiyotiklerin bagirsak
yiizeyine kolonize olup canliligint devam ettirebilmesini saglayan 6nemli bir 6zelliktir.
Lactobacillus bakterileri de diger bir¢ok bakteri gibi eksopolisakkarit {iretme yetenegine
sahiptirler (Ruas vd. 2005).

EPS iiretebilen suslar epitele yiiksek kapasitede yapisma oOzelligini tagimaktadirlar.

EPS’yi enerji kaynagi olarak kullanamazlar. Bakteriler tarafindan firetilen EPS’lerin
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bazi tiirlerde kromozomal DNA kaynakli, bazi tiirlerde ise plazmid DNA tarafindan
kodlandig1 saptanmistir (Lim vd. 2004).

Bazi laktik asit bakterileri polisakkarit polimeri salgilarlar. Bu ekzopolisakkaritin (EPS)
gidalarin iiretiminde fonksiyonel islevleri ve yararli bir¢cok etkileri olmasindan dolay1

ekonomik agidan 6nemlidir (Welman vd. 2003).

Looijesteijn vd. (2001)’nin bir aragtirmasi: Lactococcus lactis ssp. cremoris NZ4010
tarafindan tiretilen EPS’lerin bakteriyi bakteriyofajlar, metal iyonlari, nisin ve lizozim
gibi cesitli antimikrobiyal faktorlere karst korudugunu gostermistir. Bu ekolojik
fonksiyonlardan farkli olarak, LAB’ nin iirettigi EPS’ ler ¢esitli fermente iirlinlerin
tretiminde teknolojik Oneme sahiptirler. EPS olusturan S. thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus igeren “siinme 6zelligindeki- ropy” kiiltiirlerin
kullanimi, yogurt iiretiminde tekstiirii gelistirmek, su salmayir Onlemek ve yogurt
viskozitesini arttirmak i¢in alisildik bir uygulanmaktadir. “Viili” gibi iskandinav siit
tirinlerinde, EPS iireten Lactococcus suslar1 kullanilmaktadir. Tekstiir olusumundaki bu
role ilave olarak, fermente siit iriinlerinin insan saghgi iizerine pozitif fizyolojik
etkilerinin, LAB’nin c¢esitli hiicre duvar1 bilesenlerine, 06zellikle hiicre dis1
(ekstraseliilar) polisakkaritlere baglanabilecegi 6ne stiriilmiistiir. Giinlimiizde probiyotik
bakteri iceren fonksiyonel gidalarin gelismesi, hem saglik ve hem de ekonomik
faydalar ile biiyliyen bir pazar durumundadir. Probiyotikler sagliga faydali olan canh
mikrobiyolojik gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir. Giinlimiizde kullanilmakta
olan probiyotik bakteriler; bazilar1 EPS’leri tireten, agirlikli olarak Lactobacillus ve
Bifidobacterium’ lardir. Aslinda ileri siiriilen, EPS iireten suslarin sagligi destekleyen
etkileri bu biyopolimerlerin biyolojik aktiviteleri ile iligkilidir. Ekzopolisakkaritler;
prebiyotik ya da antitiimor, antiiilser, immiinomodiile edici ya da kolesterol diisiiriicii
aktiviteleri sayesinde insan sagligina katkida bulunabilirler. Pek ¢ok calisma, LAB ve
fermente siit irilinlerinin antikarsinojenik aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir.
Kitazawa ve arkadaslar1 (1991), liyofilize Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS 20
hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonunun farelerde Sarcoma-180 tiimoérlerinin
gelisiminin durmasi ile sonuglandigini, fakat LAB susunun S-180 tiimor hiicrelerine

kars1 yapilan “in vitro” c¢alismalarinda sitotoksisite gostermedigini bulmuslardir. Bu
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bilgi, bu susun timor gelismesini Onlemedeki etkinligini immiin aktivitesi ile
iliskilendirmistir. Bu arastirmacilar Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS 20 tarafindan
iiretilen salgi maddesinin, antitiimor etkisindeki temel bilesen olabilecegini gergekei
kabul etmektedirler. Daha sonraki bir ¢alisma, Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS
20’nin salgt maddesi {irlinleri sayesinde B-hiicresi mitojenik aktivitesinin belirgin
sekilde arttigin1 gostermistir. Nakajima vd. (1995) da Lactococcus lactis ssp. cremoris
SBT 0495 EPS’sinin, farelerde intraperitonal olarak artan 6zel antikorlarin iiretimini
yonettigini tespit etmislerdir. Bu da EPS’ in bagisiklik sistemini destekleyebildigini
gostermektedir. EPS {ireten L. delbrueckii ssp. bulgaricus OLL 1073R-1 yogurt
kiiltiriniin antitimor aktivitesi igin arabulucu olarak kullanildig: bildirilmistir (Ruas vd.

2002).

LAB’lerin iirettigi eksopolisakkaritler diger polisakkaritler gibi viskozite arttirici,
stabilizator, jel olusturucu ve su toplama Ozelliklerinden dolayr farkli gidalarin
tiretiminde rol alarak, gidalara arzu edilen Ozellikleri kazandirmaktadirlar. Diger
taraftan, eksopolisakkarit liretimi probiyotiklerin bagirsak yiizeyine kolonize olup
canliligini devam ettirebilmesini saglayan 6nemli bir 6zelliktir. Enterococcus bakterileri
de diger bir¢ok bakteri gibi eksopolisakkarit liretme yetenegine sahiptirler. Bu
bakterilerin hetropolisakkarit (HePS) tiretim yetenekleri de tespit edilmistir (Mozzi vd.
2006).

2.7 Agregasyon, Otoagregasyon ve Koagregasyon Ozellikleri

Agregasyonun kelime anlami: toplanma, bir araya gelerek kiimelesmedir. Bakterilerin
agregasyon Ozelligine sahip olmasi bulundugu hiicrelere tutunma ve dominant olarak
kolonize olmasini saglayacagindan Ozellikle probiyotik ac¢idan O6nemli bir kriterdir.
Laktik asit bakterilerinin bu ozellikleri nedeniyle bulundugu ylizeye ve birbirlerine
yapisarak biyolojik bir bariyer olusturur bakterilerin agregasyon ve koagregasyon
Ozelliklerine sahip olmasi, bulundugu hiicrelere tutunma ve dominant olarak kolonize
olmasini saglayacagindan 6zellikle probiyotik agidan 6nemli bir kriterdir (Vlkova vd.

2008).
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Bakterilerde agregasyonun iki sekilde gergeklestigi bilinmektedir. Otogregasyon, ayni
tiire ait mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak olusturduklart hiicre kolonileri
seklinde tanimlanmaktadir. Koagregasyon farkli tiire ait iki mikroorganizmanin
birbirine tutunmasi seklinde tanimlanabilir. Probiyotik tiirler otoagregasyon yetenekleri
ile bagirsak epitel hiicrelerine tutunurken ve koagregasyon yetenekleri ile patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu onleyen bir bariyer gorevi gordiikleri bilinen

ozelliklerindendir (Demain 1999).

Bakterilerin agregasyon ve koagregasyon Ozelliklerine sahip olmasi, bulundugu
hiicrelere tutunma ve dominant olarak kolonize olmasimi saglayacagindan ozellikle

probiyotik agidan 6nemli bir kriterdir (Vlkova vd. 2008).

Epitel yiizeye tutunmada agregasyon ile birlikte hidrofobisitenin de gerekli oldugu,
ancak agregasyon ile hidrofobisite arasinda dogrudan bir iliski olmadig1 belirtilmistir.
Adezyon (tutunma) olayinda konak hiicre yiizeyinin hidrofob olusu, ylizey yiikleri ile
baglantilidir. Bakteri ve konak hiicre yiizeyleri negatif (-) yiike sahip olduklar1 i¢in bu
itici gii¢ 6zel etkilesimlerle asilir (Delre 2000).

Laktik asit bakterileri bu 6zellikleri ile bulunduklari epitel izerinde biyolojik bir bariyer
olustururlar. Boylece patojenlerin epitele yerlesmesi ve burada liremesi engellenmis
olur. Bu yonii ile otoagregasyon probiyotik ag¢idan mikroorganizmalarda aranan bir
ozelliktir. Reid vd. (1988) Lactobasillus tiirlerinin iiropatojenler ile koagregasyonunu
gostermis ve bu fenomenin saglikli tirogenital floranin devamlilig1 ve tespitinde 6nemli
oldugunu 6nermislerdir. Drago vd. (1997) da bagirsaktan izole ettikleri Lactobasillus
tiirlerinin tiropatojenik E. coli ATCC 25922 ve bagirsak patojeni E. coli ATCC 35401
tiirlerinin ikisi ile de farkli derecelerde koagrege olduklarini gézlemislerdir. Calismalara
gore fenomenin agiklanmist; laktobasiller ile patojenler genis bir etkilesim alani
gelistirdikleri ve laktobasiller trafindan iiretilen metabolitlerin bu alana dagildig:
(mikrogevrelerin inhibe edilmesi) seklinde agiklanmistir. Ayrica, bakterilerin hiicre
yiizeyleri arasindaki bu etkilesim hiicre i¢i metabolitlerin transfer edilmesini saglayan
iki bakteri sitoplazmasi arasinda stirekli bir bolgeyi olusturabilmektedir. Ayni zaman da

boyle bir mekanizma ile gastrointestinal sisteminde diizenlenebilecegi diisiiniilmiistiir.
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Probiyotiklerin mukuzoya tutunarak kogregasyon yetenekleri ile patojenlere bariyer
teskil ettikleri bildirilmistir (Fernandez 2003).

Bakterilerin farkli maddelere tutunmasinda Oncelikle hiicre yiizeyinin fizikokimyasal
Ozellikleri, hiicre tutunmasi ile pozitif iligskisi olan hidrofobisite, otoagregasyon,
hemagliitinasyon gibi kesin karakterlerle belirlenmektedir. Streptokoklar, laktobasiller
ve bifidobakterilerin hiicre tutunmasi ile hiicre yiizey hidrofobisitesi arasinda pozitif bir
iliski gézlenmistir. Bifidobacterium tiirlerinde enterosit benzeri hiicrelere tutunmanin en

1yl gOstergesinin bakteriye ait otoagregasyon ve hemagliitinasyon yeteneklerinin oldugu

bildirilmistir (Zarate 2002a).

2.8 Bakterilerin Farkli PH Degerlerine Toleransinin Belirlenmesi

Her mikroorganizmanin gelisebildigi bir optimum, minimum, maksimum pH degeri
vardir. Mikroorganizmalarin gelisebildigi pH aralig: tiirlere, ortama, ¢evre faktorlerine
bagli olarak degismektedir. LAB tiirleri gelisme ortamindaki sitrik, hidroklorik, fosforik
ve tartarik asitlerin varliginda, asetik asit ve laktik asit varligina kiyasla daha diisiik pH
degerlerinde gelisebilmektedir. Uygun olmayan pH degerlerinde mikroorganizmalarin
hiicre gecirgenligini, Deoksiriboniikleik asit (DNA), Riboniikleik asit (RNA) ve bazi

enzimlerin fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemektedir (Lu vd. 2003).

Adnan ve Tan (2007), iki geleneksel Malezya iirliniinden ve kirmizi biber piiresinden
izole edilen laktik asit bakterileri arasinda, pH 4,5, pH 7,0 ve pH 9,0'da L. brevis ve L.

plantarum tiirlerinin gelistigini belirtmislerdir (Adnan 2007).

Kiran (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hazir gidalardan izole edilen ve ¢esitli
kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterilerinden higbirinin pH 2.0 ve
pH 3,0'da gelisemedigi: pH 4,0, pH 5,0 ve pH 6,0°da hepsinin gelistigi belirtilmistir. pH
9,6'da P. pentocaceus tiirlerinin bir kisminin gelistigi bazilarinin zayif gelisme
gosterdigi, L. plantarum, L. brevis ve L. fermentum tiirlerinin gelistigi; Leuconostoc

suslarinin ise zay1f gelisme gosterdigi belirtilmistir (Kiran 2006).
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Tangiiler (2010) tarafindan salgam suyundan izole edilen Lactobacillus, Pediococus,
Leuconostoc cinslerinin pH 4,0’da gelisme gosterdigi fakat pH 9,6’da higbir bakterinin
gelisme gosteremedigi belirtilmistir (Tangiiler 2010).

2.9 Suslarin Farkh Safra Konsantrasyonlarina Toleransinin Belirlenmesi

Probiyotik bakterilerin karsisindaki bir diger engelde safra tuzlari ve pankreatin iceren
ince bagirsak sisteminde hayatta kalabilmeleridir (Huang vd. 2004).Istenilen, probiyotik
organizmalarin bagirsakta bulunmasi ve mide asitliginde canli kalabilmesidir (Shah
2001). Safra, bakterilerin biiyiik oranda lipit ve yag asidi i¢eren hiicre membranina zarar

vererek antimikrobiyal etkiye sahiptir (Darilmaz vd. 2011b).

Bu nedenle, probiyotik olarak kullanilan suslarin asit direncliliklerinin yiiksek olmasi,
midenin asidik ortaminda canliliklarini kaybetmeden bagirsak sistemine ulasip, kolonize
olabilmeler i¢in avantaj olabilecegi diisiiniilmektedir. Her giin mideden PH’s1 yaklasik
2,0 civarinda olan 3 litre kadar mide suyu salgilanmaktadir. Bu nedenle, probiyotik
mikroorganizmalarin kolon’a ulasip, orada kolonize olmasi icin gerekli olan ilk kosul

mide asidinden en az oranda zarar gérmesidir (Vernazza vd. 2005).

Probiyotik se¢iminde kullanilan diger onemli bir kriter ise suslarin safra asitlerine
direng oOzellikleridir (Vasiljevic vd. 2008). Safra organik (safra tuzlari, kolesterol,
fosfolipitler, bilirubin) ve inorganik (su ve elektrolitler) bilesiklerin sulu bir
karisimindan olugur (Champe vd. 1997). Fosfatidilkolin (lesitin) ve safra tuzlar1 nicelik
olarak safranin en onemli bilesenleridir. Safra, gerektigi zaman dogrudan safra kanali
yoluyla karacigerden onikiparmak bagirsagina gecer veya sindirim i¢in hemen
gereksinim yoksa safra kesesinde depolanabilir. En ¢cok bulunan safra asitleri kolik asit
ve keno-deoksikolik asittir. Safra asitleri, amfipatiktirler. Bu yiizden, molekiiller polar
ve hem nonpolar bir yiize sahip olup, bagirsakta yaglar1 ¢oziicii ajanlar olarak islev
gorebilirler. Boylece diyetle alinan lipitlerin, pankreasin sindirim enzimleri tarafindan

yikilmasi i¢in yardimci olurlar (Champe vd. 1997).
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Safra asitleri karacigerde ¢ok basamakli bir metabolik yol tarafindan sentez edilirler.
Olusan bilesikler “primer” safra asitleri olarak adlandirilan kolik asit ve keno-
deoksikolik asittir. Safra asitleri karacigerden ayrilmadan 6nce bir molekiil glisin ya da
taurin amino asitleri ile konjuge edilir. Konjugasyon, safra asidinin karboksil grubu ile
eklenen bilesigin amino grubu arasinda olusan amid bagi tarafindan saglanir. Olusan bu

yeni bilesikler safra tuzlari olarak adlandirilirlar (Champe vd. 1997).

Giinde 500-700 ml miktarinda ince bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin biiyiik
oranda lipit ve yag asidi iceren hiicre membranina zarar vererek antimikrobiyal etki
gostermektedir (Dunne vd. 1999). Safra asitleri kalin bagirsaga varinca 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 vd. 2005).

Genellikle, probiyotiklerin se¢imindeki safra toleransi ¢alismalarinda %0,15 ve %0,30

konsantrasyonlarinda safranin kullanilmasi 6nerilmektedir (Huang vd. 2004).

Yapilan caligmalarda, insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger olmasindan
dolayr safraya direngli olan suslari belirlemek icin ozellikle %0,30’lik safra
konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu bildirilmistir (Erkkila vd. 2000).

Ayrica safraya toleransli bakteri tiirlerinin se¢imi laktoz intoleransi olan insanlarda,
laktoz sindirimi agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir. Bu nedenlerden dolay1
probiyotiklerin asit ve safra toleransi, bu bakterilerin segiminde temel kriterlerden birini

olusturmaktadir (Zarate vd. 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Aragtirma gida kaynakli 10 adet LAB bakteri ile ylriitiilmiistiir. Kiltiirler Ankara
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyal Genetik Laboratuvar1 kiiltiir

koleksiyonundan temin edildi. ¢alismada kullanilan bakteriler ¢izelge 3.1 gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan bakteri tiir adlar1 ve kodlar1

Bakteriler Bakteri Kodu
Enterococcus durans 51
Enterococcus faecalis 79
Enterococcus faecium 03
Lactococcus lactis subsp.Lactis 35
Lactococcus lactis subsp.Lactis 99
Lactococcus lactis subsp.Lactis 33
Lactococcus lactis subsp.Lactis 102
pediococcus acidilactici DT9
pediococcus pentosaceus P19
pediococcus pentosaceus C24

3.1.1 Calismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Calismada bakterilerin antibiyotik duyarliligi ve antimikrobiyal aktivitelerinde MRS
stvi besiortamindan yararlanmistir. Bakterilerin diger aktivitelerinde TGE siv1 besiyeri
kullanilmistir. Calismada kullanilan MRS ve TGE Sivi Besiortami ¢izelge 3.2 - 3.3’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 MRS (Man Rogosa and Sharpe) Sivi Besiortami

BILESEN Miktar (g/1)
Pepton 10
Beef Eksrakt 10
Yeast Ekstrakt 5
Glikoz 20
K2HPO4 2
Sodiyum Asetat.3H2 O 5

Tri Amoniyum Sitrat 2
MgS0O4.7H20 0,2
MnSO4.4H20 0,05
Tween 80 1,08 ml

MRS besiyerleri icin maddeler tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmis ve 1 M
HCI ve 1 M NaOH ile pH 6,2’ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dak. steril
edilmistir (Halkman 2005).

Cizelge 3.3 TGE (Tripton,Glukoz,Maya Ekstrakti) Sivi Besiortami

BILESEN Miktar(g/l)
Tripton 10
Glukoz 10
Yeast Ekstrakt 10
Tween 80 1
MgS0a4.7 H20 0,05
MnS0a4.4 H20 0,05

TGE besiyerleri i¢in maddeler tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmis ve 1 M
HCl ve 1 M NaOH ile pH 6,8’ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dak. steril

edilmistir.
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Arastirmada kullanilan patojan test bakterilerinin gelistirilmesi i¢cin Nutrient Broth

besiyeri kullanilmigtir. Bu besiyerinin igerigi ¢izelge 3.4 de verilmistir.

Cizelge 3.4 Nutrient Broth s1v1 besiyeri

BILESEN Miktar (g/l)
Beef Ekstrakt 1
Yeast Ekstrakt 2
Pepton 5
Sodyum Klorit 5

Nutrient Broth sivi besiyeri i¢in maddeler tartilarak distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmis ve besi ortaminin pH’s1 1 M HCl ve 1 M NaOH’le 6,8’ye ayarlanmistir.
Kat1 besiyeri hazirlamak icin besiyerine %1,5 oraninda agar (Merck) eklenmistir.

Otoklavda 121°C’de 15 dak steril edilmistir (Halkman 2005).
3.1.2 Bakterilerin muhafazasi

1,5 mP’lik agz1 kapakli tiiplere yaklagik 800 pl gliserol aktarilarak, 121 °C’de 15 dak.
sterilize edilmistir. Bakteriler uygun sivi besiortaminda iki kez ard arda aktiflestirilip,
aktif kiiltiirlerden 200 pl gliserol igeren steril tiiplere paralelli olarak aktarilmistir. Suslar
derin dondurucuda -80 °C’de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda

bir aktiflestirilerek yenilenmistir (Saglam 2000).
3.1.3 Arastirmada kullanilan test bakterileri

Arastirmada kontaminant ve patojen test bakterileri olarak Escherichia coli
ATCC11229, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus RSKK 863, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Listeria
monocytogenesis ATCC 7644 kullanilmistir. Test bakterileri Nutrient Broth sivi

besiortaminda 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.
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3.2 Metotlar

3.2.1 LAB bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

LAB gelistirilmesi ve aktiflestirmesinde TGE sivi besiyeri kullanilmigtir. Tiim eneysel

calismalar bakterilerin 35°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek gerceklestirilmistir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda kullanilan patojen mikroorganizmalar Nutrient
Broth siv1 besiyerinde 37°C’de 24 saat gelistirilmistir. Yapilan tiim ¢aligmalarda arda

arda iki kez aktiflestirilen kiiltiirler kullanilmistir.

3.2.2 Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

LAB suslar TGE siv1 besi ortaminda 35°C’de 24 saat iki kez aktiflestirilmistir. Aktif
kiiltirlerin optikal yogunluklari spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 600nm
dalga boyunda 0,600’¢ ayarlanmigtir. OD degerleri ayarlanan bakterilerden 5 ml’lik
TGE siv1 besi ortamlarina ikiser paralelli olarak inokiile edilerek, 35°C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden 1ml ependorf tiiplerine alinarak,
100°C’de 15 dak. kaynatilmistir. Ornekler oda sicakligma geldikten sonra iizerine
%0,17 oraninda %85’lik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklenmis ve 15,000 rpm’de
25 dak. santrifiij edilmistir. Stipernatant temiz bir ependorf tiipiine alinarak iizerine esit
hacimde etanol eklenerek 15 dak 15,000 rpm’de santrifiij edilmis ve EPS’nin presipite
olmasi saglanmistir. Pelletler 1 ml steril distile suda ¢oziildiikten sonra, tiretilen EPS

miktarinin tayini igin fenol siilfiirik asit metodu uygulanmistir (Torino vd. 2001).

Fenol Siilfirik Asit metodu:

Orneklerin iizerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml siilfirik asit (Merck) hizli bir sekilde
eklenerek oda sicakliginda 10 dak. bekletildikten sonra iyice karistirilarak 30°C’de 20
dak. bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklart 490 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin iirettigi EPS miktarlarin1 hesaplamak
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i¢in 5-100 mg/l arasinda degisen oranlarda glikoz (Merck) ¢ozeltisi kullanilarak standart

c¢ikarilmis ve bu standarda gore iiretilen EPS miktar1 mg/1 olarak belirlenmistir.

3.2.3 Kiiltiirlerin farklhi besiyerlerindeki pH ve yiizde asit iiretimlerinin
belirlenmesi

Aktif kiiltiirleri Skim Milk (SM) ve (TGE) siv1 besi yerlerine %2 oraninda asilanmis
ortammda 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
besiyerinin pH degerleri Metler Toledo marka pH metre ile dl¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin %
asithk tireti pH degerleri oOlgiilen 10 ml’lik kiltir, distile suyla 100 ml’ye
tamamlanmistir. 250 ml cam erlene aktarilan karisim tizerine 2-3 damla fenol fitaleyn
renk indikatorii damlatilarak, 0,1 M NaOH (Merck) ¢ozeltisi ile titre edilmistir.
Harcanan NaOH miktarina bakterilerin iirettigi asit titre edilebilir yiizde asitlik olarak

hesaplanmistir (Demirci vd. 1994).

% Asitlik= Harcanan 0,1 N NaOH (ml) % 0,9/ 6rnek (ml)

3.2.4 Antibiyotik duyarhhk

Calismada, LAB bakterileri iizerinde protein sentezi inhibitérii Gentamisin (CN) 10 pg
,antimikrobiyal etkiye sahip Nitrofurantoin (F) 300 ug , hiicre duvar sentezini inhibe
eden Penisilin (P) 10 U, Sitoplazmik zar sentezi inhibitorii Polimiksin (PB) 300 U ,
Niikleik asit sentezi inhibitdrii Ofloksasin (OFX) 5 pg antibiyotiklerinin inhibisyon
etkileri disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir (Sanchez vd. 2007).

Yontem su sekilde uygulanmigtir:

LAB bakterileri MRS siv1 besiortaminda 37+1°C’de 18-20 saat arda arda ikiser paralelli
olarak aktiflestirilmistir. Hazirlanan MRS agar petrilere 25 ml aktarilip, oda
sicakliginda donmaya birakilmistir. Aktif kiiltiirlerin  yogunluklar1 0,5 McFarland
bulanikligima esdeger olarak ayarlandiktan sonra 100 pl alinip, MRS plaklarina

aktarilmis ve homojen bir sekilde yayilmasi saglanmistir. Antibiyotik diskleri petri
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kutusunun kenarindan besiortaminin tizerine yerlestirilmistir. Petriler 37°C’de 18-20
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde antibiyotik disk ¢evresinde olusan

zonlarin ¢ap1 kumpas ile milimetrik olarak 6l¢tilmistiir (Bilge vd. 2005).

3.2.5 Antimikrobiyal Aktivite

LAB bakterilerin aktif kiiltiirlerinden MRS broth besiyerine ekim yapilip, 37£1°C’de
18-20 saat inkiibe edilmistir. Aktif kiiltiirler 12000 dev/dak’da 10 dak. santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant adi verilen berrak kisim steril sartlar altinda

0,45 pm’lik steril filtre kullanilarak mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir.

Arastirmada test bakterileri olarak E. coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, B. Cereus
RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923 ve L. Monocytogenes
ATCC 7644 suslar1 kullanilmastir.

Test bakterilerinin aktiflestirilmesi Nutrient Borth sivi besiyerinde 24 saat 37+1 °C
sicaklikta yapilmistir. Bu kiiltiirlerden steril plaklara 100 ul aktarilmistir. Plaklar {izerine
sterilize edilmis ve 50 °C’ye kadar sogutulmus Nutrient Agar besiyerinden 25 ml ilave
edilip, homojen bir gekilde kiiltiir ve besiortaminin karigimi saglanmistir. Homojenlik
saglandiktan sonra petri kabi icerisindeki besiyerinin donmasi i¢in beklenilmistir.
Donan besiyeri iizerinde 6 mm ¢apinda steril ortamda kuyucuklar agilmistir. Daha
onceden mikrofiltrasyonla steril edilmis LAB bakteri filtratlarindan 100 pl kuyucuklara
konulup, 37+1 °C inkiibasyon sicakliginda, 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklarin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlarin ¢apt kumpas

yardimut ile dl¢iilmiistiir (Liasi vd. 2009).

3.2.6 Otoagregasyon

Otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde Bakteriler TGE s1v1 besiyerinde 35°C’de
18-24 saat aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler 10000rpm’de 15dak santrifiij edilmistir.
Elde edilen pellet, iki defa fosfat tamponu (PBS) ile yikanmis ve pellet yine PBS
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icerisinde siispanse edilmistir. Yikanan kiiltiirlerin optik yogunluklari 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 0,600’¢ ayarlanmistir. 4 saat oda
sicakliginda hareket ettirilmeden bekletilen siispansiyonun {ist fazindan alinan 6rnegin
optik yogunlugu 600 nm’de Ol¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin yiizde Otoagregasyon
yetenekleri,asagdaki formiile gore hesaplanmistir (Collado vd. 2008).

% Otoagregasyon = [(ODz1- OD2/ OD1)x 100]
OD:z: Ik optikal dansite

OD:2: 4 saat sonraki optikal dansite

3.2.7 Koagregasyon

Suslarin  koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde TGE sivi  besiyerinden
yaralanmistir. LAB ve test bakterilerinin (E. coli ATCC 11229) optik yogunluklari 600
nm’de 0,600’e ayarlanmistir. LAB ve test bakteri esit hacimlerde cam deney tiiplerine
alinmis ve homojen bir karisim elde edilmistir. Karisik siispansiyonlar1 oda sicakliginda
4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda karisimin optik yogunlugu yine
600 nm’de ol¢ililmiistiir. Kiiltiirlerin %koagregasyon yetenekleri,agagidaki formiile gore

hesaplanmistir (Collado vd. 2008).

% Koagregasyon = [(OD1+0ODz2 ) - 2(ODs)/ (OD1+ ODz2)x100]
OD:z: Propionibacterium spp. suslarinin optikal dansitesi
OD2: E. coli ATCC 11229’un optikal dansitesi

ODs: Karigimin 4 saat sonundaki optikal dansitesi

3.2.8 Farkh pH degerlerine toleransi

Suslar 35°C’de 24saat iki kez TGE siv1 besi ortaminda aktiflestirilen kiiltiirlerin optikal
yogunluklar1 spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) (600 nm) 0,600’
ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan bakterilerden %2 oraninda, pH’s1t 4 M HCI
(Merck) ile 2, 3, 4, ve 5’e ayarlanan TGE siv1 besiyerlerine inokiile edilerek, 35°C’de
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24 saat inkiibe edilmistir.Inkiibasyon bitiminde kiiltiirlerin OD degeri 600 nm de
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (pH’st 6,8 olan TGE sivi
besiyerinde gelisen kiltiiriin yogunlugu) ile karsilastirilarak farkli pH degerlerinin
suslar lizerindeki ylizde canlilik degeri hesaplanmistir (Chung vd. 1999).

% Canlilik: OD1/0OD2x100
ODa: Bakterilerin farkli pH ortamlarindaki yogunluklari
ODz2: Kontrol

3.2.9 Farkh safra konsantrasyonlarina toleransi

Susglar 35°C’de 24 saat iki kez ard arda TGE siv1 besi ortaminda aktiflestirilmistir. LAB
kiiltiirlerinin optikal yogunluklart 600 nm’de 0,600’¢ ayarlanmistir. OD degerleri
ayarlanan bakterilerden %2 oraninda, %0 (kontrol), %0,06, 0,15 ve 0,30 oranlarinda
safra (Sigma) iceren TGE sivi besiyerlerine inokiile edilerek 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde kiiltiirlerin OD degerleri kontrol grubu (safra
icermeyen TGE siv1 besiyerinde gelisen kiiltiiriin yogunlugu) ile karsilastirilarak farkl
safra konsantrasyonlarinin suslar lizerindeki yiizde canlilik degerleri agagdaki formiile

gore hesaplanmigtir (Chung vd. 1999).

% Canlilik: OD1/0OD2x100
OD1: Bakterilerin farkli safra ortamlarindaki yogunluklari

OD2: Kontrol

3.2.10 istatistiksel analizler

Tiim ¢alismalarda iki farkl1 paralelin ortalama sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) kullanilmistir. Pearson
korelasyonuna gore, suslarin (yiizde asit —EPS), (EPS-otoagregasyon), (EPS-koagregasyon)
arasinda korelasyon olup olmadigt incelenmistir. Ayrica, farklh pH ve safra
konsantrasyonunun canlilik {izerindeki iliskisini ortaya koymak amaciyla SPSS 16.0

bilgisayar programi ile regresyon analizi uygulanmustir.
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4. DENEYSEL BULGULARI

4.1 Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

Bakterilerin EPS {iiretim miktarlari, fenol siilfiirik asit metodu ile spektrofotometrik
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1 Sekil 4.1). Suslarin EPS {iretim miktarlar1 127,30—
245,00 mg/l arasinda degistigi gozlenmistir. EPS iretimi en yiliksek olan sus Ent.
faecium 3 (245,00 mg/l)’dir. EPS iiretimi en diisiik sus ise Lac.lactis 102 (127,30 mg/l)

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1 LAB bakterilerin ekzopolisakkarit tiretimleri (mg/l)

Bakteriler EPS mg/l

Ent. durans 51 154,33+£2,25
Ent. faecalis 79 211,00+0,24
Ent. faecium 3 245,00+0,12
Lac. lactis 35 203,67+2,95
Lac. lactis 99 200,00+5,18
Lac. lactis 33 219,33+7,19
Lac. lactis 102 127,30+1,32
Ped. acidilactici DT9 203,29+1,65
Ped. pentosaceus P19 241,00+0,47
Ped. pentosaceus C24 152,67+2,13
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Sekil 4.1 LAB bakterikerin EPS {iretim miktarlarinin karsilastirilmasi

4.2 Kiiltiirlerin Farkli Besiyerlerindeki Yiizde Asit Uretimleri

Bakterileri kiiltiirlerinin Skim Milk (SM) ve TGE besiyerlerinde iirettigi yiizde asitlik
miktarlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. LAB’larin TGE siv1 besiortamindaki 24 saatlik
kiiltiirlerinin titre edilebilir yiizde asitlik miktarlar1 en diisiik %1,05 (Lac.lactis 102) ve
en yiiksek %1,34 (Ent. faecium 3) suslarinda belirlenmistir. TGE sivi besiortaminda,
Ent. durans 51 (%1,19), Ent faecalis 79 (%1,21) ve Ent. faecium 3 (%1,34) oraninda
yiiksek asit tirettikleri gozlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Suslarin, Skim Milk besiortaminda 24 saat inkiibasyon sonunda en diisiik %0,99 titre
edilebilir yiizde asit miktar1 Lac.lactis 33 kiiltiiriinde ve en yiiksek %1,42 asit tiretimi
ise Ent. faecium 3 susda belirlenmistir. Skim Milk besiortaminda Ent. durans 51
(%1,16), Ent. faecalis 79 (%1,13), Ent faecium 3 (%1,42), Lac. lactis 102 (%1,12) ve
Ped. pentosaceus P19 (%]1,29) oranlarinda asit iiretikleri belirlenirken, bu suslarin asit

iiretimleri diger suslara kiyasla yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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Suslarin bu iki besiyerindeki yiizde asit iiretimleri arasinda dogrusal bir korelasyon

oldugu goriilmiis ve r=0,6991 oldugundan bu iligki orta diizeyde anlamlidir (p<0,05).

Cizelge 4.2 Bakterilerin TGE ve SM besiyerlerinde tiretikleri yiizde asitlik miktarlar

Bakteriler Skim Milk(%o) TGE(%)
Ent. durans 51 1,16 £0,01 1,19+0,03
Ent. faecalis 79 1,13+0,03 1,21+0,02
Ent. faecium 3 1,42+0,02 1,34-+0,03
Lac. lactis 35 1,08+0,02 1,11+0,03
Lac. lactis 99 1,09+0,01 1,07+0,02
Lac. lactis 33 0,99+0,02 1,06+0,01
Lac. lactis 102 1,12+0,03 1,05+0,01
Ped. acidilactici DT9 1,05+0,01 1,13+0,02
Ped. pentosaceus P19 1,29+0,01 1,09+0,02
Ped. pentosaceus C24 1,08+0,02 1,12+0,02

¥ B SMyiizde asit
= TGE yiizde asit

Sekil 4.2 LAB bakterilerin TGE ve SM besiyerlerinde iiretikleri yiizde asitliklerinin
karsilastirilmasi
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4.3 LAB’larin Antibiyotik Duyarhhk

Farkl1 antibiyotiklerin (Gentamisin (CN) 10 pg , Nitrofurantoin (F) 300 pg ,Penisilin (P)
10 U ,Polimiksin (PB) 300 U ,Ofloksasin (OFX) 5) LAB’lar iizerine inhibisyon etkisi
Bolim 3.2.8’da anlatildigr gibi disk diflizyon yontemi ile tespit edilmistir. Ent. durans

51 antibiyotik Penisilin (P) 10 U kars1 duyarliligt (Resim 4.1) gosterilmistir.

Antibiyotiklerin LAB suslar iizerindeki etkileri CLSI standardina goére degerlendirilip,

cizelge 4.4°te gosterilmistir.

Resim 4.1 Ent. durans 51 susun Penisilin (P) 10 U kars1 duyarliligi

Cizelge 4.3 CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi

Etki Mekanizmasi Antibiyotik Direngli | Orta duyarh | Duyarh
Hiicre duvar1 sentezi inhibitorii Penisilin (P) 10U <11 12-21 >22
Hiicre duvari sentezi inhibitorii Ampisilin (AMP) 10ug <I1 12-13 >14
Protein sentezi inhibitorii Streptomisin (S) 10ug <I1 12-14 >15
Protein sentezi inhibitori Gentamisin (CN) 10ug <12 13-14 >15
Niikleik asit sentezi inhibitorii Nalidiksik asit (NA) 30pg <I3 14-18 >19
Niikleik asit sentezi inhibitorii Rifampisin (RD) Sug <I5 - >16
Antimikrobiyal Nitrofurantoin (F) 300 pg <14 15-16 >17
Niikleik asit sentezi inhibitorii Ofloksasin (OFX) 5 pg <14 15-21 >22
Protein sentezi inhibitorii Kloramfenikol (C) 30ug <12 13-17 >18
Sitoplazmik zar sentezi inhibitorii Polimiksin (PB) 300 U <8 9-11 >12
Protein sentezi inhibitorii Kanamisin (K) 30 pg <I3 14-17 >18
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Cizelge 4.4 LAB suslarin antibiyotik duyarliliklar

SUSLAR OFX 5pg PB 300U p 10U F 300g CN10pg
Ent. durans 51 R R S R R
Ent. faecalis 79 R R S S |
Ent. faecium 3 R R | R S
Lac.lactis 35 R R S R R
Lac. lactis 99 R R S R R
Lac. lactis 33 R R | R R
Lact. lactis 102 R R S S S
Ped. acidilactici DT9 R R S R S
Ped. pentosaceus P19 R R S R S
Ped. pentosaceus C24 R R S S S

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta Derece Duyarli.

Tiim suslarin Ofloksasin ve Polimiksin antibiyotiklerine karsi direngli olduklar

belirlenmigtir .Niikleik asit sentezi inhibitorii Ofloksasin (%100), Sitoplazmik zar

sentezi inhibitorii Polimiksin (%100), Antimikrobiyal Nitrofurantoin (%97) oranlarinda

yiiksek direnglilik gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica, suslarinin hiicre duvar sentezini

inhibe eden penisilin (%98), Protein sentezi inhibitorii Gentamisin (%95) oranlarinda

duyarli olduklar1 bulunmustur (Cizelge 4.4, Sekil 4.3). Ancak, istatiksel analizler

sonucunda suslarin antibiyotik duyarlilik ve EPS {iretimleri arasindaki korelasyon

anlamli bulunmamigtir (p>0.05).

m Ofloksasin

® Polimiksin

= Nitrofurantoin

® Penisilin

m Gentamisin

Sekil 4.3 Suglarinin antibiyotiklere kars1 gosterdigi %duyarlilik ve direnglilik oranlar
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4.4 LAB’larmm Antimikrobiyel Aktiviteleri

LAB bakterilerin patojen mikroorganizmalari inhibe etme oOzelligi gidalarda veya
bagirsakta patojen olan 5 referans kiiltiir (E. coli ATCC 11229, Escherichia coli
O157:H7, Bacillus cereus RSKK 863, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Listeria monocytogenesis ATCC 7644)
kullanilarak, boliim 3.2.7°de anlatildigi gibi belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.5’de

verilmistir.

Tim suglar E. coli ATCC 11229 kars1 antimikrobiyal etki gosterirken, en yiiksek
antimikrobiyal aktivite Lac. lactis 33 (4,5 mm) zon g¢apinda gozlenmistir. Lac. lactis

33’lin E. coli ATCC 11229’1n susu iizerinde inhibisyonu (Resim 4.2) verilmistir.

Resim 4.2 Lac. lactis 33’iin E. coli ATCC 11229 {izerinde antimikrobiyal etkisi

Lac. lactis subsp.Lactis 35, Ent. faecium 3 suslar1 disinda diger suslarin E. coli O157:H7

patojenine kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi gozlenmistir.

Tiim suslarin B. cereus RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923,
L. monocytogenesis ATCC 7644 patojenlere karsi antimikrobiyal etki gosterdigi

gozlenmistir.

Suslarin antimikrobiyal aktivitesi ile asit {iretimileri arasinda bir iligski olup olmadigini

aragtirilarak, korelasyon testi yapilmistir. Ancak, bu analizler sonucunda p>0.05
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oldugundan suslarin antimikrobiyal aktivite ile asit iiretimi arasinda anlamli bir

korelasyon tespit edilememistir.

Cizelge 4.5 LAB bakterilerin test bakterileri {izerinde olusturdugu inhibisyon zon ¢ap

degerleri (mm)

Bakteri suslari E. coli E coli Bacillus Salmonella Staphylococc Listeria
ATCC 11229 | O157:H7 cereus enteritidis us aureus monocytogen
RSKK 863 ATCC 13076 ATCC 25923 esis ATCC
7644

Ent. durans 51 2,4+0,2 2,1+0,2 3,6+0,1 2,8+0,2 3,3+0,0 2,2+0,3
Ent. faecalis 79 3,1+0,1 2,0+0,1 3,2+0,3 2,2+0,1 3,1+0,1 2,2+0,3
Ent. faecium 3 2,4+0,2 = 3,3+0,1 3,0+0,1 2,7+0,1 2,1+0,1
Lac. lactis 35 2,5+0,1 - 3,240,1 3,1+0,1 2,5+0,0 2,0£0,2
Lac. lactis 99 2,4+0,2 2,6+0,35 3,2+0,3 2,3+0,2 3,0+0,1 3,3+0,5
Lac. lactis 33 4,5+0,1 4,6+0,1 4,0+0,1 5,840,1 3,3+0,1 5,6+0,1
Lac. lactis 102 4,240,1 3,7+0,1 4,1+0,0 4,2+0,0 5,1+0,1 4,7+0,1
Ped. acidilactici DT9 5,4+0,1 2,7+0,1 4,1+0,1 4,6+0,0 3,240,1 5,6+0,1
Ped. pentosaceus P19 3,1+0,1 3,1+0,1 4,0+0,0 2,940,1 3,1+0,1 3,1£0,0
Ped. pentosaceus C24 44+0,1 2,5+0,1 4,8+0,1 3,2+0,1 2,7+0,1 3,0+0,0

4.5 LAB Bakterilerin Otoagregasyon

LAB’larin otoagregasyon deneyleri Bolim 3.2.6’de anlatildig1 sekilde yapilmis ve elde

edilen otoagregasyon degerleri gizelge 4.6’de verilmistir.

LAB bakterilerin otoagregasyon oranlart (%23,0-%34,0) arasinda bulunmustur.
LAB’larin otoagregasyon sonuglart degerlendirildiginde, Ent. faecium 3 en yiiksek
(%34,0) otoagregasyon o6zelligi gosterirken, en diisiik (%23,0) otoagregasyon Lac. lactis
102 susunda tespit edilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.4). Genel olarak EPS iiretimleri
yiiksek olan LAB’larin % otoagregasyon degerleri de yiiksek bulunmsutur. Genel olarak
bir degerlendirme yapildiginda, EPS {iretimi yiiksek olan suslarin otoagregasyon
yeteneklerinin  yiiksek oldugu tespit edilmistir. Suslarin EPS iretimleri ve
otoagregasyon arasinda dogrusal bir korelasyon oldugu goriilmiis ve r = 0,6875

oldugundan bu iligki orta diizeyde anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.6 LAB bakterilerin % otoagregasyonlari

Bakteriler % Otoagregasyon
Ent. durans 51 24,0+£2,0
Ent. faecalis 79 28,0+1,5
Ent. faecium 3 34,3+£2,7
Lac. lactis 35 23,2+1,6
Lac. lactis 99 24,0+3,1
Lac. lactis 33 24,2421
Lac. lactis 102 23,0+2,5
Ped. acidilactici DT9 27,9+1,3
Ped. pentosaceus P19 30,8+2,5
Ped. pentosaceus C24 25,7+1,0
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Sekil 4.4 LAB bakterilerin % Otoagregasyonlari

4.6 LAB Bakterilerin Koagregasyonu

LAB bakterilerin E. coli ATCC 11229 ile koagregasyonlar1 (%1,92-%27,3) arasinda
bulunmustur. Ent. faecium 3 test bakteri ile en yiiksek (%27,3) oraninda koagregasyon

ozelligi gosterirken, en disiik (%1,92) koagregasyon Lac. lactis 33 susunda tespit
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edilmistir (Cizelge 4.7,Sekil 4.5). Genel olarak EPS iiretimleri yiiksek olan LAB’ larin
% koagregasyon degerleri de yiiksek bulunmsutur. EPS ftiretimi (245 mg/1) yiiksek olan
Ent faecium 3 susunun E. coli ATCC 11229 ile koagregasyon %27,3 yiiksek
bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizde, suslarin EPS iiretimleri ile koagregasyon (1=

0.4716) arasinda diisiik diizeyde bir iligki bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.7 LAB suslarin E. coli ile % koagregasyonulari

Bakteriler %Koagregasyon
Ent. durans 51 18,3+1,4
Ent. faecalis 79 24,1+2.5
Ent. faecium 3 27,3£1,7
Lac. lactis 35 21,8+1,0
Lac. lactis 99 10,843,0
Lac. lactis 33 1,92+2.4
Lac. lactis 102 3,2£1,3
Ped. acidilactici DT9 17,0+£2,8
Ped. pentosaceus P19 20,6+0,8
Ped. pentosaceus C24 15,3%1,1
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Sekil 4.5 LAB bakterilerin E. Coli ATCC 11229 ile % Koagregasyonlar1
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4.7 LAB Bakterilerin Farklhh pH Degerlerine Toleransi

LAB suglarinin farkli pH degerlerinde yiizde canliliklar1 spektrofotometrik olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.8). Ortamdaki asitlik orani arttikca, bakterilerin optikal
yogunlugunda ve canliliklarinda 6nemli oranda diisme meydana gelmistir. Suslarin
genelinde pH 2°de hiicre yogunlugunun diistiigli ve ylizde hiicre canliliklarinin azaldigi
gozlenmistir. pH 2’de suslarin yilizde hiicre canliliklart (%0,05-%3,81) arasinda
bulunmustur. Suslarin, pH 2’de ylizde hiicre canliliklart (%0,05-%3,81) arasinda
gozlenmistir. pH 2’de en diisiik, %0.11 hiicre canligi Ped. lactici DT19 susunda, en
yiiksek canli bakteri sayis1 %3.81 Ent. durans 51 susunda tespit edilmistir. Suslarin, pH
3’de yiizde canlilik oranm1 %1,88 ile %13,42 arasinda bulunmustur. pH 4’de canli hiicre
sayist pH 2 ve 3’e gore artig gostermistir. pH 4’de canli hiicre oranlar1 %21,87-%89,49
arasinda belirlenmistir. pH 5’de ylizde canlilik orami (%91,16-%98,94) arasinda
bulunmustur. Yiiksek EPS ftiretimi gosteren Ent. faecium 3, Ped. pentosaceus P19 ve
Ent. faecalis 79 suslarin farkli pH degerlerinde direncliliklerinin zayif oldugu
gozlenmistir. Ancak,yapilan istatistiksel analizde, suslarin EPS iiretimleri ile asit

direnclilikleri arasinda anlamli bir iligki olup olmadig tespit edilememistir.
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Cizelge 4.8 LAB suslarimin farkli pH degerlerine toleransi ve regresyon analiz sonuglari

Bakteriler pH 6,8 pH 2,0 pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 Multiple | Significa
(Kontrol) R degeri ntF
OD1 OD2 % Canhlik OoD2 % Canhilik OD2 % Canhhik OD2 % Canlhilik
Ent. durans 51 1,69+0,01 | 0,06+0,00 3,81 0,08+0,03 4,53 0,37+0,03 21,87 1,54+0,00 91,9 0,918 0,02
Ent. faecalis 79 1,91£0,03 | 0,02+0,02 0,89 0,224+0,00 11,29 1,49+0,01 78,43 1,82+0,00 95,59 0,899 0,03
Ent. faecium 3 1,96+0,00 | 0,03+0,01 1,41 0,19+0,01 9,77 1,51+0,00 78,96 1,80+0,01 94,2 0,898 0,03
Lac. lactis 35 1,7£0,02 | 0,03+0,02 1,82 0,03+0,00 1,88 1,47+0,02 86,35 1,68+0,02 98,94 0,860 0,06
Lac. lactis 99 1,744+0,00 | 0,04-+0,00 2,36 0,05+0,02 3,04 1,52+0,13 87,19 1,69+0,00 96,84 0,861 0,06
Lac. lactis 33 1,66+0,01 | 0,02+0,00 1,14 0,04+0,00 2,41 0,75+0,02 45,19 1,52+0,01 91,16 0,941 0,01
Lac. lactis 102 1,87+0,00 | 0,03+0,01 1,88 0,09+0,00 4,82 1,48+0,00 79,27 1,78+0,00 95,45 0,887 0,04
Ped.acidilactici.DT9 1,89+0,02 | 0,00+0,00 0,05 0,16+0,06 8,66 1,49+0,02 78,56 1,79+0,03 93,88 0,898 0,03
Ped. pentosaceus P19 | 1,86+0,01 | 0,00+0,00 0,11 0,15+0,06 8,05 1,67+0,00 89,49 1,76+0,00 94,15 0,865 0,05
Ped. pentosaceus C24 | 1,92+0,00 | 0,07+0,02 3,71 0,26+0,03 13,42 1,44+0,16 75,35 1,87+0,04 97,6 0,905 0,03

W N —

: Kontrol; ¢caligmada kullanilan besiyerinin pH’ s1
: Spektrofotometrede 600 nm de belirlenen yogunluk (OD)
: %Canlilik = (OD,/OD3)x100.




4.8 LAB Bakterilerin Farkh Safra Konsantrasyonlaria Toleransi

Bakterilerin farkli safra konsantrasyonlarina tolerans sonuglart (Cizelge 4.9)’de
verilmistir. Calismada elde edilen sonuglardan, LAB bakterilerin safraya olan toleransi,
safra oranmna goére degismekte olup, safranin %0,06, %0,15 ve %0,30
konsantrasyonlarinda, artan konsantrasyona bagli olarak bakterilerin gelisiminde azalma
gozlenmistir. LAB’larin %0,06 safra konsantrasyonunda %canlilik degerlerinin %92,03
ile %99,15 arasinda oldugu tespit edilmistir. %0,15 safra konsantrasyonunda %canlilik
degerleri %78,36 ile %90,53 ve %0,30 safra konsantrasyonunda % canlilik degerleri
%67,52 ile %74,65 arasinda bulunmustur. En yiiksek yiizde inhibisyon %0,30 safra
konsantrasyonunda goézlenmistir (Cizelge 4.9). LAB suslar1 arasinda safraya karsi en

direngli suslar Ped lactici DT9 ve Lac lactis 35 oldugu tespit edilmistir.

Yapilan istatistiksel analizlerde, suslarin EPS diretimleri ile farkli safra

konsantrasyonlarina direnci arasindaki iliskinin anlamli olup olmadigi bulunamamustir.
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Cizelge 4.9 LAB’larin farkli safra konsantrasyonlarina toleransi

Bakteriler 900,00 (Kontrol) 0,06% 0,15% 0,30% Multiple R Significant
OD1 OD2 % Canlilik OD2 % Canlihk OD2 % Canlilik degeri F
Ent. durans 51 1,88+0,01 1,80+0,00 96,01 1,59+0,00 84,51 1,27+0,02 67,52 0,999 0,02
Ent. faecalis 79 1,89+0,03 1,80+0,02 95,81 1,64+0,01 86,95 1,39+0,00 73,95 0,999 0,02
Ent. faecium 3 1,88+0,00 1,80+0,01 96,27 1,6120,02 85,6 1,39+0,01 74,24 0,992 0,07
Lac. lactis 35 1,80+0,02 1,76+0,00 97,89 1,56+0,00 86,55 1,34+0,00 74,65 0,991 0,08
Lac. lactis 99 1,7440,00 1,71£0,00 98,28 1,5740,02 90,35 1,26+0,01 72,26 0,996 0,04
Lac. lactis 33 1,77+0,01 1,75+0,01 99,15 1,55+0,00 87,56 1,3120,00 74,04 0,937 0,22
Lac. lactis 102 1,90+0,00 1,74%0,00 92,03 1,49+0,02 78,36 1,37+0,02 72,08 0,937 0,22
Ped. acidilactici DT9 1,94+0,02 1,86+0,02 97,34 1,69+0,00 88,46 1,39+0,00 72,59 0,999 0,01
Ped. pentosaceus P19 1,88+0,01 1,84+0,01 97,71 1,70+0,02 90,53 1,34+0,01 71,42 0,993 0,07
Ped. pentosaceus C24 1,94+0,00 1,88+0,00 96,76 1,68+0,00 86,26 1,45+0,00 74,37 0,994 0,06
OD1: Kontrol

OD2: Bakterilerin farkli safra ortamlarindaki yogunluklari
% Canlilik: OD;/OD,x100




5. TARTISMA VE SONUC

Fermente siit {riinleri, probiyotik bakterilerle zenginlestirilmis fonksiyonel gidalar
olarak bilinmekte ve kapsamli bir sekilde arastirllmaktadir (Saxelin vd. 2005).
Probiyotiklerin insan sagliginda énemi alternatif tip alaninda koruyucu ve tedavi edici

amagla kullanilmaya baslanmistir (Gorbach 2002).

Calisma kapsaminda Enterococcus, Lactococcus lactis,Pediococcus cisine ait 10 adet
LAB suslar1 kullanilmistir. Bu suslarin bazi probiyotik ozellikleri (Ekzopolisakkarit
(EPS) tiretimleri, kiiltiirlerin farkl1 besiyerlerindeki yiizde asit tiretimleri, antibiyotiklere
kars1  duyarliliklari, antimikrobiyal aktivite, agregasyon (otoagregasyon ve
koagregasyon) yetenekleri, farkli pH ve safra konsantrasyonlarina toleransliliklar)

arastirilmistir. Elde edilen arastirma bulgulari Istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Probiyotik bakterilerin mideden gegip bagirsaga vardiklarinda probiyotik 6zelliklerini
gosterebilmelerindeki en biiylik avantajlardan biri de ekzopolisakkarit (EPS) iiretim
kapasitelerine sahip olmalaridir (Boke 2005). EPS’nin bakteriyi koruma o6zelligi
yaninda, bir ¢cok etkenler ve antibiyotiklere karsi fiziksel bir koruyuculuk seklinde de
ortaya ¢ikmaktadir (Darilmaz vd. 2011a). EPS’ler hiicre tanimlanmasi, yiizeye yapisma
ve ¢esitli ekosistemlerin kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilimlerin olusturulmasinda
da rol oynarlar (Cerning vd. 1990). LAB’nin iirettigi EPS’lerin hiicreye yapisma ve
farkli ortamlarda hiicrenin korunmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Ayrica, laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen EPS’lerin antitiimoral, bagisiklik sistemini diizenleyici ve
kandaki kolesterol seviyelerini diisiiriicii etkilerinin oldugu da kanitlanmistir (Ruas-
Madiedo vd. 2002). Probiyotik bakterilerin seleksiyonlarinda EPS iiretimlerinin yiiksek

olmasina 6nem verilmektedir.

Sema Ahi’nin tez ¢alismasinda Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus ve Leuconostoc cinslerine ait bazi suslar kullanilarak EPS iiretimleri ile
antibiyotik direnglilkleri arasindaki iligki arastirilmis ve suslarin EPS iiretimleri 46,42
mg/l ile 208,88 mg/l arasinda bulunmustur. En yiiksek (208,88 mg/l) EPS {iretimi
Enterococcus fecalis RT8 susunda tespit edilirken, en diisiik (46,42 mg/l) EPS miktar1
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Enterococcus fecalis NCDO 581 kiiltiiriinde belirlenmistir. P. acidilactici ped L 155,15
mg/l {iretim gosterirken P. pentosaceus CHR-HANSEN 179,55 mg/l EPS {iretimi

gostermistir.

Bu ¢alismada, Tiim suslarin EPS iiretigi ve tiretim miktarlarinin 127,30-245,00 mg/l
arasinda degistigi belirlenmistir. EPS {iretimi en yiiksek olan sus Ent. faecium 3 (245,00
mg/l)’dir. EPS iretimi en diisiik olan susun Lac.lactis 102 (127,30 mg/l) oldugu
belirlenmistir,sonuclar yukarida verilen verilerle destek kazanmistir ve kullandigimiz

susun yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip oldugunu kanitlanmistir.

Asit stresi gida teknolojisinde kullanilan bakteriler ig¢in 6zel bir 6neme sahiptir. Laktik
asit bakterilerinin fermantasyonu ile iiretilen siit irlinleri asitli olabilmektedir. Fermente
edilmis stt Trinlerinde bulunan probiyotik bakteriler laktik asit stresi ile
karsilagsmaktadirlar. Fermente iirlinlerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda iiriiniin
asitliginden dolayr canliligini kaybedebilmektedir. Bazi fermente iirlinlerin yapisal
Ozellikleri probiyotik bakterilerin depolanma, olgunlasma ve sindirim sistemine
tasinmasinda koruyucu olabilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin mide bosluguna
vardiginda, ilk engel olarak mide de bulunan hidroklorik asit diisiik pH 1 engelidir.
Diisiik pH mikrobiyal proteinleri denatiire ederek bakterilerin canliligini etkilemektedir
Bu nedenle probiyotik bakteriler bu engeli asarak yararli etkiler gosterebilmek ic¢in
bagirsaga varmasi gerekmektedir (Jan 2001). Bilindigi gibi siit proteinleri bakteriler
tizerinde koruyucu etki gostererek, midenin asidik ortaminda bakterilerin canli
kalmalarin1 saglamaktadir. Bu nedenden dolayi, probiyotik bakterilerin genellikle siit
veya etli gidalarla birlikte kullanildiginda daha etkili olduklar1 bildirilmistir (Aktan vd.
1998). Bakterilerin mideden sonra ince bagirsakta canli kalabilmeleri safra ve
pankreatik enzimlere direngliligine baglidir. Bu nedenle mide-bagirsak sistemi
kosullarin1 tolere edebilen tiirlerin belirlenmesi bir mikroorganizmanin probiyotik

olarak segilmesinde en 6nemli kriter olarak belirlenmistir (Zarate 2000).

Bu ¢alismada suslarin TGE si1vi besiortamindaki 24 saatlik kiiltiirlerinin titre edilebilir

yiizde asit miktarlart %1.05-1.34 arasinda tesbit edilmistir. En diisiikk %1,05 (Lac.lactis
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102) ve en yiiksek %1,34 (Ent. faecium 3) suslarinda belirlenmistir. Suslarin, Skim Milk
besiortaminda 24 saat inkiibasyon sonunda %0.99-1.42 arasinda asit drettikleri
bulunmustur. en diisiik %0,99 titre edilebilir yiizde asit miktar1 Lac.lactis 33susda ve en
yiksek %1,42 asit tretimi Ent. faecium 3 kiiltiirinde bulunmustur. Arastirmada
kullanilan diger bakterilerin de yiiksek asit liretim yeteneginde oldugu belirlenmistir. T-
testi ile yapilan istatistiksel analizde suslarin bu iki besiyerindeki ylizde asit liretimleri
arasinda dogrusal bir korelasyon oldugu goriilmiis ve 1=0,6991 oldugundan bu iliski
orta diizeyde anlamlidir (p<0,05).Daha oOnce yapilan benzer calismalarda da
Enterococcus fecalis RT121 (%2,06)susunda yiiksek yilizde asit tiretimi bildirilmistir
(Sema Ahi 2011).

LAB bakterilerin probiyotik olarak kullanilabilmesinde antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi belirleyici bir 6zelliktir. Antibiyotik kullanimina bagli gelisen ishaller,
bozulan konak florasinin diizeltilmesi gibi farkli amaclarla kullanilan probiyotiklerin
hastada tedavi amaci ile kullanilan antibiyotiklere direngli olmasi gerekmektedir

(Simadibrata vd. 2013).

Sema (2011) tarafindan yapilan arastirmada, en yiiksek EPS iiretimi gosteren E. fecalis
RTS8 susunun, protein sentezini inhibe eden tetrasiklin ve kloramfenikol, niikleik asit
sentezini inhibe eden rifampisin ve hiicre duvari sentezini inhibe eden amfisilin
antibiyotiklerine yiiksek duyarlilik gosterdigi, yine hiicre duvari sentezini inhibe eden
antibiyotik grubunda yer alan penisilin G antibiyotigine ise orta dereceli duyarli oldugu
bildirilmistir. Enterococcus fecalis RTS8 sus protein sentezini inhibe eden gentamisin,
streptomisin ve kanamisin, niikleitk asit sentezini inhibe eden trimetoprim,
siprofloksasin ve nalidiksik asid, hiicre duvari sentezini inhibe eden vankomisin

antibiyotiklerine yiiksek direng gostermistir.

Todorov vd. (2007)’nin insan vajinal salgisindan izole ettigi L. lactis subsp. Lactis
HV219 susunun probiyotik 06zelliklerini inceledigi ¢alismasinda; HV219 susunun
gelisimini tetrasiklin, amikasin, streptomisin, neomisin, sulfonomidler ve nalidiksik asid
inhibe edemezken; kloramfenikol, oflokasin, trimetoprim, siprofloksasin, sefazolin ve

vankomisinin inhibe ettigini tespit etmistir. Herreros vd. (2005) tarafindan yapilan
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bagska bir calismada; Armada peynirinden izole edilen 9 adet L. lactis susunun
antibiyotik direnglilikleri arastirilmistir. Dilek Kaya Ozdogan(2011) trafindan yapilan
calismada L. lactis subsp. Lactis susunun 3’iiniin amfisilin ve tetrasikline, 5’inin
vankomisine, 6’sinin kloramfenikol, kanamisin ve siprofloksine, 7’sinin rifampisine ve

calisilan tiim suslarin ise trimetoprime karsi direngli oldugu bildirilmistir.

Bu ¢aligmada, farkli antibiyotiklerin (Gentamisin, Nitrofurantoin, Penisilin, Polimiksin
,Ofloksasin) LAB’lar {izerine inhibisyon etkisi arastirilmistir. Tim bakterilerin
Ofloksasin ve Polimiksin antibiyotiklerine kars1 direncli olduklar1 belirlenmistir.
Niikleik asit sentezi inhibitorii Ofloksasin (%100), Sitoplazmik zar sentezi inhibitorii
Polimiksin (%100), antimikrobiyal Nitrofurantoin (%97) oranlarinda yiiksek direnglilik
gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica, suslarin hiicre duvar sentezini inhibe eden
penisilin (%98), protein sentezi inhibitorii Gentamisin (%95) oranlarinda duyarh
olduklar1 bulunmustur, sonuglar daha dnce yapilan arastirmalara katkida bulunmaktadir.
Suslarin antibiyotik duyarlilik ve EPS iiretimleri arasindaki korelasyon testi yapilmistir.
Ancak, bu analizler sonucunda suslarin antibiyotik duyarlihik ve EPS iiretimleri
arasindaki korelasyon anlamli bulunmamistir (p>0.05).Literatiirlerde ve bu c¢alismada
verildigi verilere gore L. lactis subsp. Lactis yada Enterekoklarin antibiyotik
direnclilikleri onlarin starter veya probiyotik olarak kullanimlarinda biiyiik avantaj

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

LAB bakterilerin antimikrobiyal aktivite Ozellikleri bir ¢ok bilimsel arastirmalarda
gosterilmistir. bir arastirmada, LAB’lerle ayn1 kiiltiirii paylasan E. coli, S. aureus, B.
cereus ve Salmonella ssp. bakterilerin gelismesinde ilk 12 saat artis gozlenirken, 48 saat
inkiibasyondan sonra pH’ nin diismesiyle birlikte patojen bakterilerin gelisiminde ¢ok
hizli bir dislisin  oldugu rapor edilmistir (Mainville vd. 2005). Probiyotik
mikroorganizmalarin en onemli 6zelliklerinden biri de, ortamda bulunan gida kaynakli
patojenlerin ve kontaminant mikroorganizmalarin gelisimini engellemeleri ve

Oliimlerine sebep olmalaridir.
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Hajkhani vd. (2007) tarafindan yapilan c¢alismada Enterococcus’larin bazi bagirsak
patojeni ve gida kontaminanti bakteriler lizerinde antagonisitik aktiviteleri incelenmistir.
Test bakterileri olarak B. subtilis ATCC 6633, B. cereus RSKK 863, E. coli ATCC
35218, E. coli O157:H7, S. enteritidis ATCC 13076, S. typhimurium MU 80, P.
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923 ve L. monocytogenes ATCC 7644
kullanilmistir. Toplam 44 adet Enterococcus’dan 16°s1 B. subtilis iizerinde
antimikrobiyal etki gostermezken, digerleri 3,0 -8,0 mm arast zon c¢apinda
antimikrobiyal etki gostermistir. Enterococcus suslarmin timii E. coli ATCC 35218
tizerinde antimikrobiyal etki gosterirken, E. faecium RI 71 maksimum (8,6 mm) ve E.
faecium RT 101 minimum (4,2 mm) zon ¢apinda antagonistik aktivite gostermistir:
Suslar E. coli O157:H7 iizerinde 2,4-6,6 mm arasi zon ¢apinda antimikrobiyal etki
gosterirken, toplam 44 adet Enterococcus susundan yalniz 6 susun bu test bakterisi
tizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedigi gézlenmistir; S. enteritidis ATCC 13076
tizerinde yalniz bir sus disinda maksimum (7,0 mm) ve minimum (2,8 mm)
antimikrobiyal etki gostermislerdir; Enterococcus suslarinin tiimii S. typhimurium MU
80 tizerinde antimikrobiyal etki gostermistir. P. aeruginosa ATCC 27853 iizerinde,
yalniz E. faecium RI 58 (5,6 mm) ve E. faecalis RI 6 (4,8 mm) suslarinin antimikrobiyal
etki gosterdikleri tespit edilmistir.S. aureus ATCC 25923 iizerinde E. faecium suslari
3,0 -4,0mm aras1 zon ¢apinda antimikrobiyal etki gostermistir; Enterococcus’ larin L.
monocytogenes ATCC 7644 lizerinde her hangi bir antigonistik aktiviteleri
bulunmamaistir: Calismada kullanilan toplam 44 adet Enterococcus suslarindan yalniz E.
faecium RT 101°in S. thermophilus ATCC 14425 iizerinde antimikrobiyal etki

gosterdigi gozlenmistir.

Bu ¢aligmada LAB suslariin bazi patojen (E. coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, B.
Cereus RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923 ve L.
Monocytogenes ATCC 7644) suslar iizerinde antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir
.Ttm suglar E. coli ATCC 112292’¢ kars1 antimikrobiyal etki gosterirken, test bakterisi
tizerinde en yiiksek antimikrobiyal aktivite Lac. lactis 33 (4,5 mm) zon ¢apinda
gozlenmistir. Lac. lactis subsp. Lactis 35, Ent. faecium 3 suslari1 disinda, diger suslarin
E. coli O157:H7 patojenine karsi antimikrobiyal etki gosterdigi gézlenmistir. B. cereus
RSKK 863, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923, L. monocytogenesis
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ATCC 7644 patojenine karsi tim LAB suslarinin antimikrobiyal etki gosterdigi tesbit

edilmistir.

Calismada elde edilen sonuglara gore kiiltiirlerin gida kaynakli hastalik ve bozulma
etmeni bakterilere kars1 giiclii bir antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugunu
gozlenmistir,antimikrobiyal etkinligi susa gore degiskenlik gosterdigi diisiiniilerek
suslarin antimikrobiyal aktivitesi ile asit iiretimileri arasinda bir iliski olup olmadigini
arastirmak icin korelasyon testi yapilmistir. Ancak, bu analizler sonucunda p>0.05
oldugundan antimikrobiyal aktivite, asit iiretimi arasinda anlamli bir korelasyon tespit

edilememistir.

Bakterilerin agregasyon oOzelligine sahip olmasi bulundugu hiicrelere tutunma ve
dominant olarak kolonize olmasini saglayacagindan 6zellikle probiyotik agidan nemli
bir kriterdir. Laktik asit bakterileri agregasyon 6zelligi nedeniyle bulundugu yiizeye ve
birbirlerine yapigarak biyolojik bir bariyer olustururlar (Vikova vd. 2008).

LAB’lerin agregasyon madde iiretimleri mide-bagirsak sisteminde yasama ve kolonize
olabilme sanslarin arttirip, bu bakterilerin bagirsagin peristaltik hareketlerinden dolay:
elimine olmalarin1 engelleyerek, bagirsak ekosisteminde avantajli  olmalarini
saglamaktadir (Nikolic vd. 2008). Probiyotik olarak tanimlanmak istenen bakterinin;
patojen olmamasi, mide-bagirsak sistemi kosullarina toleransli olmasi, bagirsak
mukozasina adezyon ve rekabetle patojenlerin bagirsaktan uzaklastirilmas: beklenen en
onemli ozellikleridir. Probiyotiklerin konak i¢in yararli etkiler gosterebilmesi i¢in
agregasyon ile yeterli yogunlukta olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle probiyotiklerin
agregasyon yetenekleri probiyotik se¢ciminde istenilen bir 6zellik oldugu bildirilmistir.
Probiyotiklerin patojen bakterilerle koagregasyonu bu bakterilere, bagirsakta
tutunamayan ve koagrege olmayan tiirlere gore avantaj sagladigi yapilan caligmalarla

ortaya konulmustur.(Collado vd. 2008).

Bu ¢alismada LAB’larin otoagregasyon oranlari (%23,0 - %34,0) arasinda bulunmustur.

Suslarin, otoagregasyon sonuglart degerlendirildiginde, Ent. faecium 3 en yiiksek
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(%34,0) oraninda otoagregasyon ozelligi gosterirken, en diistik (%23,0) otoagregasyon
Lac. lactis 102 susunda tespit edilmistir. Genel olarak EPS iiretimleri yiiksek olan
LAB’larin % otoagregasyon degerleri de yiiksek bulunmsutur.

Suslarin EPS {iretimleri ile otoagregasyon arasinda dogrusal bir korelasyon oldugu
goriilmiis ve r= 0,6875 oldugundan bu iligki orta diizeyde anlamli bulunmustur

(p<0,05).

LAB bakterilerin E. coli ATCC 11229 ile koagregasyon sonuglart (%1,92-%27,3)
arasinda bulunmustur. Ent. faecium 3 test bakteri ile en yiiksek (%27,3) oraninda
koagregasyon oOzelligi gosterirken, en diisiik (%1,92) koagregasyon Lac. lactis 33
susunda tespit edilmistir. Genel olarak EPS {iretimleri yiiksek olan LAB’larin test
bakteri ile %koagregasyon degerleri yiiksek bulunmsutur. Yapilan istatistiksel analizde,
suslarin EPS tiretimleri ile koagregasyon (r= 0,4716) arasinda diisiik diizeyde bir iliski
bulunmustur (p<0,05).

Mide sivisinin pH’st 1 civarinda olmasia ragmen, yemeklerden ve Ozellikle siit
tirtinlerinin tiikketiminden sonra ortam pH’s1 3,0’e veya daha yiiksek bir degere ulasir.
Bu nedenle, LAB’lerin pH 3’de canliliklarint koruyabilmeleri probiyotik agidan 6nem
kazanmistir (Mainville vd 2005). Mishra ve Prasad (2005)’1n yaptiklar1 bir ¢alismada,
test edilen 7 adet LAB’ suslarindan yalniz 3 susun pH 2 veya 3’e direnclilik gosterdigi
rapor edilmistir. Wanhlem ve ark. (2010)’nin yaptiklar1 calismada, 274 adet LAB’nin
mide-bagirsak ortamina gosterdikleri tolerans, pH 3,0 de 37°C’de 4 saat inkiibe edilerek
incelenmistir. Test edilen LAB’lerinden yalniz 10 adet susda %50 nin iizerinde canlilik
orani tespit edilirken, pH 2,5’de ayni suslarin canlilik oranlarinda daha fazla azalma

gosterilmistir (Mainville vd. 2005).

Bu aragtirmada, LAB suslarimin farkli (pH, 2,3,4,5) degerlerinde yiizde canliliklari
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Ortamdaki asitlik orani arttikga, bakterilerin
optikal yogunlugunda ve canliliklarinda 6nemli oranda diisme meydana gelmistir.
Suslarin, pH 2’de yiizde hiicre canliliklar1 (%0,05-%3,81) arasinda gozlenmistir. pH
2’de en diisiik, %0.11 hiicre canlig1 Ped. lactici DT19 susunda, en yiiksek canli bakteri
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sayist %3.81 Ent. durans 51 susunda tespit edilmistir. Suslarin, pH 3’de yiizde canlilik
orani %1,88 ile %13,42 arasinda gozlenirken, en diisiik canli hiicre sayis1 Lac. lactis 35
(%1.88) susunda, en yiiksek (%13.42) canli hiicre sayist Ped. pentosaceus C24 susunda
belirlenmistir. pH 4’de canli hiicre sayis1 pH 2 ve 3’e gore artis gostermistir. pH 4°de
canlt hiicre oranlari %21,87-%89,49 arasinda belirlenmistir. pH 5’de ylizde canlilik
orant (%91,16-%98,94) arasinda bulunmustur. Yiiksek EPS iiretimi gosteren Ent.
faecium 3, Ped. pentosaceus P19 ve Ent. faecalis 79 suslarin farkli pH degerlerinde
direncliliklerinin zayif oldugu go6zlenmistir. Ancak,yapilan istatistiksel analizde,

suslarin EPS tiretimleri ile asit direnclilikleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

Safra toleransi da probiyotiklerin se¢iminde kullanilan 6nemli kriterlerden birdir. Safra
yaglar1 parcalayarak bunlarin bagirsaklardan emilimlerine yardimer olur. Karacigerden
ince bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin biiyiik oranda lipit ve yag asidi i¢eren hiicre
membranlarina zarar vermek suretiyle inhibitor etki yapmaktadir (Dunne 1999). Bu
sebeple probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin  bagirsaklarda fonksiyon
gosterebilmeleri i¢in safraya karsi direngli olmalar1 gerekmektedir (Succi 2005).
Bununla beraber, insan kullanimi i¢in probiyotiklerin se¢imindeki safra toleransi
caligmalarinda  %0,15 ve 9%0,30 konsantrasyonlarinda safranin kullanilmasi
onerilmektedir (Huang 2004). Insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger
olmasindan dolayi safraya direncli olan suslar1 belirlemek i¢in 6zellikle %0,30’1iik safra

konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu bildirilmistir (Erkkila 2000).

Bu calismada,suslarin %0,06, %0,15 ve %0,30’luk safra konsantrasyonlarinda safra
direnglilikleri ve % canlilik degerleri belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglardan,
LAB suslarinin safraya olan toleransi, safra oranina gore degistigi, safranin %0,06,
%0,15 ve %0,30 konsantrasyonlarinda, artan konsantrasyona bagli olarak bakterilerin
gelisiminde azalma gbzlenmistir. LAB’ lar ortamda bulunan safray: belirli bir seviyeye
kadar tolere edebilmektedir. Ancak, safra konsantrasyonu yiikseldikge ve Ozellikle
%0,30 oranindaki safranin varlifinda tiim suslarin ireme yogunlugunda azalma tespit
edilmistir.  Suslarin ~ %canlilik  degerleri  %0,06, %0.15 ve %0.30 safra

konsantrasyonunda sirasi ile, %92,03 - %99,15, %78,36 - %90,53 ve %67,52 - %74,65
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arasinda bulunmustur. En yiliksek yiizde inhibisyon %0,30 safra konsantrasyonunda
gozlenmistir. Suslar arasinda safraya karsi en direngli suslarin Ped. lactici DT9 ve Lac.
lactis 35 oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde, suslarin EPS
iretimleri ile farkli safra konsantrasyonlarina direnci arasinda anlamli bir iliski olup

olmdig1 bulunamamastir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglara gore, Enterococcus, Lactococcus,Pediococcus
suslarinin bazi patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etki gosterdikleri, yiiksek oranda
EPS fiirettikleri, mide-bagirsak sistemindeki zor sartlara dayaniklilik gosterdikleri ve
kolonize olabilmelerinden dolayr yeni potansiyel probiyotik sus olarak aday
olabilecekleri diisiniilmiistiir. Ayrica Ent. faecium 3 , Ped. pentosaceus P19 , Ent.
faecalis 79 iretmis olduklari EPS ve gosterdikleri otoagregasyon ve koagregasyon
yetenekleri araciligiyla epitel yiizeylere daha kolay kolonize olup, patojenler lizerindeki
inhibisyon etkileri sayesinde, epitel yiizeyinde E. coli ve Salmonella’lar gibi patojen
mikroorganizmalar i¢cin biyolojik bir bariyer olusturabilecekleri, Tiim bu suslarin
kullanilan baz1 antibiyotiklere kars1 direngliliklerinden dolay1 mide-bagirsak sisteminde
daha iyi tutunmalar1 ve bulunduklari ortamin normal mikroflorasini dengeleyerek,
antibiyotik tedavisinden dolay1 ortaya ¢ikan diyarenin tedavisinde yararl olabilecekleri

diistiniilmektedir.

Pediococcus basta olmak tizere suslarin probiyotik kullanim agisindan 6nemli olan: asit,
hidrojen peroksit ve EPS diretimleri, otoagregasyon ve koagregasyon gibi bazi
ozellikleri hakkinda ¢ok az sayida aragtirma bulunmaktadir. Dolaysiyla yaptigimiz bu

calisma daha sonraki yapilacak arastirmalara katki saglayacaktir.
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