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Ozet

Bu calismada Probiyotik 6zellikteki Lactobacillus acidophilus NCCG68,
Lactobacillus rhamnosus (Ezal, Ticari), Lactobacillus casei Shirota suslarinin E.
coli 0157:H7 ATCC 35150 iizerine antibakteriyel etkileri arastirilmistir.
Antibakteriyel etkinin belirlenmesi i¢in agar kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir.
Test edilen tiim probiyotik laktik asit bakterileri E. coli O157:H7 iizerine
antibakteriyel etki gostermistir. En etkili laktik asit bakteri susu Lactobacillus casei
ve Lactobacillus acidophilus olarak belirlenmis, Lactobacillus rhamnosus ise zayif
etkili olmustur. Karisik kiiltiirlerde (E. coli O157:H7 ve Probiyotik laktik asit
bakteri hiicreleri ve siipernatantlari), E. coli O157:H7 canli hiicre sayisinda 24
saatlik inkiibasyon sonunda azalma goriiliirken, kontrolde hiicre sayisinda herhangi
bir azalma gdzlenmemistir.
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Giris

Mikroorganizmalarin neden oldugu gida kaynakli hastaliklar biiyiik 6nem tasimakta
ve gida giivenligi acisindan problem olusturmaya devam etmektedir. Gida kaynakli
hastaliklarin son 10-20 yildir artan bir sekilde devam ettigi goriilmektedir (1).
Escherichia coli O157:H7 son yillarda en tehlikeli gida patojenleri arasinda yer
almaktadir. Escherichia coli O157:H7 ‘nin 6nemli bir gida kaynakli patojen bakteri
olarak tanimlanmasi ilk kez 1982 yilinda Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’ da
ayn1 zincire baglh fast food restoranlarinda yeterince pisirilmemis hamburgerlerin
yenmesi sonucu ortaya ¢ikan iki ishal salgim1 sonunda gerceklesmistir (2). Diinya
capindaki infeksiyonlarin cok biiyiik bir boliimii basta yetersiz pisirilmis et ve
pastorize edilmemis siit olmak iizere sigir kiymasi, beefburger, roastbeef, sandvic, ¢ig
siit, yogurt, cig siitten {iretilen peynir, mayonez, elma suyu gibi gida maddelerinden
kaynaklanmistir (3). Patojenlerin inhibisyonunda kullanilan 1s1l islem uygulamasi,
katki maddelerinin kullamm gibi klasik yOntemlerin yam sira dogal besin
maddelerine doniisiin  hizla yaygimlastigi giinlimiizde biyolojik dayandirma
yonteminin énemi her gegen giin artmaktadir. Bu amacla kullanilan bio-koruyucular
arasinda probiotik Ozellikteki laktik asit bakterileri ve lrettigi metabolitleri de
kullanim alan1 bulmaktadir
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laktik asit bakterileri gidanin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar ve
insanlarda hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalar iizerinde iirettikleri
organik asitler, hidrojen peroksit, laktoperoksidaz, diasetil ve bakteriyosinler gibi
maddeler nedeniyle antagonistik etkiye sahiptir. Bu nedenle, bu
mikroorganizmalarin kullanilarak iiretildigi gidalar insan sagligt acisindan
giivenilir gidalar olarak kabul edilmektedirler (4,5).

Yapilacak olan bu ¢alismada probiotik 6zellige sahip bazi laktik asit bakterilerinin(
Lactobacillus  acidophilus NCC68, Lactobacillus casei YAKULT Shirota,
Lactobacillus rhmnosus) gida patojeni olarak bilinen Escherichia coli 0157:H7
tizerine  antibakteriyel etkileri arastirilarak, gida giivenligi  acisindan
degerlendirilmesi amaclanmaktadir.

Materyal ve Yontem

Bakteri kiiltiirleri

Arastirmada patojen bakteri kiiltiirii £ .coli O157:H7 ATCC 35150 ve laktik asit
bakteri kiiltiirleri olarak Lactobacillus acidophilus NCC68, Lactobacillus casei
YAKULT Shirota, Lactobacillus rhmnosus Cukurova Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmistir.

LAB suslarinin Antibakteriyel Etkilerinin Belirlenmesi

MRS Broth’ ta ¢ogaltilan laktik asit kiiltiirleri 5000devir/d 10 dakika santriifiij
edilerek elde edilen siipernatant 0.22um’lik membran filtrede siiziilmiistiir (6).
Hiicreler ise 1 ml steril saf su ile sulandirilmustir.

Agar Kuyu Difiizyon Yontemi

Agar Kuyu Difiizyon yontemi ile LAB hiicre siispansiyonu ve siipernatantin
antimikrobiyel etkilerinin belirlenmesinde; patojen bakteri siispansiyonlarinin her
birinden bir petriye 1’er ml dokme ekim yOntemiyle ekim yapilarak, daha sonra
katilasan besiyerinin belirli yerlerinde 3mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir, bu
kuyucuklara 100ul siipernatant ve 100ul hiicre siispansiyonu ilave edilerek zon
olusumu degerlendirilmistir( 7).

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

in vitro ortamda yaklasik olarak 10’ hiicre/ml patojen bakteri 9ml BHI Broth’a
ekilerek 1ml laktik asit bakteri hiicre slispansiyonu ve siipernatanti ilave edilmistir.
37°C’de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda peptonlu suda uygun dilisyon yapilarak
yayma ekim yapismistir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra koloni sayimi
gerceklestirilmistir (Modified Nieto-Lozano ve ark, 2002).

Bulgular ve Tartisma

Laktik asit bakterilerinin E. coli O157:H7 {izerine antibakteriyel etkilerini
belirlemek i¢in kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir. Kullanilan tiim laktik asit
bakteri suslart E. coli 0157:H7 tlizerine antibakteriyel etki gostermistir. En etkili
LAB suslar1 sirasiyla L. casei ve L. acidophilus (11mm zon ¢apiyla) bulunmustur
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(Sekil 1). Kiiltiirel sayim yonteminde ise E.coli O157:H7 kontrolde 2,9x108
kob/ml iken 24 saatlik inkiibasyondan sonra canli hiicre sayisinda artis gézlenmistir
(6,1x108 kob/ml). L. rhamnosus hiicre ve siipernatanti inokiile edildiginde ise canlt
hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir (1,29x108 kob/ml). En etkili suslar sirasiyla L.
rhamnosus, L. casei ve L. acidophilus’ tur (Sekil 2).
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Sekil.1: E.coli 0157:H7 inhibisyon zonlar1 (mm) Sekil 2:LAB hiicre ve supernatantlarinin E. coli O157:

H7 canli hiicre sayisi iizerine etkileri

LAB suslariin gosterdigi antibakteriyel etki bir¢ok faktoére bagli olabilir. Bu
faktorler; pH™ nin azalmasi,substrat rekabeti, bakteriyosinler gibi iiretilen metabolik
maddeler olabilir. Kullanilan tiim lakitk asit bakteri suslart E. coli O157:H7
tizerine antibakteriyel etki gostermistir. L. rhamnosus ve L. casei ‘nin E. coli
iizerine inhibisyon etkisinin belirlendigi caligmalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir (8,9,10). Ibrahim ve ark.,(2003), Bifidobacterium longum NCFB 2259’un
E. coli O157:H7 iizerine gii¢lii inhbitor etki gosterdigini rapor etmislerdir (11).

Agar kuyu difiizyon yonteminde en etkili sus L. casei iken minimum inhibisyon
konsantrasyonunda ise en etkili sus L. rhamnosus bulunmustur.

Antibakteriyel etkiye sahip olduklarin1 bilinen probiyotiklerin bu etkileri asetik
asit ve laktik asit iiretimine bagli olarak pH’ nin azalmasindan (12), laktik asit
bakterilerinin iirettigi hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi metabolitlerden
kaynaklanmus olabilir(13).

Sonuc¢

Yapilan bu ¢alisma ile probiotik 6zellige sahip LAB Kkiiltiirlerinin gidalarda oldukg¢a
stk karsilagilan bazi patojenlerin iizerine inhibisyon etkileri in vitro olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda bundan sonraki caligmanin et ve et
irlinlerinde denenmesi amaglanmaktadir. Arastirmanin devaminda, antibakteriyel
etkisi saptanan probiotik kiiltiirler, et ve et {riinleri katkisi olarak kullanilan
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baharatlar ile birlikte kullanilarak duyarli patojenler iizerine antibakteriyel etkileri
invitro kosullarda arastirilacaktir
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