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OZET

Bu calismada, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus ve Leuconostoc cinslerine ait bazi susglar kullaniimigtir.
Kiiltirlerden Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 , L. helveticus
ATCC 15807, L. bulgaricus ATCC 11842, L. bulgaricus G11, L.
plantarum DSM 20246, L. plantarum (RSKK No:02030), L. fermentum
ATCC 23271, L. ruminis ATCC 25644 ve L. gasseri ATCC 19992;
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425 ve S.
thermophilus (RSKK No: 667/01017); Lactococcus subsp. cremoris;
Enterococcus faecium DSMZ 20442, E. faecium RT 55, E. faecium RT
82, E. fecalis NCDO 581, E. fecalis RT 8 ve E. fecalis RT 121;
Pediococcus acidilactici pedL ve P. pentosaceus CHR HANSEN;
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (RSKK No: 06043-DSM
20346 ) ve L. mesenteroides (RSKK No: 1061) turleri kullaniimigtir.

Hucre geligimleri, laktik asit miktarlari ve son pH degerleri tespit
edilmistir. Suslarin EPS Uretimleri 46,42 mg/l ile 208,88 mg/l arasinda
bulunmustur. En yliksek (208,88 mg/l) EPS lretimi Enterococcus fecalis
RT8 susunda tespit edilirken, en dusuk (46,42 mg/l) EPS miktari
Enterococcus fecalis NCDO 581 Kkiiltiriinde belirlenmistir. Suslarin

hicre gelisimleri kultlirlerin EPS uretimlerini etkilememistir. Suslarin



otoagregasyon degerleri % 5-35 ile arasinda belirlenirken, Escherichia

coli ATCC 11230 ile koagregasyonlari % 4-31 arasinda tesbit edilmistir.

Calismada kullanilan tiim suslarin nalidiksik asid, polimiksin B ve
kanamisin diginda tum antibiyotiklere %9 ile % 95 oraninda yuksek

duyarlilik gosterdikleri tespit edilmistir.

Bilim Kodu :203.1.023

Anahtar Kelimeler : Laktik asit bakteri, Probiyotik, Asit tretimi,
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ABSTRACT

In this study, some strains of Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, and Leuconostoc genus were used in
this study. Cultures of Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, L.
helveticus ATCC 15807, L. bulgaricus ATCC 11842, L. bulgaricus G11,
L. plantarum DSM 20246, L. plantarum (RSKK No: 02030), L. fermentum
ATCC 23271, L. ruminis ATCC 25644 and L. gasseri ATCC 19992;
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC 1442 and S.
thermophilus (RSKK No. 667/01017), Lactococcus subsp. Cremoris;
Enterococcus faecium DSM 20442, E. faecium RT 55, E. faecium RT 82,
E. fecalis NCDO 581, E. fecalis RT 8 and E. fecalis RT 121, Pediococcus
acidilactici pedL and P. pentosaceus CHR HANSEN, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris (RSKK No.: 06043-DSM 20346) and L.
mesenteroides (RSKK No: 1061) types have been used.

The cell growths, amount of lactic acid and final pH values of the
cultures were estimated. EPS production by the strains were found
between 46,42 - 208,88 mg/l. The highest (208,88 mg/l) EPS production
were detected in the culture of Enterococcus fecalis RT8 and the lowest
amount (46,42 mg/l) of EPS were estimated in the Enterococcus fecalis

NCDO 581 culture . The cell growths of the strains were not affected of



Vi

EPS production by the cultures. The autoaggregation values of the
strains were determined between % 5-35 and the coaggregation of the

strains with E.coli has been found between % 4-31.

All strains used in this study, have been found to have high sensitivity
from %9 to %95 to all antibiotics except nalidixic acid, polymyxin B and

kanamycin.

Science Code :203.1.023

Key Words : Lactic acid bacteria, Probiotic, Acid production,
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1. GIRIiS

intestinal ekosistemin fizyolojik dengesi hastalik, yaslilik, stres, antibiyotik
veya ilag kullanimi, diyet aligkanliklarinin degistiriimesi, iklim kosullarinda
meydana gelen degismeler ve cevresel toksik maddeler gibi faktorlerden
dogrudan veya dolayli olarak etkilenebilmektedir. Bagirsak sisteminin
dengesinde meydana gelen bu dluzensizlikler sonucu bagirsak
mikroflorasinin dengesi bozulur ve faydali mikroorganizma sayisinda
azalmalar baslar [1]. intestinal sistemin dengesinde meydana gelen bu
dengesizlikler ‘disbiosis’ olarak adlandiriimaktadir. Disbiosisin tersi bir durum
olarak, intestinal sistemde bulunan faydali mikroorganizmalarin sistemin
fizyolojik dengesine olumlu ydnde katkida bulunmasina ‘probiosis’, bu
mikroorganizmalara da ‘probiyotik mikroorganizmalar’ denilmektedir [2].
Probiyotik adi verilen bu mikroorganizmalar Urettikleri maddeler yardimiyla
gidalarin sindirimine, vitamin Uretimine ve zararli mikroorganizmalarin neden
oldugu hastaliklarin énlenmesine yardimci olarak dogal floranin dengesini
korur. Bu Ozelliklerinden dolayi son yillarda faydali bakteriler, yogurt ve
peynir gibi fermente sut drunlerine ilave edilerek, probiyotik Urln olarak

piyasaya sunulmaktadir [3].

Laktik asit bakterileri cogunlukla bagirsakta mikroorganizma
dengesizliklerinin duzenlenmesinde kullaniimigtir. Bagirsak yuzeyine bu
bakterilerin yapismasi vyararli saglik etkilerinden dolayr 6nemli olarak
disunudlmustar. Bakterilerin  bagirsaktaki epitel ylzeylere yapismasi;
kolonizasyon, immin sistemin aktive edilmesi ve patojenlere karsi
antogonistik aktivitenin on sarti olarak dikkate alinmistir. Bu nedenle de
yapisma probiyotik se¢iminin asil kriteridir. Laktik asit bakterilerinin bagirsak
epiteline yapismasinda Urettikleri ekzopolisakkaritlerin rolu vardir. EPS’nin
bakteriyi koruma 6zelligi ayrica antibiyotiklere karsi fiziksel bir koruyuculuk

seklinde de ortaya ¢ikmaktadir.



Bu cgalismada, bazi laktik asit bakterilerinin Urettikleri ekzopolisakkaritler ile
bu mikroorganizmalarin antibiyotiklere direnglilikleri arasindaki iligkinin
saptanmasi hedeflenmigtir. Ayrica ilgili bakterilerin diger bazi probiyotik
Ozelliklerinin (hlcre gelisimleri, son kuiltir pH’lari, ylzde asit miktarlar,

agregasyon yetenekleri) incelenmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi; Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir.
Probiyotik terimi ilk defa 1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan diger
mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri tanimlamak icin
kullaniimistir. Tarihnten ginimuze kadar birgok anlamda agiklanan bu terim
son olarak 1999’da Kneifel tarafindan; vicuda alindiginda konakginin
gastrointestinal mikroflorasina olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar
olarak tanimlanmislardir [4]. Probiyotiklerin en ¢ok kabul goren tanimlari Roy
Fuller (1989) tarafindan ‘tiketici sagligina, bireylerin bagirsak mikrobiyal
dengesini koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal gida
katkilaridir’ seklinde yapilmistir [5]. Bu tanim Salminen ve ark., (1998)
tarafindan ‘insan ve hayvanlarin saghgini geligtirmek icin tasarlanan gida,
yem ya da besinsel katkilardaki canli mikrobiyal preparatlar olarak

degistirilmistir [6].

Fermente gidalarin metabolizma uUzerindeki faydal etkileri ilk defa 20.
yuzyihn baslarinda Nobel 6dul sahibi; Rus Bilim adami Elie Metchnikoff
tarafindan 6ne sdrulmustar. Metchnikoff Bulgar ciftgilerin fermente st
aranleri tuketimi sonucu daha saglikli ve uzun omurla olduklarini, bunun
nedeninin ise bu Urunlerde bulunan c¢ubuk gseklindeki bakterilerin
(Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu ydnde etkilemesi ve
toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu belirtmistir. Fermente UGranler
uzerinde yapilan caligmalarin baglangici ¢ok eskilere dayanmakla birlikte,
probiyotikler konusunda yapilan g¢alismalar ancak son 10-15 yilda hiz

kazanmigtir [7].



2.1.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullaniimaktadir. En yaygin olarak
kullanilan suslar ise laktik asit bakterilerinin, enterokoklar, laktobasiller ve
bifidobakterileri kapsayan heterojen bir grubundan olusmaktadir. Ozellikle
laktobasiller probiyotik olarak kullanilan bakterilerin bagsinda gelmektedir.
Ancak, ginimuzde diger mikroorganizmalar da probiyotikler arasina girmistir
[8]. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar Cizelge 2.1°de

gOsterilmistir [8-9].

Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar.

Lactobacillus spp. e Lactobacillus delbreckii subsp.
bulgaricus

Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus helveticus

Pediococcus cerevisiae
Pediococcus acidilacticil
Pediococcus pentosaceus

Streptococcus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intemedius
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis

Lactococcus spp. e Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus subsp. cremoris

Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium adolecentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum

Pediococcus spp.

Streptococcus spp.

Bifidobacterium spp.

Digerleri Bacillus subtilis

Bacteriodes capillous
Leunostoc mesenteroides
Escherichia coli
Propionobacterium shermanii
Enterococcus feacalis

Enterococcus faecium




Probiyotik terimi yeni olsa bile insanlar ve hayvanlarda sindirim Uzerinde
belirli mikroorganizmalar uygun etkilerine iligkin incelemeler, yuzyilin basina
kadar uzanir. Son otuz yildan beri hayvansal Uretim kosullari, yetistirmede

oldugu gibi, endustriyel olarak yapiimaktadir.

2.1.2. Probiyotik mikroorganizma seg¢im kriterleri

Probiyotikler, sindirim sisteminde belli sayilarda bulunan ve konakgida yararli
etkiler olusturan canli  mikroorganizmalardir.  Probiyotik  bakterilerle
kolonizasyonun arttirlmasinin, saghgr olumlu yonde etkiledigini gosteren
calismalar giderek artmaktadir. Probiyotik olarak secilen bakterilerin, islem
surecinde ve depolama suresince canliigini korumasi ve aktif oldugu
bolgede c¢ogalabilmesi tasimasi gereken en onemli 6zelliklerdendir. Bunun
yani sira probiyotik bakteriler patojen olmamali, toksik metabolitler
uretmemeli, genetik acidan stabil olmali ve saglik Gzerinde olumlu etki yaptigi
disundlen  drunlerde  degisim meydana gelmemelidir.  Probiyotik

mikroorganizmalarin secim kriterleri Sekil 2.1.’de verilmigtir.

insan beslenmesinde kullanilan mikroorganizmalarda aranmasi gereken

temel 6zellikler [9-10] asagida belirtildigi gibi siralanir;

e Probiyotikler gelisme faktorlerinden olmalidir.

e Glikozinatlar gibi beslenmede zararli olan faktorlerin besinlerde
sindirilebilirligini arttirmalidir.

o Bagirsak duzensizlikleri tzerinde koruyucu bir etki saglamahdir.

e Sindirim sistemi mikroflorasinin dengede tutulmasini kolaylastirarak iyi bir
sindirim hijyenini garantilemelidir

e Saghgin genel durumunu iylestirmelidir.

e Guvenilir olmahdir. Kullanim sonucu insan veya hayvanlarda yan etkisi
olmamalidir.

e Stabil olmalidir.



Dusuk pH ve safra tuzlarina kargi dayanikli olmalidir. Mide ve bagirsak
kanalindan gegisleri sirasinda canlh kalabilmelidirler.

Epitel yuzeylere tutunmay! saglayan maddeler (Ekzopolisakkarit, lektin
vb.) bulundurmalidir.

Helicobacter pylorinin gelisimini engelleyebilmelidir.

Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmalidir.

Bagirsak hucrelerine tutunabilmeli, kolonize ve metabolize olabilmelidir.
Patojen bakterilere kargi antagonistik etkileri olmalidir. Bakteriyosin,
hidrojen peroksit, laktik asit ve propiyonik asit gibi organik asitler
sentezleyebilmelidir.

Antikarsinojenik aktivite gosterebilmelidir.

Kan basinci ve serumda kolesterol konsantrasyonunu dusurebilmelidir.
insan ve hayvan sagliginda cesitli nedenlerden dolay! kullanilan
antibiyotiklere kargi direngli olmalidir.

Konakg! hucrelerde fazla sayida bulunabilmelidir.

Bakterilerin Uretim ve depolama asamalarinda canliigini ve aktivitelerini
koruyabilmelidir.

Patojenik olmamali ve toksik madde dretmemelidir.
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Sekil 2.1. Probiyotik mikroorganizmalarin segim kriterleri [11].

2.1.3. Probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligi uzerine etkisi ve etki
mekanizmalari

Probiyotiklerin etki mekanizmasina yonelik calismalar, bagirsak florasinin
dizensizligiyle ortaya c¢ikan mide-bagirsak sistemindeki bozukluklara
dayanarak vyapilmaya baslamistir [12]. Probiyotik bakteriler, patojen
bakterilerin Uremesini engelleyen inhibitér antimikrobiyal peptid (mikrosin,
bakteriyosin) uretirler. Yapilan calismalarda, Saccharomyces boulardii’ nin,
Candida albicans, Salmonella typhi, Shigella ve E. colinin uremesini
baskiladigi gosterilmistir. Patojenlerin adezyonunu Onlerler; sayi ve hacim
avantajlari ile bagirsak ve urogenital sistem epitel hlcrelerinde, patojenlerin
girmesini  zorlastirirlar.  Epitelyal bariyeri guglendirerek, patojenlerin
translokasyonunu onlerler. Patojenlerin Uremek igin gereksinim duyduklari
besin maddelerini tuketerek, Uremelerini inhibe ederler; S. boulardii,
Clostridium difficile’'nin gereksinim duydugu monosakkaridleri tliketerek bu

bakterinin Uremesini onler [12,13].



Son yillarda o6zellikle probiyotiklerin etki mekanizmalari ve Ustlendikleri
gorevler Uzerine pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu mekanizmalar ve saglik

acisindan yararlari asagidaki gibi siralanabilir:

Diyareye etkileri: Cevre kosullarinin genellikle yetersiz oldugu gelismekte
olan ulkelerde bebek ve cocuklarda diyare ataklarina rastlanir. Diyare ile
seyreden hastaliklarin bluylUk g¢ogunlugundan enterotoksijenik E. coli ve
Rotavirtis birlikte sorumludur. Endustrilesmis Ulkelerde ise bebekler ve
cocuklarda diyare ataklarina daha az rastlanmaktadir. Ancak en sik gorulen
sorumlu etken Rotaviriis’dur. Fermente sut Urunlerin Rotaviriis diyareli
¢ocuklarda diyarenin slresini yari yariya azalltigi bir ¢ok arastirmada

gOsterilmistir [14-15].

Helicobacter pylori enfeksiyonlari: Helicobacter pylori, insan ve diger
primatlarin midesine yerlesen spiral seklinde, gram-negatif, mikroaerofilik bir
bakteridir. GUnUmuzde insanlarda ve hayvan modellerinde vyapilan
calismalar, H. pylorinin lokal inflamasyona ve sistemik olarak da humoral
bagisik yanita neden oldugunu gostermigtir. Bu bakteri insanlarda kronik
gastrit ve peptik Ulser hastaliklarinin nedenidir [16]. Bazi laktik asit
bakterileri, 6zellikle mandira starter kilturleri ile fermente edilen sut, H. pylori
uzerinde antibakteriyel etkiye sahiptir. Laktik asit bakterileri genellikle
organik asitler, hidrojen peroksit ve peptit gibi dusik molekuler agirlikh
bilesikleri igeren birka¢ antimikrobiyal bilesik Uretir. Yapilan bir c¢alisma
sonucunda, Lactobacillus salivarus’ un, H. pylori’ ye kargi potansiyel etkili

probiyotik oldugu gosterilmistir [17].

Laktoz intoleransi: Laktoz direk olarak bagirsaktan absorbe edilemediginden,
glukoz ve galaktoz gibi basit sekerlere hidrolize olmasi gerekmektedir. Enerji
uretiminde ya da vdcudun temel taslarinin yapiminda kullanilan bu
monosakkaritlerin arzu edilen faydayi saglayabilmesi igin gerekli olan hidroliz,

ince bagirsak kanalinda i¢ yuzeyinde bulunan [(-galaktosidaz enzimiyle



saglanir. insanlarda laktaz enzimiyle ilgili olarak ortaya c¢ikan problemler, bu
enzimin salgilanmamasindan veya dogumdan itibaren ince bagirsakta
yetersiz miktarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Alinan laktoz ince
badirsakta pargalanmadan kalin badirsaga (kolon) gecer. Burada laktoz
yogunlugu artar ve bunun sonucu olarak ozmotik basing yukseldigi igin
bagirsak lumenine hizli bir gekilde su gelir. Laktoz daha sonra kalin
bagirsakta bulunan bakterilerin  sentezledikleri enzimle pargalanir.
Fermentasyona ugrar ve bu fermentasyon sonucu kisa zincirli yag asitleri,
hidrojen, karbondioksit ve gesitli asitler olugur. Bu olaylarin sonunda kisilerin
bagirsaginda gaz toplanir ve bunlarda siskinlik, karin agrisi, kramplar ve
diyare gibi rahatsizliklar olusturarak, buna “laktoz intoleransi” denilir. Laktoz
intoleransi olan Kkisiler yogurt ve ayrani daha rahat tlketebildikleri gibi
probiyotik mikroorganizma igceren sut drunlerini  de kullanabilirler.
Lactobacillus acidophilus igeren sutle beslenmenin laktozun sindiriimesinde
etkili oldugu ve bununda L. acidophilus’ un bagirsaktaki islevinden

kaynaklandig bildirilmistir [18].

Serum kolestroliiniin dusdrilmesi: Bazi kan lipidlerinin ylksek dizeye
varmas! kalp damar hastaliklari agisindan risk faktort olusturabilir.
Arastirmalar, kultirla fermente sut UrlUnleri tlUketiminin, serum kolestrol
degerinin dismesine yardimci oldugunu goéstermistir [1]. Hiperkolestremik
insanlarin 10° /g oraninda probiyotik bakteri iceren fermente siit Grlinleriyle
beslenmesi sonucunda, kolestrol degerinin 3,0 g/I' den 1,5 g/I' ye dustugu
belirlenmistir [19].

Hipertansiyon: Yasl hipertensif bireyler tzerinde yapilan ¢alismalarda 8 hafta
sureyle fermente edilmis sut tuketiminin sistolik ve diastolik kan basincini
onemli derecede azalttigi bildirilmigtir. Bu ve benzeri g¢aligmalar sonucu
probiyotik bakterilerin hipertansiyonu dusirmek igin alternatif bir yaklasim

olabilecegi belirlenmistir [1].
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Immiin sistemin diizenlenmesi: Probiyotik bakterilerin endojen savunma
mekanizmasinin arttirdigi ileri surtlmektedir. Probiyotiklerin bagirsaklarda
O0zgul olmayan savunma bariyerini uyarici etkisi, artan intestinal
permeabiliteyi normale donustlirmesi ve bagirsak mikroflorasini degistirmesi
ile aciklanmaktadir. Probiyotiklerin bu etkinliklerini fagositik aktivite, sitokin
salinimi, dogal olduracu hucre aktivitesi, immunoglobulin aktivitesi ( Ig A,
IgG, IgM ), T ve B hicre fonksiyonunu arttirarak gosterdigi ileri surtimektedir
[1]. Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi Uzerine dolayli veya dogrudan etkide
bulunarak immun sistemi uyardigi, bu ¢gergcevede konakg¢inin agiz ve sindirim
sistemi dahil, uUst solunum yolu ve Uurogenital sistem mukozal yuzeyini
etkileyerek iyi hal ve sagligi gelistirici, hastalik riskini azaltici potansiyel etkiye

sahip oldugu bilinmektedir [20].

Probiyotiklerin hastalik durumunda kullanimlari ve durumlar ‘Sanders (1999)’

tarafindan Cizelge 2.2'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Probiyotiklerin saglik bakimindan énemileri [7].

Kullanildigi durumlar

Laktoz sindirimi
Enterik patojenlere kargi direng

olusumu

Anti kolon kanser etkisi

Immiin sistemin diizenlenmesi

Alerji

Kalp hastaliklari

Yuksek tansiyon uzerine etki

Urogenital enfeksiyonlar

Mekanizma

Bakterial laktozun laktoza hidrolizi

Patojenler icin uygun olmayan ortam olusturma
(bakteriyosin Uretimi, ortam pH’sini disirme ve
kisa zincirli yag asitleri olusturma),

Kolonizasyona kars! direng olusturma,

Gut florasina etki gosterme.

Kolonik mikroplarin karsinojen etkili enzimlerinin
inhibisyonu,

Karsinojen deaktivasyon,

immiin cevap olusturma.

infeksiyon ve tiimérlere karsi olusan spesifik
olmayan savunmanin giglendiriimesi,

Antijene spesifik immun cevabin desteklenmesi,

IgA Uretimini arttirma.

Antijen translokasyonun kana karigsmasini 6nleme.

Hicre

Bakteri  hicreleri  aracihigiyla  kolesterolin
asimilasyonu,
Antioksidatif etki.

duvari bilesenlerinin anjiyotensin olarak goérev

Ustlenmesi.

Uriner ve vaijinal hiicrelerin adhezyonu,

inhibitér madde Gretimi (H,O, tiretimi).
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2.2. Laktik Asit Bakterileri

2.2.1. Genel ozellikleri

Laktik asit bakterileri; gram pozitif, spor olusturmayan, cubuk ve kok seklinde
olmakla beraber, karbonhidrat fermantasyonu sirasinda en yuksek son urin
olarak laktik asit dretirler. Bazi laktobasillarin hareketli ve endospor
olusturdugu, bazi streptokoklarda aerob ortamda Uredigi, yine bazi laktobasil
ve tetrakoklarda katalaz pozitif reaksiyon verdikleri de bilinmektedir. Bu
Ozellikleri gOsteren bakteriler arasinda 4 bakteri sinifi  ayirdedilir;

Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc' lar [21-1].

Butun laktik asit bakterileri anaerobik kosullar altinda geligim
goOsterebilmektedir. Ancak, pek c¢ok anaerobik bakterinin tersine oksijene
karsi  duyarli  degildirler, yani oksijen varliginda da gelisim
gOsterebilmektedirler. Bu nedenle de aerotolerant anaerob organizmalar
olarak adlandirilirlar [22-23].

Laktik asit bakterileri laktik asit fermantasyonuyla olusturduklari Grunlerin cins
ve miktarina gore de siniflandirihr. Zorunlu homofermentatif laktik asit
bakterileri glukozu, Fruktoz Di Fosfat (FDP) vyolu ile pargalayarak
fermentasyon sonucu % 99 oraninda laktik asit, %1 oraninda diger bilesikleri
meydana getirirler. Zorunlu ve fakultatif heterofermentatif laktik asit
bakterileri, glukozu Hegzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile parcgalayarak
fermantasyon sonucu % 70 laktik asit ve %30 oraninda da diger bilegikleri,
Ozellikle asetik asit, etil alkol ve karbondioksiti olugtururlar [24-25].
Homofermantatif ve heterofermentatif laktik asit bakterilerinin izledikleri
metabolik yol birbirinden farkhdir. 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 [21].
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Homofermentatif laktik asit bakterileri, fermentasyon isleminin son
asamasinda piruvik asitin laktik asite indirgenmesi icin gliseraldehit 3-fosfat’'in
dehidrogenasyonundan elde edilen NADH+H kullanmaktadir. Ortamdaki
oksijenin varligina da bagli olarak diger bir reaksiyon serisinde pirGvatin
yalnizca kuguk bir kismi dekarboksile edilmekte ve asetat, etil alkol,

karbondioksit ve belki asetoine donusturulebilmektedir [21].

Fakulltatif 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 CO;’ e, pentoz sekerleri ise laktik asit
ve asetik aside fermente ederler. Heterofermentatif laktik asit bakterileri FDP
yolunun 6énemli enzimlerinden aldolaz ve trioz-fosfat izomeraz enzimine sahip
degillerdir. Bu yuzden  heterofermentatif turler FDP  yolunu
kullanamamaktadir. Glukozun yikimi pentozfosfat (PP) yolu ile olmakta ve
sonugta laktat ile birlikte yaklasik esdeger miktarda etil alkol ve karbondioksit
uretilmektedir. Bir kisim heterofermentatif laktik asit bakterileri ise Asetil - P’yi

ya kismen ya da tamamen asetik asite donusturebilmektedir [21].

Laktik asit bakterilerilerine su ve toprakta rastlaniimazken, cesitli cins ve
tirlerde olmak Uzere, sut ve sut drunleri Uretim yerlerinde, bitki ve bitki
atiklarinda, insan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde rastlanir. Ayrica
saglikh kadinlarin vajen florasinda dominant olarak bulunmaktadir [25, 26,
27].

2.2.2. Lactobacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler, Lactobacillaceae familyasina ait olup, laktik asit
bakterileri grubundandir. Lactobacillus spp.’” ler aerotolerant, gram (+),
katalaz (-) bakterilerdir, spor olusturmazlar. Codu Lactobacillus spp. basil
ancak bazi tilrleri koko-basil seklindedir. Bu mikroorganizmalar

gelisebilmeleri igin aminoasit, peptit, nukleik asit turevi vitamin, tuz, yag asidi
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veya yag asidi esterleri ile fermente edebilecekleri besin maddelerine ihtiyag
duyarlar [21]. Kromozomlarindaki nukleik asit kompozisyonunun % 33-55 ini
G+C olugturmaktadir [28]. Oksijeni kullanma 6zelligine gére mikroaerofilik ya
da anaerob olup %5 CO2'li ortamda gelisme gosterebilirler [29]. 10-30 p
uzunlugunda 0,7-2 p kalinhginda, gubuk seklinde tek tek veya zincirler

seklinde bulunur. Geng bakteriler genellikle zincir olugturmaz. Optimum

olarak 37-45 °C’ de aktivite gosterirler. 70 °C’ nin Uzerindeki sicakliklarda ise
canhliklarini kayib ederler [14-16, 18, 30].

Resim 2.1. Lactobacillus acidophilus’ a ait SEM goéruntusu [31].

Lactobacillus genusu turler, silajda, hayvan ve insan bagirsaginda bulunurlar.
Normal sut florasinda yer alirlar. Nitrati redikte etmezler, katalaz enzimi
uretmezler [21]. Lactobacillus genusu turlerine daha ¢ok insan, hayvan ve
bitkilerle birlikte bunlarin bulundugu ortamda rastlanir. Genellikle zengin
karbonhidrath ortamlarda bulunrlar. Karbonhidrat metabolizmasi sonucunda
olusan drunler ortamin asiditesini arttinr. Bdylece bu tip ortamlarda
gelisemeyen bakteriler icin antimikrobiyal etki yaratir. Ozellikle insan ve
hayvan bagirsaklarinda yasayanlar, o kosullara adapte olan tarlerdir.
Vajinanin normal florasini olugtururlar. Hulcreler yuvarlaktan ovale kadar
degisen sekilde olup 2 um capta, ikili veya zincir seklinde bulunurlar.
Genellikle hareketsiz olan bu bakteriler kiltir ortaminda ki¢lk ve renksiz
koloniler olugtururlar [21, 25, 26, 27].
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Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde Lactobacillus cinsi bakterilerin
5 ana kisimdan olustugu gosterilmistir. Bunlar hicre ¢eperi, sitoplazmik
membran, ribozomlar ve nukleer (kromozomlar ve plazmidler) elementlerdir.
Hucre ceperi; Lactobacillus cinsi bakterilerde 20 — 40 nm kalinhdinda,
mineral maddeler (tuz vb.), su ve metabolitleri gecirebilen peptidoglikan
(murein) bir tabakaya sahiptirler. Laktik asit bakterilerinin proteinleri
kullanabilece@i buyuklige donusturebilmesi enzimler yardimiyla sitoplazmik
membranda gerceklesir. Bunun yaninda sitoplazmik membranda
fosfotransferaz enzimleriyle aktif tasima da yapilmaktadir. Peptidoglikanlarin
ekstraselliler polimerizasyonu igin gereken enzimler de sitoplazmik
membranda bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinde ribozomlar 70S
tipindedir, 70S, 50S buyuk ve 30S kugluk olmak Uzere iki alt Gniteden olusur.
Laktik asit bakterilerinin  birbirlerinden ayriminda 16S rRNA’ nin
Ozelliklerinden yararlaniimaktadir ve 16S rRNA’ da degisen ve degismeyen
kisimlar bulunur. Degisen kisimlar yakin akrabalarin tespitinde kullanilirken,
degismeyen kisimlar ise uzak akrabaliklarin tespitinde kullaniimaktadir.
Laktik asit bakterilerinin ¢gogu en az bir adet plazmid icerir. Plazmidler,
ekzopolisakkarit ve antimikrobiyal madde sentezi gibi, koruma gorevleri
ustlenmistir [32].

2.2.3. Enterococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Enterokoklar, hayvanlarin sindirim atiklarinda, toprakta, kirli suda hayvansal
gidalarda bulunabilen bakterilerdir. Bu bakteriler primer patojen olarak
bilinmezler, fakat genellikle ikincil patojen olarak 6zellikle insan bagisikhgini
tehlikeye atan bakteriler iginde tanimlanmaktadir. Ayrica Enterokoklar, ciddi
insan patojeni olan diger bakteriler icin diz (yatay) transfer edilebilen

antibiyotik direng genlerinin rezervuari olarak dikkate alinmaktadir [33].
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Resim 2.2. Enterococcus fecalis bakterisinin SEM goéruntusu [34].

Enterokoklar, laktik asit bakterileri icinde yer alan 6onemli bir cinstir.
Baslangigta Streptococcus cinsi iginde yer alan enterokoklar, “fekal
streptekoklar” veya “Lancefield serolojik D grubu streptokoklar olarak
bilinmekteydi. 1984 vyilinda streptokoklardan farklihgi ortaya konarak
Enterococcus adi altinda ayri bir cins olarak kabul edilmigtir. Enterococcus
cinsine ait turler, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunan fakultatif anaerob
koklardir. Bunlar kemoorganotrofiktirler ve homofermantatif laktik asit

fermentasyonu ile heksozlardan L-laktik asit olustururlar.

Optimum gelisme sicakliklari 35°C olan enterekoklar, 60°C’'de 30 dakika

uygulanan isil iglemle canliliklarini koruyabilme ozelligine sahiptir.

Enterokoklar, firsat¢i ¢ok iyi patojen olarak bilinmekte ve 6zellikle de hastane
enfeksiyonlarinda oOnemli rol oynamaktadir. Bu bakteriler, hastane
enfeksiyonlarindan olan, bakteriema, Uriner sistem enfeksiyonu ve
endokarditis olarak bilinen enfeksiyonlardan sorumludurlar. Bununla birlikte
enterokoklar, bazi geleneksel fermente gidalarda baskin mikroflora olarak rol
oynarlar. Laktik asit bakterilerinden olan enterokoklar fermente gidalarin tat,

sertlik ve yumusaklik gibi 6zelliklerinde etkili olurlar [35].



17

insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasinin énemli bir bdlimini olusturan
enrekoklarin temel habitatlari gastrointestinal sistemdir. Enterokoklarin
pastorizasyon sicakliklarina direngli olmalarinin yani sira, farkh substrat ile
dusuk ve yuksek sicaklik, ekstrem pH ve tuz konsantrasyonlari gibi gelisme
kosullarina adapte olma vyetenekleri sayesinde, sut ve et gibi ¢ig
materyallerden Uretilen gida Urdanleri ile 1sil iglem wuygulanan gida
urtnlerinden ¢ok sik izole edilirler. Ayrica enterokoklar, Urln isleme slresince
son Urdnd kontamine edebildikleri icin 6zellikle peynir ve fermente etlerde

gida florasinin dnemli bir bolimunu olustururlar [36].

2.2.4. Leuconostoc cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Leuconostoc spp. kok veya oval sekilde, gram (+), spor olusturmayan,
katalaz (-), zincir ve grup seklinde pleomorfik hareketsiz bakterilerdir. Cogu
turleri %3 hatta %6,5 tuz konsantrasyonuna dayanabilmektedirler. Optimum
gelisme sicakliklari 20- 30°C arasi olup, fakiiltatif anaerob kosullarda aktivite
gOsterebilmektedirler. Heterofermantatif olan bu bakteriler, karbonhidratlari

parcalayarak laktik asit yaninda asetik asit, etil alkol ve CO, meydana

getirirler [37].

Resim 2.3. Leuconostoc mesenteroides ‘in elektron mikroskop goruntusu
[38].
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2.2.5. Pediocococus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Pediococcus spp. gram(+), hareketsiz, aerotolerant ve fermentatif, katalaz(-)
kok seklinde tekli, ciftli kisa zincir veya tetrad olusturan bakterilerdir. Bu

cinsin turleri, tuza dayanikli homofermantatif 6zelliktedir ve dogal olarak

bitkilerde bulunur. Ayrica tursu, bira, sarap gibi fermente urtnlerin Uretiminde
kullaniimaktadir [37].

Resim 2.4. Pediococcus pentasaceus’un SEM goruntisu [39].

2.2.6. Streptococcus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Laktik asit Ureten Streptococcuslar’lar, peynir ve bazi fermente sit trlnlerinin
uretiminde 6nemli rol oynamakta olup en énemli tirleri S. thermophilus, S.
lactis, S. cremoris ve S. raffinolactis’tir. Ancak, yeni siniflandirmada S. /actis
ve S. lactis subsp. lactis ve L. lactis. subsp. cremoris olarak,
siniflandirimaktadir. S. /actis, dogal olarak, ¢ig sut, sut trlnleri ve bitkilerde
bulunan homofermentatif bir bakteri tlridur. S. raffinolactis, ise genelde
asitligi gelismis sutlerden izole edilmektedir. Laktik streptokoklar, laktoz
fermentasyonunda, laktozu ©Once glukoz ve galaktoz 6-fosfata
donusturdukten sonra, son Urdn olarak laktik asit meydana getirirler. Bu

durum, sut ve sut Urunlerinde karakteristik aroma olusumu agisindan oldukca
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onemlidir. Ancak proteolitik enzim sistemi zayiftir, Lactobacillus’'un sagladigi

peptitlerle sutte simbiyotik gelisme gostermektedir [40].

SCLENCER DT OME R

Resim 2.5. Streptococcus thermophilus ‘un SEM goéruntusu [41].

2.3. Bakteriyel Ekzopolisakkaritler (EPS) ve Probiyotik Onemleri

Laktik asit bakterileri (LAB) diger mikroorganizmalar gibi, hicre iginde
yerlesimlerine gore siniflandirilabilen Gg ¢esit polisakkarit Gretirler. Bunlardan
birincisi sitozol iginde yer alir ve karbon ve enerji kaynagi olarak islev
gorurken, ikincisi peptido glikanlar ve teikoik asitler gibi ¢eperde yer alirlar.
Uclincli grup ise, hicre icinde olustuktan sonra hiicre disina
salgilanmaktadir. Bazi durumlarda iki form ayni mikroorganizma tarafindan
olusturabilir. Bu polimerlere kapsul ve mikrokapsul seklinde polisakkarit adi
verilmektedir [26,27].

Karbonhidrat metabolizmasi birgok bakteri tirinde enerji ve biyokuitle
uretimine ek olarak ekzopolisakkarit uretiminde de O6nemli bir rol
oynamaktadir. Hucresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yapi o6zellikleri ile
fonksiyonlari esas alinarak mikrobiyal ekozopolisakkaritleri ¢ ana grup
altinda toplamak mumkundur. Bunlar; hicre yuzeyine kovalent baglarla bagli
olan kapsuler polisakkaritler (CPS), hicre duvarinin bir bileseni olan
polisakkaritler (LPS) ve dis gevreye salinan ya da hicre yuzeyi ile kovalent

olmayan, gevsek baglarla iliskilenmis polisakkaritlerdir (LAM) [29].
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Ekzopolisakkaritlerin; bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza,
bakteriyofajlara, protozoa, antibiyotik ve toksik bilesiklere kargi korumakla ve
bunlarin yaninda metal iyonlarinin hdcreye alinmasinda goérevli oldugu,
bilinen o&zelliklerindendir. Ekzopolisakkaritler diger onemli o6zellikleri ise;
bakterinin ylzey tutunmasinda yapistirici (slime) isleve sahip olmasi ve
bulundugu ortama tutunma ve biyofilm olusturmada etkili olmasidir. Butan bu
Ozellikler ekzopolisakkarit Ureten bir bakteriye bulundugu ortamda stabil

olarak kalabilme ve baskin olarak bluylime 6zelligi kazandirmaktadir [28].

Ekzopolisakkaritler  (EPS) c¢ok sayida bakterinin  (Lactobacillus,
Bifidobacterium) yuzeyinde bulunan ekzoselller polimerlerdir [31]. Genellikle
guvenilir olarak (GRAS) tanimlanan laktik asit bakterilerinin EPS Urettikleri
bilinmekle birlikte, propiyonik asit bakterilerinin ve bifidobakterilerin de EPS
urettikleri bildirilmigtir [32]. Bu polimerlerin bir diger dikkate deger ozelligi gida
sanayinde kivam arttirici olmalaridir [42,43]. EPS ureten LAB suslari yogurt,
peynir, tereyad, kefir ve geleneksel fermente st Urlnlerinin Uretiminde
starter kiltlr suslari olarak da kullaniimaktadirlar [44]. Starter kilttrlerin EPS
olusturma vyetenekleri, Uretimde kullanildiklari fermente sut drunlerinin
yapisal, aromatik ve reholojik Ozellikleri Uzerinde belirgin bir sekilde etki
etmektedir [45]. EPS’lerin immun sistemi tesvik ettigi, antitimoral ve

kolesterol dusuricu aktiviteye sahip oldugu da saptanmistir [46].

2.3.1. Laktik asit bakterilerinin Urettikleri ekzopolisakkaritler ve

ozellikleri

Pek cok diger bakteri gibi LAB hiicredeki yerlerine bagh olarak siniflandirilan
farkh tipte polisakkaritler Uretebilme yetenegindedirler. Bunlardan hucre
duvari disindan salgilananlar ekzoselller (hicre disi) polisakkaritler ya da
EPS’ ler diye adlandirilirlar. Bunlar yapigkan tutucu bir tabaka olusturabilirler
ve kapsul polisakkaritleri olarak adlandirilirlar. EPS’ ler ayni zamanda hafifce

yapisabilir ya da salgi olarak ortama salgilanabilir [47].
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EPS biyosentezi, nukleotid sekerlerin Uretimi ve birincil karbonhidrat
metabolizma enerjisi ile baglantilidir [48-49]. Cesitli g¢alismalarda EPS
uretiminin gelisim ile iligkili oldugu bulunmustur. Bu dogrultuda; Lactobacillus
sakei 0-1, L. rhamnosus C83, L. delbrueckii ssp. bulgaricus NCFB 2772 ve
S. thermophilus bakteri suslari ile yapilan calismalarda heteropolisakkarit
uretimi ile biyokutle olusumunun paralel oldugu tespit edilmigtir [48-50-51].
EPS Uretimi igin optimum pH, L. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un surekli
kaltdrlerindeki gelisme icin optimum olan pH ya yakin (pH 6,5 civar)
bulunmustur. Sicaklik ile ilgili olarak da; bakteri gelisimi icin kismen uygun
olan sicaklik sartlarinin gogu zaman EPS sentezi i¢cin en uygun oldugu tespit
edilmistir [52,53].

Sekil 2.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ‘un urettigi

ekzopolisakkaritin molekuler yapisi [48].

Bouzar ve arkadaslar (1997), fermentasyon parametrelerinin, EPS Uretimi ve
viskozite i¢in karisik suslu kalturlerde kullanilan L. delbrueckii ssp. bulgaricus
fenotipinde oldugundan daha az o6nemli oldugunu bildirmislerdir [54].
Bakteriyel EPS’ ler kendilerini Ureten mikroorganizmalar tarafindan eneriji
kaynagi olarak kullanilmazlar. Bu maddelerin, hiucrenin dogal g¢evresindeki
kuraklik, fagositler ve protozoalar tarafindan sindirim, faj saldirilari,

antibiyotikler veya toksik bilesikler ve osmotik stres gibi faktérlere karsi



22

koruyucu bir fonksiyonu oldugu dastnutlmektedir. EPS’ ler ayni zamanda
hiacre tanimlanmasi, ylzeye vyapisma ve c¢esitli ekosistemlerin
kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilimlerin olusturulmasinda da rol oynarlar
[55].

LAB’ nin urettigi EPS’ lerin ekolojik fonksiyonu tam olarak tanimlanamamistir
ve muhtemelen karmasiktir; fakat hicreye yapisma ve farkli ortamlarda
hicrenin  korunmasi ile iligkili oldugu anlasiimaktadir. Streptococcus
thermophilus ve S. mutans tarafindan Uretilen EPS’ ler bakteri kolonizasyonu
ve dis plagl olusumunda rol oynarlar [56]. Looijesteijn ve arkadaslari (2001)’
nin bir arastirmasi; Lactococcus lactis ssp. cremoris NZ4010 tarafindan
uretilen EPS’ lerin bakteriyi bakteriyofajlar, metal iyonlari, nisin ve lizozim gibi
cesitli antimikrobiyal faktorlere karsi korudugunu gdstermistir. Bu ekolojik
fonksiyonlardan farkli olarak, LAB’ nin urettigi EPS’ ler cesitli fermente
arnlerin  Uretiminde teknolojik 6neme sahiptirler. EPS olusturan S.
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus igeren “sinme
ozelligindeki- ropy” kultdrlerin  kullanimi, yogurt Uretiminde teksturu
geligtirmek, su salmayi dnlemek ve yogurt viskozitesini arttirmak igin alisildik
bir uygulamadir. “Viili" gibi iskandinav sut UrGnlerinde, EPS Ureten
Lactococcus suslar kullaniimaktadir. Tekstlr olusumundaki bu role ilave
olarak, fermente sut UrlUnlerinin insan sagligi Uzerine pozitif fizyolojik
etkilerinin; LAB’ nin c¢esitli hicre duvari bilegenlerine, ozellikle hiucre digi

(ekstraselllar) polisakkaritlere baglanabilecedi 6ne surtimustuar.

Gunumuzde probiyotik bakteri iceren fonksiyonel gidalarin gelismesi, hem
saglik ve hem de ekonomik faydalari ile blylyen bir pazar durumundadir.
Probiyotikler sagliga faydali olan canli mikrobiyolojik gida bilesenleri olarak
tanimlanmaktadir. Gunumuizde kullaniimakta olan probiyotik bakteriler;
bazilari EPS’ leri Ureten, agirlikli olarak Lactobacillus ve Bifidobacterium’
lardir. Aslinda ileri surilen, EPS Ureten suslarin sagli§i destekleyen etkileri
bu biyopolimerlerin biyolojik aktiviteleri ile iligkilidir. Ekzopolisakkaritler;

prebiyotik ya da antitimor, antillser, immunomodule edici ya da kolesterol
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dusuracu aktiviteleri sayesinde insan sagligina katkida bulunabilirler. Pek ¢ok
calisma, LAB ve fermente sut Urunlerinin antikarsinojenik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Kitazawa ve arkadaslari (1991), liyofilize Lactococcus
lactis ssp. cremoris KVS 20 hicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonunun
farelerde Sarcoma-180 timdrlerinin gelisiminin durmasi ile sonuglandidini,
fakat LAB susunun S-180 tumor hucrelerine karsi yapilan “in vitro”
calismalarinda sitotoksisite gostermedigini bulmuslardir. Bu bilgi, bu susun
tumor gelismesini 6nlemedeki etkinligini immun aktivitesi ile iligkilendirmistir.
Bu arastirmacilar Lactococcus lactis ssp. cremoris KVS 20 tarafindan uretilen
salgl maddesinin, antitimor etkisindeki temel bilesen olabilecegini gergekgi
kabul etmektedirler. Daha sonraki bir calisma, Lactococcus lactis ssp.
cremoris KVS 20’ nin salgi maddesi Urunleri sayesinde B-hicresi mitojenik
aktivitesinin belirgin sekilde arttigini géstermistir. Nakajima ve ark. (1995) da
Lactococcus lactis ssp. cremoris SBT 0495 EPS’ sinin, farelerde
intraperitonal olarak artan 06zel antikorlarin Uretimini yonettigini tespit
etmislerdir. Bu da EPS’ in bagisikhk sistemini destekleyebildigini
gOstermektedir. EPS Ureten L. delbrueckii ssp. bulgaricus OLL 1073R-1
yogurt kultirindn antitumor aktivitesi icin arabulucu olarak kullanildigi
bildirilmistir [57].

2.4. Agregasyon

Agregasyonun kelime anlami; toplanma, bir araya gelerek kimelesmedir.
Bakterilerin agregasyon 6zelligine sahip olmasi bulundugu hicrelere tutunma
ve dominant olarak kolonize olmasini saglayacagindan 6zellikle probiyotik
acidan onemli bir kriterdir. Laktik asit bakterilerinin bu ozellikleri nedeniyle
bulundugu yuzeye ve birbirlerine yapisarak biyolojik bir bariyer olusturdugu
bilinmektedir [58, 59].

Bakterilerde agregasyonun iki gsekilde gergeklestigi  bilinmektedir.
Otogregasyon, ayni ture ait mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak

olusturduklari hucre kolonileri seklinde tanimlanmaktadir. Koagregasyon,
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farkh tire ait iki mikroorganizmanin birbirine tutunmasi seklinde
tanimlanabilir. Probiyotik turler otoagregasyon yetenekleri ile bagirsak epitel
hicrelerine  tutunurken ve koagregasyon vyetenekleri ile patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu onleyen bir bariyer goérevi gordukleri
bilinen 6zelliklerindendir [60-61].

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

2.5.1. Laktik asit tiretimi

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma gelisimini engelleyen, biyolojik
kokenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin ¢ogdalmasini
engelleyici  “bakteriostati” veya  “fungustatik”  olabildikleri  gibi;
mikroorganizmanin Olumune sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi
maddeler de olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan dretilen, dusuk

molekuler agirlikh, organik dogal drtnlerdir [62, 63].

Cesitli Urunlerin dogal fermantasyonundan sorumlu olan laktik asit
bakterilerinin ana fermantasyon urinu heksozdan D (-), L (+) ya da rasemik
karigsim seklinde Uretilen laktik asittir [64]. Laktik asit bakterilerinde laktik asit
uretimi iki farkh yolla gerceklesebilmektedir. Laktik bakteriler olusturduklari
artnler temel alinarak homofermentatif (aldolaz enzimine sahip olanlar) ve
heterofermentatif (aldolaz ve triozfosfat izomeraz enzimlerine sahip

olmayanlar) olmak Uzere iki alt guruba ayrilmaktadirlar [23].

Sit endustrisinde starter bakteriler olarak kullanilan laktokok suslarinin
fermantasyon sureclerindeki en 6nemli rollerinden biri, sut sekeri olan laktozu
fermente ederek laktik asit olusturmalaridir. Yapilan c¢alismalar sut
drtnlerinde laktik asit olusumunun sute antimikrobiyal 6zellik kazandirdigini

ve mikrobiyal bozulmalara karsi daha direngli hale geldigini gostermigtir [65].
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2.6. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteriler ve funguslar tarafindan uretilen dogal antimikrobiyal
metabolitlerdir. Bunlar, kendisini Ureten mikroorganizma disindaki ve
antibiyotik Uretmeyen etkenlere kargi inhibitor (statik) veya oldurtcu (sidal)
etkiye sahiptirler. Dogal antibiyotiklerin, mikroorganizmalar tarafindan kolayca
inhibe edilmesi nedeniyle semi sentetik olarak hazirlanmakta ve daha fazla
dayanikli olmaktadir [66].

Antibiyotikler mikroorganizmalar Uzerinde ¢ok degisik tarzda etkili olmaktadir.
Bunlar; hucre duvari sentezine mani olanlar, sitoplazmik membrani
etkileyenler, protein sentezine mani olanlar, nukleik asit fonksiyonunu ve
sentezini bozanlar olarak ayrilmaktadir [7]. Bir antibiyotigin antimikrobiyal
aktivitesinin saptanmasi igin uygulanan in vitro islemlere genel olarak
duyarlilik testleri denir. Rutin laboratuvarlarda uygulanan testlerle genellikle
ilaglarin inhibitor (bakteriyostatik veya bakterisidal) aktivitesi degderlendirilir.
Bu amagcla uygulanan yontemler; a) Kati veya sivi besiyerlerinde seyreltme
(dilisyon) yontemleri, b) Disk difiizyon yéntemi, c) Gradiyent difizyon (Etest)
yontemi ve d) Antimikrobiyal ajanlari inaktive eden enzimlerin saptanmasi

olarak siralanabilir.

Duyarlilik test sonuglari mutlaka identifikasyon sonugclari ile birlikte
degerlendiriimelidir. Bazi bakteri turleri genetik Ozellikleri agisindan bir
antibiyotigin hedefi olan yapiyi hi¢ icermediginden ya da antibiyotigin hedefe
ulagsmasini engelleyecek bir yapiy1 veya antibiyotigi inaktive edecek enzimleri

tasidigi igin o antibiyotige direnglidir. Buna dogal direng adi verilmektedir [8].

Bircok kaynak tarafindan mikroorganizmalarin urettigi EPS’ nin biyoteknolojik
ve probiyotik kulturler bakimindan dnemi vurgulanmig olmakla birlikte, EPS
uretim miktarlari ile antibiyotiklere direnclilikleri arasindaki iliskiye yonelik

calismalar ¢ok az veya mevcut degildir.
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2.6.1. Antibiyotik direncliliginin probiyotik 6nemi

Probiyotik  bakteriler birgok fermente gida UrUnlerin  Uretiminde
kullaniimaktadir. Calismalar Ustin nitelikte bu bakteri grubunun Uretimde
kullanimini 6énermektedir. Selekte edilen kulturler ile Uretilen Urlnlerde kalite
yuksekligi ile birlikte bu bakteri grubunun patojenler Uzerinde antagonistik
etkileri onem kazanmistir. Probiyotiklerin bagirsak sisteminde bulunabilen
patojen bakteriler Uzerinde antagonistik etkileri de énemli bir yer tutmaktadir.
Probiyotik bakterilerin bagirsak sisteminde yasam ve bulunabilmeleri
onemlidir. Bu bakterilerin pH, safra tuzlarina karsi tolerans ve dayanikliklari
ile birlikte cesitli antibiyotiklere karsi direnglilikleri de seleksiyonda 6nemli

gOrulmektedir [67].

Probiyotikler ozellikle organizmada, gerek saglikh bir gelisme gerekse
hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik Urunleri
destekleyici alternatif Grtnler olarak kullanilabilir. Bu sayede mikroflorada
stabilite saglandidi gibi disaridan alinan diger maddelerin (ilag, antibiyotik
vb.) olumsuz etkilerinin de ©6nune gecilmis olunur. Son yillarda biyolojik
sistemlerden  tip, eczacilik, endustri, tarrm ve  hayvancilikta
faydalaniimaktadir. Ginumuzde hem daha guvenilir, hem de daha ekonomik
olmasi nedeniyle her dalda biyoteknolojik c¢alismalara agirlik verilmigtir.
Probiyotik bakterilerinin dogal insan florasindaki olumlu etkileri distnulerek
probiyotik teknolojisinde, Ustin Ozelliklere sahip bazi suslarin kullanilarak,
hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklere alternatif olmasi dusuniimektedir.
Arastirmacilar, probiyotiklerin yalnizca tedavi amagli olmayip, tipta koruyucu
amach da kullanilabilecegini, ancak bunun igin segilecek suslarin
antibiyotiklere ve antifungal ilaglara direngli olmasinin 6nemli bir kriter

oldugunu bildirmislerdir [68].
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2.6.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direnclilikleri Gizerine
yapilan caligmalar

Barton ve Wilksin (2001), toplam 1286 kimes hayvani 6rneginden izole
ettikleri Enterococcus cinsine ait bakterilerin antibiyotik direnclerini test
etmislerdir. Arastirmada, 160 izolat vankomisine karsi duyarl bulunurken,
109 izolat vankomisine direngli, 92 izolat ise yuksek seviyede direncli
bulunmustur. Diger 17 izolat ise, dusuk seviyede direng gostermistir.
Enterococcus faceum ise en ¢ok izole edilen tur olarak bulunmustur. Giraffa
(2002), Iisveg'te perakende satisa sunulan tavuklardan izole edilen
Enterococcus turlerinin  tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin gibi

antibiyotiklere karsi direncli oldugunu belirlemiglerdir [69].

Lukasova ve Sustackova (2003), sucuk ve ¢ig sutten izole ettikleri
Enterococcus turlerinin, tetrasiklin, kloramfenikol, gentamisin, eritromisine

kargi direngli olduklarini belirlemiglerdir [35].

Temmerman ve arkadaslari (2003), 55 probiyotik Urinden izole ettikleri
toplam 268 bakterinin tanimlanmalari ve 187 susun antibiyotiklere karsi
duyarhliklarini arastirmiglardir. Bakteri suslarinin % 79'u kanamisine, %
65’inin vankomisine, %26’sinin tetrasikline, %23’Gnun penisilin G, % 16’sinin
eritromisine ve %171’inin ise kloramfenikol ’e karsi direnglilik gosterdigini

belirlemiglerdir [3]

Aslim ve Beyath (2004), Turk yogurtlarindan izole edilen S. thermophilus
soylari plazmit tasiyicihgr ve bu turlerin antibiyotik direnglilikleri ile ilgili
yaptiklari ¢alismada, S. thermophilus’'un gogu turlerinin gentamisine (%79)
penisilinle G (%64) direncgli ve kloramfenikole (% 94) ve tetrasikline (%88)
duyarli oldugunu bulmuslardir [70].

Herreros (2005), Armada peynirlerinden izole edilen 31 laktik asit bakterisinin

antibiyotik direngliligi ile ilgili yaptiklari arastirmada, izolatlarin buayuk bir
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cogunlugunun cefotaksin, oksasilin, vankomisin, teicoplanin, nitrofurantoin ve

trimethoprime karsi direngli olduklarini belirlemiglerdir [71].

Citak ve arkadasglari (2004), yaptiklari arastirmada E. faecalis, E. faecium, E.
durans, E. mundtis ve E. hirae tirlerine ait 101 izolatin, 13 farkli antibiyotige
karg! direnclerini Kirby- Bover disk testi ile saptamislar ve izolatlarin
¢ogununun streptomisin, oksasilin, eritromisin ve vankomisine karsl yuksek
diren¢ gosterdiklerini ve beyaz peynirden izole edilen suslarin %89,1’inin
streptomisine, %88,1’inin oksasiline, %93’Unun eritromisin ve %86,1’inin

vankomisine direngli olduklarini bulmuslardir [72].

Moubareck ve arkadaslari (2005), yaptiklari bir galismada insan, hayvan ve
probiyotik Urlnlerden izole edilen 50 Bifidobacterium tirinin antibiyotik
duyarhliklarint incelenmiglerdir. Tam Bifidobacterium turlerinin penisilinlere
(penicilin - G, amoksillin, piperasilin, ticarsillin, imipenem) ve gram (+)
bakterilerde kullanilan antibiyotiklere (macrolides, klindamisin, pristinamisinin,
vankomisin ve teikoplanin ) kargi duyarhlik gdsterdikleri, bakterilerin %70 gibi

oranin da fusidik asite direnglilik gosterdiklerini bildirilmislerdir [73].

Delgado ve arkadaslari (2005), insanlarin gastrointestinal sistemlerinden
izole ettikleri 122 Bifidobacterium ve Lactobacillus turine ait bakterilerin
antibiyotik  duyarliliklarini  incelemislerdir. Sonu¢ olarak tim tlrlerin
kloramfenikol ve imipeneme duyarli, metronidazole karsi direngli oldugu
bildirilmistir. Bifidobacterium turleri cefoksitine duyarl tetrasikline eritromisin
ve klindamisine direngli oldugu, Lactobacillus spp. ‘un yaridan fazla tlrandn
cefoksitine direncli oldugu, bazi tlrlerinin eritromisin, klindamisinede direncli

oldugu belirlemislerdir [74].

Hummel ve arkadaslarn (2007), laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngliligi
uzerine vyaptiklari c¢alismada, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcuc,
Pediococcus ve Streptococcus cinslerine ait 45 izolat Uzerinde ¢alismiglardir.

Bu izolatlarinin, 40’inin fermente gidalarda starter kultur olarak kullanilan, 3’
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probiyotik 2’ si ise ticari olarak kullanilan tlrlerden secilmisledir. Sonug
olarak, suslarin eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ya da [-laktamaz
direncleri %7 gibi ¢ok dusukken buna karsilik, aminoglikosid (gentamisin ve
streptomisin) ve siprofloksasine %70 gibi yUksek diren¢ olusturdugunu
bildirmiglerdir [33].

Rosaria ve arkadaslari (2007), yogurttan izole ettikleri Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine ait 21 tarin antibiyotik direngliligi Uzerine bir
arastirma yapmislar ve galismada, 24 c¢esit antibiyotik kullanmiglardir. Sonug¢
olarak, suslarin ampisilin, basitrasin, klindamisin, dikloksasilin, eritromsin,
novamisin, penisilin G, rifampisine duyarli; aztreonam, kanamisin, nalidisiklik
asite direncli, cefalotin, kloramfenikol, gentamisin, linkomisin, metronidozole,
neomisin, paromomisin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisin gibi

antibiyotiklere kargi direng¢ gosterdigini bulmuslardir [75].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Materyal 6rnekleri

Calismada kullanilan suglarin bazilari Gazi Universitesi Biyoloji Blimii
Biyoteknoloji Laboratuari kualtir stoklarindan, diger suslar ise Ankara
Universitesi Biyoloji Bélimi'nden ve Refik Saydam Hifzisthha Merkez
Baskanligi Kultur Koleksiyonu’ndan temin edilmigtir. Arastirmada kullanilan

suslarin icerigi ve temin edildikleri kaynaklar Cizelge 3. 1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan suslarin temin edildikleri kaynaklar,
besiyerleri, inkiibasyon dereceleri ve suireleri.

Mikroorganizmalar Temin inkiibasyon Besiyeri
Edildikleri  Derecesi ve Siiresi
Kaynaklar
1. L. acidophilus ATCC 4356 G.U.B.B. 37°C / 24-48 saat MRS
2. L. helveticus ATCC 15807 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
3. L. bulgaricus ATCC 11842 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
4. L. bulgaricus G11 G.UBB. 42°C/ 24-48 saat MRS
5. L. plantarum DSM 20246 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
6. L. plantarum (RSKK NO: 02030) G.U.B.B. 30°C/ 24-48 saat MRS
7. L. fermentum ATCC 23271 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
8. L. ruminis ATCC 25644 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
9. L. gasseri ATCC 19992 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
10. S. salvarius subsp. thermophilus G.U.B.B. 42°C/ 24-48 saat Elliker
ATCC 14425
11. S. thermophilus (RSKK NO: R.S.K.K. 37°C/ 24-48 saat Elliker
667/01017)
12. Lactococcus subsp. cremoris A.U.B.B. 42°C/ 24-48 saat Elliker
13. E. faecium DSM 20442 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
14. E. faecium RT 55 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
15. E. faecium RT 82 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
16. E. fecalis NCDO 581 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
17. E. fecalis RT 8 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
18. E. fecalis RT 121 G.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat MRS
19. P. acidilactici pedL A.U.B.B. 37°C/ 24-48 saat Elliker
20. P. pentosaceus CHR HANSEN A.UBB. 37°C/ 24-48 saat Elliker
21. L. mesenteroides subsp. cremoris R.S.K.K. 30°C/ 24-48 saat MRS

(RSKK NO: 06043-DSM 20346 )
22. L. mesenteroides (RSKK NO:1061) R.S.K.K. 26°C/ 24-48 saat MRS
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G.U.B.B. : Gazi Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuari
A.U.B.B. : Ankara Universitesi Biyoloji B6limi Biyoteknoloji Laboratuari

R.S.K.K. : Refik Saydam Hifzisihha Merkez Bagkanligi Kultir Koleksiyonu

3.1.2. Besiyerleri

Arastirmada kullanilan Lactobacillus, Enterococcus ve Leconostoc cinsi
bakterilerin aktiflestiriimesinde ve deneylerin gerceklestirimesinde Man
Rogosa ve Sharp (MRS) sivi besiyeri kullaniimigtir [76]. Bu besiyerinin igerigi
Cizelge 3. 2'de verilmistir.

Cizelge 3.2. MRS besiyeri

Maddeler gll
Pepton 10,0
Beef Ekstrakt 10,0
Yeast Ekstrakt 5,0
Dekstroz 20,0
KoHPO4 2,0
Na-Asetat. 3H,O 50
Tri Amonyum Sitrat 2,0
MgSQO,. 7H.0 0,2
MnSO,. 4H,0 0,05
Tween 80 1,08 ml

Madeler 1000 ml distile suya tamamlanmistir. Deneyin amacina gore
besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmigtir. 0,01
N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile pH 6,2 £ 0,2’ye ayarlanarak, 121 °C’de 15 dk
otoklavda sterilize edilmistir [76].
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Arastirmada kullanilan test bakterilerinin gelistiriimesi igin Nutrient Broth
besiyeri kullaniimistir. Bu besiyerinin igerigi Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. Nutrient Broth besiyeri

Maddeler gll
Beef Ekstrakt 1,0
Yeast Ekstrakt 2,0
Pepton 5,0
Sodyum Klorit 5,0

Madeler 1000 ml distile suya tamamlanmistir. Deneyin amacina gore
besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmigtir. 0,01
M HCI ve/veya 0,01 M NaOH ile pH 7,0 = 0,2’ye ayarlanarak, 121 °C’de 15
dk otoklavda sterilize edilmistir [77].

Arastirmada kullanilan Streptococcus, Pediococcus ve Lactococcus cinsi
bakterilerinin geligtiriimesi i¢in Elliker sivi besiyeri kullaniimistir. Bu

besiyerinin igerigi Cizelge 3.4’ de verilmigtir.

Cizelge 3.4. Ellikler sivi besiyeri

Maddeler gll
Pepton 20,0
Glikoz 50
Yeast Ekstrakt 5,0
Laktoz 5,0
Sakaroz 5,0
NaCl 4,0
Sodyum Asetat 1,0
Askorbik asit 0,5
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Madeler 1000 ml distile suya tamamlanmistir. Deneyin amacina gore
besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlanmigtir. 0,01
M HCI ve/veya 0,01 M NaOH ile pH 6,8 + 0,2’ye ayarlanarak, 121 °C’de 15
dk otoklavda sterilize edilmistir [76].

Arastirmada dilusyon igin kullanilan serum fizyolojik ¢ozeltisi, 0,875 ¢
sodyum Kkloritin tartilarak 100 ml'ye distile su ile tamamlanmasiyla

hazirlanmistir. Dilisyon ¢ozeltisi 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Bakterilerin muhafazasi

1,5 ml’ lik agz1 kapakli tlplere yaklasik 400 ul gliserol (Merck) aktarilarak,
121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmigtir. Bakteriler uygun sivi besiortaminda
iki kez ard arda aktiflestirilip, aktif kdltarlerden 600 pl gliserol iceren steril
tiplere paralelli olarak aktariimistir. Suslar derin dondurucuda -80 °C’ de
depolanarak, muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir

yenilenmigtir [78].

3.1.4. Test bakterisi

Escherichia coli ATCC 11230, test bakterisi olarak agregasyon ¢alismasinda
kullanilmistir. Test bakterisi Nutrient Broth sivi besiortaminda 37+1 °C’'de 24
saat inklibe edilerek aktiflestiriimistir. Test bakterisi Gazi Universitesi Biyoloji
Bolumu Biyoteknoloji laboratuvari kaltar stoklarindan temin edilmisgtir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Bakteri suslarinin aktiflestirilmesi

Arastirmada LAB bakteri olarak Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,

Enterococcus ve Leuconostoc cinsine dahil olan bazi tarler kullaniimistir.
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Kiltiirler uygun besiyerlerine inokiile edilerek, uygun sicaklikta “30°-37°—

42°C* derecelerde 24 - 48 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.

3.2.2. Bakterilerin hiicre geligsiminin ve canli hiicre sayisinin

belirlenmesi

Aktif kaltarlerin optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm de 0,610,2'ye
ayarlanarak MRS ve Elliker sivi besi ortamina %2 oraninda inokule edilerek,
aerobik kosullarda uygun inkubasyon sicakliklarinda 24-48 saat inklbe
edilmistir. Aktiflestirilen kultirlerden 100 pl 6rnek alinarak 6nceden 900 pl
serum fizyolojik ¢ozeltisi iceren 1,5 ml'lik ependorflara aktariimistir. Boylece
10" oraninda seyreltilmis kiiltir elde edilmistir. Kiltiir vortekslenerek érnegin
homojenligi saglanmistir. Eependorftaki 6rnekten 100 ul 6rnek alinarak ayni
islem 10" den 107 ‘ye kadar seri diliisyonlari hazirlanmistir. 10* - 107
dilusyonlarda 100 ul drnek alinarak agarli besiyerine yayma eteknigi ile ekim
yapilmistir. Petriler uygun inklibasyon sicakliginda, 24 saat inklbe edilmistir.

inkiibasyon sonunda kolonilerin sayimlari log1o cfu/mL olarak tespit edilmistir

Kob/g (cfu/g) = [Koloni sayisixSeyreltme faktord/Dilisyon tipunden petri
kabina aktarilan érnek hacmi (ml)].

Seyreltme faktort = [1/Seyreltme orani] (3.1)
3.2.3. Bakterilerin nicel asit Giretimlerinin belirlenmesi

Nicel asit Uretimi

Aktif laktik asit bakterileri 10 mI'lik MRS ve Elliker sivi besiortamina inokule
edilerek, uygun sicakliklarda 24-48 saat inkUbasyona birakiimistir.
inkiibasyon siiresi sonunda 10 ml’lik kiiltiir meziirlere aktarilarak, distile su ile
100 ml'ye tamamlanmistir. Titrasyon icin 250 ml'lik cam erlene aktarilan

ornekler Uzerine 2-3 damla fenolfitaleyn indikatoru damlatilarak, 0,1 M NaOH
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¢ozeltisi ile titre edilmistir. Bakterilerin Urettigi asit titre edilebilir yuzde asitlik

olarak hesaplanmistir [79].

% Asitlik= Harcanan 0,1 N NaOH (ml) x 0,9/ érnek (ml) (3.2)

Fenolfitaleyn

0,1 gram fenolfitaleyn (Merck) %60’ lik etil alkolde (Merck) cozulerek

hazirlanmistir.

3.2.4. Bakterilerin eksopolisakkarit Gretimlerinin incelenmesi

Laktik asit bakterileri uygun sicakliklarda iki kez ard arda MRS veya Elliker
sivi besi ortaminda aktiflestiriimigtir. Aktif kaltUrlerin optikal yogunluklar
spektrofotometrede 600 nm de 0,6+0,2’ye ayarlanmigtir. OD degerleri
ayarlanan laktik asit bakterileri 5 ml'lik sivi besi ortamlarina ikiser paralelli
olarak %2 oraninda inokule edilerek, uygun sicakliklarda aerobik kosullarda
24 saat inkUbe edilmigtir. Kaltirlerin EPS uretimleri Marshall ve Rawson
(1999)'e gore yapilmigtir [80]. Sonuglar standart glukoza gore belirlenmigtir
(mg/l). Standart 1 ml steril saf suda ¢o6zulerek hazirlanan farkl
konsantrasyonlardaki glukoz esas alinarak, fenol sulflrik asit metodu ile

cikariimigtir [81].

Fenol- sulfirik asit metodu

Orneklerin Gizerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml saf siilfiirik asit (Merck) ilave
edilerek, 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karigtiriimistir.
Karistirilan érnekler 30°C’de 15-20 dk bekletildikten sonra, optik yogunluklari
490 nm’de spektrofotometrik (Digilab Hitachi U-1800) olgtimustir.
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EPS Uretim miktarlarini belirlemek icin 5-100 mg/l arasinda degisen
oranlarda glukoz kullanilarak standart bir egri gikariimigtir. Bu standarda gore

orneklerin EPS miktarlari mg/l olarak belirlenmigtir [81].

3.2.5. Antibiyotik duyarhhginin belirlenmesi

Aragtirilan bakterilerinin antibiyotik duyarliklarinin belilenmesinde 9 cm
¢apinda petri kutulari kullaniimistir. Bakterilerin yogunluklari 0,5 McFarland’a
ayarlanmis ve uygun sivi besiortaminda aktiflestirilip, %1 oraninda kati
besiortami Uzerinde ekimleri gergeklestirilmistir. Asilanmis agarl besiyeri
uzerine fakli antibiyotik diskleri yerlestirilip, uygun sicaklikta 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon bitiminde olusan inhibisiyon zonlarinin
caplari  milimetrik olarak Olgulmustur [82]. Bakterilerin  antibiyotik
duyarliliklarin saptanmasinda Clinical and Laboratory Standarts Institute
(CLSI) uygulanmistir [83].

3.2.6. Bakterilerin agregasyon ozelliklerinin tespiti

Uygun sivi besiyerinde uygun sicakliklarda 24-48 saat araliklarla ard arda iki
kez aktiflestirilmig kultarler 5000 X g’de 15 dk. santrifuj edilmistir. Elde edilen
pelet 0,01 M KH,PO4-Na;HPO, fosfat tamponu (fosfat tamponu; %0,8 NaCl,
%0,2 KCI, pH:7,2) ile 2 kez yikanarak ayni tamponda yeniden suspanse
edilerek OD’si spektrofotometrede 600 nm de 0,6+£0,02’ye ayarlanmistir. Test
bakterisi olarak kullanilan ve Nutrient sivi besiortaminda 37°C’de 24 saat
inkibasyonla gelistirilen E. coli ATCC 11230 icin de ayni iglemler
uygulanmigtir [84].

Otoagregasyon

Optikal yogunlugu (OD) 600 nm de 0,6£0,02’ye ayarlanan suslardan 2 ml ve

ucer paraleli olarak temiz tuplere alinmis aerobik ¢alkalamasiz kosullarda 37
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°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi bitiminde Usteki fazdan 0,1
ml alinmig ve optikal yogunlugu spektrofotometrede 600 nm de olgulmustur.
Es. 3.3'de verilen formul kullanilarak bakterilerin otoagregasyon yuzdeleri

hesaplanmistir.

% Otoagregasyon = [(OD4- OD,/ OD1) x 100] (3.3)

OD;: ilk optikal dansite.

OD,: 4 saat sonraki optikal dansite.
Dort saatlik otoagregasyon suresi sonunda tuplerin alt kisimlarindan 20 pl'lik
ornekler alinarak preperatlar hazirlanmigtir. Tespit edilen preperatlar gram

boyama yontemi ile boyanarak i1sik mikroskobunda incelenmigtir [85].

Koagregasyon

OD’si 600 nm de 0,6+0,02’ye ayarlanan suslar ile ve test bakterisinden 2’ser
ml alinarak ayri bir tiip icinde 10-15 sn vortekslendikten sonra 37 °C’de 3’er
paralelli olarak aerobik calkalamasiz kosullarda 4 saat inkube edilmistir.
inkiibasyon siiresi bitiminde Usteki fazdan 0,1 ml alinmis ve optikal
yogunlugu spektrofotometrede 600 nm’ de Olgulmustur. Es. 3.4’de verilen

formUl kullanilarak bakterilerin koagregasyon yuzdeleri hesaplanmigtir.

% Koagregasyon = [(OD1+0OD;) - 2(OD3)/ (OD1+ OD3)x100] (3.4)

OD: Laktik asit bakterilerinin optikal dansitesi.
OD,: Test bakterisinin optikal dansitesi.

ODj3: Karisimin 4 saat sonundaki optikal dansitesi.

Dort saatlik koagregasyon suresi sonunda tuplerin alt kisimlarindan 20 ul’lik
ornekler alinarak preperatlar hazirlanmigtir. Tespit edilen preperatlar gram

boyama ydntemi ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelenmistir [86].
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Hiicre Gelisimlerinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin hucre geligimi belirlenmesi bolum 3.2.2 ‘de anlatildigi

gibi yapilmisgtir.

Laktik asit bakterileri arasinda Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus ve
Leuconostoc cinsine dahil olan turlerinin canli hicre geligsimleri yuksek
belirlenirken, Pediococcus cinsi turlerin canli htcre gelisim miktarilar disuk

bulunmustur.

En ylUksek hicre gelisimi Leuconostoc mesenteroides RSKK 1061 (logqo
10,55 cfu/ml ), Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 06043-
DSM 20346 (log1o 10,5 cfu/ml) ve Lactobacillus bulgaricus G11 (logio 10,4
cfu/ml) ‘de goérilmustir. En disuk hicre gelisim miktar ise Pediococcus
pentosaceus CHR-HANSEN (logio 2,1 cfu/ml) ve Pediococcus acidilactici
ped L (log1o 2,4 cfu/ml) kilttrlerinde belirlenmistir. Ayrica, Lactobacillus cinsi
arasinda en yuksek hiicre gelisimini Lactobacillus bulgaricus G11 (logo 10,4
cfu/ml) susunda belirlenmis ve Lactobacillus bulgaricus ATCC 11842
kiltirinden daha yuksek bir hicre gelisimi (log1o 8,1 cfu/ml) gostermistir.
Lactobacillus plantarum DSM 20246 (log1o 8,2 cfu/ml) kalturu, Lactobacillus
plantarum RSKK 02030 (logio 9,2 cfu/ml) susundan daha dislk hiicre
gelisimi gostermigtir. Streptococcus thermophilus RSKK 667/01017 (log+o
10,2 cfu/ml) susu ylUksek hlcre gelisimi gosterirken, Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus ATCC 14425 kalturu (logip 9,1 cfu/ml) dusuk hucre
gelisimi gOstermigtir. Enterococcus cinsi bakterilerinden Enterococcus
faecium DSM 20442 (log1o 9,4 cfu/ml), E. faecium RT 55 (log+o 9,1 cfu/ml) ve
E. faecium RT 82 (log1o 9,2 cfu/ml) hicre gelisimleri gosterdigi belirlenmistir.
Enterococcus fecalis NCDO 581 logo 9,4 cfu/ml, E. fecalis RT 8 logip 9,6

cfu/ml ve E. fecalis 121 logio 9,5 cfu/ml hicre geligsimleri gostermigtir.
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Calismada kullanilan bazi laktik asit bakterilerinin hicre gelisimi garfikleri

Sekil 4.1°de sunulmustur.



S ——

(lw/nyo gLB0J) 1WiSIE6 a1oNH

=
£
~~
>
[t
5]
=
o
k)
N
=
9
£
N2y
o)
o
o)
—
)
Hee )
<
£
£
e
o
=
)
-—
X
©
o
=
®
®
X
-
x
©
N
®
[a1]
-
<
=~
)
U

40



41

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Asit Uretim Yeteneginin ve Son Kiiltiir pH

Degerlerinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin asit olusturma yetenegi ile son kultir pH degerlerinin

belirlenmesi bolum 3.2.3 ve 3.2.4° ‘de anlatildigi gibi yapilmistir.

Laktik asit bakterilerinin besi ortamindaki son kuiltir pH degerleri ortalama
olarak birbirine yakin degerde bulunmustur. Uygun besiyeri ortamlarinda
uretilen sus ve kdilturlerin pH deger dagihmi Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1 de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Laktik asit bakterilerinin son kultar pH degerleri.

1. L. acidophilus ATCC 4356 4,50+ 0,01
2. L. helveticus ATCC 15807 4,04 £ 0,01
3. L. bulgaricus ATCC 11842 4,26 + 0,01
4. L. bulgaricus G11 4,73 + 0,01
5. L. plantarum DSM 20246 4,51+ 0,01
6. L. plantarum (RSKK NO: 02030) 4,31+ 0,01
7. L. fermentum ATCC 23271 4,44 + 0,01
8. L. ruminis ATCC 25644 4,43 + 0,01
9. L. gasseri ATCC 19992 4,42 + 0,01
10. S. salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425 4,32 + 0,01
11. S. thermophilus (RSKK NO: 667/01017) 4,44 + 0,01
12. Lactococcus subsp. cremoris 4,22 + 0,01
13. E. faecium DSM 20442 4,95+ 0,01
14. E. faecium RT 55 4,73 £ 0,00
15. E. faecium RT 82 4,60 + 0,04
16. E. fecalis NCDO 581 4,78 + 0,01
17. E. fecalis RT 8 4,39 + 0,01
18. E. fecalis RT 121 4,05+ 0,01
19. P. acidilactici pedL 4,47 + 0,00
20. P. pentosaceus CHR HANSEN 4,11+ 0,01
21. L. mesenteroides subsp. cremoris (RSKK NO: 06043-DSM 4,62 + 0,01
20346 )
22. L. mesenteroides (RSKK NO: 1061) 4,55 + 0,01
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Uygun sivi besiortaminda ve uygun inkubasyon surelerindeki kulturlerin titre
edilebilir yizde asit miktarlari en dusuk %0,69 (Streptococcus thermophilus
RSKK) ve en yuksek %2,06 (Enterococcus fecalis RT121) suslarinda
belirlenmistir. Laktik asit bakterilerinin bazi suslarinin tretmis oldugu nicel

asit miktarlar Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Laktik asit bakterilerinin Urettikleri yuzde asit miktarlari.

Bakteriler % Asit Miktarlar
1. L. acidophilus ATCC 4356 1,39 + 0,01
2. L. helveticus ATCC 15807 1,53 + 0,09
3. L. bulgaricus ATCC 11842 1,68 + 0,01
4. L. bulgaricus G11 1,18 + 0,06
5. L. plantarum DSM 20246 1,39 + 0,01
6. L. plantarum (RSKK NO: 02030) 1,81 + 0,01
7. L. fermentum ATCC 23271 1,57 + 0,18
8. L. ruminis ATCC 25644 2,02 + 0,01
9. L. gasseri ATCC 19992 1,63 + 0,01
10. S. salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425 1,04 + 0,02
11. S. thermophilus (RSKK NO: 667/01017) 0,69 + 0,01
12. L. subsp. cremoris 1,02 £ 0,04
13. E. faecium DSM 20442 1,38 + 0,31
14. E. faecium RT 55 1,01 + 0,01
15. E. faecium RT 82 1,18 + 0,01
16. E. fecalis NCDO 581 1,27 + 0,01
17. E. fecalis RT 8 1,34 + 0,03
18. E. fecalis RT 121 2,06 + 0,01
19. P. acidilactici ped L 1,41 £ 0,01
20. P. pentosaceus CHR-HANSEN 1,50 £ 0,01
21. L. mesenteroides subsp. cremoris (RSKK NO: 06043 1,24 + 0,27
DSM 20346 )
22. L. mesenteroides (RSKK NO: 1061) 1,05 + 0,01
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Sekil 4.2. Laktik asit bakterilerinin Urettikleri ylzde asit miktarlari.

43



44

Uygun besiortamlarinda 4 gunlik inkibasyon sonunda kutlulerin son kultur
pH degerlerinin 4,0 — 5,0 arasinda oldugu tespit edilmigtir. Son kaltir pH’lar
en yuksek Enterococcus faecium DSM 20442 (pH 5,0) ve en dusuk (pH 4,0)
Lactobaccillus  helveticus ATCC 15807 kultirlerinde  belirlenmistir.
Lactobacillus bulgaricus G11 susunun son kultir pH degeri 4,7 iken
Lactobacillus bulgaricus ATCC 11842 kultirianin pH degeri 4,3 olarak
belirlenmistir. Lactobacillus plantarum RSKK 02030 susunun pH degerinin
(pH 4,3), Lactobacillus plantarum DSM 20246 (pH 4,5) klltirinden daha
disuk oldugu gorulmustir. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
ATCC 14425 (pH 4,3) kdlturinun son kultir pH degerinin Streptococcus
thermophilus RSKK 667/01017 (pH 4,4) susuyla yakinhk gosterdigi
belirlenmistir. Enterococcus faecium RT 55 (pH 4,7) ve Enterococcus faecium
RT 82 (pH 4,6) suslarinin son kultir pH’larinin, Enterococcus faecium DSM
20442 (pH 5,0) kultarinden dusuk oldugu belirlenmistir. Enterococcus fecalis
NCDO 581 (pH 4,8) kultirinun ise Enterococcus fecalis RT 8 (pH 4,4) ve
Enterococcus fecalis RT 121 (pH 4,1) suslarindan daha yuksek son kultar pH
degeri gosterdigi belirlenmistir. Pediococcus pentosaceus CHR-HANSEN
dusuk (pH 4,1) gosterirken, Pediococcus acidilactici ped L yuksek (pH 4,5)
pH degeri gostermistir. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK
06043-DSM 20346 (pH 4,6) ve Leuconostoc mesenteroides RSKK 1061 (pH
4,6) suslarinin benzer son kuiltur pH degerleri gdstermistir. Laktik asit

bakterilerinin Urettikleri yizde asit miktarlari Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Normal ortamda laktik asit bakterilerinin bazi suslarinin tretmis oldugu nicel

asit miktarlari ile son kultur pH degerlerinin grafigi Sekil 4.3 ‘de verilmigtir.
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4.3. Laktik Asit Bakterilerinin EPS Uretimlerinin Tespiti

Laktik asit bakterilerinin Urettigi EPS miktarlarinin tespiti bolum 3.2.5. ‘de
anlatildigi gibi yapilmistir.

Suslarin uygun besi ortamlarinda ve uygun inkubasyon surelerinde EPS
uretimleri 46,42 mg/l ve 208,88 mg/l arasinda belirlenmistir. En ylksek EPS
uretimi Enterococcus fecalis RT8 susunda tespit edilirken, en dusuk EPS
miktari Enterococcus fecalis NCDO 581 kultirinde belirlenmistir. Diger

suslarin EPS miktarlar Cizelge 4.3. ve Sekil 4.4." de verilmigtir.

Calismada kullanilan Lactobacillus cinsi bakterilerden en ylksek EPS Uretimi
Lactobacillus ruminis ATCC 25644 (129,4 mg/l) kiltirinde tespit edilmigtir.
Lactobacillus bulgaricus G11 (93,1 mg/l) duguk EPS Uuretimi gosterirken,
Lactobacillus bulgaricus ATCC 11842 (109,1 mg/l) kualtirinin ylksek EPS
uretimi gosterdigi belirlenmistir. Lactobacillus plantarum RSKK 02030
susunun urettigi EPS miktarinin (91,3 mg/l), Lactobacillus plantarum DSM
20246 (110,0 mg/l) kultarinun urettigi EPS miktarindan daha duguk oldugu
gorulmustaur. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425
(78,0 mg/l) kaltirinun drettigi EPS’nin Streptococcus thermophilus RSKK
667/01017 (74,7 mg/l) susunun durettigi EPS’den daha ylksek oldugu
g6zlenmistir. Enterococcus faecium RT 55 (163,3 mg/l) ve Enterococcus
faecium RT 82 (146,4 mg/l) suslarinin Urettikleri EPS miktarlarinin,
Enterococcus faecium DSM 20442 (82,4 mg/l) kiulturinden daha ylUksek
oldugu bulunmustur. Enterococcus fecalis NCDO 581 (46,4 mg/l) kultara
Enterococcus fecalis RT 8 (208,9 mg/l) ve Enterococcus fecalis RT 121
(195,4 mg/l) suslarindan daha dusuk EPS dretimi gergeklestirmigtir.
Pediococcus pentosaceus CHR-HANSEN (179,6 mg/l) yiksek EPS Uretimi
gosterirken, Pediococcus acidilactici pedL (155,2 mg/l) daha dusuk EPS
uretmistir. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 06043-DSM
20346 (100,5 mg/l) EPS Uretimi ile Leuconostoc mesenteroides RSKK 1061
susundan biraz daha yuksek (96,9 mg/l) EPS Uretimi gostermistir.
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Suglarin  hucre geligsimleri arasinda oOnemli buyuk deger farkliliklar
gozlenmezken, hicre gelisiminin  EPS dretimini fazla etkilemedigi
anlasiimistir.(Sekil  4.5) Ayrica suslarin EPS dretimlerinin  referans

kulturlerden daha yuksek oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.4. Laktik asit bakterilerinin Urettikleri EPS miktarlari.
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Cizelge 4.3. Laktik asit bakterilerinin hlcre gelisimleri ile Urettikleri EPS’lerin
degerleri.

Laktik Asit Bakterileri EPS iliretim miktari

Hiicre geligmi

logqo cfu/ml (mg/L)

L. acidophilus ATCC 4356 8,24 + 0,06 88,50 *+ 3,30
L. helveticus ATCC 15807 8,68 + 0,33 67,50 £ 2,90
L. bulgaricus ATCC 11842 8,12+ 0,25 109,06 * 0,57
L. bulgaricus G11 10,38 £ 0,32 93,07 + 0,33
L. plantarum DSM 20246 8,20 £ 0,11 110,00 £ 5,60
L. plantarum RSKK 9,19+£0,16 91,33 £ 0,50
L. fermentum ATCC 23271 8,77 £ 0,64 66,00 + 3,48
L. ruminis ATCC 25644 8,63 £ 0,20 129,37 + 0,72
L. gasseri ATCC 19992 8,30 £ 0,29 92,00 + 2,30
S. salivarius subsp. thermophilus ATCC 9,10 £ 0,19 78,00 + 6,67
14425

S. thermophilus RSKK 10,17 £ 0,45 74,70 £ 0,99
L. subsp cremoris 9,63+0,13 83,90 £ 7,77
E. faecium DSMZ 20442 9,35+0,23 82,41 £ 3,30
E. faecium RT 55 9,13+ 0,33 163,25 * 1,22
E. faecium RT 82 9,18 £ 0,13 146,38 * 4,57
E. fecalis NCDO 581 9,37 + 0,20 46,42 + 4,78
E. fecalis RT 8 9,18 + 0,37 208,88 £ 0,33
E. fecalis RT 121 9,51+ 0,22 195,44 + 7,40
P. acidilactici ped L 2,39+ 0,08 155,15 * 6,58
P. pentosaceus CHR-HANSEN 2,11 £ 0,01 179,55 + 2,90
L. mesenteroides subsp. cremoris 10,48 £ 0,14 100,51 * 5,26
(RSKK NO: 06043 DSM 20346 )

L. mesenteroides (RSKK NO:1061) 10,55+ 0,23 96,91 £ 1,15

* Sonugclar arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir.
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Sekil 4.5. Laktik asit bakterilerinin hlicre gelisimleri ile Urettikleri EPS’lerin grafigi.
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4.4. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Duyarliliklarinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin hicre duvar sentezini inhibe eden penisilin (10 unit),
vankomisin (30 pg) ve ampisilin (10 pg); protein sentezini inhibe eden
tetrasiklin (30 pg), streptomisin (10 ug), gentamisin (10 pg), kloramfenikol (30
ug) ve kanamisin (30 pg); nukleik asit sentezini inhibe eden trimetoprim (5
ug), nalidiksik asit (30 pg), siprofloksasin (5 pg) ve rifampisin (5 ug),
sitoplazmik zar sentezini inhibe eden polimiksin-B (300 U) antibiyotiklerine
duyarhliklari disk diflizyon ydntemine gore bolum 3.2.6." da anlatildigi gibi
belirlenmis sonuglar CLSI standardina (Cizelge 4.4.) gore degerlendirilmigstir
(Cizelge 4.5.). Bu bakterilerin antibiyotiklere gostermis olduklari yuzde
duyarhlik oranlari Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6.” da verilmigtir.

Arastirilan suslarin tumu nalidiksik asid, polimiksin B ve kanamisin disinda
tum antibiyotiklere %9 ile % 95 oraninda yuksek duyarlilik gosterdikleri tespit
edilmistir. Tetrasiklin (%95), amfisilin (%86), nikleik asit sentezini inhibe
eden rifampisin (%86) ve protein sentezini inhibe eden kloramfenikol (%95)
antibiyotikleri en yuksek duyarlilik gosteren antibiyotikler olarak belirlenmigtir
(Cizelge 4.6). Caligilan butun suslarin kullanilan antibiyotiklerden nalidiksik
asid, polimiksin B ve kanamisin antibiyotiklerine genel olarak direncli oldugu
gorulmustir (Cizelge 4.5). Enterococcus fecalis RT8 susunun siprofloksasin,
nalidiksik asid ve polimiksin B antibiyotik disklere gostermis oldugu direng
Resim 4.1'de; vankomisin antibiyotik diskine karsi gosterdigi direng ve
kloramfenikol antibiyotik diskine karsi olusturdugu inhibisyon zonu Resim 4.2’
de gosterilmistir. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425
kUlturantn polimiksin B antibiyotik diskine gosterdigi diren¢ ve trimetoprim
antibiyotik diskine karsi olusturdugu inhibisyon zonu Resim 4.3'de
gosterilmigtir. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 kultirinun streptomisin
antibiyotik diskine kargi gosterdigi direnglilik ve gentamisin antibiyotik diskine

kars! olusturdugu inhibisyon zonu Resim 4.4’de gosterilmigtir.
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Resim 4.1. Enterococcus fecalis RT8 susunun antibiyotik disklere gostermis
oldugu direng. 7(CIP): Siprofloksasin, 8(NA):Nalidiksik asid,9(PB):
Polimiksin B.

Resim 4.2. Enterococcus fecalis RT8 susunun vankomisin antibiyotik diskine
karsi gosterdigi direng; kloramfenikol antibiyotik diskine karsi
olusturdugu inhibisyon zonu.
5(C):Kloramfenikol, 6(VAN):Vankomisin.
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Resim 4.3. Streptococcus salvarius subsp. thermophilus ATCC 14425
kultarinun polimiksin B antibiyotik diskine gosterdigi direng ve
trimetoprim antibiyotik diskine karsi olusturdugu inhibisyon zonu.
9(PB ):Polimiksin B, 10(TMP):Trimetoprim.

Resim 4.4. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 kalturinin streptomisin
antibiyotik diskine kargi gosterdigi direnglilik ve gentamisin
antibiyotik diskine kargi olusturdugu inhibisyon zonu.
2(CN):Gentamisin, 3(S):Streptomisin.
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Arastirmalar sonucunda laktik asit bakterilerinin htcre duvari sentezi inhibe
eden amfisilin (%13) ve nukleik asit sentezini inhibe eden rifampisin (%4)
antibiyotiklerine dusuk seviyede direngli olduklari bulunmustur. En yUksek
direnglilik nukleik asit sentezini inhibe eden nalidiksik asit (%100), stoplazmik
zar sentezini inhibe eden polimiksin B (%100) ve protein sentezini inhibe
eden kanamisin (%100) antibiyotiklerine kargi tespit edilmistir. En dusuk
direncglilik %4 oraninda rifampisin antibiyotiginde goézlenmistir. Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris (RSKK 06043 — DSM 20346 ) susunun
kanamisin ve trimetoprim antibiyotik disklerine kargi gosterdigi direnglilik;
penisilin G antibiyotik diskine karsi olusturdugu inhibisyon zonu Resim 4.5’de

gOsterilmistir.

Resim 4.5. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (RSKK 06043 —
DSM 20346 ) susunun kanamisin ve trimetoprim antibiyotik
disklerine karsi gosterdigi direnglilik; penisilin G antibiyotik diskine
kargi olusturdugu inhibisyon zonu.
10(TMP): Trimetoprim, 12(K):Kanamisin, 13(P):Penisilin G.



Cizelge 4.4. CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarhliklarinin
degerlendiriimesi.

No

S >

&z

10.

11.

12.
13.

Etki Mekanizmasi

Protein sentezi inhibitoru
Protein sentezi inhibitoru
Protein sentezi inhibitdri
Hucre duvari sentezi
inhibitora

Protein sentezi inhibitoru
Hicre duvari sentezi
inhibitora

Nukleik asit sentezi
inhibitora

Nukleik asit sentezi
inhibitoru

Sitoplazmik zar sentezi
inhibitora

Nikleik asit sentezi
inhibitora

Nikleik asit sentezi
inhibitora

Protein sentezi inhibitdri

Hicre duvari sentezi

inhibitori

Antibiyotik

Tetracycline
Gentamycin

Streptomycin

Ampicillin

Chloramphenicol

Vancomycin

Ciprofloxacin

Nalidixic acid

Polymyxin B

Trimethoprim

Rifampicin
Kanamycin

Penicillin G

Direngli

Orta
derece

duyarh

15-18

12-14
13-15
14 - 17

15-16

14-18

14 -17

9-11

12-14

15-17
14 -17

20-27

55

Duyarh

219
213
215



Cizelge 4.5. Bakterilerin antibiyotik disklerine gosterdigi duyarlilik test sonugclari.

1. L. acidophilus ATCC 4356

2. L. helveticus ATCC 15807 ++ ++ - ++ ++ = = - - ++ ++ _ +

3. L. bulgaricus ATCC 11842 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - ++ - ++

4. L. bulgaricus G11 ++ = = ++ ++ ++ + - - - - +

5. L. plantarum DSM 20246 ++ = = ++ ++ ++ - - = = s - ++

6. L. plantarum (RSKK NO: ++ ++ = ++ ++ = = = = ++ ++ - ++
02030)

7. L. fermentum ATCC 23271 ++ = = ++ ++ - - = = ++ ++ - ++

8. L. ruminis ATCC 25644 ++ - - ++ ++ - - = = ++ ++ - ++

9. L. gasseri ATCC 19992 ++ ++ - ++ ++ = = - - ++ ++ - 4

10. S. salivarius subsp. thermophilus ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - - ++ ++ = +
ATCC 14425

11. S. thermophilus ++ ++ = = ++ ++ ++ o = ++ ++ = +

(RSKK NO: 667/01017)

+ + : Duyarli, + : Orta Derece Duyarli, - : Direngli

9g



Cizelge 4.5. (Devami) Bakterilerin antibiyotiklere gosterdigi duyarlilik test sonuglari.

12. L. subsp. cremoris

13. E. faecium DSMZ 20442 ++ = =
14. E. faecium RT 55 ++ = =
15. E. faecium 82 ++ = =
16. E. fecalis NCDO 581 ++ = =
17. E. fecalis RT 8 ++ - -
18. E. fecalis 121 ++ = =
19. P. acidilactici ped L ++ - -
20. P. pentosaceus 4+ = =
CHR HANSEN
21. L. mesenteroides subsp. ++ - -

cremoris (RSKK NO:
06043-DSM 20346 )

22. L. mesenteroides ++ - -
(RSKK NO: 1061)

+ + : Duyarli, + : Orta Derece Duyarli, - : Direngli

++
++
++
++
++
++
++
++

++
++
++

++
++
++
++

++

++

++
++
++
++

++

++
++

++

++

++
++

++
++
++
++

++

++

++
++
++

++

++

++

LS



Cizelge 4.6. Bakterilerin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari.

Antibiyotikler Direngli Orta Derece Duyarh
() Duyarl (+) (++)
Tetrasiklin (TE) 30 ug 0 5 95
Gentamisin (CN) 10 ug 73 0 27
Streptomisin (S) 10 ug 91 0 9
Amfisillin (AMP) 10 ug 14 0 86
Kloramfenikol (C) 30 ug 0 5 95
Vankomisin (VAN) 30 ug 50 0 50
Siprofloksasin (CIP) 30 ug 64 13 23
Nalidiksik asid (NA) 30 ug 100 0 0
Polymiksin B (PB) 300 U 100 0 0
Trimetoprim (TMP) 5 ug 55 0 45
Rifampisin (RD) 5 ug 5 9 86
Kanamisin (K) 30 pg 100 0 0
Penisilin G (P) 10 U 0 36 64

+ + : Duyarli, + : Orta Derece Duyarli, - : Direngli
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Sekil 4.6. Bakterilerin antibiyotiklere gdsterdigi
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En ylUksek EPS Uretimi gosteren Enterococcus fecalis RT 8 susunun, protein
sentezini inhibe eden tetrasiklin ve kloramfenikol, nikleik asit sentezini inhibe
eden rifampisin ve hucre duvari sentezini inhibe eden amfisilin
antibiyotiklerine yuksek duyarlilik gosterdigi, yine hlcre duvari sentezini
inhibe eden antibiyotik grubunda yer alan penisilin G antibiyotigine ise orta
dereceli duyarhlik gosterdigi belirlenmigtir. Protein sentezini inhibe eden
gentamisin, streptomisin ve kanamisin, nukleik asit sentezini inhibe eden
trimetoprim, siprofloksasin ve nalidiksik asid, hlcre duvari sentezini inhibe
eden vankomisin antibiyotiklerine ise Enterococcus fecalis RT 8 susu yuksek

direng gostermisgtir.

Enterococcus fecalis RT 8 susu en yuksek 208,88 mg/l EPS Uretirken
denenen 13 adet farkh antibiyotiklere kargi duyarlihdi; 8 adet antibiyotige her
birine % 62 oraninda direngli, 1 adet antibiyotige %8 oraninda orta derecede
duyarli ve 4 adet antibiyotigin her birine %31 oraninda az duyarli oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.7).

Lactobacillus plantarum DSM 20246 susu 110 mg/| EPS Uretmistir. Bu susun
antibiyotik duarhliklar ise; 7 adet antibiyotigin her birine %54 oraninda
direncli ve 7 adet antibiyotie karsi %46 oraninda duyarli oldugu tesbit
edilmistir (Cizelge 4.8).

Enterococcus fecalis NCDO 581 en dusuk 46,42 mg/l miktarda EPS
uretmigtir. Susun antibiyotik duyarliigi; 6 adet antibiyotige karsi %46
oraninda direngli, 3 adet antibiyotie karsi %23 oraninda orta derecede
duyarli ve 3 adet antibiyotigin her birine kars1 %31 oraninda az duyarl oldugu
tesbit edilmigtir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.7. En yuksek miktarda EPS Ureten Enterococcus fecalis RT 8
susunun antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari.

Direncgli  Orta Derece Duyarh (++)

Antibiyotikler ) Duyarli (+)
Tetrasiklin (TE) 30 pg - - 31
Gentamisin (CN) 10 ug 62 - -
Streptomisin (S) 10 ug 62 - -
Amfisillin (AMP) 10 ug - - 31
Kloramfenikol (C) 30 ug - - 31
Vancomisin (VAN) 30 ug 62 - -
Siprofloksasin (CIP) 30 ug 62 - -
Nalidiksik asid (NA) 30 pg 62 - -
Polymiksin B (PB) 300 U 62 - -
Trimetoprim (TMP) 5 ug 62 - -
Rifampisin (RD) 5 ug - - 31
Kanamisin (K) 30 pg 62 - -

Penisilin G (P) 10 U - 8 -
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Cizelge 4.8. Orta derecede EPS Ureten Lactobacillus plantarum DSM 20246
kalturanan antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari.

Direncli Orta Derece Duyarl

Antibiyotikler () Duyarii (+) (+4)
Tetrasiklin (TE) 30 pg - - 46
Gentamisin (CN) 10 pg 54 - -
Streptomisin (S) 10 pg 54 - -
Amfisillin (AMP) 10 ug - - 46
Kloramfenikol (C) 30 ug - - 46
Vancomisin (VAN) 30 ug - - 46
Siprofloksasin (CIP) 30 pg 54 - -
Nalidiksik asid (NA) 30 ug 54 - -
Polymiksin B (PB) 300 U 54 - -
Trimetoprim (TMP) 5 pg 54 - -
Rifampisin (RD) 5 pg - - 46
Kanamisin (K) 30 pg 54 - -

Penisilin G (P) 10 U - - 46



Cizelge 4.9. En az miktarda EPS Ureten Enterococcus fecalis NCDO 581
susunun antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari.

Direngli  Orta Derece Duyarh

Antibiyotikler ) Duyarli (+) (++)
Tetrasiklin (TE) 30 ug - - 31
Gentamisin (CN) 10 ug 46 - -
Streptomisin (S) 10 ug 46 - -
Amfisillin (AMP) 10 ug - - 31
Kloramfenikol (C) 30 ug - 23 -
Vancomisin (VAN) 30 ug - - 31
Siprofloksasin (CIP) 30 ug - - 31
Nalidiksik asid (NA) 30 pg 46 - -
Polymiksin B (PB) 300 U 46 - -
Trimetoprim (TMP) 5 ug 46 - -
Rifampisin (RD) 5 pg - 23 -
Kanamisin (K) 30 pg 46 - -

Penisilin G (P) 10 U - 23 -
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4.5

Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon denemeleri

. Laktik Asit Bakterilerinin Agregasyonu

1. Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon

bolim 3.2.7.

64

‘de

anlatildigi gibi yapilmigtir. En ylksek (% 35) otoagregasyon ozelligini

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 kultirinunde gosterdigi belirlenmistir.

Lactococcus subsp. cremoris (% 5) en dusik otoagregasyon oOzelligi
gOstermigstir. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (% 35) orta dereceli
otoagregasyon gosterirken, diger kulturlerin dusuk dereceli otoagregasyon

gosterdigi belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.10.’da sunulmustur.

Cizelge 4.10. Laktik asit bakterilerinin otoagregasyonlari.

9.
10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

++;

© N OAWN =
il il il

Bakteriler

acidophilus ATCC 4356

. helveticus ATCC 15807

. bulgaricus ATCC 11842

. bulgaricus G11

. plantarum DSM 20246

. plantarum (RSKK NO: 02030)

. fermentum ATCC 23271

. ruminis ATCC 25644

. gasseri ATCC 19992

S. salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425
S. thermophilus (RSK NO: 667/01017)
L. subsp. cremoris

E. faecium DSM 20442

E. faecium RT 55

E. faecium RT 82

E. fecalis NCDO 581

E. fecalis RT 8

E. fecalis RT 121

P. acidilactici ped L

P. pentosaceus CHR-HANSEN

L. mesenteroides subsp. cremoris (RSKK NO: 06043-DSM
20346 )

L. mesenteroides (RSKK NO: 1061)

Orta dereceli otoagregasyon ; +: Disuk otoagregasyon

Yiizde Otoagregasyon

35,00 £ 8,2 (++)
27,50 + 2,4 (+)
13,30 £ 0,0 (+)
10,83+ 1,2 (+)
22,50 + 5,9 (+)
26,67 + 1,8 (+)
30,00 + 4,7 (+)
14,17 £1,2 (+)
8,33 £2,4 (+)
12,50 £ 3,5 (+)
20,83 £ 1,6 (+)
5,00 + 0,0 (+)
15,83 + 2,3 (+)
22,50 + 3,5 (+)
10,00 £ 0,1 (+)
10,83 + 1,5 (+)
19,17 £5,9 (+)
28,33+ 7,1 (+)
19,17 £ 3,5 (+)
19,17 £2,3 (+)
18,33 £ 2,4 (+)

27,50 5,9 (+)
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4.5.2. Laktik asit bakterilerinin koagregasyon

Laktik asit bakterilerinin E. coli ATCC 11230 ile koagregasyon denemeleri
bolim 3.2.77 ‘de anlatildigi gibi yapilmistir. Koagregasyon sonugclari
degerlendirildiginde en ylksek koagregasyon Enterococcus fecalis RT 121
(%31), Enterococcus faecium RT 55 (%22) ve Streptococcus salvarius
subsp. thermophilus ATCC 14425 (%22) kulturlerinde belirlenmistir. Genel
suslarin duslk derecede koagregasyon gosterdigi tespit edilmistir. Elde

edilen sonugclar Cizelge 4.11."de sunulmustur.

Cizelge 4.11. Bakterilerin E. coli ATCC 11230 ile koagregasyonlari.

Bakteriler Yiizde Koagregasyon
1. L. acidophilus ATCC 4356 9,17 £ 1,2 (+)
2. L. helveticus ATCC 15807 4,17 £0,5 (+)
3. L. bulgaricus ATCC 11842 7,50 £ 0,9 (+)
4. L. bulgaricus G11 5,83+1,2(+)
5. L. plantarum DSM 20246 4,17 £1,2 (+)
6. L. plantarum (RSKK NO: 02030) 19,17 £1,2 (+)
7. L. fermentum ATCC 23271 8,33 1,7 (+)
8. L. ruminis ATCC 25644 5,83+0,9 (+)
9. L. gasseri ATCC 19992 0,83 +1,2 (+)
10. S. salivarius subsp. thermophilus 21,67 £ 4,7 (+)
ATCC 14425
11. S. thermophilus (RSKK NO: 667/01017) 11,67 £2,1 (+)
12. L. subsp. cremoris 20,83 £2,9 (+)
13. E. faecium DSMZ 20442 16,67 £ 0,0 (+)
14. E. faecium RT 55 21,67 £ 0,0 (+)
15. E. faecium RT 82 8,33 £1,8 (+)
16. E. fecalis NCDO 581 15,83 £ 1,2 (+)
17. E. fecalis RT 8 10,83 + 8,3 (+)

18. E. fecalis RT 121
19. P. acidilactici ped L
20. P. pentosaceus CHR-HANSEN

21. L. mesenteroides subsp. cremoris
(RSKK NO: 06043-DSM 20346 )

22. L. mesenteroides (RSKK NO: 1061)

++: Orta dereceli koagregasyon ; +: Dusuk koagregasyon

30,83 £ 1,3 (+)
19,17 £1,3 (+)
11,67 £2,4 (+)
5,00 + 0,7 (+)

11,67 % 2,4(+)
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5.TARTISMA ve SONUG

LAB’nin ortamda Uuremesi, besin maddesinin karbonhidratin miktarina
baghdir. Ureme sonucu laktik asit Ureterek ortamin pH diizeyini
dusurmektedir. Ortam pH’sini hizli bir sekilde dustriimesi LAB’nin istenilen
onemli Ozelliklerinden birini olusturmaktadir. LAB dusuk pH'da (~ 4)
canliliklarini ve geligsmelerini surdirmekte ve patojen mikroorganizmalar
Uzerindeki baskilayici 6zelligiyle gidalarin raf dGmrint uzatmakta ve patojen

kontaminasyonunu engellemektedir [2].

LAB’leri farkh tipte polisakkaritler Uretebilme yetenegindedirler. Bunlardan
hicre duvari digsindan salgilananlar polisakkaritler veya EPS’ ler diye
adlandirilirlar. Bunlar yapigkan tutucu bir tabaka olusturabilirler ve kapsul

polisakkaritleri olarak adlandirilirlar [47].

Bakteriyel EPS’ ler kendilerini Ureten mikroorganizmalar tarafindan eneriji
kaynadi olarak kullaniimazlar. Dogal ortamda kurumaya, fagositozis ve
protozoa tarafindan parcalanma, faj etkisi, antibiyotikler ya da toksik
bilesenler ve ozmotik basing gibi olaylara karsi koruyucu etkileri vardir. EPS’
ler ayni zamanda hicre tanimlanmasi, ylzeye yapisma ve cgesitli
ekosistemlerin kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilimlerin olusturulmasinda
da rol oynarlar [56]. LAB’ nin Urettigi EPS’ lerin ekolojik fonksiyonu tam olarak
tanimlanamamigtir. EPS’nin hlcreye yapigma ve farkh ortamlarda hicrenin
korunmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan
uretilen EPS’lerin antitimoral, bagisiklik sistemini duzenleyici ve kandaki

kolesterol seviyelerini dusurucu etkilerinin oldugu da kanitlanmistir [57].

Bu calismada, LAB’nin Urettikleri EPS ile antibiyotiklere direnglilikleri

arastiriimistir.

Calismada kullanilan LAB’lerin hucre gelisimlerinin, drettikleri EPS miktarini

etkilemedigi bulunmustur. Suslarin hicre gelisim degerleri ile Urettikleri EPS
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miktarlari arasinda anlamli bir iliski goértlmemistir. P. pentosaceus CHR-
HANSEN (log1o 2,1 cfu/ml) en dugslk hucre gelisimi gostermesine kargsilik
urettigi EPS (179,6 mg/l) miktarinin yiksek oldugu belirlenmigtir. E. fecalis
NCDO 581 (46,42 mg/l) kdltirinde en dusuk EPS Uretim miktari
belilenmesine karsilik hlcre gelisimi (logio 9,4 cfu/ml) ortalama sinirin

ustiinde oldugu gozlenmigtir.

Laktik asit bakterileri, metabolizmalari sirasinda laktozu pargalayarak baslica
laktik asit olusturan mikroorganizmalardir [87]. Laktik asit bakterileri laktozu,
cogunlukla %0,5-1,5" luk laktik asit konsantrasyonuna kadar pargalarlar,
ancak %3 konsantrasyona kadar fermentasyon yapan turleri de vardir [88].
Laktik asit bakterileri, laktik asidin yaninda hidrojen peroksit, hidrojen sulfur,
bakteriosin gibi antimikrobiyal maddeler olustururlar [89-90]. Laktik asit
bakterilerinin metabolizmalari sonucu olusan ¢esitli antimikrobiyal maddeler,

diger kontaminant mikroorganizmalarin dremelerini engeller [91,92].

Laktik asit bakterilerinin en 6nemli inhibitor etkisi, 6zellikle asidik ortamlarda
olusmaktadir. Ayrica besiyerine inokule edilen starter kualtur miktar ve
aktivitesi de, Ozellikle fermantasyonun ilk asamasinda, patojen

mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir [87].

Bu arastirmada bazi laktik asit bakterilerinin asit Uretim yetenekleri ve son
kaltar pH’lari incelenmigtir. Calisilan bakteriler arasindan titre edilebilir yluzde
asit miktarlari en dusuk S. thermophilus RSKK (%0,69) ve en yuksek E.
fecalis RT121 (%2,06) suslarinda belirlenmigtir. Uygun besi ortamlarinda 4
gunlik inkibasyon sonunda Kkdutlilerin son kultir pH degerlerinin (L.
helveticus ATCC 15807) 4,0 — 5,0 (E. faecium DSM 20442) arasinda oldugu
tespit edilmigtir. Arastirmada kullanilan diger bakterilerin de yuksek asit
uretim yeteneginde oldugu belirlenmistir. Bakterilerin htcre gelisimlerinin,
urettikleri yuzde asit miktarlarini etkilemedigi belirlenmistir. Bu sonuglar
arasinda anlamh bir iligki bulunamamistir. En duguk hicre gelisimleri P.
pentosaceus CHR-HANSEN (log1o 2,1 cfu/ml) ve P. acidilactici ped L (log1o
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2,4 cfu/ml) suslarinda belirlenmesine karsilik Urettikleri ylzde asit miktarlar
sirasiyla %1,5 ve %1,4 olarak bulunmustur. Bu bakterilerin dusuk hucre
gelisimlerine ragmen ylUksek asit Urettikleri gozlenmistir. Ayrica, yuzde asit
miktarinin artisiyla tim bakterilerde son kultir pH degerlerinin dustigu
belirlenmistir. Son kultir pH degerleri ile yluzde asit miktarlari arasinda
anlamh bir iligki (p<0,01) oldugu bulunmustur. Ortam pH’sinin dusmesi ve
asidik bir ortamin olusmasi, laktik asit bakterilerinin inhibitér etkisinin
olusmasi acisindan 6nemli oldugu duastnulmektedir. Calismada kullanilan
laktik asit bakterilerinin yuksek oranda asit Uretmeleri ve bdylece ortamin pH
dederini digurmus olmalari, patojen mikroorganizmalarin geligimini inhibe

etmelerinde dnemli birer etken oldugu dustnulmektedir.

Yapilan birgok arastirma sonucunda organik asitler (laktik asit, asetik asit,
formik asit), diasetil ve hidrojen peroksidin tek basina veya birlikte gerek
gram pozitif gerekse gram negatif bakterilere kargi antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu gdsterilmistir [93,94]. Ozellikle Staphylococcus, Salmonella,
Enterococcus, Listeria ve Pseudomonas cinsi mikroorganizmalara kargi

antagonistik etki gosterdikleri gosterilmigstir [94-52].

EPS’nin probiyotik agidan 6nemi; antibiyotiklerin toksik etkisinden, mide-
bagirsak kosullarinin  olumsuz etkilerinden korunmak ve bagirsakta
kolonizasyonu  artirmak gibi  probiyotik susa ¢esitli  avantajlar
kazandirmaktadir. Ekzopolisakkaritlerin, fermente sut drUnlerinin yapisal
Ozellikleri Gzerinde olumlu etkileri ile birlikte antitimor, antitlser, immun
sistemi uyarici ve kolestrol duguriucu aktivitelerinden dolayi insan saghgini

koruyucu etkiye sahip olduklari birgok arastirmalarda bildirilmistir [95].

Arastirmada elde edilen sonuglarda, suslarin EPS Uretimleri 46,4 mg/l ve
208,9 mg/l arasinda oldugu belirlenmistir. En yliksek EPS Uretimi E. fecalis
RT8 (208,9 mg/l) susunda tespit edilirken, en duguk EPS miktari E. fecalis
NCDO 581 (46,4 mg/l) kulturinde belirlenmistir. Caligilan bakterilerin hlcre

gelisim grafigi ile EPS Uretim grafikleri karsilastirildiginda, hicre gelisiminin
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EPS dretimini etkilemedigi ve her bakteri cinsinin farkh miktarlarda EPS
urettigi ortaya cikmistir. En yuksek hucre gelisimi L. mesenteroides RSKK
1061 (log1o 10,55 cfu/ml ), L. mesenteroides subsp. cremoris RSKK 06043-
DSM 20346 (logio 10,5 cfu/ml) ve L. bulgaricus G11 (logio 10,4 cfu/ml)
suslarinda tespit edilmesine karsilik, en yliksek EPS uUretimini E. fecalis RT8

susunun gosterdigi belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan bakterilerin Urettikleri ylzde asit miktarlarinin artigi ile
uretilen EPS miktarinin artigi arasinda orantili bir bag oldugu gézlenmistir. Bu
sonuglar arasinda anlamli bir iligki oldugu bulunmustur (p<0,01). Laktik asit
bakterilerinin Urettigi laktik asidin patojen mikroorganizmalar Uzerinde
inhibitér etkisinin oldugu bilinmektedir. Ayrica, bakteriyal EPS’ nin bakteri
hdcresinin dogal cevresindeki kuraklik, fagositler ve protozoalar tarafindan
sindirim, faj saldirilari, antibiyotikler veya toksik bilesikler ve osmotik stres

gibi faktorlere karsi koruyucu bir fonksiyonu oldugu duastnulmektedir [57].

Yapilan galismalarda, Frengova ve arkadaslari (2000), yogurt starter kalttrG
olarak kullanilan S. thermophilus’'un 10 susunun 57-270 mg/l arasinda EPS
urettigini, Cerning ve arkadaslari (1992), L. bulgaricus suglarinin 55-150 mg/I
araliginda EPS durettiklerini bildirmislerdir [96,97]. Bu ¢alismada elde edilen
sonuglarda da S. thermophilus suslarinin 74,70-78 mg/l ve L. bulgaricus
suslarinin 93,06 -109,07 mg/l miktarlarinda EPS aretmis olduklari belirlenmis

ve sonuglar dnceki arastirmalarin sonugclariyla desteklenmistir.

S. thermophilus ve S. mutans tarafindan uretilen EPS’lerin bakteri
kolonizasyonu ve dis plagl olusumunda rol oynadiklari bildirilmistir [56].
Looijesteijn ve arkadaslari (2001)’ nin bir arastirmasi; Lactococcus lactis ssp.
cremoris NZ4010 tarafindan Uretilen EPS’ lerin bakteriyi bakteriyofajlar, metal
iyonlari, nisin ve lizozim gibi ¢esitli antimikrobiyal faktérlere karsi korudugunu
gostermigtir. Bu ekolojik fonksiyonlardan farkli olarak, LAB’ nin urettigi EPS’

ler gesitli fermente Urlnlerin Uretiminde teknolojik Gneme sahiptirler [55].
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Antibiyotikler, bakteri veya mantarlar tarafindan sentez edilen ve diger
mikroorganizmalarin  gelisimini engelleyen veya Olumune yol agan
maddelerdir. Bu gune kadar yuzlerce antibiyotik tanimlanmig olup bunlarin
onemli bir bolimu gelistirilerek enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullaniimaktadir. Antibiyotikler kendi aralarinda antibakteriyel etki spektrumu,
etki mekanizmasi, fiziksel ve kimyasal Ozellikler bakimindan farkliliklar

gOsterirler [66].

Probiyotik kulturlerde yaygin olarak bulunan laktobasiller tedavi amacl
kullanilan antibiyotiklerin pek goguna dogal olarak diren¢ gosterebilmektedir.
Fakat antibiyotik direngliliginin aktariminin ¢ok yaygin bir 6zellik olmadigi

belirlenmistir [98].

Yapilan ¢alismada bazi laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere direnglilikleri ile
urettikleri EPS arasindaki etki arastiriimistir. Calisilan laktik asit bakterilerinin
penisilin, vankomisin ampisilin, tetrasiklin, streptomisin, gentamisin,
kloramfenikol, kanamisin, trimetoprim, nalidiksik asit, siprofloksasin,
rifampisin ve polimiksin-B antibiyotiklerine duyarliliklari disk difuzyon
yontemine gore belirlenmistir. Sonuglar CLSI standardina (Cizelge 4.4.) gore
degerlendirilmigtir (Cizelge 4.5.). Elde edilen sonuglarda bakterilerin timunun
nalidiksik asid, polimiksin B ve kanamisin digindaki antibiyotiklere %9 ile %
95 oraninda yuksek duyarliik goOsterdikleri tespit edilmigtir. Bunlardan
tetrasiklin %95, amfisilin %86, rifampisin %86 ve kloramfenikol %95
oranlarinda en yuksek duyarllik gosteren antibiyotikler olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.6). Ayrica, suslarin kullanilan antibiyotiklerden nalidiksik asid,
polimiksin B ve kanamisin antibiyotiklerine genel olarak direncgli oldugu

gozlenmigtir. (Cizelge 4.6).

Yapilan arastirmada en yuksek EPS Uretimi gbsteren E. fecalis RT8
susunun, protein sentezini inhibe eden tetrasiklin ve kloramfenikol, nikleik
asit sentezini inhibe eden rifampisin ve hucre duvari sentezini inhibe eden

amfisilin antibiyotiklerine ylUksek duyarliik gosterdigi, yine hicre duvari
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sentezini inhibe eden antibiyotik grubunda yer alan penisilin G antibiyotigine
ise orta dereceli duyarli oldugu belirlenmigtir. Enterococcus fecalis RT8 sus
protein sentezini inhibe eden gentamisin, streptomisin ve kanamisin, nukleik
asit sentezini inhibe eden trimetoprim, siprofloksasin ve nalidiksik asid, hlicre
duvari sentezini inhibe eden vankomisin antibiyotiklerine yuksek direng
gOstermigtir. Arastirmada kullanilan bakterilerin Uretikleri EPS’lerin artiginin

antibiyotik direngliliklerini etkiledigi dusunulmektedir.

Soénmez ve arkadaslari (1999), tavuk bagirsaklarindan izole ettikleri 3 adet L.
acidophilus, 5 adet L. agilis, 2 adet L. animalis, 2 adet L. brevis, 2 adet L.
coryneformis subsp. torquens, 9 adet L. fermentum ve 17 adet L. plantarum
olmak Uzere toplam 40 izolatin antibiyotik direngliliklerini incelemiglerdir.
Calisma sonucunda laktobasil suslarinin penisilin grubu antibiyotiklerden
amoksisilin, ampisilin ve karbenisiline %100, penisiline %97,5, oksasiline
%70, metisiline %35 oraninda duyarh olduklarini tespit etmiglerdir. Buna
karsin, kloramfenikol %92,5, tetrasiklin %85, makrolidlerden eritromisin %85
ve rifampisin %82,5 degerleriyle laktobasillere yiuksek diuzeyde etkili diger
antibiyotikleri  olusturmuslardir. Ancak aminoglikozidlere (kanamisin,
gentamisin, neomisin, streptomisin) kargi suglarin %50’den fazlasi direng
gOstermigtir.  Linkomisin, nistatin, spektinomisin ve peptid grubu
antibiyotiklerden basitrasine direngli suslarin orani ise %60-90 arasinda
degismistir. Yine peptid grubu antibiyotiklerden polimiksin B’ye karsi suslarin
%100’U direngli oldugunu bildirmiglerdir [99]. Bu arastirmada, kullanilan bazi
laktik asit bakterilerinin penisilin grubu antibiyotiklerden amfisiline %86 ve
penisiline %64 oraninda duyarli olduklari, kloramfenikol ve tetrasikline de
%95 oraninda duyarl olduklar tespit edilmistir. Ancak aminoglikozidler
grubunda bulunan kanamisin, gentamisin ve streptomisin antibiyotiklerine
%72-100 arasinda direngli olduklari  belirlenmistir.  Peptid grubu
antibiyotiklerden olan polimiksin B’ye karsi suslarin  %100’G direncli

bulunmustur.
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Temmerman ve arkadaslari (2003) tarafindan yapilan bir arastirmada 8
Avrupa ulkesinden toplanan 55 probiyotik Grinden izole edilen 187 izolatin
antibiyotik duyarliliklari incelenmis ve izolatlarin %65’nin vankomisine direncli
olduklari, buna karsin kloramfenikole direng gdsteren izolatlarin oraninin ise
%11 oldugu ifade edilmistir [3]. Calismada suslarin %50 oraninda
vankomisine direngli, buna kargilik kloramfenikole %95 oraninda duyarli

olduklari tespit edilmigtir.

Temmerman ve arkadaslari (2003) tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen
enterokoklarin disk difuzyon yontemi kullanilarak antibiyotik duyarlihklari
incelenmis ve %38’inin vankomisine direncgli olduklari belirlenmistir [3]. Bu
arastirmada ise enterokoklarin %33’nin vankomisin antibiyotigine direngli

oldugu tespit edilmistir.

Kirtzalidou ve arkadaslari (2011) tarafinda yapilan bir ¢alismada izole edilen
laktobasillerin blyuk ¢ogunlugunun, ampisilin, amoksisilin / klavulanik asit,
tetrasiklin, eritromisin, sefalotin, kloramfenikol ve rifampisin antibiyotiklerine
kargl duyarli oldugu belirlenmigtir. Suslarin %34’UnUn ise vankomisine
direncgli oldugu tespit edilmigtir [100]. 99Yapilan ¢alismada ise Lactobacillus
turlerinin ampisilin, tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi duyarl
olduklari belirlenmistir. L. bulgaricus G11 susu disindali laktobasillerin
rifampisin antibiyotigine de duyarli oldugu belirlenmistir. Suslarin vankomisin

antibiyotigine direngliligi ise %55 olarak bulunmustur.

Nueno-Palop ve Narbad’ in (2010) yaptiklari arastirmada E. faecalis CP58
susunun vankomisin, tetrasiklin, rifampisin ve eritromisin antibiyotiklerine
duyarli oldugu; kanamisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine ise direncli
oldugu belirlenmistir [101]. Bu arastirmada ise E. fecalis suslarinin tima
tetrasiklin ve rifampisin antibiyotiklerine duyarlihk gdsterirken, vankomisin
antibiyotigine karsi duyarliik gdsteren sadece E. fecalis NCDO581 susu
olmustur. Suglar kanamisine direnglilik goOsterirken, kloramfenikole karsi

duyarl olduklar belirlenmigtir.
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Yapilan baska bir arastirmada 15 beyaz peynir 6rneginden izole edilen 23
LAB suslarinin %53’G vankomisine, 21’'i gentamisine %31’i, siprofloksasine,
%12’si eritromisine, %3’U kloramfenikole ve %3’U rifampisine direncgli, %28’
ise test edilen tim antibiyotiklere karsi duyarli olarak belirlenmigtir [102]. Bu
calismada ise suslarin vankomisine %50’si, gentamisine % 73’0,

siprofloksasine % 64’U ve rifampisine %9%’i direnglilik gostermistir.

Forsen ve arkadaslar (1987), EPS Ureten laktik asit bakterilerinin sindirim
sisteminde sentezledigi EPS’lerin 0Ozellikle antitimdr, bagisiklik sistemini
gelistirici ve kolesterol duguricu olarak insan sagligina yararli oldugunu ileri
surmuslerdir. Yapilan g¢alismalar sonucunda EPS’lerin bagirsak florasini
dizenledigi, kolesterolli diusurdigu ve antillser aktivitesine sahip oldugu

belirlenmigtir [50].

Arastirmadan elde edilen sonuglarda E. fecalis RT 8 sus en yuksek 208,88
mg/l EPS uretirken denenen 13 adet farkli antibiyotiklere kargi duyarlihgi; 8
adet antibiyotige her birine % 62 oraninda direngli, 1 adet antibiyotige %8
oraninda orta dergede duyarli ve 4 adet antibiyotigin her birine %31 oraninda
az duyarh oldugu bulunmustur (Cizelge 4.7). L. plantarum DSM 20246 sus
110 mg/l EPS dretmistir. Bu susun antibiyotik duarliliklari ise; 7 adet
antibiyotigin her birine %54 oraninda direngli ve 7 adet antibiyotige karsi %46
oraninda duyarl oldugu tesbit edilmistir (Cizelge 4.8). E. fecalis NCDO 581
en dusuk 46,42 mg/l miktarda EPS Uretmigtir. Susun antibiyotik duyarliligi; 6
adet antibiyotige karsi %46 oraninda direngli, 3 adet antibiyotige karsi %23
oraninda orta derecede duyarli ve 3 adet antibiyotigin her birine kargi %31
oraninda az duyarl oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9). Bu sonuglar genel
olarak degerlendirildiginde EPS uretimi yuksek olan kultirlerin genellikle

antibiyotiklere kargi daha direngli oldugu dusunulmektedir.

Probiyotik olarak tanimlanmak istenen bakterinin; patojen olmamasi, mide-
bagirsak sistemi kosgullarina toleransli olmasi, bagirsak mukozasina adezyon

ve rekabetle patojenlerin bagirsaktan uzaklastiriimasi beklenen en énemili



74

Ozellikleridir. Probiyotiklerin konak igin yararli etkiler gosterebilmesi igin
agregasyon ile yeterli yogunlukta olmalari gerekmektedir. Bu nedenle
probiyotiklerin agregasyon vyetenekleri probiyotik se¢iminde istenilen bir
Ozellik oldugu bildirilmistir. Probiyotiklerin patojen bakterilerle koagregasyonu
bu bakterilere, bagirsakta tutunamayan ve koagrege olmayan tlrlere gore
avantaj sagladigi yapilan calismalarla ortaya konulmustur. Yapilan bir
arastirmada Lactobacillus turlerinin koagregasyon yeteneklerinin patojenlerin

kolonizasyonunu engelleyen bir bariyer olabilecegini bildirilmisdir [103].

Bu calismada bazi laktik asit bakterilerinin otoagregasyon ve test bakterisiyle
koagregasyon yetenekleri incelenmistir (Cizelge 4.10. ve 4.11.). En yuksek
otoagregasyon Ozelligi L. acidophilus ATCC 4356 kultirininde %35
belirlenmistir. L. acidophilus ATCC 4356 (% 35) orta dereceli otoagregasyon
gosterdigi belirlenirken, diger sus ve kulturlerin duguk dereceli otoagregasyon
gosterdidi yapilan galismalar sonucunda belirlenmistir. Calismada kullanilan
suslarin E. coli ATCC 11230 ile koagregasyon sonugclari degerlendirildiginde
en yUksek koagregasyon E. fecalis RT 121 (%31), E. faecium RT 55 (%22),
S. salivarius subsp. thermophilus ATCC 14425 (%22) kulturlerinde
belirlenmistir. Genel olarak c¢alisilan tim bakterilerin diuslik derecede

koagregasyon gosterdigi gozlenmistir.

Sonug olarak bu galismada bazi laktik asit bakterilerinin EPS Uretimleri ile
antibiyotiklere direnglilikleri degerlendirildiginde; laktik asit bakterilerinin EPS
uretimlerinin ylksek oldugu belirlenmigtir. Probiyotik grupta yer alan laktik
asit bakterilerinin bagirsak fizyolojisi Uzerine dolayl veya dogrudan etkide
bulunarak immun sistemi uyardigi, bu ¢gergcevede konakg¢inin agiz ve sindirim
sistemi dahil, Ust solunum yolu ve Uurogenital sistem mukozal yuzeyini
etkileyerek iyi hal ve sagligi gelistirici, hastalik riskini azaltici potansiyel etkiye
sahip oldugu bilinmekte ve laktik asit bakterilerinin bu yararli etkilerinin
yuksek miktarda Urettigi nicel asit ve yuksek miktarda EPS uretiminden
kaynaklandigi duasunulmektedir [20]. Antibiyotiklere karsi direnglilikleri

incelendiginde de hucre duvarindan sentezlenen EPS’nin, laktik asit
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bakterilerini toksik bilesiklere, antibiyotiklere ve ozmotik stres gibi dogal ortam
tehlikelerine kargi korudugu gorulmustur. Bu bakteriler tarafindan
sentezlenen EPS’nin bakteriyi koruma ve antibiyotiklere karsi direncliligini
arttirma gibi etkileri oldugu belirlenmistir. EPS’ nin suslara sagladigi bu
avantajlarinin yaninda suglarin epitel yuzeylere tutunmasi, otoagregasyon ve
koagregasyonunda da etkili oldugu dusunulmektedir. EPS’ nin laktik asit
bakterilerine saglamis oldugu bu o6zellik ve avantajlari dikkate alinacak
olursa, EPS Uretimi ylksek bir susun hem starter hem de probiyotik olarak
kullaniminin ¢cok énemli avantaji olacaktir. EPS’ nin mikrobiyal hicreyi toksik
maddelere kargi korudugu g6z onune alinirsa galismada kullanilan laktik asit
bakterilerinin  EPS Gretimi bunlarin antibiyotik kullanimindan sonrada
bagirsak florasinda canli kalmalarini etkileyen bir yapi oldugu dustnulmekte
ve bu ¢alismanin esas sonucunu olusturmaktadir. Daha dnce bu bakterilerin
urettikleri EPS ve antibiyotik direnclilikleri arasindaki iligkiyi agiklayan
arastirmalar olmadigindan alinan sonuglarin ileride yapilacak galismalara 1s1k
tutacagr dusunulmektedir. Bodylece infeksiyon hastaliklarinda kullanilan
antibiyotikler, insan bagirsagindaki yararli bu bakterilerin canlihgini ve
miktarini daha az etkileyecektir. Bu calisma, bagirsakta daha uzun sure
kalabilen, patojen mikroorganizmalara karsi etkili antitimor, antitlser,
bagisiklik sistemini dizenleyici ve kolestrol dusurlcu aktivite gostererek
insan saghgina olumlu katkida bulunan laktik asit bakterilerinin ve Urettikleri

EPS’lerin endustriyel kullanimina olanak saglayabilecektir.
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