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Ozet

Mikroorganizmalar bulunduklari cevresel kosullar icerisinde 1s1, oksijen, asit, safra tuzu ve ozmotik
stres gibi cesitli stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Mikroorganizmalar, stres ile karsilastiklarinda canli
kalabilir ve/veya gelismek icin cesitli fizyolojik adaptasyonlar gecirerek ortam kosullarina adapte olabilitler.
Stres yanit sistemi, mikroorganizmanin c¢esidine, uygulanan stresin siddetine ve mikroorganizmanin bu
strese adapte edilip edilmedigine gore degismektedir. Mikroorganizmalarin olumsuz kosullara adaptasyonu,
saprofitlerin ve gida kaynakli patojenlerin inaktivasyonunda bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gida
glvenligi ve trlnlerin raf dmri stresi distinilince patojenlerin bu ¢zelliklerinin goz ard: edilmemesi
gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarda oldugu gibi yiiksek canlilik oraninin istendigi ve patojen
mikroorganizmalarin ortamdan elimine edilmesinin s6z konusu oldugu durumlarda adaptasyon veya
tolerans gelistirme tizerinde 6nemle durulmasi gereken bir konudur. Bu derleme calismasinda; 1si, 151k,
ozmotik stres ve oksidatif stres gibi baslica stres faktorlerinin mikroorganizmalar tizerine etkisi,
mikroorganizmalarin bu stres kosullarindaki adaptasyon durumlart ve adaptasyon gelistirme mekanizmalari
incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Stres, adaptasyon, 1st sok proteini (HSP), soguk sok proteini (CSP), asit tolerans
yanitt (ATR), reaktif oksijen tiirleri (ROS).

FUNDAMENTAL STRESS FACTORS
AFFECTING THE MICROORGANISMS

Abstract

Microorganisms are exposed to various stress factors such as heat, oxygen, acid, bile salts and osmotic
stress in the environment. Microorganisms may survive and/or get adapted to the environmental conditions
by the physiological adaptations when they come across to such stress factors. Stress response system
varies according to the type of microorganisms, stress intensity applied to microorganisms and whether
they can be adapted to this stress. The adaptation of microorganism to the negative conditions poses a
problem for inactivation of saprophytes and foodborne pathogens. Considering food safety and shelf life
of products, it is required not to ignore these characteristics of pathogens. As in probiotic microorganisms,
when high vitality ratio is required and when it comes to eliminating pathogen microorganisms from
the environment, focus should be on adaptation or tolerance development. In this review, the main
stress factors such as heat, acid, osmotic and oxidative stresses on microorganisms, adaptation conditions
of microorganisms under these stress conditions and mechanisms of adaptation are discussed in the
light of the relevant literature.

Keywords: Stress, adaptation, heat shock protein (HSP), cold shock protein (CSP), acid tolerance
response (ATR), reactive oxygen species (ROS).
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GIRiS

Gelismeleri icin gerekli olan optimum cevre ko-
sullarindaki herhangi bir ekstrem degisiklik
mikroorganizmalar Gizerinde stres yaratmakta ve
mikroorganizmalar dogal gelisme ortamlarinda bu
tir stres yaratan kosullara maruz kalabilmektedirler
(1-3). Stres genel olarak, biyolojik bir sistemin
normal fonksiyonunu bozan ya da sistemin
uygunlugunu azaltan bir durum olarak tanimlanir.
Stres faktorleri, i¢ (genetik stres ve yaslanma) ve
dis (¢cevresel) kaynakli olmak tizere ikiye ayrilir
(4). Mikroorganizmalarin stres ile karsilastiklarinda
canli kalabilmeleri ve/veya gelisim gosterebilmeleri,
fizyolojik adaptasyon ve aklimasyon (alistirma)
mekanizmalarina sahip olmalari ile miimkiindur (2).
Stres siddetinin buyukligl; organizmanin 6lim
ve cogalma oranlarindaki artis ve azalislar ile lag
stiresi uzunlugunu belirlemektedir (3). Subletal stres
seviyelerinden zayif stres (mild), mikroorganizmanin
yasama yetenegini kaybettirmez fakat ¢cogalma
hizini azaltir veya durdurur. Orta diizeyde stres
(tlimli-moderate), sadece mikrobiyel gelisimi
durdurmak ile kalmayip bazi hiicrelerin yasama
yeteneginin kaybolmasina neden olur. Asirt stres
(extreme-severe) ise hicreler icin genellikle letal etki
gostererek populasyonun biylk bir cogunlugunda
oliime neden olur (1, 5, 6). Mikroorganizmalarin
cogu, cevresel parametrelerdeki kiictik degisimleri
tolere edebilmekte ve bu degisimlere dakikalar,
saatler veya giinler icinde adapte olabilmektedirler
(7). Mikroorganizmalarin giderek farklilasan ¢evre
kosullarina uyum saglayabilmek icin gosterdikleri
yetenege adaptasyon adi verilir. Adaptasyon
bir defada olmamakla birlikte kicik kiicuk
degisikliklerin zaman icinde meydana gelmesi ile
olusur. Stres etkenleri sonucunda mikroorganizmalar
yasamlarini yitirebildikleri gibi adaptasyon
mekanizmalarimni aktif hale getirerek canli kalabilir
ve/veya basarli bir sekilde cogalabilirler.
Mikroorganizmalar, karsilastiklart stresin/streslerin
siddetine gore farkli yanitlar verirler (1, 2, 6). Bu
yanit sistemi, mikroorganizmalarin ayni (spesifik
adaptif yanit) ya da farkli (coklu adaptif yanit-
capraz koruma) tipteki streslere karst tolerans
yanitint artirir. Bu durum, adaptif yanit ya da
tolerans olarak tanimlanir (8-10). Adaptif yanitin
ana mekanizmast; algt mekanizmalar, diizenleyici
proteinlerin isleyisi (6rnegin; RpoS) gibi hiicre
koruma sistemlerinin karakterizasyonu, homeostatigin
uyarilmasi ve sistemin onarilmast, sok proteinlerinin
sentezi ve hiicre zarinin modifikasyonudur.
Bakteriyel stres tolerans yaniti, hem hiicredeki
yapisal hem de hiicredeki fizyolojik degisiklikleri
kapsamakta ve ayni zamanda genetik dizenleyici
mekanizma gibi de gorev yapmaktadir (10-12).
Stres yanit sistemleri patojenik organizmalarin
virilansinda 6nemli bir rol oynayabilmektedir
(13, 14). Kendilerini ¢evreleyen stres faktorlerine
karst olan diren¢ ve yanitlar, bakteriyel patojenlerin
degisen ortamlarda hayatta kalmasi veya gelismesi
icin 6nemlidir. Bu amacla, hucreler kendilerini
stres faktorlerine karst korumak ya da hasarlarini

onarmak icin cesitli gelismis yapilara (aglar)
sahiptirler (10, 12, 14, 15). Bazt mikroorganizmalarin
ise cesitli streslere diren¢ gostererek canliliklarint
korumasi istenmektedir. Probiyotik bakteriler
endustriyel uygulamalar sirasinda ve tiketim
sonrast sindirim sisteminde cesitli stresler (diistk
ve yuksek sicaklik, asit, safra tuzu stresi gibi) ile
karsilasmakta ve canliliklarint yitirebilmektedir.
Cesitli  streslere  adapte edilen  suslarin
kullanimi ile bu sorunun 6ntine gecilebilecegi
distiniilmektedir (16).

Mikroorganizmalarin stres yanit sistemleri cesitli
stresler tarafindan aktive edilerek bircok strese
karst koruma saglamaktadir. Bu makalede,
mikroorganizmalara etki eden baslica stres
faktorlerinden 1s1 stresi, asit stresi, ozmotik stres
ve oksidatif strese deginilmistir.

ISI STRESI

Mikroorganizmalar, genis bir sicaklik araliginda
gelisme gosterseler de optimum gelisme sicakliklart
nispeten daha dar bir araliktadir (17, 18).
Mikroorganizmalar degisimlere yanit vermek ve
uyum saglamak icin sahip olduklart hiicresel
mekanizmalar ile stres faktorlerine hizli fizyolojik
adaptasyonlar gostererek ilimli (orta) sicaklik
degisimlerini tolere edebilirler (19). Ist stresi, st
sok proteinlerinin (heat shock proteins-HSPS)
sentezlenmesine neden olan yuksek sicaklik
stresi ve soguk sok proteinlerinin (cold shock
proteins-CSPS) sentezlenmesine neden olan dustk
sicaklik stresi (soguk stresi) olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir (20).

Yiiksek Sicaklik Stresi ve Is1 Sok Proteinleri
(HSPS)

Stres faktorlerine maruz kalan bircok biyolojik
yapt strese karst belirli yanitlar ve bazi maddeler
olusturur. Bu maddelerin basinda ise stres proteinleri
olarak da adlandirilan 1s1 sok proteinleri (Hsps)
gelir (21, 22). Ist sok proteinleri, hem prokaryotik
hem de oOkaryotik hiicrelerde mevcuttur (23).
Hsp'lerin boyutlart 27 ile 110 kDa arasinda degisir.
Hsp'ler boyut ve islevlerine baglh olarak 5 grup
altinda incelenir. Bunlar; Hsp 100, Hsp 90, Hsp 70,
Hsp 60 ve kiiciik (26-28 kDa) 1s1 sok proteinleridir
(21, 24). Bunlarin ylksek olctide korunmus bir
yapida olmast, hiicresel siireclerde birincil derecede
onemli bir rol oynadigint gosterir (23). Ist sok
proteinlerinin ¢cogu, hem i¢c hem de dis cevre
kosullari ile basa ¢ikabilmek icin organizmalara
yardimct olan molekiiler saperonlar gibi islev
gormektedir (4). Hiicrede sentezlenen proteinlerin
dogru bir sekilde katlanmasina yardimci olan
maddelere "molekiiler saperonlar" adi verilir.
Saperonlar, tim canli organizmalarda bulunan ve
protein sentezi esnasinda ya da sentezden hemen
sonra proteinlerin islevsel 3 boyutlu yapilarin
almalarini saglayan yapilardir. Bir hiicre icindeki
protein katlanma dinamigini etkileyen stres
kosullari, proteinlerin katlanmasindaki bilesenlerin
ekspresyonunda degisikliklere neden olabilir
(25, 26). Hsp’lerin ¢ogu 1st nedeniyle stres altinda
bulunan hiticrelerin hayatta kalmasindan, zarar



gormis proteinlerin kiimelesmeden kalmasindan
ve tekrar fonksiyonel yapilarina donmesinden,
kiimelesmis proteinlerin acilmasindan ve zarar
gormiis proteinlerin onarilarak tekrar katlanmasindan,
fonksiyonel olmayan ama zararli olabilecek
peptitlerin ortadan kaldirilmasindan ve proteinlerin
membran boyunca translokasyonundan (yer
degistirmesinden) sorumludur (4, 18, 21, 24).
Chiang ve Chou (27), 47°C'de letal strese maruz
birakilan Vibrio parabaemolyticusun farkl gelisim
fazlarindaki duyarlihigint ve 1s1 sok yanitinin kiltiir
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Yapilan ¢calismada
log fazin ortasindaki V. parabaemolyticus hiicreleri
cevre stresine karst en duyarli hiicreler olmustur.
Duragan fazdaki letal strese duyarlilik ise en az
olmustur. Hiucrelere 1s1 soku adaptasyonu
uygulandiktan sonra hicrelere letal stres
uygulanmis ve V. parabaemolyticusun direncinde
bir artma gorulmustir. V. parabaemolyticusun
adapte edilen hucreleri ile kontrol hicreleri
arasindaki diren¢ farkliliginin biyime fazina
bagli olarak degistigi bulunmustur. Tim hiicreler
karsilastirildiginda ise duragan fazdaki adapte
edilmis hucrelerin 1st sokuna duyarliligi en az
olmustur (27). Fonksiyonel Lactobacillus plantarum
suslarinin gidalardaki stres kosullarina kars:
dayanikliliginin arastirildigi baska bir ¢alismada,
fonksiyonel 6zellikleri olan ti¢ L. plantarum susunun
(Lp 790, Lp 813 ve Lp 998) 1s1 stresi, ozmotik ve
oksidatif stres faktorlerine kars: hayatta kalmalart
incelenmistir. U¢ susa 55°C'de 15 dk stre ile 1s1
stresi uygulanmustir. Ist stresi sonrasinda Lp 790
susunun canliligindaki azalma 5 logaritmik birim
(log) olurken diger iki sus icin azalma 3 log
olmustur. Bu sonuca gore Lp 790 susu sicaklik
faktoriine en duyarli sustur. Diger iki sus ise U¢
stres faktoriine karst genel olarak ayni davranisi
gOstermis  ve sicaklik  stresi  sonrasindaki
canliliklarinda cok az bir azalma olmustur. Farkl
stres faktorleri, suslarin canliligint ve/veya
performansini 6nemli Ol¢lide etkileyebileceginden
bu sonuclar muhtemel "probiyotik" kiltiirlerin
seciminde hiicrelerin teknolojik direnclerinin de
dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir (28).
Yang ve arkadaslart Cronobacter sakazakii ile
yaptiklart calismada Baranyi ve Roberts modelini
kullanarak lag fazi stiresi, iki katina ¢ikma stresi ve
maksimum spesifik gelisme hizlarini belirlemislerdir.
Is1 ve asit stresine adapte edilen hiicrelerin lag fazi
stresi ve maksimum spesifik gelisme hiz1 strese
maruz kalmayan hicrelere gore fazla olmustur.
Hucrelerin iki katina c¢ikma stresi ise strese
maruz kalmayan hicrelerinkine gore daha az
olmustur (29).

Diisiik Sicaklik (Soguk) Stresi ve Soguk Sok
Proteinleri (CSPS)

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, cesitli soguk
habitatlardan elde edilen yeni bakteri ve fungus
cins ve tirlerinin psikrofilik 6zellik gosterebilecegini
ortaya koymustur. Psikrofiller dustk sicaklik
ortamlarinda basariyla gelisebilmek icin bir dizi
karmasik yapisal ve islevsel adaptasyonlar

gecirmektedir (30). Bu adaptasyon sistemi; soguk
stresine maruz kalinmas: sonucunda olusan
cesitli negatif etkilerin ustesinden gelinmesini
saglamaktadir (31). Distik sicakliklar tarafindan
uyarilan stres yanit sistemi bir grup geni
uyarmakta ve hem 6karyotik hem de prokaryotik
mikroorganizmalar icin ortak olan soguk soku
yanitina neden olmaktadir (32-34). Soguk yaniti
sistemi, soguk sok proteinleri (Csps) olarak
adlandirilan proteinlerin gecici olarak uyarilmasi
ile olusmaktadir. Bu sistem arastirilirken mezofilik
bir bakteri olan Escherichia coli yogun bir sekilde
incelenmistir. Onemli bir soguk soku proteini
olan CspA, ilk olarak E. coliden elde edilmis ve
o zamandan beri homologlari psikrotrofik,
psikrofilik, mezofilik ve termofilik suslarinda dahil
oldugu cesitli Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde tespit edilmistir (35, 36). Hicreler
dustk sicakliga maruz kaldiginda yapilarinda
membran esnekliginin kaybi, niikleik asitlerdeki
ikincil yapilarin stabilizasyonu, DNA'nin negatif
siper sarmalindaki artis, ribozom islevinin
inhibasyonu, bazi proteinlerin acilmasit veya yanlis
katlanmasi gibi cesitli degisiklikler meydana
gelmektedir (19, 31). Yapilan bir c¢alismada
mezofilik bir Gram pozitif bakteri olan Enterecoccus
Jfaecalis JH2-2 Uizerine soguk soku uygulanmis ve
soguk sok proteinleri incelenmistir. E. faecalisin
37°C'den 8°C'ye transferi, 11 adet Csps’nin
ekspresyonuna neden olmustur (20). Baska bir
calismada ise farkli sogutma sicakliklart ve siirelerinin
Lactobacillus acidophilus RD758'in -20°C'de
dondurulmast ve donmus olarak depolanmasinda-
ki direncine olan etkisi CCRD (Merkezi Timlesik
Tasarim - Central Composite Rotatable Design)
yontemiyle incelenmistir. Soguk adaptasyonu,
hiicreler son sicaklik olan 15°C'ye sogutulmadan
once ilimli bir sicaklik olan 26°C'de gorilmustiir.
Deneysel dizayn, optimal sogutma kosulunu
28°C olarak belirlemistir. Ayni yontem ile hiicre
zarindaki yag asiti komposizyonu incelenmis
doymamis yag/doymus yag oraninin ve C19:0
yag asidi konsantrasyonunun arttigt ortaya
konulmustur. Bununla birlikte optimal sogutma
kosullarinda adaptif yanit olarak 4 adet proteinin
sentezlendigi bildirilmistir (37). Tripathy ve ark.,
2014 yilinda yaptiklari bir arastirmada cesitli
cevresel streslere karst canli kalma ve adaptasyon
mekanizmalart tam olarak anlasilmayan Brevibacillus
borstelin soguk soku yanitina adaptasyonunu
genom diizeyinde incelemislerdir. Organizmanin
disuk sicakliga karst olan molekiler yanitini
tanimlayabilmek icin ytksek ciktili dizileme
(high-throughput sequencing/HTS) teknolojisi
ile B. borstelin 20°C'deki gen ekspresyonu profili
ortaya konulmustur. Maksimum uzunlugu 9919
baz cifti olan toplam 4579 transkript belirlenmistir.
Gen ekspresyonu profilinin ¢ikarilmasi, soguk
soku sirasinda 6nemli Olctide artarak ya da azalarak
hiicreyi regile eden 712 genin tespit edilmesini
saglamustir (38). Baska bir calismada ise termofilik
bir bakteri olan Thermus aquaticus'dan elde
edilen soguk sok proteinlerinin (Ta-Csp) yapist
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ve dayanikliligr Nikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi (NMR) kullanilarak incelenmistir.
Ta-Csp’nin mezofilik ve psikrofiliklerden elde
edilen Csp’ler ile karsilastirildiginda Ta-Csp’nin
daha dayanikli oldugu bulunmustur (39). Derman
ve arkadasglart ise patojen bir bakteri olan Clostridium
botulinum ATCC 3502 ile yaptiklart arastirmada
dogal sus ile bu susun 3 mutantinin (Csp eklenmis)
NaCl, pH ve etanol stresi ve C. botulinum ATCC
3502 hareketliligi iizerine olan etkisini incelemislerdir.
Inceleme sonucunda 3 soguk sok mutantindan
ikisinin NaCl, pH ve etanol stres yanitlari ve C.
botulinum ATCC 3502 hareketliligi icin 6nemli
oldugu ortaya ¢ikmistir (34).

ASIT STRESI

Her mikroorganizma gelisebilmesi icin uygun bir
pH araligina ve iyi tanimlanmis optimum bir
pH'ya sahiptir. Optimum gelisme pH’st, sadece
hiicre disindaki ¢cevrenin pH degerini ifade eden
bir kavramdir. Hicre ici pH degeri, asidik ve bazik
kosullara dayanamayan makromolekiillerin hasar
gormesini engellemek icin notrale yakin bir
degerde kalmaktadir (33). Bakterilerin bulunduklart
ortamin pH'sinda meydana gelen degisiklikleri
algilayarak belirli bir stire icinde ortama uyum
saglama yetenegine, pH homeostasis mekanizmasi
adi verilmektedir. Bu mekanizma, dis ortam
pH'sinda meydana gelen degisikliklere karsi
sitoplazma pH'sinin notr degerlere yakin kalmasini
saglamaktadir. Ortam pH'sindaki 2-3 birimlik bir
degisim sitoplazma pH'sinda 0.1 birimden daha
az bir degisiklige neden olur (7, 40). Hiicre ici
pH dengesini bozan streslerin basinda asit stresi
gelmektedir. Asidik cevrelere karsi indiiklenebilir
tolerans, prokaryotik ve okaryotik mikroorganizmalarin
cogu icin onemli bir hayatta kalma stratejisi olarak
kabul edilmektedir. Bu olguyu anlamak i¢in yapilan
son calismalar; diizenleyici genlerin tanimlanmasint,
asit tolerans yanitint (ATR) ve toleransla ilgili
genleri icermektedir (41). ATR, orta siddette diisiik
pH'va maruz kalmis olan bakterilerin ¢cogunda
gozlemlenen ve oldukca diisiik pH'larda hiicrenin
hayatta kalmasini saglayan proteinlerin sentezinin
tetiklendigi bir olgudur. ATR, log faz1 ve durgunluk
faz1 hicrelerinde farklilik gostermektedir. Bu yanit
ayrica farkli bakteri ttrleri arasinda da 6nemli
olctide farklilik gostermektedir (6). Bu nedenle
mikroorganizmalardaki adaptif degisikliklerin
belirlenmesi icin asit direnci mekanizmasinin iyi
anlasilmasi1 onemlidir (42).

Bakteriler pek cok vyolla asit stresine yanit
vermektedir. Bunlar; membran bilesimindeki
degisimler, proton akisindaki artis, aminoasit
katabolizmasindaki artis ve DNA'yt onaran
enzimlerin uyarilmasidir (6, 43). Asit soku veya
adaptasyon proteinlerinin uyarilmast icin verilen
sinyal, hiicre icinde veya hiicre disinda degisen pH'dan
kaynaklanmaktadir. Dis ya da periplazmadaki
pH degisimi, membrana bagli olan proteinler
tarafindan algilanabilmektedir (41). Hiicre icindeki
pH degisimi ise gen ekspresyonunu dogrudan
etkileyebilmekte veya gen ekspresyonu icin gerekli

olan hiicresel bir bileseni degistirebilmektedir
(6). Son yillarda en dikkat ¢ceken konu patojen
mikroorganizmalarin sicaklik, pH ve su aktivitesinin
esas araliginda bir sinirin olmadiginin kesfidir.
Bazi patojen bakteriler orta dizeydeki asitli
ortamlara belirli bir stire maruz kaldiklarinda asit
sok proteinleri sentezleyerek ylksek asitli
ortamlardaki canliliklarint stirdirebilirler (7, 40).
Bu da bakterilerde asit direncine neden olmaktadir.
E. coli, Salmonella enterica ve Shigella flexneri
gibi suslar diistik pH'ya karst oldukea direnclidirler
ve memelilerin midesindeki asidik kosullarda
(~pH=2.0) diger patojenlere kiyasla daha uzun stire
ile canli kalabilmektedir. Bu mikroorganizmalar
duragan bir fazda, pH=2.5 gibi bir degerde
birka¢ saat boyunca canli kalabilirler (42). Gida
kaynakli bakteriyel patojenler, gida maddelerinde
ya da gastrointestinal sistem ve konak htcrelerinde
organik ve inorganik asitler ile karsilasmaktadirlar
(6). Organik asitler, bazt gidalarin yapisinda dogal
olarak bulunabilecegi gibi bazilarinda ise
mikrobiyel fermantasyonun bir sonucu olarak da
bulunabilmektedir. Gidalarin hazirlanmast sirasinda
kullanilan organik asitler mikroorganizmalarin
hiicre i¢i pH'sini, hidrojen iyonlarinin hicre
sitoplazmasina akisiyla, azalmaya zorlar. Bu
nedenle metabolizmayla ilgili cesitli fonksiyonlar
durur ve mikrobiyel gelisim kontrol altina alinmig
olur (7). Sagong ve ark., calismalarinda laktik asit,
malik asit, sitrik asit ve ultrasoundun patojen
bakteriler tGizerine etkilerini incelemis ve en etkin
inhibasyonun %2 organik asit + ultrasound
kombinasyonunda oldugunu bildirmislerdir (44).
Lee ve ark., ise hiyar tursusuna benzer bir ortam
yaratmak icin %50 ve %94 konsantrasyonda hiyar
ptresi hazirlamis ve bu Uriine E. coli O157:H7
inokiile etmislerdir. Calismalarinda asetik asidin
ve asetik asidin tuz ile birlikte kullaniminin bu
patojenin canliligina olan etkisini, depolama
suresince incelemislerdir. Artan asetik asit miktari
E. coli O157:H7’nin canliliginda azalmaya neden
olurken asidin %3 Nacl ile birlikte kullaniminda
ise asetik asidin tek basina gosterdigi etkiden
daha az etki gosterdigi gorilmustir. Bu durumun
nedenini ise asit ve tuzun birlikte kullaniminin
antagonistik etki gostermesi ile aciklamustirlar (45).
Mikroorganizmalarin olumsuz kosullara adaptasyonu,
saprofitlerin ve gida kaynakli patojenlerin
inaktivasyonunda bir sorun olarak ortaya cikarken,
gida icerisinde uzun stre canli kalmalari ve/veya
sindirim sistemini canlt olarak ge¢cmeleri istenilen
probiyotiklerde ise bir avantaj haline gelebilmektedir.
Saarela ve ark., 3’er adet Lactobacillus ve
Bifidobacterium susu kullanarak durgun faz
hiicrelerine subletal diizeyde stres uygulamis ve
bu suslarin letal stres sirasindaki canliliklarini
incelemislerdir. Subletal stres sonucu suslarda
asit direnci gelismis ve tim suslarin canliliginda
sadece 0.5 log azalma olmustur. Letal strese karst
ise suslarin verdigi tepkiler farkli olmustur (46).
Lactobacilluslardaki cevresel stres yanitlart agirlikls
olarak proteomik yaklasimlar seklinde ortaya



konulmustur. Adaptasyonun proteomik diizeydeki
etkisini incelemek icin yeni bir probiyotik bakteri
olan L. casei Zhang pH 2.5 ve pH 6.4te 30 dk stire
ile asit stresine maruz birakidmistir. Bu bakterinin
hiicrelerinden sitozolik proteinler (sitoplazma
icindeki) ekstrakte edilmis ve akabinde proteinlerin
2 boyutlu jel elektroforezi yapilarak iki adet
protein haritast olusturulmustur. Kontrol grubunun
protein haritast ile adapte edilmis hiicrelerin protein
haritasi karsilastirildiginda 33 protein beneginin
ekspresyonu degistigi goriilmustir. pH 2.5’deki
ekspresyonda 22 proteinin ekspresyonunun 1.5
kat arttigi gozlenmistir (47).

OZMOTIK STRES

Ozmotik basincin artirilmast, gida Utrtinlerinin
korunmast icin kullanilan en yaygin yontemler
arasinda yer almaktadir. Yapilan uygulama ile
mikroorganizma tarafindan kullanilabilir olan su
miktart  azaltilmaktadir. Mikroorganizmalar
minimum su aktivitesi (a,) limitlerinin altinda
gelisim gosteremedikleri icin 6zellikle bakteriyel
gelisim acisindan su aktivitesi cok ¢nemlidir. Bu
siirl a,, degeri; ¢coziinen madde olarak kullanilan
tuzlara (NaCl, KCl, vb), sekerlere (glikoz, sakkaroz,
vb) ya da gliserole baglidir. Ornegin Pseudomonas
JSragi icin NaCl kullaniminda minimum gelisme
a,'si 0.957 iken gliserol kullaniminda bu deger
0.94'tar. Su aktivitesi 0.80'nin altina dustiginde
bakteriler gelisim gosteremezken bu degerin altindaki
a, 'lerde (0.60) funguslar gelisebilmektedir (3, 48).
Bakteriler, gidalarin icerisinde ytksek seker ve
tuz (NaCD gibi veya kurutulmus triinlerde oldugu
gibi cesitli ozmotik streslere maruz kalirlar. Bu
durumlarda 6zellikle turgor basinci ve dehidrasyon
bakteriler icin ¢ok 6nemlidir. Bir hiperozmotik
soktan sonra olusan gecici turgor basincina
karst verilen yanitlar ozmoregilasyon olarak
adlandirdmaktadir. Hiperozmotik sartlar altindaki
bakterilerde en iyi karakterize edilen metabolizma,
hticre ici ozmolit (¢Hziinen madde/uyumlu madde)
olarak adlandirilan maddelerin birikimidir. Bir
organizma diistik su aktivisine sahip bir ortamda
bulunuyorsa, cevresinden su saglayabilmesi icin
tek yol, hiicre ici ozmolit konsantrasyonunu
artirmaktir. Hicre i¢i ozmolit konsantrasyonu ya
inorganik iyonlarin (K* gibi) ¢evreden hiicre icine
pompalanmasi ya da organik ¢dziinen sentezi
veya bu maddelerin konsantre edilmesiyle
arttirilabilmektedir. Bu mekanizmalardan birini
ya da digerini kullanan pek ¢ok organizma vardir.
Uyumlu maddelerin birikimi dogrudan dogruya
mikroorganizma tarafindan sentez yoluyla
saglanabilecegi gibi, bazi durumlarda hcre
disindan hiticre icine transfer seklinde de
gerceklesebilir. Bu maddeler, cogunlukla notr
fakat polar yapida, ¢coziunurligt yiksek olan ve
yuksek konsantrasyonlarda bile normal hiicre
fonksiyonlarini etkilemeden ozmotik basincin
etkisini gideren bilesiklerdir. Glisin betain, prolin,
ektoin, karnitin, kolin ve trehaloz yaygin uyumlu
cozliinen maddelerdir. Bu bilesiklerin birikimi,
gen transkripsiyonu diizeyinde veya dogrudan

enzim aktivitesinin degistirilmesi ile ayarlanmaktadir
(6, 49). Ekstrem halofilik Archaea ve cok az
sayidaki ekstrem halofilik Bacteria'daki uyumlu
cozinen madde K* (KCD'dur (33). Ozmotik stres
altindaki htcrelerde uyumlu ¢oziinen maddelerin
birikiminin yani sira membran lipit kompozisyonunda
(fosfolipit ve yag asitleri degisikliklerini de
kapsayan) degisimlerin de meydana geldigi
gozlenmistir (3, 48).

Gida kaynakli patojenlerin ve bozulmaya neden
olan bakterilerin gelisiminin inhibisyonunun
etkili bir sekilde olmast icin uzun stireden beri
gidalara gida antimikrobiyelleri eklenmektedir.
Bu amacla cesitli sodyum veya potasyum tuzlari
mikrobiyel gelisimi kontrol altina almak, cesitli
gidalarin (et, tavuk ve balik gibi) raf 6émrint
uzatmak ve ayni zamanda duyusal ozelliklere
katkida bulunabilmek amaciyla kullanilmaktadir
(50). Sekerlerin hiperozmotik cozeltileri, meyvelerin
dehidrasyonu ve yeniden bicimlendirilmesi icin
kullanilmaktadir (51). Fakat dikkat edilmesi gereken
mikroorganizmalarin sirekli olarak degisen
ortamlart algilayip, bu ortamlara adapte olabilme
yeteneklerinin oldugudur. Bu durum onlarin
canli kalmalarn ve gelisimi acisindan ¢cok 6nemlidir.
Bununla beraber Listeria monocytogenes gibi
patojenlerin yiiksek tuz konsantrasyonlarina
uyum saglayarak hayatta kalabildigi ve gidalardaki
patojenlerin kontrol edilmesini zorlastirdig:
unutulmamalidir (52). Glass ve ark., asit ve NaCl'nin
E. coli O157:H7'nin canli kalma orani tizerinde
etkisini arastirdiklari calismalarinda E. coli
0157:H7'nin %6.5 gibi yiiksek NaCl konsantrasyonunda
gelisebildigini gostermisler ve %06.5 NaCl varliginda
lag fazin normalden daha uzun olmas: nedeniyle
bu patojenin tuz tolerant 6zelliginin olabilecegini
belirtmislerdir (53). Faleiro ve ark., farkli kaynaklardan
izole edilen L. monocytogenes suslarini, %3.5 NaCl
iceren besiyerinde 2 saat boyunca inktbe etmis
ve suslarin tuza tolerans kazanmasini saglamuslardr.
Tolerans kazanan suslarin, %20 NaCl iceren
ortamdaki yasama diizeyleri belirlenmistir. Tuz
toleranst, suslar arasinda farklilik gdstermis olup,
9 sustan 7’sinde tuz direncinde artis saglanirken
2’sinde direng¢ saglanamamistir (54). Lee ve
Kang, 2008 yilinda E. coli O157:H7 uzerine
1s1, asetik asit ve tuzun kombine etkisini
inceledikleri calismalarinda, bu tc¢ faktorin tim
kombinasyonlarinin etkileri ile faktorlerin tek
baslarmna kullanimlarinin etkilerini karsilastirmuslardir.
Tuz 1s1t ile kombine edildiginde E. coli O157:H7
miktarindaki azalmada énemli bir fark gorilmemis
fakat asit, 1s1 ile kombine edildiginde E. coli
0157:H7'nin azalist sadece asit etkisine gore daha
fazla olmustur. Tuz asit ile kombine edildiginde
ise tuz asit uygulamasina karst koruyucu etki
goOstermis yani sadece asit uygulamasina gore E.
coli O157:H7'nin azalmasinda daha az bir etki
goOstermistir (55). Oztirk ise, E. coli O157:H7 ve
L. monocytogenes'in asit ve tuz adaptasyonlarini
saglayarak, asit ve tuza olan direnclerini ayrica
asit ve tuz adaptasyonunun E. coli O157:H7 ve
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L. monocytogenes'in Turk sucuklarinda yasama
diizeyleri tizerindeki etkilerini de incelemislerdir.
Tuz adaptasyon denemelerinde, %3.5 NaCl'e 1
saat slireyle tuza adapte edilen kultiirler %8 NacCl
iceren cozeltide 4°C ve 25°C'da 25 giin boyunca
inkiibasyona birakilmustir. Bu denemeler sonunda
L. monocytogenesin tuza diren¢ kazanmadigi
gortlmis, E. coli O157:H7'nin ise 25°C'da muhafaza
edilen kultiirde tuz direnci artmis, 4°C'da mu-
hafaza edilen kultirde ise direng artist olmamustir.
Asit adaptasyonu, E. coli O157:H7'nin Turk
sucugunda yasama diizeyinde artisa neden olurken,
L. monocytogenes'in yasama diizeyi Uzerinde
onemli bir fark olusturmamustir. Ayrica tuz
adaptasyonu E. coli O157:H7'nin Tirk sucugunda
yasama dizeyini arttirmamistir (8).

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmas: ile olusan
ve hiicrede hasarlara neden olan bir stres cesididir
(56, 57). Oksidatif stres 6zellikle fakiiltatif ve
anaerobik mikroorganizmalari etkiler. Fakultatif
organizmalar oksijenli ve oksijensiz kosullar
altinda gelisebilirken anaeroblar oksijen varliginda
gelisememektedir. Solunum ile enerji Gretiminde
oksijen onemli avantajlar saglarken bu sirada
olusabilecek reaktif oksijen tirleri (ROS) ise
organizmanin yasamint tehdit eder (58). Bu
maddeler hticreler tizerinde toksik etki gostererek
hticredeki lipit, protein ve DNA gibi makromolekiilleri
etkiler (59).

Cogunlugunu serbest radikallerin olusturdugu
reaktif oksijen tirleri normal oksijen molekiiltiyle
karsilastirildiginda, kimyasal reaktiviteleri daha
yiikksek olan oksijen formlaridir (60). Serbest
radikaller, bir veya birden fazla tek elektron
(eslesmemis elektron cifti) iceren yiiksek reaktiviteli
molektller veya gruplar olarak tanimlanmaktadir
(59). Serbest radikaller normal metabolizma
urunleri ile hiicre icinde (in vivo) olusturulmakta
ve reaktif oksijen tirleri (ROS) ile reaktif nitrojen
turleri (RNS) olmak tizere iki gruba ayrilir. ROS
olarak isimlendirilen bu molekiller; siiperoksit
anyon radikali (O2°), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil radikalleri (HO"), hipoklorik asit (HOCD),
singlet oksijen (O,), ozon (O,), alkil radikali (R),
peroksil radikali (POO"), organik peroksit radikali
(RCOO), perhidroksil radikali (HO,), alkoksil
radikali (RO"), RNS olarak adlandirilan molekilleri
ise nitrik oksit (NO-), peroksinitrit (ONOO)'tir
(57, 61).

Hiicreler subletal seviyedeki oksidanlara maruz
kaldiklarinda, adaptif yanit sistemlerinin devreye
girdigi belirlenmistir (62). Olusan serbest radikal
urlnleri ve peroksitler gibi molekiillerin neden
olabilecegi oksidatif hasara karst hiicreler antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Bu
sistemler ikiye ayrilir;

-Enzimatik antioksidanlar (stiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (Cat), selenyum bagimli glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR) gibi)

-Enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin C,
vitamin E, vitamin A, flavonoidler, melatonin,
urik asit, albumin, haptoglobulin, sistein,
seruloplazmin, transferrin ve laktoferrin, ferritin,
selenyum, oksipurinol, ubikinon, bilirubin, glutatyon,
mannitol, lipoik asit, hemopeksin gibi)'dir.

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hticre icinde
enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre disinda
daha fazla etkilidir (63). Bu onarim sistemleri
oksidatif hasar gormis makromolekiilleri ortadan
kaldirmakta ve/veya onarmaktadir. DNA onarinu
icin genellikle DNA nikleazlar ve glikosilazlar
gerekir (62). Cruz ve ark., probiyotik yogurtlarin
islenmesi sirasinda oksidatif stresi azaltmak icin
artan konsantrasyondaki glikoz oksidazin etkisini
incelemislerdir.  Glikoz  oksidazin  ylksek
konsantrasyonda eklenmesi uzun stireli depolamada
(30 glin) yogurtlardaki ¢ozlinmus oksijen seviyesinde
az miktarda bir artisa neden olurken bu artis
probiyotik yogurtta bulunan Bifidobacterium
longum ve Lactobacillus acidophilus sayilarinda
kiiciik bir diisiise sebep olmustur (64).
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