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Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

 
Danışman: Prof. Dr. Mustafa AKÇELİK 

 
Bu çalışmada; farklı yaş gruplarına mensup insan gayta ve Türkiye’nin farklı 
yörelerinden sağlanan fermente gıda örneklerinden, 28 adet antimikrobiyel aktiviteye 
sahip bakteri izole edildi. Biyokimyasal testlere ve 16S rDNA dizi analizine göre bu 
izolatların; 8 adedi Lactobacillus casei, 9 adedi Lactobacillus plantarum, 8 adedi 
Lactobacillus brevis ve 3 adedi ise Pediococus pentosaceus olarak tanımlandı. 
Tanımlanan laktik asit bakteri gruplarında, plazmid içerikleri bakımından farklılıkların 
tespit edilmesi söz konusu türlere ait üyelerin farklı biyovaryeteler olduğuna işaret 
etmiştir. Türkiye kökenli laktik asit bakterilerinin düşük pH değerlerine (pH 3) ve pH-
pepsin uygulamalarına gösterdikleri direnç düzeyleri probiyotik özellik için tanımlanan 
sınırlar içinde bulundu. Buna karşılık; Lactobacillus casei BH96, BH101 ve BG35 
pankreatin ve safra tuzu uygulamasına karşı hassasiyet gösterdiği için, probiyotik seçim 
kriterlerine uygun bulunmadı. γ-hemolitik özellik gösteren suşlarda, özellikle tedavide 
kullanılan antibiyotikler için yüksek dirençlilik düzeyleri saptandı. Pediococus 
pentosaceus BH105 suşu tarafından üretilen bakteriyosinin (1600 AU/mL) yüksek 
sıcaklık ve pH stabilitesine sahip pediosin; Lactobacillus brevis BG18 suşu tarafından 
üretilen bakteriyosinin (800 AU/mL) glikolipit yan gruplarına sahip brevisin, 
Lactobacillus plantarum BG33 bakteriyosinin (400 AU/mL) ise düşük sıcaklık 
stabilitesine sahip, lipaz uygulamasına dirençli plantasirin benzeri bakteriyosin olduğu 
saptandı. Pediococus pentosaceus BH105, Lactobacillus brevis BG18, Lactobacillus 
plantarum BG33 bakteriyosinlerinin trisin sodyum dodezil sülfat-poliakrilamid jel 
elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanılarak yapılan analizinde, moleküler 
büyüklükleri sırasıyla 5.0 kDa, 2.5 kDa ve 2.7 kDa olarak tespit edildi. BH105, BG18 
ve BG33 suşlarının Caco-2 hücrelerine sırasıyla % 10.12 (±2.4), % 5.93 (±0.64) ve % 
2.85 (±0.9) oranında tutunduğu saptandı. Yarışma denemelerinde BH105, BG18 ve 
BG33; E.coli LMG 3083 suşunun tutunmasını sırasıyla % 88.72 (±5.53), % 83.08 
(±2.51) ve % 77.66 (±5.91), S. Typhimurium SL1344 suşunun tutunmasını ise sırasıyla 
% 60.64 (±10.97), % 77.94 (±3.04), % 61.76 (±4.08) oranında azalttığı belirlendi. 
 
Şubat 2009, 146 sayfa 
 
Anahtar Kelimeler: Lactobacillus, Pediococcus, probiyotik, bakteriyosin, Caco-2 
hücreleri  
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ABSTRACT 

Pt. D. Thesis 

ISOLATION and IDENTIFICATION of PROBIOTIC LACTOBACILLI 
ORGINATED FROM FOOD and HUMAN and CHARACTERIZATION of the 

ABILITY of BACTERIOCIN PRODUCTION  
 

Başar UYMAZ 

 

Ankara University 
Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 
 

Supervisor: Mustafa AKÇELİK, Ph.D 
 

In this study, 28 bacteria that endowed with antimicrobial activity were isolated by the 
faeces that belongs to different age group people and by providing fermented foods 
from different places of Turkey. In regard to biochemical tests and 16S rDNA sequence 
analyzes, the 8 of the isolates were described as Lactobacillus casei, 9 of them were 
described as Lactobacillus plantarum, 8 of them were described as Lactobacillus brevis 
and 3 of them were described as Pediococus pentosaceus. The observed differences in 
described lactic acid bacteria groups in terms of plasmid contents, mark that the 
mentioned species were different bio-varieties. The resistance levels of Turkey origin 
lactic acid bacteria to the applications of low levels of pH values (pH 3) and pH-pepsin 
were found in the range for defined probiotic attribution level. In contrast to this, 
Lactobacillus casei BH96, BH101 and BG35 were not found as suitable for the 
probiotic selection criteria since their sensitives to pancreatic and bile salt applications. 
High resistance levels were found for γ-hemolytic strains to the antibiotics which 
especially used for therapy. The bacteriocin (1600 AU/mL) produced by Pediococus 
pentosaceus BH105 were characterized as pediocin like bacteriocin with high pH and 
heat stability. The bacteriocin (800 AU/mL) produced by Lactobacillus brevis BG18, 
were defined as brevicin like bacteriocin with glicolipid moiety. The bacteriocin of 
Lactobacillus plantarum BG33 (400 AU/mL), defined as plantacirin like bacteriocin 
which resistant to lipase treatment, with low heat stability. Molecular mass of 
Pediococus pentosaceus BH105, Lactobacillus brevis BG18, Lactobacillus plantarum 
BG33 bacteriosins  was found as 5.0 kDa, 2.5 kDa ve 2.7 kDa, respectively by the tricin 
sodium dodesil sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (Tricin-SDS-PAGE) system. 
The adhesion ratio of BH105, BG18 and BG33 to the Caco-2 cells as 10.12% (±2.4), 
5.93% (±0.64) and, 2.85% (±0.9), respectively. In competition tests; BH105, BG18 and 
BG33 were reduced E. coli LMG 3083 adhesion at the rates of 88.72 % (±5.53), 83.08% 
(±2.51) and % 77.66 (±5.91) and S. Typhimurium SL1344, adhesion at the rates 60.64 
%(±10.97),  77.94% (±3.04), 61.76 %(±4.08), respectively. 
 
February 2009, 146 pages 
 
 
Key Words: Lactobacillus, Pediococcus, probiotic, bacteriosin, Caco-2 cells  
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1.GİRİŞ 

 

Probiyotikler, belirli miktarlarda tüketildiğinde konakçı sağlığı üzerinde olumlu etkilere 

neden olan mikrobiyel gıda katkıları olarak tanımlanmaktadır. Probiyotiklerin tüketici 

sağlığı üzerinde yarattığı etkilerin en detaylı şekilde araştırıldığı mikroorganizma grubu 

laktik asit bakterileridir. Bu çalışmalardan elde edilen veriler; probiyotiklerin 

kullanımının insanların ve hayvanların sağlıklı beslenmesinde ve mikrobiyel 

enfeksiyonlardan korunmasında ucuz ve güvenli bir yol olduğuna işaret etmektedir. 

Günümüzde probiyotik katkılı birçok süt ürününün endüstriyel üretimi 

gerçekleştirilmektedir. İnsan ve hayvan bağırsak sisteminden izole edilen Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus paracasei ve Bifidobacterium türleri, bu amaçla en yaygın 

kullanım alanı bulan bakterilerdir. Bu bakteriler aracılığı ile hazırlanan probiyotik 

preparatlarının endüstriyel gıda üretim süreçlerinde kullanımı, tüketici istekleri 

doğrultusunda, giderek yaygınlık kazanmaktadır. Zira dünya nüfusunun artmasına 

paralel olarak artan hazır gıda tüketiminde, mikrobiyel kontaminasyonlar ana sorunu 

teşkil etmektedir. Gıdaların korunmasında ve gıdaların tüketici sağlığı üzerindeki 

olumsuz etkilerinin en aza indirilmesinde kullanılan birçok gıda koruyucusunun 

özellikle kontrol dışı kullanımı, aynı zamanda ciddi sağlık ve çevre sorunlarına yol 

açmaktadır. Bu nedenle tüketici eğilimi, doğal gıda katkılarının kullanımı yönünde 

değişmektedir. 

 

Bir suşun etkin bir probiyotik olarak tanımlanabilmesi için gerekli özellikleri, gerek 

kullanılacağı gıda sistemindeki davranışı ve gerekse hedef tüketici sağlığı üzerinde 

yaratacağı olumlu etkiler esas alınarak belirlenmiştir. Bu kriterler içerisinde; suşun 

insan orjinli olması ve gastrointestinal sistemde canlılığını sürdürmesi, gastrik aside ve 

fizyolojik konsantrasyondaki safra tuzuna direnci yanında, ince bağırsak epitel 

hücrelerine tutunma özelliği göstermesi, en çok üzerinde durulan probiyotik 

mikroorganizma davranışlarıdır. Diğer yandan özellikle etkin antimikrobiyel madde 

üretim özellikleri, hem gıdaların  hem de tüketicilerin gıda bozulmaları ve patojen 

mikroorganizmaların olumsuz etkilerinden korunmasında büyük önem taşımaktadır. 

Probiyotik mikroorganizmaların, ince bağırsak mukozasına tutunma özellikleri, 

gastrointestinal sistemde kolonize olmanın ilk aşamasını teşkil etmektedir. Söz konusu 
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kolonizasyon sayesinde probiyotik mikroorganizmanın etki süresi artmakta ve immün 

sistem modülasyonu gerçekleştirilebilmektedir. 

 

Endüstriyel kullanımda giderek artan değeri nedeniyle, üstün probiyotik özelliklere 

sahip suşların detaylı tanısı üzerinde yoğun çalışmalar sürdürülmektedir. Ancak, 

özellikle geleneksel gıda üretiminin çok azaldığı endüstrileşmiş ülkelerde yeni suşların 

tanımlanması, yaygın starter kültür kullanımı nedeniyle çok düşük bir olasılık haline 

gelmiştir. Türkiye gibi, geleneksel gıda üretiminin hala yaygın olduğu ülkeler ise bu tip 

mikroorganizmalar için kaynak olarak görülmektedir. Bu esas doğrultusunda planlanan 

doktora tez çalışmasında; insan ve gıda örneklerinden izole edilen laktobasillerin 

probiyotik özelliklerinin evrensel kriterler kullanılarak tanımlanması amaçlanmaktadır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1 İntestinal Sistem Florası 

 

İnsan vücudunda, organlarda ve yüzeylerde bulunan toplam mikrobiyel hücre sayısı         

(1013-1014) ökaryotik hücre sayısının yaklaşık 10 katı kadardır (Gorbach et al. 1967). 

İnsan sindirim, genital ve deri mikrobiyel ekosistemleri çok sayıda ve farklı 

mikroorganizma içermektedir. Sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmaların 

dağılımı; mide, duodenal, jejunal, ileal, çekal, kolonik, rektal ve fekal mikroflorada 

farklılaşmaktadır (Çizelge 2.1). Uygun anaerobik kültür tekniklerinin kullanımı ile 

dışkıdaki toplam mikroorganizmaların % 88’den fazlasının üretilmesi mümkündür. Bu 

kültürlerden hareketle kolon mikroflorası tahmin edilebilir (Moore and Holdeman 

1978). İntestinal flora 400’ün üzerinde bakteri türünü içermektedir (Cummings and 

Macfarlane 1991). Toplam bakteri sayısı genellikle gastrik bölgede mL’de 103’ün 

altındayken, ince bağırsakta  104, terminal ileumda ise 106-107 civarındadır (Guarner 

2003). Kalın bağırsak, sindirim sisteminin diğer bölgeleri ile karşılaştırıldığında, daha 

kompleks ve yoğun populasyona sahip (1011-1012) bir ekosistemdir (Cummings and 

Macfarlane 1991, Guarner et al. 2003). Proksimal kolon bölgesi, besin girişi nedeniyle 

yüksek konsantrasyonda substrat içerir. Mikrobiyel fermentasyon sırasında üretilen 

asitlerden dolayı pH’sı 5.5-6.0 civarındadır ve distal kolonla karşılaştırıldığında, 

mikrofloranın metabolik olarak daha aktif olduğu belirlenmiştir (Playne et al. 2003). 

Kolonun distal bölgesi daha düşük substrat konsantrasyonu içerir ve bu bölgede 

bakterilerin gelişimi daha yavaştır. Sindirim sisteminde bulunan bakteri florasının % 

90’ı veya daha fazlası Bifidobacterium, Lactobacillus ve Bacterioides cinslerine dahil 

anaerob bakteriler tarafından oluşturulmaktadır. Floranın diğer üyeleri; Enterococcus ve 

Streptococcus cinsinde yer alan türler ile Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas 

gibi patojen bakteriler, küfler ve Candida cinsi mayalardır (Salminen et al. 1998, 

Fonden et al. 2000, Dethlefsen et al. 2006). 
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Çizelge 2.1 Sindirim sisteminde yer alan mikroorganizmalar (Dethlefsen et al. 2006) 
 
Sindirim Sistemi 

Bölgesi 

Baskın Flora 

Ağız boşluğu Lactobacillus, Bacterioides, Veillonella, Fusobacterium 

Yutak Lactobacillus, Bacterioides, Veillonella, Fusobacterium 

Mide Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Fusobacterium 

Duodenum Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium 

Jejunum Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium 

İleum Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium 

Çekal Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacterioides, E. coli, 

Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium 

Kolon  Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacterioides, E. coli, 

Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium 

Rektum Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacterioides, E. coli, 

Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium 

 

2.1.1 İntestinal sistem florasının kolonizasyonu 

 

İnsandaki normal mikroflora; doğum sırasında anneden geçen ve dışarıdan değişik 

yollarla alınan mikroorganizmaların dokulardaki kolonizasyonu sonucu oluşur. Yeni 

doğan bebeklerin sindirim sistemi sterildir. Bakteriyel kolonizasyon, doğum sırasında 

ve takip eden birkaç gün içinde oluşmaya başlar. Kolonizasyon süreci; gebelik yaşı, 

doğum ve beslenme şekli gibi faktörlerden etkilenmektedir. Yenidoğanların sindirim 

sistemi birincil olarak annenin vajinal, kolon ve deri sistemi ile çevre (doğrudan insan 

teması veya hastane çevresinden) mikroflorasından gelen mikroorganizmalar tarafından 

inoküle olur (Holzapfel et al. 1998, Fanaro et al. 2003). Kolonizasyonun başlangıç fazı 

yaklaşık iki haftalık bir periyotta gerçekleşir. Fakültatif Gram-pozitif koklar, 

enterobakteriler ve laktobasiller burada ilk kolonize olan bakterilerdir. Bu 

mikroorganizmalar mevcut oksijeni hızlı bir şekilde tüketerek zorunlu anaerobik türlerin 

gelişimi için uygun bir ortam oluşturur. Daha sonraki süreçte; anne sütü ile beslenen 

bebeklerde, E. coli ve Streptococcus populasyonları sayıca azalırken, Clostridium ve 

Bacterioides popülasyonları ise kısmen veya tamamen kaybolur. Bakteriyel 
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popülasyonlardaki bu azalma mikroflorada bifidobakteri populasyonunun dominant hale 

geçmesiyle sonuçlanır (Harmsen et al. 2000). Mama ile beslenen yeni doğmuş 

bebeklerde ise Bifidobacterium, Bacterioides, Lactobacillus, Clostridium ve 

Streptococcus cinsleri üyelerini içeren daha kompleks bir mikroflora bulunur (Stark and 

Lee 1982, Benno et al. 1984, Harmsen et al. 2000). Anne sütünde bulunan çeşitli 

glikoproteinlerin ve çözülebilir oligosakkaritlerin bifidobakterilerin gelişimi için seçici 

simulatör bir etkiye sahip olduğu düşünülmektedir (Gauhe et al. 1954, Petschow and 

Talbott 1991). Sütten kesilmeyi takiben bu farklılıklar kaybolmakta, mikroflorada 

çeşitlilik artmakta ve yetişkin florasına benzer bir flora gelişmektedir (Collins and 

Gibson 1999, Mountzouris et al. 2002). Bebeklerin kolon mikroflorasında, fakültatif 

anaerobların sayısı yetişkinler için bildirilenden daha fazla olmasına rağmen, genellikle 

iki yıl içerisinde yetişkinlerinkine benzer bir flora oluşmaktadır (Collins and Gibson 

1999, Fanaro et al. 2003, Ewaschuk and Dieleman 2006) (Çizelge 2.2). 

 

İntestinal floranın kazanılma süreci, dönemsel değişikliklerin dikkate alındığı uzun 

süreli çalışmalarla belirlenmiştir. Suşların kolonize olma sürecinde, intestinal floradaki 

fizyolojik faktörlere bağlı olarak, farklı evreler tanımlanabilir. Örneğin, insanda oral 

streptokokların kolonize olmasında farklı aşamalar saptanmıştır. Streptococcus 

salivarius doğumdan sonraki ilk haftada, Streptococcus sanguis 9 ay içerisinde ve 

mutan streptokoklar ise (özellikle Str. mutans ve Str. sobrinus) 26 ay sonunda kolonize 

olmaktadır. Bu durum büyük olasılıkla, kolonizasyon için geniş yüzey ve ince çatlaklar 

sağlayan birincil ve ikincil azı dişlerin gelişimine bağlıdır. Mutan streptokokların süt 

azıları aracılığı ile ağız boşluğunda kolonizasyonunu takiben, dental plağın diğer 

üyelerinin kolonizasyonu gerçekleşir (Caufield 1997).  

 

Lactobacillus ve Bifidobacterium üyelerinin insan intestinal sistemine hakim olma 

süreci ile ilgili sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Araştırıcılar; Lactobacillus cinsine 

ait başlıca türleri; Lb. crispatus, Lb. gasseri, Lb. salivarius ve Lb. reuteri olarak 

tanımlamıştır. Lb. johnsonii, Lb. ruminis, Lb. casei ve Lb. brevis ise koşula bağlı 

belirlenen türler içinde sınıflandırılmıştır. Bifidobacterium üyelerinden; Bf. bifidum 

yetişkin insanlarda zaman zaman tespit edilirken, Bf. Longum dominant tür olarak 

saptanmıştır. Bunun tersine, Bf. İnfantis ve Bf. breve bebek dışkısındaki en yaygın türler 
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iken Bf. longum nadiren bulunmaktadır (Biavati et al. 1986, Mitsuoka 1992, Ewaschuk 

and Dieleman 2006). 

 

Çizelge 2.2 Yetişkin ve bebek sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalar        
                    (Fanaro et al. 2003)    
 

Bebek Yetişkin 

Mikroorganizma Ortalama 

(log kob/g) 

Toplam 

sayıdaki oran 

(%) 

Ortalama 

(log kob/g) 

Toplam 

sayıdaki oran 

(%) 

Koliform  8.3 <10.0 7.3 <3.5 

Proteus 4.0 <0.02 3.0 <0.01 

Staphylococcus 5.0 <0.2 3.6 <0.01 

Streptococcus 7.8 <3.0 7.0 <2.0 

Lactobacillus 6.6 <1.3 7.0 <0.1 

Eubacterium* 9.0 55.6  9.0 56.3 

Bifidobacterium* 9.0 99.6 9.6 78.0 

Clostridium 5.0 <0.01 4.0 <0.1 

Anaerobik kok* 10.0 94.7 10.0 95.1 

Bacterioides* 9.8 95.1 10.0 97.8 

Maya  4.7 <0.1 0 <0.01 

*: Dominant mikroorganizmalar 

 

2.1.2 İntestinal floranın fonksiyonları 

 

İntestinal sistem, birçok fiziksel ve endokrinolojik aktivitenin gerçekleştiği fonksiyonel 

olarak aktif bir bölgedir (Guarner 2006). Örneğin; enterositler, sodyum-hidrojen ve 

klor-bikarbonatın paralel değişim mekanizması ile sodyum ve klorun taşınmasını 

gerçekleştirirler. Potasyum, lümene enterositlerden aktif taşınma yolunu kullanarak giriş 

yapar. Mukoza ise karbonik anhidraz, hormon ve nörotransmiter maddelerin üretildiği 

endokrin hücreleri bakımından zengindir (Fooks et al. 1999).  
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İntestinal sistemin bir diğer fonksiyonu; üst gastrointestinal sistemde sindirilemeyen 

selüloz, hemiselüloz, pektinler ve gamlar gibi çözünmeyen polisakkaritler ve 

oligosakkaritler ile çeşitli şeker ve şeker alkollerin katabolize edilmesidir. Bu fonksiyon 

intestinal sistem mikroflorası tarafından gerçekleştirilmektedir. Kompleks 

karbohidratların intestinal bakteriler tarafından fermente edilmesi sonucunda asetat, 

propionat ve bütirat gibi kısa zincirli yağ asitleri ile laktat, etanol, süksinat, format, 

valerat, H2 ile CO2 ve metan gazları oluşmaktadır (Salminen et al. 1998, Sullivan and 

Nord 2005).  

 

Epitel dokuda lokalize olan hücrelerden (goblet) ve mukozal bezlerden salgılanan 

mukus, Mpitelyum dokuyu dış etkilerden korur. Hücrelerden salgılanan mukus, zararlı 

bakteriler gibi partikülleri yakalar ve epitelyal hücrelerden uzağa taşır. İntestinal 

floradaki bakteriler intestinal mukoza ile birlikte stabil bir ekosistem oluşturarak 

sindirim sistemini istila eden patojen mikroorganizmalara karşı ‘kolonizasyon direnci’ni 

sağlar. İntestinal mikrofloradaki bu denge; hastalık, yaşlılık, stres, antibiyotik veya ilaç 

kullanımı, diyet alışkanlıklarının değiştirilmesi, iklim koşullarındaki değişmeler ve 

çevresel toksik maddeler gibi faktörlerden doğrudan ya da dolaylı olarak 

etkilenebilmektedir. Bu değişim antibiyotik kullanımına bağlı diyare, gastroenterit, akut 

diyareler, rotavirus diyaresi, seyahat diyaresi, pelvik radyoterapi uygulamasına bağlı 

diyare gibi birçok gastrointestinal hastalık ve fonksiyon bozuklukları ile 

sonuçlanabilmektedir (Parracho et al. 2007). 

 

2.2 Fonksiyonel Gıdalar 

 

Son yüzyılda, yaşamın sağlıklı bir şekilde sürdürülmesinde ve hastalıklara karşı 

korunmada bağırsak florasının önemli bir rolü olduğu daha iyi anlaşılmıştır. 

Mikrofloranın diyet ile desteklenmesi yeni bir görüş olmayıp, Bulgar köylülerinin uzun 

ve sağlıklı yaşamlarının fermente süt ürünlerini tüketimlerine bağlı olduğunu öne süren 

ve 1908 yılında ‘fagosit’ teorisi ile Nobel ödülü alan Metchnikoff’a dayanmaktadır. 

Metchnikoff, bu ürünlerde bulunan çubuk şeklindeki bakterilerin (Lactobacillus sp.), 

kolondaki kompleks mikrobiyel popülasyonu olumlu yönde etkilediğini ve konak 

üzerinde ‘otointoksikasyon’ adı verilen bir etkisi bulunduğunu belirtmiştir. 
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Antibiyotikler, hastalıkların tedavisi yanında gıda koruyucusu olarak da yaygın bir 

kullanım alanına sahiptir. Günümüzde gerek antibiyotik direnci gelişimi ve gerekse 

sağlık üzerinde oluşturduğu olumsuz yan etkiler nedeniyle, antibiyotiklerin kullanımının 

sınırlandırılması, fonkisyonel gıdalara olan ilgiyi artırmıştır (Collins and Gibson 1999). 

Fonksiyonel gıdalar (probiyotik ve prebiyotik) esas olarak, temel besleme işlevi 

yanında, tüketici sağlığını destekleyen ve immün sistemi güçlendiren gıdalardır (Gibson 

1998, Playne et al. 2003).  

 

2.2.1 Probiyotikler 

 

Probiyotikler, intestinal sistemin mikrobiyel dengesini düzenleyerek konakçı sağlığı 

üzerinde yararlı etkileri olan, canlı mikrobiyel gıda katkılarıdır. Günümüzde probiyotik 

tanımı, insan ve hayvan sağlığını destekleyen (güçlendiren) ve gıda, yem ya da gıda 

katkı maddelerine ilave edilen mikrobiyel preparatların tümünü kapsamaktadır. 

Probiyotik mikroorganizmaların en önemli grubunu laktik asit bakterileri 

oluşturmaktadır. Bunların içerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus türleri en yaygın 

olarak kullanılan probiyotik mikroorganizmalardır. Ayrıca bazı bakteri cinsleri ile maya 

ve küf türlerinden de probiyotik ürünlerin hazırlanmasında yararlanılmaktadır (Lee and 

Salminen 1995, Salminen et al. 1998 (Çizelge 2.3), Billoo et al. 2006, Kim et al. 2006).  

 

Çizelge 2.3 Probiyotik üretiminde kullanılan mikroorganizmalar (Salminen et al. 1998) 
 
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 
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Çizelge 2.3 Probiyotik üretiminde kullanılan mikroorganizmalar (Salminen et al. 1998)  
                   (devam) 
 
Streptococcus 

türleri 

Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus intermedius 

Bacteriodes türleri Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis, Bacteriodes ruminicola 

Bacteriodes amylophilus 

Propionibacterium 

türleri 

Propionibacterium shermanii, Propionibacterium freudenreichii 

Leuconostoc 

türleri 

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides 

Küfler  Aspergillus niger, Aspergillus oryzae 

Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis  

 

2.2.2 Probiyotik mikroorganizmaların özellikleri 

 

Probiyotik bir mikroorganizmanın tanımı için zorunlu kriterler LABIP (Laktik Asit 

Bakteri Endüstriyel Platformu) tarafından belirlenmiştir (Guarner and Schaafsma 1998, 

Ewaschuk and Dieleman 2006). Buna göre probiyotik potansiyeli taşıyan 

mikroorganizmalar:  

 

• İnsan orjinli olmalıdır. 

• Patojen özellik içermemelidir. 

• Gastrik asit ve safra tuzuna direnç göstermelidir. 

• Bağırsak epitel dokularına tutunmalıdır. 

• Gastrointestinal sistemde kısa süreler için de olsa sürekliliğini devam 

ettirebilmelidir. 

• Antimikrobiyel bileşikler üretebilmelidir. 

• İmmün cevabı stimüle edebilmelidir. 

• Metabolik etki kabiliyeti olmalıdır (kollesterol asimilasyonu, laktaz aktivitesi, 

vitamin üretimi). 

• Teknolojik süreçlere direç göstermelidir. 
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İnsan tüketimi için tasarlanan ürünlerde insan kaynaklı suşların kullanımı, konakçı ile 

spesifik interaksiyonlar ve türe bağlı sağlık etkileri açısından önem taşımaktadır. 

Normal bağırsak mikroflorasının üyeleri olmalarından dolayı Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Enterobacterium gibi laktik asit bakteri suşları insan tüketimi için 

tasarlanan probiyotik ürünlerde yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, bu bakteriler 

geleneksel olarak fermente süt ürünlerinin üretiminde de kullanılmakta ve GRAS 

(Genel Olarak Güvenli) olarak kabul edilmektedirler. Buna karşın, Saccharomyces 

boulardii gibi gıda endüstrisinde yaygın olarak kullanılan bazı probiyotik 

mikroorganizmalar, insan orjinli değildir (Dunne et al. 2001). 

 

2.2.2.1  Asitlik ve safra tuzlarına direnç 

 

Probiyotik olarak kullanılacak bir mikroorganizmanın, sindirim sisteminden geçişi 

sırasında canlı kalabilmesi zorunludur. Bu nedenle lizozim başta olmak üzere, ağız 

boşluğunda bulunan enzimlere dayanıklı olması ve midenin gastrik ortamından (pH 1.5-

3.0) büyük ölçüde etkilenmemesi gerekmektedir. Safra tuzları, karaciğerde 

kolesterolden sentezlenir ve safra kesesinden duodenuma salgılanır (500-700 mL/gün) 

(Hoffman et al. 1983). Bu asitler daha sonra kolonda mikrobiyel aktiviteden dolayı 

kimyasal modifikasyonlara (dekonjugasyon, dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve 

deglukuronidasyon) uğrar (Hill and Draser 1968, Shimada et al. 1969, Hylemon and 

Glass 1983). Tüm konjuge ve konjuge olmayan safra tuzları;  E.coli suşları, Klebsiella 

ve Enterococcus türleri için antibakteriyel etkiye sahiptir (Lewis and Gorbach 1972, 

Hoffman et al. 1983, Lee and Salminen 1995). Konjuge olmayan safra tuzları daha 

yüksek antimikrobiyel aktiviteye sahiptir. Gram-pozitif bakterilerin safra tuzlarına 

hassasiyeti, Gram-negatif bakterilerden daha yüksektir (Floch et al. 1972, Tahri et al. 

1996). In vitro direnç denemelerinde, bifidobakterilerin safra tuzlarına laktobasillerden 

daha dirençli oldukları belirlenmiştir (Dunne et al. 2001, Maragkouidakis et al. 2006). 

 

2.2.2.2 Bağırsak hücrelerine tutunma ve sindirim sistemine kolonizasyon 

 

Probiyotik mikroorganizmaların intestinal epitel yüzeylere tutunabilme kapasiteleri; 

intestinal bölgede kolonize olabilmelerinde, patojen mikroorganizmaların tutunmasını 
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engellemede, immün sistem modülasyonunda, hasarlı mukozanın iyileştirilmesinde ve 

daha fazla ve uzun süreli probiyotik etki sağlayabilmede kritik önem taşımaktadır (Ross 

et al. 1996). 

 

Probiyotik bakteriler, ağız boşluğunda bulunan mikroorganizmaların kolonizasyonunda 

etkili olan tutunma ve/veya koagregasyon faktörleri gibi farklı kolonizasyon 

mekanizmalarına sahiptir. Laktobasillerin insanlarda ince ve kalın bağırsağa tutunma ve 

kolonize olma mekanizmaları, hayvanlardaki tutunma ve kolonizasyon 

mekanizmalarından farklıdır. Hayvanlarda bu tutunma proksimal sindirim sistemde 

bulunan katlanmış epitel yüzeylerinde gerçekleşmektedir (Boot et al. 1996a). 

 

Domuz beslenmesinde probiyotik olarak kullanılan Lb. fermentum 104R’nin, 29 

kDa’luk bir protein araclığı ile domuz gastrik mukozasına tutunduğu saptanmıştır (Boot 

et al. 1996b). Lb. reuteri’de aynı fonksiyona sahip kollajen bağlanma proteini (Ross et 

al. 1996), Lb. fermentum BR11A’nın BspA proteini ile çok benzer bulunmuştur (Turner 

et al. 1997). Diğer yandan, Lb. johnsonii La1’in intestinal Caco-2 hücrelerine 

tutunmasında lipotaykoik asit (LTA)’in görev aldığı belirlenmiştir (Granato et al. 1999). 

S-tabakada yer alan hücre yüzey proteinleri gerçek bakteriler arasında çok yaygındır. 

Tutunma, moleküler eleme veya iyon tuzakları gibi çeşitli fonksiyonlardan S-tabaka 

proteinleri sorumludur. Lb. acidophilus ATCC4356 suşunda S-tabaka proteinlerinin 

genetik doğası üzerine yapılan çalışmalarda  iki gen tanımlanmıştır (Boot et al. 1996a, 

1996b, Granato et al. 1999). Bunlardan slpA’nın aktif transkripsiyonu yapılmaktadır. 

Aynı kromozom bölgesinde yer alan slpB (6 kb) ise sessiz bir gendir. Gastrointestinal 

sistemde bulunan mikroflorada substratlar veya reseptörler için ortaya çıkan yarışma, S-

tabaka proteinlerinin çeşitlenmesine yol açmaktadır (Vaughan and Mollet 1999, Dunne 

et al. 2001). 

 

2.2.2.3 Antimikrobiyel aktivite 

 

Probiyotik bakterilerin intestinal sistemdeki en önemli foksiyonlarından biri de konağın 

doğal florasının patojenler için bir bariyer oluşturmasına yardımcı olmaktır. Bu nedenle 

probiyotik mikroorganizmaların seçiminde, patojenleri ve bozulma etmeni 
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mikroorganizmaları inhibe etme potansiyeli önemli bir kriterdir. Birçok probiyotik suş, 

bu fonksiyonu hidrojen peroksit (H2O2), organik asit, diasetil, biyosürfaktan maddeler, 

bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri molekülleri içeren bir ya da bir kaç 

antimikrobiyel maddeyi üretmek ya da bağırsak epitel hücrelerine patojen bakterilerin 

tutunmasını engellemek suretiyle yerine getirmektedir (Gibson 1998, Ouwehand et al. 

1999). 

 

2.2.2.3.1 Bakteriyosinler 

 

Bakteriyosinler, bakteriler tarafından ribozomal olarak sentezlenerek ortama salgılanan 

ve genelde yakın akraba türlerin inhibisyonunda etkili olan peptit veya protein yapıdaki 

metabolitlerdir (Klaenhammer et al. 1995, Delves-Broughton et al. 1996). Başta 

Lactobacillus olmak üzere Lactococcus, Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, 

Pediococcus, Leuconostoc cinsi bakterilere ait pek çok tür bakteriyosin üretme 

yeteneğine sahiptir. Birleşmiş Milletlere bağlı FAO ve WHO teşkilatları, bir laktokok 

bakteriyosini olan nisin’in gıda koruyucusu olarak kullanımına ilk olarak 1969 yılında 

izin vermiştir (Eijsink et al. 1998). Diğer bazı bakteriyosin preperatlarının raf ömrü 

uzatıcısı olarak endüstriyel kullanımına da geçilmiştir. Örneğin; P. acidilactici 

tarafından üretilen pediosin PA-17AcH preperatı Meksika tipi peynirde, bir 

Propionobacterium bakteriyosini preperatı da (Mikrogard) süzme peynir ve meyveli 

yoğurtlarda (Glass et al. 1995, Soomro et al. 2002) raf ömrü uzatıcısı olarak kullanıma 

sunulmuştur. 

  

Bakteriyosinler, benzer aktivite özelliklerinden dolayı, birçok kaynakta antibiyotiklerle 

karıştırılmaktadır. Bakteriyosinleri antibiyotiklerden ayıran temel kriter, 

bakteriyosinlerin antibiyotiklere nazaran çok daha dar bir etki spektrumuna ve sadece 

yakın akraba türler üzerinde bakteriyosidal ya da bakteriostatik etkiye sahip olmalarıdır 

(Margeret et al. 2002). Bu antimikrobiyel bileşik grupları arasındaki diğer farklılıklar 

ise şu şekilde sıralanabilir: 
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1. Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen ürünlerdir. Antibiyotikler ise 

enzimatik işlenme sonucu aktif formlarını kazanırlar (bu süreçlerde 

kotranslasyonel ve post-translasyonel modifikasyonlar etkilidir). 

2. Her bakteriyosinin kendi dirençlilik proteini vardır. Bu dirençlilik proteinlerini 

kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapısal genleri ile bağlantılıdır. Antibiyotik 

dirençliliğini yöneten genetik determinantlar ise, yapısal antibiyotik genleri ile 

bağlantılı değildir. 

3. Bakteriyosinler genellikle bakterilerin gelişme fazında üretilir (birincil 

metabolitler) ve iki bileşenli bir sistem tarafından regüle edilir. Antibiyotikler 

ise, gelişimin durma fazında üretilen ikincil metabolitler olarak 

tanımlanmaktadır (Nes et al. 2001, Margeret et al. 2002). 

 

Yapılan çalışmalarla bakteriyosinlerin büyük bir çoğunluğunun plazmid kodlu olduğu 

ve hatta tek bir plazmidin üç farklı bakteriyosini kodladığı gösterilmiştir (Davey 1984, 

Martinez et al. 1999, Foschino et al. 2001, Soomro et al. 2002). Bununla beraber, bazı 

bakteriyosinlerin gen kodunun kromozomal DNA üzerinde bulunduğu da tespit 

edilmiştir (Malik et al. 1994, Delgado and Mayo 2004). Bakteriyosinlerin 

sentezlenebilmesi için, en az 4 farklı fonksiyona sahip gen ya da genlere gereksinim 

vardır. Bu genler, fonksiyonları esas alınarak aşağıdaki gruplara ayrılmaktadır: 

 

1. Öncü bakteriyosinlerin sentezlenmesinde görev alan yapısal genler 

2. Öncü peptidin olgunlaştırılmasında ve hücre dışına salgılanmasında görev alan 

genler 

3. Hücreyi kendi bakteriyosinine karşı koruyan proteinleri sentezleyen dirençlilik 

genleri 

4. Bakteriyosin sentezinin regülasyonundan sorumlu genler (Klaenhammer 1993, 

Nes and Tagg 1996, Delgado and Mayo 2004). 

 

Farklı gruplarda değerlendirilen bakteriyosinler, etki mekanizmaları bakımından da 

farklılık göstermekle birlikte, büyük bir çoğunluğunun ana hedefi konak hücre 

sitoplazma membranıdır. Bu hedef üzerinde etki biçimlerinin ise farklılıklar içerdiği 

belirlenmiştir. Söz konusu etki mekanizmaların ilki, spesifik bağlanma noktası 
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gerektirmeksizin, sadece elektrolit dengesine bağlı olarak hücre membranının yapısını 

tahrip etmek suretiyle gerçekleşen inhibisyon şeklidir. Özellikle geniş etki spektrumuna 

sahip bakteriyosinler ve kısa zincir yapısındaki Grup II bakteriyosinler bu tip etki 

mekanizmasına sahiptir (Oscariz and Pisabbarro 2001, Delgado and Mayo 2004). Bu 

etki mekanizmasına sahip bakteriyosinler, ancak belirli bir konsantrasyonun üzerinde 

etkinlik gösterebilirler. Spesifik bağlanma reseptörüne ihtiyaç duymayan membran aktif 

bakteriyosinlerin en önemli temsilcisi nisin’dir. Bakteriyosinlerin bir diğer etki 

mekanizması ise, anti-listeriyel bakteriyosinlerde görülen ve spesifik bağlanma bölgesi 

gerektiren inhibisyon etkisidir. Bu gruptaki bakteriyosinlerin sahip oldukları YGNGV 

amino asit dizisi, sadece bu diziyi tanıyan spesifik bir membran resptörüne bağlanır ve 

membran üzerinde iyon kanal yapısı oluşturarak potasyum ve magnezyum gibi önemli 

iyonların dışarı akmasına yol açar. Bakteriyosinlerde görülen bir diğer etki mekanizması 

ise, doğrudan proton itici kuvvetin bozulması yolu ile gerçekleştirilen inhibisyondur 

(Jack et al. 1995, Cuesta et al. 2000, Sullivan and Nord 2005 ). 

 

2.2.2.3.2 Laktik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinler 

 

Laktik asit bakterileri (LAB), düşük G+C oranına sahip, Gram-pozitif, fakültatif 

anaerob, sporsuz, ve asit tolerant olan türleri içeren heterojen bir gruptur. 

Karbohidratları heterofermentatif veya homofermentatif yolla laktik asite indirgerler. 

Heterofermentatif türleri yan ürün olarak asetik asit, formik asit, etanol ve karbondioksit 

oluşturabilmektedir. Bitkisel ve hayvansal hammaddelerin fermentasyonunda 

endüstriyel starter kültür olarak kullanılan bu bakteriler; Aerococcus, Oenococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella olarak adlandırılan 12 cins 

içermektedir. Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus 

cinsi üyeleri, fermente süt ürünlerinin üretiminde starter kültürler olarak 

kullanılmaktadır (De Vuyst and Leroy 2007). 

 

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafından üretilen bakteriyosinler, endüstriyel açıdan 

büyük önem taşımaktadır. Gıda zehirlenmelerine neden olan Gram-negatif patojenlere 

karşı kullanıma hazır düzeyde bir bakteriyosinin bulunmaması, herhangi bir 
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bakteriyosinin tek başına tüm Gram-pozitif patojenleri inhibe edebilecek kadar geniş bir 

etki spektrumuna sahip olmaması ve bazı bakteriyosinlerin genetik stabilite içermemesi 

gibi temel unsurlar, bakteriyosinlerin gıdalarda doğrudan kullanımını 

sınırlandırmaktadır. Buna rağmen bakteriyosin üreticisi starter kültür suşları, bazı 

fermente gıdaların patojen ve bozulma etmeni bakterilerden korunmasında, gıda 

güvenliği ve insan sağlığı açısından etkin çözümler sunmaktadır (De Vuyst and Leroy 

2007).  

 

Lactobacillus cinsine dahil bakteriler, ürettikleri bakteriyosinlerin sayısı ve çeşitliliği 

bakımından büyük önem taşımaktadır. Laktobasiller, laktoz fermentasyonu sonucu 

ürettikleri laktik asit, asetik asit, etanol, asetaldehit, diasetil ve diğer aroma bileşenleri 

gibi metabolik bileşiklerle süt ürünlerinin yapısal ve aromatik özelliklerinin gelişimine 

katkıda bulunmaktadır. DNA baz komposizyonu açısından (% 32-55 mol G+C) 

heterojen olan laktobasiller; Gram-pozitif, katalaz negatif, sporsuz, ince veya kalın 

çubuk morfolojisindedir. Şu ana kadar bu cinse ait 80 üzerinde tür ve alt tür 

tanımlanmıştır. Büyük bir çoğunluğu Grup II ve Grup III bakteriyosinlerine dahil olan 

Lactobacillus bakteriyosinleri, gıda sanayinde yüksek bir kullanım potansiyeline 

sahiptir (Kandler and Weiss 1986, Schleifer 1987), (Settanni and Corsetti 2008 Çizelge 

2.4).  

 

Endüstriyel açıdan önem taşıyan bakteriyosin üreticisi bir diğer cins Pediococcus’tur. 

Pediococcus cinsine ait türler, Gram-pozitif, katalaz-negatif ve genellikle çiftler ya da 

tetratlar halinde bulunan kok şekilli bakterilerdir. Zayıf homofermentatif olan bu cins 

üyeleri % 6.5 NaCl konsantrasyonunda gelişme yeteneğindedir. Çoğu pediokok laktozu 

fermente edemez ve süt ortamında zayıf gelişir. Diasetil ve asetoin başlıca metabolik 

ürünleridir. P. acidilactici tarafından üretilen pediosin PA-1/AcH güçlü bir anti-

listeriyel etkiye sahiptir. Bu özellik söz konusu suşun starter kültür bileşeni olarak 

kullanım potansiyelini artıran ana unsurdur (Stiles 1996, Settani and Corsetti 2008). 

 

Son yıllarda LAB bakteriyosinlerinin bakterisidal aktivitesini genişletmeyi amaçlayan 

çalışmalar; laktoperoksidaz sistemi, hidrolitik enzimler ve çeşitli çelat ajanları 
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(sideroforlar gibi) gibi diğer antibakteriyel faktörlerle bakteriyosinlerin sinerjik etkileri 

üzerine yoğunlaşmıştır (Settani and Corsetti 2008). 

 

Çizelge 2.4 Laktobasiller tarafından sentezlenen başlıca bakteriyosinler (Settani and  
                   Corsetti 2008)     
 
Bakteriyosin Sentezleyen Tür Etki Spektrumu 

Asidosin 8912 Lb. acidophilus Lb. casei, Lb. plantarum, Lactococcus lactis 

Asidophilusin A Lb. acidophilus Lb. delbrueckii, Lb. helveticus 

Brevisin Lb. brevis Pediococcus damnosus, Leuconostoc oenos 

Kazeisin 80 Lb. casei *** 

Kurvasin A Lb. curvatus Lb. sake, Lb. ivanovii, E. faecalis, L. monocytogenes 

Gasserisin A Lb. gasseri Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. brevis 

Helvetisin J Lb. helveticus *** 

Helvetisin V-1829 Lb. helveticus Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 

Laktasin B Lb. acidophilus Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, L. monocytogenes 

Laktasin F Lb. johnsonii Lb. fermentum, E. faecalis, Staphylococcus aureus 

Laktasin A Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii subsp. lactis 

Laktasin B Lb. delbrueckii Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. fermenti 

Laktosin 27 Lb. helveticus Lb. acidophilus 

Laktosin S Lb. sake Pediococcus sp. 

Plantarisin A Lb. plantarum Leuconostoc sp. 

Plantarisin B Lb. plantarum Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus rhamnosus 

Plantarisin S Lb. plantarum Cl. tyrobutyricum, Lb. reuteri 

Plantarisin T Lb. plantarum Cl. tyrobutyricum, Propionibacterium sp., Cl. 

botulinum sporları 

Reuterisin 6 Lb. reuteri Lb. acidophilus, L. monocytogenes 

Reutrisiklin Lb. reuteri *** 

Reuterin Lb. reuteri Salmonella sp. , Candida sp., Shigella sp., Clostridium 

sp. 

Sakasin A Lb. sake Carnobacterium piscicola, L. Monocytogenes 

Sakasin P Lb. sake L. monocytogenes 

*** Etki spektrumu belli değil 
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2.2.2.4 Güvenlik kriterleri ve teknolojik özellikler 

 

Probiyotik ürün oluşturmak amacıyla yeni cins ve türlerin seçiminde FHO/WHO 

tarafından önerilen, uyulması zorunlu güvenlik kriterlerine dikkat edilmesi 

gerekmektedir. Güvenilir bir probiyotik seçiminde en önemli kriter, suşun tanımlanmış 

olmasıdır. Bu amaçla DNA-DNA hibridizasyonu veya 16S rRNA dizi analiz teknikleri 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Probiyotik özellik gösteren bir bakteri, patojen suşlara 

da sahip bir türün üyesi ise detaylı bir klinik tanının yapılması gerekmektedir. Dikkat 

edilmesi gereken bir diğer güvenlik kriteri de, antibiyotik direnç genlerini taşıyıp 

aktarabilen ve intestinal sistemde mukozal yapıya zarar veren suşların probiyotik olarak 

kullanılmamasıdır (Anonymous 2001).  

 

Probiyotik potansiyeli olan mikroorganizmaların faj dirençlilik, genetik stabilite gibi 

özelliklerinin iyi araştırılması yanında; büyük ölçekte üretime uygunluk, ürün tadında 

olumsuz etkisinin olmaması ve üründe canlı kalabilme yeteneği gibi teknolojik 

süreçlerdeki durumunun da belirlenmesi gerekmektedir. Probiyotik ürünler genellikle 

mikroorganizmaların canlılığını ve aktivitesini olumsuz yönde etkileyebilecek santrifüj, 

liyofilizasyon gibi yöntemler uygulanarak toz veya granüler formda hazırlanmaktadır. 

Probiyotik ürün, hedeflenen yararlı etkiyi gösterebilmesi için bağırsak florasında yarışa 

girebilecek düzeyde canlı mikroorganizma sayısına sahip olmalıdır. Probiyotik ürünün 

içerdiği canlı bakteri sayısı; depolama süresi, nem, sıcaklık gibi koşullardan 

etkilenmektedir. Bu nedenle probiyotik suşların canlılığı ve stabilitesi üzerine teknolojik 

süreçlerin etkisinin incelenmesi, son kullanım tarihini belirlemek için zorunludur 

(Sanders and Veld 1999, Dunne et al. 2001). 

 

2.2.3 Probiyotik etki mekanizmaları 

 

Probiyotiklerin konağı intestinal sistem bozukluklarına karşı nasıl koruduğunu 

açıklamaya çalışan birçok mekanizma bulunmaktadır. Muhtemel etki mekanizmaları:  

 

• Antimikrobiyel maddeler üreterek patojen bakterilerin inhibisyonu 

• Tutunma bölgelerinin bloke edilmesi 
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• Besin maddeleri için rekabet 

• Toksin reseptörlerinin yıkımı  

• İmmün sistemin uyarılması, olarak tanımlanmaktadır (Rastall et al. 2005). 

 

2.2.4 Probiyotiklerin tüketici sağlığı üzerindeki etkileri 

 

İntestinal floranın probiyotik bakteri tüketimiyle desteklemesinin sağlık üzerindeki 

olumlu etkileri uzun yıllardır bilinmektedir. Bu doğrultuda yapılan araştırmalarda; daha 

sağlıklı bir yaşam sürmek, vücut direncini artırmak, intestinal düzensizliklerle ve 

hastalıklarla mücadele etmek için probiyotik tüketiminin gerekli olduğu klinik 

deneylerle ispatlanmıştır (Laurens-Hattingh and Viljoen 2001, Sullivan and Nord 2005). 

 

2.2.4.1 Laktoz intoleransı 

 

Laktoz intoleransı (laktozun sindirilememesi) özellikle Afrika ve Asya’da daha yaygın 

olup ilerleyen yaş, sindirim sistemi hastalıkları ya da antibiyotik kullanımı gibi bazı 

terapi tiplerinin neden olduğu bağırsak mukozasının bozulması sonucu, laktaz enzimin 

azalmasından kaynaklanmaktadır (Zubillaga et al. 2001). Laktoz intoleransı olan 

hastalarda sindirilmeden kalan laktozdan dolayı ozmatik denge bozularak bağırsak 

içerisinde sıvı ve elektrolit birikimi meydana gelmekte ve laktozun florada bulunan 

bakteriler tarafından fermentasyonu sonucu hidrojen, metan ve karbondioksit gazları 

açığa çıkmaktadır. Laktoz intoleransının başlıca belirtileri aşırı gaz, şişkinlik, bulantı ve 

ishaldir. Probiyotik bakterilerin ince bağırsakta safra tuzlarının etkisiyle parçalanması 

sonucu bakteriyel laktazın serbest kalarak laktozu metabolize ettiği öne sürülmektedir 

(Ouwehand et al. 1999, Zubillaga et al. 2001). Ayrıca probiyotik laktobasil içeren 

ürünlerin tüketiminin beta-glukoronidaz, nitroredüktaz ve azonitroredüktaz gibi fekal 

bakteri enzimlerinin aktivitesini azalttığı da saptanmıştır (Noble et al. 2002). 

Bifidobakteriler ve diğer probiyotik bakterilerin klinik preperasyonlarının, laktoz 

intoleranslı hastalara uzun süre verilmesiyle hastalarda semptomların azaldığı veya 

tamamen ortadan kalktığı gösterilmiştir (Heyman and Menard 2002). 
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2.2.4.2 Diyare 

 

Diyare, bağırsakta peristaltik hareketlerin artması, emilimin azalması ve/veya 

salgılanmanın artması sonucu ortaya çıkmaktadır. Escherichia coli, Salmonella, 

Clostridium difficile ve rotavirusların neden olduğu enfeksiyonlar, hastalığın başlıca 

nedeni sayılmaktadır (Ciarlet and Estes 2001).  

 

Probiyotik suşların, çocuklardaki hastane diyarelerini engellemesi üzerine yapılan bir 

çalışmada; Lactobacillus GG’nin proflaktik kullanımının, çocuklardaki rotavirus 

gastroenterit riskini belirgin bir şekilde düşürdüğü saptanmıştır (Szajewska et al. 2001). 

Lactobacillus GG’nin proflaktik kullanımının, gelişmekte olan ülkelerde çocuk 

diyaresinin engellenmesi üzerine etkisinin incelendiği bir diğer çalışmada ise, 

Lactobacillus GG alan çocuklarda, plasebo grubundaki çocuklara göre daha az diyare 

vakasıyla karşılaşıldığı ve koruyucu etkinin çocuklardaki yaş gruplarına ve anne sütüyle 

beslenme kriterlerine göre değişim gösterdiği belirlenmiştir. Probiyotik tedavi, rotavirüs 

tarafından enfekte olmuş çocuklarda diyare süresini kısaltmakta ve sıvı dışkılamada 

azalmaya neden olmaktadır (Oberhelman et al. 1999, Guandalini et al. 2000, Szajewska 

et al. 2001). Lb. rhamnosus (19070-2) ve Lb. reuteri (DSM 12246) kullanımı sonucu 

da, akut diyareli çocuklarda tedavinin beşinci gününden itibaren kontrol grubuna göre 

daha az sulu dışkılama olduğu belirlenmiştir (Rosenfeldt et al. 2002). Lb. casei DN-

14001’in rotavirüs enfeksiyonunu engelleme mekanizması ise, bakteriye ait çözünen 

faktörlerin bağırsak yüzeyindeki glikolizasyonu değiştirmesi olarak tanımlanmıştır     

(Freitas et al. 2003). 

 

Seyahat diyarelerinin % 80’nin nedeni E. coli, Shigella ve Salmonella üyeleridir. 

Lactobacillus GG’nin profilaktik olarak kullanıldığı plasebo kontrollü çalışmada, 

Türkiye’ye seyahat eden bireylerde diyarenin oluş sıklığında düşme (Lactobacillus 

grubunda % 23.9, plasebo grubunda % 39.5 hastalık oranı tanımlanmıştır) saptanmıştır. 

Saccharomyces boulardii’nin yolculuk diyaresi üzerindeki etkisinin araştırıldığı plasebo 

kontrollü bir başka araştırmada ise, diyarenin oranında bölgeye ve doza bağlı olarak 

düşüş olduğu tespit edilmiştir (Oksanen et al. 1990, Kollaritsch et al. 1993, Sullivan and 

Nord 2005). 
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Antibiyotik tedavisi alan hastalarda görülen en yaygın (hastaların % 5-25’i) 

komplikasyon, antibiyotik nedenli diyareler (AAD)’dir. Lactobacillus GG’nin 

yetişkinlerdeki AAD’nin engellenmesi üzerine etkisini esas alan bir çalışmada, 

asemptomik Helicobacter  pylori enfekte hastalar, probiyotik içeren veya içermeyen 

üçlü antibiyotik tedavisine tabi tutulmuştur. Çalışma sonucunda probiyotik ilavesinin 

hastalardaki diyare ve kusma şikâyetlerinde belirgin bir azalmaya neden olduğu tespit 

edilmiştir. H. pylori tedavisi alan hastalardaki üç probiyotik suş içeren preperat 

(Lactobacillus GG, Lb. acipdophilus ve Bf. lactis; Ferzym, Specchiasol, Milan, Italy) 

kullanımının koruma etkisi, plasebo kontrollü bir çalışmayla tespit edilmiştir. Plasebo 

grubuyla karşılaştırıldığında, probiyotik ürün kullanan hastaların diyare oranında 

belirgin azalma olduğu belirlenmiştir (Armuzzi et al. 2001, Cremonini et al. 2002, 

Rastall et al. 2005). 

 

Radyoterapi tedavisi gören kanser hastalarında ve enteral tüple beslenen hastalarda 

görülen başlıca komplikasyon akut diyaredir. Lb. plantarum, Lb. acipdophilus, Lb. 

delbruekii sp. bulgaricus, Bf. longum, Bf. breve, Bf. infantis ve Str. salivarius sp. 

thermophilus suşlarını içeren propiyotik bir preperat olan VSL 3’ün; sigmoid, rektal 

veya servikal kanser nedeniyle ameliyat olan ve daha sonra radyoterapi görmüş 190 

hastada etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, probiyotik ürünün plasebo grubuna göre 

akut diyarenin şiddetini önemli ölçüde azalttığı saptanmıştır (Delia et al. 2002, Sullivan 

and Nord 2005). 

 

2.2.4.3 Helicobacter pylori enfeksiyonları  

 

H.  pylori; kronik gastirit, peptik ülser ve gastrik kanser nedenidir. Probiyotiklerin, H. 

pylori enfeksiyonları üzerine etkisi çeşitli klinik testlerle araştırılmıştır. Lb. 

salivarius’un, H. pylori’nin kolonizasyonunu engellediği ve IL-8 salgılanmasını stimüle 

ettiği in vitro koşullarda saptanmıştır. Ayrıca, H. pylori ile enfekte farelerde, Lb. 

salivarius’un H. pylori kolonizasyonunu azalttığı belirlenmiştir (Kabir et al. 1997). H. 

pylori pozitif hastalar üzerinde standart üçlü tedavi ile birlikte, Lb. acidophilus (LB)’un 

etkilerinin araştırıldığı çalışmada; üre nefes testi sonuçlarına göre, probiyotik alan 

grupta (% 88), plasebo gruba (% 72) kıyasla hastalıkta anlamlı bir gerileme tespit 
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edilmiştir (Canducci et al. 2000, Malfertheiner et al. 2002). Başka bir çalışmada, H. 

pylori gelişimi üzerine probiyotiklerin inhibitör etkisini belirlemek amacıyla L. casei 

Shirota içeren süt test edilmiştir (Sheu et al. 2002). Üreaz aktivitesinin, kontrol grubuyla 

(% 33) karşılaştırıldığında probiyotik içeceği alan bireylerde   % 64 oranında azaldığı 

tespit edilmiştir. Üçlü antibiyotik tedavisi alan H. pylori pozitif hastalara, probiyotik 

Lactobacillus ve Bifidobacterium suşlarını içeren yoğurt verilerek yapılan çalışmada ise 

probiyotik grubun, sadece üçlü tedaviyi alan gruba göre, enfeksiyonun tedavisinde daha 

başarılı olduğu  (% 78-91) belirlenmiştir (Cats et al. 2003).   

 

2.2.4.4  Crohn hastalığı 

 

Crohn hastalığı, gastrointestinal sistemi etkileyen transmural inflamasyon ile karakterize 

edilir. Geleneksel tedavi, konak immün yanıtının modifiye edilmesiyle yürütülür. Ancak 

intestinal mikrofloranın düzenlenmesi de yeni bir tedavi yöntemi olarak kabul 

görmektedir. Üç bifidobakteri ve dört laktobasil türü ile Str. salivarius sp. thermophilus 

kombinasyonunu içeren probiyotik bir ürünün, ameliyat sonrasında crohn hastalalığı 

lezyonlarının tekrarlanmasını engelleme etkisi, plasebo kontrollü bir çalışmada 

gösterilmiştir. Bir yıl süren çalışmada, antibiyotik-probiyotik kombinasyonu ile tedavi 

edilen hastalarda lezyonların tekrarlama oranında, plasebo grubuna göre belirgin bir 

azalma tespit edilmiştir (Gionchetti et al. 2003). 

 

2.2.4.5 Ülseratif kolitler 

 

Bf. breve, Bf. bifidum ve Lb. acidophilus YIT 0168 içeren probiyotik ürünün, ülseratif 

kolitlerin tedavisinde etkinlik gösterdiği belirlenmiştir. Bir yıl süren çalışmanın 

sonuçlarına göre, tedavisinde probiyotik ürün kullanılan grupta yer alan 11 hastanın 

ancak üçünde, plasebo grubunda ise 10 hastadan dokuzunda semtoplarda artış meydana 

geldiği tespit edilirken, kolonoskobik bulgularda fark saptanmamıştır (Ishikawa et al. 

2003). 
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2.2.4.6 Poşitis 

 

Poşitis, intestinal floradaki düzensizliklerin tetikleyici bir faktör olarak rol oynadığı 

ileal-anal anastomosis sonrası, ileal bölgede meydana gelen inflamasyon ile tanımlanır. 

Lactobacillus GG’nin kese mukozasında endoskopik ve histolojik inflamasyon olan 

hastalar üzerindeki etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, probiyotik kullanımının kese 

mikroflorasındaki değişimleri indüklediği belirlenmiştir (Kuisma et al. 2003). 

Probiyotik VSL 3 preperatı kullanılarak yapılan çalışmada ise, VSL 3 ile tedavi edilen 

hastaların % 85’inde, 9 ay sonra hastalık etkilerinde azalma görülürken, plasebo 

grubundaki tüm bireylerde hastalığın tekrarladığına dair bulgular elde edilmiştir 

(Mimura et al. 2004).  

 

2.2.4.7 Rahatsız bağırsak sendromu 

 

Rahatsız bağırsak sendromu (IBS), karın ağrısı veya düzensiz dışkılamaya bağlı 

şikayetler ile karakterize edilen fonksiyonel bir hastalıktır. IBS hastalarındaki intestinal 

mikrofloranın sağlıklı bireylerden farklı olduğu ve bu hastalarda gıdaların olağan dışı 

fermentasyonunun gerçekleştiği saptanmıştır (Halpern et al. 1996). Isı ile öldürülmüş 

Lb. acidophilus kullanarak gerçekleştirilen plasebo kontrollü çalışmada, probiyotik 

ürünün hastaların % 50’sinde tedavi edici etkisi bulunduğu tanımlanmıştır (Mertz 2003, 

Ewaschuk and Dieleman 2006).  

 

2.2.4.8 Kanser 

 

İnsanlarda görülen kanserlerin başlıca nedenlerinden biri, çevreden alınan kanserojen 

maddelerdir. İntestinal sistemde bulunan bakteriler, kanserojenlerin inaktivasyonunda, 

yayılmasında ve özellikle nitrozaminlerin ve safra streollerinin kanser etmeni maddelere 

dönüşümünün engellenmesinde önemli rol oynamaktadır. Diyet bileşiminde bulunan 

maddeler de kanser oluşum riskinin azalmasında veya artmasında etkili unsurlar olarak 

tanımlanmaktadır. Lb. acidophilus içeren fermente gıdalarla beslenme, tümör 

başlatıcıların ve prekarsenojenlerin üretimine katılan koliformlar gibi bakterileri 

baskılayarak, intestinal mikroflora üzerinde olumlu etkilere yol açmaktadır (Ayebo et 
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al. 1980). İn vitro araştırma bulguları, probiyotik bakterilerin muhtemel mutajenik ve 

genotoksik etkileri önlemek suretiyle kanser riskini azalttığını göstermiştir (Goldin et al. 

1996, Brady et al. 2000, Rafter 2002). Probiyotik laktik asit bakterilerinin göğüs ve 

mesane kanseri gibi birçok kanser türü üzerine etkileri çalışılmakla beraber, en çok 

çalışılan kanser türü kolorektal kanserlerdir. Probiyotik laktik asit bakterilerinin 

antikanser etkilerinin deney hayvanları yanında in vitro koşullarda da araştırıldığı 

çalışmalarla elde edilen bulgular oldukça umut verici olmasına rağmen, laktik asit 

bakterilerinin hangi mekanizmayla kolon kanserini inhibe ettiğine dair kesin kanıtlar 

henüz belirlenememiştir. Önerilen bazı mekanizmalar şunlardır: 

 

• Konağın immün yanıtının güçlendirilmesi 

• Potansiyel kanserojen bileşiklerin yapılarının bozulması 

• İntestinal floradaki nitel ve/veya nicel değişimler 

• Kolonda antimutajenik ve antitümörijenik bileşiklerin üretimi  

• İntestinal mikrofloradaki metabolik aktivitelerin değişimi (prekarsenojenlerin 

karsenojenlere dönüşümünün engellenmesi) 

• Kolondaki fizyokimyasal koşulların değişimi (düzelmiş intestinal geçirgenlik, 

toksin emiliminin önlenmesi ya da gecikmesi, güçlendirilmiş intestinal bariyer 

mekanizmalar)  

• Konak fizyolojisi üzerindeki etkileri   (Mogensen et al. 2000, Rafter 2002) 

 

2.2.4.9 Diğer etkiler 

 

Kolesterol, hayvanlar alemindeki tüm canlıların hücre membranında bulunan, vücutta 

kortikosteroidler, seks hormonları, safra asitleri ve D vitamini gibi diğer steroidlerin ön 

bileşiğini oluşturan ve metabolizmada önemli rol oynayan organik bir maddedir. Kan 

kolesterollerinin yüksek düzeyleri, kardiyovasküler hastalıklar açısından önemli bir risk 

faktörüdür. Laktik kültürlerin, özellikle Lb. acidophilus içeren süt ürünlerinin serum 

kolesterol düzeyini düşürücü ve fekal laktobasil sayısını arttırıcı etkileri olduğu 

belirlenmiştir (Rolfe 2000). Probiyotik bakterilerin serum kolesterolünü düşürücü 

etkilerini açıklamaya yönelik değişik görüşler bulunmaktadır. En çok kabul gören 

görüş; probiyotiklerin safra tuzlarını serbest asitlere parçalayarak intestinal sistemden 
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hızlı bir şekilde uzaklaştırıldığını ileri sürmektedir. Serbest safra tuzları vücuttan atıldığı 

için, kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezi, vücuttaki toplam kolesterol 

konsantrasyonunu düşürebilmektedir (De Boever et al. 2000). Bir başka görüşe göre ise, 

probiyotik laktik asit bakterileri asit üretimi sonucu pH’yı düşürerek, dekonjuge safra 

tuzları ile kolesterolün presipitasyonuna neden olmaktadır (Laurens-Hattingh and 

Viljoen 2001). 

 

Bazı çalışmalar, Lactobacillus GG gibi probiyotik bakterilerin, atropik dermatit ve gıda 

allerjisi olan hastalarda doğal bariyer mekanizmaları uyarabildiğini ve gıda allerjisi gibi 

hastalıkların tedavisinde etkili bir terapi yöntemi olabileceğini göstermektedir (Majamaa 

and Isolauri 1997, Laurens-Hattingh and Viljoen 2001).  

 

Doğal vajinal floranın en önemli grubunu oluşturan laktobasiller; ürettikleri 

bakteriyosin, laktik asit ve hidrojen peroksit gibi antibakteriyel bileşiklerle, patojen 

mikroorganizmaların kolonizasyonuna engel olmaktadırlar. Diyetle alınan Lb. 

acidophilus gibi probiyotik ürünlerin, ürogenital Candida albicans enfeksiyonlarını 

önlediği ve/veya tekrarlanma oranını azalttığı belirlenmiştir. Bakteriyel vajinozise 

neden olan anaerobik patojenlerin gelişmesine, vajinada bulunan laktobasillerin 

azalması veya yokluğu neden olmaktadır (Murray 1998, Wiesenfeld et al. 2003). 

Probiyotiklerle vajinal mikrobiyel floranın modifikasyonunun, HIV enfeksiyonlarına 

karşı korunmada etkili olabileceği düşünülmektedir. Bakteriyel vajinozise karşı 

probiyotiklerle korunmada kritik nokta, verilen bakterilerin vajinada kolonize 

olabilmesidir. Çalışmalar; Lb. rhamnosus GR-1 ve Lb. fermentum RC-14’ün ağızdan 

veya intravajinal olarak uygulandığında, dakikalar içinde virüsü öldürebildiğini ve bir 

kaç hafta içinde, vajinaya herhangi bir zararlı etkisi olmadan kolonize olabildiğini 

göstermiştir (Cadieux et al. 2002, Wiesenfeld et al. 2003).  

 

Bebek bağırsak mikroflorasının dengesi; alerji, astım, otizim ve gastrointestinal 

hastalıklar açısından büyük bir önem taşımaktadır (Salminen et al. 2004). Probiyotik 

mikroorganizmaların tüketiminin çocuklarda diyare, solunum ve diş çürümesi 

enfeksiyonlarını, bebeklerde atopik dermatit  ve yenidoğanlarda nekrotizan enterekolit  

oranını düşürdüğü tespit edilmiştir. Sütten kesme sırasında probiyotik 
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mikroorganizmalarla desteklenmiş bebek mamaları ile beslemenin, kompleks diyete 

geçmenin neden olduğu yaygın semptomların engellemesine, akut diyare ve kabızlık 

oranının azalmasına neden olduğu belirlenmiştir (Saxelin et al. 1996, Isolauri 1997, 

Hoyos 1999, Dunne 2001, Rastall et al. 2005). Ayrıca çeşitli probiyotik ve 

prebiyotiklerin kalsiyum emilimini artırma özelliği ve çocukların kemik yoğunluk 

seviyelerini iyileştirme etkisi klinik deneylerle gösterilmiştir (Griffin et al. 2002).  

 

Yaşlanma ile bağlantılı olarak bağırsak mikrobiyel florasının kompozisyonu 

değişmektedir. Genellikle, 55-60 yaşlarından sonra bifidobakteri populasyonunun 

diyetteki veya hormonlardaki değişiklerle, yaşam tarzındaki etkilerle ve/veya 

immünolojik, fizyolojik nedenlerle belirgin bir şekilde azaldığı kabul edilmektedir. 

Mikrofloradaki değişimler bireyleri gastrointestinal problemlere veya bağırsaktaki 

bakterilerin neden olduğu hastalıklara (örneğin kanser, arthirik veya allerjik hastalıklar) 

karşı daha duyarlı hale getirmektedir. Bu yüksek risk grubundaki bireylere, özellikle 

entero ve ürogenital patojenlere karşı korumada fonksiyonel gıda uygulamalarının 

yapılabileceği düşünülmektedir (Rastall et al. 2005).  

 

Yaygın olarak kullanılan probiyotik bakteriler ve klinik olarak tanımlanmış etkileri 

Çizelge 2.5’de verilmiştir (Sanders and Veld 1999). 

 

Çizelge 2.5 Yaygın olarak kullanılan probiyotik bakteriler ve klinik çalışmalarla  
                   belirlenen etkileri (Sanders and Veld 1999) 
 
 Suş Klinik Çalışmalarla Belirlenen Etkiler 

Lactobacillus johnsonii 
LA1 

İnsan intestinal hücrelerine tutunma, intestinal floranın 
düzenlenmesi, immün modülasyon, H. pylori tedavisinde 
yardımcı ajan 

Lactobacillus acidophilus 
NCFB 1748 

Fekal enzim aktivitesinin azaltılması, radyoterapi nedenli 
diyarenin önlenmesi, kabızlığın iyileştirilmesi 

Lactobacillus rhamnosus 
GG (ATCC 53013) 

Rotavirus diyare riskinin azaltılması ve tedavisi, 
antibiyotik nedenli diyarelere karşı koruma, bebeklerdeki 
atopik ekzamanın azaltılması, atopik hastalıkların 
önlenmesi, sistik fibrozis semptomlarının azaltılması, 
bifidobakteri florasının desteklenmesi, Streptococcus 
mutans aktivitesinin azaltılması  
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Çizelge 2.5 Yaygın olarak kullanılan probiyotik bakteriler ve klinik çalışmalarla  
                    belirlenen etkileri (Sanders and Veld 1999) (devam) 
 
 Suş Klinik Çalışmalarla Belirlenen Etkiler 

Str. thermophilus, 
Lactobacillus bulgaricus 

Laktoz intoleransı semptomlarında suşa bağlı iyileştirme 

Lactobacillus acidophilus 
La-5 

İntestinal floranın düzenlenmesi, seyahat diyarelerine 
karşı koruma, immün modülasyon 

Bifidobacterium lactis Bb-
12 

Rotavirüs diyarelerini de içeren viral diyarelerin tedavisi 

Lactobacillus gasseri 
(ADH) 

Fekal enzim aktivitesinin azaltılması 

Lactobacillus reuteri İntestinal sisteme kolonizasyon, rotavirüs diyarelerinin 
tedavisi, intestinal floranın düzenlenmesi 

Lactobacillus rhamnosus İmmün modülasyon, intestinal floranın düzenlenmesi 

Lactobacillus rhamnosus 
DR 10 

İmmün modülasyon, intestinal floranın düzenlenmesi, 
mukozaya tutunma 

Bifidobacterium lactis 
HN019 

İmmün modülasyon, intestinal floranın düzenlenmesi 

Probiyotik kombinasyon 
(VSL 3) 

İnflamatöz bağırsak hastalıklarında ve rahatsız bağırsak 
sendromunda pozitif etki, poşitisin önlenmesi, 
radyoterapi nedenli diyalerin önlenmesi ve tedavisi 

Escherichia coli NISSLE İnflamatöz bağırsak hastalıklarında pozitif etki  

Probiyotik karşım VSL 3 
(Lb. bulgaricus, Lb. 
plantarum, Str. 
thermophilus, Bf. longum, 
Bf. infantis ve Bf. breve) 

Yetişkinlerdeki rahatsız bağırsak sendromu 
hastalıklarında pozitif etki 

S. boulardii  Antibiyotik nedenli diyarelerin önlenmesi, C. difficile 
kolitlerinin tedavisi, antibiyotik nedenli diyarelerin 
tedavisi 

Lactobacillus casei 
Shirota 

İntestinal düzensizliklerin önlenmesi, intestinal 
bakterilerin düzenlenmesi, fekal enzim aktivitesinin 
azaltılması, mesane kanserinin tekrarlanmasının 
engellenmesi, mesane kanseri riskinin azaltılması 

Lactobacillus acidophilus 
NFCM 

Fekal enzim aktivitesinin azaltılması, yüksek laktaz 
aktivitesi, laktoz intoleransı tedavisi, bakteriyosin üretimi 
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2.2.2 Prebiyotikler 

 

Prebiyotikler, seçici olarak kolonda bulunan bakteri türlerinin gelişimini ve/veya 

aktivitesini stimüle ederek konağa yararlı etkiler sağlayan, sindirilemeyen gıda 

içerikleridir. Prebiyotiklerin kullanımı, probiyotiklerden daha yaygındır. Bir gıda 

içeriğinin bir prebiyotik olarak değerlendirilebilmesi için asgari kriterler tanımlanmıştır:  

 

1.  Gastrointestinal sistemin üst kısmında emilimi gerçekleşmeli ve hidrolize 

dirençli olmalıdır. 

2.  Kolonda bulunan laktobasiller ve bifidobakteriler gibi yararlı bakteriler için 

seçici bir substrat olmalıdır.  

3.  Kolonik mikroflorayı daha sağlıklı bir komposizyona çevirebilmelidir (Gibson 

and Roberfroid 1995). 

 

Prebiyotikler, normal bağırsak mikroflorasındaki türlerin gelişimini, dışardan alınan 

türlere göre daha fazla stimüle etmek amacı ile kullanılır. Prebiyotikler, ısıya 

dayanıklılık, oksijenden (O2) etkilenmeme ve doğal probiyotik florayı destekleme 

özelliklerini içermelidir. Oligosakkaritler, prebiyotik sınıflandırması için gerekli tüm bu 

kriterleri karşıladıklarından, en önemli prebiyotik bileşikler olarak kabul edilmektedir 

(Rycroft et al. 1999). Oligosakkaritler, 2-20 şeker ünitesinden oluşan kısa zincirli 

polisakkaritlerdir. Bunların bazıları meyve ve sebzelerde doğal olarak bulunmakta, bir 

kısmı ise, polisakkaritlerin (karbohidratlar) hidrolizi ile veya enzimatik yolla 

üretilmektedir. Fruktooligosakkaritlerin (Bouhnik et al. 1999) ve galakto-

oligosakkaritlerin (Sako et al. 1999), yetişkinlerin intestinal mikroflorası üzerindeki 

yararlı etkilerini destekleyen pek çok çalışma bulunmaktadır. Hindibağ FOS (chiFOS), 

bifidogenik etkiye sahip prebiyotik grubunda yer almaktadır. Sindirilemeyen 

oligosakkaritlerin bu sınıfı, hidrolize dirençli olduğundan, bozulmadan kolona ulaşır ve 

simbiyotik bakteriler tarafından fermente edilir. FOS’un fermente edilebilme özelliği ve 

bifidogenik etkisi in vitro ve in vivo çalışmalarla gösterilmiştir. Sonuçlar kısa zincirli 

yağ asitlerinin oluşumu, düşük pH gelişimi ve Bifidobacterium sp. nin bağırsak ve fekal 

florada artışıyla doğrulanmıştır (Parracho et al. 2007). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 
 
 
3.1 Materyal 
 
 
3.1.1 Bakteriler 
 
 
Bu çalışmada, farklı yaş gruplarına mensup 93 bireyden alınan gayta örneklerinden ve 

Türkiye’nin 5 farklı ilinden sağlanan fermente gıda ürünlerinden izole edilen 28 adet 

laktobasil ve pediokok suşu ve Prof. Dr. Ingolf. F. Nes’den (Department of Genetics 

and Biochemistry, Agricultural University of Norway, As/Norway) temin edilen 21 adet 

(Lactobacillus plantarum LMG2003, Lactobacillus sake NCDO2714, Lactobacillus 

curvatus, Lactobacillus rhamnasus, Lactococcus lactis SIK83, Lactococcus lactis 

IL1403,     Lactococcus lactis JC17, Bifidobacterium longum, Pediococcus pentosaceus 

FBB611, Bacillus subtilis, Bacillus cereus FM1, Listeria monocytogenes ATCC15813,                

Listeria innocua, Listeria monocytogenes ATCC25295, Microccus luteus,           

Staphylococcus aureus ATCC6538, Staphylococcus aureus FRI100, Enterecoccus 

fecalis LMG2708, Escherichia coli LMG3083 (ETEC), Escherichia coli ATCC25295,      

Salmonella enterica serotype Typhimurium SL1344) indikatör bakteri kullanılmıştır. 

 

Bakteriler M17, LB, MRS ve GM17 dik agar ortamlarında +4 ºC’de ve M17, LB, MRS 

ve GM17 ortamlarına % 20 oranında steril gliserol ilave edilerek, -80 ºC’de saklanmıştır 

(Todorov et al. 1999). Çalışma materyalleri, gliserol ilave edilmemiş M17, LB, MRS ve 

GM17 broth ortamlarında ve haftalık transferler yapılarak korunmuştur. 

 

3.2 Yöntem 
 
 
3.2.1 Antimikrobiyel aktiviteye sahip bakterilerin  izolasyonu 

 

Aseptik koşullara dikkat edilerek laboratuvara getirilen örnekler, steril kaplarda net 

ağırlıkları 10 g olacak şekilde tartılarak, üzerlerine 90 mL steril fizyolojik su (% 0.85 

NaCl ) ilave edilmiştir. Tam homojenizasyonu sağlanan örneklerin 10-7 düzeyine kadar 

hazırlanan dilüsyonlarından 100 µL alınarak iki paralelli olacak şekilde Rogosa Agar’a 
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(Merck, Germany)  yayma ekimler yapılmış ve bu ortamlar 37 ºC’de 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda tipik koloni morfolojisine sahip 

olan izolatlar seçilerek MRS Agar (Merck, Germany) besiyerine nokta ekim yöntemi ile 

inoküle edildip tekrar 37 ºC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Gelişen kolonilerin 

üzerine % 1 indikatör suş (Lb. plantarum ve Lb. sake) içeren MRS yumuşak agar (% 

0,7) dökülerek 37 ºC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası indikatör 

suşa karşı zon oluşturan koloniler steril öze yardımıyla alınarak, MRS broth besiyerine 

aktarılmıştır. İnsan kaynaklı antimikrobiyel aktiviteye sahip izolatlara BH kodu, gıda 

kaynaklı izolatlara ise BG kodu verilerek numaralandırma yapılmıştır. Gram boyanma 

özellikleri incelenerek morfolojik tanıları gerçekleştirilen izolatlar, daha sonraki 

çalışmalarda kullanılmak üzere  % 20 steril gliserol içeren mikrosantrifüj tüplerine 

alınmış ve  -20 ºC’de muhafaza edilmiştir.  

 

MRS Broth ve Agar   

Kazein pepton 10 g 

Et ekstraktı 8 g 

Maya ekstraktı 4 g 

D- glukoz 20 g 

Dipotasyum hidrojen fosfat 2 g 

Sodyum asetat trihidrat 5 g 

Triamonyum sitrat 2 g 

MgSO4.7H2O 0.5 g 

MNSO4.4H2O 0.2 g 

Tween 80 1 mL 

Destile su 1000 mL 

Agar-agar 

pH 5.7 ± 0.02 (sterilizasyondan önce) 

15 g 

Sterilizasyon, 121 ºC’de 15 dakika süre ile yapılmıştır. 
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Rogosa Agar   

Pepton 10 g 

Maya ekstraktı 5 g 

D- glukoz 20 g 

Potasyum dihidrojen fosfat 6 g 

Amonyum sitrat 2 g 

Tween 80 1 mL 

Sodyum asetat 15 g 

Magnezyum sülfat 0.575 g 

Demir (II) sülfat 0.034 g 

Manganez sülfat 0.12 g 

Agar-agar 15 g 

Destile su 1000 mL 

 

3.2.2 İzolatların tanımlanması 

 
3.2.2.1 İzolatların kısmi karakterizasyonu 

 

İzolatların kısmi karakterizasyonu; Gram boyanma özellikleri, 10 ºC, 15 ºC ve 45 ºC’de  

gelişme yetenekleri, glukozdan gaz üretimi, arjinin hidrolizi ve katalaz testi sonuçlarına 

göre yapılmıştır. Katalaz testi için, MRS Agar ortamında geliştirilen kolonilerin üzerine  

H2O2 damlatılmış ve mikroskop altında gaz kabarcıklarının çıkışı gözlenmiştir. 

Çalışmada pozitif  kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 6538 suşu 

kullanılmıştır. Glukozdan gaz üretiminin tespiti için, içine Durham tüpleri konan ve 

sitrat içermeyen MRS broth besiyeri hazırlanmıştır. 18 saatlik kültürlerden bu ortamlara 

% 1 oranında inokülasyon yapılmış ve 37 ºC’de inkübasyona bırakılarak 7 gün boyunca 

gaz çıkışı gözlenmiştir. İzolatlarda arjinin hidroliz testi, L-arjinin dihidrolaz ortamında 

yapılmıştır (Halkman 2005). L-arjinin içermeyen arjinin dihidrolaz temel besiyeri ise 

kontrol olarak kullanılmıştır. Aktif kültürlerden bu ortamlara % 1 oranında 

inokülasyonlar yapılarak; 37 ºC’de 18, 24, 48, 72 ve 96 saat inkübasyona tabi tutulmuş 

ve sonuçlar değerlendirilmiştir. Arjinin dehidrolaz enzimi içermeyen suşlarda 

dekstrozun fermentasyonu sonucu oluşan asitlik ile indikatör boya rengi sarıya, arjinin 

dehidrolaz enzimine sahip olanlarda ise asitlikten kaynaklanan sarı renk, bu enzimin 
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aktivitesi sonucu meydana gelen  asitliğin nötralizasyondan dolayı tekrar eflatuna 

dönmektedir (Halkman 2005).  

 

3.2.2.2 Biyokimyasal testler 

 
İnsan ve gıda kaynaklı BH ve BG izolatlarının biyokimyasal analizleri, ticari olarak 

temin edilen API 50CHL (bioMĕrieux, Inc., France) test kitleri kullanılarak yapılmıştır. 

Test kiti,  50 adet biyokimyasal teste ait liyofilize substratları içeren kuyucukların 

bulunduğu 5 şerit, 10 mL CHL50 ortamı ve 2-5 mL’lik fizyolojik su solüsyonlarından 

oluşmaktadır. 

 

MRS broth ortamında 37 ºC’de 18 saat geliştirilen BH ve BG izolatlarının MRS Agar 

ortamına çizgi ekimleri yapılmıştır. 37 ºC’de 18 saat inkübe edilen bu ortamlardan tek 

koloni seçilerek tekrar MRS broth ortamına aktarılmış ve 37 ºC’de 18 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası 10000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilen kültürlerin üst 

sıvıları dökülerek çökeltinin iyice kuruması sağlanmıştır. Hücre çökeltisi 2 mL 

fizyolojik suda çözülüp, hücre konsantrasyonu McFarland 2’ye (A550= 0.5) göre 

ayarlanarak 10 mL’lik CHL50 ortamına inoküle edilmiştir. Daha sonra örnekler, steril 

pastör pipeti ile test kitinin kuyucuklarına, hava kabarcığı olmayacak şekilde aktarılmış 

ve kuyucukların üzeri mineral yağ ile kapatılıp 37 ºC’de 48 saat inkübe edilmiştir. 

Pozitif testlerde bromkrezol purple indikatörün rengi sarıya dönerken, negatif testlerde 

değişmeden kalmaktadır. İnkübasyonun 24. ve 48. saatlerinde, her test için 

kuyucuklardaki renk değişimleri pozitif (+), negatif (-) ve şüpheli (?) olarak 

kaydedilmiş ve sonuçlar apiweb identification software database (V5.1) kullanılarak 

değerlendirilmiştir. 

 

3.2.2.3 16S rDNA dizi analizi   

 

İnsan ve gıda kaynaklı izolatların, 16S rDNA dizi analizine göre tanımlanması, genomik 

DNA izolasyonu, 16S ileri (5'-3') ve 16S geri (3'-5') primerleri kullanılarak 16S rDNA 

bölgelerinin çoğaltılması, baz dizilerinin belirlenmesi ve elde edilen bulguların veri 

tabanında bulunan mikroorganizmalara ait baz sıraları ile karşılaştırılması sonucu 

tanımlamanın yapılması esasına dayanmaktadır. 
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Genomik DNA izolasyonu için, ticari olarak temin edilen Genomik DNA Saflaştırma 

Kiti (Kit No: K0512, Fermentas, Finland) kullanılmıştır. Test kiti; lizis solüsyonu, 

çöktürme solüsyonu ve 1,2 M NaCl solüsyonunu içermektedir. 37 ºC’de 18 saat süre ile 

geliştirilen aktif kültürden, MRS broth ortamında % 10 oranında inokülasyon yapılarak 

37 ºC’de 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre sonunda bakteri kültürleri 10000 

devirde 10 dakika santrifüj edilerek üst sıvı ortamdan uzaklaştırılmış ve 10-20 mg 

civarında hücre çökeltisi steril bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılmıştır. 200 µL TE 

tamponda çözülen örneklerin üzerine 400 µL Liziz çözeltisi ilave edilerek 65 ºC’de 10 

dakika inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda, 600 µL kloroform eklenen mikrosantrifüj 

tüplerine 10000 devirde 2 dakika santrifüj işlemi uygulanmıştır. Tüplerde oluşan üst faz, 

mikropipet yardımıyla yeni tüplere alınmış ve 800 µL 10x çöktürme çözeltisi ilave 

edilmiştir. Tüpler düz bir zemin üzerinde 1-2 dakika süre ile yavaşça çevrildikten sonra 

10000 devirde 2 dakika santrifüj ediliş ve sıvı faz dökülmüştür. Örneklerin üzerine 200 

µL 1.2 M NaCl çözeltisi aktarılarak, çökelti tamamen çözülene kadar karıştırılmıştır. 

Son aşamada ise mikrosantrifüj tüplerine 300 µL etil alkol ilave edilmiştir. Bu ortam -20 

ºC’de bir gece bekletildikten sonra, 15000 devirde 15 dakika santrifüj edilmek suretiyle 

genomik DNA çöktürülerek sıvı faz dökülmüş ve çökelti steril kabinde, oda 

sıcaklığında kurutulmuştur. 20 µL distile suda çözülen örnekler polimeraz zincir 

reaksiyonunda (PZR) kullanılmak üzere -20 ºC’de saklanmıştır. 

 

İnsan ve gıda kaynaklı bakterilerden izole edilen genomik DNA üzerindeki 16S rDNA 

bölgeleri; 16S ileri (5'-CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT -3') ve 16S geri (3'-AGA 

GTT TGA TCC TGG CTC AG -5') primerler kullanılarak (Beasley and Saris 2004), 

thermal cycler (Techne- TC-512, England)’da çoğaltılmıştır. Bu amaçla, 500 µL’lik 

PZR tüplerine toplam hacim 50 µL olacak şekilde, sırasıyla; 35.5 µL moleküler steril su, 

5 µL 10xPZR tamponu, 1 µL deoksinükleotidtrifosfat (dNTP, BioLabs) karışımı (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP’lerden her birinin konsantrasyonu 200 µM olacak şekilde 

hazırlanan karışım), 1 µL 16S ileri ve 1 µL 16S geri primer, 0,5 µL Taq DNA polimeraz 

enzimi (Fermentas, Finland), 4 µL 25 mM MgCl2 (PZR tamponu içinde yoksa) ve 2 µL 

şablon DNA ilave edilip, tüm bileşenler pipetle iyice karıştırılmıştır. PZR tüpleri, cihaza 

yerleştirilerek bir çevrimi 94 ºC’de 45 saniye (çift zincirin açılması), 54 ºC’de 1 dakika 
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(primerlerin bağlanması), 72 ºC’de 1 dakika (zincir uzaması) ile tanımlanan, toplam 30 

çevrimlik PZR protokolü uygulanmıştır (Blaiotta et al. 2002). 

 

Elde edilen PZR ürünleri % 1 agaroz içeren jelde yürütülmüş ve 16S rDNA gen 

bölgesini içeren 900 bazlık DNA fragmentlerinin büyüklükleri O’rangeruler 100 bç 

marker (Fermentas, Finland) kullanılarak tanımlanmıştır. 

 

DNA dizi analizinden önce PZR ürünlerinin saflaştırılması için, ticari olarak temin 

edilen PZR Saflaştırma kiti (Kit No:28104 QIAGEN, USA ) kullanılmıştır. Test kiti; 

QIAquick kolon tüpleri, PB tamponu, PE tamponu ve EB tamponundan oluşmaktadır. 

Bir birim PZR örneğinin üzerine 5 birim PB tamponu ilave edilerek karışım DNA’nın 

bağlanması için QIAquick kolona aktarılmış ve 14000 devirde 1 dakika santrifüj 

edilmiştir. Sıvı kısım uzaklaştırıldıktan sonra kolona (QIAquick) 750 µL PE tamponu 

aktarılarak 14000 devirde 1 dakika santrifüj edilmiştir. QIAquick kolon 1.5 mL’lik 

mikrosantrifüj tüpüne alınarak, DNA’yı kolondan ayırmak amacıyla 50 µL EB tamponu 

(10 mM Tris-Cl-pH 8,5) ilave edilmiş ve 14000 devirde 1 dakika daha santrifüj işlemine 

tabi tutulmuştur. Saflaştırılmış PZR ürünleri -20 ºC’de muhafaza edilmiştir. 

 

PZR ürünlerinin dizi analizleri Refgen Biyoteknoloji (ODTÜ Teknokent/Ankara) 

tarafından yapılmıştır. Dizi analiz sonuçları, BLAST (Basic Local Alingment Search 

Tool) programı kullanılarak veri tabanıyla karşılaştırılmış, tarama sonucu aranan dizi 

sırasının hangi mikroorganizmaya ait olabileceği, benzerlik yüzdesiyle belirlenmiştir. 

 
3.2.2.4 Suşların plazmid içeriklerinin belirlenmesi 

 

MRS broth besiyerinde 37 ºC’de 18 saat geliştirilen kültürlerden, 10 mL’lık MRS broth 

ortamlarına % 2.5 ve % 10 oranında inokülasyonlar yapılarak 37 ºC’de inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyonun ikinci saatinden itibaren kültürlerin 650 dalga boyunda 

absorbansları ölçülerek, OD650= 0.6–0.8 arasında olan örneklerden plazmid izolasyonu 

yapılmıştır. Santrifüj tüplerine aktarılan bakteri kültürleri, 6000 devirde 15 dakika 

santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Hücre çökeltisi kurutulduktan sonra, 379 µL 

sakkaroz tamponunda çözülerek steril mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır. 37 ºC’ye 

ısıtılan bu ortama, 96.5 µL lizozim çözeltisi ilave edilerek 37 ºC su banyosunda 7 
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dakika inkübe edilmiştir. 48.2 µL Tris-EDTA-1 uygulamasından sonra, mikrosantrifüj 

tüplerine % 20 sodyum dodesil sülfat (SDS) çözeltisinden 27.6 µL aktarılarak 

karıştırılmıştır. Bu aşamada ortamda viskozitenin artışı lizizin başladığını 

göstermektedir. Lizizin tamamlanması için tüpler 37 ºC su banyosunda 10 dakika süre 

ile tutulmuştur. Bu süre sonunda tüp içerikleri yüksek devirde    45 saniye karıştırılarak 

kromozomal DNA’nın kırılması sağlanmıştır. Ortama yeni hazırlanmış 3 N NaOH 

çözeltisinden 27.6 µL ilave edilmiş ve tüpler düz bir zemin üzerinde 10 dakika süreyle 

yavaş bir şekilde çevrilerek, kromozomal DNA’nın alkali denatürasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Denatürasyon aşamasının sonunda bu tüplere 49.6 µL Tris-HCL 

çözeltisi aktarılarak, 3 dakika süreyle yine düz bir zeminde karıştırılmıştır. Ortam 

pH’sının 8.5-9.0 arasına düşüşü ile nötralizasyonun sağlandığı belirlenmiştir. Bu 

ortamlara +4 ºC’de tutulan    5 M NaCl çözeltisinden 71.7 µL ve % 3 NaCl ile 

doyurulmuş fenol çözeltisinden 700 µL ilave edilerek, +4 ºC’de 15000 devirde 15 

dakika santrifüj işlemi uygulanmıştır. Tüplerde oluşan üst faz, mikropipet yardımıyla 

yeni tüplere aktarılmış ve deproteinasyonun sağlanması için 700 µL 

kloroform/izoamilalkol (24:1) çözeltisi ilave edilmiştir. Bu ortamlar +4 ºC’de 15000 

devirde 15 dakika santrifüj edilerek üst faz yeni tüplere alınmış ve eşdeğer hacimde etil 

alkol aktarılmıştır. Ekstraktlar -20 ºC’de bir gece bekletildikten sonra, 15000 devirde 20 

dakika santrifüj edilmek suretiyle plazmid DNA çöktürülmüş ve sıvı faz dökülerek 

çökeltiler şeffaflaşıncaya kadar kurutulmuştur. Kurutulan örnekler 20 µL Tris-EDTA-2 

içerisinde çözülmüş ve son aşamada ortama RNaz A stok çözeltisinden 2 µL ilave 

edilerek 37 ºC’de   45 dakika inkübasyona tabi tutulmuştur (Anderson and McKay 

1983). 

 

 

Sakkaroz Çözeltisi 

 

Tris 0.655 g 

EDTA 0.0372 g 

Sakkaroz 6.7 g 

Destile su 100 mL 

pH 8.0 + 0.02  
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Lizozim Çözeltisi  

Tris 0.3 g 

Lizozim 0.1 g 

Destile su 10 mL 

pH 8.0 + 0.02  

 

 

 

Tris-EDTA-1  

Tris 0.6 g 

EDTA 9.31 g 

Destile su 100 mL 

pH 8.0 + 0.02  

  

Tris-HCl  

Tris-HCl 31.52 g 

Destile su 100 mL 

pH 7.0 + 0.02  

SDS Çözeltisi  

Tris  

EDTA 0.6 g 

SDS 0.74 g 

Destile su 20 g 

pH 8.0 + 0.02 100 mL 

 

Tris-EDTA-2  

Tris 0.121 g 

EDTA 0.037 g 

Destile su 100 mL 

pH 7.5+ 0.02  
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% 3 NaCl ile Doyurulmuş Fenol Çözeltisinin Hazırlanışı: 100 g fenol üzerine 20 mL 

destile su ve 3 g NaCl aktarılarak, 45 ºC su banyosunda çözülmüştür. Ortalama 0.1 g 

hidroksiguinolin ilave edilip, karıştırılarak oda sıcaklığında tutulmuştur. 

RNaz A Çözeltisi: 5 mL steril destile su içerisinde hazırlanan 0.05 M sodyum asetat 

çözeltisinin pH’sı, asetik asit ile 5.0’a ayarlamış ve üzerine 5 mg Rnaz A (Sigma, 

Chem. Co., USA) ilave edilmiştir. Kaynar su içerisinde ortam 5 dakika tutulduktan 

sonra, -20 ºC’de saklanmıştır. 

 

Plazmid DNA örneklerinin elektroforezi % 0.7 agaroz içeren jellerde yapılmıştır 

(Meyers et al. 1976). Yatay jel sistemleri için agaroz, kullanılan jel plaka sisteminin 

hacmine göre 30-35 ya da 150-200 mL tris-asetat elektroforez tamponu içerisinde 

kaynar su banyosunda çözülmüştür. 45 ºC’ye kadar soğuması beklenen ortam, 

elektroforez plakalarına dökülmüş ve jel tarakları yerleştirilerek 1 saat bekletilmiştir. Bu 

süre sonunda elektroforez tanklarına, jelin üzerini kapatacak hacimde tampon çözelti 

ilave edilmiş ve jelin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ortamdan alınmıştır. 37 

ºC’de 45 dakika inkübe edilen DNA örnekleri su banyosundan alınarak 2 µL marker 

boya çözeltisi ile karıştırılmış ve mikropipet yardımıyla jel kuyucuklarına 20 µL 

aktarılmıştır. Elektroforez, 100 voltta 3 – 3.5 saat süreyle yapılmıştır. Marker boyanın 

jel sistemini terk etmesinden sonra elektrik akımı kesilmiş ve ortamdan alınan jeller, 0.2 

µg/mL etidyum bromit içeren elektroforez tampon çözeltisinde 1 saat boyanmıştır. Bu 

süre sonunda jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole ışık altında incelenmiş (Macrina 

et al. 1982) ve Kodak Gel Logic 200 jel dökümantasyon sisteminde (Eastman Kodak 

Co., USA) fotoğrafları alınmıştır.  

 

Tris-Asetat Tampon  

Tris 4.84 g 

Sodyum asetat 4.08 g 

EDTA 0.37 mL 

Destile su 1000 mL 

pH 8.0 + 0.02  
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Marker Boya  

Bromfenol mavisi 0.25 g 

Sakkaroz 40 g 

Destile su 100 mL 

 

 

Plazmid büyüklüklerinin saptanmasında, moleküler büyüklükleri bilinen ccc DNA 

markerlarının elektroforetik hareketlilikleri ile, büyüklüklerinin logaritmaları arasında 

belirlenen doğrusal ilişkiden yararlanılmıştır (Macrina et al. 1978, Southern 1979, 

Schaffer and Sederoff 1981). Marker ccc DNA moleküllerinin agaroz jel fotoğrafları 

üzerinde ölçülen göç aralıkları, ile bilinen büyüklüklerinin logaritmik değerlerine bağlı 

olarak eğrileri çıkarılmıştır. İstatistik analizlerle her farklı jel için korelasyon katsayısı 

ve eğrinin eğimi belirlenerek, bakterilerden izole edilen plazmidlerin büyüklükleri 

saptanmıştır (Campbell 1974, Elder and Southern 1983, Elder et al. 1983). 

 

 

 

Moleküler Büyüklük (W) = Antilog10 [ I . ( α – G ) + H ] 

X = Marker DNA moleküllerinin agaroz jel üzerindeki göç aralığı (mm)  

Y = Marker DNA moleküllerinin büyüklüğü (kilobaz) 

A = X1 + X2 + X3 + ............................... + Xn 

B = X1
2 + X2

2 + X3
2 + ........................ + Xn

2 

C = log10Y1 + log10Y2 + log10Y3 + ..................................................................... + log10Yn 

D = (log10Y1)
2 + (log10Y2)

2 + (log10Y3)
2 + ..................................................... + (log10Yn)

2 

E = X1 (log10Y1) + X2 (log10Y2) + X3 (log10Y3) + ...................................... + Xn (log10Yn)  
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α = Moleküler büyüklüğü bilinmeyen plazmidlerin jel üzerinde göçü (mm)  

    

 
3.2.2.5 Hücre duvarı protein profillerinin belirlenmesi 

 

Suşların hücre duvarı protein profilleri Gatti ve arkadaşları (1997) tarafından tanımlanan 

yöntem modifiye edilerek tanımlanmıştır. 

 

Suş kültürlerinden 10 mL MRS broth besiyerine % 1 oranında inokülasyon yapılıp, 37 

°C’de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. Santrifüj tüplerine aktarılan bakteri kültürleri, 

6000 devir/dk hızda 10 dakika süreyle santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Santrifüj 

uygulaması ile tüplerde oluşan üst faz dökülüp, kalan hücre çökeltisi steril destile su ile 

2 kez yıkanmıştır. Hücre çökeltisi kurutulduktan sonra üzerine; Lb. casei olarak 

tanımlanan örnekler için 250 µL, Lb. plantarum olarak tanımlananlar için 500 µL ve Lb. 

brevis olarak tanımlanan izolatlar için 750 µL 10X SDS yükleme çözeltisi aktarılmış ve 

5 dakika kaynar su banyosunda tutulmuştur. Oda sıcaklığına kadar soğutulan örneklere 

12000 rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj işlemi uygulandıktan sonra, üst sıvı steril 

mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır. Örneklerdeki protein varlığı spot test ile 

belirlendikten sonra, sodyum dodezil sülfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) 

sistemlerinde analizi yapılmıştır.  

 

10X SDS Yükleme Çözeltisi 

Tris-HCL pH 6.8 0.5 M 

SDS 2 g 

Gliserol 10 mL 

2-merkaptoetanol 2.5 mL 

Bromfenol mavisi 

 

 

50 mg 
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3.2.2.6  Sodyum dodezil sülfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) 

 

SDS-PAGE denemelerinde, Laemmli (1970) tarafından önerilen yöntem kullanılmıştır. 

Dikey jel sisteminde, 10 x 8  cm ve 10 x 7.5 cm ebatlarında iki adet cam plaka 

kullanılmıştır. Elektroforez plakaları % 70’lik etanol çözeltisi ile yıkanıp kurutulduktan 

sonra, Bio-Rad jel elektroforez tankına yerleştirilmiştir. Bu aşamadan sonra jel tarağının 

1 cm altına kadar gelecek şekilde % 12’lik ayırıcı jel dökülmüştür. Üzerine yaklaşık 1 

mL destile su ilave edilen ayırıcı jelin polimerizasyonu için 45 dakika beklenmiş ve 

ortamdaki su filtre kağıdı ile alınmıştır. Plakanın kalan kısmı, yığma jel dökülerek 

tamamlanmış ve tarak yerleştirilmiştir. Yığma jelin polimerizasyonu için 20 dakika 

kadar beklendikten sonra plakalar elektroforez tankına yerleştirilmiş, elektrot tamponu 

ilave edilmiş ve tarak çıkarılmıştır. Hazırlanan örnekler jel kuyucuklarına mikropipet 

aracılığıyla 15 µL olacak şekilde aktarılmıştır. Jel sistemine; yığma jeldeki göç için 75 

V, ayırıcı jelde göç için ise 100 V akım uygulanmıştır. Yaklaşık 2 saat ayırıcı jelde 

yürütülen örnekler jelin son kısmına ulaştığında, akım durdurulmuştur. Sistemden 

çıkarılan jel, Commasie Brilliant Blue Çözeltisinde 45 dakika ve boya giderme 

çözeltisinde 45 dakika tutulmuştur. Beyaz ışık kaynağı üzerine yerleştirilerek alınan jel 

fotoğraflarında proteinlerin moleküler büyüklükleri, marker proteinlerin (Sigma USA; 

ürün kodu B2787) bağıl hareketlilik (Rf) değerleri ve moleküler büyüklüklerinin 

logaritmalarından yararlanılarak çizilen standart eğri kullanılmak suretiyle 

belirlenmiştir. 

 

Ayırıcı Jel 

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 6 mL 

4xTris-Cl / SDS (pH 8.8) 3.75 mL 

Steril destile su 5.25 mL 

% 10 Amonyum persülfat 50 µL 

TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 10 µL 

 

Dökmeden hemen önce, % 10 amonyum persülfat ve TEMED ilave edilmiştir. 
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Yığma Jel 

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 0.65 mL 

4xTris-Cl / SDS (pH 6.8) 1.25 mL 

Steril destile su 3.05 mL 

% 10 Amonyum persülfat 25 µL 

TEMED  5 µL 

 

Dökmeden hemen önce, % 10 amonyum persülfat ve TEMED ilave edilmiştir. 

 

4xTris-Cl / SDS (pH 8.8) 

Tris 91 g 

Destile  su 300 mL 

pH 8.8 (1N HCl ile)  

 

Destile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmış ve 2 g SDS ilave edilip 

çözülmüştür. 

 

4xTris-Cl / SDS (pH 6.8) 

Tris 6.05 g 

Destile  su 40 mL 

pH 6.8 (1N HCl ile)  

 

Destile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmış ve 0.4 g SDS ilave edilip 

çözülmüştür. 

 

Amonyum Persülfat (% 10) 

Amonyum Persülfat 0.1 g 

Destile  su 1 mL 
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Tris-Glisin Tamponu (5x) 

Tris 15.0 g 

Glisin 94 g  

SDS (% 10) 50 mL 

 

Bu karışım 700 mL destile su içerisinde çözülmüş ve toplam hacim destile su ile 1000 

mL’ ye tamamlanmıştır.  

 

Commasie Brilliant Blue Boya Çözeltisi 

Commasie Brilliant Blue 1 g 

Metanol 400 mL 

Glasiyel Asetik Asit 100 mL 

Destile  su 500 mL 

 

Boya Giderme Çözeltisi 

Metanol  400 mL 

Glasiyel asetikasit 100 mL 

Destile su 500 mL 

 

3.2.3 Suşların probiyotik özelliklerinin belirlenmesi 
 
 
3.2.3.1 Suşların düşük pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarına karşı direnç            
             özelliklerinin belirlenmesi 
 

Laktobasil ve pediokok suşlarının probiyotik özelliklerinin belirlenmesinde; öncelikle 

bakterilerin düşük pH değerlerine toleransları araştırılmıştır. Bu amaçla, 18 saatlik 

kültürlerden 1’er mL alınmış ve 10000 g’de 5 dakika (4 ºC) santrifüj edilerek hücreler 

çöktürülmüştür. Her izolat için, pH 1.0 ve 3.0 düzeyine ayarlanmış iki ayrı test grubu 

hazırlanmıştır. Kontrol ve test grupları, pH değeri 7.2 olarak ayarlanan PBS tampon ile 

iki kez yıkandıktan sonra test gruplarına, pH değerleri 1 ve 3 olarak ayarlanan PBS 

çözeltisi ilave edilmiş ve 37 ºC’de 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun 0,  1. 

ve 3. saatlerinde kontrol ve test gruplarından örnekler alınmış ve 10-6 düzeyine kadar 

seyreltilerek, MRS Agar ortamlarına yayma ekim yapılmıştır. 37 ºC’de 24 saat 
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inkübasyondan sonra kontrol ve test gruplarındaki koloniler sayılıp, log/kob olarak 

değerleri hesaplanmıştır (Maragkoudakis et al. 2006). 

 

BH ve BG kodlu suşların pepsine toleranslarının araştırılmasında, gastrik koşulunun 

oluşturulması amacıyla pH 2.0 ve pH 3.0 düzeyleriyle çalışılmıştır. Bu doğrultuda, 

1mL’lik aktif bakteri kültürü 10000 g’de 5 dakika (4 ºC) santrifüj edilerek hücreler 

çöktürülmüştür. Her izolat için bir kontrol ve biri pH 2.0, diğeri pH 3.0 olmak üzere iki 

test grubu hazırlanmıştır. Test gruplarına, pepsin (3 mg/mL; Merck) içeren PBS 

çözeltisi (pH 2 ve pH 3) ilave edilerek 37 ºC’de 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun 0, 1 ve 3. saatinde kontrol ve test gruplarından  alınan örnekler 10-7 

düzeyine kadar seyreltilerek MRS Agar ortamlarına yayma ekimler yapılmıştır. 37 

ºC’de 24 saat  inkübasyondan sonra kontrol ve test gruplarındaki koloniler sayılıp, 

log/kob olarak canlı hücre değerleri hesaplanmıştır  (Maragkoudakis et al. 2006). 

 

Pankreatin ve safra tuzlarına karşı direnç özelliklerinin belirlenmesi için, 1 mL 

hacminde alınan 18 saatlik kültürler 10000 g’de 5 dakika (4 ºC) santrifüj edilerek 

hücreler çöktürülmüştür. Pankreatin testi için hazırlanan hücreler, PBS tampon ile (pH 

7,2) iki kez yıkandıktan sonra, test grubuna pankreatin içeren (1mg/mL, Fluka) PBS 

tamponu  (pH 8.0) ilave edilerek 37 ºC’de 4 saat inkübasyona bırakılmıştır. Safra tuzuna 

toleransı test etmek için hazırlanan hücrelere ise, % 0.3 (w/v) safra tuzuyla 

zenginleştirilmiş MRS broth ilave edilerek 37 ºC’de 4 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun 0. ve 4. saatinde kontrol ve test gruplarından örnekler alınarak 10-7 

düzeyine kadar dilüsyonları yapılmış ve MRS Agar ortamlarına inoküle edilmiştir. 37 

ºC’de 18 saat inkübasyon sonrası kontrol ve test gruplarındaki koloniler sayılıp log/kob 

olarak değerleri hesaplanmıştır (Maragkoudakis et al. 2006). 

 

3.2.3.2 Suşların hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi 

 

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi amacıyla, 37 ºC’de 18 saat geliştirilen BH ve BG 

kodlu kültürlerin, ticari olarak temin edilen ve % 5 koyun kanı içeren Colombia-agar 

(bioMerieux, Inc. France) ve % 5 insan kanı eklenerek hazırlanan Colombia-agar 

(bioMerieux, Inc. France) ortamlarına çizgi ekimleri yapılmıştır. Kontrol bakterileri 
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olarak Escherichia coli LMG3083 (ETEC) ve Staphylococcus aureus ATCC6538 

kullanılmıştır. 37 ºC’de 24 saat inkübasyondan sonra, kolonilerin etrafında, parlak-yeşil 

zon oluşturan koloniler α-hemolitik, berrak zon oluşturanlar β-hemolitik, zon 

oluşturmayanlar ise γ-hemolitik olarak değerlendirilmiştir (Maragkoudakis et al. 2006). 

 

3.2.3.3 Suşların antibiyotik duyarlılık düzeylerinin  belirlenmesi 

 

Antibiyotik duyarlılık düzeylerinin belirlenmesinde Bauer ve arkadaşları (1966) 

tarafından önerilen antibiyotik disk difüzyon yöntemi modifiye edilerek kullanılmıştır. 

 

Test edilecek BH ve BG kodlu izolatlar, 37 ºC’de 18 saat geliştirildikten sonra, 

kültürlerin hücre yoğunluğu 1x106 kob/mL (A600=0.08-0.1) düzeyinde ayarlanarak 10 

mL’lik MRS broth besiyerine inoküle edilmiştir. Ayrı ayrı hazırlanan 90 mL’lik MRS  

Agar ortamları dökme sıcaklığına gelince (45 ºC) bu ortama, hücre yoğunluğu 1x106 

kob/mL düzeyinde ayarlanmış kültür içeren 10 mL’lık MRS broth inoküle edilmiş, 

homojen bir şekilde karışması sağlanmış ve eşit miktarlarda 5 ayrı petri plağına 

dağıtılmıştır. Agar katılaştıktan sonra her plağa 5 adet antibiyotik diski yerleştirilmiş ve 

37 ºC’de 18 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresinin sonunda 

antibiyotik disklerinin etrafında oluşan zonların çapı ölçülmüş ve iki çalışmanın 

ortalaması alınarak belirlenen sonuçlar, Charteris ve arkadaşları (1998a) tarafından 

bildirilen standartlara göre Dirençli (R), Yarı hassas (I) ve Hassas (S) olarak 

değerlendirilmiştir. Staphylococcus aureus ATCC6538 pozitif kontrol olarak 

kullanılmıştır.  

 

3.2.4 Bakteriyosin üretimi 
 
 
Denemelerde kullanılan Lactococcus türleri ile E. fecalis LMG2708 ve P. pentosaceus 

FBB611, laktoz yerine % 0.5 glukoz ilave edilmiş Glukoz M17 (GM17) broth 

ortamlarında 30 ºC’de; Lactobacillus türleri ve Bf. longum suşları Man-Ragosa-Sharpe 

(MRS) ortamında 37 ºC’de; L. innocua, L. monocytogenes ATCC15813, L. 

monocytogenes ATCC25295, B. subtilis, B. cereus FM1, M. luteus, S.enterica serotype 

Typhimurium SL1344; E. coli LMG3083 (ETEC), E. coli ATCC25295, S. aureus 
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ATCC6538 ve S. aureus FRI100 suşları Luria Bertani (LB) broth ortamında 30 ºC veya 

37 ºC’de geliştirilmiştir.   

     

Antimikrobiyel aktiviteye sahip suşların bakteriyosin üretim özelliğinin tanımlanması 

amacı ile agar noktalama ve kuyu difüzyon testleri kullanılmıştır. Test edilecek 

laktobasil ve pediokok suşları 37 °C’de 18 saat geliştirildikten sonra, MRS Agar 

plaklarına sürme ekim yapılmış ve aynı koşullarda bir gece daha inkübe edilmiştir. Bu 

süre sonunda gelişen kolonilerden steril kürdan aracılığıyla MRS Agar ortamına, bir 

petride 3 farklı suş olacak şekilde nokta ekim yapılmış ve 37 °C’de 24 saat süreyle 

inkübasyona bırakılmıştır. MRS, LB ve M17 broth ortamlarında geliştirilen indikatör 

bakteriler, % 0.7 oranında agar içeren 5 mL yumuşak agar (MRS, LB ve M17) 

ortamlarına inoküle edilerek, nokta ekim yapılan MRS Agar plaklarının üzerine ikinci 

tabaka halinde dökülmüş ve homojen bir şekilde yayılmıştır. Daha sonra bu ortamlar 

indikatör bakterilerin gelişimi için uygun sıcaklıkta 18-24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Bu süre sonunda, suşların indikatör bakterilere karşı oluşturdukları 

inhibisyon zonları incelenmiştir (van Belkum et al. 1989). 

 

Antimikrobiyel aktiviteye sahip suşların bakteriyosin üretim özelliğinin kuyu difüzyon 

yöntemi ile belirlenmesi için 37 °C’de 18 saat geliştirilen kültürler, 6000 devirde 15 

dakika süreyle santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Üst sıvı, çöken katı fazın 

karışmamasına dikkat edilerek yeni tüplere aktarılmış 6N NaOH kullanılarak pH  6.5-7 

değerleri arasına ayarlanmış ve bu ortamlar 0.45µm por çaplı membran filtreden 

(Millex-Millipore) geçirilerek sterilize edilmiştir. MRS, LB ve M17 broth ortamlarında 

geliştirilen indikatör bakteriler, % 0.7 oranında agar içeren 5 mL yumuşak agar (MRS, 

LB ve M17) ortamlarına inoküle edilerek MRS Agar plaklarının üzerine ikinci bir 

tabaka halinde, homojen şekilde yayılmıştır. MRS Agar plakları üzerinde steril bir 

şekilde 6 mm çapında kuyucuklar açılarak bakteri üst sıvıları kuyucuklara 100 µL 

aktarılmıştır. İnkübasyon süreleri sonunda kuyucukların etrafında inhibisyon zonu 

oluşumu incelenerek sonuçlar değerlendirilmiştir (Tagg and McGiven 1971). 
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M17 Broth   

Polipepton 5 g 

Fitopepton 5 g 

Maya ekstraktı 2.5 g 

Et ekstraktı 5 g 

β-disodyum gliserofosfat 19 g 

Laktoz (%10) 50 mL 

MgSO4.7H2O (1M) 1 mL 

Askorbik asit 0.5 g 

Destile su 950 mL    

 pH 7.15 ± 0.02 (sterilizasyondan önce) 

 

  

Ortam içerikleri, laktoz hariç, 950 mL destile su içerisinde çözlmüştür. Sterilizasyon, 

121 ºC’de 15 dakika süre ile yapılmıştır. Ortam 45 ºC’ye kadar soğutulduktan sonra, 

ayrı sterilize edilen laktoz çözeltisi (50 mL) ilave edilmiştir (Terzaghi and Sandine 

1975). 

 

Luria Bertani Broth   

Tripton 10 g 

Maya ekstraktı 5 g 

NaCl 10 g 

Destile su 1000 mL 

pH 7.0 ± 0.02 (sterilizasyondan önce)   

 

Sterilizasyon, 121 ºC’de 15 dakika süre ile yapılmıştır. 

 
3.2.4.1 Proteaz uygulaması 

 

Suşların ürettiği inhibitör maddenin, protein doğasında olup olmadığı proteaz 

uygulaması sonucu tespit edilmiştir. Enzim uygulaması iki farklı yöntem kullanılarak 

yapılmıştır. İlk olarak 18 saatlik kültürlerden MRS agar’a sürme ekim yapılmış ve 37 

°C’de bir gece inkübasyona bırakılmıştır. Gelişen kolonilerden, MRS Agar plaklarına 
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her izolat için dört sıra nokta ekim yapılmış ve 37 °C’de 18 saatlik inkübasyon 

sonrasında gelişen kolonilerden birinci sıradakiler kontrol grubu olarak kullanılmış ve 

hiçbir işlem yapılmamıştır. İkinci sıradaki kolonilere, proteinaz-K; üçüncü sıradakilere 

tripsin ve dördüncü sıradakilere katalaz iki farklı konsantrasyonda (2.5 µLve 5 µL) 

uygulanmıştır. Bu ortamlar, 37 °C’de bir saat inkübe edildikten sonra, üzerlerine % 1 

Lb. plantarum indikatör suşu içeren MRS yumuşak agar (% 0.7) aktarılmış ve 37 °C’de 

18 saat inkübe edilmiştir (van Belkum et al. 1989). 

 

İkinci yöntemde; aktif suş kültürlerinden 10 mL’lik MRS broth ortamlarına % 0.1 

oranında inokülasyonlar yapılarak 37 °C’de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. Bu 

sürenin sonunda bakteri kültürleri 6000 devirde 15 dakika süreyle santrifüj işlemine tabi 

tutulmuş ve çöken katı fazın karışmamasına dikkat edilerek yeni tüplere aktarılan üst 

sıvılar, membran filtrelerden geçirilerek sterilize edilmiştir. Kontrol grubu olarak 

kullanılmak üzere bir miktar örnek ayrıldıktan sonra, kültür üst sıvılarının pH’ ları 6N 

NaOH kullanılarak 6.5-7.0 değerleri arasına ayarlanmıştır. pH’ ları ayarlanan kültür üst 

sıvıları tekrar membran filtreden geçirilerek sterilize edilmiş ve bu  ortamalara son 

konsantrasyonu 1 mg/mL olan proteinaz-K (Sigma) ve katalaz (Sigma) enzim çözeltileri 

uygulanmıştır. Bu ortamlar 37 °C’de 2 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

süresi sonunda tüpler 100 °C’de 5 dakika tutularak enzimatik aktivite durdurulmuştur. 

İndikatör bakterilerin (Micrococcus luteus ve Lb. plantarum) üst tabaka olarak 

döküldüğü MRS Agar plaklarına, her plakta 5 tane olacak şekilde kuyu açılarak kontrol, 

enzim uygulanan ve uygulanmayan bakteri kültür üst sıvıları 100’er µL aktarılmış ve bu 

ortamlar 37 °C’de 18 saat süreyle inkübe edilmiştir. Nisin üreticisi Lactococcus lactis 

SIK83, kontrol suşu olarak kullanılmıştır (Franz et al. 1997).  

 

3.2.4.2 Bakteriyosin aktivitesi üzerine pH, sıcaklık ve enzim uygulamalarının etkisi 

 

Bakteriyosin üreticisi olarak tanımlanan laktobasil ve pediokok suşlarında üretilen 

bakteriyosinlerin ileri düzeyde tanımlanmaları; değişik enzim, pH ve sıcaklık 

uygulamalarına karşı davranışları esas alınarak yapılmıştır. 

37 °C’de 18 saat geliştirilen bakteri kültürleri, 6000 devirde 15 dakika santrifüj edilmiş 

ve steril tüplere aktarılan kültür üst sıvılarının pH’ları 6 N NaOH veya 6N HCL 
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kullanılarak    2.0 -11.0 değerleri arasına ayarlanmıştır. pH’ları ayarlanan kültür üst 

sıvıları 0,45µm por çaplı membran filtrelerden (Millex-Millipore) geçirilerek sterilize 

edilmiştir. Bu şekilde hazırlanan ortamlar +4 °C’de 24 saat bekletilmiştir. pH 

değişimlerinin bakteriyosinlerin inhibisyon düzeyleri üzerindeki etkisi, membran 

filtreden geçirildikten sonra hiçbir işleme tabi tutulmayan kültür üst sıvılarının 

inhibisyon etkilerinin, pH düzeyleri ayarlanan kültür üst sıvılarının inhibisyon etkileri 

ile karşılaştırılması sonucu tanımlanmıştır. Değişik pH düzeylerinde bakteriyosin 

aktivitelerindeki değişmeler, duyarlı indikatör bakterilere karşı kritik dilüsyon yöntemi 

kullanılarak belirlenmiştir. Bakteriyosin aktiviteleri, inhibisyon zonu alınan en yüksek 

dilüsyon oranının, 1000/aktarılan miktar ile çarpımından elde edilen arbitrary ünite 

(AU) cinsinden hesaplanmıştır (Franz et al. 1997).  

Nötralize edilmiş ve nötralize edilmemiş kültür üst sıvılarında bakteriyosin aktivitesi 

üzerine sıcaklığın etkisi, söz konusu ortamların 80, 90, 100 °C’de 5, 10, 15 dakika ve 

121 °C’de 15 dakika süreyle sıcaklığa tabi tutulmasından sonra, bu ortamlardan alınan 

örneklerin duyarlı indikatör bakterilere karşı denenmesi suretiyle belirlenmiştir. Kontrol 

olarak sıcaklık uygulanmamış kültür üst sıvıları kullanılmıştır. Sıcaklığın bakteriyosin 

aktivitesi üzerine etkisi, kritik dilüsyon yöntemi kullanılarak belirlenmiştir (Franz et al. 

1997).  

Bakteriyosin aktivitesi üzerine değişik enzimlerin etkisi, pH ve sıcalığın etkisinin 

belirlendiği testlerde olduğu gibi, kültür üst sıvıları kullanılarak tanımlanmıştır. 

Nötralize edilmiş ve edilmemiş kültür üst sıvılarına, son enzim konsantrasyonu 1 

mg/mL olacak şekilde tripsin  (pH 7.0 Merck, Germany), α-kemotripsin (pH 7.0 Sigma 

Chem. Co., USA), proteinaz K    (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), pepsin (pH 3.0 

Sigma Chem. Co., USA), α-amilaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), lipaz (pH 7.0 

Sigma Chem. Co., USA), katalaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA) ve lizozim (pH 7.0 

Sigma Chem. Co., USA) enzimleri ilave edilmiş ve 37 °C’de 2 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Enzim aktiviteleri, 100 °C’de 5 dakika ısı uygulaması ile sonlandırılmıştır. 

Denemelerde enzim ile muamele edilmemiş kültür üst sıvıları kontrol olarak 

kullanılmıştır. Bakteriyosin aktiviteleri, kritik dilüsyon yöntemi esas alınarak 

belirlenmiştir (Franz et al. 1997).  
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3.2.4.3 Bakteriyosin üretiminin bakteriyel gelişim ile ilişkisinin belirlenmesi 

 

Bakteriyosin üreticisi olarak tanımlanan suşlarının, zamana bağlı gelişimlerinin ve 

bakteriyosin üretim yeteneklerinin belirlenmesi amacı ile 18 saatlik aktif kültürden 21 

adet MRS broth ortamına (10 mL), % 1 oranında inokülasyon yapılmış ve 37 °C’de 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun 3. saatinden itibaren her saat örnek alınarak 

600 nm dalga boyunda absorbansları ölçülmüş ve örneklerin zamana bağlı bakteriyosin 

üretim yetenekleri, duyarlı indikatör bakterilere karşı kritik dilüsyon yöntemi 

kullanılarak belirlenmiştir (Franz et al. 1997).  

 
3.2.4.4 Bakteriyosinlerin kısmi saflaştırması 

 

Bakteriyosin üreticisi kültürlerden, 500 mL MRS broth ortamlarına % 1 oranında ekim 

yapılmış ve 37 °C’de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda 

gelişen kültürler 9000 devirde 30 dakika santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Çöken katı 

fazın karışmamasına dikkat edilerek kültür üst sıvısı steril bir erlen içerisinde toplanmış 

ve son konsantrasyon % 40 olacak şekilde amonyum sülfat ilave edilerek + 4°C’de bir 

gece karıştırılmıştır. Bu sürenin sonunda örnekler + 4°C’de 14000 devirde bir saat 

süreyle santrifüj edilmiştir. Santrifüj işlemi bitiminde üst faz dökülmüş ve çökelti 0.005           

M sodyum fosfat (pH 6.0) tamponu içerisinde çözülmüştür. Örneklerin üzerine, 

metanol/koloroform (1:2 v/v) çözeltisinden ilave edilmiş + 4°C’de bir saat 

karıştırılmıştır. Bu süre sonunda örnekler + 4°C’de 6000 devirde 30 dakika santrifüj 

edilmiş, üst faz dökülerek çökelti kurutulmuştur. Son aşamada, kurutulmuş çökelti steril 

saf suda çözülmüş ve SDS-PAGE ile moleküler ağırlıklarının belirlenmesi 

çalışmalarında kullanılmak üzere -20 °C’de saklanmıştır (Moreno et al. 2003). 

 

3.2.4.5 Bakteriyosinlerin moleküler büyüklüklerinin belirlenmesi  

 

Kısmi saflaştırması yapılan bakteriyosinlerin moleküler büyüklükleri, trisin sodyum 

dodezil sülfat-poliakrilamit jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanılarak 

belirlenmiştir (Schagger and von Jagow 1987). 
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Trisin-SDS-PAGE uygulamalarında % 16’lık ayırma ve % 4’lük yığma jel 

kullanılmıştır. Amonyum sülfat (% 40) çöktürme esasına göre kısmi saflaştırması 

yapılan bakteriyosin örneklerinden 75 µL alınarak, 25 µL örnek tamponu içerisine 

aktarılmış ve 100 ºC’de  5 dakika kaynatılmıştır. Hazırlanan örnekler jel kuyucuklarına 

20’şer µL aktarılmıştır. Jel sistemine örneklerin yığma jelde göçü esnasında 25 mA, 

ayırıcı jelde göçü esnasında ise 30 mA akım uygulanarak elektroforez işlemi + 4 °C’de 

gerçekleştirilmiştir.  Örnekler jelin son kısmına ulaşıldığında akım durdurulmuş ve 

sistemden çıkarılan jel ikiye kesilerek bir parçası Commasie Brilliant Blue çözeltisinde 

45 dakika ve boya giderme çözeltisinde 45 dakika tutulmuştur. Beyaz ışık üzerine 

yerleştirilerek alınan jel fotoğraflarında proteinlerin moleküler büyüklükleri; marker 

proteinlerin (Sigma USA; ürün kodu B2787) bağıl hareketlilik (Rf) değerleri ve 

moleküler büyüklüklerinin logaritmalarından yararlanılarak çizilen standart eğri 

kullanılmak suretiyle belirlenmiştir. Diğer jel parçası ise aktif bakteriyosin bölgesinin 

belirlenmesi amacıyla; steril bir petri plağına alınarak, steril distile suda içinde 18 saat 

yıkanmıştır. Bu sürenin sonunda başka bir steril petri plağına alınan jele indikatör suş 

içeren 10 mL MRS yumuşak agar (% 0.7) dökülmüş ve 37 ºC’de 18 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası, jelde inhibisyon zonu oluşturan bölge ile fotoğraflardaki 

proteinlerin moleküler büyüklükleri karşılaştırılmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

Ayırıcı Jel 

Akrilamit (%30)/bisakrilamit (%8) sigma 3.3 mL 

3x Jel Çözeltisi (pH 8.45) 3.3 mL 

Steril destile su 2.36 mL 

Gliserol 1 mL 

%10 Amonyum persülfat 30 µL 

TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 4 µL 
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Yığma Jel 

Akrilamit (%30)/bisakrilamit (%8) sigma 0.4 mL 

3x Jel Çözeltisi (pH 8.45) 1.2 mL 

Steril destile su 3.36 mL 

%10 Amonyum persülfat 40 µL 

TEMED  4 µL 

3 x Jel Çözeltisi (pH 8.45) 

Tris 18.16 g 

% 20 SDS pH 8.45 (5N HCl ile) 0.75 mL 

 

Destile su ile toplam hacim 50 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

3 x Örnek Tamponu 

0.5 M Tris-HCl (pH 7.0) 3 mL 

Merkaptoetanol 0.6 mL 

SDS 1.2 g 

Gliserol 3 mL 

Coomassie Brilliant Blue 5 mg 

 

Destile su ile toplam hacim 10 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

Katot Tamponu (pH 8.25) 

Tris 12.11 g 

Trisine 17.92 g 

SDS 1 g 

Destile su 1000 mL 

 

Anot Tamponu (pH 8.9) 

Tris 12.11 g 

5 N HCl 3 mL 

Destile su 1000 mL 
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3.2.5  Suşların Caco-2 hücrelerine tutunma testi 

 

Seçilen laktobasil ve pediokok suşlarının, Caco-2 hücrelerine tutunma yetenekleri ve 

patojen mikroorganizmaların tutunmalarının engellenmesi denemeleri, Ankara 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji Araştırma Labratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

 

Caco-2 hücreleri; % 10 inaktive edilmiş serum (v/v), % 1 esansiyel olmayan aminoasit,               

% 1 L-glutamin, 20 µg/mL sreptomisin ve penisilin ilave edilmiş DMEM (GIBCO) 

içinde 37 ºC’de anaerobik şartlarda inkübe edilerek geliştirilmiştir. Tutunma denemeleri 

için geliştirilen Caco-2 hücreleri, 24 kuyulu doku kültür plaklarına 1,2x105 hücre/mL 

konsantrasyonunda (1mL) inoküle edilmiş ve besiyeri her gün değiştirilmek suretiyle 15 

gün geliştirilmiştir. 

 

Uygun besi ortamlarında 18 saat geliştirilen P. pentosaceus BH105, Lb. brevis BG18 ve     

Lb. plantarum BG33 ve kontrol suşları [(S. enterica serotype Typhimurium LT2, S. 

enterica serotype Typhimurium SL1344, E. coli LMG3083 (ETEC9)] 6.000 rpm’de 15 

dakika santrifüj edilerek, hücreler çöktürülmüştür. Kültür üst sıvısı uzaklaştırıldıktan 

sonra hücreler PBS tamponu (pH 7.2) içinde çözülmüştür. Hücre konsantrasyonu 

DMEM ile 108 kob/mL’ye ayarlanarak steril tüplere alınmıştır. Kuyulardaki besiyeri 

ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra, hücreler PBS tampon ile 3 kez yıkanmıştır. Bakteri-

DMEM süspansiyonundan kuyulara 1 mL aktarılarak plaklar 37 ºC’de % 10 CO2/ % 90 

atmosfer basıncında 90 dakika inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda tutunmamış 

bakteri hücrelerini ortamdan uzaklaştırmak amacıyla, bakteri süspansiyonu steril pipet 

yardımıyla alınmış ve kuyulardaki Caco-2 hücreleri 2 kez PBS tamponuyla yıkanmıştır. 

Caco-2 hücrelerine tutunmuş bakterileri kuyulardan alabilmek amacı ile, ortama 1mL 

Tween 80 (% 0.1) aktarılarak 30 dakika inkübasyona tabi tutulmuştur. Bakteri 

süspansiyonu steril mikrosantrifüj tüplerine alındıktan sonra 10-7 düzeyine kadar 

dilüsyonları hazırlanarak MRS ve LB Agar ortamlarına yayma ekimleri yapılmıştır. 37 

ºC’de 18 saat inkübasyon sonrası petri plaklarındaki koloniler sayılarak canlı hücre 

sayısı belirlenmiştir (Maragkoudakis et al. 2006). 
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Kontrol suşlar ve laktik asit bakterilerinin Caco-2 hücrelerine tutunma yetenekleri; 

Caco-2 hücrelerine 90 dakika sonunda tutunmuş bakteri sayısının (TBS), başlangıç 

bakteri sayısına (BBS) oranlanmasıyla belirlenmiştir. Tutunma denemeleri, her suş için 

6 kez tekrarlanmıştır.            

 

                Bakteri Tutunma Oranı (BTO) = 
BBS

TBS
X 100 

3.2.6 Patojen bakterilerin Caco-2 hücrelerine tutunmalarının engellenmesi 

 

Caco-2 hücrelerine patojen mikroorganizmaların tutunmalarının engellenmesi 

denemelerinde S. enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG3083 (ETEC) 

suşları kullanılmıştır. 

  

18 saatlik aktif kültürler 6.000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilerek hücreler 

çöktürülmüştür. Kültür üst sıvısı uzaklaştırıldıktan sonra hücreler iki kez PBS tamponu 

(pH 7.2) içinde yıkanmış ve hücre konsantrasyonu DMEM ile 108 kob/mL’ye 

ayarlanarak steril tüplere alınmıştır. Caco-2 hücrelerine, pediokok ve laktobasil 

suşlarının tutunması daha önce belirtilen yönteme göre gerçekleştirilmiş ve 90 dakikalık 

inkübasyonu takiben kuyulardaki Caco-2 hücreleri 4 kez PBS tamponuyla yıkanmıştır. 

Kuyulara S. enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG3083 (ETEC) 

DMEM süspansiyonundan 1 mL aktarılarak kültür plakları 37 ºC’de anaerobik 

koşullarda 90 dakika inkübe edilmiştir. Son aşamada ise Caco-2 hücrelerine tutunmuş 

bakteri hücreleri 1mL Tween 80 (% 0.1) ile geri kazanılmıştır.  10-7 düzeyine kadar 

hazırlanan dilüsyonlardan McConkey Agar ortamlarına yayma ekimler yapılmış ve 37 

ºC’de 18 saat inkübasyon sonrası petri plaklarındaki koloniler sayılarak tutunmuş 

patojen bakteri sayısı (TPBS) belirlenmiştir. Daha sonra tutunmuş patojen bakteri 

sayısı, başlangıç patojen bakteri sayısına (BPBS) oranlanarak hesaplanmıştır. Patojen 

bakterilerinin tutunma yeteneklerindeki düşüşler, tanımlanan tutunma oranı 100’den  

çıkarılarak hesaplanmıştır. Tutunma denemeleri, her suş için 6 kez tekrarlanmıştır  

(Maragkoudakis et al. 2006). 
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İnhibisyon Oranı = 100 - PBTO 

 

 

 

 

McConkey Agar   

Pepton 20 g 

Laktoz 10 g 

Sodyum Klorid 5 g 

Agar 13.5 g 

Nötral Red 0.03 g 

Kristal Viyole 1 mg 

Safra Tuzu 5 g 

pH 7.2 ± 0.02 (sterilizasyondan önce)   

 

Destile su ile toplam hacim 1000 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

Sterilizasyon 121 ºC’de 15 dakika süre ile yapılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 
 
 
4.1 Antimikrobiyel Aktiviteye Sahip Bakterilerin  İzolasyonu 
 

 

Araştırmada; bir kısmı sağlıklı bireylerden, bir kısmı Etlik İhtisas Hastanesi Biyokimya 

Laboratuvarı ve Dışkapı Yıldırım Beyazıt Eğitim ve Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji 

Laboratuvarına gelen hasta numunelerinden temin edilen toplam 93 adet insan kaynaklı 

örnek kullanılmıştır. Ayrıca anne sütünden ve farklı yaş gruplarındaki bebeklerden 

alınan gayta örnekleri de çalışma kapsamına dahil edilmiştir.  

 

Gıda kaynaklı laktik asit bakterileri; Türkiye’nin farklı yörelerinden sağlanan 83 adet 

fermente gıda örneğinden izole edilmiştir. Çalışma kapsamında, 46 adet ev yapımı  

peynir (Samsun/Ladik, Ankara/Çubuk, Aydın/Davutlar ve Söke, Bafra/Engiz, Sinop, 

Bandırma, Hatay, Elazığ, Malatya ve Kastamonu), 16 adet tulum peyniri (Erzincan, 

İzmir, Bodrum, Bergama ve Ezine), 15 adet turşu, 3 adet zeytin (Aydın ve Bodrum) ve 

3 adet sucuk (Afyon ve Kayseri) örneği kullanılmıştır. 

 

İnsan ve gıda kaynaklı örneklerin steril fizyolojik su (% 0.85 NaCl) içerisinde 10-7  

düzeyine kadar seri dilüsyonları hazırlanmıştır. Her bir dilüsyon tüpünden Rogosa Agar 

ortamlarına yayma ekimler yapılmış ve 37 ºC’de 48 saat inkübasyona tabi tutulmuştur. 

İnkübasyon süresi sonunda tipik koloni morfolojisine sahip olan izolatlar MRS Agar 

besiyerine nokta ekim yöntemi ile inoküle edilmiş ve 37 ºC’de 24 saat inkübasyondan 

sonra, indikatör bakteriler   Lb. plantarum ve Lb. sake kullanılarak antimikrobiyel 

aktivite testi gerçekleşirilmiştir. İndikatör bakteriye karşı 0.5 mm veya daha büyük 

inhibisyon zonu veren koloniler seçilerek MRS broth besiyerine aktarılmıştır. 

Antimikrobiyel aktiviteye sahip, Gram (+), kok veya çubuk şekilli, spor oluşturmayan 

izolatlar muhtemel laktik asit bakterileri olarak seçilmiştir. Tüm izolatlar tekrar 

antimikrobiyel aktivite testine tabi tutulmuş ve içlerinden en iyi aktiviteye sahip 28 

adedi seçilerek tanımlanmıştır. 

 

İnsan kaynaklı numunelerle yürütülen izolasyon çalışması sonucunda; toplam 7 adet 

antimikrobiyel aktiviteye sahip izolat elde edilmiştir. Bu bakterilerin 2 adedi çocuklara,          
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5 adedi ise yetişkin bireylere ait numunelerden izole edilmiştir. Bebeklere ait 

örneklerden ve anne sütünden antimikrobiyel aktiviteye sahip bakteri izolasyonu 

gerçekleştirilememiştir (Çizelge 4.1). Fermente gıda örneklerinden, antimikrobiyel 

aktiviteye sahip 21 adet izolat elde edilmiştir. Bu bakterilerin 14 adedi ev yapımı 

peynirlerden, 7 adedi ise tulum peynirinden izole edilmiştir. Turşu, zeytin ve sucuk 

örneklerinden antimikrobiyel aktiviteye sahip laktobasil izolasyonu 

gerçekleştirilememiştir (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.1 Antimikrobiyel aktiviteye sahip insan (BH) ve gıda (BG) kaynaklı laktik    
                   asit bakterilerinin  izolasyon kaynağı  

İzolat  Kod No. 

 

İzolasyon Kaynağı  

 

Antimikrobiyel Aktivite Testinde 

Kullanılan İndikatör Suşlar 

BH96 Gayta Lactobacillus sake 
BH97 Gayta Lactobacillus  plantarum 
BH100 Gayta Lactobacillus  sake 
BH101 Gayta Lactobacillus  plantarum 
BH102 Gayta Lactobacillus  sake 
BH105 Gayta Lactobacillus  sake 
BH106 Gayta Lactobacillus  sake 
BG8 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG9 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG10 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG11 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG12 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG13 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  sake 
BG14 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  sake 
BG15 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  sake 
BG16 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG17 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  plantarum 
BG18 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  sake 
BG19 Ev yapımı peynir (Ankara/Çubuk) Lactobacillus  sake 
BG28 Tulum peyniri (İzmir) Lactobacillus sake 
BG29 Tulum peyniri (İzmir) Lactobacillus  sake 
BG30 Tulum peyniri (İzmir) Lactobacillus  sake 
BG31 Tulum peyniri (İzmir) Lactobacillus  sake 
BG32 Tulum peyniri (İzmir) Lactobacillus  sake 
BG33 Tulum peyniri (İzmir) Lactobacillus  sake 
BG34 Tulum peyniri (Bergama) Lactobacillus  sake 
BG35 Ev yapımı peyniri (Samsun) Lactobacillus  plantarum 
BG36 Ev yapımı peynir (Samsun) Lactobacillus  plantarum 
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4.2 İzolatların Tanımlanması 

 

4.2.1 Morfolojik ve kültürel testler 

 

Antimikrobiyel aktiviteye sahip insan ve gıda kaynaklı izolatların tamamı katalaz 

negatif özellikte bulunmuştur. Bu izolatlardan sadece insan kaynaklı BH102 ve BH106 

ile gıda kaynaklı BG8, BG10, BG11, BG12, BG14, BG15 ve BG16 10 ºC’de zayıf bir 

gelişme göstermiş, ancak inkübasyon 15 ºC’ye çıkarıldığında tüm izolatlarda optimal 

gelişme belirlenmiştir (Çizelge 4.2).  

 

Gıda kaynaklı bakterilerden; BG8, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BG19 

glukozdan gaz oluşturan heterofermantatif izolatlar olarak değerlendirilmiştir. İnsan 

kaynaklı izolatlarda ise glukozdan gaz üretimi tespit edilmemiştir. Arjinin dihidrolaz 

enzimi içermeyen suşlarda dekstrozun fermentasyonu sonucu oluşan asitlik ile indikatör 

boya rengi sarıya, arjinin dihidrolaz enzimine sahip olanlarda ise dekstrozun fermente 

edilmesinden kaynaklanan sarı renk, bu enzimin aktivitesi sonucu asitliğin 

nötralizasyonundan dolayı tekrar eflatuna dönmektedir (Halkman 2005). Bu esas 

doğrultusunda yürütülen testte; insan kaynaklı izolatlardan BH105 ve gıda kaynaklı 

izolatlardan BG10 izolatı arjinin dihidrolaz pozitif, diğer izolatlar ise negatif olarak 

değerlendirilmiştir (Çizelge 4.2).  

 

Antimikrobiyel aktiviteye sahip 28 adet izolatın; Gram-pozitif, katalaz negatif, basil 

morfolojisine sahip olan ve arjinin hidroliz yeteneği içermeyen 25 adedi Lactobacillus 

cinsi üyesi olarak tanımlanmıştır (Crow et al. 2001). Bunların arasından; glukozdan gaz 

üretme yeteneğine sahip BG8, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BG19 

izolatları heterofermantatif türler (Lb. brevis, Lb. reuteri veya Lb. fermentum) olarak 

saptanmıştır (Kandler and Weiss, 1986). Gram (+), katalaz negatif, ikili ya da dörtlü  

kok morfolojisine sahip 3 adet izolat (BH105, BG10 ve BG17) muhtemel Pediococcus 

cinsi üyeleri olarak ayrılmıştır (Barnos et al. 2001, Franz et al. 2006).  
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  Çizelge 4.2 İzolatların kısmi karakterizasyonu 

 
İzolat 
No. 

 
Gram 
Boyama 

 
Morfoloji Gelişim 

 
Katalaz 
Aktivitesi 

 
Gaz 

Üretimi 
 

 
Arjinin 
Hidrolizi 

 10 ºC 15ºC 45 ºC 

BH96 +  Basil -  + - - - - 
BH97 + Basil - + - - - - 
BH100 + Basil - + - - - - 
BH101 + Basil - + - - - - 
BH102 + Basil Zayıf + Zayıf - - - 
BH105 + Kok - + - - - + 
BH106 + Basil Zayıf + - - - - 
BG8 + Basil Zayıf + Zayıf - + - 
BG9 + Basil - + Zayıf - - - 
BG10 + Kok Zayıf + Zayıf - - + 
BG11 + Basil Zayıf + - - + - 
BG12 + Basil Zayıf + - - + - 
BG13 + Basil - + - - - - 
BG14 + Basil Zayıf + - - + - 
BG15 + Basil Zayıf + - - + - 
BG16 + Basil Zayıf + - - + - 
BG17 + Kok - + - - - - 
BG18 + Basil - + - - + - 
BG19 + Basil - + - - + - 
BG28 + Basil - + - - - - 
BG29 + Basil - + - - - - 
BG30 + Basil - + - - - - 
BG31 + Basil - + - - - - 
BG32 + Basil - + - - - - 
BG34 + Basil - + - - - - 
BG33 + Basil - + - - - - 
BG35 + Basil - + Zayıf - - - 
BG36 + Basil - + Zayıf - - - 
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4.2.2 Biyokimyasal testler 

 

İzolatların biyokimyasal aktivitelerinin belirlenmesinde API 50CHL (bioMĕrieux, Inc., 

France) test kitleri kullanılmıştır. BH96, BH97 ve BH100 izolatlarının biyokimyasal 

testlere verdikleri reaksiyonlar değerlendirildiğinde; bu suşların % 97.9 ve % 99.8 

arasında değişen olasılıkla Lactobacillus paracasei 1 (Lb. paracasei 1), BH102 (% 81) 

ve BH106 izolatlarının (% 98.5) Lactobacillus plantarum 1 (Lb. plantarum)  olduğu 

belirlenmiştir. BH101 izolatı; Lb. paracasei ssp. paracasei 1 olarak tanımlanmıştır. 

Ancak D-Sarbitol, Amigdalin, Arbutin ve Gentiobioz testlerine negatif reaksiyon 

verdiğinden bu tanımlama için şüpheli test profili oluşturmuştur. BH105 izolatının 

biyokimyasal testlere verdiği reaksiyonlar “yetersiz tanımlama” olarak 

değerlendirilmiştir. Zira bu suşun Lactococcus lactis ssp. lactis 1 olma olasılığı % 63, 

Pediococcus pentosaceus 1 (P. pentosaceus) olma olasılığı % 23 olarak tanımlanmıştır. 

Veri tabanında önerilen tamamlayıcı testlere (15 ºC’de gelişim ve katalaz testi) göre de 

kesin tanımlama yapılamamamıştır. 

  

Gıda kaynaklı izolatlardan BG8, BG9, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve 

BG19’un biyokimyasal testlere verdikleri reaksiyonlar değerlendirildiğinde, bu suşların 

% 94.7 ve % 98.3 arasında değişen oranlarla Lb. brevis 3; BG28, BG29, BG30, BG31, 

BG32, BG33 ve BG34’ün Lb. plantarum 1 (% 88.5); BG13, BG35 ve BG36 

izolatlarının ise Lb. paracasei ssp. paracasei 1 (% 93.4, % 99.6) olduğu belirlenmiştir. 

BG10 ve BG17 izolatları için yetersiz tanımlama değerlendirmesi yapılmıştır. Zira 

testler sonunda bu suşların % 48.2 olasılıkla Lactococcus lactis ssp. lactis 1 ya da % 

23.3 olasılıkla P. pentosaceus 1 olabileceği yorumu çıkmıştır. Veri tabanında önerilen 

tamamlayıcı testlere (15 ºC’de gelişim ve katalaz testi) göre de kesin tanımlama 

yapılamamıştır (Çizelge 4.3).  



   Çizelge 4.3 İzolatların biyokimyasal tanısı 
 

İzolatlar 
Biyokimyasal Testler 

0 GLY ERY DARA LARA RIB DXYL LXYL ADO MDX GAL GLU FRU MNE SBE RHA DUL 
    BH96 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
    BH97 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
    BH100 - - - - ? + - - - - + + + + - - - 
BH101 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BH102 - - - - + + + - - - + + + + - + - 
BH105 - - - - + + ? - - - + + + + - - - 
BH106 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG8 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG9 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG10 - - - - + + ? - - - + + + + - - - 
BG11 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG12 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG13 - - - - + + + - + - + + + + - - - 
BG14 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG15 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG16 - - - - + + + - - - + + + - - - - 
BG17 - - - - + + ? - - - + + + + - - - 
BG18 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG19 - - - - + + + - - - ? + + - - - - 
BG28 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG29 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG30 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG31 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG32 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG33 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG34 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG35 - - - - - + - - - - + + + + - - - 
BG36 - - - - - + - - - - + + + + - - - 

             
                 0: Kontrol, Gliserol, ERY: Erithitol, DARA: D- Arabinoz, LARA: L- Arabinoz, RIB: D- Riboz, DXYL: D- Ksiloz, LXYL: L- Ksiloz, ADO: D- Adonitol, MDX: Metil- βD-  
             ksilopiranosid, GAL: D- Galaktoz, GLU: D- Glukoz, FRU: D- Fruktoz, MNE: D- Mannoz , SBE: L- Sorboz, RHA: L- Ramnoz, DUL: Dulkitol 
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  Çizelge 4.3 İzolatların biyokimyasal tanısı (devam) 
 

İzolatlar 
Biyokimyasal Testler 

INO MAN SOR MDM                                                              MDG NAG AMY ARB ESC SAL CEL MAL LAC MEL SAC TRE INU 
    BH96  - + + - ? + + + + + + + + - + + + 
    BH97 - + + - + + + + + + + + + - + + + 
    BH100 - + + - + + - + + + + + + - + + + 
BH101 - + - - + + - - + + + + + - + + + 
BH102 - + + + + + + + + + + + + + + + - 
BH105 - - - - - + + + + + + + + - - + - 
BH106 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG8 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG9 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG10 - - - - - + + + + + + + + - - + - 
BG11 - - - - + ? - - + - - + - + - - - 
BG12 - - - - +     ? - - + - - + + + - - - 
BG13 - + + - ? + + + + + + + + - + + + 
BG14 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG15 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG16 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG17 - - - - + + + + + + + + + - - + + 
BG18 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG19 - - - - + ? - - + - - + + + - - - 
BG28 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG29 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG30 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG31 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG32 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG33 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG34 - + + - - + + + + + + + + + + + - 
BG35 - + - - ? + ? ? + + + ? + - ? + - 
BG36 ? + + - ? + + + + + + + + - + + + 

 
       INO: Inositol, MAN: D- Mannitol, SOR: D- Sorbitol, MDM: Metil- αD- Monopiranosid, MDG: Metil- αD- Glukopiranosid, NAG: N- Asetil glukozamin, AMY: Amigdalin, ARB:               
          Arbutin, ESC: Eskulin, SAL: Salisin, SEL: D- Seliobioz, MAL: D- Maltoz, LAC: D- Laktoz, MEL: D- Melibioz, SAC: D-Sakkoroz, TRE: D- Trehaloz, INU: Inulin   
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Çizelge 4.3 İzolatların biyokimyasal tanısı (devam) 
 

İzolatlar 
Biyokimyasal Testler 

Bilgisayar Analizleri 
MLZ RAF AMD GLYG XLT GEN TUR LYX TAG DFUC LFUC DARL LARL GNT 2KG 5KG 

    BH96 + - - - - + + - + - - - - ? - - Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1    (99.8%)   

    BH97 + - - - - + + - + - - - - ? - - Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1    (99.8%)   
    BH100 + - - - - - + - + - - - - ? - - Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1    (97.9%)   
BH101 + - - - - - + - + - - - - ? - - Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1     (99.7%)  

BH102 + + - - - ? + - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum 1                           (81%) 

BH105 - - - - - + - - - - - - - - - - 
Lactococcus lactis ssp. lactis1                      (63%)  
Pediococcuc pentosaceus                            (23%) 

BH106 - + - - - + + - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (98.5%) 

BG8 - - - - - - - - - - - - - ? - + Lactobacillus brevis 3                                  (98.3%) 

BG9 - - - - - - - - - - - - - ? - ? Lactobacillus brevis 3                                  (98.3%) 

BG10 - - - - - + - - - - - - - - - - 
Lactococcus lactis ssp. lactis 1                     (48.2%)  
Pediococcuc pentosaceus                             (23.3%) 

BG11 - - - - - - - - - - - - - ? - + Lactobacillus brevis 3                                  (97%) 

BG12 - - - - - - - - - - - - - ? - + Lactobacillus brevis 3                                  (98.3%) 

BG13 + - - - - + + - + - - - - ? - ? Lactobacillus paracasei ssp. paracasei       (99.6 %) 
BG14 - - - - - - - - - - - - - ? - ? Lactobacillus brevis 3                                  (98.3%) 

BG15 - - - - - - - - - - - - - ? - + Lactobacillus brevis 3                                  (98.3%) 
BG16 - - - - - - - - - - - - - ? - + Lactobacillus brevis 3                                  (98.3%) 

BG17 - - - - - + - - - - - - - - - - 
Lactococcus lactis ssp. lactis1                      (63.3%)  
Pediococcuc pentosaceus                             (23%) 

BG18 - - - - - - - - - - - - - ? - + Lactobacillus brevis 3                                  (94.7%) 
BG19 - - - - - - - - - - - - - ? - ? Lactobacillus brevis 3                                  (94.7%) 
BG28 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG29 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG30 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG31 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG32 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG33 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG34 - + - - - + - - - - - ? - ? - - Lactobacillus plantarum  1                          (88.5%) 
BG35 + - - - - - ? - + - - - - ? - - Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1     (93.4%)  

BG36 + - - - - + + - + - - - - ? - - Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1     (99.6%)  

 
MLZ: D- Melezitoz, RAF: D- Rafinoz, AMD: Amidon, GLYG: Glikogen, XLT: Ksilitol, GEN: Gentiobioz, TUR: D- Turanoz, LYX: D- Liysoz, TAG: D- Tagatoz, DFUC: D- Fukoz, 
LFUC: L- Fukoz, DARL: D- Arabitol, LARL: L- Arabitol, GNT: Potasyum Glukonat, 2 KG: Potasyum 2- ketoglukonat, 5 KG: Potasyum 5- ketoglukona 
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4.2.3 16S rDNA dizi analizi   

 

Antimikrobiyel aktiviteye sahip insan ve gıda kaynaklı izolatların 16S rDNA primerleri 

kullanılarak çoğaltılan PZR ürünlerinin agaroz jel görüntüleri Şekil 4.1.a,b,c’de ve bu 

çoğaltılan bölgelerin dizi analizinden elde edilen baz sıralarının NCBI BLAST veri 

tabanında gerçekleştirilen karşılaştırmalı yorumlarından ortaya çıkan kesin tanı sonuçları, 

Çizelge 4.4’de  verilmiştir.  

 

BH96, BH97, BH100, BH101, BG9, BG35 ve BG36 izolatları biyokimyasal testlere 

verdikleri reaksiyonlara göre Lb. paracasei, 16S rDNA dizi analizine göre ise Lb. casei 

olarak tanımlanmıştır. BG9 izolatı; biyokimyasal testlere verdiği reaksiyonlara göre 

değerlendirildiğinde Lb. brevis, 16S rDNA dizi analizine göre ise Lb. casei olarak 

tanımlanmıştır. Bu suşun glukozdan gaz üretmemesi 16S rDNA dizi analizi sonucunu 

desteklemektedir. Biyokimyasal testlere göre kesin tanımlamaları yapılamayan BH105, 

B10 ve BG17 izolatlarının, 16S rDNA dizi analizine göre P. pentosaceus olduğu tespit 

edilmiştir. Morfolojik, kültürel ve biyokimyasal testlerin yeterli sonuç vermediği ya da 

biyokimyasal testlerle çelişkili bulunan tanımlamalarda, 16S rDNA dizi analizi verileri esas 

alınmıştır. rDNA genlerinde meydana gelen mutasyonların genellikle letal doğası gereği, bu 

bölgeler yüksek düzeyde korunmuştur. Bu nedenle kültürel ve biyokimyasal testlerin 

kesinlik kazanmasında 16S rDNA dizi analizi sonuçları ya da diğer genetik testler, tüm tanı 

çalışmalarında doğrulayıcı kriterler olarak kullanılmaktadır (Granger et al. 2008, 

Jonganurakkum et al. 2008).  
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Şekil 4.1.a  İnsan ve gıda kaynaklı izolatlardan  16S rDNA primerleri ile çoğaltılan PZR  
               ürünleri 

 

1 BH96 900 bç 

2 BH97 900 bç 

3 BH100 900 bç 

4 BH101 900 bç 

5 BH102 900 bç 

6 BH105 900 bç  

7 Marker 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 

400, 300, 200, 100 bç 

8 BH106 900 bç 

9 BG8 900 bç 

10 BG9 900 bç 

11 BG11 900 bç 

12 Negatif kontrol  
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Şekil 4.1.b İnsan ve gıda kaynaklı izolatlardan 16S rDNA primerleri ile çoğaltılan PZR  
               ürünleri  

 

1 BG12 900 bç 

2 BG13 900 bç 

3 BG14 900 bç 

4 BG15 900 bç 

5 BG16 900 bç 

6 BG17 900 bç 

7 Marker 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 

400, 300, 200, 100 bç 

8 BG18 900 bç 

9 BG19 900 bç 

10 BG28 900 bç 

11 BG29 900 bç 

12 Negatif kontrol  
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Şekil 4.1.c İnsan ve gıda kaynaklı izolatlardan 16S rDNA primerleri ile çoğaltılan PZR  
               ürünleri 

 

1 BG30 900 bç 

2 BG31 900 bç 

3 BG32 900 bç 

4 BG33 900 bç 

5 Marker 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 

400, 300, 200, 100 bç 

6 BG34 900 bç 

7 BG35 900 bç 

8 BG36 900 bç 

9 Negatif kontrol  
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Çizelge 4.4 İnsan ve gıda kaynaklı izolatların 16S rDNA dizi analizi sonuçlarına göre  
                       gerçekleştirilen tanısı 

 

İzolat Kod No. 16S rDNA Dizisine Göre Yapılan Tanı 

BH96 Lactobacillus casei 

BH97 Lactobacillus casei 

BH100 Lactobacillus casei 

BH101 Lactobacillus casei 

BH102 Lactobacillus plantarum 

BH105 Pediococcus pentosaceus 

BH106 Lactobacillus plantarum 

BG8 Lactobacillus brevis 

BG9 Lactobacillus casei 

BG10 Pediococcus pentosaceus 

BG11 Lactobacillus brevis 

BG12 Lactobacillus brevis 

BG13 Lactobacillus casei 

BG14 Lactobacillus brevis 

BG15 Lactobacillus brevis 

BG16 Lactobacillus brevis 

BG17 Pediococcus pentosaceus 

BG18 Lactobacillus brevis 

BG19 Lactobacillus brevis 

BG28 Lactobacillus plantarum 

BG29 Lactobacillus plantarum 

BG30 Lactobacillus plantarum 

BG31 Lactobacillus plantarum 

BG32 Lactobacillus plantarum 

BG33 Lactobacillus plantarum 

BG34 Lactobacillus plantarum 

BG35 Lactobacillus casei 

BG36 Lactobacillus casei 
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4.2.4 Suşların plazmid içeriklerinin belirlenmesi 

 

İnsan kaynaklı laktik asit bakterileriyle yürütülen plazmid izolasyonu ve agaroz jel 

elektroforezi çalışmaları sonucu, suşların; büyüklükleri 3.2-26.1 kb (kilobaz), sayıları 4-6 

adet arasında değişen plazmid içeriğine sahip olduğu belirlenmiştir. Bunlar arasında, Lb. 

casei BH97 ve BH101 suşlarının tamamen aynı plazmid profiline sahip olduğu 

saptanmıştır. Lb. plantarum BH102 ve BH106 ve P. pentosaceus BH105 suşları ise, 

plazmid içerikleri bakımından belirgin farklılıklar göstermiştir (Şekil 4.2.a,b). Bu sonuçlar, 

BH97 ve BH101 için ortak; BH102 ve BH106 için ise farklı bir kökene işaret etmektedir. 

 

Gıda kaynaklı suşlarda; büyüklükleri 2.5-32.3 kb arasında değişen, 4-10 adet plazmid 

içeriği saptanmıştır. Lb.  plantarum BG28 suşunun içerdiği 8 adet plazmidin (32.3, 28.4, 

26.2, 23.4, 20.6, 14.9, 8.8 ve 8.3 kb), BG29  suşunun plazmidleriyle aynı olduğu 

belirlenmiştir. Lb. plantarum olarak tanımlanan ve plazmid profilleri tamamen aynı 

bulunan bir diğer grup ise BG30, BG31 ve BG32 suşlarını içermektedir. Lb. brevis BG15 

suşunun içerdiği 6 adet plazmidin (25.5, 13.8, 11.6, 10.8, 6.1 ve 5.5 kb) 5 adedinin (5.5 kb 

hariç), 5 adet plazmid içeren (25.5, 13.8, 11.6, 10.8 ve 6.1 kb) BG16 suşunun 

plazmidleriyle aynı olduğu tespit edilmiştir. Bu bulgu BG16 suşunun, 5.5 kb plazmidi 

kaybetmiş bir varyant olduğuna işaret etmektedir. Lb. brevis olarak tanımlanan gıda 

kaynaklı suşlar arasında plazmidleri tamamen aynı olan bir diğer grup BG18 ve BG19 

suşlarından oluşmaktadır. BG16 suşu 10,8 kb plazmid dışındaki diğer plazmidler 

bakımından bu grup ile tam bir uyum göstermiştir. Buradan hareketle bu iki suşta da 10,8 

kb büyüklükteki plazmidin elimine olduğu düşünülmektedir. Lb. casei BG13 suşunda 

plazmid DNA saptanmamıştır. Gıda kaynaklı diğer laktik asit bakterileri, plazmid içerikleri 

bakımından farklı bulunmuştur (Şekil 4.3.a,b,c).  

 

Değişik araştırıcılar tarafından yapılan çalışmalar sonucunda; laktik asit bakterilerinin 1-16 

adet plazmid içerdiği tespit edilmiş ve bu plazmidlerin faj ve antibiyotik dirençlilik, 

bakteriyosin ve asit üretimi, laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite gibi bazı 

metabolik olaylardan sorumlu genleri taşıdığı belirtilmiştir (Ruiz-Barba et al. 1991, 
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Delgado and Mayo 2003, Obunbanwo et al. 2003, Mourad 2007). Tür içi ve türler arası 

genetik madde aktarımını yönetme yeteneğindeki plazmidler, bakterilere çevresel uyumu 

kolaylaştıracak genetik esneklik sağlamaktadırlar. Starter kültür geliştirme çalışmalarında, 

suşların plazmid içeriklerinin ve kodladıkları özelliklerin tanımlanması endüstriyel öneme 

sahip özeliklerin genetik determinantlarının belirlenmesi bakımından önem taşımaktadır. 

Ayrıca plazmid analizi, aynı türe ya da alt türe ait farklı suşların tanımlanmasında kısa 

sürede sonuç alınması ve tekrarlanabilir olması nedeniyle tercih edilen bir yöntemdir 

(Foschino et al. 2001, Delgado and Mayo 2004, Mourad 2007). 

 

Bu çalışmada aynı plazmid profiline sahip olduğu belirlenen insan kaynaklı BH97, BH101, 

BH102 ve BH105 ve gıda kaynaklı BG15, BG16 ve BG17 suşlarının, biyokimyasal testlere 

verdikleri reaksiyonlar ve 16S rDNA dizi analiz sonucuna göre farklı tür bakteriler 

oldukları tespit edilmiştir. Bu durum plazmid profillerinin tür tanısında kullanılamayacağını 

göstermektedir. Bununla beraber, Lb. brevis BG8, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, 

BG18 ve BG19, Lb. casei BH96, BH100, BH101, BG9, BG35 ve BG36’nın, Lb. plantarum 

BH102, BH106, BG28, BG30 ve BG33 bakterilerinden oluşan grupların kendi içerisinde 

plazmid içerikleri bakımından tam bir uyum göstermemesi, söz konusu türlere ait üyelerin 

farklı biyovaryeteler olduğunu kanıtlamaktadır. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 69

 

Şekil 4.2.a İnsan kaynaklı suşların plazmid içerikleri  

 

2 BH97 (kb): 21.9, 17.3, 12.8 ve 5.8 

4 M ccc Plazmid DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 

2.9 ve 2.1 

5 BH101 (kb): 21.9, 17.3, 12.8 ve 5.8  

6 BH102 (kb): 21.9, 17.3, 12.8 ve 5.8 

7 BH105 (kb): 21.9,  17.3, 12.8, ve 5.8 

8 BH106 (kb): 26.1, 21.9, 9 ve 8.4 
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Şekil 4.2.b İnsan kaynaklı suşların plazmid içerikleri 

2 BH96 (kb): 17.5, 14.7, 12.2, ve 5.7  

4 M ccc Plazmid DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 

2.9 ve 2.1 

6 BH100 (kb): 23.9, 17.5, 11.8, 7.5, 5 ve 3.2  
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Şekil 4.3.a Gıda kaynaklı suşların plazmid içerikleri 

 

1 BG8 (kb): 29.3, 27.5, 24.6, 18.2, 13.1, 11.3 ve 5.9 

2 BG9 (kb): 24.6, 18.2, 6, 5.1, 4 ve 2.5 

3 BG10 (kb): 26.6, 25, 19.2, 12.2, 8.8 ve 5.9 

4 M ccc Plazmid DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 

2.9 ve 2.1 

5 BG11 (kb): 29.5, 28.1, 25.5, 19.7, 13.6, 11.9, 11.2 ve 5.9 

6 BG12 (kb): 25.5, 19.1, 13.5, 12.1, 8.9, 5.8 ve 5.4 

8 BG14 (kb): 31.9, 26.6, 25, 18.9, 12.2, 8.8 ve 5.9 
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Şekil 4.3.b Gıda kaynaklı suşların plazmid içerikleri  

 

1 BG15 (kb): 25.5, 13.8, 11.6, 10.8, 6.1 ve 5.5 

2 BG16 (kb): 25.5, 13.8, 11.6, 10.8 ve 6.1 

3 BG17 (kb): 25.5, 13.8, 11.6, 10.8 ve 6.1 

4 M ccc Plazmid DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 

2.9 ve 2.1 

5 BG18 (kb): 25.5, 13.8, 11.6 ve 6.1 

6 BG19 (kb): 25.5, 13.8, 11.6 ve 6.1 

7 BG28 (kb): 32.3, 28.4, 26.2, 23.4, 20.6, 14.9, 8.8 ve 8.3 

8 BG29 (kb): 32.3, 28.4, 26.2, 23.4, 20.6, 14.9, 8.8 ve 8.3 
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Şekil 4.3.c Gıda kaynaklı suşların plazmid içerikleri  

 

1 BG30 (kb): 22.3, 20.2, 18.4, 16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3 

2 BG31 (kb): 22.3, 20.2, 18.4, 16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3 

3 BG32 (kb): 22.3, 20.2, 18.4, 16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3 

4 M ccc Plazmid DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 

2.9 ve 2.1 

5 BG33 (kb): 22.1, 20.4, 16.8, 11.8, 10.7 ve 9.3 

6 BG34 (kb): 22.3, 20.2, 18.4, 16.8, 14.8, 8.9 ve 8.3 

7 BG35 (kb): 21.9, 19.6, 18.4, 16.7, 14.1, 13.1, 11.5, 8.7, 
8.1 ve 3.1 

8 BG36 (kb): 23, 19.6, 16.7, 11.3 ve 3.1 
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4.2.5 Hücre duvarı protein profillerinin belirlenmesi 
 
 
Hücre duvarı protein izolatları ile yürütülen SDS-PAGE analizi sonunda, gıda kaynaklı             

P. pentosaceus BG10 ve BG17 suşlarında; moleküler büyüklükleri 126.7, 112.2, 85.11, 

53.33, 40.6 ve 37.0 kDa (kilodalton) olan 6 adet ortak protein bandı tanımlanmıştır. P. 

pentosaceus BH105 suşu ise 180 ve 83,1 kDa büyüklükte 2 adet major hücre duvarı 

proteini içeriği ile diğer pediokoklardan farklı bulunmuştur (Şekil 4.4). 

 

Gıda kaynaklı Lb. brevis BG8, BG11, BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BG19 

suşlarında; moleküler büyüklükleri 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.9 ve 29.0 kDa olan 6 adet 

ortak major hücre duvarı proteini tespit edilmiştir (Şekil 4.5).  

 

Gıda kaynaklı Lb. plantarum BG28, BG31, BG32 ve BG34 suşlarında; 121.8, 107.4, 98.7, 

79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1 kDa büyüklüğünde toplam 11 adet hücre 

duvarı proteini ortak bulunmuştur. İnsan kaynaklı Lb. plantarum BH106 ve gıda kaynaklı 

BG29 ve BG30 suşlarının da, moleküler büyüklükleri 116.0, 107.4, 98.0, 80.0, 61.1, 54.7, 

46.4, 42.3, 38.0, 26.1, 22.9, 15.6 ve 12.2 kDa arasında değişen toplam 13 adet protein bandı 

bakımından benzerlik gösterdiği saptanmıştır. İnsan kaynaklı Lb. plantarum BH102 ve gıda 

kaynaklı BG33 ise, hücre duvarı protein profilleri bakımından bu iki gruptan tamamen 

farklı bulunmuştur (Şekil 4.6).  

 

İnsan ve gıda kaynaklı Lb. casei suşlarında, moleküler büyüklükleri 12.6-244.0 kDa 

arasında değişen 4-12 adet protein bandı belirlenmiştir. Bunlar içerisinde BH100 ve BH101 

suşları  244.0, 134.3, 110.9, 67.0, 38.0, 34.6 ve 31.1 kDa’luk 7 adet ortak protein içeriğine 

sahip bulunmuştur (Şekil 4.7). 

 

Hücre duvarı protein içeriklerinin araştırılması, bakterilerin farklı ekosistemlere 

adaptasyonlarının ve evrimsel ilişkilerinin açıklanmasında önem taşımaktadır. Çeşitli 

araştırıcılar, S tabaka proteinlerinin; koruyucu tabaka, moleküler elek, iyon tuzağı veya 

virülens faktörler olarak işlev gördüklerini ve immün sistemi sitümüle ettiklerini 
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saptamıştır (Smit et al. 2002, Vinderola et al. 2004). Major hücre duvarı protein içerikleri, 

laktik asit bakterilerinin tanısında da destekleyici ve kısa sürede sonuç veren bir yöntem 

olarak kullanılmaktadır (Gatti   et al. 1997, Hebert et al. 2000, Corsetti et al. 2003). 

 

Bu yönde yürütülen bir çalışmada Lb. brevis için ayırıcı 50 kDa’luk major, 37 kDa’luk 

minör, Lb. plantarum için moleküler büyüklükleri 35-65 kDa arasında olan 6 adet major ve  

Lb. casei için ise üç adet major hücre duvarı proteini (35 ve 60,45 kDa) tanımlanmıştır 

(Corsetti et al. 2003, Soomro and Masud 2007). Çalışmamız kapsamında incelenen 

antimikrobiyel aktiviteye sahip laktik asit bakterilerinin, hücre duvarı protein içerikleri, sayı 

ve moleküler büyüklük bakımından literatür verileriyle uyum göstermektedir. Ancak, tür 

tanısında kullanılabilecek herhangi bir spesifik protein bandı tespit edilememiştir. Aynı 

şekilde hücre duvarı protein içerikleri ile plazmid profilleri açısından bir uyumun 

sağlanamaması, alt tür ayırımında da elde ettiğimiz protein profillerinin kullanışlı 

olamayacağına işaret etmektedir. Özellikle bakteriyel tanıda hücre duvarı ya da toplam 

protein profillerinin kullanımı iki yönlü jel elektroforezi ve fonksiyonel analizlere 

dayandırılmaktadır. Bu sayede özellikle aynı moleküler büyüklükte ancak farklı aktivitelere 

sahip proteinlerin ayırımı gerçekleştirilebilmektedir. Yukarıda özetlenen literatür verilerinin 

aksine, çalışmamızda tür ya da biyovaryetelere özgü spesifik hücre duvarı proteinlerinin 

bulunmaması, örnek sayısının azlığı yanında fonsiyonel tanımının yapılmamasından da 

kaynaklanabilir. Araştırmada, hızlı protein tanı yöntemlerinin destekleyici bir kriter olarak 

kullanımı hedeflendiğinden ileri analizler yapılmamıştır. Literatür verilerinden farklı 

bulunan sonuçların, fonksiyonel analizler doğrultusunda yorumlanması, yapılan tespitlerin 

kesinleştirilmesi için zorunludur. 
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M               1                 2              3               4                5              6              7 

 

 

Şekil 4.4 Pediococcus pentosaceus suşlarının hücre duvarı protein içerikleri         
 

M Marker (kDa): 180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5  

1 BG19 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

2 BH105 (kDa): 180 ve 83,1 

3 BG10 (kDa): 126.7, 112.2, 85.1, 53.3, 40.6 ve 37.0 

4 BG17 (kDa): 126.7, 112.2, 85.1, 53.3, 40.6 ve 37.0 

5 BG36 (kDa): 153, 116, 109.5, 105.9, 97, 74.7, 63.6, 48.5, 37.8 ve 32.2 

6 BH102 (kDa): 114.7, 100.8, 88.6, 74.7, 54.1 ve 37.8 

7 BH106 (kDa): 116, 107, 98, 80.3, 61, 54.9, 46, 42, 38, 26, 22, 15 ve 12.2  
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         M               1                 2              3               4                5              6              7   

 

 

Şekil 4.5 Lactobacillus brevis suşlarının hücre duvarı protein içerikleri 

 

M Marker (kDa): 180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5 

1 BG8 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

2 BG11 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

3 BG12 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

4 BG14 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

5 BG15 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

6 BG16 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 

7 BG18 (kDa): 114.5, 107.2, 83.1, 53.1, 38.97 ve 29.0 
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                  M            1             2            3               4             5            6              7 

 

 

Şekil 4.6 Lactobacillus plantarum suşlarının hücre duvarı protein içerikleri                                                 

               

M Marker (kDa): 180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5 

1 BG28 (kDa): 121.8, 107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1 

2 BG29 (kDa): 116.0, 107.4, 98.0, 80.0, 61.1, 54.7, 46.4, 42.3, 38.0, 26.1, 22.9, 

15.6 ve 12.2 

3 BG30 (kDa): 116.0, 107.4, 98.0, 80.0, 61.1, 54.7, 46.4, 42.3, 38.0, 26.1, 22.9, 

15.6 ve 12.2 

4 BG31 (kDa): 121.8, 107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1 

5 BG32 (kDa): 121.8, 107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1 

6 BG33 (kDa): 168.4, 110.8, 93.4, 55.6, 45.6, 38.1, 31.0, 19.8 ve 15.4 

7 BG34 (kDa): 121.8, 107.4, 98.7, 79.3, 61.6, 46.1, 39.0, 25.8, 22.3, 15.4 ve 12.1 
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              M               1            2             3             4              5              6              7 

 

 

Şekil 4.7 Lactobacillus casei suşlarının hücre duvarı protein içerikleri 

 

M Marker (kDa): 180, 116, 97, 58.1, 39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5 

1 BH96 (kDa): 244, 105.9, 99.5, 85.8, 36.3, 31.5, 20.4 ve 13.9 

2 BH97 (kDa): 108.4, 100.8, 74.7, 45.9, 38.0 ve 30.7  

3 BH100 (kDa): 244.0, 134.3, 110.9, 67.0, 38.0, 34.6 ve 31.1 

4 BH101 (kDa): 244.0, 134.3, 110.9, 67.0, 38.0, 34.6 ve 31.1 

5 BG9 (kDa): 110.9, 97.0, 54.0, 39.3 
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4.3 Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

4.3.1 Suşların düşük pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarına karşı direnç özellikleri     
             

pH denemelerinde; insan ve gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin pH 1.0’de, 1 saat 

içerisinde canlılıklarını kaybettikleri tespit edilmiştir. Buna karşın, pH 3.0’de tüm suşlar 3 

saat sonunda % 76.35 ve % 99.75 arasında değişen gelişme oranlarında canlılıklarını devam 

ettirmiştir. Canlı bakteri sayıları ve kontrol grubuna karşı gösterdikleri bakteriyel gelişim 

değerleri göz önüne alındığında; Lb. casei BH100 suşu en düşük, Lb. plantarum BG34 ise 

en yüksek oranda gelişim gösteren suşlar olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.5). 

 

Besinlerin sindirim sisteminden geçişi sırasında, midede kalma süresi 3 saattir. Bu sürede 

midenin pH’sı 1-4 arasında değişmektedir (Vinderola and Reinheimer 2003). Besinlerle 

birlikte alınan probiyotik mikroorganizmaların intestinal sisteme ulaşmadan önce midenin 

düşük pH’sında canlı kalabilmesi zorunludur (Dunne et al. 2001). Lactobacillus cinsi 

üyeleri (Lb. acidophilus, Lb. plantarum ve Lb. casei) pH 3.0’de canlılıklarını devam 

ettirebilmektedir (Oh et al. 2000, Dunne et al. 2001). İnsan gaytasından izole edilen Lb. 

brevis’in pH 4.0’de, Lb. plantarum’un ise pH 3.5’da canlı kalabildiği, ancak daha düşük pH 

değerlerinde gelişimlerinin durduğu saptanmıştır (Delgado et al. 2007). Bebek gaytasından 

izole edilen laktik asit bakterileri için pH 2.0, letal pH değeri olarak tanımlanmıştır (Khalil 

et al. 2007). Tüm bu çalışmalar, laktik asit bakterilerinin asit toleranslarının; H+- ATPaz 

enzimi, bakteri türü, gelişme ortamı ve inkübasyon koşullarına göre farklılık gösteren 

sitoplazmik membran yapısına bağlı olarak değiştiğine işaret etmektedir (Havenaar et al. 

1992, Oh et al. 2000, Khalil et al. 2007). 

 

Araştırma kapsamında incelenen antimikrobiyel aktiviteye sahip suşların, düşük pH 

değerlerine direnç özellikleri, yukarıda tanımlanan sınırlar içerisinde bulunmuştur. Bu 

değerler mideden geçişte canlılığın sürdürülebilmesi için yeterlidir. 

 

 



 81

Çizelge 4.5 Laktik asit bakterilerinin  MRS broth’da (pH 3.0) gelişim özellikleri 
                   

Laktik Asit 

Bakterileri 

Bakteriyel Gelişme (3. saat) 
Kontrol 

(log kob/ml) 
pH 3.0 

(log kob/ml) 
% Gelişme 

Lb. casei BH96 8.16 7.96 97.54 

Lb. casei BH97 8.50 8.07 94.94 

Lb. casei BH100 8.88 6.78 76.35 

Lb. casei BH101 8.38 6.95 82.93 

Lb. plantarum BH102 8.52 8.26 96.94 

P. pentosaceus BH105 7.95 7.55 94.96 

Lb.plantarum BH106 8.73 8.17 93.58 

Lb. brevis BG8 8.64 8.02 92.82 

Lb. casei BG9 8.42 8.07 95.84 

P. pentosaceus BG10 8.47 7.78 91.85 

Lb. brevis BG11 8.10 7.30 90.12 

Lb. brevis BG12 8.45 6.78 80.23 

Lb. brevis BG13 8.39 8.21 97.85 

Lb. brevis BG14 8.65 7.82 90.40 

Lb. brevis BG15 8.67 7.95 91.69 

Lb.  brevis BG16 8.64 7.73 89.46 

P. pentosaceus BG17 8.52 7.48 87.79 

Lb. brevis BG18 8.47 7.74 91.38 

Lb.  brevis BG19 8.49 7.64 89.98 

Lb.  plantarum BG28 8.91 8.30 93.15 

Lb. plantarum BG29 8.78 8.41 95.78 

Lb. plantarum BG30 8.90 8.19 92.02 

Lb. plantarum BG31 8.87 8.38 94.47 

Lb. plantarum BG32 8.92 8.51 95.40 

Lb. plantarum BG33 7.98 7.81 97.86 

Lb. plantarum BG34 7.85 7.83 99.75 

Lb.  casei BG35 8.0 7.65 95.62 

Lb.  casei BG36 7.76 7.72 99.48 
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Türkiye kökenli suşlar ile pH 2.0’de yürütülen pepsin uygulamasında; 1 saatin sonunda 

insan kaynaklı Lb. casei BH97 ve BH100 ve gıda kaynaklı Lb. brevis BG8, BG9, BG11, 

BG12, BG13, BG15, BG16 ve BG19; P. pentosaceus BG10 ve BG17; Lb. plantarum 

BG28, BG31, BG32 ve BG34, canlılıklarını devam ettirmiş, ancak uygulamanın 3. saatinde 

tüm suşların canlılığını yitirdiği saptanmıştır (Çizelge 4.6).       

 

Araştırmada kullanılan tüm suşlar 3 saat süreyle gerçekleştirilen pepsin (pH 3.0) 

uygulamasına dirençli bulunmuştur. Lb. plantarum BH102, bu koşullarda en yüksek 

bakteriyel gelişim gösteren suş olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.6).  

 

pH 2.0 ve 3.0’de yürütülen pepsin uygulamasının amacı, sindirim sistemine ulaşan 

mikroorganizmaların gastrik koşullara direnç düzeylerinin in vitro olarak belirlenmesidir. 

Süt ürünlerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarıyla yürütülen bir çalışmada, pH 2-

pepsin uygulamasının ilk saatinde 29 suşun 21’nin canlılığını sürdürdüğü ancak, 

uygulamanın 3. saatinde 13’ünün canlılığını tamamen yitirdiği tespit edilmiştir 

(Maragkoudakis et al. 2006). Farklı laktik asit bakterilerinin gastrik koşullara 

toleranslarının araştırıldığı bir diğer çalışmada ise, pH 3.0’de ve 3 saat sonunda 

Pediococcus üyelerinin diğer suşlara göre daha fazla direnç gösterdiği tespit edilmiştir 

(Jonganurakkum et al. 2008). Özellikle Lactobacillus türleri göz önünde 

bulundurulduğunda, Türkiye kökenli bakterilerin pH-pepsin uygulamasına benzer yanıtlar 

verdiği tespit edilmiştir. Türkiye kökenli laktik asit bakterilerinin pH-pepsin 

uygulamalarına verdikleri ortak dirençlilik düzeyleri (pH 3.0), gastrik koşullara direnç 

gösterebileceklerine işaret etmektedir. Zira besinlerle alınan bakterilerin gastrik koşullardan 

korunmasında; besin partiküllerinin ve konakçı yüzeysel tutunma bölgelerinin tolore edici 

rolü nedeniyle, pH-pepsin uygulamalarında 3 saat süreyle (pH 3.0) sağlanan direnç esas 

alınmaktadır. 

 



Çizelge 4.6 Laktik asit suşlarının pH 2.0 ve pH 3.0’de yürütülen pepsin uygulamasına direnç düzeyleri    
 

Laktik Asit 
Bakterileri 

Pepsin 
Kontrol 

(log kob/ml) 
pH 2.0 

(log kob/ml) 
% Gelişme 
(3. saat) 

Kontrol 
(log kob/ml) 

pH 3.0 
(log kob/ml) 

% Gelişme 
(3. saat) 

Lb. casei BH96 8.83 - 0.00 8.16 8.06 98.77 

Lb. casei BH97 8.40 - 0.00 8.50 8.10 95.29 

Lb. casei BH100 8.90 - 0.00 8.88 7.45 83.89 

Lb. casei BH101 8.55 - 0.00 8.38 7.50 89.89 

Lb.  plantarum BH102 9.08 - 0.00 7.78 9.28 >100 

P. pentosaceus BH105 8.97 - 0.00 7.95 8.07 >100 

Lb.plantarum BH106 9.46 - 0.00 8.73 8.83 >100 

Lb. brevis BG8 8.90 - 0.00 8.64 8.19 94.79 

Lb. casei BG9 8.32 - 0.00 8.42 8.58 >100 

P. pentosaceus BG10 7.60 - 0.00 8.47 8.20 96.81 

Lb. brevis BG11 8.70 - 0.00 8.10 6.70 82.71 

Lb. brevis BG12 9.00 - 0.00 8.45 7.00 82.84 

Lb. brevis BG13 9.07 - 0.00 8.39 7.00 83.43 

Lb. brevis BG14 8.41 - 0.00 8.65 8.32 96.18 
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  Çizelge 4.6 Laktik asit suşlarının pH 2.0 ve pH 3.0’de yürütülen pepsin uygulamasına direnç düzeyleri (devam)  
 

Laktik Asit 
Bakterileri 

Pepsin 
Kontrol 

(log kob/ml) 
pH 2.0 

(log kob/ml) 
% Gelişme 
(3. saat) 

Kontrol 
(log kob/ml) 

pH 3.0 
(log kob/ml) 

% Gelişme 
(3. saat) 

Lb. brevis BG15 8.68 - 0.00 8.67 8.45 97.46 

Lb. brevis BG16 8.75 - 0.00 8.64 8.51 98.49 

P. pentosaceus BG17 8.77 - 0.00 8.52 8.12 95.30 

Lb. brevis BG18 8.9 - 0.00 8.47 8.00 94.45 

Lb. brevis  BG19 8.9 - 0.00 8.49 8.60 >100 

Lb. plantarum BG28 8.76 - 0.00 8.91 9.16 >100 

Lb. plantarum BG29 8.69 - 0.00 8.78 9.11 >100 

Lb. plantarum BG30 8.97 - 0.00 8.9 9.15 >100 

Lb. plantarum BG31 8.97 - 0.00 8.87 9.09 >100 

Lb. plantarum BG32 9.1 - 0.00 8.92 9.18 >100 

Lb. plantarum BG33 8.22 - 0.00 7.98 8.00 >100 

Lb. plantarum BG34 8.34 - 0.00 7.85 7.20 91.71 

Lb.  casei BG35 9.1 - 0.00 8.00 7.60 95.00 

Lb. casei BG36 9.07 - 0.00 7.76 7.50 96.64 
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Antibakteriyel aktiviteye sahip suşlar ile yürütülen pankreatin uygulamasında; Lb. 

plantarum BH102, Lb. casei BH100, P. pentosaceus BH105, ve Lb. brevis BG8, Lb. 

plantarum BG29, BG30 ve BG32 ve Lb. casei BG9 yüksek direnç gösteren suşlar olarak 

belirlenmiştir. Buna karşılık, Lb. casei BG35 izolatının pankreatin uygulamasının 4. 

saatinde canlılığını tamamen kaybettiği saptanmıştır (Çizelge 4.7). 

 

Safra tuzu uygulamasının 4. saatinde, Lb. casei BH96, BH101 ve BG35’in canlılıklarını 

tamamen kaybettiği saptanmıştır. Lb. plantarum BH106, Lb. brevis BG14, BG15 ve BG16 

ise bu süre sonunda safra tuzuna karşı yüksek direnç gösteren suşlar olarak tanımlanmıştır 

(Çizelge 4.7).  

 

İntestinal sistemdeki safra tuzunun fizyolojik konsantrasyonu % 0.3-0.5 arasında 

değişmektedir (Begley et al. 2005). Laktik asit bakterilerinin ince bağırsak koşullarında in 

vitro direnç düzeylerinin belirlendiği safra tuzu (% 0.3) ve pankreatin (pH 8.0) uygulaması, 

mikroorganizmaların probiyotik özelliklerinin tanımlanmasında kritik önem taşımaktadır. 

(Charteris et al. 1998b, Maragkoudakis et al. 2006). Probiyotik mikroorganizmaların safra 

tuzuna direnç özelliğinin, konjuge safra tuzlarının hidrolize edilmesi suretiyle inhibitör 

etkiyi azaltan safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesine  bağlı olduğu öne sürülmektedir (Lewis 

and Gorbach 1972, Stewart et al. 1986, Oh et al. 2000, Mourad and Nour-Eddine 2006). 

Safra tuzuna direnç özelliğini belirleyen bir diğer faktör ise, suşların farklı membran 

yapılarına sahip olmalarıdır (Begley et al. 2005). Sindirim sisteminden izole edilen Lb. 

acidophilus suşunun % 3 safra tuzunda gelişebildiği fakat, % 5 konsantrasyonda canlılığını 

yitirdiği belirlenmiştir (Pinto et al. 2006). Gaytadan  izole edilen Lactobacillus suşları 

arasında, % 2 konsantrasyondaki safra tuzuna farklı düzeylerde dirençlilik tespit edilmiştir. 

Bu çalışmada, Lb. brevis ve Lb. plantarum’un safra tuzu uygulamasına en dayanıklı suşlar 

olduğu belirlenmiştir (Delgado et al. 2007). Bebek gaytasından izole edilen laktik asit 

bakterilerinden % 43’ünün, % 0.4 safra tuzu konsantrasyonunda, canlılıklarını 

sürdürdükleri ve  Lb. fermentum ile Lb. plantarum’un en dirençli suşlar olduğu saptanmıştır 

(Khalil et al. 2007).  Süt ürünlerinden izole edilen Lactobacillus suşlarında, pH 8.0’de 
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yürütülen pankreatin uygulamasında canlılık kaybı olmadığı tespit edilmiştir 

(Maragkoudakis et al. 2006). 

 

Çalışma kapsamında incelenen bakteriyosin üreticisi laktik asit bakterilerinden; Lb. casei 

BH96 ve BH101 safra tuzu, Lb. casei BG35 ise pankreatin ve safra tuzu uygulamasına karşı 

hassasiyet gösterdiği için, probiyotik kriterlerine uygun olmadıkları saptanmıştır. Diğer 

suşların pankreatin ve safra tuzu uygulamalarına direnç düzeyleri, probiyotik kullanımı için 

belirtilen sınırlar içerisinde bulunmuştur. 

 

 



Çizelge 4.7 Laktik asit suşlarının pankreatin ve safra tuzuna karşı direnç düzeyleri 

Laktik Asit 
Bakterileri 

Pankreatin (1mg/mL)  Safra Tuzu (% 0.3)  
Kontrol 

(log kob/ml) 
Pankreatin 
(log kob/ml) 

% Gelişme 
(4. saat) 

Kontrol 
(log kob/ml) 

Safra Tuzu 
(log kob/ml) 

% Gelişme 
(4. saat) 

Lb. casei BH96 8.25 8.32 >100 8.51 - 0.00 

Lb. casei BH97 8.7 8.35 95.97 8.54 7.76 90.86 

Lb. casei BH100 8.3 8.58 >100 8.52 6.30 73.94 

Lb. casei BH101 7.87 7.95 >100 8.47 - 0.00 

Lb.  plantarum BH102 8.8 9.32 >100 9.49 9.15 96.41 

P. pentosaceus BH105 8.96 9.22 >100 8.96 7.48 93.48 

Lb.plantarum BH106 8.92 8.86 99.32 8.2 8.97 >100 

Lb. brevis BG8 8.61 8.9 >100 9.11 8.08 88.69 

Lb. casei BG9 8.85 9.02 >100 9.42 8.34 88.53 

P. pentosaceus BG10 9.1 9.11 >100 9.16 8.64 94.32 

Lb. brevis BG11 9.19 9.14 99.45 9.34 8.56 91.64 

Lb. brevis BG12 9.25 9.20 99.45 9.40 8.57 91.17 

Lb. brevis BG13 8.85 8.96 >100 9.31 8.78 94.30 

Lb. brevis BG14 9.14 9.09 99.45 8.98 8.87 98.77 
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Çizelge 4.7 Laktik asit suşlarının pankreatin ve safra tuzuna karşı direnç düzeyleri (devam) 

Laktik Asit 
Bakterileri 

Pankreatin (1mg/mL) Safra Tuzu (% 0.3)  
Kontrol 

(log kob/ml) 
Pankreatin 
(log kob/ml) 

% Gelişme 
(4. saat) 

Kontrol 
(log kob/ml) 

Safra Tuzu 
(log kob/ml) 

% Gelişme 
(4. saat) 

Lb. brevis BG15 8.77 8.74 99.65 8.63 9.26 >100 

Lb. brevis BG16 9.06 8.75 96.57 9.08 9.14 >100 

P. pentosaceus BG17 8.73 8.89 >100 9.14 8.81 96.38 

Lb. brevis BG18 9.06 8.80 97.13 8.89 8.34 93.81 

Lb. brevis  BG19 8.78 8.68 98.86 9.1 8.3 91.20 

Lb. plantarum BG28 8.94 9.04 >100 9.14 7.6 83.15 

Lb. plantarum BG29 8.9 9.09 >100 9.14 7.38 80.74 

Lb. plantarum BG30 8.91 9.09 >100 9.04 7.30 80.75 

Lb. plantarum BG31 8.89 8.84 99.43 9.21 7.30 79.26 

Lb. plantarum BG32 8.76 9.23 >100 9.17 7.90 86.15 

Lb. plantarum BG33 8.45 8.40 99.40 8.45 6.93 82.01 

Lb. plantarum BG34 8.34 8.09 97.00 7.56 7.34 97.08 

Lb.  casei BG35 8.45 - 0.00 7.22 - 0,00 

Lb. casei BG36 8.38 8.38 100 7.72 7.38 95.59 
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4.3.2 Hemolitik aktivite 

 

Çalışma kapsamında kontrol suşları olarak kullanılan E. coli LMG3083 (ETEC)’nin 

bulunduğu ortamlarda kolonilerin etrafında parlak-yeşil zon (α-hemolitik) oluşurken, 

Staphylococcus aureus ATCC6538’un geliştiği ortamda, kolonilerin etrafında berrak zon 

(β-hemolitik) meydana geldiği tespit edilmiştir. Aynı ortamda geliştirilen bakteriyosin 

üreticisi laktik asit bakterileri kolonilerinin etrafında ise zon oluşumu gözlenmemiştir (γ-

hemolitik) (Şekil 4.8). 

 

Probiyotik mikroorganizmaların seçiminde, hemolitik aktivitenin belirlenmesi önemli bir 

kriterdir. Probiyotik olarak kullanım potansiyeli olan mikroorganizmaların, hemolize neden 

olmayan γ-hemolitik suşlar olması gerekmektedir (Maragkoudakis et al. 2006, Mourad and 

Nour-Eddine 2006). Çalışmamızda elde edilen veriler, suşların hemolitik aktivitelerinin 

probiyotik olarak kullanımı açısından bir sorun teşkil etmeyeceğini göstermektedir. 
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Şekil 4.8 İnsan ve gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin hemolitik aktiviteleri 

 
 
4.3.3 Suşların antibiyotik duyarlılık düzeyleri 

 

Hücre duvarı sentezini inhibe eden penisilin grubu antibiyotiklere karşı, insan kaynaklı 

suşların tümünün duyarlı olduğu tespit edilmiştir. Gıda kaynaklı suşlardan Lb. plantarum 

BG28, BG31, BG32 ve Lb. casei BG36 dışındaki suşlar penisiline karşı dirençli; Lb. brevis 

BG14, BG18 ve P. pentosaceus BG17 dışındaki suşlar ise amfisiline karşı duyarlı suşlar 

olarak belirlenmiştir. Lb. brevis BG15, P. pentosaceus BG17, Lb. plantarum BG30 

dışındaki suşlar amfisilin/sulbaktam’a karşı hassas ya da yarı hassas olarak tespit edilmiştir. 
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İnsan ve gıda kaynaklı tüm suşlar metisiline ve sefalosporin grubu antibiyotiklerden 

seftazidime karşı; Lb. casei BH100 , P. pentosaceus BG10, Lb. plantarum BH102 ve BG31 

hariç diğer suşlar sefazoline; Lb. casei BH96, BG13 ve BG35, Lb. plantarum BG29, BG30 

ve BG33, P.pentosaceus BG17 seftriaksona; P. pentosaceus BH105 ve  BG17, Lb. casei 

BG9, BG13, BG35 ve BG36, Lb. plantarum BG29, BG30, BG32, BG33 ve BG34 ise 

sefaklora karşı dirençli bulunmuştur. Denenen bütün suşlar karbopenem grubu 

antibiyotiklerden imipeneme dirençli iken, Lb. plantarum BG33 ve  Lb. casei BG35 ve 

BG36 dışındaki suşların meropeneme karşı duyarlı olduğu belirlenmiştir. Polipeptit grubu 

antibiyotiklerden vankomisin ve basitrasin  dirençlilik, denenen bütün suşlarda saptanmıştır 

(Çizelge 4.8 ve Şekil 4.9). 

 

Antibiyotik duyarlılık çalışmalarında, Lb. rhamnosus HN001 ve HN067, Lb. acidophilus 

HN017, penisilin ve amfisiline duyarlı suşlar olarak tespit edilmiştir (Zhou et al. 2005). 

Buna karşın, Lb. plantarum, Lb. pentosaceus’un penisiline değişik düzeylerde direnç 

gösterdikleri saptanmıştır (Temmerman et al. 2002, Kastner et al. 2006). Çalışmamızda, 

fermente gıdalardan ve insan gaytasından izole edilerek tanımlanan suşların penisilin grubu 

antibiyotiklere karşı duyarlılıkları, literatür verileri ile paralellik göstermektedir. Çeşitli 

çalışmalarda, laktik asit bakterilerinin vankomisine karşı dirençli oldukları saptanmıştır 

(Charteris et al. 1998a, Temmerman et al. 2002, Zhou et al. 2005, Kastner et al. 2006, 

Maragkoudakis et al. 2006). Vankomisin, çoklu ilaç direnci taşıyan patojenlerin neden 

olduğu klinik enfeksiyonların tedavisinde kullanılan bir antibiyotiktir. Laktik asit 

bakterilerinde vankomisin direncinin yatay gen transferi yolu ile aktarılmayan, kromozom 

kodlu bir özellik olduğu tespit edilmiştir (Zhou et al. 2005, Klare et al. 2007). 

 

Protein sentezi inhibitörü aminoglikozid grubu üyeleri amikasin, gentamisin, kanamisin ve 

streptomisin’e karşı denenen tüm suşların direnç gösterdikleri, spektinomisine karşı ise Lb. 

casei BH97, B100, B101 ve BG36, Lb. plantarum BG28, BG30 ve BG31’in değişik 

düzeylerde duyarlılık içerdiği tespit edilmiştir. Lb. casei BH96, BH97, BH100, BH101, 

BG9 ve BG36 tetrasikline hassas, Lb. plantarum BH102 ve BH106, Lb. brevis BG8, BG12 

ve BG15, Lb. casei BG13 ve BG35 ise yarı hassas suşlar olarak tanımlanmıştır. Lb. casei 
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BG35 dışındaki suşlar kloromfenikole değişik düzeylerde duyarlılık göstermiştir. P. 

pentosaceus BH105 dışındaki tüm suşlar eritromisine karşı duyarlı bulunmuştur. Lb. 

plantarum BH102, P. pentosaceus BH105 ve BG10, Lb. plantarum BH106, BG30 ve 

BG33 azitromisine dirençli suşlar olarak tanımlanmıştır. Lb. plantarum BH102, BH106, 

BG29, BG32, BG33 ve BG34’ün ise klindamisine karşı dirençli olduğu bulunmuştur 

(Çizelge 4.8 ve Şekil 4.9).  

 

Değişik çalışmalarda, tetrasiklin ve klindamisine karşı Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. 

fermentum ve Lb. rhamnosus suşlarının duyarlı (Charteris et al. 1998a, Temmerman et al. 

2002, Choi et al. 2003) ancak, etten izole edilen P. pentosaceus suşunun dirençli olduğu 

saptanmıştır (Kastner et al. 2006). Probiyotik Lb. rhamnosus HN001 ve HN067, Lb. 

acidophilus HN017 suşları; gentamisin, kanamisin, neomisin ve streptomisine karşı dirençli 

fakat, eritromisine karşı duyarlı olarak tespit edilmiştir (Zhou et al. 2005). Çalışmamızda 

literatür verilerinden farklı olarak, P. pentosaceus BH105 suşu klindamisine duyarlı, 

eritromisine ise dirençli olarak saptanmıştır.  

 

Nükleik asit sentezini inhibe eden III. grup antibiyotiklerden sulfadiazine karşı tüm suşlar 

dirençli olarak tespit edilmiştir. Diğer yandan Lb. plantarum BH102, BG30, BG33 ve 

BG34, P. pentosaceus BH105, BG10 ve BG17 dışındaki suşlar rifampisine karşı duyarlı 

bulunmuştur. İnsan kaynaklı suşlardan Lb. plantarum BH102 ve BH106 dışındakilerin 

trimethoprin’e karşı dirençli; gıda kaynaklı suşlardan Lb. casei BG9, BG13, BG35 ve 

BG36, P. pentosaceus BG10 ve BG17 dışındakilerin ise hassas olduğu saptanmıştır 

(Çizelge 4.8). 

 

Nükleik asit sentezi inhibitörlerine karşı laktik asit bakterilerinin duyarlılıkları, özellikle 

rifampisine karşı oldukça yüksek bulunmuştur (Charteris et al. 1998a, Choi et al. 2003, 

Zhou et al. 2005, Kastner et al. 2006). Türkiye kökenli suşlardaki yüksek sülfatiozol 

direnci, ayırıcı bir özellik olarak ortaya çıkmaktadır. Bu durum büyük olasılıkla hayvan 

sağlığı veya gıda korumada kontrolsüz antibiyotik kullanımından kaynaklanmaktadır. 
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Son yıllarda bakterilerde antibiyotik direncinin artması, ciddi bir sağlık sorunu haline 

gelmiştir (Kastner et al. 2006). İnsan ve hayvan gayta örnekleri ve fermente gıdalardan 

izole edilen; Staphylococus, Enterococcus ve laktik asit bakterileri gibi normal intestinal 

flora üyesi olan mikroorganizmalarda da antibiyotik direnç genlerinin bulunduğu 

belirlenmiştir (Florez et al. 2005, Klare et al. 2007). Laktik asit bakterilerindeki antibiyotik 

direnç genleri; genellikle aktarımı yapılmayan, doğal direç genleridir. Bununla beraber; Lb. 

fermentum,  Lb. plantarum ve  Lb. reuteri gibi bazı laktik asit bakterilerinin, plazmid kodlu 

ve yatay gen transferi yolu ile aktarılabilen antibiyotik direç genlerini taşıyabildikleri 

belirlenmiştir (Fons et al. 1997, Zhou et al. 2005). Antibiyotik direnç genlerini taşıyan 

probiyotik mikroorganizmaların tüketimi, yatay gen transferi ile bu genlerin bağırsakta 

bulunan diğer mikroorganizmalara aktarımına ve antibiyotik dirençli patojen bakterilerin 

gelişimine neden olabileceğinden (Saarela et al. 2000, Zhou et al. 2005), insan veya hayvan 

tüketimi için tasarlanan probiyotik ürünlerde, antibiyotik direnç plazmidlerini taşıyan 

mikroorganizmalar kullanılmamaktadır (Saarela et al. 2000, Hummel et al. 2007). Türkiye 

kökenli suşlarda, özellikle sağaltımda kullanılan antibiyotikler için dirençlilik düzeylerinin 

literatür verilerinden yüksek bulunması, bu anlamda olumsuz bir durum yaratmaktadır. 

Ancak, söz konusu dirençlilik özelliklerinin genellikle yatay gen transferi yeteneği 

içermemesi, kullanım riskini düşüren ana husustur. Bu nedenle, araştırılan suşlarda 

antibiyotik direnç genlerinin moleküler analizleri yapılmalıdır. 
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Çizelge 4.8 İnsan ve gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılıkları 

Bakteri Antibiyotik* 

PEN AMP SAM MET CFZ CAZ CRO CEC MEM IPM VAN B 
Lb. casei BH96 S** S S R R R R S S S R R 
Lb. casei BH97 S S S R R R I S S S R R 
Lb. casei BH100 S S S R I R I S S S R R 
Lb. casei BH101 S S S R R R I I S S R R 
Lb. plantarum BH102 S S S R S R S S S S R R 
P.pentosaceus BH105 S I S R R R I R S S R R 
Lb.plantarum BH106 S S S R S R I S S S R R 
Lb. brevis BG8 R S S R R R S S S S R R 

Lb. casei BG9 R I S R R R I R S S R R 

P.pentosaceusBG10 R I I R S R I I S S R R 

Lb. brevis BG11 R S S R R R I S S S R R 

Lb. brevis BG12 R S S R R R I S S S R R 

Lb. casei BG13 R S S R R R R R S S R R 

Lb. brevis BG14 R R S R R R I I S S R R 

Lb. brevis BG15 R S R R R R I S I S R S 

Lb.  brevis BG16 R I S R R R S S S S R R 

P.pentosaceu BG17 R R R R R R R R S S R R 

Lb. brevis BG18 R R S R R R I S S S R R 

Lb.  brevis BG19 R I S R R R S S S S R R 

Lb. plantarumBG28 S S S R R R S S S S R R 

Lb. plantarumBG29 R S S R R R R R S S R R 

Lb.plantarum BG30 R I R R R R R R I S R R 

Lb.plantarum BG31 S S S R I R I S S S R R 

Lb.plantarum BG32 S S S R R R I R S S R R 

Lb.plantarum BG33 R I S R R R R R R S R R 

Lb.plantarum BG34 R S S R R R I R S S R R 

Lb.  casei BG35 R S S R R R R R R S R R 

Lb.  casei BG36 S S S R R R R R R S R R 

Staphylococcus 

aureus ATCC6538 
R R R R R R R R R R R R 

 
*   : 1. Grup Antibiyotikler: PEN: Penisilin, AMP: Amfisilin, SAM: Amfisilin-Sulbaktam, MET: Metisilin,  

CFZ: Sefazolin, CAZ: Seftazidime, CRO: Seftriakson, CEC: Sefaklor, MEM: Meropenem, 
IPM: Imipenem, VAN: Vankomisin, B: Basitrasin 

** : (S: Hassas, I: Yarı Hassas, R: Dirençli) 
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Çizelge 4.8 İnsan ve gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılıkları (devam) 
                

Bakteri 
Antibiyotik* 

AMK GEN KAN STR SPT TE CHL ERY AZM CLI 

Lb. casei BH96 R R R R R S S S I S 

Lb. casei BH97 R R R R I S S S I S 

Lb. casei BH100 R R R R I S S S I S 

Lb. casei BH101 R R R R I S S S S S 

Lb plantarum BH102 R R R R R I S S R R 

P.pentosaceus BH105 R R R R R R S R R S 

Lb.plantarum BH106 R R R R R I S I R R 

Lb. brevis BG8 R R R R R I S S I S 

Lb. casei BG9 R R R R R S S S I S 

P. pentosaceus BG10 R R R R R R S I R S 

Lb. brevis BG11 R R R R R R S S S S 

Lb. brevis BG12 R R R R R I S S I S 

Lb. casei BG13 R R R R R I S S S S 

Lb. brevis BG14 R R R R R R S S I S 

Lb. brevis BG15 R R R R R I S S S S 

Lb.  brevis BG16 R R R R R R S S S S 

P. pentosaceus BG17 R R R R R R I S I S 

Lb. brevis BG18 R R R R R R S S S S 

Lb.  brevis BG19 R R R R R R S S S S 

Lb.  plantarum BG28 R R R R I R S S S I 

Lb. plantarum BG29 R R R R R R I S I R 

Lb. plantarum BG30 R R R R S R I I R I 

Lb. plantarum BG31 R R R R S R S S S I 

Lb. plantarum BG32 R R R R R R I S I R 

Lb. plantarum BG33 R R R R R R I S R R 

Lb. plantarum BG34 R R R R R R S S I R 

Lb.  casei BG35 R R R R R I R S S I 

Lb.  casei BG36 R R R R I S I S S S 

Staphylococcus 

aureus ATCC6538 
R R R R R S I R R R 

 
   * : 2. Grup Antibiyotikler: AMK: Amikasin, GEN: Gentamisin, KAN: Kanamisin, STR: Streptomisin, 
        SPT: Spektinomisin, TE: Tetrasiklin, CHL: Kloromfenikol, ERY: Eritromisin, AZM: Azitromisin, 
        CLI: Klindamisin 
 ** : (S: Hassas, I: Yarı Hassas, R: Dirençli) 
 



 96

Çizelge 4.8 İnsan ve gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılıkları (devam) 
 

Bakteri  Antibiyotik* 
SD TMP RIF 

Lb. casei BH96 R R S 
Lb. casei BH97 R R S 
Lb. casei BH100 R R S 
Lb. casei BH101 R R S 
Lb. plantarum BH102 R S R 
P. pentosaceus BH105 R R R 
Lb.plantarum BH106 R S I 
Lb. brevis BG8 R S S 
Lb. casei BG9 R R S 
P. pentosaceus BG10 R R R 
Lb. brevis BG11 R S S 
Lb. brevis BG12 R S S 
Lb. casei BG13 R R S 
Lb. brevis BG14 R S S 
Lb. brevis BG15 R S S 
Lb.  brevis BG16 R S S 
P. pentosaceus BG17 R R R 
Lb. brevis BG18 R S S 
Lb.  brevis BG19 R S S 
Lb.  plantarum BG28 R S I 
Lb. plantarum BG29 R S I 
Lb. plantarum BG30 R I R 
Lb. plantarum BG31 R S I 
Lb. plantarum BG32 R S I 
Lb. plantarum BG33 R R R 
Lb. plantarum BG34 R S R 
Lb.  casei BG35 R R I 
Lb.  casei BG36 R R I 
Staphylococcus aureus 

ATCC6538 
R R R 

 
* : 3. Grup Antibiyotikler: SD: Sulfadiazine, TMP: Trimethoprin, RIF: Rifampisin 

                         ** : (S: Hassas, I: Yarı Hassas, R: Dirençli) 
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Şekil 4.9 İnsan ve gıda kaynaklı laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılıkları 

 

4.4 Suşlarının Bakteriyosin Üretim Yeteneklerinin Belirlenmesi 

 

4.4.1 Suşların antimikrobiyel aktivite spektrumunun belirlenmesi 

 

İnsan ve fermente gıda örneklerinden izole edilen laktik asit bakterierinin antimikrobiyel 

madde üretim yeteneği, 21 farklı indikatör bakteriye karşı, agar noktalama (van Belkum et 

al. 1989) ve kuyu difüzyon testleri kullanılarak belirlenmiştir. 
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 Agar noktalama testi sonucunda; Lactobacillus sake, Micrococcus luteus, Escherichia coli 

LMG3083 (ETEC), Escherichia coli ATCC19115, Bacillus subtilis ve Salmonella enterica 

serotype Typhimurium SL1344; tüm suşların ürettiği antimikrobiyel maddelere karşı 

duyarlı bulunmuştur. Staphylococcus aureus ATCC6538 yalnız BG10 ve BG12; 

Lactobacillus plantarum LMG2003, BH102 ve BH106; Enterococcus fecalis LMG2708, 

BH96, BG8, BG16, BG35 ve BG36; Listeria innocua ise BH101, BG10, BG12, BG16, 

BG17 ve BG35’in ürettiği antimikrobiyel maddelere karşı dirençli olarak saptanmıştır. 

Lactobacillus rhamnosus ve Bifidobacterium longum hiçbir şuşun ürettiği antimikrobiyel 

maddeden etkilenmezken; Lactobacillus curvatus’un yalnız BG19, BG31 ve BG33 

suşlarının ürettiği antimikrobiyel maddelere karşı duyarlı olduğu tespit edilmiştir. Diğer 

indikatör bakteriler için, üretici suşlara karşı değişik duyarlılık düzeyleri belirlenmiştir. 

Agar noktalama testinde E. coli ve S. Typhimurium suşları, tüm denenen suşlara karşı 

duyarlı bulunmuştur (Çizelge 4.9 ve Şekil 4.10). 

 

Kuyu difüzyon testi sonuçlarına göre; Listeria innocua, Enterococcus fecalis LMG2708, 

Lactobacillus plantarum LMG2003, Lactobacillus sake NCDO2714, Lactococcus lactis 

JC17 ve Pediococcus pentosaceus FBB611’in, Lb. plantarum BG33 ve P. pentosaceus 

BH105’in ürettiği antimikrobiyel maddelere karşı duyarlı oldukları saptanmıştır. Lb. 

plantarum LMG2003 ve      Lb. sake NCDO2714 ise; Lb. brevis BG8, BG11, BG12, BG14, 

BG15, BG16, BG18, BG19 ve P. pentosaceus BG10 ve BG17 suşlarının ürettiği 

antimikrobiyel maddelere karşı duyarlı bulunmuştur (Çizelge 4.10 ve Şekil 4.11). Kuyu 

difüzyon testinde süpernatan nötralize edildiğinden ve metabolitlerin düşük düzeyde 

üretilmesinden dolayı, agar difüzyon testi benzeri inhibisyon aktivitelerinin tanımlanması 

mümkün olmamaktadır. İki test uygulamasından alınan sonuçların farklılığı bu nedenden 

kaynaklanmaktadır. Çalışma kapsamında bakteriyosin üretici suşların tespiti 

hedeflendiğinden, öncelikle ortama salınan antimikrobiyel metabolitlerin protein doğasında 

olup olmadığı, enzim uygulamalarına verdikleri yanıtlar incelenerek araştırılmıştır.                                                                                                  



Çizelge 4.9  Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinliği (agar noktalama testi)  
 

 

 

 

 

 

İndikatör Bakteriler 
Test  Edilen Suşlar ın  İnhibisyon Zon Çapı (mm) 

BH96 BH97 BH100 BH101 BH102 BH105 BH106 BG8 BG9 BG10 BG11 BG12 BG13 BG14 

Bacillus subtilis 13 20 40 11 21 30 27 15 30 20 8 20 21 17 

Listeria monocytogenes ATCC15813 9 8 7 9 10 - 8 - - - - - 10 - 

Listeria innocua 8 8 4 - 6 16 7 4 6 - 4 - 6 4 

Micrococcus luteus 16 18 8 8 4 4 18 12 18 4 14 8 10 19 

Staphylococcus aureus ATCC6538 40 22 20 28 28 22 22 10 20 - 12 - 24 10 

Enterecoccus fecalis LMG2708 - 7 16 17 10 19 15 - 9 16 10 8 8 9 

Lactobacillus plantarum LMG2003 11 10 16 15 - 15 - 10 7 8 8 9 8 7 

Lactobacillus sake NCDO2714 7 7 15 15 9 22 14 13 9 11 14 13 9 13 

Lactococcus lactis JC17 4 5 - - 4 5 6 - 7 - - - 4 4 

Lactobacillus curvatus - - - - - - - - - - - - - - 

Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - - 

Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - - 

Lactococcus lactis IL1403 6 5 5 - 8 7 - - 5 - 6 - - - 

Lactococcus lactis SIK83 - - 9 13 10 8 9 - 8 7 - - - - 

Escherichia coli LMG3083 (ETEC) 6 6 8 6 11 10 8 8 8 7 6 5 6 12 

Salmonella Typhimurium SL1344 6 8 8 6 12 10 14 4 8 4 6 9 5 11 

Bacillus cereus FM1 - - - - 10 6 6 - 9 - - - - - 

Listeria monocytogenes ATCC25295 18 12 12 8 8 6 12 - 10 - - - - - 

Escherichia coli ATCC25295 10 10 12 11 10 12 8 8 7 12 10 12 10 8 

Staphylococcus aureus FRI100 - - - - 10 6 6 - 8 - - - - - 

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - 20 8 - - - - - - - 



 100

Çizelge 4.9 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinliği (agar noktalama testi) (devam) 

İndikatör Bakteriler 
Test  Edilen Suşların  İnhibisyon Zon Çapı (mm) 

BG15 BG16 BG17 BG18 BG19 BG28 BG29 BG30 BG31 BG32 BG33 BG34 BG35 BG36 

Bacillus subtilis 14 16 30 17 14 17 20 25 32 30 23 23 11 16 

Listeria monocytogenes ATCC15813 - - 5 10 10 - - 10 7 9 13 9 8 10 

Listeria innocua 4 - - 4 4 7 10 6 5 6 6 6 - 5 

Micrococcus luteus 16 22 5 16 20 20 16 16 20 18 16 20 18 18 

Staphylococcus aureus ATCC6538 10 14 16 18 13 20 20 20 17 14 25 17 26 18 

Enterecoccus fecalis LMG2708 10 - 10 8 8 10 10 10 8 9 9 9 - - 

Lactobacillus plantarum LMG2003 5 11 6 10 8 13 11 9 8 9 8 9 15 9 

Lactobacillus sake NCDO2714 12 13 9 10 11 16 15 12 13 16 10 14 9 9 

Lactococcus lactis JC17 - - - - - 5 4 5 4 4 4 - - - 

Lactobacillus curvatus - - - - 5 - - - 6 - 6 - - - 

Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - - 

Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - - 

Lactococcus lactis IL1403 5 6 10 6 - 6 9 8 11 10 11 10 - - 

Lactococcus lactis SIK83 - - 11 8 7 8 - - 9 9 9 10 - - 

Escherichia coli LMG3083 (ETEC) 8 8 5 7 7 8 8 6 6 8 6 6 4 4 

Salmonella Typhimurium SL1344 8 8 4 4 4 8 10 6 7 6 8 6 5 7 

Bacillus cereus FM1 - - - - - 8 10 8 10 10 - - - - 

Listeria monocytogenes ATCC25295 - - - - - 6 8 10 6 6 5 14 6 6 

Escherichia coli ATCC25295 12 10 10 8 6 8 8 10 12 12 8 6 11 12 

Staphylococcus aureus FRI100 - - - - - 6 - - 12 10 6 8 - 8 

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - 8 8 8 6 8 20 6 - - 
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Şekil 4.10  Suşların antibakteriyel etkinliği (agar noktalama testi) 
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Çizelge 4.10 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinliği (kuyu difüzyon testi) 

İndikatör Bakteriler 
Test  Edilen Suşların  İnhibisyon Zon Çapı (mm) 

BH96 BH97 BH100 BH101 BH102 BH105 BH106 BG8 BG9 BG10 BG11 BG12 BG13 BG14 

Bacillus subtilis - - - - - - - - - - - - - - 

Listeria monocytogenes ATCC15813  - - - - - - - - - - - - - 

Listeria innocua - - - - - 8 - - - - - - - - 

Micrococcus luteus - - - - - - - - - - - - - - 

Staphylococcus aureus ATCC6538   - - - - - - - - - - - - 

Enterococcus fecalis LMG2708 - - - - - 8 - - - - - - - - 

Lactobacillus plantarum LMG2003 - - - - - 12 - 4 - 6 6 4 - 8 

Lactobacillus sake NCDO2714 - - - - - 10 - 4 - 8 8 8 - 8 

Lactococcus lactis JC17 - - - - - 8 - - - - - - - - 

Lactobacillus curvatus - - - - - - - - - - - - - - 

Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - - 

Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - - 

Lactococcus lactis IL1403 - - - - - - - - - - - - - - 

Lactococcus lactis SIK83 - - - - - - - - - - - - - - 

Escherichia coli LMG3083 (ETEC) - - - - - - - - - - - - - - 

Salmonella Typhimurium SL1344 - - - - - - - - - - - - - - 

Bacillus cereus FM1 - - - - - - - - - - - - - - 

Listeria monocytogenes ATCC25295 - - - - - - - - - - - - - - 

Escherichia coli ATCC25295 - - - - - - - - - - - - - - 

Staphylococcus aureus FRI100 - - - - - - - - - - - - - - 

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - 8 - - - - - - - - 
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Çizelge 4.10 Laktik asit bakterilerinin antibakteriyel etkinliği (kuyu difüzyon testi) (devam) 

İndikatör Bakteriler 
Test  Edilen Suşlar ın İnhibisyon Zon Çapı(mm) 

BG15 BG16 BG17 BG18 BG19 BG28 BG29 BG30 BG31 BG32 BG33 BG34 BG35 BG36 

Bacillus subtilis - - - - - - - - - - - - - - 

Listeria monocytogenes ATCC15813 - - - - - - - - - - - - - - 

Listeria innocua - - - - - - - - - - 8 - - - 

Micrococcus luteus - - - - - - - - - - - - - - 

Staphylococcus aureus ATCC6538   -   -  - - - - - - - 

Enterococcus fecalis LMG2708 - - - - - - - - - - 6 - - - 

Lactobacillus plantarum LMG2003 10 8 8 8 8 - - - - - 10 4 - - 

Lactobacillus sake NCDO2714 8 6 8 10 7 - - - - - 10 - - - 

Lactococcus lactis JC17 - - - - - - - - - - 6 - - - 

Lactobacillus curvatus - - - - - - - - - - - - - - 

Lactobacillus rhamnasus - - - - - - - - - - - - - - 

Bifidobacterium longum - - - - - - - - - - - - - - 

Lactococcus lactis IL1403 - - - - - - - - - - - - - - 

Lactococcus lactis SIK83 - - - - - - - - - - - - - - 

Escherichia coli LMG3083 (ETEC) - - - - - - - - - - - - - - 

Salmonella Typhimurium SL1344 - - - - - - - - - - - - - - 

Bacillus cereus FM1 - - - - - - - - - - - - - - 

Listeria monocytogenes 

ATCC25295 
- - - - - - - - - - - - - - 

Escherichia coli ATCC25295 - - - - - - - - - - - - - - 

Staphylococcus aureus FRI100 - - - - - - - - - - - - - - 

Pediococcus pentosaceus FBB611 - - - - - - - - - - 6 - - - 
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Şekil 4.11 Suşların antibakteriyel etkinliği (kuyu difüzyon testi) 
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4.4.2 Bakteriyosin üreticisi suşların tanısı 
 
 
İncelenen suşların antimikrobiyel aktivite gösteren metabolitleri üzerine proteinaz-K, 

tripsin ve katalaz uygulaması sonuçları Şekil 4.12 ve Çizelge 4.11’de verilmiştir. Lb. casei 

BG13 ve Lb. brevis BG16 dışındaki tüm suşların antimikrobiyel özellikteki metabolitleri 

üzerine proteinaz-K ve tripsin’in etki gösterdiği tespit edilmiştir. Lb. brevis BG14, Lb. 

casei BH96, BH97, BH100, BG35 ve BG36’nın antimikrobiyel aktiviteye sahip 

metabolitleri üzerinde katalazın etki gösterdiği saptanmıştır. 

 

pH 7’de ve katalaz uygulaması sonucu kuyucuklar etrafında zon izlenmesi, antimikrobiyel 

aktivitenin asitlikten veya hidrojen peroksitin etkisinden kaynaklanmadığını; buna karşılık 

proteinaz-K ve proteinaz-K/katalaz uygulaması sonucu zonların izlenmemesi, 

antimikrobiyel özellikteki maddenin protein doğasında olduğunu kesin bir şekilde 

göstermektedir. Buna göre P. pentosaceus BH105, BG10 ve BG17; Lb. brevis BG8, BG11, 

BG12, BG14, BG15, BG16, BG18 ve BG19; Lb. plantarum BG33 ve BG34’ün 

antimikrobiyel aktivite gösteren metabolitlerinin protein doğasında bakteriyosinler olduğu 

belirlenmiştir. Sonuçlar Lb. plantarum’un indikatör suş olarak kullanıldığı çalışmaya göre 

değerlendirilmiştir (Çizelge 4.12 ve Şekil 4.13). 

 

Antimikrobiyel aktiviteye sahip suşların büyük çoğunluğunda bu inhibitör aktivitenin 

bakteriyosin üretiminden kaynaklandığının tespiti, söz konusu metabolitlerin bakteriler 

tarafından yaygın bir şekilde üretildiği görüşünü desteklemektedir. Bilim dünyasında genel 

bir kabul gören bu görüşe göre, doğada tüm bakterilerin en az bir bakteriyosin ürettiği ileri 

sürülmektedir (Klaenhammer 1993, Klaenhammer et al. 1995, Hernandez et al. 2005).  

 

Çalışma kapsamında bakteriyosin üreticisi oldukları tespit edilen suşlardan, probiyotik 

özellikleri ve geniş antimikrobiyel etki spektrumu bakımından öne çıkan P. pentosaceus 

BH105, Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum BG33 suşları ileri bakteriyosin 

karakterizasyonu ve Caco-2 hücrelerine tutunma denemeleri için seçilmiştir. 
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Çizelge 4.11 Suşların antimikrobiyel aktivitesi üzerine proteinaz-K, tripsin ve katalazın 
etkisi 

 
Suşlar Proteinaz-K Tripsin Katalaz 

BH96 + + + 

BH97 + + + 

BH100 + + + 

BH101 + + - 

BH102 + + - 

BH105 + + - 

BH106 + + - 

BG8 + + - 

BG9 + + - 

BG10 + + - 

BG11 + + - 

BG12 + + - 

BG13 - + - 

BG14 + + + 

BG15 + + - 

BG16 - + - 

BG17 + + - 

BG18 + + - 

BG19 + + - 

BG28 + + - 

BG29 + + - 

BG30 + + - 

BG31 + + - 

BG32 + + - 

BG33 + + - 

BG34 + + - 

BG35 + + + 

BG36 + + + 
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Şekil 4.12 Suşların antimikrobiyel aktivitesi üzerine proteinaz-K, tripsin ve katalazın etkisi 

 

 



 
Çizelge 4.12 Suşların antibakteriyel aktivitesi üzerine enzimlerin etkisi  
 

 
İndikatör Suş: Lb. plantarum 
PrtK: Proteinaz K 
Nöt  : Nötralize 
Ktlz : Katalaz 
 

 
 

 Kuyu Difüzyon Damlatma 
 Kontrol Nötralize Nöt. PrtK Nöt. Ktlz 

Nöt. PrtK 
Ktlz 

Kontrol Nötralize Nöt. PrtK Nöt. Ktlz 
Nöt. PrtK 
Ktlz 

BH96 - - - - - - - - - - 
BH97 - - - - - - - - - - 
BH100 - - - - - - - - - - 
BH101 - - - - - - - - - - 
BH102 - - - - - - - - - - 
BH105 +        + - + - +        + - + - 
BH106 - - - - - - - - - - 
BG8 +        + - + - +        + - + - 
BG9 - - - - - - - - - - 
BG10 +        + - + - +        + - + - 
BG11 +        + - + - +        + - + - 
BG12 +        + - + - +        + - + - 
BG13 - - - - - - - - - - 
BG14 +        + - + - +        + - + - 
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Çizelge 4.12 Suşların antibakteriyel aktiviteleri üzerine enzimlerin etkisi (devam) 
 

 Kuyu Difüzyon Damlatma 
 Kontrol Nötralize Nöt. PrtK Nöt. Ktlz 

Nöt. PrtK 
Ktlz 

Kontrol Nötralize Nöt. PrtK Nöt. Ktlz 
Nöt. PrtK 
Ktlz 

BG15 +        + - + - +        + - + - 
BG16 +        + - + - +        + - + - 
BG17 +        + - + - +        + - + - 
BG18 +        + - + - +        + - + - 
BG19 +        + - + - +        + - + - 
BG28 - - - - - - - - - - 
BG29 - - - - - - - - - - 
BG30 - - - - - - - - - - 
BG31 - - - - - - - - - - 
BG32 - - - - - - - - - - 
BG33 +        + - + - +        + - + - 
BG34 +        + - + - +        + - + - 
BG35 - - - - - - - - - - 
BG36 - - - - - - - - - - 
 
İndikatör Suş: Lb. plantarum 
PrtK: Proteinaz K 
Nöt  : Nötralize 
Ktlz : Katalaz 
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Şekil 4.13 Suşların antibakteriyel aktivitesi üzerine enzimlerin etkisi 

 

4.4.3 Bakteriyosin aktivitesi üzerine pH, sıcaklık ve enzim uygulamalarının etkisi 

 

P. pentosaceus BH105 suşunun kültür üst sıvısında kritik dilüsyon yöntemi kullanılarak 

yürütülen testler sonucunda, üretilen bakteriyosinin aktivitesi 1600 AU/mL olarak 

belirlenmiştir. Enzim uygulamalarında P. pentosaceus BH105 suşunun ürettiği 



 111

bakteriyosinin; proteinaz-K, α-kemotripsin ve pepsin tarafından inaktive olduğu ancak, 

diğer enzim uygulamalarında etkilenmediği saptanmıştır. pH denemelerinde söz konusu 

suşun ürettiği bakteriyosinin; pH 2.0-7.0 arasında stabilitesini koruduğu, pH 8.0-10.0 

arasında % 50 ve pH 11.0’de % 87.5 oranında aktivite kaybı gösterdiği belirlenmiştir. 

Sıcaklık uygulamalarında ise, sadece 121 oC’de 15 dakika sürdürülen uygulamada % 75 

oranında aktivite kaybı meydana geldiği tespit edilmiştir (Çizelge 4.13 ve Şekil 4.14). 

 

Pediococcus üyeleri tarafından üretilen bakteriyosinler (pediosinler), genetik ve 

biyokimyasal özellikleri esas alınarak değişik alt gruplara ayrılmıştır. Bunların en bilinen 

örnekleri; P. acidilactici tarafından üretilen AcH, PA-1, JD, SJ-1, UL5 ve P. pentosaceus 

tarafından üretilen FBB-61, N5p ve ST18’dir (Bhunia et al. 1987, Cintas et al. 1995, 

Albano et al. 2007, Anastasiadou et al. 2007, Millette et al. 2007). İnhibitör aktivite 

konakçı etkinliği yanında, pH, sıcaklık, ve enzim muamelelerine karşı direnci esas 

alındığında; P. pentosaceus BH105 tarafından üretilen bakteriyosinin, pediosinlerin genel 

karakteristiklerini (Bhunia et al. 1987, Gonzales and Kunka 1987, Anastasiadou et al. 

2007) gösterdiği ortaya çıkmaktadır. Ancak özellikle sıcaklık ve pH uygulamalarında 

tanımlanan yüksek stabilite özelliği, farklı bir bakteriyosin olabileceğine işaret etmektedir. 

İnsan kaynaklı  P. pentosaceus suşlarında bakteriyosin üretim özelliği bugüne kadar yalnız 

bir izolatta tanımlanmıştır (Millette et al. 2007). Çalışmamızda tanımlanan BH105 üretici 

suşu da insan kaynaklı olmasına rağmen ürettiği bakteriyosin daha önce belirlenen P. 

acidilactici MM33 bakteriyosininden, yukarıda tanımlanan kriterler bakımından farklı 

bulunmuştur. P. pentosaceus BH105 bakteriyosini, probiyotik özellik içeren insan kaynaklı 

Pediococcus üyeleri için ise yeni bir bulgudur. Konakçı bağırsak sistemlerinde yüksek 

düzeyde yarışmacı bir floranın varlığı göz önünde bulundurulur ise, BH105 suşunun 

içerdiği bakteriyosin üretim özelliğinin büyük bir önem taşıdığı ortaya çıkmaktadır. 
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Çizelge 4.13 Bakteriyosin aktivitesi üzerine değişik enzim, sıcaklık ve pH uygulamalarının 
                      etkisi    
                     

Uygulama Aktivite (AU/mL) 
 BH105 BG18 BG33 

Kontrol 1600 800 400 
Enzimler    
Tripsin (Sigma, No. T–8658) 1600 - - 
α-kemotripsin(Sigma, No. C–7762) - - - 
Proteinaz-K (Sigma, No. P-6556) - - - 
Pepsin (Sigma, No. P–6887) - - - 
α-Amilaz (Sigma, No. A6380) 1600 200 - 
Lipaz (Sigma, No. L–1754) 1600 200 200 
Katalaz (Sigma, No. C–3515) 1600 800 400 
Lizozim (Sigma, No. L–6876) 1600 800 400 
Sıcaklık    
 80 oC’de 5 dk 1600 800 200 
 80 oC’de 10 dk 1600 800 200 
 80 oC’de 15 dk 1600 800 200 
 90 oC’de 5 dk 1600 800 200 
 90 oC’de 10 dk 1600 800 200 
 90 oC’de 15 dk 1600 800 200 
 100 oC’de 5 dk 1600 800 200 
 100 oC’de 10 dk 1600 800 200 
 100 oC’de 15 dk 1600 800 200 
 121 oC’de 15 dk 400 400 - 
pH    
2 1600 800 400 
3 1600 800 400 
4 1600 800 400 
5 1600 800 400 
6 1600 800 400 
7 1600 800 200 
8 800 800 200 
9 800 800 200 
10 800 400 100 
11 200 400 100 
 
BH105 : P. pentosaceus 
BG18   : Lb. brevis 
BG33   : Lb. plantarum 
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Şekil 4.14 P. pentosaceus BH105 suşu tarafından üretilen bakteriyosin üzerine enzimlerin 

etkisi 
 
Proteinaz K (1), Pepsin (2), Tripsin (3),α-Amilaz (4), Lizozim (5), α-Kemotripsin (6),  Lipaz (7), Katalaz (8), 
Kontrol (0) 
 

Lb. brevis BG18 suşunda bakteriyosin aktivitesi, bu bakterinin nötralize edilmiş kültür üst 

sıvısında 800 AU/mL düzeyinde tespit edilmiştir. BG18 suşu tarafından üretilen 

bakteriyosinin; tripsin, proteinaz-K, α-kemotripsin ve pepsin muamelesi sonucu tamamen 

inaktive olduğu, α-amilaz ve lipaz uygulamalarında % 75 oranında aktivite kaybettiği, diğer 

enzim uygulamalarından ise etkilenmediği belirlenmiştir. pH denemelerinde söz konusu 

bakteriyosinin pH 2.0-9.0 arasında stabilitesini koruduğu, pH 10.0 ve 11.0’de ise % 50 

oranında aktivite kaybına uğradığı tespit edilmiştir. Son olarak BG18 suşunun ürettiği 

bakteriyosinin değişik sürelerde 80, 90 ve 100 oC’de yürütülen sıcaklık denemelerinden hiç 

etkilenmediği, 121 oC’de 15 dakika sıcaklık uygulamasında ise % 50 aktivite kaybına 

uğradığı saptanmıştır (Çizelge 4.13, Şekil 4.15). 

 

Lb. brevis BG18 suşu tarafından üretilen antimikrobiyel bileşiğin, proteolitik enzim 

uygulamalarından etkilenmesi, inhibitör etkinin protein yapısında bir molekülden 

kaynaklandığını göstermektedir (Rammelsberg and Radler 1990, Conventry et al. 1996, 
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Benoit et al. 1997 and Ogunbanwo et al. 2003). Laktik asit bakterileri tarafından üretilen 

bazı nadir bakteriyosinlerin içerdiği lipit ya da karbonhidrat yan grupları nedeni ile, lipaz ve 

α-amilaz uygulamalarından da etkilendiği saptanmıştır. Ancak Lb. brevis suşlarında 

tanımlanan hiçbir bakteriyosin için bu yönde bir veri bulunmamaktadır (Conventry et al. 

1996, Ogunbanwo et al. 2003, Faheem et al. 2007). Literatür verilerinden farklı olarak, 

BG18 bakteriyosinin lipaz ve α-amilaz uygulamasında aktivite kaybettiği tespit edilmiştir. 

Bu durum, protein yapısında glikolipit yan gruplarının bulunduğuna işaret etmektedir. Lb. 

brevis suşları tarafından üretilen brevisin 37, brevisin 286 ve brevisin OG1’in, asidik pH 

uygulamlarında aktivitelerini kaybetmediği; pH 8.0’den sonra aktivitede azalma olduğu ve 

değişik sürelerde yürütülen sıcaklık uygulamalarında stabilitelerini korudukları tespit 

edilmiştir (Rammelsberg and Radler 1990, Conventry et al. 1996, Benoit et al. 1997 and 

Ogunbanwo et al. 2003). Lb. brevis BG18 suşu tarafından üretilen bakteriyosinin aktivitesi 

üzerine pH ve sıcaklık uygulama sonuçları bu literatür verileriyle uyumlu bulunmuştur. 

 
 

 
 
 
Şekil 4.15  Lb. brevis BG18 suşu tarafından üretilen bakteriyosin üzerine enzimlerin etkisi   
 
Proteinaz K (1), Pepsin (2), Tripsin (3),α-Amilaz (4), Lizozim (5), α-Kemotripsin (6), Lipaz (7), Katalaz (8), 
Kontrol (0) 
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Lb. plantarum BG33 suşunun, nötralize edilmiş kültür üst sıvısındaki bakteriyosin 

aktivitesi 400 AU/mL olarak belirlenmiştir.  Tripsin, proteinaz-K, α-kemotripsin, pepsin ve 

α-amilaz ile tamamen, lipaz uygulamasıyla ile kısmen aktivite kaybı gösteren BG33 

tarafından üretilen bakteriyosin; pH 2.0-6.0 arasında stabilitesini korurken, pH 7.0-9.0 

arasında % 50 ve daha yüksek değerlerde % 75 oranında aktivite kaybına uğramıştır. 

Değişik sürelerde 80, 90 ve 100 oC’de yürütülen sıcaklık denemelerinde söz konusu 

bakteriyosinin % 50 oranında; 121 oC’de 15 dk sıcaklık uygulamasında ise tamamen 

aktivite kaybına uğradığı belirlenmiştir (Çizelge 4.13, Şekil 4.16). 

 

Lb. plantarum BG33 suşu tarafından üretilen bakteriyosinin aktivitesinin, proteolitik ve 

glikolitik enzim uygulamasından etkilenme özelliği, daha önce plantarisin B, plantarisin S 

ve TF711  bakteriyosinlerinde saptanmıştır (Jimenez-Diaz et al. 1993, De Vuyst and 

Vandamme 1994, Hernandez et al. 2005). Ancak lipaz uygulamasına karşı duyarlılık 

gösteren herhangi bir Lb. plantarum bakteriyosini tanımlanmamıştır. Bu nedenle BG33 

bakteriyosininde lipit yan gruplarının biyokimyasal analizler ile tespiti önem taşımaktadır. 

BG33 bakteriyosininin pH uygulamalarına karşı gösterdiği stabilite düzeyleri literatür 

verileri ile benzerlik göstermiştir (Ogunbanwo et al. 2003, Tiwari and Srivastava 2008). 

Ancak, sıcaklık uygulamasında  BG33 bakteriyosininin aktivitesinde belirlenen kayıp, 

plantarisin için literatürlerde bildirilen yüksek sıcaklık stabilitesi verilerinden belirgin bir 

şekilde farklılık içermektedir (Jimenez-Diaz et al. 1993, De Vuyst and Vandamme 1994, 

Ogunbanwo et al. 2003, Hernandez et al. 2005, Tiwari and Srivastava 2008). Tüm bu 

veriler birlikte yorumlandığında, BG33 bakteriyosininin yeni bir plantarisin olduğu ortaya 

çıkmaktadır. 
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Şekil 4.16  Lb. plantarum BG33 suşu tarafından üretilen bakteriyosin üzerine enzimlerin 

etkisi  
 
Proteinaz K (1), Pepsin (2), Tripsin (3),α-Amilaz (4), Lizozim (5), α-Kemotripsin (6), Lipaz (7), Katalaz (8), 
Kontrol (0) 

 
 
4.4.4 Suşların gelişme ortamında zamana bağlı bakteriyosin üretme karakteristikleri 

 

P. pentosaceus BH105 suşuyla yürütülen zamana bağlı gelişim ve bakteriyosin üretim 

yeteneğinin belirlenmesi çalışmasında; gelişimin logaritmik fazında bakteriyosin üretiminin 

başladığı ve durma evresinde en yüksek düzeye (1600 AU/mL) ulaştığı saptanmıştır. 

Gelişimin 21. saatinde aktivitede % 50; 24. saatinde ise, % 75 oranında azalma meydana 

gelmiştir (Şekil 4.17). 

 

Sucuktan izole edilen P. pentosaceus L50 suşunun, gelişimin durma evresinde en yüksek 

bakteriyosin üretim düzeyine ulaştığı saptanmıştır (Cintas et al. 1995). P. parvulus 

izolatında, maksimum bakteriyosin üretimine gelişimin erken duraklama evresinde 

(inkübasyonun 12. saatinde) ulaşıldığı, bu aşamadan sonra ise, üretimin azalmaya başladığı 

belirlenmiştir (Schneider et al. 2006). Geleneksel fermente Alheira sucuğundan izole edilen 

P. acidilactici HA-6111-2 ve HA-5692-3 suşlarının ise, gelişimin logaritmik fazında 
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bakteriyosin üretimine başladığı (200 AU/mL) ve 18. saatte en yüksek bakteriyosin üretim 

düzeyine (3200 AU/mL) ulaştığı tespit edilmiştir (Albano et al. 2007).   

 

Çalışmamızda elde edilen ve yukarıda özetlenen literatür verilerinde Pediococcus 

suşlarında bakteriyosin üretiminin, üremenin durma evresinde en yüksek düzeye ulaştığı 

ortak bir bulgu olarak görülmektedir. Ancak, bu aşamadan sonra bakteriyosin kayıpları, 

suşlara göre farklılık göstermektedir. P. pentosaceus BH105 suşunda durma fazının geç 

evresinde bakteriyosin aktivite kayıplarının meydana gelmesi, bu suşun değişik 

metabolitlere ve çevresel koşullara karşı direncini göstermesi açısından önem taşımaktadır. 

Zira bu durum antibakteriyel aktivitenin in vivo koşullarda devam edeceğine işaret 

etmektedir. 
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Şekil 4.17 P. pentosaceus BH105 suşunun gelişimi ile bakteriyosin üretimi arasındaki ilişki 
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Lb. brevis BG18 suşu, 15. saatte üremenin durma evresine girmiştir. Bu suşta en yüksek 

bakteriyosin üretiminin (800 AU/mL) logaritmik fazda gerçekleştiği ve üremenin durma 

evresinde 18. saate kadar devam ettiği saptanmıştır (Şekil 4.18). 

 

Etten izole edilen Lb. brevis VB286 suşunun, en yüksek bakteriyosin üretiminin (25600 

AU/mL) logaritmik fazda gerçekleştiği tespit edilmiştir (Conventry et al. 1996). Brevisin 

AFO1 olarak tanımlanan başka bir bakteriyosinin ise gelişimin durma evresinde en yüksek 

düzeyde üretildiği saptanmıştır (Faheem et al. 2007).  Lb brevis BG18 suşunda logaritmik 

fazda tanımlanan en yüksek bakteriyosin üretimi, durma fazında aktivite kaybı 

göstermemiştir. Bazı Lactobacillus bakteriyosinleri için tanımlanan, üremenin durma 

fazında bakteriyosin üretiminin devam etmesi, ikincil metabolit karakteristiği ile ilişkilidir. 

BG18 suşunda ise, üretilen bakteriyosin tipik birincil metabolit karakteristiği göstermiştir. 

Söz konusu bakteriyosinin  protein katlanma özelliklerinin çalışılması, durma fazındaki 

stabilitesinin açıklanması bakımından önem taşımaktadır. 
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      Şekil 4.18  Lb. brevis BG18 suşunun gelişimi ile bakteriyosin üretimi arasındaki ilişki 
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Lb. plantarum BG33 suşunun; gelişimin erken logaritmik fazında bakteriyosin üretimine 

başladığı, en yüksek bakteriyosin üretimine (400 AU/mL) logaritmik fazda ulaştığı ve bu 

düzeyde üretimin erken durma evresine kadar devam ettiği saptanmıştır. Ancak, 

inkübasyonun 18. saatinden sonra bakteriyosin aktivitesinde % 50 oranında azalma 

meydana geldiği belirlenmiştir (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.19  Lb. plantarum BG33 suşunun gelişimi ile bakteriyosin üretimi arasındaki ilişki 

 

Lb. plantarum ST31 suşuyla yürütülen zamana bağlı gelişim ve bakteriyosin üretim 

yeteneğinin belirlenmesi çalışmasında; gelişimin erken logaritmik fazında bakteriyosin 

üretiminin başladığı (inkübasyonun 5. saatinde) ve  logaritmik fazda saptanan maksimum 

düzeyin, 24. saate kadar korunduğu tespit edilmiştir (Todorov et al. 1999). Lb. plantarum 

TF711 suşu tarafından üretilen bir bakteriyosin olan plantarisin TF711’in üretiminin, 

gelişimin logaritmik fazında başlayıp durma evresine kadar devam ettiği saptanmıştır. Bu 

bakteriyosinin aktivitesi de üremenin durma evresinde stabilitesini korumuştur (Hernandez 
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et al. 2005). BG33 suşundan elde edilen zamana bağlı bakteriyosin üretim verileri de, tipik 

Lactobacillus bakteriyosinleri için tanımlanan sınırlar içinde bulunmuştur. Ancak, bu suşun 

bakteriyosini, üremenin durma evresinde meydana gelen olumsuz koşullardan yüksek 

düzeyde etkilenmektedir. 

 

4.4.5 Kısmi saflaştırması yapılan bakteriyosinlerin moleküler büyüklüklerinin 
          belirlenmesi 
       

Amonyum sülfat (% 40) çöktürme esasına göre kısmi saflaştırması yapılan P. pentosaceus 

BH105, Lb. brevis BG18, Lb. plantarum BG33 bakteriyosinlerinin trisin sodyum dodezil 

sülfat-poliakrilamid jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) sistemi kullanılarak yapılan 

analizleri sonucu; moleküler büyüklükleri, sırasıyla 5 kDa, 2.5 kDa ve 2.7 kDa olarak tespit 

edilmiştir (Şekil 4.20, 4.21, 4.22).  

 

Çalışmamızda belirlenen pediosin, brevisin ve plantarisin benzeri bakteriyosinlerin 

moleküler büyüklükleri, literatür bulgularında bu gruplar için tanımlanan moleküler 

büyüklüklerle uyumlu bulunmuştur (Van Reenen et al. 1998, Bauer et al. 2005, Benoit et 

al. 2005, Hernandez et al. 2005, Albano et al. 2007, Tiwari and Srivastava 2008). 

Bakteriyosinlerin bazı tiplerinde görülen üreme ortamlarında dimer, timer ya da tetramer 

oluşturma özellikleri (Anastasiadou et al. 2007, Millette et al. 2007, Tiwari and Srivastava 

2008) SDS-PAGE sistemlerinde doğru moleküler büyüklüklerin saptanmasında sorunlara 

yol açmaktadır. Diğer yandan izolasyon yöntemine bağlı olarak yaygın bir şekilde ortaya 

çıkan bakteriyosin yan gruplarının kaybı da, elektroforetik sistemlerde kesin moleküler 

büyüklük tanısını güçleştirmektedir. Bu nedenle SDS-PAGE sistemlerinde gerçekleştirilen 

ön tanıların ileri biyokimyasal analizler yapılarak desteklenmesi zorunludur.  
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Şekil 4.20 P. pentosaceus BH105 suşu tarafından üretilen bakteriyosinin elektroforetik 
tanısı 

 
(M) Marker (kDa); 1: İnhibisyon zonu; 2 ve 3: Coomassie Brillant Blue ile boyanmış peptit bantları 
 

     M      M      1            2 

 
Şekil 4.21 Lb. brevis BG18 suşu tarafından üretilen bakteriyosinin elektroforetik tanısı  
 
(M) Marker; 1: Coomassie Brillant Blue ile boyanmış peptit bantları; 2: İnhibisyon zonu 

116  kDa 
97.0 kDa 
58.1 kDa 

39.8 kDa 

20.1 kDa 
 
14.3 kDa 

6.5   kDa 

116 kDa 
97.0 kDa 

58.1 kDa 

39.8 kDa 

20.1 kDa 

14.3 kDa 

6.5   kDa 
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            M     1      2                       3 

 
Şekil 4.22 Lb. plantarum BG33 suşu tarafından üretilen bakteriyosinin elektroforetik tanısı 
 
(M) Marker; 1 ve 2: Coomassie Brillant Blue ile boyanmış peptit bantları; 3: İnhibisyon zonu   
 
 

4.5 Suşların Caco-2 Hücrelerine Tutunma Özellikleri  

 

İnsan epitelyal kolorektal adenokansiroma immortalize (Caco-2) hücrelerine tutunma 

denemelerinde; pozitif kontrol olarak çalışılan S.Typhimurium LT2 suşunun % 5.55 

(±1.54), E. coli LMG3083 (ETEC) suşunun ise % 10.51 (±2.2) düzeyinde tutunma 

aktivitesi içerdiği belirlenmiştir. P. pentosaceus BH105, Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum 

BG33 suşlarının tutunma oranları sırasıyla % 10.12 (±2.4), % 5.93 (±0.64) ve % 2.85 

(±0.9) olarak saptanmıştır (Şekil 4.23). 

 

Probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmaların belirlenmesinde; sindirim sistemindeki 

düşük pH değerlerinde canlılıklarını korumaları, safra tuzları ve pankreatik enzimlere 

direnç göstermeleri ile kısa süreli kolonizasyonun ve immün sistemin modülasyonunun 

sağlanabilmesi için bağırsak epiteline tutunma yetenekleri yanında, patojen 

mikroorganizmaların tutunmasını engellemeleri de önemli seçim kriterleridir (Guarner and 

Schaafsma 1998). İntestinal sisteme ulaşan probiyotik mikroorganizmaların, 

116 kDa 
97.0 kDa 
58.1 kDa 
39.8 kDa 
 
20.1 kDa 
14.3 kDa 
 
6.5   kDa 
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mikrovillusların yüzeyine ya da mukozaya tutunma yetenekleri, iyi karakterize edilmiş 

Caco-2 hücreleri kullanılarak yapılan in vitro denemelerle tespit edilmektedir 

(Maragkoudakis et al. 2006). İn vitro denemelerde, probiyotik ürünlerden izole edilen 

laktik asit bakterilerinden; Lb. acidophilus BFE704’ün % 63, Lb.  johnsonii BFE654 ve 

744’ün sırasıyla % 50 ve % 48 oranında tutunma yeteneğine sahip olduğu belirlenmiştir 

(Schillinger et al. 2005). Caco-2 hücreleri kullanılarak yapılan başka bir çalışmada ise;  süt 

ürünlerinden izole edile Lb. plantarum ACA-DC146 için % 25.5, Lb. paracasei sp. 

paracasei ACA-DC 221, 3334 ve 3335 suşları için sırasıyla % 13.1, % 13.8 ve % 11.8 

tutunma oranları saptanmıştır (Maragkoudakis et al. 2006). Ancak, pediokokların adezyon 

özelliklerine ait herhangi bir literatür verisi bulunmamaktadır.  

 

Çalışmamızda denemeye alınan tüm suşlar için belirlenen yüksek tutunma özellikleri, bu 

suşların in vivo sistemlerde probiyotik olarak kullanımına uygunluklarına işaret etmektedir. 

Diğer yandan, P. pentosaceus BH105 için tanımlanan epitel sistemlere tutunma özelliği, 

yeni bir literatür verisi olması açısından önem taşımaktadır. 
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Şekil 4.23 Laktik asit bakterilerinin Caco-2 hücrelerine tutunma düzeyleri 

 

4.6 Patojen Bakterilerin Caco-2 Hücrelerine Tutunmalarının Engellenmesi 

 

E. coli LMG3083 (ETEC) suşunun Caco-2 hücrelerinin tutunma yeteneğinin; önceden P. 

pentosaceus BH105, Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum BG33 tutundurulmuş Caco-2 

hücreleriyle yapılan çalışmalarda, sırasıyla % 88.72 (±5.53), % 83.08 (±2.51) ve % 77.66 

(±5.91) oranında azaldığı saptanmıştır. Aynı denemenin S. Typhimurium SL1344 ile 

yürütülmesi halinde ise, bu patojenin Caco-2 hücrelerine tutunma yeteneğinin Lb. brevis 

BG18 tarafından % 77.94 (±3.04), Lb. plantarum BG33 tarafından % 61.76 (±4.08) ve P. 

pentosaceus BH105 tarafından % 60.64 (±10.97) oranında düşürüldüğü belirlenmiştir 

(Şekil 4.24).  

 

Bağırsak epitelindeki bakteriyel tutunma bölgeleri için patojenlerle yarışma, probiyotik 

mikroorganizmaların sahip olması gereken önemli özelliklerdendir. Zira probiyotik suşun 

inhibisyon etkisi; organik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri 

maddeleri üretim yeteneği ya da patojen mikroorganizmaların epitel yüzeylere 
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tutunmalarını engelleme ve besin maddeleri için rekabet mekanizmalarıyla açıklanmaktadır 

(Rastall et al. 2005). Gram-negatif patojenlerin ökaryotik hücrelere adhezyonunun 

probiyotik mikroorganizmalar tarafından inhibisyonu in vitro çalışmalarla gösterilmiştir. 

Tavuk bağırsağından izole edilen Lb. reuteri JCM1081 suşunun; E. coli ATCC31705’in 

tutunmasını % 55, S. Typhimurium ATCC13311’in tutunmasını ise % 72 oranında 

engellediği tespit edilmiştir (Todoriki et al. 2001). Lb. johnsonii La1, Bifidobacterium Ca1 

ve F9, Lb. acidophilus LB, Lb. plantarum ACA-DC 146 ve Lb. paracasei subsp. paracasei 

ACA-DC 221 suşları ile yürütülen bir diğer çalışmada ise; Lb. plantarum ACA-DC 146 

suşunun E. coli CFA 1’in tutunmasını % 41, S. Typhimurium SL1344’ün tutunmasını ise % 

14 oranında azalttığı belirlenmiştir. Denemede kullanılan diğer suşlar, S. Typhimurium’un 

tutunması üzerine herhangi bir etkinlik göstermemiştir (Maragkoudakis et al. 2006). 

 

Probiyotik yetenekleri tanımlanmış Türkiye kökenli suşlarda da; bağırsak epiteline yüksek 

tutunma özelliği gösteren E. coli ve S. Typhimurium gibi bakterilerin tutunma 

etkinliklerinin düşürülmesi, özellikle gıda kaynaklı enfeksiyonların probiyotik preparatlar 

aracılığı ile engellenmesi ya da şiddetinin azaltılması açısından umut verici bir bulgudur. 

 

     

Şekil 4.24 Suşların, E. coli LMG3083 (■) ve S. Typhimurium SL1344 (■) suşlarının Caco-
2 hücrelerine tutunmalarını engelleme düzeyleri 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Araştırma sonucunda, bakteriyosin üretimi yeteneği yanında, evrensel probiyotik 

kriterlerine uygun iki Lactobacillus (Lb. brevis BG18 ve Lb. plantarum BG33) ve bir adet 

Pediococcus (P. pentosaceus BH105) suşu tanımlanmıştır. 

 

Çalışma kapsamında tanımlanan P. pentosaceus BH105 suşu, probiyotik karakteristiğe 

sahip insan kökenli ilk Pediococcus suşu olması açısından kritik önem taşımaktadır. 

 

Suşların ürettiği bakteriyosinler, bugüne kadar benzer bakterilerde tanımlanan 

bakteriyosinlerden bazı yapısal ve fonksiyonel özellikler bakımından farklılık 

göstermektedir. Türkiye’de probiyotik kullanımının çok sınırlı seviyede olduğu göz önünde 

bulundurulduğunda, söz konusu suşların ve ürettikleri bakteriyosinlerin yeni kayıtlar olma 

olasılığı güçlenmektedir. Bu nedenle, özellikle DNA ve protein dizi analizlerinin yapılması 

suretiyle bulguların desteklenmesi gerekmektedir. Tanımlanan suşların Caco-2 hücrelerine 

yüksek düzeyde tutunma yetenekleri yanında, S. Typhimurium ve E. coli gibi etkin adhezif 

özellik gösteren bakterilerin epitel hücrelere tutunmasını engellemesi, probiyotik 

kullanımlarında öne çıkan bir diğer önemli noktadır. Suşların bu özelliği, probiyotik 

preperatlarında kullanımları halinde patojen bakterilerle mücadelede işlev göreceklerine 

işaret etmektedir. 

 

Probiyotiklerin insan ve hayvan beslenmesinde destekleyici ajanlar olarak kullanımının 

giderek önem kazandığı gıda ve yem endüstrisinde, yeni probiyotik suşların tanımı tüm 

dünyada yüksek bütçelerle desteklenen çalışmalardır. Bu çalışmalarda en yüksek bütçe 

payı, probiyotik preparatlarının hazırlanması ve hayvan model sistemlerinde denenmesi 

süreçlerine ayrılmaktadır. Bu nedenle, söz konusu çalışmalar büyük ölçüde endüstriyel 

kuruluşlar tarafından desteklenmektedir. Bu çalışmada probiyotik özellikleri bakımından 

öne çıkan  üç suşun, endüstriyel üretim süreçlerine uygunluğunun belirlenmesi yanında, 

genomik ve proteomik karakteristiklerinin tanımlanması ancak böyle bir işbirliği 

çerçevesinde gerçekleşebilir. Bu süreçlerin tamamlanması halinde suşların probiyotik 

olarak patentlenme olasılığı bulunmaktadır. 
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