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ÖZET 

Anahtar kelimeler: Escherichia coli O157:H7, stres, glutatyon, sıcaklık, pH, tuz, hidrojen 
peroksit, sodyum hipoklorit 

Asit adaptasyonu, dü�ük pH (3,0), yüksek geli�me sıcaklı�ı (45˚C), NaCl (%5, %10), H2O2  

(%1, %2,5) ve sodyum hipoklorit (%0,05, %0,5) streslerinin E. coli O157:H7’de hücre içi 
glutatyon (GSH) ve sistein (CYS) miktarı üzerine etkisi invitro ko�ullarda ara�tırılmı�tır. 
Hücre içi GSH ve CYS miktarları HPLC ile analiz edilmi�tir.  

Aside adapte edilen grupta canlı hücre sayısı kontrol grubuna yakın bulunurken hücre içi 
GSH ve CYS miktarı kontrole göre azalmı�tır. GSH/GSSG oranı ise 4,37’den 0,91’e 
dü�mü�tür. pH 3,0 ortamına a�ılanan hücrelerde GSH belirlenemezken, CYS miktarının 
kontrol grubuna göre yakla�ık 15 kat daha yüksek oldu�u belirlenmi�tir. Yüzde be� NaCl 
içeren ortamda geli�tirilen hücrelerde GSH ve CYS miktarları sırasıyla 20,83 ve 2,64 
nmol/107 kob olarak belirlenmi�tir. Di�er yandan %10 NaCl içeren ortamda geli�tirilen 
hücrelerde GSH belirlenemezken CYS miktarı %5 NaCl ortamındaki hücrelerden yakla�ık 2 
kat daha fazla bulunmu�tur. GSH/GSSG oranı %5 NaCl bulunan ortamdaki hücrelerde 
kontrolden daha dü�ük olup 0,15 olarak hesaplanmı�, ancak %10 NaCl bulunan ortamdaki 
hücrelerde GSH belirlenemedi�inden bu oranı hesaplamak mümkün olmamı�tır. Yüksek 
sıcaklıkta (45oC) 6 saat inkübe edilen hücrelerde GSH miktarı (1,72 nmol/107 kob) 37oC’de 
geli�tirilen hücrelerdekinden (0,27 nmol/107 kob) daha yüksek bulunmu�tur. Buna kar�ın 
kontrol grubunda 2,11 olan GSH/GSSG oranı 45oC’de inkübe edilen hücrelerde 0,14’e 
dü�mü�tür. Hidrojen peroksit (%1, % 2,5) ile 60 dakikalık muamele sonucunda canlı hücre 
sayısı tespit edilebilir düzeyin altına dü�mü�tür. Bu nedenle GSH ve CYS tespit 
edilememi�tir. Sodyum hipoklorit (%0,05, %0,5) ile 60 dakika muamele edilen hücrelerde 
GSH, CYS ve GSH/GSSG oranı kontrol grubundan daha yüksek bulunmu�tur. GSH/GSSG 
oranının sodyum hipoklorit stresinde di�er streslere göre oldukça yüksek oldu�u 
gözlenmi�tir. 

Bu çalı�mada uygulanan sıcaklık, NaCl ve sodyum hipoklorit stresleri hücre içi GSH ve 
CYS miktarlarının artı�ına neden olurken, pH stresi (3,0) CYS miktarında artı�a neden 
olmu�tur. Sıcaklık ve NaCl streslerinde GSH/GSSG oranı azalırken sodyum hipoklorit stresi 
ile bu oran yükselmi�tir. Sonuç olarak, bu çalı�mada elde edilen verilere göre glutatyonun 
farklı stres ko�ullarında E. coli O157:H7 hücrelerinin korunmasında rol oynadı�ı ancak 
sözkonusu savunma mekanizmasının strese göre farklılık gösterebilece�i dü�ünülmektedir.
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THE EFFECT OF VARIOUS STRESS CONDITIONS on 
GLUTATHIONE CONTENT in Escherichia coli O157:H7 

SUMMARY 

Key Words: Escherichia coli O157:H7, stress, glutathione, temperature, pH, salt, hydrogen 
peroxide, sodium hypochlorite 

The effect of acid adaptation, low pH (3,0), high growth temperature (45˚C), NaCl (5%, 
10%), H2O2 (1%, 2,5%) and sodium hypochlorite (0,05%, 0,5%) stresses on intracellular 
glutathione (GSH) and cysteine (CYS) contents in E. coli O157:H7 were investigated in 
vitro conditions. Intracellular GSH and CYS contents were analyzed by HPLC. 

While the number of viable cells in acid adapted group was close to the control group, the 
contents of intracellular GSH and CYS decreased as compared to the control. GSH/GSSG 
ratio decreased from 4.37 to 0.91. While GSH in the cells inoculated into pH 3.0 medium 
was not detected, the content of CYS detected to be approximately 15 fold higher as 
compared to the control. The GSH and CYS contents of the cells grown in medium 
containing 5% NaCl were 20.83 and 2.64 nmol/107 cfu, respectively. On the other hand, 
while GSH was not detected in growing cells in the medium containing 10% NaCl, content 
of CYS was approximately 2 fold higher than the cells grown in the medium containing 5% 
NaCl. GSH/GSSG ratio  of cells in medium containing 5% NaCl is lower  than control cells 
was calculated as 0.15, but it was not be able to calculate this ratio because of GSH could not 
be detected in the cells grown in 10% NaCl added medium. The content of GSH (1.72 
nmol/107 cfu) in cells incubated for 6 hours at 45oC was higher than the cells grown at 37oC 
(0.27 nmol/107 cfu). After all, 2.11 of GSH/GSSG ratio in control group decreased to 0.14 in 
incubated cells at 45oC. After treatment with hydrogen peroxide (1%, 2.5%) for 60 minutes, 
the viable cell count decreased to below the detectable level. Therefore, GSH and CYS can 
not be detected in hydrogen peroxide treated groups. GSH, CYS and GSH/GSSG ratio in 
cells treated with sodium hypochlorite (0.05%, 0.5%) for 60 minutes were higher the control 
group. The ratio of GSH/GSSG was higher in sodium hypochlorite stress than the other 
stresses.  

While the temperature, NaCl and sodium hypochlorite stress conditions applied in this study 
lead to increase in contents of intracellular GSH and CYS, pH stress (pH 3.0) induced to 
increase in amount of CYS. The GSH/GSSG ratio decreases in temperature and NaCl 
stresses, but it increased with sodium hypochlorite stress. Finaly, according to data obtained 
in this study, it was concluded that glutathione plays role for protection of E. coli O157:H7 
cells from different stresses, but the protection mechanism may differ according to the stress�
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BÖLÜM 1. G�R��
�

�

Glutatyon (GSH), üç aminoasitten olu�an bir tripeptid olup (γ-L-glutamil-L-sisteinil-

glisin), pek çok organizmada en fazla bulunan protein olmayan bir tiyoldür. Hemen 

hemen tüm ökaryotik hücrelerde bol miktarda bulunur. Prokaryotik hücrelerde ise 

ba�ta E. coli olmak üzere Gram-negatif bakterilerde tespit edilmi�tir (Smirnova ve 

Oktyabrsky, 2005). GSH’un ozmotik �ok, asitlik, toksinler, klor bile�ikleri ve 

peroksitlerin neden oldu�u oksidatif stres gibi olumsuz çevre ko�ullarına kar�ı 

korunmada önemli rol oynadı�ı bildirilmi �tir. Ayrıca, hücre içi potasyum seviyesinin 

düzenlenmesi gibi olaylarda da etkili oldu�u ifade edilmektedir (Masip ve ark., 

2006). 

E. coli O157:H7 en önemli gıda kaynaklı patojen bakterilerden biridir. EHEC 

(Enterohemorajik E. coli) grubunda yer alan E. coli O157:H7’nin neden oldu�u 

hastalıklar hemorajik kolit (kanamalı diyare), hemolitik üremi sendromu (böbrek 

yetmezli�i) ve trombotik trombositopenik purpuradır (trombosit eksikli�ine ba�lı 

kanama). Özellikle sı�ırlar olmak üzere çiftlik hayvanlarında yaygın olarak bulunan 

bu gıda kaynaklı patojen kesim sırasında ete ve sa�ım sırasında süte 

bula�abilmektedir. Buna ba�lı olarak da süt ve süt ürünleri ile et ve et ürünlerinden 

izolasyon oranı oldukça yüksektir (Co�ansu ve Ayhan, 2000). 

Bakteriler do�al ortamlarında veya gıdalara uygulanan çe�itli prosesler sırasında 

öldürücü olmayan streslere maruz kalabilirler. Strese maruz kalan hücreler ya ölür 

yada çe�itli korunma mekanizmaları sayesinde canlı kalır. Patojen bir bakterinin stres 

kar�ısında sergiledi�i korunma mekanizmasının ba�arılı olması bir anlamda gıdaya 

uygulanan muhafaza yöntemlerinin patojenleri inhibe etme açısından ba�arısız 

olması anlamına gelebilir. Bu nedenle, gıda kaynaklı patojenlerin çevresel streslere 

kar�ı direnç göstermeleri gıda güvenli�i açısından önemli bir konu olarak 

de�erlendirilmektedir. 
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Bu çalı�mada E. coli O157:H7 in vitro ko�ullarda sıcaklık, pH, sodyum klorür 

(NaCl), sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksit (H2O2) stresine maruz bırakılmı� ve 

bu stresler sonucunda hücre içi GSH ve sistein (CYS) içeri�inde meydana gelen 

de�i�imlerin HPLC ile belirlenmesi hedeflenmi�tir. Ayrıca strese maruz bırakılan 

kültürdeki canlı hücre sayısı genel ve selektif besiyerlerine ekim yapılarak 

belirlenmi�tir.�
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BÖLÜM 2. L �TERATÜR ÖZET �
�

�

2.1. Escherichia coli O157:H7 

E. coli hayvan ve insan ba�ırsak sistemlerinin do�al florasında bulunan bir 

bakteridir. Ancak insanlarda çe�itli hastalıklara sebep olan patojen serotipleri de 

bulunmaktadır. Bu patojen serotipler virülans özellikleri, patojenite mekanizmaları, 

klinik sendromlar ile O ve H antijenlerine göre sınıflandırıldı�ında; enteropatojenik 

E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvasiv E. coli (EIEC), 

enterohemorajik E. coli (EHEC), difuz-adhering E. coli (DAEC) ve entero-agregatif 

E. coli (EaggEC) olmak üzere altı grupta toplanmaktadır (Halkman ve ark., 2001).

EHEC grubu içinde yer alan E. coli O157:H7, ilk kez 1982 yılında gıda kaynaklı 

patojen olarak tanımlanmı�tır (Padhye ve Doyle, 1992). 

E. coli O157:H7 Gram-negatif, kısa çubuk �eklinde, fakültatif anaerob, hareketli, 

37°C’de pH 7,2’de optimum üreyen, %6,5 NaCl içeren ortamda geli�ebilen, donma 

sıcaklı�ına dirençli, ı�ınlamaya ve ısısal uygulamalara dirençsiz bir bakteridir (Coia, 

1998; Co�ansu ve Ayhan, 2000; Halkman ve ark., 2001). 

EHEC grubunda yer alan E. coli O157:H7’nin birçok biyokimyasal özellikleri E. 

coli’ye benzerlik gösterir. Ancak sorbitol negatif olması ve �-glukoranidaz enziminin 

eksikli�i nedeniyle MUG (4-methylumbelliferoneglucuronid) içeren besiyerinde 

florasan vermemesi ile farklılık gösterir. Ayrıca 44-45°C’de laktoztan gaz 

olu�turarak geli�emez (Johnson ve ark., 1995; Co�ansu ve Ayhan, 2000). 

E. coli O157:H7 enfeksiyonlarında minimal enfeksiyon dozu (MID), 10-100 kob/g 

gibi çok dü�ük de�erlerdedir. Epidemiyolojik olarak açıklı�a kavu�turulan bazı gıda 

enfeksiyonlarından sorumlu tutulan gıdalarda saptanan etken sayısı 10-200 kob/g 

olarak bildirilmi�tir (Erol, 2007). 
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E. coli O157:H7, shiga benzeri toksin 1 (stx 1) ve shiga benzeri toksin 2 (stx 2) 

�eklinde adlandırılan iki toksin üretir. Bu toksinler HeLa ve Vero doku kültürü 

hücrelerine toksik etki yapmaları nedeniyle verotoksin 1 ve 2 (VT-1 ve VT-2 ) olarak 

da isimlendirilmi�tir. E. coli O157:H7 verotoksin üreten en önemli su� olup, bilinen 

en tehlikeli gıda kaynaklı patojenlerdendir (Coia, 1998). 

E. coli O157:H7 insanlarda hemorajik kolit (kanamalı kalın ba�ırsak iltihabı), 

hemolitik üremik sendrom (kan hastalıklarına ba�lı böbreklerde fonksiyon 

bozuklukları) ve trombositopenik purpura (trombosit eksikli�ine ba�lı kanama) gibi 

hastalıklara neden olmaktadır (Doyle, 1991). E. coli O157:H7’nin asıl kayna�ı sı�ır 

ve koyunların ba�ırsak sistemleridir (Desmarchelier ve Grau, 1997; Coia, 1998). Bu 

nedenle E. coli O157:H7 nedenli salgınlar genellikle dı�kı ile kontamine olmu�

hayvansal gıdalar ile meyve ve sebzelerden kaynaklanmaktadır (McClure, 2000).  

Pastörize edilmemi� süt içimi ve dı�kı ile kontamine olmu� sularda yüzmek veya bu 

suları içmek de enfeksiyona sebep olabilmektedir. Japonya’da 1996 yılının yaz 

aylarında meydana gelen salgının "daikon sprouts" denilen turp filizi, salatalara ve 

yemeklere garnitür olarak katılan hatta do�rudan kendisi salata olarak tüketilen bir 

gıdadan kaynaklandı�ı sanılmaktadır. Ayrıca bu bakteriye her ikisi de Japonya’ya 

özgü olan ve elle hazırlanan lokum benzeri bir tatlı ile "O-benta" denilen ve pilav, 

çi� balık, tur�u, salata, piliç veya domuz eti ile yapılan bir yemekte de rastlanmı�tır. 

ABD’de 1982-1994 yılları arasında görülen E. coli O157:H7 salgınlarının kayna�ı 

olarak sırasıyla kıyma, hastalık etmeni ta�ıyan insan, sebzeler ve ayaküstü 

restoranlarda tüketilen salatalar, içme ve havuz suları, biftekler, çi� süt ve elma suyu 

gösterilmi�, ancak %27,9’unun kayna�ı belirlenememi�tir. ABD’de görülen di�er 

bazı salgınların ise kuru salam tüketimi ile ili�kili oldu�u tespit edilmi�tir (Çakır, 

2000). 

2.2. Bakteriyel Stres 

Bakteriler do�ada farklı çevresel streslere maruz kalmaktadırlar. Kar�ıla�tıkları 

stresler nedeniyle bakteriler ya�amlarını yitirebildikleri gibi adaptasyon 

mekanizmalarını aktif hale getirerek ya�amlarını devam ettirebilirler. Aktif hale 



� 5

gelen adaptasyon mekanizmaları ile uzun süre stresli ortamlara dayanabilirler veya 

bu stresin devam etmesi sonucu yaralanabilir ve ölebilirler. Bakteriler do�ada 

bulunan ı�ık, oksijen, so�uk, deterjan ve dezenfektanlar gibi streslerin dı�ında, 

gıdalarda bulunan asitlik, dü�ük pH, dü�ük su aktivitesi (Aw), NaCl, ısı, Eh (redoks 

potansiyeli), bakteriyosinler, rekabetçi flora gibi streslere de maruz kalabilirler. 

Öldürücü olmayan strese maruz bırakılan mikroorganizmalarda, uygulanan strese 

kar�ı direnç artmaktadır. Bu durum genellikle “strese adaptasyon” olarak 

adlandırılmaktadır. Çe�itli streslere adapte olan patojenler gıdalar içerisinde 

ya�ayabilir. Hatta bu bakteriler mide gibi asidik ortamlara kar�ı da dirençli hale 

gelebilirler (Dikici, 2009). 

Bakteri hücresi bir stres etmeni ile kar�ıla�tı�ında, genetik kodunda bir direnç 

mekanizması var ise ilgili proteinleri üreterek korunmaya çalı�ır. Stres altnda 

bakterinin DNA’sında transkripsiyon sonucu mRNA olu�makta ve mRNA da ilgili 

stresi düzenleyici �ok proteini sentezlemektedir. �ok protein, bakterinin fizyolojisini 

etkileyerek ilgili stres ile mücadele etmesini sa�lamaktadır. Sentezlenen protein bir 

ya da birden fazla stres etmenine kar�ı etkili olabilmektedir. Her bakterinin 

kar�ıla�tı�ı strese kar�ı aktive etti�i direnç mekanizması aynı ya da farklı 

olabilmektedir. Ayrıca aynı bakterinin farklı geli�im a�amalarındaki (lag faz, 

logaritmik faz, dura�an faz) aynı strese kar�ı olu�turdu�u direnç mekanizması da 

de�i�ebilmektedir (Arsene ve ark., 2000; Neidhardt ve VanBogelen, 2000; Cronan, 

2002; Yousef ve Courtney, 2003). 

Bakterilerde hassas oldukları stres faktörü kar�ısında membran geçirgenli�inde 

de�i�imler, hücre protein yapısında de�i�imler, ribozomal hasarlar ve nükleik 

asitlerin olumsuz etkilenmesi gibi hücresel fonksiyonları olumsuz yönde etkileyen 

de�i�iklikler meydana gelmektedir (Yousef ve Courtney, 2003). 

2.3. Glutatyonun Yapısı, Sentezlenmesi ve Fonksiyonları

Biyolojik sistemlerde yaygın olarak bulunan tiyoller, stresten korunma ile ilgili 

bile�iklerin en önemli grubunu olu�tururlar. GSH, CYS, N-asetil sistein, penisilamin 
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gibi tiyol bile�iklerinin birço�u antioksidan özelliklere sahiptir. Bu nedenle hücreyi 

oksidatif hasara kar�ı koruyabilirler (Kullman ve ark., 2000).  

GSH, hemen hemen tüm ökaryotlarda mevcuttur. Ancak prokaryotlarda üretimi 

sınırlıdır (Masip ve ark., 2006). Prokaryotik hücrelerde ba�ta E. coli olmak üzere 

özellikle Gram-negatif bakterilerde bulunur. Bazı Streptococcus ve Enterococcus 

türleri haricinde ço�u Gram-pozitif bakteride bulunmaz. Bununla birlikte bazı Gram-

pozitif bakteriler GSH’u sentezleyebilir ya da besiyerinde bulunan GSH’u 

kullanabilir. GSH üretmeyen bazı fakültatif anaerobik ve aerobik bakterilerin aynı 

fonksiyonları yerine getiren ba�ka dü�ük molekül a�ırlıklı tiyolleri ürettikleri 

belirlenmi�tir (Smirnova ve Oktyabrsky, 2005). Örne�in yakın zamanda Bacillus

spp., Staphylococcus aureus ve Deinococcus radiodurans tarafından üretilen 

basillitiyolün GSH ile aynı i�levi yerine getirdi�i belirlenmi�tir (Newton ve ark., 

2009). 

Bakteri hücrelerinde esas olarak tiyol-disülfit dengesi tarafından korunan redoks 

durumu [E0� = (-)240mV] nedeniyle GSH, serbest radikal aracılı hücre zararlarına ve 

oksidanlara kar�ı korumada yer alan tüm hücre sistemlerinin ba�lıca bile�enidir 

(Meister, 1983; She ve ark., 1997; Aslund ve ark., 1997). GSH oksidatif hasara kar�ı 

hücreleri korumak için hücre içi redoks homestazını dengede tutmaya yardımcı olur 

(Jones, 2002). 

GSH, antioksidatif ve ba�ı�ıklık güçlendirici olmasının yanı sıra biyolojik 

sistemlerde hücresel detoksifikasyon faaliyetleri için farklı rollere de sahiptir (Wu ve 

ark., 2004). GSH, hipoklorik asit ve monokloroamin gibi klor bile�ikleri ile H2O2 ya 

da alkil hidroperoksit gibi peroksitlerin neden oldu�u oksidatif stres ile ozmotik �ok, 

asidite gibi çevresel streslere kar�ı korumada kritik rol oynamaktadır. GSH aynı 

zamanda hücre içi potasyum seviyelerinin düzenlenmesinde ve sitoplazmada 

anormal protein disülfitlerin olu�umunun engellenmesinde görev almaktadır (Masip 

ve ark., 2006). Ayrıca bazı reaksiyonlarda koenzim olarak görev almasının yanısıra 

aminoasitlerin ta�ınması, protein ve DNA sentezinde de önemli rol oynamaktadır 

(Ziegler, 1985). 
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GSH’un bakterilerdeki konsantrasyonu 0,1-10 mM aralı�ında de�i�mektedir (Masip 

ve ark., 2006). Glutamat, CYS ve glisin olmak üzere üç aminoasitten olu�an GSH 

(�ekil 2.1), bir tiyol grup, bir amin ve iki karboksilden dolayı sulu solüsyonlar ve 

polar çözücülerde yüksek çözünürlü�e sahiptir (Masip ve ark., 2006). �-glutamil 

ba�ının varlı�ı hücre içi peptidazlar tarafından tripeptidin bozulmasını engeller ve 

CYS’in sülfidril grubu bir elektron verici gibi davranabilir; böylece GSH’a 

indirgeyici özellikler verir ve serbest radikalleri uzakla�tırabilir (Demirkol ve Ercal, 

2012).  

�

�ekil 2.1. GSH molekülü (Anonymous, 2013a).

GSH sisteminin primer enzimleri; �-glutamilsistein sentetaz, glutatyon sentetaz, 

glutatyon redüktaz ve glutatyon peroksidazdır. GSH iki adımda sentezlenir: 

(1) L-Glu + L-Cys + ATP � �-Glu-Cys + ADP + Pi

(2) � -Glu-Cys + Gly + ATP � GSH + ADP + Pi

Yukarıda gösterilen 1. reaksiyonu �-glutamilsistein sentetaz enzimi katalize eder. Bu 

enzim glutamik asit ve CYS’den �-glutamilsistein olu�turur. �kinci a�amada ise 

glutatyon sentetaz enzimi �-glutamilsisteine glisin ekler ve böylece GSH olu�ur 

(Masip ve ark., 2006). 

GSH içerdi�i gamma (�) ba�ı nedeniyle zor parçalanabilen bir moleküldür. GSH’u 

parçalayabilen tek enzim �-glutamil transpeptidaz enzimidir. Öncelikle �-glutamil 

transpeptidaz, GSH’u �-glutamil ve L-sisteinil-glisin �eklinde ayırır. Daha sonra L-
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sisteinil-glisin ise dipeptidaz enzimi vasıtasıyla hücre tarafından absorbe edilen CYS 

ve glisine parçalanır (Smirnova ve Oktyabrsky, 2005). 

GSH dokularda birbiriyle dengede olan, indirgenmi� (redükte) GSH ve okside 

glutatyon (GSSG) olarak iki formda bulunur (Arrick ve Nathan, 1984). GSH’un 

oksidasyonu ile tiyil radikali (GS•) olu�ur. GS• di�er bir GS• ile birle�erek GSSG’u 

olu�turur. GSSG da daha sonra NADPH’i hidrojen donörü olarak kullanmak 

suretiyle tekrar GSH’a indirgenir (�ekil 2.2) (Demirkol ve Ercal, 2012). 

�

�ekil 2.2. GSH’un sentezi (Demirkol ve Ercal, 2012).

E. coli hücrelerinde GSH’un %99,5’inin indirgenmi� durumda bulundu�u 

belirlenmi�tir. GSSG konsantrasyonunun toplam hücre içi GSH konsantrasyonunun 

%0,17-0,33’ünü olu�turdu�u, GSH/GSSG oranının ise 300-600 aralı�ında oldu�u 

tespit edilmi�tir (Smirnova ve Oktyabrsky, 2005). Masip ve ark. (2006) tarafından ise 

E.coli’de GSH/GSSG oranının 200 civarında oldu�u bildirilmi�tir. Oksidan aracılı 

doku hasarları sonucunda GSSG miktarı artmaktadır. GSSG, serbest sülfidril 

gruplarıyla kolayca reaksiyona girdi�i için canlı hücre için oldukça toksiktir (Meister 

ve Anderson, 1983). 

GSH formlarının konsantrasyonu ve etkinli�i onun sentez, ayrı�ma, ta�ıma, 

oksidasyon ve indirgenmesi arasındaki dinamik dengeye ba�lıdır. Bu nedenle hakim 

olan reaksiyona göre GSH formu de�i�mekte olup bu durum hücresel olaylara ve 
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çevresel ko�ullara göre de�i�mektedir. Buna göre GSH konsantrasyonu ve GSH 

formları arasındaki oran stres altında de�i�kenlik gösterebilmektedir (Smirnova ve 

Oktyabrsky, 2005).  

E. coli’de GSH’un hücre içi seviyesinde logaritmikten dura�an faza geçi�, amonyum 

tüketimi, anaerobik ko�ullar, asetat ve rifampisine maruz kalma gibi durumlarda 

önemli de�i�iklikler meydana geldi�i belirlenmi�tir. E. coli dahil bazı bakterilerin 

dü�ük düzeylerde de olsa hücre dı�ına GSH salgıladıkları tespit edilmi�tir. Bu 

konuda çok az bilgi bulunmakla birlikte, hücre dı�ı GSH’un hücreyi toksik 

maddelerden korumada rol oynayabilece�i dü�ünülmektedir. Stres faktörleri hücre 

dı�ı GSH seviyesinde önemli de�i�ikliklere neden olabilmektedir (Smirnova ve 

Oktyabrsky, 2005). Özellikle hiperozmotik �okun E. coli’de hücre dı�ı GSH 

seviyesinin geçici olarak azalmasına neden oldu�u tespit edilmi�tir (Smirnova ve 

ark., 2001a). 

Murata ve Kimura (1982) tarafından yapılan bir çalı�mada GSH sentezleyemeyen E. 

coli B mutantları izole edilmi�tir. Bu mutantlar çok dü�ük bir �-glutamilsistein 

sentetaz aktivitesine sahiptir. Ana su� ile mutantlar arasında minimal ortamda 

geli�me açısından kayda de�er farklılıklar gözlenmezken GSH sentezleyemeyen 

mutantlar toksik bile�iklere kar�ı ana su�tan daha duyarlı bulunmu�tur. Ayrıca GSH 

sentezleyemeyen mutantlar için lizozoma kar�ı yüksek bir duyarlılık tespit edilmi�tir. 

Bu nedenle hücre duvarı bütünlü�ünün korunmasında GSH’un önemli bir rolü 

oldu�u dü�ünülmektedir. 

2.4. Sistein

CYS pekçok proteinin yapısında ve katalitik aktivitesinde önemli fonksiyonları 

yerine getiren, yapısında kükürt içeren esansiyel olmayan bir aminoasittir (�ekil 2.3). 

Ço�u organizmada CYS içeren moleküller olan GSH ve thioredoksin, oksidatif strese 

kar�ı koruma ve hücre içi indirgeyici bir ortam sa�lanması açısından majör bir rol 

oynamaktadır. CYS kalıntıları  arasında disülfit ba�larının olu�umu OxyR gibi 

bakteriyel transkripsiyonel regülatörlerin aktivasyonunda kritik adımdır (Lithgow ve 

ark., 2004).  
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�

�ekil 2.3. CYS molekülü (Anonymous, 2013b).

Metabolik dengesizli�in bir sonucu olarak hücre içi CYS konsantrasyonu arttı�ı 

zaman bu aminoasit, hücresel makromoleküllere özellikle de DNA’ya zarar veren 

toksik hidroksil radikal (OH•) olu�turmak için H2O2 varlı�ında Fenton reaksiyonu 

tarafından katalizlenmesinden dolayı üç de�erlikli demirin indirgenmesine dahil 

olabilmektedir. Bu nedenle normal ko�ullar altında bakteriler ve di�er hücreler çok 

dü�ük bir hücre içi CYS havuzu (<200 	M) muhafaza etmektedirler ve GSH gibi 

CYS’in toksik olmayan bir rezerv formuna ihtiyaç duymaktadırlar (Smirnova ve 

Oktyabrsky, 2005).  

GSH’un �-glutamil transpeptidaz enzimi tarafından yıkımı sonucu açı�a çıkan CYS 

hücre içine aktarılmaktadır (Lu, 1999). Hücre içi CYS’in büyük kısmı GSH’a 

yeniden katılır, buna kar�ı hücre gereksinimine ba�lı olarak di�er kısmı protein 

sentezine katılmaktadır (Smirnova ve Oktyabrsky, 2005). 

CYS ve metyonin gibi kükürt içeren aminoasitler, GSH sentezi için temel 

bile�enlerdir. Çünkü �-glutamilsistein sentetaz için CYS’in kullanılabilirli�i 

sınırlıdır. Bu nedenle, bu sülfür aminoasitlerin yeterli miktarda temin edilmesi 

normal hepatik GSH seviyesinin korunması için çok önemlidir (Beatty ve Reed, 

1981). 

Loewen (1979) tarafından yapılan bir çalı�mada minimal ortamda geli�en E. coli

hücrelerinin logaritmik fazda bazal seviyede GSH içerdi�i, hücreler dura�an faza 

ula�tı�ında ise GSH miktarının yakla�ık altı kat (5 pmol/ml) arttı�ı tespit edilmi�tir. 

Logaritmik fazdaki hücrelere sadece CYS ilavesi aynı cevabın ortaya çıkmasına 
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neden oldu�undan, GSH sentezinde kullanılabilir CYS miktarının hücre içi GSH 

miktarındaki artı� üzerine etkili oldu�u tespit edilmi�tir.  

2.5. Oksidatif Stres 

Yeterli besinle birlikte optimal geli�me sıcaklı�ı, pH, oksijen seviyeleri ve çözünmü�

madde konsantrasyonları sa�landı�ı zaman mikroorganizmalar maksimum seviyede 

ço�alırlar. Bu parametrelerdeki herhangi de�i�iklik maksimum ço�alma seviyesini 

etkiler ve böyle bir durumda mikroorganizma için çevresel bir stresten bahsedilebilir 

(Moat ve ark., 2002). 

Oksidatif stres, süperoksit anyon (O2
−•), OH• ve H2O2 gibi reaktif oksijen türlerinin 

(ROT) organizmaya etkisinden kaynaklanır. Yüksek reaktiviteleri nedeniyle ROT, 

bütün biyolojik makromoleküllere zarar verebilir ve hücre için gizli bir tehdittir 

(Smirnova ve Oktyabrsky, 2005). 

Elektron transfer zinciri tarafından enerji üretimi, triplet oksijenin katalitik spin 

çiftine ba�lıdır. Bu süreçte hücrenin DNA, protein ve lipit bile�enleri için toksik olan 

oksijen türleri enzimatik veya kendili�inden olu�an kimyasal reaksiyonlar sonucu 

meydana gelirler. A�a�ıda gösterilen 1. reaksiyonda moleküler oksijen ile oksidatif 

enzimlerin reaksiyonu sonucu O2
−• olu�maktadır. O2

−• genellikle DNA ve proteinler 

ile tepkimeye girmez. Ancak OH• ve H2O2 gibi daha yüksek reaktiviteye sahip 

oksijen türevleri üretmek için enzimatik veya kendili�inden geli�en kimyasal 

reaksiyonlar ile etkile�ebilir (2). �ndirgenmi� FAD’ın ya da indirgenmi�

flavoproteinin otooksidasyonu H2O2 meydana getirir (3). NADPH oksidaz enzimi 

H2O2 ve O2
−• olu�turabilir (4). O2

−• çe�itli hücresel bile�iklerden Fe2+ ve Fe3+’yi 

serbest bırakır ve sonuçta Fenton reaksiyonu aracılı�ıyla OH•’lerinin olu�umuna 

neden olabilir (5). Nitrik oksit ile O2
−•’in reaksiyonundan peroksinitrit anyonu olu�ur 

(6). Peroksinitrit çe�itli proteinler ile yüksek derecede reaktiftir. Proteinlerin 

metyonin, CYS, tirozin ve triptofan kalıntıları hassastır. Peroksinitrit ayrıca biyolojik 

bile�ikler ile son derece reaktif olan di�er toksik türevlerin olu�umuna da neden olur. 

Ço�u aerobik organizmalar H2O2 ve O2
−•’in toksisitesinden süperoksit dismutaz 

(SOD) ve katalaz enzimleri ile korunur (7). Peroksidazlar ayrıca GSH ve askorbik 
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asit gibi organik indirgeyiciler tarafından H2O2’in indirgenmesini de katalize edebilir 

(8) (Moat ve ark., 2002). 

(1) O2 + e− + oksidatif enzimler    O2
−•  

(2) O2
−• + H2O2           OH− + OH• + O2  

(3) FADH2 + O2                 FAD + H2O2  

(4) NADPH + H+ + 2O2     NADP+ + O2
−• + H2O2  

(5) Fe2+ + H2O2           Fe3+ + OH• + OH− 

(6) O2
−• + NO•            ONOO− 

(7) O2
−• + O2

−• + 2H+            O2 + H2O2 (SOD)  

(7) 2H2O2     2H2O + O2 (katalaz)  

(8) H2O2 + 2RH −−−
 2H2O +2 Rox  

E. coli’nin aerobik ko�ullarda geli�mesi sırasında ROT hücreler tarafından sürekli 

üretilir. Bu ROT’nin üretilmesi ya da ortadan kaldırılması arasında bir dengesizlik 

olu�tu�u zaman oksidatif stres meydana gelir. OH• radikalinin birikimi DNA ve 

protein hasarı, lipit peroksidasyonu ve disülfüt ba�ı olu�umuna neden olabilir. 

Oksidatif strese yanıt olarak; bakteriler, çe�itli indüklenebilir genetik sistemlerini 

kullanarak olu�an hasarı onarmak için harekete geçer (Bearson ve ark., 2009). H2O2

ve O2
−•’ler nedeniyle olu�an strese yanıt olarak, antioksidan aktivitelerin ifadesine 

neden olan OxyR ve SoxRS transkripsiyon faktörleri tarafından oksidatif strese kar�ı 

adaptif yanıt düzenlenir (Masip ve ark., 2006). E. coli’de SoxRS ve oxyR regülonları 

O2
−•, nitrik oksit ve peroksidi uzakla�tırmak için gerekli enzimlerin üretimini 

düzenler (Co�ansu ve Ayhan, 2009). 

2.6. Isı �oku 

Mikroorganizmalar optimum geli�me için ihtiyaç duydukları sıcaklıklara göre 

termofil, mezofil, psikrofil veya psikrotrof olarak adlandırılırlar. Patojen bakterilerin 

pek ço�u mezofilik karakterde olup 20-40oC aralı�ında geli�irler. Sıcaklık 30oC’den 

42oC’ye yükseldi�inde E. coli ve di�er pek çok bakteri ısı �oku proteinleri (HSPs) 

olarak adlandırılan proteinleri daha fazla sentezlemektedir. Bu HSPs’lerin ço�u daha 

yüksek sıcaklıklarda hücrenin geli�ebilmesi ya da hayatta kalması için gereklidir. E. 
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coli’de ısı �oku ile indüklenen yakla�ık 50 farklı protein tanımlanmı�tır (Moat ve 

ark., 2002). 

Yapılan çalı�malarda, geli�mekte olan E. coli’de sıcaklı�ın 30oC’den 42oC’ye hızla 

çıkarılmasının glutatyon redüktaz aktivitesinin engellenmesine, hücre içi GSH 

konsantrasyonunun azalmasına ve besiyerindeki konsantrasyonun artmasına neden 

oldu�u belirlenmi�tir. Buna kar�ılık optimum sıcaklıkta geli�enlere kıyasla yüksek 

sıcaklıklara adapte olmu� hücrelerde hem hücre içi hem de hücre dı�ı GSH 

seviyelerinin önemli düzeyde yüksek oldu�u tespit edilmi�tir (Suzuki ve ark., 1987; 

Smirnova ve ark., 2001b). 

2.7. Ozmotik Stres 

Bakteriler gıdalarda yüksek konsantrasyonda �eker, tuz veya kurutulmu� ürünlerde 

oldu�u gibi ozmotik streslere maruz kalmaktadır. Mikrobiyel geli�mede çözünenlerin 

konsantrasyonu (tuzlar, iyonlar, metabolitler vb.) kritik bir rol oynamaktadır. Pek çok 

bakteride hipertonik veya hiperozmotik ko�ullar sitoplazmadan su kaybı sonucu 

hücrenin büzülmesine (plazmoliz) neden olmaktadır (Moat ve ark., 2002). 

Evrim süresince, bakteriler ozmotik basıncın yüksek oldu�u ortamlarda geli�meyi ve 

enzimatik aktiviteleri engellemeyen, hücre içi ozmolit birikiminin ana fonksiyonu 

olan turgor basıncı düzenleyici sistemler geli�tirmi�lerdir. Bu nedenle, süperozmotik 

strese yanıtın ba�langıç a�amasında E. coli hücreleri, K+ iyonlarının büyük miktarda 

birikimi yoluyla turgor gerilimini eski haline getirirler (Smirnova ve ark., 2001a). 

Hücre içi K+ konsantrasyonunun yüksek olması bazı enzimlerin fonksiyonlarını 

engelleyebilmektedir. Bu nedenle ozmotik strese hücresel yanıtın daha sonraki 

a�amalarında trehaloz, prolin ve betain ile K+’un yer de�i�tirmesi söz konusudur 

(Smirnova ve Oktyabrsky, 2005).  

GSH, K+’un kanalların dı�ına aktarımının düzenlenmesinde yer almasına ra�men 

GSH’un ozmotik adaptasyon üzerine etkisinin, K+ tutulmasındaki de�i�iklik 

nedeniyle olmadı�ı gösterilmi�tir (McLaggan ve ark., 1990). Bu noktada GSH’un 
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ozmotik �ok boyunca tam rolü henüz kesin olarak anla�ılamamı� olmakla birlikte 

antioksidan fonksiyonu ile ili�kili olabilece�ine dair bazı kanıtlar vardır. Özellikle E. 

coli’deki ozmotik �oka SoxS ve SodA’nın indüksiyonunda artı� gibi oksidatif stresin 

karakteristik reaksiyonları e�lik etmektedir (Smirnova ve ark., 2000). Bu nedenle, 

GSH’un ozmotik �oktan kaynaklanan bir oksidatif stres yanıtının parçası oldu�u ve 

buna ba�lı olarak da ozmotik basıncın yüksek oldu�u ortamlarda bakterinin 

canlılı�ını sürdürmesine katkıda bulundu�u dü�ünülmektedir (Smirnova ve ark., 

2001a). 

2.8. Dü�ük pH 

Bazı bakteriler oldukça dü�ük pH de�erlerinde optimum geli�irken bazıları da alkali 

pH de�erlerinde en iyi geli�im göstermektedir. Ancak bakterilerin ço�u, özellikle de 

patojenler nötre yakın pH de�erinde geli�meyi tercih etmektedir ve nötrofilik olarak 

adlandırılmaktadır. Asidik pH’da mikroorganizmaların asidik metabolitleri nötrallere 

ya da nötral metabolitleri alkali ürünlere çevirebilen enzimleri ürettikleri 

bilinmektedir. Bu enzimlere örnek olarak E. coli tarafından üretilen glutamat 

dekarboksilaz, lisin dekarboksilaz ve arjinin dekarboksilaz verilebilir. Bu enzimlerin 

üretimi asidik pH de�erlerinde maksimum seviyeye ula�maktadır (Moat ve ark., 

2002). 

GSH’un asidik ko�ullara maruz bırakılan hücreyi korumada rolü oldu�una dair 

önemli kanıtlar bulunmaktadır. E. coli’de K+ aktarım kanalları KefB ve KefC, GSH 

tarafından engellenmektedir. GSH’un yoklu�unda ise K+ hücre dı�ına sızmaktadır. 

K+’un dı�a akı�ı sitoplazma pH’sındaki dü�ü� ile ba�lantılı bulunmu�tur (Ferguson 

ve Booth, 1998). Sitoplazmik pH homeostazının Na+ ve K+’un ta�ınmasına ba�ımlı 

oldu�u ileri sürülmektedir (Booth, 1985; 1999). Bu nedenle dü�ük pH’dan korunma 

üzerine GSH’un etkisinin onun K+ düzenlenmesine katılımı ile ili�kili oldu�u 

dü�ünülmektedir (Masip ve ark., 2006).  

Bu hipotezle uyumlu olarak E. coli’de dü�ük pH ko�ulları altında Kdp’nin (K+ 

tutulum sistemi) ekspresyonunda artı� (Asha ve Gowrishankar, 1993; Malli ve 

Epstein, 1998) ve GSH sentezleyemeyen su�da (gshA mutant) dü�ük K+
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konsantrasyonlu besiyerinde sitoplazmik pH’da azalma gözlenmi�tir (Ferguson ve 

Booth, 1998). Bu nedenle, gshA mutantın dü�ük pH’ya hassasiyetinin hücre içi K+

miktarını optimum seviyede tutamamasından kaynaklanabilece�i dü�ünülmektedir 

(Masip ve ark., 2006). 

2.9. Klor Bile�ikleri 

Klor bile�ikleri gıda endüstrisinde dezenfektan olarak yaygın �ekilde 

kullanılmaktadır (Gomez-Lopez ve ark., 2005; Inatsu ve ark., 2005). Asitlendirilmi�

NaCl ya da klor dioksit protein ve nükleik asit sentezini engelleyerek ve 

peroksidasyon yoluyla sitoplazma membranının bütünlü�ünü bozarak bakterileri 

inaktive etmektedir (Scatina ve ark., 1985). 

GSH, hipoklorik asit ve monokloroaminden daha az zararlı maddeler üretmek için 

bunların klor bile�enleri ile direk reaksiyona girerek E. coli’yi korumaktadır (Masip 

ve ark., 2006). Bu reaksiyonların kendili�inden gerçekle�ti�i ve herhangi bir enzimin 

katalize etmedi�i belirlenmi�tir (Chesney ve ark., 1996). Ayrıca hipoklorik asitin 

oksidatif strese H2O2’e benzer bir yanıt ortaya koydu�u gösterilmi�tir (Dukan ve 

Touati, 1996; Dukan ve ark., 1999). 

Hipoklorit sitoplazma membranına etki etmez, ancak DNA, protein ve lipitlere 

saldıran seçici olmayan okside edici ajan olarak davranır (Luppens ve ark., 2003). 

Lipitler ile direkt etkile�imine ek olarak hipoklorit aynı zamanda GSH’u da oksitler. 

Kloritin aksine hipoklorit yoluyla GSH’nun oksidasyonu daha yava�tır ve 

sülfonamidlerin olu�umu ile sonuçlanan GSSH evresinin ötesine geçer (Fu ve ark., 

2002). Ayrıca hipoklorit nükleik asitlerin bozulmasına, lipitlerde do�rudan hasara ve 

toksik kloraminlerin olu�umuna neden olur (Hawkins ve Davies, 2002; Hawkins ve 

ark., 2002). 

Chesney ve ark. (1996) tarafından GSH (-) E. coli su�u (JTG10) ve ba�ka bir 

izogenik GSH (+) E. coli su�u (AB1157) üzerinde çalı�ma yapılmı�tır. Çalı�ma 

sonucuna göre GSH (-) hücreler, H2O2 ve klor bile�enleri tarafından öldürülmeye 

kar�ı yakla�ık iki kat daha hassas bulunmu�tur. 
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2.10. Hidrojen Peroksit 

Daha önceleri sadece antiseptik olarak kullanılan H2O2 antimikrobiyel ajan olarak 

oldukça geni� bir uygulama alanına sahiptir. H2O2 bakteri, küf, maya, virüs ve 

sporlar üzerinde etkilidir ve bu etki aralı�ı oldukça geni�tir (Sander ve Wilson, 

1999). 

Anaerobikler katalaz üretememelerinden dolayı peroksit uygulamalarına kar�ı daha 

duyarlıdır. Gram-negatif bakterilere kar�ı etkileri ise Gram-pozitif bakterilerden daha 

fazladır. Peroksitler ve perasetik asitler seyreltildi�i zaman CO2, O2 ve suya dissosiye 

olurlar ve böylece etkilerini kaybedebilirler (Gronholm ve ark., 1999; Block, 2001). 

H2O2’nin antimikrobiyal etkisi özellikle O2
−• , singlet oksijen ve OH•’leri gibi güçlü 

oksidanları meydana getirmesinden kaynaklanmaktadır. Bu ROT ise hücrelerde 

enzim, membran bile�enleri ve DNA’da geri dönü�ümsüz olarak hasarlara sebep 

olmaktadırlar (Juven ve Pierson, 1996). 

Yapılan bir çalı�mada GSH (-) E. coli hücrelerinin, logaritmik ço�alma a�amasında 

H2O2 ve kümen hidroperokside kar�ı hassasiyetlerinde artı� olmadı�ı tespit edilmi�tir 

(Greenberg ve Demple, 1986). Bununla birlikte, geli�emeyen gshA mutantların do�al 

su� hücreleri ile kıyaslandı�ında H2O2’e kar�ı daha hassas oldukları görülmü�tür 

(Chesney ve ark., 1996). 

CYS yada sistinin E. coli hücreleri üzerine H2O2’in toksik etkisini arttırdı�ı 

gösterilmi�tir. Ayrıca sistin varlı�ında H2O2’nin yüksek toksititesi, membran 

fonksiyonlarında bozukluklar ve DNA onarımı ve oksidanların nötralizasyonundan 

sorumlu olanlarda dahil olmak üzere genlerin ekspresyonunun engellenmesi ile 

sonuçlandı�ı belirtilmi�tir (Smirnova ve ark., 2005).�



�
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BÖLÜM 3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

Esherichia coli O157:H7 saf kültürü Sakarya Üniversitesi Mühendislik Fakültesi 

Gıda Mühendisli�i Bölümü kültür koleksiyonundan temin edilmi�tir. Stok kültür 

%15 gliserol içeren Tryptic Soy Broth (TSB; Merck, Damstad, Germany) 

besiyerinde -20°C’de muhafaza edilmi�tir. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Kullanılan malzeme ve cihazlar 

Esherichia coli O157:H7’nin ço�altılması için TSB (Merck), Brain Heart Infusion 

Broth (BHI Broth; Merck); sayımı için Brain Heart Infusion Agar (BHI, Merck) ve 

Sorbitol McConkey Agar (SMAC, Merck) besiyerleri kullanılmı�tır. Seyreltme için 

Maximum Recovery Diluent [MRD; 1 g et peptonu (Merck), 8,5 NaCl (Merck), 1 l 

destile su] kullanılmı�tır. 

Streslerin uygulanmasında hazırlanan besiyerinin bile�imine katılan HCl, H2O2 ve 

sodyum hipoklorit Merck’den sa�lanmı�tır. 

HPLC analizinde kullanılan çözeltilerin hazırlanmasında gerekli olan TrisHCl, 

Borate, Serine, DETAPAC, NaOH, glasiel asetik asit, o-Fosforik asit, NPM, GSH, 

CYS Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)’den, asetonitril Merck’den ve DTT Biomatik 

Corporation (Delaware, USA)’dan temin edilmi�tir. 

Kullanılan ba�lıca ekipmanlar; Daihan Scientific Wise Clave otoklav, Hanna 

Instruments pH 221 microprocessor pH metre, Elekro-Mag M 6040 BP etüv, Hettich 
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Universal 320R so�utmalı santrifüj cihazı,  Bandelin Sonorex su banyosu, IKA MS3 

Basic vortex, Eppendorf Research plus mikropipet, Wiggen Hauser homogenizer, 

AND GR-200 hassas terazi, ChromofilXtra Pet 45/25 0,45 µm filtre, Shimatzu 

Model HPLC cihazıdır (LC 20-AT model pompa, RF-10-AXL model 

floresansdedektör (�ex=330 nm ve �em=376nm), SIL-20A Otosampler, HPLC 

Column ODS1 C18 5µm çapında kolon, CTO-10 AS vanp kolon fırını).  

3.2.2. Escherichia coli O157:H7 su�unun aside adapte edilmesi 

Aktifle�tirmek için stok kültürden TSB besiyerine %1 oranında a�ılanmı� ve 37°C’de 

18-24 saat inkübe edilmi�tir. Aynı i�lem bir kez daha tekrarlanmı�tır.  

Asit adaptasyonu denemesi için %1 glikoz ilave edilmi� 10 ml TSB besiyerine 

(TSBG) aktif kültürden %1 oranında a�ılama yapılmı� ve 37°C’de 18 saat inkübe 

edilmi�tir (Dlamini ve Buys, 2009). Kontrol olarak TSB besiyerine a�ılama yapılmı�

ve aynı ko�ullarda inkübasyona bırakılmı�tır. �nkübasyon sonunda her iki gruptan 

6’�ar tüp HPLC (yüksek basınç sıvı kromatografisi) analizi için ayrılmı�tır (�ekil 

3.1). �nkübasyon sonunda TSBG ve TSB kültürlerinden rastgele seçilen 1’er tüpten 

pH’sı 1 N HCl ile 3,0’a ayarlanmı� 10’ar ml BHI Broth bulunan tüplere 100 µl (%1) 

a�ılanmı� ve 37°C’de 6 saat inkübe edilmi�tir (�ekil 3.2). 

�nkübasyonun ba�ında (0. saat) ve sonunda (6. saat) BHI Agar ve SMAC Agar 

besiyerlerine ekim yapılıp 37°C’de 24 saat inkübasyona bırakılmı�tır. Seyreltme için 

MRD kullanılmı�tır. Ayrıca pH ölçümü yapılmı� ve her bir gruptan 2’�er tüp (20 

mL) HPLC analizi için ayrılmı�tır. 

Ayrıca 1. a�amadaki 1, 2, 3 ve 1G, 2G, 3G tüplerinden MRD’ye dilüsyondan sonra 

BHI Agar ve SMAC Agar besiyerlerine ekim yapılıp 37°C’de 24 saat inkübasyona 

bırakılmı�tır (�ekil 3.1).  
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2. aktifle�tirme tüpü 

  1       2        3    1G   2G   3G 

inkübasyon sonunda 6 tüp 
HPLC analizine ayrılmı�tır. 

inkübasyon sonunda 6 tüp 
HPLC analizine ayrılmı�tır. 

9 adet 10 ml TSB ye 100 µL ekim 
yapılmı�tır. 

9 adet 10 ml TSB + %1 glikoz’a 100 µL 
ekim yapılmı�tır. 

1. A�AMA 

SMAC ve BHI Agar’a ekim 
yapılmı�tır. 

 a     b       c   a     b       c   d     e       f   d      e      f 

0. saat 
analizi 
yapıldı. 

6. saat analizi için 37 oC de 
6h inkübasyona bırakıldı. 

0. saat 
analizi 
yapıldı. 

6. saat analizi için 37 oC de 
6h inkübasyona bırakıldı. 

12 adet BHI Broth’a 
(pH 3,0) 100’er µL 
ekim yapıldı. 

Seçilen 
tüpler 

2. A�AMA TSB 
tüpü (1*) 

TSBG tüpü 
(1G*) 

*1. A�amadaki 1, 2, 3 ve 1G, 2G, 3G tüplerinin rastgele seçilen 1’er tüpünden a�ılama yapılmı�tır. 

12 adet BHI Broth’a 
(pH 3,0) 100’er µL 
ekim yapıldı.

SMAC ve BHI Agar’a ekim 
yapılmı�tır. 

�ekil 3.1. Aktifle�tirilen Esherichia coli O157:H7’nin TSB ve TSBG’ye a�ılanması. 

�ekil 3.2. TSB ve TSBG kültürlerinden BHI Broth’a (pH 3,0) a�ılama. 
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3.2.3. pH, sodyum klorür, sıcaklık, sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksit         

          streslerinin uygulanması 

�nokulumun hazırlanması için 10 ml TSB besiyerine a�ılanarak iki kez 

aktifle�tirilmi � E. coli O157:H7 kültürü 6000 devir/dakika’da 4oC’de 10 dakika 

süreyle santürfüjlenmi�tir. Santürfüjlemeden sonra süpernatant ayrılmı�, geriye kalan 

pelet 2 kere %0,1’lik steril peptonlu su ile yıkanmı�tır. Son olarak elde edilen pelet 

%0,1’lik steril peptonlu su ile 10 ml’ye tamamlanmı�tır.  

pH stresi için 1 N HCl ile pH de�eri 3,0’a ayarlanmı� TSB kullanılmı�tır. Yukarıda 

anlatılan �ekilde hazırlanan inokulumdan 10 ml TSB bulunan tüplere 100 µl (%1) 

a�ılanmı� ve 37°C’de 6 saat inkübe edilmi�tir. Sıfırıncı ve 6. saatlerde pH ölçümü 

yapılmı� ve MRD kullanılarak yapılan seyreltilerden BHI Agar ve SMAC Agara 

ekim yapılmı�tır. Altıncı saat örneklerinden HPLC analizi için ayrılmı�tır (�ekil 3.3). 

NaCl stresi için hazırlanan inokulumdan %5 ve %10 NaCl ilave edilmi� 10 ml TSB 

tüplerine 100 µl (%1) a�ılanmı� ve 37°C’de 6 saat inkübe edilmi�tir. �nkübasyonun 0. 

ve 6. saatlerinde pH ölçümü yapılmı� ve MRD kullanılarak yapılan seyreltilerden 

BHI Agar ve SMAC Agara ekim yapılmı�tır. Altıncı saat örneklerinden HPLC 

analizi için ayrılmı�tır (�ekil 3.3). 

Sıcaklık stresi için hazırlanan inokulumdan 10 ml TSB bulunan tüplere 100 µl (%1) 

a�ılanmı� ve 45°C’de 6 saat inkübe edilmi�tir. Sıfırıncı ve 6. saatlerde pH ölçümü 

yapılmı� ve MRD kullanılarak yapılan seyreltilerden BHI Agar ve SMAC Agara 

ekim yapılmı�tır. Altıncı saat örneklerinden HPLC analizi için ayrılmı�tır (�ekil 3.3). 
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  1      2       3  4      5       6 
6. saat sonunda HPLC 
analizi için ayrılmı�tır. 

6. saat analizi için 37 oC ’de 
6h inkübasyona bırakılmı�tır. 

0. saat 
analizi 
yapılmı�tır. 

12 adet 10ml TSB 
besiyerine 100 µL ekim 
yapılmı�tır. 

Pelet + %0,1 lik peptonlu su (10 ml) 

*Sıcaklık stresi için 45 oC ’de inkübasyon yapılmı�tır. 

SMAC ve BHI Agar’a 
ekim yapılmı�tır. 

�ekil 3.3. pH, sodyum klorür ve sıcaklık stresleri için TSB’ye a�ılama. 

H2O2 stresi için hazırlanan inokulumdan %1 ve %2,5 H2O2 içeren 10’ar ml TSB 

besiyerine 100 µl (%1) a�ılanmı� ve 37°C’de 60 dakika inkübe edilmi�tir. Sıfırıncı, 

30. ve 60. dakikalarda pH ölçümü yapılmı� ve MRD kullanılarak yapılan 

seyreltilerden BHI Agar ve SMAC Agar’a ekim yapılmı�tır. Otuzuncu ve 60. dakika 

örneklerinden HPLC analizi için ayrılmı�tır (�ekil 3.4). 

Sodyum hipoklorit stresi için hazırlanan inokulumdan %0,05 ve %0,5 sodyum 

hipoklorit içeren 10’ar ml TSB besiyerine 100 µl (%1) a�ılanmı� ve 37°C’de 60 

dakika inkübe edilmi�tir. Sıfırıncı, 30. ve 60. dakikalarda pH ölçümü yapılmı� ve 

MRD kullanılarak yapılan seyreltilerden BHI Agar ve SMAC Agara ekim 

yapılmı�tır. Otuzuncu ve 60. dakika örneklerinden HPLC analizi için ayrılmı�tır 

(�ekil 3.4). Tüm stresler için kontrol grubu olarak TSB besiyerine (pH 7,3±0,2) 

a�ılama yapılıp aynı i�lemler uygulanmı�tır.  
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  1     2     3       4      5     6   7       8        9 

0. dakika analizi 
yapılmı�tır. 

30. dakika analizi için 
37oC’de 30 dk. inkübe 
edilmi�tir. 

60. dakika analizi için 37oC’de 60 
dk. inkübe edilmi�tir. 

60 dakika sonunda HPLC 
analizi için ayrılmı�tır. 

�
������
�������������������
������������������ ���!�

30 dakika sonunda HPLC 
analizi için ayrılmı�tır. 

1-2-3; 4-5,6 ve 7-8-9 No’lu tüplerden sırasıyla 0., 30. ve 
60. dakikalarda SMAC ve BHI Agar’a ekim yapılmı�tır. 

�ekil 3.4. Sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksit stresleri için TSB’ye a�ılama. 

3.2.4. HPLC analizi 

3.2.4.1. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

Serin borat tampon (SBB) çözeltisi: 1 litre SBB hazırlamak için; 15,74 g TrisHCl, 

0,618 g Borate, 0,525 g Serine, 0,393 g DETAPAC �Di Etilen tri Amin Penta Asetik 

Asit) 1 litre suyla karı�tırılarak NaOH ile pH 7,0’a ayarlanmı�tır. Bu çözelti 

numunenin hazırlanmasından HPLC analizine kadar geçen sürede oksidasyonu 

önlemek amacıyla kullanılmı�tır. 

Mobil faz: 1 litre mobil faz hazırlamak için; 700 ml Asetonitril, 300 ml ultra saf su, 

1ml glasiel asetik asit, 1 ml o-Fosforik asit karı�tırılmı�tır.

N-(l-pyrenyl)-maleimide (NPM) çözeltisi: 250 ml NPM çözeltisi hazırlamak için; 

0,075g NPM 250 ml asetonitrilde çözülerek hazırlanan bu çözelti, tiyol bile�iklerini 
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floresans ı�ıma yapan bile�iklere dönü�türerek floresans dedektörde okunmalarını 

sa�lamak amacıyla kullanılmı�tır. 

HCl çözeltisi: 50 ml ultra saf suda 10 ml 12 M HCl çözülerek hazırlanan 2N HCl 

çözeltisi türevlendirme sonrası oksidatif reaksiyonun durdurulması amacıyla 

kullanılmı�tır. 

Dithiothreitol (DTT) çözeltisi: 1 mM DTT çözeltisi için; 1,54 mg DTT 10 ml 

deiyonize suda çözündürülmü�tür. Hazırlanan bu çözelti oksidatif stresin önemli bir 

göstergesi olan GSH/GSSG oranının hesaplanabilmesi için GSSG’un disülfit 

ba�larının kırılarak toplam GSH üzerinden tespit edilmesi amacıyla kullanılmı�tır. 

GSH ve CYS (miks) standart çözeltisi 

Miks standart stok solüsyonu;  

1 mM miks= 0,003 g GSH + 0,0012 g CYS + 10 ml SBB 

100 µM miks= 1 ml 1 mM miks + 9 ml SBB 

10 µM miks= 1 ml 10 µM miks + 9 ml SBB hazırlanmı�tır. Hazırlanan bu miks 

standart stok solüsyonlarından 25 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM, 1250 nM, 5000 

nM’lık standart GSH ve CYS çözeltileri Tablo 3.1’deki gibi hazırlanmı�tır. 

Tablo 3.1. GSH ve CYS standart çözeltilerinin hazırlanı�ı. 

Konsantrasyon Stok standart sol. 
SBB  
(µl) 

HPLC 
(µl) 

NPM 
(µl) 

Toplam 
(ml) 

0 nM 0 20 230 750 1 

25 nM 2,5 (10 µM’den) 17,5 230 750 1 

125 nM 12,5 (10 µM’den) 7,5 230 750 1 

250 nM 2,5(100 µM’den) 17,5 230 750 1 

500 nM 5(100 µM’den) 15 230 750 1 

1250 nM 12,5(100 µM’den) 7,5 230 750 1 

5000 nM 5 µl 12,5 230 750 1 
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3.2.4.2. Numunelerin hazırlanması, ekstraksiyonu ve türevlendirilmesi 

Analize ayrılan 6 tüp iki�erli olarak birle�tirilip herbiri 20 ml tüpler elde edildikten 

sonra 9000 devir/dakika’da, 4oC’de 10 dakika santürfüjlenmi�tir. 

GSH ve CYS türevlendirme: Kültür peletine 1 ml SBB eklenmi� ve doku 

homojenizatörü ile buz üzerinde homojenize edilmi�tir. Elde edilen homojenattan 

100 µl alınıp üzerine 150 µl saf su ve 750 µl NPM eklenip oda sıcaklı�ında 5 dakika 

bekletilmi�tir. Serbest sülfidril grupları içeren tiyol gruplarının NPM ile girdi�i 

reaksiyon �ekil 3.5’de gösterilmi�tir. Üzerine 10 µl 2N HCl eklenip 0,45 µm’lik 

filtreden geçirilmi� ve analize kadar 4oC’de muhafaza edilmi�tir (Winters ve ark., 

1995). 

�ekil 3.5. Serbest sülfidril grupları içeren tiyol bile�ikleri ile NPM çözeltisinin 
                reaksiyonu (Winters ve ark., 1995).

GSSG türevlendirme: Kültür homojenatından 130 µl alınıp üzerine 120 µl DTT ilave 

edilmi� ve GSSG olu�umu için tüpler 37°C’deki su banyosunda 30 dakika 

bekletilmi�tir. Daha sonra türevlendirme amacıyla tüplere 750 µl NPM çözeltisi ilave 

edilmi�tir. Reaksiyonun gerçekle�ebilmesi için tüplerin a�ızları parafilmle kapatılıp 5 

dakika oda sıcaklı�ında bekletilmi�tir. Türevlendirme i�lemi sonrası reaksiyonu 

durdurmak amacıyla deney tüplerine 2 N 10 µl HCI ilave edilmi�tir. Tüpler vortekste 

iyice karı�tırılmı�, daha sonra tüplerden 1’er ml alınarak 0,45 µm gözenek çaplı 

filtreden geçirildikten sonra 4oC’de muhafaza edilmi�tir (Winters ve ark., 1995). 
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3.2.4.3. HPLC’de GSH, GSSG ve CYS analizi 

HPLC analizi için a�a�ıda belirtilen kromatografi ko�ulları uygulanmı�tır. 

Floresans dedektörün eksitasyon dalga boyu (�ex): 330 nm 

Floresans dedektörün emisyon dalga boyu (�em): 375 nm 

Mobil faz akı� hızı: 1 ml/dakika 

Kolon sıcaklı�ı: 25°C 

Enjeksiyon hacmi: 5 µl 

��lem süresi: 15 dakika�



BÖLÜM 4. SONUÇLAR 

Bu çalı�mada E. coli O157:H7’nin çe�itli streslere kar�ı direnci ve bu streslerin GSH, 

GSSG ve CYS içeri�i üzerine etkisi ara�tırılmı�tır. pH, sıcaklık, NaCl, H2O2 ve 

sodyum hipoklorit streslerine maruz kalan E. coli O157:H7 kültüründe canlı hücre 

sayısı BHI Agar ve SMAC Agara yapılan ekimler sonucunda belirlenmi�tir. SMAC 

Agar E. coli izolasyonunda kısmen seçici diferansiyel bir besiyeridir, besiyerinde 

sefiksim-tellürit kullanımı hasarlı hücrelerin geli�imini engellemektedir. BHI Agar 

ise zenginle�tirilmi �, selektif olmayan genel amaçlı bir besiyeridir.  

Hücre içi GSH, CYS ve GSSG miktarları HPLC ile belirlenmi�tir. GSH ve CYS 

standart e�rilerinden (�ekil 4.1 ve 4.2) elde edilen formüllerden GSH ve CYS 

içerikleri nmol/107 kob olarak hesaplanmı�tır. 

�ekil 4.1. GSH standart e�risi. 
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�ekil 4.2. CYS standart e�risi. 

GSH ve CYS standartlarına ait kromatogram �ekil 4.3’de gösterilmi�tir. 

�ekil 4.3. GSH ve CYS standart karı�ımının HPLC’den alınan kromatogramı (X1 ve X2 NPM hidroliz pikleridir). 

Kontrol örne�inin HPLC’ de okutulmasıyla elde edilen kromatogram �ekil 4.4’de 

gösterilmi�tir. 
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�ekil 4.4 Kontrol örne�i kromatogramı 

4.1. E. coli O157:H7’nin Aside Adaptasyonu 

E. coli O157:H7’nin aside adaptasyonunda GSH’un rolünü belirlemek amacıyla 

3.2.2’de anlatıldı�ı �ekilde uygulanan asit adaptasyon denemesinden elde edilen 

sonuçlar Tablo 4.1’de verilmi�tir.  

Aside adaptasyon denemesinde kontrol grubundan farklı olarak besiyerine %1 

oranında daha fazla glikoz eklenmi�tir. Bu fazla glikozun bakteri kültürü tarafından 

organik aside dönü�türülerek pH de�erinde daha fazla dü�ü� olması ve sonuçta dü�ük 

pH’da geli�tirilen hücrelerin asitli�e adapte edilmesi hedeflenmi�tir. Aside 

adaptasyon denemesinde kültürlerin 18 saatlik inkübasyonundan sonra adaptasyon 

i�lemi uygulanan grupta (TSBG) pH de�erinin ve E. coli O157:H7 sayısının kontrole 

(TSB) kıyasla daha dü�ük oldu�u belirlenmi�tir. Aside adapte edilmi� E. coli 

O157:H7 kültürü ve kontrol grubu pH de�eri 3,0 olan BHI Broth besiyerine yakla�ık 

6-7 kob/ml düzeyinde a�ılanmı� ve 37oC’de 6 saat inkübe edilmi�tir. �nkübasyon 

sonunda pH de�eri kontrol ve aside adapte edilen kültürlerde sırasıyla 2,30 ve 2,18 

olarak ölçülmü�tür. BHI Agar’da yapılan sayımda her iki grupta birbirine yakın 

sonuçlar alınmı�tır. Buna kar�ın SMAC Agar’da kontrol grubunun sayısı 2,5 log 

kob/ml daha dü�ük bulunmu�tur. 

HPLC analizi sonucu TSBG grubunun 18 saatlik kültüründe kontrole göre GSH ve 

CYS miktarlarının azaldı�ı, GSSG miktarının ise arttı�ı belirlenmi�tir. GSH/GSSG 

����

����
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oranı ise 0,91’e dü�mü�tür. pH’sı 3,0 olan besiyerine a�ılamadan sonra hem TSB 

hem de TSBG grubunda GSH, GSSG ve CYS tespit edilmemi�tir. 

Tablo 4.1. Asit adaptasyonu denemesinde elde edilen sonuçlar. 

E. coli O157:H7 sayısı 
(Ortalama±sd log kob/ml) 

pH 
GSH 

(nmol/107 

kob) 

GSSG 
(nmol/107  

kob) 

GSH/ 
GSSG 

CYS 
(nmol/107 

kob) BHI Agar SMAC Agar 

T
S

B
 (

ko
n

tr
o

l) 

18 

saatlik 

kültür 

8,87±0,48 9,24±0,68 5,40 0,67±0,11 0,15±0,02 4,37 0,10±0,02 

0. saat 6,79±0,08 6,46±0,25 3,00 

TE TE - TE 

6. saat 6,00±0,11 3,31±0,09 2,30 

T
S

B
G

 

18 

saatlik 

kültür 

8,60±0,08 8,64±0,41 4,70 0,15±0,02 0,17 ±0,05 0,91 0,04 ±0,01 

0. saat 6,70±0,30 6,51±0,07 3,03 
TE TE - TE 

6. saat 6,37±0,09 5,81±0,11 2,18 

*TE: Tespit edilmedi. 

4.2. pH Stresi 

Dü�ük pH’nın (3,0) E. coli O157:H7 hücrelerinin GSH içeri�ine etkisini tespit etmek 

amacıyla yapılan denemede kontrol grubunda 6 saatlik inkübasyon sonunda canlı 

hücre sayısı yakla�ık 2 log kob/ml artmı�tır (Tablo 4.2). Di�er yandan pH de�eri 3,0 

olan TSB besiyerine a�ılanan kültürde hücre sayısı yakla�ık 2 log kob/ml azalmı�tır. 

SMAC Agar ve BHI Agar’da yapılan sayım sonuçları arasında 1,09 log kob/ml fark 

bulunmu�tur. 
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Tablo 4.2. pH stresi uygulamasında elde edilen sonuçlar. 

E. coli O157:H7 sayısı 

(Ortalama±sd log kob/ml) 
pH 

GSH 

(nmol/107 

kob) 

GSSG 

(nmol/107 

kob) 

GSH/ 

GSSG 

CYS 

(nmol/107 

kob) 
BHI Agar SMAC Agar 

K
o

n
tr

o
l 0. 

saat
7,10±0,06 6,81±0,28 7,46 

0,27±0,01 0,13±0,00 2,11 0,10±0,01 
6. 

saat
9,03±0,02 8,63±0,01 5,32 

p
H

 3
,0

 0. 

saat
7,74±0,17 7,37±0,09 3,06 

TE TE - 15,67±3,67 
6. 

saat
5,71±0,15 4,62±0,13 3,06 

*TE: Tespit edilmedi. 

�nkübasyon sonunda alınan örneklerde yapılan HPLC analizinde stres uygulanan 

grupta GSH ve GSSG saptanamamı�tır. CYS miktarının ise 15,67±3,67 nmol/107

kob oldu�u tespit edilmi�tir  (�ekil 4.5). 

�

�

�ekil 4.5. pH stresinin GSH, GSSG ve CYS üzerine etkisi. 
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4.3. NaCl Stresi 

NaCl stresi sonucu GSH içeri�indeki de�i�imi tespit etmek amacıyla E. coli

O157:H7’nin geli�me ortamına iki farklı konsantrasyonda (%5 ve %10) NaCl ilave 

edilmi�tir. �nkübasyon sonunda yapılan analizde hem %5 hemde %10 NaCl 

uygulanan grupta E. coli O157:H7 sayısının kontrole göre azaldı�ı ve bu azalmanın 

%10 NaCl grubunda daha fazla oldu�u tespit edilmi�tir (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3. NaCl stresi uygulamasında elde edilen sonuçlar. 

E. coli O157:H7 sayısı 

(Ortalama±sd log kob/ml) pH 

GSH 

(nmol/107 

kob) 

GSSG 

(nmol/107 

kob) 

GSH/ 

GSSG 

CYS 

(nmol/107 

kob) 
BHI Agar SMAC Agar 

K
o

n
tr

o
l 0. 

saat
7,10±0,06 6,81±0,28 7,46 

0,27±0,01 0,13±0,00 2,11 0,10±0,01 
6. 

saat
9,03±0,02 8,63±0,01 5,32 

%
5

 N
aC

l 0. 

saat
6,75±0,16 6,31±0,13 7,09 

20,83±7,05 148±59,71 0,15 2,64±0,48 
6. 

saat
6,53±0,11 6,15±0,18 6,90 

%
1

0
 N

aC
l 0. 

saat
6,76±0,28 6,65±0,12 7,03 

TE 34,59±1,49 - 5,33±0,83 
6. 

saat
6,20±0,05 5,66±0,34 7,01 

*TE: Tespit edilmedi.

HPLC analizi sonucu %5 NaCl stresinin GSH, GSSG ve CYS miktarlarında artı�a 

neden oldu�u tespit edilmi�tir. %10 NaCl stresi sonucu GSH saptanmamı�, GSSG ve 

CYS miktarları ise kontrole kıyasla daha yüksek bulunmu�tur (�ekil 4.6).  



� 32

�

�ekil 4.6. NaCl stresinin GSH, GGSG ve CYS üzerine etkisi.

4.4. Sıcaklık Stresi 

Optimal geli�me sıcaklı�ının üzerinde bir sıcaklı�a (45oC) maruz kalan E. coli

O157:H7 hücrelerinin GSH içeri�indeki de�i�imler incelenmi�tir. Ba�langıçta 

SMAC Agar’da 6,41 ± 0,08 log kob/ml olarak belirlenen E. coli O157:H7 sayısı 

45oC’de 6 saatlik inkübasyon sonunda 7,32 ± 0,17 log kob/ml’ye yükselmi�tir. BHI 

Agar ve SMAC Agar’da yapılan sayımlarda birbirine yakın de�erler bulunmu�tur 

(Tablo 4.4). 

Tablo 4.4. Sıcaklık stresi uygulamasında elde edilen sonuçlar. 

E. coli O157:H7 sayısı 

(Ortalama±sd log kob/ml) 
pH 

GSH 

(nmol/107 

kob) 

GSSG 

(nmol/107 

kob) 

GSH/ 

GSSG 

CYS 

(nmol/107 

kob) 
BHI Agar SMAC 

Agar

K
o

n
tr

o
l (

37
ºC

)

0. 

saat
7,10±0,06 6,81±0,28 7,46 

0,27±0,01 0,13±0,00 2,11 0,10±0,01 
6. 

saat 
9,03±0,02 8,63±0,01 5,32 

4
5

ºC
 

0. 

saat
6,54±0,13 6,41±0,08 7,42 

1,72±0,96 11,77±2,07 0,14 TE 
6. 

saat
7,53±0,23 7,32±0,17 6,10 

*TE: Tespit edilmedi. 
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Sıcaklık stresi uygulanan grupta GSH ve GSSG miktarı artarken, GSH/GSSG oranı 

0,14’e dü�mü�tür. CYS ise tespit edilmemi�tir (�ekil 4.7).  

�

�ekil 4.7. Sıcaklık stresinin GSH, GSSG ve CYS üzerine etkisi. 

4.5. H2O2 Stresi 

E. coli O157:H7 hücrelerinin %1 ve %2,5 H2O2 ile muamele edilmesi sonucu GSH 

içeri�inde meydana gelen de�i�imler tespit edilerek sonuçları Tablo 4.5’de 

verilmi�tir. H2O2 ile muameleden sonra yapılan ekimlerde her iki konsantrasyon için 

de sadece BHI Agar besiyerinde 0. dakikada sayım yapılabilmi� ve E. coli O157:H7 

sayısının kontrole göre azaldı�ı tespit edilmi�tir. SMAC Agar’da geli�me olmamı�tır.  

Uygulanan %1 ve %2,5’luk H2O2 stresi sonucu inkübasyonun 30. ve 60. 

dakikalarında alınan örneklerde yapılan HPLC analizinde GSH, GSSG ve CYS tespit 

edilmemi�tir. 
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Tablo 4.5. Hidrojen peroksit stresi uygulamasında elde edilen sonuçlar. 

E. coli O157:H7 sayısı 

(Ortalama±sd log kob/ml) pH 

GSH 

(nmol/107 

kob) 

GSSG 

(nmol/107 

kob) 

GSH/ 

GSSG 

CYS 

(nmol/107 

kob) 
BHI Agar SMAC Agar 

K
O

N
T

R
O

L 0. 

saat
7,10±0,06 6,81±0,28 7,46 

0,27±0,01 0,13±0,00 2,11 0,10±0,01 
6. 

saat
9,03±0,02 8,63±0,01 5,32 

%
1

 H
2O

2

0. dk 4,43±0,31 <1,00 6,56 - - - - 

30. 

dk
<1,00 <1,00 6,70 

TE TE - TE 
60. 

dk
<1,00 <1,00 6,72 

%
2

,5
H

2O
2

0. dk 3,60±0,08 <1,00 6,06 - - -- - 

30. 

dk
<1,00 <1,00 5,93 

TE TE - TE 
60. 

dk
<1,00 <1,00 5,93 

*TE: Tespit edilmedi. 

4.6. Sodyum Hipoklorit Stresi 

Sodyum hipoklorit stresinin E. coli O157:H7 hücrelerinde GSH içeri�ine etkisi 

besiyerine ilave edilen %0,05 ve %0,5’lik sodyum hipoklorit ile belirlenmi�tir.  

�nkübasyonun 0., 30. ve 60. dakikalarında alınan örneklerde yapılan analiz sonucu 

her iki grubun SMAC Agar’da tespit edilen E. coli O157:H7 sayılarının birbirine 

yakın oldu�u görülmü�tür. Ayrıca uygulanan her iki konsantrasyonda da 30. 

dakikada BHI Agar’da sayım yapılamamı�tır (Tablo 4.6). 
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Tablo 4.6. Sodyum hipoklorit uygulamasında elde edilen sonuçlar. 

E. coli O157:H7 sayısı 

(Ortalama±sd log kob/ml) pH 

GSH 

(nmol/107 

kob) 

GSSG 

(nmol/107 

kob) 

GSH/ 

GSSG 

CYS 

(nmol/107 

kob) 
BHI Agar SMAC Agar 

K
O

N
T

R
O

L
 0. 

saat
7,10±0,06 6,81±0,28 7,46 

0,27±0,01 0,13±0,00 2,11 0,10±0,01 
6. 

saat
9,03±0,02 8,63±0,01 5,32 

%
0

,0
5 

N
aO

C
l 0. dk 7,47±0,40 6,97±0,02 6,32 - - - - 

30. 

dk
�3.00 6,95±0,06 6,62 29,86±6,07 6,96±2,55 4,78 1,38±0,23 

60. 

dk
7,03±0,03 6,94±0,09 6,32 28,60±1,89 3,60±0,21 8,26 1,71±0,46 

%
0

,5
 N

aO
C

l 0. dk 7,83±0,15 6,87±0,13 7,08 - - - - 

30. 

dk
�3.00 6,96±0,01 7,08 27,06±3,66 4,63±0,00 4,93 1,03±0,02 

60. 

dk
7,02±0,01 6,78±0,06 7,16 22,84±2,51 9,75±3,74 2,56 1,24±0,19 

�nkübasyonun ortasında ve sonunda alınan örneklerde yapılan HPLC analizinde her 

iki stres grubunun GSH, GSSG ve CYS miktarları ile GSH/GSSG oranlarının 

kontrole kıyasla arttı�ı saptanmı�tır. En yüksek CYS ve GSH miktarı sırasıyla 

1,71±0,46 nmol/107 kob ve 29,86±6,07 nmol/107 kob olarak %0,05 sodyum 

hipoklorit uygulanması sonucu tespit edilmi�tir (�ekil 4.8).  
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E. coli O157:H7 kültürüne uygulanan streslerin GSH/GSSG oranı üzerine etkisi 

�ekil 4.9’da gösterilmi�tir. Sodyum hipoklorit stresi sonucu di�er streslere göre daha 

yüksek GSH/GSSG oranları tespit edilmi�tir. Sıcaklık ve %5 NaCl stresleri 

sonucunda ise kontrole göre daha dü�ük GSH/GSSG oranları tespit edilmi�tir (�ekil 

4.9). 

�

�ekil 4.9. Farklı stres ko�ullarında GSH/GSSG oranları. 

�



BÖLÜM 5. TARTI �MA VE ÖNER �LER 

Biyolojik tiyoller, hücre fonksiyonlarının düzenlenmesinde merkezi bir rol 

oynamaktadır. Oksidatif streste tiyoller sadece antioksidan savunma sisteminin bir 

temel ta�ı olarak de�il aynı zamanda oksidanlara kar�ı moleküler yanıtların 

düzenleyicileri olarak da hizmet etmektedirler (Sen ve Packer, 2000).  

Bakterilerin dü�ük pH, klor bile�ikleri ile oksidatif ve ozmotik streslere kar�ı 

korunmasında GSH’un önemli rolü oldu�u ifade edilmektedir (Masip ve ark., 2006). 

Bu nedenle bu çalı�mada, çe�itli stres ko�ullarının E. coli O157:H7 hücrelerindeki 

GSH içeri�i üzerine etkisi ara�tırılmı�tır. 

E. coli hücreleri pH 4,4 ile 9,0 de�erlerinde canlılı�ını koruyabilmektedir. Özellikle 

E. coli O157:H7 dü�ük pH (pH 3,6 altında) de�erlerindeki ortamlarda geli�im 

gösterebilmektedir (Ekici ve ark., 2008). E. coli O157:H7’nin aside adapte edilmesi 

amacıyla yapılan denemede, %1 oranında daha fazla glikoz içeren TSBG besiyerinde 

18 saatlik inkübasyon sonucunda pH 4,70 olarak ölçülmü� olup kontrol grubunun pH 

de�erinden 0,7 birim daha dü�üktür. �ki grubun pH de�erleri arasındaki farkın 

besiyerlerinin glikoz içeriklerinin farklı olmasından kaynaklandı�ı açıktır.  

Onsekiz saatlik inkübasyon sonunda alınan örneklerde yapılan HPLC analizi sonucu 

GSH/GSSG oranı TSB grubunda 4,37, TSBG grubunda ise 0,91 olarak tespit 

edilmi�tir. Bir hücresel redoks anahtarı olarak çalı�an GSH/GSSG oranı hücrenin 

oksidatif durumu hakkında fikir vermektedir. GSH/GSSG oranı ne kadar dü�ükse 

oksidatif stresin o oranda ilerlemi� oldu�u sonucuna varılır (Schafer ve Buettner, 

2001). Dolayısıyla TSBG grubunun 18 saatlik kültüründe oksidatif stresin arttı�ı 

görülmektedir.  
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HPLC analiz sonuçları sayım sonuçları ile birlikte de�erlendirildi�inde, pH de�eri 

aside adapte edilen grupta kontrol grubuna göre daha dü�ük olmasına ra�men canlı 

hücre sayılarının birbirine yakın oldu�u buna kar�ın GSH miktarının ve GSH/GSSG 

oranının azaldı�ı görülmektedir (Tablo 4.1). Buna göre E. coli O157:H7 hücrelerinin 

dü�ük pH’da GSH’u kullanarak bu strese kar�ı korundu�u sonucuna varılabilir. 

pH’sı 3,0 olan ortama a�ılanan kültürlerin 6 saatlik inkübasyonu sonucu SMAC 

Agar’da geli�en E. coli O157:H7 sayısının TSB grubunda 3,15 log kob/ml, TSBG 

grubunda ise 0,70 log kob/ml daha dü�ük oldu�u tespit edilmi�tir. Ayrıca 6. saat 

örneklerinde yapılan analizde BHI Agar ve SMAC Agar besiyerlerindeki sayım 

sonuçları arasında TSB grubunda 2,69 log kob/ml, TSBG grubunda ise 0,56 log 

kob/ml fark oldu�u belirlenmi�tir. Sayım sonuçları arasındaki fark SMAC Agar 

içeri�inde bulunan inhibitör maddelerin hasar görmü� hücrelerin geli�imini 

engellemesinden kaynaklanmaktadır. Bununla birlikte elde edilen sonuçlar TSBG 

grubunda hücresel hasarın kontrole göre daha az oldu�unu ve aside adaptasyon 

sonucunda E. coli O157:H7 hücrelerinin dü�ük pH de�erlerine kar�ı direnç 

kazandı�ını göstermektedir. Benzer �ekilde çe�itli çalı�malarda öldürücü olmayan pH 

düzeyine maruz kalmı� E. coli O157:H7 hücrelerinin daha dü�ük pH düzeylerini 

tolere edebildi�i bildirilmi �tir (Brundzinski ve Harrison, 1998; Ryu ve ark., 1999). 

Dlamini ve Buys (2009) tarafından asit adapte olan ve adapte olmayan iki farklı grup 

E. coli su�u üzerinde yapılan benzer bir çalı�mada pH 4,5’de aside adapte olmayan 

grupta E. coli 16 saat sonunda tespit edilemezken, asit adapte grubun E. coli sayısı 1 

log kob/ml azalmı�tır. 

Altıncı saatte alınan örneklerde yapılan HPLC analizi sonucu hem TSB hem de 

TSBG grubunda GSH, GSSG ve CYS tespit edilmemi�tir. Bu durum aynı zamanda 

hücre geli�iminin de engellenmesinden kaynaklanmaktadır. Elde edilen bu sonuçla 

uyumlu olarak literatürde fizyolojik de�erlerin altındaki pH’da �-glutamilsistein 

sentetaz ve glutatyon sentetaz aktivitelerinin azalması nedeniyle GSH sentezinin 

engellendi�i bildirmi�tir (Smirnova ve Oktyabrsky, 2005).  

Dü�ük pH (3,0) stresi denemesinde, 6 saatlik inkübasyon sonunda SMAC Agar’da 

geli�en E. coli O157:H7 sayısı kontrol grubunda 1,82 log kob/ml artmı�, buna kar�ın 
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stres uygulanan grupta 2,75 log kob/ml azalmı�tır (Tablo 4.2). Elde edilen sonuçla 

uyumlu olarak literatürde E. coli O157:H7’nin pH 3,0’da 2-5 saat arasında canlı 

kalabilece�i (Arnold ve Kasper, 1995), ayrıca asit toleransının geli�me ortamının 

pH’sına ve büyüme fazına ba�lı oldu�u belirtilmi�tir (Benjamin ve Datta, 1995). 

pH stresi uygulanan grupta GSH, GSSG tespit edilmemi�, buna kar�ın CYS miktarı 

kontrole göre 15,57 nmol/107 kob daha yüksek bulunmu�tur. Asit adaptasyonu 

denemesinde belirtildi�i gibi fizyolojik de�erlerin altındaki bir pH’da GSH sentezi 

engellenmektedir. Bununla birlikte elde edilen sonuçlar ortamdaki GSH’un GSSG’a 

oksitlendi�ini ve GSSG’un da hidroliz olarak CYS miktarının artmasına neden 

oldu�unu dü�ündürmektedir. Benzer �ekilde literatürde oksitatif stres boyunca GSH 

seviyesi dü�erken GSSG seviyesinin arttı�ı belirtilmektedir (Cumming ve ark., 

2004). Ayrıca genel olarak GSSG kaybının sistin olu�umu ile paralellik gösterdi�i ve 

sistinin GSSG hidrolizinin son ürünü oldu�u bildirilmi�tir (Woodward, 1939). Sistin 

ise CYS’in okside formu olup, hücre içinde CYS’e indirgenmektedir (Bannai ve ark., 

1989).  

Bunun dı�ında hücresel hasara ba�lı olarak bir kısım GSH da hücre dı�ına sızmı�

olabilir. Liang ve ark. (2008) tarafından yapılan benzer bir çalı�mada pH 1,2’ye 3 

saat tabi tutulan Candida utilis hücreleri canlı kalmakla birlikte, bir miktar hücre içi 

GSH’un ortama sızdı�ı tespit edilmi�tir. 

NaCl stresi denemesinde, inkübasyon sonunda alınan örneklerden SMAC Agar’a 

yapılan ekimler sonucu tespit edilen E. coli O157:H7 sayısının 0. saate kıyasla 

kontrol grubunda 1,82 log kob/ml daha yüksek oldu�u, buna kar�ın %5 NaCl stresi 

grubunda 0,16 log kob/ml ve %10 NaCl stresi grubunda 0,99 log kob/ml daha dü�ük 

oldu�u saptanmı�tır (Tablo 4.3). Bu durum NaCl uygulaması sonucu hücre 

kayıplarının olu�tu�unu ve bu kaybın artan NaCl miktarı ile do�ru orantılı oldu�unu 

göstermektedir. Elde edilen bu sonuçla paralel olarak literatürde NaCl 

konsantrasyonunun artmasıyla E. coli O157:H7 üzerindeki inhibisyon etkinin de 

arttı�ı belirtilmektedir (Co�ansu ve Ayhan, 2000). Bunun yanısıra Glass ve ark. 

(1992) tarafından TSB besiyerinde %8,5 ve üzerindeki NaCl konsantrasyonlarının E. 

coli O157:H7 su�unu inhibe etti�i bildirilmi �tir. 
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GSH/GSSG oranı kontrol grubunda 2,11, %5 NaCl grubunda ise 0,15 olarak tespit 

edilmi�tir. Bu durum %5 NaCl grubunda oksidatif stresin ilerledi�ini göstermektedir. 

Di�er yandan %5 NaCl stresi sonucu kontrole kıyasla GSH 20,56 nmol/107 kob, 

GSSG 147,87 nmol/107 kob ve CYS 2,54 nmol/107 kob daha yüksek bulunmu�tur. 

Elde edilen bu sonuçlar ile paralel olarak literatürde belirtildi�i gibi ozmotik stres 

hücre için zararlı ROT’nin seviyesinde artı�a neden olabilmektedir. GSH, ROT’nin 

temizlenmesine dahil olmakta ve bunun sonucu olarak daha çok GSSG 

üretilmektedir. Ayrıca ozmotik stres hücresel CYS miktarında da artı�a neden 

olmaktadır (Liang ve ark., 2009). Buna ilave olarak Smirnova ve ark. (2001a) 

tarafından yapılan bir çalı�mada ozmotik stresin hücresel GSH birikimine yol açtı�ı 

bildirilmi �tir.  

Benzer bir çalı�mada Jamnik ve ark. (2006) NaCl’e kar�ı stres yanıtında GSH’un 

rolünü belirlemek için Saccharomyces cerevisiae’ya %1-8 arasında de�i�ik NaCl 

konsantrasyonları uygulanmı�tır. Bir saat %6, %7 ve %8 NaCl uygulaması sonucu 

ROT üretimi artmı�tır. Bu durum ise GSH miktarının artmasına neden olmu�tur. 

NaCl muamelesinden 2 saat sonra hücre içi oksidan miktarı bir miktar daha artarken 

GSH içeri�i hemen hemen aynı kalmı�tır.  

Zhang ve ark. (2010) Lactococcus lactis’in ozmotik strese kar�ı korunmasında 

GSH’un rolü üzerine yaptıkları çalı�mada, GSH içeren L. lactis SK11’in 5 M NaCl’e 

maruz bırakıldı�ında GSH içermeyen kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde 

canlılı�ını devam ettirdi�ini tespit etmi�lerdir. 

Yüzde on NaCl stresi uygulanan grupta GSH tespit edilmemesi ve E. coli O157:H7 

sayısındaki azalma, hücresel hasarın arttı�ını dü�ündürmektedir. Benzer �ekilde 

literatürde %5’den %10’a artan NaCl konsantrasyonun daha fazla hücre 

yaralanmasına neden oldu�u bildirilmi�tir (Hajmer ve ark., 2006).  

Ayrıca %10 NaCl stresi sonucu %5 NaCl stresine kıyasla GSSG’un 113,41 nmol/107

kob azalması ve CYS’in 2,69 nmol/107 kob artması pH stresinde de açıklandı�ı 

�ekilde GSSG’un hidrolizi sonucu CYS’in artması durumunu desteklemektedir. 
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Sıcaklık stresi denemesinde, GSH/GSSG oranı kontrolde 2,11, stres grubunda ise 

0,14 tespit edilmi�tir (Tablo 4.4). GSH/GSSG oranı hücresel redoks durumunun 

güvenilir bir göstergesidir. GSH/GSSG oranında azalma dü�ük oksidan kapasitesi ile 

oksidatif strese kar�ı artan hassasiyeti göstermektedir (Jones ve ark., 2006). 

�nkübasyon sonucu SMAC Agar’da geli�en E. coli O157:H7 sayısı kontrol grubunda 

1,82 log kob/ml, stres grubunda ise 0,91 log kob/ml daha yüksek bulunmu�tur. Bu 

durum sıcaklık stresi uygulanan grupta oksidatif strese ba�lı hücresel kayıpların 

olu�ması ile birlikte E. coli O157:H7’nin sıcaklık stresine kar�ı adapte oldu�unu 

göstermektedir.  

Sıcaklık stresi uygulanan grupta kontrole kıyasla GSH 1,45 nmol/107 kob, GSSG 

11,64 nmol/107 kob daha yüksek bulunmu�tur. Elde edilen bu sonuçla uyumlu olarak 

literatürde Saccharomyces cerevisiae’nın GSH içeri�inin ısı �oku (41oC) kar�ısında 

arttı�ı bildirilmi �tir (Sugiyama ve ark., 2000). Stres grubunda CYS tespit 

edilmemi�tir. Stres grubunda CYS tespit edilmemi� olması ve artan GSH miktarı 

ortamdaki CYS’in artan stresle birlikte GSH yapımına katıldı�ını dü�ündürmektedir. 

Literatürde belirtildi�i �ekilde antioksidan özelli�e sahip CYS, GSH sentezinde 

ba�langıç maddesi olarak görev yapmaktadır. CYS’in sülfidril veya tiyol grubu, GSH 

sentezinde proton donörü olarak rol oynamasının yanısıra GSH’un biyolojik 

aktivitesinden de sorumludur (Shoveller ve ark., 2005). 

H2O2 stresi uygulaması sonucu, 0. dakikada BHI Agar’da geli�en E. coli O157:H7 

sayısı kontrol grubuna kıyasla %1 H2O2 grubunda 2,67 log kob/ml, %2,5 H2O2

grubunda 3,5 log kob/ml daha dü�ük bulunmu�tur. �nkübasyonun 30. ve 60. 

dakikalarında ise E. coli O157:H7 hücreleri geli�memi�tir (Tablo 4.5). Bunun sonucu 

olarak da HPLC analizinde GSH, GSSG ve CYS tespit edilmemi�tir.  

Literatürde E. coli hücrelerinin H2O2’e kar�ı adaptif yanıtlara sahip oldu�u ve 

hücrelerin dü�ük konsantrasyonda H2O2 ile adapte edildi�inde bu oksidanın öldürücü 

dozlarına kar�ı daha dirençli hale geldi�i bildirilmi �tir (Harel ve Storz, 2000). Ayrıca 

Smirnova ve Oktyabrsky (2005) tarafından yapılan bir çalı�mada H2O2’in sadece 

öldürücü dozlarının E. coli’de hücre içi GSSG düzeyinde önemli bir artı�a ve 

GSH/GSSG oranında bir dü�ü�e neden oldu�u belirtilmi�tir. 
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Sodyum hipoklorit stresi denemesinde, %0,5 ve %0,05 sodyum hipoklorit stresi 

uygulanan her iki grubun inkübasyon ba�ında, ortasında ve sonunda alınan 

örneklerinden yapılan ekimler sonucunda SMAC Agar’da tespit edilen E. coli

O157:H7 sayılarının birbirine yakın oldu�u görülmü�tür (Tablo 4.6). Bu durum 

hücrelerin kısa sürede geli�me imkanı bulamamasından kaynaklanmaktadır. Her iki 

stres grubu için 30. dakikada BHI Agar’da ekim hatasından dolayı sayım 

yapılamamı�tır. 

GSH/GSSG oranı kontrolde 2,11, %0,05 sodyum hipoklorit grubunda (60. dk.) 8,26, 

%0,5 sodyum hipoklorit grubunda (60. dk.) ise 2,56 olarak tespit edilmi�tir. Ayrıca 

GSH miktarı kontrole kıyasla %0,05 sodyum hipoklorit grubunda (60. dk.) 28,33 

nmol/107 kob, %0,5 sodyum hipoklorit grubunda (60. dk.) 22,57 nmol/107 kob daha 

yüksek bulunmu�tur. Sodyum hipoklorit varlı�ına ra�men SMAC Agar’da tespit 

edilen E. coli O157:H7 hücre sayılarının birbirine yakın olması ve kontrole kıyasla 

GSH miktarı ile GSH/GSSG oranındaki artı� E. coli O157:H7’nin sodyum hipoklorit 

stresine adapte oldu�unu ve bu strese kar�ı hücrelerin korunmasında GSH’un rolü 

oldu�unu dü�ündürmektedir. Benzer �ekilde literatürde GSH’un E. coli hücrelerini 

hipoklorik asit gibi klor bile�iklerine kar�ı korudu�u, GSH’un %70’i oksitlenmi� olsa 

bile inkübasyonda organizmaların %95’inin canlılı�ını devam ettirebildi�i 

bildirilmi �tir (Chesney ve ark.,1996). 

Kelly ve Love (2006) tarafından yapılan benzer bir çalı�mada Nitrosomonas 

europaea ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin 20 dakika boyunca de�i�ik 

konsantrasyonlardaki sodyum hipoklorit �okuna maruz kalması sonucu GSH’un 

oksitlenme durumu incelenmi�tir. Sonuçlar solüsyondaki serbest klor miktarındaki 

artı� kadar GSSG miktarının arttı�ını göstermektedir. Benzer sonuçlar Chesney ve 

ark. (1996) tarafından da elde edilmi�tir. Uygulanan sodyum hipoklorit stresi sonucu 

literatür ile paralel bir sonuç elde edilmi�tir. GSSG miktarı kontrolde 0,13±0,00 

nmol/107 kob, %0,05 sodyum hipoklorit stresi uygulanan grupta (60. dk) 3,60±0,21 

nmol/107 kob ve %0,5 sodyum hipoklorit stresi uygulanan grupta (60. dk) 9,75±3,74 

nmol/107 kob tespit edilmi�tir. 
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Ayrıca pH ve NaCl streslerinde bahsedildi�i gibi GSSG miktarındaki azalma CYS 

miktarındaki artı� ile ili�kili bulunmu�tur. �nkübasyon sonunda yapılan HPLC analizi 

sonucunda %0,05 sodyum hipoklorit stresi uygulanan grupta 30. dakikaya kıyasla 

GSSG miktarı 3,36 nmol/107 kob daha dü�ük tespit edilirken, CYS miktarı 0,33 

nmol/107 kob daha yüksek bulunmu�tur. 

Sonuç olarak de�i�ik stres ko�ullarının E. coli O157:H7 hücrelerinin GSH içeri�i 

üzerine etkisinin birbirinden farklı oldu�u gözlenmi�tir. Sıcaklık, %5 NaCl ve 

sodyum hipoklorit (%0,05, %0,5 ) stresleri GSH miktarında; sodyum hipoklorit 

(%0,05, %0,5), NaCl (%5, %10) ve pH (3,0) stresleri ise CYS miktarında artı�a 

neden olmu�tur. Elde edilen sonuçlar çe�itli stres ko�ulları altında E. coli O157:H7 

hücrelerinin korunmasında yada direnç kazanmasında GSH’un rolü oldu�unu 

dü�ündürmektedir. Ayrıca çalı�mada uygulanan H2O2 (%1, %2,5) konsantrasyonları 

ile pH 3,0 ve %10 NaCl ko�ulları E. coli O157:H7’nin geli�mesini tamamen 

engelledi�inden GSH’un etkisi tespit edilememi�tir. Bu stresler açısından daha ılımlı 

ko�ullar sözkonusu streslere kar�ı korumada GSH’un rolü hakkında fikir verebilir. 

Gıdaların i�lenmesi veya üretimi esnasında E. coli O157:H7’nin asit ile tuz, yüksek 

sıcaklık, kimyasal koruyucular gibi olumsuz ko�ullara kar�ı direnç kazanması yada 

bu streslere adapte olması gıdalarda daha uzun süre canlı kalabilece�i anlamına 

gelmekte olup bu durum tüketici sa�lı�ı açısından risk olu�turmaktadır. Bu nedenle 

sözkonusu direnç mekanizmalarının tam olarak açıklı�a kavu�turulması gıda 

güvenli�i açısından önem ta�ımaktadır.�
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