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TARHANA ORNEKLERINDEN LAKTIiK ASIT BAKTERILERIN
iZOLASYONU VE BAZI PROBiYOTIiK OZELLIiKLERININ
KARAKTERIZASYONU

OZET

Tarhana, bugday {iriinleri (un, irmik, bulgur), yogurt, ekmek mayas1t ve cesitli
sebzelerin (domates, sogan, kirmizibiber vb.), tuz ve baharatlarla karistirilmasi
suretiyle elde edilen fermente hamurun, kurutulmasi ve ogiitiilmesiyle tretilen
geleneksel fermente bir gidadir. Bu ¢aligmanin amaci, piyasadaki bazi organik ve ev
yapimi tarhanalardan izole edilen laktik asit bakterisi (LAB) izolatlarim1 MALDI-
TOF yontemiyle tanimlayarak 6rneklerin LAB florasini belirlemek ve bu bakterilerin
asit ve safra direncleri, antibiyotik duyarliligi, antimikrobiyal aktivitesi gibi bazi
probiyotik 6zelliklerini karakterize etmektir. Agirlikli olarak Manisa yoresinden,
geleneksel ev yapimi ve ticari firmalar tarafindan {iretilen toplam 55 adet tarhana
orneginden 210 adet gram pozitif ve katalaz negatif muhtemel LAB izolat1 elde
edilmistir. LAB izolatlarindan 86 adetinin, kiitle spektrometrisi kullanilarak cins ve
tiir bazinda teshisleri yapilmistir. Tanimlanan potansiyel probiyotik LAB tiyeleri; 43
adet Pediococcus pentosaceus, 21 adet Enterococcus faecalis, 6 adet Enterococcus
faecium, 8 adet Lactobacillus fermentum, 3 adet Lactobacillus brevis ve 5 adet
Lacobacillus spp. (Lacobacillus pentosus/plantarum/paraplantarum) suslaridir.
Ticari Olcekteki firmalardan temin edilen organik tarhanalardaki LAB g¢esitligi ve
sayisi, geleneksel ev tipi tiretilen tarhanalara gore yiiksek ¢ikmistir. Bazi probiyotik
ozelliklerin arastirilmasina yonelik 28 LAB susu iizerinde yapilan analizlerde; % 50
bakteri susunun mide asitligine (pH 3.0) toleransli ve % 85,7 susun safra tuzu
ortamma (% 0,3) direng gostererek hayatta kaldiklar1 tespit edilmistir. 5 farkh
antibiyotige kars1 gergeklestirilen antibiyogram testinde suslarin % 59’u
Amoxicillin’e direncli, % 44’0Unin Vancomycin’e direncli ve % 4’0nln
Cephalothin’e direngliyken suslarin % 96’s1 Cephalothin’e, suslarin tiimiiniin
Penicillin G ve Chloramphenicol kars1 yar1 duyarli ve/veya duyarli olduklari tespit
edilmistir. Izolatlarin % 46,4’(i Staphylococcus aureus, % 14,3’ii Escherichia coli ve
% 7,1’i Salmonella Typhimurium gibi patojen bakterilere karsi orta dizeyde
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Ozetle P. Pentosaceus A112, L. brevis B11 ve
Lactobacillus spp. G1 suslari mide asitligine ve safra tuzuna dayaniklilik, secilen
antibiyotiklerin ¢oguna duyarlilik ve bazi patojen bakterilere karsi diisiik ve/veya
orta dereceli duyarl1 aktivite gibi iyi probiyotik 6zellik gostermislerdir. Sonug olarak,
iyi bir LAB kaynag1 olan organik iiriinlerden elde edilen izolatlarin, endiistriyel
olarak iiretilen probiyotikler yerine secenek olup olamayacaginin daha detayl1 olarak
arasgtirtlmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Probiyotik, Tarhana, Probiyotik Ozellik, Laktik Asit Bakterisi
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ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM TARHANA SAMPLES
AND CHARACTERIZATION OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES

ABSTRACT

Tarhana is a favored Turkish traditional dried soup which is produced by drying and
grinding the fermented dough prepared by mixing wheat product (semolina, flour,
bulgur), yogurt, and Baker’s yeast with some vegetables (tomato, onion, red pepper,
etc), salt and spices. The purpose of the current study was the identification of lactic
acid bacteria (LAB) isolated from some homemade and organically produced by
MALDI-TOF method to determine the LAB flora of the samples and to characterize
some probiotic properties such as stomach acid and bile resistance, antibiotic
susceptibility and antimicrobial activity of these bacteria. 210 gram-positive and
catalase-negative probable LAB strains were isolated from 55 tarhana samples from
traditional homemade and organically produced by commercial firms. A total of 86
of the LAB strains were identified on the basis of genus and species using mass
spectrometry. Identified potential probiotic LAB members; 43 Pediococcus
pentosaceus, 21 Enterococcus faecalis, 6 Enterococcus faecium, 8 Lactobacillus
fermentum, 3 Lactobacillus brevis and 5 Lacobacillus spp. (Lacobacillus pentosus/
plantarum/paraplantarum) strains. The variety and number of LABs in organic
tarhanas isolated from commercial companies were higher than those of traditional
domestic tarhans were. In the analyzes carried out on 28 LAB strains to investigate
some probiotic properties; It was found that 50 % bacteria strains were tolerant to
gastric acidity (pH 3.0) and 85.7 % strains were resistant to bile salt media (0.3%).
Of the 5 different antibiotics, 59 % of the isolates showed resistance to Amoxicillin
and 44,4% to Vancomycin. 59 % of strains against 5 different antibiotics were
resistant to Amoxicillin, 44 % were resistant to Vancomycin and 4 % were resistant
to Cephalothin, while 96 % of strains were sensitive to Cephalothin, all strains were
semi-sensitive or sensitive to Penicillin G and Chloramphenicol. 46,4 % of isolates
showed moderate antimicrobial activity against pathogenic bacteria such as
Staphylococcus aureus, 14,3 % Escherichia coli, and 7,1 % Salmonella
Typhimurium. In summary, P. pentosaceus A112, L. brevis B11 and Lactobacillus
spp. G1 strains, they showed good probiotic properties such as resistance to gastric
acidity and bile salt, sensitive to most of the selected antibiotics and low or moderate
susceptible activity to certain pathogens. As a result, LAB strains isolated from
organic products, which are a good source of LAB and should be investigated in
detail as alternatives to probiotics produced industrially as probiotic culture
candidates.

Keywords: Probiotic, Tarhana, Probiotic Property, Lactic Acid Bacteria
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1. GIRIS

Asirlardir insanlarin beslenme kiiltiiriiniin ana 6gesi olan fermente {riinler, sadece
gidalarin bozulmadan korunmasi veya besin degeri yiiksek gida iiretiminde degil,
saglig gelistirici faydalar1 ve hastaliklarin 6nlenmesinde biiyiik bir potansiyele sahip
probiyotik Ozelliklerinden dolay1 da tercih edilmektedirler. Laktik asit bakterileri
(LAB), mayalar ve bazi mantar tiirleri geleneksel fermente gidalarla iliskili ana
mikroorganizma grubunu olusturur. Anadolu'da hane halki diizeyinde bir¢ok farkl
geleneksel fermente yiyecek ve icecek tirii iiretilmektedir. Bunlarin basinda
fermente sut Grdnleri (peynir, yogurt, ayran, kefir, kurut), tahil temelli fermente
gidalar (boza, tarhana), alkollii icecekler (bira, sarap), fermente edilmis et (sucuk,
pastirma), meyve ve sebzeler (salgam, tursu, hardaliye) gelmektedir (Pamir, 1985;

Kabak ve Dobson 2011).

Tarhana, Anadolu'da yaygin olarak tiiketilen, geleneksel olarak evlerde ve/veya
kiguk-olgekli isletmelerde tiretilen tahil temelli fermente bir gidadir. Geleneksel,
yoresel yontemlere bagl olarak degisik cesitlerde iiretilebilen tarhana, genel olarak;
bugday iirlinleri (irmik, un, bulgur), yogurt, cesitli sebze (domates, sogan, biber),
baharat, tuz veya maya ilavesiyle hazirlanan hamurun fermente edildikten sonra kimi
yorelerde kurutularak, kimi yorelerde ise kurutmadan yas halde muhafazasi ile elde

edilen bir triindiir (Ibanoglu S. ve ibanoglu E. 2002).

Hem LAB’lerinin hem de maya fermentasyonlarinin es zamanl olarak gerceklesmesi
ile iiretilen tarhana, icerdigi ¢esitli vitamin, mineral, organik asit, serbest aminoasit,
diyet lifi, diisiik glisemik indeksi ve kolay sindirilebilirligi nedeniyle g¢ocuklar,
yaslilar ve hastalar i¢in saglikli ve besleyici 6zelligi yliksek bir besindir. Fermente bir
iirlin olan tarhana fonksiyonel ve probiyotik bir gida olarak degerlendirilmektedir

(Ozdemir ve ark. 2007; Daglioglu 2000).

Probiyotikler, gidalarla dogal olarak veya besin takviyesi seklinde yeterli miktarda
alindiginda, bagirsaktaki mikrobiyal dengeyi diizenleyip, konak¢inin sagligini

olumlu yonde etkileyen ve cogunlugunu laktik asit bakterilerinin olusturdugu canh



mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar. Probiyotikler, bulundugu konagin bagisiklik
sistemini gii¢lendirerek mikrobiyal patojenlere kars1 viicut direncini ve savunmasini

artirarak etki gosterirler (Stefan ve ark. 2014).

Geleneksel fermente drinlerimizden biri olan tarhana hakkinda bir¢ok calisma
olmasia ragmen, tarhananin igerigindeki LAB’lerinin tanimlanmas1 ve probiyotik

ozellikleri lizerine ¢ok az arastirma yapilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, geleneksel olarak evlerde ve organik olarak ticari
isletmelerde {iiretilmis, probiyotik mikroorganizma igerme olasiligr yiliksek olan
tarhana Orneklerinin LAB florasinin tanimlanarak, bazi probiyotik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaglanmis ve endiistriyel olarak iiretilmis probiyotiklere se¢enek olma
durumlan arastinlmistir. Tarhana &rneklerinden izole edilen bakterilerin kdtle
spektrometrisi ile cins ve tiir tanimlamasi yapildiktan sonra in vitro olarak asit, safra
tuzu ve antibiyotik direngleri ile antimikrobiyal aktivite yoniinden bazi probiyotik

ozellikleri karakterize edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Probiyotik Tanim

Probiyotik terimi ‘yasam i¢in’ anlaminda olup Yunancadan tiiretilmis ve yillar
boyu c¢esitli sekillerde kullanilmistir. Probiyotik kavramini, ilk defa Lilly ve
Stillwell  (1965) adli  arastirmacilar, “bir mikroorganizmanin diger
mikroorganizmanin gelisimini desteklemek i¢in iirettigi maddeleri” tanimlamak

i¢in kullanilmislardir (Markowiak ve Slizewska 2017).

1974 yilinda Parker, probiyotik tanimlamasinda “bagirsak mikrobiyal dengesine
katkida bulunan organizmalar ve maddeler” olarak ifade etmistir ve bu tanim

antibiyotikleride icermektedir (Schrezenmeir, 2001).

Fuller (1989), probiyotikleri “bagirsak mikrobiyal dengesini iyilestirerek
konakg¢1 canliyr olumlu yonde etkileyen canli bir mikrobiyal yem takviyesi”
olarak tanimlayarak canli hiicrelerin etkili bir probiyotigin temel bir bileseni
olarak O6nemini vurgulamis ve “maddeler” kelimesinin tanimdan g¢ikartarak

varolan karigiklig1 gidermistir.

Havenaar ve Huis In’t Veld (1992), tiketici ve mikroflora habitatina gore
probiyotiklerin tanimini1 “dogal mikrofloranin 6zelliklerini gelistirerek tiiketiciyi
yararli bir sekilde etkileyen, hayvan veya insanlara mahsus, yasayan tek veya

karisik mikroorganizma kiiltliri” olarak genisletmislerdir (Cakir, 2003).

Ote yandan Guarner ve Schaafsma (1998), beklenen etkiyi elde etmek igin
gereken uygun dozda probiyotik organizmalarin kullanilmasi gerektigini

belirtmislerdir

2002 yilinda, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya saglik
orgiitii (WHO) tarafindan belirlenen ve hala gecerliligini koruyan probiyotikler
tanim1  “yeterli miktarda alindiginda, konakc¢inin sagligina faydalar1 olan

yasayan mikroorganizmalar” olarak ifade edilmistir (FAO/WHO, 2002).



Probiyotikler, saglikli bir insanin viicut mukozal ylizey ve sindirim bdlgelerinde
yasayan, kolonize olmus canli mikroorganizmalar olup, bagirsaktaki mikrobiyal
dengeyi gelistirerek ve yarisma yolu ile reseptorlere baglanip, patojenleri
inaktive edip bagisikligi ayarlayarak konaga etki ederler. Insan sindirim
sisteminde bagirsak mikroorganizma florasini olugturan 500°e yakin farkl tiirde
probiyotik ve/veya patojen mikroorganizma belirli bir dengede i¢inde yasar.
Dogumda steril olan gastrointestinal sistemde daha sonra cevreden alinan
mikroorganizmalar ile kontaminasyon ve kolonizasyon siireci baslar.
Antibiyotik kullanimi, radyasyon tedavisi, stres ve enfeksiyon ile aciga ¢ikan
patojen bakteriler, bagirsaga yerleserek dengeyi bozarlar ve ¢esitli
enfeksiyonlara neden olarak immiinoenflamatuar ve otoimmiin hastaliklara olan
yatkinlig1r artirirlar. Probiyotik bakteriler ise bagirsak duvarina tutunarak,
patojen mikroorganizmalarin bagirsakta koloni kurmasini engeller ve dengeyi
yeniden saglayarak sagliga olumlu yonde etki ederler (Guarner ve Malagelada

2003; Fanaro ve ark. 2003; Dogan ve Ozpinar 2017)

Gastrointestinal sisteme transfer olan probiyotik bakterilerin canliliklarini
sirdiiriip etkili olabilmesi i¢in mide asitine ve safra tuzuna dayanikli olmalari,
antibiyotiklerle alindiklarinda canliklarini stirdiirebilmeleri, sindirim sisteminde
kolonize olarak patojenlere karsi antagonistik etki gostermeleri gerekmektedir

(Arihara 2006; Soccol ve ark. 2010).

Probiyotik iiriinler, probiyotik mikroorganizmalar: igeren tasiyict gidalar veya
igerisinde probiyotik mikroorganizma olan degisik vitamin, enzim ve aroma
bilesenleri ile desteklenerek direkt olarak tablet veya kapsiil haline getirilmis
insan sagligin1 destekleyici preparatlardir. Probiyotikler, fermente gida {irtinleri
ve eczacilik triinlerine kadar genis bir kullanim alanina sahiptir. Probiyiotik
tirlinler, dondurarak kurutulmus bakteri kiiltiir tableti/kapsiilii olarak veya
probiyotik bakterilerin gidalara eklenmesi ile tiiketilirler (Ouwehand ve ark.

2002; Rolfe 2000).

Probiyotik igeriklerin, takviyelerin ve gidalarin kiiresel satisinin 2020 yilina
kadar yillik %8 artis oraniyla 2015'den 2020'ye kadar 50 milyar ABD Dolarina
ulasmas1 beklenmektedir (Min ve ark. 2018).



2.2 Probiyotik olarak kullamlan mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu LAB olusturmakla birlikte bazi

farkli

bakteriler,

maya ve kiiflerde probiyotik gida veya preparat

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 : Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Otles ve ark.

2014).

Lactobacillus spp.

L.brevis, L.acidophilus, L.amylovorus, L.bulgaricus, L.casei L.
L.delbrueckii

L.gallinaruma,

crispatus, subsp. bulgaricus, L.fermentum,

L.gasserti, L.helveticus, L.johnsonii,
L.plantarum, L. lactis, L. reuteri, L. paracasei, L. rhamnosus,

L. salivarius

Streptococcus spp.

S.salivarius subsp. thermophilus

Lactococcus spp.

Lactococcus lactis

Leuconostoc spp.

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus spp.

P. pentosaceus, P. acidilactici

Bifidobacteria

SPp.

B. adolescentis, B. animalisc, B. bifidum, B. breve

B. essensis, B. infantis, B. laterosporus, B. longum

Propionibacteria
spp.

P. freudenreichii, P. acidipropionici, P. thoenii, P. jensenii

Enterococcus E. faecium, E. faecalis,

spp.

Bacillus tirt B. alcalophilus, B. cereus, B. clausii, B. coagulans, B. subtilis
Diger bakteri Escherichia coli, Sporolactobacillus inulinusa

Maya Saccharomyces cerevisiae (boulardii)




Insan bagirsak florasinin dogal iiyeleri olan Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp., Enterobacterium spp. gibi LAB lyeleri de insan beslenmesi icin tasarlanan
probiyotik gida ve takviyelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bu
bakteriler GRAS (Genel Olarak Givenli) olarak kabul edilmekte ve geleneksel

fermente gidalarin iiretiminde kullanilmaktadir (Dunne, 2001).

Y ogurttaki Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus tiirleri hari¢ igerigindeki diger laktik asit
bakterileri olan probiyotik mikroorganizmalar da bagirsak mikroflorasinda

yasayabilmektedirler (Timmerman ve ark. 2004).

2.3 Laktik Asit Bakterilerinin Ozellikleri

LAB ile ilgili ¢aligmalar 1900'li yillarin basinda siitiin fermantasyonu iizerine
baslamis olup, ilk saf kiiltiir (Lactococcus lactis) 1873 yilinda Lister tarafindan

elde edilmistir.

1919°da Orla-Jensen, LAB lyelerinin karakterizasyonu hakkinda monografi
yayinlamistir (Orla-Jensen 1919; Von Wright ve ark. 2011). Gunimizde hala
gegerliligini koruyan LAB’lerinin siniflandirilmasinda farkli morfolojileri,
glukozu fermente edebilmeleri, farkli sicakliklarda gelisebilmeleri, laktik asit
tiretim sekilleri, yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisimleri, asit veya alkali

toleranslar1 gibi 6zellikleri kullanilmaktadir (Quinto ve ark. 2014).

LAB tyelerinin insan saghigi iizerindeki olumlu etkileri ilk kez Metchnikoff
tarafindan; giinliik diyetlerinde Lactobacillus spp. igeren yogurt yiyerek
beslenen Bulgar koyliilerinin istisnai olarak ortalama 87 yillik bir dmre sahip
oldugunu fark etmesiyle belirtilmistir. Metchnikoff’un oto-zehirlenme teorisine
gore bagirsaktaki patojenlerin irettigi toksinler insan viicudu yavasca
zehirlenmekte ve enterik patojenlerin ¢ogalmasiyla da zayiflayan viicudun
direnci diismektedir. Bu olumsuz durumun laktik asit bakterileri barindiran eksi
siit gibi Tlrilinlerin tiiketimi ile tersine c¢evrilerek basariyla Onlenebilecegi

belirtilmistir (Metchnikoff 1907; Grigoroff 1905; Vasiljevic ve Shah 2008).

LAB iiyeleri morfolojik a¢idan kisa, uzun ¢ubuk ya da kok seklinde veya tetrat
gibi cok degisken oOzellik gostermekle birlikte, fizyolojik acidan oldukca

benzerdirler. Gram pozitif olan LAB’leri karbonhidratlarin fermantasyonu ile



nihai iirlin olarak laktik asit iireten, katalaz negatif, bazi tiirler hari¢ spor
olusturmayan, anaerobik ya da mikroaerofilik, hareketsiz ve birkac¢ iiyesi harig
yalniz tek diizlemde boliinen mikroorganizmalardir. LAB tirleri termofilik ve
mezofilik 6zellik gostermekle birlikte farkli sicakliklarda (10-45°C) ve yiksek
tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmekte, yiiksek asit ve bazik ortama uyum

saglayabilmektedirler (Lee ve Salminen 2009).

LAB iiyeleri arasinda; Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Aerococcu spp.,
Alloiococcus spp., Carnobacterium spp., Enterococcus spp., Leuconostoc spp.,
Oenococcus spp., Pediococcus spp., Tetragenococcus spp., Streptococcus spp.,
Symbiobacterium spp., Vagococcus spp. ve Weissella spp. cinsleri
bulunmaktadir (Horvath ve ark. 2009).

Dogada yaygin olarak bulunan LAB’leri; gida ve yem gibi karbonhidrat
substratlarinin mevcut oldugu her yerde (siit ve tahil iiriinleri, et, balik, fermente
sebze ve igecekler) bitki materyalleri, insan ve hayvanlarin genital, intestinal ve
solunum sistemlerinde, toprakta, suda ve kanalizasyonda bulunurlar (Kandler ve
Weiss 1986; Liu ve Dong 2003; Klaenhammer ve ark. 2005).

Tiirden tiire degismekle birlikte LAB’leri laktik asit fermantasyonu sirasinda
H,0,, organik asit, bakteriyosin, etanol, diasetil, CO, asetaldehit gibi cesitli
bilesikler ftretirler. Antimikrobiyal etkiye sahip olan bu bilesiklerin ¢ogu
geleneksel fermente gidalara kendine 6zgili koku, tat ve yapi1 kazandirmakla
birlikte, tirlinii mikrobiyal bozulmalara veya olusabilecek mikrobiyal hastalik
risklerine karst koruyup, triinlin raf dmriinii uzatmaktadir. Fermente gidalarin
iretiminde, Urlin kalitesinin gelistirilmesinde standardizasyonun saglanmasi
amaciyla LAB’lerinin starter kiiltiir alarak kullanimi mevcuttur. Gidanin
duyusal, reolojik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve korunmasi igin kullanilan
starter kiiltiirler, eski pasajlama yontemleri ile yer degistirmistir. Giliniimiizde
LAB iiyeleri; fermente siit, et, sebze,tahil, kahve, kakao, alkol gibi ¢ok sayida
iriiniin fermentasyonunda temel gorev alan ve gida endistrisinde Grin
kalitesini arttiran bakteriler olarak degerlendirilmektedir (Lindgren 2002; Cakir
2003; Makarova ve ark. 2006; Zacharof ve ark. 2011; Zehir 2017).

LAB’lerinin giivenilir bir sekilde probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in, toksik
bir etkiye sahip olmamasi, sindirim sistemi boyunca canli kalabilmesi, disiik

pH’a toleransli olmasi, safra tuzlarini hidroliz edebilmesi, antimikrobiyal madde
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tiretebilmesi ve bagirsaklarda kolonize olup, gelisebilme gibi bir¢ok o6zellige

sahip olmasi gerekmektedir (Kaur ve ark. 2002; Bagdatli ve Kundake¢1 2013).

2.4 Probiyotik Mikroorganizma Se¢me Kriterleri

Probiyotik mikroorganizmalar giivenilirlik, islevsellik ve teknolojik olma

kriterlerine gore secilmektedir (Saarela ve ark. 2000).

2.4.1 Glvenilirlik kriteri

Normal insan bagirsak mikoflorasindan olmalidir.
Kesin tanis1 yapilmali, patojen ve toksijenik olmamalidir.
Giivenilir olmalidir, kullanildiginda yan etkisi olmamalidir.

Antibiyotik diren¢ geni tasitmamalidir.

2.4.2 Islevsellik Kkriteri

Antimikrobiyal metabolit Gretmelidir.

Mide asidi ve safra tuzlarina kars1 direngli olmalidir.

Karsinojenik ve patojenik bakterileri inhibe edebilmelidir.

Bagirsak epitel hiicrelerine yapisabilmeli ve kolonizasyon saglayabilmelidir.

Insan veya hayvanlarda hastaliklara karsi yararli etkiler olusturma

kabiliyetinde olmalidir.

Kullanilan sus {irlin igerisinde uzun siire canliligini koruyabilmeli, tirlinde
istenmeyen olusumlara neden olacak maddeler iiretmemelidir. Bunun yani
sira {rettigi bazi metabolitlerle ortamdaki patojen veya kontaminant

bakterileri inhibe edebilmelidir.

2.4.3 Teknolojik olma kriteri

Yiiksek miktarlarda iiretime uygun ve verimli olmali,

Uretim, depolama ve dagitim siirecinde canliigim ve 6zelliklerini

koruyabilmelidir (FAO 2002; EFSA 2005; Markowiak ve Slizewska 2017).



2.5 Probiyotiklerin etki mekanizmasi

Molekiiler ve genetik ¢aligmalarla probiyotiklerin yararli etkilerinin temelleri dort

mekanizma ile agiklanmistir (Hennequin ve ark. 2000).
a. Antimikrobiyal maddelerin iiretimi ile patojenlere kars1 antagonistik etki,
b. Besin maddelerine ve epitele yapigsmak i¢in patojenlerle rekabet,
c. Konagin immiinomodiilasyonu,
d. Bakteriyel toksin tretiminin engellenmesi.

[k iki mekanizma, probiyotiklerin patojen mikroorganizmalar iizerine etki etmesi ile
enfeksiyonlarin onlenmesinde, tedavisinde ve konagin bagirsak mikrobiyosunun
dengesinin korunmasinda dnemlidir. Probiyotikler ¢esitli organik asitler sentezleyip
ortamin pH’ 1 diisiirerek mikrosin ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal metobolitler
Ureterek patojen bakteriler (zerinde antagonistik etki gosterirler. Ornegin,
Lactobacillus acidophilus bagirsak patojenlerine karsi antibakteriyel etki saglayan
hidrojen peroksit, laktik asit, laktosidin, asidolin ve asidofilin tretmektedir (Heczko
ve ark. 2006).

Probiyotik suslarin hareket mekanizmalarindan biri olarak birlikte toplanma
kabiliyeti, patojenik bakterilerin epitel doku {lizerinde kolonilesmesini oOnleyerek
koruyucu bir bariyer olusumuna yol agabilir. Probiyotikler, tutunma alanlar i¢in
patojenlerle rekabete girerek epitel hicrelerine yapisirarak patojenlerin epitele
tutunma ve yerlesmelerini bloke eder. Ayrica, probiyotik bakteriler besin rekabetine
girerek de patojen mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe ederler. Probiyotik suslar,
sindirim  sistemindeki epitel hiicreler ile etkilesimi sonucu antikor ve
immunoglobulin {iretimini arttirarak immiinolojik modiilasyona yol acar. Bu sekilde
mukoza tabakasinin bariyer ozelligini ve gecirgenligini gelistirirerek patojenlerin

sindirim sisteminde tutunmalarin1 engellerler (Servin ve Coconnier 2003).

Probiyotik suslarin amin, amonyak indol, gibi toksik maddelerin bagirsaklardan

emilimini azaltig1 rapor edilmistir (Guerin-Danan ve ark. 1998).

2.6 Probiyotiklerin insan Sagh@ Uzerine Yararh Etkileri

Fermente tirlinler ve probiyotikler hem sagligi olumlu yonde etkilemektedir hem de

cesitli hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde kullanilan dogal destekleyicilerdir.
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Probiyotiklerin insan saglig: tizerindeki olumlu etkilerini laktoz intoleransi lizerine
etkisi, kronik ishali onlemesi, atopik dermatit ve astim vb. allerjik hastaliklar,
Helicobacter pylori enfeksiyonu ve enflamatuvar bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesi
ve tedavisinde etkisi, sindirim sistemi enfeksiyonlarini engellemesi, irritabl kolon
semptomlarint ve kolon kanseri riskini azaltmasi, kolesterolil diisiirmesi ve kalp-
damar hastaliklarin1 engellemesi, sindirim zorluklarin1 gidermesi, ¢esitli vitaminler
sentezleyerek besleyiciligi artmast ve bagisiklik sistemini iyilestirmesi olarak
Ozetleyebiliriz. Probiyotik bakteriler, tiimor olusumuna sebep olan patojen bakterileri
baskilayarak dolayli yoldan kanser ve tiimor riskini azaltmaktadir. Yapilan
arastirmalar da fermente siit {iriinlerinin tiiketimi ile meme ve kolon kanseri geligimi
arasinda ters oranti oldugu belirtilmektedir. Probiyotiklerin tiimor baslaticilarin ve
prekarsinojenlerin aktif karsinojenlere doniisiimiinii engelledigi, antimutajenik
madde salgiladiklari, mutajenleri baglayip inaktive ettikleri ve bagirsaklardan
emilimini azaltarak intestinal mikroflora Gzerinde olumlu etkilere yol agarak
bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi bildirilmistir (Kampman ve ark. 1994; Prasad ve
ark. 1999; Saarela 2000; Zuppa ve ark. 2015; George ve ark. 2018).

2.7 Probiyotik Mikroorganizmalarin Asit Direncliligi

Probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin sindirim sisteminden gegisinde midenin
asidik kosullarmma dayanarak hayatta kalmasi, diisik pH'ya direngli olma
yeteneklerine baghdir. Agiz yolu ile alinan probiyotiklerin intestinal sisteme
ulagsmadan once agiz boslugunda bulunan enzimlerden ve midenin yuksek asit (pH
1.5-3.0) ortamindan etkilenmeden canli olarak bagirsaga ulagmalar1 gerekmektedir.
Sindirim sirasinda mide 6zsuyu pH degeri 0,9 olmasina ragmen gida varliginda mide
6zsuyu pH degeri 3.0’¢ kadar yiikselmekte ve gida mideden 2-4 saatte ayrilmaktadir.
Asit direngliligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda pH degeri 2.0 olan ortam ¢ok segici
bir ortam saglarken pH 3.0 degerinde ise bakterilerin gelisim gosterdigi
belirlenmistir. Lactobacillus tlrlerinin dogasinda bu 6zellik bulunmasina ragmen
bazi1 tiirlerin ve suslarin pH 3.0 ve altinda duyarliliklarinin arttigr goriilmiistiir

(Erkkild ve Petdja 2000; Pennacchia ve ark. 2004; Ramirez ve Chavarin 2013).
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2.8 Probiyotik Mikroorganizmalarin Safra Tuzu Direnci

Probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin mide asitligi toleransinin yanm sira safra
tuzularina kars1 da direngli olmalar1 gerekmektedir. Diisilk mide asit ortamindan
canli olarak gegen bakteriler daha sonra duodenum iginde bulunan safra tuzlarindan
etkilenmektedir. Karacigerde kolesterol kullanilarak sentezlenen safra asitleri, safra
kesesine iletilir oradanda ihtiya¢ duyuldugunda ince bagirsaga salgilanir ve biyolojik
deterjan benzeri etkiye sahiptir. Safra tuzlari, kolesteroliin suda ¢oziinebilen son
Uriiniidiir. Baz1 bakteriler safra tuzlarmmi safra tuzu hidroliz enzimi ile hidrolize
ederek canliklarini siirdiirmektedir. Safra tuzu hidroliz aktivitesi birgok bakteride
belirlenmistir. Insan gastrointestinal sisteminde safra konsantrasyonun degismesine
ragmen, Ortalama bagirsak safra konsantrasyonunun % 0.3 w/v oldugu ve sistemde
kalma suresinin 4 saat oldugu bildirilmektedir (Gorbach ve Goldin 1992; Erkkila ve
Petdja 2000; Begley ve ark. 2006; Gilliland ve ark. 2010).

2.9 Probiyotiklerin Mikroorganizmalarin Antibiyotik Direnci

Probiyotik bakteri se¢iminde, antibiyotiklere kars1 direnglilik gilivenirlilik
kriterlerinden birisidir. Direng; bir mikroorganizmanin, antimikrobiyal bir ajanin
Oldiiriicii veya iiremeyi durdurucu etkisine karst koyabilme durumudur. Tedavi
stiresinin  sinirlt  olmasina ragmen yiliksek antibiyotik konsantrasyonlarinda,
mikroorganizmanin hayatta kalabilme durumuna “duyarlilik” denilmektedir.
Antibiyotik direnci, mikroorganizmanin kendi dogal 6zelligi olabilecegi gibi gen
transferi ile de kazanilmis olabilir. Direng gelisimi gereksiz ve uygunsuz antibiyotik
kullanimina baglanmakla birlikte bakterilerin olumsuz cevre kosullarina adapte
olabilmek i¢in gelistirdigi bir savunma mekanizmasidir (Saarela ve ark. 2000; Ashraf

ve Smith 2016).

Probiyotiklerin seciminde antibiyotik direncinin 6nemi, bu bakterilerin direng
genlerini transfer etme kapasitelerinin olmasindandir. Probiyotik
mikroorganizmalarin antibiyotik direng genlerini tagimalar1 ve bagirsak florasindaki
kommensal veya patojen bakterilere antibiyotik direng genlerinin aktarilmasina
katkida bulunabilirler. Bu sebeple gida ve takviye {irlinlerde kullanilacak LAB

iyelerinin direng genleri arastirilmalidir (Hummel ve ark. 2007).
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Probiyotik gida {iirlinlerinin tiiketiminin artmasi ile probiyotik mikroorganizmalar
aracilifiyla patojenlere antibiyotik diren¢ genlerinin taginmasi riski insanlarda ciddi

saglik sorunlarinin olusabilecegini diisiindiirmektedir (Ozteber, 2013).

2.10 Probiyotik Mikroorganizmalarin Antimikrobiyel Aktivitesi

Probiyotik bakterilerin patojen veya bozulma etmeni mikroorganizmalara karsi
gosterdikleri antimikrobiyal aktivite, ¢esitli antimikrobiyal maddeler (laktik asit,
asetik asit, hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriyosin vb.) Uretilmesi ile
saglanmaktadir. Bunun yan1 sira probiyotiklerin kolonizasyon bdlgeleri veya besin
icin patojen bakterilerle yarigarak intestinal mukozaya yapismalari 6nledikleri ve
bu sekilde patojenlerin  biiylimesini  engelleme yetenegi  gosterdikleri
diistiniilmektedir. Yapilan c¢alismalarda Lactobacillus cinsine ait tiirlerin ¢esitli
bakteriyel enfeksiyonlara karsi laktik asit, hidrojen peroksit gibi antibakteriyel
maddeler iireterek patojenlere karsi antagonistik etki gosterdikleri belirtilmistir

(Gonzélez ve ark. 2003; Jamalifar ve ark. 2011; Dasari ve ark. 2014).

2.11 Tarhana Tanim ve Uretimi

[k kez Orta Asya’dan Tiirkler ve Mogollarla birlikte Anadolu’ya gelerek Orta Dogu
ve Balkan {ilkelerine yayildig1 kabul edilen tarhana; tilkemize 6zgii fermente, tahil ve
yogurt bazli bir iiriindiir (Ibanoglu S. ve Ibanoglu E.1999; Ozcelik ve Ozdogan,
2008). Tarhanaya olan; Yunanistan’da “trahanas”, Suriye, Misir, Filistin, Urdiin ve
Libnan'da “kishk”, Irak’ta “kushuk”, Macaristan’da “tahonya”, Finlandiya’da
“talkkuna”, Turkistan'da "goce" ve Meksika'da "atole" olarak bilinmektedir
(Siyamoglu 1961; Erbas ve ark.2005).

Ulkemizde tarhana; genellikle dnceki kusaklardan dgrenilen geleneksel yontemlerle
evlerde, son yillarda ise hazir ¢orba olarak endiistriyel Olgekte iiretilmektedir.
Hammadde igerigi ve miktar1 yoresel olarak farklilik géstermesine karsin ev yapimi
ve endiistiryel tarhana tretimleri genel olarak hamur karistirma, fermantasyon,
kurutma ve 6giitme olmak iizere dort ana asamadan olugmaktadir (Sekil 1), (Ozdemir

ve ark. 2007; Keskekoglu 2009).
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Hamur
(Bugday ve siit iirinil, kiber, segmm, domates, skmek mayas:, nane, tuz vb.
homojen bir hamur elde edilmesye kadar vogmlur)

!

Fermantasvon
(Odz siczkhmda 1-21 giin)

Giineste kurutma

Ogiitme

I

Ambalajlama ve Depolama

Sekil 2.1 : Geleneksel tarhana tiretim akis semasi

Ev yapimi tarhana iiretiminde tarhana hamuru; graniil ham bugday veya un, siizme
yogurt veya siit, cesitli sebze (domates, sogan, biber ), tuz ve baharatlar (nane,
kekik, dereotu, tarhana otu vb.) gibi tat ve aroma verici maddeler, bazen nohut gibi
besin degerini artirict baklagiller, bazen de ekmek mayas1 (Saccharomyces
cerevisiae) ilavesiyle ile elde edilir. Biitiin bilesenler homojen hale getirilinceye
kadar karistirilip yogrulduktan sonra, 30-35°C’de 1-21 giin arasinda fermantasyona
birakilir. Fermente edildikten sonra hazirlanan karisim, genellikle giineste kurutulup,
ogiitiillip veya kiigiik parcalara boliiniip, muhataza edilir. Baz1 bolgelerde tarhanaya
tam bugday unu, siit mercimek, irmik, misir unu, yumurta ve soya fasulyesi de

katilmaktadir (Daglioglu 2000; Akbas ve Coskun 2006; Coskun ve ark.2014).

LAB iyelerinin ve mayalarin aktivitesi ile ger¢eklesen tarhana iiretiminde,
fermantasyon sonucunda laktik asit, etil alkol, karbondioksit olusmakta ve bu
maddeler tarhananin karakteristik kokusunu ve aromasini vermektedir (Ozdemir ve

ark. 2007).

Tarhananin temel {iretim siiregleri birbirine benzer olmasina ragmen, her yorenin
gelenek ve beslenme aliskanliklarina gore farkli tipte tarhanalarin iiretimi mevcuttur.
Baslica tarhana cesitleri Ege, Usak, Gediz, Marag, Beysehir, Kastamonu, Trakya ve
Sivas yorelerinde yas, cips, gd¢men, kizilcik, et, hamur, siit, tizim, top, ak, pancarl

ve salgamli tarhanalar vb. gibidir (Cekal ve Aslan 2017).

TSE 2282 (2004) standardina gore tarhana; Un, Goce, Irmik ve Karisik tarhana
olarak 4 grupta siiflandirilmistir (Sengiin, 2006). Daha c¢ok Ege Bdlgesinde

uretilmekte olan Un tarhanasi; cesitli sebzelerin (domates, sogan, biber) ve tarhana
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otunun kaynatilmasi ile meydana gelen karisimin sogutulup, daha sonra yogurt ve un
ile karistirip hamur haline getirilerek farkli siirelerde fermantasyona birakilmasi ile
elde edilir. Fermantasyon tamamlandiktan sonra kii¢iik parcalara boliinen hamur,
giineste kurutularak un tarhanasi elde edilir ve yaklasik iki sene bozulmadan
saklanabilir. Goce tarhanasi iretiminde, bugday yarmasi (dovme) ¢ig veya tuzla
birlikte az 1sitilip sogutulduktan sonra yogurtla karistirilip fermantasyona
birakilmaktadir. Fermantasyon sonucunda elde edilen hamur yoresel farkliliklara
gore iri parcalar halinde ¢arsaf lizerinde kurutulmaktadir (top tarhana) veya kendine
0zgl bezler lizerine ince bir tabaka halinde serilerek kurutulmaktadir (Cips Tarhana).
Irmik tarhanasi iiretiminde bugday iiriinii olarak irmik kullanilirken, Karisik
tarhana tiretiminde ise bugday kirmasi ve unu ve/veya irmik kullanilir (Soyyigit,

2004).

Tarhananin ticari tiretiminde diiz (straight) metot ve eksi hamur (sourdough) metodu
olarak adlandirilan iki metot kullanilmaktadir (Daglioglu 2000; Ozdemir ve ark.
2007). Gelisen teknoloji ile tarhananin formiilasyonunun, fermantasyon sartlarinin ve
kurutma metodlarinin degistirilmesiyle kimyasal, fiziksel, mikrobiyolojik ve duyusal
ozellikleri ile ilgili arastirmalar yapilarak tarhana sanayi Olcekli olarak Gretimi
baslatilan bir {iriin haline gelmistir. Yapilan degisik ¢alismalarla birlikte tarhananin
tretim cesitliligini arttirma, tiretimini optimize etme ve besin igerigini daha da
gelistirmeye calisilmaktadir. Bu amagla geleneksel olarak iiretilen kuru tarhananin
yaninda; yas tarhana, cips tarhana, tahil ve baklagil ilaveli tarhanalar, sprey kurutma,
atmosferik kaynatma veya basin¢li kurutma yontemleriyle elde edilen toz tarhana,
ekstriizyon tarhana, diisiik viskoziteli tarhana gibi c¢esitli tarhana iiretim caligmalari

yapilmaktadir (Gocmen ve ark. 2004; Cakiroglu 2007).

Giliniimlizde saglikli yasamayi ve g¢evreyi korumayr hedefleyen bilingli tiiketici,
endistriyel iriinler yerine dogal ve organik olarak {iretilmis {riinleri tercih
etmektedir (DBB. 2015; Bozyigit ve Dogan 2015). Organik tarim, dogal dengeyi
tahrip etmeyen, c¢evreyi kirletmeden, canlilarda zararli etki birakmayan, iiretim
prosesinden tliketime kadar sertifikali kontrol edilmis ve hi¢bir sentetik kimyasal
kullanmadan temiz Urunler tretmeyi hedefleyen iiretim teknigidir. Dogal iiriin ise
hicbir sentetik kimyasal kullanmadan ve gevreye zarar vermeden elde edilen Grinddr.
Iki iiretim metodu arasindaki temel fark, organik iiretimde {iretimin her asamasinin

denetlenmesi ve tiretim sertifikas1 olmasidir (Gil ve ark., 2000).
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Organik tarhana tiretmek i¢in kullanilacak sebzeler ve diger gidalarin organik tarim
teknigi ile tretilmesi gerekmektedir. Organik tarhana, organik sebzeler (domates,
biber, nane, sogan, nane, tarhana otu), organik bugday unu, organik yogurt ve eksi
hamur mayasindan hazirlanan hamurun fermantasyondan gecirilerek kurutulmasi ve

ogiitiilmesi ile elde edilir (Tombuldogal, 2019).

2.12 Tarhananin Besin Degeri ve Mikrobiyolojisi

Tarhana, igerigindeki probiyotikler, prebiyotikler ve sindirilemeyen besin 6geleri
nedeniyle fonksyonel bir gida olarak kabul edilir. Tarhana bilesiminde yliksek oranda
A-B grubu vitaminleri ile demir, sodyum, potasyum, magnezyum, ¢inko, kalsiyum,
bakir, manganez gibi ¢esitli mineral maddeler bulunduran, besin degeri oldukca
yiiksek, kolay sindirilebilir bir iirlindiir. Ayrica tarhana, esansiyel amino asitlerden
oldukca zengin ve kaliteli bir protein kaynagidir. Tarhana, besin degerinin yaninda
istah agici, sindirimi kolaylastirici, bagirsak florasini diizenleyici, diisiik glisemik
indeksi, diyabet ve kolesterol diyetlerine uygun olmasi nedeniyle 6zellikle bebek,
cocuk, yasl ve hasta beslenmesinde biiylik bir 6nem tasimaktadir (Ibanoglu ve ark.

1999; Ekinci, 2005; Ozdemir ve ark. 2007; Yildirim ve Giizeler 2017).

Tarhana bilesiminin her yorede farkli olmasi, fermantasyondaki LAB’lerini ve maya
cesitliligini de dogrudan etkilemekte ve farkli tat ve kokularda tarhana iiretilmesine
sebep olmaktadir. Tahil {irinleri fermantasyonunda ekmek mayas1 (S. cerevisiae) ve
LAB’leri (S.thermophilus, L.lactis, L. diacetylactis, L.bulgaricus, L.acidophilus, L.
casei ve L. cremoris) en Onemli fermantatif mikroorganizmalardir. Tarhana
fermantasyonu ise genellikle ekmek mayasi ve yogurt bakterileri (L. delbrueckeii
subsp. bulgaricus ve S. thermophilus) ile saglanarak tarhananin kendine 6zgii eksi ve
asitlik tad1 kazandirilir (Ozdemir ve ark.2007). Tarhanay1 olusturan besin bilesenleri,
fermantasyonla birlikte LAB’lerinin etkisi ile biiyilkk molekiillii bilesikler
parcalanarak sindirilebilirligi uygun bir gida elde edilir. Tarhana fermantasyonu ile
pH’nin 3.8 ile 4.2 arasina diismesi ve kurutulan tarhananin neminin % 6 ile % 9
arasinda olmasi, liriinde bozulma etmeni kiif ve bakterilerin gelismesini baskilayacak
bir ortam olusturur. Bu sekilde tarhana bozulmadan 1-2 yil saklanabilir (Daglioglu,
2000).
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2.13 Probiyotiklerle ilgili Yapilan Bazi Arastirmalar

Yilmazer (1994) calismasinda, laboratuvar ortaminda {iretilen ii¢ tip tarhanadan LAB
izolasyonu yapilmis ve elde edilen izolatlar; L.fermentum, P.pentosaceus,
S.thermophilus, Leu.mesenteroides, L.curvatus, L.bulgaricus, L.cellobiosus, L.casei

subsp. casei, L.brevis, L.helveticus olarak rapor etmistir.

Simsek ve ark. (2006) tarafindan Usak yoresinden topladiklar1 eksi hamur
orneklerinden izole ettikleri LAB’leri; L. acidophilus, L.plantarum, L. divergens, L.

viridescens, L. delbrueckii, L. brevis subsp. lindneri olarak bildirmislerdir.

Sengiin (2006) calismasinda Ege Bolgesinde iiretilen baz1 geleneksel tarhana bakteri
florasinin tanimlanmasi {izerine ¢alismasinda; tarhana hamuru, kuru tarhana, yogurt
ve un Orneklerinden toplam 256 adet LAB’si izolati elde etmistir. Tanilamlar
sonucunda, bu izolatlarin 35 adetinin Streptococcus (% 13,7) cinsi, ¢ogunlugu
olusturan 117 adet izolatin Lactobacillus cinsi (% 45.7), 74 adet izolatin
Enterococcus cinsi (% 28.,9), 11 izolatin Pediococcus cinsi (% 4,3), 345 izolatin
Weissella cinsi (% 1,2), 5 adet izolatin Lactococcus cinsi (% 1,9) ve 4 adet izolatin

Leuconostoc cinsi oldugunu (% 1,5) rapor etmistir.

Sengiin ve ark. (2009), Tiirkiyenin 8 degisik bolgesinden toplanan tarhana
orneklerinden izole edilen LAB’lerinin molekiiler yontemlerle tanimlamasi iizerine
caligmalarinda; tarhana, yogurt ve un 6rneklerinden toplam 226 adet LAB’si izolati
elde etmislerdir. Izolatlardan P. acidilactici, S. thermophilus, L. fermentum, E.
faecium, P. pentosaceus, Leu.pseudomesenteroides, W. cibaria, L.plantarum, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, Leu. citreum, L. paraplantarum ve L. casei tirleri

olarak tanimlamislardir.

Settanni ve ark. (2011) tarafindan yapilan arastirmada, 30 °C ve 40 °C’de fermente
edilen iki farkli tarhana hamurunda LAB ve maya florasinin gelisimi
degerlendirilmiglerdir. Tarhana fermantasyonu esnasinda toplam 222 LAB izole
edilerek, fenotipik ve polimorfik 6zelliklerine gére tanimlanmistir. Buna gore LAB
izolatlar1; P. acidilactici, L. brevis ve L. plantarum olarak belirlenmistir. 30 °C
sicaklikta siirdiiriilen fermantasyonda cogunlukla Laktobasillerin; 40 °C sicaklikta

ise Pediokoklarin baskin floray1 olusturdugunu bildirmistir.

Ozel (2012) tarafindan yapilan calismada, Usak yoresinde ev ve isletmelerden temin

edilen tarhana hamurlarinin LAB ve maya tiir cesitliligini incelemistir. Cesitli
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tarhana hamuru orneklerinden izole edilen LAB’leri; L. plantarum, L.brevis, Leu.
mesenteriodes, Leu.  pseudomesenteriodes, P.acidilactici, Lac. lactis,
L.fobifermentas, L. mindensis, L. paralimentarius, L. alimentarius, L.namurensis,

Leu. citreum, L. pentosus, L.farciminis ve L. casei olarak tespit edilmistir.

Tabatabaei-yazdi  (2012), Iran’da iiretilen tarhanaya benzer Tarkhineh
fermentasyonun tglincii gilinlinde izole edilen 10 LAB izolatini; L. nagelii, L.
bifermantas, Leu. cremoris, L. fructosus, L. fermentum, L. intestinalis, L. acidipiscisi

ve L. agilis olarak tanimlamistir.

Zoral (2013) ¢alismasinda, insan gaitasindan izole edilmis 25 adet Lactobacillus spp.
suslarin; diisiik pH direng ve yiiksek safra tuzu toleransi, safra tuzu (kolik asit)
hidrolizi, patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite, antibiyotik diren¢ ve kolesterol
asimilasyonunu gibi baz1 probiyotik 0Ozelliklerini belirlemistir. Degisik pH
kosullarinda (2.0, 2.5 ve 3.0) asitlige en direngli suslar 3 adet L. Fermentum ve 1 adet
L. plantarum olarak bulmustur. Degisik safra tuzu konsantrasyonlarina (%0.3, %0.5,
%1.0 ve % 1.5) 1 adet L. delbrueckii subsp. delbrueckii, 1 adet L. pentosus, 2 adet L.
Plantarum ve 2 adet L. fermentum izolatlairn1 toleransh olarak ve safra tuzu (kolik
asit) hidrolizinde en yiiksek degerleri ise L. pentosus izolat1 olarak belirtmistir.
Suslarin genelinin 13 farkli antibiyotige karsi duyarli olduklarini bildirmistir.
Lactobacillus spp cinsi izolatlarin; E. Coli, P.aeruginosa, K.pneumoniae, Neisseri ve

S.epidermidis tiirii patojenlere karsi inhibitor etki gosterdigini rapor etmistir.

Yigit (2009) calismasinda, cesitli siit ve siit iiriinlerinde izole ettigi 209 bakteri
arasindan yliksek antimikrobiyal aktivite gdsteren 73 izolati1 tanimlamis ve izolatlarin
%58’i Enterococcus faecium digerlerini Enterococcus faecalis, Enterococcus durans,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, Pediococcus acidilactici olarak bulmustur. Tanimlanan izolatlarin
probiyotik 6zellikleri test edilmis ve izolatlardan 68’1 pH 3.0 te, 60’1 pH 2.0°de, 39’u
ise pH 1.0°de gelisim gostermis olup, 13 izolat ise pH 2.0’de canliliklarin1 24 saat
siiresince devam ettirmistir. Izolatlardan 22 tanesi % 0,4 fenolde gelismistir.
Izolatlardan 11°i kullanilan Siprofloksasin, Penisilin G, Gentamisin, Netilmisin
Siilfat ve Sefaklor’a kars1 direngli bulunurken; 7 izolat test edilen antibiyotiklerin

tiimiine kars1 duyarli oldugunu bildirmistir.

Akman (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, cesitli LAB’lerinin probiyotik

Ozelliklerini aragtirilmis, test edilen kiiltiirlerinin cogunlugunun % 0,3 safra tuzunda
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canliligim1 korudugu, L.casei suslarmin pH 2,5’de 2-4 saatlik inklibasyon sonunda
bakteri sayisinda azalma oldugunu bildirmistir. L.casei’nin novobiocin, ampicillin,
erithtromycin, rifampicin, gentamicin, tetracyclinee direncli iken chloramphenicol,
cephalothine genellikle orta derecede hassas ve novobiocine hassas oldugunu
belirtip, L. rhamnosusus’un ise; gentamicin, Penicillin G, tetracycline, vancomycine
direngli iken; chloramphenicol, erithtromycin, novobiocine hassas oldugunu
belirterek, arastirilan 29 LAB susundan, 3’{iniin probiyotik 6zellige sahip oldugunu
bildirmistir.

Dogan ve Ozpinar (2017), ¢esitli fermente gida iirlinlerinin probiyotik 6zelliklerinin
arastirtlmasi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, gidalardan izole edilen 144 adet LAB
izolatim MALDI-TOF MS kullanarak 127 adet E. faecium, 7 adet L. plantarum, 5
adet L.paraplantarum ve 5 adet L. brevis suslari olarak tanimlamiglardir. Bu
izolatlardan 35 adeti diisiik mide pH 2.5’e ve 8 adeti ise % 0.3 safra tuzuna direncli
cikmistir. Antibiyotik duyarliligi ve antimikrobiyal aktiviteleride test edilen 3 L.
brevis ve 3 L.plantarum suslarinin probiyotik 6zelliklere sahip oldugunu rapor

etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 55 farkli tarhana 6rneginden 33 adeti Manisa yoresi
(Soma, Musa Hoca, Goktas, Salihli), 2 adeti Kiitahya, 1’er adeti Balikesir, Sivas,
Tekirdag, Kastamonu, Giresun yorelerinden geleneksel iiretim yapan farkli evlerden
ve 15 adeti organik {iiretim yapan ticari Ol¢ekteki 10 farkli isletmeden temin
edilmistir. Tarhana ornekleri, evlerde saklandiklar1 kosullardan ve ticari olanlar kendi
ambalajlarindan steril kavonozlara aseptik kosullarda, alinarak laboratuvara

getirilmis ve analiz edilinceye kadar +4°C’de saklanmistir.

3.2 Metod

3.2.1 Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Tarhana orneklerindeki muhtemel Lactobacillus spp., Enterecoccus spp. ve
Pediococcus spp. tdrlerinin izolasyonu icin MRS (De Man Rogosa Sharpe) agar,
Lactococcus spp. ve Streptococcus spp. cinslerinin izolasyonu igin M17 agar besi

ortamlarindan yararlanilmistir.

Tarhana o6rnekleri aseptik kosullarda 10’ar gram tartilarak 90 ml steril % 0.85 ‘lik
fizyolojik tuzlu su (FTS) ile stomacherde (Seward Medical, London, UK) 1,5 dakika
homojenize edilmistir. Daha sonra omeklerin FTS ile 10%’den 10° ‘e kadar
diliisyonlar1 hazirlanarak steril petrilere 1 ml homojen olarak aktarilmis ve tizerine 45
°C'ye kadar sogutulmus MRS agar ve M 17 agara dokme plak yontemine gore paralel
ekimler yapilmistir (Kozaki ve ark. 1992).

Besiyerler anaerobik ve aerobik kosullarda 37 °C de etiivde 3 gilin siire ile
inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon tamamlandiktan sonra MRS agar ve M17 agar
iceren petrilerden tek diisen ve muhtemel laktik asit bakterisi kolonileri steril 6ze
yardimiyla alinarak baska bir petriye ¢izgi ekim teknigi ile aktarilmistir. Inkiibasyon
sonunda elde edilen izolatlar saflastirilincaya kadar ¢izgi ekime devam edilmistir.

Elde edilen izolatlarin koloni morfolojileri, katalaz ve gram reaksiyonlarina gore 151k
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mikroskobunda tespit edilmistir. Gram pozitif ve katalaz negatif 6zellikteki kok ve

basil koloniler, laktik asit bakterisi olarak gliserol stoklara alinmistir (Coeuret ve ark.

2003, Mathara ve ark. 2004).

Cizelge 3.1 : Analizlerde kullanilan besiyeri, kimyasal ve kitler

Besiyeri / Kimyasal -Firma

Kullanim Amaci

MRS agar- LabM

MSR Broth- LabM

M17 Agar - LabM

M17 Broth - LabM

NB Broth -LabM

MHA Agar- LabM

Safra tuzu - Oxoid
Antibiyotik disk- Bioanalyse
Bos disk - Bioanalyse

0,5 Mc Farland Cozeltisi- Biomeriux
Safranin -Remel

Gram lodine- Remel

Crystal Violet- Remel

Etil Alkol- Teknik Kimya
H,0,. Teknik Kimya

6 N HCI —Teknik Kimya
Gliserol - Merck

LAB izolasyonu

Izolatlarin aktivasyonu

LAB izolasyonu

Izolatlarin aktivasyonu

Patojenlerin aktivasyonu
Antimikrobiyal aktivite

Safra tuzu toleransi

Antibiyotik Duyarlilik
Antimikrobiyal aktivite

Izolatlarin yogunluklarmi ayarlama

Gram Boyama

Katalaz testi
Mide Asiti toleransi
zolatlar1 stokta saklama

Sekil 3.1 : MRS besiyerlerinin aneorabik olarak 37°C *de inkiibasyonu
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3.2.2 Katalaz testi

Katalaz enzimine sahip olan bakteriler, hidrojen peroksiti (H.0;) oksijen ve
suya ayristirir. Katalaz testi pozitif olan reaksiyonlarda okisjen gazindan dolay1

kabarcik goriiliirken, test negatif ise herhangi bir degisim goriilmemektedir.

Katalaz testi i¢cin MRS ve M17 Broth ortaminda aktive edilen bakteri izolatlar1
tzerine % 3’luk hidrojen peroksit damlatilmis ve gaz ¢ikist incelenmistir. Gaz

cikis1 gozlenen izolatlar i¢in test pozitif olarak degerlendirilmistir (Whittenbury
2009).

3.2.3 Gram boyama

MRS ve M17 besiyerlerinde aktive edilen bakteri izolatlarini, biyokimyasal ve
morfolojik olarak belirlemek amaciyla gram boyama yapilmis ve 1s1k
mikroskobunda incelenmistir. izolatlardan saf olan ve mor renkli goriilen
bakteriler *gram pozitif’, pembe renkli gorilenler de ‘gram negatif’ olarak
belirlenmistir. Gram pozitif, saf basil veya koklar muhtemel LAB uyesi olarak

degerlendirilmistir.

#
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Sekil 3.2 : LAB izolatlarinin mikroskop goriintiileri; a) L. fermentum 205, b) P.
pentosaceus D212

3.2.4 Stok Kiiltiir Hazirlama

Ileriki testlerde kullanilmak iizere izolatlarin stoklari hazirlanip saklanmistir.
Elde edilen Gram pozitif ve katalaz negatif saf kultirler, MRS ve M17 Broth
igerisinde gelistirildikten sonra % 20 (v/v) steril gliserol ortaminda -80°C’de

stoklanmistir (Yavuzdurmaz, 2007).
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3.2.5 Stoktaki Izolatlarin Aktiflestirilmesi

Gliserol-Broth karisiminda -18 °C’de saklanan LAB kdalturleri, MRS ve M17
sivi besiyerlerinde 37°C’de 18 saat siire ile aktiflestirilme i¢in inkubasyona
birakilmistir. 1k inkiibasyondan sonra sivi besiyerinde gelisen izolatlar, tekrar
ayn1 kosullarda inkiibe edilmistir. Sivi besiyerlerinde iki kez aktive edilen
edilen izolatlar MRS ve M17 agar besiyerlerine c¢izgi ekim yontemiyle

aktarilarak LAB kolonileri aktiflestirilmistir.

3.2.6 izolatlarinin Tamimlanmasi

MALDI-TOF MS (Matriks aracilt lazer desorpsiyon iyonlastirma ugus zamani
kiitle spektrometresi), diyagnostik amacl klinik ve mikrobiyolojik ¢aligmalarda
yaygin sekilde kullanilan hizli, ucuz, dogru sonu¢ veren yeni yontemlerden
birisidir (Seng ve ark. 2009; Wieser ve ark. 2012).

MALDI-TOF yonteminde, tanimlanacak mikroorganizmalara ait biyolojik
molekiillerin (protein, peptid, seker), kiitle spektrometresinin lazer 1siniyla
pargalanip dagilmaya egilimli olan organik molekillerin (polimer vb)
iyonizasyonundan sonra elektrik veya manyetik alandan gecirilerek hicre
yapilarinda bulunan protein profili ¢ikilmaktadir. Elde edilen protein profil
spektrumlarinin, sistemde kayitli referans veri tabanina uyumuna gore

mikroorganizmalar tanimlanmaktadir (Dubois ve ark. 2012).

Bu tez calismasi kapsaminda, LAB izolatlarin1 tanimlamak i¢in VITEK® MS
(bioMerieux, Marcy [I’Etoile/Fransa) cihazi kullanilmistir. Cihaz igin
gelistirilmis slaytin lizerindeki pozitif kontrol kuyucuguna referans susu olan
Escherichia coli ve diger kuyucuklara ise 1uL’lik steril plastik 6ze yardimiyla
MRS ve M17 agarda olusan aktif kolonilerden bir ya da iki koloni olacak
sekilde suslar inokiile edilmistir. Bu islemi takiben kuyucuklara, 1 ul matriks
solisyonu CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50 acetonitrile / %2.5
trifuoroacetic acid, Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) eklenmis ve oda
kosullarinda 1-2 dk beklenerek kuruma saglanmistir. Hazirlanan slaytlarin
barkodlar1 okutulmus ve Orneklerin oldugu kuyucuklar isaretlenmistir. Slayt
VITEK MS cihazana yiiklenerek analiz baslatilmis daha sonra sonug¢ alinmistir.

Yazilim ana menii girisinden “VITEK®MS Review” fonksiyonu ile sonuglar
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gdzden gecirilmis ve identifikasyonu yliksek skorda (>%99) gerc¢eklestirilenler
onaylanmistir (VITEK® MS, 2019).

3.2.7 LAB izolatlarimin asit toleransi

LAB izolatlarinin mide asitligine toleranslarinin belirlenmesi i¢in, 1N
hidroklorik asit (HCI) ile MRS Broth pH degeri 3.0°a ayarlanmistir. 37°C’de, 18
saat boyunca aktive edilen LAB izolatlari, 6000 rpm’de 10 dakika santrifij
edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen pellet, pH degeri 3.0 olan MRS Broth’a
inokiile edilmistir. Daha sonra her bir 6rnegin, 620nm’de 0- 4 saat arasi optik
yogunlugu spektrofotometrede (Jenway 6300 Spektrophotometer) olgiilerek,
canliliklar1 takip edilmistir. Analizler ikiser kez kontrol grubuyla (MRS pH:
5,7) birlikte tekrarlanmistir. LAB suslarimin diisiik pH’da yiizde canliklar
asagidaki formiile gore hasaplanmistir (Chung ve ark.1999; Yavuzdurmaz,
2007; Collado ve ark. 2008).

% Gelisim (canlilik) Oran1 = [(OD;- OD,/ OD;)x 100],
ODq: Ik optikal yogunluk,

OD,: 30 dakika sonraki optikal yogunluk

Sekil 3.3 : LAB suslariin asit direng analizi

3.2.8 LAB izolatlarimin Safra Tuzu Toleransi

LAB lIzolatlarin safra tuzu toleransi igin % 0,3 safra tuzu (Oxoid Bile Salts) ile
zenginlestirilmis MRS Broth kullanilmistir. 37°C’de, 18saat boyunca aktive
edilen LAB izolatlari, 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda elde edilen pellet, %0,3 Oxgall igeren MRS Broth’a inokiile edilmistir.
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Daha sonra her bir Ornegin, 620 nm’de 0- 4 saat arasi optik yogunlugu
spektrofotometrede (Jenway 6300 Spektrophotometer) olgiilerek, canliliklari
takip edilmistir. Analizler ikiser kez kontrol grubuyla (safra tuzu icermeyen
besiyeri) birlikte tekrarlanmistir. LAB suslarinin safra tuzundaki yiizde
canliklar1 asagidaki formiile gore hasaplanmistir (Chung ve ark.1999;
Yavuzdurmaz, 2007; Collado ve ark. 2008).

% Gelisim (canlilik) Oran1 = [(OD;- OD,/ OD;)x 100],
ODq: Ik optikal yogunluk,
ODy,: 30 dakika sonraki optikal yogunluk

Sekil 3.4 : LAB suslarinin safra tuzu direng analizi

3.2.9 LAB izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhg

LAB Izolatlarin antibiyotik duyarliligi, Kirby-Bauer tarafindan yari-kantitatif
olarak gelistirilen antibiyotik disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bu
yontem ¢er¢evesinde MRS ve M17 agar igeren petrilere 100 ul, 10°-10” kob/g
aktif kiiltiirler yayilmis ve petrilerdeki agar, donmas i¢in yaklasik 15 dk. oda
sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra petriler iizerine, Penicillin G (P),
Vancomycin (VA), Cephalothin (KF), Chloramphenicol (C), Amoxicillin (AX)
iceren antibiyotik diskleri yerlestilerek inkiibasyona (37°C/24saat) birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda inhibisyon zonlar1 kumpas yardimi ile &l¢iilmiistiir.
Izolatlarin  antibiyotik  duyarlilk  diizeyleri CLSI  kilavuzuna gore
degerlendirilmistir (Cizelge 3.2.) (Barry ve ark. 1979; Charteris ve ark. 1998a;
Ashraf ve Smith 2016; CLSI 2016)
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Cizelge 3.2 : Antibiyotik disklerde goriilen zonlarin antibiyotik direng
karsiliklari; direngli (R), orta dereceli duyarlt (MS) ve duyarli (S)

Antibiyotik Ad1 Disk kodu - Inhibisyon zon ¢ap(mm)
Kons. (ng) S MS R
Amoxicillin AX-20 >18 14-17 <13
Cephalothin KF- 30 >18 15-17 <14
Cloramphenicol C-30 >18 13-17 <12
Penicillin G P-10U >28 20-27 <19
Vancomycin VA-30 >12 10-11. <9

3.2.10 LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik diizeylerinin belirlenmesinde Hamadan
ve ark (1974) ve Apella ve ark. (1992) taratindan Onerilen antibiyotik disk difiizyon
yontemi modifiye edilerek kullamilmustir. Indikatdr patojen bakteri olarak Istanbul
Aydin Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Kiiltiir Koleksiyonundan temin
edilen Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC25922,
Salmonella Typhimurium ATCC14028 kullanilmistir. Bu yontem ¢ergevesinde,
indikator bakterileri Nutrient Broth’ta 37 °C’de 24 saat aktiflestirilmis ve hiicre
yogunluklar1 0,5 nolu McFarland standartina gore ayarlanmistir. Daha sonra, 15 ml
Muller Hinton Agar (MHA) igeren petrilere 100 pl indikator bakteriler yayilmistir.
Inhibisyon zonlarinin incelenmesi icin, MRS, M17 Broth’larda 37°C’de 18 saat
gelistirilen test edilecek LAB suslari, 6mm c¢apindaki steril kagit disklere
emdirilerek, MHA agar yiizeyine yerlestirilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir (Resim 3.5). Antimikrobiyal aktivite testi iki defa tekrarlanarak olusan
zonlarin ¢aplar Ol¢lilmiistiir. (CLSI 2012; Matuschek ve ark. 2014; Karimi ve ark.
2018).
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Sekil 3.5 : LAB suslarinin antimikrobiyal aktivite analizi

3.2.11 istatistiksel analiz

LAB Izolatlarinin antibiyotik duyarlilik diizeyleri ve antimikrobiyal aktiviteleri
yoniinden tiirler arasindaki benzerlik “Primer v6” programinda Bray-Curtis
benzerlik indeksi [(log(x+1)] kullanilarak hesaplanmistir (Clarke ve Warwick
2001).

Bu calismada, elde edilen deney sonuglar1 arasinda anlamli bir farkliligin olup

olmadigr tek yonlii varyans analizi ile (ANOVA) test edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Muhtemel LAB izolasyon Bulgulari

Bu tez calismasinda, 33 adet Manisa, 2 adet Kiitahya, 1’er adet Balikesir, Sivas,
Tekirdag, Kastamonu ve Giresun yorelerinden geleneksel yontemlerle iiretilmis ev
yapimi, 15 adet ticari dlgekteki 10 farkli isletmeden temin edilen toplam 55 farkli
tarhana orneginden laktik asit bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1).
Laktik asit bakterileri i¢in segici 6zellige sahip MRS agar ve M17 agar iizerine
yayma yontemi ile ekim yapilmis ve 48 saat inkiibasyon siiresinden sonra agar
tizerinde olusan kiiclik, mat, krem rengi ya da beyaz renkteki olas1 laktik asit
bakterisi kolonileri saflastirilarak izole edilmistir. Saflastirilan izolatlar {izerinde
uygulanan gram boyama ve katalaz aktivitesi test sonuglarina bakilarak, toplamda

210 adet izolat muhtemel laktik asit bakterisi olarak belirlenmistir.

4.2 LAB izolatlarinin Tamimlama Bulgular:

Bu ¢alismada, gesitli tarhana numunelerinden elde edilen muhtemel LAB izolatlari,
MALTI-TOF kutle spektrometrisi ile, yiiksek skorda (> % 99) tanimlanmistir (Sekil
4.1ved.2).

Lactebag illus brevis
1 N LAB izolat sayisi

Lactobar illus pentosus/ plantarum B Tarha

na Mumune Sayisi
(paraplantarim

Pediococ us pentosacens

Lactoba: ilus fermentum

Enterecoccus fec ium

Enterecoccus faecalis

Sekil 4.1 : Kitle Spektrometrisi ile tanimlanan LAB izolatlarinin dagilimi
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M Enterecoccus faecalis

M Lactobacillus fermentum

W Pediococus pentosaceus

B Enterecoccus faecium

M Lactobacillus pentosus/plantarum
/paraplantarum

M Lactobacillus brevis

Sekil 4.2 : Tanimlanan LAB izolatlarinin tiirlere gore dagilimi

Tanimlanan 86 adet LAB izolatindan; % 50’si Pediococcus pentosaceus, % 24,4’
Enterococcus faecalis, % 6,98’i Enterococcus faecium, % 9,30 Lactobacillus
fermentum, % 3,4’0 Lactobacillus brevis suslaridir. Ayrica % 5,81°1 Lacobacillus

pentosus/plantarum/paraplantarum (Lacobacillus spp.) suslari olarak tanimlanmustir.

Geleneksel ev tipi ve ticari Uretim yapan firmalardan elde edilen tarhana

numunelerinin LAB dagilimi1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 : Tarhana 6rneklerinden tanimlanan LAB’lerin dagilim1

= T anomlanan LAB lerinin adive adedi
8 = =
Tuham| 5 |z 2 = 223 £ |m
- . ar . 3 = - & et = = =
Tarhana ¥ umune si Treti - S | =8 E % = |2 E £ ._: -
alman ver e = S=l s |sc| 8 E|lz=§ =2 =
: Sekli = o Bl E2T | 2E | ElEaRE = Ed
: = g |l ==z |22|8 SleEg = =0
= 88| t3|s3|§8|EEE] 5 | ™
HolE SIS |%a | w58 g =
&5 = S
&, -]
istanbul Organik Pazar | Organik 15 Z b 7 1 5 3 54
fanisayoresi 3 19 1 2 2 24
Sivas yoresi 1 1 1
Tekirdzg 1 1 1 z
Balikesir 1 1 1
= Ev tipi
Kitzhys yaresi 2 4 4
Kastamonu yoresi 1 0
Giresun yoresi 1 1]
Toplam 55 21 5 43 ] 5 3 55

Elde edilen bulgulara gore, tanimlanan LAB izolatlarindan % 63’1 ticari firmalardan

temin edilen tarhanlardan, geriye kalan % 37 izolat ise geleneksel (retim yapan ev

28



yapimi tarhana oOrneklerinden izole edilmistir. Geleneksel ev tipi yontemlerle
tiretilmis, 18 adet Manisa, 1'er adet Kastamonu ve Giresun yorelerinden elde edilen

toplam 20 tarhana 6rneginden LAB izalosyonu yapilamamustir.

Ticari olarak Uretilen tarhana numunelerinden tanimlanan LAB izolatlarmm

firmalara gore dagilimi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Ll @
8 -T Tt an | f
] # L
I—T | 1 -5 L | I
183 1’17 — _
4 BB 1 ’ '
| ' < ns L] a
2 | '—T-- -
[ s B 2 12/ |2 LT
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%) T 7T Z |
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§1228 8323 sl far 80
2255888825 %8 clelal s
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Sekil 4.3: LAB izolatlarinin ticari firmalara gére dagilimi; Ticari firma kodlari: A, B,
C,D,E,F,G,H L M

Ticari firmalardan temin edilen tarhana orneklerinden izole edilen 53 adet LAB
izolatindan % 66’s1 Pediococus pentosaceus ve % 26’s1 Lactobacillus spp.’dir. G
firmasina ait iiriintin LAB tiir ¢esitligi digerlerine gore daha fazladir. M firmasina ait

iirtinden LAB izole edilememistir.

4.3 Probiyotik Ozellikleri Arastirllan izolatlar

Tanimlanan 86 adet potensiyel probiyotik LAB izolat1 arasindan, farkli numune
ve tlire gore 28 adeti rastgele secilerek bunlarin mide asiti ve safra tuzu
toleranslari, antibiyotik duyarliliklari, antimikrobiyal aktiviteleri gibi bazi

probiyotik 6zelikleri analiz edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 : Probiyotik 6zellikleri arastirilan suslar

Tarhana Izolat Probiyotik 6zellikleri arastirilan LAB suslari
tiretim sekli kodu

All12 Pediococcus pentosaceus
A211 Pediococcus pentosaceus
B11 Lactobacillus brevis
B21 Lactobacillus brevis
B32 Pediococcus pentosaceus
C112 Pediococcus pentosaceus
Cil11 Pediococcus pentosaceus
D212 Pediococcus pentosaceus
D15 Enterococcus faecalis
E1l Pediococcus pentosaceus

Organik E12 Pediococcus pentosaceus
F32 Pediococcus pentosaceus
F11 Enterococcus faecalis
Gl Lactobacillus

pentosus/plantarum/paraplantarum
G24 Lactobacillus
pentosus/plantarum/paraplantarum
G31 Pediococcus pentosaceus
H31 Pediococcus pentosaceus
201 Lactobacillus fermentum
203 Lactobacillus fermentum
205 Lactobacillus fermentum
208 Lactobacillus fermentum
K222 Pediococcus pentosaceus
K212 Pediococcus pentosaceus
o 191 Enterococcus faecalis

EvTipt g1 Enterococcus faecalis
125 Enterococcus faecium
29 Enterococcus faecium
1M Pediococcus pentosaceus

Bu calismada, bakterilerin bazi probiyotik 6zelliklerini arastirmak icin 14 adet
P. pentosaceus, 2’ser adet L. brevis ve Lactobacillus spp.
(L.pentos/plantum/paraplantum), 4 adet L. fermentum , 4 adet E. faecalis ve 2

adet E. faceium suslar1 secilmistir.
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4.3.1 Asit Toleransi Bulgularn

Probiyotik 0Ozellikteki bakterilerin se¢ciminde kullanilan Olgutlerden birisi de

suslarin asidik ortamda gelisebilmeleridir.

LAB yeleri

arasindan mide

asitligine direncli suslarin se¢iminin yapilabilmesi igin, oda sicakliginda ortam

asitligi pH 3.0'e ayarlanmis MRS Broth icerisinde suslar kultlre alinmistir.

Izolatlarin pH 3.0'e direncli olup olmadiklarini tespit etmek igin 4 saat boyunca,

her 30 dakika aralikla ODgyo Glcimleri yapilarak, suslarin yizde canliliklar

hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Ayrica deney sonuglar1 verilerin degerlendirilmesi

amaciyla, kontrol gruplariyla birlikte grafikler halinde gosterilmistir (Sekil 4.4,
4.5,4.6,4.7, 4.8).

Cizelge 4.3 : LAB izolatlarinin pH 3 degerindeki yiizde canliliklari

LAB Suslan

Izolatlarin pH 3'de % gelisim oranlar

30dk 60dk 90dk 120dk 180dk 240dk
P. pentosaceus A112 6,37 9,01 1224 1534 16,34 18,39
P. pentosaceus A211 0,68 3,33 6,62 7,99 11,69 10,50
L. brevis B11 8,27 13,08 1895 20,11 31,14 28,47
L. brevis B21 1,44 5,39 6,06 10,30 13,28 13,76
P. pentosaceus B32 2,95 6,48 9,08 10,78 12,57 14,00
P. pentosaceus C112 3,74 4,66 6,67 8,34 9,61 10,36
P. pentosaceus C111 4,71 9,34 13,06 17,43 18,09 17,96
P. pentosaceus D212 2,81 5,25 7,58 8,15 8,06 7,89
E. faecalis D15 5,89 7,72 6,86 7,50 10,40 9,54
P. pentosaceus E11 3,98 5,10 8,48 8,52 8,88 8,20
P. pentosaceus E12 2,79 3,20 3,65 8,25 7,48 6,58
P. pentosaceus F32 1,89 3,86 5,79 5,55 6,63 6,32
E. faecalis F11 3,19 5,38 8,76 8,96 10,76 10,36
Lactobacillus spp. G1 071 249 285 3,65 4,81 11,04
Lactobacillus spp. G24 5,75 9,14 13,42 16,27 20,34 20,98
P. pentosaceus G31 6,54 9,23 13,74 15,67 18,36 18,55
P. pentosaceus H31 4,77 6,83 7,31 8,58 9,93 10,13
P. pentosaceus K222 4,93 791 9,19 10,59 11,93 14,12
P. pentosaceus K212 4,73 6,39 6,85 9,15 10,60 12,39
E. faecalis 191 3,18 6,69 1,23 0,26 0,91 1,17
E. faecalis 41 3,34 4,68 6,90 6,79 6,46 6,90
E. faecium 125 3,28 5,47 6,30 8,21 9,49 11,22
E. faecium 29 6,31 6,67 6,81 8,39 9,82 9,75
P. pentosaceus 1M 0,18 2,71 5,06 7,47 9,70 11,08
L. fermentum 201 1,32 4,28 3,46 3,40 5,35 3,84
L. fermentum 203 2,32 0,82 2,51 3,52 3,58 2,58
L. fermentum 205 2,53 4,20 4,33 3,40 4,33 4,86
L. fermentum 208 2,31 3,08 2,25 2,55 3,08 1,48
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LAB bakterilerin pH 3’de yizde canlilik oran1 4 saat boyunca % 0,18 ile % 28,47

arasinda bulunmustur.

H31 ve A112 izolatlar1 pH 3.0'de zamanla canliliklarin1 koruyarak gelismis ve asit
tolerans1 gostermislerdir. Bu durum izolatlarin pH 3’de hayatta kalabilecegi anlamina
gelmektedir. Ancak E11, F32, A211 ve E12 suslar diisiik pH’da gelisememis veya
canliklart zamanla artmamis olup, bu izolatlar pH 3.0'e duyarli olarak kabul
edilmistir (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.3).

pH pH

1,500 1,9

1,450
e —_ 7
g 1,400 — E11 deney 2 17 —te— 4112 deney
1,350 G —=—F11 kontro 1,500 ——A112 kontro
5 1,300 5
S 1250 - F32deney £ 1,300 A211 deney
£ 1,200 —m—F32kortro 2 1100 T e miiromo

1,150 —— H31deney —4+—E12 deney

1,100 0,900
0 30 60 90 120 150 180 210 240 FE 1 kontro 0 30 60 90 120150 180210 240 E12 kortra

Zaman (Dakika) Zaman (Dakika)

Sekil 4.4 : LAB suslarinin pH 3.0 toleranslar1; E11, F32, H31, A112, A211, E12

K212, C112, B32, G24, G31 ve 1M izolatlar1 pH 3.0’de canliliklarini strdurerek,

yuzde gelisim oranlar1 zamanla artmis ve diisiik pH’ya tolerans géstermislerdir (Sekil
4.5 ve Cizelge 4.3).

1,300
o,
—— K212 deney [Sees ——— 324 deney
w
——K212 kartro K 1100 —G24kantro
C112 deney a G31 deney
0
—m—Cli2korrol | - LOD ——G31kontro
e —ir— B32 deney 0.900 —#— 1M deney
“““““ 0 30 &0 90 120 150 180 20 240 832 kortro 0 30 60 90 120 150 180 210 240 M kortro
Zaman (Dakika) Zaman (Dakika)

Sekil 4.5 : LAB suslariin pH 3.0 toleranslari; K212, C112, B32, G24, G31, 1M

K222 izolatt pH 3.0’de canliligin1 koruyup gelisimini surdirirerek disik pH’ya
tolerans gosterirken F11, 208, 205, 201 ve 203 yizde gelisim oranlar1 zamanla

artmamus olup disiikk pH’ya duyarhilik gostermislerdir (Sekil 4.6 ve Cizelge 4.3).
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pH pH
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1,100 =
— 1 2 1,000
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= 090 —#—Flldeney S 0200 gﬁ —+— 201 deney
w 0,900 o
2 0850 —a—F1lkontrol < 700 201 kontrol
0,800 —&— 208 deney 0600 —a—203 deney
0 30 60 50 120 150 180 210 240  —&— 208 kontrol 0 30 60 90 120 150 180 210 240 o— 203 korttrol
Zaman (Dakika) Zaman (Dakika)

Sekil 4.6 : LAB suslariin pH 3.0 toleranslar1; K222, F11, 208, 205, 201, 203

C111, G1 ve 125 izolatlar1 pH 3.0’de canliliklarin1 srddiriirken 29, 191 ve D212

izolatlariin ylzde gelisimleri zamanla artmamis olup diisik pH’ya duyarlilik
gostermislerdir (Sekil 4.7 ve Cizelge 4.3).

pH pH
1,000 0,850
5, 0,900 —i—29 deney B. 0.750 —o—(1deney
f 0,800 —a—29 kontrol 2 —8—G1kontral
o] m 0,650
< ,700 —o— 191 deney g —— 125 deney
o
._é‘ 0,600 —&—191 kontrol -5—': 0,550 —i— 125 kontrol
0,500 —{111deney 0,450 —@— D212 deney
0 30 60 90 120 150 180 210 240 111 kantral 0 30 &0 90 120 150180 210 240 = D717 kortral
Zaman (Dakika) Zaman (Dakika)

Sekil 4.7 : LAB suglarinin pH 3.0 toleranslari; 29, 191, C111, G1, 125, D212

B21 ve B11 izolatlar1 pH 3.0’de canliliklarin1 slrdurerek, diisiik pH’ya tolerans
gostermislerdir. Ancak 41 ve D15 suslarinin canliliklart sabit kalmis ve gelisimlerini

strdiremeyerek pH’ya duyarlilik gostermislerdir (Sekil 4.8 ve Cizelge 4.3).

pH

0,900
—_ 41 den
o 0,800 =
a8 41 korntral
o 0,700
= —4— D15 deney
2 0,600
2 —— D15 kontrol
= 0500

—i— B21 deney
0,400

0 30 60 90120150180210249 & D21 kontrol
Zaman (Dakika) —8—El1ldensy

Sekil 4.8 : LAB suslariin pH 3.0 toleranslari; 41, D15, B21, B11
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4.3.2 Safra Tuzu Tolerans1 Bulgular:

LAB izolatlarinin safra tuzunu tolere edebilme yeteneklerini tespit etmek icin %
0,3 safra tuzu ile zenginlestirilmis MRS Broth icinde, 4 saat boyunca her 30
dakika aralikla ODgyo OlcUimleri yapilarak, suslarin ylzde canliliklar
hesaplanmistir (Cizelge 4.4). Ayrica deney sonuglar1 verilerin degerlendirilmesi
amaciyla, kontrol gruplariyla birlikte grafikler halinde gosterilmistir (Sekil 4.9,
4.10, 4.11, 4.12, 4.13).

Cizelge 4.4 : LAB lizolatlarinin % 0,3 safra tuzu degerindeki yiizde canliliklar:

LAB Suslan izolatlarm % 0.3 Safra tuzunda % gelisim oranlan
30dk 60dk 90dk 120dk 180dk 240dk
P. pentosaceus A112 6,00 9,34 9,57 12,15 12,68 15,57
P. pentosaceus A211 7,72 10,88 10,96 12,66 14,96 16,38
L. brevis B11 0,93 4,19 5,58 17,21 32,09 39,53
L. brevis B21 6,69 12,10 19,00 27,28 32,27 37,26
P. pentosaceus B32 11,81 20,53 23,82 31,40 34,18 37,27
P. pentosaceus C112 15,18 20,16 26,16 29,38 35,29 39,24
P. pentosaceus C111 584 1055 17,12 25,48 32,55 36,87
P. pentosaceus D212 2,74 8,68 16,91 26,97 33,09 37,20
E. faecalis D15 505 1040 1576 20,20 24,24 27,88
P. pentosaceus E11 3,66 5,25 5,21 9,08 12,26 15,76
P. pentosaceus E12 3,26 574 8,95 15,46 20,53 28,44
P. pentosaceus F32 5,54 7,46 9,95 12,48 19,16 19,21
E. faecalis F11 3,18 3,24 7,13 15,78 25,97 34,75
Lactobacillus spp. G1 7,71 20,44 25,00 26,29 33,76 36,45
Lactobacillus spp. G24 2,27 515 16,67 18,18 27,42 36,21
P. pentosaceus G31 25,79 31,52 3261 3574 38,71 39,44
P. pentosaceus H31 3,72 471 3,51 4,51 5,83 4,67
P. pentosaceus K222 942 10,33 1256 14,18 19,55 22,44
P. pentosaceus K212 5,79 6,52 6,94 7,98 10,02 11,48
E. faecalis 191 2,31 4,43 2,58 0,07 2,05 2,18
E. faecalis 41 0,61 1,52 16,31 24,02 34,32 41,05
E. faecium 125 4,03 4,95 9,18 15,65 21,53 28,80
E. faecium 29 2,04 9,39 19,33 28,62 34,57 40,43
P. pentosaceus 1M 17,91 25,76 28,61 35,27 40,57 42,27
L. fermentum 201 2,98 1,72 3,26 7,64 12,57 15,13
L. fermentum 203 3,73 5,05 4,13 5,68 6,83 7,29
L. fermentum 205 0,40 1,75 2,02 1,89 3,10 3,10
L. fermentum 208 0,10 1,64 2,62 5,18 6,97 10,82

LAB suslarinin % 0.3 safra tuzunda 4 saat boyunca ylzde canlilik oran1 % 0,10 ile %

41,05 arasinda bulunmustur.
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Al112, A211, F32, E11 ve C112 izolatlar1 4 saat boyunca % 0,3 safra tuzunda

canliliklarii koruyarak gelisimlerini siirdiirmiisler ortam degiskenine karsi tolerans

gostermislerdir. Fakat H31 susu, safra tuzuna duyarli davranmis ve gelisme

gosterememistir (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.4).
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1,450
1,800
— 1,700 8 1,350
O . =
O 1,600 —a— 2112 densy o
1,500 —a—A112 kantral E 1,250
[i] . = _
- 1,400 . —a—A211 deney @ 1,150
o 1,300 pant® ) E
o T —-‘\"‘ﬂ —ge— 2211 kontrol 050
< 1,200 105
1100 F —t—F32 deney 0450

0 30 60 90 120150 180 210 240 F32 kontral
Zaman (Dakika)

Zaman (Dakika)

=2

—a#—Elldeney
—#—Ellkontrol
——H31 deney
= H21 kontro|

—ir— Cl1Zdeney

0 30 60 90 120 150 180 210 240 Cl12kartral

Sekil 4.9 : LAB suslarinin safra tuzu toleranslari; A112, A211, F32, E11, H31, C112

201, G24, 1M, K222, K212 ve 208 suslart % 0,3
gostermislerdir (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.4)
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Sekil 4.10 : LAB suslarinin safra tuzu toleranslari; 201, G24, 1M, K222, K212, 208

E12, G31, F11, B32, 125 suslar1 % 0,3 safra tuzunda canliliklarini sirdirerek, safra

tuzuna tolerans gostermislerdir. Fakat 203 susu, safra tuzuna duyarli davranmis ve

gelisme gosterememistir (Sekil 4.11 ve Cizelge 4.4).
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Sekil 4.11 : LAB suslarinin safra tuzu toleranslari; E12, 203, G31, F11, B32, 125
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C111, 29, 41 ve D212 suslar1 % 0,31tk safra tuzuna tolerans gostererek gelisimlerini
artirmiglardir. Fakat 191 ve 205 suslart 4 saat boyunca safra tuzunda kontrol
gruplarina gore gelisme gosterememis ve duyarli davranmislardir (Sekil 4.12 ve
Cizelge 4.4).
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= 4100 . o a1 ,
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Sekil 4.12 : LAB suslarinin safra tuzu toleranslari; 191, 205, C111, 41, 29, D212

D15, G1, B21 ve B11 suslar1 4 saat boyunca % 0,3 safra tuzunda canliliklarini

strdurerek, safra tuzuna tolerans gostermislerdir (Sekil 4.13 ve Cizelge 4.4).
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Sekil 4.13 : LAB suslarinin safra tuzu toleranslari; D15, G1, B21, B11
4.3.3 Antibiyotik Duyarhlik Bulgular:

Probiyotik 6zelligi arastirilan LAB izolatlarin antibiyotik duyarlilik analizleri
iki tekrarli olarak 5 farkli antibiyotik kullanilarak test edilmis, test sonuglari

ortalama ve standart sapma cinsinden Cizelge 4.5’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.5 : LAB izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglar: (mm); NA:
ulasilamadi, R: Direngli, MS: orta dereceli duyarli, S: duyarli, NA: ulagilamadi,
P: Penicillin G, VA: Vancomycin, KF: Cephalothin, C: Chloramphenicol, AX:
Amoxicillin.

LAB Suslan

Antibiyotikler, inhibasyon zon ¢api(mm)

P VA KF C AX
P. pentosaceus Al112 25,75+5,56 0 23,00£2,16 26,25+4,11 0
P. pentosaceus A211 22,00+1,63 0 22,50+1,73 27,00+1,63 0
L. brevis B11 NA* NA NA NA NA
L. brevis B21 28,50+2,38 0 19,70+0,58 27,50+2,89 18,00£2,45
P. pentosaceus B32  27,5+3,11 7,00+0,0 25,50+0,58 28,75+1,50 14,50+0,71
P. pentosaceus C112 28,25+7,89 0 22,75+1,50 28,25+5,38 9,00+0,00
P. pentosaceus C111 20,50+0,71 0 23,00+1,41 22,00+8,72 12,00+0,00
P. pentosaceus D212 22,50+0,71 0 23,00+4,24 24,5+0,71 8,00+0,00
E. faecalis D15 23,50+2,38 18,75+2,75 20,00+3,16 24,75+1,26 12,75+3,77
P. pentosaceus E11  24,50+2,65 10,00+£0,00 20,25%6,70 27,00+4,69 0
P. pentosaceus E12 25,50+2,65 15,00+0,00 21,00+4,62 25,75+2,99 9,50+0,71
P. pentosaceus F32  23,50+1,91 0 22,50+£3,11 25,25+0,96 0
E. faecalis F11 21,00+0,82 17,75+3,59 19,00+3,46 23,25+2,75 14,50+0,71
(L;alcmbac'”us SPP- 33,00+4,24 10,00£0,00 22,00+5,66 26,00+5,66 11,00+1,41
éﬁ‘)ba"'”“s PP 27008707 0 19,50+6,36 21,0048,49 10,00+0,00
P. pentosaceus G31  30,00+5,77 10,00+0,00 28,25+2,06 27,75+2,63 10,50+0,71
P. pentosaceus H31 28,50+4,04 11,00+0,00 24,75+3,40 30,25+1,71 11,00+1,41
P. pentosaceus K222 24,00+4,55 17,00+4,24 20,25+6,99 24,00+4,55 13,50+2,12
P. pentosaceus K212 24,50+1,73 0 24,25+0,96 29,50+3,70 0
E. faecalis 191 29,00+4,76 22,00+0,00 25,25+0,50 26,75+2,22 20,00+0,82
E. faecalis 41 24,75+1,71 21,00+2,16 19,75+2,63 25,25+1,71 14,75+1,50
E. faecium 125 29,25+5,68 19,25+2,06 25,00+2,16 25,25+2,99 19,75+3,20
E. faecium 29 21,50+£0,71 20,00+0,00 14,00+5,66 24,00+2,83 12,00+0,00
P. pentosaceus 1M 23,25+7,80 0 23,75x4,50 25,50+7,23 0
L. fermentum 201 32,00+5,23 10,50+0,71 28,00+4,62 29,00+5,77 23,00+1,15
L. fermentum 203 37,75+7,85 10,00+0,00 27,75+3,10 32,75+5,12 21,50+3,00
L. fermentum 205 31,50+2,38 0 24,25+0,96 30,00+3,56 20,00+0,82
L. fermentum 208 26,50+2,38 20,50+0,00 18,00+3,36 25,25+0,50 20,50+4,80

LAB izolatlar1 en yiiksek zon caplarint (mm); Penicillin G, Cephalothin ve

Chloramphenicol antibiyotiklerine karst olustururken en disiikleri ise

Vancomycin ve Amoxicillin’e kars1 olusturmuslardir. LAB izolatlarinin 5 farkh

antibiyotige  karst  duyarlilik  dizeyleri CLSI  kilavuzuna  gore’de

degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 : LAB izolatlarinin antibiyotiklere kars1 duyarlilik diizeyleri; NA:
ulasilamadi, R: Direngli, MS: orta dereceli duyarli, S: duyarli, NA: ulagilamadi,
P: Penicillin G, VA: Vancomycin, KF: Cephalothin, C: Chloramphenicol, AX:
Amoxicillin,

LAB Suslari Antibiyotikler

P VA KF C AX
P. pentosaceus A112 MS R S S R
P. pentosaceus A211 MS R S S R
L. brevis B11 NA NA NA NA NA
L. brevis B21 S R S S S
P. pentosaceus B32 S R S S MS
P. pentosaceus C112 S R S S R
P. pentosaceus C111 MS R S S R
P. pentosaceus D212 MS R S S R
E. faecalis D15 MS S S S R
P. pentosaceus E11 MS MS S S R
P. pentosaceus E12 MS S S S R
P. pentosaceus F32 MS R S S R
E. faecalis F11 MS S S S MS
Lactobacillus spp. S MS S S R
Gl
Lactobacillus spp. S R S S R
G24
P. pentosaceus G31 S MS S S R
P. pentosaceus H31 S MS S S R
P. pentosaceus K222 MS S S S MS
P. pentosaceus K212 MS R S S R
E. faecalis 191 S S S S S
E. faecalis 41 MS S S S MS
E. faecium 125 S S S S S
E. faecium 29 MS S R S R
P. pentosaceus 1M MS R S S R
L. fermentum 201 S MS S S S
L. fermentum 203 S MS S S S
L. fermentum 205 S R S S S
L. fermentum 208 MS S S S S

LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliligi analizi sonucunda izolatlarin
antibiyotik direnglilik ve duyarliliklart kiiltiirden kiiltiire degismekte olup tiim
izolatlarin P ve C’ye ve 29 kodlu izolat hari¢ diger izolatlarin KF’ye kars1
duyarh ve/veya yari duyarh olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14 : LAB suslarinin antibiyotik duyarlilik petri gériiniimii; D15 ve 205
suslar1

LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliligi analizinden elde sonuglar iizerinden
benzerlik seviyelerini belirlemek icin Oklid mesafesine dayali benzerlik analizi

uygulanmis ve sonucgta 6klid mesafesi 3,5 olan 5 grup elde edilmistir (Sekil

4.15).
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Sekil 4.15 : LAB suslarinin antibiyotik duyarlilik benzerlik dendrogrami
I nolu grupta kiimelenen 201, 203, B11 ve 205 izolatlar1 P,VA, C ve AX'e karsi
duyarh iken201 ve 203 izolatlar1 VA'ya karst yar1 duyarh, B11l ve 205
izolatlar1 VA'ya direnclidir.
Il nolu grupta kiimelenen 1M, A112, A211, C111, D212, F32, K212, C112 ve

G24 izolatlar1 P, KF ve C'ye kars1 yar1 duyarh ve/veya duyarh ve VA ve AX'e
kars1 direnclidir. B32 izolat1 P, KF, C ve VA’ya kars1 yar1 duyarh ve/veya

duyarh iken AX'e kars1 direnclidir.
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1. nolu grupta kiimelenen 41, F11, K222, 208, 191, 125 izolatlar1 kullanilan

tiim antibiyotiklere kars1 duyarh ve/veya yar: duyarhdir.

IV. nolu grupta kiimelenen 29 izolat1 ise P, VA, C’ye duyarli ve/veya yari
duyarh, KF ve AX'e direnclidir.

V. grupta kiimelenen H31, G1, G31, El11, D15 ve E12 izolatlar1 P,VA, KF ve C
antibiyotiklerine kars1 duyarh ve/veya yari duyarh iken AX'e direnclidir.

4.3.4 Antimikrobiyal aktivite bulgulari

LAB izolatlarinin, indikator patojen bakteriler olan Staphylococcus aureus
ATCC25923, Escherichia coli ATCC25922, Salmonella  Typhimurium
ATCC14028’ne kars1 antimikrobiyal duyarlilik diizeyleri i¢in disk etarfinda olusan
zonlarin gaplar1 iki farkli paralelin ortalama sonuglar1 ve standart sapma (mm) olarak

Cizelge 4.7 de gosterilmistir.

Cizelge 4.7: LAB izolatlarinin patojen bakteriler iizerine olusturdugu inhibisyon
zon ¢ap degerleri (mm)

Indikatér patojenler, inhibasyon zon ¢api(mm)

LAB Suslan . S. aureus
S.Typ. ATTC14028 E. coli ATTC25922 ATTC25923
P. pentosaceus A112 7,00+0,00 10,00+0,00 10,00+1,73
P. pentosaceus A211 8,00+0,00 0 10,50+0,71
L. brevis B11 7,00+0,00 10,00+0,00 10,50+0,71
L. brevis B21 0 0 0
P. pentosaceus B32 0 0 0
P. pentosaceus C112 9,67+1,15 0 11,00+0,00
P. pentosaceus C111 0 0 0
P. pentosaceus D212 7,00£0,00 8,50+2,12 10,33+2,08
E. faecalis D15 0 7,00£0,00 0
P. pentosaceus E11 7,50+0,71 10,00+0,00 10,50+0,71
P. pentosaceus E12 7,00+0,00 8,50++2,12 7,00+0,00
P. pentosaceus F32 0 0 7,00+0,00
E. faecalis F11 0 0 0
Lactobacillus spp. G1 7,00+0,00 8,00+1,00 9,50+2,12
Lactobacillus spp. G24 7,00+0,00 0 0
P. pentosaceus G31 0 0 7,50+0,71
P. pentosaceus H31 10,00+0,00 0 10,00+0,00
P. pentosaceus K222 7,00£0,00 0 10,00+1,41
P. pentosaceus K212 8,00£1,41 7,67+1,15 0
E. faecalis 191 7,00+0,00 7,50£0,71 11,00£1,00
E. faecalis 41 7,67+0,58 8,00+1,41 0
E. faecium 125 8,33+1,15 0 7,00+0,00
E. faecium 29 7,00+0,00 9,00£1,41 9,00+0,00
P. pentosaceus 1M 7,00+0,00 0 0
L. fermentum 201 8,00+1,41 7,00£0,00 10,00+1,41
L. fermentum 203 7,00+0,00 0 10,00£0,00
L. fermentum 205 8,00+1,41 9,00£2,82 9,50+2,12
L. fermentum 208 7,00+0,00 10,00+1,41 7,00+0,00
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S. aureus, E.coli’ye ve S. Typ. patojenlerine karsi en iyi inhibasyon zonlarin1 A112,
B11, 205 izolatlar1 verirken B21, B32, F11 ve G31 suslar1 inhibasyon zonu

olusturmamustir.

LAB izolatlariin indikator bakterilere karsi antimikrobiyal duyarlilik diizeyleri

Cizelge 4.8’de gosterilmistir (Siraj ve ark. 2017).

Cizelge 4.8 : LAB izolatlarinin patojen bakteriler iizerine antimikrobiyal etki
diizeyleri, ; Antimikrobiyal inhibisyon zon ¢ap1 : (=) direngli/etkisiz, (+)
distk etkili (6 — 9 mm), (++) orta dereceli duyarli (10 — 13 mm), (+++) duyarh
(14 - 16 mm)

Indikatér patojenler

LAB Suslan S.Typ. E. coli S. aureus
ATTC14028 ATTC25922 ATTC25923
P. pentosaceus A112 + + + + +
P. pentosaceus A211 + - + 4
L. brevis B11 + ++ ++
L. brevis B21 - - -
P. pentosaceus B32 - - -
P. pentosaceus C112 + + - + +
P. pentosaceus C111 - - -
P. pentosaceus D212 + + ++
E. faecalis D15 - + -
P. pentosaceus E11 + ++ ++
P. pentosaceus E12 + + +
P. pentosaceus F32 - - +
E. faecalis F11 - - -
Lactobacillus spp. G1 + + + +
Lactobacillus spp. G24 + - -
P. pentosaceus G31 - - +
P. pentosaceus H31 + + - + +
P. pentosaceus K222 + - + 4
P. pentosaceus K212 + + -
E. faecalis 191 + + ++
E. faecalis 41 + + -
E. faecium 125 + - +
E. faecium 29 + + +
P. pentosaceus 1M + - -
L. fermentum 201 + + + 4+
L. fermentum 203 + - ++
L. fermentum 205 + + + 4+
L. fermentum 208 + ++ +
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LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerine dayali kiimeleme analizinde

oklid mesafesi benzerligi 3,5 olan 4 grup elde edilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 : LAB suslarinin antimikrobiyal aktivite benzerlik dendrogrami

LAB izolatlarinin patojenler lizerinde gosterdikleri antimikrobiyal aktiviteye
dayal1 benzerlik analizi sonucunda en fazla sug altinc1 grupta yer alirken, en az
sus D15, K212 ve 41 birinci grubu olusturmuslardir. Birinci ve ikinci gruba S.
aureus, E.coli’ye ve S. Typ.’e kars1 karsi direncli olan LAB izolatlar
toplanmistir. Uciincii gruba S. aureus ve S. Typ’e kars1 diisiik ve orta etkili
duyarh olan ve E. coli’ye karsi direncli olan LAB izolatlar1 toplanmistir.
Dordincu gruba ise S. aureus, E. coli’ye ve S. Typ. e karsi diisiik ve orta etkili

duyarh olan LAB izolatlar1 toplanmistir.

I nolu grupta kiimelenen K212, 41 ve D15 izolatlar1 S.Typ. ve E.coli ve S.

aureus patojenlerine karsi etkisiz ve/veya diisiik etkili duyarh davranmistir.

IT nolu grupta kiimelenen 125, F32, G31, G24 ve 1M izolatlar1 S. Typ, E.coli ve
S.aureus'e kars1 etkisiz ve/veya diisiik etkili duyarh iken B21, B32, C111 ve
F11 kodlu izolatlar kullanilan tiim patojenlere karst direncli olup

antimikrobiyal aktivite gostermemislerdir.

IIT nolu grupta kiimelenen C112 ve H31 izolatlar1 S. Typ.ve S.aureus'e karst
orta dereceli duyarl, ve E.coli’ye kars1 etkisiz ve 203, A211 ve K222 kodlu
izolatlar S.Typ. ve E.coli'ye kars1 etkisiz ve/veya diisiik etkili duyarh iken

S.aureus'e karsi orta dereceli duyarh davrandiklar tespit edilmistir.
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IV nolu grupta kiimelenen E12 ve 29 izolatlar1 kullanilan tiim patojenlere karsi
diisiik etkili duyarh, 208 izolat1 ise kullanilan patojenlere kars1 diisiik etkili
ve/veya orta dereceli duyarhdir. E11, A112 ve BI11 izolatlar1 S.Typ’e Karsi
diisiik etkili duyarh E. coli ve S.aureus karsi orta dereceli duyarh aktivite
gosterirken 191, 201, 205, D212 ve GI1 suslart S. Typ.’e ve E.coli’ye karsi
diisiik etkili duyarh, S.aureus karsi orta dereceli duyarh aktivite

gostermislerdir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez caligmasinda agirlikli olarak Manisa yoresinden ve ticari firmalardan temin
edilen geleneksel ev tipi ve organik olarak isletmelerde {iretilen tarhana
orneklerinden laktik asit bakterileri izole edilmistir. Bu bakterilerin probiyotik
karakterizayonu i¢in izolatlarin asit ve safra toleranslari, antibiyotik direnglilik ve
antimikrobiyal aktiviteleri analiz edilmistir. Analizler sonucunda belirli probiyotik
Ozellik gosteren ve ticari probiyotiklere alternatif olabilecek suslar belirlenmeye

calisiimastir.

Probiyotik o6zellikteki bakteriler sindirim sisteminde ilk olarak ylksek asidite
gosteren mide 6zsuyu ile karsilasmaktadirlar. Diisiik pH’l1 mide 6zsuyu bakterilerin
protein yapilarini bozarak inaktive olmalarina neden olmaktadir. Yiiksek mide
asitligini tolere ederek sindirim sisteminden gecen bakterilerin bagirsakta aktive
gosterebilmeleri i¢in safra tuzlarina karst da direngli olmalar1 ve bagirsakta koloni
olusturmalar1 gerekmektedir. Ayrica probiyotik bakterilerin gida giivenligi ile ilgili
olarak, antibiyotiklere direngli olma ve diren¢ genlerini transfer etme olasiliklarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Probiyotik bakterilerin bir diger 6zelligi de iirettikleri
metobolitler ile  patojen mikroorganizmalarin  gelismesini  engelleyerek
antimikrobiyal aktivite gostermeleridir. Bu 0Ozelliklere sahip probiyotik bakteriler,
probiyotik kiiltiir olarak veya gidalarda antimikrobiyal metabolitler iireterek,

gidalarin bozulmasini engelleyen koruyucu kiiltiir olarak da gorev yaparlar.

Ekonomik ve hizli mikrobiyal tayin imkani sunan MALDI-TOF MS analizi,
biyokimyasal reaksiyonlara dayali fenotipik ve diger molekiiler tanimlama
yontemlerine gore zaman ve maliyet agisindan daha avantajlidir (O’Connor ve ark.
2014). Bu tez calismasinda MALDI-TOF MS kullanilarak cins ve tiir bazinda
tarhana izolatlarin teshisleri yapilmistir. Tanimlanan 86 LAB izolatindan % 50’si
Pediococus pentosaceus, % 21’i Enterecoc faecalis, % 9’u Lactobacillus fermentum
ve % 20’lik kissm Enterecoc faecium, Lactobacillus brevis, Lacobacillus spp.
suslaridir. Garcia ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada cesitli meyvelerin yan

uriunlerinden izole edilen 50 adet LAB i1zolatinin tanimlamasinda kullanilan MALDI-
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TOF MS yontemi % 86 ve 16S rRNA yontemi % 100 verimlilik gostererek L.
plantarum, L. brevis, L. pentosus, L. lactis ve L. mesenteroides izolatlarin % 100
uyumluk ile tanimlandigini rapor etmislerdir. Yapilan bir diger calismada fermente
lahanadan izole edilen LAB’leri; MALDI-TOF MS ve 16S rRNA gen dizilimi
yontemleri kullanilarak tanimlanmis ve Lactobacillus plantarum, Lactobacillus.
Paraplantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus Curvatus, Pediococcus
pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc mesenteroides ve Lactococcus

lactis tiirleri olarak ayni sonuglar elde edilmistir (Michalak ve ark. 2018).

Bu tez calismasinda cesitli tarhana orneklerinden izole edilen LAB tiirleri ve
cesitliligi ile ilgili elde edilen sonuglar, 6nceki calismalar ile paralellik gostermistir.
Funda (2009) ¢alismasinda ticari ve ev yapimi tarhanalardan izole edilen LAB’lerini
L. brevis, L. plantarum, P. pentosaceus, L. paracasei subp. paracasei, L. pentosus
olarak tanimlamistir. Ege Bolgesinde yapilan bir diger ¢aligmada (Sengiin, 2006) ise
tiretilen baz1 geleneksel tarhana hamuru, kuru tarhana, yogurt ve un 6rneklerinden
izole edilen LAB’lerinin; Streptococcus cinsi, Lactobacillus cinsi, Enterococcus
cinsi, Pediococcus cinsi, Weissella cinsi, Lactococcus cinsi ve Leuconostoc cinsi
oldugu bildirmistir. Ayrica farkli yorelere ait tarhana numunelerindeki LAB
tirlerinin ¢esitliliginin; yorelere gore degisim gosterdigini, tarhana bilesimindeki
hammadelere, tarhana hamuruna fermentasyon boyunca yapilan iglemlere, tarhananin
yapildig1 yere ve yapan kisiye bagli olarak degistigi bildirilmistir. Settanni ve ark.
(2011), tarhanadan P. acidilactici, L. plantarum and L. brevis izole etmisler ve
fermantasyon sicaklik derecelerinin 40 °C’de Pediococcus spp ve 30 °C’de ise
Lactobacillus spp. suslarmin iiremelerini destekledigini bildirmislerdir. Usak
yoresinde ev ve isletmelerde iiretilen tarhana hamurlarindan fermantasyon siiresince
izole edilen LAB tiirlerinden en baskin olarak L. plantarum ve L. brevis oldugu
bildirilmistir (Ozel, 2012). Tarhanadan izole edilen LAB’leri tarafindan uretilen
ekzopolisakkaritlerin karakterizasyonu c¢alismasinda (Zehir, 2017) 1044 tarhana
izolatlarindan 16S rDNA dizi analizi sonucunda 8 adedi L. plantarum, 3 adedi L.

brevis olarak tanimlamistir.

Daglioglu ve ark., (2002) fermantasyon ve kurutma yontemlerinin patojen asilanmis
tarhana numuneleri lizerindeki etkisi ile ilgili ¢alismalarinda, etiivde kurutmanin
tarhana numunelerinin nem miktarini diistirmede daha etkili oldugunu, maya, kiif ve

LAB sayisinda anlamli diislisiin goriildiigiinii  belirtmislerdir. Ayrica tarhananin
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mikrodalgada kurutulmasinin patojenlerin yok edilmesinde daha etkili oldugu ve
sonu¢ olarak tarhana {iiretiminde mikrodalga kurutmanin geleneksel tarhana
tiretimindeki kurutmalara alternatif olabilecegini bildirmislerdir. Gocmen ve ark.
(2004) calismalarinda, moden kurutma metodlar1 ile elde edilen tarhanalarda,
geleneksel veya glineste kurutmaya gore daha fazla aroma bilesiklerinin
korundugunu bildirmislerdir. Tarhana fermentasyonu sirasinda LAB sayisini 4.0x10°-
3.8x10’ kob/g ve tarhananin kurutulmasi ve 6giitiilmesi ile LAB sayisinin, 720-1500
kob/g’a distiigii rapor edilmistir (Ibanoglu, 1999a). Yas ve kuru tarhanayla ilgili bir
diger calismada (Erbas ve ark. (2005); yas tarhananin fermantasyonun ilk giinlerinde
Lactobacillus spp., TAMB sayisinin yiikseldigi fakat fermentasyon sonucunda artan
asitle birlikte sayilarinin diistiigii, ayrica maya ve kiiflerin de sayilariin diistiigtinti
ifade etmislerdir. Buna neden olan durumun ise fermantasyon suresince Uretilen
organik asit, hidrojen peroksit, karbondioksit, etanol ve bakteriyosin gibi
metabolitlerin mikroogranizmalari inhibre etmis olabilecegini bildirilmistir. Bu tez
caligmasinda, ev yapimi ve ticari firmalarda tiretilen bazi tarhana 6rneklerinden LAB
izole edilememistir. Bunun nedeni olarak tarhananin iiretilirken kurutma islemi
sirasinda diigen su aktivitesinin LAB’sinin geligsmesini yavaslattigi veya engellemis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Gastrointestinal sistemde ¢ok sayida tiirii bulunan Enterecoccus spp. tirlerinden
Enterecoccus faecium ve Enterecoccus faecalis ticari probiyotik gidalarda
kullanilmakla birlikte Enterecoccus faecalis endokartidis gibi klinik enfeksiyonlara
neden olmakta ve bu tirler sularda fekal kontaminasyonun gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (Leclerc ve ark. 1996). Fermente sit drlnlerinde ve cok
degisik ortamlarda yaygin olarak bulunan Enterococcus spp. tlrlerin probiyotik
olarak kullanilacak suslarinin tanilanmasi ve insan saglig1 {izerine olumsuz
etkilerinin olmadig1 kesin olarak tespit edilmis olmalidir (Cakir, 2003). Gidalarda
dogal olarak bulunan Enterococcus spp. tiirleri; gidalarin  korunmasi igin
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyen, gidalarin raf 6mriinii uzatan enterocin
bakteriyosinini iiretir ve c¢esitli gidalarda koruyucu kiiltiir olarak da kullanilir
(Jaouani ve ark. 2015). Bu calismada 21 adet Enterococcus Faecalis ve 6 adet
Enterococcus faecium suslarinin % 89’u ev yapimi tarhana orneklerinden izole
edilmistir. Ev yapim tarhana orneklerindeki Enterococcus faecalis varligi fekal

bulasmaya isaret etmekte ve Orneklerin hijyenik kurallara uygun sekillerde

47



tiretilmemis oldugunu gostermektedir. Funda (2009) c¢alismasinda tarhana
numunelerinde sadece Enteroccocus durans susu tespit etmis ve toplam
Enteroccocus spp. sayisinin, Soyyigit (2004) iin buldugu sonuca benzer sekilde, 10

cfu/g’dan daha diisiik olarak bildirmistir.

Probiyotik bakterilerin gastrointestinal sistemde yararli etkilerini gostermek igin
oncelikle mide 6zsuyunun asit ortamindan canli olarak ge¢cmeleri gerekmektedir. Bu
nedenle Probiyotik suslarin ince bagirsaga gelene kadar yiiksek mide asitligine
tolerans gostermeleri en énemli secim kriterlerinden birisidir (Soccol ve ark., 2010).
Bu tez caligmasinda probiyotik Ozelligi arastirilan, Pediococcus pentosaceus
suglarinin % 64’4 (A112, B32, C111, C112, G31, H31, K222, K212, 1M kodlu
izolatlar), Lactobacillus brevis B11 ve B21 ve Lactobacillus spp. G1 ve G24
suslarmin tamami ve Enterococcus faecium suglarinin % 50’si (125 kodlu izolat)
disik pH ‘ya direng gostermis ancak 4’er adet Lactobacillus fermentum ve
Enterococcus faecalis suslarinin gelisemedikleri tespit edilmistir. Bu sonuglara gére
en iyi asit direncine Pediococcus spp. ve en zayif suslar Enterococcus spp. tirlerinin

sahip oldugu tespit edilmistir.

LAB iiyelerinin diisik pH’ya direngleri ile ilgili elde edilen sonuclar, &nceki
calismalar ile paralellik gostermistir. Prasad ve ark. (1999) tarafindan siit
urtnlerinden izole ettikleri Lactobacillus spp. izolatlarinin 3 saat boyunca pH 3.0’de
gelisimlerini inceledikleri ¢aligsmalarinda, izolatlarin % 80 oraninda canliliklarini
koruduklarimi rapor etmislerdir. Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus ve
Pediococcus pentosaceus suslarinin pH 3,0 en fazla asit toleranst oldugu
bildirilmistir (Erkkild ve Pet&jd, 2000). Jamaly ve ark (2011) Fas’a 0zgu sut
urinlerinden izole edilen 18 Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus paracasei suslarinin pH 2.0 ve 3.0 toleransli oldugunu rapor
etmiglerdir. Yadav ve ark. (2016) tarafindan tahil fermente trtnlerinden izole edilen
54 adet Lactobacillus plantarum izolatindan % 44’i 2 saat boyunca pH 2.0°de
canliklarimt siirdiirdiigi bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada 274 adet LAB izolatinin
gastroinsestinal ortama gosterdikleri direng, 4 saat boyunca pH 3,0°de yalnizca 10

adet izolat canliklarini % 50 siirdiirmiistiir (Wanhlem ve ark. 2010).

Bu c¢alismada LAB izolatlarinin yliksek mide asitligine (pH 3.0) direnglilik
analizinde, bakterilerin farkli zaman araliklarinda (0-240 dakika) gosterdikleri asit

direnglilikleri arasinda anlamli bir farklilik (P>0.05) bulunmamistir. Yang ve ark.

48



(2015) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli LAB tiirlerinin hatta ayni tiire ait suslarin
diisiik pH toleranslarmin farklilik gostermesinin, mikroorganizmalarin iireme
fazlarimin farkliligi olarak ifade etmislerdir. Burgain ve ark., (2011), diisiik mide
asitinde canliligt devam etmeyen probiyotik mikroorganizmalarin mideden zarar
gormeden gecebilmesi icin mikroenkapsilasyon yodntemi ile toz forma getirilen
porbiyotik suslarin uygun malzeme ile kaplanarak diisik mide pH’sindan

etkilenmeden ¢ikabileceklerni ifade etmislerdir.

LAB iiyelerinin probiyotik bakteri olarak se¢iminde diger énemli kriter olan safra
tuzu toleransi, mide asitlifinden gecebilen bakterilerin bagirsak sistemine
ulastiklarinda safra tuzuna direngli olmalaridir (Cakir 2003). Bu c¢alismada, elde
edilen LAB suslarinin % 0,3’liikk safra tuzunda optik yogunluklar1 olgiilerek safra
tuzlarina direng testi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére LAB izolatlarinin %
85,7’si safra tuzuna direng gostermistir. Yalnizca Pediococcus pentosaceus H31,
Lactobacillus fermentum 203 ve 205, Enterococcus faecalis 191 suslari safra tuzunda

canliklarin1 devam ettirememislerdir.

Bu tez calismasinda izolatlarinin % 0,3 safra tuzu direnglilik istatistik analizinde,
bakterilerin farkli zaman araliklarinda (0-240 dakika) gosterdikleri safra tuzu

direnclilikleri arasinda 6nemli farklilik (P<0.05) bulunmustur.

LAB uyelerinin safra tuzu direngleri ile ilgili elde edilen sonuglar, dnceki yapilan
caligmalar ile paralellik gostermistir. Yapilan bir ¢alismada, siit ve siit {iriinlerinden
izole edilen 4 adet Lactobacillus spp. izolatlar1 diisiik pH’a toleransli davranirken,
degisik safra konsantrasyonlarinda (% 0.4, 0.8, 1.0) % 80 oraninda canliliklarini ve
gelisimleri siirdiirdiikleri bildirilmistir (Prasad ve ark. (1999). Baska bir ¢alismada
fermente salataliktan izole edilen ve probiyotik 6zellikleri arastirilan Pediococcus
pentosaceus CRAG3 susunun mide pH 3.0'line; % 58 oraninda ve 0.3 %’liikk safra
tuzuna; % 73 oraninda direnglik gosterdigi bildirilmistir (Shukla ve Goyal 2014).
Eryilmaz (2011) vajinal sekresyondan izole edilen Lactobacillus brevis susunda 4
saat boyunca safra tuzu % 0.3’de canliligin1 % 95.98 olarak tespit etmistir. Jamaly ve
ark (2011) tarafindan geleneksel Fas siit triinlerinden izole edilen Lactobacillus
suslarinin Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus paracasei
suslart 24 saat boyunca % 0.2, % 0.3 safra tuzunda gelisim gosterirken % 1 safra
tuzunda canliliklar1 azalmistir. Banwo ve ark (2013), inek siitiinden izole edilen

Enterococcus faecium suslarun % 0.3 safra tuzundaki dayanim oranlarini sirasiyla %
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79 ve % 74 sekilde bularak, izolatlarin giiclii safra tuzu tolaransi oldugunu rapor
etmislerdir. Bu ¢alismada, izolatlardan optik yogunluklari agisindan hem asit ortam
hem de safra tuzuna en direncli suslar 8 adet P. pentosaceus A112, B32, C111, C112,
G31, K222, K212 ve 1M, 2 adet L. brevis B11 ve B21, 2 adet Lactobacillus spp. G1
ve G24 ve 1 adet E. faecium 125 tiirleridir. Bu bulgulara gore, test edieln izolatlarin
% 50’si diisiik pH’a direng gosteriken, safra tuzunda gelisim gosterenlerin oranin %

85.7 ile ¢ok daha yiiksek olmasi yukardaki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.

Fermente gidalarin antibiyotik diren¢ genlerinin kaynagi olabilecegi ve probiyotik
mikroorganizmalarin antibiyotik diren¢ genlerini tasimalar1 ve sindirim sistemindeki
patojen bakterilere aktarmalari durumunda ciddi saglik sorunlarinin yasanabilecegi
bildirilmistir (Hummel ve ark. 2007). Bu c¢alismada, insanlarin tedavi amaciyla
kullandiklar1 antibiyotiklerin gastrointestinal sistemde bulunan probiyotik bakterilere
yaptig1 etkinin degerlendirilmesi igin 28 adet LAB izolatinin antibiyotik duyarlilik
analizleri yapilmistir. LAB izolatlarinin antibiyotik duyarlilik analizinde, bakterilerin
gosterdikleri antibiyotik  duyarliliklar1  arasinda o6nemli farklilik  (P<0.05)

bulunmustur.

Antibiyotik testi analiz sonuglarina gore, izolatlarin % 59’u Amoxicillin’e direngli,
% 44’liniin Vancomycin’e direnc¢li ve % 4’liniin Cephalothin’e direngli bulunmustur.
Lactobacillus spp. tiirleri arasinda plazmid baglantili antibiyotik direnci ¢ok yaygin
olmamasina ragmen, giivenlik onlemleri alinmalidir (Charteris ve ark., 1998;
Gogebakan, 2003). Bu caligmada, antibiyotiklere karsi direngli tespit edilen suslarin

direng profilleri aragtiriimaldir.

Bu tez calismasinda, tiim izolatlarin Penicillin G, Chloramphenicol ve izolatlarin %
96’sinin  Cephalothin’e yar1 duyarli ve/veya duyarli olduklar1 tespit edilmistir.
Lactobacillus spp. Gl ve G24 suslari; Penicillin G, Cephalothin ve
Chloramphenicol’a karst duyarli iken Amoxicillin karsi direngli, G1 izolat
Vancomycin’e karst yar1 duyarli G24 izolat1 ise direnglidir. Yapilan ¢aligmalarda
Lactobacillus spp. tiirlerinin genelde Penicillin G ve Chloramphenicol’e kars1 duyarli
olarak bildirilmistir (Coppola, ve ark. 2005; Ozteber 2013). Elde edilen bulgulara
gore; P. pentosaceus 112, C111, C112, K212 ve 1M suslari, Penicillin G,
Cephalothin ve Chloramphenicol’a kars1 duyarli iken, Amoxicillin ve Vancomycin’e
kars1 direnglidir. L. brevis B11 susu ve L. fermentum 205 susu sadece Vancomycin’e

direngli iken diger antibiyotiklere duyarlidir. Pediococcus pentosaceus B32 ve G31
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suslar1 sadece Amoxicillin’e kars1 direncli iken diger antibiyotiklere kars1 duyarlidir.
Benzer calismalarda Lactobacillus spp., Pediococcus spp., ve Leuconostoc spp.
tiirlerinin dogal yiiksek oranda Vankomasin direnci oldugu bildirilmistir (Curragh ve
Collins, 1992; Celik ve ark. 2016). Temmerman ve ark. (2003) tarafindan probiyotik
tirtinlerden elde edilen 187 izolatin antibiyotik duyarliliklar testinde izolatlarin %
65’nin vankomisine direngli olduklarin1 bildirmislerdir. Tatlhi (2009) tarafindan
yogurt numunelerinden izole edilen LAB’lerinin % 52’sinin Vankomasin’e direncli
oldugunu, peynir Orneklerinden izole edilen 23 LAB’lerinin ise % 53’liniin
Vankomisin’e, % 3’linlin Chloramphenicol’a direngli oldugunu raporlamistir. Bagka
bir caligmada farkli beyaz peynir numunlerinden izole edilen LAB’lerinin antibiyotik
duyarhiliklarin1  arastirmiglar ve izolatlarin Vankomosin, Penicillin G ve
Chloramphenicol’e duyarli olduklarini bildirilmistir (Basyigit ve Kili¢c 2014). Benzer
sekilde bir diger ¢alismada (Lim ve Im, 2009), Kore fermente gidalarindan izole
edilen LAB suslarindan 7’sinin; Vancomycin, Streptomycin sulfate veya
Amoxicillin’in 20pg/ml konsantrasyonunda yiiksek direng fakat ayni antibiyotiklerin

2 ng / ml konsantrasyonlarinda duyarli bulunmustur.

Bu ¢alismada E. faecalis D15, F11, 41 ve 191 ve E.faecium 125 ve 29 suslari,
Vankomisin’e karst duyarlilik gostermislerdir. Ayrica 191, 41, 25 ve F11 izolatlan
kullanilan tim antibiyotiklere duyarli, D15 izolatt Amoxicillin’e direncli ve 29
izolat1 ise Amoxicillin ve Cephalothin’e diren¢li olduklar1 tespit edilmistir. Elde
ettigimz sonuclara Onceki yapilan calismalar benzerlik gostermektedir. Gidalara
bulunan Enterecoccus spp. tiirlerinin Vankomisin ve Ampisilin’e duyarli davransalar
bile, bazen yliksek oranda ¢oklu direng gosterdikleri goriilmistiir (Giraffa, 2002).

Enterecoccus spp. tiirlerinin, diger LAB {iyeleri gibi geleneksel gidalarda 6nemli yer
tutmalarina ragmen firsat¢i patojen 6zellikleri bildirilmistir (Al Atya ve ark. 2015).
Beyaz peynir orneklerindeki Enterococcus spp. tirleri ve antibiyotik direngleriyle
ilgili yapilan baska bir ¢alismada (Citak ve ark., 2004) E. faecalis izolatlarinin %
96,8’nin ve E. faecium izolatlarinin ise % 76'simin Vankomisin’ e direngli olarak
bulmus ve bu durumun peyaz peynir lretim ve isleme sirasindaki kotii saglik
kosullariin tiiketicilerde saglik riski olusturdugu belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda
Enterococcus spp. tiirlerinin %83’{i Vankomisin’e duyarli ¢ikarak, Frazzon ve ark.
(2010)’nmin  gida Orneklerinden izole ettikleri Enterococcus spp. tdrlerinin

Vankomisin’e duyarlik sonuglariyla benzerlik gostermistir.
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Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im  Olciitlerinden biri de patojenlerin
baskilanmasi agisindan 6nemli olan antimikrobiyal aktivitedir. Probiyotik bakteriler;
antimikrobiyal metabolitlerin (laktik asit, asetik asit, H,O,, diasetil ve bakteriyosin
vb.) ve kolonizasyon bdlgeleri i¢in patojenlerle yarisarak antimikrobiyal etki
gostermelerinin yaninda gidalarin mikrobiyolojik dengelerini koruyan ‘“koruyucu

kaltur’” gorevini de yerine getirir (Chih Tsai ve ark. 2016; Kaya 2013).

Bu ¢alismada 28 adet LAB izolatinin antimikrobiyal aktivite test sonuc¢larina gore P.
pentosaceus A112, L. brevis B11 ve Lactobacillus spp. G1 suslar1 E. coli, S. aureus
ve S. Typ. patojenlerine kars: karsi diisiik ve/veya orta diizeyde antagonistik etki
gostererek arastirilan bazi probiyotik ozellikleri sergilemiglerdir. Elde edilen diger
sonuclar ise; P. pentosaceus C112, A211 ve K222 suslari, S.Typ. ve S.aureus
patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterirken E.coli’ye karsi etkisiz
kalmistir.  E.faceium 125 susu, S.Typ. ve S.aureus patojenlerine karsi diisiik
antimikrobiyal aktivite gosterirken E.coli’ye karsi etkisiz kalmistir. L. brevis B21, P.
pentosaceus B32 ve C111 izolatlar1 kullanilan tiim patojenlere karsi direngli olup
antimikrobiyal aktivite tespit edilememistir. Diisiik pH’ya direnglilik gdstermeyen
fakat safra tuzuna direng gosteren E11, E12, 29, D212, 201 ve 208 izolatlar

kullanilan tiim patojenlere kars1 antimikrobiyal etkiye sahiptirler.

LAB iiyelerinin patojenler iizerine antimikrobiyal duyarlilik analizinde, bakterilerin
gosterdikleri antimikrobiyal aktiviteler arasinda anlamli bir farklilik (P<0.05)
bulunmustur. Elde ettigimiz bulgular, 6nceki ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.
Kaya (2013), tarhanadan izole edilen Pediococcus acidilactici ve Lactococcus lactis
suslarinin S.aureus ve B.cereus patojenlerine karsi antimikrobiyal aktive gosterdigini
ve Lactococcus spp. ve Pediococcus spp. tlrlerinin iyi birer bakteriyosin Uretici
olduklar1 i¢in antimkirobiyal etkinliklerinin yiiksek olarak bildirmistir. Dogan ve
Ozpmar (2017), fermente gidalardan izole edilen L. brevis, E. faecium, L.
paraplantarum ve L. plantarum suslarinin patojen C. albicans, S. aureus ve E.coli,
suslara karsi inhibisyon etkilerini bildirmislerdir. Psoni ve ark. (2006) tarafindan
yapilan baska bir ¢alismada peynirden izole edilen Enterecoccus suslarinin B. cereus,
L monocytogenes, S. aureus ve E. Coli patojenlerine karsi antagonistik etki
gosterdikleri belirtilmistir. Karimi ve ark. (2018) tarafindan geleneksel siit iiriinleri
ve farkli sebzelerden izole edilen 5 adet Lactobacillus spp. izolatinin, 4 farkli E. coli

patojen tipine karsit antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada disk
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difiizyon ve kuyu diflizyon testleri olmak {izere iki yontem kullanilarak
degerlendirilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore her iki yontemde de 5 probiyotik
susun E. coli patojen tiplerine karsi inhibisyonu etkilerini belirtmislerdir. Benzer
sekilde (Boris ve ark. 2001), siit iiriinlerinden izole edilmis Lactobacillus spp.
izolatlarinin bir dizi patojene karsi inhibe edici etkileri oldugunu rapor etmislerdir.
Shafighi ve ark. (2012) , zeytinden izole ettikleri 28 adet Lactobacillus spp. ve
Lactococcus spp. susularmin P. aeruginosa ve S. aureus patojenleri (zerine
antimikrobiyal aktivitelerini disk ve kuyu difuzyonu yéntemleri ile test ettikleri
calismalarinda 5 sus P. aeruginosa ve S. aureus karsi antimikrobiyal etki gosterirken
diger 23 sus bu patojenlere etkili olmadigini ve iki yontemin sonuglarinin birbirlerini

dogruladigini bildirmislerdir.

Funda (2009) calismasinda endiistriyel olarak iiretilen tarhana numunelerindeki LAB
sayisinin (0 - 5.1x10% kob/g) ev tipi numunelerdeki LAB sayisindan (1.1x10" -
3.6x10% kob/g) daha fazla oldugunu bildirmistir. Usak tarhanasmmn ev ve ticari
captaki iretiminin fermantasyonda mikrobiyolojik ve kimyasal degisimlerin
karsilastirlldigi calismada (Simsek ve ark., 2012) ticari capta iiretilen tarhana
hamurlarindaki LAB’leri ve mayalarin, evlerde geleneksel olarak iiretilen tarhana
hamurlarina gore daha yiliksek ve c¢esitli oldugu belirtilmistir. Bu durumun tarhana
bilesiminin ve isletmedeki kontrolli iiretim prosesinin dogal floradaki
mikroorganizmalarin gelisimini sagladig1 sonucuna varildigini belirtmislerdir. Bu tez
calismasinda ticari 6l¢ekteki firmalardan temin edilen organik tarhanalardaki LAB
cesitliginin ve sayisinin, geleneksel ev tipi liretilen tarhanalara gore yiiksek ¢ikmasi
sozii konusu calisma sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. Bdylece ticari
isletmelerde iiretilen organik tarhanalarin LAB iiyesi igeriginden ve organik

yapisindan dolay1 giivenilir olarak tiiketilebilecegini dnermekteyiz.

Son yillarda probiyotik bakterilerin insan sagligi ve hastaliklarin 6nlenmesinde
olumlu ve faydali rolleri ilgili calismalar artmis ve {iriin glivenliginin saglanmasi i¢in
gidalarda kullanilmasi yayginlasmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen; Pediococcus
pentosaceus A112, Lactobacillus brevis B11, Lactobacillus spp. G1 suslari, mide
asitligine ve safra tuzuna dayamiklilik, segilen antibiyotiklere duyarli ve bazi
patojenlere kars1 diisiik ve/veya orta dereceli duyarli aktivite gibi iyi fonksiyonel

Ozellikler gostermislerdir. Bu nedenle bu suslarin daha fazla arastirilmak Uzere,
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probiyotik kiiltir aday1 veya basta tarhana olmak {izere bagka fermente gidalar igin

starter veya koruyucu kiiltiir adaylar1 olarak tespit edilmistir.

Sarantinopoulos ve ark. (2002), E. Faecalis ve E. faecium suslarinin siit ve
peynirlerde bakteriyosin {iretebildiklerini ve bu suslarin, L. monocytogenes
patojenenin Camembert gibi peynirlerin {iretim ve olgunlasma kosullarinda hayatta
kalabildigi i¢in, peynir {iretiminde starter veya koruyucu kiiltiir olarak
kullanilmasmin bliylik teknolojik 6neme sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu tez
calismasinda, kurutulmus toz tarhanadan izole edilen ve zor kosullarda hayatta
kalabilme yetenekleri olan bazi probiyotik 6zelliklere sahip E. faecium 125 ile
probiyotik 0zellik gostermeyen fakat patojenlere karsi antagonistik etki gosteren E.
faecium 29 suslarinin, gidalarda koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilecegi

degerlendirilmistir.

Ozetle, bu tez calismasi sonucunda elde edilen verilere gore bazi probiyotik
Ozellikler gosteren organik tarhananin iyi bir LAB kaynagi oldugu tespit edilmistir.
Diger yandan, organik iiriinlerden elde edilen izolatlarin, endiistriyel olarak iiretilen
probiyotikler yerine se¢cenek olup olamayacaginin daha detayl olarak arastirilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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