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BAZI GIDA URUNLERINDEN iZOLE EDIiLEN BAKTERILERIN
PROBIYOTIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Probiyotikler insan viicut mukozasinda ve gastrointestinal sistemlerinde koloni
olusturan ve vyaptiklar1 faaliyetler sonucunda sagligi olumlu yonde etkileyen
mikroorganizmalardir. Probiyotikler sagliga iyi yonde katkilar1 dolayisiyla ve
hastaliklarin  tedavisinde dogal destekleyiciler olarak kullanilabilmektedir.
Probiyotiklerin etkili olabilmesi i¢in Oncelikli olarak mide asitlerine ve safra
tuzlarma dayanim gostermesi ve bagirsaklara transferlerinden sonra epitel hiicrelere
yapisarak canli koloni olusturmasi gerekmektedir. Giiniimiizde hastaliklara karsi
koruyucu etkileri ve saglikli gidalarin tiikketimine yonelik yogun ilginin ortaya
cikisina bagli olarak probiyotiklere ilgi artirmistir. Bu arastirmada probiyotik
ozellikleri oldugu bilinen ve dogal 6zellikleri korunmus bazi gidalardan alternatif
probiyotik  Ozelligine sahip tiirlerin  ortaya c¢ikartilmast amaclanmistir.
Arastirmamizda 10 adet boza, 40 adet peynir, 20 adet kefir ve 60 adet ¢ig siit olmak
iizere toplam 130 gida 6rnegi mikrobiyolojik bakimdan incelenmistir. Sonucta; 127
adet Enterococcus faecium, 7 adet Lactobacillus plantarum, 5 adet Lactobacillus
paraplantarum ve 5 adet Lactobacillus brevis olmak iizere toplam 144 adet
probiyotik etkisi gosterebilecek bakteri MALDI-TOF MS (VITEK® MS) ile
karakterize edilerek tiplendirilmistir. Daha sonra ise bu bakterilerin probiyotik
ozelliklerine uygunlugu konusunda gerekli olan tiim testler sirasiyla uygulanmstir.
Karakterize edilen 144 adet bakteriden sadece 35 adeti mide pH’sma dayanikli
oldugu saptanmistir. Bir sonraki basamakta ise yine 35 adet izolatlardan sadece 8
adeti safra tuzu kosullarinda canliliklarini devam ettirebilmistir. Safra tuzu dayanikli
izolattan sadece 6’sinin hidrofobisite yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Kalan 6
adet izolatin antimikrobiyel diren¢ durumlar1 incelenmis direnglilige ve Geniglemis
Beta Laktamaz (GSBL) varligma rastlanmamustir. Incelemeler sonunda 144 adet
izolattan sadece 6 (4,1 %) bakterinin probiyotik Ozelliklere sahip oldugu
goriilmiistiir. Bunlarda; 3 adet Lactobacillus brevis bozadan ve 3 adet Lactobacillus
plantarum tiiri kefirden izole edilmislerdir. Kefir ve bozadan probiyotik 6zellik
gosteren bakteri izole edilirken diger gida Ornekleri olan siit ve peynirden ise
probiyotik 6zellik gosteren bakteri izole edilememistir. Pearson’un non parametrik
istatistiksel korelasyonuna gore izolatlarin Gastrointestinal Sistem’te safra tuzlarina
dayanimlarinin asitlige gore daha yliksek oldugunu, proteolitik aktiviteleri ile
Ekzopolisakkarit (EPS) ve laktik asit iiretimleri ve gidalarda canliliklarini
siirdiirmeleri arasinda anlamli iliski oldugunu (P<0,01) ve safra tuzu dayanimlar1 ve
EPS iiretiminin patojenleri inhibe edici 6zellik gosterdigini (P<0,05) ortaya
koymustur. Sonu¢ olarak, kefir ve boza gibi dogal gida iirlinlerinden izole edilen
transgenetik olmayan mikroorganizmalar iginden probiyotik bakterilerin endiistriyel
probiyotiklere alternatif olarak iiretilebilecegi bu arastirmada saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Probiyotikler, Boza, Siit, Peynir, Kefir, Probiyotik ozellik
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INVESTIGATION OF PROBIOTIC PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA STRAINS FROM SOME FOODS

ABSTRACT

Probiotics have significant benefits for the human health. Therefore, they can be used
as natural support for the treatment of disease. Probiotics positively affect the
gastrointestinal tract as a result of their activities. Probiotics are colony-forming
bacteria in the human body mucosa and gastrointestinal tract. It stimulates mucosal
and systemic immunity. In order for probiotic bacteria to be effective, they need to
resist stomach acidity and bile salts, and can reach a large number of intestinal
systems alive. They need to survive on the epithelial cell surfaces of intestinal
mucosa and be colonized. The recent studies on probiotics provided that they
contribute to lactose digestion, cancer preventing effect, stimulating immune system,
reducing allergy preventive effect on cardiovascular disease, hypertension inhibitory
effect, inhibitory effect of urogenital diseases, gastritis and ulcer-inhibiting effect
was found for preventive effect on hepatic encephalopathy. In the present time, for
the protective effect against diseases and consumption of healthy foods due to the
emergence of the strong interest and increased interest in probiotics. Therefore, their
well-known probiotic properties and natural features are intended to elicit alternative
strains of preserved food. In this study, a total of 130 food samples (10 Boza, 40
cheeses, 20 pcs kefir and 60 raw milk) were microbiologically examined for the
presence of probiotic bacteria. 144 strains were isolated, and identified by using
MALDI-TOF MS (VITEK® MS). All necessary tests in compliance with the
probiotic properties of these bacteria were applied. Of 144 bacterial strains, only 35
were resistant to gastric pH. After that, only 8 isolates from 35 isolates were able to
survive under bile salt conditions. It was determined that only 6 of bile salt-resistant
isolates have hydrophobicity ability. The remaining 6 isolates were examined for
antimicrobial resistance and the presence of extended-spectrum beta-lactamases
(ESBL) resistance, and no strain was found as ESBL positive. Finally, we revealed
that only 6 (4.1%) bacteria of 144 isolates were found to have probiotic properties,
including . 3 Lactobacillus plantarum from kefir and 3 Lactobacillus brevis from
boza. However, no probiotics could be isolated from other food samples such as milk
and cheese. Statistically, Pearson’s non-parametric statistical correlations based on
GIS isolates is higher than the acidity of resistance to bile salts showed a significant
association with bile salt resistance (P <0.05) revealed. As a result, alternative non-
transgenic strains of probiotic bacteria for industrial probiotics isolated from natural
food products we were determined. Therefore, presented that probiotic bacteria could
be produced as an alternative to industrial probiotics through non-transgenic
microorganisms isolated from natural food products such as kefir and boza.

Keywords: Probiotics, Boza, Milk, Cheese, Kefir, Probiotic Properties
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1 GIRIiS ve AMAC

Probiyotikler insan ve hayvan bagirsak mikrobiyal dengesini diizelterek yararli bir
sekilde etkileyen canli organizmalardir. Probiyotiklerin gerek saglikli bir gelisme
gerekse hastaliklarin tedavisinde ve dogal destekleyiciler olarak kullanilabilmektedir.
Bu bakteriler besin maddeleri i¢in zararli mikroorganizmalarla rekabete girerek
bagirsak yiizeyinde kolonize olurlar ve bununla beraber gastrointestinal sistemdeki
faaliyetleri ile sagligi olumlu yonde etkilerler. Bunun yani sira bagirsak mikrobiyal
ekosistem dengesini saglamasiyla sagliga olumlu etkilerinin oldugu Metchnikoff’un
1845 wve 1916 yillar1 aras1 yaptig1 calismalarindan itibaren bilinmektedir
(Metchnikoff 2004).

Gastrointestinal sistemin biiyiilk bir bolimii olan bagirsaklarda antibiyotik
kullanilmasi, dengesiz beslenme ve bazi bagirsak hastaliklar1 vb. sonucunda zararh
(patojen) bakteriler, ayn1 ortami1 paylasan yararl (probiyotik) bakterileri engelleyerek
bagirsakta kolonize olmaya ¢alisirlar. Probiyotikler ise bagirsak epitelyum
duvarlarma yapisarak, bu zararllarin bagirsaklara girisini inhibe ederler (Polewski ve
ark. 2016). Bu dogrultuda uzun yillar yapilan ¢alismalarda immiin sistemin stimiile
edilmesi, gastro intestinal sistem diizensizliklerinde ve hastaliklarina kars1 probiyotik

aliminin gerekli oldugu klinik deneyler ile kanitlanmistir (Butel 2014).

Yapilan bu caligmalarda probiyotiklerin; yeni dogan ¢ocuklarda Escherichia coli’ye
bagl ishal ve 6liimleri engelledigi bildirilmistir (Martin ve ark. 2013; Dogan 2011).
Ayrica probiyotikler kolonda sindirilmeyen oligosakkarit yapisinda olan diyet
liflerini fermentasyon sonucunda parcalayarak ucucu yag asitleri olusturmakta
bunlardan biitiirik asit olusumunun kolon kanserini engelledigi bildirilmektedir (Cui
ve ark. 2011). Probiyotikler bakteriyel laktaz enzimi ile laktozun sindirimine katkisi,
IgA iretiminin arttirilmasi ile immiin sisteminin stimiile edilmesi, antijen etkiye
sahip maddelerin dolagim sistemine ge¢isinin engellenmesi ile alerjinin azaltilmasi
yoniinde bulgular tespit edilmistir (Kailasapathy ve ark. 2013). Probiyotiklerin
antioksidasyon etkisi ile kalp hastaliklarin1 onleyici etkisi, lirinar ve vajinal bolge

ylizeylerinde kolonize olmasiyla iirogenital hastaliklarda Onleyici etkisi
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raporlanmistir (Reid ve ark. 1990). Bunlarin yaninda Helicobacter pylori
inhibitorlerin iiretimi ile gastrit ve iilser Onleyici etkisi, {ireaz lireten bagirsak
florasmin engellenmesi ile serum amonyak diizeyinin diismesini saglayarak hepatik
ensefalopati olusumunu engelleyici etkisi oldugu bildirilmistir (Butel 2014;
Kailasapathy ve ark. 2013; Nagpal ve ark. 2012; Kechagia ve ark. 2013; Thushara ve
ark. 2016). Bununla beraber ¢ocuklarin ishal tedavilerinde Lactobacillus rhamnosus,
bagirsak hastaliklarin1 6nleyici yonde Lactobacillus plantarum, kolon kanserini
onleyici yonde yine laktobasil tiirlerinden Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus
acidophilus, kalp hastaliklarim1 tedavi edici yonde Lactobacillus rhamnosus rapor
edilmistir (Basu ve ark. 2007; Goldenberg ve ark. 2013; Gan ve ark. 2014; Johnson
ve ark. 2016; Kumar ve ark. 2013; Tall ve ark. 2016). Probiyotiklerin kolon kanseri,
iilser ve gastrit, alerji ve diyabet gibi hastaliklar1 tedavi edici yonde bulgulara

rastlanmistir (Georgiev ve ark. 2015; Lee ve ark. 2013; Ejtahed ve ark. 2012).

Yapilan bir ¢alismada laktobasil tiirlerinden olusturulmus ticari bir kiiltiir karisimimnin
kolon kanserine neden olan tiimdr hiicrelerini inhibe edici yonde antiproliferatif
etkisinin oldugu bildirilmistir (Georgiev ve ark. 2015). Helicobacter pylori ’nin
neden oldugu enfeksiyonlara karsi laktobasil tiirlerinin ve ozellikle Lactobacillus
rhamnosus ve Lactobacillus acidophilus’'un tedavi edici yonde olumlu etkisinin
oldugu bildirilmistir (Wang ve ark. 2013). Probiyotik Lactobacillus brevis ile yapilan
bir in vivo ¢aligmada anafilaksiyi azaltic1 yonde anti alerjik etki gdzlemlenmistir
(Lee ve ark. 2013). Yapilan bir ¢alismada probiyotik takviyesi verilen diabetik
hastalarda HbAlc ve aglik kan sekerinin azalttigir yonde bulgular mevcuttur (Ejtahed
ve ark. 2012). Bu nedenle bir¢ok hastaliga karsi farkli etkide olan yeni probiyotik
tiirlerinin gelistirilerek koruyucu hekimlikte kullanilmasi 6nemlidir. Bu durum saglik
acisindan probiyotiklerin; ek gida takviyesi veya gidalardan alinmalar1 hedef tiiketici
saglig1 {izerinde yaratacagi olumlu etkiler agisindan Onemini artirmaktadir.
Gilinlimiizde hastaliklara kars1 koruyucu etkileri nedeniyle probiyotiklere karsi ilgi
artirmustir. Probiyotiklere olan ilgi arttikga beraberinde yeni probiyotik {iriinlerinin
gelistirilmesi ¢alismalar1 hiz kazanmistir. Bir ¢ok iilkede biyoteknolojik arastirmalar
sonucunda olusturulan inovatif probiyotik iirlinlerle biyoteknoloji pazarma hakim
olmak i¢in birbirleriyle rekabet etmektedirler. Probiyotik pazar: ve tiikketimi ile ilgili
yapilan arastirmalarda; 2011 yilinda A.B.D’de $§ 28 milyon tutarinda harcama
yapildig1 bildirilmistir  (Tall ve ark. 2016). Bunun yani sira probiyotik olarak
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kullanilabilecek bakterileri FDA GRAS (genel olarak giivenli kabul edilen) olarak

tanimlanmiglardir.

Gidalardan alman probiyotiklerin beklenen yararli etkiyi gosterebilmeleri i¢in mide
asitligine ve safra tuzlarina karsi diren¢ gosterip canli olarak intestinal sisteme
ulagsmalar1 ve bagirsak mukozasmin epitelyum hiicre yiizeylerinde yasayabilmeleri
ve kolonize olmalar1 gerekmektedir (Otles 2013). Probiyotiklerin asitlige ve safra
tuzuna karsi toleranslar1 ve bagirsaga yapisma kapasiteleri, proteolitik 6zellikleri,
laktik asit liretim yetenekleri gibi 6zelliklerinin arastirilmasi ve gelistirilmesi gida
biyoteknolojisinin hedeflerindendir. Bu 06zellikler ayni zamanda probiyotiklerin
seciminin en temel kriterlerindir (Ranadheera ve ark. 2014; Maragkoudakis ve ark.

2006).

Calismamizda starter kiiltiir icermeyen, dogal 6zellikleri korunmus ve probiyotik
bakteri icerme olasilig1 yliksek gidalardan probiyotik o©zellikleri olan alternatif
tiirlerin ortaya ¢ikartilmas1 amaglanmis ve bunlarin gergekten bu 6zellige sahip olup
olmadig1 arastrilmistir. Tiirkiye’nin Marmara, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
bolgelerinden saglanan boza, peynir, kefir, ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen, tiir ve
sus bazinda tanimlanan bakterilerin probiyotik Ozellikleri ve endiistriyel
probiyotiklere alternatif olma durumlar1 arastirilmistir. Bu amagla bakterilerin
izolasyonu, identifikasyonu, performans testleri gerceklestirilmistir. Boza, peynir,
kefir ve ¢ig siit drneklerinden izole edilen bakteriler MALDI-TOF MS (VITEK®
MS, bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) ile tanimlanmasi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.  Elde edilen bakterilerden Lactobacillus (L.) brevis,
Lactobacillus (L.) plantarum, Lactobacillus (L.) paraplantarum, Enterococcus (E.)
faecium suslarinin probiyotik 6zelliklerinin incelenmesi ve performanslarmnin
belirlenmesi i¢in test parametreleri belirlenmistir. Daha sonra ise bu parametreler
arasindaki iliski Pearson’un non parametrik istatistiksel korelasyonuna gore

verilmistir.
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2 GENEL BIiLGILER

2.1 Probiyotik ve probiyotik bakteriler

Probiyotik terimi Yunancadan tiiretilen “Pro Biyo” kok sozciiklerinden gelir ve
“Yasam i¢in” anlamina gelmekte olup ilk defa Lilly ve Stillwell tarafindan 1965°te
“Bir mikroorganizmanin salgiladigi ve diger canlinin geligmesine yardimci olan
metabolitler” olarak ve 1971 yilinda ise Sperti bu terimi mikrobiyal ¢ogalmaya

yardimc1 doku ekstreleri i¢cin kullanmistir (Ebner ve ark. 2014;Yigit 2009).

Probiyotikler giiniimiize en yakin anlamim ilk kez 1974’te Parker kullanilmis ve
intestinal mikrobiyal dengeyi koruyan mikroorganizmalar ve metabolitler seklinde
tanimlamistir. Parker’in  yaptigi tamimdaki metabolitler ifadesi ¢ikarildiginda

probiyotigin giiniimiiz anlami tamamen ortaya ¢ikmaktadir ( Lee ve Salminen 2009).

Guarner’a gore “Probiyotikler gidalarla yeterli sayida alindiklarinda beslenmenin
yaninda saglhga iyi yonde etkide bulunan canli mikroorganizmalardir (Guarner

1998).

Salminen’in tanimiyla probiyotikler “Insan sagligmi ve beslenmesini olumlu yonde
etkileyen canli mikroorganizmalar ile fermente edilmis siit {iriinleridir” (Salminen

1999).

Kisaca probiyotikler intestinal sistemde mikrobiyal flora dengesini olumlu yonde
arttirict etkileri olan canli tek veya karisim mikrobiyal gida katki maddeleri olarak

tanimlanmistir (Fuller 1992).

Probiyotik bakteriler belli sayilarda saglikli insanin viicut mukoz membrani ve
intestinal sistemlerin epitelyum hiicre ylizeylerinde yasayan ve kolonize olan
mikroorganizmalar olup mikrobiyal florada dengeyi saglayarak mukozal ve sistemik
bagisiklig1 stimiile ederler. Insan sindirim sisteminde mikroorganizma florasinda
yasayan 500 civarinda farkli tiirde patojen ve/veya saglhiga yararli (probiyotik)

mikroorganizma belirli bir dengede bulunmaktadirlar. Gereksiz antibiyotik
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kullanimi, enfeksiyon vb. bir ¢ok hastalik nedeniyle patojen mikroorganizmalar
sagliga yararl probiyotiklerle rekabet ederek bagirsaga yerlesmelerini engellemeye
calisirlar. Probiyotik bakteriler ise bagirsak mukozasina yapisarak patojen
bakterilerin bagirsaga yerlesmesini engellerler (Fijan 2014;Timmerman ve ark.

2004; Goniilates 2008).

Probiyotik bakteriler bagirsak duvar epitel hiicreleri olan mukozadan salgilanan
mukozda c¢ogalabilmekte ve bu salgida bulunan miisini enerji kazanimi i¢in
kullanmaktadirlar. Gastrointestinal sistemlere transfer olan probiyotik bakterilerin
canli kalabilmesi; bunun yaninda etkili olabilmeleri i¢cin sindirim pH’simna, safra
tuzuna dayanikli olmasi ve bagirsak hiicre duvarlarina tutunarak koloni

olusturmalarma baglidir (Goktepe 2007; Kahraman 1993).

2.1.1 Probiyotik bakteri olarak kullanilan mikroorganizmalar

Probiyotik bakteriler genellikle laktik asit bakteri grubunda yer almaktadirlar.
Probiyotik bakteriler Gram (+), sporsuz, ¢ubuk, O, toleransina gore anaerop veya
fakiiltatif anaerop olarak iki ana grupta degerlendirilebilir. Laktobasil gibi probiyotik
bakteriler intestinal kanallarda redoks potansiyelini diisiirdiigii rapor edilmistir. Bu
tiir bakteriler substratlar transfer ederek karbonhidrat ve proteinleri metabolize
edebilmektedirler. Oksijensiz ortam fosforilasyonunda elektron alici olarak rol
oynayan metabolitler liretebilmektedirler. Anaerop fermentasyon sonucunda laktik
asit, siiksinat, asetat, propiyonat, biitirat, kisa zincirli ugucu yag asitleri, hidrojen,
karbondioksit, metan gibi mikrobiyal metabolit son iiriinler iiretilir (Dhanasekaran ve

ark. 2008).

Yogurt liretiminde kullanilan bakteriler (Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus) haricindeki diger laktik asit bakterisi olan probiyotikler bagirsak
mikroflorasinda yasayabilir ve ¢ok sayida bulunurlar (Timmerman ve ark. 2004;

Yasar ve Kurdas 2009).

Probiyotik olarak adlandirilan baz1 bakteri tiirleri, Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus brevis,
Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum'dur

(Lee ve Salminen 2009; Yasar ve Kurdas 2009).
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Cizelge 2.1: Probiyotik olarak kullanilan bakteriler (Lee ve Salminen 2009)

Laktobasil tiirleri

Bifidobakteri tiirleri

Bacillus tiirleri

Pediococcus tiirleri

Streptococcus tiirleri

Bacteriodes tiirleri

Propionibacterium

turleri

Leuconostoc tiirleri

Enterococcus tiirleri

Kiifler

Mayalar

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus salivarius,

Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium

longum, Bifidobacterium thermophilum

Bacillus subtilis, Bacillus pumilis, Bacillus lentus, Bacillus

licheniformis, Bacillus coagulans

Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentoseceus, Pediococcus

cerevisiae

Streptococcus cremoris, Streptococcus intermedius, Streptococcus

lactis, Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes capillus, Bacteriodes juis, Bacteriodes ruminicola,

Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium shermanii, Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis
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2.1.2 Probiyotiklerin Ozellikleri

Probiyotik bakteriler Gram (+), spor olusturmayan, katalaz negatif, ¢ubuk veya kok
seklinde olabilir. Probiyotik bakteriler midenin asit ortamma ve safra tuzlarma
probiyotik olmayanlara nazaran cok daha fazla dayanim gostermektedir (Lee ve
Salminen 2009;Yasar ve Kurdas 2009). Probiyotiklerin % 3 'lik safra tuzu ortaminda
aktivitelerine devam ettigi tespit edilmistir. Bakteriler tarafindan proteolitik
enzimlerin {iiretildigi ve bdylece normal bagiwrsak mikroflorasinda bu bakterilerin

proteinleri metabolize ettigi sonucuna varilmistir (Novik ve ark. 20006).

Probiyotikler bagirsak sisteminde; ozellikle laktik asit bunun yaninda asetik asit,
bakteriyosin vb. inhibitdr metabolitler lireterek zararl bakterilerin varligini engeller
ve bagirsak mikroflarasinin dengede kalmasini saglarlar. Saglikli insan intestinal
ekosistemi olan mikroflorasinda probiyotik bakterilerin tiirii ve sayisal miktarlar1
zamanla sabit bir hal almaktadir. Fakat enfeksiyon vb. hastaliklar, diizensiz ve
dengesiz beslenme aliskanliklari, gereksiz antibiyotik alimi vb. faktorler intestinal
sistemlerde probiyotiklerin azalmalarina neden olur. Bununla beraber bagirsaklarda
patojen bakteri sayisi artar ve hastaliklar ortaya ¢ikabilir. Probiyotik bakterilerin en
onemli yeteneklerinden biri, bagirsak duvar mukozasina yapisabilmesidir. Yapisma
yetenegi mikroorganizmanin bagirsak yiizeyinde canli koloni olusturmasi i¢in gerekli
olan en 6nemli bir 6zelliktir. Boylece probiyotik bakteriler intestinal epitelyum
ylizeylere yapisarak patojenlerin yapismasini engellemis olurlar. Sindirim islemi
esnasinda bagirsagin peristaltik hareketlerinden cok fazla etkilenmeden hizla
cogalarak sagliklt mikrofloranin devamimi saglarlar (Otles 2013;Timmerman 2004;

Yasar ve Kurdas 2009).
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2.2 Gastrointestinal Sistem Florasi ve Onemi

Insanla simbiyotik iliski i¢inde olan ve bu konakg¢ida canhliklarini devam ettiren cok
sayida mikroorganizma vardir. Bu tiir organizmalarin yokluklarinda gastrointestinal
sistem hastaliklar1 ve bunu yaninda c¢esitli enfeksiyon hastaliklarin olusmasi
kagmilmazdir. Insan viicudu ve bagirsak sistemi hiicre sayismin 10-20 kati kadar

mikroorganizma barindirmaktadir (Donaldson 2016).

Gastrointestinal ~ sistem  (GIS) enfeksiyonlara neden olabilecek patojen
mikroorganizmalarin en 6nemli giris yolarmmdan biri olmasma ragmen bu sistemin
anatomik, kimyasal ve biyolojik bariyerleri enfeksiyon olusumunu inhibe eden en
onemli savunma mekanizmalaridir. Bu mekanizmalar dogrudan ve dolayli yollarla
enfeksiyonun gelisimini engellerler. Sindirim sistemi mikrobiatas1 dogumda sterildir.
Ancak dogum esnasinda annenin vajinal ve fekal florasinda bulunan laktobasil
suslar1, az miktarda Escherichia coli ve Streptococcus bebek sindirim mikrobiatasina
gecmektedir. Bebek anne siitlii ile beslenmeye basladiginda bifidobakteri tiirleri
artmaya baglar ve anne siitii almaya devam ettigi siire boyunca Bifidobakteri tiirleri
florada baskim koloni olustururlar. Sindirim sistemine yerlesen bu probiyotik etkili
bakteriler yeni dogan bebekte hastaliklara karst bir bagisikligin olusmasina katki
saglarlar. Saglkli bebeklerde iki yasindan sonra erigkin bir bireyin bagirsak
florasinin benzeri flora olusur. Bagirsak mikrobiatasinda ¢evresel faktorlerin (iklim,
diyet, stres, antibiyotik kullanimi, mikroorganizmalar vb.) yaninda hastalik ve
yaslilik gibi nedenlerle patojen bakterilerin kolonizasyon riski artmaktadir (Isolauri

2004).

Saglikli bir insan mikroflorasinda probiyotiklerin patojenlere karsi baskin koloni
olusturmasi sonucu patojen kolonizasyonuna karsi bir bariyer fonksiyonu
olusturdugu ve bdylece immiin sistemin gelistirilerek enfeksiyon ve alerji gibi

hastaliklarin azaldig: goriilmiistiir (Fuller 1992).
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Sekil 2.1: Bagirsak florasini etkileyen faktorler (Cakir 2003)

Probiyotik bakterilerin bagirsaklarda selliilozu parcalamasiyla olusan diisiik pH,
hidrojen siilfiir ve kisa zincirli yag asitleri patojen mikroorganizmalarin olusumunu

engellemektedir.

Aslinda intestinal mikroflora ve konak¢i arasinda olusan denge karmasik bir
ekosistemdir. Son yillarda insan gastrointestinal sistemindeki karmagik mikrobiyal
ekosistemine ilgi artmig ve bunun nedeni mikrobiyal ekosistemin koloni yapisinin

insana zararli veya saglikli olmasiyla iliskilendirilmesidir.

Insanlarda bagirsak ekosisteminin mikrofloras1 genellikle fakultatif anaerob ve
zorunlu anaeroblardan olusmus ve % 95’1 Bifidobacterium, Clostridium,
Eubacterium, Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus ve Bacteroides
tiirlerinin icinde bulundugu zorunlu anaerob , % 1-10’nunda ise Laktobasil,
Escherichia coli, Klebsiella, Streptococcus, Staphylococcus ve Bacillus tiirlerinin

oldugu fakultatif anaeroblar bulunmaktadir (Delgado 2004; Kavas 2007).
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2.2.1 Probiyotik Bakterilerin Aktivasyon ve Etki Mekanizmalar

Probiyotiklerin aktivasyon ve etki mekanizmasi lizerine yapilan ilk ¢alismalarda
bagirsak mikrobiyatasinda ¢ikan dengesizlikler ile GIS hastaliklar1 arasindaki iliskiye

odaklanilmistir (Klaenhammer ve Kullen 1999;Salminen ve ark. 1999).

Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 konusunda olusan bilgiler dogrultusunda coklu
etki mekanizmalarinin olabilecegi ve her susa 0Ozel islevsel mekanizmalar 6ne

stiriilebilmektedir (Gueimonde ve Salminen, 2006).

Bununla birlikte giiniimiizde probiyotiklerin GIS’te aktivasyon ve etki mekanizmasi
icin Ozetle 3 olasilik 6ne siiriilebilir (Oelschlaeger 2010; Salminen 1999; Forestier ve

ark. 2001).
Patojen mikroorganizmalarin inhibe edilmesi;

a. Patojen mikroorganizmalar1 inhibe edici metabolitler (bakteriyosin vb.)
iretmeleri,

b. Besinler i¢in diger mikroorganizmalarla rekabet icinde olmalari,

c. Koloni olusturmak i¢in diger mikroorganizmalarla rekabet icinde olmalari;
sonugta bagirsak epitel bariyerini gliclendirerek diger mikroorganizmalarin

(patojen vd.) lokalize olmalarini engellemeler1
GIS’te enzimatik aktivitenin degistirilmesi;

a. Sindirimi etkin hale getiren enzimlerin iiretilmesi,
b. Toksik etkili enzimlerin azaltilmasi,

c. Kolon epitel hiicre islevlerinin iyilestirilmesi,

Immiin sistemin stimiile edilmesi;

a) Antikor sayisal artisi,

b) Makrofaj aktivasyonun artisi,
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Probiyotik bakterilerin diger mikroorganizmalar i¢in inhibe edici 6zelligi olan

maddeleri GIS’de salgilamasi sonucu,
* Diger mikroorganizmalarin reseptorii ile probiyotik bakteriler rekabet olustururlar.
« Intestinal sistemde epitel bariyer fonksiyonunu gelistirir.

* Gut-associated lymphoid tissue (GALT) ;bagirsak iligkili lenfoid doku etkilesimini

giiclenir.

Kisaca aktivasyon mekanizmasi GIS’te diger mikroflara bakterileri ile kimyasal
inhibisyon ve diizenleme, besin materyalleri i¢in rekabet ve intestinal dokulara

yapisma rekabeti igerisinde olmasiyla agiklanmaktadir (Otles 2013).

Boylece probiyotik bakteriler bagirsak ylizeyine tutunarak patojen bakterilerin
tutunmasmi engeller, irettikleri antimikrobiyal maddelerle (laktik asit, hidrojen

peroksit vb.) bu bakterilerin ¢ogalmalarimi kontrol altina alirlar.

Probiyotik bakterilerin % 3 ‘liikk safra tuzu ortaminda aktivitelerine devam ettigi,
proteolitik enzimlerin pH 2,5-9,0 araliginda fiiretilerek proteinleri metabolize ettigi

sonucuna varilmistir (Novik ve ark. 2006).

Probiyotik bakteriler tarafindan {iiretilen protein ve protein kompleksleri diger tiirler
icin antimikrobiyal etki mekanizmasmi doguran nedenlerdendir. Ornegin

bakteriyosin tliretimi ile diger mikroorganizmalar1 engelleme islevi goriiliir.

Probiyotik bakteriler kisa zincirli yag asidi (SCFA) metabolik olarak liretmekte

diger ve organizmalar i¢in antimikrobiyal etki olusturmaktadir.

Probiyotik  bakteriler = intestinal  kanalda  karbonhidrat  fermantasyonu
gerceklestirmektedir. Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium animalis veya
Lactobacillus casei tiirii probiyotik bakteriler karbonhiratlari metabolize ederler.
Hekzozlar fructose-6-phosphate’a fructose-6-phosphate phosphoketolase enzimi
yardimiyla fermente olurlar. Fermantasyon sonucu 3/2 oraninda asetat ve laktat

(laktik asidin sodyum (Na) ve potasyum (K) tuzu) son iiriinii ¢ikar.

Bifidobakteri, laktobasil ve enterokok gibi probiyotik bakteriler metabolik fonksiyon
olarak laktoz fermantasyonu sonucu laktik ve asetik asit liretmekte ve ortam pH’simi1
disiirmektedir. Buda patojenik mikroorganizmalar i¢in gelisimini inbibe edici etki
olusturmaktadir. Probiyotik bakteriler fermantasyon sirasinda saccharolytic (sekeri

parcalayan) yol izlerler. Laktobasiller metabolik yol ag¢sisindan homofermentative
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veya heterofermentative yolla glikozu metabolize eden tiirlerdir (Fooks ve ark.

2002).

Laktobasiller homofermentative fermantasyon siireci sonunda iki piirivat molekiilii
olusur daha sonra laktata doniisiir. Bu tip fermantasyonda her mol glikoza karsilik iki
mol ATP iiretilir. heterofermentative fermantasyonda pentoz fosfat yolu izlenir.
Sonugta laktat, karbondioksit ve etanol her bir glikoz i¢in 1 ATP iiretilir. Bu siirecte

phosphoketolase enzimi temel islev goriir (Chichlowski 2006).

Hemodiyaliz hastalarinda yapilan arastrmalarda probiyotik bakterilerin toksinlerin
alimin1 inhibe etmeleri konusunda bir mekanizma One siiriilmiistiir. Bobrek
hastalarmm uzun siire diyalize girmeleri nedeniyle bdbreklerden tam olarak
stiziilemeyen tiremik toksinler (fenolller, tire, lirik asit, hippiirik vb.) ve bagirsaklarda
olusan toksik maddelerden dolay1 norolojik problemleri olusmaktadir. Bu tiir bobrek
hastalarina probiyotik verildiginde bagirsak mikroflorasinin degistigi ve toksik

madde varliginin tamama yakin azaldigi tespit edilmistir (Fang ve ark. 2014).
Probiyotik bakterilerin olas1 etki mekanizmalar1 asagida 6zetlenmistir.
Antimikrobiyal metabolitler iiretirler:

Probiyotik bakteriler Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmalara kars1 etkili bir¢cok
metabolit liretmektedir. Bunlar organik asitler (laktik asit, asetik asit vd.), hidrojen
peroksit, bakteriyosin gibi bakterisidal proteinlerdir. Ozellikle laktik asit ortam
pH’sin1 diisiirerek diger bakteriler i¢in uygun olmayan bir durum olusturmaktadir.
Lactobacillus acidophilus Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi etkili olan
asidofilin ve laktosidin ve B. bifidum’un bifidin ad1 verilen bir antimikrobiyal madde

drettigi belirlenmistir (Takeda 2011).
Tutunma bolgelerini bloke ederler:

Probiyotikler tutunma bdlgeleri i¢cin patojenlerle rekabete girerek intestinal sistemde
ekolojik mikrobiatay1 kaplar; patojen kolonizasyonlarina direng gdsterir ve epitele
tutunma ve epitele yerlesmelerini engel olur. Tutunma bdlgelinde mukus yapimini
uyarirlar ve epitel ve mukozanin engel olusturma islevini giiglendirirler. Ayrica
Mucin 2’yi (MUC2, Oligomeric Mucus Gel-Forming) uyararak patojenlerin

tutunmalarina engel olur (Bernet ve ark. 1993).
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Besin maddeleri icin rekabet ederler:

Probiyotik bakterilerin patojen mikroorganizmalara gerekli olan besin maddelerini

tiikketerek, onlarin tiremelerine engel olurlar.
GIS mikroflorasin diizenler:

Probiyotik bakteriler gastrointestinal sistem mikrobiyal dengesini stimiile ederek
saglhiga faydali etkilerini gostermektedirler (Carlson ve Slavin 2016, Frece ve ark.

2005).
Etki mekanizmalar1 Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2: Probiyotik bakterilerin etki mekanizmalar1 (Bozkurt ve Aslim 2004)

Yararh etki Etkinin mekanizmasi

Bakteriyel laktaz ile laktozun sindirimi
(Sanders 1998)
Fitik asitin parcalanmas1 ve disik pH’la
Kalsiyum emilimindeki artis beraber kalsiyum ¢oziinlirliigiindeki artig
(Cashman 2003)

Kolonizasyonun olusumu ile intestinal
sistemin patojenlere uygun olmayan ortam
olusturmas1 (pH diisiisti, kisa zincirli yag
asitleri ve bakteriyosin {iretimi), toksine

Enterik patojenlere karsi direng baglanma yiizeylerinin  yapisal olarak
degisimi, bagirsak mikroflorasinin lizerindeki
etki, bagwrsakta miisin {iretimini stimiile
ederek  patojenlerin  epitel  hiicrelere
yapismasini engellemek

Laktozun sindirilmesi

Kolon mikrobiatasinin diizenli hale

Akut ishalin 1yilesmesi gelmesiyle

Miisin sentezindeki artisla beraber lokal ve
sistemik yanitin, bagirsak epitel bariyer
islevinin  ve  mikrobiata  dengesinin
diizenlenmesi

Enflamatuar bagirsak hastaliklarinda tedavi

Urinar ve vajinal bdlge hiicrelerine yapisma

Urogenital ve yilizeylere c¢ok 1y1 sekilde kolonize
olabilme, inhibitér madde iiretimi (hidrojen,
oksijen ve biyosiirfaktant)

Antijjen etkisi olan materyallerin viicut

Alerji ) . . .
et dolasim sistemine transferinin engellenmesi
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Cizelge 2.2: Probiyotik bakterilerin etki mekanizmalar1 (Salminen ve Ouwehand
2004; Bozkurt ve Aslim 2004) (Devam)

Yararh etki

Etkinin mekanizmasi

Kolon kanserini 6nleyici etki

Immiin sisteminin diizenlenmesi

Enfeksiyonlara yakalanma
azaltilmasi

Kan lipidleri ve kalp hastaliklar1

Hipertansiyonu 6nleyici etkisi

riskinin

Helicobacter pylori ’nin neden oldugu

enfeksiyonlar

Hepatik ensefalopati

[ltihapli bagirsak hastaliklar:

Immiin sistemi giiclendirme, mutajenik
materyalleri baglama, kisa zincirli yag
asitlerinin olusturulmasi ile kanser
hiicrelerinin olusumun engellenmesi, kanser
yapicilarmm  aktivitelerini  inhibe  etme,
intestinal  sistem  mikroorganizmalarmnin
irettigi kanser yapici materyalleri {ireten
enzimlerin engellenmesi, laktasif etki ile
toksik metabolitlerinin kolonda kalislarinin
azalmasi, ikincil safra tuzu derisimlerini
etkileme (Laparra ve Sanz 2010).

Antijene 06zgli olarak bagisiklik yanita
yardime1 etki, IgA {iretiminin arttirilmasi,
timor ve enfeksiyon olusumunu engelleyici
spesifik olmayan savunma mekanizmasini
giiclendirilmesi (Timmerman ve ark. 2007).

IgA ve miisin sentezindeki artis

Kolestrol maddelerinin  mikroorganizma
tarafindan asimilasyonu, safra tuzu hidrolazin
dekonjugasyonun artmasi ile safra tuzlarinin
atiminin arttirmasi ile lipid ¢oziiniirliigiintin
ve emilimin diisiiriilmesi, antioksidan etki
(Laparra ve Sanz 2010).

Peptidaz enziminin siit proteinlerine etki
etmesi ile olusan tripeptidler angiotensinl
enzim doniismesini engellemesi, hiicre duvari
bilesenlerinin angiotensin 1 enzim
engelleyicisi seklinde hareket etmesi

Helicobacter pylori inhibitér maddelerin
(laktik asit, bakteriosin v.b.) {iretimi (Dugas
ve ark. 1999).

Ureaz iireten intestinal  mikrofloranin
engellenmesi

Kisa zincirli yag asitleri tireterek iltithabin
engellenmesi (Wolin ve ark. 1998).
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2.3 Probiyotiklerin insan Saghg Uzerine Yararh Etkileri

Probiyotiklerin gerek saglikli bir gelisme gerekse hastaliklarin tedavisinde ve dogal
destekleyiciler olarak kullanilabilmektedir. Bu bakteriler besin maddeleri i¢in zararl
mikroorganizmalarla rekabete girerek bagirsak ylizeyinde kolonize olurlar ve
bununla beraber gastrointestinal sistemdeki faaliyetleri ile sagligi olumlu ydnde
etkilerler. Yapilan calismalarda probiyotiklerin; yeni dogan cocuklarda Escherichia

coli’ye bagl ishal ve d6liimleri engelledigi bildirilmistir (Polewski 2016).

Ayrica probiyotikler kolonda sindirilmeyen oligosakkarit yapisinda olan diyet
liflerini fermantasyon sonucunda parcalayarak ucucu yag asitleri olusturmakta
bunlardan biitiirik asit olusumunun kolon kanserini engelledigi bildirilmektedir (Cui

2011).

Probiyotikler bakteriyel laktaz enzimi ile laktozun sindirimine katkisi, IgA
dretiminin arttirilmasi ile immiin sisteminin stimiile edilmesi, antijen etkiye sahip
maddelerin dolasim sistemine gecisinin engellenmesi ile alerjinin azaltilmasi
yoniinde bulgular tespit edilmistir. Probiyotiklerin antioksidasyon etki ile kalp
hastaliklarin1 Onleyici etkisi, hiicre duvar1 bilesenlerin angiotensin 1 enzim
inhibitorleri gibi davranmasiyla hipertansiyonu Onleyici etkisi, lrinar ve vajinal
bolge ylizeylerinde kolonize olmasiyla tirogenital hastaliklarda onleyici etkisi
raporlanmistir. Bunlarin yaninda Helicobacter pylori inhibitorlerin tiretimi ile gastrit
ve lilser Onleyici etkisi, lireaz iireten bagirsak florasinin engellenmesi ile serum
amonyak diizeyinin diismesini saglayarak hepatik ensefalopati olusumunu
engelleyici etkisi oldugu bildirilmistir (Butel 2014; Kailasapathy 2013; Nagpal ve
ark. 2012; Kechagia ve ark. 2013).

Bununla beraber ¢ocuklarin ishal tedavilerinde Lactobacillus rhamnosus, bagirsak
hastaliklarin1 6nleyici yonde Lactobacillus plantarum, kolon kanserini Onleyici
yonde yine laktobasil tiirlerinden Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus
acidophilus, kalp hastaliklarim1 tedavi edici yonde Lactobacillus rhamnosus rapor
edilmistir (Basu ve ark. 2007; Goldenberg ve ark. 2013; Gan ve ark. 2014; Johnson
ve ark. 2016; Kumar ve ark. 2013).
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Probiyotiklerin saglik ag¢isindan yararlar1 agagida 6zetlenmistir.

Ishali iyilestirme yoniinde yararh etkileri; ozellikle bebek ve cocuklarda
enterotoksijenik Escherichia coli ve Rota viriis siklikla goriilebilmektedir. Fermente
gidalarla birlikte alman probiyotiklerin ishal siiresini azaltmasinin yam sira yeni
dogan cocuklarda Escherichia coli ’ye bagh ishal ve Olumleri engelledigi

bildirilmistir (Polewski ve ark. 2016).

Helicobacter pylori enfeksiyonu; probiyotikler Helicobacter pylori inhibitorleri
(organik asitler, hidrojen peroksit ve peptit vb. diisilk molekiillii metabolitler) tiretimi
ile gastrit ve llser Onleyici etkisine sahiptir. Baz1 arastirmalarda probiyotik bakteri
iceren yogurdun Helicobacter pylori bakterisine etkisine bakilmistir. Geleneksel
yogurttan Lactobacillus kefiri, Lactobacillus ferentoshensis, Issatchenkia orientalis,
Lactobacillus crispatus, Kluyveromyces lactis bakterilerilerin izolasyonu saglanmis
ve bu bakterilerin farkli yollarla (laktik asit ve diger organik asitler, alkol ve
bakteriosin iiretimi) 10 farkli Helicobacter pylori susunun tamaminin gelisimini
inhibe ettigini belirlemislerdir (Giirsoy ve Kinik 2006). Probiyotik Lactobacillus
salivarius tiirlerinin Helicobacter pylori susunun gelisimini engelledigi saptanmis ve
bu engelleme mekanizmasi laktik asit iiretimi heniiz bilmedigimiz mekanizmalar ile
gerceklesmektedir. Ayrica Lactobacillus salivariusan Listeria monocytogenenes

enfeksiyonu engelledigi goriilmiistiir (Frece ve ark. 2005).

Laktoz intolerans; Laktozun bagirsaklarda sindirilebilmesi icin ince bagirsakta
bulunan B-galaktosidaz enzimine gereksinim duymaktadir. Bu nedenden dolay:
laktaz enzimi salgilamamasi veya yetersiz salgilanmasi ile ilgili durumlar laktoz
intoleransa neden olmaktadir. Probiyotiklerin bakteriyel laktaz enzimi ile laktozun
sindirimine katkistyla laktoz intoleransi azaltici etkisi olmaktadwr. Yapilan
arastirmalarda Lactobacillus acidophilus’lu siit tiiketmenin laktozun sindirimini
kolaylastirdig: bildirilmistir (Swagerty ve ark. 2002).

Lactobacillus acidophilus igeren siitle beslenmenin laktozun sindirilmesinde etkili

oldugu ve bununda Lactobacillus acidophilus

kaynaklandig1 bildirilmistir (Shiby ve Mishra 2013).

un bagirsaktaki islevinden

Kolesterol; probiyotik igeren siit iiriinlerinin tiiketiminin serum kolesterol seviyesini

diisiirdiigii tespit edilmistir (Pan ve ark. 2011; Sirilun ve ark. 2010).
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Immiin sistemin stimiile edilmesi; probiyotikler gastro intestinal sisteme
diizenleyici etki gostererek bagisiklik sistemini stimiile ettigi one siirtilmektedir.
Bunu ise artan bagirsak gecirgenligini azaltmasi ve bagirsak mikrobiyatasini 1iyi

yonde degistirilmesi ile agiklanabilmektedir (Sillanpaa 2001).

Probiyotik bakterilerin GIS’teki faaliyetleri sonucu immiin yanitin olumlu etkileri

sunlardir:

» Probiyotik bakteriler bagirsak ylizeyinde kolonize olmalariyla antimikrobiyal
madde iiretimini (asitler ve bakteriyosinler), mukus salgisini arttirir ve
boylece mukozanin bariyer fonksiyonlarin1  giliclenir ve patojen
mikroorganizmalarin epitele tutunmasini engellemektedirler (Yigit 2009).

+ Ince bagirsak paneth hiicreleri ve epitel dokularinda bakterisidal faktorlerden
olan defensin yapimini stimiile ederler (Goniilates 2008).

* Nitrik oksit yapimini arttirir (Goniilates 2008).

* Terminator faktore (Rho) baglantili veya baglantisiz sekilde epitelin isgalini
engellerler (Goniilates 2008).

+ Biitirat ve diger kisa zincirli yag asitleri olusturulur (Wang ve ark. 2014).

* Bakterilerin enzimlerinin salgiladig1 protein benzeri faktorler, N-formil
metiyonin  leucinphenylalanine (f MLP), lipopolisakkarit  (LPS),
peptidoglycan hiicre duvar1 yapimi, muramildipeptit (MDP), gamma-D-
glutamil-mezo-diaminopimelic asit (IE-DAP), bakteriyel deoksiriboniikleik
asit (DNA) gibi faktorleri ile mukozal bagisiklik sistemini stimiile ederler.
(Fedorak ve ark. 2004).

* NF-KB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells ) ve
AP-1 (Activator protein 1 ) yollar1 (patway) diizenler (Blum 2001).

* PPAR (peroksizom proliferator-aktive reseptor)’1 uyarirlar (Bassaganya-Riera
ve ark. 2012)

+ Intestinal kanalda redoks potansiyelini diisiiriirler (Nayir, 2008).

* Bu mekanizma tam olarak bilinmemesine ragmen probiyotik bakteriler INF—y
ve TNF-a ekspresyonunu azaltmaktadirlar, IgA, 1L-10, PGE2 ve TGF- B3
ekspresyon ve salimimini arttirmaktadirlar, T hiicre apoptozisini ve T (reg)
hiicrelerini uyarirlar, dendritik hiicrelerin fenotip ve islevlerini diizenlerler (Ji

2009).
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* Probiyotik bakteriler bagirsakta antimikrobiyal aktiviteyi, IgA’y1, mukus
salgisini arttirir, epiteller arasi baglantilar1 gili¢lendirir, epitele patojenlerin
tutunmasini engellerler (Ozden 2008).

* Regiilatuar T hiicrelerini aktive eder, IgE’yi azaltirlar. Boylece intestinal
epitel doku  hiicrelerine etki mekanizmasinda enflamasyona karsi
proinflammatory sitokin {iretimini azalttii ve bunun sonucu alerjiyi
engelleyici rol oynadig1 belirlenmistir (Paul ve Jakki 2008; Cakir 2004; Frece
ve ark. 2005).

Yukarida sayilan nedenlerden dolay1 probiyotik bakterilerin konakg¢inin
hiicresel ve humoral immiin yanitin1 giiglendirdigi diisiiniilmektedir (Yigit

2009).

2.4 Probiyotik Bakteri Olma Kriterleri

* Normal insan intestinal sistem mikoflorasindan olmalidir.

* Diisiik pH ve safra tuzlar1 gibi olumsuz ¢evresel faktorlerden etkilenmeden
intestinal sistemde metabolize olabilmelidir.

« Intestinal epitel hiicrelerine yapisabilmeli ve kolonizasyon saglayabilmelidir.

* Bagirsak ylizeylerinde canli hiicre sayilar1 biiyiik sayida olmalidir.

« Uretim ve depolamada canliliklarmi ve  aktivitelerini devam
ettirebilmelidirler.

* Konakta immiin sistemi stimiile edici etki gosterebilmelidirler.

* Giivenli olmal1 ve kullanildiginda yan etki gostermemeli,

» Karsinojenik ve patojenik bakterileri olumsuz etkilemelidir.

* Antimikrobiyal maddeler tiretmelidir.

+ Kesinlikle patojenik 6zellige sahip olmamas1 gerekmektedir (Friedman 2005;

Goniilates 2008; Timmerman ve ark. 2004).
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2.4.1 Probiyotik bakterilerin asit tolerans 6zelligi

Bir mikroorganizmanin probiyotik 6zelliklerini gosterebilmesi i¢in bagirsaklarda ve
endiistriyel islemler sirasinda canli kalmasi gerekmektedir. Asit tolerans 6zelligi; pH
genellikle 2,5 ila 3,5 arasinda degisen ve aclik ile 1,5’e kadar diisebilen ve her giin 3
litre kadar mide suyu salgilayan mide ortaminda probiyotiklerin canli kalabilme
yetenegidir. Bu nedenle probiyotiklerin se¢iminde ilk aranmasi gereken se¢im
Olgiitlerinden biri mide asitliginden en az sekilde zarar gormeleridir (Ramirez-

Chavarin ve ark. 2013,Aimutis 2001; Cakir 2003,Vernazza ve ark. 2005).

Probiyotiklerin ilk fizyolojik sorunu kolana ulasmadan Once canli savunma
mekanizmasi olan (pH 1,5-3,0) mide asitligi diyebiliriz (Dianawati ve ark. 2016;
Ashraf ve ark. 2016;Masco ve ark. 2007). Bundan dolayr midenin asidik ortamina
dayanim gosterip canli olarak bagirsaga ulasmalar1 gerekmektedir. Boylece asit
dayanimi gosteren probiyotikler midenin asidik ortaminda canliliklarmni
koruyabilirler ve bagirsaklara ulasarak, burada kolonize olabilmeleri i¢in avantaj

saglamis olurlar (Vasiljevic ve ark. 2008).

Probiyotikler midenin asidik ortamina diger mikroorganizmalardan daha fazla
tolerans gosterebilmekte ve mide asitliginde canli kalabilmekte, bagirsaga canli

olarak ulasabilmekte ve burada da canliligini koruyabilmektedir (Shah 2001).

2.4.2 Probiyotiklerin Safra Tolerans1 Ozelligi

Mide asitligini gecen bakteriler daha sonra safra organik (safra tuzlari, kolesterol,
fosfolipitler, bilirubin) ve morganik (su, elektrolitler) bilesiklerin sulu bir karigimi ile
karsilagmaktadirlar (Pan ve ark. 2011). Safranin nicelik olarak en dnemli bilesenleri
fosfatidilkolin (lesitin) ve safra tuzlaridir. Kalin bagirsaga gelen safra bilesenleri
mikrobiyal aktivite sonucunda kimyasal degisimlere ugramaktadir (Tahri ve ark.
1997). Bu nedenle probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarm ince
bagirsakta da canliligin1 koruyabilmeleri i¢in safraya tolerans gostermeleri

gerekmektedir (Maldonado ve ark. 2015).

Probiyotik bakterilerin GIS’te canlilik ve fonksiyon gosterebilmelerine katki
saglamas1 nedeniyle mide asitligi toleransinin yami sira safra tuzu toleranslari

bakterilerin se¢iminde kullanilan 6nemli 6l¢iitlerden biridir.(Vasiljevic ve ark. 2008,
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FAO/WHO 2002; Champe ve ark. 1997; Demain 1999; Burns ve ark. 2008; Succi ve
ark. 2005; Giirsoy ve Kinik 2006).

Karacigerde kolesterol kullanilarak sentezlenmis olan safra asitleri transfer
edilmeden 6nce bir molekiil glisin veya taurin aminoasitleri ile konjuge edilen; (safra
asidinin karboksil grubuyla bilesigin amino grubu arasinda amid bagiyla olusmus)
safra tuzlari; safra kesesinde depolanir, gerek duyuldugu zaman safra kanali yoluyla
duodenuma salgilanirlar. Bunlar taurokolik asit, taurokenodeoksikolik asit,
glikokenodeoksikolik asit ve glikokolik asitdir (Onal 2005; Begley ve ark. 2006;
Mathara ve ark. 2008; Pan ve ark. 2011).

Karacigerden ince bagirsaga (3—5 g/l safra igerir ) giinde 500-700 mL miktarinda
safra salgilanir. Safra; biyolojik bir deterjan gibi hareket ederek lipitleri emiilsifiye
eder ve bunlarm ¢oziindiiriilerek bagirsaklardan emilimlerine yardimci olur. Bunun
yaninda bakterilerin lipit ve yag asidi iceren hiicre membranlarma biiyiik oranda
zarar vermesinin yaninda bakteri DNA’larmna zarar verir (Onal 2005; Mathara ve ark.
2008; Mufioz-Atienza ve ark. 2013; Vasiljevic ve ark. 2008; Patel ve ark. 2004;
Begley ve ark. 2006; Dunne ve ark. 1999; Demain 1999).

Safra toleransi testlerinde % 0,3 - % 0,5 konsantrasyonda fizyolojik Oxgall kullanim1
onerilmektedir (Mathara ve ark. 2008). Papamanoli ve ark. (2003) ise % 0,1-2,0
arahiginda bes farkli Oxgall konsantrasyonuyla yaptiklar1 calismada % 0,3
konsantrasyon Kkiiltiirlerinin canliliklarinin korunmas: diger konsantrasyonlara gore
ayirt edici bir ozellik olarak gozlemlenmis ve % 0,3 konsantrasyonun probiyotik
bakteri testlerinde kullanilabilecek kritik deger oldugunu belirtilmistir. Oxgall
antimikrobiyal etki gosterebilecek konjuge ve dekonjuge safra bilesenlerini

icermektedir (Liong ve Shah 2005; Klingberg ve ark. 2005).

2.4.3 Probiyotiklerin Intestinal Kanal Epitel Yiizeylerine Yapisma

(adezyon,tutunma) Ozelligi ve Hidrofobisite

Probiyotik bakterilerin intestinal sistemin epitel ve mukozal ylizeylere yapismasiyla
beraber kolonizasyonlarmi ve uzun siire sistemde kalabilmeyi saglamasi, konak
immiin sisteminin modiile edilmesi, zarar géren mukozanin tamir edilmesi ve
enteropatojenlere karst antimikrobiyal aktivite sayesinde enteropatojenlerin

kolonizasyonunu azalttig1 i¢in 6nemli oldugu belirtilmektedir.
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Bu nedenle probiyotik bakterilerin se¢iminde bagirsak mukozasina yapisma 6zelligi
en Onemli kriterlerden biridir. Intestinal sistemin epitel ve mukozal yiizeylere
yapigmasiyla hidrofobisite gibi kompleks islemler gerektirdiginden bakteri
hiicrelerinin yapismasi genellikle epitel hiicrenin ylizey yapisi ile iliskili bulunmustur

(Collado 2007).

Probiyotik bakteriler intestinal sistemdeki yapisma alanlarmma ulasabilmesi ig¢in
midenin asitli ortamindan gecebilmesi gerekmektedir. Intestinal sisteme ulasan
probiyotik bakterilerin peristaltik hareketlerle bagirsaklardan kayip gitmemesi i¢in

bagirsak mukus ylizeyine ve epitel hiicrelerine yapismasi zorunludur (Alp 2008).

Intestinal sistem epitelyumunu kaplayan mukus mikroorganizmalarm yapisma,
tutunma ve kolonizasyonu i¢in 6nemli ilk yiizeysel temas bdlgesi olup, epitel bezler
ve hiicrelerinden salgilanan jelimsi bir yapidan olusmasmin Otesinde; disiilfit
baglariyla birbirine baglanan miisin; yiiksek glikolizatli protein monomerlerinin
polimer seklindeki molekiilleridir. Miisinin diger bilesenleri; epitel hiicrelerin

bilesimleri olan protein, lipit ve DNA’ y1 igerir.

Probiyotik bakterilerin epitel yiizey ve mukuslarda koloni olusturulabilmesi igin
yapismalar1 gerekmekte ve boylece patojen mikroorganizmalar {irettikleri
antimikrobiyal maddelerle intestinal sistem yiizeyinde patojenlere karsi bariyer
olustururlar (Turabian 1996).  Ozellikle insan in vivo bakteriyel yapisma
arastirmalar1 esnasinda zorluklar olugmaktadir. Bu sebeple probiyotik bakterilerin

yapisma mekanizma arastirmalarinda in vitro yapisma modelleri gelistirilmistir.

Arastirmacilar intestinal sistem epitelinde bulunan insan adenocarcinoma hiicrelerini
izole ederek mikrobiyolojik calismalarda enterositler gibi kolon adeno carcinoma
(caco-2) doku kiiltiir hiicreleri ¢ogunlukla kullanilmaktadir. Caco-2 hiicreleri normal
ince bagirsak villus hiicrelere bircok 6zelligi ile benzediginden Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae ve enteropatojenik ve
enterotoksijenik  Escherichia coli ile yapilan yapisma arastirmalarinda
kullanilmaktadir.  Caco-2  hiicreleri sadece mikroorganizmalarin  yapigsma
mekanizmasiyla 1ilgili c¢alismalarin yaninda, bu mikroorganizmalarin patojen
mikroorganizmalarla ayni1 ekosistem i¢in nasil savasim i¢inde olduklarimi gdsteren
arastirmalar da kullanilmistir. Bunun yaninda kullanilan modeller; bagirsak mukusu

ve ileostom glikoproteinleridir (Onal ve ark. 2005).

46



Yapigmayi saglayan etkiler in vitro olarak saptanmasina ragmen bakterilerinin epitel
ylizeye tutunmasinin mekanizmasi tam olarak yine de agiklanamamistir (Turabian

1996).

Probiyotik bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine yapismasi ¢alismalarinda bir¢ok
arastirmacmin odak noktasi bakteri hiicre yiizeyindeki bilesimlerden olan bakteriyel
adezinler ve reseptorler olmus ve tutunma bakterilerin yiizey ile etkilesimleri sonucu
gerceklestigi sonucuna varilmistir. Hiicre adezyonu ylizey ile hiicre arasinda
gergeklesen ¢ok adimli bir siirecin hiicre membraninin yapisi ve bilesimi ile yiizey

etkilesimi belirlemektedir (Alp 2008).

Intestinal ~epitelyum yiizeylere patojen bakterilerin yapismasiyla bagirsak
enfeksiyonlarin yolunun acildigi belirtilmektedir. Bu bakterilerin mukozal alic1
yapigkan mataryalleri mukozal yiizeylere yapigsmayi saglamaktadir. Probiyotik
bakterilerin bagirsak mukozasina yapisma yetenekleri sayesinde rekabetle disarida
birakilarak patojen bakterilerin yapigmasinin engellenebilecegi sonucuna varilabilir.
Baz1 laktobasil tiirlerinin patojenlerin yapismasini inhibe ettigi bulunmustur. Ornegin
laktobasillerin bazi suslarmin domuz enterositlerine Escherichia coli ° nin

yapigsmasinin engelledigi tespit edilmistir (Tuomola 1999). Yapilan bir ¢aligmada

Lactobacillus gasseri’nin karbonhidrat ve proteinlerin yapisma i¢in gerekli oldugu

+2
Ca ‘un yapismada etkili oldugu saptanmistir. Sonucta Laktobasiller ‘in insan

intestinal epitel hiicrelerine yapismasinin, bakteri ylizeyinde bulunan karbonhidrat ve
proteinlerin farkli kombinasyonlariyla olusmus mekanizmayla gerceklestigi ileri

siiriilmiistiir (Onal ve ark. 2005).
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Sekil 2.2: Insan intestinal epitelyum hiicrelerine Lactobacillus acidophilus BG2FO4
lin yapismasiyla ilgili 6nerilmis olan model. Laktobisillerin iiretttigi ekstraseliiler
baglayici proteinler bakterinin bagirsak epitelyum hiicrelerine baglanmasimda koprii
islevi goriir (Bernet ve ark. 1993; Onal ve ark. 2005).

Yapilan c¢alismalarda Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103) tiirlerinin Escherichia coli ve Salmonella tiirleri ile yaptig1 rekabet
sonucu intestinal doku hiicrelerine yapisma yeteneklerini azaldig1 tespit edilmistir
(Tuomola 1999). Insan doku kiiltiirii modelleri ¢alismalarinda; intestinal sistemdeki
epitel yiizeylere yapismaya fizikokimyasal 6zellik olan hidrofobisitenin aracilik ettigi

tespit edilmistir (Del Re 1998; Gomez 2002).

Probiyotik bakteri hiicresinin barindirdig1 karbonhidratlar bakteri ile ekstraseliiler
yapisma artirict faktor arasindaki etkilesimden kismen sorumlu oldugu ve mukus
preparatlar1 ile polisitrene yapisma arasindaki iliski hidrofobik etkilesimlerin

yapismada da rol oynayabilecegi bildirilmektedir (Onal ve ark. 2005).

Probiyotik bakterilerin dis yiizeylerinin hidrofobik olusu bagirsaklara giiclii yapisma
yetenegi ile 1ilgili oldugu disiiniilmektedir. Yiksek hidrofobisite diger
mikroorganizmalarla yarigmada probiyotiklere avantaj saglayarak insan bagirsak
mikrobitasinda yasamini stirdiirmesini getirir (Melgar-Lalanne ve ark. 2015, Todorov
ve ark. 2007; Vinderola ve Reinheimer 2003, Jara ve ark. 2011, Collado 2007;2008;
Naidu ve ark. 1999).

Yapismada intestinal sistemdeki epitel hiicre ylizeyinin hidrofob olusu yiizey yiikleri
ile ilgili olmas1 ve bakteri hem de epitel hiicre ylizeyleri negatif (-) yiikiiniin olmasi1
bu itici giiclin 6zel etkilesimlerle asilmasi gerektirir (Del Re 2000). Probiyotik

bakterilerin intestinal sistemin epitel hiicrelere yapismasini saglamada n-
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hekzadekana mikrobiyal yapisma gecerli bir niteleyici fenomonolojik bakis agisidir

(Vinderola ve Reinheimer 2003).

Laktobasil tiirlerinin epitel hiicrelere yapigmasi ile hiicre yiizey hidrofobisitesi
arasinda pozitif bir iliski oldugu ve tespit edilmistir (Tuomola ve ark. 1999; Jara ve
ark. 2011). Epitel hiicre yiizeylerine yapisma icin hidrofobisitenin gerekli oldugu
bildirilmistir (Schachtsiek ve ark. 2004).

2.4.4 Probiyotik bakterilerin antibiyotik duyarhlk veya direnclilik 6zellikleri

Probiyotik bakteri se¢ciminde, antibiyotiklere kars1 duyarlilik veya direnclilik 6nemli
bir se¢im kriteri olarak goriilmektedir (Gismondo ve ark. 1999; Saarela ve ark. 2000;

Yuksekdag ve Aslim 2010).

Antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz kullanilmasi antibiyotiklere karsi direngli
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasinin yanmda; 6zellikle patojen bakterilere farkl
mikroorganizmalardan antibiyotik diren¢ genlerinin 6nemli risk faktorii olarak
aktarilma olasilig1 diinyamizda biiytik bir saglik problemi sekline doniismesine neden
olmustur. Bunun yaninda artan antibiyotik kullanimi probiyotik bakterilerin
insanlarda tedavi i¢in kullanilmakta olan antibiyotiklere karsi direngli olmasi
sonucuyla laktobasil tiirlerinde ¢ogunlukla eritromisin ve tetrasiklin direngliligi

goriilmiistiir (Ozteber 2013).

Probiyotik bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasinin ve antibiyotik
diren¢ genlerinin yayilmasinin bu bakterilerin giivenilirligi agisindan iizerinde
onemle durulmasi gereken bir konu oldugu belirtilmektedir. Antibiyotik direnci
bakterinin yapisindan kaynaklanan kendi dogal 06zelligi olabilmesinin yaninda
mutasyonlar sonucu veya gen transferi ile olugmaktadir. Dogal oOzellikle veya
mutasyonlarla kazanilan antibiyotik direng genlerin transferi ¢cok diisiik olasiliktir.
Bununla birlikte sonradan kazanilmis direnglilik genetik mutasyon ve bagska
bakterilerden DNA transferi ile edinilen direng genleri aktarilma olasiliginin yiiksek
olmasi ile transfer edilen bu genlerin tek basina hastalik etmeni olmamasina ragmen
patojen bakterilerin antibiyotik diren¢ kazanmasiyla hastalik oranlarmnin artmasi,
siireglerinin uzamasi ve Olim sikliliklarinin yiikselmesi gibi riskleri mevcuttur

(Ammor ve ark. 2007).
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Bircok arastirma probiyotik irilinlerin ve geleneksel fermente gida ({iriinlerin
tiiketilmesinin biiylik oranlarda artmasi ile probiyotik bakterilerin patojen bakterilere
antibiyotik direnclilik genlerini aktarma riskini beraberinde getirmesi; insanda saglik

sorunlarma neden olabilecegini belirtmektedir (Saarela ve ark. 2000).

Kisacas1t FAO/WHO (2002) tarafindan belirlenen kritere gore, antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanimmin ve antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinin bu bakterilerin
giivenilirligi agisindan sorun olusturmakta ve intestinal sistem yapisina zararli olan
bu suslar probiyotik olarak kullanilamazlar (Mufioz-Atienza ve ark. 2013;

Yuksekdag ve Aslim 2010, Hereros ve ark. 2005).

Bu nedenle transfer edilebilir antibiyotik diren¢ genlerinin probiyotik bakteriler
tarafindan Ozellikle patojen bakterilere aktarilma riski nedeniyle antibiyotik
direncliligi bakimindan kontrol edilmesi gerekmektedir (Ouoba ve ark. 2008; Dewan

and Tamang 2007, Ammor ve ark. 2007).

Bakterilerin antibiyotige direngliligi genlerle iligkilidir ve genellikle konjugasyonla
beraber plazmidler aktarma islevini goriirler (Cebeci ve Giirakan 2003). Birgok
arastirmact probiyotik bakterilerin patojen veya benzeri zararli bakterilerin
antibiyotik diren¢ genleri yonii ile kaynak olabilecegini belirtmekte ve bu
bakterilerin patojen bakterilere antibiyotik diren¢ genlerini transfer etme
yeteneklerinin saglik ag¢isindan 6nemli bir problem olusturdugunu bildirmektedirler

(Sharma ve ark. 2014).

Ancak antibiyotiklere kars1 direng goOsteren birgok probiyotik bakterinin
ozelliklerinin dogal 6zellik oldugu ve diger mikroorganizmalara aktarilamayacagi
one siriilmektedir. Fakat mutasyon veya bakteriyel genoma gen kazanimi ile
plasmidlerde kodlanarak elde edilen antibiyotik diren¢ 6zelligi mikroorganizmalar
arasinda paralel olarak transfer edilebilir 6zelliktedir (Mathur and Singh 2005; Zhou
ve ark. 2005). Antibiyotiklere diren¢ genlerinin transfer potansiyeli ve lokalizasyonu
iizerinde odaklanilmistir. Bazi kiiltiirlerde plasmidlerde diger mikroorganizmalara
transfer edilebilen antibiyotik diren¢ genleri tespit edilmistir (van Reenen ve ark.

2011; Ouoba ve ark. 2008).

Yapilan arastirmalarda laktobasil tiirlerinden bagirsak florasinda bulunan patojen
bakterilere sinirli oranda antibiyotik diren¢ genlerinin transferinin miimkiin

olabilecegi belirtilmistir (Temmerman ve ark. 2003; Mathur and Singh 2005).
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Yapilan birgok ¢aligmada intestinal sistemdeki bakterilerin ¢ogunlugunun ayni tip
antibiyotiklere kars1 diren¢ gostermis olmalar1 bakteriler arasinda direng genlerinin
aktarilma ve yayilma ihtimalini kanitlamaktadir (Ammor ve ark. 2007; Herreros ve

ark. 2005; Larson ve ark. 2008; Mathur 2005).

Probiyotik bakterilerin en 6nemli gereksinimleri onlarin diren¢ genlerini tasiyor olan
hareketli 0Ogeleri barmdirmamalaridir. Bazi arastirmalar ise; dogasi geregi
vankomisine diren¢ genini tasiyan laktobasil tiirlerinin giivenilir bir sekilde
probiyotik olarak kullanilabilecegini ve hicbir kanitin bu genin diger tiirlere

aktarildigin1 gostermedigi belirtilmistir (Gotcheva ve ark. 2002).

Bazi arastirmalar patojenik enterokoklarin gidalar araciligiyla tasmip tasinmadigi
yoniinde yogunlagsmis ve hayvan ve insan intestinal sisteminde, toprakta ve
hayvansal gidalarda bulunabilecegi belirtilmistir. Tehlikeli insan patojeni olan diger
mikroorganizmalar i¢in yatay transferi saglanabilen antibiyotik diren¢ genlerinin
kaynagi oldugu vurgulanmaktadir. Bu nedenle de gidalardan izole edilen
enterokoklarm kazanilmis antibiyotik direnglilik 6zellikleri yoniiyle de incelenmesi
gerektigi aktarilmaktadir (Sharma ve ark. 2014;Semedo ve ark. 2003; Moreno ve ark.
2006, Larson ve ark. 2007).

Enterokoklar sagliga yararli oOzelliklerinden dolayr probiyotik olarak da
kullanilmaktadirlar. Ancak bazi Enterokoklar antibiyotik direngliliginin olmasi
sonucunda patojenik oOzellikler gosterebilirler. Probiyotik olarak enterokoklarin
kullannmina baz1 {ilkelerde antibiyotik direng genlerinden dolayr siiphe ile
yaklasilmaktadir (Lund ve Edlund 2001). Ama bu 6zellik susa bagh olarak ortaya
ciktigindan probiyotik olarak kullanilacak Enterokok suslari antibiyotik direnglilik
genleri tasimayan suslardan segilebilir. Modern analiz teknikleri ile Enterokok
suslariin 6zellikleri hakkinda elde edilecek giincel bilgi ve bulgular; endiistriyel
kullanim i¢in giivenilir suslarin se¢iminde yararli olacaktir (Otles 2013; Moreno ve

ark. 2006; Fortina ve ark.2008).
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2.4.4.1 GSBL (Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz)

1983 yilinda Klebsiella pneumoniae patojenine karsi yapilan antibiyotik caligmalari
sirasinda ilk defa GSBL fark edilmis daha sonrasinda Enterobacteriaceae suslarinda
tespit edilmistir. GSBL oksiimino beta laktam antibiyotiklerden sefotaksim,
seftazidim, seftriakson vb.’lerine direng gosteren enzimler olmasmin yaninda
plazmidle genlerini diger bakterilere transfer edebilmektedirler. Birgok GSBL {ireten
suslar 1980’ lerde hastane kaynakli iken 2000’lerden sonra ve giliniimiizde toplum

kaynakli olmastyla dikkat ¢ekmektedir (Hernandez ve ark. 2003).

Beta-laktamlar {istiin etki spektrumlariin olmasi, patojenik mikroorganizmalar i¢in
yiiksek ve secici toksisiteleri, tiim yas gruplarinda uygulanabilir olmalari, diger grup
antibiyotiklere gore diisiik yan etki gostermeleri ve tiim viicut sivilarina biiyiik
oranda dagilim gostermeleri nedeniyle giiniimiizde tiim antibiyotikler iginde % 70’e
oranda kullanilan antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibiyotiklerin gereksiz, uygunsuz
ve yogun kullanimiyla mikroorganizmalarm bu antibiyotiklere olan direngleri hizla

artmistir (Roy ve ark. 1983).

Beta-laktamazlar; baslangicta penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize
edebilen plazmid kaynakli enzimlerken, sonrasinda bu enzimleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlarla beraber GSBL olarak adlandirilan iigiincii kusak sefalosporinleri ve
aztreonami hidrolize edebilen yeni beta-laktamazlar tanimlanmistir (Sirot ve ark.

1995).

Bu enzimlerin en 6nemli 6zelligi genellikle klavulanik asit, daha az olarak da
sulbaktam veya tazobaktam gibi antibiyotiklere duyarli olmalarina karsin
sefamisinler ve tiim sefalosporinlere karsi etkilidir (Jacoby 1994). Giiniimiizde
200’den fazla GSBL tanimlanmis olup iilkemiz ve tiim diinyada yaygin olarak
bulunmaktadir. Plazmid araciligiyla kolay yayilmalari, salginlara yol agcabilmeleri, bu
suslarin etken oldugu enfeksiyonlarda tedavi basarisizligi ve mortalite artigi gibi

ciddi saglik sorunlar1 GSBL enzimleri kaynaklidir (Giir 1997).
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2.4.4.2 GSBL’lerin Klinik Onemi

Hastaliklarm bircogunun direngli bakterilerden kaynaklanmasi GSBL’lerin 6nemi
klinik acidan artirmaktadir. Beta-laktamaz sentezi enterik Gram (-) bakteriler i¢in en
onemli antibiyotik direng mekanizmast olmast ve bu bakterilerin direng
problemlerinin ¢ogunlukla klinik c¢alismalar1 halk sagligmin en 6nemli zincirin
oldugunu gostermektedir. Ancak bunun disinda toplum hijyeni, gida giivenligi gibi

konular klinik dncesi bagvurulmasi gereken en 6nemli yolllardandir.
2.4.4.3 GSBL Tam Yontemleri

Bircok  bakteri tirlerinin GSBL  varligi rutin  duyarlilik testler1 ile
tanimlanamamaktadir ve bu nedenle spesifik yontemler gelistirilmistir. Ayrica GSBL
dretim hizindaki artis, plazmid araciligi ile kolay yayilmalari, salgin, tedavi
basarisizligi, mortalite artmasi gibi ciddi klinik sorunlarma neden olmalar:
tanimlanmalarin1 zorunlu kilmaktadir (Giilay 2004). GSBL iireten bakteriler genis
spektrumlu sefalosporinlere ve aztreonama direngli olmalarina ragmen siradan
antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarl olarak belirlenebilmekte ve bu durum tedavi
sirasinda sorunlara yol agabilirler. Bu nedenle GSBL tarama ve dogrulama testlerinin

hizl1 ve giivenilir laboratuar testleri ile yapilmalidir (Samaha-Kfoury ve Araj 2003).

CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute) bu testlerin izolatlarinin rutin
olarak GSBL iiretiminin tespiti ve dogrulanmasi standardma gore disk diflizyon
testinde GSBL {iretimi i¢in sefotaksim, seftazidim, sefpodoksim antibiyotiklerine
karst duyarlilik saptanmasi gerekmekte ve duyarhilik azaldiginda disk diflizyon

dogrulama testi uygulanmalidir.

CLSI (2013) standartlarma gore klavulanik asit igeren/icermeyen seftazidim ve
sefotaksim diskleri kullanilir ve kombine olan disklerin etrafindaki zonlara
bakildiginda klavulanik asit icerenle igcermeyen es diskler arasindaki zonlar

karsilastirildiginda >5 mm fark varsa GSBL iiretiminin oldugu diisiiniilmektedir.

Tanimlama testlerinin temel prensibi GSBL’in beta laktamaz inhibitorii antibiyotige
kars1 gosterdigi duyarliliktan yararlanilmasiyla yapilan 7 farkli yontem asagidaki
gibidir:

e Disk taramasi

e Disk tarama konfirmasyonu
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e Sivi mikrodiliisyon yontemi (MIK)
e I test
e Boronik asit
e Ug boyutlu test
e Otomatize sistemler
2.4.4.4 Disk Taramasi

0,5 McFarland bulaniklik standardi bakteri yogunlugundaki siispansiyonu Mueller
Hinton besiyerine yayilarak, klavulanik asit (10 pg) iceren ve klavulanik asit
icermeyen, seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 pg) diskleri yerlestirilir. Sonrasinda
bir giin 37 °C’ de inkiibasyona birakilir. Inhibisyon zonlar1 6lgiilerek klavulanatli ve
klavulanatsiz farklar karsilastirilir. Bu tiirdes diskler arasindaki fark >5 mm olan

suslar, GSBL iiretimi agisindan pozitif olarak kabul edilir (Giilay 2004).
2.4.4.5 Disk Tarama Konfirmasyonu

McFarland 0,5 bulaniklik olarak hazirlanan bakteri siispansiyonu ayn1 sekilde MHA
besiyerine yayilarak petrinin orta noktasina bir amoksisilin/klavulanik asit diski
(AMC 20/10 pg) ile diskin merkezleri arasinda 30 mm uzaklik olacak sekilde
seftriakson (CRO), seftazidim (CAZ) veya aztreonam (ATM), sefotaksim (CTX),
veya sefpodoksim (CPD) antibiyotik diskleri konulur. 18 saat 37°C’ de inkiibasyon
sonunda, amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru sefalosporin veya aztreonam
disklerinin etrafindaki inhibisyon zonunun genislemesi veya arada bakteri
iremesinin olmadigi bir etkilesim alan1 bakterinin GSBL {iretim varligini

belirtmektedir (Giilay 2004).
2.4.4.6 Si1vi Mikrodiliisyon Yontemi

Seftazidim ve sefotaksimin MiK degerleri, tekli ve klavulanik asitli olarak bulunur.
MIK degerleri karsilastirildiginda klavulanik asit ortammnda >8 kat azalma oluyorsa

sonu¢ GSBL (+) olarak belirlenir (Gtlilay 2004).
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2.4.4.7 Otomatize Sistemler

Bakteriyolojide kullanilan VITEK®MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) ve BD-
Phoenix (Becton Dickinson, Sparks, MD/ABD), Mikro-scan panel test gibi
otomatize sistemler de GSBL iiretimini saptamaktadirlar. Cesitli kurallar1 kullanarak
GSBL iiretimini saptayan bu sistemler karbapenem direngli K. prneumoniae suslari

disindaki tiim penisilinleri, sefolosporinleri ve aztreonami direngli kayit ederler

(Endimiani ve ark. 2010).

2.4.5 Probiyotiklerin EPS iiretim o6zelligi

Bakterilerin iirettikleri polisakkaritler hiicresel konumlarina gore siniflandirilmakta
olup hiicre duvarmin disina salgilanan polisakkaritler EPS’dir (Ruas- Madiedo ve
ark. 2006). Bakterilerin hiicre duvar1 disina salgiladiklar1 EPS yiiksek molekiil
agirlikh seker polimerleridir (Wang ve ark. 2010). EPS’ler bakteri suslar1 tarafindan

katabolize edilemediklerinden onlar i¢in enerji kaynagi degildir.

Ancak cevrelerine salgiladiklar1t EPS’ler ile fagositoz ve faj ataklarina, organizmadan
sitokinin salgilanmasina, antibiyotiklere ve toksik maddelere, ozmotik strese karsi,
mikroorganizmay1 ve/veya ortami kurumaya karsi koruyarak ilgili bakteriyi zararl
ortamdan uzaklastirmis olur EPS’ler toksik maddelerden bakteriyi ortamdaki metal
iyonlarinin tutulmasini saglayarak korumaktadir (Tyvaert ve ark. 2006; Sengiil ve
ark. 2006). EPS’ler bakterinin olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini ve boylece
intestinal yiizeylere tutunmasiyla beraber biyofilm olusturmasini saglar; bu durum
EPS iireten bakteriye intestinal sistemde stabil olarak kalabilme ve baskin koloni

olma yolunu agar (Ruas- Madiedo ve ark. 2006).

Probiyotik bakterilerin yapigkan polimer olan (EPS) iiretimi bu bakteriler birbirine
baglanarak intestinal yiizeyde kolonize olmasin1t ve canliliklarini devam
ettirebilmesini saglayan dnemli bir 6zelliktir (Mozzi ve ark. 2006). EPS {iretim
ozelligi probiyotik olarak kullanilacak bakteri i¢in daha fazla avantaj saglayarak

onemini arttirmistir( Ruas- Madiedo ve ark. 2006).

Probiyotik bakterilerin hiicre duvarinin disina salgiladigi EPS bagirsak epitel doku
ile kendileri arasinda bulunduklar1 ortami jelimsi (biyofilm) yapiskan bir halde
birakarak gercek bir bag olusturmaktadir (Liu ve ark. 2010). EPS iiretimi ile

bakterilerin yapisma yetenegi arasinda bir iliskinin oldugu goriilmiistiir (Tieking ve
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Ganzle 2005). Boylece bagirsak ylizeyine tutunmasini ve probiyotik bakterilerin
birbirine baglanarak kolonize olmasimi, bakterinin olumsuz c¢evre kosullarindan ve
antibiyotiklere kars1 fiziksel bir sekilde korunmasi ve canliigim1i devam
ettirebilmesini saglayan onemli bir 6zelliktir (Darilmaz ve ark. 2011; Ismail ve ark.

2010; Tieking ve Ganzle 2005; Ruas- Madiedo ve ark. 2006; Sengiil ve ark. 2006).

EPS bu ozellikleri ile probiyotik bakteriler olarak kullanilacak mikroorganizmaya
mikroflorada GIS'te stabil olarak kalabilme ve baskin koloni olma 6zelligi saglayarak
daha fazla avantaj kazandirmistir (Lin ve Chien 2007). Bu nedenlerle EPS iiretimi
yiiksek olan mikroorganizmalarin probiyotik olarak kullanilmasinin dogru uygun

oldugu belirtilmistir.

2.4.6 Probiyotiklerin Metabolik ve Proteolitik Ozellikleri

Metabolik aktivite temelde proteolitiktir; ancak anaerobik ve aerobik kosullarda
karbohidratlarin transformasyonuyla kisa zincirli yag asitleri iretimi de

gerceklesebilmektedir (Otles 2013).

Yapilan bir¢cok calismada probiyotik bakterilerin metabolik aktiviteleri i¢in (pH
degisimi, pihtilagsma, gaz) gozlemlenerek Olgiimler gelistirilmistir. Bunlardan en
onemlisi litmus siit testi olup; bakterilerin litmus ilave edilmis siitte ¢ogalmalari,
siitte ortaya ¢ikan; pihtilasma rengin agilmasi veya koyulagsmasi gibi degisimlerin

takibi ile metabolik aktivite durumu tespit edilir (Aspri ve ark. 2017).

Siitlin ihtiva ettigi protein, laktoz, mineral maddeler, vitaminler, yag vb. maddeler
bakteriler icin besleyici bir ortam olusturmaktadir. Bakteriler ¢ogalirken laktozu
hidroliz ederek olusturduklar1 organik asitlerle pH'nin azalmasini ve litmus renginin
acilmasi saglarlar. Asidik ortamsa siit proteini kazeinin pihti olusturmasina neden
olur. Ortaya cikan degisimleri rahat gozlemlemek i¢in siite katilmig litmus notral
pH’da leylak kirmizisidir. Asidik ortamda agik pembe ve alkali ortamda mavi bir
renk olugmakta ve litmus siit icindeki oksidasyon ve rediiksiyon i¢in iyi bir
belirtectir. Siitlin renginin ac¢ilmasimni yani beyazlamasimi rediiksiyon ile gergeklesir

(Aspri ve ark. 2017).

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalarin gelisimi i¢in gereken aminoasitlerin

proteolitik enzimler ile protein ve peptidlerin hidrolize edilerek elde edilmesidir.
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Laktobasillerin proteolitik aktiviteleri zayif bulunmustur (Mumcu 1997, Kilig 2001).
Sarantinopoulos ve ark. (2001), yaptiklar1 bir arastrmada Enterokoklarin
ekstracellular proteolitik aktivitelerini zayif bulmalarina ragmen bazi arastirmacilar
enterokoklarm asir1 proteolitik aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Giirsoy ve Kinik

2006; Gurses ve Erdogan 2006).

Enterokoklar ¢esitli gidalarin dogal florasindan izole edilebilmekte proteolitik enzim
aktivitelerinden dolayr bazi  enterokok suslar1  probiyotik olarak da
kullanilabilmektedir. Peynirlerden izole edilen Enterococcus faecium suslarimin
proteolitik aktivilerinin yararli oldugu arastrmalarda belirtilmistir (Andrighetto ve
ark. 2001; Sarantinopoulos ve ark. 2001). Enterokoklarin kazeini parcalama
yeteneklerinin ¢ogunlukla suslar arasi farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Durlu-

Ozkaya ve ark. 2001).

2.4.7 Probiyotiklerin Laktik Asit Uretim Yetenekleri

Probiyotik bakteriler c¢esitli gidalardaki faaliyetleri sonucu karbonhidratlardan
kokusuz eksi organik bir asit olan laktik asit liretim yetenegine sahiptirler (Turhan

2012).

Probiyotik bakteriler laktik asit fermantasyonunda karbonhidratlardan temel

metabolit olarak laktik asit tiretirler (Hwanhlem ve ark. 2010).

Probiyotik bakteriler olusturduklari iirlinler baz alinarak laktik asit {iretimini iki farkl
yol olan birincisi homofermentatif (fruktoz difosfat yolunun 6nemli enzimlerinden
olan aldolaz enzimi olanlar) glukozu heksoz mono-fosfat yoluyla parcalayarak
fermantasyon sonucu yalniz laktik asit liretirler ve ikincisi heterofermentatif (aldolaz
ve triozfosfat izomeraz enzimleri olmayanlar yerine pentozfosfat yolu kullanilir) %
50 laktik asit ,% 50 oraninda karbondioksit, asetik asit, etanol, gliserol, mannitol ve
friikktoz tiretimi gerceklestirirler (Madigan 2006; Yetismeyen 1995; Toy 2010; Tunail
2009).

CsHiz O — 2 (CH; - CHOH-COOH) + CO; (Laktik asit)

Probiyotik bakteriler laktozun bir bolimiini L (+),diger boliimiinii ise D (-)
formunda laktik aside doniistiiriirler. Homofermentatif laktokoklar karbonhidrat

katabolizmasiyla temel iiriin L (+) laktik asiti tiretirler (Hirayama ve Rafter 2000). L
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(+) laktik asit formu, D (-) laktik asit formuna gore ¢ok daha iyi fizyolojik sekilde
metabolize edilebilmektedir (Yigit 2009).

Heterofermentatif Glikoz Homofermentatif
Glikoz-6-fosfat
Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz — Fruktoz-1 6-difosfat
__fﬁ \
—
6-fosfoglukonat fruktoz-6-fosfat
l Co,
D-ribuloz-5-fosfat fruktoz-1.6-difosfat
- v . ﬁ-_’A‘H
Ias1luloz-:+fo.sfat4b gliseraldehit fosfat dehidroksi aseton fosfat
l fosfoketolaz |
v
Asetil fosfat fenol pritvat
| l |
v v
Asetat Etanol
pritvat
|
v ctat a
Laktik Asit

Sekil 2.3: Bakteri i¢in 6nerilen karbonhidrat mekanizmasi (Koseoglu 2007)

Probiyotik bakterilerin fermantasyon sirasinda iirettigi temel bir metabolitlerden olan
laktik asit pH’da diisiise neden olmakta ve bdylece bir¢ok bakteri, kiif ve mayanin
membran yapisini bozarak hiicrelerinin substrat tasima 6zelligini yok etmesi ile
antimikrobiyel etki gostermektedir (Di Cagno ve ark. 2013; Rodriguez-Couto 2006;
Erdogrul ve ark. 2002; Yigit 2009).

Probiyotik bakterilerin irettigi laktik asit 6zellikle ince bagirsaklarda yasayan Gram
(-) bakterilere kars1 lipopolisakkaritlerinin serbest birakilmasina ve bunun sonucunda
dis hiicre membranlarinin gecirgen olmasiyla beraber Olimlerine yol actigi
saptanmistir. Bu nedenle yiiksek laktik asit iiretim yetenegi probiyotik bakteriler i¢in
aranan Ozelliklerdendir (Cui ve ark. 2011; D1 Cagno ve ark. 2013).

2.4.8 Probiyotiklerin Antimikrobiyal Etkileri

Probiyotiklerin diger mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivite;

laktik asit tiretimi ile pH'daki diisiisle beraber ger¢eklesmesinin yaninda irettikleri
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asetik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin, diasetil, alkol ve karbondioksit gibi
antimikrobiyal metabolitler {retilmesi ile saglanmaktadir. Bunun yam sira
probiyotikler besinler veya kolonizasyon bdlgeleri i¢in patojen bakterilerle yarigarak
intestinal mukozaya yapigmalarmi Onlerler. Bu bakteriler baski altinda tutularak

inhibasyon saglamis olur (Gonzélez 2007).

Antimikrobiyal maddelerin iiretimi gida kaynakli olan patojenlerin engellenmesi
acisindan probiyotikler i¢in 6nemli dlgiitlerden biridir. Bu tiir probiyotikler gidalarda
kullanildiklarinda  antimikrobiyal —maddeler iretirler. Boylece  gidalarin
mikrobiyolojik dengelerini koruyan “koruyucu kiiltiir’> gorevini saglarlar (Yoon ve

ark. 2008).

Probiyotik bakterilerin salgiladiklar1 baz1 kimyasallar ile patojen mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal etki gdstermektedirler. Ornegin Lactobacillus acidophilus "un
da bifidin antibakteriyeli {irettigi tespit edilmistir (Rund ve ark. 2013; Tsai ve ark.
2016; Dave ve Shah 1997; Kili¢ 2001).

Probiyotik bakterilerin bircogunun bakteriyosin lirettigi ve birgok patojen bakteryi
inhibe ettigi hatta bazi Gram (-) bakterilere karsi etkili oldugu bilinmektedir.
Ozellikle Staphylococcus aureus, Listeria spp., Bacillus cereus, Clostridium
perfiringens gibi gida kokenli patojen bakterilerin probiyotik bakteriler tarafindan
iiretilen bakteriyosinlerle inhibe edilebilmektir (Lewus ve ark. 1991; Messi ve ark.

2001).

Lactobacillus plantarum’™un laktolin, Lactobacillus acidophilus’un asidofilin ve
laktosidin ve Lactococcus lactis’in nisin gibi antibiyotik veya benzeri madde trettigi

belirlenmistir.

Bakteriyosin liretimi ile antibakteriyel madde tipine gore ozellikle Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfiringens ve Listeria spp. gibi gida kaynakli

patojen bakterilerin inhibasyonu saglanmaktadir.

Probiyotik bakteriler laktoz fermentasyonu ile laktik asit ve asetik asit ve formik asit
gibi diger organik asitler liretmekte ve bu asitler bagirsak pH’sin1 azaltmakta ve bazi
patojen bakterilerin gelismesini inhibe etmektedirler. pH azalmasiyla bakteri
toksinleri olan fenol ve aminlerin meydana gelmesi azaltilmis olmaktadir (Gong ve

Akalm 1995).

59



2.4.9 Probiyotiklerin Gidalarda Canhliklarim Koruma Ozelligi

Probiyotik kiiltlirlerin satiga sunulacak gidalarda raf Omrii boyunca fizyolojik
etkinligini devam ettirebilmesi icin yeterli sayida probiyotik mikroorganizma olmasi
ve canliliklarin1 korumast 6nemlidir. Bu nedenle genelde probiyotik gida olarak
bakterilerin canliliklarini kolaylikla korudugu siit ve siit tirtinleri tercih edilmistir.
Son yillarda ise alternatif iirlin olarak meyve sularmin da probiyotik {iriin tasarimi
icin onemli bir potansiyel teskil ettigi belirtilmektedir (Tripathi ve ark. 2014; Giirsoy
ve Kimik 2006).

Fonksiyonel gida olarak nitelenen {iriin igeriklerinde yeterli sayilarda probiyotik
bakteriler tiiketildiklerinde temel beslenmenin Otesinde sagliga olumlu etkilerinin
gdzlenebilir bu nedenle siit @iriinlerinde en az 107 kob/g ve diger iiriinlerde en az 10’
kob/g seviyesinde probiyotik bakteri icermelidir (Wildman ve ark. 2016, Kasimoglu
ve ark. 2004, Ishibashi ve Shimamura 1993).

2.5 Probiyotiklerin Ozellikleri Uzerine Yapilan Baz1 Arastirmalar

Cesitli galismalarda farkli peynir ¢esitleri ve siit {iriinlerinden laktobasil ve enterokok
tiirleri izole edilmistir (da Cruz ve ark. 2009; Grattepanche ve ark. 2008; Fox ve ark.
2004, Morandi ve ark. 2006). Ozellikle laktobasil tiirlerinin peynir ve siit iiriinleri
fermentasyon prosesi sirasinda hizli sekilde laktozu fermente ederek yiiksek oranda
laktik asit tirettigi bildirilmistir.

Yapilan bir caliymada, geleneksel peynirlerden izole edilen 122 adet Enterococcus
faecium susunun 86 adetinin (suslarin yaklasik % 70’1) % 0,3 safra iceren ortama
yiiksek diizeyde direnclilik gosterdikleri rapor edilmistir. Enterococcus faecium
suslarinin diger probiyotik bakterilere gore mide-bagirsak sisteminin zorlu sartlarina
daha dayanikli olduklar1 iddia edilmistir (Bhardwaj ve ark. 2010) . Probiyotik
bakteriler safra toleransi agisindan farklilik gostermekte ve bunlarin tolerans
mekanizmalar1 ile 1ilgili farkli hipotezler olmasina ragmen tam olarak

belirlenememistir (Begley ve ark. 2006).

Bazi calismalarda hayvansal siitler ve peynirlerden elde edilen Enterococcus feacium
1yi asidifikasyon ve gii¢lii safra tuzu toleranslarmin oldugu bildirilmistir (Banwo ve

ark. 2013; Kamruzzaman ve ark. 2013; Ahmadova ve ark. 2013).
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Yadav (2016) ‘mn yaptig1 bir calismada; hububattan fermente edilen yoresel {iriin
orneklerinden izole edilen 54 adet Lactobacillus plantarum suslarmin mide asitligi
ve safra tuzu dayanimlarma bakilmis ve tiim izolatlarn asitlik ve safra tuzlarina zayif

dayanim gosterdigi tespit edilmistir.

Benzer bir caliyjma Sanni (2013) tarafindan hububat kaynakli bazi yoresel gida
iiriinlerinden izole edilen bakteriler igin yapilmistir. Izole edilen probiyotik
bakterilerin laktik asit liretim yetenekleri, asitlige ve safra tuzuna kars1 toleranslar1 ve
bagirsaga yapigsma kapasiteleri gibi parametreler arastirilmistir. Lactobacillus
plantarum susunun iyi ve hizli asit iiretim kapasitesi tespit edilmistir. Bununla
birlikte Lactobacillus fermentum susu diistik asit tiretim kapasitesi gostermistir. Tim
suslar asitlige ve safra tuzuna dayanim saglamistir. Secilen strater kiiltiirlerle inokule
edilen yogurt benzeri iiriindeki 24 saatlik fermentasyon sonunda suslar 10> kob/ml
diizeyinde canli kalmistir. Ayrica gastrointestinal sistemde tutunma kapasiteleri

oldugu goriilmiistiir (Sanni ve ark. 2013)

Banwo (2013) tarafindan yapilmig bir c¢alismada; ¢ig siitten izole edilen
Enterococcus faecium’un probiyotik ve gida giivenligi oOzellikleri arastirilmistir.
Enterococcus faecium tiiriiniin safra tuzlarina dayanimi ve antibiyotik duyarliklarmin

oldugu tespit edilmistir (Banwo ve ark. 2013).

Gilel tarafindan yapilan bir ¢alismada kefirden izole edilen Laktobasil suslar1 asit ve
safra tuzlarina dayanim gostermelerine ragmen hidrofositeleri diisiik kalmistir (Giilel

2014).

Yapilan bir ¢alismada izole edilen Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium
suslarmin probiyotik Ozellikleri arastirilmigtir. Bu mikroorganizmalarin  mide
pH’sinda ve safra tuzu ortamlarinda gelisme durumlari incelenmis hem asitlige hem
de safra tuzlarima kars1 direng gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica bazi
patojenlerinde aralarinda bulundugu bir grup mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyel

aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Cakir 2004).

Yapilan bir caligmada, 7 adet laktobasilden yalniz 3 susun (% 43) pH 2,0 veya 3,0’e
direnclilik gosterdigi rapor edilmistir (Mishra ve ark. 2005). Farkl: tiirlerin hatta ayni
susa ait tiirlerin, pH direnclerinin farkli olmasinin nedeni bakterilerin iireme
fazindaki farkliliktan kaynaklandigi belirtilmektedir (Yang ve ark. 2015, Jin ve
ark.2016).

61



Ronka (2003), Ramos (2013) ve Golowczyc (2008) ‘nin yaptigi c¢alismalarda
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum izolatlarinin safraya iy1 dayanim

gosterdiklerini bildirmislerdir (Ronkéd 2003; Ramos ve ark. 2013; Golowczyc ve ark.
2008).

Iran’in geleneksel siit iiriinleri ile yapilan bir ¢alismada; izole edilen Lactobacillus
plantarum ve Brezilya orijinli gidalar da yapilan calismada ise; elde edilen
Lactobacillus brevis suglarinin probiyotik 6zelliklerine bakilmis ve hidrofobisite
yeteneklerinin yiiksek oldugu saptanmistir (Nejati ve ark. 2015; Ramos ve ark.

2013).

Yapilan bir calismada kefirden elde izole edilen Laktobasil suslar1 niikleik asit
sentezi inhibitorlerine ve sitoplazmik membran inhibitériine yiiksek direng
gostermesine ragmen hiicre duvari inhibitorlerine ve protein sentezi inhibitorlerinin
coguna diisiik direng gostermislerdir (Mathur ve ark. 2005).

Zheng (2013)’in yaptig1 bir calismada kefirden izole ettigi Lactobacillus
plantarum’un  gentamicin, erythromycin ve chloramphenicol inhibitorlerine
duyarlilik gosterirken vancomycine karsi direng gostermistir.

Forssten (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada hasta bireylere antibiyotik tedavisi
esnasinda laktobasil suslarindan olusan probiyotik karigim takviyesi verilerek GSBL
varligina bakilmis GSBL negatif sonu¢ alinmistir.

Patel (2014)’in yaptig1 bir ¢calismada 9 adet laktobasil susunun EPS iiretimleri 250-
2960 mg/l araliginda (ort.493,3 mg/1) bulunmustur.

Nancib (2015) ‘in yaptig1 bir ¢aligmada meyve suyuna inokule edilen Lactobacillus
rhamnosus susunun laktik asit {Uretimleri izlenmistir. Sonug¢ta Lactobacillus

rhamnosus susunu yiiksek laktik asit tiretimi tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada ¢ig kegi siitlinden iiretilmis peynirden izole edilen enterokok
suslarinin gida patojenleri olan Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Listeria monocytogenes bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdikleri bildirilmistir (Psoni ve ark. 2006).

Kesenkas (2016)’in yaptig1 calismada ege bolgesi peynirlerine ilave ettikleri
probiyotik bakterilerin depolama sirasinda 10° kob/g seviyesinde canli kaldigimi

tespit etmislerdir.
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Ornek hazirlama ve homojenizasyon

Calismamizda kullanilan 10 adet boza, 40 adet peynir, 60 adet ¢ig siit ve 20 adet
kefir numunesinden olusan toplam 130 gida 6rnegi 2015-2016 yillar1 arasinda
Marmara, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bdlgelerinden temin edilmis ve steril kaplar
icerisine alman Ornekler + 4 °C’de laboratuara getirilmistir. Kullanilan gida

orneklerinin dagilimi 6zetle Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Ornek dagilimi

Gidanin Tiirii

Bolge Boza® Peynir”  Cig Sit®  Kefir
Marmara 10 10" 10" 5"
i¢ Anadolu - 5457 177+137 10°
Dogu Anadolu - 9'+11T 107410 57

a,b,c ve d:dogal, endiistiiriyel olmayan ve starter kiiltiir kullanilmamig

*Inek Siitii, ** Kegi Siitii

Selektif zenginlestirme 6ncesi ornekler uygun sekilde homojenize edilmistir (ISO/TS

11133: 2014, ISO 7218:2007).

3.1.2 Mikrobiyolojik inceleme icin kullamilan gerecler
3.1.2.1 Besi Ortamlan

Probiyotik  bakterilerinin  identifikasyonu, karekterizasyonu ve saklanmasi
islemlerinde MRS agar, MRS broth, M17 agar ve M17 broth besiyerleri ISO/TS
11133-2: 2014 standardina gore hazirlanmis ve kullanilmistir. Antibiyotik

duyarhiliklarmin tespiti, disk difiizyon ve konfirmasyonu testi, antibiyogram
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dogrulama ve MIK tayinlerinde kullanilmak iizere Mueller Hinton agar (MHA) ve
Mueller Hinton Buyyon (MHB) hazirlanmis ve kullanilmistir (ISO/TS 11133-2:
2014).

3.1.2.1.1 De Man, Rogosa and Sharpe (MRS agar)

Dehidre besiyeri 68,2 g/l olacak sekilde damitik su iginde 1sitilip eritildikten sonra,
pH 5,7+ 0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilizasyon
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2: MRS Agar (Merck 1.10660) Lactobacillus Agar acc. to DE MAN,
ROGOSA and SHARPE

Icerik Miktar (g/l)
Kazein Peptonu 10 g/l
Et ekstrakti 8 g/l
Maya ekstrakti 4 ¢/1
D(+) Glikoz 20 g/l
Dipotasyum hidrojen fosfat; K,HPO, 2 g/l
Tween 80 1 g/l
Diamonyum hidrojen sitrat 2 g/l
Sodyum asetat 5¢g/l
Magnezyum siilfat ;MgSQO, 0,2 g/l
Mangan siilfat; MnSO, 0,04 g/l
Agar -agar 14 g/l
Damitik su 1000 ml

3.1.2.1.2 MRS Broth

Dehidre besiyeri 52,2 g/l olacak sekilde damitik suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,7 +
0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.3: MRS Broth (Merck 1.10661)

Icerik Miktar (g/l)
Kazein Peptonu 10 g/l
Et ekstrakti 8 g/l
Maya ekstrakti 4 ¢/1
D(+) Glikoz 20 g/l
Dipotasyum hidrojen fosfat; K,HPO, 2 g/l
Tween 80 1 g/l
Diamonyum hidrojen sitrat 2 g/l
Magnezyum siilfat; MgSO, 0,2 g/l
Mangan siilfat; MnSO, 0,04 g/l
Damitik su 1000 ml
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3.1.2.1.3 M17 Agar

Dehidre besiyeri, 55,0 g/l olacak sekilde 1sitilarak damitik su ¢oziildiikten sonra, pH
7,2 £ 0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.4: M17 agar (1.15108 Merck)

Icerik Miktar (g/l)
Soya peptonu 5¢g/l

Et peptonu 2,5 g/l
Kazein peptonu 2,5 g/l
Maya ekstrakti 2,5 g/l
Et ekstrakti 5¢1
Laktoz mono-hidrat 5¢g/l
Askorbik asit 0,5 g/l
Sodyum [-gliserofosfat 19 g/l
Magnezyum siilfat 0,25 g/l
Agar-Agar 12,75 g/l
Damitik su 1000 ml

3.1.2.1.4 M17 Broth

Dehidre besiyeri, 42,5 g/l olacak sekilde damitik suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,2 +
0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.5: M17 broth (1.15029 Merck)

Icerik Miktar (g/l)
Soya peptonu 5¢g/l

Et peptonu 2,5 g/l
Kazein peptonu 2,5 g/l
Maya ekstrakti 2,5 g/l
Et ekstrakti 5¢1
Laktoz mono-hidrat 5¢g/l
Askorbik asit 0,5 g/l
Na—B-gliserolfosfat 19 g/l
Magnezyum siilfat 0,25 g/1
Damitik su 1000 ml
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3.1.2.1.5 Litmus milk

100,0 g/l skim milk ve 0,075 g/l litmus damitik suda ¢ozildiikten sonra, pH 7,2 +
0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.6: Litmus Milk

Icerik Miktar (g/l)
Skim milk 100,0 g/1
Litmus 0,075 g/l
Damitik su 1000 ml

3.1.2.1.6 Nutrient Broth

Dehidre besiyeri, 13,0 g/l olacak sekilde damitik suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,2 +
0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.7: Nutrient broth

Icerik Miktar (g/l)
Lab-Lemco Powder 1,0 g/l
Maya ekstrakti 2,0 g/l
Pepton 5,0 g/l
Sodyum kloriir 5,0 g/l
Damitik su 1000 ml

3.1.2.1.7 Skim milk iceren nutrient agar

Besiyeri bilesenleri damitik suda isitilarak ¢oziilmiis ¢oziildiikten sonra, % 10
oraninda skim milk eklenerek pH 7,2 + 0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 3.8: Nutrient agar

Icerik Miktar (g/l)
Pepton 5,0g/1

Et ekstrakti 5,0 g/l
Agar-agar 12,0 g/l
Damitik su 1000 ml
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3.1.2.1.8 Safra tuzu iceren MRS ve M17 broth

Igerigi belirtilen MRS ve M17 brotha % 0,3 oraninda safra tuzu eklenmis 5’er ml
tiiplere dagitilmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.2.1.9 Mueller Hinton agar (MHA)

Prosediire gore 34 g toz Mueller Hinton Agar (Merck-1.05437) tartilir ve 1 litre
damitik su ile karistirilir. Cozelti otoklavda 115°C” de 10 dk strerilize edilir. Steril
cozelti 45°C olana kadar sogutulup tek kullanimlik steril plastik petri kaplarin her
birine 15-20 ml civarinda bosaltilir. Mueller Hinton agar (CLSI 2015) yonergesinde
kullanilan, hizli bir sekilde bakteri izolatlarinin antibiyotik duyarhliklarini belirlemek

icin 6ngdriilmiis bir agardir.

Cizelge 3.9: MHA (Merck-1.05437)

Icerik Miktar (g/1)
Kazein Hidrolizat 17,5 g/l
Agar-agar 13 g/1

Et infiizyonu 2 ¢/
Nisasta 1,5 g/l
Damitik su 1000ml

3.1.2.1.10 Mueller Hinton Buyyon (MHB)

Antibiyotik duyarlilik calismalar1 (MiK-determinasyon) icin kullanilan sivi bir
besiyeri ortamidir. Mueller Hinton buyyon (Merck-110293) minimal inhibitor
konsantrasyonunu (MIK) belirlemek i¢in kullanilir. Mueller Hinton gida ve klinik
malzemede en sik karsilasilan aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteri testi i¢in FDA
ve WHO tarafindan tavsiye edilmektedir (CLSI 2015). 34 g tartilarak 1 litre damitik
suda ¢oziindiiriiliir. Otoklavda 115 °C’ de 10 dk sterilize edilir. pH, 25 °C ' de
7,4+0,2" dir.

Cizelge 3.10: MHB (Merck-110293)

Icerik Miktar (g/l)
Kazein Hidrolizat 17,5 g/l

Et infiizyonu 2¢g/
Nisasta 1,5 g/l
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3.1.2.2 Test bakterileri

Izolatlarin antimikrobiyal etkilerin tespiti i¢in Escherichia coli ATCC 11229,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida
albicans ATCC 7644 test Dbakterileri kullanilmistir. Test bakterilerinin
aktiflestirilmesi 37 °C' de 24 saat inkiibe edilerek ger¢eklestirilmistir.

3.1.2.3 Antibiyotik Diskler

Cizelge 3.11: Kullanilan antibiyotik diskleri ve konsantrasyonlar1

Antibiyotik disk Kisaltmasi
Seftazidim 30 pg CAZ 30
Sefpodoksim 10 pg CPD 10
Sefotaksim 30 pg CTX 30

Seftazidim 30 pg/klavulanat 10 pg CAZCV
Sefpodoksim 10 pg/klavulanat 1 pg ~ CPD CV
Sefotaksim 30 pg/klavulanat 10 pg CTX CV

Amoksisilin30 pg AMC 30
Cephalothin30 pg CEP 30

Chloramphenicol30 ng CHL 30
Novobiocin50 pg NOV 50

3.1.2.4 Kullamlan Boyalar

3.1.2.4.1 Kiristal violet

Kristal violet etil alkol igerisinde c¢ozdiiriildiikten sonra {izerine erlende 20 ml
damuitik su icerisinde ¢oziinmiis olan amonyum oksalat eklenmistir. Karisim filtreden

gecirilerek kullanilmistir (Tamer ve ark. 1989).

Cizelge 3.12: Kristal violet

Icerik Miktar (g/ml)
Kristal violet 2g

Etil Alkol (% 95) 20 ml
Amonyum Oksalat 0,2¢g

Damitik su 20 ml
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3.1.2.4.2 Safranin

Safranin alkol igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra damitik su ilave edilmis ve 24 saat

sonrasinda ¢ozelti filtreden kullanilmistir (Tamer ve ark. 1989).

Cizelge 3.13: Safranin

Icerik Miktar (g/ml)
Safranin 0,25 ¢

Etil alkol (% 95) 10 ml
Damitik su 100 ml
Safranin 0,25¢g

3.1.2.4.3 Lugol

Potasyum iyodiir 25-30 ml damitik suda ¢6ziilmiis ve iizerine iyot ilave edilmistir.

Ardindan ¢ozelti damatik su ile 100 ml’ye tamamlanmistir (Tamer ve ark. 1989).

Cizelge 3.14: Lugol

Icerik Miktar (g/ml)
Iyot 58

Potasyum iyodur (KI) 10g

Damitik su 100 ml

3.1.2.5 Kaullanilan Cozeltiler

3.1.2.5.1 Fizyolojik tuzlu su

Fizyolojik tuzlu su c¢ozeltisi sodyum kloriir damitik su igerisinde c¢doziilerek

hazirlanmistir (Tamer ve ark. 1989).

Cizelge 3.15: Fizyolojik tuzlu su

Icerik Miktar (g/ml)
Sodyum kloriir 85¢g
Damitik su 1000 ml
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3.1.2.5.2 Gliserol

Gliserol ve damitik su karistirilip 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten
sonra kullanilmistir (Akgelik ve ark. 1999).

Cizelge 3.16: Gliserol

Icerik Miktar (g/ml)

Gliserol 20,0 ml
Damutik su 80,0 ml
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3.2 Yontem

3.2.1 Mikrobiyolojik inceleme

Calismamizda kullanilan gida ornekleri Marmara, i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
bolgelerinden temin edilmis ve steril kaplara almarak + 4 °C’de laboratuara
getirilmistir.

3.2.1.1 lzolatlarin selektif zenginlestirilmesi, izolasyonu ve saklamasi

Probiyotik bakterilerin dogal olarak bulunduklar1 ortamlardan izole edilerek ve saf
kiiltlirlerinin elde edilmesi, identifikasyonu ve karekterizasyonu i¢in MRS agar, MRS
broth, M17 agar ve M17 broth besiyerleri hazirlanmis ve kullanilmistir (ISO/TS
11133: 2014).

Calisilacak gida orneklerinden steril kosullara 10 gram 6rnek alinmis ve 90 ml FTS
eklenerek homojenize edilmistir. Daha sonra 6rnekler steril su ile 10 =’den 10 7 ’e
kadar seyreltileri hazirlanarak steril petrilere 1 ml homojen olarak aktarilmis ve
iizerine 45 °C'ye kadar sogutulmus MRS agar ve M17 agar eklenip karistirilmis ve
besiyerler 37 °C' de ve 42 °C' deki etiivlere 24-48 saat siire ile inkubasyona (her
numune i¢in ikiser adet MRS agar ve M17 agar; toplam 1040 ekim ) birakilmis;
inkubasyon tamamlandiktan sonra MRS agar ve M17 agar iceren petrilerden tek
diisen kolonilerden (toplam 624 adet) morfolojik 6zelliklerini ve safliklarmi 1s1k

mikroskobunda incelemek i¢in boyama yontemleri kullanilmistir.

Saflig1 saglanmis izolatlarin aktif kiiltiirleri, steril 10 ml optimum gelisim
gosterdikleri (MRS, M17) broth igeren tiiplere inokule edilerek, aerobik/anaerobik
kosullarda 24 saat siire ile aktive edilmistir ve tekrar tek koloni diisiiriilmiistiir. Daha
sonra birbirinden farkli oldugu gézlemlenen ve probiyotik bakterileri oldugu tahmin
edilen kiigiik ve mat krem renkli koloniler 6ze yardimiyla alinarak baska petrilere
cizgi ekim ydntemi ile aktarilmistir (toplam 720 adet) . inkubasyon sonucu elde
edilen izolatlar saflastirilincaya kadar isleme devam edilmistir. Saflastirilan
izolatlarda boyama yapilarak 151k mikroskobunda bakilmis ve Gram (+), kok ve

cubuk sekilli ve katalaz negatif olan kolonilerin secilmistir.
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Gelecek testlerde kullanilmak {iizere izolatlarin stoklar1 hazirlanp saklanmistir.
Izolasyon sirasinda tek diisen koloniler tekrar brothlarda zenginlestirilmis daha sonra
% 20 gliserol iceren De-Man Rogosa Sharp (MRS, Merck, Almanya) broth ve/veya
M17 broth besiyeri igerisinde — 80 °C'de saklanmistir (toplam 430 adet) (ISO 6887-
6:2013, van de Casteele 2006; Halkman 2005; Holt ve ark. 2000).

3.2.1.2 Stoktaki izolatlarin aktiflestirilmesi ve safliklarinin kontrolii

-80 °C’de gliserol igerisinde muhafaza edilmis olan izolatlar oda sicakliginda 2 saat
kadar bekletildikten sonra MRS ve/veya M17 broth besiyerlerinde 37 °C’de ve 42
°C' deki etiivlere 24-48 saat siire ile aerobik ve anaerobik kosullarda aktiflestirilme
icin inkubasyona birakilmustir. Ik inkiibasyondan sonra brothda gelisme gdsteren
izolatlar tekrar MRS ve/veya M17 broth besiyerlerinde 24-48 saat siire ile aerobik ve
anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Brothlarda olusan aktif kiiltiirler
MRS ve/veya M17 agar besiyerlerine 6ze ile ¢izgi ekimi yapilarak uygun sicaklikta
inkiibe edilmistir. Patojen bakterilerin aktiflestirilmesinde ise Nutrient broth besiyeri
kullanmilmistir.  Aktiflestirilen izolatlardan preparatlar hazirlanarak basit boyama

yontemi ile mikroskopta incelenerek safliklarimdan emin olunmustur.

Sekil 3.1: Izolatlarin mikroskopta incelenmesi
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Sekil 3.2: MRS agar ve M17 agara ekim ve saflastirma

Sekil 3.3: Saflastirilan izolatlarin — 80 °C’de % 20’lik gliserol igerisinde saklanmasi
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Sekil 3.4: Bakteri izolasyonu

3.2.1.3 Hiicre Morfolojisi

Stoklardan alinan izolatlar MRS Agar ve M17 agar besiyerlerine ¢izgi ekimle tek
koloni diisecek sckilde aktarildiktan sonra 37 °C ‘deki etiire 24-48 saat siire ile
anaerobik ortamda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen kolonilere
kristal violet ile basit boyama yapilarak mikroskopta incelenmistir (Arda 2015,
Tamer ve ark. 1989; Akgelik ve ark. 1999).

3.2.1.4 Gram Boyama

Gram boyama mikrobiyoloji ¢alismalarinda ¢ok sik kullanilan bir boyama teknigi
olup  mikroorganizmalarin  smiflandirmasinda  ve  tamimlanmasinda  da
kullanilmaktadir. 1884°te Christian Gram’in gelismis ayirict bir boyama yontemi
olarak ortaya koydugu Gram boyamayla bakterilerin Gram reaksiyonlari
incelenmistir. Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltlirleri, optimum olarak gelistikleri
steril 10 ml (MRS, MI17) agar igeren petrilere c¢izgi ekimi yapilarak,
aerobik/anaerobik kosullarda 24 saat sure ile aktive edilmistir. Gram boyama islemi,
bu aktif kiiltiirler ile yapilmistir. Gram boyama yontemi asagidaki sekilde

uygulanmistir.

» Kat1 besiyerindeki kiiltiirden 6ze ile yaklagik bir toplu igne basi biiyiikliigiinde bir
kisim alinarak, lam tizerine konulmus bir damla su igerisinde yilizeye Oze ile

yayilmistir.
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» Kurutulmus ve fikslenmistir.
* Kristal violet soliisyonla 2-3 dakika boyunca boyanmuistir.

* Boya dokiilmiis ve preparat iizerine lugol soliisyonu konmustur 1-2 dakika

beklenmis, lugol solusyonu dokiilmiistiir.

» Saf alkolle renk giderilmistir.

* Su ile yikanmistur.

« Safranin ile 5-10 saniye boyanmuistir.

* Suyla yikanarak boya giderilmistir.

» Havada kurutulmustur.

* Sedir yag1 konarak 100'luk objektifte incelenmistir. Mor goriilen

mikroorganizmalar G (+) ve pembe goriilenler de G (-)olarak saptanmistir (Arda

2015, Tamer ve ark. 1989; Akcelik ve ark. 1999).

3.2.1.5 Katalaz Testi

Katalaz testi bir mikroorganizmanin katalaz enzimine sahip olup olmadigini anlamak
icin yapilir. Bu test Ozellikle “katalaz negatif “olan probiyotik bakterilerinin
tanimlanmasinda 6nemlidir. Bu enzime sahip olan mikroorganizmalar “katalaz-
pozitif” olarak kabul edilir. Bu enzim solunumla meydana gelen hidrojen peroksiti
(H20,) su ve oksijen gazma doniistiirdiiglinden, “katalaz-pozitif” tepkimelerinde
olusan gazdan dolayr kabarcik goriiliir. “Katalaz negatif ” tepkimelerinde herhangi

bir degisim meydana gelmemektedir.

Aktif bakteri kiiltiirleri {izerine % 3 hidrojen peroksit damlatilarak gaz
kabarciklarmin ¢ikip ¢ikmadigi gézlenmistir. Gaz kabarcigr goriilen kiiltiirler igin
test pozitif, gaz kabarcigr goriilmeyen Kkiiltiirler i¢in ise test negatif olarak

degerlendirilmistir (Tille 2014, Aksoy 2007; Tamer ve ark. 1989).
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Sekil 3.5: Katalaz testi (Aksoy 2007)

3.2.1.6 Bakterilerin hiicre gelisiminin ve toplam canh bakteri sayim

Aktiflestirilen kiiltiirlerden 100 pl 6rnek almarak 6nceden 900 pl serum FTS igeren
ependorflara aktarilarak 10" oraninda seyreltilmis kiiltiir elde edilmistir. Homojenize
edilen 6rnekten 100 pl 6rnek almarak ayni islem gerekliligine gore 10™ den 107 ‘ye
kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmustir. 10 - 107 diliisyonlarda 100 ul 6rnek alinarak
MRS Agar (Merck) ve/veya M 17 Agar (Merck) besiyerine yayma teknigi ile ekim
yapilmistir. Petriler uygun inkiibasyon sicakliginda, 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 30-300 koloni iceren petrilerden canli koloni saymmlar:
yapilmustir. 1zolatlarm asit ve safra tuzu toleranslari, gidalarda canliliklarinin tespiti
icin yapilan ekimlerde ise benzer sekilde sayimlar gergeklestirilmistir (Tharmaraj ve

Shah 2003, Phillips vd 2006).

Kob/g = [Ortalama Koloni sayisixSeyreltme faktorii/Seyreltme tiipiinden petri kabina

aktarilan 6rnek hacmi (ml)].

Seyreltme faktorii = [ 1/Seyreltme orani]
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3.2.2 lzolatlarn MALDI-TOF MS (VITEK® MS) ile identifikasyonu

Mikroorganizmalarin  tanimlamast M17 ve MRS agarda olusan kolonileri
kullanilarak (VITEK® MS) (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) cihazi (MALDI-
TOF MS) Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry yontemi ile identifikasyon mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda
bulunan protein profili ¢ikarilarak referans bir spektrumlarla karsilastirmasiyla

olusturulan sistem kullanmaktadir (Dubois ve ark. 2012).

Cihazin calisma prensibi; sekerler, peptitler, proteinler gibi biyolojik molekiillerin
kiitle spektrometresinin lazer 1siniyla parcalanip dagilmaya egilimli olan
dendrimerler ve polimerler gibi organik molekiillerin kiitle ile orantili olarak
absorbsiyonunun analizi temeline dayanan mikrobiyolojik tanimlama yapan,

hassasiyeti yiiksek bir teknolojiye dayanan bir sistemdir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) cihazi Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry- Matriks Yardimli Lazer
Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS) yontemi ile identifikasyon
mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda bulunan protein profili ¢ikarilarak referans
bir spektrumlarla karsilastirmasiyla olusturulan sistem kullanmaktadir (Rifaat ve ark.

2014).

VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) cihazi mikrobiyoloji
laboratuarinda hizli, dogru ve giivenilir bakteri identifikasyonu sonucu almasi tercih
nedenlerinin basinda gelmektedir. Tiirlerin 6zellikleri kapsamli olarak cihazin
veritabaninda bulunmasindan dolayr 1-2 dk gibi kisa bir siirede bakterilerin

tanimlanmasi gergeklestirmektedir.

Bunun disinda VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) cihazi birgok

avantajindan dolay1 kullanilmistir. Bunlar;

* Optimize edilmis 6rnek yiikleme: Hedef slayta organizmalar yayilir, matriks eklenir
ve hizli tanimlama yapmak i¢in VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa)

calistirilir.

 Etkinlik: Sistem tek seferde en fazla 4 slayt (her birinde 48 pozisyon) yani 192

ornegi analiz edebilir.
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* Giiven: Tek kullanimlik slaytlar temizligi elimine etmekte ve olas1 kontaminasyonu

engellemektedir.

« Kaliteli Sonuclar: Sistem, yiiksek kiitle aralig1 hassasiyeti (>10k Dalton) ile kiitle
sinyallerinin yiiksek ¢oziinlirliiglinii bir araya getirerek sonug kalitesini artirmaktadir.
500 kDalton iizerini goriintiileyebilmek gelecekteki uygulamalara imkan saglamak

demektir.

* Sonuglara kolay erisim: VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) Myla™
ya baglanabildiginden sonuglara ve sistem bilgisine herhangi bir aga bagl bilgisayar

iizerinden erisilebilir.
Identifikasyon 3 adimda gergeklestirilmistir.
* Dogrudan hedef slayt iizerine bakteri izolatinin yayilmasi,

Cihaz i¢in gelistirilmis slaytin tizerindeki pozitif kontrol kuyucuguna referans sus ve
MRS ve MRS agarda olusan kolonilerden 1pL lik steril plastik 6ze kullanilarak diger
kuyucuklara ise pasajlanan siipheli tipik koloniler steril 6ze ucuyla bir ya da iki

koloni olarak inokiile edilir.
* Kullanima hazir CHCA matrix soliisyonun eklenmesi,

Bu isleminden sonra kuyucuklara 1 pl matriks soliisyonu eklenir ve oda kosullarinda
1-2 dk beklenerek kuruma saglanir. Hazirlanan slaytlarin barkodlar1 okutulur ve

orneklerin oldugu kuyucuklar isaretlenir.
* Numunenin VITEK® MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) ’le analiz edilmesi,

Daha sonra slayt kasete yerlestirilerek okuma islemi yapilir ve sonug alinir.
Yazilimin meniisiinden “VITEK®MS Review” fonksiyonuyla sonuglar gozden
gegirilir. Identifikasyonu gerceklestirilenler onaylanir ve VITEK® MS (bioMerieux,
Marcy I’Etoile/Fransa) ve LIS’ e gdnderilir (Dubois ve ark. 2012).
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3.2.3 lizolatlar asit toleranslarinin tespiti

Asit toleransmin belirlenmesi amaciyla mide asitligi kosullarma benzer bir ortam
olusturulmas: i¢in 1 N steril hidroklorik asit (HCL, Sigma Aldrich, A.B.D.)
kullanilarak pH degeri 2,5’e getirilen MRS ve M17 brothlar kullanilmigtir. MRS ve
M17 brothlarda iki kez aktive edilen kiiltiirler (18 saat) 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen bakteri hiicresi pelletleri 7 mL steril serum fizyolojik
kullanilarak siispanse edilmis ve deney tiipleri icindeki 10 ml’lik pH degeri 2,5 olan
MRS brothlara % 1 inokiile edilerek 37 °C'de 3 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Sonrasinda seri seyreltmeleri yapilarak 37°C’de 48-72 saat inkiibe edilerek
kiiltiirlerin canliliklar1 takip edilmistir (Klingberg ve ark. 2005, Prasad ve ark.1998).

3.2.4 [lzolatlarn safra tuzu toleranslarinn tespiti

Safra tuzu toleransi deneyi i¢in antimikrobiyal etki gosteren konjuge ve dekonjuge
safra bilesenlerini iceren % 0,3 (w/v ) Oxgall (Bile bovine, Sigma- Aldrich, A.B.D.)
7 ml’lik MRS ve M17 brothlara izolatlar % 1 inokiile edilmistir. Daha sonra 37°C’de
48-72 saat inkiibasyon sonucunda canli bakteri sayimlar1 yapilmistir (Liong ve Shah

2005).

3.2.5 [lzolatlarin hidrofobisitelerinin tespiti

MRS ve M17 brotlarindaki 10000 rpm’de 15 dk aktif kiiltiirler santrifiij edilmis ve
olusan pellet, iki kez fosfat tamponuyla (PBS) yikanmis ve 0,1 M KNO3 (pH 6,2)
tamponu i¢inde ¢oziilerek 96°lik platelere alinarak spektrofotometrede OD’s1 600’ya
ayarlanmistir (A0). izolat siispansiyonundan 1 mL alinmis, 0,3 mL xsilen (polar
olmayan notral ¢oziicii), hidrokarbonlarinin iizerine konulmus ve oda ortam
sicakligimmda 4 saat inkiibasyon saglanmistir. Sonrasinda sulu fazin OD’si
spektrofotometrede 600 nm de tekrar dlgiilmiistiir (Al). Izolatlarin hidrokarbonlara
mikrobiyal tutunma yiizdesi [(A0 — AIl)/A0]x100 formiili kullanilarak
hesaplanmistir (Gusils ve ark. 2002).
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Sekil 3.6: Hidrofobisite tespiti

3.2.6 lizolatlarin antibiyotik duyarhihklarinn tespiti

Antibiyotik duyarlilik analizi i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti(CLSI
2015)’nin 6nerdigi disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Bu yontem c¢ercevesinde 15
ml MRS agar iceren petrilere 200 ul 10°-10’ kob/g aktif kiiltliir yayilmistir. Petriler
iizerine antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Calismalar sirasinda 3 farkli inhibisyon
mekanizmasina sahip 4 antibiyotik kullanilmistir. Bu antibiyotikler hiicre duvari
sentezini engelleyicileri olarak “amoksisilin”, protein sentezini engelleyiciler olarak
“Cephalothin”, “Chloramphenicol”, niikleik asit sentezini engelleyici olarak

“Novobiocin”den olusmaktadir.

Antibiyotik duyarhiliklarina bakilacak izolatlar MRS ve/veya M17 broth sivi
besiyerlerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona brrakilarak aktiflestirilmistir. ~ Aktif
kiiltlirlerin yogunluklar1 0,5 McFarland yogunluguna ayarlandiktan sonra 100 pl
almarak hazirlanan besiyerlerine yayilmistir. Daha sonra her petriye 4 antibiyotik
disk petri kenarmndan 10 mm ve birbirlerinden 15 mm uzaklikta olacak sekilde
konulmustur. Inkiibasyon bitiminde (37°C / 24 saat) zonlarmin ¢aplar1 milimetrik
olarak Ol¢tilmiistiir. Disk diflizyon metodunda Slgiilen zon c¢aplar1 Charteris ve ark.
(1998)’in bulgular1 ile karsilastirilarak belirlenen antibiyotik direncliligi veya

duyarhilig1 Sl¢iilmiistiir. Sonuglar zonlarin ¢aplarina gore Cizelge 4.13’de verilen
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kriterlere gore direngli (R), orta dereceli duyarli (MS) ve duyarli (S) olmak iizere
kategorize edilerek verilmistir. Antibiyogram dogrulama ve MIK (Minimal Inhibitor
Konsantrasyonu) tayini islemi Micronaut-S beta-lactamase VII Plate (Merlin
Diagnostika, Germany) kullanilarak fenotipik tespitine gére, MIK parametreleri ile

GSBL varligmin tanimlanmasi seklinde yapilmaktadir (CLSI 2015).
3.2.6.1 GSBL tespiti

Izolatlarin antibiyotik direnglerini belirlemek amactyla, Sefpodoksim, Sefoktaksim
ve Seftazidim (+/- Klavulanik asit) antibiyogram disklerinden yararlanilmistir
(Bioanalyse, Tiirkiye). Bunu disinda antibiyotik direng testleri i¢in MRS agar
(Merck), Miiller Hilton Agar (Merck) ve Mueller Hinton Buyyon (MHB) besiyerleri

kullanilmastir.
3.2.6.2 Disk difiizyon testi

On zenginlestirme asamasinda sonra MRS agar besiyerinde olusan GSBL siipheli
kolonilerin antimikrobiyal duyarliliklar1t CLSI (2015) talimatina gore test edilmistir.
MRS besiyerinde olusan tek koloniler steril tuzlu su ¢ozeltisinde (% 0,85 NaCly)
siispanse edilmistir. 0,5 MacFarland standardina gore ayarlanan siispansiyondan
Mueller Hinton Agar (MHA) (LiofilChem, italya) 90 mm hazir besiyerine steril bir
ekiivyon yardimiyla siiriintii ekimi yapilmistir. Bu islemi takiben steril forsep ile
Sefpodoksim, Sefoktaksim ve Seftazidim (+/- Klavulanik asit) iceren kullanima hazir
diskler (Bioanalyse-Tiirkiye) yerlestirilmistir. Bu islem sirasinda diskler olusabilecek
zon bolgeleri birbirlerini baskilamayacak sekilde CLSI (2015) talimatina uyarak
dikkatle konumlandirilmistir. Olusan zonlarin {ist iiste gelmemesi ig¢in, disk
merkezleri arasinda 25 mm, petri kenarindan ise 15 mm uzaklik saglanmistir. Plaklar
ters cevrilerek 37 ° C’ lik etiivde 24 s siireyle inkiibe edilmis ve sonrasinda olusan
zonlarinin ¢aplar1 Olciilerek kaydedilmistir. Diskler 12 s daha inkiibasyona
birakilarak, inkiibasyon bitiminde klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz zonlar
arasinda olusan farklar karsilastirilmis ve kit talimatina gére GSBL varligi

bakimindan degerlendirmeleri yapilmistir.
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3.2.6.3 Disk difiizyonu konfirmasyonu testi

GSBL enzimi tespiti, CLSI (2015) talimatlarma uyularak disk difiizyonu
konfirmasyonu testi ile gergeklestirilmistir. Antibiyotik es diskler (klavulanik asitsiz-
klavulanik asitli) ayn1 anda kullanildiginda disklerin etrafinda olusan zon caplarina
bakilarak, GSBL enzimi {iretimi tespit edilebilmektedir. Disk diflizyonu testi
sonucuna gore ayrrdigimiz petrilere disk difiizyonu konfirmasyonu testi uygulamak
iizere Mueller Hinton Agara uygulanan islemler ayni sekilde tekrarlanir (CLSI 2015).
Mueller Hinton Agarl petrilere, genisletilmis spektrum beta laktamaz seti, seftazidim
(CAZ), sefotaksim (CTX), sefpodoksim (CPD) ve bu disklerin 10 pug klavulanik asit
iceren tlirdes diskleri ile yapilmistir. Diskler 24 s 37 °C ' de birakilmis ve zon ¢aplar1
Olciilmiistiir (CLSI 2015).

3.2.6.4 Antibiyogram dogrulama ve MIK tayini

Antibiyogram dogrulama ve MIK (Minimal Inhibitér Konsantrasyonu) tayini islemi
Micronaut-S beta-lactamase VII Plate (Merlin Diagnostika, Germany) kullanilarak
fenotipik tespitine gdre, MIK parametreleri ile GSBL varligmm tanimlanmasi
seklindedir. MRS’ de olusan koloniler, steril pamuklu ¢ubukla % 0,85’ lik steril 5 ml
tuzlu suda 0,5 McFarland yogunlugu elde edilecek sekilde alinmistir. Bu ¢6zeltiden
100 pl’lik 0,5 McFarland standarta sahip mikrobiyal siispansiyon otomatik pipetle
cekilerek, tiipte dnceden hazirlanmig 11 ml steril Mueller Hinton Buyyon (Merck,
Almanya) aktarildi ve siispansiyon vortexlenmistir. Mueller Hinton Buyyon (Merck,
Almanya)  ¢oOzeltisinden, 100 pl otomatik pipetle alinarak daha Onceden
antibakteriyal maddelerin hidratlanmis ve vakumla kurutulmus olarak bulundugu
plakalarm her bir goziine (96 adet) aktarilmistir. Platelerin iistlii yapigkan ambalajla
kapatilarak 37 °C’ de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra, Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Mikroplate spektrofotometresi ile (405
nm) okutma islemi yapilmustir. MIK verilerin analizi, otomatik olarak MCN6
yazilimi (Sifin, Germany) ile gerceklestirilmistir. Otomatik sistem plateleri analiz
ederek, sonuglar GSBL pozitif veya negatif olarak kaydedilmistir. Bu bakterilerin

GSBL iiretip tiretmedikleri yapilan analizler sonucunda belirlenmistir.
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Sekil 3.7: Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Mikroplate Spektrofotometresi

3.2.7 lzolatlari EPS iiretimlerinin tespiti

Probiyotiklerin EPS iiretim miktarlarinin belirlemesinde Marshall ve ark’ nin (1999)
metodu kullanilmustir. izolatlar 37 °C’de iki defa MRS brothda aktiflestirilmistir.
Aktif kiiltiirlerin optik¢ce yogunluklar1 spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)
600 nm dalga boyunda 0,600’¢ ayarlanmistir. Optik density degerleri ayarlanan
izolatlardan 5 ml’lik MRS brothda ikiser paralelli olarak % 2 oraninda inokiile
edilmis ve daha sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde
kiiltiirlerden 1 ml ependorf tiiplerine alinmig ve 100°C’de 15 dakika kaynatilmistir.
Ornekler oda sicakligma gelene kadar beklenmis ve iizerlerine % 0,17 oraninda %
85’lik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklenmis ve 13,000 rpm’de 25 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant temiz bir ependorf tiipline alinarak tizerine esit
hacimde (yaklasik 1ml) etil alkol eklenmis ve 15 dak 13,000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Daha sonra EPS c¢okeltilmistir. Pelletler 1 ml steril damitik suda
¢Ozilindiiriilmiis ve sonrasinda iiretilen EPS miktarinin belirlenmesi i¢in fenol siilfiirik

asit yontemi kullanilmistir (Torino ve ark. 2001).
Fenol-Siilfirik Asit Yontemi
e Orneklerin iizerine 0,5 ml fenol ve 5 ml siilfiirik asit ilave edilmistir.

e Ornekler 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karistirilmistir ve

25-30 °C’ de 15-20 dakika bekletilmistir.
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e Orneklerin OD degerleri 490 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

EPS iiretim miktarlarini belirlemek i¢in 5-100 mg/1 arasinda degisen oranlarda glikoz
kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmistir. Bu standarda gore tiirlerin EPS miktarlar1

mg/1 olarak belirlenmistir.

Sekil 3.8: Kiiltiirlerin santriftijlenerek pelletlerin elde edilmesi

3.2.8 1lzolatlarn proteolitik aktivitelerinin tespiti

Aktiflestirilmis kiiltiirler 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek peptonlu su ile
yikanmistir. Skim milk agar igeren petrilere her bir 6rnekten 10 pl ekim yapilmis ve
24 saat boyunca inkiibe edilmistir ve sonrasinda petrilerdeki zon ¢aplar1t cm

cinsinden Olgiilerek proteolitik aktiviteleri belirlenmistir (Franciosi ve ark. 2009).
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Sekil 3.9: Skim milk agar

3.2.9 Ilzolatlarin metabolik aktivitelerinin tespiti

Mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri litmuslu siitte tiremeleri ve sonrasinda
olusan degisiklikler (litmus renginin ag¢ilmasi veya koyulagmasi, siitiin pihtilagmasi

vs.) incelenerek tespit edilir.

Siit igerigi olan protein, laktoz, mineraller, vitaminler, yag ve gibi maddeler
mikroorganizmalar i¢in ¢ok besleyici bir ortam olusturmakta ve onlara iiretici bir
ortam sunar. Litmuslu siite mikroorganizma inokule edilir ve 37 °C de 1-7 giin
inkiibasyona birakilir. Olusan degisiklikler dikkate alinir. Bakteriler ¢ogalirken
laktozu kullanarak organik asitler olustururlar ve boylece ortam pH'nin diismesine;
notral pH’da leylak kirmizisi renginde olan litmusun renginin agilmasina sebep
olurlar. Siit proteini olan kazein asidik ortam nedeniyle pihtilasir ve laktozun
kullanilmasi ile olusan gazlar da siit pihtisinin parg¢alanmasini getirir. Litmuslu siit
notral pH da leylak kirmizisi renginde olup asidik ortamda agik pembe alkali
ortamda mavi bir renk olusturlar. Litmus siitteki oksidasyon ve rediiksiyon i¢in de iyi
bir belirtegtir. Rediiksiyon siitiin renginin agilarak beyazlamasimni saglar (Cappuccino

ve Sherman 2008, Aspri ve ark. 2017).

Degisikliklerin kolay gézlemlenebilmesi igin,
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Litmus siitlii besi yerleri

e Saf mikroorganizmalar

e Mikroorganizma ile inokiile edilmis litmuslu siit

Litmuslu siite mikroorganizma ekildikten sonra 37 °C de 1-7 giin inkiibasyona

brrakilir. Giinliik olarak degisiklikler takip edilir.

Sonuglarm degerlendirmesi,

o Siitteki laktozun bakteri tarafindan kullanilmasi sonucu olusan laktik asit
litmusun renginin pembeye donmesine ve siitiin pthtilasmasina sebep olur.

e Siitteki proteinlerin ve aminoasitlerin ayrigmasiyla amonyak pH'nin artmasina
ve ortamin mavi rengine donmesine neden olur.

e Litmusun rediiksiyonu sonucu beyaz sar1 renk olusur.

e Gaz olusumuyla piht1 parcalanir.

e Pihtinin proteolitik enzimler ile hidrolizasyonu sonucu siit ortammin

acilmasina sebep olur (Cappuccino ve Sherman 2008).

3.2.10 izolatlarin laktik asit iiretim yeteneklerinin tespiti

% Laktik asit MRS ve MI17 brotlarda 37°C’de 24 saat inkiibe edilen
mikroorganizmalarin laktik asit {retimleri titre edilmis ylizde asitlik olarak
hesaplanmistir. 10 ml’ lik MRS ve M17 sivi besiyerlerine aktif suslardan % 2
oraninda inokiile edilerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda cam erlenlere aktarilarak 90 mL distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
Uzerine 2-3 damla fenol fitaleyn indikatorii damlatilarak, 0,1 M NaOH (Merck)
cozeltisi ile titre edilmistir. Bakterilerin {irettigi asit titre edilebilir yilizde asitlik

olarak hesaplanmistir (Demirci ve Giindiiz 2004).
% Asitlik= Harcanan 0,1 M NaOH (ml) x 0,9/ ml 6rnek

Fenol fitaleyn indikatorii; 0,1 gram fenol fitaleyn (Merck) % 60’lik etil alkolde

(Merck) ¢oziilerek hazirlanmistir.

0,1N NaOH = 4g NaOH + llitre saf su
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Sekil 3.10: Izolatlarin laktik asit iiretim yeteneklerinin tespiti

3.2.11 izolatlarm antimikrobiyal etkilerin tespiti

Izolatlarin  Escherichia coli ATCC 11229, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 7644 test bakterilerine
karst antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon materyal ve metoduna gore
saptanmistir. Bu yontem c¢ercevesinde 15 ml MRS agar ve/veya M17 agar iceren
petrilere 200 pl 10°-107 kob/g aktif kiiltirler yayilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inhibisyon zonunun tespiti igin test bakterileri Nutrient broth’ta 37 °C’de
24 saat aktiflestirilmis ve hiicre yogunluklar1 0,5 nolu McFarland standartina gore
ayarlanmistir. MRS agar ve/veya M17 agar igeren petrilere 1 ml’lik steril otomatik
pipet uclariyla 9 mm capinda kuyucuklar acilarak ve 100 ul aktif test bakterileri ilave
edilmis ve inkiibasyon bitiminde (37°C / 24 saat) olusan zonlarin ¢aplarit milimetrik

olarak ol¢iilmiistiir (CLSI 2015; Todorov ve Dicks 2006).

3.2.12 lizolatlarin gidalarda canhliklarinin korunmasinin tespiti

Izolatlar, iiriinlerdeki canliliklarin1 6lgmek amaciyla ticari olarak satilan UHT siit ve
elma suyu iiriinlerine inokiile edilerek canliliklar1 incelenmistir. MRS ve M17
brothlarda iki kez aktive edilen kiiltiirler marketlerden temin edilen UHT siit, elma

suyu iriinlerine Champagne ve Gardner (2008)’in ¢alismasina benzer sekilde % 1
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oraninda inokiile edilmistir. Uriinler +4°C’de inkiibe edilerek 72. saat sonrasinda
kiiltiirlerin sayimi yapilmis ve lriinlerin pH degerleri 6l¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin sayimi1
icin uygun diliisyonlardan MRS agara ekim yapilarak 37°C’de 48 saat inkiibe

edilmistir.

3.2.13 istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (22.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmustir. Istatistiksel analizlerinde pearson korelasyonuna gdre, suslarin asit
toleransi, safra tuzu toleranslari, hidrofobisiteleri, EPS iiretimleri, proteolitik
aktiviteleri, metabolik aktiviteleri, laktik asit {iretim yeteneklerinin, antibiyotik
duyarhiliklari, antimikrobiyal etkileri, gidalarda canliliklarmi korunmasi arasinda

korelasyon olup olmadig1 incelenmistir.
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4 BULGULAR

Boza, peynir, kefir ve ¢ig siit’ten olusmus toplam 130 gida 6rneginden izolasyon
sonucunda, elde edilen bakteriler MALDI-TOF MS (VITEK® MS, bioMerieux,
Marcy I’Etoile/Fransa) ile tanimlanmasi sonucu Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paraplantarum, Enterococcus faecium tiirleri saptanmistir.
Identifikasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilen tekli bakteri suslarmim
probiyotik Ozellikleri ve performans parametreleri incelenmis ve bulgular 15181inda
parametreler arasindaki iliski Pearson’un non parametrik istatistiksel korelasyonuna

gore belirlenmistir.

4.1 MALDI-TOF MS (VITEK® MS) ile Tamimlama

Toplam 144 adet izolat (127 adet Enterococcus faecium, 5 adet Lactobacillus brevis,
7 adet Lactobacillus plantarum ve 5 adet Lactobacillus paraplantarum)

tiplendirmesi gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1: Izolatlarin gida kaynagma gore dagilimi

izolat Ad Kaynag

Boza Peynir Cig Siit Kefir
Enterococcus faecium - 43 83 1
Lactobacillus brevis 5 - - -
Lactobacillus plantarum - 3 1 3
Lactobacillus paraplantarum - 3 - 2
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Orneklerin bolgelere gore % dagilimu

Sekil 4.1: Orneklerin bdlgelere gore % dagilimi

Orneklerin gidalara gore % dagilimu

Sekil 4.2: Orneklerin gidalara gére % dagilimi
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Lactobacillus Enterococcus Lactobacillus

para plantarum Sfaecium plantarum
0% 0% 0%

Bozadan elde edilen izolatlarin % dagilim

Sekil 4.3: Bozadan elde edilen izolatlarin % dagilimi

Lactobacillus Lactobacillus
para plantarum brevis
6% 0%
Lactobacillus
plantarum
6%

Peynirden elde edilen izolatlarin % dagilim

Sekil 4.4: Peynirden elde edilen izolatlarin % dagilim1
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Lactobacillus .
Lactobacillus brevis Lactobacillus

plantarum 0% para plantarum
1% 0%

Cig siitten elde edilen izolatlarin % dagilim

Sekil 4.5: Cig siitten elde edilen izolatlarm % dagilimi

Lactobacillus
brevis
0%
Lactobacillus Enterococcus
paraplantarum Sfaecium
33% 17%

Kefirden elde edilen izolatlarin % dagilimm

Sekil 4.6: Kefirden elde edilen izolatlarm % dagilimi
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4.2 Tammlanan Bakterilerin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tiim izolatlarin (toplam 144 adet ) mide PH’sinda dayanimlar1 test edilmis ve
dayanimi saglayan izolatlar i¢in safra tuzu toleranslari, sindirim sisteminde
tutunmalarini saglayan hidrofobisite yetenekleri olan hidrokarbonlara mikrobiyal
tutunma yiizdesi, antibiyotik direncliligi/duyarliligi, disk diflizyon testleri, GSBL
varligi, disk difiizyonu konfirmasyonlari, antibiyogram dogrulamasi ve MIK
tayinleri, EPS {iretimleri, proteolitik aktiviteleri, metabolik aktiviteleri, laktik asit
iretimleri, antimikrobiyal etkileri, gidalarda canliliklarin1 korunmalari, istatistiksel

analiz bulgular1 asagida verilmistir.
4.2.1 1lzolatlarm asit toleranslan

4.2.1.1 Bozadan izole edilmis izolatlarin asit toleranslar

Cizelge 4.2: Bozadan izole edilmis izolatlarin asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth ) 72
saat sonrasi canlilik degerleri

Izolat Mikroorganizma adi  Canhlik Mec.farland
Kodu kob/g (pH 2.5)

- Sahit Numune - 1,3

5 L. brevis 4,50x10° 1,8

78 L. brevis 4,70x10° 1,9

79 L. brevis 3,10x10° 1,9

81 L. brevis 4,50x10° 1,8

84 L. brevis 1,20x10° 1,9

*Koyu renkli olan izolatlar asit tolererans testini gecmislerdir.
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5000 -
4500 -
4000 -
3500 ~

3000 1 = Canhilik
2500 - kob/g

2000 - (pH 2.5)
1500 -
1000 -
500 -

L. brevis 5 L. brevis L. brevis L. brevis L. brevis
78 79 81 84

Sekil 4.7: Bozadan izole edilmis izolatlarin asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth ) 72
saat sonrasi canlilik degerleri
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4.2.1.2 Peynirden izole edilmis izolatlarin asit toleranslan

Cizelge 4.3: Peynirden izole edilmis izolatlarin asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth )
72 Saat sonrasi canlilik degerler

izolat Mikroorganizma adi Canhihk Mc.farland
Kodu kob/g (pH 2.5)

- Sahit Numune - 1,3
60B  E. faecium 5,1x10° 1,8
81B  E. faecium 3,3x10° 2,0
69B  E. faecium 4,2x10° 1,9
24B  E. faecium 5,2x10° 1,9
65B  E. faecium 7,8x10° 1,7
80B  E. faecium 5,2x10° 1,8
42B  E. faecium 5,6x10? 1,7
44B  E. faecium 1,1x10? 1,8
53B  E. faecium 7,6x10? 1,8
43C  E. faecium 2,0x10° 1,9
59B  E. faecium 6,5x10? 1,7
74B  E. faecium 1,1x10 1,8
25B  E. faecium 6,9x10? 1,7
57B  E. faecium 2,5x10? 1,6
67B  E. faecium 5,6x10? 1,8
48B  E. faecium 7,0x10? 1,9
3B E. faecium 9,8x10? 1,7
77C  E. faecium 1,5x10* 1,9
54C  E. faecium 5,7x10° 1,9
54B  E. faecium 1,8x10? 1,8
78B  E. faecium 5,4 x10 1,7
78C  E. faecium 2,1x10° 1,9
22B  E. faecium 4,5x10° 1,7
20B  E. faecium 2,3x10° 1.8
18B  E. faecium 1,3x10? 1,7
A39  E. faecium 2,9x10? 1,9
Al7  E. faecium 4,3x10 1,8
G76  E. faecium 1,5x10* 2,0
G4  E. faecium 5,1x10° 2,0
G37  E. faecium 5,0x10° 2,0
Gl6  E. faecium 7,8x10? 1,7
G15  E. faecium 1,4x10? 1,6
G9 E. faecium 8,1x10? 1,8
A24  E. faecium 4,3x10° 1,7
A58  E. faecium 2,3x10? 1,6
A56  E. faecium 5,6x10? 1,7
A53  E. faecium 7,5x10? 1,6
E20  E. faecium 2,3x10° 1.8
F56  E. faecium 9,7x10? 1,8
E55  E. faecium 6,5x10? 1,7
G47  E. faecium 8,5x10? 1,9
A39  E. faecium 2,3x10? 1,8
F47  E. faecium 1,2x10? 1,8
E54 L. paraplantarum 2,5x10* 2,0
13B L. paraplantarum 4,5x10° 1,8
8C L. paraplantarum 5,6x10* 2,2
A21 L. plantarum 1,5x10° 1,9
E54a L. plantarum 6,7x10? 1,7
8C L. plantarum 2,2x10? 1,6

*Koyu renkli olan izolatlar asit tolererans testini gecmislerdir.
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4.2.1.3 Cig siitten izole edilmis izolatlarin asit toleranslar

Cizelge 4.4: Cig siitten izole edilmis izolatlarm asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth )
72 Saat sonrasi canlilik degerleri

izolat Mikroorganizma adi Canhihk Mc.farland
Kodu kob/g (pH 2.5)

- Sahit Numune - 1,3
32 E. faecium 9,8x10? 1,8
39B  E. faecium 1,3x10? 1.8
52C  E. faecium 1,5x10? 1,6
23C  E. faecium 2,3x10? 1,9
71B  E. faecium 4,3x10° 1.8
21B  E. faecium 2,8x10° 1,9
47B  E. faecium 3,2x107 1.8
15C  E. faecium 4,5 x10 1,6
70B  E. faecium 2,6x10° 1,7
79B  E. faecium 1,1x10? 1,8
23B  E. faecium 5,2x10° 1,8
63B  E. faecium 3,0x10? 1,9
41B  E. faecium 1,2x10? 1,9
26B  E. faecium 6,7x10° 1.8
40B  E. faecium 46x10° 1,6
50C  E. faecium 78x10? 1,8
8B E. faecium 4,9x10° 2,0
9B E. faecium 9,7x10? 1,9
58B  E. faecium 3,4x10? 1,8
45C  E. faecium 5,6x10? 1,6
33B  E. faecium 2,2x10° 1,7
45C  E. faecium 2,3x10? 1,8
16B  E. faecium 9,0x10? 1,6
73C  E. faecium 9,8 x10? 1,9
A19  E. faecium 3,7x10° 1,8
G77  E. faecium 6,3x10? 1,8
A57  E. faecium 4,0x10 1,8
G75  E. faecium 5,3x10? 1,8
A38  E. faecium 9,7x10? 1,8
G56  E. faecium 2,6x10 1,9
G5 E. faecium 4,3x10 1,6
G33  E. faecium 1,9x10? 1,8
Gl17  E. faecium 1,4x10? 1,9
G78  E. faecium 1,1x10° 1,6
G45  E. faecium 6,7x10? 1,8
Gl10  E. faecium 9,4x10? 1,8
A26  E. faecium 7,8x10? 1,8
Gl4  E. faecium 1,7x10? 1,9
G11  E. faecium 2,4 x10* 2,0
G37  E. faecium 3,0 x10° 2,0
A37  E. faecium 4,3x10 1,8
A27  E. faecium 2,5x107 1,6
A53  E. faecium 8,9x10? 1,7
A54  E. faecium 7,6x10? 1,8
A57  E. faecium 4,3x10 1,8
A40  E. faecium 2,4x10° 1,7
G35  E. faecium 1,9x10? 1,9
G1 E. faecium 2,4x10° 1,7
F80  E. faecium 1,5x10° 1,6
E14  E. faecium 4,4 x10* 1,8
E22  E. faecium 6,0x10? 1.8
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Cizelge 4.4: Cig siitten izole edilmis izolatlarm asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth )
72 Saat sonrasi canlilik degerleri (devam)

izolat Mikroorganizma adi Canhihk Mc.farland
Kodu kob/g (pH 2.5)
E23  E. faecium 7,4x10° 1,7
El15  E. faecium 8,4x10? 1,9
E75  E. faecium 5,1x10* 2,0
E41  E. faecium 9,4x10? 1.8
E47  E. faecium 6,5x107 1,6
F55  E. faecium 2,7x10? 1,8
F4l  E. faecium 3,4x10° 1,6
DI E. faecium 4,5x10° 1,7
F33  E. faecium 8,5x10? 1,7
F39  E. faecium 7,3x10? 1,9
G27  E. faecium 9,4x10? 1,9
A40  E. faecium 1,5x10? 1,6
E59  E. faecium 4,8x10? 1,7
E58  E. faecium 3,8 x10? 1,7
A58 E. faecium 7,4x10? 1,6
G54  E. faecium 9,1x10? 1,7
G55 E. faecium 5,8x10? 1,6
D19  E. faecium 2,8x10° 1,7
G66  E. faecium 9,6x10 1,7
G46  E. faecium 4,6x10 1,8
G72  E. faecium 7,4x10? 1,6
DI3  E. faecium 2,1x10? 1,7
G64  E. faecium 4,7x10 1,9
G20  E. faecium 3,5x10? 1,8
Al9  E. faecium 5,7x10? 1,6
D8 E. faecium 8,3x10? 1,6
F58  E. faecium 7,4x10? 1,9
E77  E. faecium 5,7x10? 1,7
E28  E. faecium 9,5x10? 1,6
G49  E. faecium 4,3x10 1,8
E60  E. faecium 2,7x10? 1,8
G28  E. faecium 6,8x10? 1,8
4C L. plantarum 4,7x1 0’ 1,7

*Koyu renkli olan izolatlar asit tolererans testini gecmislerdir.
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Sekil 4.9: Cig siitten izole edilmis izolatlarin asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth ) 72
saat sonrasi canlilik degerleri

4.2.1.4 Kefirden izole edilmis izolatlarin asit toleranslar

Cizelge 4.5: Kefirden izole edilmis izolatlarin asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth) 72
Saat sonrasi canlilik degerleri

izolat Mikroorganizma adi  Canlihk Mc.farland
Kodu kob/g (pH 2.5)

44C L. plantarum 4,2)(104 1,9

16C L. paraplantarum 2,1x10? 1,6

16B L. paraplantarum 6,3x10? 1,7

74C L. plantarum 5,3x10° 1,7

12C L. plantarum 2,4)(104 1,9

52B E. faecium 1,2x10? 1,6

*Koyu renkli olan izolatlar asit tolererans testini gecmislerdir.
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Sekil 4.10: Kefirden izole edilmis izolatlarin asit tolerans ( pH 2,5 MRS Broth ) 72

saat sonrasi canlilik degerleri
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4.2.1.5 Yiiksek asit toleransi gosteren izolatlarin listesi

Cizelge 4.6: Izolatlarin asit toleranslarmnin tespiti

= Mikroorganizma adi Asit toleransi
™ Canhilik Mec.
i = kob/g (pH 2.50) Farland
S S
1 Boza 5 L. brevis 4,50x10° 1.8
2  Boza 78 L. brevis 4,70x10° 1,9
3 Boza 79 L. brevis 3,10x10° 1,9
4  Boza 81 L. brevis 4,50x10° 1,8
5 Boza 84 L. brevis 1,20x10° 1,9
6 Peynir  60B  E. faecium 5,10x10° 1,8
7 Peynir 81B  E. faecium 3,30x10° 2,0
8 Peynir 69B  E. faecium 4,20x10° 1,9
9  Peynir 24B  E. faecium 5,20x10° 1,9
10 Peynir  65B  E. faecium 7,80x10° 1,7
11 Peynir  80B  E. faecium 5,20x10° 1.8
12 Peynir  43C  E. faecium 2,00x10° 1,9
13 Peynir 77C  E. faecium 1,50x10* 1,9
14 Peynir  54C  E. faecium 5,70x10° 1,9
15 Peynic  G76  E. faecium 1,50x10* 2,0
16  Peynir G4 E. faecium 5,10x10° 2,0
17 Peynic  G37  E. faecium 5,00x10° 2,0
18  Peynir E54 L. paraplantarum 2,50x10* 2,0
19  Peynir 13B L. paraplantarum 4,50x10° 1,8
20  Peynir 8C L. paraplantarum 5,60x10" 2,2
21 Peynir A2l L. plantarum 1,50x10° 1,9
22 Cigsit 21B  E. faecium 2,80x10° 1,9
23 Cigsit 70B  E. faecium 2,60x10° 1,7
24 Cigsit 23B  E. faecium 5,20x10° 1,8
25 Cigsit 8B E. faecium 4,90x10° 2,0
26 Cigsit Al9  E. faecium 3,70x10° 1,8
27 Cigsit Gll  E. faecium 2,40x10* 2,0
28 (Cigsit G37a E. faecium 3,00x10° 2,0
29 Cigsit Gl E. faecium 2,40x10° 1,7
30 Cigsit El4  E. faecium 4,40x10* 1,8
31 Cigsit E75  E. faecium 5,10x10* 2,0
32 Cigsit 4C L. plantarum 4,70x10° 1,7
33 Kefir 44C L. plantarum 4,20x10* 1,9
34 Kefir 74C L. plantarum 5,30x10° 1,7
35  Kefir 12C L. plantarum 2,40x10* 1,9

101



4.2.1.6 Mide dayamimim gecgen izolatlarin iiriin ve suslara gore dagihmlar

Cizelge 4.7: Mide Dayanimmi Gegen izolatlarm dagilimi

Kaynad
izolat Adh Boza Peynir CigSiut Kefir
E. faecium - 12 10 -
L. brevis 5 - - -
L. plantarum - 1 1 3
L.paraplantarum - 3 - -

mide asitligine
tolerans
gosterenler
17%

E. faecium suslariin mide asitligine tolerans durumlari (%)

Sekil 4.11: Enterococcus faecium suglariin mide asitligine tolerans durumlari (%)
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Mide Asitligine
Tolerans
Gosteremeyen

0%

L. brevis suslarimin mide asitligine tolerans durumlar (%)

Sekil 4.12: Lactobacillus brevis suslarinin mide asitligine tolerans durumlari (%)

Mide Asitligine
Tolerans
Gosteremeyen

29%

L. plantarum suslariin mide asitligine tolerans durumlari (%)

Sekil 4.13: Lactobacillus plantarum suglarinin mide asitligine tolerans durumlari (%)
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Mide Asitligine
Tolerans
Gosteremeyen

40%

L. plantarum suslariin mide asitligine tolerans durumlari (%)

Sekil 4.14: Lactobacillus paraplantarum suglarinin mide asitligine tolerans
durumlar1 (%)
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4.2.2 izolatlarin safra tuzu toleranslari

Cizelge 4.8: Izolatlarin safra tuzu toleranslarmin tespiti

= s = Mikroorganizma adi Safra tuzu

g =3 toleranslar

=} RS Canlilik kob/g  pH
1 Boza 5 L.brevis 2,20x10° 4,96
2  Boza 78 L.brevis 5,70x10° 5,47
3 Boza 79 L.brevis 4,603&105 5,05
4 Boza 81 L.brevis 5,00x10° 5,02
5 Boza 84 L.brevis 3,30x10° 5,14
6  Peynir 60B  E. faecium 5,90x10° 5,88
7  Peynir 81B  E. faecium 3,30x10° 5,82
8  Peynir 69B  E. faecium 2,10x10* 5,78
9  Peynir 24B  E. faecium 2,30x10° 5,91
10  Peynir 65B  E. faecium 4,10x10° 5,81
11 Peynir 80B  E. faecium 2,90x10° 5,85
12 Peynir  43C  E. faecium 2,90x10° 5,53
13 Peynir 77C  E. faecium 1,00x10° 5,76
14 Peynir 54C  E. faecium 5,70x10° 6,16
15 Peynir G76  E. faecium 4,50x10° 5,71
16  Peynir G4 E. faecium 1,80x10° 5,64
17 Peynir G37  E. faecium 5,30x10* 5,48
18  Peynir E54 L. paraplantarum 2,40x10* 5,15
19 Peynir 13B L. paraplantarum 6,00x10* 5,84
20  Peynir 8C L. paraplantarum 2,20x10* 5,11
21 Peynir A2l L. plantarum 4,30x10* 5,04
22 Cigsit 21B  E. faecium 1,00x10° 5,76
23 Cigsit 70B  E. faecium 5,70x10° 5,86
24 Cigsit 23B  E. faecium 3,10x10° 5,96
25 Cigsit 8B E. faecium 5,50x10* 5,79
26 Cigsit Al9  E. faecium 3,10x10° 5,96
27 Cigsit  Gll  E. faecium 1,00x10° 5,71
28 Cigsit G37a E. faecium 3,40x10° 5,74
29 Cigsit Gl E. faecium 2,10x10* 5,59
30 Cigsit El4  E. faecium 3,00x10* 5,69
31 Cigsit E75  E. faecium 4,60x10° 5,73
32 Cigsit 4C L. plantarum 5,10x10* 5,03
33 Kefir 44C L. plantarum 4,00x10° 5,36
34 Kefir 74C L. plantarum 2,80x10° 5,47
35 Kefir 12C L. plantarum 5,90x10° 5,58

* Koyu renkli olan izolatlar safra tuzu tolererans testini gecmislerdir.
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Sekil 4.15: Izolatlarin safra tuzu toleranslarmin tespiti

Sekil 4.16: Izolatlarin laktik asit iiretim yeteneklerinin tespiti
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4.2.2.1 Safra toleransi gosteren izolatlarin iiriin ve suslara gore dagihmlan

Cizelge 4.9: Safra Tolerans1 Gdsteren Izolatlarin dagilimi

Kaynad
izolat Adx Boza Peynir CigSiit Kefir
E. faecium - 1 - -
L.brevis 4 - - -
L. plantarum - - - 3

L. paraplantarum - - - -
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4.2.3 izolatlarin hidrofobisiteleri

Cizelge 4.10: Izolatlarin hidrofobisitelerinin tespiti

z Mikroorganizma adi Hidrofobisitelerin
§ tespiti
= s A0 Al Hidrofobisite

s 3 %)

Boza 5 L. brevis 2,909 2,578 11,38
Boza 78 L. brevis 3,208 2974 17,29

Boza 79 L. brevis 2,937 0,056 98,09
Boza 81 L. brevis 3,082 1,793 41,82
Boza 84 L. brevis 3,025 0,067 97,79
Peynir 60B  E. faecium 3,146 0,073 97,68
Peynir 81B  E. faecium 2,967 2,907 2,02

Peynir 69B  E. faecium 3,046 3,036 0,33

Peynir 24B E. faecium 2,694 0,088 96,73
Peynir 65B  E. faecium 3,11 2,738 11,96
Peynir 80B  E. faecium 2,826 2,351 16,81
Peynir 43C  E. faecium 3,109 2,31 25,7

Peynir 77C  E. faecium 2,954 2,349 20,48
Peynir 54C  E. faecium 2,904 2,583 11,05
Peynir G76  E. faecium 2,965 2,177 26,58
Peynir G4 E. faecium 3,313 3,238 2,26

Peynir G37  E. faecium 2,888 2,371 17,9

Peynir E54 L. paraplantarum 2,946 2,076 29,53
Peynir 13B L. paraplantarum 291 2,417 16,94
Peynir 8C L. paraplantarum 3,439 0,068 98,02
Peynir A21 L. plantarum 2,941 0,161 94,53
Cigsit 21B  E. faecium 3,562 0,103 97,11
Cigsit 70B  E. faecium 2,988 0,152 9491
Cigsit 23B  E. faecium 2,694 0,088 96,73
Cigsit 8B E. faecium 3,112 24 22,88
Cigsit Al19  E. faecium 2,98 0,065 97,82
Cigsit Gll1  E. faecium 2,786 1,958 29,72
Cigsit G37a E. faecium 2,964 2,733 7,79

Cigsit Gl E. faecium 2,68 2,571 4,07

Cigsit El14  E. faecium 2,695 1,343 50,17
Cigsit E75  E. faecium 3,573 0,203 94,32
Cigsit 4C L. plantarum 3,061 1,753 42,73
Kefir 44C L. plantarum 2,904 2,583 11,05
Kefir 74C L. plantarum 3,157 2,23 29,36
Kefir 12C L. plantarum 3,072 2,756 10,29
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4.2.3.1 Yiiksek hidrofobisite gosteren izolatlarin iiriin ve suslara gore

dagilhimlar

Cizelge 4.11: Yiiksek hidrofobisite Gosteren Izolatlarin dagilimi

Kaynad
izolat Adh Boza Peynir CigSit Kefir
E. faecium
L.brevis 3
L. plantarum - - - 3

L. paraplantarum

* Koyu renkli olanlar safra tolerans testini gecerek hidrofobiste yetenegi yeterli
bulanan izolatlar.

100 +

E Hidrofobisite
(%)

e @Q\v‘“ @é&‘“ @é“\w @:‘\@\ &\*“\ AT o &
. . . o & & & & & W O & & & & ™ ™

Sekil 4.17: Izolatlarin hidrofobisitelerinin tespiti
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4.2.4 lzolatlarn antibiyotik duyarhhklar

Cizelge 4.12: Izolatlarmn antibiyotik duyarhliklar:

- Mikroorganizma Antibiyotik duyarhhk testi
:E % '5 ad CEP 30 CHL NOV AMC CEP CHL NOV AMC
= = 4 30

1  Boza 5 L. brevis S S S S 138 11,8 565 928
2  Boza 78 L. brevis S S S S 9,57 10,8 11,8 838
3 Boza 79 L. brevis S S S S 7,8 10,8 9,75 5,6
4 Boza 81 L. brevis S S S S 5,7 9,9 10,7 2,7
5 Boza 84 L. brevis S S S S 104 9,11 5,12 11,5
6  Peynir 60B  E. faecium S S S S 7,35 - - 11,8
7  Peynir 81B  E. faecium S S S S 4,66 6,07 - 9,4
8  Peynir 69B  E. faecium S S S S 1,96 3,05 - 7,71
9  Peynir 24B  E. faecium S S S S 6,17 - 8,44 10,1
10  Peynir 65B  E. faecium S S S S 3,7 - - 6,12
11 Peynir 80B  E. faecium S S S S 6,5 - - 9,3
12 Peynir 43C  E. faecium S S S S 10,6 11,7 827 11,5
13 Peynir 77C  E. faecium S S S S 6,74 6,75 9,6 -

14 Peynir 54C  E. faecium S S S MS 9,72 - 6,25 14,6
15 Peynir G76  E. faecium S S S S 3,16 2,72 - 7,8
16 Peynir G4 E. faecium S S S S 4,5 - - 8,8
17 Peynir G37  E. faecium S S S S 572 859 - 10,1
18 Peynir E54 L. paraplantarum S S S S - - - 9,5
19 Peynir 13B L. paraplantarum S S S S 6,55 - - 9,23
20  Peynir 8C L. paraplantarum S R MS R 11,4 18,6 143 21,2
21  Peynir A21 L. plantarum S S S S - - 8,8 12,1
22 Cigsut 21B  E. faecium S S S S 4,09 - - 9,22
23 Cigsut 70B  E. faecium S S S S 539 - - 9,65
24 Cigsit  23B  E. faecium S S S S 3.9 - - -

25 Cigsut 8B E. faecium S S S S 2,8 - - 9,5
26 Cigsut Al9  E. faecium S S S S 553 - - 7,07
27 Cigsut Gll  E. faecium S S S S 5,69 - - 9,32
28 Cigsut G37a E. faecium S S S S 4,11 876 6,5 9,09
29 Cigsit Gl E. faecium S S S S 4,7 - 1,09 7,89
30 Cigsit El4  E. faecium S S S S 3,73 - 2,9 7,89
31 Cigsit E75  E. faecium S S S S 13,1 - 8,86 93
32 Cigsit 4C L. plantarum MS R MS R 15,7 17,4 13,6 16,4
33 Kefir 44C L. plantarum S S S S 6,66 - 6,68 11
34 Kefir 74C L. plantarum S S 3,12 512 3,65 103
35 Kefir 12C L. plantarum MS R 14 149 134 16,3

110



Cizelge 4.13: Calismada kullanilan antibiyotik disklerde goriilen zonlarmn antibiyotik
direng karsiliklar1 (Charteris ve ark. 1998)

Antimikrobiyal Disk Zon caplarinin (mm)
konsantrasyonu direnc¢ karsiliklar:
Ad1 (ng) S MS R
Amoksisilin 30 <12 13-15 16>
Cephalothin 30 <14 15-17 18>
Cephalothin 30 <13 14-17 18>
Novobiocin 5 <13 14-17 18>

Direngli (R), orta dereceli hassas (MS) ve hassas (S)

Sekil 4.18: Izolatlarin antibiyotik duyarhliklar:
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4.2.4.1 lzolatlarn antibiyotik disk konfirmasyonu, antibiyogram dogrulamas,

MIK tayini ve GSBL tespiti

Cizelge 4.14: Numunelerin antibiyotik disk konfirmasyon zonlar1 (mm),

antibiyogram dogrulama ve MIK (ug/ml) sonuglar1

No Kaynak izolat Bakteri CAZ CAZ CTX CTX CPD CPD C CAZ CAZ C CTX CTX G
kodu tipi ZON (6\% ZON (6\% ZON (6\% A MIK CY T MIK CY S
Z MIK X MIK B
L
3 Boza 79 L.brevis 16 18 24 25 23 23 R 32 >32/ S <l <0,5/
4 4
4 Boza 81 L.brevis S <1 <0,2 ? -
5/4
5 Boza 84 L.brevis S <l <0,2 S <1 <0,2
5/4 5/4
33 Kefir 44 C L.plantarum ? - S <1 <0,2
5/4
34 Kefir 74 C L.plantarum S <1 <0,2 S <1 <0,2
5/4 5/4
35 Kefir 12C L.plantarum 18 18 15 15 18 18 S <1 <0,2 S <1 <0,2

5/4

5/4

Izolatlar GSBL(-) olarak tespit edilmistir.

4.2.4.2 Probiyotik ozellikleri saglayan izolatlar

Cizelge 4.15: Probiyotik 6zellikleri olan suslar ve kaynaklari

No Kaynak Izolat kodu Bakteri tipi
3 Boza 79 L.brevis
4 Boza 81 L.brevis
5 Boza 84 L.brevis
33 Kefir 44 C L.plantarum
34  Kefir 74 C L.plantarum
35  Kefir 12C L.plantarum
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4.2.5 izolatlarin EPS iiretimleri

Cizelge 4.16: Izolatlarm EPS iiretimleri

Mikroorganizma adi

‘E % '§ EPS iiretimi
= = M (mg/t)

1 Boza 5 L. brevis 288,54
2 Boza 78 L. brevis 38,44
3 Boza 79 L. brevis 21,1

4 Boza 81 L. brevis 298,47
5 Boza 84 L. brevis 48,51
6  Peynir 60B  E. faecium 15,44
7  Peynir 81B  E. faecium 15,06
8  Peynir 69B  E. faecium 22,11
9  Peynir 24B  E. faecium 10,98
10  Peynir 65B  E. faecium 25,06
11 Peynir 80B  E. faecium 25,57
12 Peynir 43C  E. faecium 46,77
13 Peynir 77C  E. faecium 8,42
14 Peynir 54C  E. faecium 14,52
15 Peynir G76  E. faecium 11,34
16  Peynir G4 E. faecium 11,52
17  Peynir G37  E. faecium 13,95
18  Peynir E54 L. paraplantarum 28,11
19  Peynir 13B L. paraplantarum 25,2
20  Peynir 8C L. paraplantarum 30,01
21 Peynir A21 L. plantarum 34,52
22 Cigsit 21B  E. faecium 25,1
23 Cigsit 70B  E. faecium 200
24 Cigsit  23B  E. faecium 18,06
25 Cigsit 8B E. faecium 22,14
26 Cigsit Al9  E. faecium 17,44
27 Cigsit  Gll  E. faecium 25,12
28 Cigsit G37a E. faecium 88,17
29 Cigsit Gl E. faecium 12,2
30 Cigsiut El4  E. faecium 29,44
31 Cigsut E75  E. faecium 28,2
32 Cigsit 4C L. plantarum 38,41
33 Kefir 44C L. plantarum 34,52
34 Kefir 74C L. plantarum 123,1
35 Kefir 12C L. plantarum 41,05
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4.2.6 1lzolatlarin proteolitik aktiviteleri

Cizelge 4.17: Izolatlarn proteolitik aktivitesi

2 Mikroorganizma ad1i  Bakteri suslarinin
2 proteolitik aktivitesi
S = Skim milk
S E zon c¢apl (mm)

1 Boza 5 L. brevis 14,2

2 Boza 78 L. brevis 15,95
3 Boza 79 L. brevis 12,94
4 Boza 81 L. brevis 14,93
5 Boza 84 L. brevis 16,97
6  Peynir 60B  E. faecium 8,56

7  Peynir 81B  E. faecium 10,62
8  Peynir 69B  E. faecium 11,54
9  Peynir 24B  E. faecium 10,98
10  Peynir 65B  E. faecium 11,17
11 Peynir 80B  E. faecium 13,18
12 Peynir 43C  E. faecium 18,05
13 Peynir 77C  E. faecium 12,38
14 Peynir 54C  E. faecium 14,52
15 Peynir G76  E. faecium 11,34
16  Peynir G4 E. faecium 11,52
17  Peynir G37  E. faecium 13,95
18  Peynir E54 L. paraplantarum 15,93
19  Peynir 13B L. paraplantarum 11,78
20  Peynir 8C L. paraplantarum 16,09
21 Peynir A21 L. plantarum 14,43
22 Cigsit 21B  E. faecium 12,22
23 Cigsit  70B  E. faecium 11,54
24 Cigsit  23B  E. faecium 10,43
25 Cigsit 8B E. faecium 10,09
26 Cigsit  Al9  E. faecium 13,8

27 Cigsit  Gll  E. faecium 11,34
28 Cigsit G37a  E. faecium 12,43
29 Cigsit Gl E. faecium 6,42

30 Cigsiut El4  E. faecium 10,63
31 Cigsiut E75  E. faecium 10,72
32 Cigsit 4C L. plantarum 15,67
33 Kefir 44C L. plantarum 16,3

34 Kefir 74C L. plantarum 4,74

35 Kefir 12C L. plantarum 17,65
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4.2.7 izolatlarin metabolik aktiviteleri

Cizelge 4.18: Izolatlarin metabolik aktiviteleri

Mikroorganizma adi

Bakteri suslarinin

= =

Z <2 metabolik aktiviteleri

= = X (litmus milk)

PH Renk Gaz Piht

1 Boza 5 L. brevis 5,71  Beyaz - +
2  Boza 78 L. brevis 498  A.pembe - -
3 Boza 79 L. brevis 5,07 Beyaz - +
4 Boza 81 L. brevis 4,98 Beyaz - +
5 Boza 84 L. brevis 4,85 A.pembe - +
6  Peynir 60B  E. faecium 592  Apembe + -
7  Peynir 81B  E. faecium 593  Apembe + -
8  Peynir 69B  E. faecium 593  Apembe + -
9  Peynir 24B  E. faecium 5,88  A.pembe + -
10  Peynir 65B  E. faecium 5,87 Apembe + -
11 Peynir 80B  E. faecium 5,79  Apembe + -
12 Peynir 43C  E. faecium 5,4 Apembe + -
13 Peynir 77C  E. faecium 5,81  Apembe - +
14 Peynir 54C  E. faecium 5,76 A.pembe + -
15 Peynir G76  E. faecium 5,9 A.pembe - -
16  Peynir G4 E. faecium 5,59  Apembe + -
17  Peynir G37  E. faecium 5,45 Beyaz o
18  Peynir E54 L. paraplantarum 542  Apembe +
19  Peynir 13B L. paraplantarum 591  Apembe + -
20  Peynir 8C L. paraplantarum 5,38 Apembe - -
21 Peynir A21 L. plantarum 544  Apembe - -
22 Cigsit 21B  E. faecium 5,81  Apembe + -
23 Cigsit 70B  E. faecium 5,89  Apembe + -
24  Cigsit  23B  E. faecium 5,87  Apembe + -
25 Cigsit 8B E. faecium 5,88  Apembe + -
26 Cigsit  Al9  E. faecium 5,64 Apembe + +
27 Cigsit  Gll  E. faecium 594  Apembe + +
28 Cigsit G37a  E. faecium 5,86  Beyaz + +
29 Cigsit Gl E. faecium 6,95 Pembe - -
30 Cigsiut El4  E. faecium 595 Apembe + -
31 Cigsiut E75  E. faecium 5,53  Apembe - +
32 Cigsit 4C L. plantarum 5,7 A.pembe - -
33 Kefir 44C L. plantarum 5,83 A.pembe - -
34 Kefir 74C L. plantarum 5,63 A.pembe + -
35 Kefir 12C L. plantarum 5,27 A.pembe - -
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Sekil 4.19: Izolatlarin metabolik aktiviteleri (litmus milk)
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4.2.8 izolatlarin laktik asit iiretimleri

Cizelge 4.19: Izolatlarin laktik asit {iretim yeteneklerinin tespiti

z Laktik asit iiretim
£ § yeteneklerinin tespiti
5 5 Mikroorganizma adi Harcanan Laktik Asit

< NaOH (ml) (%)

Boza 5 L. brevis 2,75 2,48
Boza 78 L. brevis 3,00 2,70
Boza 79 L. brevis 2,95 2,66
Boza 81 L. brevis 2,80 2,52
Boza 84 L. brevis 3,00 2,70
Peynir 60B  E. faecium 2,80 2,52
Peynir 81B  E. faecium 2,90 2,61
Peynir 69B  E. faecium 2,30 2,07
Peynir 24B  E. faecium 2,60 2,34
Peynir 65B  E. faecium 2,90 2,61
Peynir 80B  E. faecium 2,25 2,025
Peynir 43C  E. faecium 3,15 2,835
Peynir 77C  E. faecium 2,8 2,52
Peynir 54C  E. faecium 3,15 2,835
Peynir G76  E. faecium 2,6 2,34
Peynir G4 E. faecium 2,5 2,25
Peynir G37  E. faecium 3 2,7
Peynir E54 L. paraplantarum 2,9 2,61
Peynir 13B L. paraplantarum 2,35 2,115
Peynir 8C L. paraplantarum 3 2,7
Peynir A21 L. plantarum 3,1 2,79
Cig siit 21B  E. faecium 2,6 2,34
Cig siit 70B  E. faecium 2,3 2,07
Cig siit 23B  E. faecium 2,9 2,61
Cig siit 8B E. faecium 2,6 2,34
Cig siit Al19  E. faecium 3 2,7
Cig siit Gl1  E. faecium 2,9 2,61
Cig siit G37a  E. faecium 3 2,7
Cig siit Gl E. faecium 2,9 2,61
Cig siit El14  E. faecium 2,24 2,016
Cig siit E75  E. faecium 2,28 2,052
Cig siit 4C L. plantarum 3,5 3,15
Kefir 44C L. plantarum 3 2,7
Kefir 74C L. plantarum 2,9 2,61
Kefir 12C L. plantarum 2,9 2,61
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4.2.9 lzolatlarin antimikrobiyal etkileri

Cizelge 4.20: Izolatlarin antimikrobiyal etkilerin tespiti

z Mikroorganizma Antimikrobiyal etkilerin tespiti
:E % adi Escherichia Escherichia  Staphylococcus Candida
f) = coli coli aureus albicans
.E ATCC 11229  ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 7644
1 Boza 5 L. brevis - - 1,16 -
2  Boza 78 L. brevis - - - -
3 Boza 79 L. brevis - - 2,35 6,03
4 Boza 81 L. brevis - - 0,52 3,17
5 Boza 84 L. brevis - - - -
6  Peynir 60B  E. faecium 0,47 5,1 2,47 -
7  Peynir 81B  E. faecium - - - -
8  Peynir 69B  E. faecium - - 10,29 -
9  Peynir 24B  E. faecium - - 2 F
10 Peynir 65B  E. faecium - = = -
11 Peynir 80B  E. faecium - = - -
12 Peynir 43C  E. faecium - - 2,75 -
13 Peynir 77C  E. faecium 1,27 3,4 - -
14 Peynir 54C  E. faecium 2,36 2,34 3,19 4,94
15 Peynir G76  E. faecium 3,48 - - -
16  Peynir G4 E. faecium - - = -
17 Peynir G37  E. faecium - = - =
18 Peynir E54 L. paraplantarum
19  Peynir 13B L. paraplantarum - 6,45 1,28 4,76
20  Peynir 8C L. paraplantarum 0,46 0,85 0,52 -
21 Peynir A21 L. plantarum
22 Cigsit 21B  E. faecium - - - -
23 Cigsit  70B  E. faecium - - - -
24 Cigsit  23B  E. faecium 0,23 0,5 0,65 1,88
25 Cigsit 8B E. faecium - - - -
26 Cigsit  Al9  E. faecium 4,1 - - -
27 Cigsit  Gll  E. faecium 0,6 0,47 - 3,27
28 Cigsit G37a E. faecium - - 1,14 0,8
29 Cigsit Gl E. faecium 6,19 - 4,76 2,33
30 Cigsiut El4  E. faecium - - - -
31 Cigsiut E75  E. faecium - - - -
32 Cigsit 4C L. plantarum - - 0,4 -
33 Kefir 44C L. plantarum - - - -
34 Kefir 74C L. plantarum - - - -
35 Kefir 12C L. plantarum 10,18 - - -
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Sekil 4.20: izolatlarin antimikrobiyal etkilerin tespiti
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4.2.10 izolatlarin gidalarda canhliklan

Cizelge 4.21: Izolatlarin gidalarda canliliklarinin korunmasinin tespiti

.g Mikroorganizma Gidalarda canhliklarimin korunmasinin tespiti
= % adi Elmasuyu  Mec. farland  Siit pH  Gaz
= = Canhhk Canhhk
S (kob/g) (kob/g)
1  Boza 5 L. brevis 1,40x10* 2,8 320x107 495 -
2  Boza 78 L. brevis 1,10x10* 2,1 320x10° 482 -
3 Boza 79 L. brevis 3,50x10° 2,9 4,00x107 4,89 -
4 Boza 81 L. brevis 3,50x10* 2,7 2,60x107 48 -
5 Boza 84 L. brevis 1,70x10* 1,6 2,20x10° 4,74 -
6 Peynir  60B  E.faecium 5,10x10* 1,1 3,10x10° 529 -
7 Peynir  81B  E. faecium 1,90x10* 1,2 540x10° 544 -
8 Peynir 69B  E. faecium 3,30x10* 1,3 1,90x10° 541 -
9  Peynir  24B  E. faecium 5,30x10* 1,3 1,50x10° 541 -
10 Peynir  65B  E. faecium 1,00x10’ 54 3,90x107 5,14 -
11 Peynir  80B  E. faecium 4,80x10* 1,3 420x10° 546 -
12 Peynir  43C  E. faecium 2,10x10° 2,7 4,40x10" 509 +
13 Peynir  77C  E. faecium 4,80x10* 1,1 570x107 5,11 -
14 Peynir 54C  E. faecium 3,10x10° 0,9 2,00x10° 5,2 +
15 Peynir  G76  E. faecium 5,90x10° 0.8 3,10x10° 6,07 -
16 Peynir G4  E. faecium 1,70x10° 1 4,10x10" 5,05 -
17 Peynir  G37  E. faecium 5,10x10° 0.8 430x10" 516 -
18 Peynir E54 L. paraplantarum  4,00x10° 6 4,40x107 5,01 -
19  Peynir 13B L. paraplantarum 5,90x10° 2,1 1,40x10° 5,42 -
20 Peynir 8C L. paraplantarum  5,20x10° 4,7 1,70x10¢ 521 -
21 Peynir A2l L. plantarum 5,60x107 4,7 2,50x10" 5,1 -
22 Cigsit 21B  E. faecium 5,60x10* 1 3,30x10° 542 -
23 Cigsit 70B  E. faecium 1,90x10* 1,6 2,60x10° 54 -
24 Cigsit 23B  E. faecium 5,20x10* 1,2 4,60x10° 546 -
25 (Cigsit 8B E. faecium 3,80x10* 1,1 430x10° 549 -
26 Cigsit Al9  E. faecium 2,10x10° 1 2,80x10° 527 -
27 Cigsit Gl E. faecium 3,10x10* 2,7 560x10" 5,15 +
28 Cigsit G37a E. faecium 4,20x10° 3,6 1,50x10¢ 537 -
29  Cig siit Gl E. faecium 1,30x10° 1,1 1,40x107 5,16 -
30 Cigsit El4  E. faecium 5,70x10° 1,6 440x10° 534 -
31 Cigsit E75  E. faecium 2,00x10° 0,9 580x10° 535 -
32 Cigsit 4C L. plantarum 1,80x107 5,1 1,10x106 524 -
33 Kefir 44C L. plantarum 3,00x107 4,2 1,70x10° 521 -
34 Kefir  74C L. plantarum 5,70x10° 0,8 1,60x10 5,16 -
35 Kefir 12C L. plantarum 5,10x10° 2,3 1,60x10° 526 -

120



TN LTI
INNI | LLLLIN A

Sekil 4.22: Izolatlarin gidalarda (elma suyu) canliliklarinin korunmasinin tespiti
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4.2.11 istatistiksel Bulgular

Istatistiksel analizlerinde pearson korelasyonuna gore, suslarin asit toleransi, safra

tuzu toleranslari, hidrofobisiteleri, EPS {iiretimleri, proteolitik aktiviteleri, metabolik

aktiviteleri, laktik asit {retim yeteneklerinin, antibiyotik duyarliliklari,

antimikrobiyal etkileri, gidalarda canliliklarmi korunmasi arasinda korelasyon olup

olmadig1 incelenmistir.

Bulgularin istatistik analizi sonucu asagidaki sonuclara ulagilmistir.

Proteolitik aktivite ile EPS iretimi (P<0,01), Metabolik aktivite (pH)
(P<0,01) ,Laktik asit tiretimi (P<0,01) ve canlilik (elma suyu) (P<0,05)
pozitif anlaml bir iliski vardir.

Safra Tuzu Tolerans1 ile EPS iiretimi (P<0,01), asit tolerans1 (P<0,05),
Metabolik aktivite (pH) (P<0,05) ve Escherichia coli ATCC 11229’ye kars1
antimikrobiyal etki(P<0,05) arasinda arasinda pozitif anlaml iligki vardur.
EPS iiretimi ile Metabolik aktivite (pH) (P<0,05) ve Escherichia coli ATCC
11229 kars1 antimikrobiyal etki arasinda (P<0,05) pozitif anlamli iliski vardir.
Laktik asit iiretimi ile Metabolik aktivite (pH) (P<0,01) ve canlilik (Siit)
(P<0,05) arasinda pozitif anlamli iliski vardir.

Metabolik aktivite (pH ve piht1) ile canlilik (Siit) (P<0,01) arasinda pozitif
anlaml iligki vardir.

Escherichia coli ATCC 25922 kars1 antimikrobiyal etkisi ile Escherichia coli
ATCC 11229’ye kars1 antimikrobiyal etki (P<0,01) arasinda pozitif anlaml
iligki vardir.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 kars1 antimikrobiyal etkisi ile Candida
albicans ATCC 7644 ’ye kars1 antimikrobiyal etki(P<0,01) arasinda pozitif
anlaml iligki vardir.

Escherichia coli ATCC 25922 kars1 antimikrobiyal etkisi ile Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ye kars1 antimikrobiyal etki(P<0,05) arasinda pozitif
anlaml iligki vardir.

Escherichia coli ATCC 25922 kars1 antimikrobiyal etkisi ile Candida
albicans ATCC 7644 ’ye kars1 antimikrobiyal etki (P<0,05) arasinda pozitif

anlaml iligki vardir.
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Ozet olarak izolatlarin GIS’te safra tuzlarina dayanimlarinm; asitlige gére daha
yiiksek oldugu, proteolitik aktiviteleri ile EPS tiretimi (P<0,01) , metabolik aktivite
(P<0,01) , laktik asit tretimleri (P<0,01) ve gidalarda canliliklarmi siirdiirmeleri
(P<0,05) arasinda pozitif anlaml iliski oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica izolatlarin
safra tuzu dayanimlar1 (P<0,01) , EPS tiretimlerinin (P<0,01) patojenleri inhibe edici

ozellik gosterdigi one stiriilebilir.
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5 TARTISMA VE SONUC

Calisgmamizda iilkemizin farkli yorelerinden alinan dogal ve genetigi degistirilmemis
gida {iriinlerinden boza, peynir, kefir, ¢ig siitten izole edilmis bakterilerin probiyotik
ozellikleri, endiistriyel probiyotiklere alternatif olma kapasiteleri ve uygunluklari
arastirilmistir. Bununla birlikte probiyotiklerin etkin olarak kullanimini smirlayan
baz1 faktorler karsimiza ¢ikmaktadir. Baz1 probiyotikler iyi asit ve safra toleransi
gosterirken  bazilar1 kolana 1iy1 sekilde yapisabilmektedir. Bunu yaninda
probiyotiklerin bazilar1 farkli patojenleri inhibe ederek farkli etkiler gosterebilir. Bu
nedenlerle; potansiyel bakterilerin probiyotik olarak kullanilmadan Once
tanimlanmas1 ve Ozelliklerinin belirlenmesinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Modern
analiz teknikleri ile suslarin probiyotik 6zellikleri hakkinda elde edilecek giincel bilgi
ve bulgular; kullanim i¢in giivenilir suslarin se¢iminde yararh olacaktir (Moreno ve

ark.2006; Fortina ve ark. 2008).

Bakterilerin gastrointestinal sistemde; karsilarma ¢ikan ilk sorun mide asitligi olup;
mide ortaminin diisiik pH’s1 onlarm protein yapilarint bozarak canliliklarmi
siirdiirmesini engellemektedir. Mide asitlik engelini asabilen bakteriler; ince
bagirsakta canli kalabilmeleri i¢in safra tuzlarina direng gostermeleri gerekmektedir.
Safra tuzlarina direng gosterebilen bakteriler ise; kolonda canliliklarini devam
ettirebilmeleri icin bagirsaklara iyi sekilde yapisabilme yetenegine sahip olmak
zorundadirlar. Bu nedenle gastrointestinal sistemdeki; tiim bu olumsuz kosullara
direng gdsterebilmek bir bakteri i¢in, probiyotik 6zellikler agisindan temel kriterleri
olusturmaktadir. Yukarida saydigimiz 6zelliklerin yamn sira; gidalarla veya suplement
olarak probiyotiklerin tiiketilmesinden Otiirii, bu tiir bakterilerin gida giivenligi
acisindan kontrollerin saglanmasi insan sagligi acisindan ¢ok biiyiik Oonem arz
etmektedir. Probiyotiklerin gida giivenligi ag¢isindan; antibiyotik direngli olma
olasiliklarinin ve transfer edilebilir antibiyotik diren¢ genleri barindirma risklerinin
arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica probiyotik 6zellikleri arastirilan ve bu kriterleri
saglayan bakterilerin; endiistriyel probiyotiklere alternatif olma kapasitelerinin

arastirilmasi; kullanim potansiyellerin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle, tiim
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bakteriler i¢in sirasiyla EPS iiretim kapasiteleri, proteolitik ve metabolik aktiviteleri,
laktik asit lretim kapasiteleri, antimikrobiyal 6zellikleri ve gidalarda canliliklari
arastirilmistir. Yapilan testler sonucunda probiyotik 6zellik gosteren ve endiistriyel

probiyotiklere alternatif olabilecek izolatlar saptanmistir.

Calismamizda toplam 130 gida 6rnegi (10 boza, 40 peynir, 20 kefir ve 60 ¢ig siit)
mikrobiyolojik bakimdan incelenmis, elde edilen bakteriler kiitle spektrometresi ile
karakterize edilmistir. Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
para plantarum, Enterococcus faecium bakteri suslarinin izolasyon, tir ve sus

bazinda identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 4.1).

Cesitli galismalarda farkli peynir ¢esitleri ve siit {iriinlerinden laktobasil ve enterokok
tiirleri izole edilmistir (da Cruz ve ark. 2009; Grattepanche ve ark. 2008; Fox ve ark.
2004, Morandi ve ark. 2006). Ozellikle laktobasil tiirlerinin peynir ve siit iiriinleri
fermentasyon prosesi sirasinda hizli sekilde laktozu fermente ederek yiiksek oranda
laktik asit Urettigi bildirilmistir. Bu tiir laktobasillerin starter kiiltiir olmamasina
ragmen peynirin olgunlasmasinda rol oynadigr bir gercektir. Arastirmalar
laktobasiller ve Enterococcus faecium susglarinin non-starter laktik asit grubunda yer
aldigin1 gostermektedir. Bu tiir bakteriler peynir olgunlagsma sirasinda sayilari

artmaktadir.

Calismamiz i¢in alinan; Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden sagladigimiz 40 adet peynir
ve 60 adet ¢ig siit 6rneginden izole ettigimiz izolatlarin mikrobiyolojik incelemeleri
yapilmis, safliklar1 saglanmistir. Yaptigimiz calismada diger calismalara benzer
sekilde dogal peynir ve ¢ig siit orneklerinden Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus paraplantarum suslari kiitle spektofotometresi yontemini

kullanan MALDI-TOF MS ile identifikasyonu yapilmistir (Cizelge 4.1).

Peynir ve ¢ig siit orneklerinden elde ettigimiz Enterococcus faecium suslari iyi
probiyotik Ozellik gdsterememistir. Bazi1 caliymalarda ise hayvansal siitler ve
peynirlerden elde edilen Enterococcus feacium iyi asidifikasyon ve giiclii safra tuzu
toleranslarmin oldugu bildirilmistir (Banwo ve ark. 2013; Kamruzzaman ve ark.
2013; Ahmadova ve ark. 2013). Ancak intestinal sistemde koloni olusturabilmeleri
ile ilgi ¢alismalar eksik kaldigindan probiyotik 6zelliklerin arastirilmasi agisindan

sorunlu ¢aligmalar oldugu diisiiniilebilir.
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Karakterize edilen izolatlar icerisinde Enterococcus faecium suslart mevcuttur.
Arastirmacilar Enterococcus faecium suslarmin probiyotik olarak kullanilmasi ile
ilgili farkli goriisler 6ne siirmiislerdir. Baz1 arastirmacilar; bu suslarin antibiyotik
diren¢ genlerini patojen bakterilere transfer edebilme olasilig1 tizerinde durmuslardir.
Bu goriis dikkate alinarak; antibiyotik direncin ve GSBL varliginin olmamasi;
bakterilerimiz i¢in se¢im kriteri olarak belirlenmistir. Bunun yaninda Enterokok
bakterileri bagirsagin dogal mikroflorasinin bir iiyesi olmalari, asit ve safra tuzuna
kars1 dayanikli olmalari, safra tuzlarini hidroliz edebilmeleri, antimikrobiyal ve
bakteriyosin madde {iretebilmeleri ve de kolonda yasayabilme ve patojenlerle
yarigmalar1 gibi faktorlerden dolay:r insan probiyotikleri olarak kullanilabilmektedir

(Bhardwaj ve ark. 2008).

Yadav (2016) ‘m yaptig1; calismamiza benzer bir ¢alismada; hububattan fermente
edilen yoresel lriin Orneklerinden izole edilen 54 adet Lactobacillus plantarum
suslarinin mide asitligi ve safra tuzu dayanimlarina bakilmis ve tiim izolatlarn asitlik
ve safra tuzlarina zayif dayanim gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada izolatlarin
ancak 24 adedi (% 44) iyi dayanim gosterebilmistir. Canliliklarini siirdiirebilen 6
adet (% 11) tiir probiyotik 6zellikleri agisindan incelenmis Lactobacillus plantarum

RYPRI (% 1,9) tiirti ok 1yi sonug vermistir.

Calismamizda gida orneklerinden izole edilen bakterilerin probiyotik 6zelliklerini
saptamak amactyla oncelikli olarak izolatlarmm asit, safra toleranslarina ve bagirsaga

tutunma kapasitelerine bakilmistir.

Benzer bir caliyjma Sanni (2013) tarafindan hububat kaynakli bazi yoresel gida
iiriinlerinden izole edilen bakteriler igin yapilmistir. Izole edilen probiyotik
bakterilerin laktik asit liretim yetenekleri, asitlige ve safra tuzuna kars1 toleranslar1 ve
bagirsaga yapigsma kapasiteleri gibi parametreler arastirilmistir. Lactobacillus
plantarum susunun 1yt ve hizli asit Uretim kapasitesi tespit edilmis olup
calismamizda da Lactobacillus plantarum benzer sonuglar vermistir. Bununla birlikte
Lactobacillus fermentum susu diisiik asit liretim kapasitesi gostermistir. Tiim suslar
asitlige ve safra tuzuna dayanim saglamistir. Se¢ilen strater kiiltiirlerle inokule edilen
yogurt benzeri iiriindeki 24 saatlik fermentasyon sonunda suslar 10°" kob/ml
diizeyinde canli kalmistir. Ayrica gastrointestinal sistemde tutunma kapasiteleri
oldugu gorilmiistiir. Bu 6zellikleri incelenen mikroorganizmalarin sagliga yararl
ozelliklerini oldugu sonucunu ortaya ¢ikartilmistir.
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Calismamiza benzer bir calisma ise ¢ig siitten izole edilen Enterococcus faecium i¢in
yapilmig; tiirlerin  teknolojik ve gida gilivenligi Ozellikleri arastirilmistir.
Enterococcus faecium tiirliniin safra tuzlarina dayanimi ve antibiyotik duyarliklarmin
oldugu tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada ise ¢ig siitten izole -ettigimiz
Enterococcus faecium suslarinin ¢ogunlugu yeterli safra dayanimini gosterememistir

(Banwo ve ark. 2013).

Yapilan bir ¢calismada kefirden izole edilen laktobasil suslar1 hem aside hem de safra
tuzlarina dayanim gostermelerine ragmen hidrofositeleri diisiik kalmistir (Gtilel
2014). Calismamizda ise ozellikle kefir ve bozadan izole edilen laktobasil suslari 1yi

asit ve safra tuzu dayanimlari yaninda iyi hidrofobisite gostermislerdir.

Probiyotik 06zellik gosterebilecek bir mikroorganizma; mide asitligine ve safra
tuzlarma kars1 direng gostererek cok sayida bagirsaklara ulasabilmeli ve bagirsak
mukozasi epitel hiicre ylizeylerine yapismalar1 gerekmektedir. Tiim bu 6zellikler bir
bakterinin probiyotik olmasi i¢in temel Olctitlerdir (FAO/WHO 2002) . Ancak bunun
yaninda 1lgili bakterilerin antibiyotik direncliligi ve antibiyotik diren¢ genleri
bakimindan incelerek insan tliketimi agisindan giivenliginin saglanmasinda
gerekmektedir. Bazi arastirmacilarin  yaptig1 caligmalarda mikroorganizmalarin
antibiyotik diren¢ durumlar1 incelenmediginden; gida giivenligi agisindan eksik
kaldiklar1 diisiintilebilir (Badis ve ark. 2004; Fernandez ve ark. 2003; Garcia-Ruiz
2014). Gida giivenligi agisindan incelenmesi gereken bu kriterlerin probiyotik
ozellikler arasinda sayilmasi yararli olacaktir. Boylece mide asidine ve safra tuzuna
dayanim gosteren, bagirsaga tutunabilen, antibiyotiklere duyarlilik gosteren ve
antibiyotik diren¢ genleri barindirmayan mikroorganizmalarin probiyotik ozellik

gosterdigi sonucu ortaya ¢ikabilecektir.

Yararli mikroorganizmalar olarak sayilabilen laktobasil tiirlerinin de bulundugu
karigim kiiltiirlerin fermentasyonu sonucunda kefir ve boza {retilebilmektedir
(Todorov ve ark. 2008; Leite ve ark. 2015). Ozellikle kefir iizerine yapilan in vivo
calismalar saghga yararli etkilerinin oldugunu gostermistir (Otles ve ark. 2003;
Farnworth ve ark. 2006). Yaptigimiz c¢alisma kefir ve bozadan elde edilen
bakterilerin probiyotik 6zellik gosterdigi sonucu ¢ikmaktadwr. Bu ise probiyotik

iceren boza ve kefirin sagliga yararh etkilerini agiklamaktadir.
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Ancak peynir ve siit 6rneklerinden elde ettigimiz bakteriler yeterli probiyotik 6zellik
gosterememistir. Buradan ¢ikacak sonug¢ ise kefir ve bozanmn probiyotik Ozellik

gosteren bakterilere; peynir ve siite gore daha fazla sahip olmasidir.

Yapilan bir ¢alismada izole edilen Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium
suslarinin  probiyotik ozellikleri arastirilmig; bazi patojenlerinde aralarinda
bulundugu bir grup mikroorganizmaya karsi antimikrobiyel aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Sonra bu mikroorganizmalarm mide pH’sinda ve safra tuzu ortamlarinda
gelisme durumlar1 incelenmis hem asitlige hem de safra tuzlarma kars1 direng

gosterdikleri tespit edilmistir (Cakir 2004).

Calismamizda; karakterize edilen toplam 144 adet izolatin (5 adet Lactobacillus
brevis, 7 adet Lactobacillus plantarum, 5 adet Lactobacillus paraplantarum ve 127
adet Enterococcus faecium) arasindan 35 adeti (5 adet Lactobacillus brevis, 5 adet
Lactobacillus plantarum, 3 adet Lactobacillus paraplantarum,22 adet Enterococcus
faecium ) mide pH dayanim testini gecmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.11, Sekil 4.12,
Sekil 4.13, Sekil 4.14).

Mide pH’ina dayanaklh 35 adet izolattan 8 adeti (4 adet Lactobacillus brevis, 3 adet
Lactobacillus plantarum,1 adet Enterococcus faecium) gastrointestinal sistemde
safra tuzu kosullarinda canliliklarmi siirdiirmiislerdir, yalnizca 6 adetinin ( 3 adet

Lactobacillus brevis, 3 adet Lactobacillus plantarum) hidrofobisite yetenegi

gostermistir (Cizelge 4.9, Cizelge 4.11, Sekil 4.15, Sekil 4.15).

Kalan 6 adet izolatin ( 3 adet Lactobacillus brevis, 3 adet Lactobacillus plantarum)
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii talimatlarina gore antimikrobiyel direng

durumlar1 incelenmis direnglilige ve GSBL varligina rastlanmamistir (Cizelge 4.14).

Incelemeler sonunda toplam 144 adet probiyotik bakterilerin yalnizca 6 adeti (% 4,1)
probiyotik 0Ozellik gdosterebilmistir. Kefir ve bozadan izole edilen bakteriler
Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum probiyotik olma kriterlerini

saglayabilmistir (Cizelge 4.15).

Baz1 arastiricilar tarafindan yapilan c¢aligsmalarda; kefir ve boza Orneklerinden
laktobasil bakterileri izole edilmis ve ¢alismamiza benzer sekilde bu bakterilerin
probiyotik 6zellik gosterdigi tespit edilmistir ( Todorov ve ark. 2008; Leite ve ark.
2015; Otles 2013).
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Istatistik analiz izolatlarin; safra tuzlarma dayanimlarinm, asitlige gore daha yiiksek
oldugunu, proteolitik aktiviteleri ile EPS, laktik asit {iretimleri ve gidalarda
canliliklarinmi siirdiirmeleri arasinda anlamh iliski oldugunu (P<0,01) ve safra tuzu
dayanimlar1 ve EPS {iretiminin patojenleri inhibe edici 6zellikleri arasinda anlamli

iliski oldugu (P<0,05) ortaya koymustur.

5.1 Asit toleransi

Probiyotiklerin en 6nemli se¢im kriterlerinden biri asit toleranslaridir ve ilk kosul
mide asidinden en az oranda zarar gormeleridir (Dianawati ve ark. 2016; Ashraf ve
ark. 2016, Onal ve ark. 2005). Probiyotik bakteriler mide asitligine kars1 diger
mikroorganizmalara gore daha direngli olmalarinin yaninda kolana ulagsmadan 6nce
genellikle 2,5 ile 3,5 arasinda mide asidi ile karsilasmaktadir. Bu asidik kosullarda
hayatta kalma probiyotiklerin karsilastig1 ilk fizyolojik sorunlardan biridir (Masco ve
ark. 2007; Ramirez-Chavarin ve ark. 2013; Vasiljevic ve ark. 2008).

Yaptigimiz caligmada; 16 adet laktobasilden susundan 13 adeti (% 81) ve 127 adet
Enterococcus faceium tiirtinden 22 adedi (% 17) 2,5 pH degerine direnclilik
gostermistir. Ancak mide asitligine dayanim gosteremeyen probiyotik bakterilerin
mideden zarar gérmeden gecebilmeleri i¢cin onerilen teknolojik yontemler mevcuttur.
Bunlar i¢inde en sik kullanilan yontem mikroenkapsiilasyon yontemidir. Prensip
olarak toz forma getirilen izolatlar uygun bir malzeme ile kaplanir. Bdylece
bakteriler mide asitliginden zarar gérmeden gecebilmektedirler (Kailasapathy ve ark.

2002; Burgain ve ark. 2011).

Yapilan bir caligmada, 7 adet laktobasilden yalniz 3 susun (% 43) pH 2,0 veya 3,0’e
direnglilik gosterdigi rapor edilmistir (Mishra ve ark. 2005). Farkli tiirlerin hatta ayn1
susa ait tiirlerin, pH direnclerinin farkli olmasinin nedeni bakterilerin iireme
fazindaki farkliliktan kaynaklandigi belirtilmektedir (Yang ve ark. 2015, Jin ve
ark.2016).
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5.2 Safra tuzu toleransi

Mide asitligini gecen probiyotik bakteriler daha sonra safra ile karsilagsmaktadirlar
(Pan ve ark. 2011). Safra tuzu tolerans1 probiyotik bakterilerin se¢iminde kullanilan
onemli Olgiitlerden biridir (FAO/WHO 2002, Burns ve ark. 2008). Bu nedenle
probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin gastrointestinal sistemin bir pargasi olan
ince bagirsakta da canliligin1 koruyabilmeleri i¢in safraya karsi direngli olmalar1

gerekmektedir (Maldonado ve ark. 2015).

Safra tuzu; probiyotik bakterilerin lipit ve yag asidi i¢ceren hiicre zarma zarar vererek
antimikrobiyal etki gostermektedir. Bunun disinda DNA’ya zarar vermesi, bazi
proteinlerin denatiirasyonuna yol agmasi ve serbest radikal olusumuna neden olmasi
gibi diger antimikrobiyal etkilerini de bulunmaktadir (Onal 2005; Mathara ve ark.
2008; Mufioz-Atienza ve ark. 2013;Vasiljevic ve ark. 2008).

Insandaki safra tuzu konsantrasyonu degerlerine yakmn deger olmasi nedeniyle safra
tuzuna direncli probiyotik bakterileri saptamak i¢in % 0.30 safra tuzuna dayaniklilik
ayirt edici bir 6zellik oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Sirilun ve ark. 2010,
Klingberg ve ark. 2005, Duangjitcharoen ve ark. 2008, Bhardwaj ve ark. 2008).

Yaptigimiz calismada safra bilesenlerini iceren % 0,3 (w/v )’lik Oxgall
kullanmilmistir. Cizelge 4.8 ’te de goriildiigii tizere safra tuzuna dayaniklilik agisindan
suglar arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Safra tuzuna karsi direnci Lactobacillus
plantarum suslarmm (ort.2,0x10° kob/g) , Lactobacillus paraplantarum suslarmin
(ort.1,3x10° kob/g) ve Lactobacillus brevis suslarinin (ort.3,13x10° kob/g) ile yiiksek
bulunmusken; Enterococcus faecium suslarmm (ort.2,84x10* kob/g) daha diisiik

bulunmustur.

Calismamiz sonucunda bozadan elde edilen Lactobacillus brevis ve kefirden elde
edilen Lactobacillus plantarum safra tuzlarina dayanim gostermistir. Peynir ve ¢ig
siitten elde edilen Enterococcus faecium gerekli dayanimi gosterememistir. Ozellikle
Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum ile 1ilgili yapilan calismalarda
bulgularimizt dogrular sonuglar ¢ikmistir. Ronka (2003), Ramos (2013) ve
Golowczyc (2008) ‘nin yaptig1 ¢alismalarda Lactobacillus brevis, Lactobacillus

plantarum izolatlarinin safraya iyi dayanim gosterdiklerini bildirmislerdir.
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Yaptigimiz ¢alismada Enterococcus faecium suslar1 safra tuzlarma yeterli direnci
gosterememistir. Ancak yapilan bir calismada, geleneksel peynirlerden izole edilen
122 adet Enterococcus faecium susunun 86 adetinin (suslarin yaklasik % 70°’1) % 0,3
safra iceren ortama yiiksek diizeyde direnglilik gdsterdikleri rapor edilmistir.
Enterococcus faecium suslarinin diger probiyotik bakterilere gore mide-bagirsak
sisteminin zorlu sartlarma daha dayanikli olduklar iddia edilmistir (Bhardwaj ve ark.
2010) . Probiyotik bakteriler safra toleransi agisindan farklilik gostermekte ve
bunlarin tolerans mekanizmalar1 ile ilgili farkli hipotezler olmasma ragmen tam

olarak belirlenememistir (Begley ve ark. 2006).

5.3 Hidrofobisite

Bagirsagin peristaltik hareketleri sonucu mikroorganizmalarin kayip gitmemesi i¢in
limenin mukus tabakasma ve epitelyum yiizeylerine yapisarak kolonize olmalar1
gerekmektedir. Probiyotikler kolona yapigmasiyla baskin koloni olustururlar ve
boylece patojenlere karsi antagonistik aktivite gosterirler ve immiin sistemin
diizenlenmesine katki saglarlar (Fang ve ark. 2000). Bu nedenle probiyotiklerin
seciminde yapisma 6zelligi dnemli kriterlerden biridir. Hidrofobik etkilesimlerin en
biiylik 6nemi mikroorganizmalarin ylizeylere yapismasini saglamasidir. Suslarin
hidrofobisite ~ 6zelligi  gdstermesi yiizey yapilarinin  kompleks oldugunu
gostermektedir. Bakteri hiicrelerinin yapismasinin; hiicre yiizey hidrofobisitesi
arasinda pozitif bir iliskinin oldugu gézlemlenmistir (Gusils ve ark. 2002). Boylece
yiiksek hidrofobisitenin probiyotik bakterilere gastrointestinal sisteme daha kuvvetli
tutunma saglamasiyla ve bakterinin insan gastrointesitinal sisteminde varligini
devam ettirebilmesi ve diger bakterilerle yarismada avantajli olmalarina neden
oldugu icin Onemlidir (Melgar-Lalanne ve ark. 2015, Todorov ve ark. 2007,
Vinderola ve Reinheimer 2003, Jara ve ark. 2011, Collado 2007;2008).

Yaptigimiz ¢alismada kefirden elde edilen Lactobacillus plantarum ve bozadan elde
edilen Lactobacillus plantarum suslar1 yiiksek hidrofobisite gostermislerdir. Nejati
(2015) tarafindan Iran’in geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen Lactobacillus
plantarum ve Ramos (2013) tarafindan Brezilya orijinli gidalardan elde edilen
Lactobacillus brevis suglarinin probiyotik 6zelliklerine bakilmis ve hidrofobisite
yeteneklerinin yiiksek oldugu saptanmistir (Nejati ve ark. 2015; Ramos ve ark.

2013). Yapilan bu ¢aligmalar; farkli gida Orneklerinden elde edilen Lactobacillus
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brevis ve Lactobacillus plantarum tiirlerinin hidrofobiste yeteneklerinin giiclii olmasi

acisindan ¢alismamizi dogrular mahiyettedir (Kaushik ve ark. 2009).

5.4 Antibiyotik duyarhhg

Probiyotiklerin se¢iminde; antibiyotiklere karsi direnclilikleri 6nemli bir se¢im
kriteri olarak goriilmektedir. FAO/WHO (2002) tarafindan belirlenen kritere gore,
antibiyotiklere kars1 direng kazanmis ve antibiyotik diren¢ genlerini transfer edebilen
bakteriler giivenli olmayip probiyotik olarak kullanilamazlar (Mufioz-Atienza ve ark.
2013; Yuksekdag ve Aslim 2010). Bu nedenle transfer edilebilir antibiyotik direng
genlerinin probiyotikler tarafindan 6zellikle patojen bakterilere aktarilmasi en 6nemli
risk faktorlerindendir ve antibiyotik diren¢ genleri bakimindan kontrol edilmeleri
gerekmektedir (Ouoba ve ark. 2008; Dewan ve Tamang, 2007; Ammor ve ark.
2007). Yapilan arastirmalarda laktobasil tiirlerinden bagirsak florasinda bulunan
patojen bakterilere siirli oranda antibiyotik direng genlerinin transferinin olasi
oldugu belirtilmistir (Ammor ve ark. 2007; Temmerman ve ark. 2010). Ancak baz1
calismalarda ise antibiyotiklere karsi direng gdsteren bir¢ok probiyotik bakterinin bu
ozellikleri dogal ozellikleri olmasindan dolay1 diger mikroorganizmalara transfer
edilemeyecegi ifade edilmektedir. Ornegin probiyotik laktobasiller tedavi amach
kullanilan antibiyotiklerin pek coguna dogal olarak diren¢ gosterebilmektedir.
Ancak laktobasillerin antibiyotik direnclilik transferinin ¢ok yaygm bir 6zellik
olmadig1 belirtilmistir (Nicas ve ark. 1989). Bazi arastirmalar ise; dogas1 geregi
vankomisine diren¢ genini tasiyan laktobasil tiirlerinin giivenilir bir sekilde
probiyotik olarak kullanilabilecegini ve hi¢bir kanitin bu genin diger tiirlere
aktarildigini géstermedigini belirtilmistir (Mathur ve ark. 2005).

Antibiyotik direnci mikroorganizmanin dogal 6zelligi olabilir veya mutasyonlar
sonucu veya gen aktarimiyla kazanilabilmektedir. Kendi o6zelligi olan veya
mutasyonlar sonucunda olusmus direncin transferi ¢ok diisiik olasiliktir. Ancak gen
aktarimiyla edinilmis direncin ayn1 sekilde aktarilmasi olasidir. Enterokok tiirlerinin
bircok iilkede probiyotik olarak kullanilmasi ve bu suslarin antibiyotik direng
genlerini tasima olasilig1 tartigmalar1 beraberinde getirmis olup; patojenik
enterokoklarin gidalar aracilifiyla tagmnip tasinmadigi yoniinde yogunlagmistir. Bu
nedenle de gidalardan izole edilen enterokoklarin potansiyel viriilens genleri ve

kazanilmis antibiyotik direnglilik 6zellikleri yoniiyle de incelenmesi gerekmektedir
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(Sharma ve ark. 2014; Moreno ve ark. 2006; Lund ve Edlund 2001). Saydigimiz
nedenlerden dolay1r probiyotik olarak kullanilacak Enterokok suslar1 muhtemel
patojenlilik 6zelligi olmayan veya antibiyotik direnglilik genleri tasimayan suslardan

secilmelidir (Otles 2013; Fortina ve ark. 2008).

Calismamizda izolatlarin viriilens faktorlerinin saptanmasi icin antibiyotiklere karsi
duyarlhliklar1 arastirilmistir. Caligmalar sirasinda 3 farkli inhibisyon mekanizmasina
sahip 4 antibiyotik kullanilmistir. Bu antibiyotikler hiicre duvari sentezini inhibe
edici olarak amoksisilin, protein sentezini inhibe edici olarak Cephalothin,
Chloramphenicol, niikleik asit sentezini inhibe edici olarak Novobiocin’den
olusmaktadir. Bu farkli antibiyotiklerin izolatlar iizerine inhibisyon etkisi disk
difizyon metoduyla  saptanmistir.  Bulgular CLSI  standartlarma  gore
degerlendirilmistir (Cizelge 4.12, Cizelge 4.14). Sonu¢ olarak; genel anlamda
izolatlarda antibiyotik direnglilik genine ve Ozellikle GSBL varligina
rastlanmamuistir.

Yapilan bir ¢alismada kefirden elde izole edilen laktobasil suslar1 niikleik asit sentezi
inhibitorlerine ve sitoplazmik membran inhibitoriine yiiksek direng gostermesine
ragmen hiicre duvari inhibitorlerine ve protein sentezi inhibitorlerinin ¢coguna diisiik
direng gostermislerdir (Mathur ve ark. 2005). Calismamizda ise izole edilen tiim
laktobasil suslar1 niikleik asit sentezi, sitoplazmik membran, hiicre duvar1 ve protein
sentezi inhibitorlerine antibiyotik direng géstermemistir. Zheng (2013)’in yaptig1 bir
calismada kefirden izole ettigi Lactobacillus plantarum 'un gentamicin, erythromycin
ve chloramphenicol inhibitorlerine duyarlilik gosterirken vancomycine karsi direng
gostermistir. Forssten (2014) tarafindan yapilan bir calismada hasta bireylere
antibiyotik tedavisi esnasinda laktobasil suslarindan olusan probiyotik karigim
takviyesi verilerek GSBL varligina bakilmig GSBL negatif sonu¢ almmaistir. Kefir ve
bozadan izole ettigimiz Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis suslar1 benzer

sekilde GSBL negatif sonu¢ vermistir.

5.5 EPS iiretimi

Saghigi iyi yonde etkileme agisindan probiyotik bakterilerin EPS {iretimi 6nemli
kriterlerdendir. Bazi arastirmalarda probiyotik bakterilerin hiicre duvarlarinda
olusmus olan polisakkarit ve peptidoglikanlar; nitrozamin gibi kanser yapici

maddelerle kimyasal baglar olusturdugu ve bdylece onlar1 etkisiz hale getirdigi
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belirtilmistir. Ayrica EPS’ nin kolesterol iizerinde diisiiriicii etkiye sahip oldugu bazi

arastiricilar tarafindan ileri siiriilmektedir (Ruas- Madiedo ve ark. 2006).

Probiyotik bakterilerin hiicre duvarmin disina salgiladigi EPS bagirsak epitel doku
ile kendileri arasinda bulunduklari ortami jelimsi (biyofilm) yapiskan bir hale
getirerek gergek bir bag olusturmaktadir (Liu ve ark. 2010). Boylece bagirsak
ylizeyine yapismasini ve probiyotiklerin birbirine baglanarak kolonize olmasini,
bakterinin olumsuz ¢evre sartlarindan korunmasini, antibiyotiklere karst korunmasi
ve canliligini devam ettirebilmesini saglayan onemli bir 6zelliktir (Darilmaz ve ark.
2011, Ismail ve ark. 2010; Tieking ve Ganzle 2005; Ruas- Madiedo ve ark. 2006).
EPS bu ozellikleri ile probiyotik bakteriler olarak kullanilacak bakteriye GIS
florasinda stabil olarak kalabilme ve baskin koloni olusturma o6zelligi saglayarak
daha fazla avantaj kazandirmistir (Lin ve Chien 2007). Bu nedenlerle yiiksek EPS

iiretimine sahip olan bakterilerin probiyotik olarak uygun olacagi vurgulanmaktadir.

Calismamizda laktobasil suslar1 21-298 mg/1 araliginda (ort.80,8 mg/l) ve Entrokok
suglar1 8,5-200 mg/1 (ort.31,2 mg/l) araliginda EPS iiretmislerdir. Patel ve ark.
(2014)’1n yaptiklar1 bir calismada 9 adet laktobasil susunun EPS {retimleri 250-2960
mg/l araliginda (ort.493,3 mg/l) olmustur (Patel ve ark. 2014). Bulgulardan
cikarilacak sonu¢ EPS iiretimi bakimindan laktobasil suslarmin enterkok suslarindan

daha tstiin 6zellik gostermesidir (Cizelge 4.16).

Bozadan ve kefirden izole ettigimiz probiyotik 6zellik gdsteren 3 adet Lactobacillus
brevis ve 3 adet Lactobacillus plantarum susu swrastyla 21,1 mg/l, 298,47 mg/l,
48,51mg/l, 34,52 mg/l ve 123,1mg/l, 41,05mg/l miktarinda EPS {iretimi tespit
edilmistir. Bu probiyotik izolatlardan Lactobacillus brevis § 298,47 mg/l1 ile ¢ok iyi
EPS iiretimi sagladig goriilmistiir (Cizelge 4.16).

5.6 Proteolitik ve metabolik aktivite

Proteolitik aktivite mikroorganizmalarm gelisimini saglamas1 i¢in  gerekli
aminoasitlerin proteolitik enzimler ile protein ve peptidlerin hidrolize edilerek elde
edilmesidir. Metabolik aktivite ise temelde proteolitiktir; ancak anaerobik ve aerobik
sartlarda karbonhidratlarin transformasyonuyla kisa zincirli yag asitleri de

olusturulabilir (Otles 2013).
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Calismamizda laktobasillerin proteolitik aktiviteleri (ort.14,43 mm skim milk zon
cap1) enterokoklarin proteolitik aktivitelerinden (ort.11,70 mm skim milk zon cap1)
daha fazladir. Enterokoklarin kazeinin proteolizasyonu saglama 6zelligi ¢ogu zaman
sustan susa degisiklik gostermektedir (standart sapma 2,26 mm skim milk zon cap1)
(Beganovi¢ ve ark. 2013; Ahmadova ve ark. 2013).

Bazi arastirmacilar peynirlerden izolasyonu saglanmis Enterococcus faecium
suslarmin proteolitik aktivelerinin yararli gordiiklerini ifade etmislerdir (Santos ve
ark. 2015). Enterokoklarin proteolitik ve asitlestirme Ozellikleri arasinda tam bir
korelasyon tespit edilemezse de proteolitik 6zellikleri kuvvetli olan suslarm asit

olusturma yetenekleri de yiiksek oldugu tespit edilmistir (Giraffa 2003).

Probiyotik suslarin {irtinde tat gelisimini saglamasi i¢in; proteolitik aktivitelerinin,
asit olusturma gibi  oOzelliklerinin  gelistirilmesi gida  biyoteknolojisinin
hedeflerindendir. Ulkemiz dogal kaynaklarindan elde ettigimiz endiistriyel olmayan
Ozgiin probiyotik bakterilerin belirlenmesi Onemli arastirma alanidir. Gidalari
hazirlama ve olgunlastirma asamasinda probiyotik bakterilerin ve aminoasit
metabolizmast ile gerceklesen proteolitik aktivite gidalara karakteristik duyusal
ozellikler kazandirilmanin yaninda antimikrobiyal metabolitlerin sentezinde 6nemli
yeri vardir. Aminoasit katabolizmasinda transaminasyon, deaminasyon ve
dekarboksilasyon gibi katabolik tepkimelerle amin, keton, aldehit, amonyak, alkol ve
asit gibi aroma maddeleri olusmakta; boylece iirline karakteristik tat ve aromay1

saglamaktadir (Yigit 2009).

5.7 Laktik asit Giretimi

Ortam pH’smin hizli bir sekilde diisiirmesi probiyotik bakterilerin istenilen onemli
ozelliklerinden birini olusturmaktadir. Probiyotik bakteriler ¢esitli gidalardaki
faaliyeti olan laktik asit fermantasyonu sonucunda karbonhidratlardan temel
metabolit olarak laktik asit iiretimi yaparlar (Hwanhlem ve ark. 2010; Turhan ve ark.
2012). Laktik asit kokusuz, eksi bir organik asit olup temel antimikrobiyel etkisini
dretimi swasmnda pH'daki diisiisle gostermektedir (Di Cagno ve ark. 2013). Bu
nedenle yiiksek laktik asit liretim yetenegi probiyotik bakteriler i¢in aranan

Ozelliklerdendir.
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Calismamizda en diistik laktik asit tiretimi % 2,02 (Enterecoccus faceium E14) ve en
yiiksek % 3,15 (Lactobacillus plantarum 4C) olarak belirlenmistir. Enterecoccus
faceium suglar1 (ort.% 2,76), Lactobacillus paraplantarum suslar1 (ort.% 2,55) ,
Lactobacillus plantarum suslar1 (ort.% 2,76) ve Lactobacillus brevis suslar1 (ort.%

2,07) ytiksek laktik asit tirettikleri gozlenmistir.

Nancib (2015) ‘in yaptig1 bir ¢aligmada meyve suyuna inokule edilen Lactobacillus
rhamnosus susunun laktik asit {Uretimleri izlenmistir. Sonug¢ta Lactobacillus

rhamnosus susunu yiiksek laktik asit tiretimi tespit edilmistir (Nancib ve ark. 2015).

Cui (2011) ‘in yaptig1 calismada misir kocanindan laktik asit liretimi siirecinde
Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus brevis kiiltlir karigimmin kullanilmasiyla
laktik asit iiretiminin belirgin bir oranda arttig1 tespit edilmistir. Bu durum probiyotik
bakterilerin gida {riinlerinin tiretim ve saklama siirecinde laktik asit lretme
yeteneklerinin aktif olarak kullanilmasi ile teknolojik performanslarini olumlu yonde

artirdigini kanitlamaktadir (Cui ve ark. 2011).

Fermente siit iiriinlerinin antimikrobiyal 6zellikler tasidig1 ve bu 6zelliklerin ortamda
yer alan ve gidalar1 mikrobiyal bozulmalara kars1 koruyan laktik asit {iretimine bagl
olarak gerceklestigi ve ozellikle ince bagirsakta yasayan Gram (-) bakterilere karsi
daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Laktik asit bakterileri, laktozun bir kismini1 L
(+), bir kismin1 ise D (-) formunda laktik aside doniistiirmektedirler. Fizyolojik
olarak L (+) laktik asit, D (-) laktik asit formunda ¢ok daha iyi metabolize
edilmektedir. Bu nedenle ¢ocuklarin ve genglerin beslenmesinde son derece dnem

kazanmaktadir.

Yapilan arastirmalarda pH’ nin diismesine bagli antimikrobiyal 6zellige sahip laktik
asidin, Gram (-) bakterilerinin yasamini kaybetmesine yol agan lipopolisakkaritlerin
serbest birakilmasmna ve bunun sonucunda dis zarmin gegirgen olmasia neden olan
bir madde oldugunu bildirmislerdir. Laktobasil tiirleri ortamlarini ortalama pH 3,5
civarlarina kadar azatliklarindan asidik ortama da dayanim gosterebilmektedirler.
Yapilmis caligsmalarda probiyotik bakterilerin laktik asit tiretiminin tiir ve suslara

gore farlilik gosterdigini belirlemislerdir (Yigit 2009).
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5.8 Antimikrobiyal etki

Probiyotiklerin se¢im kriterlerinden olan antimikrobiyal etki; antimikrobiyal
maddelerin tretimi ile gida kaynakli olan patojenlerin inhibasyonun saglanmasi
acisindan bakteriler icin Onemli 6zelliklerden biridir. Bu tiir probiyotikler ayni
zamanda gidalarda bulunarak antimikrobiyal maddeler lretir; bdylece gidalarin
mikrobiyolojik dengelerini koruyan “koruyucu kiiltiir’> gorevini saglarlar (Yoon ve

ark. 2008).

Siit driinlerinden izole ettigimiz probiyotik Ozellik gdsteremeyen Enterococcus
facium suglar1 zor kosullarda hayatta kalabilme ve gelisebilme yetenegi
gosterdiklerinden gidalarda probiyotik olarak kullanilamazsa bile; koruyucu kiiltiir

olarak kullanilmas1 6nerilebilir (Sarantinopoulos ve ark. 2002).

Probiyotikler laktik asit iiretimi ile pH'daki diisiisle beraber patojenlere karsi
antimikrobiyel etki gostermelerinin yaninda iirettikleri diger organik asitlerle (asetik,
formik asit, propiyonik asit) , antimikrobiyal bilesiklerle (hidrojen peroksit,
bakteriyosin, diasetil, alkol ve karbondioksit) ve kolonizasyon boélgeleri i¢in
yarigarak patojen bakterileri baski altinda tutmaktadirlar (Rund ve ark. 2013; Tsai ve
ark. 2016; Lin ve ark.1986; Halkman ve ark. 1991). Probiyotikler tarafindan iiretilen
bu metabolitler Escherichia coli ve benzeri Gram (-) bakteriler iizerinde etkili

olmaktadir (Okereke ve ark. 2012).

Ozellikle laktobasil tiirlerinin bircok patojene karsi antimikrobiyal o6zellikleri
belirlemislerdir (Reid ve ark. 1990). Lactobacillus plantarum’un tirettigi laktolin gibi
antibiyotik maddeler belirlenmistir. Bakteriyosinler 6zellikle gida kdkenli patojen
bakteriler inhibe edilebilmektir (Messaoudi ve ark. 2013). Diisiik pH degerlerinde,
fazla miktarda laktik asit dissosiye olmamis yapida bulunmaktadir ve bu nedenle

bir¢ok bakteri, kiif ve maya i¢in toksik etki gostermektedir (Rodriguez-Couto 2006).

Yapilan bir ¢alismada ¢ig kegi siitlinden iiretilmis peynirden izole edilen enterokok
suslarinin gida patojenleri olan Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Listeria monocytogenes bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdikleri bildirilmistir (Psoni ve ark. 2006).

Calismamizda izole ettigimiz Enterococcus faecium, Lactobacillus brevis,

Lactobacillus  plantarum ve Lactobacillus paraplantarum suslari  patojen
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mikroorganizmalar olan Escherichia coli, , Staphylococcus aureus ve Candida

albicans suglarina kars1 genel olarak inhibisyon etkilerinin oldugu gézlemlenmistir.

Boza numunesinden izole ettigimiz; probiyotik 6zellik gosteren Lactobacillus brevis
84 susu ve kefir numunesinden izole ettigimiz; probiyotik Ozellik gdsteren
Lactobacillus plantarum 44 C ve Lactobacillus plantarum 74 C suslar1 patojen test
bakterinin timiine (Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Candida albicans)

antimikrobiyal etki gostermistir (Cizelge 4.20).

5.9 Gidalarda canhhklarin korunmasi

Giivenli ve probiyotik 6zelligi saptanan suslarin se¢imi ve Uriinlerin saklanmasi
siiresince canli kalmalar1 insan saghigi agisindan 6nemlidir. Probiyotik kiiltlirlerin
satisa sunulacak gidalarda fizyolojik etkinligini devam ettirebilmesi i¢in canli
probiyotik mikroorganizma sayis1 ve canliliklarin1 korumasi 6nemlidir. Bu nedenle
genelde probiyotik gida olarak bakterilerin canliliklarini kolaylikla korudugu siit ve
stit Uriinler1 tercih edilmistir. Son donemde ise alternatif iiriin olarak meyve sularmin
da probiyotik iirlin tasarimi i¢in dnemli bir potansiyel teskil ettigi belirtilmektedir

(Tripathi ve ark. 2014).

Canlilik kayb1 probiyotik iiretiminde karsilasilan en 6nemli problemlerden biri olup,
probiyotik bakterilerin saklama kosullar ile iliskilidir (Cakir 2003). Fonksiyonel
gida olarak nitelenen probiyotik bakteri iceren gidalar sagliga olumlu etkilerinin
gdzlenebilmesi igin siit iiriinlerinde en az 10’ kob/g ve diger iriinlerde en az 10’

kob/g seviyesinde probiyotik bakteri icermelidir (Wildman ve ark. 2016).

Kesenkas (2016)’mn yaptig1 calismada ege bolgesi peynirlerine ilave ettikleri
probiyotik bakterilerin depolama sirasinda 10° kob/g seviyesinde canli kaldigimi
tespit etmislerdir. Peynirin kat1 yapisi, tampon kapasitesi ve yag icerigi, bakterileri
bagirsakta yararli olacaklar1 bolgeye varincaya kadar canli olarak tasiyabilme
avantajina (Castro ve ark. 2015; Vinderola ve ark. 2000) ragmen kefirden izole
ettigimiz suslarin probiyotik 6zellikleri peynirden izole edilen suslardan daha iyi
durumda bulunmustur. Bu kefirin probiyotik o6zelliklerinin peynirden daha 1yi

oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz calismada peynir, siit, boza ve kefirden izole edilen bakteriler siit

icerisinde yiiksek canlilik (ort.2,93x107 kob/g) gostermistir. Bunun yaninda elma
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suyu icerisinde canliliklar1 da (ort.2,49x107 kob/g) yiiksek bulunmustur. Ozellikle
bozadan izole edilen Lactobacillus brevis suslart siitte (ort.8,4x10 kob/g) daha fazla
canlilik gosterirken elma suyunda (ort.2,24x10* kob/g) daha az canlilik
gdstermistir. Izole edilen tiim suslar (Enterococcus facium, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paraplantarum ve Lactobacillus brevis) sit iceriginde daha fazla

canlilik géstermistir (Cizelge 4.21).

5.10 Saghga Etkileri

Son yillarda saglikli gidalarm tiikketimine yonelik yogun ilginin ortaya ¢ikisma bagl
olarak probiyotiklere ilgiyi artrrmustir. Ozellikle laktobasiller kolonizasyonu ayni
zamanda ulseratif kolit, rota wviriis, ishal vb. gastrointestinal hastaliklarin
onlenmesinde yardimci oldugu belirtilmektedir. Bu nedenlerden dolay1
probiyotiklerin kullanimi koruyucu hekimlik acisindan 6nemlidir.  Probiyotik
bakterilerin saglikli bir gelisim i¢cin hem hastaliklarmm tedavi siirecinde
antibiyotiklerin yerine biyolojik, destekleyici ve alternatif iirtin seklinde
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte stabil bagirsak mikroflora olusumuna katki
saglamasinin yaninda antibiyotiklerin olumsuz etkilerini azalttig1 ifade edilmektedir

(Arroyo ve ark. 2010).

Yapilan bazi1 caligmalarda goriildiigii iizere laktobasillerin safra tuzlarini parcalamasi
sonucu karaciger tarafindan yeniden emilim gerceklesmemekte; boylece karaciger
safra tuzu sentezi i¢in fazladan serum kolesterol kullanmakta ve buna bagl olarak

serum kolestrol azalmistir (Lin 1989; Vaughan ve ark.1999).

Sonug olarak; kefir ve bozadan izole edilen bakteriler Lactobacillus brevis ve
Lactobacillus plantarum probiyotik olma kriterlerini saglayabilmistir. Boylece kefir
ve boza gibi dogal fermente gida {iriinlerinden izole edilen transgenetik olmayan
mikroorganizmalar icinden probiyotik bakterilerin endiistriyel probiyotiklere
alternatif olarak {iretilebilecegi bu arastirmada saptanmistir. Bunun yaninda kefir ve
boza Orneklerinden izole ettigimiz bakterilerden probiyotik o6zelliklere sahip

Tirkiye’ye ait 6zgiinliigii belirlenmis probiyotiklerin tespiti yapilmistir.
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5.11 Bulgularin 6nemi ve oneriler

Dogal ve genetigi degistirilmemis gidalardan izole edilebilecek probiyotiklerin
islevlerinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢galisma gerekmektedir. Bunun yaninda en iyi1
ozellikleri ve islevleri gosteren probiyotiklerin belirlenmesi i¢in gereken uluslararasi

standart kriterlerin olusturulmasinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan ¢caligmalarda probiyotiklerin; sagliga etkilerinin arastirilmasi i¢in uygulamali
deneyler tasarlanmakta ve insan biyolojik sistem islevlerini iyi yonde etkiledigi,
sagliga yararli etkilerinin oldugu yoniinde kanitlar 6ne siiriilmektedir. Bu kanitlar
sayesinde; diinya pazarinda, probiyotiklerin saghiga yararli etkileri 6n plana
cikartilarak tiiketiciye sunulmaktadir. Ancak; probiyotiklerin sagliga etkilerinin
olumlu yénde oldugu hipotezinin kesinlesebilmesi i¢in daha fazla in vivo c¢alisma

yapilmas1 gereklidir.

Calismamizda probiyotik ozellik gosteren Lactobacillus brevis ve Lactobacillus
plantarum suglarinin probiyotik olarak kullanimma yonelik olarak liyofilize
formlarmin hazirlanarak hastalik gelisme riskini azaltici ve koruyucu hekimlik
uygulamalarinda kullanilmas1 amaciyla in vitro ve in vivo ¢alismalarin yapilmasini

onermekteyiz.

141






KAYNAKLAR

Ahmadova, A., Todorov, S. D., Choiset, Y., Rabesona, H., Zadi, T. M., Kuliyev,
A, .. & Haertlé, T. (2013): Evaluation of antimicrobial activity,
probiotic properties and safety of wild strain Enterococcus faecium
AQT71 isolated from Azerbaijani Motal cheese. Food Control, 30(2), 631-
641.

Aimutis, W. R. (2001): Challenges in developing effective probiotic functional
foods, including scientific and regulatory considerations: Dairy nutrition
for a healthy future. Bulletin-International Dairy Federation, (363), 30-
38.

Akgelik, M., Ayhan, K., Giirgiin, V. ve Tunail, N. (1999): Gida Mikrobiyolojisi ve
Uygulamalari, Ankara.

Aksoy, ML.A. (2007): Labartuar Uygulama Kilavuzu, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji A.B.D.Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi.

Alp G. (2008): Bifidobacterium Cinsi Bakterilerin Baz1 Probiyotik Ozelliklerin
Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi ,Gazi Universitesi.

Ammor, M. S., Florez, A. B., Mayo, B. (2007): Antibiotic Resistance in Non-
Enterococcal Lactic Acid Bacteria and Bifidobacteria. Food
Microbiology, 24, 559-570

Andrighetto, C., Knijff, E., Lombardi, A., Torriani, S., Vascanneyt, M.,
Kersters, K., Swings, J., Swings, J., Dellaglio, F. (2001): Phenotypic
and genetic diversity of enterococci isolated from Italian cheeses. J.
Dairy Research, 68: 303-316

Arda,M.(2015) : Boyalar ve Boyama Metotlari, Temel Mikrobiyoloji 1, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi.

Arroyo, R., Martin, V., Maldonado, A., Jimenez, E., Fernandez, L. (2010):
Treatment of Infectious Mastitis during Lactation: Antibiotics versus
Oral Administration of Lactobacilli Isolated from Breast Milk. Clinical
Infectious Diseases, 50(12): 1551-1558

Ashraf, R., & Smith, S. C. (2016): Commercial lactic acid bacteria and probiotic
strains-tolerance to bile, pepsin and antibiotics. International Food
Research Journal, 23(2).

Aspri, M., Bozoudi, D., Tsaltas, D., Hill, C., & Papademas, P. (2017): Raw
donkey milk as a source of Enterococcus diversity: Assessment of their
technological properties and safety characteristics. Food Control 73
81e90

Badis, A., Guetarni, D., Boudjema, B. M., Henni, D. E., & Kihal, M. (2004):
Identification and technological properties of lactic acid bacteria isolated
from raw goat milk of four Algerian races. Food Microbiology, 21(5),
579-588.

143



Banwo, K., Sanni, A., & Tan, H. (2013): Technological properties and probiotic
potential of Enterococcus faecium strains isolated from cow milk.
Journal of applied microbiology, 114(1), 229-241.

Bassaganya-Riera, J., Viladomiu, M., Pedragosa, M., De Simone, C., Carbo, A.,
Shaykhutdinov, R., ... & Storr, M. (2012): Probiotic bacteria produce
conjugated linoleic acid locally in the gut that targets macrophage PPAR
vy to suppress colitis. PloS one, 7(2), e31238.

Basu, S., Chatterjee, M., Ganguly, S., & Chandra, P. K. (2007): Effect of
Lactobacillus rhamnosus GG in persistent diarrhea in Indian children: a
randomized controlled trial. Journal of clinical gastroenterology, 41(8),
756-760.

Beganovi¢, J., Kos, B., Pavunc, A. L., Uroi¢, K., DZidara, P., & Suskovi¢, J.
(2013): Proteolytic activity of probiotic strain Lactobacillus helveticus
MO2. Anaerobe, 20, 58-64.

Begley, M., Hill, C., & Gahan, C. G. (2006): Bile salt hydrolase activity in
probiotics. Applied and environmental microbiology, 72(3), 1729-1738.

Bernet, M. F., Brassart, D., Neeser, J. R., & Servin, A. L. (1993): Adhesion of
human bifidobacterial strains to cultured human intestinal epithelial cells
and inhibition of enteropathogen-cell interactions. Applied and
Environmental Microbiology, 59(12), 4121-4128.

Bhardwaj, A., Gupta, H., Kapila, S., Kaur, G., Vij, S., & Malik, R. K. (2010):
Safety assessment and evaluation of probiotic potential of
bacteriocinogenic Enterococcus faecium KH 24 strain under in vitro and
in vivo conditions. International journal of food microbiology, 141(3),
156-164.

Bhardwaj, A., Malik, R. K., & Chauhan, P. (2008): Functional and safety aspects
of enterococci in dairy foods. Indian journal of microbiology, 48(3), 317-
325.

Blum, S., & Schiffrin, E. J. (2001): Intestinal microflora and homeostasis of the
mucosal immune response: implications for probiotic bacteria. Probiotics
and Prebiotics: Where are we going, 311-330.

Bozkurt, H., & Ashm, B. (2004): Immobilizasyonun Probiyotik Kiiltiirlerde
Kullanimi. Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 2(7), 1-14.

Burgain, J., Gaiani, C., Linder, M., & Scher, J. (2011): Encapsulation of probiotic
living cells: From laboratory scale to industrial applications. Journal of
Food Engineering, 104(4), 467-483.

Burns, P., Vinderola, G., Binetti, A., Quiberoni, A., de Los Reyes-Gavilan, C.
G., & Reinheimer, J. (2008): Bile-resistant derivatives obtained from
non-intestinal dairy lactobacilli. International Dairy Journal, 18(4), 377-
385.

Butel, M. J. (2014): Probiotics, gut microbiota and health. Médecine et maladies
infectieuses, 44(1), 1-8.

Cakir, I., & Cakmake, L. (2003): Laktobasillus ve bifidobakterlerde bazi
probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi. Doktora Tezi, Ankara Universitesi,
Ankara.

Cakir, 1., (2004): Probiyotikler: Tanimi,Etki Mekanizmas1,Se¢im ve Giivenilirlik
kriterleri. Gida Dergisi,.29(6):427-434,

Cappuccino, J. G., & Sherman, N. (2008): Microbiology: a laboratory manual
(Vol. 9). Boston, MA: Pearson/Benjamin Cummings.

144



Carlson, J., & Slavin, J. (2016): Health benefits of fibre, prebiotics and probiotics: a
review of intestinal health and related health claims. Quality Assurance
and Safety of Crops & Foods, 8(4), 539-554.

Cashman, K. (2003): Prebiotics and calcium bioavailability. Current Issues
Intestinal Microbiology, 4: 21-32.

Castro, J. M., Tornadijo, M. E., Fresno, J. M., & Sandoval, H. (2015):
Biocheese: A food probiotic carrier. BioMed research international,
2015.

Cebeci, A. and Giirakan, C. (2003): Properties of Potential Probiotic Lactobacillus
plantarum Strains. Food Microbiology, 20: 511-518.

Cetinkaya, E., & Ayhan, K. (2012): Mikrobiyolojide Kullanilan Baz1 Molekiiler
Teknikler. Karaelmas Fen Ve Miihendislik Dergisi, 2(1), 53-62.

Champagne, C. P., & Gardner, N. J. (2008): Effect of storage in a fruit drink on
subsequent survival of probiotic lactobacilli to gastro-intestinal stresses.
Food Research International, 41(5), 539-543.

Champe, P. C., Harvey, R. A. (1997): Biyokimya, Tokullugil, A., Dirican, M. and
Ulukaya, E., Nobel Tip Kitabevi, Istanbul.

Charteris, W. P., Kelly, P. M., Morelli, L., & Collins, J. K. (1998): Antibiotic
susceptibility of potentially probiotic Lactobacillus species. Journal of
Food Protection®, 61(12), 1636-1643.

Chichlowski, M. (2006): Effect of Probiotic Consortium On Level and Mechanism
of Intestine Function. ProQuest.

CLSI. 2015-2016 Catalog,2015. Erisim: http://clsi.org/wp
content/uploads/sites/14/2013/07/CLSI-2015-Catalog.pdf

Collado, M. C., Meriluoto, J., & Salminen, S. (2007): Development of new
probiotics by strain combinations: is it possible to improve the adhesion
to intestinal mucus?. Journal of dairy science, 90(6), 2710-2716.

Collado, M. C., Meriluoto, J., & Salminen, S. (2008): Adhesion and aggregation
properties of probiotic and pathogen strains. European Food Research
and Technology, 226(5), 1065-1073.

Con, A. H., & Gokalp, H. Y. (2000): Production of bacteriocin-like metabolites by
lactic acid cultures isolated from sucuk samples. Meat science, 55(1), 89-
96.

Cui, F., Li, Y., & Wan, C. (2011): Lactic acid production from corn stover using
mixed cultures of Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus brevis.
Bioresource technology, 102(2), 1831-1836.

da Cruz, A. G., Buriti, F. C. A., de Souza, C. H. B., Faria, J. A. F., & Saad, S. M.
I. (2009): Probiotic cheese: health benefits, technological and stability
aspects. Trends in Food Science & Technology, 20(8), 344-354.

Darilmaz, D. O., Ashm, B., Suludere, Z., & Akca, G. (2011): Influence of
gastrointestinal system conditions on adhesion of exopolysaccharide-
producing Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains to Caco-2
Cells. Brazilian Archives of Biology and Technology, 54(5), 917-926.

Dave, R. 1., & Shah, N. P. (1997): Characteristics of bacteriocin produced by
Lactobacillus acidophilus LA-1. International dairy journal, 7(11), 707-
715.

Del Re, B., Busetto, A., Vignola, G., Sgorbati, B., & Palenzona, D. L. (1998):
Autoaggregation and adhesion ability in a Bifidobacterium suis strain.
Letters in applied microbiology, 27(5), 307-310.

145



Del Re, B., Sgorbati, B., Miglioli, M., & Palenzona, D. (2000): Adhesion,
autoaggregation and hydrophobicity of 13 strains of Bifidobacterium
longum. Letters in applied microbiology, 31(6), 438-442

Delgado, S., Suarez, A., Otero, L., & Mayo, B. (2004): Variation of
microbiological and biochemical parameters in the faeces of two healthy
people over a 15 day period. European journal of nutrition, 43(6), 375-
380.

Demain, A. L. (1999): Pharmaceutically active secondary metabolites of
microorganisms. Applied microbiology and biotechnology, 52(4), 455-
463.

Demirci, M., Giindiiz, H. (2004): Siit Teknolojisi El Kitabl. Hasad Yaywncilik,
Ankara, 1-184

Dewan, S., Tamang, J.P. (2007): Dominant lactic acid bacteria and their
technological properties isolated from the himalayan ethnic fermented
milk products. Antonie van Leeuwenhoek, 92, 343-352.

Dhanasekaran,D.,Saha.S.,Thajuddin,N.,Panneerselvam,A. (2008): Probiotics
effect of lactobacillus isolates against bacterial pathogens in clarias
orientails. Facta Universitatis Medicine and Biology ,Vol.15, No 3, pp.
97 -102.

Di Cagno, R., Coda, R., De Angelis, M., & Gobbetti, M. (2013): Exploitation of
vegetables and fruits through lactic acid fermentation. Food
Microbiology, 33(1), 1-10.

Dianawati, D., Mishra, V., & Shah, N. P. (2016): Viability, Acid and Bile
Tolerance of Spray Dried Probiotic Bacteria and Some Commercial
Probiotic Supplement Products Kept at Room Temperature. Journal of
food science, 81(6), M1472-M1479.

Dogan, M. (2011): Probiyotik Bakterilerin Biyokimyasal Etki Mekanizmas1 ve
Alerji  Uzerine  etkilerinin  Meta-Analiz ~ Arastirmasi,  Fatih
Universitesi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Donaldson, G. P., Lee, S. M., & Mazmanian, S. K. (2016): Gut biogeography of
the bacterial microbiota. Nature Reviews Microbiology, 14(1), 20-32.

Duangjitcharoen, Y., Kantachote, D., Ongsakul, M., Poosaran, N., & Chaiyasut,
C. (2008): Selection of probiotic lactic acid bacteria isolated from
fermented plant beverages. Pakistan journal of biological sciences: PIBS,
11(4), 652-655.enterococcal lactic acid bacteria and bifidobacteria. Food
Microbiology, 24(6), 559-570.

Dubois, D., Grare, M., Prere, M. F., Segonds, C., Marty, N., & Oswald, E.
(2012): Performances of the Vitek MS matrix-assisted laser desorption
ionization—time of flight mass spectrometry system for rapid
identification of bacteria in routine clinical microbiology. Journal of
clinical microbiology, 50(8), 2568-2576.

Dugas, B., Mercenier, A., Lenoir-Wijnkoop, I., Arnaud, C., Dugas, N., &
Postaire, E. (1999): Immunity and probiotics. Immunology today, 20(9),
387-390

Dunne, C., Murphy, L., Flynn, S., O’Mahony, L., O’Halloran, S., Feeney, M., ...
& Kiely, B. (1999): Probiotics: from myth to reality. Demonstration of
functionality in animal models of disease and in human clinical trials. In
Lactic Acid Bacteria: Genetics, Metabolism and Applications (pp. 279-
292). Springer Netherlands.

146



Durlu-Ozkaya, F., Xanthopoulos, V., Tunail, N., & Litopoulou-Tzanetaki, E.
(2001): Technologically important properties of lactic acid bacteria
isolates from Beyaz cheese made from raw ewes’ milk. Journal of
Applied Microbiology, 91(5), 861-870.

Ebner, S., Smug, L. N., Kneifel, W., Salminen, S. J., & Sanders, M. E. (2014):
Probiotics in dietary guidelines and clinical recommendations outside the
European Union. World Journal of Gastroenterology: WJG, 20(43),
16095.

Ejtahed, H. S., Mohtadi-Nia, J., Homayouni-Rad, A., Niafar, M., Asghari-
Jafarabadi, M., & Mofid, V. (2012): Probiotic yogurt improves
antioxidant status in type 2 diabetic patients. Nutrition, 28(5), 539-543.

Endimiani, A., Perez, F., Bajaksouzian, S., Windau, A. R., Good, C. E.,
Choudhary, Y., ... & Jacobs, M. R. (2010): Evaluation of updated
interpretative criteria for categorizing Klebsiella pneumoniae with
reduced carbapenem susceptibility. Journal of clinical microbiology,
48(12), 4417-4425.

Erdogrul, O.T., Cetin, O., Ergiin, 0. (2002): Fermente Sucuklardan Izole Edilen
Pediococcus pentosaceus Suslarmin Bazi Metabolik ve Antimikrobiyel
Aktiviteleri Uzerine Calismalar. [.U. Veteriner Fakiiltesi Dergisi 28:
249-254.

Fang, C. Y., Lu, J. R, Chen, B. J., Wu, C., Chen, Y. P., & Chen, M. J. (2014):
Selection of uremic toxin-reducing probiotics in vitro and in
vivo. Journal of Functional Foods, 7, 407-415.

Fang, H., Ouwehand, AC., Isolauri, E., Hosoda, M., Benno, Y., Salminen, S.
(2000): Differences in Composition and Mucosal Adhesion of
Bifidobacteria Isolated from Healthy Adults and Healthy Seniors, Curr.
Microbiol. Vol. 43, 351-354.

FAO/WHO. Food and Agriculture Organization/World Health Organization.
Guidelines for the evaluation of probiotics in foods, Report of a Joint
FAO/ WHO Working Group, London, Ontario, Canada, April 30 and
May 1 2002. Erisim: fip:/fip.fao.org/es/esn/food/wgreport2.pdf, erigim
tarihi 15 Haziran 2016.

Farnworth, E. R. (2006): Kefir-a complex probiotic. Food Science and Technology
Bulletin: Fu, 2(1), 1-17.

Fedorak, R. N., & Madsen, K. L. (2004): Probiotics and the management of
inflammatory bowel disease. Inflammatory bowel diseases, 10(3), 286-
299.

Fernandez, M. F., Boris, S., & Barbes, C. (2003): Probiotic properties of human
lactobacilli strains to be used in the gastrointestinal tract. Journal of
Applied Microbiology, 94(3), 449-455.

Fijan, S. (2014): Microorganisms with claimed probiotic properties: an overview of
recent literature. International journal of environmental research and
public health, 11(5), 4745-4767.

Fooks, L. J., & Gibson, G. R. (2002): Probiotics as modulators of the gut flora.
British Journal of Nutrition, 88(S1), s39-s49.

Forestier, C., De Champs, C., Vatoux, C., & Joly, B. (2001): Probiotic activities of
Lactobacillus caseirhamnosus: in vitro adherence to intestinal cells and
antimicrobial properties. Research in Microbiology, 152(2), 167-173.

147



Forssten, S., Evans, M., Wilson, D., & Ouwehand, A. C. (2014): Influence of a
probiotic mixture on antibiotic induced microbiota disturbances. World
Journal of Gastroenterology: WJG, 20(33), 11878.

Fortina, M. G., Ricci, G., Borgo, F., Manachini, P. L., Arends, K., Schiwon, K.,
... & Grohmann, E. (2008): A survey on biotechnological potential and
safety of the novel Enterococcus species of dairy origin, E. italicus.
International journal of food microbiology, 123(3), 204-211.

Fox, P. F., McSweeney, P. L., Cogan, T. M., & Guinee, T. P. (Eds.). (2004):
Cheese: chemistry, physics and microbiology: general aspects. Academic
Press.

Franciosi, E., Settanni, L., Cavazza, A., & Poznanski, E. (2009): Biodiversity and
technological potential of wild lactic acid bacteria from raw cows' milk.
International dairy journal, 19(1), 3-11.

Frece, J., Kos, B., Svetec, I. K., Zgaga, Z., Mr3a, V., & Suskovié, J. (2005):
Importance of S-layer proteins in probiotic activity of Lactobacillus
acidophilus M92. Journal of Applied Microbiology, 98(2), 285-292.

Friedman, G. (2005): Probiotics, prebiotics, and commensal bacteria: perspectives
and clinical applications in gastroenterology. Gastroenterology Clinics of
North America, 34(3), xiii-xvi.

Fuller, R. (1992): History and development of probiotics. In Probiotics (pp. 1-8).
Springer Netherlands.

Gan, X. T., Ettinger, G., Huang, C. X., Burton, J. P., Haist, J. V.,
Rajapurohitam, V., ... & Reid, G. (2014): Probiotic Administration
Attenuates Myocardial Hypertrophy and Heart Failure After Myocardial
Infarction in the RatCLINICAL PERSPECTIVE. Circulation: Heart
Failure, 7(3), 491-499.

Garcia-Ruiz, A., de Llano, D. G., Esteban-Fernandez, A., Requena, T.,
Bartolomé, B., & Moreno-Arribas, M. V. (2014): Assessment of
probiotic properties in lactic acid bacteria isolated from wine. Food
microbiology, 44, 220-225.

Georgiev, K., Georgieva, M., Iliev, 1., Peneva, M., & Alexandrov, G. (2015):
Antiprolifera Effect of Bulgarian Spring Water Probiotics (Laktera
Nature Probiotic®) Against Human Colan Carcinoma Cell Line.

Giraffa, G. (2003): Functionality of enterococci in dairy products. International
Jjournal of food microbiology, 88(2), 215-222.

Gismondo, M. R., Drago, L., & Lombardi, A. (1999): Review of probiotics
available to modify gastrointestinal flora. [International journal of
antimicrobial agents, 12(4), 287-292.

Goktepe, 1., Juneja, V. K., & Ahmedna, M. (Eds.). (2005): Probiotics in food
safety and human health. CRC Press.

Goldenberg, J. Z., Ma, S. S., Saxton, J. D., Martzen, M. R., Vandvik, P. O.,
Thorlund, K., ... & Johnston, B. C. (2013): Probiotics for the
prevention of Clostridium difficile-associated diarrhea in adults and
children. The Cochrane Library.

Golowczyc, M. A., Gugliada, M. J., Hollmann, A., Delfederico, L., Garrote, G.
L., Abraham, A. G., ... & De Antoni, G. (2008): Characterization of
homofermentative lactobacilli isolated from kefir grains: potential use as
probiotic. Journal of Dairy Research, 75(02), 211-217.

148



Gomez Zavaglia, A., Kociubinski, G., Perez, P., Disalvo, E., & De Antoni, G.
(2002): Eftect of bile on the lipid composition and surface properties of
bifidobacteria. Journal of applied microbiology, 93(5), 794-799.

Gong, S., & Akalin, A. S. (1995): Yogurtta canli olarak bulunan Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus bifidus’ un organizma ve saglik lizerine
etkisi. Gida/The Journal of Food, 20(2).

Goniilates, N. (2008): Kefirin insanlar iizerindeki immiinomodiilator etkilerinin
arastirilmasi. (Doctoral dissertation, SDU Tip Fakiiltesi).

Gonzalez, L., Sandoval, H., Sacristan, N., Castro, J. M., Fresno, J. M., &
Tornadijo, M. E. (2007): Identification of lactic acid bacteria isolated
from Genestoso cheese throughout ripening and study of their
antimicrobial activity. Food Control, 18(6), 716-722.

Gotcheva, V., Hristozova, E., Hristozova, T., Guo, M., Roshkova, Z., & Angelov,
A. (2002): Assessment of potential probiotic properties of lactic acid
bacteria and yeast strains. Food Biotechnology, 16(3), 211-225.

Grattepanche, F., Miescher-Schwenninger, S., Meile, L., & Lacroix, C. (2008):
Recent developments in cheese cultures with protective and probiotic
functionalities. Dairy Science and Technology, 88(4-5), 421-444.

Guarner, F., & Schaafsma, G. J. (1998): Probiotics. International journal of food
microbiology, 39(3), 237-238.

Gueimonde, M., & Salminen, S. (2006): New methods for selecting and evaluating
probiotics. Digestive and Liver Disease, 38, S242-S247.

Giilay, Z. (2004): ESBL’lerin tan1 yontemleri. Unal S, Vahaboglu H, Leblebicioglu
H, Oztirk R, Koksal I (eds). Yeni ve Yeniden Giindeme Gelen
Infeksiyonlar: Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar. Bilimsel Tip
Yayinevi, Ankara.

Giilel, S. (2014): Moleculer Identification and Probiotic Properties Of ‘Lactobacillus
Acidophilus Grou Isolates From Turkish Kefir (Doctoral dissertation,
Middle East Technical University).

Giir, D. (1997): Beta-laktamazlar. Flora Dergisi; 2:3-18.

Gurses, M., & Erdogan, A. (2006): Identification of lactic acid bacteria isolated
from Tulum cheese during ripening period. International Journal of Food
Properties, 9(3), 551-557.

Giirsoy, 0., & Kk, O. (2006): Probiyotik Bakterilerin Klinik Uygulamalarinda
Yeni Gelismeler-11. Ege Univ. Ziraat Fak. Derg, 43(1), 189-196.

Gusils, C., Cuozzo, S., Sesma, F., & Gonzalez, S. (2002): Examination of adhesive
determinants in three species of Lactobacillus isolated from chicken.
Canadian journal of microbiology, 48(1), 34-42.

Halkman, A. K. (1991): Tarim Mikrobiyolojisi. Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Yayinlari, (1214), 82.

Halkman, A.K. (2005): Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari, Basak
Matbaacilik ve Tanmitim Hizmetleri Ltd. Sti. Ankara, 73-89, 250.

Hernandez, J. R., Pascual, A., Canton, R., & Martinez-Martinez, L. (2003):
Extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae in Spanish hospitals (GEIH-BLEE Project 2002).
Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica, 21(2), 77-82.

Herreros, M. A., Sandoval, H., Gonzalez, L., Castro, J. M., Fresno, J. M., &
Tornadijo, M. E. (2005): Antimicrobial activity and antibiotic resistance
of lactic acid bacteria isolated from Armada cheese (a Spanish goats’
milk cheese). Food microbiology, 22(5), 455-459.

149



Hirayama, K., & Rafter, J. (2000): The role of probiotic bacteria in cancer
prevention. Microbes and infection, 2(6), 681-686.

Holt, J.G., Krieg, N.R., Sneath, P.H., Staley, J.T. ve Williams, S.T. (2000):
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia, 527-567.

Hwanhlem, N., Watthanasakphuban, N., Riebroy, S., Benjakul, S., & Maneerat,
S. (2010): Probiotic lactic acid bacteria from Kung-Som: isolation,
screening, inhibition of pathogenic bacteria. International journal of food
science & technology, 45(3), 594-601..

Ishibashi, N., & Shimamura, S. (1993): Bifidobacteria: research and development
in Japan. Food Technology.

Ismail, B., & Nampoothiri, K. M. (2010): Production, purification and structural
characterization of an exopolysaccharide produced by a probiotic
Lactobacillus plantarum MTCC 9510. Archives of microbiology,
192(12), 1049-1057.

ISO 11133:2014: Microbiology of food, animal feed and water -- Preparation,
production, storage and performance testing of culture media.

ISO 6887-6:2013:Microbiology of food and animal feed -- Preparation of test
samples, initial suspension and decimal dilutions for microbiological
examination -- Part 6: Specific rules for the preparation of samples taken
at the primary production stage.

ISO 7218:2007:Microbiology of food and animal feeding stuffs -- General
requirements and guidance for microbiological examinations.

Isolauri, E., Salminen, S., & Ouwehand, A. C. (2004): Probiotics. Best Practice &
Research Clinical Gastroenterology, 18(2), 299-313.

Jacoby, G. A. (1994): Genetics of extended-spectrum beta-lactamases. European
Jjournal of clinical microbiology & infectious diseases, 13, S2-S11.

Jara, S., Sanchez, M., Vera, R., Cofré, J., & Castro, E. (2011): The inhibitory
activity of Lactobacillus spp. isolated from breast milk on gastrointestinal
pathogenic bacteria of nosocomial origin. Anaerobe, 17(6), 474-477.

Ji, G. E. (2009): Probiotics in primary prevention of atopic dermatitis. In Food
Factors for Health Promotion (Vol. 61, pp. 117-128). Karger Publishers.

Jin, J., Song, J., Ren, F., Zhang, H., Xie, Y., Ma, J., & Li, X. (2016): Investigation
of Growth Phase-Dependent Acid Tolerance in Bifidobacterialongum
BBMNG68. Current Microbiology, 1-8.

Johnson, E. M., Yang, S. H., Sahoo, M., Dash, 1., Das, B., Palaniyandi, S. K., ...
& Jayabalan, R. (2016): Biotherapeutic propensity of the probiotic
strains isolated from human gut microbiota against enteric infection by
Salmonella typhimurium. KCTC 2514.

Kahraman, R. (1993): Senel, HS: Probiyotiklerin Buzag: Biiyiimesi Uzerine Etkileri
(Doktora tezi).Istanbul Univ. Vet. Fak. Hayvan Besleme ve Besleme
Hastaliklar1 Anabilim Dali. Aveilar-Istanbul.

Kailasapathy, K. (2002): Microencapsulation of probiotic bacteria: technology and
potential applications. Current issues in intestinal microbiology, 3(2), 39-
48.

Kailasapathy, K. (2013): Commercial sources of probiotic strains and their
validated and potential health benefits-a review. International Journal of
Fermented Foods, 2(1), 1.

Kamruzzaman, M., Jahan, S., Fuadh-Al-Kabir, M., Jahan, M. S., Rahman, M.,
Khan, M. A. K., ... & Hossain, M. S. (2013): The investigation of

150



probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from cow milk.
International Journal of Biosciences (IJB), 3(4), 161-167.

Kasimoglu, A., Gonciioglu, M., & Akgiin, S. (2004): Probiotic white cheese with
Lactobacillus acidophilus. International Dairy Journal, 14(12), 1067-
1073.

Kaushik, J. K., Kumar, A., Duary, R. K., Mohanty, A. K., Grover, S., & Batish,
V. K. (2009): Functional and probiotic attributes of an indigenous isolate
of Lactobacillus plantarum. PloS one, 4(12), e8099.

Kavas, G. (1997): A study on the production of the phage resistant yoghurt culture.
(Doctoral dissertation, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii).

Kechagia, M., Basoulis, D., Konstantopoulou, S., Dimitriadi, D., Gyftopoulou,
K., Skarmoutsou, N., & Fakiri, E. M. (2013): Health benefits of
probiotics: a review. ISRN nutrition, 201 3.

Kesenkas, H., Kinik, O., Seckin, K., Ergéniil, P. G., & Ecem, A. K. A. N. (2016):
Keci Siitinden Uretilen Sinbiyotik Beyaz Peynirde Enterococcus
faecium, Bifidobacterium longum ve Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei Sayilarinin Degisimi. Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 53(1), 75-81.

Kih, S. (2001): Siit Endiistrisinde Laktik Asit Bakterileri. Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Yayinlari, No:542, 451 s.

Klaenhammer, T. R., & Kullen, M. J. (1999): Selection and design of probiotics.
International journal of food microbiology, 50(1), 45-57.

Klingberg T.D., Axelsson, L., Naterstad, K., Elsser, D. ve Budde, B.B. (2005):
Identification of potential probiotic cultures for Scandinavia-type
fermented sausages. International Journal of Food Microbiology, 105,
419-431.

Koseoglu, V. K. (2007): Model sistemlerde laktik asit bakterilerinin bazi1 patojenler
iizerine antibakteriyal etkilerinin incelenmesi. Yiiksek lisans tezi, Istanbul
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 59 s.

Kumar, M., Nagpal, R., Verma, V., Kumar, A., Kaur, N., Hemalatha, R., ... &
Singh, B. (2013): Probiotic metabolites as epigenetic targets in the
prevention of colon cancer. Nutrition reviews, 71(1), 23-34.

Laparra, J. M., & Sanz, Y. (2010): Interactions of gut microbiota with functional
food components and nutraceuticals. Pharmacological Research, 61(3),
219-225.

Larson, Z., Subramanyam, B., Zurek, L., & Herrman, T. (2008): Diversity and
antibiotic resistance of enterococci associated with stored-product insects
collected from feed mills. Journal of stored products research, 44(2),
198-203.

Lee, J., Bang, J., & Woo, H. J. (2013): Effect of orally administered Lactobacillus
brevis HY7401 in a food allergy mouse model. J Microbiol Biotechnol,
23(11), 1636-40.

Lee, Y. K., & Salminen, S. (2009): Handbook of probiotics and prebiotics. John
Wiley & Sons.

Leite, A. M. O., Miguel, M. A. L., Peixoto, R. S., Ruas-Madiedo, P., Paschoalin,
V. M. F., Mayo, B., & Delgado, S. (2015): Probiotic potential of
selected lactic acid bacteria strains isolated from Brazilian kefir grains.
Journal of dairy science, 98(6), 3622-3632.

151



Lewus, C. B., Kaiser, A., & Montyville, T. J. (1991): Inhibition of food-borne
bacterial pathogens by bacteriocins from lactic acid bacteria isolated
from meat. Applied and Environmental Microbiology, 57(6), 1683-1688.

Lin, C. W., Shih, C. H., & Su, H. P. (1986): Studies on the natural antimicrobial
agents from lactic acid bacteria: 1-Primary screening of lactic cultures for
antimicrobial activity. J Chin Agric Chem Soc, 24, 384-391.

Lin, S. Y., Ayres, J. W., Winkler, W., & Sandine, W. E. (1989): Lactobacillus
Effects on Cholesterol: In Vitro and In Vivo Resultsl. Journal of Dairy
Science, 72(11), 2885-2899.

Lin, T. Y., & Chien, M. F. C. (2007): Exopolysaccharides production as affected by
lactic acid bacteria and fermentation time. Food Chemistry, 100(4),
1419-1423.

Liong, M. T., & Shah, N. P. (2005): Acid and bile tolerance and cholesterol
removal ability of lactobacilli strains. Journal of dairy science, 88(1), 55-
66.

Liu, C., Lu, J., Lu, L., Liu, Y., Wang, F., & Xiao, M. (2010): Isolation, structural
characterization and immunological activity of an exopolysaccharide
produced by Bacillus licheniformis 8-37-0-1. Bioresource technology,
101(14), 5528-5533.

Lund, B., & Edlund, C. (2001): Probiotic Enterococcus faecium strain is a possible
recipient of the vanA gene cluster. Clinical Infectious Diseases, 32(9),
1384-1385.

Madigan, M.T., Martinko, J.M. (2006): Brock Biology Of Microorganisms.
Pearson Education, Inc. 11: 375-378,

Maldonado, N. C., & Nader-Macias, M. E. F. (2015): Functional Properties (Acid
and Bile Tolerance) and Antibiotic Susceptibility of Lactic Acid Bacteria
Isolated from Newborn Calves for the Design of a Probiotic Product. /nt
J Vet Sci Res 1 (1): 011, 22(011).

Maragkoudakis, P. A., Zoumpopoulou, G., Miaris, C., Kalantzopoulos, G., Pot,
B., & Tsakalidou, E. (2006): Probiotic potential of Lactobacillus strains
isolated from dairy products. International Dairy Journal, 16(3), 189-
199.

Marshall, V. M., & Rawson, H. L. (1999): Effects of exopolysaccharide-producing
strains of thermophilic lactic acid bacteria on the texture of stirred
yoghurt. International journal of food science & technology, 34(2), 137-
143.

Martin, R., Miquel, S., Ulmer, J., Kechaou, N., Langella, P., & Bermudez-
Humaran, L. G. (2013): Role of commensal and probiotic bacteria in
human health: a focus on inflammatory bowel disease. Microbial cell
factories, 12(1), 1.

Masco, L., Crockaert, C., Van Hoorde, K., Swings, J., & Huys, G. (2007): In
vitro assessment of the gastrointestinal transit tolerance of taxonomic
reference strains from human origin and probiotic product isolates of
Bifidobacterium. Journal of dairy science, 90(8), 3572-3578.

Mathara, J. M., Schillinger, U., Guigas, C., Franz, C., Kutima, P. M., Mbugua,
S. K., ... & Holzapfel, W. H. (2008): Functional characteristics of
Lactobacillus spp. from traditional Maasai fermented milk products in
Kenya. International journal of food microbiology, 126(1), 57-64.

Mathur, S., & Singh, R. (2005): Antibiotic resistance in food lactic acid bacteria—a
review. International journal of food microbiology, 105(3), 281-295.

152



Melgar-Lalanne, G., Rivera-Espinoza, Y., Téllez-Medina, D. 1., & Herniandez-
Sanchez, H. (2015): Cell surface properties of halotolerant probiotic
lactobacilli. Journal: Journal of Advances in Biotechnology, 4(3).

Messaoudi, S., Manai, M., Kergourlay, G., Prévost, H., Connil, N., Chobert, J.
M., & Dousset, X. (2013): Lactobacillus salivarius: bacteriocin and
probiotic activity. Food microbiology, 36(2), 296-304.

Messi, P., Bondi, M., Sabia, C., Battini, R., & Manicardi, G. (2001): Detection
and preliminary characterization of a bacteriocin (plantaricin 35d)
produced by a Lactobacillus plantarum strain. International Journal of
Food Microbiology, 64(1), 193-198.

Metchnikoff, I. 1. (2004): The prolongation of life: optimistic studies. Springer
Publishing Company.

Mishra, V., & Prasad, D. N. (2005): Application of in vitro methods for selection of
Lactobacillus casei strains as potential probiotics. International Journal
of Food Microbiology, 103(1), 109-115.

Morandi, S., Brasca, M., Andrighetto, C., Lombardi, A., & Lodi, R. (2006):
Technological and molecular characterisation of enterococci isolated
from north—west Italian dairy products. International Dairy Journal,
16(8), 867-875.

Moreno, M. F., Sarantinopoulos, P., Tsakalidou, E., & De Vuyst, L. (2006): The
role and application of enterococci in food and health. International
Jjournal of food microbiology, 106(1), 1-24.

Mozzi, F., Vaningelgem, F., Hébert, E. M., Van der Meulen, R., Moreno, M. R.
F., de Valdez, G. F., & De Vuyst, L. (2006): Diversity of
heteropolysaccharide-producing lactic acid bacterium strains and their
biopolymers. Applied and environmental microbiology, 72(6), 4431-
4435.

Mumecu, Z. N. (1997): Kefirden Izole Edilen Bazi Laktik Asit Bakterilerinin
Metabolik, Antimikrobiyal ve Plazmit DNA'larinin incelenmesi. Yiiksek
Lisans Tezi, Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Muiioz-Atienza, E., Gomez-Sala, B., Araujo, C., Campanero, C., Del Campo, R.,
Hernandez, P. E., ... & Cintas, L. M. (2013): Antimicrobial activity,
antibiotic susceptibility and virulence factors of lactic acid bacteria of
aquatic origin intended for use as probiotics in aquaculture. BMC
microbiology, 13(1), 1.

Nagpal, R., Kumar, A., Kumar, M., Behare, P. V., Jain, S., & Yadav, H. (2012):
Probiotics, their health benefits and applications for developing healthier
foods: a review. FEMS microbiology letters, 334(1), 1-15.

Naidu, AS, Biblack WR, and Clemens RA. (1999): Probiotic spectra of lactic acid
bacteria (LAB). Crit. Revs. Food Sci. Nutr.; 39: 13—126.

Nancib, A., Nancib, N., Boubendir, A., & Boudrant, J. (2015): The use of date
waste for lactic acid production by a fed-batch culture using
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus. Brazilian Journal of
Microbiology, (AHEAD), 00-00.

Nayir, S. M. (2008): Siitiin yogurda doniisiimii swasnda igerdigi feneolik
antioksidan maddelere probiyotik bakteri etkisinin incelenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi , Trakya Universitesi.

Nejati, F., & Oelschlaeger, T. (2015): In vitro characterization of Lactococcus lactis
strains isolated from Iranian traditional dairy products as a potential
probiotic. Applied Food Biotechnology, 3(1), 43-51.

153



Nicas, T. 1., Cole, C. T., Preston, D. A., Schabel, A. A., & Nagarajan, R. (1989):
Activity of glycopeptides against vancomycin-resistant gram-positive
bacteria. Antimicrobial agents and chemotherapy, 33(9), 1477-1481.

Novik, G. L., Samartsev, A. A., Astapovich, N. 1., Kavrus, M. A., & Mikhalyuk,
A. N. (2006): Biological activity of probiotic microorganisms. Applied
Biochemistry and Microbiology, 42(2), 166-172.

Oelschlaeger, T. A. (2010): Mechanisms of probiotic actions—a
review. International Journal of Medical Microbiology, 300(1), 57-62.

Okereke, H. C., Achi, O. K., Ekwenye, U. N., & Orji, F. A. (2012): Antimicrobial
properties of probiotic bacteria from various sources. African Journal of
Biotechnology, 11(39), 9416-9421.

Onal, D. (2005): Baz1 laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin arastiriimasi.
Yiiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 7-
29

Onal, D., Beyath, Y., & Ashm, B. (2005): Probiyotik bakterilerin epitel yiizeylere
yapismasi. Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 3(9), 1-10.

Otles, S. (Ed.). (2013): Probiotics and prebiotics in food, nutrition and health. CRC
Press

Otles, S., & Cagindi, O. (2003): Kefir: a probiotic dairy-composition, nutritional
and therapeutic aspects. Pakistan Journal of Nutrition, 2(2), 54-59.

Ouoba, L.LI., Lei, V. and Jensen, L.B. (2008): Resistance of potential probiotic
lactic acid bacteria and Bifidobacteria of African and European origin to
nantimicrobials: Determination and transferability of the resistance genes
to other bacteria. International Journal of Food Microbiology, 121; 217-
224.

Ozden, A. (2008): Inflamatuvar Barsak Hastaliginda Probiyotiklerin Yeri. Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali, Giincel
Gastroenteroloji 12.

Ozteber, M. (2013): Fermente siit iiriinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin
antibiyotik direncliliklerinin  fenotipik ve genotipik yOntemlerle
belirlenmesi (Master's thesis, Adnan Menderes Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii).

Pan, D. D., Zeng, X. Q., & Yan, Y. T. (2011): Characterisation of Lactobacillus
fermentum SM-7 isolated from koumiss, a potential probiotic bacterium
with cholesterol-lowering effects. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 91(3), 512-518.

Papamanoli, E., Tzanetakis, N., Litopoulou-Tzanetaki, E. and Kotzekidou, P.
(2003): Characterization of Lactic Acid Bacteria Isolated from a Greek
Dry-Fermented Sausage in Respect of Their Technological and Probiotic
Properties. Meat Science, 65: §59-867.

Patel, A., Prajapati, J. B., Holst, O., & Ljungh, A. (2014): Determining probiotic
potential of exopolysaccharide producing lactic acid bacteria isolated
from vegetables and traditional Indian fermented food products. Food
Bioscience, 5, 27-33.

Patel, H. M., Pandiella, S. S., Wang, R. H., & Webb, C. (2004): Influence of malt,
wheat, and barley extracts on the bile tolerance of selected strains of
lactobacilli. Food microbiology, 21(1), §3-89.

Paul, W. O., Jakki, C. C. (2008): Probiotic Bacteria Influence the Composition and
Function of the Intestinal Microbiota. Interdisciplinary Perspectives on
Infectious Diseases, 1-9.

154



Phillips, M., Kailasapathy, K. and Tran, L. (2006): Viability of commercial
probiotic cultures (L. acidophilus, Bifidobacterium sp., L. casei, L.
paracasei and L. rhamnosus) in cheddar cheese. International Journal of
Food Microbiology, 108(2): 276-280.

Polewski, M. A., Krueger, C. G., Reed, J. D., & Leyer, G. (2016): Ability of
cranberry proanthocyanidins in combination with a probiotic formulation
to inhibit in vitro invasion of gut epithelial cells by extra-intestinal
pathogenic E. coli. Journal of Functional Foods, 25, 123-134.

Prasad, J., Harsharanjit, G., Smart, J., Gopal, P.K. (1998): Selection and
characterization of Lactobacillus and Bifidobacterium strains for use as
probiotics. International Dairy Journal, 993-1002.

Psoni, L., Kotzamanides, C., Andrighetto, C., Lombardi, A., Tzanetakis, N., &
Litopoulou-Tzanetaki, E. (2006): Genotypic and phenotypic
heterogeneity in Enterococcus isolates from Batzos, a raw goat milk
cheese. International Journal of Food Microbiology, 109(1), 109-120.

Ramirez-Chavarin, M. L., Wacher, C., Eslava-Campos, C. A., & Perez-Chabela,
M. L. (2013): Probiotic potential of thermotolerant lactic acid bacteria
strains isolated from cooked meat products. Int Food Res J, 20(2), 991-
1000.

Ramos, C. L., Thorsen, L., Schwan, R. F., & Jespersen, L. (2013): Strain-specific
probiotics properties of Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus brevis isolates from Brazilian food products.
Food microbiology, 36(1), 22-29.

Ranadheera, C. S., Evans, C. A., Adams, M. C., & Baines, S. K. (2014): Effect of
dairy probiotic combinations on in vitro gastrointestinal tolerance,
intestinal epithelial cell adhesion and cytokine secretion. Journal of
Functional Foods, 8, 18-25.

Reid, G., Bruce, A. W., McGroarty, J. A., Cheng, K. J., & Costerton, J. W.
(1990): Is there a role for lactobacilli in prevention of urogenital and
intestinal infections?. Clinical microbiology reviews, 3(4), 335-344.

Rifaat, E. A., Tekiner, I. H., & (")zplnar, H. (2014): Halk Saglig1 A¢isindan i¢me
ve Kullanma Sularinda Koliform ve Fekal Koliform Bakterilerin
Varliklarinn ~ Klasik  ve MASS  Spektrometresi Yontemleriyle
Incelenmesi. Electronic Journal of Food Technologies, 9(2), 20-32.

Rodriguez-Couto, S., Sanroman, M. (2006): Application of Solid-State
Fermentation to Food Industry. Journel of Food Engineering, 76, 291-
302.

Ronka, E., Malinen, E., Saarela, M., Rinta-Koski, M., Aarnikunnas, J., & Palva,
A. (2003): Probiotic and milk technological properties of Lactobacillus
brevis. International journal of food microbiology, 83(1), 63-74.

Roy, C., Foz, A., Segura, C., Tirado, M., Foster, C., & Reig, R. (1983): Plasmid-
determined B-lactamases identified in a group of 204 ampicillin-resistant
Enterobacteriaceae. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 12(5), 507-
510.

Ruas-Madiedo, P., Gueimonde, M., Margolles, A., de los REYES-GAVILAN, C.
G., & Salminen, S. (2006): Exopolysaccharides produced by probiotic
strains modify the adhesion of probiotics and enteropathogens to human
intestinal mucus. Journal of food protection, 69(8), 2011-2015.

Rund, S. A., Rohde, H., Sonnenborn, U., & Oelschlaeger, T. A. (2013):
Antagonistic effects of probiotic Escherichia coli Nissle 1917 on EHEC

155



strains of serotype O104: H4 and O157: H7. International Journal of
Medical Microbiology, 303(1), 1-8.

Saarela, M., Mogensen, G., Fonden, R., Mitto, J., Mattila-Sandholm, T. (2000):
Probiotic bacteria: safety, functional and technological properties.
Journal of Biotechnology, 84, 197-215.

Salminen, S. E. P. P. O. (1999): Probiotics: scientific support for use. Food
Technology, 53(11), 66-77.

Salminen, S., A. Ouwerhand, Y. Benno and Y.K. Lee. (1999): Probiotics: how
should they be defined? Trends Food Sci. Technol. 10: 107—-110.

Samaha-Kfoury JN, Araj GF. (2003): Recent development in 3 lactamases and
extended spectrum P lactamases. Br Med J;327(7425):1209-13.

Sanders, M. E. (1998): Overview of functional foods: emphasis on probiotic
bacteria. International Dairy Journal, 8(5-6), 341-347.

Sanni, A., Franz, C., Schillinger, U., Huch, M., Guigas, C., & Holzapfel, W.
(2013): Characterization and Technological Properties of Lactic Acid
Bacteria in the Production of “Sorghurt,” a Cereal-Based Product. Food
biotechnology, 27(2), 178-198.

Santos, K. M. O. D., Vieira, A. D. S., Salles, H. O., Oliveira, J. D. S., Rocha, C.
R. C., Borges, M. D. F., ... & Todorov, S. D. (2015): Safety, beneficial
and technological properties of Enterococcus faecium isolated from
Brazilian cheeses. Brazilian Journal of Microbiology, 46(1), 237-249.

Sarantinopoulos, P., Andrighetto, C., Georgalaki, M. D., Rea, M. C., Lombardi,
A., Cogan, T. M., ... & Tsakalidou, E. (2001): Biochemical properties
of enterococci relevant to their technological performance. International
Dairy Journal, 11(8), 621-647.

Sarantinopoulos, P., Leroy, F., Leontopoulou, E., Georgalaki, M. D.,
Kalantzopoulos, G., Tsakalidou, E., & De Vuyst, L. (2002):
Bacteriocin production by Enterococcus faecium FAIR-E 198 in view of
its application as adjunct starter in Greek Feta cheese making.
International Journal of Food Microbiology, 72(1), 125-136.

Schachtsiek, M., Hammes, W. P., & Hertel, C. (2004): Characterization of
Lactobacillus coryniformis DSM 20001T surface protein Cpf mediating
coaggregation with and aggregation among pathogens. Applied and
environmental microbiology, 70(12), 7078-7085.

Semedo, T., Santos, M.A., Lopes, M.F.S., Figueiredo Marques, J.J., Barreto
Crespo, M.T., Tenreiro, R. (2003): Virulence factors in food, clinical
and reference enterococci: a common trait in the genus? Systematic and
Applied Microbiology, 26, 13-22.

Sengiil, N., Aslim, B., Ucar, G., Yiicel, N., Isik, S., Bozkurt, H., ... & Atalay, F.
(2006): Effects of exopolysaccharide-producing probiotic strains on
experimental colitis in rats. Diseases of the colon & rectum, 49(2), 250-
258.

Shah, N. P. (2001): Functional foods from probiotics and prebiotics. Food
technology.

Sharma, P., Tomar, S. K., Goswami, P., Sangwan, V., & Singh, R. (2014):
Antibiotic resistance among commercially available probiotics. Food
Research International, 57, 176-195.

Shiby, V. K., & Mishra, H. N. (2013): Fermented milks and milk products as
functional foods—A review. Critical reviews in food science and
nutrition, 53(5), 482-496.

156



Sillanpia, J. (2001): Tissue-adherence in lactic acid bacteria: Identification and
characterization of the collagen-binding S-layer protein of Lactobacillus
crispatus.

Sirilun, S., Chaiyasut, C., Kantachote, D., & Luxananil, P. (2010):
Characterisation of non human origin probiotic Lactobacillus plantarum
with cholesterol-lowering property. African Journal of Microbiology
Research, 4(10), 994-1000.

Sirot, D. (1995): Extended-spectrum plasmid-mediated B-lactamases. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 36(suppl A), 19-34.

Succi, M., Tremonte, P., Reale, A., Sorrentino, E., Grazia, L., Pacifico, S., &
Coppola, R. (2005): Bile salt and acid tolerance of Lactobacillus
rhamnosus strains isolated from Parmigiano Reggiano cheese. FEMS
microbiology letters, 244(1), 129-137.

Swagerty, D. L., Walling, A. D., & Klein, R. M. (2002): Lactose intolerance.
American family physician, 65(9), 1845-1860.

Tahri, K., Gril, J. P., & Schneider, F. (1997): Involvement of
trihydroxyconjugated bile salts in cholesterol assimilation by
bifidobacteria. Current microbiology, 34(2), 79-84.

Takeda, Y. (Ed.). (2011): Probiotic Foods in Health and Disease. Science
Publishers.

Tall, B. D. (2016): We are What We Eat: Should Food Microbiology Take the Lead
on Understanding How the Homeostasis of the Gut Microbiome
Influences Human Health And Disease?. In IAFP 2016 Annual Meeting.
lafp.

Tamer, A.U., Ucar, F., Unver, E., Karaboz, S., Bursahoglu, M. ve Ogultekin, R.
(1989): 3. ve 4. Smif Mikrobiyoloji Laboratuvar Kilavuzu, Anadolu
Universitesi, Egitim Saghk ve Bilimsel Arastirma Calismalar: Vakfi
Yayinlari, No. 74, Eskisehir, 23-25, 240.

Temmerman, R., Pot, B., Huys, G., Swings, J. (2003): Identification and
antibioticsusceptibility of bacterial isolates from probiotic products.
International Journal of Food Microbiology, 81: 1-10.

Temmerman, R., Pot, B., Huys, G., Swings, J. (2010): Identification and antibiotic
Wang, L., “Efficient production of L-lactic acid from cassava powder by
Lactobacillus rhamnosus. Bioresour. Technol. 101: 7895-7901

Tharmaraj, N. and Shah, N.P. (2003): Selective enumetration of Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus, Sreptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus and Propionibacteria, Journal Dairy Science, 86: 2288-2296.

Thushara, R. M., Gangadaran, S., Solati, Z., & Moghadasian, M. H. (2016):
Cardiovascular benefits of probiotics: a review of experimental and
clinical studies. Food & function, 7(2), 632-642.

Tieking, M., Kaditzky, S., Ginzle, M. G., & Vogel, R. F. (2003): Biodiversity and
potential for baking applications of glycosyltransferases in lactobacilli
for use in sourdough fermentation. Sourdough, from fundamentals to
applications. Vrije Universiteit Brussel, Brussels, Belgium, 58-59.

Tille PM (Ed.). (2014): Overview of bacterial identification methods and strategies
in Bailey and Scott’s Diagnostic Microbiology. /3th ed., p. 193-231

Timmerman, H. M., Niers, L. E., Ridwan, B. U., Koning, C. J., Mulder, L.,
Akkermans, L. M., ... & Rijkers, G. T. (2007): Design of a

157



multispecies probiotic mixture to prevent infectious complications in
critically ill patients. Clinical Nutrition, 26(4), 450-459.

Timmerman, H.M., Koning, C.J.M., Mulder, L., Rombouts, F.M., Beynen, A.C.
(2004): Monostrain,multistrain and multispecies probiotics- A
comparison of functionality and efficacy. International Journal of Food
Microbiology, 219— 233.

Todorov, S. D., & Dicks, L. M. T. (2006): Screening for bacteriocin-producing
lactic acid bacteria from boza, a traditional cereal beverage from
Bulgaria: Comparison of the bacteriocins. Process Biochemistry, 41(1),
11-19.

Todorov, S. D., Botes, M., Danova, S. T., & Dicks, L. M. T. (2007): Probiotic
properties of Lactococcus lactis ssp. lactis HV219, isolated from human
vaginal secretions. Journal of Applied Microbiology, 103(3), 629-639.

Todorov, S. D., Botes, M., Guigas, C., Schillinger, U., Wiid, 1., Wachsman, M.
B., ... & Dicks, L. M. T. (2008): Boza, a natural source of probiotic
lactic acid bacteria. Journal of applied microbiology, 104(2), 465-477.

Torino, M. I., Taranto, M. P., Sesma, F., & De Valdez, G. (2001):
Heterofermentative pattern and exopolysaccharide production by
Lactobacillus helveticus ATCC 15807 in response to environmental pH.
Journal of applied microbiology, 91(5), 8§46-852.

Toy, N. (2010): Laktik asit bakterileri serbest hiicre ekstraktlarinin patojen
bakterilerin gelisimine ve biyojenik amin Uretimine etkisinin
arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti.

Tripathi, M. K., & Giri, S. K. (2014): Probiotic functional foods: Survival of
probiotics during processing and storage. Journal of functional foods, 9,
225-241.

Tsai, C. C., Chou, L. C., Tsen, H. Y., & Lin, J. S. (2016): An in vitro Investigation
of the Antagonistic Effects of Multiple Strains of Lactobacillales on
Salmonella Enterica Serovar Choleraesuis. Appli Micro Open Access,
2(1000109), 2.

Tunail, N. (2009): Mikrobiyoloji. Danone Enstitiisii Dernegi, Ankara, 434s.

Tuomola, EM, Ouwehand AC, and Salminen SJ. (1999): The effect of probiotic
bacteria on the adhesion of pathogens to human intestinal mucus.
FEMSImmunol. Med. Microbiol.;26: 137—142.

Turabian, K. L. (1996): A Manual for Writers of Term Papers, Theses, and
Dissertations (Chicago Guides to Writing, Editing, and Publishing).
University Of Chicago Press, April 1996.

Turhan, i. (2012):Kasar peyniri iiretimi i¢in Starter kiiltiir izolasyonu ve izolatlarin
FTIR spektroskopisi ile tanismin yapilmasi. (Doctoral dissertation,
Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii).

Tyvaert, G., Morel, C., Joly, J. P., Decaris, B., & Charron-Bourgoin, F. (2006):
The eps locus of Streptococcus thermophilus IP6756 is not involved in
exopolysaccharide production. International dairy journal, 16(5), 467-
473.

Van de Casteele, S., Vanheuverzwijn, T., Ruyssen, T., Van Assche, P., Swings,
J., & Huys, G. (2006): Evaluation of culture media for selective
enumeration of probiotic strains of lactobacilli and bifidobacteria in
combination with yoghurt or cheese starters. International Dairy Journal,
16(12), 1470-1476.

158



van Reenen, C. A., & Dicks, L. M. (2011): Horizontal gene transfer amongst
probiotic lactic acid bacteria and other intestinal microbiota: what are the
possibilities? 4 review. Archives of microbiology, 193(3), 157-168.

Vasiljevic, T., & Shah, N. P. (2008): Probiotics—from Metchnikoff to bioactives.
International Dairy Journal, 18(7), 714-728.

Vaughan, E. E., & Mollet, B. (1999): Functionality of probiotics and intestinal
lactobacilli: light in the intestinal tract tunnel. Current Opinion in
Biotechnology, 10(5), 505-510.

Vernazza, C. L., Gibson, G. R., & Rastall, R. A. (2005): In vitro fermentation of
chitosan derivatives by mixed cultures of human faecal bacteria.
Carbohydrate Polymers, 60(4), 539-545.

Vinderola, C. G., Prosello, W., Ghiberto, D., & Reinheimer, J. A. (2000):
Viability of probiotic (Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus and
Lactobacillus casei) and nonprobiotic microflora in Argentinian Fresco
cheese. Journal of Dairy Science, 83(9), 1905-1911.

Vinderola, C.G. and Reinheimer, J.A. (2003): Lactic Acid Starter and Probiotic
Bacteria: A Comperative “in vitro” Study of Probiotic Characteristics and
Biological Barrier Resistance. Food Research International, 36: 895-904

Wang, L., Zhang, J., Guo, Z., Kwok, L., Ma, C., Zhang, W., ... & Zhang, H.
(2014): Effect of oral consumption of probiotic Lactobacillus planatarum
P-8 on fecal microbiota, SIgA, SCFAs, and TBAs of adults of different
ages. Nutrition, 30(7), 776-783.

Wang, Y., Ginzle, M. G., & Schwab, C. (2010): Exopolysaccharide synthesized by
Lactobacillus reuteri decreases the ability of enterotoxigenic Escherichia
coli to bind to porcine erythrocytes. Applied and environmental
microbiology, 76(14), 4863-4866.

Wang, Z. H., Gao, Q. Y., & Fang, J. Y. (2013): Meta-analysis of the efficacy and
safety of Lactobacillus-containing and Bifidobacterium-containing
probiotic compound preparation in Helicobacter pylori eradication
therapy. Journal of clinical gastroenterology, 47(1), 25-32.

Wildman, R. E., Wildman, R., & Wallace, T. C. (Eds.). (2016): Handbook of
nutraceuticals and functional foods. CRC press.

Wolin, M. J., Yerry, S., Miller, T. L., Zhang, Y., & Bank, S. (1998): Changes in
production of ethanol, acids and H2 from glucose by the fecal flora of a
16-to 158-d-old breast-fed infant. The Journal of nutrition, 128(1), 85-90.

Yadav, R., Puniya, A. K., & Shukla, P. (2016): Probiotic Properties of
Lactobacillus plantarum RYPR1 from an Indigenous Fermented
Beverage Raabadi. Frontiers in microbiology, 7.

Yang, X., Hang, X., Zhang, M., Liu, X., & Yang, H. (2015): Relationship between
acid tolerance and cell membrane in Bifidobacterium, revealed by
comparative analysis of acid-resistant derivatives and their parental
strains grown in medium with and without Tween 80. Applied
microbiology and biotechnology, 99(12), 5227-5236.

Yasar, B., & Kurdas, O. O. (2009): Probiyotikler ve gastrointestinal sistem. Giincel
Gastroenteroloji, 13(1).

Yetismeyen, A. (1995): Siit teknolojisi, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Yaywinlari ,1420: 1429

Yigit,T. (2009): Siit ve Siit Uriinlerinden Probiyotik Bakterilerden izolasyonu.
Anadolu Universitesi, Yiiksek Lisans Tezi, Eskisehir.

159



Yoon, M. Y., Kim, Y. J., & Hwang, H. J. (2008): Properties and safety aspects of
Enterococcus faecium strains isolated from Chungkukjang, a fermented
soy product. LWT-Food Science and Technology, 41(5), 925-933.

Yuksekdag, Z. N., & Aslim, B. (2010): Assessment of potential probiotic-and
starter properties of Pediococcus spp. isolated from Turkish-type
fermented sausages (sucuk). J Microbiol Biotechnol, 20(1), 161-168.

Zheng, Y., Lu, Y., Wang, J., Yang, L., Pan, C., & Huang, Y. (2013): Probiotic
properties of Lactobacillus strains isolated from Tibetan kefir grains.

PloS one, 8(7), e69868.

160



OZGECMIS

Adi Soyadi: Murat DOGAN
Tletisim Bilgileri

E-Posta : muratdogan72@gmail.com / murat.dogan@yeniyuzyil.edu.tr
Dogum Tarihi: 11.02.1972
Unvam: Ogretim Gorevlisi

Ogrenim Durumu:

Derece Alan Universite Yil
Lisans Gida Miihendisligi Gaziantep Universitesi 1998
Lisans Isletme Anadolu Universitesi 2006
Yiiksek Lisans Biyoloji Fatih Universitesi 2011
Doktora Gida Miihendisligi Istanbul Aydin Universitesi 2017
Doktora Yonetim ve Strateji Istanbul Universitesi Devam

Ulusal hakemli dergilerinde yayinlanan makaleler

e DOGAN, M. (2012). Probiyotik Bakterilerin Gastrointestinal Sistemdeki Etki
Mekanizmasi. Electronic Journal of Food Technologies, 7(1), 20-27.

e  DOGAN, M. (2011). Probiyotik bakterilerin etki mekanizmasi. Anadolu Bil Meslek
Yiiksek Okulu Dergisi,

Projeler

e (Gidalarmm muhafazasi amaciyla "biyokonservasyon" dogal nisin bacteriosinin
endistriyel olarak Lactococcus lactis bakterisinden iiretilmesi,(Tibitak-Teydep,
2016)

e Fonksiyonel Gida Destekleyici Olarak Probiyotik Bakterilerin Uretilmesi ,(Tiibitak-
Teydep, 2014)

161




Yéresel Boza Uretimi Yapan Isletmelere ISO 22000-2005 ve HACCP Sisteminin
Kurulmas1 ,(Onder Bozacis1,2012)

Kefirin Insan Bagisiklik Sistemini Gelistirmesi Yoniinde in Vivo Calisma,(Halig
Universitesi,2011)

Probiyotik Bakterilerin Allerji Uzerine Etkilerin Meta-Analiz Yéntemiyle
Arastirilmasi ,(Fatih Universitesi,2010)

Gida Firmalarinda HACCP Sisteminin Kurulusundaki Zorluklar1 Minimize Edilme
Calismasi,(Kiiglikler Holding,2010)

Catering Firmalarinin Menii Listelerine Yeni ve Ozgiin Yemek ve Tath Cesidi
Kazandirma Calismalari,( Kiiglikler Holding,2009)

Tiirk Tiiketicisine Yonelik Beslenme Ilkelerine Uygun Yemek Meniilerinin
Olusturulmasi ( Kiigiikler Holding,2008)

Swoot Analiz Yonteminin Gida Firmalarmmda Uygulanmasi,(Kiigiikler Holding,
2007)

Modifiye Atmosfer Altinda Gida Paketlemede Farkli Atmosfer Kullanim
Sonuglarimin Tespiti,(Uno-Due-Tre Makarna,2006)

Gida Koruyucusu Kullanmadan Paketlenmis Taze Makarnanin Raf Omriiniin
Artirma Caligmalari,(Uno-Due-Tre Makarna,2005)

Tiirk Tiiketici Damak Tadma Uygun italyan Tarzi Makarnalarin (tortellini, ravioli
vd.) Uretimi I¢in Arastirma — Gelistirme Calismalar1 (Uno-Due-Tre Makarna,2004)

Gorevler

Ogretim Gorevlisi, Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi, Saghk Bilimleri Fakiiltesi,
Beslenme ve Diyetetik Boliimii, 2015-

Ogretim Gorevlisi, Hali¢c Universitesi,2011-2015

Operasyon Bolge Miidiirii, Kiiciikler Holding A.S.,2007-2011

Operasyon Sorumlulugu, Personel Sevk ve Idaresi, Projelerin Uretim ve Hizmetinin
Saglanmasi, Miisteri Iliskileri, ISO 22000, ISO 9001,ISO 14001 ve OHSAS 18001
Sistem Kurulusu, Is¢i Sagligi ve Is Giivenligi Calismalar1

Uretim Miidiirii Depar Pazarlama Sanayi ve Ticaret A.S.,2003 — 2007

Uretim ve Personel Sorumlulugu, Fabrika Kurulusu, Makine ve Ekipman Yerlesimi,
Uretim Proseslerinin Hazirlanmasi, Uriinlerin Olusturulmasi, Uretim Izinlerinin
Alinmasi, Arastirma-Gelistirme Caligmalari

Uretim Sorumlusu, Platin Gida ve Pazarlama Dag. San. Tic. A.S.,2000 — 2003
Uretim Sorumlulugu, Uretim Planlamasi, ISO 9001 — 2000, HACCP Belgelendirme,
Uygulama ve Laboratuar Calismasi

Isletme Miidiir Yrd., Sun Catering Gida Turizm Org. ve Tic. Ltd. Sti,1998 —
2000

Uretim ve Personel Sorumlulugu, Uretim Planlamasi, Kalite, Hijyen

Damsmaliklar —Yar1 zamanh

Kalite ve Yonetim Damismani, Muhtelif Gida ve Diger Sektor Firmalar1,2007-
2011

Is Saghg ve Giivenligi Calismalar1,Gida Giivenligi Caligmalari, Sistem
Belgelendirme Caligsmalari(ISO 9001,ISO 22000,ISO 14001,0HSAS 18001)
Uretim Damsmani, Catering, Unlu Mamuller, Sekerleme ve Lokum, Sakiz
Firmalar1,2003 — 2007

Uretim Optimizasyonu, Uretim Izinlerinin Alinmasi, Kalite Sistem Calismas1
Ingilizce Ogretmeni, Arnavutkéy Endiistri Meslek Lisesi Istanbul,2003 — 2004
Kalite Yonetim Damismam, Emin Pastaneleri, 2000 — 2003

ISO 9001 ve HACCP Damigmanligi

162



Verilen Seminerler

Gastronomi , (Enka Okullar1),2012

Gida Giivenligi,(Ozel Italyan Lisesi),2011

Temel Is Saghigi ve Giivenligi Egitimi,(CarrefourSA, Medical Park Has.,
LCW,Coca-Cola ,Ekol Ofset ve Sinbo,Holiday Inn Otel,Grand Star Otel),2010-2013
Gida Teknolojisi ve Gida Giivenligi,(Fatih Universitesi, Binotek Kuliibii),2009

Seminer ve Sempozyum Katilim

Colyakla Yasam ve Glutensiz Beslenme, A¢1lis konusmasi ve konusmaci ,(Istanbul
Yeni Yiizy1l Universitesi),2016

Bariatrik Cerrahide Multidisipliner Yaklagimlar, (Istanbul Yeni Yiizyil
Universitesi),2016

Inovatif Girisimcilik Kursu, (istanbul Universitesi) ,2016

Gida, Metabolizma ve Saglik: Biyoaktif Bilesenler ve Dogal Katkilar Kongresi
,(Istanbul Teknik Universitesi),2016

Klinik Beslenme Giinleri I,Beslenme ve Molekiiler Mekanizmalar ,(Biruni
Universitesi),2016

Beyazit Yonetim Zirvesi '16, Gelecegin Finans, (Istanbul Universitesi) ,2016
Yéneticiler icin Karar Alma Teknikleri Konferansi, (Istanbul Universitesi) ,2016
Girisimcilik ve inovasyon Semineri, (istanbul Aydm Universitesi) ,2016

I11. Satmalma ve Tedarik Zinciri Yénetimi Konferansi,( Istanbul Universitesi),2015
Kiiltiir ve Edebiyat Sempozyumu , (Ozel Amerikan Robert Lisesi) ,2015

Bilimsel Arastirma Yontemleri, (Istanbul Aydin Universitesi) ,2015

Gida Miihendisligi 6.0grenci Kongresi, (Istanbul Aydin Universitesi) ,2015

Is Saghig ve Giivenligi Seminer Programu, (Is Saglhig ve Giivenligi Profesyonelleri
Dernegi) ,2015

Gida Misavirligi Sertifika Programi, (Gida Miihendisleri Odasi) ,2014
Uygulamali Yangin Egitimi , ( Mehmet Balbaloglu) ,2013

ISO 10002:2004 Miisteri Sikayetleri Yonetim Sistemi Bilgilendirme Semineri ,
(TMMOB Gida Miihendisleri Odas1 Istanbul Subesi) ,2013

Food Defense Semineri 2012, (Y1ldiz Holding Danismani, Cumhur Ertem) ,2012
Yasam Bilimlerinde Multidisipliner Ar-Ge ve Inovasyon Sempozyumu 2012,
(IUGEN) ,2012

GDO 2012 Sempozyumu, (Istanbul Univeritesi , BITYOGEM) ,2012

ISO 22000:2005, Gida Giivenligi Yonetim Sistemi Egitimi (Dan Stefenescu) ,2012
ISO 14001, Cevre Yonetim Sistemi I¢ Denetgi Egitimi (Firath Inal) ,2011

CRM, Miisteri iliskileri Yonetimi ve Rekabet Giiciine Etkisi (Dog.Dr. Hiiseyin
Kanibir) ,2011

ISO 9001:2008 Kalite Yonetim Sistemi I¢ Denetci Egitimi (Sistemer Bel.) ,2011
Patent Stratejileri ve TRIZ (Prof.Dr. Ruhi Kaykayoglu) ,2011

AB'ye Uyum Siirecinde Is Saglig1 ve Giivenligi Esaslar1 Egitimi (Firatli inal) ,2011
Is Giivenligi Uzmanlig1 (Calisma Sosyal Giivenlik Bakanligi, C Simfi) ,2010
1.Gida Giivenligi Kongresi, 2009

Liderlik ve Yoneticilik Egitimi,(Onur Hinger) ,2008

NLP Egitimi,(Oguz Saygin) ,2008

Kisisel Gelisim Egitimi,(Fast Forward Training) ,2007

Girisimcilik Egitimi,( Fortune Danigmanlik ),2004

HACCP Egitimi,(World Certification Service) ,2004

163



Son iki y1lda verdigi dersler

Akademik . Dersin Ady Haftahk Saati Ogrenci
Yil Teorik Uygulama  S2y1s!

2015-2016 Giiz Food Chemistry and Analysis 3 2 44
2015-2016 Giiz Food Service Management 3 41
2015-2016 Giiz Biostatistics and Research Tec. 3 41
2015-2016 Giiz Beslenmeye Giris 2 70
2015-2016 Bahar Saglikli Beslenme 3 25
2015-2016 ~ Bahar Food Micr. and Food Safety 2 2 44
2015-2016 Bahar Quality Systems 2 41
2015-2016  Bahar Introduction to Food Services 3 44
2015-2016 Bahar Public Health Training 41
2016-2017 Giiz Food Chemistry and Analysis 3 12
2016-2017 Giiz Food Sanitation 3 43
2016-2017 Giiz Scientific Research Met 3 43
2016-2017 Gliz Beslenmeye Giris 2 114
2016-2017 Bahar Food Micr. and Food Safety 2 2 13
2016-2017 Bahar Quality Systems 2 2 42
2016-2017 Bahar Food Service Management 3 13
2016-2017 Bahar Public Health Training 8 42
2016-2017 Bahar Stratejik Yonetim 2 26

164



