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 (Yüksek Lisans Tezi) 
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FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

Haziran 2008 

 

ÖZET 

 

Bu çalışmada, anne sütü ve anne sütü ile beslenen bebeklerin dışkısından 

mupirosin ilave edilerek değiştirilen BSM katı besiyeri kullanılarak 59 adet 

bifidobakteri izole edilmiştir. İzolatlar fruktoz–6-fosfat fosfoketolaz enzimi ile 

cins düzeyinde tanımlanmış ve 31 adet bifidobakteri belirlenmiştir. 

İdentifikasyon sonuçları B. breve (15 suş)’ nin predominant olduğu göstermiştir. 

Tüm suşların asit direnci, safra toleransı, ekzopolisakkarit üretimi, 

antimikrobiyal aktiviteleri ve hemaglütinasyon kabiliyetleri gibi probiyotik 

kullanım açısından önemli olan bazı özellikleri araştırılmıştır. Suşların asit 

direnci, safra toleransı ve EPS üretimi spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 

Bifidobakterilerin EPS üretimi ile asit direnci (p<0,05) ve safra toleransı 

(p<0,05) arasında pozitif bir ilişki bulunmuştur. Aynı zamanda, 

bifidobakterilerin önemli bir bağırsak patojeni olarak bilinen E. coli ATCC 

11229 üzerinde zon çapı 0- 9±1 mm arasında değişen oranlarda inhibisyon etkisi 

gösterdiği tespit edilmiştir. Epitel yüzeye tutunma çalışmasından önce epitel 

yüzeye tutunmada önemli rol oynadığı düşünülen suşların hemaglütinasyon 

kabiliyetleri araştırılmıştır. Suşların 10 adedinde orta (+, ++) ve yüksek (+++) 

dereceli hemaglütinasyon kabiliyeti saptanmıştır. Epitel yüzeye tutunma 

çalışmasında ise asit direnci (pH 3,5- OD600; 0,98±0,01), safra toleransı (% 0,40-

OD600; 1,43±0,01), EPS üretim kapasitesi (97,64±0,01 mg/L), E. coli ATCC 

11229 üzerindeki inhibisyon etkisi (9±1 mm), hemaglütinasyon kabiliyeti (+++) 
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yüksek olan B. breve A28 suşu ve tüm bu özellikler bakımından zayıf olan B. 

bifidum A10 suşu kullanılmıştır. B. breve A28 suşunun epitele tutunma indeksi 

300< bakteri/hücre olarak belirlenirken, B. bifidum A10 suşunun epitele 

tutunma indeksi 19 bakteri/hücre olarak bulunmuştur. Tüm tutunma sonuçları 

taramalı elektron mikroskobu ile de doğrulanmıştır. Prebiyotik uygulamasında, 

yüksek EPS üretimine sahip A28 suşunun inulinsiz ortamdaki canlılığı 7,1x108 

cfu/ml iken, inulinli ortamda 7,4x1011 cfu/ml olarak belirlenmiştir. E. coli ATCC 

11229’ nin canlılığında inulinli ortamda dikkate değer bir değişiklik 

gözlenmemiştir. A28 suşu taşıdığı bütün bu özelliklerinden dolayı sindirim 

sisteminde uzun süre canlı kalabilecektir. Bu nedenle, çalışmada probiyotik 

bakteri olarak B. breve A28 suşunun kullanımı önerilmektedir.  
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ABSTRACT 

 

In this study, fifty nine (59) strains of bifidobacteria isolated from breast milk 

and breastfed infants feces were isolated using BSM agar modified by the 

addition of mupirocin (200 u/L). The isolates were identified in the genus level 

by the detection of fructose-6-phosphate phosphoketolase enzyme activity. Thus 

thirty one (31) Bifidobacterium spp were determined. Identidication results 

showed that B. breve was the predominant species (15 strains). In this study, 

some  important properties in terms of probiotic use such as resistance to acid, 

tolerance to bile, exopolysaccharide production, antimicrobial activities, and 

hemagglutination abilities of all strains has been examined. Resistance to acid, 

tolerance to bile and EPS production of all strains were determined by 

spectrophometrically. Positive correlations has been obtained between 

production of exopolysaccharide and tolerance to bile salts (p<0.05) or 

resistance to low pH (p<0.05). Also, it was also found that Bifidobacterium spp. 

had 0-9 mm zone radius inhibition effect on E. coli, which is known as an 

important intestinal pathogen. The hemagglutination  abilities of the strains 

which are thought to have an important role on the adhesion to epithelial cells 

were investigated before adhesion studies to epithelial cells. The ten (10) strains 

showed moderate (+, ++) and high (+++) degree hemagglutination ability was 

detected. B. breve A28 strain which has the high acid resistance (pH 3.5), bile 
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tolerance (0.40 %), EPS production capacity (97.64 ±0,01 mg/L), inhibition 

effect on E. coli ATCC 11229 (9±1 mm), and hemagglutination ability (+++) and 

B. bifidum A10 strain has the lowest properties were used in adhesion to 

epithelial surface studies. Caco-2 cells were used adhesion to epithelial studies. 

Epithelial adhesion index of B. breve A28 strain was found as 300< bacteria/cell, 

while epithelial adhesion index of B. bifidum A10 strain was found as 19 

bacteria/cell. All these results confirmed by scanning electron microscopy 

observations. While the viability of A28 strain, which high EPS production, in 

the normal growth media was 7.1x108 CFU/ml, and its viability in media with 

inulin was found 7.4x1011 CFU/ml in prebiotic application. However, no 

significant change was observed in the viability of E. coli ATCC 11229 in inulin 

added media. Because of having all of these properties, A28 strain can survive in 

the gastrointestinal system for a long time. Hence, this study can suggested the 

use of B. breve A28 strain as a probiotic bacterium. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalışmada kullanılmış bazı simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte 

aşağıda sunulmuştur. 

 

Simgeler                Açıklama 
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Bkz.         Bakınız 

BSM                                                          Bifidobacterium selective medium 
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dk                                                              Dakika 

DSMZ                                                       Deutsche Sammlung von Mikroorganismen    

                       und Zellkulturen 

EPS                                                           Ekzopolisakkarit 

HA                                                             Hemaglütinasyon  

LAB                                                          Laktik Asit Bakterileri 

MRS                                                          Man-Rogosa Sharpe 

PBS                                                           Fosfat tampon çözeltisi 

rpm                                                            Devir Sayısı 
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1. GİRİŞ 

 

Mikroorganizmaların hayatta kalması için uygun şartlara sahip olan her bölgede, 

farklı grup ve türlere ait çok sayıda bakterinin yer aldığı bir mikroflora vardır [1]. 

Bu mikroorganizmalar temelde faydalı ve zararlı olmak üzere iki gruba 

ayrılmaktadır. Sağlıklı bir konakçıda bu iki grup, dinamik bir denge halinde olup 

faydalı mikroorganizmalar baskın mikroflorayı oluşturmaktadır. Bu faydalı 

mikroorganizmalar genelde “probiyotik mikroorganizmalar” olarak 

adlandırılmaktadır [2]. 

 

Probiyotik mikroorganizmalar ürettikleri maddeler yardımıyla gıdaların sindirimine, 

vitamin üretimine ve zararlı mikroorganizmaların neden olduğu hastalıkların 

önlenmesine yardımcı olarak doğal floranın dengesini korumaktadır [3]. En çok 

kullanılan probiyotik mikroorganizmalar bağırsaklarda canlılığını sürdürebilen 

laktobasiller ve bifidobakteriilerdir. Bu gruba ait laktobasillerin insan sağlığı 

üzerindeki olumlu etkileri konusunda kapsamlı çalışmaların yapıldığı bildirilmiştir 

[4]. Ancak, bifidobakteriilerde yapılan çalışmaların laktobasiller kadar olmadığı 

dikkat çekmektedir. 

 

Bifidobakteriiler doğumdan sonraki ilk günlerde bağırsak yüzeyine kolonize 

olmakla birlikte, insan ve hayvanların bağırsak florasında yer almaktadır [5]. Bu 

bakteriler anne sütüyle beslenen bebeklerin bağırsak florasında predominant olarak 

bulunmaktadır [6]. Bifidobakteriilerin, normal bağırsak florasının uygun dengede 

olması için yararlı ve önemli bir rol oynadıkları düşünülmektedir. Yapılan 

çalışmalarda, bağırsak bölgesinde bifidobakteriilerin yüksek sayıya ulaşmasıyla dış 

kaynaklı patojenlerin üremesine engel olduğu bildirilmiştir [7, 8]. Ayrıca, asetik asit 

ve laktik asit gibi asitlerin üretimleri ile bağırsak pH’ sını da kontrol altında tutarak 

patojenlerin kolonizasyonunu engellenmektedir [6, 9]. Bu nedenle, bifidobakterilerin 

probiyotik olarak bu alanda kullanımı konusunda yapılan araştırmalara ilgi gün 

geçtikçe artmaktadır. Bununla birlikte, son zamanlarda yapılan çalışmalarda 

prebiyotiklerin probiyotikler üzerine etkisi vurgulanmaktadır. Prebiyotikler, bağırsak 

florasında bulunan bir tür veya sınırlı sayıdaki birkaç tür mikroorganizmanın 
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çoğalmasını ve/veya aktivitesini seçici olarak aktive ederek, konağın sağlığını 

olumlu yönde etkileyebilen sindirilemeyen besin bileşenleri olarak tanımlanmaktadır 

[10]. Prebiyotiklerin bifidobakterilerin gelişimini teşvik etmesi, bu bakterilerin 

prebiyotiklerle birlikte kullanılarak daha iyi sonuçların alınması sağlanmaktadır. 

 
Araştırmamızın amacı; 

 
1. Anne sütü ve anne sütü ile beslenen bebeklerin dışkı örneklerinden 

bifidobakterilerin izole edilmesi, 

 
2. Mikroorganizmaların probiyotik olarak kullanılabilmeleri için bazı özellikler 

taşımaları gerekmektedir. Bu özelliklerden en önemlileri arasında midenin asidik 

ortamına ve safraya olan dirençlilikleri de yer almaktadır. Bu çalışmada, izole edilen 

bifidobakterilerin midenin asidik ortamına dirençliliği ve safraya toleranslarının 

belirlenmesi, 

 
3. İzole edilen bifidobakteriler tarafından, bakterinin yüzey tutunmasında önemli bir 

etkiye sahip olan ve bakterinin bulunduğu ortama tutunarak biyofilm oluşturmasında 

etkili olan ekzopolisakkarit (EPS) üretimlerinin belirlenmesi amaçlanmaktadır. Bu 

durum, EPS üreten bakteriye bulunduğu ortamda stabil olarak kalabilme ve 

dominant olarak kolonize olma özelliği sağlamaktır. Bu nedenle izolatların EPS 

üretimlerinin belirlenerek, EPS üretim kapasitelerinin safra toleransı ve asit 

dirençliliği ile ilişkilendirilmesi, 

 
4. Ayrıca, mide asidine dirençli ve safraya tolerans gösterebilen suşların bağırsak 

mukozasına tutunabilme özelliği ve tutunmada etkili olabileceği düşünülen 

hemaglütinasyon yeteneklerinin belirlenmesi, 

 
5. Probiyotik olarak kullanılan bakterilerin bağırsaklarda faaliyetlerini en iyi şekilde 

yerine getirebilmesi için belirli bir yoğunlukta olmaları gerekmektedir. Bu nedenle 

çalışmamızda kullanılan bakteriler, prebiyotik olarak kullanılan inulin ile 

desteklenerek, bakterilerin yoğunluklarının uygun seviyede olması, 
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Böylece üstün nitelikli olarak seçilen suşlar, prebiyotiklerle desteklenerek, 

probiyotik amaçlı kullanım esnasında daha iyi bir verim elde edilmesi 

amaçlanmaktadır. 

 

Yukarıda yapılması planlanan çalışmalar sonucunda, probiyotik uygulamalarda 

önemli olarak görülen insan kaynaklı bifidobakteriler, probiyotik özellikler 

bakımından taranarak, bu özellikler açısından üstün özelliklere sahip bakteriler 

seçilmiş olacaktır. Türkiye’ de bu düzeyde yapılmış ilk çalışma olması nedeni ile 

bulunan sonuçların bundan sonra bu alanda çalışacaklara kaynak oluşturması 

düşünülmektedir. Ayrıca, daha sonraki çalışmalarda seçilen bu şuşların vitamin 

üretimi ve kolesterol giderimi gibi tıbbi olarak insanlar için yarar sağlayacak 

özellikleri de araştırılarak, gerek gıda sektöründe gerekse tıbbi alandaki probiyotik 

uygulamalarda kullanılabileceklerdir.  
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 
2.1. İnsan Mikrobiyal Ekosistemi 

 
Bağırsak sisteminde, deride, ürogenital sistemde, ağız ve burun boşluklarında, 

kısacası insan vücudunun dış ortamın etkisi altındaki ve bakterilerin hayatta kalması 

için uygun şartlara sahip olan her bölgede farklı grup ve türlere ait çok sayıda 

mikroorganizmadan meydana gelen bir mikroflora vardır. Bu mikroflora üyelerinin 

sayısının 10
13

-10
14

 CFU/ml gibi rakamlara ulaştığı tahmin edilmektedir ki, bu rakam 

toplam insan vücut hücrelerinin sayısından fazladır. Sağlıklı bir insanın sindirim 

kanalı çok fazla sayıda ve çeşitteki mikroorganizmadan meydana gelen kompleks bir 

ekosisteme sahiptir [11, 12]. 

 

2.1.1. Mide- bağırsak sistemindeki mikroorganizmalar 

 

Doğum öncesindeki dönemde steril olan mide-bağırsak sisteminin lümeni, 

doğumdan sonra kısa bir süre içerisinde (3-10 saat) mikroorganizmalarla tanışır ve 

annenin fekal florasından gelen bakteriler kolonize olarak, 1-2 gün içerisinde 10
9
-

10
10

 CFU/ml bakteri sayısına ulaşır. İlk günlerde, E. coli, Streptococcus spp. gibi 

fakültatif anaeroplar baskın iken, zamanla anaerobik flora gelişir ve 

Bifidobacterium, Bacteroides gibi zorunlu anaerob bakteriler floraya hakim olur. 

Anne sütü ile beslenme kesilince, artık erişkin florasından söz edilir. Erişkin mide-

bağırsak sisteminde, Bacteroides, Bifidobacterium, Peptostreptococcus ve 

Fusobacterium türleri baskın olmak üzere 500’ ün üzerinde bakteri türü yer alır. 

İnsan ve hayvanların bağırsak florasındaki önemli cinsler, toplam anaerob bakteri 

sayısının sırasıyla % 30 ve % 20’ sini oluşturan, Bacteroides ve Bifidobacteria’ dır 

[1]. Mide-bağırsak sisteminin içeriğinde yer alan trilyonlarca mikroorganizma 

yaklaşık 1,5 kg gibi bir kitle değerindedir. Bir başka ifade ile kolonda 1 g dışkıda 1 

x10
12

 CFU (coloni forming unit) bakteri bulunmaktadır. Söz konusu flora üyeleri, 

bağırsak savunma mekanizmasında önemli rol oynarlar [13, 14].  
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Bağırsak florasındaki bakteriler bağırsak mukozası ile stabil bir ekosistem 

oluşturmaktadır. Bu denge, dışarıdan gelen mikroorganizmaların eliminasyonunu 

sağlayan kolonizasyon direncini sağlar [1]. İnsanların bağırsak yerleşik florasının en 

önemli üyeleri Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine ait türlerdir [2]. Mide-

bağırsak sisteminde yaygın olarak bulunan mikroorganizmalar Şekil 2.1’ de 

verilmiştir [3]. 

 

 
 
Şekil 2.1. Mide-bağırsak sisteminde yaygın olarak bulunan mikroorganizmalar [3]. 
 

Mide-bağırsak sistemi vücudun içi ile dışı arasında köprüdür. Son zamanlardaki 

araştırmalar bağırsak mikroflorası ile konak arasında karşılıklı bir etkileşim 

olduğunu göstermiştir. Özellikle bağırsak bariyerini sağlamlaştırmada ve epitelyal 

değişimde bakterilerin önemli rolü olduğu anlaşılmıştır. Bağırsak mikroflorasının 

konakçı için faydaları, K vitamini sentezi, absorbe edilmeyen yiyeceklerden kısa 

zincirli yağ asidi üreterek enerji sağlaması, patojenlerin üremesine engel olması, 
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bağırsaklardaki bariyer bütünlüğüne destek olması ve mukozal immün dengeyi 

sağlaması olarak sıralanabilir [15]. 

 

2.1.2. Bağırsak sisteminde bifidobakteriler 

 

İnsanlarda bifidobakteriler doğumdan sonra 3.- 4. gün içinde görünmeye başlamakta 

ve 5. günde bağırsak mikroflorasında baskın bir duruma geçmektedir. 

Bifidobakteriler, özellikle kalın bağırsakta fazla bulunmaktadır. Bebek ve 

yetişkinlerin bağırsak mikroflorasında bifidobakterilerin baskın duruma geçmesi 

onların sağlıklı olduğunu göstermektedir [16, 17]. 

 

Bağırsakların sağlıklı olarak fonksiyon gösterebilmesi için bağırsak ekosisteminin 

dengesinin korunması gerekmektedir [18]. Sağlıklı bağırsak mikroflorası oldukça 

stabildir. Fakat insan fizyolojisi, gıda, antibiyotik veya ilaç, hastalık, stres, 

yaşlanma, iklim koşullarında meydana gelen değişmeler ve çevresel toksik maddeler 

gibi faktörlerle birlikte bu stabilite değişmektedir [19]. Bağırsak sisteminin 

dengesinde meydana gelen bu dengesizlikler “disbiosis” olarak adlandırılmaktadır. 

Disbiosisin tersi bir durum olarak, bağırsak sisteminde bulunan faydalı 

mikroorganizmaların sistemin fizyolojik dengesine olumlu yönde katkıda 

bulunmasına “probiosis”, bu mikroorganizmalara da “probiyotik 

mikroorganizmalar” denilmektedir [20]. 
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Şekil 2.2. Bir bebeğin doğumundan itibaren ilk 7 günde bağırsak florasındaki 
değişimler [19].  

 

Bu durumlarda etkilenen bakteri grupları Bifidobacteria, Enterobacteriaceae, 

Streptococcus, Clostridium ve Lactobacillus’ dur. Hastalıklı ve yaşlı insanların 

bağırsak sisteminde bifidobakterilerin sayısı oldukça azdır [21, 22]. 
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Şekil 2.3. Bağırsak florasını etkileyen faktörler [21]. 
 

İnsan ve hayvanların bağırsak bölgelerinde bulunan bifidobakteriler, birçok bakteri 

ile bir arada bulunmaktadır. Bu mikrobiyota, bölgede çeşitli alanlarda farklılık 

göstermektedir. Bifidobakteriler farklı habitatlarda, insanda bulunduğu bölgeye 

adapte olmuştur. Örneğin, bebek dışkısı, yetişkin dışkısı, vajina ve diş çürükleri gibi 

farklı bölgelerde farklı türleri görülmektedir. B. bifidum, B. catenulatum, B. longum 

ve B. pseudocatenulatum yetişkinlerde ve yeni doğanlarda bulunurken, B. breve ve 

B. infantis anne sütü ya da ek gıdayla beslenen bebeklerde tipiktir. B. adolescentis 

yalnız yetişkinlerden izole edilmiştir. Vajinada B. adolescentis, B. bifidum B. breve 

ve B. longum bulunmaktadır. B. denticolens, B. dentium and B. inopinatum ise 

sıklıkla diş çürüklerinde bulunur [19].  
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Şekil 2.4. Doğumdan yaşlanma dönemine kadar bağırsak mikroflorasındaki 

değişimler [19].  
 

2.2. Bifidobacterium Cinsi Bakterilerin Genel Özellikleri  

 

Bifidobakteriler insanların ve hayvanların mide-bağırsak sistemlerinin büyük bir 

kısmını kapsamaktadır [4]. İlk kez 1899 yılında Pastör Enstitüsü’ nde Freshman 

Tissier tarafından anne sütüyle beslenen sağlıklı bebeklerin dışkısından izole edilmiş 

ve Bacillus bifidus comminus olarak adlandırılmıştır [5, 6]. 1920 yılında Castellani 

ve Chalmers tarafından yapılan araştırmalarda bu bakteri Bacterium bifidus olarak 

adlandırılmıştır. Daha sonra yapılan çalışmalarda ismi Lactobacillus bifidus olarak 

belirlenmiştir [7]. 1967’ de De Vries ve Stouthamer, fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz 

enzimi bifidobakterilerde belirlenirken, aldolaz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz 

enzimlerinin bifidobakterilerde bulunmadığını, ancak bu enzimleri laktobasillerin 

içerdiğini bildirmişlerdir [8]. 1974’ de ‘‘Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology’’ nin 8. baskısında 11 tür içeren Bifidobacterium cins olarak 

gösterilmiştir. Bugün ise Actinomycetaceae familyasına ait olan bu cins ekolojik 

orijinlerine göre gruplanmış 29 tür içermektedir [9]. Türler ve izole edildikleri 

bölgeler Çizelge 2.1’ de verilmiştir [23]. 
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Bifidobacterium cinsinin tanımlanmasında kullanılan özellikler; 

 

• Morfolojisi 

• Fizyolojisi 

• Biyokimyasal özellikleri 

• Hücre duvarının bileşimi ve fosfolipid kompozisyonu [24]. 

 

2.2.1. Morfolojisi 

 

Bifidobakteriler karakteristik bir morfolojiye sahiptirler. Gram pozitif, hareketsiz, 

spor oluşturmayan, genellikle eğri çubuklar şeklinde ve sıklıkla dallanmış olarak 

bulunan anaerobik mikroorganizmalardır. Taze izole edilen suşlar mikroskopta 

düzensiz dallanan, Y ve V şeklinde çubuklar halinde görünürler. Bununla birlikte, 

normal habitatlarında sıklıkla çubuklar halinde olmalarına karşın, besiyeri şartları 

pleomorfizm göstermelerine sebep olmaktadır [23, 24]. Plak yüzeyinde ise mukoid 

kremsi veya menekşe renginde görünüme sahiptirler [23]. 

 

 

Resim 2.1. Bifidobakterilerin elektron mikroskobu görüntüleri [25]. 
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Çizelge 2.1. Bifidobacterium cinsine ait türler ve izolasyon bölgeleri [23]. 
 

Türler İzolasyon bölgeleri 

B. adolescentis             Yetişkin insan dışkısı 

B. angulatum  Yetişkin insan dışkısı, pis su 

B. catenulatum  Yetişkin insan ve bebek dışkısı 

B. gallicum              Yetişkin insan dışkısı 

B. longum    Yetişkin insan ve bebek dışkısı, vajina 

B. bifidum   Yetişkin insan ve bebek dışkısı, dana dışkısı 

B. breve  Yetişkin insan dışkısı, vajina, dana dışkısı 

B. infantis   Yetişkin insan dışkısı 

B. pseudocatenulatum   Yetişkin insan ve bebek dışkısı, dana dışkısı 

B. dentium İnsan dışkısı, vajina, çeşitli apse ve yaralar 

B. merycicum   Sığır rumeni 

B. ruminantium    Sığır rumeni 

B. globosum     Sığır rumeni, hayvan ve erkek dışkısı 

B. boum Sığır rumeni, domuz dışkısı 

B. thermophilum Sığır rumeni, domuz ve dana dışkısı 

B. pseudolongum    Sığır rumeni, domuz dışkısı 

B. animalis   Tavuk, rat ve tavşan dışkısı 

B. gallinarum Tavuk dışkısı 

B. pullorum Tavuk dışkısı 

B. asteroides Arı bağırsağı 

B. indicum     Arı bağırsağı 

B. coryneforme Arı bağırsağı 

B. choerinum Domuz dışkısı 

B. suis   Domuz dışkısı 

B. cuniculi   Tavşan dışkısı 

B. magnum Tavşan dışkısı 

B. saeculare    Tavşan dışkısı  

B. minimum Pis su 

B. subtile Pis su 
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Resim 2.2. Bifidobakterilerin ışık mikroskobu görüntüleri [26]. 
 
2.2.2. Fizyolojisi 

 

Bifidobakteriler anaerobik mikroorganizmalardır, genellikle % 10 CO2’ li ortamda 

gelişirler. Fakat bazı türleri oksijeni tolere edebilmektedir. Süperoksit dismutaz ve 

katalaz gibi enzimler, süperoksit ve hidrojen peroksitin toksik etkilerine karşı 

organizmaların korunmasına yardımcı olur. Bu enzimler B. infantis, B. breve, B. 

longum ve B. adolescentis’ de çok düşük olup süperoksit dismutaz aktivitesi suşlar 

arasında değişmektedir. NADH oksidaz ve NADH peroksidaz oksijen kullanımında 

gereken önemli enzimlerdir [19, 23]. Çoğunlukla bifidobakterilerin insanlarda 

optimal gelişim sıcaklığı 36–38 oC iken hayvanlarda oldukça yüksek olup 41-43 oC 

arasındadır [23]. Gelişim için optimum pH aralığı 6,5–7 arasında olup, pH 5’ ten az 

ve 8’ den yüksek pH’ da gelişim görülmemektedir [19].  

 

 
Şekil 2.5.  Hücre içine alınan oksijenin enzimler aracılığıyla kullanımı [27]. 
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2.2.3. Biyokimyasal özellikleri 

 

Bifidobakteriler metabolik aktivitelerinde kullandıkları karbonhidratlardan dolayı 

laktobasillerden farklılık göstermektedirler. Bifidobakteriler heksoz 

metabolizmasında fruktoz–6-fosfat yolunu kullanırken, laktobasiller glikoz-6-fosfat 

yolunu kullanmaktadırlar (Bkz. Şekil 2.6). Bu yolun sonunda oluşan önemli 

ürünleri; asetik asit ve L (+) laktik asittir (3:2). Yüksek asit oluşturmazlar, glikozdan 

CO2 meydana getirmezler, katalaz, nitrat redüksiyonu, indol oluşumu ve jelatin 

hidrolizi negatiftir [24].  

 

2 Glikoz 

 

         Fruktoz 6-fosfat 

F6PPK              P1 

 

Asetil fosfat                     Eritroz 4 fosfat 

Fruktoz 6-fosfat 

 GAP                   Sepdoheptulaz 7-fosfat 

    

 

                            

                                                  Riboz 5 fosfat 

 

Ribuloz 5 fosfat 

 

    2 Ksiloz 5 fosfat 

X5PPK                      2P1 

 

       3 Asetat                 2 Asetil fosfat                            2 GA                 2Piruvat     

 

                                                                                                                  2 Laktat 

Şekil 2.6. Bifidobakterilerde hekzos metabolizması [28]. 
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2.2.4. Hücre duvarının bileşimi ve fosfolipid kompozisyonu 

 

Bifidobakteri türlerinin belirlenmesinde, peptid bağlarıyla meydana gelen amino asit 

zincirlerinden oluşan murein hücre duvarı kullanılmaktadır. Bifidobakterilerin hücre 

duvarı muranik asit, alanin, glikozamin, glutamik asit ve ornitin veya lisin ile 

birlikte treonin, aspartik asit, serin, glisin aminoasitlerinden biri veya ikisinden 

oluşan peptidoglikandan meydana gelir. Hücre duvarındaki polisakkaritlerin 

bileşiminde glikoz, galaktoz ve ramnoz bulunmaktadır. Türler arasında 

peptidoglikanların aminoasit dizilimi farklılık göstermektedir [24, 29].  

 

Çizelge 2.2. Bazı bifidobakteri türlerinin hücre duvarı kompozisyonu [29]. 
 

Polisakkarit bileşimi  

Türler 

 

İzolasyon kaynağı 

 

Peptidoglikan tipi Glikoz Galaktoz Ramnoz 

B. bifidum Yetişkin dışkısı Orn.-Ser.-Asp.-Ala. + + + 

B. infantis Çocuk dışkısı Lis.-Gli. + + + 

B. breve  Çocuk dışkısı Lis.-Gli. + + + 

B. longum  Yetişkin dışkısı  Orn.-Ser.- Ala.-Thr. + + + 

 

Bifidobakterilerde palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit ve miristik 

asit gibi yağ asitleri bulunmaktadır. Ayrıca, difosfotidilgliserol ve fosfotidilgliserol 

içeren laktobasil ve bifidobakteri türleri olmasına rağmen yalnızca bifidobakteriler 

poligliserolfosfolipitleri ve onların lizo-türevlerini üretirler [29].  

 

2.3. Probiyotikler 

 

Probiyotik kelimesi Yunanca kökenli olup “yaşam için” anlamına gelen ve uzun 

yıllardan beri çeşitli şekillerde kullanılan bir kelimedir [30]. ‘Probiyotik’ terimi ilk 

olarak 1954 yılında Ferdinand Vergin tarafından antibiyotik ve flora üzerinde etkili 

diğer antimikrobiyal maddelerin patojen olmayan bakterilerin yararlı (‘Probiotika’) 

etkileriyle ilişkisinin anlatıldığı ‘Anti-und Probiotika’ isimli makalede kullanılmıştır 

[31]. 1965 yılında, Lilly ve Stillwell adlı araştırıcılar tarafından, diğer 

mikroorganizmaların gelişimini destekleyen maddeleri tanımlamak için 
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kullanılmıştır [32]. Yine ilk olarak hayvan büyümesini destekleyici yem katkısı 

olarak 1970’li yıllarda kullanılmış ve ‘hayvanların bağırsak mikrobiyal dengesini 

geliştirerek onlara yararlı olan canlı mikrobiyal yem katkıları’ olarak 

tanımlanmışlardır [33]. Probiyotiklerin en çok kabul gören tanımları Roy Fuller 

tarafından 1989 yılında 'tüketici sağlığına, bireylerin bağırsak mikrobiyal dengesini 

koruyarak veya geliştirerek yararlı olan canlı mikrobiyal gıda katkılarıdır’ şeklinde 

yapılmıştır [34]. Bu tanım 1998 yılında Salminen ve ark. tarafından ‘insan ve 

hayvanların sağlığını geliştirmek için tasarlanan gıda, yem ya da besinsel 

katkılardaki canlı mikrobiyal preparatlar’ olarak değiştirilmiştir [35]. 

 

2.3.1. Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalar  

 

Genel olarak probiyotik kapsamına giren mikroorganizmalar, bakteriler ve maya 

hücreleri olarak iki gruba ayrılır. Bu mikroorganizmalar Çizelge 2.3’ de 

gösterilmiştir [36]. Farklı cinslere ait birçok mikroorganizma probiyotik olarak 

kullanılmaktadır [37]. Probiyotik olarak en sıklıkla kullanılanlar; laktik asit 

bakterileri (Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus) ve Saccharomyces boulardii’ dir. [38-40] 

 

2.3.2. Probiyotik mikroorganizmaların insan sağlığı üzerine etkisi ve etki 

mekanizmaları 

 

Probiyotiklerin bağırsak fizyolojisi üzerine dolaylı veya doğrudan etkide bulunarak 

immün sistemi uyardığı, bu çerçevede konakçının ağız ve sindirim sistemi dâhil, üst 

solunum yolu ve ürogenital sistem mukozal yüzeyini etkileyerek iyi hal ve sağlığı 

geliştirici, hastalık riskini azaltıcı potansiyel etkiye sahip olduğu bilinmektedir [36]. 

Probiyotiklerin etki mekanizmasına yönelik çalışmalar, bağırsak florasının 

düzensizliğiyle ortaya çıkan mide-bağırsak sistemindeki bozukluklara dayanarak 

yapılmaya başlanmıştır [41]. Patojen mikroorganizmalar üzerine direkt antagonistik 

etki yaparlar: Probiyotik bakteriler, patojen bakterilerin üremesini engelleyen 

inhibitör antimikrobiyal peptid (mikrosin, bakteriyosin) üretir. Yapılan çalışmalarda, 

S. boulardii’ nin Candida albicans, Salmonella typhi, Shigella, E. coli üremesini 
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baskıladığı gösterilmiştir. Patojenlerin adezyonunu önlerler; Probiyotik bakteriler, 

sayı ve hacim avantajları ile barsak ve ürogenital sistem epitel hücrelerinde, 

patojenlerin girmesini zorlaştırırlar. Epitelyal bariyeri güçlendirerek, patojenlerin 

translokasyonunu önlerler. Patojenlerin üremek için gereksinim duydukları besin 

maddelerini tüketerek, üremelerini inhibe ederler; S. boulardii, Clostridium difficile’ 

nin gereksinim duyduğu monosakkaridleri tüketerek C. difficile üremesini önler [41, 

42].  

Barsak enzim aktivitesine etki ederler: Probiyotik bakteriler, laktaz, maltaz, sükraz 

aktivitesini arttırırlar. S. boulardii poliaminleri, aminopeptidazların olgunlaşmasını 

sağlar [42].                                 

Toksin ve toksin reseptörlerine etki ederler: S. boulardii 54 kDa proteini proteaz 

aktivitesinde olup, C. difficile toksin A üzerine direkt olarak veya toksinin reseptöre 

bağlanmasını önleyerek etki eder. Hayvan modellerinde, 120 kDa proteinin etkisi ile 

cAMP, adenilat siklaz aktivitesi azalarak, su-sodyum hipersekresyonunun azaldığı 

gösterilmiştir [41]. 

İmmün sistem üzerine etki ederler: Antibiyotik verilen Lactobacillus casei, 

Lactobacillus bulgaricus ile beslenen farelerde lamina propriada lenfosit 

proliferasyonu saptanmış, plazma hücrelerinin sayısı artmıştır. Bifidobacterium 

breve ile yapılan hayvan deneyinde, peyer plaklarında antikor üretiminin arttığı 

saptanmıştır. L. casei shirota suşu verildiğinde, T-helper sayısında artma, IgE 

düzeyinde azalma görülmüştür. Probiyotikler, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar 

sitokinlerin salınımını aktive ederek immün sisteme düzenleyici etki gösterirler [41].   

 

Probiyotiklerin, hayvan modellerinde, dışkıda karsinojenleri aktive eden bakteriyel 

enzimleri inhibe ederek; karsinojenlerin yapısını bozarak anti-karsinojen etkilerinin 

olduğu gösterilmiştir [42]. 
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Çizelge 2.3. Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalar [36]. 
 

Bifidobacterium türleri Lactobacillus türleri Diğerleri 

B. bifidum L. acidophilus Bacillus cereus 

B. longum L. lactis Bacillus subtilis 

B. breve L. rhamnosus Escherichia coli 

B. infantis L. reuteri Saccharomyces cerevisiae 

B. lactis L. bulgaricus Saccharomyces bulardii 

B. adolescentis L. plantarum Enterococcus faecalis 

 L. johnsonii Enterococcus faecium 

 L. fermentum Streptococcus thermophilus 

 L. casei Propionibacterium freudenreichii 

 L. paracasei  

 L. crispatus  

 L. salivarius  

 L.gasseri  

 

2.3.3. Probiyotik mikroorganizmaların karakteristikleri  

 

Probiyotik preparatlarında bulunan mikroorganizmalar, büyük bir grup olan bağırsak 

sistemi florası ile rekabet etmek zorundadır. Bu sistemde bulunan mikrobiyal flora 

üzerine bir etki yapabilmesi için de herhangi bir probiyotik preparatında bulunan 

mikroorganizmaların bazı karakteristik özelliklere sahip olmaları gerekmektedir 

[35]. Birçok araştırmacı tarafından yapılan çalışmalarda probiyotik 

mikroorganizmaların taşımaları gereken özellikler belirlenmiştir [35, 43, 44]. 

Güvenilir olması için taşıması gereken özellikler;   

 
1. İnsanlar için kullanılacak olan suşların tercihen insan kaynaklı olması 

gerekmektedir. Sağlıklı insanın mide-bağırsak sisteminden izole edilmelidir. 

 
2. Patojenik olmamalıdır. 

 
3. Mide-bağırsak bozuklukları gibi etkilere sebep olacak bir özellik taşımamalıdır. 

4. Güvenilir bir probiyotik seçimindeki önemli kriterlerden biri de, antibiyotik 
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direnç genlerini taşıyıp aktarabilen suşlardan seçilmemesidir [45]. 

 
Probiyotik olarak tercih edilecek suşların taşımaları gereken fonksiyonel özellikler; 

 
1. Mide asidine dirençli ve safraya toleranslı olmalı 

 
2. Bağırsaklarda epitel yüzeye tutunmalı ve canlılığını devam ettirebilmeli 

 
3. Antimutajenik ve antikarsinojenik özelliklere sahip olmalı 

 
4. Proinflamatuvar etki oluşturmadan bağışıklık sistemini uyarması ve immün 

sistem elemanlarına (makrofaj, fagositoz, v.b.) dayanıklı olmalı 

 
5. Helicobacter pylori, Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve Clostridium 

difficile gibi patojenlere karşı antagonistik aktivite göstermeli [45]. 

  

 
 

Şekil 2.7. Probiyotik mikroorganizmaların seçim kriterleri [45]. 
 

 

Probiyotiklerin yukarıda verilen özelliklerinin yanı sıra canlılığını devam 

ettirebilmesi de çok önemlidir. Bu nedenle de, asitlik ve safra tuzlarına olan direnci 
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çok önemlidir. Özellikle ağız yoluyla alınan probiyotikler bağırsaklara ulaşmadan 

önce midenin pH’ sı 1,5–3,0 olan asitli ortamından canlı olarak geçmesi 

gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik seçiminde ilk aranması gereken özellik 

suşların asit dirençliliğidir. Yapılan araştırmalarda probiyotik olarak kültürler 

arasında asit dirençliliği en zayıf olan bifidobakteriler olarak bilinmektedir [46]. 

Mide asitliğini geçen bakteriler daha sonra safra ile karşılaşmaktadırlar.  Safra 

organik (safra tuzları, kolesterol, fosfolipitler) ve inorganik (su, elektrolitler) 

bileşiklerin sulu bir karışımından oluşur. Safra, ya doğrudan safra kanalı yoluyla 

karaciğerden onikiparmak bağırsağına geçer ya da sindirim için hemen gereksinim 

yoksa safra kesesinde depolanabilir. Karaciğerde sentezlenen safra asitleri 

karaciğerden ayrılmadan önce bir molekül glisin ya da taurin amino asitleri ile 

konjuge edilir. Konjugasyon, safra asidinin karboksil grubu ile, eklenen bileşiğin 

amino grubu arasında oluşan amid bağı tarafından sağlanır. Oluşan bu yeni bileşik 

safra tuzları olarak adlandırılırlar. Bunlar, glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit, 

taurokolik asit ve taurokenodeoksikolik asit’ tir [47]. Safra asitlerinin konjuge olan 

ve olmayan formları özellikle mikroorganizmalar üzerinde antimikrobiyal etkiye 

sahiptir. Ancak bu etki gram pozitiflerde daha belirgin olarak görülmektedir [48].  

 

Probiyotiklerin bağırsak yüzeyine kolonize olup canlılığını devam ettirebilmesinin 

sağlayan diğer bir özellik ise polisakkarit üretimleridir. Laktobasiller ve 

bifidobakteriler de diğer birçok bakteri gibi farklı özelliklerde polisakkarit üretme 

yeteneğine sahiplerdir. Bu polisakkaritler hücresel konumlarına göre 

sınıflandırılırlar. Hücre duvarının dışına salgılanan polisakkaritlere ekzopolisakkarit 

ya da kısaca “EPS” adı verilir [49]. Hücresel lokasyonları, kimyasal ve fiziksel yapı 

özellikleri ile fonksiyonları esas alınarak mikrobiyal ekzopolisakkaritleri üç ana 

grup altında toplamak mümkündür. Bunlar; hücre yüzeyine kovalent bağlarla bağlı 

olan kapsüler polisakkaritler (CPS), hücre duvarının bir bileşeni olan polisakkaritler 

(LPS) ve dış çevreye salınan ya da hücre yüzeyi ile kovalent olmayan, gevşek 

bağlarla ilişkilenmiş polisakkaritlerdir (LAM) [50, 51]. CPS ve LPS genellikle 

üretici bakterilerin patojenitesini belirleyen yapılar olduğundan, tıbbi açıdan büyük 

önem taşımaktadır. LAM’ nin ise gıda endüstrisinde geniş bir kullanım alanı 

bulunmaktadır. Ancak laktik asit bakterileri gibi genel olarak güvenli “Generally 
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recognized as safe” (GRAS) şeklinde tanımlanan mikroorganizmalarda CPS ve 

LAM, üretiminde rol alarak, gıdalara arzu edilen özellikleri kazandırmaktadır [52-

54]. 

 

Bakterilerin oluşturdukları EPS, epitel doku ile bakteriler arasında (bağırsak 

florasında bulunan) gerçek bir bağ meydana getirir ve böylece EPS üretimine sahip 

suşların epitele yüksek kapasitede yapışma özelliğine sahip olacağı bildirilmektedir 

[55–57]. EPS’ ler ayrıca çeşitli ekosistemlerde kolonizasyonu kolaylaştıran 

biyofilmlerin oluşturulmasında da rol oynar. Hücre yüzey polisakkaritleri 

bakterilerin büyük çoğunluğu tarafından üretilmektedir. Bakteriyel EPS’ ler üretici 

mikroorganizma tarafından enerji kaynağı olarak kullanılmazlar. 

Mikroorganizmaların çevrelerine salgıladıkları EPS moleküllerinin, fagositoz ve faj 

ataklarına, organizmadan sitokinin salgılanmasına, antibiyotiklere ve toksik 

maddelere (toksik metal iyonları, sülfür dioksit, etanol gibi), ozmotik strese karşı, 

mikrobiyal hücreleri koruyucu görevi vardır. Organizmayı zararlı ortamdan korur 

[58, 59]. EPS bu özellikleri ile probiyotik olarak kullanılacak bakteriye florada daha 

fazla avantaj sağlayacaktır. EPS üreten laktik asit bakterileri yoğurt, peynir, tereyağı, 

kefir ve geleneksel fermente süt ürünlerinin üretiminde starter kültür suşları olarak 

kullanılmaktadırlar [56]. Starter kültürlerin EPS oluşturma yetenekleri, üretimde 

kullandıkları fermente süt ürünlerinin yapısal, aromatik ve reolojik özellikleri 

üzerinde belirgin bir şekilde etki etmektedir [57]. Bu polimerlerin bir diğer dikkate 

değer özelliği gıda sanayinde kıvam arttırıcı olmalarıdır [60]. EPS’ ler çeşitli 

fermente süt ürünlerinin üretiminde de teknolojik öneme sahiplerdir [61, 62].  

 

2.4. Bifidobakterilerin Probiyotik Önemi  

 
Bir bakterinin probiyotik olarak etki göstermesi için gerekli özellikler yukarıda 

probiyotik mikroorganizmaların karakteristikleri başlıklı konu içeriğinde 

anlatılmıştır. Tüm bu özellikler göz önüne alındığında bifidobakterilerin probiyotik 

açıdan önemi şu şekilde özetlenebilir; 

- Protein metabolizmasının iyileşmesi: Bifidobakteriler fosfoprotein fosfotaz 

aktivitesine sahip olduklarından insan sütünde bulunan α-kazeini parçalayabilmekte 



 21 

ve böylece süt proteinlerinin absorbsiyonuna katkıda bulunmaktadır [63]. 

 

- Antimikrobiyal etkileri: Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma gelişimini 

engelleyen, biyolojik kökenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanın 

çoğalmasını engelleyici “bakteriyostatik” veya “fungustatik” olabildikleri gibi; 

mikroorganizmanın ölümüne sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de 

olabilirler. Mikroorganizmalar tarafından üretilen, düşük moleküler ağırlıklı, organik 

doğal ürünlerdir [63- 65]. Bifidobakteriler tarafından üretilen bakteriyosinler 

antimikrobiyal maddeler arasındadır. Bifidin ve bifidosin olarak adlandırılan 

bakteriyosinlerin sırasıyla B. bifidum 1452 NCDO ve B. bifidum 1454 NCFB suşları 

tarafından üretildiği ve bunların Micrococcus, Listeria, Staphylacoccus, Bacillus, 

Leuconostoc, Lactobacillus, Enterecoccus gibi bazı bakterilere karşı antimikrobiyal 

etki gösterdikleri belirlenmiştir [66]. 

 

- İshal ve kabızlığı önlenmesi: Bifidobakteriler tarafından üretilen organik asitlerin 

bağırsağın peristaltik hareketini teşvik ettiği ve normal bağırsak hareketine yardımcı 

olduğu sanılmaktadır. Kabızlık çeken hastaların, bifidobakteri içeren süt ve 

ürünlerini tüketmeleri durumunda bağırsak hareketinde bir iyileşme olduğu ve 

dışkıda su miktarının arttığı gözlenmiştir  [63]. Bununla birlikte, antibiyotik 

kullanımı esnasında bağırsaklarda Clostridium’ ların artmasıyla Clostridium 

toksinine bağlı olarak ishal görülebilir. Yapılan araştırmalarda bifidobakterilerin 

Clostridium’ ları ve toksinini inhibe edebildiği gözlenmiştir. Ayrıca, endüstrileşmiş 

toplumlarda rotavirus başlıca akut ishal nedenidir. Akut viral ishallerde 

probiyotiklerin bozulan bağırsak florasının iyileştirilmesi yönündeki etkinliği 

bildirilmiştir. Etkinliği saptanan suşlar arasında L. rhamnosus GG, Lactobacillus 

reuteri, Lactobacillus casei ve Bifidobacterium lactis sayılabilir [67]. 

 

- Böbrek rahatsızlıklarını giderme: Bifidobakterilerin böbrek rahatsızlıklarını 

iyileştirme ve kan amonyak düzeyini azaltma nedenleri şunlardır; (i) bifidobakteriler 

tarafından amonyağın bir nitrojen kaynağı olarak kullanılması, (ii) amonyak ve amin 

üreten bakterilerin gelişiminin önlenmesi, (iii) bifidobakteriler tarafından üretilen 

organik asitlerle bağırsak pH’ sının düşmesiyle iyonik koşulların oluşması ve 
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amonyak düzeyinin azalması, (iv) bifidobakterilerin alifatik aminler, hidrojen sülfit 

veya nitritler oluşturamamasıdır [66]. 

 

- Bağışıklık sistemini aktifleştirme etkileri: Bifidobakterilerin değişik immunolojik 

fonksiyonlarının (i) mitojenik, (ii) makrofaj ve antikor üretimini teşvik etme ve (iii) 

antitümör etkilerinin olduğu bildirilmiştir [68]. 

 

- Laktoz kullanımın iyileşmesi: Laktoz intoleransı insanların ince bağırsağında β-

galaktozidaz veya laktaz enzimi yeterli miktarda bulunmadığından laktoz hidrolize 

olmamakta ve sonuçta karın ağrısı, kramp ve ishale neden olmaktadır. 

Bifidobakteriler β-galaktozidaz enzimini salgıladıklarından laktozun sindirilmesini 

iyileştirmektedir [29].  

 

- Antikanserojenik (antikanser) aktivite: Birçok in vitro ve hayvanlar üzerinde 

yapılan araştırmalar bifidobakterilerin antimutajenik ve antikanserojenik etkiye 

sahip oldukları ortaya konmuştur. B. longum kolon, böbrek ve göğüs kanserini 

teşvik eden ‘‘2-amino-3-metil-imidazol quinoline’’ (IQ)’ yu inhibe etmekte veya 

azaltmaktadır. Ayrıca B. longum, kolonda glukuronit konjugelerin hidrolizinden 

çoğunlukla sorumlu olan β-glukuronidaz aktivitesini azaltarak toksik ve 

kanserojenik maddelerin oluşmasını önlemektedir [69]. 

 

- Serum kolesterol düzeyinin azaltılması: Kan lipidlerinin düşürülmesi ve kalp 

hastalığı riskinin azaltılmasında rol oynadıkları düşünülmektedir. Laktobasiller ve 

bifidobakteriler ile yapılan çeşitli deneyler, bu bakterilerin belirli suşlarının, safra 

tuzları varlığında, kolesterolü asimile edebilme yeteneğine sahip olduğunu 

kanıtlamıştır [70]. 

 

- Vitamin metabolizmasının iyileştirilmesi: Yaşa bağlı olarak sağlıklı insanların 

bağırsak sisteminde baskın olarak bulunan bifidobakteriler, B1, B2, B6, B12 

vitaminleri ve ayrıca nikotinik asit ve folik asit üretmektedirler [71].  
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2.5. Bifidobakterilerin Epitel Yüzeye Tutunması 

 

2.5.1. Hemaglütinasyon (HA) kabiliyeti  

 

Hemaglütinasyon, bakterilerin epitel yüzeye tutunmasında etkili olabileceği 

düşünülen in vitro olarak hemen sonuç alınabilen bir yöntemdir. İnsan ve çeşitli 

hayvanların eritrositleri, bazı bakteri veya viruslarla birlikte bulundukları zaman bir 

kümeleşme gösterirler ki, bu olaya kanın aglütinasyonu anlamına gelen 

hemaglütinasyon (HA) adı verilmektedir. Yapılan araştırmalarda memeli epitel 

hücre reseptörleri ile eritrosit membran reseptörleri arasında benzerlik bulunmuştur 

[72]. Bu nedenle bakterilerin epitel yüzeye tutundurulması çalışmaları için ön 

denemelerin hemaglütinasyon çalışmaları ile gerçekleştirilebileceği düşünülmektedir 

[73].  

Bakterilerce meydana getirilen HA’ da, mikroorganizmaların etrafında bulunan 

pilusların (fimbria) önemli rolleri vardır. Bu strüktürler, aynı zamanda, bakterilerin 

çeşitli hücrelere tutunmasında ve bağlanmasında da etkin görev yaptığından, 

mikroorganizmaların kolonizasyonunda ve hastalık oluşturmalarında fonksiyonları 

vardır [73]. Bakterilerde fimbriya oluşumu, fimbriyal ve nonfimbriyal 

hemaglütinasyon özellikleri, hemaglütinasyon tipleri, eritrosit profilleri gibi 

özelliklerin araştırılmasında, bir yandan bilimsel bir merak, bir yandan da bakterilere 

ait epidemiyolojik bilgilerin genişletilmesiyle sağlık sorunlarıyla ilgili pratik 

yaklaşımlara olanak sağlanması gibi amaçlardan söz edilebilir. Bakteri fimbriyaları, 

farklı hücre tipleri arasında eritrositlere de tutunabilme ve böylelikle aglutine etme 

(HA) yetenekleriyle bakteri hemaglütininleri (fimbriyal hemaglütininler) arasında 

yer almaktadırlar [74]. Bu bağlamda, fimbriyaların varlıklarını ve yapışmada 

oynadıkları rolü göstermeye yönelik in vitro araştırmalarda kullanılan yöntemlerden 

biri de bakterilerin HA yeteneklerinin gösterilmesine dayanmaktadır [74, 75].  

Birçok enteropatojenik bakterinin, bağırsak bölgelerindeki kolonizasyonu, fimbrial 

yapışmayla gerçekleşmekte ve çoğunlukta fimbrial yapışma, lektin aktivitesi gibi 

davranarak epitel hücrelerindeki gliko-bağlama reseptörlerine bağlanmaktadır. Bu 
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gibi çalışmaların çoğunda bakterilerin eritrositleri aglutine etme yeteneği model 

alınarak bakterilerin kendi konakları ile olan etkileşimleri incelenmektedir [76]. 

 

2.5.2. Epitel yüzeye tutunmanın önemi 

 
Bağırsak mukozasına tutunma kolonizasyon için önemlidir ve probiyotik 

mikroorganizmaların seçiminde gerekli olan kriterlerden biridir [77]. Probiyotik 

bakterilerin tutunması onların bağırsak sisteminde uzun süre kalabilmesi ve 

taşıdıkları yararlı özellikleri gösterebilmeleri için gereklidir [78]. Probiyotik 

mikroorganizmaların tutunması ile patojenlerin kolonizasyonunun azaltıldığı, 

immün sistemin modüle edildiği ve zarar gören mukozanın iyileşmesinde artış 

görüldüğü bilinmektedir [79, 80]. Probiyotik kültürlerin bağırsağa ulaşması halinde, 

peristaltik hareketler ile bağırsaktan kayıp gitmemesi için bağırsak lümenini örten 

mukus tabakasına ve epitel hücrelerine yapışması gerekmektedir. Bu durum, 

enteropatojenlere karşı antogonistik etki göstermesi için gereklidir [81- 83].  

 

2.5.3. Tutunma mekanizması 

 
Son yıllarda araştırmacılar tarafından, bazı Lactobacillus ve Bifidobacterium 

bakterilerinin epitel yüzeye tutunma mekanizması araştırılmıştır. Araştırmacılar ilk 

olarak, Bifidobacterium bifidum subsp. pennsylvanicum’ un lipoteikoik asitinin insan 

kolon epiteline kolayca bağlanıp ayrılabileceğini keşfetmişlerdir [84]. Ancak, 

yapılan araştırmalar sonucunda Lactobacillus ve Bifidobacterium bakterilerinin 

epitel yüzeye tutunmasının mekanizması tam olarak açıklanamamıştır. Buna karşın, 

birçok infeksiyon hastalık ve virulanslarla ilişkisi olan patojen mikroorganizmaların 

epitel yüzeye tutunması ile ilgili çok fazla araştırma bulunmaktadır. Patojen 

mikroorganizmaların fimbrial adezinleri sıklıkla lektin benzeri aktiviteye ve 

epitelyum glukokonjugat reseptörlerine bağlanabilme özelliğine sahiptir [84, 85]. 

Patojenik bakterilerle ilgili olarak son zamanlarda yapılan çalışmalarda bu tutunma 

mekanizmasından başka bir tip daha keşfedilmiştir. Çoğu patojenik bakteriler 

fibronektin, proteoglikanlar, laminin, kollojenler ve ekstrasellüler matriks 

moleküllerine benzer yüzey bileşenlerine sahiptir. Bu bileşenler sayesinde epitel 

yüzeye ve mukozaya tutunabilmektedirler [84–87]. 
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Probiyotik bakterilerin epitel yüzeye yapışma çalışmalarında birçok araştırmacının 

odak noktası bakteriyel adezinler ve reseptörler olmuştur. Bununla birlikte, 

araştırmacılar göstermişlerdir ki, tutunma bakterilerin yüzey ile etkileşimleri sonucu 

gerçekleşmektedir [88]. Yapılan araştırmalar sonucunda tutunmayı gerçekleştiren 

yüzey yapıları belirlenmiştir. Bu yapılar hücre duvarı yüzeyinde yer alan asidik 

mukopolisakkaritler [89], karbonhidrat kapsül polimerleri, glikoproteinler ve 

karbonhidratlar, karbonhidrat kombinasyonları ve ‘‘proteinaceous’’ faktördür [90]. 

 

Bifidobakterilerin epitel yüzeylere yapışmasında ‘‘proteinaceous’’ olarak 

adlandırılan bir protein bileşiğin aracılık ettiği bulunmuştur. Bu nedenle 

bifidobakterilerin epitel yüzeylere yapışma mekanizması laktobasillerdan farklılık 

göstermektedir. Bifidobakterilerin yapışkan-benzeri proteinlerinin türe özgü olduğu 

gösterilmiştir [88]. Genellikle, bifidobakterilerin bağırsak bölgesinde hücreye 

tutunması bakterilerin kolonizasyonu ve proliferasyonu için ön koşuldur [81]. 

Bifidobakteri suşlarının kolon yüzeyine tutunması, epitelin altına tutunarak veya 

mukusa bağlanarak gerçekleşmektedir. Hücre adezyonu yüzey ile hücre arasında 

gerçekleşen çok adımlı bir süreçtir. Bu süreci hücre membranının yapısı ve bileşimi 

ile yüzey etkileşimi belirlemektedir [88]. 

 

2.5.4. Tutunmada kullanılan doku kültürleri 

 

Probiyotiklerin bağırsak bölgesine tutunması ve kolonizasyonu ile ilgili yapılan 

çalışmalarda in vivo deneylerde karşılaşılan zorluklar nedeniyle genellikle in vitro 

denemeler yapılmıştır. Bu deneylerde genellikle in vitro koşullarda üretilebilen 

Caco–2, HT–29 ve HT29-MTX hücreleri kullanılmaktadır. Bu hücre modellerinin 

avantajı, in vitro ortamda morfolojik ve işlevsel farklılaşma göstermeleridir. Ayrıca 

bu hücre tabakaları, polarizasyon, fonksiyonel fırça kenar ve bağırsak hidrolazlarını 

içeren olgun enterosit karakterlerini de gösterirler [79]. 

   

Özellikle insanda, in vivo olarak bakteriyel yapışma çalışmaları sırasında 

karşılaşılabilecek zorluklar nedeniyle, insan bağırsak hücrelerine bakteriyel yapışma 
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için in vitro model sistemi geliştirilmiştir. Araştırıcılar tarafından, insan bağırsak 

epitelinde bulunan çeşitli tipteki hücrelerin özelliklerine sahip, insan adeno 

carcinoma (Caco–2) hücrelerini izole edilmiştir. Bakteriyel çalışmaların birçoğunda 

bu hücreler kullanılmaktadır. Caco–2 hücreleri normal ince bağırsak villus 

hücrelerinin özelliklerine sahip olduğu için, Salmonella typhimurium, Listeria 

monocytogenes, enteropatojenik ve enterotoksijenik E. coli ve Vibrio cholerae ile 

yapılan yapışmaya yönelik çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Caco–2 

hücreleri yalnızca normal mikroorganizmaların yapışma mekanizmasıyla ilgili 

çalışmalarda değil aynı zamanda bu bakterilerin patojenler ile aynı ekosistem için 

nasıl rekabete girebildiklerini gösteren çalışmalarda da kullanılmaktadır [80–82]. 

 

2.6. Prebiyotikler  

 

Probiyotik olarak isimlendirilen bakterilerin selektif olarak büyüme ve gelişmesini 

sağlayan, aktivitelerini arttıran sindirilemeyen karbonhidrat bileşlenlerine prebiyotik 

adı verilmektedir. Bir disakkarit olan laktuloz, inulin, oligosakkaritler (maltoz, soya, 

ksiloz), oligofruktoz ve galaktoz içeren galaktooligosakkaritler (kurubaklagiller) 

prebiyotikler sınıfına girmektedirler [91]. Prebiyotikler başlıca oligosakkaridler olup 

bağırsak sisteminde bir veya sınırlı sayıdaki bakterilerin gelişimini veya aktivitesini 

teşvik ederek, insan ve hayvan sağlığını olumlu yönde etkileyen gıda bileşenleridir. 

Bir gıda bileşeninin prebiyotik olarak adlandırılması için bağırsak sisteminin üst 

kısmında hidrolize ve absorbe olmamalı, bağırsakta bulunan yararlı bakterilerden 

tarafından kullanılabilmeli, sağlığı iyileştirici yönde bağırsak florasını 

değiştirebilmeli, insan ve hayvan sağlığını olumlu yönde etkilemelidir [92]. 

Bağırsak sisteminde bifidobakterilerin gelişiminin artırılması, çok spesifik 

karbonhidratlarla sağlanabilmektedir [29]. Prebiyotikler inulin, frukto- ve 

galaktosakkarit gibi kısa zincirli karbonhidratlardır ve kolon bakterileri için substrat 

görevi görürler. İn vitro olarak yapılan çalışmalarda prebiyotikler olarak kullanılan 

oligofruktoz ve inulin, kolondaki yararlı mikroflora (Lactobacillus, Bifidobacterium 

gibi) tarafından selektif olarak kullanılırken, toksin üreten Clostridium’ lar, 

proteolitik Bacteriodes’ ler ve toksijenik E. coli gibi potansiyel patojen 

mikroorganizmaların çoğalmasını engellemektedir [93, 94].  
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Prebiyotikler üzerine yapılan çalışmalarda genellikle inulin kullanılmaktadır. İnulin 

doğada yaygın olarak bitkilerin depo karbonhidratı formunda bulunan ve fruktoz 

polimerlerinin heterojen karışımına verilen isimdir. İnulinin polimerizasyon derecesi 

oldukça yüksektir. Polimerizasyon derecesi düşük olanlara ise fruktooligosakkarit ya 

da oligofruktoz adı verilmektedir [92]. Bifidobakteriler tarafından fermente edilen 

frukto-oligosakkaritler, E. coli ve C. perfringens tarafından fermente 

edilememektedir [94]. Bu nedenle, birçok özelliğinden yararlanılmak istenen 

bifidobakterilerin kullanımının yanı sıra prebiyotikler ile birlikte kullanılması 

önerilmektedir. Bu şekilde, probiyotiklerin ve prebiyotiklerin birlikte kullanılmasına 

sinbiyotik adı verilmektedir. Günümüzde çoğu süt ve süt ürünleri sinbiyotik 

bileşimleri içermektedir [95]. 

 

2.6.1. Prebiyotik uygulamaları 

 

Son yıllarda yapılan araştırmalarda bifidobakterilerin gelişimini teşvik eden inulin 

ve oligofruktozun bağırsak hastalıkları ve bozuklukları üzerine etkileri 

araştırılmıştır. Birçok çalışmada prebiyotikler bağırsak florasının metabolik 

fonksiyonlarını geliştirmek için kullanılmıştır. Örneğin, in vivo olarak 

gerçekleştirilen çalışmalarda inülinin Ca absorbsiyonunu geliştirmesiyle ilgili birçok 

veri toplanmıştır. Bununla birlikte hayvan denemelerinde oligofruktozun 

fermentasyonu ile karaciğer metabolizmasında iyileşmenin meydana geldiği ve 

metabolik fonksiyonlarla ilgili disfonksiyonların önlenebileceği sonucuna varılmıştır 

[97]. Rowland ve ark. tarafından (1997) ratlar üzerinde yapılan bir çalışmada B. 

longum ve inulin kullanılarak kolon yaralarında iyileşme tespit edilmiştir [69]. 

Ayrıca, Osman ve ark. tarafından (2006) yapılan bir çalışmada önceden kolit 

oluşturulan deney hayvanları, 7 gün süreyle iki bifidobakteri türü ve bunlarla birlikte 

belirli oranlarda hazırlanmış olan inulin ve oligofruktoz, çeşitli kombinasyonlar 

oluşturularak beslenmiştir. 7 gün sonrasında deney hayvanlarının kolit oluşturulan 

bölgesinden alınan örneklerde yara iyileşmesine etki eden bazı fizyolojik 

parametreler incelenmiştir. Elde edilen verilere göre kolit oluşturulan bölgede 

önemli bir oranda iyileşme gözlenmiştir [98]. 
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3. MATERYAL ve METOT 

 
3.1. Materyal 

 
3.1.1. Materyal örnekleri 

 
Araştırmada kullanılan dışkı ve anne sütü örnekleri yeni doğum yapmış anne ve yeni 

doğan bebeklerinden olmak üzere toplam 2 anne ve 2 erkek bebekten temin 

edilmiştir. Doğumdan sonra 1. günden itibaren 6. aya kadar geçen süreçte belirli 

aralıklarla alınan örneklerden bakteri izolasyonları yapılmıştır.  

 

3.1.2. Araştırmada kullanılan besiyerleri 

 

Bebek dışkısından ve anne sütünden bakteri izolasyonlarında Bifidobacterium seçici 

besiyeri (BSM-Bifidobacterium Selective Medium, Fluka) ve mupirosin (Oxoid) 

adlı antibiyotik kullanılmıştır. BSM besiyeri içerisinde küflerin, enterokokların ve 

gram negatif bakterilerin gelişimini inhibe edici tuzlar bulunmaktadır. Aynı 

zamanda içerisindeki diğer bileşiklerle mantar ve streptokoklarda bulunan 

gliseraldehit–3-fosfat dehidrojenaz enzimi baskılanarak glikoziz inhibisyonu 

sağlanmaktadır. BSM besiyeri aynı zamanda BSM supplementi ile birlikte de 

kullanılabilmektedir. Bu suplement içerisinde bulunan üç antibiyotik Pseudomonas, 

Enterobactericea ve Bacilli gibi birlikte bulunan bakteriyal florayı inhibe 

etmektedir. Ayrıca, kullanılan mupirosin de geniş spektrumlu olup, metisiline 

dirençli suşlar da dâhil olmak üzere Staphylococcus aureus ve diğer stafilokoklar ile 

streptokoklara karşı etkindir [99].  

 

Araştırmada kullanılan Bifidobacterium selective medium (BSM) sıvı besiyeri 

içeriğinde yer alan maddeler Çizelge 3.1’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 3.1. Bifidobacterium selective medium (BSM) sıvı besiyeri 
 

Maddeler           g/L Maddeler           g/L 

Pepton    10,00 Lityum klorit           2,00 

Meet Ekstrakt 10,00 Sodyum propiyonat           3,00 

Yeast Ekstrakt         3,00 Sodyum klorit           5,00 

Glikoz   5,00 Sistein hidroklorit           0,50 

Sodyum asetat   3,00 Starch           1,00 

 

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml tamamlanıp, pH’ sı 6,8 ± 0,2’ ye 

ayarlanmıştır. Daha sonra 121 oC’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir. Katı besiyeri 

elde etmek için sıvı besiyerine % 1,5 g agar ilave edilmiştir. Antibiyotik, besiyeri 

sıcaklığı 45–50 oC’ ye kadar soğutulduktan sonra, 200 u/L oranında ilave edilmiştir.  

 
Araştırmada kullanılan Man Rogosa ve Sharp (MRS) sıvı besiyeri içeriğinde yer 

alan maddeler Çizelge 3.2’de gösterilmiştir. 

 
Çizelge 3.2. Man Rogosa ve Sharpe (MRS) sıvı besiyeri  

 
Maddeler g/L Maddeler   g/L 

Pepton    10,00 Tri Amonyum Sitrat 2,00 

Beef Ekstrakt 10,00 MgSO4 . 7H2O 0,20 

Yeast Ekstrakt 5,00 MnSO4 . 4H2O 0,05 

Glikoz 20,00 Na2HPO4 2,00 

Na-Asetat . 3H2O 5,00 Tween 80  1 ml 

 

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmıştır. pH’ sı 6,8 ± 0,2’ ye 

ayarlanmıştır. Katı besiyeri hazırlamak için besiyerine % 1,5 oranında agar ilave 

edilmiştir. Besiyeri 121˚C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir. 

 

Araştırmada kullanılan Sisteinli-MRS sıvı besiyerinin hazırlanmasında Çizelge 3.1.’ 

de verilen MRS besiyeri hazırlandıktan sonra 2,00 g/L olacak şekilde L-sistein ilave 

edilmiş ve 1000 ml’ ye distile su ile tamamlanmıştır (pH 6,8 ± 0,2).  
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Araştırmada E. coli ATCC 11229 suşu ile yapılan çalışmalarda kullanılan nutrient 

sıvı besiyeri içeriğinde yer alan maddeler Çizelge 3.3’ de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. Nutrient sıvı besiyeri  
 

Maddeler g/L 
Pepton 5,0 
Yeast Ekstrakt 2,0 
Sodyum  klorid                            5,0 

 

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmıştır (pH 6,8 ± 0,2). Katı 

besiyeri hazırlamak için besiyerine % 1,5 oranında agar ilave edilmiştir. Besiyeri 

121 oC’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir.  

 

Araştırmada kullanılan PBS Tamponu içeriğinde yer alan maddeler Çizelge 3.4’ de 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 3.4. Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu 
 

Maddeler g/L 

NaCl     8,00 

K2HPO4           1,21 

KH2 PO4                                                      0,34 

 

Maddeler tartılıp distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanır. pH 6,2 ± 0,2’ ye 0,01 N HCl 

ve 0,01 N NaOH ile ayarlanmıştır, 121 oC’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir. 

 

Epitel yüzeye tutunma çalışmasında kullanılan mide suyunun içeriği Çizelge 3.5’ de 

verilmiştir. Bağırsak sıvısının hazırlanmasında ise 0,15 g safra 100 ml’ lik distile 

suda çözülür ve pH’ sı 5 N NaOH ile 7,0 ve 8,0’ e ayarlanır. Bağırsak sıvısı filtreden 

geçirilerek steril edilmiştir. 
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Çizelge 3.5. Mide suyu içeriği 
 

Maddeler Miktar 

NaCl     125 mM 

KCl 7 mM 

NaCO3 45 mM 

Pepsin 3 mg/ml 

 

Tüm maddeler tartılıp toplam hacim 1000 ml olacak şekilde sulandırıldıktan sonra 

pH’ ları 180 mM HCl ile 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0’ ye ayarlanarak, 121 oC’ de 15 dk. 

otoklavda steril edilmiştir. 

 

3.1.3. Bakterilerin aktifleştirilmesi ve gelişme ortamları 

 

Bifidobakterilerin geliştirilmesi ve aktifleştirilmesinde Sisteinli-MRS besiyeri 

kullanılmıştır. Ayrıca tüm deneysel çalışmalar, anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar) 

içerisinde 37 ± 1°C’ de 24–72 saat, ortama % 10 CO2 salınımını sağlayan anaerobik 

kit kullanılarak (Oxoid, Anaerobic generating kit), geliştirilmiş ve tüm çalışmalarda 

iki kere aktifleştirilmiş kültürler kullanılmıştır [100].  

 

3.1.4. Araştırmada kullanılan test bakterileri 

 

Araştırmada antimikrobiyal aktivite ve epitel yüzeye tutunma çalışmalarında test 

bakterisi olarak kullanılan Escherichia coli ATCC 11229 suşu Refik Saydam 

Hıfzısıhha Merkez Başkanlığı Kültür Koleksiyonu’ dan temin edilmiştir. Bakteri 

nutrient sıvı besiyerinde 24 saat inkübe edilerek aktifleştirilmiştir.  

 

Araştırmada Fruktoz–6-fosfat fosfoketolaz enzim (F6FFK) testi için test bakterisi 

olarak Lactobacillus delbruckii spp. bulgaricus ATCC 11842 (ATCC, USA) suşu 

kullanılmıştır. Diğer tüm çalışmalarda Bifidobacterium breve DSMZ 20213, 

Bifidobacterium bifidum DSMZ 20456, B. pseudocatenulatum DSMZ 20438, B. 

longum DSMZ 20088 (DSMZ, German) suşları kullanılmıştır.  
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3.2. Metot 

 

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu 

 
Yeni doğan bebeklerden ve annelerinden, sağlık durumlarına göre belirli 

periyodlarla dışkı ve süt örnekleri temin edilmiştir. Anne sütü örneklerinin alınacağı 

bölge önceden dezenfektanlarla silinerek dışarıdan herhangi bir bulaş olması 

engellenmiştir. Süt ve dışkı örnekleri önceden steril edilmiş efendorf tüplerine 

alınmış ve en kısa sürede laboratuvara ulaştırılmıştır. Daha sonra, örneklerin 

seyreltilme işlemi steril fosfat tamponu (PBS) ile 10-1’ den 10-6’ ya kadar yapılmıştır. 

Seyreltilerden bifidobakterilerin izolasyonu için 0,1 ml alınarak BSM agara inoküle 

edilip, steril şartlarda drigalski spatülü ile homojen bir şekilde yayılmıştır. 

Mikroorganizmaların gelişmesi için 37 ± 1 °C' de 72 saat % 10 CO2 içeren ortamda 

inkübasyona bırakılmıştır [100, 101].  

 

İnkübasyon sonunda BSM agarda üreyen bakterilerin koloni morfolojileri 

incelenmiştir. İncelemeler besiyerinde 2 farklı koloni tespit edilmiştir. Morfolojisi 

farklı olan kolonilerden örnek alınarak sisteinli-MRS besiortamlarında 

aktifleştirilmiştir. Aktifleştirilen izolatların tanımlamalarının yapılmasında ve 

çalışmalarda kullanılmak üzere stokları hazırlanmıştır.  

 

3.2.2. Bakterilerin muhafaza edilmesi 

 
Ependorf tüplerine 0,3 ml gliserol (Merck) konularak, 121 ˚C’ de 15 dk otoklavda 

steril edilmiştir. Bakteriler uygun sıvı besiyerinde iki kez ard arda aktifleştirilmiştir. 

Aktifleştirilen kültürlerden 0,6 ml gliserol içeren steril ependorflara ilave edilerek, -

85 oC’ de muhafaza edilmiştir. Muhafazaya alınan stoklar iki ayda bir yenilenmiştir 

[102].  

 

3.2.3. Dışkı ve anne sütü örneklerinden izole edilen bakterilerin tanımlanması 

 
Dışkı ve anne sütü örneklerinden izole edilen, stokları hazırlanmış olan bakterilerin 

BSM besiyerine çizgi ekimleri yapılarak 37 oC’ de 72 saat süreyle inkübasyona 
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bırakılmıştır. İnkübasyon sonucunda izolatlar tarafından oluşturulan koloni 

morfolojileri incelenmiştir (Bkz. Resim 4.1). Ayrıca, izolatların gram boyamaları 

yapılmış ve bütün izolatların gram (+) oldukları görülmüştür. İzole edilen 

bakterilerin besiyerindeki koloni morfolojilerinin ve gram boyama sonuçlarının, 

Bifidobacterium cinsine ait türlere benzer şekilde olduğu görülmüştür [9]. 

Bifidobacterium cinsine ait olduğu düşünülen izolatlar daha sonra bifidobakterilerin 

belirlenmesinde kullanılan fruktoz–6-fosfat fosfoketolaz enzim testi yapılarak, 

fruktoz–6-fosfat fosfoketolaz enzim varlığı açısından pozitif olup olmadıkları 

değerlendirilmiştir. 

 

Fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz  (F6FFK) enzimi aktivitesi  

 
Bibiloni (2000) tarafından kullanılan metot bazı değişikler yapılarak kullanılmıştır 

[101]. İzolatların aktif kültürlerinin optikal yoğunluk (OD) değerleri 600 nm dalga 

boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U–1800) 0,600’a ayarlanmıştır 

(OD
600

nm =~0,600) 1 ml’ lik aktif kültür 4000 rpm’ de 4 dk. santrifüj edilmiştir. % 

0,05 sistein hidroklorid (pH 6,5) içeren 1 ml fosfat tamponu (0,05 M KH2PO4) ile 

yıkanıp, 200 µl % 0,05 sistein hidroklorid (pH 6,5) ve % 0,25 Triton X–100 içeren 1 

ml fosfat tamponu süspanse edilmiştir. Daha sonra 6 mg/ml sodyum florid ve 10 

mg/ml sodyum iyodasetat karışımından ve 80 mg/ml fruktoz–6-fosfattan eklenerek 

60 dk. inkübe edilmiştir. 13,9 g/100 ml hidroksilamin hidrokloritten 300 µl 

eklenerek 10 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. % 15 trikloroasetik asit, 4 M 

hidroklorik asit ve % 5 FeCl3. 6 H2O’ dan eklenerek renk değişimi gözlenmiştir. 

Eğer izolatlar, standart bifidobakteri suşlarında olduğu gibi menekşe renginde 

gözlenirse test pozitif, laktobasil suşunda olduğu gibi sarı renkli gözlenirse test 

negatif olarak değerlendirilmiştir (Bkz. Resim 4.2). 

 

Bifidobacterium cinsine ait olduğu düşünülen izolatların tür düzeyinde 

tanımlamaları için çeşitli fizyolojik ve biyokimyasal testlerden yaralanılmıştır. 

Bakterilerin morfolojileri (şekil ve formlanış), hareket durumları, spor oluşturma 

durumları ve gram boyamaya karşı reaksiyonları incelenmiştir. Bunlara ilave olarak, 

bakterilerin sıvı besiyerindeki üreme durumu, katı besiyerindeki koloni şekli ve 



 34 

yapıları da incelenmiştir. İzolatların katalaz reaksiyonları, glikozdan gaz oluşturma 

durumları, indol reaksiyonları, jelatin ve arjinin hidrolizi reaksiyonları da 

incelenmiştir [103]. 

 

Şeker testleri 

 
İzolatların riboz, laktoz, salisin, melibiyoz, melizitoz, ksiloz, rafinoz, sellobiyoz, 

maltoz, mannitol, sorbitol, glikoz, galaktoz, arabinoz, mannoz, trehaloz, sükroz gibi 

şekerleri içeren besiyerlerinde şeker kullanımları test edilmiştir. 

 

Şeker testleri için, sıvı MRS’ den karbonhidrat kaynağı olarak dekstroz çıkarılmış ve 

% 0,04 g bromkresol purpur indikatörü ilave edilerek stok besiyeri hazırlanmıştır. 

Hangi şekerin testi yapılacaksa o şekerden % 2 oranında hazırlanmış ve 0,2 µm' lik 

filtre kağıdı kullanılarak, mikrofiltrasyon yolu ile steril edilmiştir. Stok şekerlerden 

% 1 oranında besiyerine ilave edilmiştir. Yoğunluğu eşit olarak ayalanmış (OD600 

nm =~0,600) olan aktif kültürlerden şekerli besiyerlerine % 1 oranında inoküle 

edilerek 37 ± 1 °C' de 48 saat % 10 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda şekeri fermente etme durumlarına göre (+/-) sonuçlar 

değerlendirilmiştir [104, 105]. 

 

Ayrıca, suşların şeker testlerine dayalı Analitik Profil İndeks (API, Biomérieux, 

Fransa) analizi yapılmıştır. Analizleri, API 20 A(Biomérieux, France) kiti 

kullanılarak yapılmıştır. 

 

Fizyolojik ve biyokimyasal testler 

 
Katalaz testi 

 
Katalaz enziminin ortamdaki hidrojen peroksiti, su ve oksijene ayrıştırdığı 

bilindiğinden bakteriler iki kez ard arda 5 ml’ lik steril sisteinli-MRS sıvı 

besiyerinde uygun koşullarda aktifleştirilmiştir. İnkübasyon sonrasında aktif 

kültürlerden 1 ml alınarak tüp içerisine konulmuştur ve üzerine de % 30’ luk H2O2 

ilave edilmiştir. Sonuçlar kabarcık oluşumuna göre değerlendirilmiştir. Bu test için 
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Staphylococcus aureus pozitif kontrol olarak kullanılmıştır [106].  

 

Arjinin hidrolizi 

 
Maddeler tartılıp hacim distile edilmiş su ile 1000 ml’ ye tamamlanmıştır. Katı 

besiyeri hazırlamak için besiyerine % 1,5 oranında agar ilave edilmiştir. Besiyeri 

121 oC’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir. İki kez aktifleştirilen kültürlerden iğne 

öze ile ekim yapılarak,  37 ± 1 °C' de 48 saat % 10 CO2 içeren ortamda inkübasyona 

bırakılmıştır. Sonuçlar inkübasyon sonunda renk değişimine göre 

değerlendirilmiştir. Pseudomonas aeruginosa pozitif test bakterisi olarak 

kullanılmıştır. 

 

Maddeler   g/L      

Pepton    1 

NaCl     5 

K2HPO4   0,3 

Fenol Red   0,01 

Arjinin    10 

 

Jelatin hidrolizi 

 
% 10 oranında jelatin içeren sisteinli-MRS besiyeri hazırlanıp, 121 oC’ de 15 dk. 

otoklavda steril edilmiştir. Her bir tüpe aktif bakteri kültürlerinden ekim yapılarak 

37±1 °C' de 48 saat % 10 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda besiyerinin sıvılaşma durumuna göre sonuçlar pozitif veya negatif olarak 

değerlendirilmiştir. Pseudomonas aeruginosa pozitif test bakterisi olarak 

kullanılmıştır. 

 

İndol reaksiyonu 

 
Maddeler    g/mL      

Pepton veya pankreatik kazein 1 

NaCl     5 ;  pH; 7,2 
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Yukarıdaki maddeler ile hazırlanan besiyeri 121 oC’ de 15 dk. otoklavda steril 

edilmiştir. Her bir tüpe aktif bakteri kültürlerinden ekim yapılarak 37 ± 1 °C' de 48 

saat % 10 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda her 

bir tüpün üzerine 1-2 damla kovaks ayıracı damlatılarak renkli halka oluşumuna 

göre sonuçlar pozitif veya negatif olarak değerlendirilmiştir. İndol oluşumunda 

pozitif test bakterisi olarak E. coli kullanılmıştır.   

 

Glikozdan gaz çıkışı 

 
Bu test için, hazırlanan sisteinli-MRS sıvı besiyeri, durhaym tüpü içeren test 

tüplerine 5 ml olarak dağıtılmıştır ve 121 oC’ de 15 dk. otoklavda steril edilmiştir. 

Daha önceden aktifleştirilmiş olan kültürlerden % 1 oranında besiyerine inoküle 

edilerek, 37±1 °C' de 48 saat % 10 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda deney tüpleri incelenmiş ve oluşturmuş olabilecekleri gazlar 

(H2 ve CO2) durhaym tüplerinde incelenmiştir. 

 

3.2.4. Bifidobakterilerin asit dirençliliğinin belirlenmesi 

 

Bifidobakterilerin asit dirençliliklerinin belirlenmesinde Chung ve ark. (1999), Succi 

ve ark. (2005) ve Jiang ve ark. (2007) tarafından bildirilen yöntemler modifiye 

edilerek kullanılmıştır [107–109]. Probiyotiklerin midenin yüksek asitli ortamından 

geçerek bağırsaklara ulaşabilme yeteneğini belirlemek için mide sıvısı koşullarına 

benzer bir ortam oluşturulmaya çalışılmıştır. Bu amaçla sisteinli-MRS besiyerinin 

pH’ sı sterilizasyondan önce 1 N HCl kullanılarak 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 ve 6,2’ ye 

(kontrol) ayarlanmış, sterilizasyondan sonra 0,45 µm’ lik filtre ile süzülerek sterilize 

edilmiş pepsin (Sigma) çözeltisi son konsantrasyon 1000 U/ml olacak şekilde 

besiyerine katılmıştır. İzolatların aktif kültürlerinin optikal yoğunluk (OD) değerleri 

600 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U–1800) 0,600’ a 

ayarlanıp (OD600 nm=~0,600), pH’ ları belirli olan besiortamlarına % 1 oranında 

ekilerek, 37 ± 1 0C’ de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda hücre 

konsantrasyonu spektrofotometrede 600 nm’ de ölçülmüştür. 
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3.2.5. Bifidobakterilerin safraya toleransının belirlenmesi 

 
Bifidobakterilerin safra toleransının belirlenmesinde de asitlik direncinin 

belirlenmesine benzer olarak gerçekleştirilmiş olup, burada kullanılan sisteinli-MRS 

besiyeri steril edildikten sonra safra konsantrasyonu % 0,15; % 0,2; % 0,3 ve % 0,40 

olacak şekilde filtreden geçirilerek safra (Sigma) ilave edilmiştir [107–109]. Suşların 

aktif kültürlerinin optikal yoğunluk (OD) değerleri 600 nm dalga boyundaki 

spektrofotometrede (Digilab Hitachi U–1800) 0,600’ a ayarlanıp (OD600 nm = 

~0,600), safra konsantrasyonları belirlenmiş olan sisteinli-MRS besiyerine ekilerek 

37 ± 1 0C’ de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda hücre konsantrasyonu 

spektrofotometrede 600 nm’ de ölçülmüştür. 

 

3.2.6. Bifidobakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) üretiminin belirlenmesi 

 
Bifidobakterilerin EPS üretim miktarlarının belirlenmesinde Valerie ve ark. (1999)’ 

nın metodu kullanılmıştır [110]. İzolatların OD600 nm =~0,600 olan aktif 

kültürlerinden sisteinli-MRS sıvı besiyerine % 2 oranında inoküle edilerek, 37 ± 1 

°C’ de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda örneklerden 1 ml’ lik 

miktarlar ependorf tüplerine alınarak, 96 ºC ’de 10–15 dk. kaynatıldıktan sonra oda 

sıcaklığına gelinceye kadar soğutulmuştur. 1 ml örnek üzerine % 85’ lik TCA ilave 

edilerek, 13,000 rpm’ de 25 dk. santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmının üzerine 

eşit hacimde etanol eklenmiş ve tekrar santrifüjlenerek pelletler elde edilmiştir. 

Pelletlerin üzerine ikinci kez etanol eklenmiş ve çözülmesi sağlanmıştır. Etanol 

içerisindeki örnekler santrifüjlenerek presipite edilmiştir. Presipite olan örnekler 1 

ml distile suda çözülmüştür. Çalışmanın devamında, EPS üretim miktarlarının 

belirlenmesi için Dubois ve ark. (1956)’ nın Fenol-Sülfürik asit metodu 

uygulanmıştır [111].  

 

Fenol- Sülfürik asit metodu; 

 
Örneklerin üzerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml saf sülfürik asit eklenerek, 10 dk. 

oda sıcaklığında bekletildikten sonra iyice karıştırılmıştır. Karıştırılan örnekler 30 
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oC’ de 15–20 dk. bekletildikten sonra, optik yoğunlukları 490 nm’ de 

spektrofotometrik (Digilab Hitachi U–1800) olarak ölçülmüştür.  

 

EPS üretim miktarlarını belirlemek için 5–100 mg/L arasında değişen oranlarda 

glikoz kullanılarak standart bir eğri çıkarılmıştır. Bu standarda göre örneklerin EPS 

miktarları mg/L olarak belirlenmiştir. 

 

3.2.7. Bifidobakterilerin Escherichia coli üzerindeki inhibisyon etkisi 

 
İki kere ard arda aktifleştirilen kültürler optikal yoğunluk (OD) değerleri 600 nm 

dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U–1800) 0,600’ a 

ayarlandıktan sonra steril besiyerine aktarılıp, 37 ± 1 0C’ de 48 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında kültürler 5000 rpm’ de 15 dk. santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant steril şartlar altında 0,45 µm’ lik disposible filtre ile mikrofiltrasyon 

yolu ile steril edilmiştir.  

 

İnhibisyon zonunun tespiti için test bakterisi olarak E. coli ATCC 11229 suşu 

kullanılmıştır. Test bakterisini nutrient sıvı besiyerinde aktifleştirilmiştir. Test 

bakterisi uygun inkübasyon sıcaklıklarında geliştirilmiş 24 saatlik aktif kültürlerden 

steril plaklara 50 µl aktarılmıştır. Bu işlemden sonra daha önceden hazırlanıp, 121 

˚C’ de 15 dk otoklavda steril edilmiş olan ve yaklaşık olarak 50 ˚C’ ye kadar 

soğutulmuş olan nutrient katı besiyerinden 20 ml ilave edilmiştir. Daha sonra katı 

besiyeri üzerinde açılan kuyulara bifidobakteri suşlarının süpernatantından ilave 

edilmiş ve uygun inkübasyon sıcaklıklarında 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda kuyu çevresinde oluşan zonların çapı kumpas ile ölçülmüştür 

[112].  

 

3.2.8. Bifidobakterilerin tutunma testleri 

 

Hemaglütinasyon (HA) testi 

 

Aktif kültürlerin hücre yoğunlukları, PBS tamponu ile iki kere yıkandıktan sonra 
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aynı tampon içerisinde resüspanse edilerek, Mac Farland standardında yer alan Mc 

Farland 10 (1x 109 CFU/ml)’ a eşdeğer yoğunluğa getirilmiştir.  

 

Bifidobacterium cinsine ait türlerin hemaglütinasyon (HA) yetenekleri Jel yöntemi 

ile belirlenmiştir (Diamed AG 1785 Cressier s/Morat, Switzerland) [113]. Bu 

yöntemde Mac Farland 10 standardına göre yoğunluğu ayarlanan suşlar, içerisinde 

jel bulunan kuyulara 125 µl eklenmiştir. Üstüne 25 µl O (sıfır) grubu insan 

eritrositinin % 0,08’ lik süspansiyonu (DiaMed A G) konulmuştur. Daha sonra bu 

kuyuların bulunduğu kartlar 1000 rpm’ de 10 dk. santrifüj edildikten sonra 

hemaglütinasyon şiddeti görsel olarak değerlendirilmiştir (Bkz. Şekil 3.1). 

 

 
 
Şekil 3.1. Hemaglütinasyon sonuçlarının değerlendirilmesi 
 

Bifidobakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunması 

 

Doku kültürü çalışmasında epitel hücrelere bir model olarak kullanılan Caco–2 

hücreleri ŞAP enstitüsü doku kültürü bankasından elde edilmiştir.   

 

Caco–2 hücreleri, % 10 fetal calf serumu, 2mM L- glutamin (Sigma), 100 IU/ml 

penisilin (Flow) ve 100 µg/ml streptomisin (Flow) içeren DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’ s Medium, Flow) besiyerinde 25 cm2’ lik yüzeye sahip hücre 

kültürü şişelerinde geliştirilmiştir. Hücreler geliştirdikten sonra 6X24’ lük pleytlere 

dağıtılmış ve hücreler üzerine 1,5 ml’ lik vasat (DMEM) konularak 37 oC % 10 CO2 

+ % 90 hava bulunan etüvde tüm yüzeyi kaplayıncaya kadar (her kuyuda 1X105 

olacak şekilde, 24 saat) inkübe edilmiştir. Hücrelerin yüzeyi kaplayıp kaplamadığı 

invert mikroskop ile kontrol edilmiştir. Hücreler tüm yüzeyi kapladıktan sonra 

çalışmalar başlatılmıştır. 
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Bu çalışmada, asit direnci, safra toleransı, EPS üretim kapasitesi ve 

hemaglütinasyon yeteneği yüksek B. breve A28 ve tüm bu özellikleri zayıf olan B. 

bifidum A10 suşları kullanılmıştır. Ayrıca, sıklıkla çalışmalarda karşılaşılan, 

inhibisyon çalışmasında da kullandığımız, önemli bir bağırsak patojeni olarak 

bilinen E. coli ATCC 11229 suşu da bu çalışmaya dâhil edilmiştir. Suşların epitel 

yüzeye tutunma çalışmaları bazı modifikasyonlarla Zarate (2002)’ ye göre 

yapılmıştır [114]. Bakterilerin aktif kültürlerinin optik yoğunlukları 600 nm’ de 

0,600’ e ayarlandıktan sonra PBS tamponu ile iki kere yıkanmış, elde edilen 

süspansiyonun 100 µl’ si ve 1 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’ s Medium, 

Flow) besiyeri içerisindeki Caco–2 hücrelerine eklenerek, 37 ± 1 oC’ de 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında mikropleytlerde yer alan bakteri 

ve Caco–2 hücreleri PBS tamponu ile yıkanarak hem kullanılan besiyeri hem de 

hücre yüzeyine tutunmayan bakteriler uzaklaştırılmıştır. Tutunan bakterilerin tespiti 

için hazırlanan preperatlar gram boyama yöntemi ile boyanarak ışık mikroskobunda 

incelenmiş ve sayımları yapılmıştır. Bu sayımlar için 50 farklı alanda 100 hücre 

üzerindeki bakteriler sayılıp, hücre başına düşen bakteri sayısı ortalama olarak 

hesaplanmıştır.  

 

B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşlarının epitel yüzeye 

tutunmada rekabetinin belirlenmesi 

 

Yukarıda anlatıldığı gibi Caco–2 hücreleri pleytler içerisinde geliştirilendikten 

sonra, B. breve A28 ve E. coli ATCC 11229, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 

11229 suşları birlikte Caco–2 hücrelerinin bulunduğu kuyulara eklenmiş ve inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında hücreler lama alınıp, gram boyama yöntemi ile 

boyanarak, ışık mikroskobunda sayımları yapılmış ve rekabet sonucunda 

bakterilerin yüzeye tutunma indeksleri yukarıda anlatıldığı gibi hesaplanmıştır.  

 

Bifidobakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunmasında mide suyu ve mide suyu ile 

birlikte bağırsak sıvısının etkisi 

 

Genellikle probiyotiklerin gıdalarla birlikte veya ilaç preparatları şeklinde kullanımı 
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önerildiğinden, bu bakterilerin bağırsaklara ulaşana kadar izlediği yolda mide suyu 

ve bağırsak sıvısına maruz kalmaları söz konusudur. Bu nedenle çalışmamızda mide 

suyu ve bağırsak sıvısının, probiyotik uygulamalarda kullanılması amaçlanan üstün 

nitelikli B. breve A28 suşu ile birlikte probiyotik kullanım açısından zayıf olduğu 

düşünülen B. bifidum A10 ve bağırsak patojeni olan E. coli ATCC 11229 suşlarının 

canlılığı üzerindeki etkisi belirlenmiştir. Bu amaçla, kültürler iki kere 

aktifleştirildikten sonra optikal yoğunluk (OD) değerleri 600 nm dalga boyundaki 

spektrofotometrede (Digilab Hitachi U–1800) 0,600’ ya ayarlanmıştır (OD600 nm 

=~0,600). Yoğunluğu ayarlanmış bakteri süspansiyonundan 4 farklı test tüpüne 

alınarak, 5000 rpm’ de 5 dk. santrifüj edilerek süpernatant fazı atılmıştır. Pelletin 

üzerine PH’ sı 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0 (kontrol)’ a ayarlanmış mide suyundan 2’ şer ml 

eklenerek, iyice vortekslendikten sonra 37 ± 1 oC’ de 60 dk. inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda mide suları atılıp, pelletler PBS tamponu ile 2 kez 

yıkanarak, aynı tamponda resüspanse edilmiştir. Süspansiyonun 100 µl’ sinden seri 

dilüsyonlarla sisteinli-MRS katı besiyerine ekim yapılarak, mide suyunun 

bakterilerin canlılıkları etkinsindeki etkisi CFU/ml olarak belirlenmiştir [108, 112]. 

Geri kalan bakteri süspansiyonunun 100 µL’ si ve 1 ml DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’ s Medium, Flow) besiyeri içerisindeki Caco–2 hücrelerine 

eklenerek, daha önce anlatılan tutunma metodu uygulanmış ve mide suyundan 

etkilenen bakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunması tespit edilmiştir. 

  

Mide suyu ile birlikte bağırsak sıvısının bakteriler üzerindeki etkisinde ise yukarıda 

anlatılan metoda ilave olarak mide suyu uzaklaştırıldıktan sonra yerine pH’ sı 7,0 

olan bağırsak sıvısından 2’ şer ml eklenip, iyice karıştırılmış ve 37 ± 1 oC’ de 60 dk. 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında santrifüjlenerek bağırsak sıvıları atılıp, 

pelletler PBS tamponu ile 2 kez yıkanmış ve aynı tamponda resüspanse edilmiştir. 

Süspansiyondan seri dilüsyonlar ile sisteinli-MRS katı besiyerine ekim yapılarak 

CFU/ml olarak mide suyu ve bağırsak sıvısından etkilenen bakterilerin canlılıkları 

saptanırken, aynı zamanda Caco–2 hücrelerine tutundurulma işlemleri de yukarıda 

anlatıldığı gibi gerçekleştirilmiş ve mide suyu ile bağırsak sıvısından etkilenen 

bakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunması belirlenmiştir [114].  
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Taramalı elektron mikroskobu görüntüleri 

 
B. breve A28 ve B. bifidum A10 suşlarının Caco–2 hücrelerine tutunma çalışmaları 

sonucunda, hücre yüzeyine tutunan bakterilerin elektron mikroskobunda 

görüntülenmesi için pleytlerdeki hücrelerin bir kısmı ise % 3’ lük glutaraldehid 

içeren 0,1 M PBS tamponu içine alınarak elektron mikroskobunda görüntülenmek 

üzere hazırlanmıştır.  Glutaraldehid içerisinde 4 oC’ de 24 saat bekletilen hücreler, 

PBS tamponu ile iki kere yıkandıktan sonra % 70–80–90 ve 100’ lük etonolde 

bekletilerek ortamdaki su uzaklaştırılmış ve altınla kaplanmış CO2’ li kurutucularda 

(Polaron, CDP 7501, Polaron SC 502 sputter coater) kurutulmuştur. Bu örnekler Jeol 

JSM 6060 taramalı elektron mikroskobunda incelenmiştir. 

 

3.2.9. Prebiyotik uygulamaları 

 

Probiyotik uygulamalarından daha verimli sonuçların elde edilmesi amacıyla, 

probiyotik mikroorganizmalar prebiyotiklerle desteklenmektedir. Özellikle 

bifidobakterilerin prebiyotik varlığında gelişimlerinin stimüle olduğu, bazı 

patojenlerde ise, buna bağımlı inhibisyonlar gözlendiği bilinmektedir [115]. 

Çalışmalarda sıklıkla prebiyotik olarak inulin kullanılmaktadır. Prebiyotik olarak 

kullanılan inulinin bifidobakteriler üzerindeki etkisinin belirlenmesi için, steril 

sisteinli-MRS sıvı besiyerine % 5 inulin ve % 2 oranında optikal yoğunluğu (OD600 

nm =~0,600) ayarlanmış olan B. breve A28, S4 ve B. bifidum A10 suşlarının aktif 

kültürlerinden inoküle edilerek, 37 °C’ de % 10 CO2 içeren ortamda inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında kültürlerden, seri dilüsyonlarla sisteinli-MRS 

katı besiyerine ekim yapılarak inulinin bifidobakterilerin canlılıklarına etkisi 

belirlenmiştir. İnulinsiz sisteinli-MRS besiyerine ekilen bifidobakterilerin 

canlılıklarından kontrol grubu oluşturulmuştur. Aynı çalışma modeli E. coli ATCC 

11229 suşu ile de oluşturularak prebiyotiğin patojen bir bakteri üzerindeki etkisi de 

araştırılmıştır. EPS üretim kapasitesi, hemaglütinasyon kabiliyeti ve inhibisyon 

çalışması sonuçlarına bakılarak, bu özellikler bakımından iyi verim elde edilen B. 

breve A28 suşu ve bu özellikleri zayıf olarak belirlenen B. bifidum A10 suşu ayrı 

ayrı E. coli ATCC 11229 ile aynı ortamda geliştirilerek, inulinli ortamda 
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bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 üzerindeki etkisi araştırılmıştır. B. breve A28 

ve E. coli ATCC 11229, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşları aynı inulinli 

sıvı besiyerine ekilerek, 37 °C’ de % 10 CO2 içeren ortamda 48 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında kültürlerden, seri dilüsyonlarla nutrient katı 

besiyerine ekim yapılarak inulin ve bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 

üzerindeki etkisi belirlenmiştir [116]. 

 

3.2.11. İstatistiksel analizler 

 

İstatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (13.0 versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) 

kullanılmıştır. Pearson’ un korelasyonuna göre, suşların EPS üretimi- asit 

dirençliliği, EPS üretimi- safra toleransı, EPS üretimi- hemaglütinasyon yeteneği ve 

EPS üretimi-epitel yüzeye tutunma oranları arasında korelasyon olup olmadığı 

incelenmiştir.  
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4. DENEYSEL BULGULARI 

 
4.1. Bifidobakterilerin İzolasyonu ve Tanımlanmaları 

 

Bu çalışmada, yeni doğum yapmış iki anne ve yeni doğan 2 erkek bebekten 0–6 

aylık süreç içerisinde temin edilen süt ve dışkı örneklerinden toplam 59 adet bakteri 

izole edilmiştir. İlk izolasyonlar Bifidobacterium cinsine ait bakteriler için seçici 

olan Bifidobacterium Selective Medium (BSM) besiyerinde, bakterilerin gelişme 

durumuna bakılarak yapılmıştır. Ayrıca izolatların koloni morfolojileri, gram 

boyamaları ve hücre morfolojileri incelenerek ilk seçimleri gerçekleştirilmiştir. 

Resim 4.1’ de bakterilerin ışık ve elektron mikroskobu ile koloni morfolojilerinin 

görüntülenen resimleri verilmiştir.  

 

Tüm izolatların Bifidobacterium cinsine ait olup olmadığının belirlenmesi için 

Fruktoz–6-fosfat fosfoketolaz  (F6FFK) enzimi aktivite testi yapılmıştır. Bu testin 

sonuçlarına göre Bifidobacterium olarak tanımlananlar izolatların pembe-menekşe 

renk oluşturduğu, Bifidobacterium cinsi olmayan izolatların ise, negatif kontrol 

olarak kullanılan Lactobacillus bulgaricus ATCC 11842 gibi sarı renk meydana 

getirdiği gözlenmiştir (Bkz. Resim 4.2). Bu ön eleme sonucunda toplam 59 izolattan 

F6FFK enzim aktivite testine göre, 31 tanesinin Bifidobacterium cinsine ait olduğu 

belirlenmiş ve bundan sonraki çalışmalarda sadece bu bakteriler değerlendirmeye 

alınmıştır.  
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Resim 4.1. Bifidobakterilerin koloni yapısı (a), ışık mikroskobu (b, X1000) ve 
                  Taramalı elektron mikroskobu (c, X5000 µm, Prof. Dr. Zekiye Suludere)  

görüntüsü  
 

 
       
Resim 4.2. Fruktoz–6-fosfat fosfoketolaz  (F6FFK) enzimi aktivitesi, (+) B. breve 

DSMZ 20213; (-) L. delbruckii ssp. bulgaricus ATCC 11842; (+)* pozitif 
sonuç veren test izolatları 
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4.1.1. Klasik identifikasyon sonuçlarının numerik taksonomi programında 

değerlendirilmesi 

 

Anne sütünden ve anne sütü ile beslenen yeni doğan bebek dışkısından izole edilen 

31 adet Bifidobacterium spp. izolatı, 4 referans ve 4’ ü dublike kültürler olmak üzere 

toplam 39 izolat üzerinde klasik identifikasyon testleri 3 kez uygulanmıştır. Klasik 

identifikasyon ile yapılan biyokimyasal ve fizyolojik test sonuçları Çizelge 4.1’ de 

verilmiştir. Tanımlama test sonuçlarına göre, izolatlardan 15 adedi B. breve, 11 

adedi B. bifidum, 3 adedi B. pseudocatenulatum, 2 adedi B. longum olarak 

tanımlanmıştır. Elde edilen sonuçlar numerik taksonomi programında 

değerlendirilmiş (NTSYSpc, Numerical Taxonomy System, version 2.10q) ve 

oluşturulan dendrogram Şekil 4.1’ de gösterilmiştir. Klasik identifikasyondan elde 

edilen dendrogram değerlendirildiğinde; A26 suşunun dublikantı GE1 ve A2 

suşunun dublikantı GE2 dendrogramda birbirlerine yakın mesafede bulundukları 

tespit edilmiştir. A12S suşunun dublikantı olan GE3 ve D3 suşunun dublikantı GE4 

suşları birbirlerine % 90’ nın üzerinde benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir. Klasik 

identifikasyon testleri ile oluşturulan dendrogramda B. breve’ ye ait olan suşların  % 

88- 96 oranları arasında benzerlik gösterdiği; B. bifidum’ a ait olan suşların % 57- 92 

oranında benzerlik belirlenmiştir. B. pseudocatenulatum ve B. longum olduğu 

düşünülen şuşların da dendrogramda sırasıyla % 85–90 ve % 85–94 oranları 

arasında benzerlik gösterdiği görülmektedir. 
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Çizelge 4.1. Bifidobakterlerin fizyolojik ve biyokimyasal test sonuçları  
Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler 
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Bifidobacterium breve DSMZ 20213   Gün + + v- + + - + + + + + + + - + v- v- + - - - - - 

A16 B. breve B.G. 16. + + + + v+ - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

A16S B. breve A.S. 16. + + + + + - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

A19 B. breve B.G. 19. + + + + + - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

A19S B. breve A.S. 19. + + + + v+ - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

A26 B. breve B.G. 26. + + + + + - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

A28 B. breve B.G. 28. + + + + + - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

S2 B. breve A.S. 7. + + + + + - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

S3 B. breve A.S. 14. + + + + + - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

S4 B. breve A.S. 18. + + + + v+ - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

S5 B. breve A.S. 24. + + + + + - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

S6 B. breve A.S. 28. + + + + + - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

S8 B. breve A.S. 38. + + + + + - + + + + + + + - + v- - + - - - - - 

S9 B. breve A.S. 44. + + + + + - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

S10 B. breve A.S. 48. + + + + + - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

a, Doğumdan sonraki izolasyonu  yapıldığı gün; v-; Değişken negatif, v+; Değişken pozitif ; A.S., Anne sütü; B.G.; Bebek gaytası 
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Çizelge 4.1. (Devam) İzolatların fizyolojik ve biyokimyasal test sonuçları 
Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler 
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S11 B. breve A.S. 54. + + + + + - + + + + + + + - + - - + - - - - - 

Bifidobacterium bifidum DSMZ 20456   - + - + v- - - - - + - + + - - v+ + + - - - - - 

A2 B.bifidum B.G. 2. - + - + v- - - - - + - + + - - v- + + - - - - - 

A6 B.bifidum B.G. 6. - + - + v- - - - - + - + + - - v- + + - - - - - 

A10 B.bifidum B.G. 10. - + - + - - - - - + - + + - - - + + - - - - - 

A10S B.bifidum A.S. 10. - + - + - - - - - + - + + - - - + + - - - - - 

A12 B.bifidum B.G. 12. - + - + - - - - - + - + + - - v- + + - - - - - 

A40 B.bifidum B.G. 40. - + - + - - - - - + - + + - - - + + - - - - - 

S7 B.bifidum A.S. 34. - + - + - - - - - + - + + - - v- + + - - - - - 

D1 B.bifidum B.G. 7. - + - + v- - - - - + - + + - - v- + + - - - - - 

D2 B.bifidum B.G. 18. - + - + - - - - - + - + + - - - + + - - - - - 

D6 B.bifidum B.G. 48. - + - + v- - - - - + - + + - - - + + - - - - - 

D8 B.bifidum B.G. 54. - + - + v- - - - - + - + + - - v- + + - - - - - 

B. pseudocatenulatum DSMZ 20438   + + + + + + + + + + - + - + + v+ + + - - - - - 

D3 B. pseudocatenulatum B.G. 24. + + v- + + + + + + + - + - + + - + + - - - - - 

D4 B. pseudocatenulatum B.G. 28. + + v- + + + + + + + - + - + + v- + + - - - - - 

D5 B. pseudocatenulatum B.G. 38. + + v- + + + + + + + - + - + + - + + - - - - - 

B. longum DSMZ 20088   - + + + + - + + - + - + + - - v+ + + - - - - - 

A12S B. longum A.S. 12. - + + + + - + v- - + - + + - - - + + - - - - - 

A28S B. longum A.S. 28. - + + + + - + v- - + - + + - - - + + - - - - - 

a, Doğumdan sonraki izolasyonu  yapıldığı gün; v-; Değişken negatif, v+; Değişken pozitif ; A.S., Anne sütü; B.G.; Bebek gaytası 
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Şekil 4.1. İzolatların klasik metotlarla identifikasyonun dendrogramı 

a; B. breve DSMZ 20013, b; B. pseudocatenulatum DSMZ 20438, c; B. longum DSMZ 20088, d; B. bifidum DSMZ 20456 test bakterileri 
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Anne sütünden ve anne sütü ile beslenen yeni doğan bebeklerin dışkısından izole 

edilen Bifidobacterium izolatlarının yoğunluğu farklıdır. Toplam izolatların % 51’ i 

dışkıdan olup, % 49’ u anne sütünden elde edilmiştir (Bkz. Şekil 4.1). Dışkıdan B. 

bifidum (% 56), B. breve (% 25) ve B. pseudocatenulatum (% 19) türleri izole 

edilmiştir (Bkz. Şekil 4.1.a). Anne sütünden B. breve (% 74), B. bifidum (% 13) ve B. 

longum (% 13) türleri izole edilmiştir (Bkz. Şekil 4.1.b). Anne sütü izolatları 

içerisinde B. breve dominant tür olarak belirlenirken, dışkı izolatlarında B. bifidum 

dominant tür olarak tespit edilmiştir.  

 

 

 
           

Şekil 4.2. Anne sütü ile beslenen yeni doğan bebeklerin dışkısından (a) ve anne 
sütünden (b) izole edilen bifidobakterilerin teşhis edilen türlerinin % 
dağılımı  
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4.2. Bifidobakterilerin Asit Dirençliliği Sonuçları 

 
Bifidobakteri suşlarının asit dirençliliği 3.2.4. kısmında anlatıldığı gibi yapılmıştır. 

Spektrofotometrik metoda göre belirlenen sonuçlar (OD600) Çizelge 4.2’ de 

verilmiştir. Tüm izolatlardan elde edilen verilere göre bifidobakterilerin mide 

asitliğine direnci oldukça zayıf bulunmuştur. Ortamdaki asitlik oranı arttıkça, 

bakterilerin yoğunluğunda düşme meydana gelmiştir. Suşların genelinde pH 3,5’ da 

yoğunluğun düştüğü ve izolatlardan 9 adetinde ise gelişim gözlenmemiştir. 

 
Genel olarak tüm izolatlara baktığımızda B. breve’ ye ait olanların diğerlerine oranla 

daha dirençli olduğu B. pseudocatenulatum’ a ait olanların ise oldukça duyarlı 

olduğu görülmektedir. Aside dirençliliği en iyi olan suş B. breve A28 olarak 

belirlenirken, bunun yanı sıra, B. breve S3 ve S4 suşlarının da aside olan direnci 

yüksek bulunmuştur. Aside dirençliliği en düşük olan bakteriler ise, B. bifidum A10, 

B. breve S9 ve S2 olarak belirlenirken, B. breve S5, S8, S10, S11, B. bifidum A10S, 

A12, D2, D8 ve B. pseudocatenulatum D5 suşlarında pH 3,5’ de canlılık tespit 

edilememiştir. 

 

4.3. Bifidobakterilerin Safra Toleransı Sonuçları 

 

Bifidobakteri suşlarının safra toleransı 3.2.5. bölümünde anlatıldığı gibi belirlenmiş 

ve sonuçlar Çizelge 4.3’ de verilmiştir. Tüm suşlardan elde edilen verilere göre 

Bifidobacterium cinsi bakterilerin bağırsaklarda bulunan safraya olan toleransı, safra 

oranına göre değişmekte olup, % 0,15 oranındaki safranın bifidobakterilerin gelişimi 

artırdığı fakat safranın % 0,20; % 0,30 ve % 0,40 konsantrasyonlarında, artan 

konsantrasyona bağlı olarak tüm suşların gelişiminde düşme gözlenmiştir. 

Bifidobakteriler ortamda bulunan safrayı belirli bir seviyeye kadar tolere 

edebilmektedir. Tüm suşların gelişiminin % 0,15 oranındaki safranın varlığında 

stimüle olduğu görülmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yükseldikçe ve özellikle 

% 0,40 oranındaki safranın varlığında tüm bifidobakterilerin yoğunluğunda azalma 

tespit edilmiştir. Yapılan çalışmada, safraya toleransı en yüksek olan bifidobakteri 

izolatı B. breve A16 olarak belirlenmiştir. Bunun yanı sıra, B. breve A28, A19, B. 
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bifidum A2, A6, suşlarının da safraya olan toleransı yüksek bulunmuştur. Safraya 

toleransı en düşük olan suşlar ise, B. breve S3, S4 ve S8 olarak belirlenmiştir. 

 

4.4. Bifidobakterilerin Ekzopolisakkarit (EPS) Üretim Kapasiteleri 

 
Bifidobakterilerin EPS üretimi 3.2.6.’ de anlatıldığı gibi belirlenmiş olup, tüm 

suşların EPS miktarları Çizelge 4.4’ de gösterilmiştir. Yapılan çalışmada, tüm 

suşlarda EPS üretimi gözlenmiş, ancak suşlara bağlı olarak üretilen EPS miktarında 

farklılık olduğu belirlenmiştir. Bifidobakterilerin, EPS üretim miktarları 38,00 -97,64 

mg/L arasında tespit edilmiştir. Suşlar arasında en yüksek EPS üretimi B. breve A28’ 

de (97,64 mg/L) görülürken, en düşük EPS üretimi B. bifidum A10’ da (38,00 mg/L) 

belirlenmiştir. Ayrıca, B. breve S4 (93,67 mg/L) ve B. pseudocatenulatum D5 (91,91 

mg/L)’ suşlarının da yüksek EPS üretim kapasitesine sahip oldukları tespit edilmiştir. 

Daha önce yapılan asit direnci ve safra toleransı çalışmalarında da, B. breve A28 

suşunun, diğer suşlara göre aside daha dirençli ve safraya daha toleranslı olduğu 

bulunmuştur. Bu suşun EPS üretim kapasitesinin de diğerlerine göre yüksek olması 

B. breve A28’ in probiyotik çalışmalarında avantajlı olduğunu göstermektedir. 

Bununla birlikte, tüm bifidobakterilerin EPS üretim kapasiteleri ile asit direnci ve 

safra toleransları arasında bir ilişki olup olmadığının belirlenmesi amacıyla 

istatistiksel analizler yapılmıştır. Yapılan analizlerde, suşların EPS üretimleri ile asit 

direnci ve safra toleransı arasında anlamlı ve pozitif bir ilişki bulunmuştur (p<0.05). 
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Çizelge 4.2. Bifidobakterilerin asit dirençliliği sonuçları 
 

pH a* Suşlar 

Kontrol (6,2) b 5,0 4,5 4,0 3,5 
B. breve A16  2,42±0,03 2,30±0,02 1,32±0,01 0,56±0,03 0,12±0,01 

B. breve A16S 2,10±0,01 2,03±0,04 1,66±0,01 0,79±0,02 0,43±0,02 

B. breve A19 2,55±0,02 2,56±0,01 2,01±0,03 0,49±0,01 0,17±0,02 

B. breve A19S 2,66±0,01 2,13±0,03 2,09±0,02 0,95±0,02 0,55±0,03 

B. breve A26 2,11±0,03 2,07±0,01 1,33±0,01 0,25±0,02 0,12±0,02 

B. breve A28 2,18±0,01 1,92±0,03 1,89±0,03 1,61±0,01 0,98±0,01 

B. breve S2 2,11±0,01 2,38±0,03 1,74±0,01 0,12±0,02 0,02±0,02 

B. breve S3 2,01±0,02 2,01±0,02 1,42±0,02 1,10±0,02 0,74±0,02 

B. breve S4 2,04±0,02 2,04±0,04 1,36±0,02 1,47±0,03 0,77±0,01 

B. breve S5 1,30±0,01 1,15±0,03 0,73±0,02 0,03±0,01 - 

B. breve S6 2,11±0,03 2,11±0,01 1,81±0,02 1,62±0,01 0,53±0,01 

B. breve S8 1,11±0,01 1,17±0,02 0,78±0,03 0,08±0,01 - 

B. breve S9 1,60±0,03 1,11±0,02 0,84±0,02 0,34±0,03 0,12±0,01 

B. breve S10 2,11±0,04 2,01±0,03 1,57±0,02 0,13±0,01 - 

B. breve S11 0,86±0,02 1,11±0,02 0,71±0,03 0,29±0,01 - 

B. bifidum A2 2,14±0,03 2,14±0,02 1,57±0,03 0,86±0,04 0,23±0,00 

B. bifidum A6 2,71±0,02 2,71±0,01 1,73±0,04 0,49±0,03 0,19±0,01 

B. bifidum A10 2,24±0,02 1,94±0,03 0,51±0,01 0,46±0,02 0,11±0,00 

B. bifidum A10S 1,46±0,04 1,04±0,02 0,65±0,03 0,25±0,01 - 

B. bifidum A12 2,68±0,02 1,76±0,02 1,19±0,01 0,15±0,03 - 

B. bifidum A40 2,02±0,03 2,02±0,02 1,72±0,03 1,21±0,01 0,24±0,01 

B. bifidum S7 2,18±0,02 2,18±0,02 2,01±0,01 1,29±0,01 0,42±0,01 

B. bifidum D1 2,27±0,02 2,44±0,01 1,31±0,04 0,58±0,02 0,18±0,02 

B. bifidum D2 1,28±0,03 1,38±0,04 1,03±0,02 0,14±0,01 - 

B. bifidum D6 1,56±0,03 1,74±0,01 1,41±0,04 0,32±0,01 0,12±0,01 

B. bifidum D8 2,15±0,03 2,81±0,01 1,13±0,02 0,55±0,02 - 

B. pseudocatenulatum D3 2,35±0,04 2,91±0,01 2,06±0,01 0,32±0,02 0,12±0,01 

B. pseudocatenulatum D4 2,32±0,02 2,04±0,02 1,55±0,03 0,43±0,01 0,13±0,00 

B. pseudocatenulatum D5 2,36±0,01 2,79±0,02 2,03±0,01 0,55±0,03 - 

B. longum A12S 2,73±0,01 2,59±0,03 1,24±0,01 0,41±0,01 0,11±0,01 

B. longum A28S 2,62±0,02 2,62±0,04 2,17±0,02 1,32±0,02 0,56±0,01 

(a) Spektrofotometrede 600nm’ de belirlenen optik yoğunluklar 

(b) Kontrol pH; Çalışmada kullanılan besiyerinin pH’ sıdır 

(*) Sonuçlar üç farklı paralelin ortalamasıdır. 

(-) Üreme yoktur. 
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Çizelge 4.3. Bifidobakterilerin safra toleransı sonuçları 
 

 Safra konsantrasyonu (%)a* Suşlar 

Kontrol b 0,15 0,20 0,30 0,40 
B. breve A16  2,43±0,04 2,51±0,05 2,19±0,07 1,96±0,02 1,54±0,02 

B. breve A16S 1,70±0,02 1,93±0,07 1,63±0,04 1,52±0,04 1,04±0,02 

B. breve A19 1,68±0,01 2,11±0,07 2,03±0,04 1,62±0,02 1,38±0,02 

B. breve A19S 2,60±0,04 1,65±0,05 1,47±0,02 1,40±0,03 1,07±0,04 

B. breve A26 1,55±0,02 1,65±0,02 1,15±0,05 1,08±0,02 0,53±0,01 

B. breve A28 2,02±0,04 2,50±0,01 1,78±0,05 1,63±0,04 1,43±0,01 

B. breve S2 1,26±0,02 1,34±0,04 1,21±0,02 1,02±0,01 0,76±0,04 

B. breve S3 1,90±0,02 1,50±0,02 1,41±0,03 1,08±0,02 0,27±0,02 

B. breve S4 1,67±0,04 0,96±0,01 0,75±0,01 0,63±0,03 0,32±0,04 

B. breve S5 2,92±0,02 1,97±0,03 1,75±0,02 0,68±0,04 0,36±0,05 

B. breve S6 1,41±0,01 1,54±0,01 0,79±0,05 0,64±0,06 0,54±0,04 

B. breve S8 1,41±0,02 0,71±0,05 0,51±0,05 0,51±0,03 0,32±0,01 

B. breve S9 1,62±0,02 0,79±0,03 0,69±0,01 0,65±0,02 0,36±0,01 

B. breve S10 1,12±0,03 1,01±0,02 0,83±0,01 0,74±0,02 0,56±0,03 

B. breve S11 1,50±0,01 0,54±0,02 0,48±0,04 0,44±0,02 0,37±0,01 

B. bifidum A2 2,48±0,01 2,77±0,05 2,40±0,04 2,01±0,05 1,34±0,01 

B. bifidum A6 2,00±0,02 2,14±0,01 1,68±0,07 1,32±0,01 1,35±0,01 

B. bifidum A10 2,94±0,04 2,39±0,04 2,03±0,07 1,77±0,07 1,02±0,04 

B. bifidum A10S 1,38±0,01 2,21±0,07 1,75±0,01 1,40±0,08 1,29±0,01 

B. bifidum A12 1,85±0,02 1,82±0,07 1,44±0,06 1,08±0,04 0,88±0,03 

B. bifidum A40 1,30±0,01 1,47±0,05 1,28±0,02 1,06±0,05 0,92±0,04 

B. bifidum S7 1,06±0,03 0,53±0,04 0,53±0,04 0,56±0,05 0,46±0,02 

B. bifidum D1 1,76±0,02 1,72±0,01 1,59±0,02 1,12±0,04 0,91±0,02 

B. bifidum D2 1,88±0,04 1,82±0,02 1,63±0,03 1,22±0,02 1,01±0,04 

B. bifidum D6 1,24±0,03 1,32±0,03 1,01±0,04 0,72±0,02 0,56±0,01 

B. bifidum D8 1,78±0,02 1,84±0,04 1,73±0,01 1,49±0,02 1,11±0,02 

B. pseudocatenulatum D3 1,91±0,02 1,74±0,01 1,53±0,03 1,21±0,02 0,94±0,02 

B. pseudocatenulatum D4 1,56±0,02 1,31±0,01 1,03±0,04 0,68±0,02 0,38±0,04 

B. pseudocatenulatum D5 2,21±0,01 2,06±0,02 1,56±0,02 1,47±0,03 1,27±0,02 

B. longum A12S 1,80±0,01 2,03±0,05 1,95±0,06 1,98±0,04 1,28±0,03 

B. longum A28S 1,78±0,02 1,86±0,03 1,60±0,02 1,31±0,03 1,04±0,01 

(a) Spektrofotometrede 600nm’ de belirlenen optik yoğunlukları 

(b)Kontrol; Besiyerindeki gelişme durumu (Safra içermemektedir) 

(*) Sonuçlar üç farklı paralelin ortalamasıdır. 
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Çizelge 4.4. Bifidobakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) üretim kapasiteleri 

Suşlar EPS üretim 

miktarı (mg/L) 

Suşlar EPS üretim 

miktarı (mg/L) 

B. breve A16 56,61±0,01 B. bifidum A2 81,32±0,03 

B. breve A16S 77,64±0,02 B. bifidum A6 60,73±0,05 

B. breve A19 40,00±0,02 B. bifidum A10 38,00±0,01 

B. breve A19S 87,05±0,02 B. bifidum A10S 65,29±0,02 

B. breve A26 51,32±0,01 B. bifidum A12 55,00±0,06 

B. breve A28 97,64±0,01 B. bifidum A40 86,50±0,03 

B. breve S2 82,21±0,02 B. bifidum S7 51,61±0,06 

B. breve S3 82,35±0,06 B. bifidum D1 74,86±0,05 

B. breve S4 93,67±0,05 B. bifidum D2 85,73±0,04 

B. breve S5 44,55±0,04 B. bifidum D6 69,55±0,01 

B. breve S6 51,32±0,04 B. bifidum D8 89,55±0,02 

B. breve S8 66,76±0,04   

B. breve S9 39,85±0,02 B. pseudocatenulatum D3 83,38±0,02 

B. breve S10 51,91±0,02 B. pseudocatenulatum D4 70,73±0,04 

B. breve S11 66,03±0,04 B. pseudocatenulatum D5 91,91±0,01 

    

B. longum A12S 58,00±0,04   

B. longum A28S 58,67±0,02   

 

4.5. Bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 Üzerindeki İnhibisyon Etkisi 

Sonuçları 

 

Probiyotik olarak kullanımı araştırılan mikroorganizmaların sahip olması geren en 

önemli özelliklerden biri de patojen mikroorganizmaları inhibe edebilmesidir. Bu 

nedenle çalışmada izole ettiğimiz Bifidobacterium izolatlarının önemli bir bağırsak 

patojeni olarak bilinen E. coli üzerindeki inhibisyon etkileri belirlenmiştir. 

Bifidobakterilerin genel inhibisyon sonuçları Çizelge 4.5.’ de verilmiştir. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde; hemen hemen tüm izolatların inhibisyon etkisi birbirine yakın 

olarak bulunmuştur. B. breve A16 (9±1 mm), A28 (9±1 mm), S2 (9±1 mm), S6 (9±1 

mm), S9 (9±2 mm), B. bifidum A10S (9±1 mm), A12 (9±1 mm), S7 (9±1 mm) B. 
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longum A12S (9±1 mm) suşları yüksek inhibisyon etkisine sahip iken, B. breve S10 

ve B. pseudocatenulatum D5 suşlarında ise inhibisyon (-) tespit edilememiştir. 

Çizelge 4.5. Bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 üzerindeki inhibisyon etkisi  
 

Suşlar Zon çapı (mm) Suşlar Zon çapı (mm) 

B. breve A16  9±1 B. bifidum A2 8±2 

B. breve A16S 7±1 B. bifidum A6 8±1 

B. breve A19 8±1 B. bifidum A10 7±1 

B. breve A19S 6±1 B. bifidum A10S 9±1 

B. breve A26 8±1 B. bifidum A12 9±1 

B. breve A28 9±1 B. bifidum A40 8±1 

B. breve S2 9±1 B. bifidum S7 9±1 

B. breve S3 8±0 B. bifidum D1 8±1 

B. breve S4 7±0 B. bifidum D2 6±0 

B. breve S5 8±1 B. bifidum D6 6±1 

B. breve S6 9±1 B. bifidum D8 6±1 

B. breve S8 7±1   

B. breve S9 9±2 B. pseudocatenulatum D3 8±0 

B. breve S10 - B. pseudocatenulatum D4 5±1 

B. breve S11 8±1 B. pseudocatenulatum D5 - 

    

B. longum A12S 9±1   

B. longum A28S 7±1   
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Resim 4.3. Bazı bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 üzerindeki inhibisyon zonları 
 

4.6. Bifidobakterilerin Tutunma Testlerinin Sonuçları 

 

4.6.1.Hemaglütinasyon (HA) Sonuçları 
 

Bifidobakterilerin hemaglütinasyon testi materyal metot kısmında anlatıldığı gibi 

yapılmıştır. Suşların hemaglütinasyon oranı, HA yeteneği yüksek olanlar +++, orta 

olanlar ++, düşük olanlar + ve hemaglütinasyon göstermeyenler ise – (negatif) olmak 

üzere değerlendirilmiştir (Bkz. Resim 4.4). Değerlendirme sonucunda B. breve A28 

(+++), B. breve S3 (+++), B. bifidum A40 (+++), B. bifidum S7 (+++) ve B. bifidum 

D1 (+++) yüksek HA gösteren suşlar olarak belirlenmiştir. İzolatlardan 21 adedinde 

ise hemaglütinasyon kabiliyeti belirlenmemiştir (Bkz. Çizelge 4.6). Hemaglütinasyon 

kabiliyeti yüksek bulunan B. breve A28, S3, B. bifidum A40 ve D1 suşlarının 

tutunmada önemli rol oynadığı düşünülen EPS üretim kabiliyeti de oldukça yüksek 

bulunmuştur. Bifidobacterium spp.’ lerin hemaglütinasyon kabiliyeti ile EPS üretim 

kapasiteleri arasında bir ilişki olduğu dikkati çekmiştir. Bu durum istatistiksel analiz 
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sonucu ile de doğrulanmış olup, aralarında pozitif bir korelasyon (p<0.05) 

belirlenmiştir. 

 

 

     A28 (+++)     S3 (+++)      A10S (++)      A2 (+)            S2 (-)          A10 (-) 

 
 
Resim 4.4. Bifidobakterilerin hemaglütinasyon sonuçları (+++ : Yüksek HA; ++: 
                  Orta HA; +: Düşük HA; -: Negatif HA) 
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Çizelge 4.6. Bifidobakterilerin hemaglütinasyon testi sonuçları 
 

Suşlar HA Suşlar HA 

B. breve A16  - B. bifidum A2 - 

B. breve A16S - B. bifidum A6 - 

B. breve A19 - B. bifidum A10 - 

B. breve A19S - B. bifidum A10S ++ 

B. breve A26 - B. bifidum A12 - 

B. breve A28 +++ B. bifidum A40 +++ 

B. breve S2 - B. bifidum S7 +++ 

B. breve S3 +++ B. bifidum D1 +++ 

B. breve S4 - B. bifidum D2 - 

B. breve S5 - B. bifidum D6 - 

B. breve S6 + B. bifidum D8 - 

B. breve S8 +   

B. breve S9 - B. pseudocatenulatum D3 - 

B. breve S10 - B. pseudocatenulatum D4 - 

B. breve S11 + B. pseudocatenulatum D5 - 

    

B. longum A12S -   

B. longum A28S +   

+++, : Yüksek HA; ++: Orta HA; +: Düşük HA; -: Negatif HA 

 

4.6.2. Bifidobakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunması 

 

Bu çalışmada, daha önceki kısımlarda anlatılan tüm çalışmaların sonuçları 

incelendiğinde asit direnci, safra toleransı, EPS üretim kapasitesi ve hemaglütinasyon 

yeteneği en yüksek ve en düşük olarak belirlenen suşlar arasından seçilen B. breve 

A28 ve B. bifidum A10 suşları kullanılmıştır. Ayrıca en çok karşılaşılan bir bağırsak 

patojeni olan E. coli ATCC 11229 suşu da bu çalışmaya dâhil edilmiştir. Kullanılan 

şuşların epitel yüzeye tutunma indeksleri, bakteriler herhangi bir çevre faktörüne 

maruz bırakılmadan materyal metot kısmında anlatıldığı gibi belirlenmiştir. Bu 

çalışma sonuçlarına göre, bağırsak patojeni olan E. coli ATCC 11229’ un tutunma 

indeksinin (300< bakteri/hücre) yüksek düzeyde olduğu saptanmıştır. Bununla 
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birlikte, probiyotik kullanım açısından üstün nitelikli olarak belirlenen B. breve A28 

suşunun da tutunma indeksinin (300< bakteri/hücre), E. coli ATCC 11229’ un 

indeksine benzer olduğu tespit edilmiştir. B. bifidum A10 suşunun tutunma indeksine 

bakıldığında ise, taşıdığı probiyotik özelliklere paralel olarak zayıf bir tutunma 

indeksine (19 bakteri/hücre) sahip olduğu gözlenmiştir (Bkz. Çizelge 4.7). 

Bakterilerin EPS üretim kapasiteleri ve epitel yüzeye tutunma indeksleri arasındaki 

ilişkinin belirlenmesi amacıyla yapılan istatistiksel analizde bu iki parametre arasında 

pozitif bir ilişki bulunmuştur (p<0.05). 

 

4.6.3. B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşlarının epitel 

yüzeye tutunmada rekabeti 

 

Bu çalışmada, E. coli ATCC 11229 suşu ile B. breve A28 ve B. bifidum A10 

suşlarının epitel yüzeye tutunmadaki rekabeti belirlenmiştir. Her iki bifidobakteri 

suşunun da ayrı ayrı E. coli ATCC 11229 ile rekabeti sonrasında tutunma indeksleri 

incelenmiştir. B. breve A28 suşunun, E. coli ATCC 11229 ile rekabeti sonucunda, E. 

coli ATCC 11229’ un birliktelikteki tutunma indeksinin (48 bakteri/ hücre) tek 

başına tutunma indeksine (300< bakteri/hücre) göre azaldığı belirlenmiştir. B. breve 

A28’ in ise tutunma indeksinin de azaldığı (41 bakteri/ hücre) görülmekle birlikte, 

hemen hemen E. coli’ nin tutunma indeksine yakın olduğu gözlenmiştir. B. bifidum 

A10 suşunun, E. coli ile rekabetine bakıldığında ise E. coli ATCC 11229’ un 

tutunma indeksinin (105 bakteri/ hücre) çok fazla azalmadığı, buna karşın B. bifidum 

A10’ nun tutunma indeksinin (8 bakteri/ hücre) yine minimum seviyede olduğu 

belirlenmiştir (Bkz. Çizelge 4.7).  

 
Çizelge 4.7. B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşlarının Caco-2 

hücrelerine tutunma indeksi ve rekabeti  (bakteri/hücre)  
 

Tutunma İndeksi*(bakteri/hücre) 

Kontrol Rekabet 

11229 A28 A10 11229 A28 11229 A10 

300< 300< 19 48 41 105 8 

* 50 farklı alanda 100 hücreye tutunan bakteri sayısı 
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4.6.4. Bifidobakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunmasında mide suyu ve mide 

suyu ile birlikte bağırsak sıvısının etkisi 

 

Oral yolla bağırsaklara ulaşması planlanan suşlar, öncelikle midenin asidik ortamına 

maruz kaldığı için, farklı pH’ larda (pH 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0) hazırlanan yapay mide 

suları ile muamele edilmiştir. Daha sonra da suşlar, bağırsak sıvısı ile 

karşılaşacağından yapay mide suyuna ilaveten bağırsak sıvısına da maruz 

bırakılmıştır. Suşların canlılıkları materyal metot kısmında anlatıldığı gibi sisteinli-

MRS katı besiyerine ekimleri yapılarak belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar Çizelge 

4.8 ve Çizelge 4.9’ de verilmiştir. Sonuçlar değerlendirildiğinde, E. coli ATCC 

11229 ve B. breve A28 suşlarının mide suyuna direnç gösterebildiği tespit edilmiştir. 

E. coli ATCC 11229 ile yapılan tüm pH denemelerinde en iyi sonuçlar alınmıştır (pH 

7,0- 9,2 log10 CFU/ml; pH 5,0- 8,9 log10 CFU/ml; pH 4,0- 8,3 log10 CFU/ml; pH 

3,0- 6,9 log10 CFU/ml). Probiyotik açıdan araştırılan özellikler bakımından en iyi 

olarak belirlenen B. breve A28’ in canlılığı,  E. coli ATCC 11229’ a göre düşük olsa 

bile taşıdığı probiyotik özellikler bakımından zayıf olduğu düşünülen B. bifidum 

A10’ a göre çok daha iyi bir dirençliliğe sahip olduğu belirlenmiştir. Mide pH’ sına 

en yakın olan pH 3,0’ de B. breve A28’ de canlılık görülürken (pH 3,0; 2,0 log10 

CFU/ml), B. bifidum A10’ da canlılık tespit edilememiştir. 

 

Mide suyu ve mide suyu ile birlikte bağırsak sıvısının, B. breve A28, B. bifidum A10 

ve E. coli ATCC 11229 suşlarının canlılığına etkisinden sonra bu sıvıların, suşların 

epitel yüzeye tutunmasını ne derece etkilediği belirlenmiştir. Bu nedenle, mide suyu 

ve mide suyu ile birlikte bağırsak sıvısı ile muamele edilen suşlar Caco–2 

hücrelerinin geliştirildiği besiyerine inoküle edilerek tutunma indeksleri 

belirlenmiştir. Her iki bifidobakteri suşunun da düşük pH’ da canlılığı gibi epitel 

yüzeye tutunma indeksi de önemli ölçüde etkilenirken, mide suyundaki pH 

değişimine bağlı olarak tüm tutunma indekslerinde de değişim gözlenmiştir (Bkz. 

Çizelge 4.10). Mide suyunun kullanılan dört farklı pH’ sında da B. breve A28 

suşunun, B. bifidum A10 suşuna göre canlılığı gibi tutunma indeksinin de daha iyi 

olduğu tespit edilirken, E. coli ATCC 11229’ un canlılığının ve tutunma indeksinin 

bifidobakteri suşlarına göre daha iyi olduğu görülmüştür. Hem bifidobakterilerin 
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hem de ATCC 11229’ un tutunma indekslerinin, mide suyunun pH 7,0’ den pH 3,0’ 

e kadar artan asitliğine paralel olarak azaldığı görülürken, ortama bir de bağırsak 

sıvısının eklenmesiyle de tutunma indekslerinde canlılıklarda olduğu gibi daha fazla 

azalma meydana gelmiştir (Bkz. Çizelge 4.11). Bununla birlikte, suşlar tek tek 

incelendiğinde, asit direnci, safra toleransı, ekzopolisakkarit (EPS) üretim kapasitesi 

ve hemaglütinasyon kabiliyeti yüksek olan B. breve A28 suşunun epitele tutunma 

indeksinin de yüksek olduğu belirlenirken, sayılan tüm bu özellikler açısından zayıf 

olan B. bifidum A10 suşunun epitele tutunma indeksinin düşük olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca, E. coli ATCC 11229 suşunun canlılığının bifidobakterilere göre 

oldukça iyi olmasına rağmen, artan asitlik ve bağırsak sıvısının varlığında E. coli’ 

nin de epitele tutunma indeksinin etkilendiği görülmektedir.  

 
Çizelge 4.8. Mide suyunda inkübe edilen B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli 

ATCC 11229’ un canlı hücre sayımı (log 10 CFU/ml)  
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Çizelge 4.9. Mide suyu ve ardından bağırsak sıvısında inkübe edilen B. breve A28, 
B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229’ un canlı hücre sayımı (log 10 

CFU/ml) 
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Çizelge 4.10. Mide suyu ile muamele edildikten sonra B. breve A28, B. bifidum A10 

ve E. coli ATCC 11229’ un Caco–2 hücrelerine tutunma indeksi 
(bakteri/ hücre) 
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Çizelge 4.11. Mide suyu ve bağırsak sıvısı ile muamele edildikten sonra Caco–2 
hücreleri ile inkübe edilen B. breve A28, B. bifidum A10 suşlarının ve 
E. coli ATCC 11229’ un tutunma indeksi 
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Taramalı elektron mikroskobu görüntüleri 

 

Epitel yüzeye tutunmanın belirlenmesi amacıyla elektron mikroskobu ile hücre 

yüzeyine tutunan bakteriler görüntülenmiştir. Elde edilen görüntülerde probiyotik 

özellikler açısından avantajlı olan B. breve A28’ in tutunma kapasitesinin B. bifidum 

A10’ a göre daha iyi olduğu belirlenmiştir (Bkz. Resim 4.5, Resim 4.6).  
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Resim 4.4. EPS üretimi yüksek olan B. breve A28 suşunun Caco-2 hücrelerine 

tutunmasının taramalı elektron mikroskobu görüntüleri  
 

 
                                                            
Resim 4.5. EPS üretimi düşük olan B. bifidum A10 suşunun Caco-2 hücrelerine 

tutunmasının taramalı elektron mikroskobu görüntüleri 
 



 66 

4.7. Prebiyotik Uygulamalarının Sonuçları 

 

Prebiyotiklerin bifidobakteriler üzerindeki etkisi materyal metodun prebiyotik 

uygulamaları kısmında anlatıldığı şekilde belirlenmiştir. Bu çalışmada kullanılan 

bakteriler yukarıda anlatılan çalışmalarda, probiyotik açıdan önemli olarak bilinen 

özellikleri taşımaları nedeniyle seçilmiştir. EPS üretimi, asit ve safra direnci, 

hemaglütinasyon yeteneği yüksek olan B. breve A28 ve S4 ile EPS üretimi, asit ve 

safra direnci, hemaglütinasyon yeteneği düşük olan B. bifidum A10 karşılaştırma 

amacıyla kullanılmıştır. Çizelge 4.12’ de görüldüğü gibi çalışmada kullanılan tüm 

bifidobakterilerin inulinli ortamda gelişmelerinin daha iyi olduğu hem optik 

yoğunluklarının hem de canlılık sayımlarının sonuçlarından görülmektedir. Bununla 

birlikte, probiyotik olarak kullanım açısından önemli olarak belirlenen suşların diğer 

bifidobakterilere göre yine daha iyi sonuç verdiği belirlenmiştir. A28 suşunun 

inulinsiz ortamdaki canlılığı 7,1x108 CFU/ml iken inulinli ortamda 7,4x1011 CFU/ml 

olarak belirlenmiştir. S4 suşunun inulinsiz ortamda canlılığı 3,5x108 CFU/ml olup, 

inulinli ortamda 5,3x1010 CFU/ml’ ye yükseldiği gözlenmiştir. Yine inulinsiz 

ortamda canlılığı düşük olarak hesaplanan A10 suşunun da canlılığının, inulinli 

ortamda arttığı görülmektedir (inulinsiz, 6,7x104 CFU/ml; 7,8x104 CFU/ml). 

Bağırsak sisteminde sıklıkla karşılaşılan E. coli ATCC 11229’ un canlılığında ise 

inulinli ortamda inulinsiz ortama göre dikkate değer bir değişiklik gözlenmemiştir. 

İnulinsiz ortamda 8,2x109 CFU/ml iken inulinli ortamda 6,4x109 CFU/ml olarak 

belirlenmiştir.  

 

Çizelge 4.12. İnulinin bakteriler üzerindeki etkisi 
 

Suşlar Kontrol 
(OD600) 

Kontrol 
(CFU/ml) 

İnulin+Bakteri 
(OD600) 

İnulin+Bakteri 
(CFU/ml) 

B. breve A28 7,8±0,0 7,1x108 12,8±0,3 7,4x1011 

B. breve S4 7,2±1,0 3,5x108 10,2±0,2 5,3x1010 

B. bifidum A10 5,0±1,0 6,7x104 7,1±0,0 8,7x107 

E. coli ATCC 
11229 

9,1±2,1 8,2x109 8,6±1,2 6,4x109 
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Çalışmanın devamında, E. coli ATCC 11229 suşu hem prebiyotik olarak kullanılan 

inulinin bulunduğu ortamda hem de iki bifidobakteri suşu ile ayrı ayrı inulinli 

ortamlarda, birlikte geliştirilerek prebiyotik ile desteklenen bifidobakterilerin E. coli 

ATCC 11229 üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Tek başına E. coli ATCC 11229 suşu 

inulinden etkilenmez iken, bifidobakterilerle birlikte geliştirilmesinde etkilendiği 

gözlenmiştir. E. coli ATCC 11229 suşunun, inulinsiz ortamda canlılığı 7,38 log10 

CFU/ml olarak belirlenirken, inulinli ortamda 7,01 log10 CFU/ml, inulin ve A28 

bulunan ortamda 4,21 log10 CFU/ml ve inulin ile A10 suşunun bulunduğu ortamdaki 

canlılığı ise 5,46 log10 CFU/ml olarak tespit edilmiştir. İnulinli ortamda 

bifidobakterilerin gelişimi stimüle edildiğinden E. coli’ nin canlılığında bir miktar 

azalma gözlenmiştir. Bu azalmanın bifidobakterilerin prebiyotiklerin varlığında 

gelişimlerinin stimüle edilerek daha hızlı ortama adapte olmaları ve kısa sürede 

baskın hale gelmelerinden kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Ayrıca, bu 

çalışmada E. coli ATCC 11229’ un, probiyotik açıdan A10 suşuna göre daha üstün 

niteliklere sahip olan A28 suşu ile aynı ortamda gelişiminde canlılığının daha çok 

etkilediği tespit edilmiştir (Bkz. Çizelge 4. 13).  

 
Çizelge 4.13.  E. coli ATCC 11229’ nin, inulinli ortamda B. breve A28 ve B. bifidum 

A10 suşları ile birlikte gelişimi  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Fonksiyonel gıda bileşenleri olarak değerlendirilen probiyotik bakterilerin insan 

mide-bağır sak sistemi açısından önemli etkileri bulunmaktadır. Probiyotiklerin 

sağlığa yararlı etkileri ile ilgili birçok kaynak bulunmaktadır. Yapılan çeşitli 

araştırmalar, probiyotiklerin farklı nedenlere bağlı bağırsak rahatsızlıkları, 

Helicobacter pylori kaynaklı mide rahatsızlıkları, laktoz intoleransı, kolon kanseri, 

alerjik reaksiyonlar ve yüksek kolesterol seviyeleri gibi çeşitli rahatsızlıklar üzerinde 

iyileştirici etkilere sahip olduklarını ortaya koymuştur [115]. Bu nedenle, son yıllarda 

yapılan çalışmalarda probiyotiklerin insan sağlığı üzerine iyileştirici etkileri 

çalışmaların başında gelmektedir.  

 

Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların en önemlileri laktobasiller ve 

bifidobakterilerdir [4]. Probiyotiklerin keşfinden itibaren laktobasillerin probiyotik 

olarak kullanımının avantajları konusunda birçok araştırma yapılmıştır. Ancak 

bifidobakteriler, son zamanlarda gündeme gelmiş olup, probiyotik amaçlı 

kullanımları ile ilgili henüz laktobasiller kadar araştırma yapılmamıştır. Bununla 

birlikte, son zamanlarda, probiyotik amaçlı kullanılması planlanan bakterilerin, insan 

kaynaklı olmasının önemi vurgulanmaktadır. Probiyotiklerin insan orijinli olması, bu 

mikroorganizmaların, ortama daha kolay adapte olmaları ve konak ile diğer 

muhtemel ilişkilerini en iyi şekilde gerçekleştirmeleri açısından önemlidir [116]. Bu 

nedenle çalışmamızda insan kaynaklı bifidobakteriler kullanılmıştır.  

  

Doğumdan hemen sonra bağırsak florasında E. coli ve Streptococcus spp. baskındır. 

Bebek anne sütü aldıkça E. coli, Streptococcus ve Clostridia' lar azalırken, 

bifidobakterilerin sayısı artmaya başlar [117]. Bağırsaklarda bifidobakterilerin varlığı 

bu bireylerin sağlıklı olduğunun bir göstergesi olarak bilinmektedir [40]. Bu 

sebeplerden dolayı çalışmamızda, anne sütünden ve anne sütü ile beslenen bebeklerin 

dışkısından alınan örnekler kullanılarak, seçici besiyerinden pembe-menekşe 

rengindeki mukoid koloni yapısına sahip muhtemel bifidobakteri olarak 59 adet 

izolasyon yapılmıştır.  
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F6FFK enzimi bifidobakterilerin hem laktobasillerden ayırt edilmesi hem de cins 

düzeyindeki tayini için önemlidir [101]. Tüm izolatlar arasından bifidobakterilerin ön 

tanısı için F-6FFK enzim testi yapılmış, 31 adet izolat pozitif sonuç vermiştir. 

F6FFK enzim testiyle bifidobakteri olarak ön tanısı konulan 31 adet izolatın % 51’ i 

dışkıdan % 49’ u ise anne sütünden elde edilmiştir. Bifidobacterium cinsi bakterilerin 

yoğunluğunun bebek dışkısında anne sütünden daha fazla olduğu belirlenmiştir. 

Genellikle yapılan çalışmalarda dışkı izolatı kullanılmış olup, anne sütü izolatlarının 

kullanımı yerine anne sütündeki bileşimlerin probiyotikler üzerindeki etkisi 

araştırılmıştır [118]. Anne sütünden bifidobakteri izolasyonu yapılarak yürütülen 

böyle bir çalışmanın ilk defa yapılıyor olması bu düzeyde yapılacak olan diğer 

çalışmalara farklı bir bakış açısı getirmiştir. Yaptığımız çalışmada bebek dışkısında 

bulunan bifidobakteri sayısı yaklaşık 24x108 CFU/ml, anne sütünde bulunan 

bifidobakteri sayısı ise 11x104 CFU/ml olarak tespit edilmiştir. Dışkı 

izolasyonlarında benzer rakamlar diğer araştırmacılar tarafından da belirlenmiştir, 

ancak literatür taramalarında anne sütü ile ilgili bu tarzda bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Dışkıdan bifidobakteri izole edilen çalışmalarda bifidobakteri sayısı 

farklı bulunmuştur. Örneğin, Scardovi (1986) tarafından yapılan çalışmada 

bifidobakteri sayısı 10x107 CFU/ml; Beerens (1990) tarafından yapılan çalışmada 

25x108 CFU/ml ve Hadadji (2005) tarafından yapılan çalışmada ise 26x109 CFU/ml 

olarak bildirilmiştir [100, 103, 119].  

 

Ön tanısı konulan 31 izolatın, şeker testleri, katalaz ve oksidaz oluşturmaları, 

glikozdan gaz oluşumu, arjinin hidrolizi gibi fizyolojik ve biyokimyasal testleri ile 

API kiti kullanılarak tür tanımlama testleri yapılmıştır. Bu tanımlamaların sonucunda 

31 izolatın 15 adedi B. breve, 11 adedi B. bifidum, 3 adedi B. pseudocatenulatum, 2 

adedi B. longum olarak tespit edilmiştir (Bkz. Çizelge 4.1). Fizyolojik ve 

biyokimyasal testlerin sonuçları ile oluşturulan dendrogramda da belirlenen türlerin 

birbirine yakın olduğu gösterilmiştir (Bkz. Şekil 4.1). Oluşturulan dendrogramda, B. 

breve’ ye ait olan suşların  % 88- 96; B. bifidum’ a ait olan suşların % 57- 92 B. 

pseudocatenulatum % 85–90 ve B. longum % 85–94 oranlarında benzerlik gösterdiği 

belirlenmiştir. Anne sütü ile beslenen bebeklerin dışkısından izole ettiğimiz 

bifidobakteri türleri, diğer araştırıcıların bulguları ile benzerlik göstermiş olup, bebek 
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dışkısından yaptığımız izolasyonlarda, dominant türler olarak B. bifidum (% 56) ve 

B. breve (% 25) belirlenirken, B. pseudocatenulatum (% 19) türlerinin de ikinci 

derecede dominant olduğu belirlenmiş olup B. longum’ a rastlanmamıştır. Buna 

karşın, anne sütünde ise, B. breve (% 25) baskın olup, ikinci derecede B. bifidum (% 

13) ve B. longum (% 13) bulunmuştur. Yeni Zellanda da, Requena ve ark. (2002) 

tarafından yapılan bir çalışmada, B. bifidum ve B. longum türlerinin bağırsak 

florasına hâkim olduğu belirlenmiştir [120]. Bununla birlikte, Kim ve ark.’ nın 

(2003) yaptığı çalışmada, yeni doğan dışkısı izolatları arasında B. bifidum ve B. 

breve baskın türler olarak bildirilmiştir [121]. Vlkova ve ark. (2005) tarafından 

yapılan bir başka çalışmada yine, bebek dışkısından izole edilen türlerin dağılımı B. 

bifidum % 34,08, B. breve % 34,08, B. dentium % 13,65, B. pseudocatenulatum % 

6,81 ve diğer bifidobakteri türlerinin de oranı ise % 11,38 olarak belirtilmiştir [122].  

 

Bir mikroorganizmanın probiyotik özelliklerini gösterebilmesi için bağırsak 

sisteminde canlı kalması gerekmektedir. Ağız yolu ile alınan probiyotikler bağırsak 

bölgesine ulaşmadan önce midenin asitli ortamı ile karşı karşıya kalmaktadırlar. Bu 

sebeple, bifidobakteri türlerine ait suşların aside direncinin yüksek olmasının, asidik 

bir ortam olan midede canlılığını kaybetmeden bağırsak sistemine geçerek, burada 

kolonizasyonu için avantaj olabileceği düşünülmektedir. Her gün mideden pH’ sı 

yaklaşık 2,0 civarında olan 3 litre kadar mide suyu salgılanmaktadır. Bu nedenle, 

probiyotik mikroorganizmaların kolona ulaşıp, orada kolonize olması için gerekli 

olan ilk şart mide asidinden en az oranda zarar görmesidir. Ancak yapılan 

çalışmalarda bifidobakterilerin birçoğunun ancak pH 3,0 ve 4,0’ e direnç gösterip, 

daha altındaki pH’ larda canlılık kaybı yaşadığı bildirilmiştir. Budan dolayı, 

probiyotik amaçlı kullanılmak istenen bifidobakteri türünün direncinin maksimum 

düzeyde olması istenmektedir [123]. 

 

Ayrıca, safra toleransı da probiyotiklerin seçiminde kullanılan önemli kriterlerden 

biridir. Yağları parçalayarak bunların bağırsaklardan emilimlerine yardımcı olmak 

üzere karaciğerden ince bağırsağa salgılanan safra, bakterilerin büyük oranda lipit ve 

yağ asidi içeren hücre membranlarına zarar vermek suretiyle inhibitör etkisi 
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yapmaktadır [46]. Bu sebeple probiyotik olarak kullanılacak bakterilerin 

bağırsaklarda fonksiyon gösterebilmeleri için safraya karşı dirençli olmaları 

gerekmektedir [108, 124]. Bununla beraber, insan kullanımı için probiyotiklerin 

seçimindeki safra toleransı çalışmalarında % 0,15 ve % 0,3 konsantrasyonlarında 

safranın kullanılması önerilmektedir [125]. Yapılan çalışmalarda, insandaki safra 

konsantrasyonuna yakın bir değer olmasından dolayı safraya dirençli olan suşları 

belirlemek için özellikle % 0,3’ lük safra konsantrasyonunun kritik bir değer olduğu 

bildirilmiştir [126]. 

 

Bifidobakterilerin asit dirençliliği ve safra toleransı ile ilgili sınırlı sayıda literatür 

mevcuttur. Bu çalışmalarda ise, bu bakterilerin aside oldukça duyarlı olmalarının 

yanı sıra, safraya karşı dirençli oldukları vurgulanmaktadır. Matsumoto ve ark. 

(2004), B. longum, B. adolescentis ve B. pseudocatenulatum ile yaptıkları çalışmada 

bu bakterilerin aside olan toleranslarını belirlenmişlerdir. Bu çalışmada, 

bifidobakterilerin pH 3,0’ de yaklaşık olarak % 1 oranında bir canlılığa sahip olduğu, 

asidik ortam dirençlerinin oldukça zayıf olduğu gösterilmiştir [127]. Collado ve Sanz 

adlı araştırmacılar (2006) tarafından yapılan çalışmada ise, B. breve ve B. 

adolescentis’ in yüksek safra konsantrasyonunu iyi tolere ettikleri, buna karşın pH 

2,0 ve 2,0’ den daha asidik ortamlarda canlılıklarının gözlenmediği belirlenmiştir 

[128]. Bizim çalışmamıza benzer şekilde, Chung ve ark. (1999) tarafından safra ve 

aside dirençli bifidobakterilerin seçimi yapılmıştır. pH’ sı 4,0; 5,0 ve 7,0 olan 

besiyerinde geliştirilen suşlarda pH 7,0 ve 5,0’ de canlılık tespit edilirken, pH 4,0’ de 

herhangi bir gelişim gözlenmemiştir [107]. Bizim yaptığımız çalışmada da denenen 

pH’ lar arasında 6,2; 5,0 ve 4,5’ da suşlarda gelişim tespit edilirken, pH 4,0’ten 

itibaren azalma gözlenmiş olup 3,5 ve 3,5’ den sonra gelişim belirlenmemiştir (Bkz. 

Çizelge 4.2). Hadadji ve ark. (2005) tarafından yapılan bir çalışmada ise, anne sütü 

ile beslenen bebeklerin dışkı örneklerinden bifidobakteri türleri izole edilmiş ve 

izolatların farklı pH’ lardaki (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0) gelişimi incelenmiştir. Bu 

çalışmada, bifidobakteri türlerinin en iyi gelişimi pH 6,0 ve 7,0’ de gösterdiği, pH 

5,0’ in altında ve 8,0’ in üstünde gelişimlerinin oldukça düştüğü, bununla birlikte pH 
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4’ de suşların gelişiminin tamamen inhibe olduğu belirtilmiştir  [103]. Bizim 

çalışmamızda da, izole edilen türler arasında mide asidine olan direnç farklılık 

göstermiş, pH 6,2–3,5 arasında değişen pH denemelerinde pH düşmesine bağlı 

olarak canlılığın düştüğü belirlenmiş ve pH 3,5’ den sonra tüm suşların canlılığını 

kaybettiği tespit edilmiştir. Yapılan bu çalışmalarda bakterilerin gelişimlerine 

asitliğin etkisi tür düzeyinde belirlenmemiş olması bu açıdan çalışmamıza ön plana 

çıkarmaktadır. Yaptığımız çalışmada, en iyi dirence B. breve’ ye ait olan suşların 

sahip olduğu görülmüştür. Daha sonra B. longum ait suşlar gelirken, izolatlar 

arasındaki en zayıf suşlar B. pseudocatenulatum’ a ait olanlarda görülmektedir. B. 

breve A28 suşu pH 3,5’ de 0,98 ± 0.01 oranında azımsanmayacak bir yoğunluğa 

sahip olduğu gözlenmiştir. Yine B. breve‘ ye ait S4 suşunun pH 3,5’ de 0,77 ± 0.01 

oranında yüksek bir yoğunluk belirlenirken, B. bifidum’ a ait olan suşlarda ise yine 

pH 3,5’ de 0,11 ± 0.00- 0,42 ± 0.01 arasında bir yoğunluk olduğu görülmüştür. Genel 

olarak tüm suşların asit direncine bakıldığında ise, 31 adet suştan 9’ unda pH 3,5’ de 

canlılık tespit edilememiştir (Bkz. Çizelge 4.2).  

 

Safra toleransı çalışmalarında ise yapılan araştırmalarda benzer safra 

konsantrasyonları kullanılmış olup, tür düzeyinde çalışmalar yapılmıştır. Ibrahim ve 

Bazkorovainy (1993) tarafından yapılan bir çalışmada 0-3 g/L arasında değişen 

konsantrasyonlardaki safraya maruz bırakılan bifidobakterilerden B. infantis’ in 

canlılığının B. bifidum, B. breve, ve B. longum‘ dan daha iyi olduğu belirtilmiştir 

[129]. Buna karşın, Clark ve Martin (1994) adlı araştırmacılar yaptıkları çalışmada % 

2- 4 oranındaki safra toleransında B. bifidum ve B. infantis’ e karşılık B. longum’ un 

daha iyi tolerans gösterdiğini bildirmişlerdir [130]. Bizim yaptığımız çalışmada da 

bifidobakterilerin safra toleransı türler arasında değişiklik göstermektedir. Genel 

olarak bakıldığında B. bifidum’ un, B. breve, B. pseudocatenulatum ve B. longum’ 

dan daha iyi tolerans gösterdiği belirlenmiştir. Marteu ve ark. (1997) tarafından 

yapılan farklı bir çalışmada ise, in vivo koşullarda safranın bakteriler üzerindeki 

inhibitör etkisinin çok kuvvetli olduğu ve buna bağlı olarak kullanılmak istenen 

bakterilerin safra direncinin çok iyi olması gerektiğini vurgulayarak, 
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bifidobakterilerin safrayı tolere edebilmesinin probiyotik kullanım açısından önemini 

açığa çıkarmışlardır [131]. Yaptığımız çalışmada ise, % 0,15’ lik safra 

konsantrasyonunun suşların gelişiminde olumlu bir etki yarattığı gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, artan safra konsantrasyona bağlı olarak, bakteriler üzerindeki 

inhibitör etkisinin de arttığı belirlenmiştir. En yüksek konsantrasyon olan % 0,40 

konsantrasyonundaki safra varlığında bile tüm suşlarda belirli bir yoğunluk tespit 

edilmiş olup, hiçbir suş canlılığını tamamen kaybetmemiştir. % 0,40 safra 

konsantrasyonunda en iyi toleransa sahip olan suşlar sırasıyla B. breve A16 ve A28 

suşlarıdır. Safraya en zayıf toleransı ise, B. breve S3, S4, S5, S8, S9, S11 ve B. 

pseudocatenulatum D4 suşları göstermiştir (Bkz. Çizelge 4.3). 

 

Bifidobakterilerde asit ve safra dirençliliği çalışmalarının az olmasına karşın, 

Lactobacillus cinsine ait çeşitli suşların asit dirençliliği ve safra toleranslarının 

araştırıldığı çok sayıda çalışma bulunmaktadır [132, 133]. Xanthopoulos ve ark. 

(2000) bebek dışkılarından izole ettikleri farklı türler (L. acidophilus, L. gasseri, L. 

reuteri, L. rhamnosus, L. paracasei subsp. paracasei) içeren 20 adet laktik asit 

bakterisinin probiyotik özelliklerini araştırmışlardır. Bu çalışmada pH 3,0’ de 

inkübasyona bırakılan izolatların, inkübasyon sonrası % 0,1–73,3 oranlarında 

canlılıklarını korudukları belirlenmiştir [134]. Haller ve ark. (2001) ise, insan 

bağırsağından izole ettikleri 10 farklı laktobasil türünden 4 tanesinin (L. johnsonii 

La1, L. plantarum 2963, 2966, 2833) pH 1,5–2,5’ a direnç gösterdiği, diğer suşlarına 

direnç gösteremediğini belirlemişlerdir. İnsan izolatı olan L. johnsonii La1 suşunun 

düşük pH ve safra dirençliliğinden dolayı probiyotik bir suş olabileceğini 

bildirmişlerdir [135]. Yapılan diğer bir çalışmada, probiyotik olarak kullanılması 

amaçlanan bazı suşların asit ve safra dirençlilikleri araştırılmıştır. Pediococcus 

acidilactici (P2), Lactobacillus curvatus (RM10) ve P. pentosaceus (FF) suşlarının 

asitli ortama dirençliliklerinin oldukça yüksek olduğu, pH 3,0’ de canlılıkları ya çok 

az etkilenmiş ya da hiç etkilenmemiştir. Buna karşın safra konsantrasyonlarının 

herhangi bir pozitif etki göstermediğini ve % 0,3 oranında safraya karşı bakterilerin 

toleranslarının düşük olduğunu bildirmişlerdir [126]. Böke (2005) tarafından yapılan 
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çalışmada ise Lactobacillus suşlarının mide asitliğine yakın farklı pH’ lara (1,0–3,0) 

dayanıklılıkları ölçülmüştür. Sonuçta, pH 3,0’ e tüm suşların yüksek oranda (% 72,5- 

96,3) dirençlilik gösterdiği fakat pH 1’ de canlılık gözlenemediği belirlenmiştir. 

Ayrıca bu çalışmada, laktobasil suşlarının % 0,15 konsantrasyonundaki safrayı % 

30–39 ve % 0,3 konsantrasyonundaki safrayı % 24–36 arasında değişen oranlarda 

tolere ettikleri belirlenmiştir [56].  

 

Genel olarak tüm izolatlara bakıldığında, bifidobakterilerin diğer probiyotik 

bakterilere göre aside dirençliliklerinin daha az olduğu görülmektedir. Ancak, 

yapılan sınırlı çalışmalarda da bifidobakterilerin safra toleransının laktobasillere göre 

daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Berrada ve ark. (1991) tarafından yapılan 

çalışmada, aside ve safraya dirençli olan bifidobakterilerin in vivo çalışmalarda 

sağlığı iyileştirici özellikler bakımından diğer probiyotiklere göre daha iyi olduğu 

gösterilmiştir [136]. Yaptığımız çalışmada elde edilen verilere göre, suşlarımızın 

aside olan dirençliliğinin literatür taramalarında belirlenen laktobasillere göre düşük 

olduğu, buna karşın safraya karşı toleransının çok daha yüksek olduğu tespit 

edilmiştir.  

 

Bakterilerin mideden geçip bağırsağa ulaştıklarında probiyotik özelliklerini 

gösterebilmelerindeki en büyük avantajlardan biri de ekzopolisakkarit (EPS) üretim 

kapasitelerine sahip olmalarıdır [56]. Probiyotik özellik olarak ekzopolisakkarit 

üretiminin (EPS); bakteriyi sıvı kaybına, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara, 

antibiyotik ve toksik bileşiklere karşı koruduğu bilinmektedir [58]. Yapılan literatür 

taramalarında, Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus vs. tarafından üretilen EPS 

ile ilgili birçok çalışma belirlenirken, EPS üretim kapasitesinin, probiyotik ve gıda 

uygulamalarında oldukça önemli olduğunun bilinmesine rağmen, bifidobakteriler 

tarafından EPS üretimi ile ilgili yeterli çalışma bulunmamıştır [55]. Sınırlı sayıda 

yapılmış olan çalışmalarda ise, bazı bifidobakterilerinin EPS üretim kapasitesine 

sahip olduğu ancak, probiyotik kullanım açısından avantajlı olabileceği belirtilmemiş 

ve bu konuda çalışma yapılmamıştır. Bu sebeple, yaptığımız bu çalışma probiyotik 
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kullanıma yönelik kapsamlı bir çalışma olması ve bu çalışmayla yüksek EPS 

üretimine sahip bifidobakterilerin avantajlarının vurgulanması açısından bir ilk 

olmuştur. 

 

Bifidobakterilerin EPS üretimi ilk olarak 1990’ da Sutherland tarafından 

bildirilmiştir. Daha sonra 1995’ de Roberts ve ark. tarafından Bifidobacterium 

longum BB–79 suşunun EPS üretimi araştırılmıştır [137].  Ancak bu çalışmalarda 

sadece bifidobakterilerde EPS varlığı belirlenmiş olup, EPS üretiminin önemine 

değinilmemiştir. Buna karşın, laktik asit bakterilerinin (LAB), EPS üretimi ile ilgili 

yapılan birçok çalışmada, EPS üretim kapasitesi ve EPS’ nin probiyotikler açısından 

avantajları vurgulanmıştır. Cerning ve ark.(1995), LAB’ nin sütte ürettikleri EPS 

miktarlarının farklı olduğunu tespit etmişlerdir. Bu araştırmacılar EPS miktarını; S. 

thermophilus için 50–350 mg/L, L. bulgaricus için ise 60–150 mg/L, Lactococcus 

lactis subsp. cremoris için 80–600 mg/L olarak bulmuşlardır [138]. Yine Ginka ve 

ark.’ nın (2000) yaptıkları benzer bir çalışmada, L. bulgaricus 2–11 kodlu suşun EPS 

üretimini 540 mg/L olarak belirlenirken, S. thermophilus 15a için 229 mg/L, S. 

thermophilus 2a için ise 58 mg/L olarak tespit edilmiştir [139]. Bizim yaptığımız 

çalışmada ise, bifidobakterilerin her birinde EPS üretim kapasitesi belirlenmiştir. 

Suşların EPS üretimi 38,00 mg/L–97,64 mg/L arasında bulunmuştur (Bkz. Çizelge 

4.5). Suşlar arasında EPS üretim kapasitesi oldukça farklı olup, bebek dışkısından 

izole edilen suşlar arasında en yüksek EPS üretimi B. breve A28 (97,64 mg/L) 

suşunda tespit edilmiştir. B. pseudocatenulatum D5 (91,91 mg/L), B. bifidum D8 

(89,55 mg/L), B. bifidum A40 (86,50 mg/L), B. bifidum D2 (85,73 mg/L)  suşlarında 

da yüksek bulunmuştur. Süt izolatları arasında en yüksek EPS üretim kapasitesine 

sahip olan suşlar ise, B. breve S4 (93,67 mg/L), B. breve A19S (87,05 mg/L), B. 

breve S3 (82,35 mg/L) ve B. breve S2 (82,21 mg/L)’ dir. Tüm suşların EPS 

üretiminin, daha önce Lactobacillus cinsine ait farklı türlerle yapılan çalışmalarda 

elde edilen değerlere göre daha az olduğu gözlenmiştir. Araştırmacılar EPS 

üretimlerinin türler ve hatta suşlar arasında farklı olmasında, fermantasyon şartlarının 

(sıcaklık, inkübasyon, süre ve pH) ve besiyeri bileşenlerinin (karbon ve nitrojen 

kaynağı) etkili olabileceğini bildirmişlerdir [140, 141].   
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Yaptığımız çalışmada, EPS üretimi yüksek olan suşların düşük asitliğe daha dirençli 

ve safraya daha toleranslı olması dikkat çekicidir. Elde ettiğimiz sonuçlara göre, EPS 

üretimi ile asit direnci ve safra toleransı özellikleri arasında bir ilişki olduğu tespit 

edilmiştir. Bu ilişki istatistiksel olarak da değerlendirilmeye alındığında, suşların asit 

direnci ve safra toleransı ile EPS üretim kapasiteleri arasında pozitif bir korelasyon 

olduğu saptanmıştır (P<0.05). Elde edilen bu sonuçlar, özellikle EPS’ nin asit ve 

safraya karşı koruyucu etkisinin varlığını göstermektedir ve bu düzeyde yapılmış ilk 

çalışma olması, çalışmamızın önemini ortaya çıkarmaktadır. 

 

Probiyotik mikroorganizmaların en önemli özelliklerinden biri de, ortamda bulunan 

gıda kaynaklı patojenlerin ve kontaminant mikroorganizmaların (Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes gibi) gelişimini 

engellemeleri ve ölümlerine sebep olmalarıdır [142]. Bu özelliklerinden dolayı 

gıdaların korunmasında laktik asit bakterilerinin fermantasyonu sonucu ortamda 

bulunan karbonhidratların miktarı azalır ve antimikrobiyal aktiviteye sahip organik 

moleküller (laktik, asetik, formik, propiyonik asit) ve antimikrobiyal bileşikler 

(hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriyosin) oluşur [143- 145]. Laktik asit bakterileri 

tarafından üretilen bu metabolitler E. coli gibi gram-negatif bakteriler üzerinde etkili 

olmaktadır. Reid ve ark. (1990) farklı Lactobacillus spp. türlerinin birçok patojen 

üzerinde inhibisyon etkisi gösterdiğini belirlemişlerdir [146]. Bifidobakterilerin 

patojenler üzerindeki inhibisyonu ile ilgili çok fazla araştırma olmamasına rağmen, 

Gibson ve Wang (1994) adlı araştırıcılar yaptıkları çalışmalarda, birçok bifidobakteri 

türünün (B. infantis ve B. longum gibi) gram negatif ve gram pozitif bakterilere karşı 

antimikrobiyal etkiye sahip olduğunu göstermişlerdir. En iyi inhibisyon etkisinin E. 

coli türleri ile gerçekleştiğini, gözlemlemişlerdir [147]. Bu nedenle, çalışmamızda 

bifidobakterilerin E. coli üzerindeki inhibisyon etkisi araştırılmıştır. Yapılan 

deneyde, suşların birçoğunun E. coli üzerinde inhibisyon etkisi gösterdiği 

belirlenmiştir. Tüm izolatların inhibisyon etkisi incelendiğinde, 5- 9 mm arasında 

değişen oranlarda zon çapları elde edilmiştir. Buna karşın, sadece iki bifidobakteri 

izolatının E. coli ATCC 11229 üzerindeki inhibisyon etkisi tespit edilememiştir 

(Bkz. Çizelge 4.7, Resim 4.4).  
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Bakterilerin bağırsak bölgelerindeki kolonizasyonu, fimbrial yapışmayla 

gerçekleşmektedir. Bakteri fimbriyaları, farklı hücre tipleri arasında eritrositlere de 

yapışabilme ve böylelikle aglutine etme (hemaglütinasyon) yetenekleriyle bakteri 

hemaglütininleri (fimbriyal hemaglütininler) arasında yer almaktadırlar  [74, 148]. 

Bu nedenle, fimbriyaların varlıklarını ve yapışmada oynadıkları rolü göstermeye 

yönelik in vitro araştırmalarda kullanılan yöntemlerden biri de bakterilerin 

hemaglütinasyon kabiliyetlerinin gösterilmesine dayanmaktadır [74, 75, 148]. 

Hemaglütinasyon iki veya daha fazla eritrosite bakterilerin tutunmasıyla meydana 

gelmektedir. Bu nedenle, bazı araştırmacılar tarafından bakterilerin hemaglütinasyon 

yetenekleri, bakterilerin bağırsak yüzeyine kolonize olmasında ön seçim olarak 

kullanılmıştır [76]. Ocana ve ark. (1999), memeli epitel hücre reseptörleri ile eritrosit 

membran reseptörleri arasında benzerlikten yararlanarak bakterilerin HA yeteneğinin 

epitel yüzeye tutunma çalışmalarından önce, bir ön basamak olabileceğini 

belirtmişlerdir [72]. Bifidobakterilerin hemaglütinasyon yetenekleri önemini 

vurgulayan, Perez ve ark. (1998) ark. tarafından yapılmış sadece bir literatür 

bulunmaktadır. Bu çalışmada, insan orijinli bifidobakterilerin hücre yüzey 

özelliklerini incelenerek, hemaglütinasyon kapasitesi yüksek olan şuşların epitel 

yüzeylere tutunma kapasitelerinin de daha yüksek olduğu belirlenmiştir [149]. Mukai 

ve ark. (1998) ise benzer bir çalışmada 6 adet Lactobacillus reuteri suşlarının, 

bağırsak epiteline yapışma yetenekleri ile HA yetenekleri arasında korelasyon olup 

olmadığını araştırmışlardır. L. reuteri suşlarının HA yeteneği gösteren suşların çeşitli 

bağırsak epitel hücrelerine yapışma yeteneği gösterirken, HA yeteneği göstermeyen 

suşların ise epitele tutunamadıklarını bildirmişlerdir. Ayrıca, Lactobacillus 

acidophilus suşlarının da HA yeteneği gösteren ve epitel hücrelere iyi adezyona 

sahip bir suş olduğunu rapor etmişlerdir [150].  Benzer şekilde bizim çalışmamızda 

da, izole edilen tüm bakterilerin hemaglütinasyon kabiliyetleri incelenmiştir (Bkz. 

Çizelge 4.6). Sonuçlarda suşlar, hemaglütinasyonun şiddetine göre 

derecelendirilmiştir (Bkz. Resim 4.3). B. breve A28, B. breve S3, B. bifidum A40, B. 

bifidum S7 ve B. bifidum D1 yüksek (+++) HA gösteren suşlar olarak belirlenmiştir. 

B. pseudocatenulatum ve B. longum suşlarının HA göstermediği tespit edilmiştir. 

Yaptığımız bu çalışmadan elde edilen veriler, epitel yüzeye tutunma çalışmasında 
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kullanılması planlanan suşların tutunma indeksinin belirlenmesi açısından bir ön 

seçim oluşturmuştur.  

 

Probiyotik kültürlerin bağırsağa varması halinde, peristaltik hareketler ile bağırsaktan 

kayıp gitmemesi için bağırsak lümenini örten mukus tabakasına ve epitel hücrelerine 

tutunması gerekmektedir [151]. Bağırsak hücrelerine bakterilerin tutunma yeteneği 

en önemli probiyotik seçim kriteri olarak dikkate alınmaktadır [152]. Bağırsak 

epiteline veya mukusa tutunma, başarılı kolonizasyon, enteropatojenlere karşı 

antagonistik aktivite gösterebilme, immün sistemin modülasyonu ve mide mukoza 

hasarlarının iyileştirilmesinin artırılması için gerekli olan ön koşullardan biridir  

[152- 154]. Bu nedenle, bağırsak yüzeyine kolonizasyonda ilk adım olarak, 

bakterilerin bağırsak hücrelerine veya mukusa tutunması düşünülmektedir  [155, 

156]. Bifidobakteriler ile bağırsak hücreleri arasındaki etkileşim bilinmesine rağmen, 

hücreye tutunma mekanizması hakkında çok az bilgi bulunmaktadır. Gram pozitif 

bakterilerin polisakkaritlerinin kuvvetli elektrostatik gücünün, hücreye 

tutunmalarında önemli olabileceği düşünülmektedir [157]. Laktik asit bakterilerinin 

oluşturdukları EPS, bakterinin yüzeye tutunmasında yapıştırıcı (slime) işleve sahip 

olması nedeniyle, bakterinin tutunmasında ve biyofilm oluşturmasında etkilidir [58]. 

Bakteriler tarafından oluşturulan EPS, epitel doku ile bakteriler arasında (bağırsak 

florasında bulunan) gerçek bir bağ meydana getirir. EPS üretimine sahip suşların 

yüksek bir adezyon kapasitesine sahip olacağı bilinmektedir [128]. Bütün bu 

özellikler, EPS üreten bakteriye, bulunduğu ortamda stabil olarak kalabilme ve 

dominant olarak kolonize olma özelliği sağlamaktadır [158]. Bu sebeple, epitel 

yüzeye tutunma çalışmasında kullanılmak üzere, 31 izolat arasından, EPS üretim 

kapasitesi ve hemaglütinasyon kabiliyeti göz önüne alınarak EPS üretimi ve 

hemaglütinasyon kabiliyeti yüksek B. breve A28 ile EPS üretimi ve hemaglütinasyon 

kabiliyeti düşük olan B. bifidum A10 suşları kullanılmıştır. Bununla birlikte, 

bifidobakterilerin epitel yüzeye tutunmasında, patojen olarak E. coli ATCC 11229 

suşunun da etkisinin belirlenmesi amacıyla çalışmaya dâhil edilmiştir. 
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Yapılan çalışmalarda, insan kolon kanserli hücrelerinden izole edilmiş Caco–2 

hücreleri bakteri ve bağırsak epitel hücreleri arasındaki etkileşimi çalışmada en iyi 

model sistemi olarak bulunmuştur [159]. Bu nedenle in vitro olarak epitel yüzeye 

bakterilerin tutunma deneylerinde Caco–2 hücreleri kullanılmıştır.  Çalışmamızda 

aynı koşullar altında B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşlarının 

Caco–2 hücrelerine tutunma indeksleri belirlenmiştir (Bkz. Çizelge 4.7). Elde edilen 

verilere göre EPS üretim kapasitesi-hemaglütinasyon kabiliyeti yüksek olan B. breve 

A28 suşu ile E. coli ATCC 11229 suşunun epitel yüzeye tutunma indeksleri çok 

yüksek bulunmuştur (300< bakteri/hücre). Bununla birlikte, EPS üretim kapasitesi 

düşük ve hemaglütinasyon kabiliyeti olmayan B. bifidum A10 suşunun epitel yüzeye 

tutunma indeksi (19 bakteri/hücre) düşük olduğu belirlenmiştir. Yapılan istatistiksel 

analizlere göre, epitel yüzeye tutunma ile EPS üretimi arasında pozitif bir ilişkinin 

olduğunu belirlenmiştir (P<0,05). Çalışma sonunda EPS üretimi yüksek B. breve 

A28 ve EPS üretimi düşük B. bifidum A10 suşlarının Caco–2 hücrelerine tutunması 

elektron mikroskobu ile görüntülenmiştir. Elektron mikroskobu analizlerinde de EPS 

üretimi yüksek B. breve A28 suşunun tutunma ve biyofilm oluşturma kapasitesinin 

EPS üretimi düşük B. bifidum A10 suşuna göre daha yüksek olduğu doğrulanmıştır 

(Bkz. Resim 4.3, 4.4). Çeşitli çalışmalarda bifidobakterilerin, epitel yüzeye tutunma 

gösterip göstermedikleri araştırılmıştır. Örneğin, insan enterosit benzeri Caco–2 

hücreleri ile yapılan çalışmalarda B. breve, B. longum ve B. adolescentis tutunma 

gösterip, B. bifidum ve B. infantis’ in tutunması belirlenmemiştir [149]. Yaptığımız 

çalışmada da B. bifidum’ un tutunma indeksinin B. breve’ nin tutunma indeksinin çok 

altında olduğu tespit edilmiştir.  Bir başka çalışmada, Ouwehand ve ark. (1999) 

tarafından, 2–6 aylık bebeklerden izole edilen dört bifidobakteri suşunun epitel 

hücrelerine tutunması araştırılmıştır. Elde edilen verilere göre % 4,2- 11,4 değişen 

oranlarda tutunma oranları belirlenmiştir [160]. Fang ve ark.  (2001) tarafından 

yapılan bir çalışmada ise, yetişkin ve bebek dışkısından izole edilen 

bifidobakterilerin in vitro koşullarda bağırsak epiteline yapışması incelenmiştir. 

İzolatlar, pozitif kontrol olarak kullanılan Lactobacillus GG (ATCC 53103) ve 

Bifidobacterium lactis Bb12 suşlarının bağırsak hücrelerine tutunması ile 

kıyaslanmıştır. Lactobacillus GG (ATCC 53103) ve Bifidobacterium lactis Bb12 

suşlarının tutunma yüzdesi sırayla % 35,5 ve % 19,0 olarak belirlenmiştir [154]. 
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Diğer probiyotik bakterilerde yapılan çalışmalarda da epitel yüzeye tutunma 

kapasiteleri belirlenmiştir. Zarate ve ark. (2002) tarafından Propionibacterium 

acidopropionici CRL 1198 suşu ile epitel yüzeye tutunma deneylerinde benzer 

sonuçlar elde etmişlerdir. Bu suşun, mide suyu ve bağırsak sıvısı ile muamele 

edildikten sonra çok iyi tutunma özelliği sergilediği gözlenmiştir [114]. 

 

Bağırsak epitel yüzeyine bakteriyel tutunma için yarışmalı inhibisyon, 

probiyotiklerin diğer bir etki mekanizmasıdır. Bu çalışmada da yine B. breve A28, B. 

bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşları kullanılmıştır. EPS üretimi yüksek olan 

B. breve A28 ile E. coli ATCC 11229 suşlarının rekabetinde, her iki suşunda tutunma 

indeksinde azalma gözlenmiştir. Rekabetin olmadığı ortamda E. coli ATCC 11229’ 

un tutunma indeksi 300< bakteri/hücre iken, ortama B. breve A28’ in katılması ile 

beraber tutunma indeksinin 48 bakteri/hücre’ ye düşmüştür. B. breve A28 suşunun da 

rekabetsiz ortamda 300< bakteri/hücre olan tutunma indeksi, E. coli ATCC 11229 

suşu ile birlikteliğinde 41 bakteri/hücre’ ye inmiştir. EPS üretim kapasitesi düşük 

olan B. bifidum A10 ile E. coli ATCC 11229 suşlarının rekabetinde ise B. bifidum 

A10 suşunun tutunma indeksinin 19 bakteri/hücre’ den 8 bakteri/hücre’ ye düştüğü, 

buna karşın E. coli ATCC 11229’ un tutunma indeksinin 105 bakteri/hücre olduğu 

gözlenmiştir (Bkz. Çizelge 4.7). Bu sonuçlar incelendiğinde, EPS üretiminin, 

bifidobakterilerin Caco–2 hücrelerine tutunmasında ve mide-bağırsak sistemindeki 

canlılığında koruyucu bir etki göstermesi konusundaki hipotezimiz 

doğrulanmaktadır. Ouwehand ve ark. (2001) tarafından laktobasil ve 

bifidobakterilerin, epitel yüzeye tutunmada E. coli ile rekabet ederek baskın 

olduklarını bildirmişlerdir [77]. Yapılan başka bir çalışmada da, E. coli ve 

probiyotikler arasındaki tutunma rekabeti belirlenmiştir. Roselli ve ark. (2006) 

enterotoksijenik E. coli K88’ in neden olduğu inflamasyondan Caco–2 hücrelerinin 

korunmasında probiyotik olarak kullanılan B. animalis MB5 ve L. rhamnosus GG 

suşlarının rolü ile ilgili yaptıkları çalışmada, E. coli’ nin inhibe olduğunu 

gözlemişlerdir [161]. Collado ve ark. (2006) tarafından bifidobakterilerin 

patojenlerle rekabeti sonucunda bağırsak bölgesinde epitel hücrelere tutunması 

araştırılmıştır. Çalışmada bağırsak patojeni olarak, E. coli, Listeria monocytogenes, 

Enterobacter sakazakii ve Clostridium difficile kullanılmıştır. Bifidobakteri 
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suşlarının tek başına epitele tutunması % 2–10 arasında değişirken, patojenlerin 

tutunma yüzdeleri E. coli’ de % 20, E. sakazakii’ de % 15, C. difficile’ de % 14 ve L. 

monocytogenes % 3 oranlarında bulunmuştur. Rekabette L. monocytogenes’ in  % 

5,06- 14,09; E. coli’ nin % 6,75- 25,37; E. sakazakii’ nin 17,25–27,0; C. difficile’ nin 

% 14,20–21,27 arasında değişen oranlarda tutunma kapasitesinin azaldığı 

görülmüştür [128]. Bizim yaptığımız çalışmada da, bifidobakteriler ile birlikte aynı 

ortama konulan E. coli ATCC 11229’ un tutunma indeksinde azalma belirlenmiştir.  

Servin (2003) tarafından yapılan çalışmada probiyotiklerin patojenlerle etkileşimi ve 

bağırsak epitel yüzeyine tutunması araştırılmıştır. Lactobacillus spp. ve 

Bifidobacterium spp. kullanıldığında enterik patojenlerin enfeksiyon oluşturma ve 

epitel yüzeye tutunma oranlarında azalma meydana geldiği belirlenmiştir [162].  

 

Çalışmamızda aynı zamanda, bifidobakterilerin yapay mide suyu ve bağırsak sıvısı 

ile muamelesinden sonra tutunmaları araştırılmıştır. Bu araştırma, oral yolla 

verilmesi düşünülen probiyotik kültürlerin öncelikle karşılaştıkları mide asitliği ve 

safra tuzuna karşı toleransının tutunmadaki rolünün belirlenmesi amacıyla 

yapılmıştır. Böylece dayanıklı olan bakteriler bağırsaklara rahatlıkla ulaşıp, epitel 

yüzeye tutunarak kolonize olmaktadır [150]. Bakteriler, epitel yüzeye 

tutundurulmadan önce mide-bağırsak sistemindeki olumsuz koşullara maruz 

bırakılarak bağırsaklara ulaşan bakteri sayıları tespit edilmiştir. Deneyin ilk basamağı 

olarak, bakteriler farklı pH (3,0; 4,0; 5,0; 7,0)’ lara sahip mide sularına maruz 

bırakılmıştır. Mide suyu ile bakterilerin inkübasyonundan sonra katı ortama ekim 

yapılarak her bir bakterinin farklı pH’ lardaki canlılıkları belirlenmiştir. 

Bifidobakterilerin canlılığı E. coli’ ye göre oldukça düşük bir oranda elde edilmiştir. 

Bu farkın, hem bifidobakterilerin asitliğe olan duyarlı olması hem de E. coli’ nin 

aside direncinin yüksek olması ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Ayrıca, azalan pH 

ile birlikte tüm bakterilerin canlılığında da azalma meydana gelmiştir (Bkz. Çizelge 

4.8). Bu çalışmada araştırılan yüksek kapasitede EPS üretimine sahip B. breve A28 

suşunun pH 7,0’ de canlılığı log10 7,8 CFU/ml iken, azalan pH ile birlikte pH 3,0’ de 

canlılığında da azalma belirlenmiştir (log10 2,9 CFU/ml). Bununla birlikte, EPS 

üretimi düşük B. bifidum A10 suşunun canlılığının B. breve A28 suşuna göre çok 

daha fazla etkilendiği görülmektedir (pH 7,0’ de log10 7,2 CFU/ml; pH 3,0’ de log10 
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2,1 CFU/ml). Bu sonuçlara göre, EPS üretimi yüksek A28 suşunun canlı kalma 

kapasitesinin EPS üretimi düşük A10 suşuna göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir. 

Bakteriler, mide suyu ve ardından bağırsak sıvısında inkübe edildiklerinde ise 

canlılıklarının, mide suyu uygulamasına göre daha fazla etkilendiği tespit edilmiştir. 

Yapay mide suyu ardında bağırsak sıvısının uygulanması ile bifidobakterilerin 

canlılığı çok etkilense de, EPS üretimi yüksek olan B. breve A28 suşu, EPS üretimi 

düşük olan B. bifidum A10 suşuna göre canlılığını daha fazla koruyabildiği 

belirlenmiştir. Her ne kadar bifidobakterilerin safraya olan toleransları yüksek olsa 

bile, asitlik ile muamelenin ardından safra sıvısıyla karşılaşınca daha çok zarar 

gördükleri tespit edilmiştir. Bu çalışma sonunda, elde edilen verilerle, yine EPS 

üretim kapasitesi yüksek olan B. breve A28 suşunun önemi ortaya çıkmaktadır (Bkz. 

Çizelge 4.9). Bununla birlikte, E. coli ATCC 11229 suşunun, çalışmada kullanılan en 

düşük pH (pH 3,0) ve safra ile muamelesinde bile canlılığını bifidobakterilere göre 

daha çok koruyabildiği gözlenmiştir. EPS üretimi yüksek olan B. breve A28 suşunun 

canlılığında, asidik ortamın artması ve safranın varlığı ile düşme belirlenmesine 

rağmen, pH 3,0’ de bile canlılık tespit edilmiştir. Buna karşın EPS üretimi düşük 

olan B. bifidum A10 suşunun mide suyu ve bağırsak sıvısı uygulamasında pH 3,0’ de 

canlılığını tamamen kaybettiği belirlenmiştir. Bu çalışmanın devamında, hem mide 

suyu ile muameleden sonra hem de mide suyu ve bağırsak sıvısı ile muameleden 

sonra bakteriler Caco–2 hücrelerine tutundurularak ışık mikroskobunda sayımları 

yapılmıştır (Bkz. Çizelge 4.10; Çizelge 4.11). Buna göre, EPS üretim kapasitesi 

yüksek olan A28 suşunun epitel yüzeylere tutunmasının EPS üretim kapasitesi düşük 

olan A10 suşundan daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Yine bu çalışmada da mide 

suyunun düşen pH’ sına ve eklenen safra sıvısına bağlı olarak tutunan bakteri 

sayılarında da azalama gözlenmiştir. Yaptığımız bu çalışma, bifidobakterilerin mide-

bağırsak sistemi koşullarına maruz kaldığındaki epitel yüzeye tutunmaları ve bu 

tutunmada EPS üretim kapasitelerinin etkisinin belirlenmesi nedeniyle ön plana 

çıkmaktadır.  

 

Bifidobakterilerin epitel yüzeye tutunmalarında asitlik ve safranın etkisi ile ilgili çok 

fazla araştırma bulunmamaktadır. Ram ve Chander (2003) adlı araştırmacılar 

tarafından yapılan bir çalışmada ise, B. bifidum HI 39 ve B. bifidum HI 48 suşlarının 
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farklı pH’ larda (pH 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0) tutunma kapasitelerini belirlemişlerdir. 

Suşların her ikisinin de pH 7,0’ de maksimum düzeyde (% 80–90) epitele 

tutunabildiklerini, pH 5,0’ de ise minimum düzeyde tutunabildikleri gösterilmiştir 

[163]. Bizim çalışmamızda da hem mide suyu hem de mide suyuna ile birlikte 

bağırsak sıvısının varlığında kullanılan tüm bakterilerin epitele tutunmasında pH 7,0’ 

nin daha uygun olduğu pH 3,0’ de ise tutunmanın en alt seviyede olduğu 

gözlenmiştir. B. breve A28 suşunun sadece mide suyu ile muamele edilmesinin 

ardından Caco–2 hücrelerine tutunma indeksi pH 7,0’ de 53 bakteri/hücre iken, mide 

suyunun ardından bağırsak sıvısı ile muamele edildiğinde pH 7,0’ de tutunma indeksi 

31 bakteri/hücre’ ye düştüğü gözlenmiştir. EPS üretimi düşük olan B. bifidum A10 

suşunda ise, mide suyu ile muameleden sonra tutunma indeksi pH 7,0’ de 19 

bakteri/hücre olarak belirlenirken, ortama bağırsak sıvısı eklendikten sonra pH 7,0’ 

de 14 bakteri/hücre’ ye düştüğü belirlenmiştir. Mide suyunun tutunma indeksinde pH 

3,0’ de A28 suşunun indeksinin 31 bakteri/hücre’ ye kadar düştüğü belirlenirken, 

A10 suşunun indeksinin 6 bakteri/hücre’ ye düştüğü tespit edilmiştir (Bkz. Çizelge 

4.9). Mide suyuna bağırsak sıvısı ilave edildiğinde ise, A28 suşunun pH 3,0’ de 

tutunma indeksi 11 bakteri/hücre A10 suşunda ise pH 3,0’ de tutunma indeksi 4 

bakteri/hücre olduğu belirlenmiştir (Bkz. Çizelge 4.9). EPS üretimi yüksek A28 

suşunun Caco–2 hücrelerine tutunma kapasitelerinin yüksek olduğu elektron 

mikroskobu incelemeleri ile de doğrulanmıştır (Resim 4.4, 4.5) 

 

Elde ettiğimiz verilere dayanarak probiyotik açıdan üstün özellikli olarak belirlenen 

suşların bağırsak koşullarında canlılıklarını sürdürebilecek ve dolayısı ile probiyotik 

özelliklerini sergileyebileceklerdir. Probiyotik özelliklerini daha iyi gösterebilmeleri 

için de bu bakterilerin prebiyotiklerle desteklenmesinin avantajlı olacağı 

düşünülmektedir. Prebiyotik olarak fruktooligosakkaritlerin (FOS), kolonda faydalı 

bakterilerin gelişimini teşvik etmesi ve bağırsak sisteminin üst kısmında hidrolize ve 

absorbe olmaması dikkat çekmektedir. Prebiyotikler, bakterilerin gelişimini ve 

onların metabolik aktivitelerinin olumlu yönde etkilediği için probiyotik 

çalışmalarında kullanılmaya başlanmıştır. Bifidobakteriler, prebiyotikler için uygun 

hedef organizmalardır [164].  Bifidobakteriler ile FOS kombinasyonları, bakteriyel 

gelişimi teşvik ederek probiyotik etkinin devam ettirilmesinde önemli bir rol 
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oynamaktadır. Prebiyotikler arasında en çok doğada yaygın olarak bitki karbonhidrat 

depolarında bulunan inulin kullanılmaktadır [92]. Bu nedenle yaptığımız çalışmada 

da prebiyotik olarak inulin kullanılmıştır.   

 

İlk olarak prebiyotiklerle yapılan çalışmalarda, inulin ve fruktooligosakkaritlerin 

kolonda bifidobakterilerin gelişimini teşvik ettiğine dair raporlar Roberfroid (1998) 

tarafından bildirilmiştir [165]. Prebiyotikler üzerine yapılan çalışmalardaki en önemli 

bulgu, inulinin bifidobakterilerin gelişimini teşvik ettiği, buna karşın Bacteroides, 

Clostridia ve E. coli gibi patojenler üzerinde inhibitör etki göstermesidir [166]. 

Bunun üzerine çalışmalar bifidobakteriler ile birlikte prebiyotik uygulamalarına 

çevrilmiştir. 2001 yılında Sharp ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, 

bifidobakteriler ve E. coli’ de sindirilmeyen oligosakkaritlerin etkisi araştırılmıştır. 

Deneylerde, B. longum, B. adolescentis ve B. angulatum türlerinin baskın florayı 

oluşturduğu gözlenmiştir. Bununla birlikte, toplam bifidobakteri populasyonunun 

sayısında da büyük farklılık belirlenmemiştir. Bununla birlikte, E. coli 

populasyonunda oldukça belirgin bir azalma saptanmıştır [167]. Prebiyotik 

çalışmaları araştırmacılar tarafından genellikle in vivo koşullarda gerçekleştirilmiştir. 

Prebiyotiklerin sağlığı iyileştirici rollerinden dolayı deney hayvanlarının bağırsak 

bölgelerinde oluşturulan hasarlardaki iyileştirici özelliği konusunda çalışmalar 

yapılmıştır [98, 169, 170]. Bizim yaptığımız çalışmada bu tarzda yapılması planlanan 

çalışmalara temel oluşturacak niteliktedir.  

 

Çalışmamızda, bifidobakteri suşlarından probiyotik açıdan önemli olduğu düşünülen 

B. breve A28, S4, B. bifidum A10 suşları ve E. coli ATCC 11229 suşu prebiyotik 

uygulamalarında kullanılmıştır. İnulinin bifidobakteri ve E. coli ATCC 11229 

suşlarının gelişimi üzerindeki etkisi Çizelge 4.12’ de verilmiştir.  Kontrol grubunda 

canlılığı 8,2x109 CFU/ml olan E. coli’ nin inulinli ortamda canlılığı 6,4x109 CFU/ml 

olduğu belirlenmiştir. EPS üretim kapasitesi yüksek olan B. breve A28, S4 ve EPS 

üretim kapasitesi düşük olan B. bifidum A10 suşlarının canlılığında ise, tam tersine 

artış saptanmıştır. Probiyotik özellikler bakımından üstün olarak belirlenen A28 

suşunun canlılığı kontrol grubunda 7,1x108 CFU/ml iken, inulinli ortamda 7,4x1011 

CFU/ml’ ye yükselmiştir. Bu artışın A28 suşunda EPS üretimi düşük olan A10 
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suşuna göre daha fazla olduğu görülmüştür. Bu çalışmada probiyotik özellikler 

bakımından üstün nitelikli olarak belirlenen B. breve A28 ile zayıf olduğu düşünülen 

B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suşları prebiyotik ile desteklenerek, 

prebiyotiğin E. coli üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Çizelge 4.13’ de 

bifidobakterilerin ve prebiyotik olarak inulinin varlığındaki gelişim sonrasında E. 

coli ATCC 11229’ nin canlılık sonuçları verilmiştir. E. coli ATCC 11229 suşunun, 

inulinsiz ortamda canlılığı 7,38 log10 CFU/ml olarak belirlenirken, inulinli ortamda 

7,00 log10 CFU/ml, inulin ve A28 bulunan ortamda 4,21 log10 CFU/ml ve inulin ile 

A10 suşunun bulunduğu ortamdaki canlılığı ise 5,46 log10 CFU/ml olarak tespit 

edilmiştir. İnulinin varlığından çok fazla etkilenmeyen E. coli’ nin, bifidobakteriler 

ve inulin uygulamasında gelişiminin azaldığı görülmüştür. Prebiyotik varlığında 

bifidobakterilerin gelişimi stimüle edilerek ortamda baskın duruma geçmeleri ile 

ilişkilendirilebilir. Aynı zamanda, E. coli’ nin, EPS üretimi yüksek olan A28 suşu ile 

inulinli ortamdaki canlılığı, EPS üretimi düşük olan A10 suşu ile inulinli ortamdaki 

canlılığından daha fazla düşmüştür. Bu durumda EPS üretiminin birçok avantajının 

yanı sıra prebiyotiklerle de desteklendiğinde bifidobakterilerden daha yüksek verim 

elde edilebilecektir. 

 

Çalışmamızda anne sütü ile beslenen yeni doğan dışkısından ve anne sütünden izole 

edilen bifidobakterilerin tanımlamaları yapılarak probiyotik kullanım açısından 

önemli olduğu düşünülen bazı özellikleri incelenmiştir. Bu özelliklerin başında 

bakterilerin asit ve safraya dirençlilikleri gelmektedir. Bu nedenle öncelikle izole 

edilen bakterilerin asit ve safra direnci araştırılarak dirençli ve duyarlı olan suşlar 

belirlenmiştir. Ayrıca, tüm suşların EPS üretim kapasiteleri incelenmiş, en yüksek ve 

en düşük üretim kapasitesine sahip suşlar tespit edilmiştir. Bununla birlikte, tüm 

suşlar, epitel yüzeye tutunmada bir ön seçim olabileceği düşünülen hemaglütinasyon 

kabiliyeti açısından test edilmiş ve B. breve A28 ile B. bifidum A10 suşlarının epitel 

yüzeye tutunma indeksleri belirlenmiştir. 

 

Birçok araştırmacının ileri sürdüğü gibi verimli bir probiyotik uygulaması için 

bakterinin insan kaynaklı olması önemlidir. Bu nedenle yaptığımız çalışma, Türkiye’ 

de yaşayan bireylerde (anne ve bebeklerinde) bulunan bifidobakterilerin araştırıldığı 
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ilk çalışmadır. Bu çalışma birçok anne ve bebekten alınmış örneklerle yapılmış 

kapsamlı bir çalışma olmamakla birlikte, Türkiye’ de yaşayan annelerin sütü ve 

bebeklerinin dışkısından izole edilen bifidobakterilerin probiyotik özellikleri 

bakımından bilgiler verecektir. Çalışma sonucunda elde edilen verilere göre suşlar 

tarafından üretilen EPS’  nin probiyotik kullanım açısından önemli olduğunu 

vurgulanmıştır. Şöyle ki, EPS üretimi yüksek bifidobakteri suşlarının asitliğe ve 

safraya daha dirençli olduğu, bununla birlikte epitel hücrelere tutunma kapasitesinin 

daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Özellikle probiyotik kullanım açısından çok 

önemli bir grup olan bifidobakterilerde bu düzeyde ilk defa yapılmış bir çalışma 

olması nedeni ile bundan sonra bu alanda yapılacak olan araştırmalar için çok önemli 

bir kaynak oluşturacağı düşünülmektedir. Ayrıca, bu bakterilerin kolonizasyonunda 

toplumun beslenme alışkanlıkları, coğrafi koşullar ve bakteri türlerinin farklılığı gibi 

birçok parametrenin de etkili olduğu düşünülürse, özellikle anne sütü ve anne sütü ile 

beslenen bebeklerin dışkısından izole edilmiş, probiyotik özellikleri araştırılmış 

üstün nitelikli suşların özellikle bu bölgedeki insanlarda uygulanması ile daha 

verimli sonuçların alınabileceği düşünülmektedir.  

 

Bu çalışma sonucunda,  B. breve A28 suşunun asit direnci, safra tuzu toleransı ve 

EPS üretim kapasitesinin yüksek olması nedeniyle canlılığını koruyarak, bağırsaklara 

ulaşacağı düşünülmektedir. Ayrıca, üretmiş olduğu EPS aracılığıyla epitel yüzeylere 

daha kolay kolonize olup, patojenler üzerindeki inhibisyon etkisi sayesinde de epitel 

yüzeyde E. coli gibi patojen mikroorganizmalar için biyolojik bir bariyer 

oluşturabilecektir. B. breve A28 suşunun taşıdığı bütün bu özelliklerinden dolayı 

sindirim sisteminde canlı kalarak konukçu için yaralı olabileceği düşünüldüğünden, 

probiyotik mikroorganizma olarak kullanımı önerilmektedir.  

 

Elde ettiğimiz verilere dayanarak probiyotik açıdan üstün özellikli olarak belirlenen 

suşlar, mide-bağırsak koşullarında canlılıklarını sürdürebilecek ve dolayısı ile 

probiyotik özelliklerini sergileyebileceklerdir. Bu mikroorganizmaların, probiyotik 

özellikleri bakımından daha etkin olabilmeleri için, bu bakterilerin prebiyotiklerle 

desteklenmesinin avantajlı olacağı düşünülmüş ve bu nedenle çalışmamızda 

probiyotik amaçlı kullanımının uygun olduğu belirlenen bifidobakteriler ile 



 87 

kullanımı önerilmeyen bifidobakteri suşları, kıyaslamalı olarak prebiyotikle 

desteklenerek, canlılıkları ve E. coli üzerindeki etkisi belirlenmiştir. Sonuçta üstün 

nitelikli olarak belirlenen B. breve A28 suşunun prebiyotiklerle de desteklenerek 

daha yüksek verim elde edilmiştir. 

 

Gelecek çalışmalarda, bifidobakterilerin asit direncinin az olması nedeniyle bu 

özelliği kapsülleme ve benzeri tekniklerle geliştirilerek probiyotik açıdan daha 

verimli kültürlerin oluşturulması önerilebilir. Aynı zamanda, üstün özelliğe sahip 

suşlar probiyotik uygulamalar için ticari preparatlar haline getirilebilir. 

Çalışmamızda elde ettiğimiz bu sonuçların daha sonraki probiyotik çalışmalarına ışık 

tutacağını düşünmekteyiz.  
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