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ÖZET 

 

Bu çalışmada tavukların gastrointestinal sisteminden izole edilmiş 18 adet 

Lactobacillus türlerinin laktik asit, hidrojen peroksit üretimleri, antimikrobiyal 

aktiviteleri, antibiyotik duyarlılıkları, asitliğe karşı dirençlilikleri, safra 

tuzlarına karşı duyarlılıkları ve ekzopolisakkarit (EPS) üretimleri gibi bazı 

probiyotik özellikleri araştırılmıştır. Suşların ürettiği yüzde asit miktarları % 

0,42 - 0,90 arasında, hidrojen peroksit üretim miktarları 0,18–3,77 µg/mL 

arasında, EPS miktarları 10,60 –180,36 mg/L arasında olduğu belirlenmiştir. 

Lactobacillus’ların antibiyotiklere karşı duyarlılıklarının incelenmesinde disk 

difüzyon metodu kullanılmış ve Lactobacillus suşlarının penisilin G (% 78 orta 

derecede ve % 22 duyarlı) ve ampisiline %100 duyarlılık, kanamisin ve 

gentamisine %100 dirençlilik göstermişlerdir. Lactobacillus spp. suşlarının 

tavuklarda hastalığa neden olan patojen bakterilerden Shigella sonnei Mu:57 

suşuna karşı antimikrobiyal etkisinin %100, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 suşuna %94,5, E. coli O157:H7 suşuna %83,3, Escherichia coli ATCC 

11229 suşuna %77,7, Salmonella enteritidis ATCC 13076 suşuna % 72,2, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 suşuna %66,6 ve Listeria monocytogenes 

ATCC 7644 suşuna %5,5 olduğu tespit edilmiştir. Lactobacillus’ların farklı pH 

değerlerine dirençliliklerinin zayıf olduğu belirlenmiştir. pH 1 gibi düşük bir 

pH’ da gelişme oranı düşük olmasına rağmen suşların yine de canlı 

kalabildikleri belirlenmiştir. Ortamdaki asitlik oranı arttıkça, bakterilerin 
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yoğunluğu düşmüştür. Lactobacillus suşlarının safraya toleransı derişime bağlı 

değişmektedir. Safra derişiminin %0,06'dan %0,30'a artmasıyla tüm suşların 

gelişimi düşmüştür. EPS üretimi yüksek olan 5 adet Lactobacillus suşların 

otoagregasyonu ve E. coli ATCC 11229 ile Salmonella enteritidis ATCC 13076 

suşlarıyla koagregasyon yetenekleri belirlenmiş ve en yüksek %otoagregasyon 

değeri L. acidophilus BAZ36 (%33,3) suşunda, E. coli ATCC 11229’ un % 

koagregasyonu değerlendirildiğinde en yüksek % koagregasyon L. acidophilus 

BAZ36 (%28,3) suşunda, Salmonella enteritidis ATCC 13076’ın % 

koagregasyonu değerlendirildiğinde ise en yüksek % koagregasyon L. 

delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 (%25,0)  suşunda tespit edilmiştir.  
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ABSTRACT 

 

In this study, 18 Lactobacillus spp. strains isolated from chicken gastrointestinal 

system studied probiotic characteristics such as lactic acid and hydrogen 

peroxide production, antimicrobial activity, antibiotic sensitivity, resistance 

against acidity, sensitivity against bile salts and exopolysaccharides (EPS) 

productions were investigated. Percentage of lactic acid produced by strains was 

found 0.42 to 0.90% and the amount of hydrogen peroxide production was 

determined between 0.18–3.77 µg/mL. In addition, EPS productions of strains 

were determined as a range of 10.60-180.36 mg/L. Disc diffusion method was 

used to examine antibiotic resistance among Lactobacillus spp. strains and 

strains were 100% sensitive to penicillin-G (78% moderate sensitive and 22% 

sensitive) and ampicillin, 100% resistant to gentamicin and kanamycin. The 

antimicrobial activities of Lactobacillus strains against seven different bacterias 

such as Shigella sonnei Mu:57, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli 

O157:H7, Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella enteritidis ATCC 13076, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Listeria monocytogenes ATCC 

7644  were found to be respectively,  100, 94.5, 83.3, 77.7, 72.2, 66.6 and 5.5%. 

Lactobacillus strains’ resistance to different pH values were determined weak. 

Although the grow rate was low at low pH’s such as pH 1, it was observed the 

strains can be still alive. Acidity ratio was increasing in the environment, the 

density of bacteria decreased. Bile tolerance of Lactobacillus strains changes 
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depending on the concentration. The development of all strains was decreased 

by the increase of bile concentration from 0,06 to 0,30%. Autoaggregation of 5 

Lactobacillus strains that have high EPS production and coaggregation abilities 

of E. coli ATCC 11229 and Salmonella enteritidis ATCC 13076 with that 5 

strains were determined. The highest autoaggregation percentage value was 

33,3% with L. acidophilus BAZ36. Considering the coaggregation percentage of 

E. coli ATCC 11229, L. acidophilus BAZ36 has the highest coaggregation 

percentage (28,3%), when the coaggregation percentage of Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 considered, the highest coaggregation percentage was 25,0% with 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalışmada kullanılmış bazı simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte 

aşağıda sunulmuştur. 

 

 

Simgeler    Açıklama 

α     Alfa 

β     Beta 

°C     Santigrat derece 

cm     Santimetre 

et al.     ve arkadaşları 

g     Gram 

L     Litre 

mL     Mililitre 

mg     Miligram 

mm     Milimetre 

nm     Nanometre 

μg     Mikrogram 

μL     Mikrolitre 

pH     Asitlik Bazlık Birimi 

spp     Species 

subsp     Subspecies (Alt Tür) 

vd     Ve diğerleri 

vs     Ve saire 

%     Yüzde 

 

 

 

 

, 
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Kısaltmalar    Açıklama 

 

dak.     Dakika 

dev.     Devir 

Eş.     Eşitlik 

EPS     Ekzopolisakkarit 

LAB     Laktik Asit Bakterileri 

MRS     Man Rogosa Sharp besiyeri 

OD     Optikal Dansite 

PBS     Fosfat Tampon Çözeltisi 

rpm     Dakikada Devir Sayısı 
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1. GİRİŞ 

 

Probiyotikler; hayvanlarda ve insanlarda antibiyotik kullanımına alternatif olabilecek 

ve hayvanlardaki verimliliği hakkında oldukça fazla araştırma yapılan önemli bir 

konudur (Park ve ark., 2005; Na-Kyoung ve ark., 2008; Messaoudi ve ark., 2011). 

Canlı hayvan veya insanlara verilen mikroorganizmaların tek veya karışık kültürleri 

olan probiyotikler laktik asit, asetik asit, bakteriyosin, hidrojen peroksit, 

ekzopolisakkarit üretimi gibi bazı özellikleri bakımından etkilidirler. Probiyotiklerin 

bu özellikleri, bağırsaklarda antibiyotiğe bağlı oluşan ishal, laktoz intoleransı önleme 

veya azaltma, kolesterol düşürme, kolon kanserini önleme ve bağışıklık sistemi 

uyarma gibi etkileri açısından incelenmiştir (Sullivan ve ark., 2005; Park ve ark., 

2007). Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO: Food and Agriculture 

Organization of United Nations) ile Dünya Sağlık Örgütüne (WHO: World Health 

Organization) göre yeterli miktarda probiyotik kullanımı konak üzerinde sağlık 

açısından önemlidir. Ve en önemli özelliği hayvansal atık oluşturmaması ve 

antibiyotiklere ihtiyaç duyulmamasıdır. Probiyotikler kanatlı hayvanlarda büyümeyi 

teşvik edici ajanlar olarak kullanılmaktadır (Koenen ve ark., 2004; Mountzouris ve 

ark., 2007). Ayrıca kanatlılarda mikrobiyal dengeyi sağladığı, yumurta veriminde 

artışı ve gastrointestinal sistem hastalıklarını azalttığı belirlenmiştir (Nahashon ve 

ark., 1994). 

 

Probiyotikler uzun yıllardan beri hayvan beslemede verim arttırmaya yönelik 

uygulamalar çerçevesinde de kullanılmaktadır. Kanatlıları enfeksiyonlardan koruma 

ve geliştirmeyi teşvik etmek amacıyla sindirim sistemi mikroflora üyelerinden oluşan 

preparatların kullanımı öncelik kazanmıştır. Özellikle Lactobacillus türlerinden 

oluşan bu preparatlar sindirim ve absorbsiyonu kolaylaştırarak gelişimi 

desteklemektedir. Ayrıca epitel yüzeylerde koloniler oluşturarak patojen 

mikroorganizmaların gelişimini önlemektedir (Karademir ve Karademir, 2003). 

 

Laktik asit bakterileri (LAB), genel olarak güvenli (GRAS=Generally Recognized 

As Safe) olarak kabul edilen organizmalardır. Çoğu laktik asit bakterileri, organik 

asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal maddeler üretirler. 
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Probiyotik olarak kullanılan türleri Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. reuteri’dir 

(Çağlar ve ark., 2005). 

 

Bu tez çalışmasında, hayvan kaynaklı bazı Lactobacillus türlerinin bazı probiyotik 

özelliklerinin araştırılması amaçlanmıştır. Tezin amacı doğrultusunda, bakterilerin 

laktik asit ve hidrojen peroksit üretimleri, antimikrobiyal aktiviteleri, antibiyotik 

duyarlılıkları, asitliğe karşı dirençlilikleri, safra tuzlarına karşı duyarlılıkları ve 

ekzopolisakkarit (EPS) üretimleri ile agrege olma özellikleri belirlenmiştir.  

 

Bütün bu çalışmalar sonucunda bazı probiyotik özellikler bakımından üstün nitelikli 

olan hayvan kaynaklı Lactobacillus spp. bakterisinin bulunması hedeflenmiştir. 

Dolayısıyla bu çalışma probiyotik özellikleri bakımından üstün hayvan kaynaklı 

suşların belirlenmesini ve bu konuda çalışanlar için farklı bakış açısı getirmeyi 

amaçlamaktadır. 
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2.KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Probiyotikler 

 

Probiyotikler, canlı hücrelerde kararlı olan mikroorganizmaları veya metabolitleri 

içeren, hayvanlar ve insanların her ikisinde de kolonizasyonu ve bağırsak 

mikrobiyota bileşimini optimize etmek ve sindirim süreci ile konağın bağışıklık 

sistemini uyarıcı etkiye sahip biyopreparatlar olarak tanımlanmıştır (Wang ve ark., 

2010a). Probiyotik mikroorganizmaların en önemli grubunu laktik asit bakterileri 

oluşturmaktadır. Bunların içerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus cinslerine ait 

türler en yaygın olarak kullanılan probiyotik mikroorganizmalardır ve bu bakterilerin 

suşları, normal yetişkin insanların gastrointestinal (Gİ) sisteminde çok fazla 

bulunurlar (Vinderola ve Reinheimer 2003). Ayrıca bazı bakteri cinsleri ile maya ve 

küf türlerinden de probiyotik ürünlerin hazırlanmasında yararlanılmaktadır 

(Vinderolam ve Reinheimer 2003, Billoo ve ark. 2006, Kim ve ark. 2006). 

 

2.1.1.Probiyotik mikroorganizmaların özellikleri 

 

Probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmalar; güvenilir olmalı, kullanıldığı 

insan ve hayvanlarda toksik madde oluşturmamalı, metabolik aktiviteleri ve 

antibiyotiklere dirençli olmalı, patojen ve karsinojenik olmamalı, genetik olarak 

stabil olmalı, hazırlama ve depolama süreçlerinde istenilen sürede canlılıklarını 

sürdürebilmeli, fajlara karşı dirençlilik göstermeli, büyük ölçülerde üretime elverişli 

olmalı, mide asidine, mide sıvısına ve safraya tolerans göstermeli, mukoza yüzeyine 

tutunabilmeli, bağışıklık sistemini iyi yönde etkilemeli, mide-bağırsak yolunda 

bulunan patojenlere karşı antagonistik aktivite gösterebilmeli, mutajen ve karsinojen 

maddelere karşı etkili olmalıdırlar (Morelli, 2007; Shah, 2007). 

 

2.2. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Genel Özellikleri 

 

Lactobacillus cinsi bakteriler anaerobik, gram pozitif çubuk (Resim 2.1. ve Resim 

2.2.) şekilli bakterilerdir (Makarova ve ark., 2006). Su ve toprakta hemen hemen hiç 
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rastlanmayan bu bakterilere, türe göre değişim göstererek süt ve süt ürünleri çalışma 

yerlerinde, bitki ve bitki atıklarında, insan ve diğer canlıların bağırsak sistemlerinde 

rastlanmaktadır. Lactobacillus’ların robiyotik türleri laktik asit, asetik asit ve 

bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler üreterek bağırsaklarda istenmeyen 

mikrofloranın çoğalma hızını kontrol ederler ve mikrofloranın dengede olmasını 

sağlarlar (Ljungh ve Wadström, 2009).  

 

Bazı Lactobacillus cinsi bakterilerin anti-inflamatuar ve anti-kanser aktiviteleri gibi 

etkilere sahip olmalarının yanı sıra potansiyel tedavi edici özelliklerinin de olduğu 

belirlenmiştir. 2009 yılında Beth Israel Deaconess Tıp Merkezi ve Universty of 

California Los Angeles (UCLA) araştırmacıları tarafından yapılan bir çalışmada, 

Lactobacillus’ların bazı suşlarının anti-tümör ve anti-kanser etkileri araştırılmış ve 

bu suşların koruyucu etkileri olduğu gözlenmiştir. Fareler üzerinde yapılan başka bir 

çalışmada kolon kanserini önleyici etkisi olduğu belirlenmiştir (Chen ve ark., 2009).  

 

 
 

Resim 2.1 Lactobacillus acidophilus’un SEM görüntüsü 

              (http://www.sciencephoto.com/media/113107/enlarge) 
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Resim 2.2 Lactobacillus brevis’in elektron mikroskop görüntüsü (Carrascosa 2011,   

Chapter 8:Lactic Acid Bacteria) 

 

2.3. Lactobacillus’ların Antimikrobiyal Özellikleri 

 

Probiyotik olarak kullanılan Lactobacillus türleri, laktik asit, asetik asit, hidrojen 

peroksit, bakteriyosin ve yağ asitleri gibi çok sayıda antimikrobiyal bileşikler 

üretmektedirler. Başlıca üretilen organik asitlerden laktik asit ve asetik asit, mide-

bağırsak yolunda pH’ yı düşürerek patojenler üzerinde bakterisidal veya 

bakteriostatik etki göstermektedirler. Laktik asit gram negatif patojen bakteriler 

üzerine etkili olduğu belirlenmiştir. LAB’lerinin ürettiği antimikrobiyal maddelerin 

intestinal enfeksiyonlarında koruyucu rol aldığı da tespit edilmiştir (Ammor ve ark., 

2006; Vasiljevic ve Shah, 2008).  

 

Lactobacillus türleri ürettikleri bakteriyosinler, laktik asit, hidrojen peroksit ve 

organik asitler ile gastrointestinal sistemde patojen olan mikroorganizmaların 

üremesini ve gelişimini engelleyerek antimikrobiyal aktivite göstermektedir. 

LAB’leri bu aktivitesi ile enterik patojenlere karşı bakterisidal veya bakteriostatik 

özellik gösterirler (Taheri ve ark. 2009a).  

 

Karimi ve ark., (2010) sağlıklı bir tavuğun sindirim sisteminden izole ettiği L. 

fermentum ve L. rhamnosus suşlarının Escherichia coli and Salmonella türü 
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patojenlere karşı antagonistik etki gösterdiğini belirlemişlerdir. Menconi ve ark. 

(2011) yaptıkları bir çalışmada Salmonella enterica’nın civciv ve hindiler üzerindeki 

patojenitesini azaltmak için Lactobacillus suşlarını kullanılmışlar ve denemelerinde 

başarılı olmuşlardır. 

 

2.3.1. Laktik asit üretimleri 

 

Laktik asit; kozmetik, ilaç, gıda ve gıda dışı sanayileri, kimya sanayileri gibi çeşitli 

uygulamalar için önemli bir kimyasaldır (Calabia ve Tokiwa, 2007; Oshiro ve ark., 

2009). Laktik asit bakterilerinin karbonhidratların fermantasyonu sonucunda 

ürettikleri son ürün laktik asittir. Laktik asidin 2 optik izomeri vardır. Bunlar; L-

laktik asit ve D-laktik asittir. D(-) laktik asitin yüksek dozlarının insan vücudu için 

zararlı olması nedeniyle gıda ve ilaç endüstrilerinde L(+) laktik asitin kullanımı 

mevcuttur. Bu nedenle D(-) laktik asit üretimi ile ilgili yapılan çalışma sayısı azdır. 

Laktik asit üreten starter kültürler, fermente süt, et ve bitki ürünlerinin üretiminde 

kullanılıp ve fermantasyon sonucu oluşan laktik asit, raf ömrü, tadı, aroması, kıvamı 

ve kalitesi bakımından daha iyi ve gelişmiş bir ürünün oluşmasında etkili olmuştur 

(Hwanhlem ve ark., 2010). Buna ek olarak, laktik asit keskin asit tadının yoğurt 

lezzetini artırdığı belirlenmiştir (Erbaş ve ark., 2006). Laktik asit bakterilerinin 

ürettikleri laktik asidin neredeyse tamamını enerji kaynağına (şeker) 

dönüştürebileceği belirlenmiştir (Leroy ve De Vuyst, 2004). 

 

Laktik asit, hidrosikarbolikarboksilik asitin yapı taşıdır. Biyolojik olarak 

parçalanabilen bu plastik özellikle poli L-laktik asittir. Bu nedenle L-laktik asit 

üretimine olan talep sanayide sürekli artmaktadır. L-laktik asit üretiminde en çok L. 

rhamnosus suşları kullanılmaktadır (Wang, 2010). 

 

Laktik asit fermantasyonu, sürecinde oluşan organik asitlerin miktarı ve türü 

(örneğin; laktik asit, formik asit, vb.) fermantasyon yapan LAB’lerin tür veya 

suşlarına, kültür içeriğine ve üreme şartlarına göre farklılık göstermektedir. 

Lactobacillus türleri kok gruplarına göre daha yavaş asit üretirler ama asitli ortamlara 

daha toleranslıdırlar. Bu yüzden fermantasyonun son aşamasında LAB arasında 
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baskın tür olarak bilinmektedirler (Hwanhlem ve ark., 2010). Bununla birlikte, 

fermente ettiği gıdalarda laktik asidin yanı sıra çok az miktarda asetik asit, formik 

asit, etanol, aromatik maddeler, bakteriyosinler ve ekzopolisakkarit üretirler (Shihata 

ve Shah, 2002). Bu maddelerin üretilmesi pH’nin düşmesine, gıdalardaki kirliliğin 

önlenerek raf ömrünün uzamasına ve mikrobiyal güvenliği arttırarak bakterilerin 

inhibisyonuna neden olurlar (Leroy ve De Vuyst, 2004; Zhang ve ark., 2011)  

 

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) üretimleri 

 

Laktik asit bakterilerinin bazılarının oksijenli ortamda hidrojen peroksit (H2O2) 

ürettikleri bilinmektedir. Laktik asit bakterileri H2O2 ürettikleri çeşitli mekanizmaları 

vardır. En fazla NADH’ ın oksidaz enzimi yolu ile üretirler. NADH oksijenli 

ortamda hidrojen peroksiti parçalayarak toksik maddeleri oluşturarak antimikrobiyal 

etki gösterir ve bu böylece gıdaların uzun süre saklanmasını sağlar ve patojen 

bakterilerin üremesini engellerler (Kot ve ark. 1996). 

 

Hidrojen peroksitin uzun süre saklanabilmesi için ısı, ışık ve katalizörün olmaması 

gerekir. Hidrojen peroksit, ortamda yüksek derişimlere ulaştığı zaman, gerçek 

antibiyotik olmadığı halde psikotrofik ve patojen mikroorganizmaları örneğin 

Staphylococcus, Streptococcus ve Clostridium gibi birçok bakterilerin gelişimini 

inhibe etmektedir. Laktik asit bakterileri tarafından üretilen hidrojen peroksit, patojen 

ve gıda bozucu bakterilerin üremesini engellediği için, daha uzun süreli saklanabilen 

gıdaların üretiminde etkili olabilmektedir (Jaroni ve  Brashears 2000, Campos  ve 

ark., 2006). Heravi ve ark., (2011) yaptıkları çalışmada tavuktan izole ettikleri L. 

salivarius ve L. crispatus türlerinde yüksek miktarlarda hidrojen peroksit ürettiklerini 

L. reuteri türünün hidrojen peroksit üretiminin ise düşük miktarda olduğunu 

gözlenmemişlerdir. 

 

Yapılan çalışmalarda laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis, L. garvieae 

(Delbes-Paus ve ark., 2010), Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. ürettikleri 

bakteriyosin (Arques ve ark., 2005) ve hidrojen peroksit ile S. auerus gibi patojen 
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bakterileri kontrol altına alarak üremesini engellediği belirlenmiştir (Ocana ve ark., 

1999; Otero ve Nader-Macias, 2006). 

 

2.4. Lactobacillus’ların Antibiyotiklere Karşı Dirençlilikleri 

 

Probiyotik tedavisinin, antibiyotik tedavisi yerine cazip bir alternatif olduğu 

düşünülmektedir (Dhanani ve ark., 2011). Son yıllarda biyolojik sistemlerden tıp, 

eczacılık, endüstri, tarım ve hayvancılıkta faydalanılmaktadır. Günümüzde hem daha 

güvenilir, hem de daha ekonomik olması nedeniyle her dalda biyoteknolojik 

çalışmalara ağırlık verilmiştir. Probiyotik bakterilerini doğal insan florasındaki 

olumlu etkileri düşünülerek probiyotik teknolojisinde, üstün özelliklere sahip bazı 

suşların kullanılarak, hastalıkların tedavisinde antibiyotiklere alternatif olması 

düşünülmektedir (Çakır, 2003). Probiyotiklerin yalnızca tedavi amaçlı olmayıp, tıpta 

koruyucu amaçlı da kullanılabileceği, ancak bunun için seçilecek suşların 

antibiyotiklere ve antifungal ilaçlara dirençli olmasının önemli bir kriter olduğu 

bildirilmiştir. Bu konuda L. rhamnosus suşunda çalışılmış ve bu bakteri suşlarının 

akut ishal tedavisi ve inflamatuar bağırsak hastalıklarını önlediği belirlenmiştir 

(Doron ve ark., 2005). 

 

Tavuk çiftliklerinde yem katkı maddesi olarak kullanılacak probiyotiklerinin 

antibiyotik duyarlılık testleri de önemlidir. Bu konuda Lactobacillus crispatus 

suşunda denemeler yapılmış olup, çalışılan bu şusun nalidiksik asit ve neomisin 

antibiyotiğine direnç gösterdiği belirlenmiştir. Buna karşılık, ampisilin, basitrasin, 

kloramfenikol, doksisiklin, eritromisin, furazolidon içeren gentamisin, kanamisin, 

lincomycin, oksitetrasiklin, penisilin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisine bu 

suşun duyarlı olduğu gözlenmiştir (Taheri ve ark., 2009a). 

 

Lactobacillus’ların genel olarak sefoksitin, siprofloksasin, kanamisin, gentamisin, 

streptomisin, teikoplanin, kotrimoksazol ve vankomisine yüksek derecede dirençli 

oldukları gözlenmiştir (Danielsen ve Wind, 2003). 
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Delgado ve arkadaşları (2007) Lactobacillus türüne ait bakterilerin antibiyotik 

duyarlılıklarını incelemişler ve efoksitin veya penisilin dirençli olduklarını 

belirlemişlerdir. 

 

2.5. Lactobacillus’ların Ekzopolisakkarit Üretimi 

 

Ekzopolisakkaritler (EPS), çok sayıda bakterilerin (Lactobacillus, Bifidobacterium, 

Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus gibi) yüzeyinde bulunan ekzoselüler 

polimerlerdir (Ruas-Madiedo ve ark., 2006). Mikroorganizmaların çevrelerine 

salgıladıkları EPS yüksek molekül ağırlıklı şeker polimerleridir (Wang ve ark., 

2010b) ve üretildikleri mikroorganizmaya bağlı olarak ortama jel ya da yapışkan 

şekilde bırakılır (Tieking ve Ganzle, 2005). Laktik asit bakterilerinin EPS üretimleri 

iki farklı biyosentetik yöntemle yapılmaktadır. Tek tip monosakkaritten oluşan 

homopolisakkaritler ve çeşitli monosakkaritlerin tekrarlayan birimlerinden oluşan 

heteropolisakkaritler bilinen EPS çeşitleridir (De Vuyst ve ark., 2001). 

 

Yapılan bir çalışmada Lactobacillus suşlarından en fazla EPS üreten türlerin L. 

panis, L. acidophilus, L. frumenti, L. reuteri, L. pontise olduğu belirlenmiştir 

(Tieking ve ark., 2003). EPS moleküllerinin, antibiyotiklere ve toksik maddelere 

karşı hücreleri kurumadan, fagositozdan ve faj etkisinden koruduğu, yüksek oksijen 

gerilimi sağladığı ve yüzey tutunmasında yapıştırıcı işleve sahip olduğu 

bilinmektedir (Cerning ve ark., 1992; Fukuda ve ark., 2010). Bu polimerlerin bir 

diğer dikkate değer özelliği de gıda sanayinde kıvam arttırıcı olmalarıdır. EPS’lerin 

immün sistemi desteklediği, antitümoral ve kolesterol düşürücü aktiviteye sahip 

olduğu saptanmıştır (Bouzar ve ark., 1996; Welman ve Maddox, 2003). 

 

Ekzopolisakkarit üretimi probiyotiklerin bağırsak yüzeyine kolonize olup canlılığını 

devam ettirebilmesini sağlayan önemli bir özelliktir (Mozzi ve ark., 2006). 

Mikroorganizmaların oluşturduğu EPS, bağırsak epitel dokusu ile bağırsak florasında 

bulunan bakteriler arasında bir bağ meydana getirir. Dolayısıyla EPS üretebilen 

suşlar epitele yüksek kapasitede yapışma özelliğine sahiptirler (Böke, 2005). 

 



10 

 

         

Kolesterol düşürücü aktivitesinin yanında immün düzenleyiciliği EPS’nin sağlık için 

yararlı özelliklerinden birkaçıdır (Chabot ve ark., 2001, Makino ve ark., 2006). 

 

Tavuklardan izole edilen Lactobacillus türlerinde EPS üretimine ilişkin herhangi bir 

çalışmaya rastlanamamıştır. 

 

2.6. Lactobacillus’ların Asit ve Safra Dirençliliği 

 

Probiyotikler, özellikle Lactobacillus ve Bifidobacteria cinslerine ait suşlar, insan ve 

hayvan sağlığı açısından gittikçe önemi artan türler olmuş ve gıda sektöründe bu 

durum önem kazanmıştır (Del Piano ve ark., 2006; Jones ve Varady, 2008). 

Probiyotiklerin mideden geçerek ince bağırsağa ulaşana kadar kolonize bir şekilde 

hayatta kalmaları gerekir. İnce bağırsak sistemik dolaşımın gerçekleşeceği önemli bir 

alandır (Geboes ve ark., 2001; Reed ve Wickham, 2009). Probiyotiklerin ince 

bağırsakta etkili olabilmesi için, midenin asitli ortamını (pH 1,5-3,0) geçerken canlı 

kalması gerekmektedir (Stanton ve ark., 2001, Gbassi ve ark., 2011) ve bu nedenle 

probiyotik mikroorganizma seçiminde asitlik direnci önem kazanmıştır. Tavuklarda 

mide pH’sı 2,5-3,5 arasında değişmektedir. Mide patojen mikroorganizmalara karşı 

doğal bir bariyer görevi yaptığı için mide pH’ sının, asitlere dayanıklı 

Lactobacillus’lar hariç diğer mikroorganizmaların ince bağırsağa geçişlerinin 

önlenmesinde etkili olduğu bildirilmiştir (Kum, 2006). Probiyotikler mideden 

geçerken canlı kalabilmeli ve sayıca azalmamaları gerekmektedir.  Probiyotik olarak 

kullanılan suşların asit dirençliliklerinin yüksek olması, midenin asidik ortamında 

canlılıklarını kaybetmeden bağırsak sistemine ulaşması ve ince bağırsakta kolonize 

olabilmeleri gerekmektedir (Vasiljevic ve Shah, 2008). 

 

Probiyotiklerin  gastrointestinal sistem boyunca gastrik asit ve safra tuzlarının varlığı 

nedeniyle canlı sayısında azalma meydana gelmektedir (Sultana ve ark., 2000; Duc 

ve ark., 2004; Madureira ve ark., 2005) Yapılan bir çalışmada Lactobacillus 

plantarum türünün sağlıklı bir insanın gastrointestinal sistemi boyunca kolonize olan 

en belirgin bakteri olduğu tespit edilmiştir (De Vries ve ark., 2006). L. plantarum 
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türünün aynı zamanda da ince bağırsaktaki enterik patojenlere karşı etkili olduğu 

belirlenmiştir (Mack ve ark., 1999; Mangell ve ark., 2002; De Vries ve ark., 2006). 

 

Bakterilerin probiyotik suş olarak kullanılabilmeleri için mide asitliğinin yanı sıra 

safra tuzlarına dirençli olmaları da önemli bir özelliktir (FAO/WHO 2002, Burns ve 

ark., 2008). Safra organik (safra tuzları, kolesterol, fosfolipitler, bilirubin) ve 

inorganik (su ve elektrolitler) bileşiklerin sulu bir karışımından oluşur. Safra, 

gerektiği zaman doğrudan safra kanalı yoluyla karaciğerden onikiparmak bağırsağına 

geçer veya sindirim için hemen gereksinim yoksa safra kesesinde depolanabilir (Pan 

ve ark., 2011). Mide 1,5 ile 3 arasında bir pH değerine sahiptir ve üst bağırsakta safra 

3–5 g/l içerir. Günde 500-700 ml miktarında ince bağırsağa salgılanan safra, 

bakterilerin büyük oranda lipit ve yağ asidi içeren hücre membranına zarar vererek 

antimikrobiyal etki göstermektedir (Demain, 1999). Genellikle, probiyotiklerin 

seçimindeki safra toleransı çalışmalarında %0,15 ve %0,30 konsantrasyonlarında 

safranın kullanılması önerilmektedir (Huang ve Adams, 2004). Safra 

konsantrasyonunun insandaki değerine yakın bir değer olmasından dolayı safraya 

dirençli olan suşları belirlemek için özellikle %0,30’ lük safra konsantrasyonunun 

önemli olduğu yapılan çalışmalarda bildirilmiştir (Erkkila ve Petaja, 2000). 

 

Yapılan bir çalışmada farklı pH konsantrasyonlarına dirençliliği ile ilgili L. 

fermentum suşu üzerinde denemeler yapılmış, pH 3 ortamında inkübe edilmiş ve 

üremesi gerçekleşmiştir. Bu suşun hayatta kalmak için asitli ortamlara dayanıklı 

olduğu ortaya konulmuştur. Yine L. fermentum suşları farklı safra 

konsantrasyonlarında da test edilmiş ve 3 g/L safra tuzu ile inkübasyonu sonucunda 

safraya dirençli olduğu belirlenmiştir. L. fermentum suşunun pH ve safraya dirençli 

olduğu belirlenmiş ve bu nedenle probiyotik bakteri olarak kabul edilmiştir (Pan ve 

ark. 2011). 

 

Strompfová ve arkadaşları (2006) tarafından yapılan bir diğer çalışmada L. 

fermentum AD1 suşunun % 1 safra varlığında ürediği, Lin ve ark., (2007) tarafından 

yapılan bir çalışmada da tavuktan izole ettikleri L. fermentum SGM3 şusunu % 0,3 

safra tuzu varlığında geliştiği belirtilmiştir. 
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2.7. Lactobacillus’ların Otoagregasyon ve Koagregasyon Yeteneği 

 

Laktik asit bakterileri tarafından gastrointestinal sistemin patojen 

mikroorganizmalarla inhibisyonun engellenmesi insan sağlığı açısından çok 

önemlidir ve bu yüzden probiyotik bakterilerde aranılan diğer bir özellikte 

agregasyon yeteneğidir (Xie ve ark., 2012). Agregasyon toplanma veya kümelenerek 

bir araya gelmek demektir. Probiyotik bakterilerin olumlu etkilerinin ortaya çıkıp 

gözlenebilmesi için bu bakterilerin etkin bir biçimde sahip oldukları agregasyon 

yeteneği ile kümelenerek veya toplanarak çoğalabilmelidirler. Bu bakterilerin 

gastrointestinal sistemde bağlı bulunmaları ve bağırsak epitelyumunda tutunmaları 

kolonizasyon ve enfeksiyon için önemlidir (Salminen ve ark., 2010). Agregasyon 

otoagregasyon ve koagregasyon olmak üzere iki ayrı konu olarak incelenir (Collado 

ve ark., 2007a). Aynı türe ait mikroorganizmaların birbirleri ile tutunarak 

oluşturdukları hücre kolonileri şeklinde tanımlanmakta olan otoagregasyon birçok 

mikroorganizma türünde gözlenmektedir (Nikolic ve ark., 2008). 

 

Probiyotik bakterilerin agregasyon yeteneği ile bunların tutunma yeteneği arasında 

anlamlı bir ilişki olduğu (Collado ve ark., 2007b) ve yine koagregasyon yeteneği ile 

patojenlerle etkileşime girebilme yeteneği arasında bir korelasyon bulunduğu 

bildirilmektedir (Collado ve ark., 2008).  

 

Koagregasyon iki farklı türe ait mikrorganizmaların birbirlerine tutunması şeklinde 

tanımlanabilir. Koagregasyonda probiyotik bakteriler gastorintestinal sisteme giren 

patojenlere yapışarak, patojen mikroorganizmaların gelişimlerini inhibe ederler. 

Lactobacillus türleri koagregasyon yetenekleri ile patojenlerin kolonizasyonunu 

önlemek için bir bariyer oluştururlar (Ocana ve ark., 2002, Schachtsiek ve ark., 

2004).  

 

Lactobacillus suşlarının bağırsak hücrelerine yapışmasında lipotekoik asitin etkili 

olduğu belirlenmiştir. Lactobacillus cinsi bakterilerinin farklı türler arasında farklı 

farklı yapışma özellikleri olduğu gözlenmiştir (Xu ve ark., 2009). Bazı araştırmacılar 

hidrokarbonların mikrobiyal yapışma arasında anlamlı bir ilişki olduğunu yani 
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yüzeye yapışma yeteneği ve hidrofobiklik arasında korelasyon bulunduğunu 

düşünmektedirler (Ehrmann ve ark., 2002; Xu ve ark., 2009; Heravi ve ark., 2011). 

 

Laktik asit bakterilerinin koagreasyon özellikleri nedeniyle bulunduğu ortamda diğer 

enterik bakterilerle rekabet haline girerek dominant bir şekilde kolonize 

olmaktadırlar ve bu özellik ile probiyotikler, kendi populasyonlarının 

devamlılıklarını sağlamış olurlar (Mastromarino ve ark., 2002). 

 

2.8. Kanatlı Hayvan Beslenmesinde Probiyotik Kullanımı 

 

Kanatlı hayvanlarda bağırsak mikroflorasının %90’lık kısmını; Lactobacillus ve 

Bifidobacterium cinsleri gibi fakültatif laktik asit üreten bakteriler ile Bacteroides, 

Fusobacterium ve Eubacterium cinsleri gibi tam anaerob bakteriler oluşturmaktadır 

(Mitsuoka, 2002; Tejedor-Junco ve ark., 2005). Floranın geri kalan %10’ unu ise; E. 

coli türü ile Enterococ’lar, Clostridium, Staphylococcus, Blastomyces, Pseudomonas 

ve Proteus cinsleri oluşturmaktadır. Bu orandaki değişikliğin sonucunda, performans 

düşmesi ve enfeksiyöz hastalıklar görülebilmektedir (Yurtalan ve Ateş, 1995). 

Lactobacillus cinsi bakteriler 2 haftalık genç tavuk bağırsaklarında ağırlıklı olarak 

bulunurlar (Amit-Romach ve ark., 2004). Asit toleransı yüksek olan Lactobacillus ve 

Streptococcus cinsi bakteriler, mide epitelinin histolojik bölmeleri arasında yoğun 

olarak bulunurlar. Bu bakteriler, kuluçkadan çıktıktan hemen sonra civcivlerde 

görülmeye başlar ve hemen ilk hafta mide duvarlarına kolonize olurlar (Nir ve 

Şenköylü, 2000). 

 

Lactobacillus’lar, civcivler yumurtadan çıktıktan hemen sonra bağırsak sisteminin 

mikroflorasında hakim olmaya başlamakta ve bunların yaşam süresi boyunca 

bağırsak epitellerine bağlı olarak kalmaktadırlar. Konakçıları olan tavuklarla 

simbiyotik bir ilişkiye giren bu mikroorganizmalar bağırsak florasının bileşimini 

düzenlemeye yardımcı olmaktadırlar (Fuller, 1973; Şenköylü ve ark., 2002). 

Laktobasillerin bu özellikleri, öncelikle organik asit, bakteriyosin ve/veya 

bakteriyosin benzeri maddeleri üretme kabiliyetleri ile yakından ilgilidir (Fuller, 

1973; Larsen ve ark., 1993). Diğer yandan laktobasiller, laktik asit başta olmak 
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üzere, ürettikleri organik asitler ve bakteriyosin ve benzeri metabolitlerle 

gastrointestinal sistemde meydana gelen enfeksiyonların önlenmesinde çok önemli 

rol oynamaktadırlar. Et tavuklarının bağırsak sisteminin doğal florasında bulunan 

laktobasiller, bu özellikleri nedeniyle öncelikle konakçı, dolaylı olarak da insan 

sağlığını etkilemektedir (Modler ve ark., 1990). 

 

Kursakta oluşan yararlı mikroflora nişasta partikülleri üzerine yapışarak, organik 

asitlerin üretilmesini ve pH’nın 4,5’ ten daha aşağı düzeylere çekilmesini sağlar. 

Kursak epitelyum hücrelerine tutunup, kolonize olabilme yeteneğindeki yararlı 

mikroflora E. coli’ yi baskılar ve bazı maya türlerinin gelişmesini önler (Yıldırım, 

2002). 

 

Kanatlı hayvan endüstrisinde son on yıl içerisinde laktik asit bakterilerinin kullanımı 

hem gelişim üzerine hem de patojen mikroorganizmalar üzerine etkisi önemli bir 

konu olmuştur (Musikasang ve ark., 2009; Taheri ve ark., 2009b; Angelakis ve 

Raoult, 2010; Surachon ve ark., 2011). Kanatlılarda, büyüme ve sağlığın 

iyileştirilmesinde, gastrointestinal kanaldaki mikrobiyal popülasyon dengesinin 

önemi çok büyüktür. (Mountzouris ve ark., 2007; Rehman ve ark., 2007). Çünkü 

mikrobiyal popülasyonun aktivitesindeki küçük bir değişiklik bile kanatlılardaki 

üretkenlikte ve sağlıkta etkili olabilmektedir ve bu durum insan sağlığı için çok 

önemlidir (Dawson, 2001). 

 

Yem katkısı probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalar; Lactobacillus 

acidophilus, L. rhamnosum, L. lactis, Streptecoccus thermophilus, S. lactic,  

Streptococcus thermophilus ve Saccharomyces cerevisia’dır. Ayrıca kanatlı 

bağırsağında çok fazla bulunan Lactobacillus grubu bakteriler, diğer patojen 

bakterilere antagonistik etki yapan bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri maddeleri 

üretirler. Ayrıca Lactobacillus’lar mide pH’ sına en dayanıklı olan ve sindirim 

kanalından geçiş esnasında canlılıklarını koruyabilen bakterilerdir (Erdoğan, 1999; 

Yıldırım, 2002). 
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Kanatlı karma yemlerine probiyotik ilavesinin hayvanların canlı ağırlık kazancını 

artırdığı, yemden yararlanma değerini iyileştirdiği, yumurta verimi ve civciv 

üretiminde artış sağladığı ve bağırsaklarda antibakteriyel bir etki göstererek 

gastrointestinal hastalıkları azalttığı yönünde araştırma bulguları olmasına rağmen 

etki mekanizmaları konusunda belirsizlikler bulunmaktadır. Yumurta tavuğu 

yemlerine Lactobacillus ilavesinin yumurta verimi, günlük yem tüketimi, yumurta 

ağırlığı ve iri yumurta oranını önemli düzeyde artırdığını, yemden yararlanma 

değerini iyileştirerek tavukların yaşama gücünü olumlu yönde etkilediğini 

bildirilmiştir (Nahashon ve ark., 1993). Yapılan başka bir araştırmada ise, yem 

içerisine Lactobacillus ilavesinin yumurta verimi, yumurta kitlesi ve yumurta 

ağırlığını azaltarak yemden yararlanma değerini olumsuz yönde etkilediği 

belirlenmiştir (Mohan ve ark., 1995). Benzer diğer çalışmalarda ise, yeme probiyotik 

(Lactobacillus spp.) ilavesinin yumurta verimini artırarak yemden yararlanma 

değerini iyileştirdiği bildirilmiştir (Kruger ve ark., 1977; Abdulrahim ve ark., 1996). 

  

Yeo ve Kim (1997), broiler civcivlerinde probiyotik (L. casei) uygulamasının ince 

bağırsaklarda üreaz aktivitesini düşürdüğünü bunun da erken yaştaki broylerlerin 

sağlığı ve gelişimi için faydalı olabileceğini bildirmektedirler. 

 

Kanatlılarda enfeksiyonlardan koruma ve gelişimi desteklemek amacıyla sindirim 

sistemi mikroflora üyelerinden oluşan preparatların kullanımı güncellik kazanmıştır 

Özellikle Lactobacillus cinslerinden oluşan bu preparatlar sindirim ve absorbsiyonu 

kolaylaştırarak gelişimi teşvik etmiştir. Ayrıca epitel yüzeylerde koloni oluşturarak 

patojen mikroorganizmaların gelişimini inhibe etmiştir (Karahan ve Çakmakçı, 

2002).  

 

Mikelsaar ve Zilmer (2009), kanatlı hayvanlarda probiyotik olan birden fazla 

Lactobacillus suşunun verilmesi ile birçok hastalığın önlenmesinde daha başarılı 

olunabileceğini belirtmişlerdir. 
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Probiyotikler hayvanlarda sindirim sistemi ile ilgili bazı hastalıkların korunmasında 

ve tedavisinde kullanılmaktadır (Roos ve Katan, 2000). Doğal olmaları, hayvana 

herhangi bir zarar vermemeleri, sindirim kanalından absorbe olmamaları gibi 

özelliklerinden dolayı antibiyotiklere alternatif olarak düşünülmektedir (Sarıca, 

1999). 

 

Lactobacillus grubu bakterileri, hızlı gelişen broylerlerin bağışıklık sisteminin 

gelişimi açısından önemi büyüktür. Özellikle bağırsaklarda çeşitli yangı 

reaksiyonlarına yol açan antijenlere karşı koruma sağlayan Lactobacillus grubu 

bakterilere gereksinim vardır. Bozkurt ve arkadaşları (2005) yeme prebiyotik, 

probiyotik ve organik asitlerin birlikte veya ayrı ilave edilmelerinin, broyler 

performans ve karkas karakteristikleri üzerine etkilerini araştırmışlar ve bu yem 

katkılarının büyütme faktörü olarak kullanılabileceği sonucunu ortaya koymuşlardır. 

Ayrıca, deneme periyodu süresince prebiyotik ve probiyotiğin tek başlarına 

kullanımlarına oranla birlikte kullanımlarının daha yararlı etki gösterdiğini 

saptamışlardır. 

 

Probiyotiklerin kanatlı hayvanlarda kullanım etkileri aşağıdaki şekilde özetlenmiştir 

(Nir ve Senköylü, 2000; Yıldırım, 2002; Polat ve Özdüven, 2004): 

 

•Hidrojen peroksit üreterek antibakteriyel etki meydana getirirler. 

 

•Yemde bulunan çözünebilir şekerlerin veya uçucu yağ asitlerinin (laktik asit) 

doğrudan kullanımı ile Lactobacillus grubu bakteriler için besin ortamı 

oluşturabilirler. 

 

•Lactobacillus’lar, E. coli’ ye karşı antienterotoksin salgılayarak, E. coli’nin toksik 

amin sentezini engellerler. 

 

•Safra tuzları ve yağ asitlerini enteropatojen mikroorganizmaların etkisinden 

koruyarak, bunların toksik veya zararlı ürünlere dönüşümünü önlerler. 
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•Probiyotikler bağırsakta asit ortam oluşmasıyla diğer bakteri türleri için düşman bir 

mikroekoloji oluşturur. 

 

•Başta laktik asit olmak üzere, asetik asit ve formik asit gibi organik asitleri üreterek 

bağırsak pH’sını düşürmekte,  nötr ve bazik ortamlarda yaşayabilen genelde zararlı 

etkisi olan gram negatif patojen mikroorganizmaların üremesini engelleyen bir ortam 

oluşturmaktadırlar. 

 

•Yükseltgenme-indirgenme potansiyelini düşürerek aerobik mikroorganizmaların 

gelişmesini inhibe ederler. Hayvanın sindirim enzimleri ile simbiyotik olarak çalışan 

lipaz, proteaz, amilaz, betaglukanaz, ksilanaz ve selülaz gibi enzimleri üreten 

probiyotikler özellikle sindirim sistemi tam olarak gelişmemiş olan hayvanlarda 

yemlerin sindirimine katkıda bulunurlar. Ayrıca ince bağırsakta laktaz, sukraz ve 

maltaz enzimlerinin aktivitelerini arttırırlar. 

 

•Bakteriyel enzimatik aktivite; bu alanda yapılan çalışmaların çoğu aktif 

karsinojenlerin üretiminde etken olan enzimlerle ilişkilidir. Deneme hayvanı olan 

farelere veya insanlara, Lactobacillius acidophilus verilmesiyle yem veya 

yiyeceklerinde bulunan prokarsinojenlerden, aktif karsinojenlerin üretilmesinde 

etken olan nitroredüktaz, azoredüktaz ve glukorunidaz gibi enzimlerin aktivitesi 

düşmüştür. Glukorunidaz aktivitesinin düşmesi, içme sularına yoğurt ilave edilen 

civcivlerde de gözlenmiştir. 

 

•Amonyak, indol, skatol, merkaptan, toksik aminler ve sülfitler gibi toksik maddeler 

üreten mikroorganizmaların çoğalmasını inhibe eden probiyotikler, bu tür zararlı 

bileşiklerin sindirim sisteminde birikimini ve emilimini azaltırlar. 

 

•Probiyotikler, bağırsak duvarındaki villilere tutunarak hafifçe asidik bir ortam 

oluşturur ve patojen bakterilerin hastalık yapmasını önlerler. Faydalı bakteriler 

ayrıca, bazı önemli enzimleri üreterek nişasta olmayan polisakkaritleri (selüloz, 

hemiselüloz, pektin ve oligosakkaritler vs.) parçalayarak besin maddelerinin sindirim 

ve emilimini arttırırlar. B kompleksi vitaminlerle K vitamininin sentezini sağlarlar.  
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•Bağışıklık sisteminin stimülasyonu; son yıllarda kanatlı üretiminde uygulanan hızlı 

büyüme yönündeki yoğun genetik seleksiyon, yemlerin etkin bir şekilde canlı 

ağırlığa dönüşmesine ve bu potansiyelin giderek artmasına yol açmıştır. Ancak canlı 

ağırlıkta ve yemden yararlanmada sağlanan bu gelişmelerin bedeli hayvanlarda 

bağışıklık sistemi dahil olmak üzere kimi biyolojik dengelerin bozulması oluşmuştur. 

Bu durumda günümüzdeki genetik materyalde bağışıklık sistemine gereken desteği 

vermek için bazı önlemlerin alınması gerekir. Hızlı gelişen etlik piliçlerde, 

Lactobacillus grubu bakterileri serum protein ve globulin seviyelerini yükselterek 

bağışıklık sisteminin gelişmesinde önemli roller üstlenebilirler. Özellikle 

bağırsaklarda yangı (enflamation) reaksiyonlarına yol açan antijenlere karşı koruma 

sağlayan Lactobacillus grubu bakterilere gereksinim vardır. 

 

Probiyotikler kanatlılarda oldukça yaygın olan Salmonella etkenlerine karşı 

civcivlerde doğal bağırsak florasının gelişimini hızlandırmak suretiyle direnç 

gelişimi için başarıyla kullanılmaktadır. Bu amaçla ilk uygulama 1976 yılında, 

Finlandiya'da yapılmıştır (Çakır ve ark., 2002). Ayrıca probiyotikler E. coli, Shigella, 

Salmonella, Proteus, Vibrio, Pseudomonas gibi birçok patojen etkene karşı 

antagonist tepki göstererek bunların mukozalara yerleşip kolonize olmalarını ve 

tahribat oluşturmalarını önlerler (Rolfe, 2000). Probiyotiklerin, kanatlılarda humoral 

immün cevabı önemli derecede artırdığı bildirilmiştir (Koenen ve ark., 2004). 

Probiyotiklerin etlik piliç ince bağırsak ve sekumunda E. coli kolonizasyonunun 

azaltılmasında olumlu etkileri bulunduğu belirlenmiştir (Jones, 1991; Eren ve ark., 

1999). Yapılan bir çalışmada erişkin broylerlerin bağırsak içeriklerinin bir günlük 

civcivlere oral yoldan verilmesiyle, Salmonella enfeksiyonlarına karşı direnç artışı 

saptanmıştır (Bilal ve ark., 1999). 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, kanatlılarda enfeksiyonlara neden olan Salmonella 

sp. ve Listeria monocytogenes’e karşı Lactobacillus suşları kullanılmıştır (Pascual ve 

ark., 1999; Vicente ve ark., 2007). Yapılan başka bir çalışmada ise kanatlı 

hayvanlarda Clostridium perfringens nedeniyle oluşan nekrotik enteritis hastalığının, 

L. johnsonii FI9785 suşunun kullanılmasıyla birlikte azaldığı kanıtlanmıştır (Santini 

ve ark., 2010). L. acidophilus, L. casei, B. thermophilus ve E. faecium içeren 
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probiyotik formülasyonu ile desteklenmiş standart bir diyet ile beslenen etlik 

piliçlerde Camphylobacter jejuni miktarında %70 oranında azalma görüldüğü rapor 

edilmiştir (Willis ve Reid, 2008).  
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal 

 

Araştırma Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Biyoteknoloji 

Laboratuvarı kültür koleksiyonunda bulunan tavukların gastrointestinal sisteminden 

izole edilerek moleküler yöntemlerle (16 S rRNA) tanımlanan 18 adet Lactobacillus 

cinsi bakteri ile yürütülmüştür (Çizelge 3.1).  

 

Çizelge 3.1. Lactobacillus sp. suşların kodları  

No Bakteri Kodu 

1 Lactobacillus acidophilus  BAZ22 

2 Lactobacillus acidophilus BAZ29 

3 Lactobacillus acidophilus BAZ36 

4 Lactobacillus acidophilus  BAZ43 

5 Lactobacillus acidophilus  BAZ51 

6 Lactobacillus acidophilus  BAZ54 

7 Lactobacillus acidophilus  BAZ59 

8 Lactobacillus acidophilus  BAZ61 

9 Lactobacillus acidophilus  BAZ63 

10 Lactobacillus acidophilus  ZYN13 

11 Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  BAZ32 

12 Lactobacillus salivarius  ZYN9 

13 Lactobacillus salivarius ZYN15 

14 Lactobacillus salivarius  ZYN23 

15 Lactobacillus rhamnosus  BAZ78 

16 Lactobacillus fermentum  ZYN17 

17 Lactobacillus sp.  ZYN31 

18 Lactobacillus sp.  BAZ29 

 

 

 

 



21 

 

         

3.1.1. Araştırmada kullanılan test bakterileri 

 

Araştırmada Escherichia coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 

13076, Shigella sonnei Mu:57 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test 

bakterisi olarak kullanılmıştır. Test bakterilerinin temin edildiği kaynaklar Çizelge 

3.2’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2. Test bakterilerinin temin edildiği kaynakları 

BAKTERİ SUŞLARI 
TEMİN EDİLDİĞİ 

KAYNAK 

Escherichia coli ATCC 11229 

Refik Saydam Hıfzısıhha 

Merkez Başkanlığı Kültür 

Koleksiyonu 

E. coli O157:H7 
Ankara Üniversitesi Gıda 

Mühendisliği Bölümü 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Hacettepe Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Mikrobiyoloji 

Laboratuvarı 

Listeria monocytogenes ATCC 7644 
Ankara Üniversitesi Gıda 

Mühendisliği Bölümü 

Salmonella enteritidis ATCC 13076 
Ankara Üniversitesi Gıda 

Mühendisliği Bölümü 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Refik Saydam Hıfzısıhha 

Merkez Başkanlığı Kültür 

Koleksiyonu 

Shigella sonnei Mu:57 

Muğla Üniversitesi Fen 

Edebiyat Fakültesi Biyoloji 

Bölümü  

(Doç. Dr. Aysel UĞUR’ dan 

temin edilmiştir.) 
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3.1.2. Araştırmada kullanılan besi ortamları 

 

Lactobacillus cinsine ait suşların geliştirilmesi, metabolik ürünlerin tespiti, 

antibiyotik duyarlılık, EPS, antimikrobiyal aktiviteleri, asit ve safra dirençlilikleri ile 

otoagregasyon ve koagregasyon yeteneklerinin incelenmesinde  Man Rogosa ve 

Sharp (MRS) sıvı besiyeri kullanılmıştır (De Man ve ark., 1960). 

 

MRS sıvı besiyeri  

 

Pepton (Merck)   10,0 g 

Beef Ekstrakt (Merck)                       10,0 g 

Yeast Ekstrakt (Merck)               5,0 g 

Glukoz (Merck)                              20,0 g 

K2HPO4 (Merck)                               2,0 g 

Na-Asetat. 3H2O (Merck)                 5,0 g 

Tri Amonyum Sitrat (Merck)             2,0 g 

MgSO4. 7H2O (Merck)                     0,2 g  

MnSO4. 4H2O (Merck)                    0,05 g 

Tween 80 (Merck)                              1 mL 

 

Maddeler 1000 mL distile suyla tamamlanmıştır. Besi ortamının pH’sı 1 M HCl ve 1 

M NaOH’le 6,2±0,2’ye ayarlanmıştır. Amaca uygun olacak şekilde besi ortamına 

%1,5 oranında agar (Merck) ilave edilip katı besi ortamı hazırlanmıştır. Besi ortamı 

121˚C’de 15 dakika otoklavda steril edilmiştir (Halkman, 2005). 

 

Araştırmada kullanılan test bakterilerinin geliştirilmesi için Nutrient sıvı besiyeri 

kullanılmıştır. 

 

Nutrient sıvı besiyeri 

 

Beef Ekstrakt (Merck)  1 g 

Yeast Ekstrakt (Merck)  2 g 
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Peptone (Merck)   5 g 

Sodyum Klorit (Merck)  5 g 

 

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 mL’ ye tamamlanmıştır. Besi ortamının pH’sı 1 

M HCl ve 1 M NaOH’le 6,8±0,2’ye ayarlanmıştır. Amaca uygun olacak şekilde besi 

ortamına %1,5 oranında agar (Merck) ilave edilip katı besiyeri hazırlanmıştır. Besi 

ortamı 121˚C’de 15 dk otoklavda steril edilmiştir (Halkman, 2005).  

 

3.2. Metot 

 

3.2.1. Bakterilerin muhafazası 

 

Suşların muhafazası için 1,5 mL’lik ağzı kapaklı tüplere 0,4 mL gliserol konularak, 

121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmiştir. Bakteriler uygun sıvı besi ortamında iki 

kez ardı ardına aktifleştirilmiştir. Aktifleştirilen kültürlerden 0,6 mL gliserol içeren 

steril ağzı kapaklı tüplere ilave edilerek, -20°C’de muhafaza edilmiştir. Muhafazaya 

alınan stoklar iki ayda bir yenilenmiştir (Çetin, 1983). 

 

3.2.2. Laktik asit üretimi 

 

Lactobacillus spp. aktif suşlarından 10 mL’ lik MRS sıvı besiyerlerine %2 oranında 

inoküle edilerek 37 ˚C’ de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 

cam erlenlere aktarılarak 90 mL distile su ile 100 mL’ye tamamlanmıştır. Üzerine 2-

3 damla fenol fitaleyn indikatörü damlatılarak, 0,1 M NaOH (Merck) çözeltisi ile 

titre edilmiştir. Bakterilerin ürettiği asit titre edilebilir yüzde asitlik olarak 

hesaplanmıştır (Demirci ve Gündüz, 1994). 

 

Harcanan 0,1 M NaOH (mL) x 0,9 

% Asitlik =                         (3.1) 

                                        mL örnek 
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Fenol fitaleyn indikatörü; 0,1 gram fenol fitaleyn (Merck) %60’lık etil alkolde 

(Merck) çözülerek hazırlanmıştır. 

 

3.2.3. Hidrojen Peroksit üretimi 

 

Lactobacillus spp. suşlarının hidrojen peroksit üretimi Gilliland (1969) ’ ın metoduna 

göre spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 

 

Lactobacillus spp. aktif suşların dan 10 mL’ lik MRS sıvı besiyeri %2 oranında 

inoküle edilerek 37 ˚C’ de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 

örneklerin pH’ sı 1 M HCl ile 4,5 ± 0,2’ ye ayarlanmıştır. 0,1 M Asetat tamponundan 

2 mL eklenmiş ve 20 mL distile su ile seyreltilerek, karıştırılmıştır. Örnekler 5000 

rpm’ de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj edilen örnekler Whatman 42 no’ lu 

filtre kağıdı ile süzülmüş, süzülen sıvıdan 5 mL alınarak 1 mL distile su içeren tüpe 

konulmuştur ve 0,1 mL o-dianisidin ilave edilmiştir. Bir başka tüpe de süzülen 

sıvıdan 5 mL alınarak örnek tüpe 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-dianisidin 

solüsyonları konulmuştur. Tüpler iyice karıştırılmış ve oda sıcaklığında 10 dakika 

bekletilmiştir. İnkübasyon sonrasında 0,2 mL 4 M HCl ile reaksiyon durdurularak 

renk sabitlenmiştir. HCl eklenmesinden 5 dakika sonra her bir örneğin 400 nm dalga 

boyunda spektrofotometrede (Hitachi U-1800) ölçümleri gerçekleşmiştir. 

 

Sonuçlar standart eğri ile karşılaştırılarak, hidrojen peroksit miktarları µg/mL olarak 

saptanmıştır. 

 

Standardın hazırlanması; 

 

1. 0,01 M asetat tamponun (pH 4,5) içinde mL’ de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 mL 

H2O2 içeren 10 mL’lik standartlar hazırlanmıştır. 

 

2. Analiz için her bir test tüpünde 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-dianisidin 

solüsyonu içeren tüplerde seyreltilen 5 mL standartlardan konulmuştur. 
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Körv olarak; 5 mL 0,01 M asetat tamponu, 1 mL horseradish peroksidaz, 0,1 mL o-

dianisidin solüsyonları kullanılmıştır. 

 

3. Tüpler iyice karıştırılmış ve oda sıcaklığında 10 dakika bekletilmiştir. 

 

4. İnkübasyon sonrasında 0,2 mL 4 M HCl ile reaksiyon durdurularak renk 

sabitlenmiştir. 

 

5. HCl eklenmesinden 5 dakika sonra her bir standardın 400 nm dalga boyunda 

spektrofotometrede ölçümleri gerçekleşmiştir. 

 

6. Hidrojen peroksit standart kurve çıkarılmıştır. Standart kurve den 1 µg/mL 

hidrojen peroksite tekabül eden hidrojen peroksit hesaplanmıştır. 

 

Kullanılan Çözeltiler: 

Horseradish Peroksidaz Solüsyonu  

 

Distile Su                             1 mL 

Horseradish Peroksidaz       1 mg 

 

Analizlerde 1: 100 oranında distile suda seyreltilerek kullanılmıştır. 

 

 O-dianisidin Solüsyonu 

 

Distile su içinde 1: 100 seyreltilerek kullanılmıştır. 

 

0,01 M Asetat Tamponu 

 

Sodyum Asetat  1,36 g 

Distile Su                1000 mL 
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3.2.4. Antibiyotik duyarlılığı 

 

Çalışmada probiyotik bakteri kültürlerinin gelişimini olumsuz etkilediği düşünülen 

ve tavuk yemlerine sıklıkla katılan antibiyotikler kullanılmıştır. Suşların antibiyotik 

duyarlıklarının belirlenmesinde disk difüzyon yöntemi kullanılmıştır. 

Lactobacillus’ların hücre duvar sentezini inhibe eden penisilin G (10 unit) ve 

ampisilin (10 g); protein sentezini inhibe eden streptomisin (10 g), gentamisin (10 

µg), kloramfenikol (30 g) ve kanamisin (30 g); nükleik asit sentezini inhibe eden 

rifampisin (5 g) ile sitoplazmik zar sentezini inhibe eden vankomisin antibiyotikleri 

ile antibiyotiklerine duyarlılıkları test edilmiştir (Taheri ve ark., 2009b). 

 

Lactobacillus suşları MRS sıvı besi ortamında 37±1ºC’ de 18-20 saat inkübe edilerek 

aktifleştirilmiştir. Aktif kültürlerden MRS besi ortamına ikişer paralelli olarak ekim 

yapılıp, 37±1ºC’ de 18-20 saat geliştirilmiştir. MRS katı besiyerinden petri plaklarına 

20 mL aktarılıp, oda sıcaklığında donmaya bırakılmıştır. Aktif kültürlerin 

yoğunlukları 0,5 Mc Farland bulanıklığına eşdeğer olarak ayarlandıktan sonra 100 

μL alınıp, sisteinli MRS (Merck) plaklarına aktarılmış ve homojen bir şekilde 

yayılması sağlanmıştır. Antibiyotik diskleri petri kutusunun kenarından 10 mm ve 

birbirinden 15 mm uzaklıkta olacak şekilde steril olarak besi ortamının üzerine 

yerleştirilmiştir. Petriler 37°C’ de 18-20 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

bitiminde antibiyotik disk çevresinde oluşan zonların çapı kumpas ile milimetrik 

olarak ölçülmüştür (Taheri ve ark., 2009b). Sonuçlar CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute) kriterlerine göre değerlendirilmiştir (CLSI, 2011). 

 

3.2.5. Antimikrobiyal aktivite 

 

Çalışmada kullanılan Lactobacillus suşlarının antimikrobiyal aktivitesinin 

belirlenmesi Reinheimer ve arkadaşları’ nın (1990) metoduna göre yapılmıştır 

(Reinheimer ve ark., 1990, Gonzalez ve ark., 2007). 
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Lactobacillus spp. suşları 37 ˚C’ de iki kez ard arda aktifleştirilmiştir. Aktif kültürler 

5000 dev/dk.’ da 15 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda oluşan berrak 

kısım (süpernatant) steril şartlar altında 0,45 µm’ lik disposible filtre ile 

mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmiştir.  

 

İnhibisyon zonunun tespiti için test bakterileri olarak Escherichia coli ATCC 11229, 

E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes 

ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei Mu:57, ve 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanılmıştır. 

 

Test bakterileri Nutrient sıvı besi ortamında aktifleştirilmiştir. Aktif kültürlerden 

steril petri kabı üzerine 50 µL aktarılmıştır. Bu işlemden sonra daha önceden 

hazırlanıp 121 ˚C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmiş olan ve yaklaşık olarak 50 

˚C’ ye kadar soğutulmuş olan Nutrient Katı besiyeriden her petri kabına 20 mL ilave 

edilip, besi ortamı ve petri kabı zeminine inoküle edilen test bakterilerinin homojen 

bir şekilde karışması sağlanmıştır. Homojenlik sağlandıktan sonra petri kabı 

içerisindeki Nutrient Katı besiyerinin donması için 2 saat buzdolabında 

bekletilmiştir. Donan katı besiyeri üzerinde 6 mm çapındaki steril çubukla kuyular 

açılmıştır. Kuyuların tabanları steril agarla tekrar sıvanmıştır. Daha sonra bu 

kuyulara Lactobacillus spp. suşlarının süpernatantından 100 µL ilave edilmiş ve 37 

˚C’ de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda kuyu çevresinde 

oluşan zonların çapı kumpas ile ölçülmüştür ve çap ölçümleri milimetrik olarak 

verilmiştir. 

 

3.2.6. Ekzopolisakkarit (EPS) üretimi 

 

Aktif suşların optik yoğunlukları spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 

0,600,02’ye ayarlanarak MRS sıvı besiyerlerine %2 oranında inoküle edilmiştir. 37 

°C’de 24 saatlik inkübasyon sonunda kültürlerden 1’er mL ependorf tüplerine 

alınarak 100 °C’de 15 dakika kaynatılmıştır. Örnekler oda sıcaklığına geldikten 

sonra üzerine %17 oranında %85’lik trikloroasetik asit (TCA) çözeltisi eklenerek 
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13,000 rpm’de 25 dakika santrifüj edilmiştir (Frengova ve ark., 2000). Elde edilen 

süpernatantlar temiz bir ependorf tüpüne alınarak üzerine eşit hacimde etanol 

eklenmiştir. Örnekler 15 dakika 13,000 rpm’de santrifüj edilmiş ve EPS’nin çökmesi 

sağlanmıştır. Elde edilen örnekler 1 mL distile suda çözüldükten sonra üretilen EPS 

miktarının belirlenmesi için fenol sülfirik asit metodu uygulanmıştır (Dubois ve ark., 

1956; Torino ve ark., 2001 ).  

 

Fenol sülfirik asit metodu:  

 

Örneklerin üzerine 0,5 mL fenol (Sigma) ve ardından hızlı bir biçimde 5 mL sülfirik 

asit (Merck) eklenerek oda sıcaklığında 10 dakika bekletildikten sonra iyice 

çalkalanmış ve 30°C’de 15-20 dakika bekletilmiştir. Örneklerin optik yoğunlukları 

490 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. 

 

Kültürlerin ürettiği EPS miktarlarını hesaplamak için 5-100 mg/L arasında değişen 

oranlarda glukoz çözeltisi kullanılarak standart çıkarılmıştır. Bu standarda göre 

üretilen EPS miktarı mg/L olarak belirlenmiştir (Torino ve ark. 2001). 

 

3.2.7. Farklı pH değerlerine tolerans  

 

Lactobacillus spp. suşlarının asit dirençlilikleri Chung ve ark. (1999)’nın metoduna 

göre belirlenmiştir. Lactobacillus spp. suşları 37˚C’ de iki kez ard arda MRS sıvı besi 

ortamında aktifleştirilmiştir. Aktif kültürlerin optikal yoğunlukları 

spektrofotometrede 600 nm de 0,600,02’ye ayarlanmıştır. OD değerleri ayarlanan 

bakterilerden %2 oranında, pH’ sı 4 M HCl (Merck) ile 1, 2, 3 ve 6’ya ayarlanan 

MRS sıvı besiyerlerine inoküle edilerek 37
o
C’ de inkübe edilmiştir. Hücre gelişimi 

24 saat sonrasında spektrofotometrede 600 nm de ölçülmüştür. Elde edilen OD 

değerleri kontrol grubu (pH’ sı 6,0 olan MRS sıvı besiyerinde gelişen kültürün 

yoğunluğu) ile karşılaştırılarak farklı pH değerlerinin suşlar üzerindeki yüzde 

inhibisyon değeri hesaplanmıştır.  
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                                  OD1 - OD2 

% İnhibisyon =  ×     100                        (3.2) 

                                        OD1 

 

OD1: Kontrol 

OD2: Suşların farklı pH ortamlarında gelişme oranı 

 

3.2.8. Farklı safra konsantrasyonlarına tolerans  

Lactobacillus suşlarının safra tuzu dirençlilikleri Chung ve ark. (1999)’ nın metoduna 

göre tespit edilmiştir. Lactobacillus suşları 37˚C’ de iki kez ard arda MRS sıvı besi 

ortamında aktifleştirilmiştir. Aktif kültürlerin optikal yoğunlukları 

spektrofotometrede 600 nm de 0,600,02’ye ayarlanmıştır. OD değerleri ayarlanan 

bakterilerden %2 oranında, %0 (kontrol), % 0,06; 0,15 ve 0,30 oranlarında safra 

(Sigma) içeren MRS sıvı besiyerlerine inoküle edilerek 37
o
C’de 24 saat inkübe 

edilmiştir. Hücre gelişimi 24 saat sonrasında spektrofotometrede 600 nm de 

ölçülmüştür. Elde edilen OD değerleri kontrol grubu (%0 safra içeren MRS sıvı 

besiyerinde gelişen kültürün yoğunluğu) ile karşılaştırılarak farklı safra 

konsantrasyonlarının suşlar üzerindeki yüzde inhibisyon değeri hesaplanmıştır.                 

 

                                  OD1 - OD2 

% İnhibisyon =  ×     100                        (3.3) 

                                        OD1 

 

OD1: Kontrol 

OD2: Suşların farklı safra ortamlarında gelişme oranı 

 

3.2.9. Otoagregasyon  

 

Otoagregasyon değerleri EPS üretimleri yüksek olan BAZ 29, BAZ 36, BAZ 43 VE 

BAZ 63 kodlu Lactobacillus spp. suşlarında belirlenmiştir. Bakteriler MRS sıvı 

besiyeri besiyerinde 37 
o
C’ de 18-20 saat aktifleştirilmiştir. Aktif kültürler 10000 

rpm’ de 15 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen pellet, iki defa fosfat tamponu 

(PBS = 8 g/L NaCl, 1,21 g/L K2HPO4, 0,34 g/L KH2 PO4;  pH 6,2) ile yıkandıktan 
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sonra aynı tampon içinde tekrar çözülmüştür. Elde edilen çözelti oda sıcaklığında 4 

saat bekletilmiştir. Kültürlerin bekletme öncesi ve sonrası OD’leri (600 nm) 

spektrofotometrede okunmuştur (Reniero ve ark., 1992; Collado ve ark., 2008). 

Aşağıda verilen formül kullanılarak otoagregasyon yüzdeleri hesaplanmıştır.  

 

                                     OD1- OD2 

% Otoagregasyon =  ×100                                               (3.4) 

                                           OD1 

 

OD1: İlk optikal dansite  

OD2: 4 saat sonraki optikal dansite. 

 

Dört saatlik otoagregasyon süresi sonunda tüplerin alt kısımlarından 20 μL örnekler 

alınarak preperatlar hazırlanmıştır. Tespit edilen preperatlar gram boyama yöntemi 

ile boyanarak ışık mikroskobunda incelenmiştir. 

 

3.2.10. Koagregasyon  

 

EPS üretimleri yüksek olan BAZ 29, BAZ 36, BAZ 43 VE BAZ 63 kodlu 

Lactobacillus spp. suşları ile tavuklarda en çok hastalık yapan patojen E. coli ATCC 

11229 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 kültürlerinin koagregasyon 

özelliklerinin belirlenmesi, Jin ve ark. (1996)’ ın metoduna göre yapılmıştır. 

 

Kullanılan Lactobacillus spp. suşlarının MRS sıvı besiyerinde, 37 
o
C’de 18-20 

saatlik aktifleşmiş kültürleri kullanılmıştır. E. coli ATCC 11229 ile Salmonella 

enteritidis ATCC 13076 suşları Nutrient sıvı besiyerinde 16-18 saat aktifleştirilmiş 

ve bu suşun 4x10
8’

 lik hücre yoğunluğu çalışmada kullanılmıştır. 

 

Aktif kültürler iki defa fosfat tampon (PBS; pH 6,2) ile yıkanmıştır. Elde edilen 

pelletler aynı tampon içinde tekrar çözülmüştür. Her bir örneğin yoğunluğu 

spektrofotometrede (600 nm) okunmuştur. Eşit miktarlardaki Lactobacillus spp., E. 

coli ATCC 11229 ile Salmonella enteritidis ATCC 13076  örnekleri aynı tüp içinde 

karıştırılmıştır. Elde edilen karışımlar 10-15 sn vortekslendikten sonra oda 
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sıcaklığında 4 saat bekletilmiştir. Daha sonra karışımların üst kısmından alınan 

süpernatantların OD’ leri spektrofotometrede okunmuştur. Elde edilen OD değerleri 

aşağıda verilen formül kullanılarak koagregasyon yüzdeleri hesaplanmıştır.  

                                 

                                  (OD1+OD2 ) - 2(OD3) 

% Koagregasyon =                                                    ×     100                      (3.5) 

                                        (OD1+ OD2) 

 

 

OD1: Lactobacillus spp. suşlarının optikal yoğunluğu 

 

OD2: E. coli ATCC 11229 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 ın optikal 

yoğunluğu 

 

OD3: Karışımın 4 saat sonundaki optikal yoğunluğu 

 

Dört saatlik koagregasyon süresi sonunda tüplerin alt kısımlarından 20 μL örnekler 

alınarak preperatlar hazırlanmıştır. Tespit edilen preperatlar gram boyama yöntemi 

ile boyanarak ışık mikroskobunda incelenmiştir. 

 

3.2.11. İstatistiksel analizler 

 

Tüm çalışmalarda üç farklı paralelin ortalama sonuçları verilmiştir. İstatistiksel 

analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) 

kullanılmıştır. Pearson korelasyonuna göre, suşların yüzde asit -EPS, yüzde asit-

hidrojen peroksit, hidrojen peroksit-antimikrobiyal aktivite, asit-antimikrobiyal 

aktivite, EPS-antimikrobiyal aktivite, EPS-otoagregasyon, EPS-koagregasyon ile 

otoagregasyon-koagregasyon aktiviteleri arasında korelasyon olup olmadığı 

incelenmiştir. Tek yönlü varyans analizi ile farklı pH ve suş ortamlarında inhibisyon 

ortalamalarında fark olup olmadığı sınanmıştır. 
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4. DENEYSEL BULGULAR 

 

4.1. Laktik Asit Üretimi  

 

Lactobacillus spp. ürettikleri laktik asit miktarlarını belirlemek amacıyla 

kolorimetrik yöntem kullanılmıştır. 18 adet Lactobacillus spp. suşlarının laktik asit 

miktarları Çizelge 4.1’ de verilmiştir. Lactobacillus spp. suşlarının oluşturduğu laktik 

asit miktarı en düşük % 0,420,01  (L. salivarius ZYN23), en yüksek % 0,900,00 

(L. salivarius ZYN9) suşlarında tespit edilmiştir. L. acidophilus BAZ22, L. 

acidophilus BAZ29 ve L. acidophilus BAZ43 (% 0,890,00) suşlarının diğer suşlara 

göre daha yüksek miktarda laktik asit ürettiği belirlenmiştir. 

 

Asit üretimi türlere göre dikkate değer bir farklılık göstermemektedir. Asit 

üretimindeki farklılıkların suş farklılığı olduğu belirlenmiştir. Sonuçlar 

incelendiğinde sadece belirli türlerin asit üretiminin yüksek olduğu değil, aynı tür 

içindeki farklı suşların bazılarının yüksek bazılarının ise düşük asit ürettiği 

görülmektedir. 

 

Yüksek oranda asit üreten suşların bulunduğu besiyeri pH’sının daha düşük olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 4.1). Yüzde asit üretimi arttıkça besiyerinin pH’sı düşmektedir. 

Bu durumu ispatlamak için istatistiksel analiz yapılmış, son kültür pH’sı ile yüzde 

asitlik arasında r = - 0,82 olduğundan negatif yönde yüksek düzeyde anlamlı bir ilişki 

olduğu anlaşılmıştır. 
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Çizelge 4.1 Lactobacillus suşlarının yüzde laktik asit üretimleri 

 

SUŞLAR pH % Asitlik 

L. acidophilus BAZ22 4,5±0,4 0,890,00 

L. acidophilus BAZ29 4,5±0,3 0,890,00 

L. acidophilus BAZ36 4,6±0,6 0,810,00 

L. acidophilus BAZ43 4,5±0,4 0,890,00 

L. acidophilus BAZ51 4,6±0,1 0,820,00 

L. acidophilus BAZ54 4,3±0,5 0,870,00 

L. acidophilus BAZ59 4,8±0,2 0,850,01 

L. acidophilus BAZ61 4,6±0,3 0,850,01 

L. acidophilus BAZ63 4,4±0,2 0,810,00 

L. acidophilus ZYN13 4,3±0,6 0,870,01 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 4,9±0,5 0,820,00 

L. salivarius ZYN9 4,3±0,4 0,900,00 

L. salivarius ZYN15 4,1±0,8 0,850,01 

L. salivarius ZYN23 5,3±0,9 0,420,01 

L. rhamnosus BAZ78 4,9±0,7 0,780,01 

L. fermentum ZYN17 5,1±0,0 0,430,00 

Lactobacillus sp. ZYN31 5,4±0,2 0,540,01 

Lactobacillus sp. ZYN33 4,7±0,8 0,680,01 
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Şekil 4.1 Lactobacillus spp. son kültür pH değerleri ve ürettikleri yüzde asit 

miktarlarının karşılaştırılması. 

 

4.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) Üretimi 

 

Spektrofotometrik olarak belirlenen Lactobacillus spp. suşlarının oluşturduğu 

hidrojen peroksit miktarları Çizelge 4.2 ve Şekil 4.2’ de verilmiştir. 

 

Lactobacillus spp. suşlarının hidrojen peroksit üretim miktarları 0,18–3,77 µg/mL 

arasında değişmektedir. En yüksek hidrojen peroksit üreten suş L. salivarius ZYN9 

(3,77 µg/mL)’dur. Daha sonra Lactobacillus sp. ZYN33 (3,51 µg/mL), L. 

acidophilus ZYN13 (2,31 µg/mL) ve L. salivarius ZYN15 (2,24 µg/mL) yüksek 

miktarda hidrojen peroksit üreten suşlar olarak belirlenmiştir. Hidrojen peroksit 

üretimi düşük olan suş L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 (0,18 µg/mL) olarak 

tespit edilmiştir. L. salivarius ZYN9 suşunun en yüksek yüzde asit üretimine ve 
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hidrojen peroksit üretimine sahip olmasına rağmen yapılan istatistiksel analizde asit 

üretimi ile H2O2 üretimi arasında anlamlı bir korelasyon bulunduğu tespit 

edilememiştir. 

 

Çizelge 4.2. Lactobacillus suşlarının hidrojen peroksit üretimleri 

 

SUŞLAR 
H2O2 

(µg/mL) 

L. acidophilus BAZ22 1,36±0,02 

L. acidophilus BAZ29 1,56±0,03 

L. acidophilus BAZ36 1,90±0,00 

L. acidophilus BAZ43 2,10±0,02 

L. acidophilus BAZ51 2,12±0,01 

L. acidophilus BAZ54 0,92±0,01 

L. acidophilus BAZ59 0,49±0,00 

L. acidophilus BAZ61 1,72±0,01 

L. acidophilus BAZ63 0,89±0,01 

L. acidophilus ZYN13 2,31±0,01 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 0,18±0,01 

L. salivarius ZYN9 3,77±0,02 

L. salivarius ZYN15 2,24±0,02 

L. salivarius ZYN23 1,21±0,04 

L. rhamnosus BAZ78 1,07±0,04 

L. fermentum ZYN17 0,44±0,03 

Lactobacillus sp. ZYN31 0,49±0,00 

Lactobacillus sp. ZYN33 3,51±0,01 
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Şekil 4.2 Lactobacillus suşlarının H2O2 üretim miktarları 

 

4.3. Antibiyotik Duyarlılıkların Belirlenmesi 

 

Lactobacillus spp. suşlarının penisilin G (10 unit), ampisilin (10 g),  streptomisin 

(10 g), gentamisin (10 µg), kloramfenikol (30 g), kanamisin (30 g), rifampisin (5 

g) ve vankomisin (30 µg) antibiyotiklerine duyarlılıkları disk difüzyon yöntemine 

göre belirlenmiş ve CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine 

(Çizelge 4.3) göre değerlendirilmiştir. Sonuçlar Çizelge 4.4’te verilmiştir. 

 

Antibiyogram test sonuçlarına göre Lactobacillus spp. suşları; hücre duvar sentezini 

inhibe eden antibiyotiklerden penisilin G’ye %78 orta derecede duyarlı ve %22 

oranında duyarlı ve ampisiline ise % 100 oranında duyarlılık gösterirken; sitoplazmik 

zar sentezini inhibe eden vankomisin antibiyotiğine %50 oranında duyarlılık %50 

oranında dirençlilik gözlenmiştir (Çizelge 4.5). 
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Çizelge 4.3 CLSI kriterlerine göre antibiyotik duyarlılıklarının değerlendirilmesi 

 

No Etki Mekanizması Antibiyotik Dirençli 

Orta 

derece 

duyarlı 

Duyarlı 

1 Hücre duvarı sentezi inhibitörü Penisilin G ≤ 19 20 – 27 ≥ 28 

2 Hücre duvarı sentezi inhibitörü Ampisilin ≤11 12–13 ≥14 

3 Hücre duvarı sentezi inhibitörü Vankomisin ≤ 14 15 – 16 ≥ 17 

4 Protein sentezi inhibitörü Streptomisin ≤11 12–14 ≥15 

5 Protein sentezi inhibitörü Gentamisin ≤12 13–14 ≥15 

6 Protein sentezi inhibitörü Kloramfenikol ≤12 13–17 ≥18 

7 Protein sentezi inhibitörü Kanamisin ≤13 14–17 ≥18 

8 Nükleik asit sentezi inhibitörü Rifampisin ≤15 - ≥16 

 

 

 

Aktif kültürler protein sentezini inhibe eden antibiyotiklerden kanamisin ve 

gentamisine %100 dirençlilik gösterirken, kloramfenikol antibiyotiğine %17 

oranında dirençlilik, %83 oranında duyarlı oldukları gözlenmiştir. Yine protein 

sentezini inhibe eden streptomisin antibiyotiğine ise %28 oranında duyarlılık % 72 

oranında dirençlilik belirlenmiştir. 

 

Lactobacillus türlerinin nükleik asit sentezini inhibe eden rifampisin antibiyotiğine 

de %5 oranında duyarlı %95 oranında dirençli oldukları bulunmuştur (Çizelge 4.5). 
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Çizelge 4.4 Lactobacillus spp. suşlarının antibiyotiklere gösterdiği duyarlılık test 

sonuçları  

 

SUŞLAR 

P
en

is
il

in
 G

 

A
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p
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in

 

S
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m
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ta
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n
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a

n
k
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in

 

R
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m

p
is

in
 

K
a

n
a
m
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in

 

L. acidophilus BAZ22 I I R R I I R R 

L. acidophilus BAZ29 I I R R I I R R 

L. acidophilus BAZ36 S I I R I I R R 

L. acidophilus BAZ43 I I R R I R R R 

L. acidophilus BAZ51 I I R R I R R R 

L. acidophilus BAZ54 I I I R I R R R 

L. acidophilus BAZ59 I I R R I R R R 

L. acidophilus BAZ61 S I I R I R R R 

L. acidophilus BAZ63 I I R R I R R R 

L. acidophilus ZYN13 I I I R I R R R 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 I I I R I I R R 

L. salivarius ZYN9 I I R R I R R R 

L. salivarius ZYN15 I I R R I I R R 

L. salivarius ZYN23 S I R R R I R R 

L. rhamnosus BAZ78 S I R R R I R R 

L. fermentum ZYN17 I I R R I R R R 

Lactobacillus sp. ZYN31 I I R R R I R R 

Lactobacillus sp. ZYN33 I I R R I I I R 

S: Duyarlı, I: Orta Derece Duyarlı, R: Dirençli 
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Çizelge 4.5 Bakterilerin antibiyotiklere gösterdiği % duyarlılık oranları 

ANTİBİYOTİKLER Dirençli 

(−) 

Orta derece 

duyarlı 

(+) 

Duyarlı 

(++) 

Penisilin G 0 78 22 

Ampisilin 0 100 0 

Vankomisin 50 50 0 

Streptomisin 72 28 0 

Gentamisin 100 0 0 

Kloramfenikol 17 83 0 

Kanamisin 100 0 0 

Rifampisin 95 5 0 

 

 

L. acidophilus BAZ 61 suşu Gentamisin, Vankomisin, Rifampisin ve Kanamisin’e 

dirençli iken; Ampisilin, Streptomisin ve Kloramfenikol’e orta derecede duyarlı; 

Penisilin G’ye ise duyarlı olarak tespit edilmiştir (Resim 4.1.). 

 

 

 

Resim 4.1 L. acidophilus BAZ 61 suşunun antibiyotik duyarlılığı (1- Ampisilin, 

     2- Gentamisin, 3- Vankomisin, 4- Streptomisin, 5- Kloramfenikol,              

6- Rifampisin, 7- Penisilin G, 8- Kanamisin) 
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4.4. Antimikrobiyal Aktivite 

 

Lactobacillus spp. suşlarının tavuklarda hastalığa neden olan patojen bakterilerden 

(Escherichia coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, 

Shigella sonnei Mu:57, ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) üzerine 

inhibisyon etkileri agar difüzyon yöntemine göre belirlenmiş ve sonuçlar Çizelge 

4.6’da verilmiştir. 

 

Lactobacillus spp. suşlarından en yüksek inhibisyon etkisini 11,5 mm zon çapı 

oluşturan L. acidophilus BAZ61 suşunun Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

patojenine karşı gösterdiği belirlenmiştir. 

 

Escherichia coli ATCC 11229 üzerinde antimikrobiyal aktivitenin en yüksek olduğu 

suş L. acidophilus BAZ36 (6,1 mm); en düşük olduğu suşlar ise L. acidophilus 

ZYN13 (2,4 mm) ve L. salivarius ZYN15 (2,4 mm)’tir. 

 

E. coli O157:H7 üzerinde maksimum (8,0 mm) ve minimum (2,9 mm) 

antimikrobiyal aktivite gösteren suşlar sırasıyla L. salivarius ZYN15 ve L. 

acidophilus BAZ29 olarak belirlenmiştir. L. acidophilus BAZ61 suşunun E. coli 

O157:H7 üzerine antimikrobiyal etkisi Resim 4.2’de gösterilmiştir. 
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Resim 4.2 L. acidophilus BAZ61 suşunun E. coli O157:H7 test bakterisine 

oluşturduğu inhibisyon zonu. 

 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojeni üzerinde ise 8,2 mm çapı ile en yüksek 

antimikrobiyal etki L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 suşunda en düşük etki ise 

0,8 mm ile L. acidophilus BAZ43 suşunda görülmüştür. 

 

Sadece L. acidophilus BAZ36 suşunun Listeria monocytogenes ATCC 7644 üzerinde 

inhibisyon zonu oluşturduğu (2,0 mm) diğer suşların ise bu test bakterisi üzerinde 

inhibisyon zonu oluşturmadığı gözlenmiştir.   

 

Salmonella enteritidis ATCC 13076 patojeni üzerinde 5 suş (L. rhamnosus BAZ78, 

L. fermentum ZYN17, L. salivarius ZYN23, Lactobacillus sp. ZYN31, Lactobacillus 

sp. ZYN33) inhibisyon göstermezken diğer suşların inhibisyon çap değerleri 1,4 mm 

(L. acidophilus BAZ29) ile 6,4 mm (L. acidophilus BAZ36) arasında değişmektedir 

(Resim 4.3). 
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Resim 4.3 L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 suşunun Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 test bakterisine oluşturduğu inhibisyon zonu 

 

Lactobacillus suşlarının tümü Shigella sonnei Mu:57 üzerinde antimikrobiyal etki 

gösterirken, L. acidophilus BAZ61 maksimum (7,8 mm), L. delbrueckii ssp. 

delbrueckii BAZ32 minimum (3,0 mm) zon çapında etki göstermiştir.   

 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 patojeni üzerinde Lactobacillus sp. ZYN33 

suşu dışında diğer tüm suşlar antimikrobiyal aktivite göstermişlerdir. En büyük zon 

çap değeri 11,5 mm ile L. acidophilus BAZ61 suşunda, en küçük zon çap değeri ise 

0,4 mm ile L. acidophilus BAZ43 0,4 suşunda görülmüştür. 

 

Aktif kültürlerin Gram negatif mikroorganizmalardan Shigella sonnei Mu:57 suşuna 

karşı antimikrobiyal etkisinin %100, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suşuna 

%94,5, E. coli O157:H7 suşuna %83,3, Escherichia coli ATCC 11229 suşuna %77,7 

ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 suşuna % 72,2 olduğu, Gram pozitif 

mikroorganizmalardan olan Listeria monocytogenes ATCC 7644 suşuna karşı 

antimikrobiyal etkisinin %5,5 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 suşuna %66,6 

olduğu tespit edilmiştir. Bu durum tavuk kaynaklı Lactobacillus bakterilerinin 
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inhibisyon etkisinin Gram negatif bakterilere karşı daha etkili olduğunu 

göstermektedir. 

 

Antimikrobiyal aktivite çalışma sonucunda elde edilen verilere göre kültürlerin 

antimikrobiyal etkinliği suşa göre değişkenlik göstermektedir. Suşların 

antimikrobiyal aktivitesi ile asit üretimi ve hidrojen peroksit üretimi arasında bir 

ilişki olup olmadığını araştırmak için korelasyon testi yapılmıştır. Bu analizler 

sonucunda antimikrobiyal aktivite, asit üretimi ve hidrojen peroksit üretimi arasında 

anlamlı bir ilişki tespit edilememiştir. 

 

4.5. Ekzopolisakkarit (EPS) Üretimi 

  

Lactobacillus suşlarının EPS üretim miktarları, fenol sülfürik asit metodu ile 

spektrofotometrik olarak tespit edilmiş, buna göre tüm suşların EPS miktarları Şekil 

4.3. ve Çizelge 4.7.’de verilmiştir. 

 

Bu verilere göre suşların EPS üretim miktarları 10,60 mg/L–180,36 mg/L arasında 

değişiklik göstermiştir. EPS üretimi en yüksek suş L. delbrueckii ssp. delbrueckii 

BAZ32 (180,36 mg/L)’dir. Daha sonra yüksek miktarda EPS üretimi L. acidophilus 

BAZ29 (168,90 mg/L), L. acidophilus BAZ63 (158,42 mg/L) ve L. acidophilus 

BAZ54 (155,00 mg/L) suşlarında tespit edilmiştir. EPS üretimi en düşük suş ise L. 

acidophilus ZYN13 (10,60 mg/L) olarak belirlenmiştir. Suşların EPS üretimi ile asit 

üretimi arasında yapılan istatistiksel analizlerle anlamlı bir ilişki tespit edilememiştir. 
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Şekil 4.3 Lactobacillus suşlarının ürettikleri EPS miktarları 
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Çizelge 4.7 Lactobacillus suşlarının EPS üretimleri 

 

SUŞLAR EPS 

(mg/L) 

L. acidophilus BAZ22 72,100,02 

L. acidophilus BAZ29 168,900,01 

L. acidophilus BAZ36 135,980,01 

L. acidophilus BAZ43 140,850,02 

L. acidophilus BAZ51 124,270,00 

L. acidophilus BAZ54 155,000,01 

L. acidophilus BAZ59 107,190,01 

L. acidophilus BAZ61 102,800,03 

L. acidophilus BAZ63 158,420,02 

L. acidophilus ZYN13 10,600,01 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 180,360,01 

L. salivarius ZYN9 151,100,05 

L. salivarius ZYN15 125,000,04 

L. salivarius ZYN23 53,050,001 

L. rhamnosus BAZ78 99,630,00 

L. fermentum ZYN17 151,700,01 

Lactobacillus sp. ZYN31 36,470,02 

Lactobacillus sp. ZYN33 125,850,01 

 

4.6. Farklı pH Değerlerine Tolerans 

 

Lactobacillus suşlarının farklı pH değerlerine dirençliliğinin belirlenmesinde 600 nm 

de spektrofotometrede hücre yoğunlukları ölçülmüş ve kontrol grubunun (pH 6) 

hücre yoğunluğuna göre farklı pH’ ların yüzde inhibisyonları hesaplanmıştır (Çizelge 

4.8. -Şekil 4.4.). Tüm izolatlardan elde edilen verilere göre Lactobacillus suşlarının 

farklı pH değerlerine direnci oldukça zayıf bulunmuştur. Ortamdaki asitlik oranı 

arttıkça, bakterilerin yoğunluğunda düşme meydana gelmiştir.  
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Suşların genelinde pH 1’ de yoğunluğun düştüğü ve yüzde inhibisyonun ise arttığı 

gözlenmiştir. pH 1 de suşların asit dirençliliği değerlendirildiğinde en düşük bakteri 

yoğunluğu L. fermentum ZYN17 (0,119 OD) suşunda en yüksek bakteri yoğunluğu 

ise L. acidophilus BAZ54 (0,151 OD)’de tespit edilmiştir. 

  

pH 2’ de yüzde inhibisyon %90,34 ile 94,28 arasında tespit edilirken, hücre 

yoğunluğunda en düşük L. fermentum ZYN17 (0,149 OD)  suşunda, en yüksek ise L. 

acidophilus BAZ43 ve Lactobacillus sp. ZYN31 (0,175 OD) suşlarında 

belirlenmiştir. L. fermentum ZYN17 suşunun pH 1’e göre hücre yoğunluğunda bir 

artış olmasına rağmen diğer suşlar arasında pH 2’de de en düşük hücre yoğunluğuna 

sahip olduğu gözlenmiştir. 

 

pH 3’ de ortalama hücre yoğunluğu pH 1 ve 2’ ye göre biraz daha artış göstermiştir. 

L. acidophilus BAZ22  (0,410 OD) ile L. acidophilus BAZ63 (0,407 OD) suşlarının 

en yüksek hücre yoğunluğuna sahip oldukları belirlenmiştir. Ayrıca EPS üretimi ile 

asit dirençliliği arasında anlamlı bir korelasyon olmadığı görülmüştür. 

 

Yapılan varyans analizi ile farklı pH’larda yüzde inhibisyon değer ortalamalarının 

birbirine eşit olduğu hipotezi diğer bir deyişle farklı pH’larda inhibisyon değerinin 

değişmediği hipotezi 0,05 anlamlılık düzeyinde reddedilmiştir yani bu üç pH’da 

inhibisyon ortalamalarının birbirinden farklı olduğu söylenebilir. Ancak ikili 

ortalamaların birbirinden farklı olduğu hipotezlerinden ise pH 1 ile pH 2’de 

inhibisyonların eşit olduğu hipotezi 0,05 anlamlılık düzeyinde reddedilememiştir 

yani pH 1 deki inhibisyon ortalaması ile pH 2 deki inhibisyon ortalaması birbirine 

eşittir. 

 

4.7. Farklı Safra Konsantrasyonlarına Tolerans 

 

Tüm suşlardan elde edilen verilere göre bakterilerin safraya olan toleransı, safra 

oranına göre değişmekte olup, safranın % 0,06, % 0,15 ve % 0,30 artan 

konsantrasyona bağlı olarak tüm suşların gelişiminde düşme gözlenmiştir (Çizelge 

4.9). Lactobacillus’lar ortamda bulunan safrayı belirli bir seviyeye kadar tolere 



 

         

50 

edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yükseldikçe ve özellikle %0,30 

oranındaki safranın varlığında tüm suşların yoğunluğunda azalma tespit edilmiştir.  

Lactobacillus’ların farklı safra konsantrasyonlarından etkilenerek yüzde inhibisyon 

değerleri incelendiğinde, %0,06 safra konsantrasyonunda % inhibisiyon değerlerinin 

%0,28 ile %8,93 arasında olduğu tespit edilmiştir. %0,15 safra konsantrasyonunda % 

inhibisiyon değerleri %1,32 ile %42,69 arasında ve %0,30 safra konsantrasyonunda 

% inhibisiyon değerleri %9,62 ile %48,91 arasında bulunmuştur. En yüksek yüzde 

inhibisyon %0,30 safra konsantrasyonunda L. acidophilus BAZ 43 (%54,55) suşunda 

gözlenmiştir (Şekil 4.5). 

 

%0,06 safra konsantrasyonunda L. acidophilus BAZ54 %8,93 oranında en yüksek 

inhibisyonu göstermiştir. %0,06 ve %0,15 safra konsantrasyonlarında suşların optikal 

yoğunluklarında kontrol grubuna göre çok fazla bir düşüş gözlenmezken %0,30 safra 

konsantrasyonunda bakterilerin üremelerinde diğer konsantrasyonlara göre azalma 

olduğu gözlenmiştir. Lactobacillus’lar arasında safraya karşı en dirençli suşlar olarak 

L. fermentum ZYN17 ve L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 belirlenirken, en 

duyarlı suş olarak L. acidophilus BAZ59 olduğu tespit edilmiştir. 
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Yapılan varyans analizi ile farklı safra tuzu konsantrasyonlarında yüzde inhibisyon 

değer ortalamalarının birbirine eşit olduğu hipotezi 0,05 anlamlılık düzeyinde 

reddedilmiştir. Ancak ikili ortalamaların birbirinden farklı olduğu hipotezlerinden ise 

%0,06 safra ile %0,15 safra ortamı inhibisyonların eşit olduğu hipotezi 0,05 

anlamlılık düzeyinde reddedilememiştir. 

 

4.8. Agregasyon 

 

4.8.1. Otoagregasyon 

 

Otoagregasyon denemelerinde EPS üretim kapasitesi yüksek olan L. delbrueckii ssp. 

delbrueckii BAZ32, L. acidophilus BAZ29, BAZ36, BAZ43 ve BAZ63 suşları 

kullanılmıştır. Suşların otoagregasyon görünümleri ışık mikroskobunda da 

gözlenmiştir. Buna göre iyi bir şekilde otoagrege olan ve olmayan Lactobacillus 

suşlarının ayırımları gerçekleştirilmiştir (Çizelge 4.10). 

 

Çizelge 4.10 Lactobacillus suşlarının otoagregasyon sonuçları 

Suşlar ve Kodları 

EPS 

Miktarları 

(mg/L) 

%Otoagregasyon 

 

Işık 

Mikroskobunda 

Otoagregasyon 

 

L. acidophilus BAZ29 168,90±0,01 8,3 (+) 

L. acidophilus BAZ36 135,98±0,01 33,3 (++) 

L. acidophilus BAZ43 140,85±0,02 0,0 (-) 

L. acidophilus BAZ63 158,42±0,02 6,6 (+) 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 180,36±0,01 10,0 (+) 

++: Yüksek otoagregasyon   +: Düşük otoagregasyon −:Otoagregasyon yok 

 

Suşların otoagregasyon sonuçları değerlendirildiğinde en yüksek L. acidophilus 

BAZ36 (%33,3) (Resim 4.4) suşunda tespit edilirken L. acidophilus BAZ43 suşunda 

otoagregasyon tespit edilememiştir. Yapılan analizlerde EPS üretimi ile 

otoagregasyon arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. 
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Resim 4.4 L. acidophilus BAZ36’nın otoagregasyonun ışık mikroskobu görüntüsü 

4.8.2. Koagregasyon  

 

Lactobacillus suşları ile E. coli ATCC 11229’ un % koagregasyonu 

değerlendirildiğinde en yüksek % koagregasyon L. acidophilus BAZ36 (%28,3) 

suşunda bulunmuş (Resim 4.5), en düşük koagregasyon ise L. acidophilus BAZ43 

(%1,5) suşunda gözlenmiştir (Çizelge 4.11.). 

 

Çizelge 4.11 E. coli ATCC 11229 ile Lactobacillus suşlarının koagregasyon 

sonuçları   

 

Suşlar ve Kodları %Koagregasyon Işık Mikroskobunda 

Koagregasyon 

L. acidophilus BAZ29 15 (+) 

L. acidophilus BAZ36 28,3 (++) 

L. acidophilus BAZ43 1,5 (+) 

L. acidophilus BAZ63 16,6 (++) 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 6,6 (+) 

++: Yüksek koagregasyon, +: Düşük koagregasyon   
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Resim 4.5 L. acidophilus BAZ36 suşunun E.coli suşu ile koagregasyonunun ışık 

mikroskop görüntüsü 

 

Lactobacillus suşları ile Salmonella enteritidis ATCC 13076’ın % koagregasyonu 

değerlendirildiğinde ise en yüksek % koagregasyon L. delbrueckii ssp. delbrueckii 

BAZ32 (%25,0)  suşunda bulunmuş olup,  en düşük % koagregasyon L. acidophilus 

BAZ43 (%1,0) suşunda tespit edilmiştir (Çizelge 4.12). 

 

Çizelge 4.12 Salmonella enteritidis ATCC 13076 ile Lactobacillus spp. suşlarının 

koagregasyon sonuçları   

 

Suşlar ve Kodları %Koagregasyon 
Işık Mikroskobunda 

Koagregasyon 

L. acidophilus BAZ29 3,33 (+) 

L. acidophilus BAZ36 0,16 (+) 

L. acidophilus BAZ43 1,00 (+) 

L. acidophilus BAZ63 2,50 (+) 

L. delbrueckii ssp. delbrueckii  BAZ32 25,00 (++) 

++: Yüksek koagregasyon, +: Düşük koagregasyon  

 

Yapılan istatistiksel analizlerde EPS üretimi ile koagregasyon arasında çok kuvvetli 

(r = - 0,99) ve anlamlı ters yönlü bir ilişki olduğu (p = 0,014), ancak koagregasyon 

ile otoagregasyon arasında anlamlı bir ilişki olmadığı tespit edilmiştir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Uygun dozajlarda kullanıldığında konak üzerinde sağlığa yararlı etkileri olan 

bakteriler probiyotik bakteriler olarak tanımlanmaktadır (FAO/WHO, 2006). 

Probiyotiklerin çok önemli fonksiyonları vardır. Bunlar; yararlı bakteriler tarafından 

sağlıklı kılınan sağlıklı mikrobiyata ortamının gelişmesini sağlaması, enterik patojen 

kolonizasyonunun azaltılması, mukozal bağışıklığın iyileştirilmesi (FAO/WHO 

2002), sindirim kapasitesinin artması ve düşük pH da yaşayabilmesi, bağırsak 

dokusunun olgunlaşması ve bütünlüğün sağlanmasıdır (Lan ve ark., 2005, Chambers 

ve Gong, 2011). 

 

Tavuk sindirim sisteminde insanda da olduğu gibi birbirinden farklı birkaç yüz 

bakteri vardır ve bu mikroorganizmalar bağırsak mikrobiyatasını oluşturmaktadırlar 

(Gong ve ark., 2002a; Gong ve ark., 2002b; Zhu ve ark., 2002; Apajalahti ve ark., 

2004; Gong ve ark., 2007). Civcivlerin gastrointestinal sistemlerinden izole edilmiş 

ve moleküler yöntemlerle tanımlamaları yapılan çalışmada kanatlı hayvan sindirim 

sistemleri arasında en sağlıklı sindirim sistemine civcivlerin sahip olduğu 

belirtilmiştir (Kizerwetter-S'wida ve Binek, 2008). 

 

Tavuk sindirim sistemindeki mikrobiyal kolonizasyon hızlı bir şekilde artarken 

Enterococcus, Enterobacteriaceae ve Clostridium türleri patojenlerin de sindirim 

sisteminde gelişebildiği belirlenmiştir (Lan ve ark., 2005). Lactobacillus türleri 

kullanılarak hazırlanan yemleri tüketen civcivlerin bağırsak mikrobiyatalarında 2 

haftalık süreç sonunda bu probiyotik bakterilerin baskın hale geldiği ve patojenleri 

inhibe ettiği gözlenmiştir (Guan ve ark., 2003, Lan ve ark., 2005). Yapılan bir 

çalışmada L. aviarius ve L. salivarius türleri bağırsak mukozasında baskın bulunan 

probiyotik suşlar olarak kabul edilmiştir (Gong ve ark., 2007). 

 

Özellikle tavukçuluk endüstrisinde 1973 yılında Nurmi ve Narmala’nın probiyotik 

bakteriler üzerindeki yaptıkları çalışmalardan sonra enterik bakteriyel patojenlerin 

olumsuz etkilerini yok etmede probiyotiklerin kullanılmasına başlanmıştır. 

(Chambers ve Gong, 2011). 
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Laktik asit bakterileri, fermente et, süt, sebze, meyve ve tahıl ürünlerinin üretim ve 

olgunlaştırılmasında önemli rol oynamaları nedeni ile gıda teknolojisinde büyük 

önem taşımaktadır. Çeşitli gıdaların bu yöntemle muhafazası en eski gıda muhafaza 

metotlarından birisi olarak kabul edilmektedir. Günümüzde tüketicilerin doğal ve 

katkısız ürünlere gösterdikleri talep artışı, laktik asit bakterilerinin potansiyel gıda 

koruyucusu olarak önemini arttırmıştır. Bu özelliklerinden dolayı, laktik asit 

bakterileri pek çok canlı organizmadan izole edilerek incelenmiştir. Ancak bu konu 

ile ilgili yapılan araştırmalar incelendiğinde, Türkiye’de tavuk orjinli çalışmalara çok 

fazla rastlanmamıştır. 

 

Brezilya’ da yapılan bir çalışmada araştırmacılar, tavuklardan izole ettikleri L. 

fermentum izolatlarının probiyotik özelliklerini araştırmışlardır. Bu amaçla başta 

tavuk bağırsağı olmak üzere çeşitli organlardan izole ettikleri L. fermentum suşlarının 

asit, pH ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemişlerdir. Bu kriterlere dirençli olan 

izolatları tavuk yemlerine ilave ederek, tavuklardaki etkilerini incelemişlerdir. Sonuç 

olarak bu yemlerin, antibiyotik gibi bir etki gösterdiğini belirlemişlerdir (Reque ve 

ark., 2000). 

  

Çalışmada Lactobacillus spp.’ lerin 24 saatlik gelişme süresi sonunda belirlenen son 

kültür pH’ sı 4,3-5,4 arasında değiştiği belirlenmiştir. Bu sonuçlara göre 24 saatlik 

gelişme süresi sonunda laktik asit miktarları %0,42 (L. salivarius ZYN23) ile %0,90 

(L. salivarius ZYN9) olarak tespit edilmiştir. Bütün şartların aynı olmasına rağmen 

asit üretiminin türlere göre dikkate değer bir farklılık göstermediği ve asit 

üretimindeki farklılıkların suş farklılığından kaynaklandığı belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlar Lactobacillus bakterilerine ait sadece belirli türlerin asit üretiminin yüksek 

olduğunu değil, aynı tür içindeki farklı suşların bazılarının yüksek bazılarının ise 

düşük asit ürettiğini göstermektedir. Çalışmada yüksek miktarlarda laktik asit 

üretilmemesi fermentasyon sonucunda bakterilerin oksijene maruz kalmalarından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. 

 

1997 yılında kefirden izole edilen Lactobacillus suşlarının 24 saatlik kültürlerinin 

titre edilebilir yüzde asitlik miktarı %0,17-1,14 arasında belirlenirken (Mumcu, 

1997), 2001 yılında vajinal izolat olan 22 Lactobacillus türünde yapılmış bir çalışma 
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sonucunda da laktik asit düzeyleri 0,68-2,5 mg/ml olarak bulunmuştur (Aroutcheva 

ve ark., 2001). Kefirden ve vajinadan izole edilen Lactobacillus suşlarının yüzde asit 

üretimleri bizim sonuçlarımıza göre yüksek bulunmuştur. Bunun nedeninin de; 

Lactobacillus suşlarının asit üretimlerinin farklı kaynaklardan ve ortamlardan 

etkilenmesi olduğu düşüncesindeyiz. 

 

Piwat ve ark., (2011) yılında anaokulu çocuklarından izole ettikleri Lactobacillus 

türlerinin laktik asit üretimlerini incelemişlerdir ve Lactobacillus salivarius ve 

Lactobacillus plantarum suşlarının asit üretimlerinin yüksek olduğunu, besiyeri 

pH’sınında düşük olduğunu gözlemlemişlerdir. Yaptıkları istatistiksel analizle son 

kültür pH’sı ile asit üretimi arasında %86’lık ters yönlü bir korelasyon olduğunu 

belirlemişlerdir. Yapılan çalışmada da yüzde asit üretimi arttıkça besiyerinin 

pH’sının düştüğü gözlenmiştir. Bu durumu ispatlamak için istatistiksel analiz 

yapılmış, son kültür pH’sı ile yüzde asitlik arasında r = - 0,82 olduğundan negatif 

yönde yüksek düzeyde anlamlı bir ilişki olduğu anlaşılmıştır. 

 

Lactobacillus bakterilerinin oluşturdukları hidrojen peroksit üretimi 

spektorofotometrik olarak belirlenmiştir. Suşların hidrojen peroksit üretimleri 0,18–

3,77 µg/mL arasında bulunmuştur. En yüksek hidrojen peroksit üreten suş L. 

salivarius ZYN9,  en düşük üreten suş L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 olarak 

belirlenmiştir. Türler arasında karşılaştırma yapıldığında L. acidophilus suşlarının 

hidrojen peroksit üretim miktarları 2,31 µg/mL ile 0,49 µg/mL arasında 

değişmektedir. En yüksek üretim L. acidophilus ZYN 31 (2,31 µg/mL) suşunda en 

düşük üretim ise L. acidophilus BAZ59 suşunda belirlenmiştir. L. salivarius 

suşlarında ise hidrojen peroksit üretim miktarları 3,77 µg/mL (ZYN9) ile 1,21 µg/mL 

(ZYN23) arasında belirlenmiştir.  

 

Yüksekdağ ve ark., (2004) yılında kefirden izole ettikleri Lactobacillus spp. 

suşlarının hidrojen peroksit üretim miktarı olarak 0,04-0,19 µg/mL arasında 

belirlerken, Ocana ve ark., (1999) insan vajinasından izole ettikleri suşların üretim 

miktarlarını 0,68- 95 µg/mL arasında, Collins ve Aramaki (1980) ise 4-10 µg/mL 

arasında belirlemişlerdir. Lactobacillus spp. suşlarının H2O2 üretim miktarlarındaki 

farklılıkların sebebi olarak suşların hidrojen peroksit üretimleri sırasında, oksijen 
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oksidoredüktaz aktivitelerinin farklılığı olduğu bildirilmiştir. Bu enzimin 

aktivitesinin de bakterinin bulunduğu ortamdan etkilendiği bilinmektedir 

(Reinheimer ve ark., 1990). Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin 

özellikle hidrojen peroksit üretimlerinden kaynaklandığı belirtilmektedir (Delbes-

Paus ve ark., 2010) 

 

Sönmez ve ark., (1999) tavuk bağırsaklarından izole ettikleri 3 adet L. acidophilus, 5 

adet L. agilis, 2 adet L. animalis, 2 adet L. brevis, 2 adet L. coryneformis subsp. 

torquens, 9 adet L. fermentum ve 17 adet L. plantarum olmak üzere toplam 40 

izolatın antibiyotik dirençliliklerini incelemişlerdir. Çalışma sonucunda laktobasil 

suşlarının penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisilin, ampisilin ve karbenisiline 

%100, penisiline %97,5, oksasiline %70, metisiline %35 oranında duyarlı olduklarını 

tespit etmişlerdir. Linkomisin, nistatin, spektinomisin ve peptid grubu 

antibiyotiklerden basitrasine dirençli suşların oranı ise %60-90 arasında değişmiştir. 

Yine peptid grubu antibiyotiklerden polimiksin B’ye karşı suşların %100’ü dirençli 

bulunmuştur. 

 

Taheri ve ark., (2009a) yaptıkları bir çalışmada tavuktan izole ettiği Lactobacillus 

crispatus suşunun nalidiksik asit ve neomisin dirençli olduğunu ampisilin, basitrasin, 

kloramfenikol, doksisiklin, eritromisin, furazolidon, gentamisin, kanamisin, 

lincomycin, oksitetrasiklin, penisilin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisin 

antibiyotiklerine duyarlı olduğunu tespit etmişlerdir. Yine Taheri ve ark., 2009(b)  

yılında tavuk izolatından elde edilen L. johnsonii suşunun nalidiksik asit ve neomisin 

antibiyotiklerine dirençli olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Bu tez çalışmasında, Lactobacillus spp. suşlarının protein sentezini inhibe eden 

antibiyotiklerden kanamisin ve gentamisine karşı gösterdikleri direnç % 100 iken, 

kloramfenikole karşı dirençlilikleri %17; streptomisine karşı ise % 72 oranında 

dirençlilik göstermişlerdir. Hücre duvar sentezini önleyen antibiyotiklerden penisilin 

G’ye karşı % 78 (orta derecede) ve % 22 duyarlı oldukları, ampisiline karşı ise % 

100 duyarlı oldukları belirlenmiştir. Aynı şekilde, sitoplazmik zar sentezini 

engelleyen vankomisin antibiyotiğine karşı gösterdikleri duyarlılığın  % 50 olduğu 
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gözlenmiştir. Nükleik asit sentezini engelleyen rifampisine ise % 5 duyarlı ve % 95 

dirençli oldukları belirlenmiştir. 

 

Kanatlı endüstrisi streptomisin, tetrasiklin ve kloramfenikolları içine alan birçok 

ilacın kullanımını onaylamaktadır (FDA). Bu ilaçlar su ve yemlere katılarak 

kullanılmakta, dolayısıyla toplu olarak yetiştirilen kanatlıların doğal olarak birey 

başına aldıkları dozun belirlenmesi zorlaşmaktadır ve sonuç olarak dozun kullanım 

miktarı üzerine çıkması mümkündür. Bu yüzden aynı çiftlikte yetiştirilen kanatlılar, 

antimikrobiyal ajanlara farklı oranlarda dirençlilik gösterebilmektedirler (Olah ve 

ark., 2004). Yapılan çalışmada L. salivarius ZYN23, L. rhamnosus BAZ78 ve 

Lactobacillus sp. ZYN31 streptomisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine dirençli 

suşlar olarak belirlenmiştir. Ürettikleri hidrojen peroksit (1,07; 1,21; 0,49) ve EPS 

(99,63; 53,05; 36,47) miktarları ile tavuklarda su ve yemlerine katılarak probiyotik 

suş olarak değerlendirilebilir. 

 

Bakterilerde kontrolsüz antibiyotik kullanımına bağlı olarak artan antibiyotik 

dirençlilikleri, patojen bakterilerin gün geçtikçe etkisiz hale getirilmesini 

zorlaştırmaktadır. Bu nedenle günümüzde, bakterilerin uzaklaştırılmasında kullanılan 

antibiyotikler yerine, daha çok doğal gıda koruyucusu olan probiyotiklerin kullanımı 

tercih edilmektedir. Bu çalışma ile de tavuklardan izole edilen Lactobacillus’ların 

üretebildikleri çeşitli inhibitör maddelerin etkisi ile tavuklarda enfeksiyonlara neden 

olabilen bazı patojen bakterileri, kontrollü bir şekilde ortamdan uzaklaştırılabileceği 

düşünülmektedir. 

 

Lactobacillus spp. suşlarının tavuklarda hastalığa yol açan patojen bakteriler 

(Escherichia coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, 

Shigella sonnei Mu:57, ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) üzerine 

inhibisyon etkileri agar difüzyon yöntemine göre belirlenmiştir. Buna göre, suşların 

%22,3’ü Escherichia coli ATCC 11229 üzerine antimikrobiyal aktivite 

gösterememişlerdir. Antimikrobiyal etkinin en yüksek olduğu suş L. acidophilus 

BAZ36 (6,1 mm) iken en düşük olduğu suşlar ise L. acidophilus ZYN13 ve L. 

salivarius ZYN15 (2,4 mm) olarak belirlenmiştir. 
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Lactobacillus spp. suşlarının %83,3’ü E. coli O157:H7 üzerinde antimikrobiyal etki 

göstermişlerdir. En yüksek (8,0 mm) ve en düşük (2,9 mm) antimikrobiyal aktivite 

gösteren suşlar ise sırasıyla L. salivarius ZYN15 ve L. acidophilus BAZ29 olarak 

tespit edilmiştir. Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojeni üzerine, 8,2 mm’lik 

çapı ile en yüksek antimikrobiyal etkinin L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 

suşunda, en düşük etkinin ise 0,8 mm’lik çapı ile L. acidophilus BAZ43’te olduğu 

sonucuna ulaşılmıştır. Suşların %66,6’sı S. aureus patojeni üzerine antimikrobiyal 

aktivite gösterirken %33,4 herhangi bir etki gösterememişlerdir.  Listeria 

monocytogenes ATCC 7644 üzerine ise sadece L. acidophilus BAZ36 suşunun 

inhibisyon zonu oluşturduğu (2,0 mm) gözlenmiştir. Salmonella enteritidis ATCC 

13076 patojeni üzerine 5 farklı suş (L. rhamnosus BAZ78, L. fermentum ZYN17, L. 

salivarius ZYN23, Lactobacillus sp. ZYN31, Lactobacillus sp. ZYN33) inhibisyon 

göstermezken diğer suşların inhibisyon çap değerleri 1,4 mm (L. acidophilus 

BAZ29) ile 6,4 mm (L. acidophilus BAZ36) arasında değişmektedir.  

 

Lactobacillus suşlarının tümünün Shigella sonnei Mu:57 üzerinde antimikrobiyal 

etki gösterdiği belirlenmiştir. L. acidophilus BAZ61 suşunun en yüksek (7,8 mm), L. 

delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 suşunun ise en düşük (3,0 mm) zon çapında etki 

gösterdiği sonucuna ulaşılmıştır. Son olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

patojeni üzerine Lactobacillus sp. ZYN33 suşu dışındaki tüm suşların antimikrobiyal 

etki gösterdikleri belirlenmiştir. En büyük zon çapı 11,5 mm ile L. acidophilus 

BAZ61 suşunda, en küçük zon çap değeri ise 0,4 mm ile L. acidophilus BAZ43 

suşunda görülmüştür. Tavuk kaynaklı Lactobacillus bakterilerinin inhibisyon 

etkisinin Gram negatif bakterilere karşı daha etkili olduğu gözlenmiştir. 

 

Yapılan bir çalışmada son zamanlarda; Lactobacillus spp. suşlarının Salmonella’ya 

hatta özellikle Salmonella enteritidis türüne karşı etkili oldukları gözlenmiştir (Carter 

ve ark., 2009). Yapılan başka bir çalışmada seçilmiş L. salivarius’un tavuklarda 

hastalık yapan Salmonella ve Campylobacter türlerinin patojen etkisinin yok 

edilmesinde etkili olduğu belirlenmiştir (Zhang ve ark., 2007a, 2007b).  
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Chaveerach ve arkadaşlarının 2004 yılında yaptıkları bir çalışmada, tavuk 

bağırsağından izole edilen L. fermentum’un, Campylobacter gelişimini inhibe ettiğini 

gözlemlemişlerdir.  

 

Garriga ve arkadaşlarının (1998) yaptıkları çalışmada, tavuk bağırsağından izole 

ettikleri 296 adet laktik asit bakterisinin inhibitör aktivitesini incelemişlerdir. Bu 

izolatlardan 77’ sinin S. enteritidis ve E. coli’ ye karşı inhibisyon etkisi gösterdiğini 

belirlemişlerdir. Chaveerach ve arkadaşlarının (2004) tavuk bağırsağından izole 

edilen Lactobacillus fermentum’un, Campylobacter gelişimini inhibe ederken, E. coli 

ve Enterococcus ile Campylobacter gelişimini inhibe edemediğini bildirmişlerdir. 

 

Laktik asit bakterilerinin ürettiği ekzopolisakkaritler immün sisteminin düzenleyici 

ve kolesterol düşürücü olarak sağlık alanında (Makino ve ark., 2006), jelleştirici, 

dengeleyici, kıvam artırıcı ve su bağlayıcı aracılar olarak ise gıda endüstrisinde 

sıklıkla kullanılmaktadır. Bu tez çalışmasında kullandığımız Lactobacillus spp. 

suşlarının EPS üretim miktarlarının 10,60–180,36 mg/L arasında değiştiği 

belirlenmiştir.  EPS üretimi en fazla olan suşun L. delbrueckii ssp. delbrueckii 

BAZ32 (180,36 mg/L) olduğu tespit edilmiştir. EPS üretiminin fazla olduğu diğer 

suşlar ise sırasıyla,  L. acidophilus BAZ29 (168,90 mg/L), L. acidophilus BAZ63 

(158,42 mg/L) ve L. acidophilus BAZ54 (155,00 mg/L) suş olarak belirlenmiştir. L. 

acidophilus ZYN13’ün 10,60 mg/L’lık miktar ile en düşük EPS üreten suş olduğu 

gözlenmiştir.  

 

Coşkun ve ark., (2010) ev yapımı Türk yoğurdundan izole ettikleri iki farklı L. 

delbruckii subsp. bulgaricus suşlarının EPS üretim miktarları olarak 211 ve 27 mg/L 

olarak belirlemişlerdir. Mozzi ve arkadaşları (2006) 31 adet besin kaynaklı (yoğurt, 

peynir, fermente süt ve et) farklı laktik asit bakterilerinin EPS üretimlerini 

belirledikleri çalışmalarında, 10 adet L. delbrueckii ssp. bulgaricus suşlarının 10-150 

mg/L, L. delbrueckii ssp. lactis CRL564 suşunun 55 mg/L, L. helveticus CRL1176 

suşunun 41 mg/L, 8 adet S. thermophilus suşlarının 10-166 mg/L, L. casei 14-25 

mg/L, L. paracasei 10-26 mg/L ve L. rhamnosus CRL627 suşunun ise 10 mg/L 

arasında değişen miktarlarda EPS ürettiklerini bildirmişlerdir.  
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Benzer bir çalışmada, Cerning ve arkadaşları (1992), sütten izole ettikleri L. 

bulgaricus suşlarının 60-150 mg/L arasında değişen miktarlarda EPS ürettiklerini 

bildirmişlerdir. Yine Frengova ve arkadaşlarının (2000) yaptığı bir çalışmada 

Lactobacillus spp. suşlarının EPS üretim miktarlarını 400-540 mg/L arasında değişen 

miktarlarda tespit etmişlerdir. Bu çalışmada genel olarak tüm suşların EPS üretimi, 

daha önce yapılan çalışmalarda elde edilen değerlere göre benzer veya daha az 

olduğu gözlenmiştir. Bunun nedeninin de; EPS üretimlerinin türler ve hatta suşlar 

arasında farklı olmasının sebeplerinin, fermantasyon şartları (sıcaklık, inkübasyon, 

süre ve pH) ve besiyeri kompozisyonunun (karbon ve nitrojen kaynağı) etkili 

olduğunu düşünmekteyiz. Ekzopolisakkaritler; bakterinin yüzey tutunmasında 

yapıştırıcı (slime) işleve sahip olması ve bulunduğu ortama tutunma ve biyofilm 

oluşturmada etkilidirler. Bütün bu özellikler ekzopolisakkarit üreten bir bakteriye 

bulunduğu ortamda stabil olarak kalabilme ve baskın olarak büyüme özelliği 

kazandırmaktadır (Ding ve ark., 1995). Bu nedenlerleden dolayı yüksek EPS 

üretimine sahip suşların probiyotik olarak kullanımı için uygun adaylar olduğu 

düşünülmektedir. 

 

Mide asidi fizyolojik olarak bakterilerin karşılaştığı ilk savunma mekanizması 

olduğundan dolayı, ağız yoluyla alınan probiyotik bakterilerin düşük pH’ lara 

dirençli olmaları en önemli özelliklerinden biridir. Mide sıvısından sonra ince 

bağırsak sıvısı ortamına probiyotik bakterilerin dirençlilik gösterebilmeleri 

gerekmektedir (Hwanhlem ve ark., 2010). 

 

Çalışmada, Lactobacillus’ ların farklı pH’ larda gösterdikleri asit dirençliliği 

incelenmiştir. Bu amaçla, spektrofotometrik olarak hücre yoğunlukları ölçülmüş ve 

kontrol grubunun (pH 6) hücre yoğunluğuna göre düşüşler % inhibisyon olarak 

belirlenmiştir. Bakterilerin üreme ortamında asitlik oranının artışına bağlı olarak 

hücre yoğunluğunda azalma gözlenmiştir.  

 

Lactobacillus suşlarının pH 3’teki ortalama hücre yoğunluğu düşük pH’lara göre 

daha fazladır. Genel olarak, pH 1’ de suşların yoğunluklarının düştüğü ve % 

inhibisyonun ise arttığı gözlenmiştir. Yine aynı pH’da suşların asitlere karşı 

dirençlilkleri karşılaştırıldığında en düşük bakteri yoğunluğunun L. fermentum 
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ZYN17 (0,119 OD) suşunda, en yüksek bakteri yoğunluğunun ise L. acidophilus 

BAZ54 (0,151 OD) suşunda olduğu belirlenmiştir. pH=2’ de ise % inhibisyon 

değerleri 90,34 ile 94,28 arasında değişirken, en düşük hücre yoğunluğunun              

L. fermentum ZYN17 (0,149 OD) suşunda, en yüksek hücre yoğunluğunun ise               

L. acidophilus BAZ43 ve Lactobacillus spp. ZYN31 (0,175 OD) suşlarında olduğu 

tespit edilmiştir. Bu sonuçlara göre, L. fermentum ZYN17 suşunun hücre 

yoğunluğunun pH ile arttığı, ancak diğer suşların hücre yoğunluklarının pH ile 

azaldığı açıkça görülmektedir. Ayrıca, pH 3’te L. acidophilus BAZ22  (0,410 OD) ile 

L. acidophilus BAZ63 (0,407 OD) suşlarının en yüksek hücre yoğunluklarına sahip 

oldukları belirlenmiştir. 

 

Heravi ve arkadaşlarının 2011 yılında yaptıkları çalışmada tavuktan izole ettikleri 

Lactobacillus suşlarının pH 2, 3 ve 4’teki hücre yoğunlukları ölçülmüş ve asitlik 

oranı arttıkça buna bağlı olarak hücre yoğunluğunda da azalma belirlemişlerdir. 

 

Van Coillie ve arkadaşları (2007) tavuk vajinasından izole ettikleri Lactobacillus 

türlerinin pH 2,5 ve pH 3 asitli ortamda dirençlilikleri çalışılmış ve pH 2,5’te 

inhibisyon oranının arttığını gözlemlemişlerdir.  

 

Lin ve ark., (2007) yaptıkları çalışmada Lactobacillus türleri arasında asit dirençliliği 

değişiklik göstermektedir. Asite dirençli tür olarak L. fermentum suşunu 

belirlemişlerdir. Elde ettiğimiz sonuçlara göre hücre yoğunluğu en düşük tür olarak 

L. fermentum suşu olarak tespit edilmiştir. Bu da gösteriyor ki aynı tür içindeki farklı 

suşların aside yüksek bazılarının ise düşük tolerans gösterebileceğidir. 

 

Safra toleransı probiyotik LAB’ lerinin ince bağırsakta yaşama, gelişme ve etki 

gösterebilmeleri için gerekli ve önemli özelliklerinden sayılmaktadır (Minelli ve ark., 

2004). Probiyotik bakterilerin mide-bağırsak yolunda canlılıklarını sürdürüp, 

ortamda kolonize olabilmeleri için midenin asidik pH’ larına (2,5-3,5) ve bağırsağın 

safralı ortamına tolerans gösterebilmeleri bu bakterilerin önemli özelliklerindendir 

(Hwanhlem ve ark., 2010). 
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%0,30 safra konstrasyonun insan safra suyu oranına yakın olması nedeniyle birçok 

bilimsel çalışmada bu oran tercih edilmiştir (Brashears ve ark., 2003, Lin ve ark., 

2006). Lin ve ark., 2007 yılında yaptıkları çalışmada tavuktan izole ettikleri 

Lactobacillus fermentum türlerinin % 0,30 safra konsantrasyonunda dirençlilikleri 

çalışılmış ve bazı türlerde üreme yoğunluğunda azalma meydana geldiği 

gözlenmiştir. Yapılan bir çalışmada da Lactobacillus crispatus ile Lactobacillus 

salivarius  suşlarının %0,30 safra konsantrasyonuna dirençliliği incelenmiş ve L. 

cristapus suşunun safraya dirençli olduğu ve gelişme gösterebildiği  L. salivarius’un 

ise safrayı tolere edemediğini ve gelişemediğini tespit etmişlerdir (Heravi ve ark., 

2011).  

 

Bu çalışmada, Lactobacillus suşlarının %0,06, %0,15 ve %0,30’ luk safra 

konsantrasyonlarında safra dirençlilikleri ve % inhibisyon değerleri belirlenmiştir. 

Çalışmada elde edilen sonuçlardan, Lactobacillus cinsi bakterilerin bağırsakta 

bulunan safraya olan toleransı, safra oranına göre değiştiği, safranın %0,06, %0,15 

ve %0,30 konsantrasyonlarında, artan konsantrasyona bağlı olarak bakterilerin 

gelişiminde azalma gözlenmiştir. Lactobacillus’ lar ortamda bulunan safrayı belirli 

bir seviyeye kadar tolere edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yükseldikçe ve 

özellikle %0,30 oranındaki safranın varlığında tüm suşların üreme yoğunluğunda 

azalma tespit edilmiştir. Aynı şekilde Taheri ve arkadaşları (2009a) tavuktan izole 

ettikleri Lactobacillus türlerinin safraya toleranslarını (%0,075; 0,15; 0,30) 

incelemişler ve safra yoğunluğu arttıkça bakteri yoğunluğunda azalma 

gözlemişlerdir. 

 

Lactobacillus’ ların farklı safra konsantrasyonlarından etkilenerek yüzde inhibisyon 

değerleri incelendiğinde, en yüksek yüzde inhibisyon %0,30 safra 

konsantrasyonunda gözlenmiştir. %0,06 safra konsantrasyonunda % inhibisiyon 

değerlerinin %0,28 ile %8,93 olduğu; %0,15 safra konsantrasyonunda %1,32 ile 

%42,69 arasında ve %0,30 safra konsantrasyonunda ise %9,62 ile % 48,91 olduğu 

bulunmuştur. %0,06 safra konsantrasyonunda en yüksek inhibisyonu L. acidophilus 

BAZ54 (%8,93) suşunda gözlenmiştir. Lactobacillus’lar arasında safraya karşı en 

dirençli suşlar olarak L. fermentum ZYN17 ve L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 

belirlenirken, en duyarlı L. acidophilus BAZ59 suşu olduğu tespit edilmiştir. %0,06 
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ve %0,15 safra konsantrasyonlarında suşların optikal yoğunluklarında kontrol 

grubuna göre çok fazla bir düşüş gözlenmezken %0,30 safra konsantrasyonunda 

bakterilerin üremelerinde diğer konsantrasyonlara göre azalma olduğu gözlenmiştir.  

 

Burns ve arkadaşları tarafından 2008 yılında yapılan bir çalışmada, insan 

bağırsağından izole edilen L. delbrueckii ve L. acidophilus türlerinin artan safra 

derişimine karşı dirençlilikleri incelenmiştir. Bazı suşların safraya karşı 

dirençliliğinin iyi olmasına karşın bazılarının safrayı tolere edemedikleri sonucuna 

ulaşılmışlardır. Bu durum suşların izolasyon kaynaklarının faklı olmasının bir sonucu 

olarak yorumlamışlardır. Yapılan çalışmalarda ve bu çalışma sonucunda kullanılan 

bakterilerin safraya farklı tolerans göstermeleri izolasyon kaynaklarının farklı 

olmasının bir sonucu olabilir. 

 

Lactobacillus suşlarının otoagregasyon denemelerinde EPS üretim kapasitesi yüksek 

olan L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32, L. acidophilus BAZ29, L. acidophilus 

BAZ36, L. acidophilus BAZ43, L. acidophilus BAZ63 suşları kullanılmıştır. Suşların 

otoagregasyon sonuçları değerlendirildiğinde en yüksek L. acidophilus BAZ36 

(%33,3) ) suşunda tespit edilirken, L. acidophilus BAZ43 suşunda otoagregasyon 

tespit edilememiştir. Sabır ve arkadaşları (2010) kefirden izole ettikleri Lactobacillus 

spp suşlarının otoagregasyon oranları % 29-88 oranında belirlenmiştir. Heravi ve 

arkadaşlarının 2011 yılında yaptıkları çalışmada 31 adet  Lactobacillus spp. suşunun 

otoagregasyon yetenekleri çalışılmış ve sadece 8 adet suşta otoagregasyon olduğu 

belirlenmiştir. Yapılan bir çalışmada tavuk intestinal sisteminden izole edilen 

Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus salivarius suşlarının otoagregasyon 

yetenekleri incelenmiş, L. salivarius suşunun otoagregasyon yeteneğinin yüksek 

olduğu belirlenmiştir (Hutari ve ark. 2011). Elde edilen sonuçlar agregasyon 

yeteneğinin türe ve suşa göre değişken olduğunu göstermektedir.  Yine elde edilen 

sonuçlar suşların agregasyon yeteneğinde yüksek EPS üretiminin yanında başka 

faktörlerin de etkili olduğunu düşünülmektedir. Probiyotik bakterilerin sağlığa yararlı 

etkilerini gösterebilmeleri için agregasyon ile yeterli sayıya gelebilmeleri 

gerekmektedir.  
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Probiyotik bakterilerin koagregasyon yeteneği patojen bakterilerin kolonizasyonunu 

engelleyici bir bariyer görevi görmektedir. Aynı zamanda probiyotik bakteriler bu 

alanda yaşarken ürettikleri antimikrobiyal metabolitlerle patojen 

mikroorganizmaların gelişmesini engelleyerek bu etkiyi artırmaktadırlar. Yine EPS 

üretimi yüksek olan suşların E. coli ATCC 11229 ile Salmonella enteritidis ATCC 

13076 suşlarıyla koagregasyon denemeleri yapılmıştır. Lactobacillus suşları ile E. 

coli ATCC 11229’ un % koagregasyonu değerlendirildiğinde en yüksek % 

koagregasyon L. acidophilus BAZ36 (%28,3) suşunda bulunmuş, en düşük 

koagregasyon ise L. acidophilus BAZ43 (%1,5) suşunda gözlenmiştir. Salmonella 

enteritidis ATCC 13076’ın % koagregasyonu değerlendirildiğinde ise en yüksek % 

koagregasyon L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 (%25,0)  suşunda bulunmuş 

olup,  en düşük % koagregasyon L. acidophilus BAZ43 (%1,0) suşunda tespit 

edilmiştir. 

 

Hutari ve arkadaşlarının 2011 yılında tavuk intestinal sisteminden izole ettikleri 

Lactobacillus salivarius subsp. salivarius suşu ile Salmonella türleri arasında % 13,8 

koagregasyon gözlenmiştir. 

 

Koagregasyonda en önemli özellik hücre yüzeyinin hidrofobikliği ve intestinal 

mukoza hücrelerine yapışmasıdır (Handley ve ark., 1987). Van Coillie ve ark., 

(2007) Lactobacillus crispatus türünün hidrofobikliği yüksek olduğu için 

koagregasyon yeteneğinin yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Jin ve ark.,(1996), 

Ehrmann ve ark., (2002) ve Van Coillie ve ark., (2007) tavuk bağırsağından izole 

ettikleri Lactobacillus suşlarının Salmonella ve E. coli türleri ile koagregasyon 

yeteneklerinin olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan çalışmalar incelendiğinde türe ve 

suşa göre koagregasyon yeteneği değişkenlik gösterebilmektedir.  

 

Sabır ve arkadaşları (2010) yılında kefirden izole ettikleri Lactobacillus spp. 

suşlarının E. coli ATCC 11229 suşuyla koagregasyonu değerlendirildiğinde  % 18-80 

oranında tespit etmişlerdir. Bu çalışmada genel olarak çalışılan suşların E. coli ile 

koagregasyon oranı benzer yada daha az olarak bulunmuştur. Bunun nedeninin de, 

izolasyon kaynağının farklı olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 
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Bu çalışma sonucunda, L. delbrueckii ssp. delbrueckii BAZ32 ve L. acidophilus 

BAZ29 suşlarının EPS üretim kapasiteleri, asit dirençlilikleri ve safra toleranslarının 

diğer suşlara göre yüksek olması nedeniyle mide-bağırsak yolunda canlılıklarını 

koruyarak, bağırsaklara ulaşacakları düşünülmektedir. Ayrıca, üretmiş oldukları EPS 

ve gösterdikleri otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri aracılığıyla epitel 

yüzeylere daha kolay kolonize olup, patojenler üzerindeki inhibisyon etkileri 

sayesinde, epitel yüzeyinde E. coli ve Salmonella’ lar gibi patojen 

mikroorganizmalar için biyolojik bir bariyer oluşturabilecekleri düşünülmektedir.  

 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlara göre,  Lactobacillus suşlarının bazı Gram-

pozitif ve Gram-negatif patojen bakterilere karşı antimikrobiyal etki gösterdikleri, 

yüksek oranda EPS ürettikleri, mide-bağırsak sistemindeki zor şartlara dayanıklılık 

gösterdikleri ve kolonize olabilmelerinden dolayı yeni potansiyel tavuklar için 

probiyotik suş olarak aday olabilecekleri düşünülmüştür. 

 

Özellikle probiyotik olarak üstün niteliklere sahip suşların diğer bazı probiyotik 

özelliklerinin belirlenerek (hidrofobisite, epitelyum yüzeye yapışma, kolesterol 

giderimi gibi)  sonra yapılacak çalışmalarla tavukların bu probiyotik suş ve/veya 

suşlarla beslenerek tavuk probiyotiklerine alternatif olup olamayacakları 

değerlendirilebilir. 
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