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OZET

CESITLi KAYNAKLARDAN PROBIYOTIK MiIKROORGANIZMALARIN
IZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU VE ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Probiyotikler saglik tlizerinde olumlu etkileri olan ve sindirim sistemini diizenleyen canli
mikroorganizmalardir. Laktik asit bakterileri, en 6nemli probiyotik mikroorganizmalar arasinda
yer almakta olup bagirsak saglinin iyilestirilmesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu bakteriler
farkli konsantrasyonlarda asit, safra ve fenol gibi stresli kosullara direng gosterebilmesi ve
cesitli  metabolitleri  iiretebilmeleri nedeniyle probiyotik mikroorganizma olarak
degerlendirilmektedir. Bu ¢alismanin amaci; hurma, kuru incir, kayisi, yogurt, sirke ve tursu
gibi cesitli gida maddelerinde bulunan probiyotik mikroorganizmalarin izole edilmesi,
tanimlanmasi ve bazi probiyotik dzelliklerinin belirlenmesidir. izolasyon igin MRS (De Man,
Rogosa ve Sharpe) agar ve broth besiyerleri kullanilmistir. Ornekler, 37 °C’de 24-48 saat inkiibe
edilerek farkli morfolojilere sahip koloniler secilmis ve saf kiiltiirler elde edilmistir. Toplamda
10 izolat saf kiiltiir olarak elde edilmis, bu izolatlarin probiyotik 6zellikleri incelenmis ve
probiyotik 6zelliklere sahip olanlarin molekiiler yontemlerle identifikasyonu yapilmistir. Sonug
olarak, 10 izolat i¢inde bir tanesi gram negatif diger dokuz tanesi gram pozitif olarak
saptanmistir. Katalaz testi sonuglarina gore, 10 izolatin sekizinin katalaz pozitif ve iki tanesinin
de katalaz negatif oldugu tespit edilmistir. Gram pozitif ve katalaz negatif olan izolat 3 ve 6‘nin
molekiiler yontemlerle tanimlamasi yapilmis ve bu izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in asit toleransi, safra ve fenol toleransi, hemolitik aktivite, antibiyotik
duyarhlig: ile antimikrobiyal aktivite testleri yapilmistir. Asit toleransi testi sonuglarina gore
izolatlar pH 3 kosullarinda tireme gostermistir. Safra tuzu toleransi testinde her iki izolat da
yiiksek konsantrasyonlara karsi giiclii bir direng sergilemistir. Izolat 3 artan fenol
konsantrasyonlarina kars1 kararli bir lireme profili sergileyerek direngli bir yapi ortaya
koymustur. Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonucunda izolat 3’lin gentamisine karsi orta
diizeyde duyarlilik gosterdigi, izolat 6’nin ise direncli oldugu; her iki izolatin da vankomisine
kars1 direngli oldugu belirlenmistir. Her iki izolat da eritrositleri parcalama yetenegine sahip
olmayip hemolitik aktivite gostermemistir. Calismada kullanilan izolatlarin antimikrobiyal
aktivite sergilemedigi gézlemlenmistir. Molekiiler tanimlama sonucunda izolat 3 ve 6 sirasiyla

Leuconostoc mesenteroides ve Lactobacillus paracasei olarak tanimlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Izolasyon, Laktik Asit Bakterileri, Mikroorganizma
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ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL
ACTIVITIES OF PROBIOTIC MICROORGANISMS FROM VARIOUS SOURCES

Probiotics are live microorganisms that exert beneficial effects on health and help regulate the
digestive system. Lactic acid bacteria, among the most prominent probiotic microorganisms,
play a crucial role in improving gut health. Due to their ability to withstand stressful conditions
such as varying concentrations of acid, bile, and phenol, and their capacity to produce various
metabolites, these bacteria are considered potential probiotics. This study aimed to isolate,
identify, and characterize certain probiotic properties of microorganisms found in various food
sources, including dates, dried figs, apricots, yogurt, vinegar, and pickles. MRS (De Man,
Rogosa, and Sharpe) agar and broth media were used for isolation. The samples were incubated
at 37 °C for 24-48 hours, and colonies with different morphologies were selected to obtain pure
cultures. A total of 10 isolates were purified, their probiotic characteristics were examined, and
those with probiotic potential were identified by molecular methods. Among the 10 isolates,
one was found to be Gram-negative, while the remaining nine were Gram-positive. According
to the catalase test results, eight isolates were catalase-positive and two were catalase-negative.
Isolates 3 and 6, both Gram-positive and catalase-negative, were identified by molecular
methods. To assess their probiotic potential, acid tolerance, bile and phenol tolerance, hemolytic
activity, antibiotic susceptibility, and antimicrobial activity tests were conducted. The acid
tolerance test revealed that both isolates could grow at pH 3. In the bile salt tolerance test, both
showed strong resistance to high concentrations. Isolate 3 exhibited a stable growth profile
against increasing phenol concentrations, indicating high tolerance. Antibiotic susceptibility
tests showed that isolate 3 was moderately sensitive to gentamicin while isolate 6 was resistant;
both isolates were resistant to vancomycin. Neither isolate demonstrated hemolytic activity,
indicating no ability to lyse erythrocytes. No antimicrobial activity was observed for either
1solate. Based on molecular identification, isolates 3 and 6 were identified as Leuconostoc

mesenteroides and Lactobacillus paracasei, respectively.

Keywords: Probiotic, Isolation, Lactic Acid Bacteria, Microorganism
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Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik Orgiitii)

FOS: Fruktooligosakkarit

GALT: Bagirsak iliskili lenfoid doku

ISAPP: Uluslararasi Probiyotik ve Prebiyotik Bilimsel Dernegi
LAB: Laktik Asit Bakterileri

MHA: Mueller Hinton Agar

MHB: Mueller Hinton Broth

MRS: De Man, Rogosa ve Sharpe Agar/Broth

NA: Nutrient Agar

NB: Nutrient Broth

OD: Optic Density (Optik Yogunluk)

PBS: Phosphate Buffer Saline fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD-PZR: Rastgele Amplifikasyonlu Polimorfik DNA
SCFA: Kisa Zincirli Yag Asitleri

SDA: Sabouraud Dextrose Agar

SDB: Sabouraud Dextrose Broth

TAE tamponu: Tris-Asetik Asit-EDTA tamponu

X



UV: Ultraviolet

16S rRNA: 16S ribosomal Ribonucleic Acid (16S ribozomal riboniikleik asit)
Spp- : Species (Tiirler, cins i¢i tiim tiirleri kapsar)
a: Alfa

B: Beta

v: Gama

°C: Santigrat derece

g: Gram

mm: Milimetre

nm: Nanometre

pL: Mikrolitre

(w/v): Agirlik/hacim orani

CFU/ml: Mililitre bagina koloni olusturan birim
rpm: Dakikadaki devir sayisi

HCI : Hidroklorik asit

CN: Gentamicin

VA: Vancomycin

pH: Hidrojen iyonu derisi



1. GIRIS

Mikroorganizmalar, ¢ok cesitli biyolojik 6zelliklere sahip mikroskobik canlilar olarak
tanimlanmakta olup; hava, su ve toprak gibi dogal ortamlarda, insan ve hayvan viicutlarinda
bulunmaktadir (Onen vd., 2020: 11). Bu canlilar arasinda yer alan bakteriler, genellikle
heterotrof beslenen organizmalardir. Bakterilerin bazi tiirleri ise tiiberkiiloz ve kolera gibi
hastaliklara yol agabilmektedir (Ulucay, 2023: 187). Ote yandan, bakterilerin antibiyotik
iiretimi, vitamin sentezi ve yogurt, peynir, sirke gibi bazi gida {iriinlerinin {iretimi gibi ¢esitli
yararlar1 da bulunmaktadir (Onen vd., 2020: 18). Ozellikle baz1 bakteriler, konak¢1 saghgi
iizerinde olumlu etkiler gosteren probiyotikler olarak degerlendirilmektedir (Horasan ve

Celikyiirek, 2024: 346).

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasini dengelemek, hastaliklara kars1 direnci artirmak,
genel saghigr desteklemek amaciyla tiiketilen ve c¢esitli gidalarda bulunan yararh
mikroorganizmalardir (Yildirim ve Tuncer, 2022: 435). Probiyotik bakteriler insan
bagirsaklarinda 6zellikle patojen bakterilerin kolonizasyonunu engelleyerek, bagirsak
sagliginin korunmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica, patojen mikroorganizmalarin biiyiimesini
engelleyen inhibitér antimikrobiyal maddeler iireterek dogrudan antagonistik etki

gostermektedirler (Kiitiik, 2015: 2).

Bu bakteriler yalnizca sindirim sistemi sagligini desteklemekle kalmaz, ayn1 zamanda
bagisiklik sistemini giliglendirir, bazi alerjik reaksiyonlar1 hafifletir ve cilt saglig1 lizerinde
olumlu etkiler sunmaktadir (Galyon ve Varlik, 2021: 277). Ozellikle bu bakteriler bagisiklik
sistemini iyilestirerek enfeksiyonlara karsi korunmaya katkida bulunmaktadir (Fijan, 2023: 2).
Son donemlerde yapilan arastirmalar, probiyotiklerin ruh saglig: tizerindeki olumlu etkilerini

de vurgulamaktadir (Madabushi vd., 2023: 3).

Probiyotik olarak en yaygin kullanilan mikroorganizmalar arasinda Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine ait tiirler bulunmaktadir (Keskin vd., 2023: 2684). Lactobacillus
cinsine ait tiirler, genellikle Gram-pozitif ve fakiiltatif anaerob bakterilerdir (Dempsey ve Corr,
2022: 1). Lactobacillus tiirleri, 30-40°C araligindaki optimal sicaklikta gelismekte ve asidik
ortamlara dayamiklilik gostererek pH 4.5-6.5 araliginda iyi bir biiylime goOstermektedir
(Slizewska vd., 2020:2). Bifidobacterium cinsine ait tiirler ise Gram-pozitif ve anaerobik
bakteriler olarak bilinmektedir (Pyclik ve ark. 2020: 334). Optimal biiylime sicakliklar1 36-
38°C olup, pH aralig1 6-7 ortamlarinda gelisim gostermektedir (Kiitiik, 2015: 47). Probiyotik

mikroorganizmalarin diisiik pH seviyelerine dayanikliligi ve mide asidinde hayatta kalabilmesi,
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sindirim sistemi sagligi agisindan biiylik bir avantaj sunmaktadir. Asidik ortamlara
adaptasyonlari, bu bakterilerin bagirsaklarda rekabetci bir sekilde yerlesmesini ve patojen
mikroorganizmalarin ¢ogalmasinin engellemesini miimkiin kilmaktadir (Bingdl ve Sengiin,

2022: 39).

Patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleme mekanizmasi probiyotiklerin
bagirsaklardaki etkilesimleri ve islevleri ile dogrudan iliskilidir. Probiyotik mikroorganizmalar,
bagirsak mikrobiyotasini dengeleyerek patojenlerin kolonizasyonunu 6nlemekte 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu durum, probiyotiklerin patojen bakterilerin biiyliimesini inhibe eden
antimikrobiyal bilesikler liretme yetenegi ile saglanmaktadir. Ayrica, probiyotikler bagirsak
epiteline baglanarak patojenlerin tutunmasini engellemekte olup, bu mikroorganizmalarin
bagirsaklara tutunarak, kolonizasyonu Onlemektedir. Bunun yani sira, probiyotiklerin
olusturdugu asidik ortam, patojen mikroorganizmalarin biiyiime kosullarini olumsuz yonde

etkileyerek cogalmalarini zorlastirmaktadir (Dogan, 2011: 100)

Probiyotikler, gida endiistrisinde yaygin olarak fermente siit iiriinleri, probiyotik
yogurtlar ve besin takviyelerinde bulunmaktadirlar. Bu tirtinler, bagirsak sagligini desteklemek
icin diizenli olarak tiiketilmekte ve tiiketici sagligina olumlu katkilarda bulunmaktadir.
Probiyotik iceren fonksiyonel gidalar artan tiiketici bilinci ile birlikte daha fazla talep gérmekte

ve saglik acisindan yararlar1 nedeniyle énem kazanmaktadir (Ispirli ve Dertli, 2023: 361).

Probiyotikler bagirsakta canli kalabilen Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. ve
Enterococcus spp. gibi bakterilerdir. Bu bakteriler, insan sindirim sisteminde dogal olarak
bulunur ve temel olarak laktik asit bakterileri (LAB) grubuna aittir (Kogak ve ark., 2016). Bu
caligmanin amaci; yogurt, tursu, sirke ve bazi kuru meyveler gibi besin maddelerinde bulunan
probiyotik mikroorganizmalarin izole edilerek tanimlanmasi ve bazi 6zelliklerinin

belirlenmesidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Probiyotiklerin Tanimi

Probiyotik terimi, kokenini “yasam i¢in” anlamina gelen Yunanca soézciiklerden
almaktadir (Kwofie vd., 2020: 493). Gida ve Tarim Orgiiti ve Diinya Saglik Orgiitii
(FAO/WHO) tarafindan kabul edilen tanima gore probiyotikler “yeterli miktarlarda
alindiklarinda konakgiya saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalardir” (Mishra ve
Acharya, 2021 :1870). Dolayistyla probiyotik suslar patojenik olmayan, viicuda aktif olarak
katkida bulunan, belirli dozda ve formda alinabilen mikroorganizmalardir. Probiyotikler yeterli
miktarda alindiklarinda bagirsak mikrobiyotasinin dengesini destekleyerek konak¢inin genel
saglik durumunu iyilestiren canli mikroorganizmalardir (Latif vd., 2023: 2). Genellikle
fermente siit iirlinleri, tursular ve benzeri fermente gidalarda dogal olarak bulunup hem

beslenmeye hem de bagisiklik sistemine katki saglamaktadirlar (Latif vd., 2023: 2).

2.2. Probiyotiklerin Tarihcesi

Mikrobiyolojinin tarihsel gelisimi incelendiginde 18561864 yillar1 arasinda Louis
Pasteur gida bozulmasinin mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirildigini kanitlamistr.
Bundan birkag¢ yil sonra 1873’te Joseph Lister eksi siitten Streptococcus lactis (glinlimiizde
Lactococcus lactis) tiiriinii izole etmistir (Soomro vd., 2002: 20). Bununla birlikte 1889 yilinda
Henry Tissier anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak florasinda baskin olan Bifidobacterium
bifidum tiirtinii tanimlamistir (Idrees vd., 2022: 2). 19. yiizyilin baslarinda Nobel 6diillii bilim
insan1  Elie Metchnikoff bagirsak mikroflorasin1 zararli bakteriler yerine yararl
mikroorganizmalarla degistirerek saglik dmiir saglanabilecegi goriisiinii 6ne stirmiistiir (Idrees
vd., 2022: 2). Ayrica 1900°de Ernst Moro insan bagirsak florasindan izole ettigi gram-pozitif
bakteriyi Bacillus acidophilus (bugiin Lactobacillus acidophilus) olarak tanimlamistir (Idrees
vd., 2022: 2). Bu gelismelerin ardindan 1954°te Ferdinand Vergin “probiotika” terimini saglik
icin gerekli aktif maddeler olarak tanimlamis ve antibiyotiklerin faydali bagirsak
mikrobiyotasina zarar verdigini vurgulamistir (Yadav vd., 2022: 506). Daha sonra 1965°te Lilly
ve Stillwell probiyotikleri “bir mikroorganizmanin bagka bir mikrobiyal tiiriin biiyltimesini
tesvik eden maddeler” olarak yeniden tanimlamistir (Shortt, 1999: 412). Bunun ardindan
1974°te Parker probiyotikleri “bagirsak mikrobiyal dengesine katki saglayan organizmalar ve

bilesikler” seklinde ifade etmistir (Kahraman Sarisu, 2021: 8). 1980°de Roy Fuller



probiyotikleri “Canlinin bagirsak mikrobiyal dengesini iyilestirerek konaga fayda saglayan
canli mikrobiyal besin takviyesi” olarak tanimlamistir (Idrees vd., 2022: 2). 2001 yilinda
FAO/WHO probiyotikleri "yeterli miktarda verildiginde konukguya yarar saglayan canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlamislardir (FAO/WHO, 2001: 5).

Giiniimiize gelindiginde 2023’te Diinya Gastroenteroloji Organizasyonu probiyotik ve
prebiyotiklerin irritabl bagirsak sendromu, antibiyotik iligkili ishal ve inflamatuar bagirsak
hastaliklarindaki roliinii, dozlama rehberlerini ve giivenlik uyarilarini igeren kilavuz
yayimlamistir (WGO, 2023: 540). Bu kapsamda probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotiklerin
metabolik saglik, insiilin duyarlili§i ve beyin-bagirsak ekseni yoluyla psikolojik belirtileri
hafifletme potansiyelini ele alan kapsamli bir derleme sunulmustur (Sarita, 2025: 1). Bu
alandaki giincel arastirmalar arasinda inflamatuar bagirsak hastaliklarinda probiyotik,
prebiyotik ve sinbiyotiklerin semptom hafifletme, niiks oranlarini diisiirme ve yasam kalitesini
artirma etkilerini inceleyen klinik ¢alismalar yer almaktadir (Yassine, 2025: 6). Sekil 2.1.'de

probiyotiklerin kesfinin tarihsel durumu ifade edilmistir.

\
Louis Pasteur gida bozulmasinin mikroorganizmalar tarafindan
gercgeklestirildigini kanitlamistir.
1856- )
1864
Elie Metchnikoff Fermente siit liriinlerinin insan sagligin gelistirdigini ileri
surmustir.
”1 9. )
yilt
Probiyotiklerin tanimi ilk kez Lily ve Stilwell tarafindan yapilmistir. B
1965 )
~
e FAO/WHO, probiyotiklerin tanimini resmi olarak belirlemistir.
/

Sekil 2. 1. Probiyotik Gelisiminde Onemli Tarihler



2.3. Probiyotikler, Prebiyotikler, Sinbiyotikler, Postbiyotikler ve Parabiyotikler

Prebiyotikler sindirilemeyen gida bilesenleri olup konak bagirsak mikrobiyotasi
icindeki yararl bakteri popiilasyonunu destekleyerek saglik yarar1 saglamaktadir. Prebiyotikler
arasinda iniilin ve fruktooligosakkarit [FOS] gibi oligosakkaritler bulunmaktadir (Sarita vd.,
2024: 2). Prebiyotiklerin temel 6zelligi midedeki asit ve ince bagirsaktaki enzimler tarafindan
parcalanmay1p kolonda fermente edilebilmeleridir. Ornegin iniilin ve rezistan nisasta, laktozdan
tiiremis laktuloz ve cesitli oligosakkaritler prebiyotik olarak kullanilmaktadir (Gul vd., 2024:
2). Bu bilesenler sindirilemedikleri halde kolon florasinda Bifidobacterium ve Lactobacillus
gibi faydali bakterilerin sayisini artirmaktadir ve aktivitelerini segici olarak tesvik ederek

konagin sagligina olumlu katki saglamaktadir (Pandey vd., 2015:7578).

Prebiyotikler bagirsak florasinin dengesini ve aktivitesini olumlu yonde etkileyerek
gastrointestinal sistemin sagligini1 desteklemektedir. Ayrica, kalsiyum ve magnezyum gibi temel
minerallerin intestinal emilimini artirmaktadir. Kan kolesterol ve trigliserid diizeylerini olumlu
yonde etkilemektedir, enfeksiyon riskini azaltmaktadir ve Dbagisiklik  sistemini

giiclendirmektedir (Tasdemir, 2017: 87).

Sinbiyotikler ise probiyotik ve prebiyotiklerin birlikte formiile edilmesidir. Uluslararasi
Probiyotik ve Prebiyotik Bilimsel Dernegine (ISAPP) goére sinbiyotik, “konak
mikroorganizmalar: tarafindan segici olarak kullanilan substrat ile bu substrati kullanan canlt
mikroorganizmalar1 igceren konakta saglik yarari saglayan karisim” olarak tanimlanmistir
(Swanson vd., 2020 :687). Sinbiyotikler, probiyotik mikroorganizmalarla bunlarin biiytimesini
destekleyen prebiyotik bilesenlerin birlikte kullanildigi ve bu sayede bagirsak florasinda
probiyotiklerin yasamini ve etkisini artirarak konaga fayda saglayan kombinasyonlardir
(Pandey vd., 2015:7579). Bifidobacterium tiirleri ile fruktooligosakkarit karigimi veya
Lactobacillus suslart ile laktitol iceren firiinler sinbiyotik Ornekleridir (Gul vd., 2024: 2).

Sekilde 2.2°de Probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik iliskileri ifade edilmistir



PROBIYOTIKLER PREBIYOTIKLER

Sekil 2. 2. Probiyotiklerin Prebiyotik ve Sinbiyotiklerle Iliskisi



Postbiyotik terimi, Yunanca kokenli iki sOzciigliin birlesiminden olusmakta olup,
"yasamdan sonra" anlamini tagimaktadir (Salmin, 2021: 650). ISAPP tarafindan bu kavram,
"canli mikroorganizmalarla iliskili ya da onlardan tiireyen bilesenler" seklinde tanimlanmigtir
(Salmin, 2021: 650). Postbiyotik iiretim sirasinda canli mikroorganizmalar 1s1, radyasyon veya
yliksek basing gibi islemlere maruz kaldiginda inaktive edilmekte ve bu inaktivasyon
sonucunda cansiz hiicreler ile hiicre bilesenleri elde edilmektedir (Ozbay-Ar1 ve Yilmaz-Ersan,
2024: 513). Prajapati vd.’e gore postbiyotikler, probiyotik mikroorganizmalarin fermantasyon
siireci sirasinda veya bagirsak mikrobiyotasinda bulunan faydali mikroorganizmalarin
metabolik faaliyetleri sonucunda ortaya ¢ikan biyolojik olarak aktif bilesenlerdir (Prajapati vd.,
2023 :2). Postbiyotikler, cansiz biitiin mikroorganizma hiicrelerinden olusabilir ve
mikroorganizma tarafindan iiretilen metabolit, protein ya da peptit gibi bilesenleri de
icerebilmektedir (Vinderola vd., 2022: 2). Bu bilesenlerin saglik iizerinde olumlu etkileri
bulunmaktadir (Vinderola vd., 2022: 2). Ayrica, postbiyotikler, probiyotik mikroorganizmalarin
hiicre digina salgiladigi ya da metabolik siiregler sonucunda iirettigi; enzimler, proteinler, kisa
zincirli yag asitleri, vitaminler, amino asitler, peptitler ve organik asitler gibi ¢esitli yararh
bilesenlerden olusan hiicresiz silipernatanlardaki karmasik bir madde grubunu da ifade

etmektedir (Nataraj vd., 2020: 1). Sekil 2.3’te postbiyotikleri anlatan gorsel verilmistir.

Parabiyotikler, canli olmayan mikrobiyal hiicrelerin tamami1 veya par¢alanmis formlari
ile bunlardan elde edilen ham hiicre Oziitlerini i¢eren bilesenlerdir (Lee vd., 2023: 1982).
Literatiirde bazen “inaktive probiyotikler” veya “hayalet probiyotikler” olarak da adlandirilan
parabiyotikler, probiyotiklerin metabolik aktivitesi olmadan da saglik faydalar1 saglayabilen
biyolojik bilesenler olarak tanimlanmaktadir (Nataraj vd., 2020: 2). Parabiyotikler
mikroorganizmalarin kimyasal ya da mekanik islemlerle inaktive edilmesi sonucunda elde
edilmektedir (Lee wvd., 2023: 1982). Parabiyotiklerin, hem insan hem de hayvan
organizmalarinda bagisiklik sistemini olumlu yonde etkiledigi ve anti-inflamatuar yanitlar
diizenleyebildigi bilimsel olarak ortaya konmustur (Siciliano vd., 2021: 3). Ayrica
parabiyotikler antibiyotik direnci riskini azaltmaya da katki saglayabilmektedir (Hosseini vd.,
2024: 2). Parabiyotiklerin 1stya karsi direngli olmalari, bagisiklik sistemini aktive etme
yetenekleri, uzun siireli raf dmriine sahip olmalar1 ve endiistriyel kullanim agisindan giivenli
kabul edilmeleri, onlar1 probiyotiklere kiyasla daha avantajli hale getirmektedir (Hosseini vd.,
2024: 1). Probiyotikler, Prebiyotikler, Sinbiyotikler, Postbiyotik ve Parabiyotik karsilastiriimasi
Tablo 2.1.’de verilmistir.



Tablo 2. 1. Probiyotikler, Prebiyotikler, Sinbiyotikler, Postbiyotikler ve Parabiyotiklerin

Karsilastirilmasi
Karsilastirma Pro- Pre- Sin- Post- Para-
Kfriteri biyotikler biyotikler biyotikler biyotikler biyotikler
Biyolojik Canli Canli degil Hepsini Cansiz Cansiz
durum canli
degil
Yapi Canli Sindirilemeyen | Pro- Probiyotiklerin | Olii
mikro- karbon- biyotik + | tirlinleri probiyotik
organizmalar | hidratlar Prebiyotik | (Metabolik hiicrelerin
birlesimi | tiriinler) parcalart
POSTBIYOTIKLER

Canli olmayan mikroorganizmalar ve
onlarin ¢esitli bilesenleri

Sekil 2. 3. Postbiyotikler (Banakar vd. 2024 ’ten uyarlanmistir)
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Sekil 2. 4. Probiyotiklerin Postbiyotik ve Parabiyotiklerle Iliskisi (Cuevas-

Gonzalez vd., 2020’den uyarlanmistir)

Metabolit igeren inaktive mikroorganizma yapilar1 postbiyotik olarak tanimlanirken,
yalnizca canliligini yitirmis ve metabolit icermeyen hiicreler paraprobiyotik olarak
siiflandirilmaktadir (Cuevas-Gonzalez vd., 2020). Probiyotik, postbiyotik ve parabiyotiklerin
iliskisi Sekil 2.4’te ifade edilmistir.

2.4. Probiyotiklerin Ozellikleri

Probiyotik bakteriler hem fenotipik (biokimyasal testler) (Zawistowska-Rojek vd.,
2022: 9) hem genotipik (16S rRNA dizileme) yontemlerle tanimlanmaktadir (Zawistowska-
Rojek vd., 2022: 10). Herhangi bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi
icin baz1 biyolojik, genetik ve fizyolojik 6zellikleri karsilamas1 gerekmektedir. Probiyotiklerin
asit ve safra tuzlarma tolerans (Kogak vd., 2016: 119), bagirsak epitel ylizeyine yapisma
yetenegi, anti-genotoksik 6zellikler, laktik asit tiretimi, zor kosullara dayaniklilik gostermesi
gerekmektedir (Sarita vd., 2024: 2). Probiyotik bakteriler dncelikle giivenilir olmali1 (Plaza-
Diaz, 2019: 550) ve patolojik 6zellik tastmamalidir (Horasan ve Celikytirek, 2024: 346).

Gelismis metabolik faaliyetler gosterebilmeli; Ornegin vitamin sentezi yapabilmeli,
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disakkaritleri ve laktozu parcalayabilen enzimler iiretebilmeli ve kolesterol metabolizmasinda

rol alabilmelidir (Hayatoglu 2021: 23).

Probiyotik mikroorganizmalarin glivenligini ve etkinligini degerlendirmek igin
antibiyotik duyarhilik ve antimikrobiyal aktivite testleri kritik oneme sahiptir. Bu testler,
probiyotik suslarin hem insan saglifina zarar vermeme potansiyelini hem de patojen
mikroorganizmalarla rekabet edebilme yeteneklerini ortaya koymaktadir (Bilginer ve Cetin
2019: 318). Diger testler arasinda pH ve safra tuzlaria tolerans, fenol direnci ve hemolitik
aktivite yer almaktadir. Asidik ve safra ortamina kars1 direng, probiyotiklerin gastrointestinal
sistemde hayatta kalma yeteneklerini yansitirken; fenol toleransi ise konak metabolizmasindan
kaynaklanan toksik bilesiklere kars1 dayanikliligi gostermektedir (Sokmen vd., 2024). Ayrica
hemolitik aktivite testi, probiyotik suslarin potansiyel patojenik etkilerini belirlemek ac¢isindan

onem arz etmektedir (Roldan-Pérez vd., 2023).

Ciftci ve Kogak (2020) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, izole edilen bakterilerin safra
tuzlarina ve diisiik pH kosullarna karsi dayanikliliklart test edilmistir. Ayrica, dokuz farkl
antibiyotige karsi duyarliliklar1 Disk Diflizyon Yontemi ile degerlendirilmis ve izolatlarin
antibiyotik direng profilleri ortaya konmustur. Bununla birlikte, patojenik Escherichia coli'ye
kars1 gergeklestirilen antagonistik aktivite testlerinde, izolatlarin test edilen kosullar altinda

etkili olmadig1 rapor edilmistir.

Pehlivan ve Onuk (2020) ¢alismasinda, Antagonistik etkisi olan izolatlarin hidrofobik
ozellikleri, safra ve pH toleranslari ile antibiyotik duyarliliklar1 analiz edilmistir. Antibiyotik

duyarliliklar testi disk difiizyon yontemi ile yapilmstir.

Bozdemir (2021) ¢alismasinda izole edilen Laktik Asit Bakterileri'nin (LAB) probiyotik
ozelliklerini ve antibakteriyel etkilerini degerlendirmistir. Izolatlarin asit, hidrojen siilfiir ve
hidrojen peroksit iiretme kapasiteleri, antibakteriyel aktiviteleri ve antibiyotik direnci analiz
edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in agar diffiizyon yontemi kullanilmigtir ve
inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiistiir. Ayrica, izolatlarin safra tuzuna dayanikliliklari ile hidrofobisite

ozellikleri belirlenmistir.
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2.5. Probiyotiklerin Onemi

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasin1 dengeleyerek ve bagisiklik sistemini
giiclendirerek  konak¢i  saghigint  iyilestirmektedir.  Probiyotiklerin  hipertansiyon,
hiperkolesterolemi, kanser ve cesitli gastrointestinal hastaliklarda tedavi siirecini destekleyici

potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Latif vd., 2023: 1).

Bu mikroorganizmalar toksinleri detoksifiye etmektedir. Ayrica K ve B grubu vitaminler
iiretmektedir (Barkhidarian vd., 2021: 2). Bununla birlikte besinsel lifi fermente ederek kisa
zincirli yag asitleri (SCFA) olusturmaktadir (Latif vd., 2023: 2). Probiyotikler patojenlerin
baglanma bolgelerini isgal ederek ve besin maddeleri i¢in rekabet ederek zararli bakteri sayisini
azaltmaktadir. Ayn1 zamanda bariyer fonksiyonunu iyilestirerek bagirsak gecirgenligini

diistirip antikor iiretimini arttirmaktadir (Latif vd., 2023: 2).

Probiyotiklerin antibiyotik kaynakli ishal ve bagirsak hastaliklarinda agr1 ve diger
rahatsizliklarin azalmasinda etkili oldugu klinik ¢aligmalarla desteklenmistir (Sarita vd., 2024:
1). Probiyotikler alerjik reaksiyonlart ve laktoz intoleransini azaltabilir, serum kolesterol
diizeyini diisiirebilir ve bagisiklik yanitini diizenleyebilmektedir. Son yillarda yapilan
aragtirmalar, probiyotiklerin kilo kontrolii, kan glukoz kontrolii, metabolizma diizenlenmesi
gibi metabolik hastaliklarda ve bagirsak-beyin ekseni aracilifiyla anksiyete, depresyon gibi
psikiyatrik durumlarda da fayda saglayabilecegini ortaya koymustur (Sarita vd., 2024: 1). Sekil
2.5’te probiyotiklerin etkili olabilecegi bazi hastaliklar ifade edilmistir.
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PROBIYOTIK

Hiperkolesterolemi Alerjik

hastaliklar

Sekil 2. 5. Probiyotiklerin Etkili Olabilecegi Baz1 Hastaliklar

2.6. Probiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Probiyotikler, insan sagligini destekleyen ¢ok yonlii biyolojik etkiler géstermektedir. Bu
etkiler, bagirsak mikrobiyotasiyla etkilesim, bagisiklik sistemi iizerindeki diizenleyici etkiler,
patojenlere karsi savunma mekanizmalart ve sinir sistemiyle baglantili biyokimyasal yollar

araciligryla ortaya ¢ikmaktadir (Idug ve Hizli Giildemir, 2024 :459).

[lk olarak, probiyotikler bagirsak ortaminda yerlesik yararli bakterilerle birlikte, zararl
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyen bir denge olusturur. Bu denge, dncelikle besin
maddeleri ve hiicre ylizeylerindeki baglanma noktalar1 i¢in patojenlerle rekabete girerek
patojenlerin epitel yilizeye tutunmasi ve g¢ogalmasini engellemektedir. Ayrica, probiyotik
bakteriler tarafindan sentezlenen laktik asit, bakteriyosin, hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal
bilesikler, zararli mikroorganizmalarin biiyiimesini dogrudan baskilamaktadir (Latif vd., 2023:
2). Bu maddeler bagirsak ortaminin pH’1n1 diisiirerek asidik bir ortam olusturur ve patojenlerin
yasam kosullarini olumsuz hale getirmektedir (Dogan, 2011: 101). Ayrica probiyotikler mukus
yapimini ve hiicreler arasi siki baglant1 (tight junction) yapilarmin biitiinliiglinii destekleyerek
mukozanin bariyer fonksiyonlarini artirmaktadir (Latif vd., 2023: 2). Probiyotiklerin bir diger

onemli etki mekanizmas1 ise bagirsak iliskili lenfoid doku etkilesiminin gii¢lendirilmesidir.
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Bagirsak iligkili lenfoid doku (GALT) {izerinde etkili olan mikroorganizmalar dendritik
hiicreler, makrofajlar, B ve T lenfositleri ile etkilesime gecerek bagisiklik yanitlarini
diizenlemektedir (Latif vd., 2023: 2). Bu sayede antikor iiretimini desteklemesi ve makrofaj
aktivitesinin artmasi saglanmaktadir (Dogan, 2011: 101). Bununla birlikte probiyotikler
tarafindan dretilen kisa zincirli yag asitleri (asetat, propiyonat ve biitirat) bagirsak
biitiinliiglinlin korunmasina ve immun yanitin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Yesillik,
2008: 10). Son olarak, bazi probiyotik suslarin merkezi sinir sistemi iizerinde dolayl etkileri
oldugu ortaya konmustur (Ozer vd. 2019: 273). Bu etki, bagirsak-beyin ekseni iizerinden
ger¢eklesmektedir. Probiyotikler, serotonin, dopamin ve GABA gibi ndrotransmitterlerin
iretimini etkileyebilmektedir. Bu durum; ruh hali, stres yanit1 ve uyku diizeni gibi bir¢cok
fizyolojik siirec iizerinde belirleyici rol oynamaktadir (Latif vd., 2023: 2). Ozellikle
psikobiyotik olarak adlandirilan bazi probiyotik tiirlerinin, anksiyete ve depresyon benzeri
belirtileri azaltabilecegi bildirilmistir (Ozer vd. 2019: 275). Sekil 2.6.’de Probiyotik etki yollart

ifade edilmistir.
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Sekil 2. 6. Literatiirde Tanimlanan Probiyotik Etki Yollar:: Mikrobiyal Rekabet, Antimikrobiyal
Aktivite, Bariyer Giiglendirme, Bagisiklik Diizenleme ve Norotransmiter Uretimi (Latif vd.,

2023’ten uyarlanmistir).

2.7. Probiyotik Kaynag: Olarak Tiiketilen Gidalar

Siit, fermente gidalarin tarihsel gelisiminde oncii bir rol stlenmistir. Baglangicta,
pastorize edilmemis siitlerin dogal mikrobiyotasinin etkisiyle kendiliginden gerceklesen
fermentasyonlar, zamanla insan eliyle yonlendirilen kontrollii siireglere doniismiistiir
(Castellone vd., 2021: 5). LAB’larin laktozu parcalamasi sonucunda olusan asitler, istenmeyen
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyerek {iriiniin dayanikliligini artirmaktadir (Soemarie
vd., 2021:335). Ayn1 zamanda ortaya ¢ikan aroma bilesikleri besin degerini yiikseltmektedir.
Glinlimiizde yogurt ve kefir gibi liriinler hem geleneksel hem de endiistriyel iiretimde yaygin

sekilde tiiketilmektedir (Castellone vd., 2021: 5).
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Fermente siit iirlinli olan yogurt Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus
starter kiiltiirleri icermektedir (de Souza vd., 2024:1). Bu bakteriler bagirsakta kalic1 olarak
yerlesmeyip gec¢ici mikrobiyota olusturmaktadir. Ancak yine de saglik {izerinde 6nemli etkileri

bulunmaktadir (Castellone vd., 2021: 6).

Diger siit tiriinlerinde oldugu gibi, yogurt da beslenmede sikca tavsiye edilmektedir.
Bunun sebebi, yogurt viicudun ihtiyag duydugu temel amino asitlerin yani sira, laktik asit,
eksoopolisakkaritler (EPS) ve yagda ¢6ziinen vitaminler gibi biyoaktif bilesenler icermektedir
(Castellone vd., 2021: 6). Ayrica ¢inko, potasyum, fosfor ve kalsiyum gibi mineraller
bakimindan zengindir (de Souza vd., 2024:1). Yogurt tiiketimi sindirimi kolaylastirmaktadir.
Bununla birlikte bagirsak hareketlerini arttirmaktadir, immiin yanit1 destekleyip dis sagligini
olumlu etkileyebilmektedir (de Souza vd., 2024:1). Ozellikle probiyotik yogurtlarda
Bifidobacterium ve Lactobacillus suslar1 antibiyotik tedavisinin ardindan mikrobiyota
dengesinin yeniden saglanmasi, ishal tedavisi ve laktaz enzimi destegi gibi ek yararlar sagladigi
bilinmektedir (de Souza vd., 2024:2). Fareler lizerinde yapilan bir calismada yogurdun bagirsak
mikrobiyotasin1  diizenleyerek Alzheimer hastaligt modelinde beyin fonksiyonlarini

destekledigi gosterilmistir (Castellone vd., 2021: 6).

Sirke iretim siireci farkli mikroorganizmalarin ardisik olarak faaliyet gdsterdigi
karmasik bir fermantasyon sistemidir. Bu siiregte, 6zellikle LAB asetik asit bakterilerine (AAB)
kiyasla daha genis bir ¢esitlilik sergilemektedir. Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc
basta olmak iizere toplam alt1 cinse ve 26 tiire ait LAB fermentasyonun ¢esitli evrelerinde aktif
rol oynamaktadir. Ozellikle baslangic asamasinda organik asit {iretimi, aroma maddelerinin
olusumu ve saghk acisindan faydali bilesiklerin sentezi gibi gorevleri istlenmektedir.
LAB’lerin metabolik faaliyetleri sonucunda ortaya ¢ikan laktik asit ve diger organik bilesikler,
sirkenin asidik yapisini ve aromatik 6zelliklerini belirgin sekilde zenginlestirmektedir. Ayrica,
bu bakterilerin trettigi bakteriyosinler sayesinde zararli mikroorganizmalarin gelisimi

engellenerek iiriin glivenligi artirilmaktadir (Hosseini vd., 2025: 3).

Meyve sirkeleri, fermente meyvelerden elde edilen dogal iiriinler olup, kullanilan meyve
tiiriine bagli olarak icerik ve kalite agisindan farklilik gdsterebilmektedir. Ozellikle elma sirkesi
hem yaygin kullanimi1 hem de zengin kimyasal icerigiyle dikkat cekmektedir. Elma sirkesinin
diger meyve sirkelerine kiyasla daha yiiksek kuru madde ve fenolik bilesik oranlarina sahip
oldugu tespit edilmistir (Yiicel Sengiin ve Kili¢ 2019: 95). Bu tiir sirkelerde malik asit ve laktik
asit gibi organik asitlerin yogunlugu hem tat profiline hem de mikrobiyal stabiliteye olumlu
katki saglamaktadir. Ayrica meyve sirkeleri igerdikleri fenolik bilesikler, vitaminler ve
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mineraller sayesinde biyoaktif bilesenler acisindan da degerli bir kaynak olarak kabul

edilmektedir (Yiicel Sengiin ve Kilig 2019: 95).

Salatalik, lahana ve havug gibi sebzelerin tuzlu suda LAB ile fermente edilmesiyle elde
edilen tursu zengin bir probiyotik kaynagidir (Soemarie vd., 2021:335). Leuconostoc ve
Lactobacillus tiirleri sebze yiizeyinde ¢ogalmaktadir ve laktik asit iireterek gidaya keskin tat
vermektedir. Bu fermente sebzelerin tliketimi, bagirsak pH’mi diisiiriip patojen bakteri
baskilayarak ve bagisiklik sistemi yanmitim1 uyararak saglik faydasi saglamaktadir. Tursu ve
benzeri fermente sebzelerin diizenli tiiketiminin inflamasyonu azaltabilecegi ve sindirim

sistemini destekleyebilecegi diislinlilmektedir (Castellone vd., 2021: 2)

Kayisi, kuru incir ve kuru iiziim gibi kuru meyveler zengin glikoz, lif, protein, vitamin
ve mineral igerigi sayesinde besleyici bir gida olarak kabul edilmektedir. Ayrica, kuru meyvenin
sahip oldugu fitokimyasallar, onu gii¢lii bir antioksidan ve kanserle miicadelede potansiyel bir
bilesik kaynagi haline getirmektedir. Kayisi, tarihsel kdkeni ¢ok eskiye dayanan ve o6zellikle
Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen 6nemli bir meyvedir. Demritas vd. (2020) kuru kayisi
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada patojen bakteri tespit etmemis, izole edilen bakteriler arasinda
yer alan Bacillus licheniformis tiirlerinin glivenli kullanim agisindan insan sagligina risk
olusturmadig1 ve gida uygulamalarinda kullanilabilecegi bilimsel olarak kabul edilmistir (Erem
vd., 2013 :249). Ayrica Bacillus pumilus’un antifungal etkileri ve Bacillus amyloliquefaciens’in
probiyotik potansiyeli vurgulanmaistir. Buna ilaveten, giin kurusu kayisinin yalnizca giivenli bir
gida degil, ayn1 zamanda probiyotik potansiyeli tasiyan fonksiyonel bir iirlin olabilecegini
gostermektedir (Demritas vd., 2020: 648). Sekil 2.7°de bu ¢alismada kullanilan gida 6rnekleri

verilmistir.

Probiyotik mikroorganizmalarin iirin raf omrii boyunca canli kalmasi biiyilk 6nem
tagimaktadir. Bu durum tiretim sirasindaki hijyen kosullar1 ve uygun depolama sicakliklar gibi
birgok etkene baglidir. Ayrica, probiyotiklerin starter kiiltiirlerle olan etkilesimleri, oksijen ve
pH gibi cevresel faktorlere duyarliliklar: da iirlintin mikrobiyolojik kalitesini ve saglik faydasini

etkileyebilmektedir (de Souza vd., 2024: 12).
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Sekil 2. 7. Probiyotik Mikroorganizmalar Igeren Gida Ornekleri

2.8. Probiyotik Ozellik Gosteren LAB Tiirleri

LAB’lar karbonhidratlar1 fermente ederek basta laktik asit olmak iizere c¢esitli
metabolitler iireten Gram-pozitif, genellikle hareketsiz ve spor olusturmayan

mikroorganizmalardir (Zhang vd., 2023: 3).

LAB’lar fermente gidalarin dogal bilesenleridir ve gida raf dmriinii uzatan organik
asitler tiretmektedir (Soemarie vd., 2021:335). Mikrobiyolojik olarak bu gruptaki bakteri suslari
genellikle katalaz-negatiftir ve enerji metabolizmalar1 laktat iiretimine dayanmaktadir (Kiran
ve Osmanagaoglu, 2011: 63; Latif vd., 2023: 2). Bu bakterilerin etkileri, probiyotik
fonksiyonlarla siki bir sekilde baglantilidir ve bu bakteriler bagirsak mikroflorasini dengeleme
ve  bagisikhik  uyaran  maddeler  salgilama  yetenekleri ile  tanimmmaktadir.

Omnegin Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri probiyotik gidalarin vazgecilmez iiyeleridir
(Latif vd., 2023: 2).
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Fermentasyon 6zelliklerine gére LAB’lar homofermantatif ve heterofermantatif olarak
iki gruba ayrilmaktadir. Homofermantatif bakteriler, bir glukoz molekiiliinden iki molekiil
laktik asit iiretirken; heterofermantatif tiirler (6rnegin Streptococcus ve Lactococcus), bir
glukoz molekiiliinden laktik asit, etanol ve karbondioksit sentezleyebilmektedir (Zhang vd.,

2023: 3). LAB’larin Taksonomik siniflandirilmasi Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2. 2. LAB’larin Taksonomik Olarak Iki Farkli Filuma Ayrilmasi (Soemarie vd.,
2021:335).

Sube (Filum) | icerdigi Cinsler (Genus)

Firmicutes Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Weissella, Alloiococcus,

Symbiobacterium, Vagococcus

Actinobacteria | Atopobium, Bifidobacterium

2.9. Probiyotiklerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

Probiyotik mikroorganizmalarin tanimlanmast hem taksonomik siniflandirma hem de
fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Ozcan, 2022). Bu
baglamda, 16S rRNA gen dizileme analizi probiyotiklerin identifikasyonunda yaygin olarak
kullanilan temel yontemler arasinda yer almaktadir (Dogan ve Cebeci, 2021; Gilirsoy ve Otlu,

2017: 58).

Ayhan (2021) c¢alismasinda, 22 adet tulum peyniri Orneginde Enterococcus cinsi
bakterilerin izole edilmesini ve tanimlanmasini gerceklestirmistir. Ayrica bu bakterilerin
antibiyotiklere olan duyarliliklar disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Bunun yani sira,

16S rRNA dizi analizi ile yapilan tiir diizeyindeki tanimlamalarda, bazi izolatlar tanimlanmistur.
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Dogan ve Cebeci (2021) calismasinda, Van otlu peynir ve eksi hamur 6rnekleri, laktik
asit bakterilerini belirlemek i¢in biyokimyasal ve PZR tabanli molekiiler biyoloji yontemleri ile
analiz edilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi i¢in 9699-ileri ve
9700-geri primerleri (10 mM) kullanilmistir. Biyokimyasal testler sirasinda 6rnekler, Gram

boyama, katalaz aktivitesi ve pH 4.4 biliyiime yetenekleri acisindan degerlendirilmistir.

Aladeboyeje (2019) ¢alismasinda elde ettigi izolatlar1 morfolojik olarak tanimlanmus,
Gram pozitif ve katalaz negatif 6zellik gosteren bakteri suglarini 16S rRNA dizi analizi ile
tanimlamistir.  Izolatlarm genetik tanimlanmasi evrensel 16S rRNA gen bolgesine 6zgii
primerler (ileri: 5'-TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'; geri: 5'-
TACCGCGGCTGCTGGCAC-3") kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica bu ¢alismada
antimikrobiyal aktivitesi belirlenmesi i¢in izole edilen probiyotiklerin farkli insan patojenleri
(S. epidermidis, E. coli, K. pneumoniae, A. baumanii, P. Aeruginosa ve C. albicans) lizerine

etkisi nokta damlatma ve agar kuyu difiizyon olmak tizere iki farkli yontemle test edilmistir.

Diker (2019) calismasinda, 5 adet ticari bal 6rneginden 20 Lactobacillus cinsi bakteriyi
izole etmis ve bu izolatlarin koloni ve morfolojik 6zelliklerini inceledikten sonra molekiiler
tanimlamalarin1 16S rRNA dizileme analizi ile gergeklestirmistir. Bu analizler sonucunda tim

suslarin L. rhamnosus oldugu belirlenmistir.

Onur (2021) calismasinda, ¢esitli kaynaklardan izole edilen laktik asit bakterilerinin
(LAB) baz1 probiyotik 6zellikleri belirlemistir. Bu ¢calismada, farkli gida tirtinleri, esek siitii ve
anne siitli orneklerinden 45 LAB susu izole edilmistir. Morfolojik inceleme amaciyla Gram
boyama, katalaz testi ve metilen mavisi boyama kullanilmistir. Molekiiler tanimlamada RAPD-

PZR ile OPA-7 primeri kullanilmistir. PZR ile 16S rRNA gen dizileme ger¢eklestirilmistir.

Oktar uzun ve Bayraktar (2023) calismalarinda, geleneksel yontem kullanilarak
iretilmis zeytin ve elma sirkesinden bakteri tiirleri izole etmis ve DNA dizi analizleriyle
tanimlamistir. Calismada, elma ve zeytin sirkesi biyofilm tabakalarindaki mikrobiyal cesitliligi
analiz etmek amaciyla PZR yontemi kullanilmistir. Bu yontem, bakteriyel DNA'nin belirli bir
bolgesini ¢ogaltarak, DNA'min farkli varyasyonlarini degerlendirmeye olanak tanir. Bu
yontemde PZR asamasinda 16S rRNA geninin bir bolgesi amplifiye edilir ve ardindan DGGE
teknigi ile bu DNA parcalar1 boyut farkliliklarina gore ayrilir. Bu siireg, biyofilmdeki bakteriyel
cesitliligi ve hangi tiirlerin baskin oldugunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Calisma

sonucunda zeytin sirke 6rneklerinde Komogataeibacter rhaeticus tiirii, elma sirke 6rneklerinde
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ise Komogataeibacter xylinus (Gluconacetobacter) tlirii en fazla bulunan tiir olarak tespit

edilmisgtir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada probiyotik mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla ticari hurma, kuru
incir, giin kurusu kayisi, hazir yogurt, hazir tursu suyu ayrica ev yapimi yogurt, ev sirkesi ve ev
yapimu tursu gida drnekleri kaynak olarak kullanilmistir. Ornekler laboratuvara getirilmis ve

mikroorganizmalarin izolasyonlar1 tamamlanincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1. Cahsmada Kullanilan Besiyerleri

Probiyotik mikroorganizmalarin izolasyonu, gelisimi ve biyokimyasal Ozelliklerinin

belirlenmesi amaciyla kullanilan besiyerleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri Marka Kullanim Amaci Kaynak

De Man, Rogosa | Biolife Italiana | LAB’larin izolasyonu | (Zawistowska-
ve Sharpe Agar Rojek vd., 2022:
(MRS) 6)

De Man, Rogosa | Biolife Italiana | LAB’larin siv1 ortamda | (Zawistowska-
ve Sharpe Broth gelisimi ve | Rojek vd., 2022:
(MRS) biyokimyasal  testler | 6)

icin hazirlanmasi

Nutrient Broth | Merck Bakteri tiirlerinin sivi g?g;?;?zmn
(NB) ortamda gelisimi

Nutrient ~ Agar | Merck Bakteri tiirlerinin g&hh %?séozrsyf)n
(NA) izolasyonu

Koyun Kanli Agar | Aklab Group Hemolitik  aktivitenin | (Xu vd., 2019)
belirlenmesinde

kullanilmistir
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3.2. Cahsmada Kullamilan kimaysallar

Izolatlarin biyokimyasal ve fonksiyonel dzelliklerinin degerlendirilmesi igin kullanilan

cesitli kimyasal maddeler Tablo 3.2’te sunulmustur.

Tablo 3. 2. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimayasallar Kimyasal Formiil | Kullamim amaci

Hidrojen peroksit | H20: Probiyotiklerin katalaz

(Merck) aktivitesini test etme.

Fenol (Sigma—Aldrich) CsHsOH Probiyotiklerin

dayanikliliklarin ve
fonksiyonel kapasitelerini
test etme.

Safra tuzu (ZAG Kimya) | Sodyum-3 Bakterilerin safra tuzlarina
alfa,12alfa- kars1 dayanikliliklarin test
dihidroksi-5  beta- | etme.
kolan-24-oat

Phosphate Buffer Saline | NaCl + KCI + | Bakteri slispansiyonu

(PBS) Na:HPO. + KH2PO4 | hazirlamak amactyla

kullanilmustir.

Hidroklorik asit (Sigma- | HCL Asit toleransi testi ig¢in

Aldrich) kullanilmistir.

Gentamicin (Bioanalyse) | CisHasNsO Antimikrobiyal - duyarhihk

testi igin kullanilmustir.

Vancomycin (Bioanalyse) | CssH75C12NoO24 Antimikrobiyal - duyarlilik

testi igin kullanilmustir.
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3.3. Calhsmada Kullamilan Cihazlar

Calisma kapsaminda gergeklestirilen tiim analizlerde kullanilan cihazlara iligkin bilgiler

Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3. 3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi Kullanim Amaci

Inkiibatdr Niikleon NSTS55 | Mikroorganizmalarin
Etiiv gelistirilmesinde kullanilmistir.

Spektrofotometre | Spectro 22 | Optik  yogunluk Olgtimleri igin
Visible kullanilmastir.

Mikroskop B-20 CR, Optica | Mikroorganizmalarin  incelenmesi
Italy, SN 574022 | i¢in kullanilmistir.

Santrifiij Fisher Brand 12V DC, kiigiik hacimli (en fazla 2

mL) mikroorganizmalarin ¢okeltisi
ve siipernatanin ayrilmasi igin

kullanilmistir.

Vortex DLAB MX-S Testlerde  homojen  karigtirma
amaciyla kullanilmistir.

Isiticili Manyetik | MTOPS HS12 Cozeltilerin homojen bir sekilde

Karistirici karistirilmasi i¢in kullanilmistir.

Hassas Terazi NECKLIFE Gida oOrnekleri ve kimyasallarin

tarttminda kullanilmistir

3.4. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Test Organizmalar:

Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan standart mikroorganizmalar Tablo 3.4’te

verilmistir.
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Tablo 3. 4. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullanilan Standart Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar Ozelligi

Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-) Bakteri

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Gram (+) Bakteri

Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram (+) Bakteri

Candida albicans ATCC 24433 Maya

3.5. lzolasyon Cahsmalar:

Bu caligmada probiyotik mikroorganizmalarinin izolasyonu i¢in hurma, kuru incir, giin
kurusu kayisi, hazir yogurt, ev yogurdu, ev sirkesi, ev yapimi tursu ve hazir tursu suyu gida
ornekleri kaynak olarak kullanilmistir. Oncelikle bu kaynaklardan 1 gram 6rnek alinip steril
ortamda steril serum fizyolojik tuzlu suda homojenize edilerek seyreltilmistir (Akbal ve Vural,
2018: 94). Seyreltilen 6rneklerden 200 pL alinarak MRS (De Man, Rogosa ve Sharpe) agar ve
MRS broth besiyerlerine ekim yapilmistir. MRS besiyerine eklenen 6rnekler mikrobiyal gelisim
i¢in inkiibatorde 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petri
ylizeyinde farkli morfolojilere sahip koloniler secilerek arka arkaya ekimler yapilmistir ve saf
kiiltiir mikroorganizmalar elde edilmistir. Saf kiiltiir olarak elde edilen izolatlar molekiiler

yontemlerle tanimlanmis ve probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in testlere tabi tutulmustur.

3.6. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvari yapisina gore siiflandirilmasini saglayan
temel mikrobiyolojik bir tekniktir. Petri iizerinde gelisen tek koloniden 6ze ile alinip, 1 damla
distile su damlatilmig lam {lizerine siiriilmiistiir. Daha sonrasinda oda sicakliginda kurumasi i¢in
beklenmistir. Kuruyan ornekler alevden gecirilerek fikse edildikten sonra gram boyama
prosediiriine gore boyanmistir (Ayhan, 2021: 22). Son olarak 6rnekler kurutma kagidi ile

kurulandiktan sonra {izerlerine lamel kapatilarak 4X, 10X ve 40X biiyiitme oranlan ile
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mikroskopta incelenmistir. Mor renkli olan bakteriler Gram (+), pembe renkli olan bakteriler

ise Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Kiitiik, 2015: 67).

3.7. Katalaz Testi

Katalaz testi, mikroorganizmalarin hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiirme
yetenegini incelemek ic¢in yaygin olarak kullanilan biyokimyasal bir testtir. Kat1 besiyerinde
gelismis Orneklerden 6ze ile alinip, lam {izerine siiriildiikten sonra iizerine %3'liikk hidrojen
peroksit damlatilmistir. Kabarciklarin goriilmesi katalaz enziminin kimyasal olarak varligina

isaret etmektedir (Yurdakul vd., 2024).

3.8. Molekiiler Tanimlama

Calismada gram pozitif ve katalaz negatif olarak tespit edilen iki izolatin molekiiler
diizeyde tanimlamalar1 16S rRNA dizi analizi ile gerceklestirilmistir. Bu analizler hizmet alim1

ile BM Yazilim Danismanlik ve Laboratuvar Sistemleri Ltd. Sti. tarafindan gergeklestirilmistir.

Bakteri DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon
kiti (Polonya) kullanilmistir. Izolasyon sonrast DNA’nin saflik ve konsantrasyonu, Thermo
Scientific Nanodrop 2000 (USA) spektrofotometresiyle olciilerek degerlendirilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) c¢aligmasinda universal primerler olarak 27F-1492R
primerleriyle tiir tayini i¢in hedeflenen 16S rRNA gen bolgesi cogaltilmistir.

Kullanilan primer dizileri Tablo 3.5’te, PZR kosullar1 ise Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3. 5. Molekiiler Tanimlamada Kullanilan Primerler

27F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
1492R 5S'TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'
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Tablo 3. 6. PZR Kosullar1

Bilesen Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

PZR Tamponu 10X 1X

MgCl. 25 Mm 1,5 Mm

DNTP Karigimi 20 mM 0,2 mM

F. Primer 10 uM 0,3 uM

R. Primer 10 uM 0,3 uM

Taq DNA | 5U/uL 2U

Polimeraz

Kalip DNA 3uL

PCR seviyesi su ile 35 pL.’ye tamamlanir

95°C — 5 dakika - DNA zincirinin agilmasi

30 dongti:

— 95°C — 45 saniye - Denatiirasyon

— 57°C — 45 saniye - Primerlerin agilan DNA zincirlerine
yapismast

— 72°C — 60 saniye - ilk primer uzamasi

72°C — 5 dakika - Son primer uzamasi

Sicaklik 4°C’ye diisiiriiliir ve PZR tamamlanir

PZR amplifikasyonlari, Kyratec marka termal siklus cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen iiriinler, 1x TAE tamponu igeren %1,5 oranindaki agaroz jelde,
100 volt gerilim uygulanarak 90 dakika boyunca elektroforeze tabi tutulmus ve etidyum bromiir
ile boyanarak UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Yaklasik 1470 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgeyi
cogaltmak amaciyla tek basamakli bir PZR protokolii uygulanmistir. PZR reaksiyonlarinda,
Estonya menseli Solis Biodyne firmasinin FIREPol® Taq DNA polimeraz enzimi
kullanilmistir. Elektroforez sonucunda jelde tek bant gézlenmis ve bdylece PZR isleminin
basarili bir sekilde gerceklestigi dogrulanmistir. Saflastirma agamasinda ise, tek bant iceren
ornekler MAGBIO firmasina ait "HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) kiti

kullanilarak, iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda saflastirilmistir.
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Sanger dizileme islemleri, Applied Biosystems firmasina ait ABI 3730XL model cihaz
(Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak
gergeklestirilmistir. Dizileme i¢in 27F ve 1492R primerlerinden elde edilen veriler, ortak bir
konsensus dizi olusturmak amaciyla birlestirilmis ve kontig haline getirilmistir. Bu birlestirme
stirecinde, BioEdit yazilimi igerisinde yer alan CAP contig assembly algoritmasindan

yararlanilmgtir.

3.9. Asit Toleransi

Asit toleransi, probiyotiklerin asidik ortamlarda hayatta kalabilme yetenegini
degerlendirmek i¢in yapilan bir testtir. Bu ¢alismada, izolatlarin diisiik pH seviyelerine karsi
gosterdikleri direnci belirlemek icin Pérez-Sanchez vd. (2011: 501) tarafindan uygulanan
yontem kullanilmigtir. Bir giin 6nceden NB besiyerinde aktiflestirilen izolat 6 ve MRS
besiyerinde aktiflestirilen izolat 3'lin hiicreleri santrifiij (5000 rpm, 10 dakika) ile ¢okeltilerek
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmistir. Daha sonra hiicreler PBS igerisinde
slispansiyon haline getirilmistir. Elde edilen bakteri stispansiyonundan 125 pL almarak 1 M
HCl ile pH’s1 farkli PBS soliisyonlari igerisine eklenmistir. Ornekler 28 °C’de 1,5 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan numuneler seri diliisyon ydntemiyle seyreltilmis ve her bir
diliisyondan 100 pL alinarak izolat 3 MRS agara, izolat 6 ise NA besiyerine ekim yapilmistir.
Yayma ekim yontemi kullanilarak inokiilasyon tamamlandiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Sonuclar, koloni sayim yontemi ile degerlendirilerek canli hiicre sayis1 belirlenmistir

(Abo-Neima, vd. 2016).

3.10. Safra Toleransi

Safra tuzlari, gastrointestinal sistemdeki probiyotiklerin hayatta kalma yeteneklerini
etkileyen onemli faktorlerdendir. Bu ¢alismada Sabir vd. (2010: 569) tarafindan uygulanan
yontem kullanilmistir. MRS s1v1 besiyerinde 24 saat inkiibe edilmis aktif kiiltiirden 250 pL
alinarak 5 mL MRS besiyerine inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan bakteri hiicreleri santrifiij (5000 rpm, 10 dakika) ile ¢okeltilerek
slipernatanttan ayrilmis ve ii¢c kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra hiicreler 1 mL PBS iginde
slispansiyon haline getirilmistir. Elde edilen bakteri siispansiyonundan 100 pL alinarak kontrol

grubu (safra tuzu igermeyen) ile birlikte %0.1, %0.3 ve %0.5 oranlarinda safra tuzu (ZAG
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Kimya) iceren 900 puL MRS besiyerine eklenmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra numuneler seri diliisyon yontemiyle seyreltilmis ve her bir diliisyondan
100 puL alinarak MRS agara ekim yapilmistir. Yayma ekim yontemi kullanilarak inokiilasyon
tamamlandiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Sonuglar koloni sayim yontemi ile

degerlendirilerek canli hiicre sayis1 belirlenmistir (Abo-Neima, vd. 2016).

3.11. Fenol’e Dayamkhhk

Fenol, bakteriler iizerinde toksik etkisi olan bir bilesik olup, izolatlarin fenol varliginda
hayatta kalma yetenegi, probiyotik Ozelliklerin belirlenmesi agisindan 6nem tasgimaktadir
(Basdogan ve Sengiin 2022). Bu ¢alismada, fenol tolerans1 Aswathy vd. (2008: 246) tarafindan
bildirilen yontem temel alinarak belirlenmistir. izolat 6, NB besiyerinde; izolat 3 ise MRS
besiyerinde 37 °C’de 24 saat aktiflestirilmistir. Optik yogunlugun (OD) 1 olacak sekilde
ayarlanan izolatlar, %0.2 ve %0.5 oranlarinda fenol igeren ve kontrol grubu olarak fenol
icermeyen MRS s1vi1 besiyerine ve NB besiyerine 1 mL inokiile edilmistir. Numuneler 37 °C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, 600 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile hiicre yogunlugu gelisim agisindan degerlendirilmistir.

3.12. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite testi, izolatlarin farkli patojen mikroorganizmalar lizerindeki
etkisini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in
kuyu difiizyon testi (Agar-Well Diffusion) yapilmistir (Hossain vd. 2022: 8). Test, iki farkli
yontemle iki kez tekrarlanmustir. Ilk yontemde, izolatlarm kiiltiirlerinden elde edilen
siipernatant kullanilmistir (Khushboo vd.,2023: 3). Ikinci ydntemde ise siipernatant yerine
dogrudan aktif izolatlar kullanilmistir (Sornsenee ve ark., 2022). izolatlar bir giin 5nceden NB
besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve optik degerleri Mc Farland 0.5°e
ayarlanmistir. Patojen mikroorganizmalar olarak Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus subtilis ATCC 6633 kullanilmistir. Aktiflesen
patojen kiiltlirlerinden 100 pL alinarak NA ortamlarina yayma ekim ydntemiyle inokiilasyon
yapilmistir (Juknius vd. 2020: 4). Petriler, inokiilasyonun ardindan 30 dakika boyunca
bekletilmistir. izolatlara ait hiicre igermeyen siipernetantlar, 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek elde edilmis ve 0,45um mikro filtrelerle sterilize edilmistir. NA plaklarinin tizerinde
lic kopya halinde kuyucuklar agilmis ve siipernatantlar bu kuyucuklara yerlestirilmistir.

Hazirlanan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. ikinci ydntemde ise, izolatlarn
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aktiflestirilmesi i¢cin Mueller Hinton Broth (MHB), patojen mikroorganizmalarin
aktiflestirilmesi i¢in MHB ve Sabouraud Dextrose Broth (SDB) besiyerleri kullanilmistir.
Izolatlar aktiflestirildikten sonra, dogrudan 100 pL olacak sekilde Mueller Hinton Agar (MHA)
ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ortamlarinda agilan kuyucuklara eklenmistir (M'hamed
vd., 2022: 4). Ayrica patojen mikroorganizma olarak Candida albicans ATCC 24433
kullanilmistir (Vinayamohan vd., 2024: 16). Inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklarimn
etrafinda olusan Inhibisyon zon ¢aplar1 milimetre (mm) cinsinden Slciilerek degerlendirilmistir

(Badawi Babeker, 2022: 25).

3.13. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Antimikrobiyal duyarlilik testi mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara karsi
duyarliliklarini belirlemeye yonelik énemli bir testtir. Izolatlarin antibiyotiklere direngli olup
olmadigint anlamak i¢in disk diflizyon yontemi kullanilmistir (Hossain vd. 2022: 9). Bu
calismada gentamicin ve vancomycin (Bioanalyse, Tiirkiye) antibiyotik disk olarak
kullanilmigtir. Test edilecek izolatlar aktiflestirdikten sonra MHA besiyerine yayilmustir.
Petrilere antibiyotik diskler yerlestirilmis, etiivde 37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Sonuglar disk etrafinda olusan zon ¢aplar dlgiilerek degerlendirilmistir (Ispirli ve

Dertli, 2023: 365).

3.14. Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite testleri, bakterilerin kirmizi kan hiicrelerini par¢alama yeteneklerini
degerlendirmek i¢in 6nemli bir yontemdir. Hemolitik aktiviteyi belirlemek i¢in aktiflestirilmis
izolatlar koyun kanl1 agara (Aklab Group) ¢izgi ekim ile ekilmistir. Ardindan etiivde 37°C’de
48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Hemolitik reaksiyonlar sonuglart su sekilde
degerlendirilmistir: Kirmizi kan hiicrelerinin kismi par¢alanmasi durumunda yesilimsi bir zon
olusumu a-hemoliz; hiicrelerin tamamen par¢alanmasi durumunda seffaf bir zon olusumu f3-
hemoliz; herhangi bir zon olusmamasi ise y-hemoliz olarak kabul edilmistir (Badawi Babeker,

2022: 29)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mikroorganizmalarin Izolasyonu

Calismada farkli gida kaynaklarindan probiyotik izolasyonu i¢in 6rnekler alinmis ve saf

kaynaklar1 Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4. 1. Saf Kiiltiirlerin izolat Kodlar1 ve Kaynaklar

Izolat kodu Izolat kaynag

1 Hurma
(Marketten alinmis)

2 Kuru incir
(Marketten alinmis)

3 Gilin kurusu kayis1 (Marketten

alinmais)

4 Hazir yogurt

5 Ev yogurdu

6 Ev yapim1 elma sirkesi

7 Ev yapimi tursu suyu

8 Hazir biber tursusu suyu

9 Hazir salatalik tursusu suyu

10 Hazir salatalik tursusu suyu

kiiltiir elde etmek igin arka arkaya ekimler yapilmistir. izolasyon calismalarinda probiyotik
bakterilerin iyi gelisim gosterdigi MRS agar besiyerleri kullanilmistir. zolasyon ¢aligsmalari

sonucunda 10 adet izolat saf kiiltlir halinde elde edilmistir. Saf kiiltlirlerin izolat kodlar1 ve
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4.2. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Calismada saf kiiltiir olarak elde edilen izolatlarin molekiiler tanimlama 6ncesinde gram
boyanma 6zellikleri ve mikroskobik sekilleri belirlenmis. Ayrica LAB’larin katalaz negatif
olmalar1 nedeni ile izolatlara katalaz testi uygulanmustir. izolatlara ait sonuglar Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4. 2. Farkli Gida Orneklerinden izole Edilen Mikroorganizmalarm Test Sonuglar

. Gram Mikroskop Katalaz
Ornek No | Boyama Goriintiisii Test
Sonucu (Sekil) Sonucu
izolat 1 Pozitif Kok Pozitif
izolat 2
Negatif Kok Pozitif
izolat 3
Pozitif Kok Negatif
izolat 4
Pozitif Basil Pozitif
izolat 5
Pozitif Kok Pozitif
Izolat 6
Pozitif Basil Negatif
izolat 7
Pozitif Kok Pozitif
izolat 8
Pozitif Kok Pozitif
Izolat 9
Pozitif Kok Pozitif
izolat 10
Pozitif Basil Pozitif

Saf kiiltiir olarak elde edilen 10 izolat i¢inde bir tanesi gram negatif diger dokuz tanesi
gram pozitif olarak belirlenmistir. Yapilan katalaz testi sonuglarina gore, izolatlarin sekizinin

katalaz pozitif oldugu goriilmiistiir. Diger iki izolatin ise katalaz negatif oldugu tespit edilmistir.
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Bu calismada izole edilen 10 izolata ait mikroskobik goriintiiler Sekil 4.1'de verilmistir.
Izolatlarn iicii basil formunda, geri kalanlari ise kok seklinde gézlemlenmistir. Yapilan testlerin
sonuclari, izolatlarin morfolojik o6zellikleri acisindan farkliliklar gosterdigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4. 1. Bu Calismada Elde Edilen 10 izolatin Gram Boyama Ile Elde Edilen Mikroskobik
Goriintimii (Mikroskopta x40 goriintiisii) (a: izolat 1; b: izolat 2; c: izolat 3; d: izolat 4; e:

izolat 5; f: izolat 6; g: izolat 7; h: izolat 8; i: izolat 9; j: izola
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16S rRNA gen dizilimi analizine gore elde edilen molekiiler tanimlama sonuglarina gore
izolat 3’lin Leuconostoc mesenteroides tiri ile %100 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir, izolat 6’nin ise Lactobacillus paracasei tiri ile %99,51 oraninda genetik

benzerlige sahip oldugu saptanmuistir.

Leuconostoc mesenteroides ve Lactobacillus paracasei’ye ait genom sekanslari

sirasiyla Sekil 4.2 ve 4.3’ te gosterilmistir. Sekil 4.4°te jel goriintiisii yer almaktadr.

AGCGAAAGGTGCTIGCACCIITCAAGTGAGTGGCGAACGGGTIGAGTAACACGTIGGACAACCTGC
CTCAAGGCTGGGGATAACATIIGGAAACAGATGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTICGCATGACA
CAAAGTTAAAAGGCGCTICGGCGTCACCTAGAGATGGATCC GCGGIGCATTAGTTAGTIGGTGGE
GTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGC CGAGTIGAGAGACTGATCGGCCACATIGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGLTGCAGTAGGGAATCTICCACAATGGGCGAAAGT
CTGATGGAGCAACGCCGCGIGTGTIGATGAAGGCITICGGGTICGTAAAGCACTGTTIGTATGGGAAG
AACAGCTAGAATAGGAAATGATTITAGTITGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTICCCGAGCGITATCCGGATTITATIGG GO GTAAAGCGAGT
GrAGACGETTTATIAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATIGGAAACTG
GTTAACTIGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGOGTAGATATATGGA
AGAACACCACGTGGCGAAGGCGGCITACTGGACTGCAACTGACGTIGAGGCTCGAAAGTGTGGGT
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACACTAGGTGTITAGGAGGT
MoCGCCTCTTAGTGCCGAAGCTAAC GCATTAAGTGTICCGCCTGEGGAGTACGACCGCAAGGTT
GAAACTCAAAGGAATIGACGGGGACCCGCACAAGCGGIGGAGCATGIGGTITAATICGAAGC AL
G GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTITGAAGCTITTAGAGATAGAAGTGTICTCTICGGAGA
CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTICGTCGTCAGCTCGTIGTCGTGAGATGTIGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATIGTIAGTTGC CAGCATICAGATGGGCACTCTAGC GAGACTGCCGETGAC
AAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGICAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACZACAC
GTGCTACAATGGCGTATAC AACGAGTIGCCAACCCGLGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTC
TCAGTICGGATIGTAGTCTGC AACTC GACTACATGAAGTC GGAATC GCTAGTAATCGCGGATCAGC
ACGCCGLGETIGAATACGTICCCGGGTCTIGTACACACC GO GTTA

Sekil 4. 2. Leuconostoc mesenteroides 'in Molekiiler Tanimlamasi Sonucu Elde Edilen genom

sekansi
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GCAAGTCGAACGAGGTITCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAAGATTCAACATGGAACGAGTG
GCGGACGGETGAGTAACACGTGEGTAACCTGCC CTTAAGTGG GGGATAACATTITGGAAACAGAT
GCTAATACCGCATAGATC CAAGAACCGCATGGTTCTIGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTT
GGATGGACCCGCGGOGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAG
CCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGS
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCCCGTGAGTGAAGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTC GG CAGAGTAACTGTIGGCGGCGT
GACGGTATCCAACCAGAAAGC CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTACGTG
GCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTITITTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCTCGGCTTAACCGAGGAAG CGCATCGGAAACTGG GAGACTTGAGTGCAGAAGAG GACAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC CAGTGGCGAAGGCGGCT
GICTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATG GETAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTIGGAGGGTITCCGCOCCTTCAGTGCCGCAGCTAAC
GCATTAAGCATTCCGCCTGGGEAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTITCCCCTICG GGG EGLAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC G CAACCCTTATGACTAGTTG
CCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGETGACAAAC COGAGGAAG GTGG GGATGAL
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG CTACAATGGATGGTACAAC GAGTT

Sekil 4. 3. Lactobacillus paracasei 'in Molekiiler Tanimlamas1 Sonucu Elde Edilen genom

sekansi

Sekil 4. 4. Molekiiler tanimlama sonucu jel goriintiisii. a bant1 izolat 3’e, b bant1 ise

izolat 6’ya aittir. ¢ bant1 ise DNA markeri yer almaktadir.
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4.3. izolatlarin Asit Toleransi

Asit tolerans testi sonuglarina gore, her iki izolatin farkli pH seviyelerinde gosterdigi
iireme farklilik gostermistir. Izolat 6 i¢in Kontrol grubunda (pH 7), tiim seyreltme diizeylerinde
yogun iireme gozlemlenmistir. Diisiik pH (pH 2) seviyesinde ise lireme oranlarinda belirli
azalma gozlemlenmistir ve 107" seyreltmesinde 20 CFU/ml diizeyinde koloni olusumu
gorilmiistiir. Bu durum, izolat 6'nin diistiik pH seviyelerinde iireme yeteneginin sinirli oldugunu
gostermektedir. Ancak pH 3 ortaminda iireme gozlemlenmis; 107! seyreltmede 210 CFU/ml,
102’de 50 CFU/ml ve 10’te 20 CFU/ml degerleri kaydedilmistir. Bu veriler, izolat 6'nin pH 3
kosullarina belirli 6lciide tolerans gdsterdigini ortaya koymaktadir. izolat 3, Kontrol grubunda
(pH 7), yogun iireme goézlenmistir ve 107 seyreltmede 1710 CFU/ml koloni sayisina
ulasilmistir. Diisiik pH (pH 2) seviyesinde ise hicbir seyreltme diizeyinde koloni gelisimi
gozlenmemistir. Ancak pH 3 seviyesinde 107! seyreltmede 290 CFU/ml koloni olusumu
goriilmistiir. Bu bulgu, izolat 3'in pH 2’ye kiyasla pH 3 ortamina daha fazla tolerans
gosterdigini ifade etmektedir. Sonug olarak, her iki izolat da nétr pH (pH 7) kosullarinda yogun
iireme gostermistir. Ancak asidik kosullarda (pH 2 ve pH 3) ilireme oranlar1 azalmistir. pH 2
ortami, her iki izolatin gelisimini 6nemli lciide baskilamustir. Ozellikle izolat 3, pH 2'de
gelisim gostermemistir. Ote yandan, pH 3’te her iki izolatin da sinirli da olsa koloni
olusturabildigi gozlemlenmistir. Bu da izolatlarin pH 3’e belirli bir tolerans gostermistir.
Literatiirdeki sonuglara gore Sokmen vd. (2024) tarafindan yapilan ¢aligmada test edilen {i¢ sus
pH 2 ortaminda canliliklarini siirdiirememistir. pH 3 kosullarinda izolatlarda belirgin diizeyde
canlilik kayb1 gozlenmis, pH 4’te ise tiim izolatlarin canliliklarini koruduklar: tespit edilmistir.
Khushboo vd. (2023) diisiik pH’larda tireme gostermistir. Farkli pH 3-5 ortamlarda izolatlarin
stres kosullarina direngli oldugu belirlenmistir (Ciftci ve Kogak, 2020). Asit toleransi testin
sonuglar1 Tablo 4.3’te ve Tablo 4.4 te ifade edilmistir. zolat 3’iin sonuglar1 Sekil 4.5, 4.6, 4.7°de

verilmistir. izolat 6’nin sonuglar1 ise Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°de gosterilmistir.
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Tablo 4. 3. Asit Tolerans1 izolat 6'nin 1 ml igindeki Koloni Sayimlar1 (CFU/ml)

Seyreltme orani
pH 10™ 107 107 107 107 107
Seviyesi
pH7 | Yogun | Yogun | 3740 1170 380 210
Ureme | Ureme
pH 2 20 - - - - -
pH3 210 50 20 - - -

Tablo 4. 4. Asit Toleransi Izolat 3'iin 1 ml I¢indeki Koloni Sayimlari (CFU/ml)

Seyreltme oram
pH 10™ 107 107 107 107 107
Seviyesi
pH7 Yogun | Yogun 1710 - - -
Ureme | Ureme
pH 2 - - - - - -
pH 3 290 - - - - -
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Sekil 4. 5. pH 3’te Farkli Seyreltme Oranlarinda (107'-107°)
MRS Besiyeri Igeren Petride Gelisim Gosteren izolat 3

1071 102 10-3

Sekil 4. 6. pH 2’de Farkli Seyreltme Oranlarinda (107'-107¢)
MRS Besiyeri Iceren Petride Gelisim Gosteren izolat 3

1 04 ; = ,t,. o 1 0_5 2
Sekil 4. 7. pH 7°de Farkli Seyreltme Oranlarinda (107'-10)

MRS Besiyeri igeren Petride Gelisim Gésteren izolat 3
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Sekil 4. 8. pH 3’te Farkli Seyreltme Oranlarinda (107*-
10-%) NA Besiyeri Iceren Petride Gelisim Gosteren Izolat 6

Sekil 4. 9. pH 2°de Farkli Seyreltme Oranlarinda (107'-
10-%) NA Besiyeri Iceren Petride Gelisim Gosteren Izolat 6

Sekil 4. 10. pH 7°de Farkli Seyreltme Oranlarinda (107'-
10°) NA Besiyeri igeren Petride Gelisim Gosteren izolat 6
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4.4. izolatlarin Safra Toleransi

Safra toleransi test sonuglarina gére, hem Izolat 6 hem de Izolat 3 farkli safra tuzu
konsantrasyonlarinda belirli diizeylerde {ireme gostermistir. Izolat 6, kontrol grubunda tiim
seyreltmelerde yogun iireme sergilemis, 107 seyreltmede 2490 CFU/ml koloni sayisina
ulagmustir. Safra konsantrasyonu 0.1 g’a ¢ikarildiginda koloni sayis1 2370 CFU/ml’ye diismiis,
0.3 g ve 0.5 g diizeylerinde ise sirasiyla 1960 ve 1700 CFU/ml’ye kadar azalmistir. Bu veriler,
safra konsantrasyonu arttik¢a izolat 6’nin iireme yeteneginde kademeli bir azalma oldugunu,
ancak yine de 0.5 g gibi yiiksek konsantrasyonda bile {iremenin tamamen durmadigini ve
izolatin safra varliginda canli kalabildigini gdstermektedir. Izolat 3 ise safra tuzlarina kars1 daha
yliksek bir tolerans sergilemistir. Kontrol grubunda 4000 CFU/ml gibi oldukga yiiksek bir
koloni sayisina ulasan Izolat 3, safra konsantrasyonu arttik¢a koloni sayisinda diisiis yasasa da,
bu diisiis izolat 6’ya gore daha sinirli kalmistir. 0.5 g safra ortaminda bile 103 seyreltmede 2400
CFU/ml koloni olusumu gdzlemlenmistir. izolat 3'{in, yiiksek safra konsantrasyonlarmnda bile
iireme yetenegini korumasi, bu izolatin safra tuzlarina karsi daha yiiksek diren¢ gosterdigini
ortaya koymaktadir. Benzer c¢alismalarda %0,5-1,0 safra konsantrasyonlarina izolatlarin
direncli oldugu belirlenmistir (Cift¢i ve Kogak, 2020). Ayrica, %0,5 (w/v) safra derisimine kars1
diren¢ gosterdigi belirlenmistir (S6kmen vd., 2024). Safra sonuglar1 Tablo 4.5’te ve Tablo
4.6°da ifade edilmistir. Izolat 3’iin sonuclar1 Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’te verilmistir. {zolat
6’nin sonuglart ise Sekil 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18’te gosterilmistir.
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Tablo 4. 5. Safra Tolerans1 izolat 6'nin 1 ml igindeki Koloni Sayimlar1 (CFU/ml)

Seyreltme oram
Konsantrasyon 10™ 1072 102 [ 10™ | 107 | 107°
(2
Kontrol Yogun Yogun 2490 | 970 | 120 | 10
Ureme Ureme
0.1 Yogun Yogun 2370 | 800 | 110 -
Ureme Ureme
0.3 Yogun Yogun 1960 | 560 | 90 -
Ureme Ureme
0.5 Yogun Yogun 1700 | 290 | 70 -
Ureme Ureme

Tablo 4. 6. Safra Tolerans: Izolat 3'iin 1 ml I¢indeki Koloni Sayimlari (CFU/mL)

Seyreltme oram
Konsantrasyon 10" 107 102 | 10™ | 10| 107°

()

Kontrol Yogun Ureme Yogun 4000 | 2010 | 400 | 90
Ureme

0.1 Yogun Ureme Yogun 3650 | 1670 | 310 | -
Ureme

0.3 Yogun Ureme Yogun 3000 | 1240 | 250 -
Ureme

0.5 Yogun Ureme Yogun 2400 | 1030 | 50 | -
Ureme




Sekil 4. 11. Safra Tuzu Icermeyen MRS Agar Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (107'-10-¢) Gelisim Gosteren izolat 3

Sekil 4. 13. 0.1 g Safra Tuzu igeren MRS Agar Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (107'-10-¢) Gelisim Gosteren izolat 3

Sekil 4. 12. 0.3 g Safra Tuzu Iceren MRS Agar Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (107'-107°) Gelisim Gdsteren Izolat 3
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Sekil 4. 14. 0.5 g Safra Tuzu igeren MRS Agar Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (10-'-107°) Gelisim Gosteren Izolat 3

Sekil 4. 15. Safra Tuzu igermeyen NA Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (107'-10-¢) Gelisim Gosteren Izolat 6

Sekil 4. 16. 0.1 g Safra Tuzu Igeren NA Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (107'-10-¢) Gelisim Gosteren izolat 6
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Sekil 4. 17. 0.3 g Safra Tuzu Iceren NA Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (107'-10-¢) Gelisim Gosteren izolat 6

Sekil 4. 18. 0.5 g Safra Tuzu Iceren NA Ortaminda Farkli
Seyreltme Oranlarinda (10-'-10-¢) Gelisim Gosteren Izolat 6

4.5. izolatlarin Fenol Toleransi

Izolat 3 igin artan fenol konsantrasyonuna ragmen belirgin bir azalma goriilmezken,
izolat 6 ise fenol konsantrasyonu artis1 ile iireme diizeyinde azalma gozlemlenmistir. Basdogan
ve Sengiin (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada, izolatlarin fenol iceren ortamda hayatta kalma
yeteneklerinin degerlendirildigi bildirilmektedir. Reuben vd. (2019) tarafindan yapilan
caligmada ise, fenol konsantrasyonu arttikga LAB suslarinin fenol konsantrasyonuna kars1 zay1f

bir tolerans gosterdigi belirtilmistir. Deneyin sonucu Tablo 4.7’ de verilmistir.
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Tablo 4. 7. Fenol Tolerans1 Spektrofotometrede Olgiilen OD Sonuglari

Kontrol %0.2 %.0.5
izolat 3 0,459 0,448 0,450
izolat 6 0,487 0,479 0,449

4.6.Antimikrobiyal Aktivite

Izolatlarnin higbiri, patojen mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkinlik

gostermemistir. Literatiirdeki sonuglara gore bazi izolatlar orta diizeyde, digerleri ise yliksek

diizeyde antimikrobiyal aktivite gostermistir (Aladeboyeje, 2019). M'hamed vd. (2022)

tarafindan yapilan g¢alismada izolatlarin farkli diizeylerde direnclilik aktivitesi gosterdigi

belirlenmis, Lactobacillus salivarius susunun ise ylksek antibakteriyel etkinlik sergiledigi

gosterilmistir. Sonuglar1 Tablo 4.8°de verilmistir. izolatlarin siipernatant: kullanilarak kuyu

difiizyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal aktivite deneyinin sonuglar1 Sekil 4.19°da

verilmistir. izolatlarin dogrudan kullanildig1 antimikrobiyal aktivite deneyine ait sonuglar Sekil

4.20,4.21,4.22. ve 4.23’te gosterilmistir.

Tablo 4. 8. Antimikrobiyal Etki Zon A¢ikliklari (mm)

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Staphylococcus

aureus

izolat 3

izolat 6
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Sekil 4. 19. izolatlarin Siipernatant: Kullanilarak Kuyu Difiizyon
Yéntemi Ile Yapilan Antimikrobiyal Aktivite Deneyinin Sonuglari a.

S.aureus, b. B.subtilis.
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Sekil 4. 20. izolat 6’ nin C.albicans'a Kars1 Gosterdigi
Aktivite
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Sekil 4. 21..1zolatlarin S.aureus'a Kars1 Gosterdigi
Aktivite a: izolat 3, b: izolat 6
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Sekil 4. 22. izolatlarin E. coli’ye Kars1 Gosterdigi
Aktivite a: izolat 3, b: izolat 6
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Sekil 4. 23. izolatlarin B.subtilis’e Kars1 Gosterdigi
Aktivite. a: izolat3, b: izolat 6

4.7.Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Gentamicin (CN 10), izolat 3 ve izolat 6’da inhibisyon zonlar1 olusturmustur (sirasiyla
18 mm ve 13 mm). Tablo 4.9°da gosterildigi gibi vancomycin (VA 10) ise her iki izolat {izerinde

10 mm'lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Sekil 4.24’te sonuglar verilmistir.

Tablo 4. 9. Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Zon Acikliklar1 (mm)

Gentamicin (CN 10) Vancomycin (VA 10)
Izolat 3 18 10
Izolat 6 13 10
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Sekil 4. 24. Izolatlarin Disk Difiizyon Yéntemi Ile
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Sonuglari a izolat 3, b izolat
6
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4.8.Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite testi sonuglarma gore izolat 3 ve Izolat 6 gamma hemoliz
gostermistir. Bu izolatlarin kirmizi kan hiicrelerini yikama yetenegi gostermedigini ve gamma

hemoliz 6zelligi tasidigini ortaya koymaktadir. Sonuclar Tablo 4.10°de ve Sekil 4.25°te

gosterilmistir.
Tablo 4. 10. Hemolitik Aktivite Sonuglari
Izolatlar Hemolitik aktiviteleri
Izolat 3 Gamma hemoliz (y)
Izolat 6 Gamma hemoliz (y)
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Sekil 4. 25. Hemolitik Aktivite Gorselleri a. izolat 6,
b. izolat 3
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada fakli gida kaynaklarindan alinan orneklerdeki probiyotik
mikroorganizmalar izole edilmistir. Onur ve Onlii (2021) yaptiklar1 ¢alismada Mus ilinden
temin edilen sucuk, inek peyniri, karisik siitlerden yapilan Mus kasari, inek siitiinden yapilan
Mus kasar1 ve manda peyniri numunelerini 6rnek olarak kullanilarak izolatlar saflastirmistir.
Ayni ¢alismada, gram boyama ve katalaz testi sonucunda 14 izolatin gram pozitif ve katalaz
negatif oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada izole edilen 10 izolat i¢inde bir tanesi gram negatif
diger dokuz tanesi gram pozitif olarak belirlenmistir. Yapilan katalaz testi sonuglarina gore,
izolatlarin sekizinin katalaz pozitif oldugu goriilmiistiir. Diger iki izolatin ise katalaz negatif
oldugu tespit edilmistir. Lactotobacillus spp. (Yakit, 2019), Bifidobacterium spp. (Pyclik ve
ark. 2020) ve Enterococcus spp. (Ciftci ve Kocak, 2020) cinslerine ait tiirlerin gram pozitif ve
katalaz negatif 6zellikte oldugu bilinmektedir. Ispirli ve Dertli (2023) tarafindan yapilan
calismada Tirkiye'nin farkli illerinden toplanan 17 geleneksel tursu drneginden 21 adet laktik
asit susu izole edilmis ve izolatlarin baz1 6zelliklerini belirlenmistir. Aladeboyeje (2019)
calismasinda, fermente geleneksel Tiirk igeceklerinden toplam 22 adet probiyotik 6zellikli
izolat elde etmistir. Ayn1 ¢alismada, gram boyama ve katalaz testi sonucunda 8 izolatin gram

pozitif ve katalaz negatif oldugu belirlenmistir.

Literatiirde yer alan bulgulara gore 16S rRNA gen bolgesinin dizileme sonucunda Van
otlu peynirinden izole edilen laktik asit bakterilerinin arasinda en yaygin tiiriin L. plantarum
oldugu, ayrica bazi1 drneklerde S. hominis gibi farkl: tiirlerin de tespit edildigi bildirilmektedir
(Dogan ve Cebeci, 2021). Aladeboyeje tarafindan yapilan calismada farkli probiyotik
iceceklerden izole edilen Orneklerin 16S rRNA dizi analizine gore biiylik cogunlugunun
Lactobacillus ve Lactococcus tiirlerine ait oldugu, bunun yaninda bazi izolatlarda Acetobacter
ve Gluconobacter gibi farkli cinslere ait mikroorganizmalarin da bulundugu belirlenmistir

(Aladeboyeje, 2019).

Bir mikroorganizmanin asit ve safra tuzu toleransi, gastrointestinal sistemde canliligini
stirdiirebilme agisindan temel bir 6zelliktir. Bunun sebebi probiyotik mikroorganizmalarin mide
gecisi sirasinda diisiik pH kosullara direng gostererek alt sindirim sistemine ulagmalarinin
gerekliligidir (Xu vd. 2019). Bu ¢alismada elde edilen bulgular, izolatlarin nétr pH (pH 7)
kosullarinda yiiksek diizeyde iireme gosterdigini ortaya koymustur. Asidik ortamlarda (pH 2 ve
pH 3) ise lireme oranlarinda belirli bir azalma goézlemlenmistir. pH 3 kosullarinda her iki

izolatin da koloni olusturabildigi tespit edilmistir; bu durum, izolatlarin diisiik pH'a kars1 belirli
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bir tolerans gelistirebildigini gostermektedir. pH 2 gibi daha asidik bir ortamda izolat 3’iin
iireme yetenegi gostermemistir ancak izolat 6’ nin sinirlt diizeyde iireyebildigi gézlemlenmistir.
Khushboo vd. (2023) tarafindan yiiriitiilen benzer bir ¢alismada, bazi izolatlarin pH 1 ve pH 2
gibi asidik kosullarda hayatta kalabildigi rapor edilmistir. Bir bagka calismada ise Sornsenee
vd. (2022) L. paracaseimin pH 3 ortaminda, pH 2’ye kiyasla daha yiiksek asit toleransi
gosterdigi rapor edilmistir. Benmechernene vd. (2013) calismalarinda, iki L. mesenteroides
susunun disiik pH'a maruz kaldiktan sonraki sonuglarina gore sug B7 tim pH seviyelerinde
canliligimi korumustur, pH 2'de bir azalma, ancak pH 3'te artis géstermistir. L. mesenteroides
susu Z8 ise pH 2'de canliligin1 koruyamamis, ancak pH 3'te gelismede artis gozlemlenmistir.
Schifano vd. (2021) calismalarinda, pH 2.5°te L. mesenteroides C1, L. mesenteroides C7 ve W.
soli T4 suslarmin canlilik diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla ciddi bir azalmaya neden
oldugunu gostermisler. Bu sonug, ilgili suslarin asidik ortama karsi1 direngli olmadigim
gostermektedir. Buna karsin, L. mesenteroides C2 susu diisiik pH kosullarinda yiiksek hayatta
kalma orani sergilemistir. Ayrica, M'hamed vd. (2022) calismalarinda, L. paracasei L2 susu,
pH 4’te yiiksek diizeyde hayatta kalmasi, bu susun gastrointestinal kosullarda yasayabilme
potansiyelini desteklemektedir. Buna karsilik, pH 2 ve 2.5 gibi daha asidik ortamlarda L2 susu

hayatta kalamamis, bu da asir1 asidik kosullara kars1 duyarli oldugunu ortaya koymustur.

Literatiirde bildirilen veriler mevcut ¢alismada elde edilen verilerle de uyumludur. Ancak
caligmalar arasinda &zellikle izolatlarin diisitk pH seviyelerinde hayatta kalma oranlar1 ve
biiytime kapasiteleri agisindan farkliliklar gézlemlenmistir. Bu farkliliklar kullanilan izolatlarin
tiirlerine, adaptasyon kapasitelerine veya c¢evresel kaynaklara bagli olarak gelisen dogal direng
mekanizmalarindan kaynaklanabilmektedir (Khushboo vd., 2023). Elde edilen verilere gore
izolatlar mide asidine benzer ortaminda canli kalma potansiyeline sahip oldugunu ve bu
ozellikleriyle  probiyotik  tanimi1  acgisindan  degerlendirmeye  deger  olduklarini

diistindiirmektedir.

Probiyotik mikroorganizmalarin se¢imini ger¢eklestirmek amaciyla ince bagirsagin iist
kisminda bulunan safra gibi gastrointestinal sistemin zorlu kosullarina karst direncleri
degerlendirilmistir. Safra konsantrasyonu arttik¢a izolat 6’nin {ireme yeteneginde kademeli bir
azalma gozlemlenmis, ancak yliksek konsantrasyonda izolatin canli kalabildigi tespit edilmistir.
Izolat 3 ise yiiksek safra konsantrasyonlarinda iireme yetenegini korumustur. Sornsenee vd.
(2022) tarafindan yapilan calismada L. paracasei hiicrelerinin %0,3 safra tuzlarinda hayatta

kaldigin1 bildirilmistir. Bu nedenle izole edilen L. paracasei susunun probiyotik 6zelliklere
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sahip oldugu gosterilmistir. Schifano vd. (2021) tarafindan yapilan calismada bazi L.
mesenteroides suslari, %0.3 safra varliginda biliylime gostermistir; ancak, L. mesenteroides C1
susunun safra ortaminda direng gosteremedigi ve canlilik seviyesinin belirgin sekilde azaldigi
gozlemlenmistir. Benzer bir calismada ise L. paracasei L2 izolatinin 0kiiz safrasina maruz
kaldiginda hayatta kaldigi gosterilmistir. Ancak, safra tuzu konsantrasyonlarinin artmasiyla
biliylime hiz1 azalmistir (M'hamed vd., 2022). Literatiirde bildirilen sonuglar bu ¢alismadaki
gozlemlerle paralellik gostermektedir. Safra tuzlarma karst direng gosteren izolatlarin

probiyotik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sornsenee vd., 2022).

Hemolitik aktivitenin olmamasi, probiyotik suslarin gilivenli se¢imi i¢in temel 6n
kosullar arasinda yer almaktadir. Xu vd. (2019) calismasinda, L1 susu koyun kanli agarda
kiiltiire alindiginda herhangi bir a- veya [-hemolitik aktivite gostermemistir; bu da
hemotoksinin iiretilmedigini gostermektedir. Bu calismada ise izolat 3 ve izolat 6’nin gama
hemoliz gostermesi, bu izolatlarin kirmizi kan hiicrelerini pargcalama yetenegine sahip
olmadigin1 gostermektedir. Bu ¢alismanin sonuclari, kanli agarinda yetistirilen L.
mesenteroides suslarimin etrafinda herhangi bir zon bolgesi tespit edilmedigini bildiren

Benmechernene vd. (2013) ¢alismasi ile uyumludur.

M'hamed vd. (2022) tarafindan yapilan ¢calismada ise L. paracasei L2 insan saglig1 icin giivenli
organizmalar olarak kabul edilir (a-hemoliz). Hemolitik bir aktivitenin olmamasi yeni
probiyotik suslarin se¢imi i¢in bir 6n kosul olarak kabul edilmektedir. a-hemoliz ve y-hemoliz,
viriilan olmadiklari i¢in insan saglig1 agisindan giivenli organizmalar olarak kabul edilirken, -
hemoliz zararli kabul edilmistir (M'hamed vd., 2022). Bu bulgular dogrultusunda, ¢alismada

elde edilen izolatlarin giivenli 6zellikler tagidig1 belirlenmistir.

Bu c¢alismada, izolatlarin higbiri patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
etkinlik gostermemistir. Buna karsilik, daha onceki calismalarda izolatlarin antibakteriyel
aktiviteleri incelenmistir. Khushboo vd. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada CM1 izolati,
Bacillus cereus i¢in 11 mm, E. coli i¢in 11 mm, E. faecalis i¢in 10 mm, S. aureus i¢in 12 mm
ve S. typhimurium i¢in 10 mm’lik inhibisyon zonlar ile en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi
sergilemistir. Ancak, CM2, C2, C3, C4 ve PKS5 izolatlar test edilen mikroorganizmalara kars1
herhangi bir antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. M'hamed vd. (2022) tarafindan yiiriitiilen
bir diger ¢alismada ise L. salivarius susunun en yliksek antibakteriyel etkilerinin S. aureus
iizerinde oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, Sornsenee vd. (2022) calismasinda L. paracasei
hiicrelerinin S. aureus tizerinde gii¢lii bir inhibe edici etkisi oldugu ve en yiiksek inhibisyon
bolgesinin 21 mm oldugu belirlenmistir. Ayrica, S. enteritidis, E. coli, MRSA, L.
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monocytogenes, E. faecalis, S. typhi ve S. flexneri lizerinde orta diizeyde inhibisyon
gbzlemlenmis ve inhibisyon bélgeleri 11 mm ile 15 mm arasinda degismistir. Bu bulgular,
antimikrobiyal etkinin susa 0zgli Ozelliklerden veya konsantrasyona bagli kosullardan

kaynaklanabilecegini ortaya koymaktadir (M'hamed vd., 2022).

Antibiyotik duyarlilik testleri, izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere kars1 gosterdigi etkilerin
degerlendirilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢calismada gentamisin (CN 10), izolat 3 ve
izolat 6’da sirasiyla 18 mm ve 13 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Vancomisin (VA
10) ise her iki izolat {izerinde 10 mm'lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Inhibisyon zonu
caplar1 Liasi vd. (2009) tarafindan tanimlandig: sekilde sirasiyla duyarli, S (= 21 mm); orta
diizeyde, I (16-20 mm) ve direncli, R (< 15 mm) olarak ifade edilmistir. Bu verilere gore izolat
3’lin gentamisine kars1 orta diizeyde duyarli oldugunu (16-20 mm), izolat 6’nin ise direncli
oldugunu (<15 mm) gostermektedir. Vancomisine karsi ise her iki izolatin da direngli oldugunu
(<15 mm) goriilmistir. M'hamed vd. (2022) calismasinda, L. paracasei L2 susunun
streptomisin, siprofloksasin ve nalidiksik asit gibi antibiyotiklere direngli oldugunu, ancak
gentamisine duyarl oldugunu gostermektedir. Benmechernene vd. (2013) tarafindan yapilan
benzer ¢alismada iki susun kanamisin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisine direncli oldugu,
ancak gentamisin ve neomisine karsi orta diizeyde direng gdsterdigi bulunmustur. Bu veriler
mevcut calismada elde edilen sonuglarla ortiismektedir. Schifano vd. (2021), Leuconostoc
mesenteroides C2 susunun bes farkli antibiyotige direngli oldugunu ve bu antibiyotikler
arasinda gentamisin ile vankomisinin de bulundugunu bildirmistir. Buna karsilik Xu vd. (2019),
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei L1 susunun gentamisin ve vankomisine kars1 duyarl
oldugunu belirtmistir. Baska calismada ise Sornsenee vd. (2022), Lacticaseibacillus paracasei
tiirlinlin ampisilin, eritromisin, klindamisin, tetrasiklin ve kloramfenikole kars1 yiiksek diizeyde

duyarlilik gdsterdigini, ancak gentamisine direngli oldugunu ifade etmistir.

Fenol, besinlerle alinan aromatik amino asitlerin sindirim sistemi florasinda bulunan
bakteriler tarafindan deaminasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir bilesiktir. Bu nedenle, fenole karsi
dayaniklilik, probiyotik bakterilerde dnemli bir 6zellik olarak kabul edilmektedir (Basdogan ve
Sengiin, 2022). Bu calismada izolat 3 fenol konsantrasyonuna karsi nispeten sabit kalarak
kararlilhik gostermistir. Izolat 6 ise fenol konsantrasyonu artisi ile iireme diizeyinde azalma
gbzlenmis olsa da izolatin fenole karsi tolerans gosterdigi belirlenmistir. Reuben vd. (2019)
tarafinda yapilan c¢alismada fenol konsantrasyonu arttikga LAB suslarinin %0,4 fenol
konsantrasyonuna kars1 zayif bir tolerans gistererek OD < 0,3 degeriyle sinirli diizeyde biiyiime

sergiledigi bildirilmistir. Buna karsilik, Boricha vd. (2019) calismasinda Lactobacillus
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suslarinin  %0,6 gibi daha yiiksek fenol konsantrasyonlarna karsi giicli bir tolerans

gosterebildigi ifade etmistir.

Bu calismada izole edilen bakteriler, probiyotik bakteri tanimlamasinda dikkate alinan
baslica kriterlere gore kapsamli sekilde degerlendirilmistir. izolat 3 ve 6 Gram-pozitif ve
katalaz-negatif olarak belirlenmis olup, bu 6zellikler LAB’larin tipik fenotipik 6zellikleri ile
uyumludur (El Ahmadi vd., 2025: 4). Asit, safra tuzlar1 ve fenol varligina karsi direng
analizlerinde izolat 3 ve 6’nin kosullara kars1 direng gosterdigi belirlenmistir ancak izolat 3’iin
pH 2 ortaminda koloni olusturamamasi nedeniyle asit kosullarina karsi kismen duyarli oldugu
kabul edilmistir. Bu durum, s6z konusu bakterilerin gastrointestinal sistem kosullarina
adaptasyon yetenegine isaret etmektedir (Chelliah vd., 2024: 2). Hemolitik aktivite testlerinde,
higbir izolatin a veya B hemoliz gostermedigi ve tlimiiniin y-hemolitik oldugu belirlenmistir.
Bu 6zellik, suslarin potansiyel probiyotik olarak giivenligini desteklemektedir (Xu vd., 2019).
Ote yandan, calismada elde edilen izolatlarin higbirinde test edilen patojen mikroorganizmalara
kars1 anlamli bir antimikrobiyal aktivite gozlemlenmemistir. Bu durum, bazi probiyotiklerin
antimikrobiyal bilesik liretmemesine veya iiretse bile test edilen kosullarda yeterli diizeyde
sentezlememelerine baglanabilir. Literatiirde de baz1 Lactobacillus suslarinin antimikrobiyal
aktivite gdstermedigi durumlar rapor edilmistir (Martino vd., 2020). Probiyotik etki yalnizca
antimikrobiyal aktivite ile siirli olmayip; bagisiklik sistemini modiilasyon, bagirsak bariyer
fonksiyonlarini destekleme ve mikrobiyota dengesini diizenleme gibi ¢esitli mekanizmalarla da
gerceklesebilir (Hill vd., 2014: 507; Zheng vd., 2020: 2782). Bu baglamda, ¢alismada
antimikrobiyal aktivite gdzlenmemis olsa da, izolatlarin asit, safra ve fenol direnci gibi stres
kosullarina adaptasyonlari, hemolitik aktivite gostermemeleri ve belirli antibiyotiklere
duyarliliklari,  onlarin  giivenli ve  fonksiyonel  probiyotik  adaylar1  olarak

degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir.

Lactobacillus’un baz tiirleri, ¢esitli ticari probiyotik {irlinlerde ve gida takviyelerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Segers & Lebeer, 2014: 1). Ayrica, bu tiirlerin aroma
bilesenleri iiretme yetenekleri sayesinde, gidalarin tat ve kokusuna olumlu katkilar sagladigi
rapor edilmistir (Bhutada ve ark., 2024: 6). Farkli kaynaklardan izole edilen Lactobacillus
paracasei suslar1 kullanilarak gelistirilen probiyotik preparatlarin, artan tiiketici taleplerine
bagli olarak endiistriyel gida tiretiminde kullanim alan1 giin gegtikce genislemektedir (Uymaz,
2010: 95). L. mesenteroides basta siit tirlinleri olmak tizere ¢esitli fermantasyon stireglerinde
kullanilan ve dekstran sentezi, ¢esitli kozmetik {irtinlerin iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir

(Urkmez ve Giiciikoglu, 2019: 96).
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Probiyotiklerin kullanim alanlar1 bununla sinirli kalmayip, kozmetik iiriinlerde deri
mikrobiyotasini1 destekleyici bilesenler olarak ve agiz sagligi iirlinlerinde de 6nemli bir yer

tutmaktadir (Bhutada ve ark., 2024: 4).
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