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ÖZET 

Kardiyovasküler hastalıklar birçok ülkede başlıca ölüm sebepleri arasında yer 

almaktadır. Koroner kalp hastalıkları ile ilişkili ana faktörlerden biri yüksek serum 

kolesterol seviyesi olarak kabul edilmektedir. Bu çalışmada geleneksel Türk yapımı 

beyaz peynirlerden izole edilen 4 Enterococcus faecium ve 6 Enterococcus faecalis 

suşunun kolesterol düşürücü etkisini belirlemek için Taurokolik asit (TCA) ve 

Glikokolik asit (GCA) safra tuzlarının dekonjugasyonu aktivitesi, kolestrol ile 

dekonjuge safranın presipitasyonu, dekonjugasyon ve presipitasyon aktivitesi 

sırasındaki ekzopolisakkarit (EPS) üretimleri araştırılmıştır. Prebiyotikli besi ortamı 

hazırlanarak prebiyotiğin Enterococcus sp. suşlarının dekonjugasyon, presipitasyon ve 

EPS üretimi üzerindeki etkisi belirlenmiştir. Dekonjugasyondan sorumlu olan bsh geni 

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmiş ve sekans analizi ile doğrulanmıştır. 

Prebiyotik içermeyen besi ortamında Enterococcus sp. suşlarından hiçbirisi TCA’yı 

dekonjuge edemezken GCA’yı dekonjuge edebilmişlerdir. E. faecium RT94’ün en 

yüksek GCA dekonjugasyon aktivitesine sahip olduğu (1,93 mM) ve E. faecalis 

RT122’nin en düşük GCA dekonjugasyonuna sahip olduğu (0,37 mM) belirlenmiştir. 

Farklı safra konsantrasyonları içeren besi ortamlarında kolesterol giderim yüzdeleri 

belirlenmiş ve en yüksek kolesterol giderim yüzdesi safrasız besi ortamında E. faecium 

RT94 suşunda (% 50) belirlenmiştir. Enterococcus sp. suşlarının EPS üretiminin 

dekonjugasyon ve presipitasyon aktiviteleri ile doğru orantılı olarak artış gösterdiği 

belirlenmiştir. Prebiyotik içeren besi ortamında Enterococcus sp. suşlarının TCA 
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cholesterol level. This study investigates the deconjugation activity of Taurocholic 
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deconjugated bile and production of exopolisaccaharide (EPS) during deconjugation 
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effects on deconjugation, precipitation, and EPS production by Enterococcus sp. 

strains were determined. bsh gene which is responsible for deconjugation was 

identified through polymerase chain reaction (PCR) and confirmed with sequence 

analysis. While none of Enterococcus sp strains were able to deconjugate TCA in a 

prebiotic-free medium, they were able to deconjugate GCA. It was determined that E. 

faecium RT94 had the highest GCA deconjugation activity (1.93 mM) and E. faecium 

RT122 had the lowest (0,37 mM).  Cholesterol removal percentages were studied in 

media containing different bile concentrations and the highest cholesterol removal 
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media. EPS production of Enterococcus sp. strains were seen to increase in direct 

proportion with their deconjugation and precipitation activities. It was determined that 

TCA deconjugation of Enterococcus sp strains increased and their GCA deconjugation 

decreased in prebiotic containing media. As a result of this study, E. faecalis and E. 

faecium strains were found to have cholesterol lowering effects. 

 

 

Keywords: Probiotic, Prebiotic, Bile Salt, Deconjugation, Precipitation, Enterococcus 

sp. 

 

January, 2021; 65 pages  



vi 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 3.1. Kolik Asit Standardı.............................................................................. 21 

Şekil 3.2. Kolesterol miktarını belirlemek için oluşturulan kolesterol 

standardı ................................................................................................ 23 

Şekil 3.3. EPS miktarını belirlemek için oluşturulan EPS Standardı .................... 25 

Şekil 4.1. GCA içeren MRS ortamında E. faecalis RT96 koloni   

morfolojisi. ............................................................................................ 29 

Şekil 4.2. Kolesterol içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarıın kolesterol 

giderim yüzdeleri. ................................................................................. 36 

Şekil 4.3. % 0,2 Safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının 

kolesterol giderim yüzdeleri. ................................................................ 36 

Şekil 4.4. % 0,4 Safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının 

kolesterol giderim yüzdeleri. ................................................................ 37 

Şekil 4.5. .% 0,6 Safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının 

kolesterol giderim yüzdeleri. ................................................................ 37 

Şekil 4.6. % 0,4 Safra içeren MRS ortamında E. faecalis RT98 suşunun 

koloni morfolojisi .................................................................................. 38 

Şekil 4.7. % 0,6 Safra içeren MRS ortamında E. faecalis RT98 suşunun 

koloni morfolojisi .................................................................................. 38 

Şekil 4.8. E. faecium RT94 suşunun kolesterol presipitasyon görüntüsü ............. 39 

Şekil 4.9. E. faecalis RT 94 suşunun EPS çalışmasının görüntüsü………………41 

Şekil 4.10. E. faecalis RT102, E. faecium RT94 ve L. acidophilus NCFM 

şuşlarının bsh gen görüntüsü. ................................................................ 47 

 

 

 

   

 

 

 

  



vii 
 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

 

Çizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanılan bazı mikroorganizmlar .......................... 5 

Çizelge 3.1. Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinin içeriği. ............................... 16 

Çizelge 3.2. TCA ve GCA dekonjugasyonunda kullanılan MRS 

besiyerinin içeriği. ............................................................................ 17 

Çizelge 3.3. Nutrient Broth besiyerinin içeriği ..................................................... 18 

Çizelge 3.4. Çalışmada kullanılan bakteri kültürleri ............................................. 19 

Çizelge 3.5. bsh geninin belirlenmesinde kullanılan primerler ............................. 19 

Çizelge 4.1. Enterococcus sp. suşlarının safra tuzları dekonjugasyonu, 

canlılıkları ve EPS üretimleri. .......................................................... 28 

Çizelge 4.2. Enteroccoccus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 

safra içeren ortamdaki canlılıkları (Log kob/mL) ............................ 31 

Çizelge 4.3. Enterococcus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 

safra tuzları (oxgall) ve 100 µg/mL kolesterol içeren MRS 

besi ortamlarındaki kolesterol presipitasyonları .............................. 32 

Çizelge 4.4. Enterococcus sp. suşlarının kolesterol ve farklı safra 

konsantrasyonlarında EPS üretimleri (mg/L) ................................... 40 

Çizelge 4.5. Enterococcus sp. suşlarının prebiyotikli (inülin) ortamda 

safra tuzları dekonjugasyonu ve EPS üretimleri. ............................. 44 

Çizelge 4.6. Enterococcus sp. suşlarının prebiyotik (inülin) içeren 

kolesterol ve safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları 

karışımı (oxgall) içeren MRS ortamlarındaki presipitasyon 

ve EPS üretimleri. ............................................................................ 44 

Çizelge 4.7. Enterococcus sp. suşlarının prebiyotikli (inülin) ortamda 

kolesterol ve safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları 

karışımı (oxgall) içeren MRS ortamlarındaki canlılık 

sonuçları (Log kob/mL). .................................................................. 47 

 

  



viii 
 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

ATCC  Amerikan Tür Kültür Koleksiyonu 

atm                 Atmosferik Basınç 

bp  Baz Çifti 

BSH                Safra Tuzu Hidrolaz 

CPS                Kapsüler Polisakkarit 

dk  Dakika 

DNA  Deoksiribo Nükleik Asit 

dNTP  Deoksinükleosit Trifosfat 

DSÖ  Dünya Sağlık Örgütü 

EFSA              Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi 

EPS  Ekzopolisakkarit 

FAO  Gıda ve Tarım Örgütü 

g                      Gram 

GCA               Glikokolik Asit 

GRAS  Genel Olarak Güvenli Bilinen 

H2S04                   Sülfürik Asit 

HCl             Hidroklorik Asit 

HDL            Yüksek Yoğunluklu Lipoprotein 

Heps               Hetropolisakkarit 

Kbp                Kilobaz Çifti                

Kob  Koloni Oluşturan Birim 

KOH              Potasyum Hidroksit 

L                     Litre 

LAB  Laktik Asit Bakterisi 

LDL  Düşük Yoğunluklu Lipoprotein 

Log                 Logaritma 

M  Molarite 

Mg                  Miligram 

Mgcl2  Magnezyum Klorür 

Ml  Mililitre 

Mm                Milimolar 

MRS  Man Rogosa Sharpe 

Nacl  Sodyum Klorür 

Naoh  Sodyum Hidroksit 

NB  Nutrient Broth 

ng  Nanogram 

Nm  Nanometre 

OD  Optik Dansite 

pH  Asitlik Bazlık Birimi 

PZR  Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Rpm  Dakikada Devir Sayısı 

sp.  Species (Türleri) 

SPSS              İstatistik Programı 

TCA               Taurokolik Asti 

Tm  Erime Sıcaklığı 

%  Yüzde 

°C  Derece Santigrat 



ix 
 

µg  Mikrogram 

µL  Mikrolitre 

µM                 Mikromolar                 



1 
 

1. GİRİŞ 

Hiperkolesterolemi, birçok ülkede başlıca ölüm nedeni olan kalp damar hastalıkları 

için önemli bir risk faktörüdür. Obezite dünya genelinde her 3 kişiden birinde 

görülmeye başlanmıştır (Agha ve Agha, 2017). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), 2030 

yılına kadar, dünya genelinde yaklaşık 23,6 milyon insanı etkileyen kalp-damar 

hastalıklarının önde gelen ölüm nedenleri olarak kalacağını öngörmüştür (WHO, 

2010). Koroner kalp hastalıkları ile ilişkili ana faktörlerden biri yüksek serum 

kolesterol seviyesi olarak kabul edilir (Brown ve Goldstein, 1984; Kumar vd., 2010). 

Bu nedenle kardiyovasküler hastalıkların önlenmesi için serum kolesterol seviyesinin 

düşürülmesi önemli görülmektedir. Daha önce yapılan çalışmalarda serum kolesterol 

seviyesinin % 1 oranında düşürülmesinin koroner kalp hastalığını % 2-3 oranında 

azaltabileceğini göstermiştir (Begley vd., 2006; Kumar vd., 2012). Obeziteyi 

önlemek için kullanılan yaygın yöntemler; sentetik ilaçlar, cerrahi müdaheleler, 

spor aktiviteleri ve beslenme alışkanlıklarının düzenlenmesinden oluşmaktadır. 

Ancak, obezitenin tedavisi için kullanılan ilaçların çoğu yan etkilerinden ve kilo 

kaybının sürdürülebilir olmamasından dolayı tercih edilmemektedir. Cerrahi 

müdahaleler ise bazı bireyler için aşırı kilonun azaltılmasında etkili olabilirken, 

prosedür oldukça invaziv olup, öngörülemeyen komplikasyon riski taşıyabilir. Spor ve 

diyet tedavisi yöntemleri obezitenin tedavisinde etkili olmakla birlikte yeni bir yaşam 

tarzını benimsemek için çaba harcamasını gerektirdiğinden sürdürülebilir değildir. Bu 

yöntemlere alternatif olarak hiperkoleserolemiyi önlemek ve hiperkolesterolemik 

hastalarda serum kolesterol seviyesini düşürmek için probiyotik tedaviler gibi doğal 

yöntemlere olan ilgi her geçen gün artmaktadır (Mazlom vd., 2019). Bu tez 

çalışmasında; 

 Kolesterol giderim mekanizmalarından biri olan safra tuzu dekonjugasyon 

aktivitesi, safra tuzu hidrolaz (BSH) enzimini yüksek düzeyde üreten suşların 

konjuge safra tuzunu dekonjuge forma (safra asiti, taurin/glisin amino asitleri) 

çevirmesi ile bu form bağırsaklardan emilemeyerek dışkı ile atılmaktadır. Buna 

bağlı olarak; enterohepatik döngüyle karaciğere dönen safra asiti miktarı 

azalmaktadır. Dolayısıyla karaciğerde safra asiti üretimi tetiklenmekte ve safra 

asitini yeniden oluşturmak için kolesterol kullanılarak böylece- indirekt olarak 

vücuttaki kolesterol miktarı bu döngü ile azalmaktadır. BSH aktivitesi doğrulanan 
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suşlarda Glikokolik asit (GCA) ve Taurokolik asit (TCA) primer safra tuzlarının 

dekonjugasyonunu araştırmak ve enterokokların safra tuzunu dekonjuge ederek 

ne oranda kolesterol giderebilecekleri belirlemek, 

 İntestinal sistemde BSH enzim aktivitesi sonucu safra tuzlarının dekonjugasyona 

uğraması ile açığa çıkan serbest safra asitleri, bağırsaktaki asidik ortamda 

kolesterol ile etkileşerek kolesterolün presipitasyonuna sebep olmaktadır. Bu 

özellikler ile serum kolesterol seviyesinin düşmesinde BSH enziminin önemli rol 

oynadığı düşünülmektedir. BSH aktivitesi doğrulanan suşlarda bir diğer kolesterol 

giderim mekanizması olan kolesterol ile dekonjuge safra tuzların düşük pH da 

birlikte presipitasyonu yöntemi ile enterokok suşlarının kolesterol giderim 

oranlarını belirlemek ve elde edilen sonuçların dekonjugasyon aktivitesi ile 

karşılaştırılması,  

 Polisakkaritler kolesterol gideriminde diyetle alınan lifli gıdalara benzer bir etki 

gösterirler bu sebeple bakteriler tarafından üretilen ekzopolisakkaritler (EPS) lifli 

gıdalarda olduğu gibi kolesterolü bağlayarak feçesle atılan kolesterol miktarının 

artmasına sebep olabilir. Böylece bağırsaklardan emilerek kana karışan kolesterol 

miktarında azalma meydana gelebilir. Kolesterolün bakterinin hücre duvarına 

bağlanması ile meydana gelen bu mekanizmanın araştırılması ve bu amaçla, 

dekonjugasyon ve presipitasyon yöntemleri ile yüksek kolesterol giderimi 

gösteren enterokok suşlarının seçilerek, bu suşların kolesterol giderimi yaparken 

EPS üretiminin araştırılması ve böylece EPS üretimleri ile kolesterol giderimi 

arasındaki ilişki belirlenmesi, 

 Prebiyotikler başlıca oligosakkaridler olup probiyotiklerin gelişimini veya 

aktivitesini teşvik ederek, insan ve hayvan sağlığını olumlu yönde etkileyen gıda 

bileşenleridir. Dekonjugasyon ve presipitasyon yöntemleri ile yüksek kolesterol 

giderimi sergileyen enterokok suşları belirlenerek, suşların bu aktiviteleri 

prebiyotik olarak kullanılan inulinli ortamda araştırılması, prebiyotiklerin safra 

asitlerinin dekonjugasyonu ile kolestrolün birlikte presipitasyonu üzerindeki 

etkisinin belirlenmesi, 

 BSH aktivitesi, dekonjugasyon aktivitesi ve yüksek kolesterol giderimi gösteren 

suşlarda bsh1 geni belirlenmesi, belirlenen bsh1 genlerinde sekans analizleri 

yapılarak, elde edilen sekans sonuçlarının biyoinformatik programlar aracılığıyla 

değerlendirmesi ve suşların bsh1 genlerindeki farklılıklarının belirlenmesi, 
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 BSH aktivitesine sahip suşlarda kolesterol giderimi hem safra tuzu 

dekonjugasyonu aktivitesi hem de diğer bir mekanizma olan kolesterol ile 

dekonjuge safra tuzların birlikte presipitasyonu yöntemi ile belirlenmesi ve hangi 

mekanizmanın daha etkili olduğunun belirlenmesi, 

 Enterokok suşları tarafından üretilen EPS ve prebiyotik olarak kullanılan inulinin 

safra tuzu dekonjugasyonu ve kolesterol presipitasyonu aktivitelerine etkilerinin 

belirlenesi amaçlanmıştır. 

2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1 Probiyotikler 

Probiyotik terimi Yunanca kökenli olup ‘Yaşam için’ anlamına gelmektedir. 

Probiyotiklerin tarihi, 20. yüzyılın başında, ilk kez Bulgar köylülerin uzun ve sağlıklı 

yaşamlarının fermente süt ürünleri tüketiminden kaynaklandığını iddia eden ve Nobel 

Ödülü kazanan Rus bilim insanı Elie Metchnikoff tarafından sunulan bir hipotezle 

başlamıştır (Khani vd., 2012). DSÖ probiyotikleri ‘yeterli miktarda verildiğinde 

konukçu üzerinde bir sağlık yararı sağlayan canlı mikroorganizmalardır’ şeklinde 

tanımlamıştır (Hill vd., 2014).  

2.1.1 Probiyotik seçim kriterleri 

DSÖ, Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) ve Avrupa Gıda Güvenliği 

Otoritesi (EFSA) önerilerine göre, bir mikroorganizmanın probiyotik olarak 

önerilebilmesi için hem işlevsellik hem de güvenlik açısından bazı kriterlere sahip 

olması gerekmektedir. Bu kriterler; 

 Patojen olmamalıdır. Probiyotik olarak önerilecek mikroorganizmanın kendisi 

ya da metabolitleri konukçu üzerinde olumsuz etki yapmamalıdır. 

 Midenin değişen asidik ortamına (pH:2-5) dirençli olmalı ve canlılığını 

sürdürmelidir. 

 Safrayı tolere edebilmelidir. 

 Bağırsağa ulaştığında bağırsak epitel hücrelerine tutunabilmeli ve kolonize 

olabilmelidir. 

 Bağırsakta yaşayan patojenlerin epitel yüzeye bağlanmalarını engellemeli ve 

ürettikleri antimikrobiyal maddeler ile patojenler üzerinde antagonistik etki 

gösterebilmelidir. 
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 Genetik olarak stabil olmalı ve antibiyotik direnç genleri bulundurmamalıdır. 

 Konukçunun bağışıklık sistemini uyarmalıdır (Markowiak ve Slizewska, 2017; 

Binda vd., 2020). 

Bu kriterlere ek olarak son yıllarda FAO/DSÖ tarafından probiyotik şeçim kriterleri 

BSH aktivitesinin varlığı da eklenmiştir (FAO/WHO, 2011). 

2.1.2 Probiyotik mikroorganizmaların insan sağlığı üzerine etkileri 

Probiyotik olarak önerilen mikroorganizmaların kendilerinin ya da ürettikleri 

metabolitlerin insan sağlığı üzerine olumlu etkileri bulunmaktadır. Bu etkilerden 

bazıları şunlardır; 

 Mide üzerindeki etkileri (Goderska vd., 2018) 

 Laktoz intoleransı üzerindeki etkileri (Sullivian ve Nord, 2002) 

 Antimikrobiyal etkisi (Sanchez vd., 2016) 

 Bağışıklık sistemine etkisi (Isolauri vd., 2001) 

 Vitamin metabolizmasını iyileştirme etkisi (LeBlanc vd., 2017) 

 Antikanserojenik etkisi (Marinelli vd., 2017) 

 Ürogenital enfeksiyonları engelleme etkisi (Reid, 2001) 

 Böbrek rahatsızlıkları üzerine etkisi (Onal Darılmaz vd., 2017) 

 Kolesterol düşürücü etkisi (Ma vd., 2019a)  

2.1.3 Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalar 

Probiyotik olarak çoğunlukla mide-bağırsak sisteminin normal mikrobiyotasını 

oluşturan laktik asit bakterileri (LAB) kullanılmaktadır. Bu bakteriler genellikle 

gastrointestinal sisteminden ve süt ürünlerinden izole edilmiştir. Probiyotik olarak 

en çok araştırılan bakteriler özellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine 

ait türlerdir. Bunlara ilaveten Enterococcus cinsi mikroorganizmalar da son 

zamanlarda ticari olarak kullanılmaya başlanmıştır (Sivamaruthi, 2018; Worsztynowic 

vd., 2019).  
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Çizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanılan bazı mikroorganizmlar (Khanegahah vd.,  

2020). 

 

Lactobacillus türleri 

Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus delbrueckii, 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, 

Lactobacillus curvatus Lactobacillus fermetum, 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus jonhsonii 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus 

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri 

 

Bifidobacterium 

türleri 

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, 

Bifidobacterium longum 

Bifidobacterium thermophilum 

 

Bacillus türleri 

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus 

licheniformis 

Bacillus coagulans 

Pediococcus türleri Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici 

Pediococcus pentosaceus 

Streptococcus türleri Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus 

intermedius 

Enterococcus türleri Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, 

Enterococcus durans 

Propionibacterium 

türleri 

Propionibacterium shermanii, Propionibacterium 

freudenreichii 

 

2.2 Prebiyotikler  

Prebiyotikler, ‘gastrointestinal sistemdeki mikrofloranın büyümesini, 

kompozisyonunu ve aktivitesini seçici bir şekilde uyaran, böylece konakçıların 

sağlığını olumlu yönde etkileyen sindirilemeyen fermente gıda substratlarıdır’ 

şeklinde tanımlanmıştır (Roberfroid, 2007). Meyve, sebze, tahıllar ve diğer yenilebilir 

bitkiler potansiyel prebiyotikler oluşturan karbonhidrat kaynaklarıdır.  Domates, 
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enginar, muz, kuşkonmaz, çilek, sarımsak, soğan, hindiba, yeşil sebzeler, baklagiller 

ve yulaf, keten tohumu, arpa ve buğdayın potansiyel prebiyotik kaynağı olduğu 

bildirilmiştir (Salazar vd., 2014). Prebiyotikler, gastrointestinal sistemdeki 

biyoyararlanımın arttırılmasında, obez insanlarda kilo kaybı sağlayarak 

kardiyovasküler hastalıkları önlemede ve hiperkolesterolemiyi önlemede etkilidir 

(Parnell ve Reimer, 2010). 

2.3 Simbiyotik 

Simbiyotik terimi, hem probiyotik hem de prebiyotikler içeren ürünler için 

kullanılmaktadır. Bu tip kombinasyonların başlıca amacı, gastrointestinal sistemdeki 

probiyotik mikroorganizmaların hayatta kalmasının sağlanmasıdır (Schrezenmeir ve 

Verse, 2001). Diğer olası kombinasyonlar göz önüne alındığında, insanlarda bağırsak 

mikrobiyotasının modülasyonu için sinbiyotiklerin uygulanmasının umut verici 

olduğu bildirilmiştir (Scavuzzi vd., 2014). 

 

Simbiyotik formül oluştururken dikkate alınması gereken ilk husus, ayrı olarak 

kullanıldığında konakçının sağlığı üzerinde olumlu bir etki yaratan uygun bir 

probiyotik ve prebiyotik seçimi olmalıdır (Scavuzzi vd., 2014). Simbiyotik ürünler 

insanlar üzerinde farklı yollarla sağlık yararları sağlamaktadırlar. Tespit edilen 

faydalar artan Lactobacillus ve Bifidobacterium cins sayısı ile bağırsak 

mikrobiyotasının dengesinin korunması, siroz hastalarında karaciğer fonksiyonlarının 

iyileştirilmesi, geliştirilmiş immünomodülatif yetenekler ve ameliyat sonrası 

hastalarda bakteriyel translokasyonun önlenmesi ve hastane enfeksiyonlarının 

insidansının azalması bulunmaktadır (Zhang vd., 2010). 

2.4 Enterokoklar 

Enterokoklar insanların doğal mikroflorasında bulunan, gıda fermantasyonu ve gıda 

bozulmalarına neden olan önemli mikroorganizmalardır. Enterokoklar, pişmiş et 

ürünlerinin bozulmasından sorumlu olabilirler, ancak aynı zamanda çoğu Akdeniz 

Bölgesi’nde üretilen peynirlerin veya fermente sosislerin olgunlaşmasına ve aroma 

gelişimine katkıda bulunabilmektedirler. Bazı enterokok suşları insan veya hayvan 

sağlığını iyileştirmek için probiyotik olarak başarıyla kullanılmaktadır (Franz vd., 

2011). 
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2.4.1 Enterocuccus cinsi bakterilerin genel özellikleri 

Enterococcus cinsi bakteriler Laktik Asit Bakterileri (LAB) olarak bilinen 

mikroorganizma grubuna aittir. Enterokoklar kok şeklinde, Gram-pozitif, spor 

oluşturmayan, katalaz-negatif, oksidaz-negatif, fakültatif aerob olan bakterilerdir. 

Enterococcus cinsi bakterilerin optimum üreme sıcaklıkları 35-37°C dir. Enterococcus 

cinsi bakterler 10-45o C’de arasında üreme gösteren, % 6,5 NaCl içeren ortamda ve pH 

9,6’da üreme yeteneğine sahip olan, Lancefield D-grubu antijeni olarak bilinen hücre 

duvarına bağlı gliserol teikoik asit antijeni üretirler (Moreno vd., 2006; Ogier vd., 

2008). Enterokoklar insanlar ve hayvanların doğuştan mikroflorasının önemli bir 

kısmını oluştururlar (Klein vd., 2003). İnsan ve hayvanların bağırsak sistemindeki 

bulunma oranları yüksek olduğundan dolayı enterokoklar birçok gıdada özellikle de 

hayvansal kaynaklı gıdalarda, kötü çevre şartlarına dayanıklı olduklarından dolayı 

farklı bitki türlerinden, su ve topraktan izole edilmiştir. Çoğunlukla E. faecium, E. 

faecalis türleri, daha az oranda E. durans, nadiren de E. hirae ve E. casseliflavus türleri 

süt ve peynir ürünlerinde bulunmaktadırlar (Klein vd., 2003; Ogier vd., 2008). 

2.4.2 Enterocuccus cinsi bakterilerin probiyotik özellikleri 

Enterokoklar memelilerin gastrointestinal mikroflorasında bulunur ve bu yüzden de 

ilk tanımlanan bakteriler arasında yer almışlardır. Aynı zamanda, insanlarda en fazla 

bulunan Gram-pozitif kok olarak bilinmektedirler (Ogier vd., 2008). Enterokoların 

nozokomiyal enfeksiyonlar ile insanlarda bakteriyemi, endokardit ve üriner 

enfeksiyonlara neden olabildiği bildirilmiştir. E. faecalis’lerin patojen olma nedenleri 

antibiyotik dirençlilikleri, sitolizin ve hemolizin gibi virulans faktörleri 

bulundurmalarından kaynaklanmaktadır. Enterokokların probiyotik olarak 

kullanımlarında güvenirlilikleri ve zararlı aktiviteleri tartışma konusudur. Ancak her 

bir türün probiyotik kullanım için virulans genleri (hemolizin, jelatinaz, Esp protein 

vb.) için taranması, önemli probiyotik özelliklerin (asite tolerans, safra direnci, 

antimikrobiyal madde üretimi vb.) belirlenmesi gerekmektedir. Yapılan çalışmalarda 

enterokokların gıda ve diğer kaynaklardan izole edilen suşlarından ziyade klinik 

izolatlarının virulans genleri taşıdığı bildirilmiştir (Franz vd., 2001; Perumal ve 

Venkatesan, 2017). Enterococcus cinsi, laktik asit bakterileri içerisinde “Genellikle 
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Güvenli Kabul Edilen (GRAS, Generally Regarded As Safe )” statüsünde yer aldığı 

için tavuk ve inek gibi canlıların yemlerinde probiyotik gıda katkısı olarak 

kullanılmaktadır. Ayrıca Enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin gıda 

koruyucusu olarak kullanıldığında herhangi bir olumsuz etkisinin olduğu 

bildirilmemiştir (Fernandez vd., 2007; Franz vd., 2001). Bu güne kadar enterokokların 

probiyotik olarak kullanımına ilişkin birçok çalışma yapılmıştır. Khalkhali ve Mojgani 

(2018) anne sütünden izole ettikleri E. faecium 2C ile beslenen deney hayvanlarının 

sağlığı üzerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadığını ve fonksiyonel gıda 

üretiminde güvenli probiyotik suş olarak kullanılabileceğini belirlemişlerdir. Witzler 

vd. (2017) E. faecium CRL 183 suşu ile hazırlanan probiotik lozenge besinin 

antikarsinojenik özelliğe sahip olduğunu göstermişlerdir. E. faecium WEFA23 

suşunun kolesterol düşürücü etkisi olduğu ve metabolik sendromun iyileşmesinde 

probiyotik olarak kullanılabileceği önerilmiştir (Zhang vd., 2017). Lodemann vd. 

(2015) probiyotik E. faecium NCIMB 10415 suşunun enterotoksijenik Escherichia 

coli’ nin bağırsak epitel hücrelerine verdiği hasarı iyileştirdiğini tespit etmişlerdir. 

2.5 Kolesterol 

Kolesterol, dört kaynaşmış alisiklik halkadan oluşan bir karbon iskeletine sahip 

terpenoid lipidtir. Memeli hücre zarlarının önemli bir bileşenidir ve steroid 

hormonları, D vitamini ve primer safra asitlerinin öncüsüdür (García vd., 2012). 

2.5.1 Kolesterol metabolizması 

Lipitlerin ayrı ve özelleşmiş bir tipi olan kolesterol, yaşam için mutlaka gerekli olan 

bir maddedir (Corzo ve Gilliland, 1999). Kolesterol insanlardaki en yaygın steroldür 

ve vücutta belirli sayıda, bir grup işleve sahiptir. Kolesterol bütün hücre zarlarının bir 

bileşeni olup safra tuzları, steroid hormonlar ve D vitamininin öncül maddesidir. 

Vücudun belli başlı dokularına sürekli kolesterol sağlanması önemlidir. Bu 

gereksinimi karşılamak üzere bir seri kompleks taşıma, biyosentetik ve düzenleyici 

mekanizmalar gelişmiştir. Karaciğer, vücudun kolesterol dengesinin düzenlenmesinde 

merkezi bir role sahiptir (Champe ve Harvey, 1997). Kolesterol, genellikle beslenme 

yoluyla dışarıdan alınmasına rağmen, aslında vücut, ihtiyaç duyulan tüm kolesterolü 

üretebilme kabiliyetindedir. Kolesterol karaciğerdeki kolesterol havuzuna bazı 

kaynaklardan gelir. Bunlar; diyetle alınan kolesterol, ekstrahepatik dokularda 
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sentezlenen kolesterol ve karaciğerde de novo sentez sonucu oluşan kolesteroldür. 

Kolesterol esasen karaciğer ve bağırsaklarda yağ, protein ve karbonhidrat 

parçalarından sentezlenir (Champe ve Harvey, 1997; Lee, 1997; Ma, 2004,). 

Vücuttaki kolesterolün yarısından çok az bir kısmı de novo biyosentez yoluyla elde 

edilir. Günlük kolesterol sentezinin yaklaşık olarak % 10’u karaciğerde, % 15’i ise 

bağırsaklarda gerçekleşir. Kolesterol sentezi, hem sitozol hem de endoplazmik 

retikulumda bulunan enzimlerle birlikte sitozolde meydana gelir (Champe ve Harvey, 

1997). Farklı insan popülasyonlarının diyetlerindeki kolesterolün miktarı çok 

değişkendir, hatta aynı kişide bile kolesterol alım miktarı günden güne anlamlı olarak 

değişebilir. Bu yüzden, vücuttaki kolesterol sentez hızını, kolesterol atılım hızına karşı 

dengelemek için düzenleyici mekanizmalar mevcut olmalıdır. Bu düzenlemede bir 

dengesizlik, dolaşımdaki kolesterol düzeyinin artmasına, bu da koroner arter hastalığı 

olasılığına yol açarken, kolesterolün safraya aşırı salgılanması ise kolesterolün safra 

kesesinde ve safra kanalında çökmesine neden olabilmektedir (Champe ve Harvey, 

1997). 

Yağlar, proteinler ve karbonhidratlardan farklı olarak kolesterol, enerji elde 

edilmesinde kullanılamaz. Diğer bir deyişle, kolesterolün halka yapısı insanlarda su ve 

karbondioksite metabolize edilemez. Az miktardaki kolesterol hormonların ve D 

vitaminin yapımında kullanılır. Ancak, kolesterolden üretilen en önemli ürünler safra 

asitleridir. Kolesterol vücuttan; safra asitlerine dönüştürülerek feçesle birlikte ya da 

safra içine salgılanarak atılır. Bağırsaktaki kolesterolün bir kısmı atılmadan önce 

bağırsaktaki bakteriler tarafından kolesterolün indirgenmiş türevleri olan koprostanol 

ve kolestanole dönüştürülür (Champe ve Harvey, 1997).  

2.5.2 Kandaki kolesterol seviyesinin önemi 

Kolesterol kanda lipoprotein adı verilen paketlerin içinde taşındığı için lipoprotein 

türleri kalp hastalığı riskini etkileyebilir. Kandaki kolesterolün çoğunu düşük 

yoğunluklu lipoproteinler (LDL) taşır. LDL'de taşınan kolesterol ve yağ, damarları 

tıkayan tehlikeli birikintilerin ana kaynağıdır. Kan dolaşımında ne kadar yüksek 

oranda LDL bulunuyorsa kalp hastalığına yakalanma riski de o kadar yüksektir. 

Yüksek yoğunluklu lipoproteinler (HDL) kandaki kolesterolün bir miktarını taşır 

ancak bu kolesterol karaciğere taşınır ve vücuttan dolayısı ile damarlardan 
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uzaklaştırılır. Eğer HDL düzeyi düşük ise kalp hastalığına yakalanma riski yüksek 

olacaktır (Rudkowska, 2012).  

2.5.3 Kolesterol dengesinde safra asitlerinin rolü 

Vücuttaki kolesterol yıkımının büyük kısmı karaciğerdeki safra asidi senteziyle olur. 

İnsanlarda her gün yaklaşık olarak 500 mg kolesterol safra asitlerine dönüştürülür ve 

safra içinde uzaklaştırılır. Kolesterolün, vücuttan atılması için izlenen en önemli yol 

safra içerisine salgılanmasıdır. Serbest kolesterol, sulu çözeltilerde neredeyse hiç 

çözünmez, fakat safrada, safra asitleri ve lesitin gibi lipitler vasıtasıyla çözünebilir hale 

gelir (Brashears vd., 1998). 

2.5.4 Safra asitleri ve safra tuzları 

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

elektrolitler) bileşiklerin sulu bir karışımından oluşur. Fosfatidilkolin (lesitin) ve safra 

tuzları nicelik olarak safranın en önemli bileşenleridir. Safra, ya doğrudan safra kanalı 

yoluyla karaciğerden onikiparmak bağırsağına geçer ya da sindirim için hemen 

gereksinim yoksa safra kesesinde depolanabilir. En çok bulunan safra asitleri kolik asit 

ve kenodeoksikolik asittir (Champe ve Harvey, 1997). 

Safra asitleri, amfipatiktirler. Bu yüzden, moleküller hem polar hem de nonpolar bir 

yüze sahiptir ve bağırsakta yağları çözücü ajanlar olarak işlev görebilirler. Böylece 

diyetle alınan trigliserol ve diğer kompleks lipitlerin, pankreasın sindirim enzimleri 

tarafından yıkılması için yardımcı olurlar (Champe ve Harvey, 1997). 

Safra asitleri karaciğerde çok basamaklı bir metabolik yol tarafından sentez edilirler. 

Sentezlenen bileşikler “primer” safra asitleri olarak adlandırılan kolik asit ve 

kenodeoksikolik asittir. Safra asitleri karaciğerden ayrılmadan önce bir molekül glisin 

ya da taurin amino asitleri ile konjuge edilir. Konjugasyon, safra asidinin karboksil 

grubu ile eklenen bileşiğin amino grubu arasında oluşan amid bağı tarafından sağlanır 

ve oluşan bu yeni bileşikler safra tuzları (glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit, 

taurokolik asit ve taurokenodeoksikolik asit) olarak adlandırılırlar. Safra tuzları artmış 

amfipatik özelliklerinden dolayı safra asitlerinden daha etkili deterjanlardır. Bu 

yüzden, sadece konjuge formları (yani safra tuzları) safrada bulunur (Champe ve 

Harvey, 1997). 
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Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Bacteroides ve 

Lactobacillus gibi bağırsak bakterileri safra tuzlarından glisin ve taurini ayırabilirler 

ve bu olaya “dekonjugasyon” adı verilir. Ayrıca, primer safra asitlerinin bir kısmını 

bir hidroksil grubunun ayrılmasıyla sekonder safra asitlerine dönüştürebilir ve böylece 

kolik asitten deoksikolik asit, kenodeoksikolik asitten de litokolik asit oluşur (Champe 

ve Harvey, 1997). 

2.5.5 Enterohepatik dolaşım 

Bağırsağa salgılanan safra tuzları etkin bir şekilde yeniden absorbe edilirler ve yeniden 

kullanılırlar. Primer, sekonder safra tuzları ve safra asitlerinin karışımı aktif transport 

ile öncelikle ileumda absorbe edilir. Bağırsak mukoza hücrelerinden portal kana aktif 

olarak taşınırlar ve karaciğer parenkim hücreleri tarafından etkin bir şekilde alınırlar. 

Karaciğer hem primer hem de sekonder safra asitlerini glisin veya taurin ile konjuge 

ederek safra tuzlarına dönüştürür ve böylece safraya salgılanmak için hazır hale 

gelirler. Safra tuzlarının safraya devamlı salgılanma işlemi, duedonuma geçişleri 

(bazıları burada safra asitlerine dönüşür),  karaciğere safra asitleri ve tuzlarının bir 

karışımı olarak daha sonraki geri dönüşümün hepsine birden “enterohepatik dolaşım” 

denir (Champe ve Harvey, 1997). 

2.5.6 Probiyotiklerin kolesterol konsantrasyonunu düşürmesini sağlayan olası 

mekanizmalar 

Kan kolesterol seviyelerini düşürmek için uygulanan en son yöntemler arasında, diet 

uygulaması, düzenli egzersiz ve ilaç tedavisi yer almaktadır. Tedavide kullanılan 

çeşitli farmakolojik ajanlar ile yüksek kolesterol seviyelerini etkili bir şekilde 

düşürmek mümkündür, ancak bu ilaçlar pahalı olmalarının yanı sıra bir takım yan 

etkilere de sahiplerdir (Jones vd., 2004). Son yıllarda, kandaki yüksek kolesterol 

seviyelerinin düşürülmesi için diet uygulamalarında yeni yaklaşımlar söz konusudur. 

Bu uygulamalar arasında, probiyotik bakterilerin kullanımının da önemli bir yere sahip 

olduğu bildirilmiştir (Singhai vd., 2019). 

Laktik asit bakterilerinin kolesterol düşürücü fonksiyonunun mekanizmasını 

açıklayabilmek için çeşitli araştırmalar yapılmış ve dört temel mekanizma öne 

sürülmüştür: 

1. Kolesterolün asimilasyonu (Gilliland vd, 1985) 
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2. Safra tuzlarının dekonjugasyonu (Pigeon vd., 2002). 

3. Safra tuzlarının kolesterol ile presipitasyonu (Öner vd., 2014). 

4. Kolesterolün bakterinin hücre duvarına bağlanması (Nakajima vd., 1992). 

2.5.6.1 Kolesterolün asimilasyonu  

Laktobasiller ve bifidobakteriler ile yapılan çalışmalar, bu bakterilerin belirli 

suşlarının, safra tuzları varlığında, kolesterolü asimile edebilme yeteneğine sahip 

olduğunu göstermiştir. Gilliland vd. (1985) yaptıkları bir in vitro çalışmada, belirli 

Lactobacillus acidophilus suşlarının anaerobik koşullar altında ve safra varlığında, 

besiyerindeki kolesterol miktarını azaltabildiğini belirlemişlerdir. Çalışmada 

kullanılan koşullar, bağırsaklarda mevcut koşullar ile aynı olduğu için araştırmacılar 

bu olayın, diyetle alınan kolesterolün en azından bir kısmının kana karışmasını 

engelleyebileceği sonucuna ulaşmışlardır. Ancak, safra varlığında gelişme ve 

besiyerindeki kolesterolü uzaklaştırabilme kabiliyeti suşlara bağlı olarak farklılıklar 

gösterebileceği bildirilmiştir (Huang vd., 2013). Lye vd. (2010), probiyotiklerin 

kolesterol asimilasyonu için farklı mekanizmaların olabileceğini bildirmişlerdir. 

2.5.6.2 Safra tuzlarının dekonjugasyonu 

Bağırsak mikroorganizmaları tarafından safra tuzlarının dekonjugasyona uğraması, 

serum kolesterol seviyelerinin düşürülmesi bakımından çok önemlidir (Corzo vd., 

1999). Kolesterol, karaciğerde sentezlenen primer safra asitlerinin öncül maddesidir. 

Safra asitleri, karaciğerde üretildikten sonra, glisin veya taurin amino asitleri ile 

birleştirilerek, safra kesesinde konjuge safra tuzları şeklinde depo edilir ve sindirim 

kanalına salgılanmak üzere burada bekletilirler. Konjuge safra tuzları ince bağırsağa, 

besinlerle alınan yağların, kolesterolün, hidrofobik vitaminlerin ve yağda çözünen 

diğer bileşiklerin emiliminde yardımcı olmak üzere salgılanırlar. Konjuge safra 

tuzlarının % 97’si ince bağırsakta geri emilerek enterohepatik döngü ile karaciğere 

geri döner. Safra tuzlarının çok az bir kısmı ise geri emilmeyerek, serbest safra asitleri 

şeklinde feçes vasıtasıyla vücuttan atılır (Corzo vd., 1999). Dekonjugasyon 

reaksiyonu, Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Bacteroides 

ve Lactobacillus cinslerinin de dahil olduğu birtakım bağırsak bakterileri tarafından 

üretilen BSH enziminin faaliyeti ile, glisin veya taurin ile konjuge olmuş safra 

asitlerinden oluşan safra tuzlarının, amino asit kökü ve serbest safra asidine hidroliz 
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olmasıdır (Nguyen vd., 2007). Tsai vd. (2013) yaptıkları bir çalışmada Pediococcus 

acidilactici, Bifidobacterium adolescentis ve Lactobacillus rhamnosus ile L. 

acidophilus probiyotik mikroorganizmalarının BSH aktivitelerini ve kolesterol 

dekonjugasyon yeteneklerini in vitro olarak belirlemişlerdir. Probiyotiklerin BSH 

enzimi için birden fazla homolog genini bulundurdukları bilinmektedir. Çoklu BSH 

geni probiyotiklere ekstra avantajlar sağlayabilir. Örneğin, BSH çok farklı safra 

bileşimlerine ya da safraya farklı maruziyet sürelerine cevap verebildiği için değişen 

çevre koşullarında bakterinin maksimum canlı kalmasını sağlayabilir. L. acidophilus 

NCFM suşunda farklı substratlara spesifik olan ve bshA ile bshB genleri tarafından 

kodlanan iki adet BSH enzimi belirlenmiştir (Mc Auliffe vd., 2005). Lactobacillus 

plantarum da ise BSH enzimi üretiminden sorumlu dört adet gen (bsh1, bsh2, bsh3, 

bsh4) tespit edilmiştir. Ancak bu genlerden yalnızca bsh1’in L. plantarum da BSH 

enzimi sentezinden sorumlu olduğu bsh2, bsh3 ve bsh4’ün ise farklı fizyolojik 

aktiviteler için korunduğu bildirilmiştir (Lambert vd., 2008). Başka bir çalışmada ise 

yüksek BSH aktivitesi gösteren L. acidophilus, L. plantarum ve Lactobacillus gasseri 

türlerinden elde edilen yedi adet bsh geni karşılaştırıldığında, BSH enzimini kodlayan 

LA-bshA, LA-bshB, LG-bsh ve LP-bsh1 genlerinin % 45 den fazla benzerlik 

gösterdiği ancak LP-bsh2, LP-bsh3 ve LP-bsh4 genlerinin homolojisinin % 26,3’ den 

az olduğu ve BSH enzimini kodlamadığı belirlenmiştir (Jiang vd., 2010). Wijaya vd. 

(2004) E. faecium’ da bsh genin kromozomal kodlu olduğunu tespit etmişlerdir. Chand 

vd. (2016), E. faecalis’ den izole ettikleri bsh genini plazmite klonlayarak Escherichia 

coli’  de eksprese etmişler ve enzimi saflaştırdıklarında enzimin biyokimyasal olarak 

diğer BSH enzimlerinden daha aktif olduğunu gözlemlemişlerdir. Probiyotik 

mikroorganizmada bsh geni için yapılan mikrobiyal genom analizleri bu genlerin 

organizasyon ve düzenlenmesinin türler ve cinslerde farklı olabileceğini göstermiştir 

(Ridlon vd., 2006).   

Safra asitlerinin dekonjugasyonunun;  

1. Kolesterolün bağırsak kanalından daha az emilmesine yol açmak,  

2. Enterohepatik döngüyle karaciğere dönen safra asidi miktarını azaltarak, 

karaciğerdeki safra asidi üretimini artırmak, 
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3. Bağırsaklarda meydana gelen asidik ortamda kolesterolün serbest safra 

asitleriyle çökelmesini sağlamak suretiyle serum kolesterol seviyelerinin azalmasına 

yardımcı olduğu düşünülmektedir (Corzo ve Gilliland, 1999). 

Dekonjuge olmuş (serbest) safra asitlerinin çözünürlüğü daha azdır ve bunlar bağırsak 

kanalından konjuge safra tuzlarına kıyasla daha az emilirler. Bu sebeple, ince 

bağırsakta, safra tuzlarının dekonjugasyonu, bağırsak kanalından daha fazla safra 

asidinin atılmasına yol açar. Özellikle serbest safra asitleri, konjuge safra tuzlarına 

göre bağırsaklardan çok daha fazla atılırlar. Serbest safra asitleri, bakteri hücrelerine 

ve besinlerle alınan liflere bağlanmak suretiyle de fekal yolla vücuttan daha çok 

atılırlar (Ahn vd., 2003).  

Safra tuzlarının kolesterol ile presipitasyonu: 

Hidrolize olan safra tuzları asidik koşullar altında (pH<5,5) kolesterol ile birlikte 

presipite olarak feçesle vücuttan atılabilirler. Bağırsağın fizyolojik pH’ı çok az nötr ya 

da alkali iken, bağırsak bakterileri tarafından besinsel liflerin fermentasyonu ile 

üretilen kısa zincirli yağ asitlerinden dolayı düşen pH safra tuzları ile kolesterolün 

birlikte presipitasyonu için uygun ortam oluşturur. On bir adet laktobasil suşunun 

kolesterol ve safra tuzları (glikoksalat ve taurokolat) presipitasyonu test edildiğinde, 

L. acidophilus’ların L. casei ile karşılaştırıldığında glioksalat ile presipitasyonun çok 

yüksek olduğu belirlenmiştir (Liong ve Shah, 2005).  

Kolesterolün bakterinin hücre duvarına bağlanması veya hücre zarının yapısına 

katılması: 

Nakajima vd. (1992) yaptıkları bir çalışmada, ekzopolisakkarit (EPS) üreten ve 

üretmeyen iki L. lactis subsp. cremoris suşunun kolesterolü bağlama yetenekleri test 

edilmiş ve sonuçta ekzopolisakkarit üreten suşun, üretmeyen diğer suşa kıyasla daha 

fazla kolesterolü bağlayabildiği gösterilmiştir. Bu araştırıcılar, hücreler tarafından 

üretilen EPS miktarının yüksek olması durumunda, bu polisakkaritlerin diyetle alınan 

lifli gıdalara benzer bir etki gösterebileceğini ve bu suretle kolesterolün, bakteriler 

tarafından üretilen EPS’ye bağlanarak feçesle atılan kolesterol miktarının 

artabileceğini, ve böylece bağırsaklardan emilerek kana karışan kolesterol miktarında 

azalma meydana gelebileceğini öne sürmüşlerdir (Nakajima vd., 1992). 
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2.6 Ekzopolisakkarit (EPS) ve Probiyotik Önemi 

EPS; şeker veya şeker türevlerinin dallı, tekrar eden birimlerinden oluşan uzun zincirli 

polisakkaritlerdir. Bu şeker birimleri temel olarak farklı oranlardaki glikoz, galaktoz 

ve ramnoz’dur. EPS yapısal olarak homopolisakkaritler ve hetropolisakkaritler (HePS)  

olarak iki gruba ayrılırlar. Yapısında sadece bir tür monosakkarit içeren polimerler, 

homopolisakkarit ve iki veya daha fazla monosakkarit türü içeren polimerler ise HePS 

olarak adlandırılmıştır. LAB’ leri, hücre yüzeyine kuvvetlice bağlanan kapsüler 

polisakkaritler (CPS, capsular polysaccharides) ve hücre dışı ortamına salgılanan EPS 

olarak iki grup altında toplanan EPS’ ler üretmektedirler. Enterococcus bakterileri de 

diğer birçok bakteri gibi EPS üretme yeteneğine sahiptirler. Bu bakterilerin HePS 

üretim yetenekleri de tespit edilmiştir. LAB’ leri tarafından üretilen EPS, bu 

bakterilerin GRAS tanımlamasına göre güvenilir olduklarından dolayı ve gıda da doku 

geliştirici, reolojik özelliklerinden dolayı fermente ürünlerin yapımında büyük ilgi 

görmüştür. Aynı zamanda, LAB’ lerin ürettiği bazı EPS’ ler, bağışıklık sistemi 

uyarıcısı, anti-ülser ve kolesterol düşürücü aktiviteler gibi sağlığa yararlı özellikler de 

göstermiştir (Van vd., 2002). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Çalışmalarda kullanılan besiyerleri 

Enterococcus sp. suşlarının ve Lactobacillus acidophilus NCFM suşunun 

aktifleştirilmesi ve geliştirilmesinde Man Rogosa ve Sharpe (MRS) sıvı ve katı 

besiyeri kullanılmıştır. Çalışmada enterokokların Glikokolik asit (GCA) ve Taurokolik 

asit (TCA) dekonjugasyon aktivitelerini belirlemek için kullanılan MRS sıvı 

besiyerinin içeriği Çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinin içeriği. 

Maddeler g/L 

Pepton 10,0 

Et Ekstaktı 8,0 

Maya Ekstrakt 4,0 

Glukoz 20,0 

Tween 80 1,0 

K2HPO4 2,0 

MgSO4.7H2O 0,2 

MnSO4.4H2O 0,05 

Amonyum Sitrat 2,0 

Sodyum asetat. 4 H2O 5,0 

Agar* 15 

*: Katı besiyeri hazırlamak için kullanıldı 

 

MRS sıvı besiyeri hazırlamak için yukarıda bileşimi verilen toz halindeki MRS Broth 

(Merck) besiyerinden 1 L için 52,2 g tartılıp bir miktar distile su içerinde çözdürülüp 

son hacim 1 L’ye tamamlanmıştır. MRS katı besiyeri hazırlamak için sıvı besiyerine % 

1,5 oranında agar-agar (Sigma) ilave edilerek hazırlanmıştır. Besi ortamının pH’sı 1 

M NaOH ve/veya 1 M HCl kullanılarak 6,8±0,2’ye ayarlanmıştır. Besiyeri 

hazırlandıktan sonra otoklavda 121°C’da 1,5 atm basınçta 15 dk steril edilmiştir. 

GCA ve TCA dekonjugasyonunda kullanılan MRS besiyerinin içeriği çizelde 3.1’de 

verilmiştir. 



17 
 

Çizelge 3.2. TCA ve GCA dekonjugasyonunda kullanılan MRS besiyerinin içeriği. 

Maddeler g/L 

Pepton 10,0 

Et Ekstaktı 8,0 

Maya Ekstrakt 4,0 

Glukoz 20,0 

Tween 80 1,0 

K2HPO4 2,0 

MgSO4.7H2O 0,2 

MnSO4.4H2O 0,05 

Amonyum Sitrat 2,0 

Sodyum asetat. 4 H2O 5,0 

Sodyumtaurokolata 50 

Sodyumglikokolatb 50 

. 

a : TCA dekonjugasyonu için kullanıldı. 

b : GCA dekonjugasyonu için kullanıldı. 

GCA ve TCA dekonjugasyonu için kullanılacaklar haricindeki maddeler tartılıp bir 

miktar distile suda eritilip 1000 mL’ye tamamlanmıştır. 0,1 M HCl ve/veya 0,1 M 

NaOH ile pH 6,8±0,2’ye ayarlanmıştır. Hazırlanan besiortamları 121 ̊C’de 1,5 atm 

basınçta 15 dk otoklavda steril edilmiştir. 

GCA ve TCA dekonjugasyonu için kullanılacak olan sodyumtaurokolat (Merck) ve 

Sodyumglikokolat (Merck) ayrıca tartılıp distile su ile 10 ml’ye tamamlanmıştır. 0,45 

μm’lik filtre kullanılarak sterilize edilmiştir. Otoklavda steril edilen sıvı besiyerinin 

içerisine steril şartlarda eklenmiştir. 

Deneylerde negatif kontrol olarak kullanılan Escherichia coli ATCC 35218 suşunun 

aktifleştirilmesi ve geliştirilmesi için kullanılan Nutrient Broth (NB) besiyeri Çizelge 

3.3 de verilmiştir. 
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Çizelge 3.3. Nutrient Broth besiyerinin içeriği. 

Maddeler g/L 

Et’den elde edilen Pepton 5,0 

Et ekstrakt 3,0 

Agar* 15 

*Katı besiyeri hazırlamada kullanıldı. 

3.1.2 Bakterilerin aktifleştirilmesi ve gelişme ortamları 

Çalışmada kullanılan Enterococcus faecalis ve Eneterococcus faecium suşlarının 

geliştirilmesi ve aktifleştirilmesinde MRS besiyeri, Escherichia coli ATCC 35218 

suşunun geliştirilmesinde ve aktifleştirilmesinde Nutrient Broth besiyeri 

kullanılmıştır. Deneylerde kullanılan bakteriler 37±1 ̊C’de 24 saatlik aerobik 

inkübasyon ile geliştirilmiştir. Deneylerde iki kez aktifleştirilmiş kültürler kullanılmış 

ve deneyler sırasında Gram boyama tekniğiyle mikroskobik olarak kontaminasyon 

riskine karşı kontroller yapılmıştır. 

3.1.3 Çalışmada kullanılan bakteri kültürleri 

Deneylerde Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Biyoteknoloji 

Laboratuvarı kültür koleksiyonunda bulunan ve Prof. Dr. Yavuz BEYATLI’dan temin 

edilen Türkiye’nin farklı bölgelerinde üretilen beyaz peynirlerden izole edilerek 

tanımlanmış 4 Enterococcus faecium ve 6 Enterococcus faecalis suşu kullanılmıştır. 

Lactobacillus acidophilus NCFM ve Escherichia coli ATCC 35218 referans kültürleri 

ise BSH çalışmalarında sırayla pozitif ve negatif kontrol grubu olarak test edilmiştir. 

Deneylerde kullanılan E. faecium ve E. faecalis suşlarının probiyotik özellikleri 

(antimikrobiyal aktivite, antibiyotik dirençlilikleri, laktik asit, hidrojen peroksit 

üretimleri, agregasyon, koagregasyon, yapay mide ve bağırsak sıvısında canlılık ve 

hidrofobisite) daha önce yapılan çalışmalarda belirlenmiştir (Hajikhani, 2011; Onal 

Darilmaz vd., 2016a,b). Enterokokların güvenilir ve sağlıklı olmalarının en önemli 

göstergesi hemoliz aktivitesine ve virulans genlerine sahip olmamalarıdır. Çalışmada 

kullanılan suşlarda, vakomisin direnç genlerine ait vanA, vanB ve vanC genlerinin, 

virulans faktör olarak belirlenen sitolizin (clyA, clyB), Jeletinaz (gelE), enterokokkal 

yüzey proteini (esp), agregasyon faktörü (asa1), hücre agregasyonu ve konjugasyonu 

(agg), E. faecalis yüzey antijeni (efaAfs), E. faecium yüzey antijeni (efaAfm), seks 
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feromon determinantları (cob, ccf) ve hiyaluronidaz (hyl) virulans gen bölgeleri tespit 

edilmemiştir. Probiyotik olarak kullanımları sağlık açısından güvenli bulunmuştur 

(Oruç, 2019).   

Çizelge 3.4. Çalışmada kullanılan bakteri kültürleri. 

No Suşlar  İzolasyon Kaynağı Peynirler 

1.  Enterococcus faecium RT 101 Urfa Peyniri (Tam Yağlı) 

2.  Enterococcus faecium RT 81 Balıkesir (YarımYağlı) 

3.  Enterococcus faecium RT 82 Balıkesir (YarımYağlı) 

4.  Enterococcus faecium RT 94 Balıkesir (YarımYağlı) 

5.  Enterococcus faecalis RT 96 Urfa Peyniri (Tam Yağlı) 

6.  Enterococcus faecalis RT 98 Urfa Peyniri (Tam Yağlı) 

7.  Enterococcus faecalis RT 102 Urfa Peyniri (Tam Yağlı) 

8.  Enterococcus faecalis RT 84  Balıkesir (Yarım Yağlı) 

9.  Enterococcus faecalis RT 97  Urfa Peyniri (Tam Yağlı) 

10.  Enterococcus faecalis RT 121  Balıkesir (Tam Yağlı) 

11.  Lactobacillus acidophilusa NCFM 

12.  Escherichia colib ATCC 35218 

a  
Referans suşu BSH deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanıldı. 

b 
Referans suşu BSH deneylerinde negatif kontrol olarak kullanıldı. 

3.1.4 Primerler 

Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis bakterilerinde safra tuzu 

dekonjugasyonunda rol oynayan bsh geninin varlığının belirlenmesi amacıyla bsh 

genine ait olan spesifik primerler Çizelge 3.5’de verilmişir. 

 

Çizelge 3.5. bsh geninin belirlenmesinde kullanılan primerler. 

Gen Bölgesi Primer Dizisi 5´-3´ Tm (°C) 

fecbsh F- ATGTGTACAGGCATCAAG 52 

fecbsh R- GTAGCTCGTTAGAAACAGC 

faebsh F- GAGTAATATGAACGTGGA 52 

faebsh R- AAATAATCAATCACAACACAC 
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3.2 Yöntem 

3.2.1 Bakteri kültürlerinin muhafazası 

Deneylerde kullanılan suşlar uygun besiyerlerinde iki kez aktifleştirilmiştir. Cryo 

tüpler içerisine 0,4 mL gliserol eklenmiş ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basınçta 15 

dk steril edilmiştir. Aktif kültürlerden 0,6 mL alınarak içerisinde steril gliserol bulunan 

tüplere aktarılarak, hazırlanan stoklar -40°C’de muhafaza edilmiş ve bütün stoklar 6 

ayda bir yenilenmiştir. 

3.2.2 Bakteri kültürlerinin hazırlanması 

Enterococcus sp. ve L. acidophilus NCFM suşlarının geliştirilmesinde MRS Broth ve 

MRS Agar besi ortamları kullanılmıştır. Her deney öncesi Enterococcus sp. ve L. 

acidophilus NCFM suşlarının 37oC’de 18-24 saat geliştirilen kültürleri en az iki kez 

aktifleştirilmiştir. Test bakterilerinden E. coli ATCC 35218’in aktivasyonunda NB 

besiyerinde 37oC’de 18 saat geliştirilen kültürler kullanılmıştır. Çalışma öncesi 

kültürlerin hücre yoğunlukları (Optikal Density, OD) spektrofotometrik olarak 600 

nm’de ölçülmüş ve canlı hücre sayıları kob/mL olarak belirlenmiştir. Çalışmalarda 

~107 kob/mL canlı hücreye sahip kültürler kullanılmıştır. 

3.2.3 Glikokolik asit (GCA) ve taurokolik asit (TCA) safra tuzlarının 

dekonjugasyonu 

Bu çalışmada kolesterol giderim mekanizmalarından biri olan safra tuzlarının 

dekonjugasyon aktivitesi araştırılmıştır. TCA ve GCA safra tuzlarının dekonjugasyon 

aktivitesi Irvin vd. (1944) ve Yıldız vd. (2011) tarafından modifiye edilen metoda göre 

belirlenmiştir. %5 sodyum taurokolat ve % 5 sodyum glikokolat 0,45 µm’lik filtreden 

geçirilerek steril edilmiş ve 5 mL’lik MRS broth besiyerine eklenmiştir. Aktif 

Enterococcus sp. suşlarından hazırlanan besi ortamına % 2 oranında inokülasyon 

yapılarak 18-24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda kültür ortamının pH’sı 1M 

NaOH kullanılarak 7,0’a ayalanarak ve 10000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrasında süpernatant temiz bir test tüpüne alınarak, pH’sı 10M 

HCl ile 1,0’a ayarlanmıştır. pH’sı ayarlanan süpernatantdan 1 mL temiz bir test tüpüne 

alınarak, üzerine 2 mL etil asetat eklenerek 1 dk boyunca vorteks ile karıştırılmıştır. 

Ayrılan etil asetat fazı, temiz bir test tüpüne alınarak etil asetat 60°C'de bir su banyosu 
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içerisinde buharlaştırılmıştır. Deney tüpünde kalan tortu 1 mL NaOH (0,01 M) ile 

çözülmüş üzerine 40,4 µL furfuraldehid ve 1 mL H2S04 (16 M) ilave edilerek 1 dk 

süresince vorteks ile karıştırılarak, 65°C'lik su banyosunda 10 dk inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra tüpler oda sıcaklığına gelene kadar soğutularak üzerine 2 mL 

glasiyel asetik asit eklenerek 1 dk boyunca vorteks ile karıştırılmıştır. Örneklerin 

absorbansı spektrofotometrede 600 nm'de okunmuştur. Dekonjugasyon sırasında açığa 

çıkan kolik asit miktarı Şekil 3.1’de verilen kolik asit standardı kullanılarak 

belirlenmiştir. İnokülasyon yapılmamış besiyeri kontrol grubu olarak kullanılmıştır. 

Safra tuzlarının suşlar üzerinde toksik etkisi olup olmadığını belirlemek amacıyla, 

safra tuzlu MRS besiyerlerinde ve MRS (kontrol) gelişen kültürlerin canlılık oranları 

eş zamanlı olarak 48 saat inkübasyondan sonra kob/mL olarak belirlenmiştir. 

Deneylerde L. acidophilus NCFM pozitif kontrol, E. coli ATCC 35218 ise negatif 

kontrol olarak kullanılmıştır. 

. 

 

Şekil 3.1. Kolik Asit Standardı. 

3.2.4 Kolestrol ile dekonjuge safranın presipitasyonu 

Bu çalışmada bir diğer kolesterol giderim mekanizması olan kolesterol ile dekonjuge 

safra tuzların düşük pH’da birlikte presipitasyonu yöntemi ile enterokok suşlarının 

kolesterol giderimleri Gilliland vd. (1985) ve Yıldız vd. (2011)’nin modifiye ettiği 

metoda göre belirlenmiştir. % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları (oxgall) ve 100 µg/mL 

kolesterol (0,45 µm’lik filtrelerden geçirilerek steril edilen) 5 mL’lik MRS ortamına 

ilave edilmiştir. Aktif Enterococcus sp. suşlarının yoğunlukları OD:1’e ayarlanrak, 
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hazırlanan besiyerlerine % 2 oranında inoküle edilerek 37°C'de 18-24 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda, kültürler 10000 rpm'de 4°C'de 20 dk 

boyunca santrifüjlenerek, süpertanatdan 0,5 mL temiz bir test tüpüne alınmış üzerine 

3 mL % 95 etanol ilave edilerek 1 dk boyunca vorteks ile karıştırılmış üzerine 2 mL 

%50 KOH çözeltisi ilave edilerek tekrar 1 dk süre ile vorteks ile karıştırılmış. Karışım 

daha sonra 10 dk boyunca bir su banyosunda 65°C'de inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

süresinin sonunda, test tüpleri oda sıcaklığına (22°C) gelinceye kadar soğutulmuştur. 

Soğuyan tüplerin üzerine 5 mL hekzan ve 3 mL saf su ilave eklenerek hekzan fazının 

ayrılmasını sağlamak için 1 dk boyunca vorteks ile karıştırılmıştır. Ayrılan hekzan 

fazından 2,5 mL temiz bir test tüpüne alınarak hekzan bir su banyosunda 60°C'de 

buharlaştırılmıştır. Kalan tortuya 4 mL o-ftalaldehit reaktifi (o-ftalaldehit reaktifi:1 

mL glasiyel asetik asit içerinde çözünen 0,5 mg o-ftalaldehit içerir) ilave edilerek 10 

dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyondan sonra örneklere 2 mL sülfirik 

asit eklenerek 1 dk süresince vorteks ile karıştırılarak oda sıcaklığında 10 dk inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında örneklerin optikal yoğunluğu spektrofotometrede 

550 nm dalga boyunda ölçülmüştür. Kolesterol giderimi miktarlarını belirlemek için 

10–150 µg/mL arasında değişen oranlarda kolesterol kullanılarak standart bir eğri 

çıkarılmış ve Şekil 3.2’de verilen bu standarda göre örneklerin kolesterol miktarları 

µg/mL olarak belirlenmiştir. 

Suşların % kolestrol giderimi aşağıda belirtilen şekilde hesaplanmıştır; 

A = 100 – [ (B / C) x 100 ]                 

A: Kolesterolün giderimi (%). 

B: İnokülasyon yapılan besi ortamındaki kolesterol miktarı (µg). 

C: İnokülasyon yapılmayan (kontrol) besi ortamındaki kolesterol miktarı (µg). 

Enterococcus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları (oxgall) ve 

100 mg/L kolesterol içeren MRS besi ortamında canlılıklarını belirlemek amacıyla bu 

ortamlarda geliştirilen suşlardan seri dilüsyonlar yapılarak yayma ekim yapılmış ve 

petriler 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda canlılık sayımları 

yapılmıştır. Kolesterol giderimi miktarlarını belirlemek için 5–150 µg/mL arasında 

değişen oranlarda kolesterol kullanılarak standart bir eğri çıkarılmıştır. Bu standarda 

göre örneklerin kolesterol miktarları µg/mL olarak belirlenmiştir. 
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Şekil 3.2. Kolesterol miktarını belirlemek için oluşturulan kolesterol standardı. 

 

3.2.5 Prebiyotiğin (inülin), safra tuzlarının dekonjugasyonu ve kolesterol 

presipitasyonu üzerindeki etkisinin belirlenmesi 

Yüksek safra tuzu dekonjugasyon ve yüksek kolesterol giderim yüzdesine sahip 

Enterococcus sp. suşları (E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102) prebiyotik olarak 

kullanılan inülinin, safra tuzları dekonjugasyonu ve kolestrol ile dekonjuge safranın 

birlikte prepitasyonu üzerindeki etkisini belirlemek için % 5 oranında inülin ilave 

edilerek safra tuzları dekonjugasyon aktivitesi Bölüm 2.5.6.2 ve kolesterol 

presipitasyonu Bölüm 2.5.6.1’da anatıldığı gibi test edilmiştir. Hazırlanan inulin stoğu 

0,45 µm’lik filtreden geçirilerek streril edilmiş ve Bölüm 2.5 ve 2.6 da belirtilen 

besiyerlerine % 5 oranında ilave edilmiştir. Hazırlanan besi ortamına aktif 

Enterocuccus sp. suşlarından % 2 oranında inokülasyon yapılarak 37°C’de 18-24 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda Bölüm 2.5.6.2 ve 2.5.6.1’de verilen 

işlemler tekrarlanmıştır. Prebiyotikli ortamda gelişen kültürlerin son kültür pH’ları, 

canlılıkları (kob/mL) ve optik yoğunlukları (600 nm) belirlenmiştir. Bu çalışmada 

prebiyotiklerin, safra asitlerinin dekonjugasyonu ile kolestrol presipitasyonu 

üzerindeki etkisi arasındaki ilişki istatistiksel analizler ile belirlenmiştir.  
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3.2.6 Ekzopolisakkarit (EPS) üretiminin, safra tuzlarının dekonjugasyonu ve 

kolesterol presipitasyonu üzerindeki etkisinin belirlenmesi 

Enterococcus sp. suşlarının EPS üretimleri ile safra tuzlarının dekonjugasyonu ve 

kolestrol ile dekonjuge safranın birlikte prepitasyonu arasındaki ilişkinin belirlenmesi 

için bu ortamlarda geliştirilen (Bölüm 2.5.6.2 ve 2.5.6.1) kültürlerin EPS üretimleri Li 

vd. (2012, 2014, 2016) ve Kśoňzeková vd. (2016)’den modifiye edilen metoda göre 

belirlenmiştir. Bu çalışmada MRS broth besiyerinde geliştirilen suşların EPS 

üretimleri (kontrol grubu), safra asitleri ile kolestrollü ortamdaki EPS üretimleri ile 

karşılaştırılarak arasındaki ilişki istatistiksel analizler ile belirlenmiştir. 

Enterococcus sp. suşlarının EPS üretimleri, MRS (kontrol), safra asitleri içeren MRS 

(Bölüm 2.5.6.2) ve kolesterol içeren MRS besiyerlerinde (Bölüm 2.5.6.1) üç kez 

aktifleştirilen kültürlerinde ayrı ayrı belirlenmiştir. Bu besiyerlerindeki aktif 

kültürlerden 1 mL örnekler alınarak 100 oC’de 15 dk kaynatılmış ve daha sonra buz 

üzerinde soğutulmuştur. Oda sıcaklığına gelen kültürler 12000 rpm’de 15 dk 4oC’de 

santrifüj yapılarak süpernatant temiz bir eppendorfa alınmıştır. Supernatantın üzerine 

1,7 μL triklor asetik asit eklenerek (% 85 w/v) ve 4°C’de 2 saat inkübe edilmiş, 

örneklere 12000 rpm’de 30 dk 4oC’de santrifüj uygulanarak protein ve peptitler 

çöktürülmüştür. Süpernatant temiz eppendorfa alınarak üzerine 1 (örnek): 3 (alkol) 

oranında saf (absolute) alkol eklenerek karıştırılmış ve 4oC’de 1 gece inkübe 

edilmiştir. Bir gecelik inkübasyondan sonra örnekler 12000 rpm’de 30 dk 4oC’de 

santrifüj edilerek EPS çöktürülmüştür. Pellet üzerindeki alkol dökülerek tekrardan 500 

μL alkol eklenerek tekrar 12000 rpm’de 30 dk 4oC’de santrifüj edilerek yıkama işlemi 

yapılmıştır. Pellet üzerinden alkol yeniden dökülerek kalan alkol 40oC’de 

uçurulmuştur. Elde edilen EPS 1 mL steril saf suda çözülerek, üzerine 0,5 mL fenol 

ve 5 mL sülfirik asit eklenerek oda sıcaklığında 10 dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonunda örnekler vorteks ile karıştırılarak 30°C’de 15-20 dk inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda örneklerin optikal yoğunluğu spektrofotometrede 

490 nm’de ölçülmüştür. Üretilen EPS miktarı Şekil 3.3’de verilen glukoz standardı 

(mg/L) kullanılarak belirlenmiştir. Standart 1 mL steril saf suda çözülerek hazırlanan 

farklı konsantrasyonlardaki glukoz esas alınarak fenol sülfirik asit metoduna göre 

çıkarılmıştır (Dubois, 1956). 



25 
 

 

Şekil 3.3. EPS miktarını belirlemek için oluşturulan EPS Standardı. 

 

3.2.7 Genomik DNA izolasyonu  

Enterococcus sp. suşlarının ve L. acidophilus NCFM suşunun genomik DNA’ları, 

GeneJet Genomik DNA İzolasyon kiti (Thermo Scientific) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. İzole edilen DNA’ların saflıkları ve miktarları nanodrop (Thermo 

Scientific, Nanodrop 200 spectrophotometer) kullanılarak 260 ve 280 nanometre dalga 

boylarında ölçülerek belirlenmiştir. İzole edilen genomik DNA’lar sonraki çalışmada 

kullanılmak üzere -40°C’de saklanmıştır. Çalışmada L. acidophilus NCFM suşu ve E. 

coli ATCC 35218 suşları referans suş olarak kullanılmıştır. 

3.2.8 bsh genin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile çoğaltılması ve sekans 

analizi 

PZR reaksiyon karışımı (50 μL) 100 ng kalıp DNA, 5 μL 10X tampon, 5,0 birim Taq 

DNA polimeraz (ThermoScientific), 0,2 mM her bir deoksiribonükleotid trifosfat 

(dNTP) (ThermoScientific), 200 μM ileri ve geri primerler ve 1,5 mM MgCl2 

içermekedir. PZR reaksiyon döngüleri şu şekildedir: 95°C'de 1 dk süreyle ilk 

denatürasyon, ardından 32 döngü, 95 °C'de 30 saniye denatürasyon, 52°C'de 30 saniye 

primer bağlanması ve 72°C'de 1 dk, primer uzaması ve 72°C 'de 10 dk son uzatmadan 

oluşmuştur. Negatif kontrol olarak nükleaz içermeyen saf su ve E. coli 35218 referans 

suşu, pozitif kontrol olarak L. acidophilus NCFM suşu kullanılmıştır. PZR 

amplikonları, 1 saat 70 V'de % 1 (w/v) agaroz jel elektroforezi ve ardından etidyum 
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bromür boyama (0,5 mg/mL) ile ayrılmıştır. PZR amplikonları, Jel Ekstraksiyon Kiti 

(Macherey-Nagel) kullanılarak saflaştırılmış ve EPIGEN Biyoteknoloji, Ankara-

Türkiye'de hizmet alımı ile sekans analizi yapılmıştır. Gen dizileri, GenBank 

veritabanı, BLAST ağ hizmeti (NCBI) kullanılarak homoloji açısından araştırılmıştır. 

3.2.9 İstatiksel değerlendirme 

Tüm çalışmalar 3 paralelli olarak yapılmış ve ortalama değerler verilmiştir. Elde edilen 

veriler, SPSS 22.0 istatiksel programda değerlendirilmiştir. Kolesterol seviyesinin 

düşürülmesinde önerilen safra tuzları dekonjugasyonu ve kolesterol ile dekonjuge 

safranın presipitasyonu mekanizmaları ile EPS üretim ya da prebiyotik (inulin) etkisi 

arasındaki ilişkinin önemi One-way ANOVA ve korelasyon analizleri ile 

belirlenmiştir.   
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Glikokolik asit (GCA) ve Taurokolik asit (TCA) Safra Tuzlarının 

Dekonjugasyonu 

% 5 (w/v) TCA ve % 5 (w/v) GCA içeren MRS broth besi ortamında geliştirilen 

Enterococcus sp. suşlarının safra tuzları dekonjugasyonu, canlılıkları ve EPS 

üretimleri Çizelge 4.1’de verilmiştir. Enterococcus sp. suşları TCA'yı dekonjüge 

edemezken, GCA'yı (0,37-1,93 mM) dekonjüge edebildiği belirlenmiştir. En yüksek 

GCA dekonjugasyon aktivitesi Enterococcus faecium RT94 suşunda (1,93 mM) 

gözlenirken, en düşük dekonjugasyon aktivitesi Enterococcus faecalis RT122 suşunda 

(0,37 mM) gözlenmiştir. E. faecium RT 81 ve E. faecalis RT98 suşlarında GCA 

dekonjugasyonu gözlenmemiştir. Enterococcus sp. suşlarının TCA içeren besi 

ortamında canlılıkları 8,57 – 9,34 log kob/mL olarak belirlenmiş ve ortamın pH değeri 

4,42 ile 4,57 arasında değiştiği tespit edilmiştir. pH ve GCA dekonjugasyonu arasında 

yapılan istatistiksel çalışmada anlamlı bir ilişki olduğu belirlenmiştir (P < 0,05). 

Ayrıca canlılık ile GCA dekonjugasyonu arasında da anlamlı bir ilişki olduğu 

gözlenmiştir (P < 0,05). Dekonjugasyon ile pH arasında bir korelasyon tespit 

edilmemiştir. GCA içeren MRS ortamında E. faecalis RT96 suşunun koloni 

morfolojisi Şekil 4.1’de gösterilmiştir.
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Çizelge 4.1. Enterococcus sp. suşlarının safra tuzları dekonjugasyonları, canlılıkları ve EPS üretimleri. 

 Sodyum Taurokolat  (TCA) Sodyum Glikoksolat (GCA) 

Suşlar Son kültür pH Log kob/mL Kolik asit (mM) EPS (mg/L) Son kültür pH Log kob/mL Kolik asit 

(mM) 

EPS (mg/L) 

E. faecium RT 94 4,57±0,03 8,57 ± 0,08 - 222,04 ± 35,42 4,75±0,05 7,82 ± 0,02 1,93±0,22 224,23 ± 24,48 

E. faecium RT 101 4,32±0,01 3,56 ± 0,01 - 244,33 ± 15,63 4,79±0,04 4,26 ± 0,12 1,09±0,11 254,75 ± 46,63 

E. faecium RT 81 4,52±0,06 2,70 ± 0,00 - 172,66 ± 31,45 4,84±0,01 4,20 ± 0,70 - 226,52 ± 74,47 

E. faecium RT 82 4,28±0,01 8,00 ± 0,12 - 246,96 ±52,71 4,48±0,00 8,56  ± 0,15 0,41 261,83 ± 63,33 

E. faecalis RT 98 4,41±0,01 3,79 ± 0,72 - 140,37 ± 17,5 4,80±0,02 2,66 ± 0,93 - 172,88 ± 13,54 

E. faecalis RT 96 4,49±0,04 9,00±0,05 - 265,69 ±11,98 4,81±0,03 5,00±0,80 0,91±0,00 305,89 ± 36,35 

E. faecalis RT 97 4,42±0,01 8,96±0,14 - 256,83 ± 0,42 4,78±0,01 4,18±0,14 0,97±0,00 312,77 ± 10,52 

E. faecalis RT 122 4,48±0,01 9,00±0,18 - 246,10 ± 14,06 4,86±0,01 3,42±0,27 0,37±0,14 309,33 ± 58,54 

E. faecalis RT 102 446±0,01 9,34±0,26 - 194,65 ± 0,31 4,87±0,01 2,0±0,0 1,72±0,42 263,5 ± 11,66 

E. faecalis RT 84 447±0,01 9,27±0,03 - 241,42 ± 8,33 4,93±0,01 2,37±0,1 1,87±0,32 251,62 ± 40,83 

L. acidophilus NCFM 4,30±0,00 9,01±0,21 - - 4,50±0,00 6,75±0,17 - - 

E. coli ATCC 35218 6,99±0,01 8,39 ± 0,06  -  - 6,99±0,01 8,22 ± 0,06 - - 
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Şekil 4.1. GCA içeren MRS ortamında E. faecalis RT96 koloni morfolojisi. 

4.2 Kolesterol ile Dekonjuge Safranın Presipitasyonu 

Safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları (oxgall) ve 100 µg/mL kolesterol içeren 

MRS besi ortamında 18-24 saat geliştirilen Enterococcus sp. suşlarının inkübasyon 

süresi sonunda tespit edilen presipitasyon, % kolesterol giderimi ve son kültür pH 

değerleri Çizelge 4.3’de verilmiştir. Ortalama olarak en yüksek presipitasyon % 0,6 

safra içeren ortamda E. faecalis RT96 suşunda belirkenirken (4,81 µg/mL), en düşük 

presipitasyon safrasız ortamda E. faecium RT94 suşunda (2,20 µg/mL) belirlenmiştir. 

Ancak en yüksek % kolesterol giderimi safrasız ortamda E. faecium RT94 (% 50) ve 

E. faecalis RT102 (% 45) suşlarında belirlenmiştir. E. faecium RT82 suşu % 0,2 safra 

içeren ortamda (% 30) ve % 0,6 safra içeren ortamda (%15), E. faecalis RT122 suşu 

ise % 0,4 safra içeren ortamda (% 30) en yüksek % kolesterol giderimi sağladığı 

belirlenmiştir. Kolesterol ile % 0,4 ve % 0,6 safra içeren ortamlardaki ve % 0,2 ile % 

0,6 safra içeren ortamdaki presipitasyonların ortalamaları arasındaki fark istatiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur. (P < 0,05). E. faecalis RT102 ve E. faecalis RT84 

suşlarının tüm safra konsantrasyonlarında yüksek presipitasyon aktivitesi gösterdiği 

belirlenmiştir.  
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Enterococcus sp. suşlarının kolesterol presipitasyonu sonucunda son kültür pH 

değerleri incelendiğinde en düşük pH değeri % 0,2 safra içeren ortamda E. faecium 

RT82 suşunda (6,01), en yüksek pH değeri % 0,2 ve % 0,4 safra içeren besi ortamında 

E. faecalis RT96 (6.80) suşunda belirlenmiştir. % 0,2 safra içeren ortamda 

presipitasyon ve pH arasında (P=0,162, P > 0,05) ve kontrol olarak kullanılan safrasız 

safra içeren besi ortamında presipitasyon ve pH arasında da korelasyon 

bulunamamıştır (P=0,568, P > 0,05). Enterococcus sp. suşlarınn kolesterol 

presipitasyonu ile pH arasında herhangi bir ilişki belirlenememiştir.   

Enteroccoccus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra içeren ortamdaki 

canlılıkları Çizelge 4.2’de verilmiştir. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

Enterococcus sp. suşlarının 100 µg/mL kolesterol ve farklı safra konsantrasyonu 

içeren besi ortamlarında canlılıklarının önemli düzeyde değişmediği belirlenmiştir. En 

yüksek canlılık % 0,4 safra içeren besi ortamında E. faecalis RT97 suşunda (8,37 

kob/mL), en düşük canlılık % 0,4 safra içeren besi ortamında E. faecalis RT102 

suşunda (6,64 kob/mL) belirlenmiştir. % 0,2 safra içeren ortamda canlılık ile 

presipitasyon arasında (P=0,97, P > 0,05) korelasyon tespit edilmemiştir. Ortalama en 

yüksek canlılığın % 0,4 safra içeren ortamda olduğu belirlenmiştir. Safrasız besi 

ortamında presipitasyon ile canlılık arasında korelasyon bulunmamıştır (P=0,771, P > 

0,05). %0,2 safra içeren ortamda canlılık ile presipitasyon arasında (P=0,568, P>0,05) 

ve % 0,4 safra içeren ortamda canlılık ile presipitasyon arasında (P=0,224, P > 0,05) 

korelasyon belirlenmemiştir. Enterococcus sp. suşlarının presipitasyon aktivitesi ile 

canlılık arasında bir ilişki belirlenememiştir. 

% 0,4 safra içeren ortamda pH ile presipitasyon arasında (P=0,229, P > 0,05) ve aynı 

ortamda canlılık ile presipitasyon arasında korelasyon belirlenmemiştir (P=0,224, P > 

0,05). % 0,6 safra içeren ortamda pH ile presipitasyon arasında (P=0,256, P > 0,05) ve 

aynı ortamda canlılık ile presipitasyon arasında korelasyon tespit edilmemiştir 

(P=0,196, P > 0,05). Enterococcus sp. suşlarının presipitasyon, pH üretimi ve 

canlılıkları arasında yapılan istatistik analizi sonucu herhangi bir ilişki 

belirlenememiştir. E. faecium RT94 suşunun kolesterol presipitasyon görüntüsü Şekil 

4.8’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.2. Enteroccoccus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra içeren 

ortamdaki canlılıkları (Log kob/mL). 

SUŞ MRS (Kontrol) Kolesterol % 0,2 Safra  % 0,4 Safra  % 0,6 Safra  

RT 81 9,61 ± 0,17 7,17 ± 0,12 7,16 ± 0,11 7,13 ± 0,09 6,81 ± 0,18 

RT 82 9,13 ± 0,02 6,82 ± 0,05 6,55 ± 0,11 6,36 ± 0,21 7,01 ± 0,08 

RT 84 9,61 ± 0,41 6,93 ± 0,25 7,30 ± 0,05 7,48 ± 0,10 7,48 ± 0,22 

RT 94 9,48 ± 0,20 7,50 ± 0,23 7,31 ± 0,15 7,80 ± 0,08 7,26 ± 0,07 

RT 96 9,60 ± 0,23 7,40 ±  0,13 7,18 ±  0,09 7,51 ±  0,02 7,39 ±  0,15 

RT 97 9,67 ± 0,19 7,84 ± 0,24 7,87 ± 0,18 8,37 ± 0,18 7,91 ± 0,19 

RT 98 9,77 ± 0,11 7,56 ± 0,01 7,28 ± 0,13 7.43 ± 0,20 7,50 ± 0,07 

RT 101 9,87 ± 0,06 7,21 ± 0,14 7,07 ± 0,12 7,03 ± 0,24 6,85 ± 0,14 

RT 102 9,79 ± 0,08 7,44 ± 0,13 6,91 ± 0,24 6,64 ± 0,29 6,71 ± 0,23 

RT 122 9,261 ± 0,07 7,20 ± 0,01 7,12 ± 0,26 7,23 ± 0,04 7,13 ± 0,19 

NCFM 10,07 ± 0,01 7,45 ± 0,08 6,75 ± 0,39 5,65 ± 0,38 5,98 ± 0,28 
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Çizelge 4.3. Enterococcus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları (oxgall) ve 100 µg/mL kolesterol içeren MRS besi 

ortamlarındaki kolesterol presipitasyonları. 

 
Kolesterol + Bakteri % 0,2 Safra + Bakteri 

Suşlar Son kültür pH Kolesterol presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

Son kültür pH Kolesterol presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi (%) 

RT 81 6,34 ± 0,01 3,56 ± 0,52 %20 6,30 ± 0,02 4,03 ± 0,48 %2 

RT 82 5,97 ± 0,01 3,37 ± 0,38 %24 6,01 ± 0,01 2,80 ± 0,35 %32 

RT 94 6,48 ± 0,01 2,20 ± 0,10 %50 6,52 ± 0,01 2,87 ± 0,58 %30 

RT 101 6,65 ± 0,02 2,42 ± 0,63 %45 6,62 ± 0,02 2,72 ± 0,27 %34 

RT 96 6,69 ± 0,04 3,39 ± 0,10 %23 6,80 ± 0,04 3,97 ± 1,16 %4 

RT 97 6,58 ± 0,01 2,89 ± 0,71 %35 6,63 ± 0,01 2,89 ± 0,72 %30 

RT 98 6,59 ± 0,04 3,68 ± 0,14 %17 6,61 ± 0 3,78 ±  0,43 %8 

RT 84 6,26 ± 0,01 2,64 ± 0,42 %40 6,28 ± 0,02 2,99 ± 0,52 %27 

RT 102 6,30 ± 0,02 2,43 ± 1,01 %45 6,35 ± 0,01 3,12 ± 0,74 %24 

RT 122 6,43 ± 0,04 3,10± 1,13 %30 6,43 ± 0,04 3,68 ± 0,33 %11 

NCFM 6,12 ± 0,08 3,44 ± 0,47 %22 6,33 ± 0,07 3,15 ±  0,35 %24 
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Çizelge 4.3 (devam). Enterococcus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları (oxgall) ve 100 µg/mL kolesterol içeren MRS besi 

ortamlarındaki kolesterol presipitasyonları. 

 
Kolesterol + Bakteri % 0,4 Safra + Bakteri 

Suşlar Son kültür pH Kolesterol presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

Son kültür pH Kolesterol presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi (%) 

RT 81 6,34 ± 0,01 3,56 ± 0,52 %20 6,32 ± 0.03 3,78 ± 0,41 %10 

RT 82 5,97 ± 0,01 3,37 ± 0,38 %24 6,07 ± 0,01 3,23 ± 0,86 %23 

RT 94 6,48 ± 0,01 2,20 ± 0,10 %50 6,55 ± 0,02 4,67 ± 0.11 - 

RT 101 6,65 ± 0,02 2,42 ± 0,63 %45 6,65 ± 0,02 3,04 ± 0,16 %28 

RT 96 6,69 ± 0,04 3,39 ± 0,10 %23 6,80 ± 0,06 4,09 ± 0,72 %3 

RT 97 6,58 ± 0,01 2,89 ± 0,71 %35 6,66 ± 0,01 3,95 ± 0,60 %6 

RT 98 6,59 ± 0,04 3,68 ± 0,14 %17 6,70 ± 0,01 3,64 ± 0,02 %14 

RT 84 6,26 ± 0,01 2,64 ± 0,42 %40 6,34 ± 0,01 3,78 ± 0,29 %29 

RT 102 6,30 ± 0,02 2,43 ± 1,01 %45 6,46 ± 0,01 3,39 ± 0,33 %20 

RT 122 6,43 ± 0,04 3,10± 1,13 %30 0,44 ± 0,01 2,96 ± 0,77 %30 

NCFM 6,12 ± 0,08 3,44 ± 0,47 %22 6,39 ± 0,03 3,53 ± 1,67 %16 



34 
 

 

Çizelge 4.3 (devam). Enterococcus sp. suşlarının safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları (oxgall) ve 100 µg/mL kolesterol içeren MRS besi 

ortamlarındaki kolesterol presipitasyonları. 

 
Kolesterol + Bakteri % 0,6 Safra + Bakteri 

Suşlar Son kültür pH Kolesterol presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

Son kültür pH Kolesterol presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi (%) 

RT 81 6,34 ± 0,01 3,56 ± 0,52 %20 6,32 ± 0,02 4,50 ± 0,53 - 

RT 82 5,97 ± 0,01 3,37 ± 0,38 %24 6,33 ± 0,26 3,36 ± 0,33 %15 

RT 94 6,48 ± 0,01 2,20 ± 0,10 %50 6,57 ± 0,02 4,31 ± 0,09 - 

RT 101 6,65 ± 0,02 2,42 ± 0,63 %45 6,68 ± 0,03 3,85 ± 0,14 %2 

RT 96 6,69 ± 0,04 3,39 ± 0,10 %23 6,74 ± 0,02 4,81 ± 0,96 - 

RT 97 6,58 ± 0,01 2,89 ± 0,71 %35 6,68 ± 0,01 3,65 ± 0,49 %7 

RT 98 6,59 ± 0,04 3,68 ± 0,14 %17 6,72 ± 0,01 5,13 ± 2,94 - 

RT 84 6,26 ± 0,01 2,64 ± 0,42 %40 6,34 ± 0,02 3,58 ± 0,38 %9 

RT 102 6,30 ± 0,02 2,43 ± 1,01 %45 6,40 ± 0,03 3,83 ± 0,15 %2 

RT 122 6,43 ± 0,04 3,10± 1,13 %30 6,49 ± 0,02 4,68 ± 0,79 - 

NCFM 6,12 ± 0,08 3,44 ± 0,47 %22 6,22 ± 0,02 3,12 ±  0,18 %21 



35 
 

Safrasız, %0,2, %0,4 ve %0,6 safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının % 

kolesterol giderimleri Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4 ve Şekil 4.5’de gösterilmiştir. 

Enterococcus sp. suşlarına ait farklı safra konsantrasyonu içeren ortamlardaki koloni 

morfolojileri ise Şekil 4.6 ve Şekil 4.7’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.2. Kolesterol içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının kolesterol giderim 

yüzdeleri. 

 

 

Şekil 4.3. % 0,2 Safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının kolesterol giderim 

yüzdeleri. 
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Şekil 4.4. % 0,4 Safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının kolesterol giderim 

yüzdeleri. 

 

 

Şekil 4.5. .% 0,6 Safra içeren ortamda Enterococcus sp. suşlarının kolesterol giderim 

yüzdeleri. 
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Şekil 4.6. % 0,4 Safra içeren MRS ortamında E. faecalis RT98 suşunun koloni 

morfolojisi. 

 

    

 

Şekil 4.7. % 0,6 Safra içeren MRS ortamında E. faecalis RT98 suşunun koloni 

morfolojisi. 
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Şekil 4.8. E. faecium RT94 suşunun kolesterol presipitasyon görüntüsü. 

 

4.3 Ekzopolisakkarit (EPS) Üretiminin, Safra Tuzlarının Dekonjugasyonu ve 

Kolesterol Presipitasyonu Üzerindeki Etkisinin Belirlenmesi 

TCA (%5) ve GCA (%5) içeren MRS besi ortamında geliştirilen Enterococcus sp. 

suşlarının 18-24 saat inkübasyon sonucu EPS üretimi Çizelge 4.1’de gösterilmiştir. 

Enterococcus sp. suşlarının EPS üretimi TCA içeren ortamda 140,37-265,69 mg/L 

olarak belirlenirken GCA içeren ortamda 172,88-312,77 mg/L olarak belirlenmiştir. 

TCA içeren ortamda en yüksek EPS üreten suş E. faecalis RT96 (265,69 mg/L), en 

düşük EPS üretimine sahip suş E. faecalis RT98 (140,37 mg/L) olarak belirlenmiştir. 

GCA içeren ortamda en yüksek EPS üreten suş E. faecalis RT97 (312,77 mg/L), en 

düşük EPS üretimine sahip olan suş E. faecalis RT98 (172,88 mg/L) olarak tespit 

edilmiştir. Enterococcus sp. suşlarının ortalama EPS üretimlerinin GCA içeren 

ortamda (258,33 mg/L), TCA içeren ortama (223,07mg/L) göre daha fazla olduğu 

belirlenmiştir.  

Safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra ve 100 µg/mL kolesterol içeren MRS besi 

ortamında yetiştirilen Enterococcus sp. suşlarının 18-24 saat inkübasyon sonucu EPS 

üretimleri Çizelge 4.4’de gösterilmiştir. En yüksek EPS üretimi safrasız ortamda E. 

faecalis RT97 (689,64 mg/L) suşunda belirlenirken, en düşük EPS üretimi % 0,6 safra 

içeren ortamda E. faecalis RT96 (220,69 mg/L) suşunda belirlenmiştir. Ortalama EPS 

üretimi en yüksek safrasız ortamda belirlenirken en düşük % 0,6 safra içeren ortamda 

belirlenmiştir. E. faecalis RT97 ve E. faecalis RT102 suşları safrasız ve % 0,2 safra 

içeren ortamda yüksek EPS üretimine sahipken % 0,4 ve % 0,6 safra 
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konsantrsyonlarında EPS üretimlerinde azalma olduğu belirlenmiştir. E. faecalis RT84 

suşunda safrasız besi ortamında 366,63 mg/L EPS üretimi belirlenirken % 0,6 safra 

içeren ortamda EPS üretimi 443,81 mg/L olarak belirlenmiştir. Safra konsantrasyonun 

artması EPS üretimini artırmıştır. E. faecium RT82 suşunda ise artan safra 

konsantarasyonun paralel olarak EPS üretiminin azaldığı belirlenmiştir. E. faecalis 

RT94 suşunun EPS çalışmasının görüntüsü Şekil 4.9’da gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.4. Enterococcus sp. suşlarının kolesterol ve farklı safra konsantrasyonlarında 

EPS üretimleri (mg/L). 

Suşlar Kolesterol + Bakteri 0,2 Safra + Bakteri 0,4 Safra + Bakteri 0,6 Safra + Bakteri 

RT 81 380,89 ± 89,48 453,29 ± 18,96 460,89 ± 16,98 385,89 ± 0,52 

RT 82 416,21 ± 83,75 367,87 ± 8,12 354,95 ± 19,79 263,08 ± 17,5 

RT 94 432,94 ± 40,08 375,65 ± 15,13 443,77 ± 44,53 331,69 ± 24,35 

RT 101 435,93 ± 32,7 400,79 ± 24,33 406,52 ± 16,77 382,56 ± 11,35 

RT 96 484,05 ± 53,75 487,94 ± 73,69 326,69 ± 84,56 220,69 ± 10,52 

RT 97 689,64 ± 28,23 406,55 ± 30,11 386,72 ± 9,68 386,52 ± 21,56 

RT 98 446,21 ± 20,21 501,31 ± 54,48 527,35 ± 127,18 370,06 ± 3,43 

RT 84 366,63 ± 18,75 440,17 ± 32,92 419,02 ± 43,02 443,81 ± 36,35 

RT 102 504,02 ± 101,35 516,10 ± 4,27 411,52 ± 66,35 427,25 ± 29,16 

RT 122 431,63 ± 4,58 441,83 ± 20,41 371,83 ± 50,21 228,81 ± 30,1 

NCFM 380,89 ± 89,48 453,29 ± 18,96 460,89 ± 16,98 385,89 ± 0,52 
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Şekil 4.9. E. faecalis RT94 suşunun EPS çalışmasının görüntüsü. 

4.4 Prebiyotiğin (İnülin), Safra Tuzlarının Dekonjugasyonu ve Kolesterol 

Presipitasyonu Üzerindeki Etkisinin Belirlenmesi 

%5 oranında prebiyotik (İnülin) içeren MRS besi ortamında geliştirilen Enterococcus 

sp. suşlarının dekonjugasyon, canlılık, son kültür pH ve EPS üretimleri Çizelge 4.5’de 

gösterilmiştir. Enterococcus sp. suşları 18-24 saat inkübasyon sonunda hem TCA’yı 

hem de GCA’yı dekonjuge edebilmişlerdir. Prebiyotik ve TCA içeren ortamda E. 

faecium RT94 (1,05 mM) suşunun E. faecalis RT102 (0,91 mM) suşuna göre daha 

yüksek dekonjugasyon aktivitesi gösterdiği belirlenmiştir. Prebiyotik ve GCA içeren 

ortamda ise E. faecalis RT102 (1,07 mM) suşunun E. faecium RT94 (0,78 mM) 

suşundan daha yüksek dekonjugasyon aktivitesine sahip olduğu belirlenmiştir. Besi 

ortamına prebiyotik ilave edilmesi Enterococcus sp. suşlarının TCA 

dekonjugasyonunu artırdığı fakat GCA dekonjugasyonunda azalmaya sebep olduğu 

belirlenmiştir.  

Prebiyotik ve TCA içeren besi ortamında E. faecium RT94 suşunun (3,09 kob/mL), E. 

faecalis RT102 (8,44 kob/mL) suşuna kıyasla düşük canlılık gösterdiği belirlenmiştir. 

Prebiyotik ve TCA içeren ortamda E. faecium RT94 suşunun dekonjugasyon 

aktivitesinin artışı ile canlılığının azaldığı belirlenmiştir.  

Prebiyotik içermeyen besi ortamında E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suşlarının 

TCA dekonjugasyonu sırasında son kültür pH değerleri sırası ile 4,57 ve 4,46 iken 

prebiyotik içeren besi ortamında son kültür pH değerlerinin sırası ile 3,10 ve 3,11 
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olduğu belirlenmiştir. Besi ortamında prebiyotik eklenmesinin son kültür pH 

değerinde azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir. 

Prebiyotik, 100 µg/ml kolesterol ve % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra içeren besi 

ortamlarında Enterococcus sp. suşlarının 18-24 saat inkübasyon sonunda 

presipitasyon, canlılık, son kültür pH ve EPS üretimleri Çizelge 4.6’de gösterilmiştir. 

En yüksek kolesterol presipitasyonu E. faecium RT94 suşunda % 0,6 safra içeren 

ortamda (3,39 µg/ml), en düşük kolesterol presipitasyonunun safrasız ortamda  (1,53 

µg/mL) E. faecalis RT102 suşunda olduğu belirlenmiştir.  

% 0,2 safra ve % 0,6 safra içeren besi ortamlarında pH arasındaki fark istatiksel olarak 

anlamlı tespit edilmiştir (P < 0,05). En yüksek pH (5,32) % 0,2 safra içeren ortamda 

E. faecalis RT102 suşunda belirlenirken, en düşük pH değeri (3,49) % 0,4 safra içeren 

ortamda E. faecalis RT102 suşunda belirlenmiştir. Dekonjugasyon miktarının 

artmasına bağlı olarak son kültür pH değerinde azalma belirlenmiştir. 

Prebiyotikli ortamda ortalama en yüksek EPS üretimi % 0,4 safra içeren ortamda 

(627,87 mg/L) E. faecium RT94 suşunda, en düşük EPS üretimi safrasız ortamda 

(387.04 mg/L) E. faecalis RT102 suşunda gözlenmiştir. Safrasız ortam ile % 0,2 safra 

içeren ortamdaki EPS üretimi arasındaki fark istatiksel olarak anlamlı bulunmuştur (P 

< 0,05). Enterococcus sp. suşlarının en yüksek EPS üretiminin % 0,2 safra içeren besi 

ortamında olduğu belirlenmiştir. 

Prebiyotik ile safrasız, % 0,2 ve % 0,6 safra içeren ortamlarda EPS üretimi ile 

presipitasyon arasında anlamlı bir fark tespit edilememiştir. EPS üretiminin artması 

presipitasyon miktarını etkilememiştir. Ancak prebiyotik ile % 0,4 safra içeren 

ortamda EPS ile presipitasyon arasında orta düzeyde pozitif bir ilişki tespit edilmiştir 

(P=0,026, P > 0,05). Presipitasyon arttıkça EPS üretimi artmıştır.  

Prebiyotik ile safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra içeren besi ortamlarında 

Enterococcus sp. suşlarının canlılıkları karşılaştırıldığında en yüksek canlılığın 

safrasız safra içeren ortamda E. faecium RT94 suşunda (10,60 kob/mL), en düşük 

canlılığın % 0,6 safra içeren ortamda E. faecium RT94 suşunda (7,80 kob/mL) olduğu 

belirlenmiştir. safrasız ve % 0,4 safra içeren ortamda canlılık ile presipitasyon arasında 

korelasyon tespit edilmezken, % 0,2 safra içeren ortamda canlılık ile presipitasyon 

arasında negatif orta düzey istatiksel olarak anlamlı bir ilişki tespit edilmiştir (P=0,036, 

P < 0,05). Canlılık arttıkça, presipitasyonun azaldığı belirlenmiştir. % 0,6 safra içeren 
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ortamda ise canlılık ile presipitasyon arasında istatiksel olarak 0,01 düzeyinde anlamlı 

bir ilişki bulunmuştur. % 0,6 safra içeren ortamda canlılık arttıkça, presipitasyon arttığı 

gözlemlenmiştir. Safrasız ortam ile % 0,4 safra içeren ortamdaki canlılık arasındaki 

fark istatiksel olarak anlamlı bulunmuştur (P < 0,05). Safra konsantrasyonu arttıkça 

canlılığın azaldığı tespit edilmiştir.
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Çizelge 4.5. Enterococcus sp. suşlarının prebiyotikli (inülin) ortamda safra tuzları dekonjugasyonu, son kültür pH, canlılık ve EPS üretimleri. 

 Sodyum Taurokolat  (TCA) Sodyum Glikoksolat (GCA) MRS Kontrol 

Suşlar Son kültür 

pH 

Log 

kob/mL 

Kolik asit 

(mM) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

Son kültür 

pH 

Log 

kob/mL 

kolik 

asit 

(mM) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

E. faecium RT 94 3,1 ± 0,01 3,09 ± 0,01 1,05 ± 0,04 344,44 ± 27,19 3,12±0,01 9,687 ± 0 0,78 ± 

0,03 

355,37 ± 81,87 476,83 ± 16,87 

E. faecalis RT 102 3,11 ± 0 8,44 ± 0,11 0,91 ± 0,23 626,63 ± 92,08 3,09 ± 0 9,60 ± 0 1,07 ± 

0,08 

574,44 ± 34,9 637,14 ± 66,56 

 

Çizelge 4.6. Enterococcus sp. suşlarının prebiyotik (İnülin) içeren kolesterol ve safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları karışımı içeren MRS 

ortamlarındaki presipitasyon ve EPS üretimleri. 

 
Kolesterol + Bakteri % 0,2 Safra + Bakteri 

Suşlar Son kültür pH Kolesterol 

presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

Son kültür pH Kolesterol 

presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

RT 94 4,11 ± 0,15 2,26 ± 0,22 60 568,19 ± 28,02 4,8 ± 0,06 3,36 ± 0,42 1 441,42 ± 45 

RT 102 4,18 ± 0,01 1,53 ± 1,81 9 387,04 ± 26,46 5,32 ± 0 2,25 ± 2,03 - 549,23 ± 40,73 
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Çizelge 4.6 (devam). Enterococcus sp. suşlarının prebiyotik (İnülin) içeren kolesterol ve safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları karışımı 

içeren MRS ortamlarındaki presipitasyon ve EPS üretimleri. 

 
% 0,4 Safra + Bakteri % 0,6 Safra + Bakteri 

Suşlar Son kültür pH Kolesterol 

presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

Son kültür pH Kolesterol 

presipitasyonu 

µg/mL 

Kolesterol Giderimi 

(%) 

EPS Üretimi 

(mg/L) 

RT 94 4,29 ± 0,02 3,15 ± 0,4 - 627,87 ± 17,71 4,06 ± 0,03 3,39 ± 0,83 - 509,54 ± 26,46 

RT 102 3,49 ± 0,02 2,11 ± 2,02 - 438,92 ± 14,17 3,95 ± 0,01 3 ± 1,05 - 408,71 ± 6,46 
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Çizelge 4.7. Enterococcus sp. suşlarının prebiyotikli (inülin) ortamda kolesterol ve 

safrasız, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzları karışımı (oxgall) içeren MRS 

ortamlarındaki canlılık sonuçları (Log kob/mL). 

SUŞ MRS 

(Kontrol) 

Kolesterol + 

Bakteri 

% 0,2 Safra 

+ Bakteri 

% 0,4 Safra 

+ Bakteri 

% 0,6 Safra 

+ Bakteri 

RT 94 
10,27 ± 0,32 10,60 ± 0,16 8,40 ± 0,01 8,21 ± 0,18 7,80 ± 0,43 

RT 102 
10,17 ± 0,15 10,07 ± 0,08 8,42 ± 0,20 8,41 ± 0,08 8,37 ± 0,25 

 

4.5 bsh Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Çoğaltılması ve Sekans 

Analizi 

E. faecalis RT102 ve E. faecium RT94 suşlarında bsh amplifikasyonu için kullanılan 

primer çiftleri, izolatlarda ˜ 1,1 kbp istenen amplikonlarda tespit edilmiştir. PZR 

amplikonlarının saflaştırılması, sekanslanması ve BLAST analizi, bunların E. faecalis 

ve E. faecium izolatlarında bsh geni için kodlandığı doğrulanmıştır. E. faecalis RT102 

ve E. faecium RT94 için Gen Bankası erişim numaraları sırasıyla SAMN13818009 ve 

SAMN13818010 olarak belirlenmiştir. E. faecalis RT102, E. faecium RT94 ve L. 

acidophilus NCFM şuşlarının bsh genine ait gen görüntüsü Şekil 4.10’da 

gösterilmiştir. 

 

 Şekil 4.10. E. faecalis RT102, E. faecium RT94 ve L. acidophilus NCFM şuşlarının 

bsh gen görüntüsü. 
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5.TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

DSÖ’ye göre, kardiyovasküler rahatsızlıkların 2030 yılına kadar başlıca ölüm nedeni 

olacağı ve dünya çapında yaklaşık 23 milyon insanı etkileyeceği tahmin edilmektedir 

(Joyce vd., 2014). Son yirmi yılda hiperkolesteroleminin Batı Avrupa'da % 45, Orta 

ve Doğu Avrupa'da % 35 kalp krizi ile sonuçlandığı bildirilmiştir (Khare ve Gaur, 

2020). Hiperkolesterolemili kişilerin kalp krizi geçirme riskinin, normal lipid profili 

seviyelerine sahip kişilere göre üç kat daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (Reid, 

1998). Hiperkolesterolemili hastalarda kolesterol seviyesini düzenlemede yaygın 

olarak ilaç tedavisi kullanılmaktadır. Kolesterol seviyesinin düzenlenmesinde 

hidroksimetilglutaril-CoA redüktazın (HMG-CoAR) spesifik inhibitörleri olan 

statinler, kolesterol biyosentezinde hız sınırlayıcı enzimler olarak uygunlanmaktadır 

(Farmer, 1998). Hiperkolestereminin önlenmesinde ve tedavi edilmesinde kullanılan 

çoğu ilacın pahalı olmakla birlikte, kas ağrısı, artan diabetes mellitus riski ve karaciğer 

enzim testlerinde anormallikler gibi yan etkilere sahip oldukları bildirilmiştir (Naci 

vd., 2013). Serum kolesterol seviyesini düşürmek için yeni alternatif yöntemlerin 

geliştirilmesi gerekmektedir. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda serum kolesterol miktarının düşürülmesine yönelik 

probiyotik tedaviler giderek popülerite kazanmıştır (Huang vd., 2018; Singhai vd., 

2019; Zheng vd., 2020). Bildirilen çalışmalar probiyotiklerin oral yoldan 

uygulanmasının, serum kolesterol seviyesini etkili bir şekilde azalttığını ve 

kardiyovasküler hastalıkların tedavisi için umut verici bir seçenek olabileceğini 

göstermektedir. Zanotti vd. (2015) Bifidobacterium bifidum PRL2010 suşunun 

bağırsak mikrobiyotasını modüle ederek kolesterol seviyesini düşürebileceği 

bildirilmiştir.  

Gıda-Tarım ve DSÖ tarafından probiyotik şeçim kriterleri arasına BSH aktivitesinin 

varlığı da eklenmiştir (Joint FAO/WHO; 2011). BSH enzimi, enterohepatik dolaşım 

sırasında safra tuzu dekonjugasyonundan sorumludur. Dekonjugasyon, amid bağlarını 

hidrolize eden BSH enzimi tarafından katalize edilir ve glisin veya taurin grupları 

steroidin çekirdeğinden salınır. Dekonjüge safra tuzları düşük çözünürlüğe sahiptir ve 

konjuge muadillerine kıyasla daha az etkinlikle bağırsak lümeninin içinden emilirler, 

bunun sonucunda fekal maddede fazla miktarda serbest safra atılır. Serbest safra 

tuzları, bağırsak içindeki lipidleri çözündürme ve emmede daha düşük etkinlik gösterir 

(Madjd vd., 2016). Böylece de novo sentez yolunda kolesterol için artan bir gereksinim 

olduğundan, safra tuzlarının dekonjugasyonu nedeniyle serum kolesterolü azalır 

(Micheal vd., 2016). 

Liong ve Shah (2005a), yaptıkları çalışmada Bifidobacterium sp. suşlarının sodyum 

taurokolata kıyasla sodyum glikokolatı daha yüksek hidroliz ettiğini bildirmişlerdir. 
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Liong ve Shah (2005b), safra tuzu dekonjugasyon aktivitesi için Lactobacillus 

acidophilus ve Lactobacillus casei suşları ile yaptıkları çalışmada sodyum taurokolata 

göre sodyum glikokolatın dekonjugasyonunun daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. 

Ramasamy vd. (2010), tavuktan izole edilen Lactobacillus sp. suşlarının sodyum 

glikokolatı, sodyum taurokalattan daha fazla dekonjuge edebildiğini gözlemlemiştir. 

Belicova vd. (2013) Slovak Bryndza peynirinden izole edilen Lactobacillus plantarum 

ve Lactobacillus fermentum suşlarından L. plantarum K10, K21 ve ZS07 suşlarının, % 

0,3 safra varlığında % 50'nin üzerinde canlılık gösterdiğini ve CK06 ile K21 suşlarının 

güçlü dekonjugasyon etkinliği olduğunu belirlemişlerdir. Nwachukwu vd. (2019) 

mısır-soya fasulyesi atıklarından izole edilen ve potansiyel probiyotik olarak 

tanımlanan Lactobacillus plantarum C-S ve Micrococcus luteus C S suşlarından L. 

plantarum C S suşunun düşük safra konsantrasyonunda dekonjugasyon aktivitesi 

gösterirken, M. luteus C S suşunun dekonjugasyon aktivitesi göstermediğini ve bu 

nedenle güçlü bir probiyotik suş olarak kabul edilemeyeceğini bildirmişlerdir. Onal 

Darılmaz ve Beyatlı (2019) geleneksel Türk beyaz peynirlerinden izole edilen 

Propionibacterium sp. suşlarının sodyum glikolatı sodyum taurokolattan daha yüksek 

hizroliz aktivitesi sergilediğini bildirmişlerdir. Mishra vd. (2019) Wistar sıçanından 

izole edilen Enterococcus faecalis AG5’in 4-48 saat aralığındaki inkübasyon süresi 

boyunca farklı zaman dilimlerindeki dekonjugasyon aktivitelerini araştırmış, E. 

faecalis AG5’in sodyum glikolatı dekonjuge edebildiğini ve ortama 0,4-479 µg/mL 

arasında kolik asit saldığını tespit etmişler, en yüksek dekonjugasyon aktivitesinin 18. 

saatte gerçekleştiğini bildirmişlerdir. Yerlikaya ve Akbulut, (2019) çiğ süt ve çeşitli 

süt ürünlerinden izole edilen 30 Enterococcus faecium ve Enterococcus durans 

suşunun safra tuzu dekonjugasyon aktivitelerini incelediğinde E. faeicum ve E. durans 

suşlarının tamamının TCA varlığında büyüme gösterdiğini ancak herhangi bir 

dekonjugasyon aktivitesi oluşturmadığını bildirmişlerdir. Bu çalışmalarla birlikte 

yaptığımız çalışmada test edilen Enterococcus sp. suşlarının dekonjugasyon 

aktiviteleri değerlendirildiğinde sodyum taurokolat (TCA) ve sodyum glikolattan 

(GCA) sadece sodyum glikolatın dekonjugasyonunu yapabildikleri tespit edilirken 

suşlar arasında dekonjugasyon miktarları farklılık göstermektedir. En yüksek 

dekonjugasyon aktivitesi E. faecium RT94 suşunda (1,93mM) gözlenirken en düşük 

dekonjugasyon aktivitesi E. faecalis RT122 suşunda (0,37 mM) belirlenmiştir. E. 

faecalis RT102 (1,72 mM) ve E. faecium RT101 (1,09 mM) suşlarıda orta düzeyde 

GCA dekonjugasyonu olduğu tespit edilmiştir (P < 0,05). Test edilen Enterococcus sp. 

suşlarının TCA’yı dekonjuge edemediği gözlemlenmiştir. Glisinle konjuge safra 

tuzlarının taurinle konjuge safra tuzlarından daha toksik olması, glisin ve taurin 

konjugantlarının ayrışma sabitlerinin farklı olması ile açıklanmaktadır (Lye vd. 2010; 

Ramasamy vd. 2010). Taurinle konjuge safra tuzlarına karşı yüksek BSH aktivitesi, 
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yüksek hidrojen sülfür üretimi ile sonuçlandığı için ve bu da konakçı üzerinde toksik 

etki yaratacağından dolayı probiyotik mikroorganizmalarda arzu edilmeyen özellik 

olarak bildirilmiştir (Jiang vd., 2010). 

Probiyotik laktik asit bakterilerinin hipokolesterolemik özellikleri birçok çalışmada 

rapor edilmiştir (Ma vd., 2019b; Ding vd., 2020). Yeterli miktarda aktif laktik asit 

bakterisi içeren belirli fermente süt ürünlerinin uzun süreli kullanımı ile serum 

kolesterol seviyelerinin düşürüldüğü bildirilmiştir (Nguyen vd., 2007; Lye vd., 2010). 

Agerholm-Larsen vd. (2000) tarafından yapılan bir araştırmada, üç farklı probiyotik 

yoğurt (birinci grubu Streptococcus thermophilus, ikinci grubu L. acidophilus, S. 

thermophilus ve Lactobacillus rhamnosus türlerininin karışımından  ve üçüncü grubu 

ise S. thermophilus ve E. faecium içeren) verilen fazla kilolu ve obez 70 yetişkinin çift 

kör randomize bir çalışmada sekizinci haftanın sonunda üçüncü tip yoğurdu alan 

deneklerde, LDL kolesterol seviyelerinde % 8,4'lük bir azalma (P < 0,05) 

gözlemlenmiş ve bu durumun kardiyovasküler hastalık riskinde % 20-30'luk bir 

düşüşe paralel olacağı önerilmiştir. Huang vd. (2013) kefirden izole ettikleri L. 

plantarum Lp09 ve Lp45 suşlarının in vitro ortamda kolesterol düşürücü etkisinin 

olduğunu belirlemişler ve Sprague-Dawley sıçanlarında yaptıkları in vivo çalışmalar 

sonucu sıçanlarda serum kolesterol seviyelerinde ve karaciğer kolesterol-trigliserit 

düzeylerinde önemli ölçüde azalma olduğunu tespit etmişlerdir. Ma vd. (2019) mısır 

slajından izole ettikleri ve tanımladıkları Enterococcus ve Lactobacillus cinslerine ait 

85 suşun in vitro kolesterol giderimlerini araştırdıklarında, 18 saatlik inkübasyon 

sonunda suşların kolesterol gideriminin % 3,8 ile % 55,2 oranında olduğunu 

belirlemişlerdir. Araştırıcılar, E. faecium suşlarının kolesterol giderimlerinin düşük ve 

suşların besi ortamından % 10'dan fazla kolesterolü uzaklaştıramadığını 

bildirmişlerdir. Aynı araştırıcılar test edilen 8 Lactobacillus suşu arasından L. 

plantarum CAAS 18010, L. brevis CAAS 18052 ve L. fermentum CAAS 18069 

suşlarının ise % 40 oran ile en yüksek kolesterol giderimi kabiliyetini gösterdiği tespit 

etmişlerdir. İn vitro ortamda yüksek kolesterol giderimi gösteren bu suşların 

hamsterlarda serum kolesterol seviyelerini önemli ölçüde etkilemediğini ve L. brevis 

CAAS 18052, L. fermentum CAAS 18078 ve L. plantarum CAAS 18008 suşlarının 

kan kolesterol düşürme yüzdeleri sırasıyla % 28,8, % 21,7 ve % 30,9 olarak 

belirlenmiştir. Yaptığımız çalışmada test edilen Enterococcus sp. suşlarının kolesterol 

presipitasyonlarının % 50 ile % 2 arasında değiştiği ve en yüksek presipitasyon 

yeteneğinin E. faecium RT94, E. faecalis RT102 ve E. faecium RT101 suşlarında sırası 

ile % 50, % 45 ve % 45 oranında olduğu tespit edilmiştir. Literatürde incelenen 

Enterococus sp. suşlarının kolesterol presipitasyonları göz önüne alındığında bu 

oranların yüksek olduğu görülmektedir. 
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Enterokoklar insanlarda, hayvanlarda ve fermente edilmiş gıdalardaki yaygın laktik 

asit bakteri türleridir (Franz vd., 2011). Bununla birlikte, enterokokların serum 

kolesterol seviyesi üzerindeki yararlı etkileri nadiren bildirilmiştir. Literatürde 

Enterococcus sp. suşlarının kolesterol düşürücü aktivitesini içeren sınırlı veriler 

mevcuttur (Agerholm-Larsen vd., 2000; Hlivak vd., 2005; Cavallini vd., 2009; Guo 

vd., 2016). Zhu vd. (2019) yaptıkları bir çalışmada  E. faecalis ATCC 19433'ün oral 

uygulamasının, hiperkolesterolemik farelerde serum kolesterol konsantrasyonunu 

önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. Yaptığımız çalışmada test edilen 

Enterococcus sp. suşları farklı konsantrasyonlarda safra bulunan besi ortamlarında 

kolesterol presipitasyonu göstermiştir. Ancak suşların presipitasyon oranları arasında 

önemli farklılık belirlenmiştir. E. faecalis ve E. faecium suşlarının in vitro ortamda 

farklı safra konsantrasyonlarda kolesterol giderim oranları incelenmiş ve 100 µg/mL 

kolesterol içeren ortamda % 17-50 arasında kolesterol giderim miktarları olduğu 

gözlemlenmiştir. En yüksek kolesterol giderim yüzdesi safrasız ortamda E. faecium 

RT94 (% 50) suşunda gözlenirken, en düşük koleterol giderim yüzdesi % 0,2 safra 

konsantrasyonu içeren ortamda E. faecium RT81 (% 2) suşunda gözlemlenmiştir. 

Ortalama en yüksek kolesterol giderim yüzdesi safrasız ortamda gözlenirken (% 32,9) 

ortalama en düşük kolesterol giderim yüzdesi % 0,6 safra içeren ortamda (% 3,5) tespit 

edilmiştir. Safra konsantrasyonunun artmasının kolesterol presipitasyonunda 

azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda elde edilen sonuçlardan farklı 

olarak Singhal vd. (2019) rizosferden izole ettikleri potansiyel probiyotik 

Enteroccocus sp. suşlarının safra içermeyen ortamda kolesterolün en az % 50'sini 

asimile edebildikleri ve safra tuzu varlığında kolesterol asimilasyon yüzdesinin 

arttığını tespit etmişlerdir. Araştırıcılar test edilen enterokok suşları arasında E. 

faecium LR13 suşunun safra tuzları içermeyen ortamda % 76 ve safra tuzları içeren 

ortamda % 98 oranında kolesterol giderimi gösterdiğini bildirmişlerdir.  

Dekonjuge safra tuzları serbest kolesterol molekülleri ile birlikte asidik ortamlarda 

presipite olmaktadır. Çalışmamızda en yüksek yüzde kolesterol giderimi E. faecium 

RT94 suşunda safrasız ortamda görülürken bu ortamda pH değeri 6,48 olarak 

belirlenmiştir. Aynı ortamdaki en düşük yüzde kolesterol giderimi % 17 ile E. faecalis 

RT98 suşunda belirlenmiş ve bu suşun bu ortamdaki pH değeri 6,59 olarak tespit 

edilmiştir. Kolesterol presipitasyonu ve pH arasında yapılan istatistiksel çalışmalar 

sonu herhangi bir ilişki tespit edilememiştir (P > 0,05). 

Çalışmamızda yüksek dekonjugasyon aktivitesi gözlenen E. faecium RT94 (224,23 

mg/L) ve E. faecalis RT84 (251,62 mg/L) suşlarının EPS üretimlerininde yüksek 

olduğu gözlemlenmiştir. % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra ortamlarında yüksek 

presipitasyon gösteren E. faecium RT81 (453,29 mg/L), E. faecium RT94 (443,77 

mg/L) ve E. faecalis RT98 (370,06 mg/L) suşlarının EPS üretimlerininde yüksek 
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olduğu belirlenmiştir. Artan safra konsantrasyonu ile EPS üretimide paralel olarak 

artış gösterdiği tespit edilmiştir. EPS, serbest safra asitlerine bağlanabilir ve böylece 

dışkı yoluyla atılımını artırabilir. Bu karaciğerde prekürsör olarak kolesterolü kullanan 

yeni safra asitlerinin sentezlenmesine ve böylece dolaşımdaki kolesterol seviyesinin 

düşmesine neden olur. 

Enterokokların EPS üretimi üzerine çok az çalışma bulunmaktadır. Mozzi vd. (2006) 

E. faecalis CRL316, E. faecalis CRL434 ve E. faecium CRL210 suşlarında üretilen 

EPS miktarlarının sırasıyla 110 mg/L, 66 mg/L ve 27 mg/L olduğunu bildirmişlerdir. 

Başka bir çalışmada ise Ribeiro vd. (2013) artisanal inek sütünden yapılan 

peynirlerden izole edilen yedi E. faecalis suşunda EPS üretimini araştırmışlar ancak 

hiçbir suşta EPS üretimi gözlemlememişlerdir. 

Bhat ve Bajaj (2019) yaptıkları çalışmada probiyotik izolat Lactobacillus. paracasei 

M7'den elde edilen EPS'nin, in vitro ortamda önemli kolesterol düşürme aktivitesi (% 

70,78) sergilediğini ve L. paracasai M7’nin ürettiği EPS'nin kolesterol düşürücü 

aktivitesi çok yönlü nedenlere bağlı olabileceğini bildirmişlerdir. Avcı vd. (2020) 

yaptıkları çalışmada geleneksel el yapımı peynirden izole edilmiş iki yeni probiyotik 

suşun (Lactobacillus plantarum GA06 ve GA11) ürettiği EPS’nin kolesterol 

mekanizması ve safra dekonjugasyonu üzerindeki etkisini araştırmışlardır. 

Araştırmacılar,  EPS üretimini L. plantarum'un  GA11 ve GA06 suşlarında 96,5 ve 

32,5 mg/L olarak ve kolesterol giderim miktarlarını ise % 36,7 ve % 28,6 olarak 

belirlemişlerdir. Aynı araştırmada L. plantarum GA11 suşunun glikokolat 

dekonjugasyon aktivitesi, GA06 suşundan daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Ayrıca suşların EPS üretim kapasitesi ile kolesterolün giderimi arasında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık gözlenirken, hem EPS üretim kapasitesi-kolesterol giderimi 

hem de EPS üretim kapasitesi-glikokolat dekonjugasyon arasında da istatistiksel 

olarak anlamlı bir ilişki bulunduğu bildirilmiştir. Çalışmamızda da benzer şekilde E. 

faecalis RT102 prebiyotikli ortamda yüksek EPS üretimi ve-glikokolat dekonjugasyon 

aktivitesi göstermiştir. Prebiyotikli ortam ile safrasız, % 0,2, % 0,6 safra içeren 

ortamlarda EPS üretimi ile presipitasyon arasında anlamlı bir fark tespit edilemezken 

(P > 0,05), prebiyotik ve % 0,4 safra içeren ortamda üretilen EPS ile presipitasyon 

arasında orta düzeyde pozitif bir ilişki tespit edilmiştir (P=0,026, P > 0,05). Bu nedenle 

bir probiyotiğin ürettiği EPS’nin serum kolesterol düşürme potansiyeli dikkate 

alındığında, EPS'nin giderek artan kardiyovasküler rahatsızlıklarda büyük bir 

azalmaya sebep olabileceği sonucuna varılabilir. 

Prebiyotikler, "gastrointestinal sistemde mikrofloranın büyümesini, kompozisyonunu 

ve aktivitesini seçici olarak uyaran ve böylece konakçıların sağlığını ve refahını 

iyileştiren sindirilemeyen fermente gıda substratları" olarak 
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tanımlanmaktadır.(Roberfroid, 2007). Prebiyotiklerin serum kolesterol seviyesininin 

düşürülmesinde rol oynadığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Adebola vd., 2020; 

Kuerman vd., 2020). Causey vd. (2000) hastaların kan kolesterol düzeyleri üzerinde 

inülinin (hindiba köklerinden elde edilen) etkisini değerlendirmek için on iki 

hiperkolesterolemik erkek hastayı kullanarak 3 haftalık in vivo bir çalışmanın 

sonucunda, günlük 20 g inülin alımının serumda bulunan trigliseridleri önemli ölçüde 

azalttığını bildirmişlerdir. Wang vd. (2008) hiperkolesterolemik 10 erkek Wistar 

sıçanında yaptıkları bir çalışmada 8 hafta boyunca Çin Yam’ından saflaştırılan bir 

nişasta ile beslendiklerinde serum kolesterol seviyelerinde % 27,5 ile % 46,2 arasında 

bir düşüş görüldüğünü bildirmişlerdir. 

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin hipokolesterolemik etkilerinin kanıtları 

araştırmacıları simbiyotik çalışmalara yönlendirmektedir. Liong vd. (2007) yaptıkları 

in vivo bir çalışmada 24 hiperkolesterolemik erkek domuza sinbiyotik bir ürünün (L. 

acidophilus ATCC 4962, frukto-oligosakkarit ve inulin içeren) uygulanmasının umut 

verici hipokolesterolemik etkiler sağladığını bildirmişlerdir. Araştırmacılar, kontrol ile 

karşılaştırıldığında, sekiz hafta boyunca sinbiyotik diyet tüketen domuzlarda plazma 

toplam kolesterolünün (% 40-41), triaçilgliserol (% 15-48) ve LDL-kolesterolünün (% 

46-59) önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. Kuerman vd. (2020) % 0,3 safra tuzu 

ve 100µg/ml kolesterol içeren besi ortamını prebiyotik ve probiyotikle destekleyerek 

37°C’de 12-15 saat inkübasyon süresi sonunda kolesterol giderim miktarlarını % 50 

olarak tespit etmişlerdir. Yaptığımız çalışmada % 5 inülin içeren ortamda E. faecium 

RT94 suşunun TCA içeren ortamda 1,05 mM, GCA içeren ortamda 0,78 mM kolik 

asit salınımı yaptığı belirlenirken, E. faecalis RT102 suşunun TCA içeren ortamda 

0,91 mM ve GCA içeren ortamda 1,07 mM kolik asit salınımı yaptığı tespit edilmiştir. 

E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suşları prebiyotik içermeyen ortamda TCA’yı 

dekonjuge edemezken, prebiyotik içeren ortamda TCA’yı dekonjuge edebildikleri 

gözlenmiştir. Bu iki suşun prebiyotik içeren ortamda GCA dekonjugasyonlarının 

azaldığı belirlenmiştir. Prebiyotik ve TCA içeren ortamda E. faecium RT94 ve E. 

faecalis RT102 suşlarının pH değerleri sırası ile 3,10 ve 3,11 olarak belirlenirken 

prebiyotik içermeyen ortamda pH değerleri sırası ile 4,57 ve 4,46 olarak belirlenmiştir. 

Prebiyotik içeren ortamda TCA dekonjugasyonları artarken pH değerlerinde azalma 

olduğu gözlemlenmiştir. E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suşlarının prebiyotik 

ve TCA içeren ortamdaki EPS üretim miktarları incelendiğinde, E. faecium RT94 

(344,44 mg/L) ve E. faecalis RT102’nin (626,63 mg/L) EPS üretimlerinin arttığı 

belirlenmiştir. E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suşlarının prebiyotik içermeyen 

ortamda GCA dekonjugasyonları sırası ile 1,93 mM ve 1,72 mM iken prebiyotik içeren 

ortamda GCA dekonjugasyonları E. faecium RT94 suşu için 0,98 mM ve E. faecalis 

RT102 suşu için 1,07 mM olarak belirlenmiş ve suşlarının prebiyotikli ortamda GCA 
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dekonjugasyonlarında azalma olduğu gözlemlenmiştir. Prebiyotik ve GCA içeren 

ortamda pH üretimleri incelendiği zaman E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 

suşlarının prebiyotik içermeyen ortamda pH üretimleri sırası ile 4,75 ve 4,87 iken 

prebiyotik içeren ortamda 3,12 ve 3,09 olarak belirlenmiştir. Prebiyotik içeren ortamda 

GCA dekonjugasyonunda azalma görülürken pH miktarlarında da azalma olduğu 

tespit edilmiştir. EPS üretimleri karşılaştırıldığında prebiyotik ve GCA içeren ortamda 

E. faecium RT94’ün EPS üretimi 476,83 mg/L, E. faecalis RT102’nin EPS üretimi 

637,14 mg/L olarak belirlenmiştir ve prebiyotikli ortamda her iki suşunda EPS 

üretimlerinin arttığı gözlemlenmiştir. 

Çalımamızda Enterococcus sp. suşlarının prebiyotik (İnülin) içeren ortamda (% 5 

oranında) kolesterol giderimleri incelendiğinde E. faecium RT94 suşunun safrasız 

ortamda kolesterol giderimi % 60 olarak belirlenmiş ve prebiyotik içermeyen ortama 

göre (% 50) kolesterol gideriminde artış gözlendiği tespit edilmiştir. E. faecalis RT102 

suşunun ise safrasız ortamda kolesterol giderimi % 9 olarak belirlenmiş ve prebiyotik 

içermeyen ortama göre (% 45) kolesterol gideriminde azalma tespit edilmiştir. E. 

faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suşlarının % 0,2, % 0,4, % 0,6 safra ve prebiyotik 

içeren ortamdaki kolesterol giderimlerinde prebiyotik içermeyen ortama kıyasla 

azalma gösterdiği belirlenmiştir. Son kültür pH değerleri incelendiğinde safrasız ve 

prebiyotik içermeyen ortamda E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 sularının pH 

değeri sırası ile 6,48 ve 6,30 iken safrasız ve prebiyotik içeren ortamda pH değerleri 

sırası ile 4,11 ve 4,18 olarak tespit edilmiştir. Prebiyotik içeren ortamda son kültür pH 

değerlerinde azalma meydana geldiği gözlemlenmiştir. Ortamda prebiyotiğin 

bulunması Enterococcus sp. suşlarının asit üretimini arttırdığı ve buna bağlı olarak 

oluşan asidik ortam ile bakteriler inhibe olduğu için kolesterol presipitasyonunda 

azalma meydana geldiği düşünülmektedir. Besi ortamına prebiyotik eklenmesinin 

Enterococcus sp. suşlarının safra tuzu dekonjugasyonunu ve safra içeren ortamda 

kolesterol presipitasyonunu azalttığı yapılan çalışma ile tespit edilmiştir. Literatürde 

Enterococcus cinsine ait probiyotik bakterilerin prebiyotik içeren in vitro besi 

ortamında kolesterol presipitasyonu ve EPS üretimi ile ilgili herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Yaptığımız çalışma ile prebiyotikli ortamda EPS üretimi ile kolesterol 

presipitasyonun ilk kez belirlenmiş olması ile literatüre katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. 

BSH (EC 3.5.1.24), glisin veya taurin ile konjuge safra asitlerinin dekonjugasyonunu 

katalize eden ve kan kolesterol seviyelerinin düşürülmesine yardımcı olan önemli bir 

enzimdir. Wıjaya vd. (2004) gıdalardan izole ettikleri E. faecium FAIR-E 345 suşunun 

dekonjugasyon aktivitesi olduğunu belirlemişler ve yaptıkları PZR çalışması 

sonucunda bu aktiviteden sorumlu bsh geninin varlığını tespit etmiş ve bu genin dizi 

analizini belirlemişlerdir. Chand vd. (2016), E. faecalis'ten izole ettikleri bsh geninin 
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Escherichia coli’de ifade edilen proteininin pH 5,0-7,0 aralığında ve 50°C'ye kadarki 

sıcaklıkta oldukça stabil olduğunu belirlemişlerdir. Yaptığımız çalışmada E. faecium 

RT94 ve E. faecalis RT102 suşlarının DNA izolasyonları yapılmış ve uygun primerler 

kullanılarak yapılan PZR sonucunda bsh genin varlığı tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak probiyotik mikroorganizmaların kolesterol gideriminin belirlendiği 

çalışmalar olmasına rağmen, enterokokların hem kolesterol düşürücü özelliklerinin 

belirlendiği hem de mekanizmadaki rolünün araştırıldığı, EPS ve prebiyotik etkisinin 

belirlendiği ilk çalışma olması açısından önemlidir. Bu çalışmada kolesterol giderme 

özelliği gösteren probiyotik E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suşlarının bu 

çalışmanın devamında yapılması planlanan hayvan deneyeleri ile kolesterol düşürücü 

probiyotik ürünler veya tabletler şeklinde çalışmaların geliştirilmesi mümkün 

olabilecektir. Bu şekilde mevcut kimyasal içerikli kolesterol düşürücü preperatlardan 

dolayı doğabilecek dezavantajlara karşı Enterococcus sp. probiyotik kültürler gibi 

doğal kaynakları içeren ürünler kullanılarak kolesterolün düşürülmesinin birçok 

avantajı olacağı düşünülmektedir. 
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