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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

TURKIYE’DEKI BAZI GELENEKSEL PROBiIYOTIK iCECEKLERIN
ANTIMIKROBIYAL ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Oluwaseun Temitope ALADEBOYEJE

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi Nazmiye Ozlem SANLI

Iyi beslenmeyi tesvik etmek, saghig iyilestirmek ve hastalik riskini azaltmak igin gelistirilen
fonksiyonel gidalarin tipik bir 6rnegi probiyotik tiriinlerdir. Probiyotik Urtnler antikarsinojenik,
antimutagenik, kolesterol diisiirme, laktoz intoleransini azaltma, bagisiklik sisteminin
modiilasyonuna yardimci olma gibi 6zelliklere sahiptir. Bu yararl faaliyetlerinin yanisira ticari
uruin olarak secgilmelerinde en 6nemli kriter olan antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler.

Probiyotik organizmalar organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi farkl
antimikrobiyal metabolitlerin sentezi vasitasiyla patojenleri inhibe edip faydali saglik etkilerini
gostermektedir.

Diinya genelinde, fonksiyonel gida pazarmin o6nemli bir kismini probiyotik gidalar
olusturmaktadir. Birka¢ calismada, geleneksel Tiirk igeceklerinin mikrobiyota bilesimi ve
bunlarin probiyotik 6zellikleri rapor edilmekle beraber, bu iceceklerin probiyotik igeriginin
antimikrobiyal aktivite degerlendirmelerine yonelik bir caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle,
Calismamizda boza, kefir, ayran, salgam suyu ve hardaliye olmak iizere bes farkli geleneksel
fermente TUrk igeceginin mikrobiyal kompozisyonu incelenerek, bu iceceklerden elde edilen
mikroorganizmalarin bazi1 standart insan patojenik bakteri ve mantar suglari iizerine
antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
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Probiyotik organizmalarin izolasyonu i¢in seri sulandirilmis igecek Orneklerinden
Lactobacillus bakterileri icin deMan Rogosa ve Sharpe (MRS) besiyerine; Bifidobakteriler igin
Bifidobacterium Selective Medium (BSM) besiyerine, Laktik streptokok bakterileri icin M17
Agar besiyerine ve mayalar icin Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyerlerine ekim
yapilmistir. MRS ve BSM besiyerleri anaerobik kosullarda 37 °C'de 72 saatlik inkiibasyonla
izole edilmistir. M17 ve SDA ise 28-30 °C'de 72 saatlik inkiibasyonla aerobik kosullarda izole
edilmistir.

Morfolojik olarak karakterize edilen bakteri izolatlar1 Bakteriyel Yapay Kromozom (BAC)
DNA’dan veri dizileme ile tanimlanmistir. Mikrobiyal analizi yapilan igecek &rneklerinden
izole edilen 22 tane probiyotik organizmanin seg¢ilmis yaygin insan patojenleri Uzerine
antimikrobiyal etkisi, spot-on-lawn (nokta-damlatma ekim) ve agar kuyu diftizyon yontemleri
ile degerlendirilmistir. izole edilen 18 adet farkli probiyotik izolatin, test edilen patojenlere
kars1 cesitli derecede antagonistik etki gosterdigi belirlenmistir. Izolatlar arasinda, en giiclii
antimikrobiyal etkiyi boza ve kefirden izole edilen probiyotik suslar gdstermistir.

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde “spot-on-lawn (nokta-damlatma ekim)” ydnteminin
daha etkin oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, antimikrobiyal aktivite gdstermeleri
probiyotiklerin secilmesinde en 6nemli kriterlerden biri olmakla beraber, bu organizmalarin
probiyotik katki olarak kullanimi igin tek basina yeterli degildir. Ileri ¢alismalarda diger
probiyotik 6zelliklerinin incelenmesi gerekmektedir.

Temmuz 2019, 70 sayfa.

Anahtar kelimeler: Probiyotik, Fonksiyonel gidalar, Antimikrobiyal aktivite, Fermente
geleneksel Turk icecekleri, Tirkiye

xii



SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFICACY OF SOME
TRADITIONAL TURKISH PROBIOTIC BEVERAGES

Oluwaseun Temitope ALADEBOYEJE

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Nazmiye Ozlem SANLI

Functional foods have been developed in order to promote good nutrition, improve health, and
reduce disease risk, and probiotics-containing products are a typical example of these functional
foods. Probiotic products have anticarcinogenic, antimutagenic, cholesterol lowering, lactose
intolerance alleviation effect, and help to modulate the immune system. Besides these beneficial
activities, they also have antimicrobial activity which is one of the most important selection
criteria for their use in commercial products.

Probiotic organisms exhibit beneficial health effects by inhibiting pathogens through the
synthesis of various antimicrobial metabolites such as organic acids, hydrogen peroxide and
bacteriocins.

Probiotic foods constitute a significant part of the functional foods market worldwide. A
number of studies have been reported to evaluate the microbiota composition of fermented
traditional Turkish beverages and their probiotic properties, but no studies have been
encountered which evaluate the antimicrobial activity of the probiotic contents of these
beverages.
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Therefore in our study, microbial compositions of five different fermented traditional Turkish
beverages namely boza, kefir, ayran, shalgam juice and hardaliye were examined and the
antimicrobial activities of the isolates against standard human pathogens were evaluated.

The beverage samples were diluted to 10 by a ten-fold serial dilution using % 0,5 sterile
peptone water. Aliquots were taken from the serially diluted samples and plated on the
appropriate selective media for the isolation of probiotic microorganisms. deMan Rogosa and
Sharpe (MRS) agar for lactobacilli; Bifidobacterium Selective Medium (BSM) agar for
bifidobacteria; M17 agar for lactic streptococci, and Sabouraud Dextrose Agar (SDA) was used
for yeast isolation. Lactic acid bacteria and bifidobacteria were isolated under anaerobic
conditions at 37 °C with 72 hours incubation in an anaerobic jar containing GasPak. Lactic
streptococci and yeasts were isolated at 28-30 °C under aerobic conditions with 72 hours and
3-5 days incubation respectively.

A total of 22 presumptive probiotic microorganisms were isolated from the analysed beverage
samples. The bacterial isolates were confirmed to be catalase negative and Gram positive. They
were further identified by bacterial artificial chromosome (BAC) data sequencing technique.
The morphologically characterized pure isolates were stored at -20 ve -86 ° C in the presence
of % 20 glycerol in their respective broth culture media until antimicrobial analyses.

The antimicrobial effects of the probiotic isolates against selected common human pathogens
were assessed using two different methods viz. spot-on-lawn and agar well diffusion assays.
Eighteen isolates displayed varying degrees of antagonistic effects against the tested pathogens.
Amongst the obtained isolates, the strongest antimicrobial effects were exhibited by those
probiotic strains isolated from boza and kefir.

Spot-on-lawn method was found to be more effective than the agar well diffusion method in
the evaluation of antimicrobial effects. Although antimicrobial activity is one of the most
important criteria in the selection of probiotics, it is not sufficient for their use as probiotic
additives. Other probiotic selection properties should be examined in further studies.

July 2019, 70 pages.

Keywords: Probiotics, Functional foods, Antimicrobial activity, Fermented traditional Turkish
beverages, Turkey
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1. GIRIS

Diinya genelinde insanlar lezzetli gidalar kadar sagliga olumlu etki saglayan fonksiyonel
gidalara da ihtiya¢ duymaktadir. Avrupa Birligi (AB)nin ortak eylemine gore, “Bir gidanin,
beslenme etkisinin otesinde, vicuttaki bir veya daha fazla hedef fonksiyonu faydali bir sekilde
ve yeterince etkiledigi ve/veya hastalik riskini azalttig1 kanitlanmigsa, fonksiyonel gida olarak
kabul edilebilir”. Bu fonksiyonel gidalar geleneksel yiyecekler, zenginlestirilip, gelistirilerek
modifiye edilmis yiyecekler, tedavi edici yiyecekler ve 6zel diyet kullanimina yonelik
yiyecekleri kapsamaktadir (Diplock ve dig., 1999; ADA, 2009). Bu fonksiyonel gidalar
arasinda da, yararli mikroorganizma igeren probiyotik gidalarin, en dikkat ¢geken ve genis grubu
oldugu ve insan hayatinin siirdiirtilmesinde onemli rol oynadigi bilinmektedir. Probiyotik
fonksiyonel gidalar, insan sagligina olumlu etkisi nedeni ile ilk sirada tercih edilmektedir

(Homayouni ve dig., 2012a).

Faydali ve zararli mikroorganizmalar arasindaki oran, konak¢i sagligini onemli olglide
etkilediginden, insan bagirsagindaki mikrobiyal denge ¢ok Onemlidir. Probiyotik hicreleri
bagirsakta belli bir seviyede tutmanin bir yolu, bu bakterileri i¢eren probiyotik yiyeceklerin
diizenli tiikketimi yoluyla bagirsaga probiyotik girisini saglamaktir. Probiyotik hiicre miktarini
bagirsakta korumanin bir baska yolu da, prebiyotiklerin diizenli tiiketilmesidir. Son yillarda,
probiyotik bakteriler, besin takviyesi olarak siit liriinlerine giderek daha fazla dahil edilmistir

(Homayouni ve dig., 2012b).

Probiyotik Urtinlerin antimikrobiyal aktivite, gastrointestinal enfeksiyonlarin tedavisi, akut
diyare, antibiyotikle iligkili diyare ve rotaviral diyare dahil olmak {izere insan sagligi iizerinde
bir takim yararh etkileri oldugu bilinmektedir. Dahasi, probiyotikler laktoz intoleransinin
azaltilmasina, enflamatuar bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesine ve tedavisine yardimer olup
anti-Helicobacter pylori aktivitesine, antikarsinojenik ve antimutagenik Ozelliklere sahiptir.
Ayrica, probiyotikler serum kolesteroliiniin azaltilmas1 ve bagisiklik sisteminin modiilasyonuna
yardime1 oldugu gibi, azorediiktaz ve nitrorediiktaz gibi bazi kolonik enzimlerin aktivitesini

azaltmaktadir (Ambalam ve dig., 2011).



Birkag¢ caligmada, geleneksel Tiirk igeceklerinin mikrobiyota bilesimi ve bunlarin probiyotik
Ozellikleri rapor edilmekle beraber (Hancioglu ve Karapinar, 1997; Gotcheva ve dig., 2000;
Arici ve Coskun, 2001; Garrote ve dig., 2001; Simova ve dig, 2002; Yuksekdag ve dig., 2004;
Witthuhn ve dig., 2005; Kocak ve Avsar, 2009; Kivanc ve dig., 2011; Tangiiler ve Erten, 2012;
Dogan ve Ozpmar, 2017), literatiirde bu iceceklerin probiyotik igeriginin antimikrobiyal
aktivite degerlendirmelerine yonelik bir caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, calismamizda
Turk probiyotik igecekleri salgam suyu, hardaliye, boza, kefir ve ayranin mikrobiyal
kompozisyonu incelenerek, bu igeceklerden elde edilen mikroorganizmalarin bazi standart

insan patojeni bakteri ve mantar suslari iizerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. FONKSIYONEL GIDALAR

Gidalarin ana rolii tiiketiciye memnuniyet ve saglik hissi verirken, insan viicudundaki
metabolik gereklilikleri karsilamak icin yeterli enerjiyi saglamaktir (Homayouni, 2008).
Bununla birlikte, beslenme gereksinimlerinin karsilanmasinin 6tesinde, besinler farkl
fizyolojik islevlere sahip olabilir ve bazi1 hastaliklarda zararli veya yararli rol oynayabilir
(Koletzko ve dig., 1998). lyi beslenmeyi tesvik etmek, saglhig iyilestirmek ve hastalik riskini
azaltmak i¢in fonksiyonel gidalar gelistirilmistir. “Fonksiyonel gida”, besin degerinin Gtesinde
hastalik onleyici ve/veya iyilestirici etkileri olan, recetesiz bir terapdtik yardim olarak kabul

edilebilir 6zel gidalar anlamina gelir (Hasler, 2002; Homayouni, 2008).

Bu bakimdan da fonksiyonel gidalarla siklikla kullanilan diger terimler “biyoterapétikler” ve
“nutrasotikler”dir. Biyoterapotik terimi ile memeli hiicreleri, viriisler ve bakteriler gibi canlt
organizmalar tarafindan iiretilen proteinler ve diger maddeler; nutrasétik terimi ile ekstre veya
gida olarak kronik bir hastaliga kars1 koruyucu veya fizyolojik yarar gosteren iiriinler ifade
edilmektedir. Saglik {izerine kanitlanan etkileri nedeni ile, fonksiyonel gidalar konusunda in

vitro ve in vivo arastirmalar her gecen giin kiiresel olarak artmaktadir (Hasler, 2002).

Gidalarin tedavi edici faydalar saglayabilecegi yeni bir kavram degildir. “Gida ilaciniz ve ilag
gidaniz olsun” kavrami, yaklagik 2500 yil o6nce tibbin babasi Hipokrat tarafindan
benimsenmistir. Fakat, “ilag olarak gida” felsefesi, 19. yiizyilda modern ila¢ tedavilerinin
ortaya ¢ikistyla nispeten belirsiz kalmigtir. 1900°lerde, hastaliklarin 6nlenmesi ve saglik destegi
olarak beslenmenin 6nemi tekrar glindeme gelmistir. Fonksiyonel gida kavrami ilk olarak
1980'lerde Japonya'da gelistirilmistir. Japon Saglik ve Sosyal Yardim Bakanligi, artan saglik
bakim maliyetlerini kontrol altina almak, yasam kalitesinin gelistirilmesi ve niifustaki yaslilarin
ortalama yasam siiresinin uzatilmasi amaciyla fonksiyonel gidalarin resmi olarak onay
politikasin1 baglatmigtir. 1991 yilindan itibaren bu gidalar “saglik kullanimina yonelik 6zel
gidalar “Foods for Specified Health Use” (FOSHU) olarak adlandirilmaktadir (Arai, 1996).

Temmuz 2002 itibariyle Japonya'da yaklasik 300 fonksiyonel gida {iriiniine “saglik kullanimina



yonelik 6zel gida” onay1 verilmistir (Hasler, 2002). Cesitli fonksiyonel gida tiirleri, Sekil 2.1'de

kisaca siiflandirilmaktadir.

Fonksiyonel

5
g
E
=
g

Sekil 2.1: Fonksiyonel gidalarin siniflandirilmasi (Homayouni ve dig., 2012a)

2.2. PROBiYOTIiK KAVRAMI

Yunanca “yagam i¢in” anlamina gelen probiyotikler, yeterli miktarlarda uygulandiginda
konakta bir saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir
(FAO/WHO, 2001).

Laktik asit fermentasyonunun insan sagligi iizerindeki yararli etkileri konusundaki bilgiler tarih
oncesi devirlere dayanmaktadir. Incil, Yaratilis 18: 8°de Ibrahim’in fermente eksi siit tiikettigini
ve konuklarmna ikram ettigini belirtmektedir. Tarih 6ncesi devirlerdeki insanlarin uzun dmarli

olmalar1 kismen veya tamamen fermente edilmis probiyotik tiriinlerin normal tiiketimlerine



atfedilmektedir. Ayrica, ilk defa Mezopotamya'da Uretilen Tiirk kékenli yogurdun, tarihgesi de
bes bin yil éncesine dayanmaktadir. Baz1 kayitlar M.O. 2000 ile 3000 yillar arasinda siit,
tereyagi ve peynir gibi fermente siit tirinlerinin Misirlilar, Hintliler, Yunanlilar ve Romalilar
gibi farkli toplumlarda yaygin olarak kullanildigini géstermistir (Caramia ve dig. 2008). Eski
Yunanistan ve Roma'da, cocuklar ve nekahat dénemindekiler icin fermente sut tlketimi
onerildigi bilinmektedir. Blyik Pliny adli Roman doga arastirmaci da bagirsak sorunlarini

tedavi etmek icin fermente siit tiiketimini dnermistir.

Paris, Pasteur Enstitiisii'nde c¢ocuk doktoru ve arastirmaci olan Henry Tissier, sindirim
sistemlerinde bol bifidobakteriye sahip bebeklerin daha az diyare problemi ve gastrointestinal
sorun yasadiklarmi bildirmistir. Aksine, diyareli ¢ocuklarin digkilarinda bifidobakterilerin
sayisinin az oldugu tespit edilmistir. Dolayistyla, saglikli bir bagirsak florasinin onarilmasina
yardimci olmak icin bu bakterilerin diyare hastalarina uygulanabilecegini 6ne siirmiistiir

(Tissier, 1906).

Yine Pasteur Enstitiisii'nde ¢alisan immiinolog Eli Metchnikoff, laktik asit bakterilerinin (LAB)
bagirsak otointoksikasyonuna karsi bir tiir koruma sagladigini 6ne siirmiistiir. Metchnikoff,
bagirsak hastaliklarini iyilestirmek icin yararli mikroplar ile zararli mikroplarin ikame
edilebilecegini tespit eden arastirmasiyla 1908 yilinda tip alaninda Nobel Odiilii almistir.
Bulgaristan'in kirsal kesiminde yasayan bireylerin siddetli yoksulluk ve elverissiz iklim
kosullarina ragmen, zengin Avrupalilara nazaran uzun yasadiklarin1 ve fermente siit iiriinlerini
diizenli olarak igtiklerini tespit etmistir. Metchnikoff, fermente siit iiriinlerinde bulunan laktik
asit bakterilerinin bagirsaktaki toksin iireten bakterilerin azalmasina sagladigini ve bu durumun
da konak¢inin dmriinii uzattig hipotezini 6ne stirmiistiir. Bu hipotez giiniimiizdeki probiyotik

kavrami temelini olusturmustur (Metchnikoff, 1908).

Yuzlerce mikrobiyal tiir insanlarla iliskili olarak ciltte, agizda, bagirsak ve vajinal yollarda
yasamaktadir. Bakteriyel popiilasyonlarin insan viicudunun tiim bélgelerinde 10'* hiicreye
ulastign tahmin edilmektedir (Tannock, 1994; Mountzouris ve Gibson, 2003). Insan
bagirsagindaki mikrobiyal hiicrelerin sayisi, yetiskin viicudundaki hiicrelerin sayisindan 10 kat

daha fazladir (Mountzouris ve Gibson, 2003).

Insan bagirsak sistemi, karmasik bir mikroorganizma ekosistemi igerir. Gastrointestinal

sistemde 400'den fazla bakteri tiirii bulunup, kolonik materyalin net agirliginin yaris1 bakteriyel



hiicrelerden kaynaklanmaktadir (Tannock, 1999). Kalin bagirsaktaki (kolon) bakteri
popiilasyonu ¢ok yiiksektir ve 10'? kob (koloni olusturan birim)/g sayisina ulasabilir. Ince
bagirsakta bakteri icerigi sadece 10*-10® kob/g seviyede oldukca diisiiktiir. Mide suyunun
diisik pH’ya sahip olmas: nedeniyle, mide suyunda sadece 10'-10° kob/ml bakteri
bulunmaktadir (Tannock, 1999; Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001b).

Insan bagirsagidaki mikrobiyota dinamiktir ve insan gelisimi sirasinda degistigi bilinmektedir.
Yaslanmadan kaynaklanan degisikliklere ek olarak, bireyin genetik gecmisi, beslenme
aliskanliklar1 ve saglik durumuna bagli olarak da mikrobiyota icerigi degisebilir. Ornegin,
antibiyotiklerin  kullanimi, bagirsak mikrobiyotasinin dengesine zarar verebilir; hatta
bifidobakterilerin ve laktobasillerin sayisinin azaltilmasina ve klostridia'nin artmasina neden
olabilir. Bu dengesizlik devam ederse yaslilar ve bagisiklik yetersizligi olan kisilerde diyareye
neden olabilir (de Carvalho ve dig., 2012).

Saglikli bir konakg¢ida, bagirsak mikrobiyota {liyeleri arasinda potansiyel patojenik ve patojen
olmayan organizmalar arasinda bir denge vardir. Bakteri enfeksiyonu durumunda bu denge
bozulabilir ve mikrobiyal bilesimde siklikla dramatik degisikliklere yol acabilir. Bakteriyel
enfeksiyonlarin ¢ogu i¢in, spesifik olmayan (genis spektrumlu) antibiyotikler kullanilarak hem
patojenik hem de patojenik olmayan iiyeler oldiiriiliir. Bu olay saglikli bagirsak
mikrobiyotasinin onariminda ciddi bir gecikmeye yol acabilir. Yasam boyunca saghkli ve
dengeli bagirsak mikrobiyotasinin siirdiiriilmesi, sagligin korunmasi ve uzun Omiirliiliige
yardimct oldugu disiiniildiigiinden bagirsak mikrobiyota dengesinin onarimi son derecede

onemlidir (Reid ve dig., 2011).

Bagirsak mikrobiyotasi ve bunlarin etkilesimleri hakkindaki bilgi, bagirsakta bulunan normal
bakterilerin uyarimi ve korunmasina yonelik gida stratejilerinin gelistirilmesine yol agmistir
(Gibson ve Fuller, 2000). Probiyotikler, ekosistemdeki diger bakterilere karsi rekabet avantaji
gostermesi  kosuluyla bagirsak mikrobiyotasinin  bilesimini  secici olarak modifiye
edebilmektedir (Crittenden, 1999). Baska bir deyisle, bagirsak mikrobiyota dengesini
gelistirmeye yardimei olmak, tercih edilen mikroorganizmalarin biiyiimesini tesvik etmek,
potansiyel olarak zararli bakterileri uzaklastirmak ve viicudun dogal savunma mekanizmalarini
guclendirmek icin, insan diyetine probiyotik mikroorganizmalar ve prebiyotikler eklenebilir

(Homayouni, 2008; Homayouni ve dig., 2012b; de Carvalho ve dig., 2012). Lactobacillus ve



Bifidobacterium cinsi bakteriler, fermente edilmis ve fermente edilmemis {irtinlerin iiretiminde

kullanilan en yaygin probiyotik bakteriyel hiicrelerdir (Homayouni ve dig., 2012b).
2.2.1. Prebiyotikler ve Sinbiyotikler

Prebiyotik ve sinbiyotik, probiyotiklerle iligkili tamamlayict iki terimdir. Prebiyotikler,
gastrointestinal sistemde bulunan sinirli sayidaki yararlit mikroorganizma aktivitesinin ve/veya
bliylimesinin uyarilmasi yoluyla konak¢inin saglik durumunu iyilestiren sindirilmeyen gida
bilesenleridir (Gibson ve Roberfroid, 1995). Her ne kadar prebiyotikler bazi dogal iiriinlerde
bulunsa da, saglik ve besin degerlerini iyilestirmek icin gidalara eklenebilir. Kuskonmaz, muz,
hindiba kokii, sogan, sarimsak, domates ve yer elmasi frukto-oligosakkaritler (FOS) ve laktuloz
prebiyotikleri bakimindan ¢ok zengindir. Rafinoz ve stakiyoz prebiyotikleri ise dogal olarak

fasulye ve bezelyede bulunmaktadir (Das ve dig., 2012).

Sinbiyotikler, sinerjik olarak davranan probiyotik ve prebiyotiklerin bir kombinasyonudur ve
canli mikrobiyal besin takviyelerinin konagin gastrointestinal sistemine yerlesimini, sistemde
hayatta kalmasini arttirarak konagin sagligini gelistirir (Gibson ve Roberfroid, 1995; Andersson
ve dig., 2001). “Lactobacillus+inulin”;  “Bifidobacterium+Lactobacillus+inulin”;
“Bifidobacterium, Lactobacillus+Streptococcus + frukto-oligosakkaritler”;
Bifidobacterium+Lactobacillus+oligo-fruktoz” beslenmede kullanilan tipik sinbiyotik

kombinasyon érnekleridir (Olveira ve Gonzéalez-Molero, 2016).
2.2.2. Fonksiyonel Gida Piyasasinda Probiyotiklerin Durumu

Son zamanlarda tiim diinyada gelistirilen antioksidanlar, izoflavonlar, fitosteroller,
antosiyaninler ile zenginlestirilmis, yagi/sekeri/tuzu azaltilmis triinler ve probiyotik,
prebiyotik, simbiyotik gidalar olarak iiretilen ¢ok ¢esitli fonksiyonel gida vardir. Bu gidalar
arasinda da probiyotik fonksiyonel gidalar, insan sagligina olumlu etkisi nedeni ile ilk sirada

tercih edilmektedir (Homayouni ve dig., 2012a).

Son yillarda 500'den fazla probiyotik gida {iriinii kiiresel piyasada yer almistir ve bu say1 her
gecen giin artmaktadir (Begum ve dig., 2017). Giiniimiizde meyve-sebze sulari, siit, eksi siit,
yulaf esasli iiriinler ve dondurmalarda ticari olarak yer alan probiyotikler, bilimsel ¢evrelerin
yani sira tiiketicilerin de dikkatini ¢gekmektedir (Sveje, 2007; Gupta ve Abu-Ghannam, 2012).

Mayonez, et bazli iiriinler, peynir ve peynir bazli iiriinler yeni gelistirilen probiyotikli gidalardir



(Ong ve dig., 2006; Morelli, 2007; Sveje, 2007). Diinya genelinde, 2000 yilinda 33 milyar dolar
olan fonksiyonel gida pazari, 2013'te 176.7 milyar dolara ylikselmistir ve toplam gida pazarinin
% 5'ini olusturmaktadir (Hennessy, 2013). Probiyotik gidalarin ise toplam fonksiyonel gida
pazarinin yaklasik % 60-70’ini olusturdugu tahmin edilmektedir (Kolozyn-Krajewskaa ve
Dolatowski, 2012). Tablo 2.1°de genel olarak tanimlanan probiyotik mikroorganizmalarin

ornekleri gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Genel olarak tanimlanan probiyotik mikroorganizmalar (Kaur ve dig., 2002; Senok ve dig.,
2005; Shah, 2007; de Vrese ve Schrezenmeir, 2008; Ranadheera ve dig., 2017)

Lactobacillus tiri Bifidobacterium tiru Diger tiirler

L. acidophilus B. bifidum Escherichia coli Nissle

L. casei B. breve Saccharomyces boulardii

L. crispatus B. infantis Saccharomyces cerevisiae

L. delbrueckii subsp. bulgaricus 2 B. longum Kluyveromyces lactis

L. fermentum B. lactis Streptococcus thermophilus @

L. gasseri B. animalis S. cremoris

L. johnsonii B. adolescentis S. diacetylactis

L. paracasei B. essensis S. intermedius

L. plantarum B. laterosporus S. salivarius

L. reuteri Enterococcus feacium ?

L. rhamnosus Propionibacterium freudenreichii
L. helveticus P. freudenreichii subsp. shermanii
L. lactis P. jensenii

L. sporogenes Pediococcus

Leuconostoc lactis subsp. cremoris
L. lactis subsp. lactis
Bacillus cereus

Clostridium butyricum

2 Gastrointestinal gegis sirasinda zayif sagkalim nedeniyle probiyotik aktiviteleri hakkinda hala tartisma vardir; ® Potansiyel
patojenite ve vankomisin direnci nedeniyle giivenlik kaygilar1 s6z konusudur.

Fonksiyonel gida pazarinda, en sik kullanilanlar Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp.
suslaridir (Tablo 2.2).



Tablo 2.2: Ticari tirtinlerde kullanilan probiyotik bakteri suslari (Yeung ve dig., 1999; Mercenier ve
dig., 2003; Prado ve dig., 2008; Vasiljevic ve Shah, 2008; Figueroa-Gonzalez ve dig., 2011).

Suslar Mensei/Uretici
L. acidophilus NCFM Nestle, Switzerland
L. johnsonii LA1 (NCC 533) Nestlé (Lausanne, Switzerland)

L.

L
L
L
L

L
L
L
L
B
B
L
L
L
L
B
L.
L
L
B
B
L
B
B
L
L
L

. acidophilus 145

. fermentum RC-14

. rhamnosus GR-1

. acidophilus NCFM

. lactis HNO19

. animalis DN-173 010

. casei DN-114 001

. casei CRI-431

. acidophilus LA-1 (same as strain LA-5 sold in Europe
. paracasei CRL431

. animalis spp. lactis Bb12
acidophilus DDS-1

. reuteri SD2112 (same as MM2)
. casei Shirota

. breve strain Yakult

. longum BB536?

. acidophilus SBT-20622

. longum BB536

. longum SBT-2928?

. reuteri MM53

. plantarum 299V

. rhamnosus 271

rhamnosus LB21
actococcus lactis L1A
. salivarius UCC118
. rhamnosus GG?

. casei F19

Danlac, Canada

Urex Biotech (London, Ontario, Canada)

Urex Biotech (London, Ontario, Canada)

Danisco, France

Danisco, France

Danone (Paris, France)

Danone (Paris, France)

Chr. Hansen, USA

Chr. Hansen, Inc. (Milwaukee, Wis.), USA

Chr. Hansen, Inc. (Milwaukee, Wis.), USA

Chr. Hansen, Inc. (Milwaukee, Wis.), USA
Nebraska Cultures, Inc. (Lincoln, Neb.)

Biogaia (Raleigh, N.C.)

Yakult (Tokyo, Japan)

Yakult (Tokyo, Japan)

Morinaga Milk Industry Co., Ltd. (Zama-City, Japan)
Snow Brand Milk Products Co., Ltd. (Tokyo, Japan)
Snow Brand Milk Products Co., Ltd. (Tokyo, Japan)
Snow Brand Milk Products Co., Ltd. (Tokyo, Japan)
BioGaia, Sweden

Probi AB (Lund, Sweden)

Probi AB (Lund, Sweden)

Essum AB (Umed, Sweden)
Essum AB (Umed , Sweden)
University College (Cork, Ireland)
Valio Dairy (Helsinki, Finland)

Arla Food, Denmark

8Suslar, Japonya'da Belirlenmis Saglik Kullanimina Yénelik Gidalar (FOSHU) durumu verilmistir
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2.2.3. insanlarda Probiyotiklerin Kullanim ve Giivenligi

Bugiine kadar edinilen bilgiler, probiyotik bakteriler arasinda laktobasillerin insanlar igin risk
olusturmadan en yaygin kullanima sahip oldugunu gostermektedir (Saxelin ve dig., 1996;
Naidu ve dig., 1999). Lactobacillus, Bifidobacterium veya Lactococcus cinsi probiyotiklerin
patojenik veya viriilans Ozellikleri bulunmadigi belirtilmekle beraber (Aguirre ve Collins,
1993), Gida ve Tarim Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii (2001) uzman konsiiltasyonu, belirli
kosullar altinda baz1 Lactobacillus suslarinin ender goriilen bakteriyemi vakalari gibi olumsuz
etkilerle iligkili oldugunu belirtmistir (Saxelin ve dig., 1996). Bununla birlikte, Finlandiya’da
yiiriitiilen sistematik epidemiyolojik bir ¢caligmanin verilerine gore, probiyotik laktobasillerin
kullaniminin artisiyla iliskili bakteriyemi vakalarinda artisin s6z konusu olmadig belirtilmistir

(Salminen ve dig., 2001).

Diger yandan, Enterococcus spp. gibi bazi laktik asit bakterilerinin viriilans 6zelliklerine sahip
olabilecegi, bu nedenle enterokoklarin probiyotik olarak insanlar tarafindan kullanilmamasi da

onerilmektedir (FAO / WHO, 2001).

Probiyotik gida iirlinlerinin tibbi etkinligi, birey tarafindan tiiketilen iiriiniin mililitre veya
gramindaki aktif/canli hiicre sayisina baglidir (Korbekandi ve dig., 2011). Tiiketicinin
probiyotik gida iirtinlerine olan giivenini korumak i¢in, {iretim sirasinda ve {riiniin raf omri
siresinde probiyotiklerin yiiksek oranda hayatta kalma oraninin korunmasi saglanmalidir (Cruz

ve dig., 2010).

Probiyotik gida iiriinlerinde ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan énerilen minimum
probiyotik mikroorganizma sayis1 10® kob/ml'dir ve bu uriinlerin son tiiketim tarihinde de bu
say1y1 karsilamasi beklenmektedir (Boylston ve dig., 2004). Buna gore, tiiketiciye faydali etki
icin minimum probiyotik hiicre dozu giinde 108-10° mikroorganizma olarak kabul edilir. Bu da
mililitre veya graminda 10°-10 canl1 hiicre igeren 100 g Ur(in tiiketilmesine tekabil eder (Knorr,
1998; Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001a; Karimi ve dig., 2011).

Probiyotik organizmalar faydali saglik etkilerini, besinler i¢in rekabet, adezyon ve organik
asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosinler gibi farkli antimikrobiyal metabolitlerin sentezi gibi
mekanizmalardan biri veya birkacinin kombinasyonu ile antimikrobiyal etki olarak

sergileyebilirler (Pithva ve dig., 2011).
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2.2.4. Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri ve Secilme Kriterleri

Bilinen ve arastirilmaya devam edilen yararli etkileri nedeniyle ilgi ¢eken mikroorganizmalarin
probiyotik olarak kabul edilebilmesi ve probiyotik endiistrisinde kullanilabilmesi i¢in bazi

kriterleri saglamas1 gereklidir.

Probiyotik susun en 6nemli 6zelliklerinden biri, genel olarak glvenli gérilmesi [“generally
regarded as safe” (GRAS)] ve insan saghigi iizerinde yararli etkiler yaratmasidir. Ideal bir
probiyotik susu 6zellikle insan kullanimina yonelik ise, insan kaynakli olmal1 ve prebiyotikleri
fermente edebilmelidir. Konak¢1 organizmada patojenik, toksik, mutajenik ve kanserojenik
olmamalidir. Insan bagirsak epitel hiicrelerine baglanarak kolonize olabilmeli ve enflamatuar
etkileri olmadan imman uyarimi destekleyebilmelidir. Mide ve ince bagirsaktan gegiste yeterli
sayida hayatta kalabilmesi icin, asidik ve alkali kosullara, bagirsakta bulunan lizozim gibi
enzimlere ve sindirim sirasinda {iretilen toksik metabolitlere karsi dayanikli olmasi
gerekmektedir (Saarela ve dig., 2000; Homayouni ve dig., 2008). lyi iireme dzelliklerine sahip
olmal1, bakteriyosinler gibi antimikrobiyal maddeleri tiretmeli ve patojenlere kars1 antagonistik
olmalidir. Ozellikle antibiyotik direnci bakimindan, plazmid transfer mekanizmasi olmadan
genetik olarak stabil olmalidir. Ayrica, probiyotikler isleme ve depolama sirasindaki yasama
kabiliyetinin siirdiiriilmesi, {irtinlerde uygulama kolayligi ve gidanin fizikokimyasal islenme

kosullarina direng gibi diger istenen 6zellikleri de sunmalidir (Prado ve dig., 2008).
2.2.5. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalar:
2.2.5.1. Bagirsaklara Tutunma ve Kolonizasyon

Lactobacillus casei GG, L. acidophilus, L. plantarum ve bazi Bifidobacterium tiirleri dahil
olmak tiizere bazi probiyotiklerin insan hiicre hatlarina kuvvetle tutunabildikleri gosterilmistir

(Romond ve dig., 1997).
2.2.5.2. Besinler icin Rekabet ve Antimikrobiyal Maddelerin Uretimi

Probiyotik suslar, fermentasyon igin gerekli olan ayni zamanda ortamda sinirli miktarda
bulunan besinler i¢in rekabet ederek patojenik organizmalari daha fazla inhibe eder. Ayrica
organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosinler gibi antimikrobiyal metabolitleri salgilarlar.

Ornegin, laktik asit bakterileri laktik asit ve diger organik asitleri iiretir, bdylece ortamin pH'sini
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diistiriir ve sonug olarak bakteriyel patojenlerin Uremesini inhibe eder (Saarela ve dig., 2000;
Sharma ve Saharan, 2014).

2.2.5.3. Mukozal ve Sistemik Konak¢1 Bagisikliginin Uyarilmast

Hayvan ¢aligmalarindan, probiyotik organizmalarin mukozal ve sistemik bagisiklik sistemini
modiile edebildigine dair 6nemli kanitlar elde edilmistir. Konakg¢1 bagisikliginin uyarilmasinda,
mikroorganizmalarin bagirsak hiicrelerine yapismasi ve bagirsakla iliskili lenfoid doku ile
etkilesime girme yeteneginin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Galdeano ve Perdigon, 2006). Ek
olarak probiyotiklerin, pro-karsinojenlerin seviyelerini arttirabilen belirli bakteriyel enzimlerin
aktivitesini yok ederek hayvanlarda kolon kanseri riskini azalttig1 da belirtilmektedir (de Vrese

ve Schrezenmeir, 2008).
2.2.6. Probiyotikler Tarafindan Uretilen Antimikrobiyal Bilesikler

Probiyotik suslar ayni nisi paylasan diger mikroorganizmalara dogal bir rakip olarak organik
asitler, etanol, hidrojen peroksit, birka¢ enzim ve bakteriyosin gibi ¢esitli antimikrobiyal
bilesikleri tretme kabiliyetine sahiptir (De Vuyst ve Leroy, 2007; Vasiljevic ve Shah, 2008).

Bunlar arasinda 3 ana bilesigin dikkate alinmas1 gerekmektedir:

1. Organik asitler: LAB tarafindan iiretilen laktik, asetik ve propiyonik asitler ortamin pH
degerini diisiirerek, patojenik ve/veya bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin gelisimini
engeller (Caplice ve Fitzgerald, 1999). Probiyotikler tarafindan firetilen organik asitlerin
genellikle, hiicre zar1 fonksiyonunu engelleme, aktif transportu inhibe etme, hiicre i¢i pH'y1
diisiirme ve gesitli metabolik fonksiyonlari inhibe etme ile antimikrobiyal etkileri gosterdikleri
diistiniilmektedir (Ross ve dig., 2002). Bu bilesikler farkli etki mekanizmalarina sahip
oldugundan, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterileri, ayrica maya ve kiifleri inhibe

etmektedir (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

2. Hidrojen peroksit: Lactobacillus tiirleri tarafindan iiretilen hidrojen peroksitin normal
vajinal floranin spesifik olmayan antimikrobiyal savunma mekanizmasi olabilecegi
diistiniilmektedir (Reid ve Burton, 2002). Hidrojen peroksit hem Gram pozitif hem de Gram

negatif organizmalari inhibe eder (Pithva ve dig., 2011).
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3. Bakteriyosinler: Son zamanlarda yapilan yayinlar, bazi bagirsak laktobasili ve
bifidobakterilerin bakteriyosin adi verilen bakteriyel patojenlere karsi aktif maddeler
urettiklerini ortaya koymustur (De Vuyst ve Leroy, 2007; Pithva ve dig., 2011; Yang ve dig.,
2014). Bakteriyosinler, yakindan iligkili tiirlere kars1 antimikrobiyal aktivite gdsteren ribozomal
olarak sentezlenmis peptitler olup, biyolojik olarak aktif proteinler veya protein kompleksleri
olarak tamimlanir ve farkli bakteri gruplar tarafindan iretilmektedir (Reis ve dig., 2012).
Bununla birlikte, nisin gibi laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bazi bakteriyosinlerin,
sadece yakindan iligkili tiirleri degil ayn1 zamanda gida kaynakli patojenlere kars1 da etkili
oldugu bilinmektedir (Tagg ve Dajani, 1976).

“Bakteriyosin” terimi, ilk kez 1953'te Escherichia coli'den elde edilen kolisin tipi protein
antibiyotiklerini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Jacob ve Lwoff, 1953). Ayrica, Tagg 1991
yilinda E. coli tarafindan tiretilen kolisinleri Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen
antimikrobiyal proteinlerden ayirt edebilmek igin “Bakteriyosin-benzeri inhibe edici maddeler
(BLIS)” terimini de 6nermistir. Ancak giinimlzde, Gram pozitif veya Gram negatif kdkenli
olmasma bakilmaksizin farkli bakteri gruplari tarafindan {iretilen c¢esitli antimikrobiyal
bilesikleri tanimlamak i¢in bakteriyosin terimi kullanilmaktadir (Tagg ve Dajani, 1976;

Hechard ve Sahl, 2002).

Bakteriyosinlerin, Pseudomonas spp., Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli, Vibrio spp., Shigella spp. ve Aeromonas
spp. gibi Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri inhibe edebildigi bilinmektedir (De Vuyst ve
Leroy, 2007; Karpinski ve Szkaradkiewicz, 2013). Bakteriyosinler, duyarl hiicreler iizerinde
bakterisidal veya bakteriyostatik etki gosterebilir. Etkinin sidal veya statik olmasi,
bakteriyosinin dozu ve saflik derecesi, indikator hiicrelerin fizyolojik durumu (biiyiime fazi) ve
sicaklik, pH, diger antimikrobiyal bilesiklerin varlig1 gibi ¢esitli faktorlerden biiyilik 6l¢iide
etkilenmektedir (Yang ve dig., 2014).

Bakteriyosinlerin sekonder metabolitler olan konvansiyonel antibiyotiklere kiyasla en 6nemli
avantajlari, birincil metabolit olmalar1 ve nispeten basit biyosentez mekanizmalarina sahip
olmalaridir. Bu 6zellik, bakteriyosinlerin, hedef mikroorganizmalara kars1 aktivitelerini veya
ozgiilliiklerini arttirmak i¢in biyomiihendislik yoluyla kolayca uyum saglayabilmelerini temin
etmektedir (Perez ve dig., 2014). Ayrica, klasik antibiyotiklerle karsilastirildiginda, genellikle
giivenli maddeler (GRAS) olarak kabul edilir. Bakteriyosinler protein yapida oldugundan
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proteolitik enzimlerle degrade olup, aktivitesini yitirebilmektedir (De Vuyst ve Leroy, 2007;
Perez ve dig., 2014), bu sayede Okaryotik hiicrelere karsi ne aktif ne de toksiktir, bu nedenle

bagirsak mikrobiyotalar iizerinde ¢ok az etkisi vardir.

Bakteriyosinlerin ¢ogu, membran gegirgenligini bozarak veya esansiyel enzimlere etki ederek
duyarl bakterileri 6ldiiriir. Nisin bakteriyosini, hiicre duvari Onciisii olan lipit II ile bir
kompleks olustururarak hiicre duvar1 biyosentezini inhibe eder (Annou ve dig., 2007). Ayrica,
bakteriyosinler genellikle 1s1l direnclidir bu sayede pastorizasyon ve sterilizasyondan sonra
antimikrobiyal aktiviteleri siirebilir. Diger yandan, bu proteinler birgok gida kaynakli patojenik
ve bozulmaya neden olan bakteriye karsi nispeten genis bir antimikrobiyal spektruma
sahiptirler. Bu avantajlar1 sayesinde, bakteriyosin iireten suslar, fermente edilmis gidalarin
giivenlik ve kalitesini arttirmak ic¢in starter kiiltiirlerinin bir parcast veya ilave olarak
kullanilabilir. Son zamanlarda, diisiik konsantrasyonlarda etkili olduklar1 ve gidaya
eklendiklerinde duyusal kaliteyi degistirmedikleri i¢in, gida endiistrisindeki kimyasal
koruyucularm yerini almaya baslamislardir (Zacharof ve dig., 2013). Ornegin, Lactococcus
lactis tarafindan {iretilen nisin, koruyucu olarak kullanilan giivenli bakteriyosinlerdendir
(Fawzya, 2010).

2.3. TURKIYE’YE OZGU FERMENTE PROBIYOTIK iCECEKLER

Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde iiretilen ¢esitli geleneksel fermente gidalar ve igecekler
bulunmaktadir. Salgam suyu, hardaliye, boza, ayran ve kefir en ¢ok bilinen geleneksel Turk
fermente alkolsiiz igecekleridir. Salgam suyu ve hardaliye sebze, meyvelerden, ayran siit veya
yogurttan laktik asit fermentasyonu ile iiretilirken; boza ve kefir ise hem alkol hem de laktik

asit fermentasyonu ile sirastyla tahillardan ve siitten tiretilir (Altay ve dig., 2013).
2.3.1. Calismada Kullamilan Tiirk Fermente icecekleri

Tablo 2.3’te ¢alismada kullanilan fermente i¢eceklerin besin degerleri, ham maddeler, {iriin

Ozellikleri ve mikrobiyota ve/veya probiyotik kompozisyonu gosterilmektedir.
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Tablo 2.3: Fermente geleneksel Tiirk probiyotik i¢eceklerinin 6zeti (Baschali ve dig., 2017)

cecek | Besin bilgileri Duyusal Substrat Probiyotik/Mikrobiyota Kaynaklar
ozellikleri Kompozisyonu

Her 100 g: yag Efervesan Her tdrld | Lactobacillus brevis, L. | Marsh ve dig.,

1.5g, protein 3.0— | siit,  Eksi, | sit (inek, | acidophilus, L. kefiri, L. | 2014; Guzel-

3.49g ve laktoz hafif asidik | keci, deve, | bulgaricus, L. plantarum, | Seydim ve dig.,
2.0-3.5¢, laktik ve alkolll, | koyun ve | L. casei, L. kefiranofaciens, | 2010; Kesmen ve

asit 0.6— viskoz, bufalo) L. helveticus, L. buchneri, | Kacmaz, 2011;

1.0ml1/100ml, kendinden sitl); soya | L.  caucasicus,  Strep. | Yuksekdag ve

vitaminler: B1, karbonatli, sutd, thermophilus, S. durans, | dig., 2004;

B12, B6, K, elastik hindistan Leuconostoc Kabak ve Dobson,
= askorbik, folik kivam  ve | cevizi  ve | mesenteroides, 2011; Ozdestan ve
N asit, amino asitler, | dizgiin piring siitii | Lactococcus  lactis, L. | Uren, 2010; Altay

Mg, Ca, P kremal:. cremoris, Bifidobacterium | ve dig., 2013

Algilanabilir bifidum, Pediococcus
maya acidilactici, Kluyveromyces
aromasl, tart marxianus K. lactis,
tadi, beyaz Candida inconspicua, C.
renkli, hafif kefyr, S. cerevisiae,
képukli dst. Cryptococcus humicolus

Yag (% 0.1-3), | Diisiik Inek  siitii | Streptococuus Altay ve dig.,

protein  (%1-44— | viskoziteli veya yogurt | thermophilus, 2013; Marsh ve
S 3.48), tuz (% | vealkolsiz Lactobacillus  delbrueckii | dig., 2014; Kocak
z 0.17-1.75), subsp. Bulgaricus ve Avsar, 2009;

yuksek  vitamin Kabak ve Dobson,

icerigi ve Ca 2011

Laktik asit, Kolloid Dar1  unu, | Lactobacillus plantarum, L. | Blandino ve dig.,

karbonhidrat, slispansiyon | musir, brevis, L. acidophilus, L. | 2003;

protein, vitaminler | u,  Viskoz | cavdar, fermentum, L. coprophilus, | Gotcheva ve dig.,

ve piridoksin, stvi,  hafif | yulaf  ve | Lactococcus sp., | 2000;

riboflavin, tiamin | tathh  veya | arpa  unu | Leuconostoc Kabak ve Dobson,
< ve nikotinamid eksi tat, | veya mesenteroides, 2011; Marsh ve
g soluk  sari, | Bugday ve | Leuconostoc reffinolactis, | dig., 2014; Arici

asidik ve | pirin¢ irmik | Pediococcus sp., Sacch. | ve Daglioglu,

alkolli koku cerevisiae, Candida | 2002; Altay ve
glabrata, Candida | dig., 2013; Prado
tropicalis, Geotrichum | ve dig., 2008;
candidum, Geotrichum | Todorov ve dig.,
penicillatum 2008

Antioksidanlar, Asidik, Kirmizi Lactobacillus paracasei, L. | Arici ve Coskun,

fenolik igerigi, alkolsiiz, Uzum suyu | brevis, L. acetotolerans, L. | 2001;

@ Sinigrin (hardal tzumlerin ve posasl casei ssp. | Kabak ve

= tohumlarindan) orijinal rengi Pseudoplantarum; L. | Dobson,  2011;

= pontis, L. sanfranciscensis | Coskun ve Arici,

I 2006; Aydogdu ve
dig., 2014; Prado
ve dig., 2008

Vitaminler (A, C | Kirmiz1 Siyah (mor) | Lactobacillus plantarum, L. | Incedayi ve dig.,

ve B), mineraller | renkli, havug brevis; L. paracasei, L. | 2008; Tangler ve

(Ca, K ve Fe), bulutlu, eksi | (Daucus delbrueckii, L. buchneri, | Erten, 2012; b;
g amino asit ve ve alkolsiiz | carota), Leuconostoc mesenteroides | Arici, 2004; Erten
= polifenol igerigi turp Ssp. cremoris, | ve dig., 2008
> (Brassica L.mesenteroides Ssp.

rapa) Mesenteroides,
Pediococcus pentosaceus,
Mayalar
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2.3.1.1. Boza

Boza, bugday, dari, ¢avdar, piring irmigi veya ununun seker veya sakarinle karistirilmasiyla
maya ve laktik asit fermentasyonu ile iiretilen geleneksel fermente edilmis alkolsiiz bir Tiirk
icecegidir. Soluk sar1 renkte ve hafif eksi viskoz bir stvidir. Bulgaristan, Arnavutluk, Turkiye,
Romanya ve Balkan Yarimadasi'ndaki diger bazi iilkelerde de hos tadi, lezzeti ve besleyici
ozellikleri nedeniyle yaygin olarak tiiketilmektedir (Gotcheva ve dig., 2001; Arici ve Daglioglu,
2002; Akpinar-Bayizit ve dig., 2010; Yegin ve Fernandez-Lahore, 2012).

Boza iiretiminde, LAB ile laktik asit fermentasyonu ve mayalar tarafindan alkolik fermentasyon
olmak Uzere iki fermentasyon tiri meydana gelmektedir. LAB, laktik asitler gibi
antimikrobiyal metabolitler iireterek asitligi arttirip koruyucu etki saglamaktadir. Ote yandan
mayalarin alkol fermentasyonundan kaynaklanan metabolitler, bozanin tat ve kokusunu
olusturmaktadir (Arici ve Daglioglu, 2002; Kabak ve Dobson, 2011; Yegin ve Fernandez-
Lahore, 2012).

2.3.1.2. Kefir

Turkce “Keyif” kelimesinden tiiretilmis olan kefir, Asya'nin Kafkasya bdlgesinden ve
Balkanlardan koken alan hafifce asidik ve alkollii fermente edilmis bir i¢ecektir. (Tamime,
2006; Otles ve Cagindi, 2003; Tamime, 2006). Aslinda, kefir 21. ylizyilin yogurdu olarak
tanmimlanmustir (Gorski, 1994; Lopitz-Otsoa ve dig., 2006, Tamime, 2006; Leite ve dig., 2013).

Kefir inek, koyun, ke¢i veya diger siit tiirlerinin fermentasyonu ile iretilebilir (Kabak ve
Dobson, 2011). Geleneksel olarak stte polisakkarit matrisindeki bakteri ve maya konsorsiyumu

olan kefir taneleri eklenerek tiretilmektedir (Simova ve dig., 2002; Lopitz-Otsoa ve dig., 2006).

Kefirin mikrobiyolojik kalitesi ve fizikokimyasal 6zellikleri, kullanilan kefir kiiltiiriiniin
mikrobiyal 6zellikleri, kiiltiiriin siit orani, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi, saklama sicaklig1 ve
sanitasyon kosullarindan etkilenmektedir (Giizel-Seydim ve dig., 2010). Icindeki
bifidobakteriler ve LAB tarafindan iiretilen laktik asit, bakteriyosinler, hidrojen peroksit,
asetaldehit, ucucu asitler, diasetil ve/veya karbondioksit sebebiyle kefirin antimikrobiyal

aktivitesi gosterdigi rapor edilmistir (Cetinkaya ve Elal-Mus, 2012).
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2.3.1.3. Hardaliye

LAB floras1 nedeni ile probiyotik olarak tanimlanan hardaliye, Tirkiye’de Kirklareli’ye ait
lizim esasl fermente geleneksel alkolsiiz bir igecektir (Prado ve dig., 2008; Aydogdu ve dig.,
2014). Uziim fenolik bilesikler ve antosiyaninler bakimindan zengindir (Gil ve dig., 2000).
Hardaliyenin insan viicudu i¢in yiiksek antioksidan etkileri saglayip, oksidatif stresi 6nleyerek

kanser hiicrelerinin olusumunu inhibe ettigi bildirilmektedir (Aktas ve dig., 2015).

Bir bardak hardaliye, 39 g karbonhidrat igerip 170 kcal enerji vermektedir. Ayrica, hardal
yaglarinin dolagim bozukluklari, soguk alginligi ve bronsit lizerinde tedavi edici etkileri oldugu
ve antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir. Lezzetli tadi, tuzsuz, alkolsiiz, az yaglh
ve siit icermemesi gibi 6zellikleri nedeniyle, vejetaryenler, ¢cocuklar, hipertansiyon hastalari,
stit intoleransi ve yiiksek kolesterol seviyesi olan kisiler tarafindan tiiketilmesinin uygun oldugu
bildirilmektedir (Aktas ve dig., 2015). Hardaliyenin besleyici degerine ek olarak sindirim
sistemine ve koroner kalp hastaligini1 6nlemeye yardimci oldugu ifade edilmektedir (Prado ve

dig., 2008).
2.3.1.4. Ayran

Ayran, yogurda su ilavesiyle evde yapilmis veya pastorize edilmis ve standardize edilmis siite
Streptococcus thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus eklenmesiyle endistriyel
olarak Uretilen sut Grinaddr (TFC, 2009). Ayran, 0zellikle yaz mevsiminde Tiirkiye'de yaygin
olarak tlketilmektedir (Kabak ve Dobson, 2011).

Prebiyotik olarak inulin, probiyotik suslar1 olarak Bifidobacterium spp ve L. acidophilus'un
eklenmesiyle, ayranin fonksiyonel ve probiyotik 6zelliklerinin gelistirilmesi mimkdindir (Kok-

Tas ve Giizel-Seydim 2010).
2.3.1.5. Salgam Suyu

Salgam suyu siyah havug, bulgur unu, tuz ve su karigiminin laktik asit fermantasyonu ile tiretilir
(Canbas ve Deryaoglu, 1993). Tiirkiye'nin Akdeniz Bélgesi illeri basta olmak tizere tiim iilkede
yaygin olarak tiiketilmektedir (Tangiler ve Erten, 2012). Salgam suyu, mineralli, amino asit,

antosiyaninler, polifenol ve vitamin icerigi nedeniyle yliksek derecede besleyici bir igecektir
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(Kammerer ve dig., 2004; Incedayi ve dig., 2008; Erten ve dig., 2008, Yilmaz-Ersan ve Turan,
2012).

Birkac ¢alismada, geleneksel Tiirk igeceklerinin mikrobiyota bilesimi ve bunlarin probiyotik
Ozellikleri rapor edilmekle beraber, geleneksel Tirk iceceklerinin antimikrobiyal etkileri
konusunda batinsel bir ¢alismaya rastlanmamustir. Dolayisiyla, ¢alismamizda bazi Tiirk
probiyotik iceceklerinin mikrobiyal kompozisyonunu incelemek ve daha o6nemlisi, bu
iriinlerden izole edilen probiyotik suslarin bazi standart insan patojenleri iizerine

antimikrobiyal aktivitesinin aragtirilmasi amaglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 ICECEKLERDEN PROBIYOTIK MIiKROORGANIZMALARIN
IZOLASYONU

Ticari olarak edinilen Tiirk probiyotik igecek Orneklerinin (boza, kefir, salgam, ayran,
hardaliye) steril % 0.5 peptonlu su kullanilarak 10®’ya kadar on kat seri diliisyonlar:
hazirlanmistir. Hedef mikroorganizmalar1 izole etmek icin seyreltilmis 6rneklerden 100 pl

alinarak uygun besiyerine yayma ekim yapilmaistir.

Lactobacillus bakterilerinin izolasyonu igin deMan Rogosa ve Sharpe (MRS; Merck, Germany)
agar iceren Petri kaplarina, Bifidobakterilerin izolasyonu i¢in Bifidobacterium Selective
Medium (BSM; Sigma-Aldrich) igeren Petri kaplarina ekim yapilmistir. Petri kaplar1 37 "C'de

GasPak i¢eren anaerobik kavanozlarda 72 saat siiresince inkiibe edilmistir.

Laktik streptokoklar ve Streptococcus thermophilus cinsi bakterilerin izolasyonu igin, 6rnekler
M17 agar (Merck, Germany) besiyerine ekilip 72 saat 37 °C'de aerobik olarak inkiibe edilmistir.

Mayalarin izolasyonu i¢in 0.05 g/l kloramfenikol ilave edilmis Sabouraud % 4 Dextrose Agar
(SDA; Merck, Germany) besiyerine ekim yapilan 6rnekler 3-5 giin boyunca 28 °C'de aerobik

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siireci tamamlanan Petri kaplarindan, morfolojik olarak birbirinden farkli olan
koloniler secilerek azaltma yontemi ile yeni besiyerlerine aktarilarak saflagtirilmis ve

antimikrobiyal etkinlik testleri i¢in saklanmustir.
3.2. PROBiIYOTIiK iZOLATLARIN SAKLANMASI

Morfolojik olarak karakterize edilen saf izolatlar, antimikrobiyal analizlere kadar -20 ve -86 °
C' de % 20 gliserol iceren uygun broth besiyerlerinde saklanmistir. Laktobasiller, laktik
streptokoklar, bifidobakteri ve maya izolatlari i¢in sirastyla MRS, M17, BSM ve YEPG broth

besiyerleri kullanilmistir.

Sonraki tiim analizler i¢in, izolatlar uygun inkiibasyon kosullar1 ve besiyeri ortaminda iki kez

pasajlanip aktive edilmistir.
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3.3. PROBIYOTIK SUSLARIN IDENTIFIKASYON VE KARAKTERIZASYONU
3.3.1. Morfolojik Karakterizasyon

[k olarak saflastirilan izolatlarin morfolojik 6zellikleri Gram boyama ve katalaz testleri ile

belirlenmistir.
3.3.1.1. Gram Boyama

Izolatlarin Gram boyanma 6zelliklerinin tespiti icin kat1 besiyerinde 18-24 saat inkiibe olmus
kolonilerden 6ze yardimiyla bir toplu igne basi biiyiikliigiinde alinip, aseptik sartlarda fizyolojik
tuzlu su damlatilmis lam iizerinde siispanse edilerek lam yiizeyine yayilmistir. Lam &nce
havada kurutulup sonra bek alevinden 3 kez gecirilerek tespit edilmistir. Daha sonra preparatin
tizerine kristal viyole boyas1 damlatilip 2 dakika beklenmis ve su ile yikanarak kristal viyole
uzaklagtirnlmistir. Preparatin iizerine lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletilip, su ile
yikanarak lugol ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Ardindan % 95°lik etil alkol ¢ozeltisi damlatilarak
renksizlestirme islemi yapilmistir. Su ile yikanan preparata zit boya olarak sulu fuksin
damlatilip 1 dakika bekletildikten sonra tekrar su ile yikanmis, havada kendi halinde kurumaya
birakilmigtir. Boyanmis preparata immersiyon yagi damlatilip x100 biiyiitmeli objektif ile 151k

mikroskobunda (Nikon) incelenmistir.
3.3.1.2. Katalaz Testi

MRS, BSM ve MI7 agar besiyerinde 18-24 saat inkiibe edilmis bakteri kolonilerinden alinarak
lam tizerine yayilmis ve lizerine % 3 hidrojen peroksit damlatilmigtir. 10-15 saniye igerisinde

gaz kabarciklarinin olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Mor olarak boyanan Gram pozitif ve katalaz 6zelligi bakimindan negatif reaksiyon veren

bakteriler daha sonraki tanimlama asamalari i¢in ¢alismaya dahil edilmistir.
3.3.2. Genotipik Teknik ile izolatlarin Tanmimlanmasi

Morfolojik olarak karakterize edilen bakteri izolatlar1 Bakteriyel Yapay Kromozom (BAC)
DNA’dan veri dizileme (data sequencing) ile tanimlanmistir. BAC DNA icin, BigDye®

Terminator Cycle dizileme kiti kullanilarak modifiye edilmis dizileme protokolii uygulanmstir.
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3.3.2.1. Biiyiik Kaliplar icin Optimize Edilmis Dizileme Reaksiyonu

e BAC DNA Saflastirilmasi: 1 gece siiresince inkiibe edilmis bakteriyel kilturlerden (2
ml) modifiye edilmis bir alkalin lizis prosediirii ve anyon degistirme reginesi

kullanilarak DNA saflagtirilmistir. Calismanin sonraki asamalarinda 3-5 pg kalip

kullanilmistir.

e DoOngu Dizilemesi: BAC DNA, BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilarak dizilenmistir. Protokol, biiylik DNA kaliplar1 i¢in optimize edilmis termal
dongii kosullarini igerecek sekilde modifiye edilmistir (Panel A). ‘Applied Biosystems
3730 DNA’ analizoriinde kilcal elektroforez ile analizden oOnce reaksiyonun
temizlenmesi i¢in Sephadex bazli bir piirifikasyon metodu kullanilmigtir (Panel B).

Plazmid kaliplar1 kontroller olarak paralel olarak analiz edilmistir (Applied Biosystems,

2008).

Modifiye edilmis Protokolu
Panel A: Cycle Sequencing Protokol

Reaksiyon (10 pL Reaksiyon hacmi)
DNA kalip1 3-5 ug BAC DNA
Primer 10-15 pmol
BigDyeR Terminator Ready Reaction Mix 1.0 uL
5X Sequencing Buffer 1.5 uL
Dongii kosullart:
Denatiirasyon 5dk, 95 °C

50 dongu:
Denatiirasyon 30 dk, 95°C
Baglanma 10 san., 52°C
Uzama 4 dk., 60°C
Thermal Cycler 96-Well GeneAmp® PCR System 9700
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Panel B: Reaksiyon Temizlenmesi

Sephadex G-50 Column MultiScreen HTS | BigDye® XTerminator™ Purification Kit

Filter Plates
Protokol Santrifiij 5 dk, 910 x g 45 uLL SAM Solution ekle
10 puL BigDye XTerminator solution ekle
Vortex 1800 rpm, 30 dk, oda sicakliginda
Santriftj 2 dk, 13,000 x g
Kilcal Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer
Elektroforez
48 capillaries

36 cm capillary array length

POP-7 polymer

Standard Sequence module with 8 sec

injection time and 1 kV voltage

Sequence Analysis Software with KB™

Basecaller

Izolatlarn dizi analizinde Universal 16S rRNA (forward: 5"
TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"; reverse: 5-TACCGCGGCTGCTGGCAC3' primerleri

kullanilmistir.
3.4. iIZOLATLARIN ANTIiMiKROBIiYAL ETKINLiGININ DEGERLENDIiRMESI

Probiyotik izolatlarin direkt olarak ve siipernatantlari hazirlanarak iki farkli sekilde,

antimikrobiyal aktivite testleri ytiriitilmustiir.
3.4.1. Probiyotik izolatlarin Siipernatantin Hazirlanmasi

Probiyotik izolatlar 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve uygun broth besiyeri iceren 10
ml’lik santrif(jj tiplerine ekimler yapilip iki kez alt kiiltiirleri alinmuistir. Alt kultr( tamamlanan
ornekler 4 °C'de 8000 rpm’de 15 dakika santrifiyj edilerek hiicreler ¢oktlrilmiistiir. Elde edilen
ust faz 0. 22 um por ¢apli (AISIMO®) enjektor ucu filtreden gegirilerek steril edilmis ve agar

oluk difiizyon yonteminde kullanilmistir.
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3.4.2. Antimikrobiyal Etkinlik Degerlendirmesinde Kullanilan Mikroorganizmalar

Probiyotik izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri, Tablo 3.1’de gésterilen yaygin standart insan
mikrobiyal patojenlerine (bakteriler ve maya) karsi degerlendirilmistir. Tiim patojenler
antimikrobiyal aktivite testlerinden 24 saat 6nce Trypticase Soy Agar (TSA; Oxoid) tzerinde
aktiflestirilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan indikatér suslar

Antimikrobiyal Aktivite Testinde Kullanilan Suslar Sus kodu
Acinetobacter baumanii ATCC 19606
Bacillus cereus ATCC 14579
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352
Metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 33591
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella typhii ATCC 14028
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Staphylococcus epidermidis ATCC 1228
Vankomisin direncli Enterococcus faecium (VRE) ATCC 51299
Candida albicans ATCC 10231

3.4.3. Nokta Damlatma Yontemi

Probiyotik izolatlarin se¢ilmis insan patojenleri tizerine antimikrobiyal etkisi 6ncelikle nokta
damlatma yontemi ile belirlenmistir. izolatlar uygun sivi besiyerinde 24 saat iki kez
tiretilmislerdir. Daha sonra 24 saatlik aktif siv1 kiiltiirden 2 pl alinip besiyeri ylizeyine nokta
damlatma seklinde inokiile edilmistir. Anaerobik izolatlar anaerop kosullarda; aerobik izolatlar

aerobik kosullarda 37 °C'de 18-24 saat siire inkiibasyona birakilarak nokta koloni olusumu
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saglanmistir. Standart test mikroorganizmalarinin 18-24 saatlik kultirlerinden McFarland 0.5
(1-1.5x108 kob/ml (koloni olusturan birim)/ml) bulaniklik standardina esdeger siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlardan 100 pl alinarak 10 ml yumusak agar iceren TSA
(% 0.75 agar) tiiplerine aktarilip vorteks ile karistirilmigtir. Daha sonra bu karisim tiremis
probiyotik izolatlarin spot kolonileri iizerine ikinci bir tabaka olarak dokiilmiis ve katilagmasi
icin oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Bakterileri i¢ceren Petri kaplar1 37 °C'de 24 saat
acrobik kosullarda, Candida albicans kilturlerini iceren Petri kaplar1t 28 °C'de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda nokta ekim yapilmis izolatlarin etrafindaki olusan iireme
inhibisyon zonlarinin ¢aplart mm olarak 6l¢iiliip kaydedilmistir. Tiim deneyler 3 tekrarl olarak

gerceklestirilmistir (Tour’e ve dig., 2003).

Yirmi veya 20 mm iistiinde (>20 mm ¢apl1) olan inhibisyon zonlari, >10<20 mm arasinda ve
10 mm’den az (<10 mm) zonlar sirasiyla gii¢lii/yiiksek, orta ve diisiik inhibisyonlar olarak kabul

edilip kaydedilmistir.
3.4.4. Agar Kuyu Diflizyon Yontemi

Probiyotik bakteriler tarafindan bakteriyosin iiretimi belirlemek ve standart test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek {izere, agar oluk diflizyon
yontemi uygulanmistir. Probiyotik bakteri slipernatantlari hazirlanarak, 0.22 um por ¢aplh
filtreden  gecirilerek  steril  edilmistir.  izolatlarin  antimikrobiyal etkinliginin
degerlendirilmesinde hedef organizma olarak segilmis standart bakteri ve Candida albicans
maya kiltiirleri McFarland 0.5 (1-1.5x108 kob/ml) bulaniklik standardina esdeger hazirlanmus,
40-45 °C’ye sogutulmus olan 20 ml steril Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine 100 pl
eklenmistir. Vortekslenerek homojen hale getirilen test organizmasi-agar karisimi 90 mm
capindaki steril Petri kaplarma 4+0.5 mm kalinliginda dokiilmistiir. Petri kabinda katilagan
agarlar Uzerinde 2.5 cm araliklarla steril delgeg ile 6 mm ¢apli kuyucuklar agilmistir. Agilan
her kuyuya stipernatanttan ve kontrollerden 50 pl konulmustur. Tiim bakteri 6rnekleri 37 °C'de,
Candida albicans 28 °C'de aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan
tireme inhibisyon zonlarinin varligr ve biiyiikliigii incelenmistir. Kuyucuklarin etrafindaki
zonlar bir cetvel yardimiyla mm cinsinden Ol¢lilmiistiir. Tiim deneyler 2 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Negatif kontrol olarak steril sivi besiyeri (MRS broth) kullanilmistir
(Ripamonti ve dig., 2011).



3.5. DENEYLERDE KULLANILAN BESIYERLERI VE KIMYASALLAR

3.5.1. Kullanilan Besiyerleri
3.5.1.1. de Man Rogosa Sharpe (MRS Agar)
Enzimatik olarak sindilirmis kazein
Et Ozutu

Maya Oz(itil

D(+)-Glukoz

Dipotasyum Hidrojen Fosfat
Tween® 80

Di-Amonyum Hidrojen Sitrat
Sodyum Asetat

Magnezyum Sulfat Heptahidrat
Manganese Sulfat Monohidrat
Agar-Agar

Distile su

3.5.1.2. Bifidus Selective Medium (BSM Agar; Sigma-Aldrich)

Pepton ve et 0zUtu
Maya Oz(itil
Dekstros

Sodyum klorid

BSM-Agar

10 g/L
10 g/L
4 g/L
20 g/L
2g/L
1.08 g/L
2 g/L
59/L
0.2g/L
0.04 g/L
14 g/L

1000 ml

55.5 g
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Distile su

3.5.1.3. M 17 Agar, TERZAGHI

Pepton (soymeal)

Pepton (et)

Pepton (kazein)

Maya Oz(itil

Et Ozt

Laktoz monohidrat

Askorbik asit

Sodyum b-gliserofosfat

Magnezyum sulfat

Agar-agar

Distile su

3.5.1.4. Trypton Soy Broth (Sigma-Aldrich/Merck)
Pankreatik olarak sindilirmis kazein

Enzimatik olarak sindilirmis soya fasulye (papain sindirimi)
Sodyum klorid

Dipotasyum hidrojen fosfat

Glukoz

Distile su

1000 ml

5.009/L
2.5¢9/L
2.5g/L
2.5g/L
5.009/L
5.009/L
0.5 g/L
19.0 g/L
0.25 g/L
12.75 g/L

1000 ml

17.0 g/L

259

1000 ml
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3.5.1.5. Trytic Soy Agar

Agar 15 g/L
Kazein pepton (pankreatik) 15g/L
Sodyum klorid 5¢9/L
Soya pepton (papainic) 50/L
Distile su 1000 ml

3.5.1.6. Sabouraud 4% Dextrose Agar (Merck)

Pepton (kazein) 5.0¢g/L
Pepton (et) 5.0¢g/L
D (+) Glukoz 40.0 g/L
Agar-agar 15.0 g/L
Distile su 1000 ml

3.5.1.7. Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD Broth; Himedia)

Peptik olarak sindilirmis hayvan dokusu 20.0 g/L
Maya Oziitil 10.0 g/L
Dekstroz 20.0 g/L
Distile su 1000 ml

3.5.1.8. Mueller Hinton Agar (MHA)
Et Oziiti 2.00 g/L
Acit Hydrolysate (kazein) 17.50 g/L

Nisasta 1.50 g/L
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Agar 17.00 g/L
Distile su 1000 ml
TUum besiyerleri 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.5.2. Kullamlan Kimyasallar

3.5.2.1. McFarland Cozeltisi

Mc Farland’in 0.5 numarali standart ¢Ozeltisini hazirlamak icin 9.95 ml % 1’lik H2SO4
cozeltisine 0.05 ml % 1.175’lik BaCl2.2H20 ¢o6zeltisi ilave edilmis ve karistirilarak bulaniklik

elde edilmistir.

3.5.2.2. Katalaz Cozeltisi

% 2 Hidrojen peroksit

3.5.2.3. % 0.5 Peptonlu Su
Tripton 0.25¢
Pepton 0.25¢g

Distile su 100 ml



29

4. BULGULAR

4.1. PROBIYOTIK ICECEKLERDEN MIiKROORGANIiZMALARIN
IZOLASYONU VE IDENTIFIKASYONU

Calismamizda 5 farkl: ticari fermente Tiirk iceceginden (boza, kefir, salgam, ayran, hardaliye)

toplam 22 adet laktik asit bakteri izole edilmistir.

Izole edilen mikroorganizmalarin iiriinlere gdre dagilimi Tablo 4.1°de gdsterilmistir. Bozadan
8 adet, kefirden 8 adet, salgamdan 5 adet ve ayrandan 1 adet farkli probiyotik mikroorganizma
izole edilmistir. Farkli ticari markalardan alinan hardaliye 6rneklerinden, farkli probiyotik
sectirici besiyerlerine ekim yapildiginda mikroorganizma iiremesi goriilmemistir. Elde edilen
izolatlar morfolojik olarak tanimlanmis, Gram pozitif ve katalaz negatif 6zellik gosteren bakteri
suslar1 (Sekil 4.1.), dizi analizi yontemi ile tiplendirilmistir Bu izolatlarin tam isimleri ve test

edilen igeceklerdeki dagilimi Tablo 4.2°de gosterilmektedir.



30

Tablo 4.1: Calismamizda analizi yapilan geleneksel Tiirk probiyotik igeceklerinden izole edilen
mikroorganizmalar

Icecek Izolat kodu Kullanilan besiyeri
Boza B3 MRS Agar
B4 MRS Agar
B6 MRS Agar
B7 BSM
B10 BSM
B24 SDA
B25 SDA
B27 SDA
Kefir K11 BSM
K12 BSM
K13 MRS Agar
K14 MRS Agar
K15 MRS Agar
K18 M17 Agar
K19 M17 Agar
K26 SDA
Salgam S2 BSM
S5 MRS Agar
S8 MRS Agar
S16 SDA
S17 M17
Ayran A22 M17 Agar
Hardaliye --- MRS Agar
BSM
M17 Agar

SDA
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Sekil 4.1: Izole edilen probiyotik organizmalara ait Gram boyama goriintileri

a: Lactobacillus fermentum (B3*)
b: Lactobacillus fermentum (B4*)
c: Lactobacillus fermentum (B6%*)
d: Lactococcus lactis (B7*)

e: Lactococcus lactis (B10*)

f: Lactobacillus fermentum (K11%*)
0: Lactobacillus fermentum ( K13*)
h: Lactobacillus plantarum (K14%*)
I Lactococcus lactis (S2*)

j: Lactobacillus plantarum (S8%*)

k: Lactococcus lactis (K18*)
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4.1.1. Molekuler Tiplendirme

Tablo 4.2: Calismamizda 16S rRNA dizi analizi ile molekdler tiplendirme ile isimlendirilen
Turk probiyotik iceceklerinden izole edilen mikroorganizmalar

icecek izolat Dizileme sonucu
Boza B3 Lactobacillus fermentum (% 100)
B4 Lactobacillus fermentum ( % 98.81)
B6 Lactobacillus fermentum ( % 99.37)
B7 Lactococcus lactis ( % 98.97)
B10 Lactococcus lactis (% 97.14)
B24 Lactobacillus nagelii (% 87.81)
B25 Lactobacillus parabuchneri (% 99.05)
B27 Acetobacter peroxydans (% 94.93)
Kefir K11 Lactobacillus fermentum (% 99.62)
K12 Lactobacillus fermentum (% 98.66)
K13 Lactobacillus fermentum (% 99.25)
K14 Lactobacillus plantarum ( % 98.09)
K15 Lactobacillus plantarum (%99.80)
K18 Lactococcus lactis ( % 98.24)
K19 Lactococcus lactis ( % 98.24)
K26 Gluconobacter frateurii (% 99.32)
Salgam S2 Lactococcus lactis (% 98.38)
S5 Lactobacillus pentosus (% 98.86)
S8 Lactobacillus plantarum (% 99.04)
S16 Acetobacter pasterianus (% 89.75)
S17 Lactobacillus plantarum (% 87.09)
Ayran A22 Lactococcus lactis (% 99.59)

4.2. PROBIYOTIK IiZOLATLARIN ANTIiMIiKROBIYAL ETKINLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

4.2.1. lizolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesinin Nokta-Damlatma Yoéntemi ile

Degerlendirilmesi

Boza, kefir ve salgamdan izole edilen probiyotik suslar neredeyse test edilen indikator
patojenlerin timine kars1 giiglii antimikrobiyal aktivite gostermistir (Tablo 4.3) Dahasi, Tablo
4.3.’te goruldiigii gibi, elde edilen suslar hem Gram pozitif (B. cereus, MRSA, S. aureus, S.
epidermidis, VRE), hem de Gram negatif (A. baumanii, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,

S. typhi) bakterilere kars1 giiclii antagonistik etki gostermistir.
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Tablo 4.3: Standart patojenlere karsi izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi (Nokta-Damlatma)

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

— © L
i .g § = .g < .é = % E w é
x § S 3 s 5 g % & 5 &8 g =
S S w s = 8 s 5 3F S
Y A < ¥ o &
B3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
B6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
< B7 0.00 2770 17.20 16.80 0.00 10.80 16.30 2050 1350 6.40 28.60
é:?l B10 0.00 0.00 18.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.20 0.00 14.20
B24 20.10 23.80 2230 2160 2210 1780 22.00 2220 20.00 21.90 0.00
B25 2490 1550 2400 2380 2590 2250 2050 2230 17.80 21.20 0.00
B27 26.70 24.60 2400 2040 0.00 26.80 2590 2340 28.60 20.80 0.00
K11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K12 0.00 11.30 0.00 7.00 0.00 0.00 10.80 10.50 8.80 0.00 0.00
K13  0.00 0.00 2430 2490 26.40 30.10 0.00 0.00 0.00 20.80 11.90
= K14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
;'Z" K15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K26 2780 2420 0.00 25.80 26.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2240 0.00
S2 0.00 11.80 11.30 1250 12.00 12.80 15.70 9.80 9.60 11.30 0.00
g S5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Eﬂ S8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
& S16  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

S17 000 000 000 000 000 0.00 000 000 000 000 0.00

A22 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00

Nokta damlatma yoOntemine gore bozadan izole edilen Lactobacillus nagelii (B24),
Lactobacillus parabuchneri (B25) ve Acetobacter peroxydans (B27) probiyotik suslari, > 20
mm ¢apli inhibisyon zonlar1 ile denenen tiim standart suglara karsit en giiglii antibakteriyel
etkinligi gostermistir. Ancak, bu izolatlarin C. albicans mayasina kars1 antifungal aktivite

gostermedigi tespit edilmistir.

Bozadan Lactobacillus nagelii (B24) ve Lactobacillus parabuchneri (B25), kefirden

Lactobacillus fermentum (K13) ve Gluconobacter frateurii ve (K26) izolatlar1 ciddi
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enfeksiyonlara sebep olan ve antibiyotiklere ¢oklu direng gosterdigi bilinen MRSA susuna kars1
sirasiyla 22.10; 25.90; 26.40 ve 26.00 mm’lik inhibisyon zonlari olusturdugu, gucli
antibakteriyel etki gosterdigi saptanmistir. Diger izolatlardan sadece salgamdan elde edilen
Lactococcus lactis (S2) izolati MRSA’ ya orta derecede (> 12 mm inhibisyon zonu)

antibakteriyel aktivite géstermistir.

Bozadan izole edilen Lactococcus lactis suslar1 hem bakteri hem de C. albicans’a kars1 > 10 <

20 mm capli inhibisyon zonlart ile orta derecede antimikrobiyal aktivite gdstermistir.

Toplam 22 izolattan sadece bozadan Lactococcus lactis (B7, B10) ve kefirden Lactobacillus
fermentum C. albicans’a kars1 antifungal aktivite gostermistir. En giiglii antifungal aktivite

28.60 mm ¢apl inhibisyon zonu ile bozadan Lactococcus lactis (B7) izolat1 ile saglanmustir.

Kefirden izole edilen Gluconobacter frateurii (K26) ve Lactobacillus fermentum (K13) laktik
asit bakteri izolatlar1 yiiksek derecede (20.80 -30.10 mm ¢apli zonlar) antibakteriyel aktiviteyi
gostermislerdir. Kefirden izole edilen probiyotikler icerisinde en diisiik antibakteriyel etkinligi

K12 Lactobacillus fermentum (< 10 mm’lik inhibisyon) géstermistir.

Salgam suyundan izole edilen 5 probiyotikten sadece Lactococcus lactis (S2) 9.60-15.70 mm

capli inhibisyon zonlart ile orta derecede antibakteriyel etki sergilemistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2: Ticari probiyotik Tiirk fermente igeceklerinden elde edilen probiyotik izolatlarin Nokta-
Damlatma metoduyla Gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel etkisini gosteren temsilci fotograflar

a: Acetobacter peroxydans (B27)- S. epidermidis, b: Gluconobacter frateurii (K26)- MRSA,
¢: Gluconobacter frateurii (K26)- VRE, d: Gluconobacter frateurii (K26)- B. cereus,

e: Lactobacillus parabuchneri (B25)- S. epidermidis, f: Lactobacillus parabuchneri (B25)-
MRSA,

g: Lactobacillus parabuchneri (B25)- S.aureus, h: Lactobacillus parabuchneri (B25)- VRE,

1: Lactobacillus nagelii (B24)- B. cereus
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Sekil 4.3: Ticari probiyotik Tiirk fermente igeceklerinden elde edilen probiyotik izolatlarin Nokta-

Damlatma metoduyla Gram negatif bakterilere kars1 antibakteriyel etkisini gosteren temsilci fotograflar
a: Acetobacter peroxydans (B27)- S. typhi, b: Gluconobacter frateurii (K26)- K. pneumoniae,

c: Gluconobacter frateurii (K26)- A. baumanii, d: Lactobacillus parabuchneri (B25)- S. typhi,

e: Lactobacillus parabuchneri (B25)- P. aeruginosa, f: Lactobacillus parabuchneri B25-K. pneumoniae
g: Lactobacillus parabuchneri (B25)-E.coli , h: Lactobacillus nagelii (B24)- A. baumanii,

1: Lactobacillus nagelii (B24)- K. pneumoniae, j: Lactobacillus fermentum (K13)- P. aeruginosa
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Sekil 4.4: Ticari probiyotik Tlrk fermente iceceklerinden elde edilen probiyotik izolatin (Lactococcus

lactis , B7) Nokta-Damlatma metoduyla C. albicans antifungal etkisini gosteren temsilci fotograf
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4.2.2. izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesinin Agar Kuyu Diffiizyon Yéntemi ile

Degerlendirilmesi

Probiyotiklerin stpernatantlarinin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu difiizyon metodu ile
degerlendirilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Standart patojenlere kars1 izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi (Agar Kuyu Difuizyon

Yontemi)

o Inhibisyon Zonlar1 (mm)

[}

S — & o 2

= = £ =
g2 ;S 8 F £ 25 Boff oy o
[ E o - L 8 > L 175) £ S > ©
> ° < m S © w @ 3
¥ & ¥ o o

B3 10.50 0.00 0.00 10.80 0.00 0.00 11.10 7.40 0.00 0.00 0.00

B4 11.60 0.00 0,00 9.70 8.50 25.10 8.40 9.30 10.00 0.00 11.00

B6 9.10 0.00 0.00 0.00 0.00 9.80 9.90 0.00 0.00 11.70 25.40
< B7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
g B10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

B24 000 000 000 0.00 0.00 000 000 000 000 000 0.00
B25 000 000 000 0.00 000 000 000 000 000 000 0.00
B27 000 000 000 0.00 000 000 000 000 000 000 0.00

Ki1 000 000 000 0.00 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00
Ki2 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00
K13 1150 0.00 000 0.00 000 0.00 1270 0.00 0.00 0.00 14.30
K14 1230 1590 950 0.00 1360 0.00 0.00 1320 1120 1140 15.80

;'Z K15 1180 0.00 920 9.90 930 000 0.00 1160 11.00 10.90 14.80
Ki8 000 000 000 000 000 830 000 000 0.00 0.00 1020
K19 0.00 0.00 000 000 000 000 000 000 0.0 0.00 0.00
K26 0.00 0.00 000 000 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00
S2 000 000 000 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00

g S5 12.40 000 000 000 1560 2340 1040 0.00 0.00 0.00 0.00

5 S8 1280 000 950 830 000 1910 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

¢ S16 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00

S17 000 000 000 000 000 o000 000 o000 000 0.00 0.00

A22 000 000 000 000 000 000 o000 000 000 0.00 10.90
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22 izolattan 10 tanesinin siipernatantlari > 10 <20 mm ¢apli inhibisyon zonlari olusturarak hem
bakteri hem de C. albicans’a kars1 orta derecede antimikrobiyal aktivite gostermislerdir.
Lactobacillus fermentum (B6) izolatindan elde edilen stipernatant 25.40 mm c¢apli inhibisyon

zonu ile C. albicans mayasina karsi en yiiksek inhibisyonu gostermistir.

Izole edilen probiyotiklerin siipernatantlari arasinda en giiglii antibakteriyel aktivite P.
aeruginosa bakterisine kars1 25.10; 23.40 ve 19.10 ¢apli inhibisyon zonlari ile sirasiyla B4,
Lactobacillus pentosus (S5) ve Lactobacillus plantarum (S8) laktobasil izolatlar1 ile

saglanmistir.

Ayrica, Lactococcus lactis (K18 ve A22), Lactobacillus fermentum (B4 ve K13), Lactobacillus
plantarum (K14 ve K15) izolatlar1 10.20 — 15.80 mm ¢apl1 inhibisyon zonlar1 ile C. albicans’

orta derecede inhibe etmistir.

En diisiik anibakteriyel aktivite 8.30 mm’lik inhibisyon zonu ile Lactococcus lactis (K18) ve
Lactobacillus plantarum (S8) bakterilerinin siipernatantlari ile sirasiyla P. aeruginosa ve K.

pneumoniae standart suslarina kars1 elde edilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: Agar kuyu difiizyon yétemiyle izolatlarin antibakteriyel etkisi

a: Lactobacillus fermentum (B4)- P. aeruginosa, b: Lactobacillus fermentum (B4)- A. baumanii,
c: Lactobacillus fermentum (B3)- K. pneumoniae, d: Lactobacillus fermentum (B3)- A. baumanii,
e: Lactobacillus fermentum (B3)- S. typhi, f: Lactobacillus plantarum (K14)- A. baumanii

g: Lactobacillus plantarum (K14)- S. aureus, h: Lactobacillus plantarum (K15)- MRSA,

1: Lactobacillus fermentum (K13)- S. typhi.
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d e

Sekil 4.6: Candida albicans’a kars1 izolatlarin antifungal etkisi

a: Lactobacillus fermentum (B6), b: Lactobacillus plantarum (K14), c: Lactobacillus plantarum (K15),
d: Lactobacillus fermentum (K13), e: Lactobacillus fermentum (B4)



42

5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde insanlar sadece lezzetli gidalar degil, sagliga faydali etki saglayan fonksiyonel
gidalara ihtiya¢ duymaktadir. Fonksiyonel gidalar geleneksel yiyecekler, modifiye edilmis
yiyecekler, tedavi edici yiyecekler ve 6zel diyet kullanimina yonelik yiyecekleri icermektedir
(Diplock ve dig., 1999; ADA 2009). Bu fonksiyonel gidalar arasinda da probiyotik (yararl
mikroorganizma) igeren gidalarin en dikkat ¢eken ve genis grubu oldugu ve insan hayatinin
strddrilmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Probiyotik fonksiyonel gidalar, insan

sagligina olumlu etkisi nedeni ile ilk sirada tercih edilmektedir (Homayouni ve dig., 2012a).

Probiyotik Urlnlerin antimikrobiyal aktivite, gastrointestinal enfeksiyonlarin tedavisi, akut
diyare, antibiyotikle iligkili diyare ve rotaviral diyare dahil olmak {izere insan sagligi lizerinde
bir takim yararl etkileri oldugu bilinmektedir. Dahasi, probiyotikler laktoz intoleransinin
azaltilmasina, enflamatuar bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesine ve tedavisine yardimer olup
anti-Helicobacter pylori aktivitesine, antikarsinojenik ve antimutajenik 6zelliklere sahiptir.
Ayrica, probiyotikler serum  kolesteroliiniin  azaltilmasina, bagisiklik  sisteminin
modiilasyonuna yardimci olup azorediiktaz ve nitrorediiktaz gibi bazi kolonik enzimlerin

aktivitesini azaltmaktadir (Ambalam ve dig., 2011).

Probiyotiklerin antimikrobiyal yetenegi, hem insan sagligi lizerindeki yararli etkisi, hem de
probiyotik suslarin segilme kriterlerinden biri olmasi nedeniyle son derecede ©6nemlidir.
Probiyotiklerin 6nemli etki mekanizmalarindan biri antimikrobiyal metabolitleri iireterek
mikrobiyal patojenlere karsi antagonistik etki gostermesidir. Calismamizda bu antagonistik
etkiyi temel alarak geleneksel fermente Tlrk probiyotik iceceklerinden izole edilen
probiyotiklerin farkli insan patojenleri (S.aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 1228,
MRSA ATCC 33591, VRE ATCC 51299, B. cereus ATCC 14579, E. coli ATCC 25922, K.
pneumoniae ATCC 4352, A. baumanii ATCC 19606, S. typhii ATCC 14028, P. aeruginosa
ATCC 9027 ve C. albicans ATCC 10231) Uzerine etkisi test edilmistir.

Calismamizda incelenen fermente geleneksel Turk iceceklerinin (boza, kefir, salgam ve ayran)
probiyotik organizmalar1 igerdikleri tespit edilmistir. En ¢ok probiyotik mikroorganizma
bozadan (8 adet) izole edilmistir. Bunu sirasiyla kefir (8 adet), salgam (5 adet), ayran ( 1 adet)
ve hardaliye (0 adet) izlemistir. Ayrandan bir adet bakteri izole edilmistir. TUrkiye genelinde

calismamizda test edilen fermente tiriinlerden en yaygin tliketileni ayrandir, bu nedenle uygun
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Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri eklenerek ayranin probiyotik ozelliginin ve sagliga

etkisinin guclendirilmesi dnerilmektedir (Kok-Tas ve Giizel-Seydim, 2010).

Calismamizda ticari olarak yaygin tiiketimi olan hardaliyeden hi¢ probiyotik mikroorganizma
izole edilmemistir. Bu durumun, fermentasyon isleminin ilk anindan itibaren ortama eklenen
koruyucu sodyum benzoat varligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Probiyotiklerin
canli olarak ve yeterli miktarlarda nihai tiriinlerde bulunmasi énemli sart oldugu i¢in ticari
hardaliyenin probiyotik igecek nitelikli olmadig1 belirlenmistir. Dolayisiyla, ticari hardaliyenin
gercek probiyotik gida hale getirilebilmesi i¢in ileri ¢aligmalarda sodyum benzoata direncli
starter kiltir ve probiyotik suslarin arastirilmasi onerilebilir. Ayrica, birkag salgam 6rneginden
de probiyotik mikroorganizmalar ¢ikmamistir. Bu durumun da, hardaliye 6rneklerindekine
benzer sekilde Urline eklenen sodyum benzoat gibi koruyucu katki maddelerinin varligindan

kaynaklandig1 disiiniilmektedir.

Calisma kapsaminda segici besiyerleri kullanilarak izole edilen probiyotik suslarin, standart
insan patojeni suslarina kars1 antimikrobiyal aktivitesi nokta damlatma ve agar kuyu difiizyon
olmak iizere iki farkli yontemle degerlendirilmistir. Onerilen tez calismasi ile konu hakkinda
aragtirmalarin derinlestirilmesi ve yerli fermente probiyotik i¢eceklerin insan saglig1 tizerindeki

potansiyel yararli etkileri hakkinda degerlendirme yapilabilecektir.

Probiyotiklerin sagladigi saglik yararlarinin susa 6zgii oldugu, tiire veya cinse 6zgii olmadigi
bilinmektedir. izole edilen probiyotik suslarin 18 tanesinin (B3, B4, B6, B7, B10, B24, B25,
B27, K12, K13, K14, K15, K18, K26, S2, S5, S8 ve A22) test edilen patojenlere karsi farkli
derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgu probiyotik
mikroorganizmalarin antagonistik etkisinin, izole edilen susa ve hedef patojene spesifik
oldugunu dogrulamaktadir (Shah, 2007). Ayrica dizileme ile ayni cins oldugu belirlenen
izolatlarin dahi antibakteriyel etkisinde farkliliklar tespit edilmistir. Bu durum, gerek
mikroorganizmanin davranisi, iirettigi metabolitler hatta antimikrobiyallere kars1 organizmanin
hassasiyeti acgisindan daha Onceki arastiricilar tarafindan da sus diizeyinde farklilik olarak
dogrulanmistir. Bu bakimdan, hig¢bir probiyotigin bilinen tiim olumlu saglik etkilerini tek bagina
saglayamayacagi, bu sebeple de farkli probiyotiklerin karistminin beslenmeye dahil etmek

gerekliligi yorumu ¢ikarilabilir.

Calismada uygulanan iki yontemle edinilen antimikrobiyal aktivite test bulgular

kiyaslandiginda, antimikrobiyal aktivitenin tayininde nokta damlatma ekim yonteminin agar
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kuyu difiizyon yonteminden daha etkin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu Cadirci ve Citak
(2005) tarafindan rapor edilen bulgular ile uyumludur. Cadirci ve Citak (2005) bu iki yontemi
kullanarak LAB suslarinin Gram negatif bakterilere kars1 antagonistik etkilerini inceleyip nokta
damlatma yontemi daha etkin bulmustur. Ancak, Rahimifard ve Naseri (2016), Bifidobacterium
bifidum probiyotik susunun Salmonella enterica serovar Enteritidis indikator patojenine karsi
inhibisyon aktivitesi tayininde, agar kuyu difiizyon yodnteminin disk difizyon ve nokta-
damlatma yontemine nazaran daha etkili oldugunu belirtmislerdir. Antimikrobiyal aktivite
testlerine ait bulgulardaki bu farkliliklar, nokta-damlatma yonteminde kullanilan probiyotik
izolatlarin miktar1 (kob/ml) ve/veya bakteriyosin miktarindan kaynaklanabilir. Agar Kuyu
diflizyon yonteminde ise probiyotiklerin iiretmis oldugu antimikrobiyal metabolitlerin diflize
olabilme yeteneginden ve bakteriyosin aktivitesinden kaynaklanabilir (Choyam ve dig., 2015;

Halder ve dig., 2017).

B7, B10, B27, K26, B24, K13, K12, B25 ve S2 izolatlar1 nokta-damlatma ydntemi ile daha iyi
antibakteriyel aktivite sergilemistir. Bu antimikrobiyal etkinin, laktik asit, asetik asit, diasetil,
bakteriyosin ve hidrojen peroksit gibi izolatlar tarafindan iiretilen tiim metabolitlerin sinerjistik
etkisinden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, B7, B10 ve K13 izolatlar1 nokta-
damlatma yontemiyle Candida albicans’a kars1 antifungal aktivite gostermis, fakat agar kuyu
metodu ile aym etki gozlenememistir. Agar kuyu difiizyon yontemiyle olumlu sonug
gostermemeleri birincil metabolit olarak bakteriyosinleri salgilamamalarindan, yahut da
salgiladiklar1 metabolitlerin difiize olamamasindan kaynaklanabilir. Calismanin bu sorulari

gidermesi i¢in detaylandirilmasi gerekmektedir.

Farkli olarak, K14, K15, B4, B6, K18, B3, S5 ve S8 izolatlar1 agar kuyu difizyon yéntemiyle
antimikrobiyal aktivite gostermisler ancak, nokta-damlatma yontemiyle etki gostermemistir.
Nokta-damlatma yontemiyle olumsuz sonug gosterdiklerine gore bakteriyosinden baska bir

birincil veya sekonder metabolit salgilamadiklar1 diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada, boza ve kefirin test edilen diger 6rneklere kiyasla daha gok probiyotik i¢eren
fermente geleneksel Tirk icecekleri oldugu belirlenmistir. Ustelik test edilen insan
patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktivite bakimindan da bu iki Uriiniin daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Bu agidan da birgok hastaligin tedavisi ve/veya Onlenmesi icin boza ve kefirin

duzenli olarak yeterli miktarda tuketilmesi Onerilebilir. Probiyotikler ve/veya antioksidanlar
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gibi diger saghiga faydali maddeleri icerdiklerinden boza, kefir, salgam ve hardaliyenin

fonksiyonel gidalar olduklar1 veya niitrasétikler olarak kullanilabildikleri sdylenebilir.

Bildigimiz kadariyla bu calisma, geleneksel fermente Tirk igeceklerinden probiyotik
mikroorganizma izolasyonu ve farkli patojenlere karsi probiyotik izolatlarin antimikrobiyal
etkisinin aragtirilmasi hakkinda ilk ¢alismadir. Diger yandan, probiyotiklerin se¢ilmesinde en
onemli kriterlerden biri olan antimikrobiyal aktivite gostermesi, bu organizmalarin probiyotik
katki olarak kullanimi igin tek basma yeterli degildir. ileri calismalarda diger probiyotik

Ozelliklerinin incelenmesi gerekmektedir.
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