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BAZI PROBIYOTIK LAKTIK ASIT BAKTERILERININ Escherichia coli 0157:H7
UZERINE INHIBISYON ETKISi

Inhibitory effect of Lactic Acid Bacteria on Escherichia coli 0157:H7

Elgin TAS Zerrin ERGINKAYA
Biyoteknoloji Anabilim Dali Biyoteknoloji Anabilim Dali
OzZET

Bu cgalismada probiyotik Ozellikteki Lactobacillus acidophilus LAB108,
Lactobacillus rhamnosus LAB101, Lactobacillus casei Shirota LAB107 suslarinin
E. coli 0157:H7 B51 (izerine inhibisyon etkileri arastirilmigtir. inhibisyon etkinin
belirlenmesi icin agar kuyu difizyon ve “Canli Hicre Sayimi” ydntemleri
kullaniimigtir. Test edilen tim probiyotik laktik asit bakterileri E.coli 0157:H7 (zerine
inhibisyon etki goOstermistir. En etkili laktik asit bakteri susu Lactobacillus
acidophilus LAB108 ve Lactobacillus rhamnosus LAB101 olarak belirlenmis,
Lactobacillus casei Shirota LAB107 ise zayif etkili olmustur. Sivi
besiyerinde( E.coli 0157:H7 ve probiyotik laktik asit bakteri slipernatantlari ilave
edilmig) E.coli 0157:H7 canl hiicre sayisinda 24 saatlik inkiibasyon sonunda
azalma gérulirken, kontrolde hlicre sayisinda herhangi bir azalma goézlenmemistir.
Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, E.coli 0157:H7, Inhibitor etki
*Yuksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
ABSTRACT

In this study inhibition effects of some lactic acid bacterias (Lactobacillus
acidophilus LAB108, Lactobacillus casei Shirota LAB107, Lactobacillus rhamnosus
LAB101) which possessed with probiotic characteristics, on Escherichia coli
0157:H7 B51 was investigated. For detection of antibacterial activity, well diffusion
assay test and viable cell count assay were used. All of the lactic acid bacteria
isolates exhibited antibacterial activity against E.coli 0157:H7 B51. The most
effective lactic acid bacteria were found L. acidophilus LAB108, Lactobacillus
rhamnosus LAB101 and Lactobacillus casei Shirota LAB107 respectively. In broth
system (E.coli 0157:H7 B51 and supernatants of lactic acid bacteria), pathogen
microorganism was killed after 24h incubation, whereas there was no decrease in
cell number in control.
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Giris ]

Mikroorganizmalarin neden oldugu gida kaynakli hastaliklar biyik 6nem
tasimakta ve gida glvenligi agisindan problem olusturmaya devam etmektedir. Gida
kaynakli hastaliklarin son 10-20 yildir artan bir sekilde devam ettigi goriimektedir
(Anonym., 2006).

*Y{Uksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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Escherichia coli 0157:H7 son yillarda en tehlikeli gida patojenleri arasinda
yer almaktadir. Escherichia coli 0157:H7 ‘nin énemli bir gida kaynakh patojen bakteri
olarak tanimlanmasi ilk kez 1982 yilinda Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’' da
ayni zincire bagh fast food restoranlarinda yeterince pisiriimemis hamburgerlerin
yenmesi sonucu ortaya cikan iki ishal salgini sonunda gergeklesmistir (Oz ve ark.,
2002). Dinya gapindaki infeksiyonlarin ¢ok buylk bir bélimU basta yetersiz pisirilmis
et ve pastbrize edilmemis sut olmak Uzere sigir kiymasi, beefburger, roastbeef,
sandvig, ¢ig sut, yogurt, ¢ig sutten Uretilen peynir, mayonez, elma suyu gibi gida
maddelerinden kaynaklanmistir (Halkman ve ark., 2001). Patojenlerin inhibisyonunda
kullanilan 1sil iglem uygulamasi, katki maddelerinin kullanimi gibi klasik yontemlerin
yani sira dogal besin maddelerine dénlsun hizla yayginlastigi giinimuzde biyolojik
dayandirma yonteminin énemi her gegen glin artmaktadir. Bu amagla kullanilan bio-
koruyucular arasinda probiotik 6zellikteki laktik asit bakterileri ve Urettigi metabolitleri
de kullanim alani bulmaktadir.

Laktik asit bakterileri gidanin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar
ve insanlarda hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalar Uzerinde
urettikleri organik asitler, hidrojen peroksit, laktoperoksidaz, diasetil ve
bakteriyosinler gibi maddeler nedeniyle antagonistik etkiye sahiptir. Bu nedenle,
bu mikroorganizmalarin kullanilarak Uretildigi gidalar insan saghdi agisindan
guvenilir gidalar olarak kabul edilmektedirler (Vescova ve ark., 1997; Hayaloglu ve
Erginkaya, 2001).

Yapilacak olan bu g¢alismada probiotik 6zellige sahip bazi laktik asit
bakterilerinin(Lactobacillus acidophilus LAB108, Lactobacillus rhamnosus LAB101,
Lactobacillus casei Shirota LAB107) gida patojeni olarak bilinen Escherichia coli
0157:H7 B51 uzerine inhibisyon etkileri arastinlarak, gida guvenligi agisindan
degerlendiriimesi amaclanmaktadir.

Materyal ve Metot
Materyal
Bakteri Kulturleri

Arastirmada patojen bakteri kulturi E .coli 0157:H7 B51 ve laktik asit
bakteri kulturleri olarak Lactobacillus acidophilus LAB108, Lactobacillus casei
Shirota LAB107, Lactobacillus rhmnosus LAB101 Cukurova Universitesi Gida
Muhendisligi Bolima Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmigtir.
LAB Siipernatantlarinin Hazirlanmasi

MRS Broth’ ta c¢ogaltilan laktik asit kdulttrleri 5000devir/d 10 dakika
santrifiij edilerek elde edilen stipernatant 0.22um’lik membran filtrede stziimistir
(Nieto-Lozano ve ark., 2002).

Metot
Agar Kuyu Difiizyon Yéntemi

Agar Kuyu Difiizyon ydntemi ile LAB supernatantin inhibisyon etkilerinin
belirlenmesinde; patojen bakteri slispansiyonundan bir petriye 1ml dokme ekim
yontemiyle ekim yapilarak, daha sonra katilasan besiyerinin belirli yerlerinde 3mm
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¢apinda kuyucuklar agiimistir, bu kuyucuklara 100ul stipernatant ilave edilerek zon
olusumu degerlendirilmigtir( Bonade ve ark., 2001).

Sivi Besiyerinde inhibisyon Etkinin Belirlenmesi

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

Arastirma Bulgulari ve Tartigma

Laktik asit bakterilerinin E. coli 0157:H7 Uzerine antibakteriyel etkilerini
belirlemek igin kuyu difizyon ydntemi kullanilmistir. Kullanilan tim laktik asit
bakteri suslari E.coli 0157:H7 Uzerine antibakteriyel etki gdstermistir. Escherichia
coli O157:H7 B51 Uzerine laktik asit bakterilerden en fazla inhibisyon etkiyi L.
acidophilus LAB108, en zayif inhibisyon etkiyi ise L. casei Shirota LAB107
gostermigstir (Cizelge 1, Sekil 1).

Cizelge 1. Laktik asit bakterileri sipernatantinin E. coli O157:H7 B51 uzerine
inhibisyon etkisi

Zon ¢api (mm)
I. Deneme Il. Deneme 11l. Deneme Ortalama

L. rhamnosus
LAB101 9 9 9 9
L. acidophilus
LAB108 11 9 10 10
L. casei Shirota
LAB107 9 8 8 83

12 4

10 4

8 4

inhibisyon zonu (mm)
o

L. rhamnosus L. acidophilus L. casei

LAB suslan

Sekil.1: E.coli 0157:H7 inhibisyon zonlari (mm)
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Probiyotik laktik asit bakterilerinin sivi besiyerinde E. coli O157:H7 lzerine
inhibisyon etkisine bakildiginda, kontrollerde patojen bakteri sayisinin arttig
gOzlenirken laktik asit bakteri stipernatantlarinin ilave edildigi 6érneklerde azalma
belirlenmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Sivi besiyerinde laktik asit bakterileri sipernatantinin  E. coli
0157:H7 B51 Gzerine inhibisyon etKkisi

E. coli O157:H7 B51

Baslangig 24. saat 24. Saat

(kob/mL) (Kontrol) (kob/mL)
L. rhamnosus
LAB101 2,3x10° 1,0x10° 1,4x10°
L. acidophilus 2,7x10° 6,0x10° 2,1x10°
LAB108
L. casei Shirota
LAB107 2,2x10° 4,5x10° 9,0x10’

LAB suslarinin gosterdigi antibakteriyel etki bir cok faktére bagli olabilir. Bu
faktorler; pH' nin azalmasi,substrat rekabeti, bakteriyosinler gibi Gretilen metabolik
maddeler olabilir.

Kullanilan tim lakitk asit bakteri suslari E. coli 0157:H7 Uzerine
antibakteriyel etki gdstermigtir. L. rhamnosus ve L. casei ‘nin E. coli Uzerine
inhibisyon etkisinin belirlendigi calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir
(Sameshima ve ark., 1998;Con ve Gdkalp, 2000;Chuayana ve ark., 2003). Ibrahim
ve ark.,(2003), Bifidobacterium longum NCFB 2259’un E. coli 0157:H7 Uzerine
glclu inhbitdr etki gdsterdigini rapor etmislerdir.

Antibakteriyel etkiye sahip olduklarini bilinen probiyotiklerin bu etkileri
asetik asit ve laktik asit dretimine bagli olarak pH’ nin azalmasindan (Bezkorovainy,
A., 2001), laktik asit bakterilerinin Urettigi hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi
metabolitlerden kaynaklanmis olabilir(Wolfson, D.,1999).

Sonug ve Oneriler

Yapilan bu galisma ile probiyotik 6zellige sahip LAB kultirlerinin gidalarda
oldukga sik karsilasilan E. coli O157:H7 Uzerine inhibisyon etkileri in vitro olarak
belirlenmigtir.  Arastirmanin genisletilerek gidalarda patojen olarak bilinen diger Gr
(+) ve Gr (-) bakterilerle de tekrarlanmasi, gidalarda sorun yaratan funguslar ve
mayalar Uzerinde de denenerek inhibisyon etki gOsterip gostermediginin
arastirlmas! gerekmektedir. inhibisyon etkiye sahip probiyotik laktik asit
bakterilerinin et ve et durlnlerinde kullanim olanaklari ileriki ¢alismalarda
arastinimahdir.
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