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ÖZET 

 

Laktik asit bakterileri (LAB), fermente gıdaların üretiminde starter kültür 

olarak kullanılan ve bazı antimikrobiyal maddeler üreterek patojen bakterileri 

inhibe edebilen mikroorganizmalardır. Bu çalıĢmada; Amasya ilinde tüketime 

sunulan çiğ süt örneklerinden LAB izolasyonu, bazı patojen mikroorganizmalar 

üzerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi, inhibitör etki gösteren 

bakteriyosin potansiyeline sahip izolatların fenotipik ve genotipik yöntemlerle 

tür düzeyinde tanımlanması amaçlanmıĢtır. 77 çiğ süt örneğinden elde edilen 

121 izolatın bazı patojen mikroorganizmalar (S. aureus ATCC25923, E. coli 

ATCC35218, B. cereus DSM4312, S. enteritidis ATCC13076, P. aeruginosa 

ATCC27853) üzerindeki antimikrobiyal aktivitesi kuyu difüzyon tekniği ile 

incelenmiĢtir. Ġzolatların %32'si B. cereus'a, %31'i P. aeruginosa'ya, %26'sı S. 

enteritidis'e, %27'si E. coli'ye ve %21'i S. aureus'a karĢı antimikrobiyal etki 

göstermiĢtir. Bu izolatlara Gram boyama, katalaz testi, optimum geliĢme 

sıcaklığı ve pH değerleri, geliĢebildiği NaCl konsantrasyonu testleri 

uygulanmıĢtır. 17 izolata API 50 CHL ve API 20 Strep testleri ile tür düzeyinde 

tanımlama yapılmıĢtır. Ġzolatların %29,4'ü L. paracasei ssp. paracasei, %11,8’i 

L. plantarum, %29.4’ü Leuconostoc spp., %11,8’i E. faecalis, %11,8’i A. viridans 
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ve %5,9'u L. lactis ssp. cremoris olarak tanımlanmıĢtır. Basil formundaki laktik 

asit bakterilerinden L. plantarum ve L. paracasei türlerinin genotipik 

özelliklerinin doğrulanması için PZR yöntemiyle, 121 izolatın %10,8'i L. 

paracasei ve %4,1'i ise L. plantarum olarak belirlenmiĢtir.  

 

Anahtar sözcükler: Laktik asit bakterileri, Çiğ süt, Antimikrobiyal aktivite 
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ABSTRACT 

 

Lactic acid bacteria used as starter cultures in the production of fermented food 

and produce some antimicrobial agents which is capable of inhibition on 

pathogenic bacteria. In this study; it is aimed to isolation of lactic acid bacteria 

from raw milk samples consumption in Amasya, investigation of antimicrobial 

activity on some pathogenic microorganisms, in addition this, the isolates have 

the potential to be bacteriocins showing the inhibitory effects are made 

identification to the species level with phenotypic and genotypic methods. 121 

strains isolated from 77 raw milks and antimicrobial activity was investigated 

on pathogenic bacteria (S. aureus ATCC25923, E. coli ATCC 35218, B. cereus 

DSM4312, P. aeruginosa ATCC27853 and S. enteritidis ATCC 13076) using the 

well diffusion technique. 32% of these isolates have been antimicrobial effect on 

B. cereus, 31%  on P. aeruginosa, 26% on S. enteritidis, 27% on E. coli, 21% on 

S. aureus. This isolates were identified phenotypically by general 

microbiological methods such as gram stain, catalase test, optimum growth 

temperature and pH, NaCl concentration can be developed. 17 isolates were 

identified at the species level by API 50 CHL and API 20 Strep tests. According 

to this definition, isolates were determined as 29.4% L. paracasei ssp. paracasei, 

11.8% L. plantarum, 29.4% Leuconostoc spp., 11.8% E. faecalis, 11.8% A. 
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viridans and 5.9% L. lactis ssp. cremoris. Basil form of lactic acid bacteria, L. 

paracasei and L. plantarum were typed using PCR for genotypic verification as 

10.8% L. paracasei and 4.1% L. plantarum of 121 isolates.         

 

Keywords: Lactic acid bacteria, Raw milk, Antimicrobial activity 
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1. GĠRĠġ 

 

Laktik asit bakterileri (LAB) karbonhidrat fermentasyonu sonucunda son ürün olarak 

laktik asit oluĢturan, çubuk veya kok Ģeklinde, sporsuz, genellikle hareketsiz, Gram 

pozitif ve katalaz negatif mikroorganizmalardır. LAB içerisinde Streptococcaceae 

familyasına ait Lactococcus (süt ürünlerinde), Leuconostoc (sebzeler, süt ürünleri), 

Pediococcus (sebzeler, et ürünleri), Oenococcus (Ģarap) ve Streptococcus (süt 

ürünleri) cinsleri ile Lactobacillaceae familyasına ait Lactobacillus (sebzeler, tahıl, 

süt ve et ürünleri) cinsi bulunmaktadır. Özellikle Lactobacillus cinsine ait bazı türler 

insanların ve hayvanların gastrointestinal sistemlerinin de önemli bir bölümünü 

oluĢturmaktadır (Axelsson, 1998; Orla-Jensen, 1919). 

 

Laktik asit bakterileri, gıda ürünlerinin besin değerine ve besinlerin biyolojik yolla 

korunmasına olumlu katkıda bulunmaları nedeniyle yüzyıllardır önemini koruyan 

mikroorganizmalardır. Laktik asit bakterilerinin çoğu; insan, hayvan ve bitkilerin 

bulunduğu doğal ortamlardan izole edilebilen, biyoteknolojik çalıĢmalarda ve 

endüstriyel birçok alanda kullanılan, insan beslenmesinde ve sağlığında oldukça 

önemli olan mikrobiyal ajanlardır (Furet ve ark., 2004; Gezginç ve ark., 2010; Kılıç, 

2001; Leroy ve ark., 2004). 

 

Gıdalarda sadece gıda kaynaklı patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmaları 

inhibe etmek ve/veya raf ömrünü uzatmak için kullanılan ve gıdanın özelliklerinde 

değiĢime sebep olmayan antogonistik kültürlere “koruyucu kültürler” denir. Laktik 

asit bakterileri de “güvenli bakteriler” olarak kabul edilirler ve koruyucu kültürlerin 

özelliklerini taĢırlar (ĠĢleroğlu ve ark., 2008). 

 

Laktik asit bakterilerinin önemli özelliklerinden birisi bakteriyosin olarak 

adlandırılan antimikrobiyal maddeleri üretmeleridir. Bakteriyosinler, protein veya 

protein kompleksleri olup, bakteriyel türlerin oldukça büyük bir kısmı tarafından 

üretilen potansiyel antimikrobiyel bileĢiklerdir (Barefoot ve ark.,1993; Daescel, 

1989). Laktik asit bakterilerinin en önemli inhibitör etkisi özellikle asidik ortamlarda 

oluĢmaktadır. Ayrıca inoküle edilen starter kültür miktar ve aktivitesi de özellikle 
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fermantasyonun ilk aĢamasında, patojen mikroorganizmaların geliĢimini inhibe 

etmektedir (TekinĢen ve ark., 1994). 

 

Laktik asit bakterilerinin tanımlanmasında çeĢitli fenotipik yöntemler 

kullanılmaktadır. Ancak, genel mikrobiyolojik yöntemler bir cins içindeki alt türleri 

ve suĢları etkin bir Ģekilde ayırt etmek için çoğu zaman yetersiz kalmaktadır. Bu 

nedenle genotipik özelliklere dayanan yeni metotlar geliĢtirilmiĢ ve bakterilerin etkin 

bir Ģekilde tanımlanmasında kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Conter ve ark., 2005; Greco 

ve ark., 2005). 

 

Bu çalıĢmada; Amasya ilinde tüketime sunulan çiğ süt örneklerinden laktik asit 

bakterilerinin izolasyonu, S. aureus ATCC25923, E. coli ATCC35218, B. cereus 

DSM4312, S. enteritidis ATCC13076 ve P. aeruginosa ATCC27853 gibi bazı 

patojen mikroorganizmalar üzerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi ve 

inhibitör etki gösteren bakteriyosin potansiyeline sahip izolatların fenotipik ve 

genotipik yöntemlerle tür düzeyinde tanımlanması amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Özellikleri 

 

Laktik asit bakterileri Gram pozitif basil ve koklardan oluĢan, Sporolactobacillus 

inulinus dıĢında spor oluĢturmayan, katalaz negatif ve hareketsiz 

mikroorganizmalardır. Firmicutes filumuna ait çeĢitli bakteri cinslerinden 

oluĢmaktadır. Laktik asit bakterilerinin en önemli cinsleri arasında Carnobacterium, 

Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus ve Weisella yer almaktadır. Bütün laktik asit bakterileri anaerobik 

koĢullar altında geliĢim gösterebilmektedir. Ancak, çoğu anaerobik bakterilerin 

aksine oksijene karĢı duyarlı değildirler, yani oksijen varlığında da geliĢim 

gösterebilmektedirler. Bu nedenle de laktik asit bakterileri fakültatif anaerob 

mikroorganizmalar olarak nitelendirilmektedirler. Fermantasyon sonucunda ana ürün 

olarak laktik asit üreten bu bakteriler sitokrom içermezler ve elektron taĢıma sistemi 

de taĢımazlar. Bu yüzden laktik asit bakterilerinde enerji eldesi sadece substrat 

düzeyinde fosforilasyon ile gerçekleĢtirilmektedir (Beasley, 2004; Christensen ve 

ark., 1999; Dinçer ve ark., 2009; Klein ve ark., 1998; Madigan, 2006). 

 

Karbonhidrat metabolizmaları göz önüne alındığında homofermentatif ve 

heterofermentatif olarak iki alt gruba ayrılırlar. Bu ayırım Ģekerlerin temel katabolik 

yollarındaki farklılıklarından kaynaklanmaktadır. LAB’lar heksozları fruktozdifosfat 

(FDP) yolu ile fermente ederek sadece laktik asit oluĢturuyorlarsa homofermentatif 

laktik asit bakterileri (homolaktik fermantasyon), laktik asitin yanında etanol ve/veya 

asetat ve CO2 yanında formik asit, diasetil ve asetaldehit meydana getiriyorlarsa 

heterofermentatif laktik asit bakterileri (heterolaktik fermentasyon) denir 

(Tabakoğlu, 2010; Tunail, 2009). 

 

Laktik asit bakterileri su ve toprakta hemen hemen hiç bulunmamakla birlikte cins ve 

türe göre değiĢmek üzere et, süt, sebzeler gibi gıda maddelerinde bitki ve bitki 



4 
 

atıklarında, memelilerin ağız, bağırsak ve vajina florasında bulunmaktadır (TekinĢen 

ve ark., 1994). 

 

Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmaların önemli bir kısmı antimikrobiyal 

bileĢenler üretmelerine rağmen, gıdaların biyokontrolünde laktik asit bakterilerinin 

ayrı bir önemi vardır (Kurt ve Zorba, 2005). LAB; tabiatta yaygın oluĢları, çeĢitli 

gıda maddelerinde sıkça rastlanılan bozulmalara neden olmaları ve bazı gıdaların 

üretim ve olgunlaĢtırılmasında önemli rol oynamalarından dolayı da gıda 

teknolojisinde büyük önem taĢımaktadırlar (Çon ve Gökalp, 2002). 

 

Laktik asit bakterileri ve metabolitleri farklı fermente gıdalarda herhangi bir sağlık 

tehlikesi olmadan uzun yıllar boyunca tüketilmiĢtir. LAB'lerinin bu antimikrobiyal 

metabolitlerinin kullanımı bazı düzenleyici kurumlar tarafından da onaylanmıĢtır. 

Bazı gıdaların mikroflorasında doğal olarak bulunan ya da sonradan eklenen LAB 

kültürlerinin genellikle zararsız olduğu ve insan sağlığı için de yararlı olduğu kabul 

edilmiĢtir. Amerika BirleĢik Devletleri laktik asit bakterilerini GRAS (genellikle 

güvenli kabul edilen) statüsünde kabul etmiĢtir. LAB’lere ait bazı metabolitlerin ve 

diğer starter kültür bakterilerinin gıdalarda kullanılmasına izin vermiĢtir 

(Osmanağaoğlu ve Beyatlı, 2002). 

 

Laktik asit bakterilerinin sınıflandırılması; morfolojileri (kok, basil veya kokobasil), 

glikoz fermantasyonu (homo/heterofermantasyon), farklı sıcaklıklarda geliĢmeleri 

(10-60°C), yüksek tuz konsantrasyonlarında geliĢme yeteneği ve asit ya da alkali 

ortamlara olan toleransı temellerine dayanmaktadır. Yağ asitlerinin kompozisyonu ve 

hücre duvar unsurlarından da kemotaksonomik sınıflandırmada faydalanılmaktadır. 

Tür ve alt tür düzeyinde tanımlamalarda ise toplam protein profillerinin temeline 

dayanan SDS-PAGE yöntemi kullanılmaktadır. Son yıllarda ise laktik asit 

bakterilerinin tür ve alt türlerinin filogenetik pozisyonlarının belirlenmesinde daha 

güvenilir olduğu düĢünülen ribozomal RNA’dan (rRNA) yararlanılmaktadır (Klein 

ve ark.,1998; Tabakoğlu, 2010; Yüksekdağ ve Beyatlı, 2009). 
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Bakteriyal taksonomiye klasik yaklaĢım morfolojik ve fizyolojik özelliklere 

dayanmaktadır. Bu yaklaĢım hücre duvarı kompozisyonu, hücresel yağ asitleri, 

isoprenoid quinonlar ve hücrelerin diğer karakteristikleri ile geniĢletilmiĢtir. 

DNA’nın %G+C miktarı, gen ürünlerinin elektroforetik özellikleri, DNA:DNA 

hibridizasyon çalıĢmaları, rRNA’nın sekansı gibi moleküler karakteristikler önemli 

taksonomik araçlar haline gelmiĢtir. Bu teknikler laktik asit bakterilerinin 

taksonomisinde önemli değiĢikliklere neden olmuĢtur (Tabakoğlu, 2010). 

 

2.1.1. Lactobacillus spp. 

 

Çubuk Ģeklinde olan bu bakterilerin bazı türleri kokobasil veya uzun zincir 

oluĢturma özelliğindedir. Çok az tür veya suĢun dıĢında hareketsizdirler. 

Lactobacillus spp. doğada ve gıdalarda sık rastlanan yaygın türler arasındadır. 

Genellikle nitratı redükte etmezler ve 5-53°C ile pH 5,5-5,8 arasında geliĢebilirler. 

Patojen özellik göstermezler, aksine oluĢturdukları bakteriyel özellikteki maddeler 

sayesinde saprofit ve patojen bakterilerin geliĢmesini engellerler. Hücre içi 

peptidazlarla peptidleri aminoasitlere kadar parçalarlar (Yalanca, 2009). 

 

En sık rastlanan Lactobacillus türleri Lactobacillus brevis, L. casei ve L. 

plantarum'dur (Kandler et al., 1986). Lactobacillus cinsine ait türler genellikle 

peynir, fermente gıdalar, ekmek mayası, silaj, Ģarap ve bira endüstrisinde starter 

kültür olarak kullanılmaktadır (Baele ve ark., 2002; Kashket, 1987). Glikoz 

fermantasyonuna göre Lactobacillus türleri 3 gruba ayrılırlar. Birinci grubu glikozu 

laktik asite fermente eden homofermantatif Lactobacillus türleri oluĢturmaktadır. 

Bunlar Thermobacterium olarak da adlandırılırlar. Ġkinci grup ise fakültatif 

heterofermantatif Lactobacillus türlerinden oluĢan Streptobacterium'lardır. Bu 

mikroorganizmalar glikozu büyük ölçüde laktik asite fermente eder ve glukonattan 

gaz üretebilir. Üçüncü grubu oluĢturan zorunlu heterofermantatif Lactobacillus 

türleri ise heksozu laktik asit, asetik asit, etanol ve CO2'e fermente eder, bunlar 

Betabacterium olarak da adlandırılırlar (Tablo 2.1.) (Adıgüzel, 2008; Kılıç, 2001).  
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Tablo 2.1. Laktobasil genuslarının dahil oldukları temel gruplar (Stiles ve Holzapfel, 

1997). 

 

Grup I 

Homofermentatifler 

"Thermobacterium" 

Grup II 

Fakültatif Heterofermentatifler 

"Streptobacterium" 

Grup III 

Heterofermentatifler 

"Betabacterium" 

L. acidophilus 

L. amylophilus 

L. aviarius 

L. delbrueckii ssp. bulgaricus 

L. helveticus 

L. kefirgranum 

L. ruminis 

L. acetotolerans 

L. agilis 

L. bifermentans 

L. intestinalis 

L. paracasei ssp. paracasei 

L. paraplantarum 

L. plantarum 

L. rhamnosus 

L. sakei 

L. brevis 

L. buchneri 

L. fermentum 

L. parakefir 

L. reuteri 

L. vaginalis 

L. sanfrancisco 

 

2.1.2.  Lactococcus spp. 

 

Laktokoklar Orla-Jensen tarafından 1919 yılında yapılan sınıflandırma neticesinde 

mezofilik olarak Streptococcus cinsine dahil edilmiĢlerdir. Daha sonra yapılan 

çalıĢmalarda ise patojenik Streptococci’den serolojik N antijen grubuna sahip 

olmaları ile ayrılmıĢlardır. Teuber tarafından 1995 yılında açıklanan taksonomik 

sınıflandırmada Lactococcus olarak isimlendirilmiĢ ve diğer gruplardan 

ayrılmıĢlardır (Teuber, 1995). 

 

Bu genusa ait laktik asit bakterileri kokoid yapıda olup, tek, çift veya zincir Ģeklinde 

morfolojik yapıya sahiptirler (Teuber, 1995). Lactococcus türleri laktozu fermente 

ederek gaz üretmeksizin L(+) laktik asit oluĢturmaktadır. Süt ürünleri ve bitkilerde 

bulunan bu cinsin üyelerinin optimum geliĢme sıcaklıkları 30°C'dir. Bu 

mikroorganizmaların 10°C’de geliĢebildikleri, 45°C’de ise geliĢme göstermedikleri 

ayrıca %6,5 NaCl varlığında ve ortam pH’sının 9,6 olması durumunda da 

geliĢemedikleri tespit edilmiĢtir. ġekerleri homofermentatif yolla laktik aside 

dönüĢtürerek enerji elde etmektedirler (Adıgüzel, 2008; Holt ve ark., 1994). 



7 
 

Peynir, tereyağı, krema ve yoğurt gibi fermente süt ürünlerinde starter kültür olarak 

kullanımlarından dolayı Lactococcus lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris ve L. 

lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis büyük öneme sahiptir (Tabakoğlu, 2010; 

Tuncer, 2005).  

 

2.1.3. Streptococcus spp. 

 

Streptococcus türleri spiral veya oval görünümde olan mikroorganizmalardır. 

Düzenli bir zincir Ģeklindeki görünümlerinden dolayı da streptokok olarak 

adlandırılmaktadırlar (Hardie ve ark., 1995). Bu cinse ait laktik asit bakterileri 

homofermantatiftirler, gaz üretmezler ve kapsülsüzdürler. 25-45°C arasında geliĢim 

göstermekte ve fazla miktarda laktat meydana getirmektedirler (Holt ve ark., 1994). 

Özellikle hayvanların sindirim sisteminde, süt ve süt ürünlerinde ayrıca sebzelerde 

bulunmaktadırlar (Stiles ve Holzapfel, 1997). 

 

Laktik asit üreten Streptococcus türleri peynir ve bazı fermente süt ürünlerinin 

üretiminde önemli rol oynamaktadırlar. En önemli türleri Streptococcus 

thermophilus, Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris ve Streptococcus 

raffinolactis’tir. Streptococcus lactis, doğal olarak, çiğ süt, süt ürünleri ve bitkilerde 

bulunan homofermentatif bir laktik asit bakterisidir. Streptococcus raffinolactis ise 

genelde asitliği artmıĢ sütlerden izole edilmektedir (Tatlı, 2009). 
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ġekil 2.1. 16SrRNA sekans analizine göre laktobasiller, enterokoklar, streptokoklar, 

laktokoklar ve bazı diğer gram pozitif bakterilerilerin filogenetik pozisyonları 

(ĠĢleroğlu, 2008) 

 

2.1.4. Bifidobacterium spp. 

 

Ġlk kez 1899 yılında Tissier tarafından izole edilen Bifidobacterium’lar 

Actinomycetaceae familyasına aittir. Bifidobacterium’ların 15’i hayvansal kaynaklı 

9’u ise insan bağırsak florası kökenli olmak üzere 24 türü bulunmaktadır. 

Bifidobacterium’lar çubuk Ģeklinde anaerob olup, oksijene toleransı türe göre 

farklılık göstermektedir. Bifidobacterium bifidum hidrojen peroksit eksikliğinde 

oksijene oranla daha fazla tolerans göstermektedir. Ġnce bağırsak florasında yer alan 

Bifidobacterium bifidum suĢlarının optimum geliĢme sıcaklığı 36-38ºC arasında 

değiĢmektedir. Hayvansal kökenli suĢlar ise 41-43ºC gibi yüksek sıcaklıklarda 

geliĢim göstermektedir. Bu cinsin üyeleri 20ºC’nin altında ya da 46ºC’nin üzerinde 
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geliĢim göstermezler. Optimum geliĢim gösterdikleri pH aralığı ise 5,0 ile 8,0’dir 

(Özer, 2006; Tatlı, 2009). 

 

Bu bakteriler yetiĢkinlerin ve bebeklerin bağırsak sisteminde, insanların vajinasında, 

ağzında ve çeĢitli hayvan türlerinin sindirim sisteminde bulunur. ġimdiye kadar izole 

edilen suĢlar V ve Y formunda spatül veya çomak Ģeklinde bir morfolojik yapı 

göstermektedir (Kılıç, 2008; Tabakoğlu, 2010). 

 

2.1.5. Enterococcus spp. 

 

Enterokoklar, laktik asit bakterilerinin önemli bir gurubunu oluĢtururlar. Önceleri 

Streptococcus cinsi içinde yer alan Enterokoklar, "fekal Streptekoklar" ya da 

"Lancefield serolojik D grubu Streptokoklar" olarak bilinmekteydi.  Fakat 1984 

yılında Streptokoklardan farklılıkları belirtilerek, Enterococcus adı altında ayrı bir 

cins olarak kabul edilmiĢtir. Enterokoklar Gram pozitif, katalaz negatif, oksidaz 

negatif, fakültatif anaerobik ve kok Ģeklinde hücrelere sahiptir. Optimum geliĢme 

sıcaklıkları 35ºC'dir. Türlere bağlı olarak 10-45ºC, %6,5 tuz konsantrasyonunda ve 

pH 9,6'da geliĢebilmektedir (Arslankoz, 2011; Moreno ve ark., 2006). 

 

Enterokoklar, hayvanların sindirim atıklarında, toprakta, kirli suda ve hayvansal 

gıdalarda bulunurlar. Bu bakteriler primer patojen olarak bilinmezler, fakat genellikle 

ikincil patojen olarak özellikle insan bağıĢıklığını tehlikeye atan bakteriler içinde 

tanımlanmaktadır (Hummel ve ark., 2007). Fermente gıdaların tat, sertlik ve 

yumuĢaklık gibi özelliklerinde etkin rol oynarlar. Enterokokların pastörizasyon 

sıcaklıklarına dirençli olmalarının yanında, farklı substrat ile düĢük ve yüksek 

sıcaklık, ekstrem pH ve tuz konsantrasyonları gibi geliĢme koĢullarına adapte olma 

yetenekleri sayesinde, süt ve et gibi çiğ materyallerden üretilen gıda ürünleri ile ısıl 

iĢlem uygulanan gıda ürünlerinden çok sık izole edilirler (ĠĢleroğlu ve ark, 2008). 
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Enterokoklar, enterocin adı verilen bir bakteriyosin üretirler ve bu bakteriyosin 

genellikle ürünün bozulmasına sebep olur (Moreno ve ark., 2006). 

 

2.1.6.  Pediococcus spp. 

 

Pediococcus türleri Gram pozitif, katalaz negatif,  hareketsiz, mikroaerofilik 

mikroorganizmalardır. Morfolojileri kok Ģeklinde tekli, çiftli kısa zincir veya tetrat 

Ģeklinde bakterilerdir. Bu cinse ait türlerin en iyi geliĢme sıcaklığı 35°C, en yüksek 

geliĢme sıcaklığı 42-45°C aralığındadır. Bazı türleri ekstrem sıcaklıklara, pH ve tuza 

tolerans gösterirler. Homofermantatif özelliktedirler ve doğal olarak bitkilerde 

bulunurlar. Ayrıca turĢu, bira, Ģarap gibi fermente gıdaların üretiminde 

kullanılmaktadır (Hayaloğlu ve ark., 2001). 

 

2.1.7. Leuconostoc spp. 

 

Leuconostoc türleri oval veya kok Ģeklindeki bakterilerin oluĢturduğu zincir ya da 

grup biçiminde, Gram pozitif, spor oluĢturmayan, katalaz negatif ve hareketsiz 

bakterilerdir. Ġçerdiği birçok tür  %6,5 yüksek tuz konsantrasyonunda 

geliĢebilmektedir. Optimum geliĢme sıcaklıkları 20-30°C arasında olup, fakültatif 

anaerob koĢullarda aktivite gösterebilmektedirler. Heterofermantatif olan bu 

bakteriler, karbonhidratları parçalayarak laktik asit yanında asetik asit, etil alkol ve 

CO2 meydana getirirler (Hayaloğlu ve ark., 2001). 

 

Laktik asit bakterilerinin bu üyeleri süt ürünleri, turĢu ve çeĢitli et ürünlerinin 

fermantasyonunda yer almaktadırlar. Arjinini hidrolize edemezler ve proteolitik 

değildirler. Diasetil ve çeĢitli aroma maddeleri üretme yeteneğine sahiptirler. Sebze 

ürünlerinin fermantasyonunun baĢlatılmasında, diğer laktik asit bakterilerinden daha 

hızlıdırlar (Mavhungu, 2006). 
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2.2. Laktik Asit Bakterilerinin OluĢturduğu Metabolik Ürünler 

 

1900’lerin baĢından itibaren fermente süt ürünlerinin endüstriyel üretiminde artıĢ söz 

konusudur. Laktik asit bakterileri antimikrobiyal maddeler üretmeleri sebebiyle 

gıdaların korunmasında eskiden beri kullanılmaktadırlar. Fermentasyon kullanılabilir 

karbonhidrat miktarını azaltır ve antimikrobiyal etkiye sahip küçük molekül 

ağırlığında organik moleküllerin oluĢmasını sağlar. Bu moleküllerin en bilinenleri 

laktik asit, asetik asit ve propiyonik asittir (Salminen ve Wright, 1998). 

 

Laktik asit bakterilerinin ürettiği antimikrobiyal maddeler; H2O2 ile CO2 gibi düĢük 

molekül ağırlığına sahip bileĢenler, karakterize edilemeyen bileĢenler ve bakteriyosin 

ve bakteriyosin benzeri maddeler gibi yüksek molekül ağırlığına sahip bileĢenler 

olarak sınıflandırılmaktadır (Ammor ve ark., 2006; Yang, 2000). 

 

2.2.1. Laktik Asit 

 

Laktik asit, tabiatta çok yaygın olarak bulunan asitlerden birisidir ve asetik asit ile 

birlikte geniĢ Ģekilde gıda koruyucusu olarak kullanılmaktadır (Çon ve Gökalp, 

2002). Laktik asit, laktik asit bakterilerinin fermantasyonu sonucunda açığa çıkan 

organik asittir. Zayıf asit olup, ekĢi ve kokusuz bir maddedir. Su, alkol ve eterle 

çözünürken, kloroformda çözünmez. Kolay polimerleĢir. Bu özelliklerinden dolayı 

geniĢ kullanım alanları vardır (Çadırcı, 2003).  Özellikle fermente ve salamura 

gıdalarda mikroorganizma geliĢiminin önlenmesi amacıyla kullanılmaktadır. Gıda 

endüstrisinde en geniĢ kullanım alanları ise süt endüstrisi ve fermente gıdalardır 

(Tabakoğlu, 2010). 

 

2.2.2. Hidrojen peroksit (H2O2) 

 

Oksijen varlığında laktik asit bakterileri; flavoprotein içeren oksidaz, NADH oksidaz 

ve süperoksit dismutaz enzim aktiviteleri sonucunda hidrojen peroksit oluĢtururlar. 

Laktik asit bakterileri sitokrom ve katalaz içeren “hem” gruplarına sahip değildir. Bu 

nedenle hidrojen peroksidi indirgeyemezler. Hidrojen peroksitin Gram pozitif 
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bakterilere (laktik asit bakterileri de dahil) karĢı bakteriyostatik ve birçok Gram 

negatif  bakteriye karĢı ise bakteriyosidal etkisi bulunmaktadır (Yang, 2000). 

 

Özellikle birçok laktobasil ve streptokok türü aerobik Ģartlar altında önemli 

miktarlarda H2O2 üretebilmektedir (Çon ve Gökalp, 2002; Evren ve ark., 2006). 

Bakteri membranlarını bozmada etkin rol oynayan bu bileĢiğe Gram negatif 

bakteriler duyarlıdır. Hidrojen peroksit özellikle E.coli’de DNA’nın üzerinde 

bozulmalara sebep olabilir (Kılıç, 2008). 

 

Hidrojen peroksidin antimikrobiyal etkisi; sulfidril gruplarını okside ederek birçok 

enzimin denature olmasına sebep olması ve hücre zarı lipitlerini peroksitleyerek 

membran geçirgenliğini artırmasından kaynaklanmaktadır. Ayrıca bakterisidal etkiye 

sahip süperoksit ve hidroksil serbest radikallerinin oluĢmasına sebep olarak DNA’ya 

zarar vermektedir (Ammor ve ark., 2006). 

 

2.2.3. Hidrojen Sülfür (H2S) 

 

Bakterilerin sülfatları redükte etmeleri ve proteinleri parçalamasıyla hidrojen sülfür 

oluĢmaktadır. LAB sistein, sistin ve metiyonin gibi ortamdaki kükürtlü aminoasitleri 

kullanarak hidrojen sülfür oluĢturmaktadır (Toksoy, 1993).  

 

Peptonlu demir agarda hidrojen sülfür oluĢturan Lactobacillus plantarum, L. 

viridescens ve L. coryneformis türleri bildirilmiĢtir. Bunların dıĢında birçok 

Lactobacillus suĢunun da anaerobik Ģartlarda ve düĢük sıcaklıkta H2S oluĢturdukları 

açıklanmıĢ ve besiyerinde karbon kaynağı az olduğunda hidrojen sülfürün meydana 

geldiği belirtilmiĢtir (Çadırcı,2003;Yüksekdağ ve Beyatlı, 2003). 
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2.2.4. Karbondioksit  (CO2) 

 

Karbondioksit, çoğunlukla heksozların heterofermantatif laktik asit fermantasyonu 

sırasında oluĢmaktadır. CO2 ortamın anaerobik olmasına sebep olarak ortamda 

aerobik mikroorganizmaların geliĢimini etkilemektedir. Diğer antimikrobiyal etkisi 

ise ortam basıncını artırmasından kaynaklanmaktadır (Adams ve ark., 1997). 

 

Karbondioksit anaerobik bir ortam oluĢturarak, enzimatik dekarboksilasyonu inhibe 

etmekte, lipit membran yapısında birikerek, bu yapının geçirgenlik fonksiyonunu 

kaybetmesine neden olmaktadır. Karbondioksit etkili bir Ģekilde gıdalarda bozulma 

yapan mikroorganizmaların geliĢimini engellemektedir (Yang, 2000). 

 

2.2.5. Reuterin 

 

Reuterin; 3-hydroxypropanol olarak tanımlanan, yüksek çözünürlükte, küçük 

boyutlu, antimikrobiyel özellikte, gliserolün fermantasyonu sırasında oluĢan ara bir 

bileĢiktir (Cleusix ve ark., 2007; Yang, 2000).  Bazı heterofermentatif Lactobacillus 

reuterii türleri tarafından üretilir. Reuterinin DNA sentezi üzerindeki etkisi ile 

ribonükleotid redüktazın alt birimini bağlayıcı bir inhibitör gibi etki ettiği 

bulunmuĢtur. Candida, Clostridium, Listeria, Salmonella, Staphylococcus, Shigella,  

ve Trypanosoma cinsleri üzerinde bakteriyostatik  etkisi  vardır ( Evren ve ark., 

2006). 
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ġekil 2.2. Gliserolden reuterin biyosentezi (Yang, 2000) 

 

 

2.2.6. Bakteriyosinler 

 

Bakteriyosinler bakteriler tarafından sentezlenen protein yapısındaki bileĢiklerdir. 

Genellikle üretici türe yakın akraba olan Gram pozitif türler üzerinde etki 

göstermektedir, üretici türlere karĢı ise herhangi bir etkisi yoktur (Montville ve ark., 

2001). 

 

Bakteriyosinler, diğer bakteri türleri üzerinde bakteriyosidal ya da bakteriyostatik 

etkiye sahip, ribozomal sentezlenen peptitler olarak tanımlanmaktadır 

(Klaenhammer, 1993). Bu polipeptitler, gıda bozulması ve gıda kökenli hastalık 

etmeni bakterilerin geliĢimini engelleme özelliklerinden dolayı, gıda endüstrisinde 

büyük önem taĢımaktadır. Ayrıca, bakteriyosinler insan ve hayvan enfeksiyonlarının 

tedavisinde gösterdikleri olumlu etki ile antibiyotiklere alternatif olarak önem 

kazanmaktadırlar (Nes ve Tagg, 1996). 
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LAB tarafından üretilen bakteriyosinlerin gıda koruyucusu olarak kullanılmalarının 

temel nedenleri; 

 Genel olarak güvenli olmaları,  

 Ökaryotik hücrelere karĢı aktif ya da toksik olmamaları,  

 Genel olarak pH ve sıcaklığa karĢı tolerans göstermeleri, 

 Gıda kökenli patojenlere ve çürükçül mikroorganizmalara karĢı 

antimikrobiyal etki göstermeleri, 

 Bakterisidal etki mekanizmasının sitoplazmik membranla iliĢkili olmasından 

dolayı antibiyotik direnciyle karĢılaĢmamaları olarak sayılabilir (Dinçer ve 

ark., 2009; Galvez ve ark., 2007). 

 

Laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis ssp. lactis tarafından üretilen bir 

bakteriyosin olan nisin bugüne kadar en iyi karakterize edilmiĢ olandır. Nisin geniĢ 

spektrumda antimikrobiyal aktiviteye sahip olması, gıda koruyucusu olarak uzun 

yıllar güvenle kullanılmıĢ olması gibi olumlu özellikleri nedeni ile de ticari ve 

ekonomik anlamda ayrıca önem taĢımaktadır. Nisaplin 1962-1965 yıllarında üretilen 

nisinin ilk ticari ekstraktıdır (Dinçer ve ark., 2009; Thomas ve ark., 2005). 

 

Günümüzde nisin'in yanında Lactobacillus acidophilus tarafından üretilen 

acidophilin ve lactocidin, Lactobacillus plantarum tarafından üretilen lactocin gibi 

bakteriyosinler de iyi karakterize edilmiĢ ve antimikrobiyal özellikleri kesinlik 

kazanmıĢtır. Laktobasiller tarafından üretilen, lactocin 27, lactacin B, helveticin J, 

plantacin B ve plantaricin A gibi bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerle 

ilgili pek çok araĢtırma bulunmaktadır (Dinçer ve ark., 2009; Schillinger ve ark., 

1989). 
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2.2.6.1. Bakteriyosinlerin Sınıflandırılması 

 

Klaenhammer (1993) Gram pozitif bakterileri inceleyerek yaptığı sınıflandırmaya 

göre bakteriyosinleri dört ana gruba ayırmıĢtır. Biyokimyasal özellikleri baz alınarak 

yapılan sınıflandırmada, molekül büyüklüğü, kimyasal yapıları, etki mekanizmaları 

ve ısı stabilitelerine göre genel olarak dört ana sınıfa ayrılmıĢlardır. Bunlar;  

 

Sınıf I: lantibiyotikler yani küçük peptidler (nisin, lacticin 3147A, lacticin 

3147B, plantarisin C), 

Sınıf II: küçük, ısıya karĢı stabil peptidler,  

Sınıf III: ısıya duyarlı büyük proteinler,  

Sınıf IV: kompleks bakteriosinler olarak adlandırılmaktadır. 

Sınıf I bakteriyosinler daha çok “lanthionine” içeriklerinden dolayı lantibiyotikler 

olarak adlandırılmaktadır. Yapılarında bilinen amino asitlerden farklı olarak 

lantionine (Lan) ve metillantionin (MeLan) amino asit türevlerini içermektedirler 

(Kurt ve Zorba, 2005). 

 

Sınıf I bakteriyosinleri Sınıf Ia ve Sınıf Ib olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Sınıf 

Ia peptitleri genellikle 18-50 aminoasitten oluĢmaktadır. Lanthionine, methyl-

lanthionine, dehydrobutryrine ve dehydroalanine gibi ender bulunan aminoasitlere 

sahiptir. Bu grubun en bilinen üyesi ise nisin'dir (Clevaland ve ark., 2001). Sınıf Ib 

lantibiyotikler ise Sınıf Ia lantibiyotiklerden daha küçüktür. Büyüklükleri 19 

aminoasiti aĢmamaktadır. Sınıf Ib lantibiyotikler konakçı hücre enzimlerini inhibe 

etmektedir (Akkoç ve ark., 2009). 

 

Sınıf II bakteriyosinler Sınıf I’den farklı olarak lanthionine içermezler. Ayrıca, 

molekül ağırlıkları 10 kDa’dan daha düĢük olup, ısı stabilitesine sahiptirler. Bu 

sınıftaki bazı bakteriyosinler 100°C’den 121°C’ye kadar olan sıcaklıklara karĢı 

stabildirler. Bakteri zarında gözenek oluĢturarak (membran aktif) antimikrobiyal 
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aktivite gösterirler. Çok sayıda bakteriyosin içeren bu sınıf 3 alt sınıfa ayrılmaktadır 

(De Martinis ve ark., 2002). Bunların en önemlileri enterocin A, pediocin AcH, 

sakacin A, lactococcin MMF II gibi bakteriyosinlerin dahil olduğu Sınıf IIa 

bakteriyosinleridir. Bu sınıfın üyeleri Listeria spp. üzerindeki inhibitör etkilerinden 

dolayı anti-listerial bakteriyosinler olarak adlandırılmıĢlardır (Cotter ve ark., 2005; 

Ennahar ve ark., 2000; Ghrairi ve diğ., 2004). 

 

Sınıf III bakteriyosinler; büyük, ısıya duyarlı proteinler olup, bakteriyosinlerin 

fizyolojik aktivitelerini gösteren, bakteriyolitik ekstraselüler enzimleri kapsamaktadır 

(Özkalp, 2006). Bu sınıfa ait bakteriyosinlerin moleküler ağırlığı 30 kDa'dan büyük 

ve ısı duyarlılık özelliğine sahip peptitler olarak karakterize edilmektedir (Diep ve 

ark.,1996; Nilsen ve ark.,2003; Sahl ve ark.,1995). Bu gruba giren bakteriyosinlerin 

büyük bir kısmı Lactobacillus cinsi bakteriler tarafından sentezlenir, bu nedenle bu 

gruba 'Lactobacillus bakteriyosinleri' de denilmektedir (KuleaĢan, 2002). Helvetisin 

J, laktisin A, laktisin B, helvetisin V-1829 ve enterolisin A bu grubun en bilinen 

üyeleridir (De Martinis ve ark., 2002; Jack ve ark., 1995; Tagg ve ark., 1976). 

 

Sınıf IV bakteriyosinler ise büyük ve kompleks moleküller olup, aktiviteleri için 

karbohidrat ya da lipit bileĢenlerine ihtiyaç duymaktadır. Bu sınıfa ait bilgiler 

yetersiz olup, biyokimyasal özellikleri yeterince karakterize edilememiĢtir (Chen ve 

Hoover, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

Tablo 2.2. Bazı bakteriyosinler ve üretici mikroorganizmalar (Chen ve Hoover, 

2003). 

 

Bakteriyosinler                                                Üretici mikroorganizma 

Sınıf I a lantibiyotikler 

Nisin 

Lactosin S 

Epidermin 

Galidermin 

Lactisin 481 

Lactococcus lactis 

Lactobacillus sakei 

Staphylococcus epidemidis 

Staphylococcus gallinarum 

Lactococcus lactis 

Sınıf I b lantibiyotikler 

Mersasidin 

Cinnamisin 

Ankovenin 

Duramisin 

Bacillus subtilus 

Streptomyces cinnamoneus 

Streptomyces ssp. 

Streptomyces cinnamoneus 

 

Sınıf II a Bakteriyosinler 

Pediosin PA-1/AcH 

Sakasin A 

Sakasin P 

Leukosin A-UAL 187 

Mesenterisin Y 105 

Enterosin A 

Diversin V41 

Laktokoksin MMFII 

Pediococcus acidilactici 

Lactobacillus sakei 

Lactobacillus sakei 

Leuconostoc gelidum 

Leuconostoc mesenteroides 

Enterococcus faecium 

Carnobacterium divergens 

Lactococcus lactis 

Sınıf II b Bakteriyosinler 

Laktokoksin G 

Laktokoksin M 

Laktasin F 

Plantarisin A 

Plantarisin S 

Plantarisin EF 

Lactococcus lactis 

Lactococcus lactis 

Lactobacillus johnsonii 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus plantarum 

Sınıf II c Bakteriyosinler 

Acidosin B 

Carnobakteriyosin A 

Divergisin A 

Enterosin P 

Enterosin B 

Lactobacillus acidophilus 

Carnobacterium pisicola 

Carnobacterium divergens 

Enterococcus faecium 

Enterococcus faecium 

Sınıf III Bakteriyosinler 

Helvetisin J 

Helvetisin V-1829 

Lactobacillus helveticus 

Lactobacillus helveticus 
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2.3. Laktik Asit Bakterilerini Tanımlama Yöntemleri 

 

Laktik asit bakterilerinin tanımlanmasında çeĢitli fenotipik yöntemler 

kullanılmaktadır. Ancak, bu yöntemler bir cins içindeki tür ve alt türleri etkin bir 

Ģekilde ayırt etmede yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle genotipik özelliklere dayanan 

yeni yöntemler geliĢtirilmiĢ ve bakterilerin etkin bir Ģekilde tanımlanmasında 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Conter ve ark., 2005; Greco ve ark., 2005). 

 

2.3.1.  Fenotipik Karakterlerin Belirlenmesi 

 

Tanımlama yöntemlerinin baĢında fenotipik karakterlerin belirlenmesi gelmektedir. 

Laktik asit bakterilerinin fenotipik özelliklerinin belirlenmesi için yapılan genel 

mikrobiyolojik testlerin baĢında; bakteri morfolojisinin belirlenmesi, Gram 

reaksiyonu, farklı ortam koĢullarında geliĢmeleri, çeĢitli fizyolojik ve biyokimyasal 

reaksiyonların belirlenmesi, glikozdan karbondioksit oluĢturma ve arjinin hidroliz 

yeteneklerinin belirlenmesi ile laktik asit konfigürasyonunun belirlenmesi 

gelmektedir. Ancak bu tip yöntemler tam anlamıyla kesin sonuç vermeyebilir. 

GeliĢen teknolojiyle birlikte, yeni bulunan genotipik karakterlerin ortaya konmasına 

dayalı yöntemler, fenotipik karakterlere dayalı tanımlamaların güvenilirliğinin 

sorgulanmasına neden olmuĢtur. Fenotipik yöntemlerin az tekrarlanabilirlik gibi 

kalıcı sınırlamaları vardır. Bazı tekniklerin belirsizliği geniĢ çaplı araĢtırma gerektirir 

ve ayırt etmede kesinlik sağlamaz (Elçioğlu, 2010; Mohania ve ark., 2008). 

 

Fenotipik tanımlamayı pratik hale getirmek için kullanılan yarı otomatik veya 

otomatik tanımlama sistemleri geliĢtirilmiĢtir. Otomatik sistemler kullanıma hazır 

test kitleri Ģeklinde bulunmaktadır. Ticari olarak temin edilen bu kitler 

organizmaların bir dizi substratı fermente etmesine veya asimile etmesine dayanır. 

Bunlara örnek olarak Analytical Profile Index (API) (BioMerieux, France) ve BBL 

Crystal (Becton, Dickinson and Company, USA) verilebilir. Tanımlama 

çalıĢmalarında hazır kitlerin kullanılmasının amacı; mikroorganizmaların 

tanımlamasının çabuk ve doğru bir Ģekilde yapılmasıdır. Bu kitlerin avantajları; 

birçok biyokimyasal testin bir arada çalıĢılması, az miktarda malzeme ve örnek 
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kullanımıyla kısa sürede sonuç vermesi, tekrarlanabilir olması ve yüksek doğrulukta 

sonuç vermesidir (Elçioğlu, 2010). 

 

2.3.2. Genotipik Karakterlerin Belirlenmesi 

 

Özellikle son yıllarda DNA temelli tanımlama yöntemleri büyük ölçüde geliĢim 

göstermiĢtir. Genotipik yöntemlerin çoğu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase 

Chain Reaction-PZR) prensibine dayanmaktadır. Laktik asit bakterilerini 

tanımlayabilmek için türün bazı baz dizilerinin bilinmesi gerekmektedir (Elçioğlu, 

2010; Temmermanve ark., 2004). 

 

PZR tekniği; bir organizmaya ait genomik DNA’daki özgül bölgelerin primerler 

aracılığı ile çoğaltılmasını (amplifikasyonunu) sağlayan basit ama çok baĢarılı bir in 

vitro DNA sentezi yöntemidir. PZR’ın çalıĢma prensibi üç aĢamaya dayanır: 

 

1.  Denatürasyon: Kalıp DNA’nın yüksek sıcaklıkta (92-95°C’de) denatürasyonu 

(ayrılması) ve tek sarmallı polinükleotid zincirinin elde edilmesi basamağıdır. 

2. Bağlanma: Reaksiyon sıcaklığının düĢürülmesiyle primerlerin açılan DNA 

zincirlerinin kendi baz dizilerine karĢılık gelen bölgeye, hidrojen bağları 

kurarak bağlanması iĢlemidir. Bu iĢlem 40-65°C arasında gerçekleĢmektedir. 

3.  Zincirin uzaması: Taq DNA polimeraz enzimi vasıtasıyla primerlerin zinciri 

tamamlayacak Ģekilde uzatılması sağlanır. Bu basamak 72-75°C’de 

gerçekleĢtirilir. DNA polimerazın çalıĢtığı optimum sıcaklıkta primerlere 

bağlanmıĢ olan enzim molekülleri, kalıp DNA’ya karĢılık gelen nükleotidleri 

bağlayarak 5’-3’ yönünde DNA sentezini gerçekleĢtirirler (ġekil 2.3) (Yılmaz 

ve Temiz, 2003). 

 

PZR tekniğinde bu üç basamak bir döngüyü oluĢturur ve bu döngü 25 ila 35 kez 

tekrarlanır. Her döngüde, iki primer arasında kalan özgün DNA parçasının her iki 

zincirinin birer kopyası çıkarılmıĢ olur. Bir PZR uygulamasında "n" sayıda döngü 

varsa, ortamda maksimum " 2
n
" sayıda DNA oluĢması beklenir (ġekil 2.3). Bu iĢlem 

sonucunda elde edilen PZR amplikonlarının tanımlanmasında genellikle kullanılan 
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yöntem ise agaroz jel elektroforezidir. Amplikonlar agaroz jelde elektroforezle 

ayrıĢtırılarak çoğaltılan DNA parçasının büyüklüğü görünür hale getirilir (Yılmaz ve 

Temiz, 2003). 

 

 

 

 

ġekil 2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Kırmacı, 2010) 

 

PZR yönteminden baĢka birçok farklı genotipik teknik, türlerin identifikasyonu için 

kullanılabilir. LAB’nin moleküler tiplendirmesinde; suĢların içerdiği plazmit 

profilleri, restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (RFLP), değiĢken alanlı jel 

elektroforezi (PFGE), rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA (RAPD), gerçek zamanlı 

PZR (RT-PZR) ve kültür bağımlı olmayan yöntemler kullanılmaktadır (DGGE, 

TGGE, LH-PZR). Tablo 2.3’de bazı laktik asit bakterisi türlerinin tanımlanmasında 

kullanılan genotipik yöntemler gösterilmiĢtir (Ehrmann ve Vogel, 2005; Mohania ve 

ark., 2008). 
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Tablo 2.3. Laktik asit bakterilerinin identifikasyonu için uygulanmıĢ moleküler 

yaklaĢımlar (Mohania ve ark., 2008) 

 

Kullanılan Teknikler Tanımlanan Türler 

Restriksiyon enzim analizi 

Lactobacillus acidophilus 

L. casei 

L. rhamnosus 

L. reuteri 

Pulse-field jel elektoforezi 

Bifidobacteria spp. 

L. casei 

L. acidophilus 

L. bulgaricus 

L. lactis 

L. fermentum 

L. helveticus 

L. plantarum 

L. rhamnosus 

Ribotyping 

L. reuteri 

L. fermentum 

L. casei 

L. acidophilus 

RAPD profili 

Bifidobacteria spp. 

L. acidophilus 

L. rhamnosus 

L. fermentum 

L. casei 

Amplified rDNA restriksiyon analizi 

L. acidophilus 

L. casei 

L. debrueckii 

L. helveticus 

L. plantarum 

L. reuteri 

L. rhamnosus 

RFLP 

L. pentosus 

L. plantarum 

L. pseudoplantarum 

Real time PZR 

L. acidophilus 

L. casei 

L. fermentum 

L. plantarum 

L. delbrueckii 

L. reuteri 
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3. MATERYAL VE METOT  

 

3.1. Materyal  

 

Amasya ilinde tüketime sunulan 77 adet çiğ süt örneği materyal olarak kullanılmıĢtır. 

Örnek toplama ve izolasyon iĢlemleri yaklaĢık 3 aylık bir zaman periyoduna 

yayılmıĢtır. Örnekler aseptik koĢullar altında alınarak Amasya Üniversitesi Fen 

Edebiyat Fakültesi Mikrobiyoloji Laboratuvarına getirilmiĢ ve beklenmeden 

izolasyon iĢlemine geçilmiĢtir. Örnekler analizler tamamlanıncaya kadar +4°C’de 

saklanmıĢtır. 

 

3.1.1. Kullanılan Besiyerleri ve Çözeltiler 

 

De Man Rogosa ve Sharpe Agar (MRS Agar) 

 

Pepton casein                                            

 

10 g/L 

Meat extract                                               10 g/L 

Yeast extract                                               4 g/L 

D (+) glukoz                                               20 g/L 

Dipotasyum hidrojen sülfat                       0,2 g/L 

Tween 80                                                    1 g/L 

Diamonyum hidrojen sitrat                      2 g/L 

Sodyum asetat                                           5 gL 

Magnezyum sülfat                                     0,2 g/L 

Manganez sülfat                                         0,04 g/L 

Agar -agar                                                 14 g/L 

 

Ticari olarak elde edilen bu besiyeri (Merck 1.10660.0500) laktik asit bakterilerinin 

izolasyonu için kullanılmak üzere 68,2 gramının 1 litre distile suda çözülerek 

121°C'de 15 dakika otoklavda (Nüve OT 90L, Türkiye) steril edilmesiyle 

hazırlanmıĢtır. 45°C'ye kadar soğutularak petri kaplarına dökülmüĢ ve dondurularak 

kullanıma hazır hale getirilmiĢtir. 
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De Man Rogosa ve Sharpe Broth ( MRS Broth) 

 

Pepton casein                                            

 

10 g/L 

Meat extract                                               8 g/L 

Yeast extract                                               4 g/L 

D (+) glukoz                                               20 g/L 

Dipotasyum hidrojen sülfat                       2 g/L 

Tween 80                                                    1 g/L 

Diamonyum hidrojen sitrat                      2 g/L 

Sodyum asetat                                           5 g/L 

Magnezyum sülfat                                     0,2 g/L 

Manganez sülfat                                         0,04 g/L 

 

Ticari olarak elde edilen bu besiyeri (Merck 1.10661.0500) laktik asit bakterilerini 

aktifleĢtirmek için kullanılmak üzere 52,2 gramı 1 litre distile suda çözülerek 121°C’ 

de 15 dakika otoklavda steril edilmesiyle hazırlanmıĢtır. Steril cam tüplere bölünerek 

kullanıma hazır hale getirilmiĢtir. 

 

%20 Gliserol içeren De Man Rogosa ve Sharpe Broth (MRS Broth) 

 

Ticari olarak elde edilen bu besiyeri çiğ sütten elde edilen laktik asit bakterisi 

izolatlarını saklamak için kullanılmak üzere 52,2 gramının 20’si gliserol olacak 

Ģekilde 1 litre distile su-gliserol karıĢımında çözülerek 121°C’de 15 dakika otoklavda 

steril edilmesiyle hazırlanmıĢtır. Steril 2 ml’ lik ependorflara bölünerek kullanıma 

hazır hale getirilmiĢtir. 
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MRS Broth pH:3,9 

 

Ġçeriği verilen MRS broth besiyeri saf suda iyice çözülerek, 1 M hidroklorik asit 

çözeltisi ile pH’sı 3,9’a (Hanna Instruments, India) ayarlanmıĢtır. Vidalı cam tüplere 

5’er ml dağıtılmıĢ ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmiĢtir. 

 

MRS Broth pH:9,6 

 

Ġçeriği verilen MRS broth besiyeri saf suda iyice çözülerek 1 M sodyum hidroksit 

çözeltisi ile pH’sı 9,6’ya ayarlanmıĢtır. Vidalı tüplere 5’er ml dağıtılmıĢ ve 121°C’de 

15 dakika otoklavda steril edilmiĢtir. 

 

 

%4 Tuz Ġçeren MRS Broth 

 

Ġçeriği verilen MRS broth ortamı saf suda eritilmiĢ ve litresinde 40 g olacak Ģekilde 

NaCl ilave edilerek hazırlanmıĢtır. Vidalı tüplere 5’er ml dağıtılmıĢve 121°C’de 15 

dakika otoklavda steril edilmiĢtir. 

 

%7,5 Tuz Ġçeren MRS Broth 

 

Ġçeriği verilen MRS broth besiyeri saf suda eritilmiĢ ve litresinde 75 g olacak Ģekilde 

NaCl ilave edilerek hazırlanmıĢtır. Vidalı tüplere 5’er ml dağıtılmıĢve 121°C’de 15 

dakika otoklavda steril edilmiĢtir. 

 

%10 Tuz Ġçeren MRS Broth 

 

Ġçeriği verilen MRS broth besiyeri saf suda eritilmiĢ ve litresinde 100 g olacak 

Ģekilde NaCl ilave edilerek hazırlanmıĢtır. Vidalı tüplere 5’er ml dağıtılmıĢ ve 

121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmiĢtir. 
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Tryptic Soy Agar (TSA) 

 

Pepton kazein                              15 g/L 

Soya pepton                                 5 g/L 

Sodyum klorit                              5 g/L 

Agar -agar                                   15 g/L 

 

Ticari olarak elde edilen bu besiyerinin (Merck 1.05458.0500) 40 gramı 1 litre distile 

suda çözülerek 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmesiyle hazırlanmıĢtır. 

45°C'ye kadar soğutularak petri kaplarına dökülmüĢtür. Bu besiyeri çiğ sütlerden 

elde edilen izolatların patojen mikroorganizmalar üzerindeki antimikrobiyal 

aktivitelerini ölçmek için kullanılmıĢtır. 

 

Peptonlu Su 

 

Ticari olarak elde edilen peptondan (Lab M.C024) 1 g alınarak 1 litre distile su 

içerisinde çözülmüĢtür. Ġzolasyon basamağı için vidalı cam tüplere 9 ml aktarılmıĢ ve 

otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilerek kullanıma hazır hale getirilmiĢtir. 

 

Gram’ın Kristal Violet Boyası 

 

Kristal violet                                       2 g 

Etil alkol (%95’lik)                            20 ml 

Amonyum oksalat                              0,8 g 

Distile su                                            80 ml 

 

2 g kristal violet 20 ml etil alkolde çözülmüĢtür. 0,8 g amonyum oksalat ise 80 ml 

distile suda çözülmüĢtür. Sonra bu iki çözelti karıĢtırılarak bir gece bekletilmiĢtir. 

Ertesi gün filtre kağıdından süzülerek cam ĢiĢelerde saklanmıĢtır. Hazırlanan bu boya  

gram boyama iĢleminde kullanılmıĢtır. 
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Gram’ın Safranin Boyası 

 

Safranin                                                     0,25 g 

Etil alkol                                                    10 ml 

Distile su                                                    50 ml 

 

0,25 g safranin 10 ml etanolde çözüldükten sonra üzerine 50 ml distile su ilave 

edilerek iyice karıĢtırılmıĢtır. Bu karıĢım bir gece bekletildikten sonra ertesi gün 

filtre kağıdından süzülerek cam ĢiĢelerde saklanmıĢtır. 

 

Gram'ın Ġyodür Çözeltisi 

Ġyot                                                             1 g 

Potasyum iyodür                                         2 g 

Sodyum bikarbonat (% 5’lik)                     60 ml    

Distile su                                                     255ml 

 

1 g iyot ve 2 g potasyum iyodür, 5 ml distile suda çözülmüĢtür. Buna 250 ml distile 

su ve 60 ml %5’lik sodyum bikarbonat ilave edilerek iyice karıĢtırılmıĢtır ve bir gece 

bekletilmiĢtir. Ertesi gün filtre kağıdından süzülerek cam ĢiĢelerde saklanmıĢtır. 

 

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Tamponu pH:8,4 

 

Trisma base (Sigma T6066)                107,81 g 

Borik asit (Sigma B6768)                   55,02 g 

EDTA (Sigma E5134)                        7,444 g 

 

Kimyasal maddelerin hepsi tartılıp bir ĢiĢeye koyulduktan sonra 1 litre distile su 

içinde çözülmüĢtür. Ġyice çözünen karıĢımın pH'sı 8,4'e ayarlanarak çözelti hazır hale 

getirilmiĢtir. 
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1X TBE Tamponu pH:8,4 

 

10X TBE çözeltisinden 100 ml alınıp saf suyla 1 litreye tamamlanarak 

hazırlanmıĢtır. Agaroz jelin hazırlanması ve jele yüklenen PZR amplikonlarının 

yürütülmesinde kullanılmıĢtır. 

 

Etidyum Bromür Çözeltisi 

 

DNA’nın jelde görünür hale gelebilmesi etidyum bromürün DNA bağları arasına 

bağlanarak, 300-360 nm’de ıĢığı absorblaması sonucunda floresan etki göstermesiyle 

oluĢmaktadır. Bu nedenle 200 ml distile su içerisine, 20 μl etidyum bromür (5 µg/ml) 

eklenerek %10'luk etidyum bromür çözeltisi hazırlanmıĢ ve jel boyama iĢlemi için 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.2.  Kullanılan Referans SuĢlar 

 

Bu çalıĢmada; çiğ sütlerden elde edilen izolatların indikatör mikroorganizmalar 

üzerindeki antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek için beĢ adet patojen 

mikroorganizma kullanılmıĢtır. Bunlar; Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus 

cereus DSM 4312, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart suĢlardır. 

 

Bunun yanında moleküler tanımlama sırasında pozitif kontrol olarak da 

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 standart suĢu kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada 

kullanılan standart suĢlar, Amasya Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji 

Bölümü’nden temin edilmiĢtir. 
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3.2.  Çiğ Süt Örneklerinden Laktik Asit Bakterilerinin Ġzolasyonu 

 

Çiğ süt örneklerinden steril numune poĢetlerine, steril pipet vasıtasıyla 10 ml alınıp 

üzerine 90 ml önceden steril edilmiĢ peptonlu su çözeltisi aktarılmıĢ ve 1-2 dakika 

karıĢtırılarak homojenize edilmiĢtir. Daha sonra desimal seri dilüsyonlar 

hazırlanmıĢtır.  

 

Çiğ süt örneklerinden bakteri izolasyonu için De Man Rogosa ve Sharpe Agar 

(MRS) kullanılmıĢtır. Hazırlanan seri dilüsyonlardan 100 μl alınarak MRS agara 

aktarılmıĢ ve drigalski spatülü ile yayma iĢlemi yapılmıĢtır. Örnekler mikroaerofilik 

ortamda, 37°C'de 24-48 saat süreyle inkübasyona (Thermo Scientific, Finland) 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında plaklarda üreyen koloniler ve laktik asit 

bakterisi olduğu düĢünülen Ģüpheli kolonilerden 5 koloniye kadar seçilmiĢ ve katalaz 

testi uygulanmıĢtır. Katalaz testi sonucunda negatif olan koloniler, MRS agara 

ekilmiĢtir. Tekrar etüvde 37°C'de 24-48 saat süreyle inkübasyonu takiben, üreyen 

kolonilere bir kez daha katalaz testi yapılmıĢtır. Katalaz negatif sonuç veren 

izolatlara, gram boyama yapılmıĢ ve Gram pozitif sonuç veren koloniler, muhtemel 

laktik asit bakterileri olarak belirlenmiĢtir. Ġzolatlar %20 gliserol içeren MRS broth 

besiyeri içinde -20°C ve -80°C'de (Sanyo MDF-U5386S, Japan) saklamaya 

alınmıĢtır (ĠĢleroğlu ve ark., 2008; Tabakoğlu, 2010). 

 

3.3.  Ġzolatların Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Ġzolatların antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amacıyla, patojen  

mikroorganizmalar olarak bu tip testlerde yaygın olarak kullanılan Escherichia coli 

ATCC 35218, Bacillus cereus DSM 4312, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Salmonella enteritidis ATCC 13076 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart 

suĢları kullanılmıĢtır. -20°C de muhafaza edilen bu suĢlar Tryptic Soy Agar 

besiyerinde aktifleĢtirilmiĢtir. Antimikrobiyal aktivite testi için kuyucuk difüzyon 

yöntemi kullanılmıĢtır (Hernandez ve ark., 2005; Tabakoğlu, 2010). 
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Antimikrobiyal aktivitesi belirlenecek izolat ilk olarak, MRS broth besiyerine 

inoküle edilerek 37°C'de etüvde 24 saat aktifleĢtirilmiĢ ve birinci aktif kültürleri elde 

edilmiĢtir. Daha sonra birinci aktif kültürlerden MRS broth besiyeri içeren tüplere  

inoküle edilerek, etüvde 24 saat daha inkübasyona bırakılmıĢ ve ikinci aktif kültürleri 

elde edilmiĢtir. Ġkinci aktif kültürler 2420 rpm'de 20 dakika 5°C’de santrifüjlenerek 

(Sigma 3-30K, Germany) süpernatantları elde edilmiĢtir (Tabakoğlu, 2010; Toba ve 

ark., 1991). Süpernatantlar, 0,22 μm çaplı steril membran filtrelerden geçirilerek 

hücresiz filtratlar elde edilmiĢtir. Bir gün öncesinden aktifleĢtirilen beĢ 

mikroorganizma 0,5 McFarland yoğunluğunda olacak Ģekilde ayarlanmıĢ ve önceden 

hazırlanan Tryptic Soy Agar besiyeri üzerine eküvyon yardımıyla ekilmiĢtir.  Daha 

sonra steril mantar delici yardımıyla, ekim yapılan petriler üzerinde 6 mm çapında 

kuyucuklar açılmıĢtır. Açılan kuyucuklara hazırlanan süpernatantlardan 100 μl 

koyulmuĢ ve iki saat dıĢarıda bekletilerek süpernatantların besiyerine difüze olması 

sağlanmıĢtır. Bu Ģekilde hazırlanan petriler 37°C'de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır.  Ertesi gün petrilerde oluĢan inhibisyon zonları bir kumpas yardımı ile 

ölçülmüĢtür ve inhibitör etki gösteren izolatlar belirlenmiĢtir (Hernandez ve ark., 

2004; Tabakoğlu, 2010). 

 

3.4.  Antimikrobiyal Aktivite Gösteren Ġzolatların Ġdentifikasyonu 

 

Kuyucuk difüzyon testi sonucunda en az dört patojen mikroorganizmaya karĢı 

inhibitör etki gösteren izolatlara, bu aĢamada identifikasyon yapılmıĢtır. Ġzolatlara 

genel mikrobiyolojik yöntemlerden; Gram boyama, katalaz testi, geliĢebildiği NaCl 

konsantrasyonu, optimum geliĢme sıcaklığı ve farklı pH koĢullarında üreyebilme 

kabiliyetleri ile ilgili testler uygulanmıĢtır. Daha sonra izolatlara API 50 CHL ve API 

20 Strep test kitleri uygulanarak, izolatların tür düzeyinde tanımlanması yapılmıĢtır.  

 

3.4.1.  Gram Boyama 

 

Gram boyama iĢlemi mikroorganizmaların tanımlanması ve sınıflandırılmasında 

sıklıkla kullanılan bir yöntemdir. Bu yönteme göre, laktik asit bakterilerinin MRS 

agar ortamına ekilmiĢ bir gecelik aktif kültürlerinden iğne uçlu öze ile alınarak, temiz 
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bir lam üzerine bir damla saf su ile yayıldı ve kuruması beklendi. Kuruduktan sonra 

alevden 2-3 kez geçirilerek fikse edildi. Preparat üzerine ilk olarak kristal viyole 

boyası damlatılarak 1 dakika bekletildi. Saf su ile yıkanarak gram iyodu damlatıldı 

ve 1 dakika daha bekletildi. Lam saf su ile yıkandı ve alkol damlatılarak 15-20 saniye 

kadar bekletildi. Son olarak saf su ile yıkandıktan sonra safranin ile boyandı ve 1 

dakika bekletildi.  Preparat yıkandıktan sonra kuruması beklendi ve ıĢık 

mikroskobunda 100x’lik büyütmede immersiyon yağı damlatılarak incelendi. 

 

Patojen mikroorganizmalara karĢı inhibisyon aktivitesi gösteren izolatların 24 saatlik 

genç kültürleri, Gram boyama iĢlemine göre boyandı ve mikroskop incelemesi 

(Olympus CX21, China) sonucunda mavi-mor renkli koloniler Gram pozitif, pembe 

renkli koloniler ise Gram negatif olarak kabul edildi. Gram pozitif olan izolatlar 

muhtemel laktik asit bakterisi olarak seçildi. Ayrıca izolatların hücre morfolojileri de 

belirlendi. 

 

3.4.2.  Katalaz Testi 

 

Patojen mikroorganizmalara karĢı inhibitör etki gösteren izolatlar, MRS agarda 

üretildikten sonra temiz bir lam üzerine bir öze dolusu alınarak, üzerine bir damla 

%3’lük hidrojen peroksit damlatılmıĢtır. Birkaç saniye beklendikten sonra gaz 

kabarcıklarının oluĢması pozitif, herhangi bir reaksiyonun gözlenmemesi ise negatif 

sonuç olarak değerlendirilmiĢtir. Negatif sonuç veren izolatlar, muhtemel laktik asit 

bakterileri olarak seçilmiĢtir. Testte pozitif kontrol olarak ise Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 standart suĢu kullanılmıĢtır. 

 

3.4.3.  Farklı NaCl Konsantrasyonlarında GeliĢme Testi 

 

Patojen mikroorganizmalara karĢı inhibitör etki gösteren izolatlar, %4, %7,5 ve %10 

NaCl konsantrasyonu içeren MRS broth besiyerine inoküle edilerek, 37ºC’de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. GeliĢme gösteren izolatlar besiyerinde bulanıklık 

oluĢturarak kendini göstermiĢ ve pozitif olarak kabul edilmiĢtir, göstermeyenler ise 
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negatif olarak kabul edilmiĢtir. Negatif kontrol olarak bakteri içermeyen MRS broth 

besiyeri kullanılmıĢtır. 

 

3.4.4.  Farklı pH’ larda GeliĢme Testi 

 

Patojen mikroorganizmalara karĢı inhibitör etki gösteren izolatlar hidroklorik asit ve 

sodyum hidroksit yardımıyla, pH’ları 3,9 ve 9,6'ya ayarlanan MRS broth 

besiyerlerine inokule edilerek, 37ºC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonucunda besiyerinde bulanıklık oluĢturarak geliĢme gösteren izolatlar 

pozitif, göstermeyenler ise negatif olarak değerlendirilmiĢtir. Negatif kontrol olarak 

bakteri içermeyen MRS broth besiyeri kullanılmıĢtır. 

 

3.4.5.  Farklı Sıcaklıklarda GeliĢme Testi 

 

Patojen mikroorganizmalara karĢı inhibitör etki gösteren izolatlar, MRS broth 

besiyerine inoküle edilerek, 4ºC, 15ºC ve 45ºC'de 24 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyonun sonunda besiyerinde bulanıklık oluĢturarak geliĢme gösteren izolatlar 

pozitif, geliĢme göstermeyenler negatif olarak belirlenmiĢtir. Negatif kontrol olarak 

bakteri içermeyen MRS broth besiyeri kullanılmıĢtır. 

 

3.5. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri 

 

Ġzolatların tür düzeyinde belirlenmesi amacıyla Analytical Profil Index (API) 

(Biomerieux, France) test kitleri kullanılmıĢtır. Mikroskop görünümü incelenerek 

belirlenen basil formundaki izolatlara API 50 CHL testi, kok formundaki izolatlara 

ise API 20 Strep testi uygulanmıĢtır. 
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3.5.1.  API 50 CHL Testi 

 

 Basil formundaki izolatların fenotipik tür tayininde API 50 CHL test kiti 

kullanılmıĢtır. 

 24 saatlik agar kültüründen 2 ml API süspansiyon ortamına yüksek miktarda 

kültür aktarılmıĢtır. 

 5 ml’lik saf su ortamına, hazırlanan süspansiyondan belirli hacimde 

aktarılarak 2 Mc Farland yoğunluğuna ayarlanmıĢtır. 

 Ġstenilen yoğunluğa ulaĢıldıktan sonra, 2 ml’lik süspansiyon ortamından aynı 

hacmin iki katı kadar alınarak, 10 ml’lik API CHL ortamına aktarılmıĢ ve 

iyice karıĢtırılarak homojenize olması sağlanmıĢtır. 

 Hazırlanan bu süspansiyon test stribine pipetlenmiĢ ve üzeri mineral yağ ile 

kaplanmıĢtır. 

 36±2°C'de 48 saat inkübe edilmiĢ,  24 ve 48 saat sonunda sonuçlar 

kaydedilmiĢtir. 

 48 saat sonunda alınan sonuçlar (https://apiweb.biomerieux.com/) 

veritabanına girilerek izolatların tür düzeyinde tanımlamaları yapılmıĢtır. 

 

API CHL 50 test kiti, 49 farklı karbohidratın fermentasyonunu test eden kullanıma 

hazır bir kittir. Bu karbonhidratlar: Gliserol, eritritol, D-arabinoz, L-arabinoz, riboz, 

D-ksiloz, L-ksiloz, D-adonitol, metil-D-ksilopiranosid, D-galaktoz, D-glukoz, D-

fruktoz, D-mannoz, D-sorboz, L-rhamnoz, dulsitol, inositol,D-mannitol, D-sorbitol, 

metil-αD-mannopiranosid, metil-αD-glukopiranosid, N-asetilglukozamin, amygdalin, 

arbutin, esculin ferric sitrat, salisin, D-sellobioz, M-maltoz, D-laktoz, D-melibioz, D-

sukroz, D-trehaloz, inulin, D-melezitose, D-rafinoz, amidon (niĢasta), glikojen, 

ksilitol, gentiobiose, D-turanoz, D-lyxose, D-tagatoz, D-fukoz, L-fucoz,D-arabitol, 

L-arabitol, potasyum glukonat, potasyum-2-ketoglukonat, potasyum-5- 

ketoglukonattan oluĢmaktadır. 
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API 50 CHL testinde asit oluĢumu gerçekleĢmiĢ olan tüplerde, bromeresol purple 

indikatöründen dolayı mor olan rengin sarıya dönüĢmesi gerekmektedir. 25. tüpte 

bulunan esculin testinde ise renk sarı yerine siyaha dönüĢmelidir. Karbonhidrat 

içermeyen birinci kontrol tüpünde renk değiĢimi olmamalıdır. Bütün bu bilgilere 

göre tüplerdeki renk değiĢimleri gözlenmiĢ ve sonuçlar kaydedilmiĢtir. 

 

 

Resim 3.1. API 50 CHL pozitif (solda) ve negatif (sağda) test stribi 

 

3.5.2.  API 20 Strep Testi 

 

 Kok formundaki izolatların fenotipik tür tayininde ise API 20 Strep testi 

kullanılmıĢtır. 

 24 saatlik agar kültüründen 2 ml API süspansiyon ortamına aktarılarak,  4 Mc 

Farland yoğunlukta ayarlanmıĢtır. 

 Bu test stribi iki kısımdan oluĢmaktadır. Hazırlanan bu süspansiyondan ilk 

kısımdaki  her bir mikrotüpe 100 μl pipetlenmiĢtir.  

 2 ml’lik süspansiyondan 500 μl kadar API GP mediuma aktarılmıĢtır. 

Homojen bir Ģekilde karıĢtırıldıktan sonra test kitinin ikinci kısmındaki 
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mikrotüplere 120 μl pipetlenmiĢ, ikinci kısmın üzeri mineral yağ ile 

kaplanmıĢtır. 

 36±2°C’de 24 saat inkübe edilmiĢtir. Sonuçlar 

(https://apiweb.biomerieux.com) veritabanına girilerek izolatların tür 

düzeyinde tanımlamaları yapılmıĢtır.  

 

Bu test stribinin ilk kısmında; VP (sodyum piruvat), hipurik asit, eskulin ferric sitrat, 

piroglutamik asit β-naftilamid, 6-bromo 2-naftil-αD galactopiranozid, naftol ASBI-

glukuronik asit, 2-naftil βD-galactopiranozid, 2-naftil fosfat, L-lözin-β-naftilamid ve 

L-arjinin testleri bulunmaktadır. Bu ilk kısım, 4 saat inkübasyondan sonra gerekli 

reaktiflerin eklenmesiyle görülen renk değiĢimlerine göre okunmaktadır. Ġkinci kısım 

ise; D-riboz, L-arabinoz, D-mannitol, D-sorbitol, D-laktoz, D-trehaloz, inulin, D-

rafinoz, amidon (niĢasta) ve glikojen testlerini içermektedir. Bu ikinci kısım ise, 24 

saat inkübasyondan sonra asit oluĢumuna bağlı olarak kendiliğinden meydana gelen 

renk değiĢimine göre okunmaktadır. Tüplerdeki kırmızı rengin sarıya dönmesi 

pozitif, kırmızı veya turuncu olarak kalması ise negatif olarak değerlendirilmektedir. 

Sonuçlar (https://apiweb.biomerieux.com/) veritabanına girilerek tür düzeyinde 

tanımlamaları yapılmıĢtır. 

 

Resim 3.2. API 20 Strep negatif test stribi 

 

Resim 3.3. API 20 Strep pozitif test stribi 
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3.5.2.1. Hemoliz Testi 

 

API 20 Strep testinde 21. test olarak hemoliz testinin de yapılması gerekmektedir.  

Hemoliz testi, daha çok streptokoklar ve stafilokokları kendi içlerinde ayırmak için 

kullanılır. Streptokoklar değiĢik hemoliz enzimlerine sahiptirler ve kanlı agar 

besiyerinde farklı özellikte hemolizlere neden olurlar. Streptokoklar, kanlı agar 

besiyerinde meydana getirdikleri bu farklı hemolizlere göre; β-hemolitik, α-hemolitik 

ve γ-hemolilik streptokoklar olarak üçe ayrılırlar. β-hemolitik streptokoklar 

hemoglobini tam olarak hemoliz ederler ve bakteri kolonilerinin etrafında düzgün bir 

hatla çevrilmiĢ temiz ve berrak bir hemoliz zonu oluĢtururlar. α-hemolitik 

streptokokların kanlı agar besiyerindeki kolonilerinin etrafında, kenarları keskin hatlı 

olmayan, bulanık ve yeĢilimsi bir hemoliz zonu oluĢur. γ-hemolitik streptokok terimi 

ise, hemolizin enzimlerine sahip olmayan, dolayısıyla da kanlı agar besiyerinde 

hemoliz oluĢturmayan streptokokları tanımlamak için kullanılmaktadır (Temiz 

2008). Laktik asit bakterileri hemoliz oluĢturmazlar. Ġncelenecek olan izolat MRS 

broth ortamında geliĢtirilerek, kanlı agar besiyerine (GBL, Türkiye) tek koloni 

düĢecek Ģekilde ekim yapılmıĢtır. Petriler 37ºC’de 24-48 saat inkübe edilmiĢ ve 

sonuçlar kaydedilmiĢtir. Resim 3.4'te de görüldüğü gibi laktik asit bakteri kolonileri 

etrafında, herhangi bir zon görülmediğinden hemoliz oluĢturmamıĢlardır. 

 

Resim 3.4.  Kanlı agar üzerinde hemoliz oluĢturmayan laktik asit bakteri kolonileri 
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3.6. Ġzolatların Genotipik Olarak Tanımlanması 

 

Patojen mikroorganizmalar üzerinde inhibitör etki gösteren izolatların, API test 

kitleri yardımıyla tanımlanmasının ardından iki tür seçilmiĢ ve bunların genotipik 

olarak da doğrulanması için moleküler yöntemler uygulanmıĢtır. Seçilen türler 

Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus paracasei ssp. paracasei türleri olup 

bunlara uygun primerler belirlenerek, gen bölgelerinin çoğaltılmasına yönelik 

çalıĢmalar yapılmıĢtır.  

 

3.7. Ġzolatlardan Genomik DNA SaflaĢtırılması 

 

Patojen mikroorganizmalara karĢı inhibitör etki gösteren izolatların DNA'ları kit 

protokolü uygulanarak saflaĢtırılmıĢtır. DNA izolasyonları için GeneJET Genomik 

DNA SaflaĢtırma Kiti (Thermo Scientific, Finland) kullanılmıĢtır. Üretici firmanın 

önerdiği protokol basamakları Tablo 3.1'deki gibi uygulanarak, genomik DNA'lar 

elde edilmiĢ ve kullanılıncaya kadar -20°C'de muhafaza edilmiĢtir. 
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Tablo 3.1. Gram pozitif bakteriler için genomik DNA saflaĢtırma protokolü 

1 

Laktik asit bakterisi hücreleri 2 ml'lik santrifüj tüpünde 10 dk 5000 rpm'de 

santrifüj (Hettich Zentrifügen, Germany) edilerek toplandı ve süpernatant 

atıldı. 

2 
Pellet 180 μl gram pozitif lizis bufferla tekrar süspanse edilerek, 30 dk 

37°C'de inkübe edildi. 

3 
200 μl lizis solüsyonu ve 20 μl proteinaz K eklendi. Homojen bir süspansiyon 

elde etmek için pipetleyerek ya da vorteksleyerek karıĢtırıldı. 

4 
KarıĢım 56°C'de (Thermobath ALB128, Korea) arasıra vortekslenerek (IKA, 

Germany) yaklaĢık 30 dk inkübe edildi. 

5 
20 μl RNase A solüsyonu eklendi ve vortekslenerek karıĢım 10 dk oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 

6 400 μl saf etanol eklendi ve pipetlenerek karıĢtırıldı. 

7 

Hazırlanan lizat toplama tüpü takılı olan GeneJET genomik DNA saflaĢtırma 

kolonuna transfer edildi. Kolon 1 dk 6000 rpm'de santrifüj edildi ve toplama 

tüpü atıldı. GeneJET genomik DNA saflaĢtırma kolonuna yeni bir 2 ml 

toplama tüpü yerleĢtirildi. 

8 

500 μl yıkama buffer I (etanol eklenmiĢ) eklendi. 1 dk 8000 rpm'de santrifüj 

edildi. Toplama tüpünde biriken içerik atıldı ve saflaĢtırma kolonuna toplama 

tüpü tekrar takıldı. 

9 
500 μl yıkama buffer II (etanol eklenmiĢ)  GeneJET genomik DNA 

saflaĢtırma kolonuna eklendi. 3 dk maksimum 12000 rpm'de santrifüj edildi. 

10 

Genomik DNA’yı elde etmek için 200 μl elüsyon buffer GeneJET genomik 

DNA saflaĢtırma kolon membranına eklendi. 5 dk oda sıcaklığında inkübe 

edildi ve 1 dk 8000 rpm'de santrifüj edildi. SaflaĢtırılan DNA kullanılmak 

üzere-20°C’de saklandı. 

 

3.8. Kaynatma Yöntemiyle DNA SaflaĢtırılması 

 

En fazla üç patojen mikroorganizma üzerinde antimikrobiyal aktivite gösteren ve 

hiçbir patojen mikroorganizma üzerinde antimikrobiyal aktivite göstermeyen 

izolatların DNA'ları,  kaynatma yöntemiyle elde edilmiĢtir. Bu yönteme göre MRS 

broth besiyerinde geliĢtirilen izolatlar, öncelikle 500 μl steril saf su içine alınarak 

95°C'de 10 dakika bekletilmiĢtir. Daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santrifüj 

ediltikten sonra genomik DNA’ları içeren süpernatant kısımları, boĢ bir steril 

ependorfa alınmıĢ ve çalıĢmalarda kullanılmak üzere -20°C'de saklanmıĢtır.  
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3.9. L. plantarum ve L. paracasei Ġzolatları için Kullanılan Primer Dizileri 

 

Lactobacillus plantarum türü için genotipik tanımlama Tablo 3.2'de belirtilen planF 

ve pREV primerleri kullanılarak, 318 bp büyüklüğünde bir bölgenin çoğaltılmasıyla 

yapılmıĢtır. Lactobacillus paracasei türü için ise, Tablo 3.2'de belirtilen casfor ve 

casrev primerleri kullanılmıĢ ve 142 bp büyüklüğünde bir gen bölgesi çoğaltılmıĢtır.  

 

Tablo 3.2. PZR analizinde kullanılan primer dizileri 

Tür adı 
Forward (5'-3') 

Reverse (5'-3') 

PZR ürünü 

büyüklüğü 

(bp) 

Referans 

Lactobacillus plantarum 

planF:CCG TTT ATG CGG AAC ACC TA 

pREV:TCG GGA TTA CCA AAC ATC AC 
318 

Torriani 

ve ark., 

2001 

Lactobacillus paracasei 

 

casfor:GCA CCG AGA TTC AAC ATG GAA 

casrev:GCC ATC TTT CAG CCA AGA ACC 
142 

Tabasco 

ve ark., 

2007 

 

3.10. PZR Optimizasyon ÇalıĢmaları 

 

Jel fotoğraflarındaki bant profili görüntülerini daha net elde etmek için PZR karıĢım 

konsantrasyon oranlarının belirlenmesinde, farklı optimizasyon çalıĢmaları 

yapılmıĢtır. 

 

3.10.1. Lactobacillus plantarum için Tm (Bağlanma sıcaklığı) optimizasyonu 

 

PZR yönteminde her bir örnek için 25 μl toplam hacimde karıĢım hazırlanmıĢtır. 

Tüm PZR çalıĢmaları biyogüvenlik kabini (Esco Class II BSC Airstream, Singapore) 

içerisinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Uygulanan reaksiyon karıĢımı ve farklı bağlanma 

sıcaklıkları Tablo 3.3’te verilmiĢtir. Primerlerin bağlanma sıcaklığı                                 

Tm=2(A+T)+4(G+C) formülü ile hesaplanmıĢtır. En iyi bağlanma sıcaklığını 

belirlemek için gradientli PZR uygulaması yapılmıĢ ve 46-56°C arasında çalıĢılmıĢtır 

(Ghotbi ve ark., 2011).  
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Tablo 3.3. L. plantarum Tm optimizasyonu reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon 

karıĢımı 

(25μl) 

Bağlanma 

sıcaklığı 

(°C) 

saf su 

(μL) 

10X 

PZR 

tampo

nu 

(μL) 

25 

mM 

MgCl2 

(μl) 

10 

mM 

dNTP

mix 

(μl) 

10 µM 

planF 

primer 

(μl) 

10 µM 

pREV 

primer 

(μl) 

5U/μl 

TaqDNA  

polimeraz 

(μl) 

DNA 

(μl) 

≥50 

ng 

1. tüp 46, 2 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

2. tüp 46,7 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

3. tüp 47,5 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

4. tüp 48,6 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

5. tüp 50,0 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

6. tüp 51,7 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

7. tüp 53,2 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

8. tüp 54,3 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

9. tüp 55,2 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

10. tüp 55,7 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

11. tüp 56,0 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

 

3.10.2. Lactobacillus plantarum için MgCl2 optimizasyonu 

 

Bağlanma sıcaklığı belirlendikten sonra en iyi MgCl2 konsantrasyon oranını tespit 

etmek için yapılmıĢtır. Reaksiyon karıĢımı Tablo 3.4'teki gibi hazırlanmıĢtır. 

 

Tablo 3.4. L. plantarum MgCl2 optimizasyonu reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon 

karıĢımı 

(25μl) 

saf su 

(μL) 

10X 

PZR 

tamponu 

(μL) 

25 mM 

MgCl2 

(μl) 

10 mM 

dNTP 

mix 

(μl) 

10 µM 

planF 

primer 

(μl) 

10 µM 

pREV 

primer 

(μl) 

5U/μl Taq 

DNA  

polimeraz 

(μl) 

DNA 

(μl) 

≥50 

ng 

1. tüp 17,09 2,5 0,75 0,5 1 1 0,35 1 

2. tüp 17,65 2,5 1,00 0,5 1 1 0,35 1 

3. tüp 17,40 2,5 1,25 0,5 1 1 0,35 1 

4. tüp 17,15 2,5 1,50 0,5 1 1 0,35 1 

5. tüp 16,90 2,5 1,75 0,5 1 1 0,35 1 

6. tüp 16,65 2,5 2,00 0,5 1 1 0,35 1 

7. tüp 16,40 2,5 2,25 0,5 1 1 0,35 1 

8. tüp 16,15 2,5 2,50 0,5 1 1 0,35 1 

9. tüp 15,09 2,5 2,75 0,5 1 1 0,35 1 

10. tüp 15,65 2,5 3,00 0,5 1 1 0,35 1 

11. tüp 15,40 2,5 3,25 0,5 1 1 0,35 1 
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3.10.3. Lactobacillus plantarum için primer optimizasyonu 

 

Primer konsantrasyon oranının belirlenmesi amacıyla yapılmıĢtır. Reaksiyon karıĢımı 

Tablo 3.5'teki gibi hazırlanmıĢtır. 

 

Tablo 3.5. L. plantarum primer optimizasyonu reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon 

karıĢımı 

(25μl) 

saf su 

(μL) 

10X 

PZR 

tamponu 

(μL) 

25 

mM 

MgCl2 

(μl) 

10 mM 

dNTP 

mix 

(μl) 

10 

µM 

planF 

primer 

(μl) 

10 

µM 

pREV 

primer 

(μl) 

5U/μl 

Taq DNA  

polimeraz 

(μl) 

DNA 

(μl) 

≥50 

ng 

1. tüp 17,15 2,5 3 0,5 0,25 0,25 0,35 1 

2. tüp 16,65 2,5 3 0,5 0,50 0,50 0,35 1 

3. tüp 16,15 2,5 3 0,5 0,75 0,75 0,35 1 

4. tüp 15,65 2,5 3 0,5 1,00 1,00 0,35 1 

5. tüp 15,15 2,5 3 0,5 1,25 1,25 0,35 1 

6. tüp 14,65 2,5 3 0,5 1,50 1,50 0,35 1 

7. tüp 14,15 2,5 3 0,5 1,75 1,75 0,35 1 

 

3.10.4. Lactobacillus plantarum Amplifikasyonu 

 

Lactobacillus plantarum türlerinin genotipik olarak tanımlanması için PZR karıĢımı 

Tablo 3.6’daki gibi belirlenmiĢ ve elde edilen tüm izolatlar PZR cihazında (Thermo 

Scientific Arktik Thermal Cycler, Finland) Tablo 3.7'deki protokole göre 

çalıĢılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak Lactobacillus plantarum ATCC 8014 standart 

suĢu kullanılmıĢtır. 
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Tablo 3.6. Lactobacillus plantarum için PZR karıĢımı 

 

Tablo 3.7. Lactobacillus plantarum için uygulanan PZR programı 

 

 

3.10.5. Lactobacillus paracasei için Tm optimizasyonu 

 

PZR yönteminde her bir örnek için 25 μl toplam hacimde karıĢım hazırlanmıĢtır. 

Uygulanan reaksiyon karıĢımı ve farklı bağlanma ısıları Tablo 3.8’de verilmiĢtir. En 

iyi bağlanma sıcaklığını belirlemek için gradientli PZR uygulaması yapılmıĢ ve 51-

60°C arasında çalıĢılmıĢtır (Tabasco ve ark., 2007). 

 

 

 

Kullanılan malzemeler Konsantrasyon Miktar 

Saf su - 17,15 μl 

10 X Taq buffer  1x 2,5 μl 

25 mM MgCl2 2,5 mM 2,5 μl 

10 mM dNTP mix 0,2 mM 0,5 μl 

10 μM  planF primer 5  μM 0,5 μl 

10 μM  pREV primer 5  μM 0,5 μl 

5U/μl Taq DNA polimeraz 1,75 U 0,35 μl 

DNA ≥ 50 ng/μl 1 μl 

Toplam hacim 25  μl 

Reaksiyon aĢaması Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

   Ġlk denatürasyon 94°C 3 dakika 1 

   Denatürasyon 94°C 30 saniye 

30    Primerlerin bağlanması (Annealing) 51°C 10 saniye 

   Zincir uzaması (Extension) 72°C 10 saniye 

   Son uzama 72°C 10 dakika 1 
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Tablo 3.8.  L. paracasei Tm optimizasyonu reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon 

karıĢımı 

(25μl) 

Bağlanma 

sıcaklığı 

(°C) 

saf su 

(μL) 

10X 

PZR 

tampo

nu 

(μL) 

25 

mM 

MgCl2 

(μl) 

10 

mM 

dNTP

mix 

(μl) 

10 µM 

casfor 

primer 

(μl) 

10 µM 

casrev 

primer 

(μl) 

5U/μl 

TaqDNA  

polimeraz 

(μl) 

DNA 

(μl) 

≥50 

ng 

1. tüp 51,0 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

2. tüp 51,2 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

3. tüp 51,7 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

4. tüp 52,5 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

5. tüp 53,6 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

6. tüp 55,0 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

7. tüp 56,7 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

8. tüp 58,2 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

9. tüp 59,3 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

10. tüp 60,2 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

11. tüp 60,7 16,65 2,5 2 0,5 1 1 0,35 1 

 

 

3.10.6. Lactobacillus paracasei için MgCl2 optimizasyonu 

 

Bağlanma sıcaklığı belirlendikten sonra en iyi MgCl2 konsantrasyon oranını tespit 

etmek için yapılmıĢtır. Reaksiyon karıĢımı Tablo 3.9'daki gibi hazırlanmıĢtır. 

 

Tablo 3.9. L. paracasei MgCl2 optimizasyonu reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon 

karıĢımı 

(25μl) 

saf su 

(μL) 

10X 

PZR 

tamponu 

(μL) 

25 

mM 

MgCl2 

(μl) 

10 mM 

dNTP 

mix 

(μl) 

10 

µM 

casfor 

primer 

(μl) 

10 

µM 

casrev 

primer 

(μl) 

5U/μl 

Taq DNA  

polimeraz 

(μl) 

DNA 

(μl) 

≥50 

ng 

1. tüp 17,09 2,5 0,75 0,5 1 1 0,35 1 

2. tüp 17,65 2,5 1,00 0,5 1 1 0,35 1 

3. tüp 17,40 2,5 1,25 0,5 1 1 0,35 1 

4. tüp 17,15 2,5 1,50 0,5 1 1 0,35 1 

5. tüp 16,90 2,5 1,75 0,5 1 1 0,35 1 

6. tüp 16,65 2,5 2,00 0,5 1 1 0,35 1 

7. tüp 16,40 2,5 2,25 0,5 1 1 0,35 1 

8. tüp 16,15 2,5 2,50 0,5 1 1 0,35 1 

9. tüp 15,09 2,5 2,75 0,5 1 1 0,35 1 

10. tüp 15,65 2,5 3,00 0,5 1 1 0,35 1 

11. tüp 15,40 2,5 3,25 0,5 1 1 0,35 1 
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3.10.7. Lactobacillus paracasei için primer optimizasyonu 

 

Primer konsantrasyon oranının belirlenmesi amacıyla yapılmıĢtır. Reaksiyon karıĢımı 

Tablo 3.10'daki gibi hazırlanmıĢtır. 

 

Tablo 3.10. L. paracasei primer optimizasyonu reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon 

karıĢımı 

(25μl) 

saf su 

(μL) 

10X 

PZR 

tamponu 

(μL) 

25 

mM 

MgCl2 

(μl) 

10 mM 

dNTP 

mix 

(μl) 

10 

µM 

casfor 

primer 

(μl) 

10 

µM 

casrev 

primer 

(μl) 

5U/μl 

Taq DNA  

polimeraz 

(μl) 

DNA 

(μl) 

≥50 

ng 

1. tüp 17,15 2,5 3 0,5 0,25 0,25 0,35 1 

2. tüp 16,65 2,5 3 0,5 0,50 0,50 0,35 1 

3. tüp 16,15 2,5 3 0,5 0,75 0,75 0,35 1 

4. tüp 15,65 2,5 3 0,5 1,00 1,00 0,35 1 

5. tüp 15,15 2,5 3 0,5 1,25 1,25 0,35 1 

6. tüp 14,65 2,5 3 0,5 1,50 1,50 0,35 1 

7. tüp 14,15 2,5 3 0,5 1,75 1,75 0,35 1 

 

 

3.10.8. Lactobacillus paracasei Amplifikasyonu 

 

Lactobacillus paracasei türlerinin genotipik olarak tanımlanması için PZR karıĢımı 

Tablo 3.11'deki gibi belirlenmiĢ ve elde edilen tüm izolatlar PZR cihazında Tablo 

3.12'deki protokole göre çalıĢılmıĢtır. 
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Tablo 3.11. Lactobacillus paracasei için PZR karıĢımı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 3.12. Lactobacillus paracasei için uygulanan PZR programı 

 

3.11. PZR Ürünlerinin Elektroforezi 

 

PZR amplikonlarının görüntülenmesinde %2'lik agaroz jel kullanılmıĢtır. 2 g agaroz 

100 ml 1xTBE tamponu içinde mikrodalga fırında (Bosch, Germany) homojen bir 

Ģekilde çözülerek hazırlandı. Biraz soğuduktan sonra jel küvetlerine döküldü ve 

taraklar yerleĢtirilerek donmaya bırakıldı. Jel donduktan sonra taraklar dikkatli bir 

Ģekilde çıkartıldı ve ilk kuyucuklara DNA marker yüklendikten sonra tüm PZR 

amplikonları sıralı bir Ģekilde yüklendi. Elektroforez jel düzeneği (Biorad Power Pac 

Basic, Singapore) 80 volta ayarlanarak amplikonlar 90 dakika yürütüldü ve ardından 

%10’luk etidyum bromür ile boyanarak görüntüleme cihazında (UV-transilluminator 

Vilber Lourmat, France) bant profilleri belirlendi. 

Kullanılan malzemeler Konsantrasyon Miktar 

Saf su - 17,15 μl 

10 X Taq buffer  1x 2,5 μl 

25 mM MgCl2 2,5 mM 2,5 μl 

10 mM dNTP mix 0,2 mM 0,5 μl 

10 μM  casfor primer 5  μM 0,5 μl 

10 μM  casrev primer 5  μM 0,5 μl 

5U/μl Taq DNA polimeraz 1,75 U 0,35 μl 

DNA ≥ 50 ng/μl 1 μl 

Toplam hacim 25  μl 

Reaksiyon aĢaması Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

   Ġlk denatürasyon 94°C 3 dakika 1 

   Denatürasyon 94°C 30 saniye 

30    Primerlerin bağlanması (Annealing) 56°C 20 saniye 

   Zincir uzaması (Extension) 72°C 20 saniye 

   Son uzama 72°C 5 dakika 1 
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4. BULGULAR 

 

4.1.  Laktik Asit Bakterilerinin Ġzolasyonu 

 

Amasya ilinde tüketime sunulan 77 çiğ süt örneği analiz edilmiĢtir. Analiz 

sonucunda 48 örnekten toplam 121 izolat elde edilmiĢtir. Bu izolatlar ikiĢer kopya 

çoğaltılarak -20°C ve -80°C'de saklanmıĢtır ve patojen mikroorganizmalar üzerinde 

antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek için incelenmiĢtir. 

 

4.2. Kuyucuk Difüzyon Testi Sonuçları 

 

Yapılan kuyucuk difüzyon testi sonucunda izolatların (n=121) 32’si (%26) 

Salmonella enteritidis'e, 38’i (%31) Pseudomonas aeruginosa'ya, 39’u  (%32) 

Bacillus cereus'a, 26’sı (%21) Staphylococcus aureus'a ve 33’ü (%27) Escherichia 

coli'ye karĢı antimikrobiyal etki göstermiĢtir. 

 

 

 

Resim 4.1. Salmonella enteritidis ve Pseudomonas aeruginosa patojenleri üzerinde 

etki gösteren bazı izolatlar  
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Resim 4.2. Escherichia coli ve Bacillus cereus patojenleri üzerinde etki gösteren 

bazı izolatlar  

 

Ġzolatların birden çok patojen üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. Buna göre; 8 izolat 

(%7) tek bir patojene karĢı inhibitör etki gösterirken, 5 izolat (%4) 2, 4 izolat (%3) 3, 

14 izolat (%12) 4, 16 izolat (%13) ise bütün patojenlere karĢı inhibitör etki 

göstermiĢtir. Bu izolatlar Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te gösterilmiĢtir. 

Ġzolatların 73 adedi (%60) ise hiçbir patojen bakteri üzerinde etki göstermemiĢtir. 

 

Tablo 4.1. Üç ve daha az farklı patojen bakteri üzerinde antimikrobiyal aktivite 

gösteren izolatlar 

 

Ġzolat 

Numaraları 

Staphylococcus 

aureus  

(ATCC 25923) 

Escherichia 

coli       

 (ATCC 35218) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

(ATCC 27853) 

Bacillus 

cereus 

(DSM 4312) 

Salmonella 

enteritidis 

(ATCC 13076) 

8 B 0 0 0 0 15 mm 

9 B 0 11 mm 15 mm 9 mm 0 

13 B 0 0 0 0 9 mm 

28 B 0 0 0 9 mm 9 mm 

30 A 0 0 0 10 mm 12 mm 

30 B 0 0 0 9 mm 10 mm 

34 A 0 0 0 8 mm 0 

35 B 0 0 0 0 8 mm 

35 C 0 0 0 0 8 mm 

36 B 0 0 10 mm 0 0 

36 C 0 10 mm 15 mm 0 10 mm 

37 A 0 0 12 mm 11 mm 10 mm 

37 B 0 0 13 mm 10 mm 0 

37 C 0 0 11 mm 11 mm 12 mm 

38 B 0 9 mm 12 mm 0 0 

40 A 0 0 12 mm 0 0 

42 C 0 0 0 10 mm 0 
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Tablo 4.2. Dört farklı patojen bakteri üzerinde antimikrobiyal aktivite gösteren 

izolatlar 

 

Ġzolat 

Numaraları 

Staphylococcus 

aureus 

(ATCC 25923) 

Escherichia 

coli 

(ATCC 35218) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

(ATCC 27853) 

Bacillus 

cereus 

(DSM 4312) 

Salmonella 

enteritidis 

(ATCC 13076) 

3 B  10 mm  9 mm  13 mm  12 mm  0 

10 A  0 12 mm  11 mm  12 mm  12 mm  

15 B  10 mm  12 mm  11 mm  9 mm  0 

18 A  9 mm  10 mm  12 mm  11 mm  0 

19 A  10 mm  11 mm  14 mm  12 mm  0 

21 A  10 mm  10 mm  14 mm  11 mm  0 

21 B  10 mm  9 mm  14 mm  11 mm  0 

22 B  9 mm  12 mm  14 mm  11 mm  0 

23 A  9 mm  11 mm  13 mm  12 mm  0 

24 A  0 10 mm  12 mm  11 mm  12 mm  

27 A  0 11 mm  9 mm  9 mm  9 mm  

32 A  0 10 mm  13 mm  9 mm  12 mm  

38 A  11 mm  9 mm  12 mm  12 mm  0 

38 C  9 mm  10 mm  14 mm  10 mm  0 

 

 

Tablo 4.3. BeĢ farklı patojen bakteri üzerinde antimikrobiyal aktivite gösteren 

izolatlar 

 

Ġzolat 

Numaraları 

Staphylococcus 

aureus 

(ATCC 25923) 

Escherichia 

coli 

(ATCC 35218) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

(ATCC 27853) 

Bacillus 

cereus 

(DSM 4312) 

Salmonella 

enteritidis 

(ATCC 13076) 

3 A  9 mm  10 mm  12 mm  12 mm  11 mm  

11 A  9 mm  11 mm  13 mm  9 mm  10 mm  

11 B  9 mm  12 mm  12 mm  10 mm  13 mm  

11 C  9 mm  12 mm  13 mm  11 mm  13 mm  

12 A  8 mm  12 mm  13 mm  9 mm  11 mm  

12 B  9 mm  11 mm  12 mm  9 mm  11 mm  

13 A  11 mm  11 mm  11 mm  9 mm  12 mm  

18 D  11 mm  11 mm  14 mm  12 mm  13 mm  

19 B  9 mm  11 mm  13 mm  10 mm  9 mm  

20 A  10 mm  10 mm  14 mm  11 mm  10 mm  

27 C  12 mm  9 mm  14 mm  10 mm  11 mm  

39 A  11 mm  10 mm  12 mm  10 mm  12 mm  

39 C  12 mm  11 mm  15 mm  12 mm  12 mm  

40 B  10 mm  10 mm  15 mm  11 mm  11 mm  

42 A  9 mm  10 mm  12 mm  12 mm  11 mm  

42 B  10 mm  10 mm  14 mm  12 mm  11 mm  
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4.3.  Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Ġzolatların Belirlenmesi 

 

Kuyucuk difüzyon testi sonucunda, patojen mikroorganizmalardan en az dördüne 

karĢı inhibitör etki gösteren 30 izolat belirlenmiĢtir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3). Bu 

izolatların; Gram boyama, katalaz testi, geliĢebildiği NaCl konsantrasyonu, optimum 

geliĢme sıcaklığı ile farklı pH koĢullarında üreyebilme özellikleri belirlenmiĢtir.  Bu 

testlerin sonuçları Tablo 4.4'te gösterilmektedir. 
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Tablo 4.4. Antimikrobiyal aktivite gösteren izolatlara uygulanan genel 

mikrobiyolojik testler 

 

Ġz
o

la
t 

n
u

m
a

ra
sı

 

G
ra

m
 

b
o

y
a

m
a
 

K
a

ta
la

z 

H
ü

cr
e
 

m
o

rf
o

lo
ji

si
 

Farklı pH'da 

geliĢme 

Farklı NaCl 

konsantrasyonlarında 

geliĢme 

Farklı sıcaklıklarda 

geliĢme 

pH: 3,9  pH:9,6 %4 %7,5 %10 4°C 15°C 45°C 

3A + - Kok + ± ++ ++ + - + + 

3B + - Basil + ± ++ ++ + - + + 

10A + - Kok + + + + - - + ± 

11A + - Basil + + ++ ++ + - + + 

11B + - Basil + ± ++ ++ + - + + 

11C + - Basil + ± ++ ++ + - ± + 

12A + - Kok - - + - - - + ± 

12B + - Basil + - + - - - + ± 

13A + - Kok + ± ++ ++ + - + ± 

15B + - Kok + + + + - - + + 

18A + - Kok ± - + - - - ± - 

18D + - Basil + + ++ ++ + - + + 

19A + - Basil + + ++ + + - + ± 

19B + - Basil + + ++ + + - + ± 

20A + - Basil + + ++ ++ + - ± + 

21A + - Basil + + ++ ++ + - + + 

21B + - Kok - + - + - - - + 

22B + - Basil + + ++ + + - + - 

23A + - Basil + + ++ ++ + - + + 

24A + - Kok + ± ++ ++ + - + + 

27A + - Basil + + ++ ++ + - + + 

27C + - Basil + + ++ ++ + - + + 

32A + - Kok + ± ++ ++ + - + + 

38A + - Basil + + ++ ++ + - + + 

38C + - Basil + + ++ ++ + - + + 

39A + - Basil + ± ++ ++ + - + + 

39C + - Basil + + ++ ++ + - + + 

40B + - Kok - + - + - - ± + 

42A + - Basil + + ++ ++ + - + + 

42B + - Basil + + ++ ++ + - + + 

++  kuvvetli pozitif, + pozitif, ±  zayıf pozitif,   -  negatif 

 



51 
 

4.4. Karbonhidrat Fermantasyon Testleri Sonuçları  

 

Ġzolatların tür düzeyinde belirlenmesi amacıyla Analytical Profil Index (API) test 

kitleri kullanılmıĢtır. Mikroskop görünümü incelenerek belirlenen basil formundaki 

izolatlara API 50 CHL testi, kok formundaki izolatlara ise API 20 Strep testi 

uygulanmıĢtır.  

 

 

Resim 4.3. 42B (solda) ve Lactobacillus plantarum ATCC 8014 standart suĢuna 

(sağda) ait ekim yapılmıĢ ve renk değiĢimi gözlenmiĢ API 50 CHL stribi   
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ÇalıĢılan 30 izolattan örnekleme yapılarak 17 izolat seçilmiĢtir. Bu izolatlardan basil 

formundaki 7 izolata yapılan API 50 CHL test sonuçlarına göre; 2 izolat (20A ve 

23A) Lactobacillus plantarum, 5 izolat (11A, 27A, 38A, 39A ve 42B) ise 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei olarak tanımlanmıĢtır. Bu testler için pozitif 

kontrol olarak Lactobacillus plantarum ATCC 8014 standart suĢu kullanılmıĢtır ve 

sonuçlar Tablo 4.5'te gösterilmiĢtir. Tanımlanan Lactobacillus plantarum ve 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei türlerinin kullandıkları karbon kaynakları ise 

Tablo 4.6'da verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.5. API 50 CHL test sonuçları 

 

Ġzolat no Tanımlanan tür Yüzdesi 

20A Lactobacillus plantarum %95,3 

23A Lactobacillus plantarum %99,7 

11A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei %99,4 

27A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei %99,7 

38A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei %99,4 

39A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei %99,6 

42B Lactobacillus paracasei ssp. paracasei %92,0 

Lactobacillus plantarum 

ATCC 8014 
Lactobacillus plantarum %99,9 
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Tablo 4.6. API 50 CHL test sonucuna göre tanımlanan türlerin kullandıkları karbon 

kaynakları 

 

Tüp 

no 
Karbon Kaynakları 

Lactobacillus 

plantarum 

Lactobacillus paracasei 

ssp. paracasei 

20A 23A 

L
. 

 p
la

n
ta

ru
m

 

A
T

C
C

  
8

0
1
4
 

11A 27A 38A 39A 42B 

0 Kontrol - - - - - - - - 

1 Gliserol - - - - - - - - 

2 Erythritol - - - - - - - - 

3 D-Arabinose - - - - - - - - 

4 L-Arabinose + - + - - - - - 

5 D-Ribose + + + + + + + - 

6 D-Xylose - - - - - - - - 

7 L-Xylose - - - - - - - - 

8 D-Adonitol - - - + - - + - 

9 Methyl -ßD -xylopyranoside - - - - - - - - 

10 D-Galactose + + + + + + + + 

11 D-Glucose + + + + + + + + 

12 D-Fructose + + + + + + + + 

13 D-Mannose + + + + + + + + 

14 L-Sorbose - - - - - - - - 

15 L-Rhamnose + - - - - - - - 

16 Dulcitol + - - + - + - - 

17 Inositol - - - - - - - - 

18 D-Mannitol + + + + + + + + 

19 D-Sorbitol + + + + + + + + 

20 Methyl-αD-mannoside - - + - - - - - 

21 Methyl-αD-glucoside - + + - + - - - 

22 N-Acetyl glucosamine + + + + + + + + 

23 Amygdaline + + + + + + + + 
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Tablo 4.6. API 50 CHL test sonucuna göre tanımlanan türlerin kullandıkları karbon 

kaynakları (devamı) 

 

+ pozitif, - negatif 

 

24 Arbutine + + + + + + + + 

25 Esculine + + + + + + + + 

26 Salicine + + + + + + + + 

27 D-Cellobiose + + + + + + + + 

28 D-Maltose + + + + + + + + 

29 D-Lactose + + + + + + + + 

30 D-Melibiose + + + - - - - - 

31 D-Saccharose + + + + + + + + 

32 D-Trehalose + + + + + + + + 

33 Inuline + - - + - + + + 

34 D-Melezitose + + + + + + + + 

35 D-Raffinose + + - - - - - - 

36 Amidon - - - - - - - - 

37 Glycogene - - - - - - - - 

38 Xylitol - - - - - - - - 

39 Gentiobiose + + + + + + + + 

40 D-Turanose + + - + + + + - 

41 D-Lyxose - - - - - - - - 

42 D-Tagatose + + - + + + + + 

43  D-Fucose - - - - - - - - 

44  L-Fucose - - - - - - - - 

45 D-Arabitol - - - - - - - - 

46 L-Arabitol - - - - - - - - 

47 Potassium Gluconate - - - + + + - - 

48 Potassium 2-Ketogluconate - - - - - - - - 

49 Potassium-5-Ketogluconate - - - - - - - - 
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Örnekleme ile seçilen kok formundaki 10 izolata yapılan API 20 Strep test 

sonuçlarına göre; 1 izolat (18A) Lactococcus lactis ssp. cremoris, 2 izolat (21B ve 

40B) Enterococcus faecalis, 2 izolat (10A ve 15B) Aerococcus viridans ve 5 izolat 

(3A, 12A, 13A, 24A ve 32A) ise Leuconostoc spp.olarak belirlenmiĢtir (Tablo 4.7).  

 

 

Resim 4.4. 18A izolatına ait ekim yapılmıĢ ve renk değiĢimi gözlenmiĢ API 20 Strep 

stribi 

 

 

 

 

 

 

Resim 4.5. 21B izolatına ait ekim yapılmıĢ ve renk değiĢimi gözlenmiĢ API 20 Strep 

stribi 
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Tablo 4.7. API 20 Strep test sonuçları 

 

Ġzolat no Tanımlanan tür Yüzdesi 

18A Lactococcus lactis ssp. cremoris %83,9 

21B Enterococcus faecalis %88,2 

40B Enterococcus faecalis %99,0 

10A Aerococcus viridans %71,5 

15B Aerococcus viridans %71,5 

3A Leuconostoc spp. %60,8 

12A Leuconostoc spp. %60,8 

13A Leuconostoc spp. %60,8 

24A Leuconostoc spp. %99,4 

32A Leuconostoc spp. %91,5 

  

 

 

4.5. PZR Optimizasyon Sonuçları 

 

4.5.1. Lactobacillus plantarum için Yapılan Optimizasyon Sonuçları 

 

L. plantarum Tm optimizasyonu 

 

L. plantarum için kullanılan planF ve pREV primerlerinin bağlanma sıcaklığının 

belirlenmesi için yapılan optimizasyon çalıĢmasında, 46-56
o
C sıcaklık aralığı 

kullanılmıĢtır. ġekil 4.1'de verilen sonuçlara göre en iyi bant profili 6. ve 7. 

kuyularda gözlenmiĢ ve bağlanma sıcaklığı bundan sonraki çalıĢmalarda 51°C olarak 

uygulanmıĢtır. 
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ġekil 4.1. Lactobacillus plantarum için bağlanma sıcaklığı optimizasyonu 

elektroforez görüntüsü. M: Marker (100 bp), 1: 46,2°C , 2: 46,7°C , 3: 47,5°C , 4: 

48,6°C , 5: 50°C , 6: 51,6°C , 7: 53,2°C , 8: 54,3°C , 9: 55,2°C , 10: 55,7°C , 11: 

56°C  

 

L. plantarum MgCl2 optimizasyonu 

 

Bağlanma sıcaklığı belirlendikten sonra yapılan MgCl2 optimizasyonunda, 0,75-3,25 

mM konsantrasyon aralığı çalıĢılmıĢtır. ġekil 4.2'de verildiği gibi en iyi bant profili 

8. kuyuda görülmüĢ ve 2,5 mM olarak belirlenmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.2. Lactobacillus plantarum için MgCl2 optimizasyonu elektroforez 

görüntüsü. M: Marker (100 bp), 1: 0,75 mM, 2: 1 mM, 3: 1,25mM, 4: 1,5mM, 5: 

1,75mM, 6: 2 mM, 7: 2,25 mM, 8: 2,5 mM, 9: 2,75 mM, 10: 3 mM, 11: 3,25 mM 

M       1        2         3        4         5       6       7         8        9     10      11          

M     1       2      3      4      5      6      7       8      9   10     11  
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L. plantarum primer optimizasyonu 

 

Bağlanma sıcaklığı ve MgCl2 konsantrasyonu belirlendikten sonra yapılan primer 

optimizasyonunda, 2,5-17,5 pmol/μl konsantrasyon aralığı çalıĢılmıĢtır. ġekil 4.3'te 

verildiği gibi en iyi bant profili, 2. kuyuda görülmüĢ ve 5 pmol/μl olarak 

belirlenmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.3. Lactobacillus plantarum için primer optimizasyonu elektroforez 

görüntüsü. M: Marker (100 bp), 1: 2,5 pmol/μl, 2:5  pmol/μl, 3: 7,5  pmol/μl, 4: 10  

pmol/μl, 5: 12,5  pmol/μl, 6: 15  pmol/μl, 7: 17,5  pmol/μl 

 

4.5.2. Lactobacillus paracasei için Yapılan Optimizasyon Sonuçları 

 

L. paracasei Tm optimizasyonu 

 

L. paracasei için kullanılan casfor ve casrev primerlerinin bağlanma sıcaklığının 

belirlenmesi için yapılan optimizasyon çalıĢmasında, 51-60
o
C sıcaklık aralığı 

kullanılmıĢtır. ġekil 4.4'te verilen sonuçlara göre, en iyi bant profili 6, 7, ve 8. 

kuyulardaki 55-58°C sıcaklıkları arasında görülmüĢtür. Sonraki çalıĢmalar için 

bağlanma sıcaklığı 56°C olarak belirlenmiĢtir. 

M     1       2     3        4       5       6      7  
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ġekil 4.4. Lactobacillus paracasei için bağlanma sıcaklığı optimizasyonu 

elektroforez görüntüsü. M: Marker (100 bp), 1: 51°C , 2: 51,2°C , 3: 51,7°C , 4: 

52,5°C , 5: 53,6°C , 6: 55°C , 7: 56,7°C , 8: 58,2°C , 9: 59,3°C , 10: 60,2°C , 11: 

60,7°C  

 

L. paracasei MgCl2 optimizasyonu 

 

Bağlanma sıcaklığı belirlendikten sonra yapılan MgCl2 optimizasyonunda, 0,75-3,25 

mM konsantrasyon aralığı çalıĢılmıĢtır. ġekil 4.5'te verildiği gibi en iyi bant profili  

2,5 mM olarak belirlenmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.5. Lactobacillus paracasei için MgCl2 optimizasyonu elektroforez görüntüsü. 

M: Marker (100 bp), 1: 0,75 mM, 2: 1 mM, 3: 1,25mM, 4: 1,5mM, 5: 1,75mM, 6: 2 

mM, 7: 2,25 mM, 8: 2,35 mM, 9: 2,5 mM, 10: 3 mM, 11: 3,25 mM 

M        1           2           3       4         5          6         7        8         9        1011 

M       1          2       3         4         5       6        7        8        9       10      11  
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L. paracasei primer optimizasyonu 

 

Bağlanma sıcaklığı ve MgCl2 konsantrasyonu belirlendikten sonra yapılan primer 

optimizasyonunda, 2,5-17,5 pmol/μl konsantrasyon aralığı çalıĢılmıĢtır. ġekil 4.6'da 

verildiği gibi en iyi bant profili, 2. kuyuda görülmüĢ ve 5 pmol/μl olarak 

belirlenmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.6. Lactobacillus paracasei için primer optimizasyonu elektroforez görüntüsü. 

M: Marker (100 bp), 1: 2,5 pmol/μl, 2:5  pmol/μl, 3: 7,5  pmol/μl, 4: 10  pmol/μl, 5: 

12,5  pmol/μl, 6: 15  pmol/μl, 7: 17,5  pmol/μl. 

 

4.6.  Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus paracasei Amplifikasyon Sonuçları 

 

Patojen mikroorganizmalar üzerinde antimikrobiyal aktivite gösteren 30 izolata, 

Lactobacillus plantarum tanımlaması için PZR çalıĢması yapılmıĢtır. Örnekleme ile 

seçilen izolatlardan 2 tanesi (20A ve 23A) API test kitleriyle, Lactobacillus 

plantarum olarak tanımlanmıĢtır. Bu izolatlardan 20A’nın genotipik olarak 

Lactobacillus plantarum olduğu doğrulanmıĢtır. 23A izolatı ise herhangi bir bant 

profili göstermemiĢtir. Bu izolatların yanı sıra, örnekleme ile seçilen ve API 

testleriyle tanımlanan 17 izolatın dıĢında kalan 13 izolat arasındaki 18D, 19A, 19B 

M       1         2         3         4        5         6         7 
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ve 22B izolatlarının da 318 bp büyüklükte bant profili oluĢturduğu görülmüĢtür 

(ġekil 4.7). API testiyle tanımlanan diğer türlerin (Lactobacillus paracasei, 

Lactococcus lactis ssp. cremoris, Enterococcus faecalis, Aerococcus viridans, 

Leuconostoc spp.) de herhangi bir bant profili oluĢturmadığı ve bu izolatların 

Lactabacillus plantarum olmadığı genotipik olarak da doğrulanmıĢtır (Tablo4.8).  

 

Daha sonra patojen mikroorganizmalar üzerinde antimikrobiyal aktivite gösteren 30 

izolata, Lactobacillus paracasei tanımlaması için PZR çalıĢması yapılmıĢtır. 

Örnekleme ile seçilen izolatlardan 5 tanesi (11A, 27A, 38A, 39A ve 42B) API test 

kitleriyle Lactobacillus paracasei ssp. paracasei olarak tanımlanmıĢtır. Bu 

izolatların hepsi istenilen büyüklükte bant profili oluĢturarak genotipik olarak da 

doğrulanmıĢtır. Bu izolatların yanı sıra, örnekleme ile seçilen ve API testleriyle 

tanımlanan 17 izolatın dıĢında kalan 13 izolat arasındaki 3B, 11B, 11C, 12B, 27C, 

38C, 39C ve 42A izolatlarının da 142 bp büyüklükte bant profili oluĢturduğu 

görülmüĢtür (ġekil 4.8). API testiyle tanımlanan diğer türlerin (Lactobacillus 

plantarum, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Enterococcus faecalis, Aerococcus 

viridans, Leuconostoc spp.) de herhangi bir bant profili oluĢturmadığı ve bu 

izolatların Lactobacillus paracasei olmadığı genotipik olarak belirlenmiĢtir (Tablo 

4.8). 

 

En fazla üç farklı patojen mikroorganizmaya karĢı inhibitör etki gösteren ve hiçbir 

patojen üzerinde etki göstermeyen toplam 91 izolata PZR çalıĢması yapılmıĢtır. 

Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus paracasei türü için elde edilen amplikonlar 

bant profili göstermemiĢtir. 
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ġekil 4.7. Lactobacillus plantarum türü için yapılan PZR amplikonlarının 

elektroforez sonuçları M: Marker (100 bp), 1: 18D, 2: 19A, 3: 19B, 4: 20A, 5: 22B, 

6: 23A, 7: Lactobacillus plantarum ATCC 8014 standart suĢ. 

 

 

 

 

                                                                                                                            142 bp 

ġekil 4.8. Lactobacillus paracasei türü için yapılan PZR amplikonlarının 

elektroforez sonuçları M: Marker (100 bp), 1: 3B, 2: 11A, 3: 11B, 4: 11C, 5: 12B, 

6: 27A, 7: 27C, 8: 38A, 9: 38C, 10: 39A, 11: 39C, 12: 42A, 13: 42B 

 

 

M      1        2       3       4      5       6      7        

318 bp 

M    1       2        3      4       5       6       7       8       9     10      11    12     13  

( bp) 
  3000 
  2000 
  1500 
  1000 
   700 
   500 
   400 
   300 
   200 

    100 
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Tablo 4.8. Ġzolatların API testleri ile PZR  sonuçlarının karĢılaĢtırılması 
 

Ġzolat 

numarası 
API testi ile tanımlanan türler PZR ile tanımlanan türler 

3A Leuconostoc spp.  

3B Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

10A Aerococcus viridans  

11A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei Lactobacillus paracasei 

11B Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

11C Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

12A Leuconostoc spp.  

12B Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

13A Leuconostoc spp.  

15B Aerococcus viridans  

18A Lactococccus lactis ssp. cremoris  

18D Tanımlama yapılmadı Lactobacillus plantarum 

19A Tanımlama yapılmadı Lactobacillus plantarum 

19B Tanımlama yapılmadı Lactobacillus plantarum 

20A Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum 

21A Tanımlama yapılmadı  

21B Enterococcus faecalis  

22B Tanımlama yapılmadı Lactobacillus plantarum 

23A Lactobacillus plantarum Tanımlanamadı 

24A Leuconostoc spp.  

27A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei Lactobacillus paracasei 

27C Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

32A Leuconostoc spp.  

38A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei Lactobacillus paracasei 

38C Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

39A Lactobacillus paracasei ssp. paracasei Lactobacillus paracasei 

39C Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

40B Enterococcus faecalis  

42A Tanımlama yapılmadı Lactobacillus paracasei 

42B Lactobacillus paracasei ssp. paracasei Lactobacillus paracasei 

 



64 
 

5. TARTIġMA 

 

Bu çalıĢmada; Amasya ilinde tüketime sunulan 77 farklı çiğ süt örneğinden izole 

edilen 121 laktik asit bakterisinin, bazı patojen mikroorganizmalar üzerindeki 

antimikrobiyal aktiviteleri incelenmiĢtir. Antimikrobiyal aktivite gösteren izolatlar 

belirlenerek, önce fenotipik daha sonra da genotipik identifikasyonlar yapılmıĢtır. 

ÇeĢitli biyokimyasal testler yapıldıktan sonra izolatlar API test kitleriyle tür 

düzeyinde tanımlanmıĢtır. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus paracasei 

türleri PZR yöntemi ile doğrulanmıĢtır. 

 

Yapılan API ve PZR test sonuçları birlikte değerlendirildiğinde 6 izolat L. 

plantarum, 13 izolat ise L. paracasei olarak identifiye edilmiĢtir. 

 

5.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktivitesi 

 

Elde edilen 121 izolatın antimikrobiyal aktiviteleri; Escherichia coli ATCC 35218, 

Bacillus cereus DSM 4312, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella 

enteritidis ATCC 13076 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 

mikroorganizmalarına karĢı test edilmiĢtir. Bu beĢ mikroorganizmadan B. cereus ile 

S. aureus Gram pozitif, E.coli, P. aeruginosa ve S. enteritis ise Gram negatif 

mikroorganizmalardır. Test edilen mikroorganizmalardan P. aeruginosa psikrofil 

özelliğinden dolayı özellikle gıdalarda bozulma etmeni olarak rol oynamaktadır. 

Diğer patojen mikroorganizmalar ise gıda enfeksiyon ve intoksikasyonlarına sebep 

olmaları nedeniyle test mikroorganizmaları olarak seçilmiĢlerdir. 

 

Elde edilen izolatların (n=121) 48'i (%40) en az bir mikroorganizmaya karĢı 

antimikrobiyal aktivite gösterirken, 73'ü (%60) ise hiçbir mikroorganizma üzerinde 

etki göstermemiĢtir. Bu izolatların dört ve üzeri mikroorganizmaya karĢı etki 

gösteren 30 adedi seçilerek, fenotipik ve genotipik tanımlamaları yapılmıĢtır. 

 

Yapılan kuyucuk difüzyon testi sonucunda, 121 izolatın 39’u  (%32) Bacillus 

cereus'a, 38’i (%31) Pseudomonas aeruginosa'ya, 33’ü (%27) Escherichia coli'ye, 
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32’si (%26) Salmonella enteritidis'e ve 26’sı (%21) Staphylococcus aureus'a karĢı 

antimikrobiyal etki göstermiĢtir.  

 

Seçilen mikroorganizmalara karĢı antimikrobiyal etkinin bakteriyosin, organik 

asitler, H2O2 veya diğer inhibitörik maddelerden kaynaklandığı incelendiğinde; 

kullanılan beĢ mikroorganizmanın tümü de katalaz aktivitesine sahip 

mikroorganizmalardır. Bu nedenlerle inhibitör etkinin, H2O2 dıĢında diğer inhibitör 

etki gösteren faktörlerden kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. Bu konu ile ilgili 

yapılan çalıĢmalarda gıda kökenli LAB’lerinin büyük çoğunluğunun antimikrobiyal 

etkiye sahip olduğu bildirilmiĢ ancak, bu inhibitör etkinin büyük oranda (%70-80 

gibi) baĢta laktik asit olmak üzere üretilen  organik asitler ile asit üretimine bağlı 

olarak pH’nın düĢmesinden kaynaklanabileceği bildirilmiĢtir (Gonzalez ve ark., 

2007; Ohmomo ve ark., 2000; Villani ve ark., 2001). Organik asit, düĢük pH ve 

hidrojen peroksit faktörleri elimine edildikten sonra bakteriyosin üretimine bağlı 

inhibitör etki gösteren izolat sayısının ise çok düĢük olduğu yine aynı araĢtırmacılar 

tarafından bildirilmiĢtir. Türkiye’den bildirilen bir çalıĢmada Sezer (2007), çiğ süt 

örneklerinden elde edilen 58 adet antimikrobiyal etkili izolattan sadece bir izolatın 

bakteriyosin ürettiği ve bu sayede patojen mikroorganizmalara karĢı inhibitör etki 

gösterdiğini bildirmiĢtir. Benzer Ģekilde Villani ve ark. (2001)’nın yaptığı çalıĢmada aynı 

sonuçlar elde edilmiĢtir. Ancak yapılan bu çalıĢma kapsamında bakteriyosin varlığı 

araĢtırılamamıĢtır.  

 

ÇalıĢmamızda LAB’lerinden Enterococcus faecalis izole edilmiĢtir. Leroy ve Vuyst 

(2002) tarafından yapılan bir çalıĢmada; peynirden izole edilen Enterococcus 

faecium RZS C5 suĢunun Listeria spp.'ne karĢı bakteriyosin ürettiği belirlenmiĢtir. 

Ancak günümüzde Enterococcus’ların gıda endüstrisinde kullanılmaları 

sorgulanmaktadır. Enterococcus cinsi bakteriler hala bazı araĢtırmacılar tarafından 

güvenli olarak kabul edilmemektedir. Antibiyotiğe dirençli bazı suĢlarının gıdalardan 

izole edilmesi, antibiyotik direncinin gıda zincirine girebileceği endiĢesini 

doğurmaktadır. Ayrıca bu suĢların, gıda yoluyla insan bağırsak florasında bulunan 

diğer bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasına yol açabileceği düĢünülmektedir 

(Erginkaya ve ark., 2007). 
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Cocolin ve ark. (2007) tarafından kuyu difüzyon tekniği kullanılarak yapılan 

çalıĢmada; keçi sütünden izole edilen Enterococcus faecium suĢunun ürettiği 

bakteriyosinlerin Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus ve Lactococcus gibi 

çeĢitli laktik asit bakterileri ile Listeria monocytogenes ve Clostridium butyricum 

üzerine olan antimikrobiyal etkileri incelenmiĢtir. Laktik asit bakterileri üzerinde 

belirgin bir etkinin olmadığı ancak Listeria monocytogenes ve Clostridium 

butyricum’a karĢı bakteriyosin ürettiği belirlenmiĢtir. 

 

Çon ve Karasu (2009) tarafından, turĢudan ve fermente yeĢil zeytinden izole edilen 

Lactobacillus plantarum suĢlarının, Yersinia lipolitica dıĢında Lactobacillus sakei, 

Listeria monocytogenes, Enterococcus feacium, Escherichia coli, Proteus vulgaris 

üzerinde farklı derecelerde antimikrobiyal etki gösterdiği, Lactobacillus pentosus 

suĢlarının ise; Yersinia lipolytica dıĢında Lactobacillus sakei, Listeria 

monocytogenes, Enterococcus feacium, Escherichia coli, Proteus vulgaris üzerinde 

farklı antimikrobiyal etkilerinin olduğu belirtilmiĢtir. 

 

Tamang ve ark. (2009) tarafından fermente ürünlerden izole edilen Lactobacillus 

plantarum, L. brevis, L. curvatus, Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, 

Leuconostoc spp. ve Enterecoccus durans suĢlarının; Listeria innocua, Bacillus 

cereus, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae ssp. 

pneumoniae, Enterobacter agglomerans, Pseudomonas aeruginosa üzerinde farklı 

antimikrobiyal etkilerinin olduğu ancak Listeria monocytogenes ve Enterococcus 

faecium üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı belirlenmiĢtir. 

 

Yaptığımız çalıĢmada izole edilen beĢ Lactobacillus plantarum suĢunun S. aureus, E. 

coli, P. aeruginosa ve B. cereus üzerinde antimikrobiyal etkilerinin olduğu, üç 

izolatın ise S. enteritidis üzerinde herhangi bir inhibitör etkiye sahip olmadığı 

belirlenmiĢtir. En iyi antimikrobiyal aktivite en yüksek zon çaplarının ölçüldüğü P. 

aeruginosa patojeni üzerinde, en düĢük aktivite ise en küçük zon çaplarının 

ölçüldüğü S. aureus patojeni üzerinde görülmüĢtür. Lactobacillus paracasei 

suĢlarının ise E. coli, P aeruginosa ve B. cereus üzerinde etkili olduğu, üç izolatın 

ise, S. aureus (n=2) veya S. enteritidis (n=1) üzerinde etkili olmadığı belirlenmiĢtir. 
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Ġzole edilen iki Enterococccus faecalis türünün, P. aeruginosa üzerinde belirgin bir 

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğu, diğer patojenler üzerindeki etkilerinin ise çok 

düĢük olduğu belirlenmiĢtir. Ġzole edilen Lactococcus lactis ssp. cremoris suĢunun 

ise; S. enteritidis hariç diğer patojen türler üzerinde düĢük bir antimikrobiyal 

aktiviteye sahip olduğu belirlenmiĢtir. 

 

ÇalıĢma kapsamında bulgular PZR veya API testleri ile tür düzeyinde belirlenen ve 4 

veya 5 mikroorganizmaya karĢı antimikrobiyal etki gösteren toplam 19 L. plantarum 

ve L. paracasei izolatı birlikte değerlendirildiğinde; 19 izolatın tamamı E.coli, P. 

aeruginosa ve B. cereus’a karĢı inhibitör etki gösterirken, 5 izolat S. enteritidis’e, bir 

izolat ise S. aureus’a karĢı antimikrobiyal aktivite göstermemiĢtir. Ġzolatların tür 

düzeyinde antimikrobiyal etkileri incelendiğinde ise 6 L. plantarum izolatından 

3’ünün S. enteritidis dıĢında diğer 4 mikroorganizmaya karĢı inhibitör etki gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Ġdentifiye edilen 13 L. paracasei izolatından 2’si S. enteritidis’e, bir 

izolat ise S. aureus’a karĢı inhibitör etki göstermiĢ, diğer 10 izolat ise beĢ 

mikroorganizmaya karĢı inhibitör etki göstermiĢtir. Yine tür düzeyinde tanımlanan 

Lactococcus lactis ssp. cremoris izolatı da S. enteritidis’e karĢı inhibitör etki 

gösterememiĢtir. Sonuç olarak tanımlanmıĢ 20 izolattan 6’sı S. enteritidis izolatına 

karĢı inhibitör etki gösterememiĢtir. 

 

Bu konu ile ilgili yapılan çalıĢmaların birinde Gonzalez ve ark. (1994), süt orjinli bir 

izolat olan L. plantarum’un ürettiği plantaricin C’nin Gram negatif bakterilere karĢı 

etkisiz olmasına karĢın, Gram pozitif mikroorganizmalar için geniĢ bir 

antimikrobiyal spektruma sahip olduğunu belirtmiĢlerdir. Aslım ve ark. (2005), süt 

ürünlerinden izole ettikleri L. plantarum’un ürettiği antimikrobiyal etkili maddenin 

Yersinia enterocolitica ve E. coli üzerinde etkili olduğunu belirtmiĢlerdir. Bizim 

çalıĢmamızda ise 6 L. plantarum izolatının Gram pozitif bakterilerden S. aureus ve 

B. cereus üzerine inhibitör etki gösterdiği, 3 izolatın ise S. enteritidis dıĢında iki 

Gram negatif mikroorganizmaya inhibitör etki gösterdiği görüldü. Bu durum 

çalıĢmada kullanılan S. enteritidis suĢunun, hücre duvarı yapısı dıĢında baĢka 

faktörlerden kaynaklanan bir koruma mekanizmasına sahip olabileceğini 

göstermektedir. 
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L. paracasei ile ilgili çalıĢmalar da yapılmıĢtır. Bu çalıĢmaların birinde Sezer (2007) 

kefir ve tulum örneklerinden izole edilen L. paracasei ssp. paracasei suĢunun ürettiği 

antimikrobiyal etkili maddenin, E. coli üzerinde oldukça etkili olduğunu bildirmiĢtir. 

Bu çalıĢma bulgularına benzer Ģekilde bizim çalıĢmamızda da, identifiye edilen 13 L. 

paracasei izolatının tamamı E. coli üzerine  inhibe edici etki göstermiĢtir. 

 

5.2. Laktik Asit Bakterilerinin Farklı pH Değerlerinde GeliĢme Yetenekleri 

 

Kıran (2006) tarafından yapılan bir çalıĢmada, hazır gıdalardan izole edilen ve çeĢitli 

kültür koleksiyonlarından temin edilen laktik asit bakterilerinin hiçbirinin pH 2 ve 

pH 3'te geliĢemediği; pH 4, pH 5 ve pH 6'da ise hepsinin geliĢtiği belirlenmiĢtir.    

pH 9,6'da Lactobacillus plantarum, L. brevis ve L. fermentum türlerinin geliĢtiği, 

Leuconostoc ve Pediococcus pentocaceus suĢlarının ise zayıf geliĢme gösterdiği 

belirtilmiĢtir.  

 

Adnan ve Tan (2007) yaptıkları bir çalıĢmada, geleneksel Malezya ürünlerinden izole 

ettikleri Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus casei türlerinin, pH 4,5, pH 7,0 ve 

pH 9,0'da geliĢtiğini belirtmiĢlerdir.  

 

Tangüler (2010) tarafından yapılan bir çalıĢmada, Ģalgam suyundan izole edilen 

Lactobacillus, Pediococus ve Leuconostoc cinslerinin pH 4'te geliĢme gösterdiği, 

fakat pH 9,6'da hiçbir bakterinin geliĢme göstermediği belirtilmiĢtir. Aynı çalıĢmada 

kontrol olarak kullanılan L. plantarum, L. buchneri, L. brevis, L. fermentum, L. 

delbrueckii türlerinden L. buchneri hariç diğer bakterilerin pH 4,4'de geliĢebildiği, 

fakat hiçbirinin pH 9,6'da geliĢemediği belirtilmiĢtir. 

 

Yaptığımız çalıĢmada izole edilen laktik asit bakterilerinin, pH 3,9 ve pH 9,6'da 

üreme yetenekleri incelenmiĢtir. pH 3,9'da Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

paracasei ve Aerococcus viridans türleri iyi geliĢme gösterirken; Enterococcus 

faecalis, Lactococcus lactis ssp. cremoris ve Leuconostoc türleri ya zayıf geliĢme 

göstermiĢ ya da hiç geliĢme göstermemiĢtir. pH 9,6'da ise Lactobacillus plantarum 
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suĢları iyi geliĢme gösterirken, bazı Lactobacillus paracasei türleri ile birlikte bazı 

Leuconostoc türleri ya zayıf geliĢme göstermiĢ ya da hiç geliĢme göstermemiĢtir. 

 

5.3. Laktik Asit Bakterilerinin Farklı Tuz Konsantrasyonlarında GeliĢme 

Yetenekleri 

 

Sanchez ve Palop (2000) yaptıkları bir çalıĢmada, turĢudan izole ettikleri 

Lactobacillus plantarum, L. pentosus, L. brevis, ve L. fermentum türlerinin %4 tuz 

konsantrasyonunda geliĢtiğini, %6,5 tuz konsantrasyonunda bütün türlerde farklı 

oranlarda geliĢme görülebildiğini, %8 tuz oranında ise L. fermentum haricinde diğer 

türlerde geliĢme olduğunu belirtmiĢlerdir. 

 

Kıran (2006) tarafından yapılan bir çalıĢmada, hazır gıdalardan izole edilen ve çeĢitli 

kültür koleksiyonlarından temin edilen laktik asit bakterilerinin, %4 tuz 

konsantrasyonunda bütün izolatların geliĢtiği, %6,5 tuz konsantrasyonunda 5 izolat 

hariç diğerlerinin geliĢtiği, %12 tuz konsantrasyonunda sadece 4 izolatın zayıf 

geliĢme gösterdiği ve %18 tuz konsantarasyonunda ise hiçbirinin geliĢmediği 

belirtilmiĢtir. 

 

Adnan ve Tan (2007) geleneksel Malezya ürünlerden izole ettikleri laktik asit 

bakterilerinden, %1,5, %2,5 ve %5 tuz konsantrasyonlarında tüm Lactobacillus 

plantarum ve Lactobacillus casei türlerinin geliĢtiğini, %7,5 ve %10 tuz 

konsantrasyonunda bu türlerinin geliĢemediğini belirtmiĢlerdir. 

 

ĠĢleroğlu ve ark. (2008) yaptıkları bir çalıĢmada, yöresel peynirlerden izole ettikleri 

Enterococcus faecalis türünün %3, %4 ve %6,5 tuz konsantrasyonlarında 

geliĢebildiğini fakat, %10 tuz konsantrasyonunda geliĢemediğini belirtmiĢtir. 

 

Yaptığımız çalıĢmada; izole edilen laktik asit bakterilerinin %4, %7,5 ve %10 tuz 

konsantrasyonlarında geliĢme yetenekleri incelenmiĢtir. Ġzole edilen Lactobacillus 

plantarum ve Lactobacillus paracasei türleri, %4 ve %7,5 tuz konsantrasyonlarında 

geliĢme gösterirken, %10 tuz konsantrasyonunda zayıf geliĢme göstermiĢlerdir. 
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Enterococcus faecalis türleri ise, %7,5 tuz konsantrasyonunda geliĢme gösterirken, 

%10 tuz konsantrasyonunda geliĢme göstermemiĢtir. Ġzole edilen Lactococcus lactis 

ssp. cremoris türü ise %4 tuz konsantrasyonunda geliĢmiĢ fakat, %7,5 ve %10 tuz 

konsantrasyonunda geliĢme göstermemiĢtir. 

 

5.4. Laktik Asit Bakterilerinin API Testleri ile Tanımlanması 

 

Özgün (2009) tarfından yapılan bir çalıĢmada; anne sütü (kolostrum) ve bebek feçes 

örneklerinden izole edilen laktik asit bakterileri API 50 CHL testiyle tanımlanmıĢ ve 

Lactobacillus acidophilus, L. acidophilus 3, L. brevis, L. casei, L. plantarum,L. 

fermentum, L. reuteri ve L. rhamnosus türleri bulunmuĢtur. 

 

Hızarcı (2011) tarafından yapılan bir çalıĢmada; peynir örneklerinden 75 adet LAB 

izole edilmiĢ ve API 50 CHL ile tür düzeyinde tanımlanarak; %39,7'si Lactobacillus 

brevis 1, %27,4'ü L. brevis 3, %20,6'sı L. plantarum 1, %5,5'i L. paracasei ssp. 

paracasei 1, %4,1'i L. pentosus, %1,4'ü L. brevis 2, %1,4'ü Lactococcus lactis ssp. 

lactis 1 olarak belirlenmiĢtir. 

 

Yaptığımız çalıĢmada fenotipik testlere ek olarak API 50 CHL ve API 20 Strep test 

kitleri kullanılmıĢ ve izolatların tür düzeyinde tanımlamaları yapılmıĢtır. Buna göre 

17 LAB izolatı elde edilmiĢ ve bu izolatların tür düzeyinde dağılımları; 2 izolat 

Lactobacillus plantarum (%11,8) (20A, 23A), 5 izolat Lactobacillus paracasei ssp. 

paracasei (%29,4) (11A, 27A, 38A, 39A, 42B), 1 izolat Lactococcus lactis ssp. 

cremoris (%5,9) (18A), 2 izolat  Enterococcus faecalis (%11,8) (21B, 40B), 2 izolat 

Aerococcus viridans (%11,8) (10A, 15B)  ve 5 izolat  Leuconostoc spp. (%29,4) (3A, 

12A, 13A, 24A, 32A) olarak bulunmuĢtur. Sonuç itibariyle Lactobacillus paracasei 

ve Leuconostoc spp. türleri baskın tür olarak belirlenmiĢtir. 
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5.5. Laktik Asit Bakterilerinin PZR ile Tanımlanması 

 

Kırmacı (2010) yaptığı bir çalıĢmada, çiğ koyun sütünden üretilen Urfa 

peynirlerinden 143 izolat elde etmiĢ ve 16S rDNA dizi analizi ile tanımlamıĢtır. 143 

izolatın %48,95'inin Enterococcus spp., %40,55'inin Lactococcus spp., %9,10'unun 

Lactobacillus spp., %0,69'unun Streptococcus spp. ve %0,69'unun Leuconostoc spp. 

olduğunu belirlemiĢtir. Enterokokların %40,0'ı Enterococcus faecium, %32,8'i E. 

durans, %18,5'i E. faecalis; laktokokların %62,71'i Lactococcus lactis ssp. lactis, 

%30,5'si ise Lactococcus garvieae olarak sınıflandırmıĢtır. 

 

Yaptığımız çalıĢmada API testleri ile tanımlanan L. plantarum ve L. paracasei 

türlerinin genotipik olarak doğrulanması için PZR yöntemi uygulanmıĢtır. L. 

plantarum türüne ait olan 23A izolatı dıĢında 18D, 19A, 19B ve 22B izolatları L. 

plantarum olarak tanımlanmıĢtır. API yöntemiyle tanımlanan L. paracasei türüne ait 

olan 11A, 27A, 38A, 39A ve 42B izolatlarının yanı sıra 3B, 11B, 11C,12B, 27C, 

38C, 39C ve 42A izolatları da L. paracasei olarak tanımlanmıĢtır. PZR çalıĢması 

sonucunda (n=121); %4,1'i L. plantarum ve %10,8'i L. paracasei olarak 

belirlenmiĢtir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

1. Amasya ilinde tüketime sunulan 77 adet çiğ süt örneğinden izole edilen 121 

izolatın, bazı patojen mikroorganizmalar üzerindeki antimikrobiyal etkileri 

araĢtırılmıĢtır. 

 

2. Ġzolatların antimikrobiyal etkilerini araĢtırmak için kuyucuk difüzyon testi 

uygulanmıĢtır.  121 izolatın 32’si (%26) Salmonella enteritidis'e, 38’i (%31) 

Pseudomonas aeruginosa'ya, 39’u (%32) Bacillus cereus'a, 26’sı (%21) 

Staphylococcus aureus'a ve 33’ü (%27) Escherichia coli'ye karĢı antimikrobiyal etki 

göstermiĢtir. 

 

3. En az dört patojen mikroorganizma üzerinde antimikrobiyal aktivite gösteren 30 

izolattan örnekleme yapılarak seçilen 17 izolata, API 50 CHL ve API 20 Strep test 

kitleri kullanılarak tür düzeyinde tanımlama yapılmıĢtır. Bu tanımlama sonucuna 

göre izolatların (n=17); %29,4'ü Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, %11,8’i 

Lactobacillus plantarum, %29,4’ü Leuconostoc spp., %11,8’i Enterococcus faecalis, 

%11,8’i Aerococcus viridans ve %5,9'u Lactococcus lactis ssp. cremoris olarak 

belirlenmiĢtir. 

 

4. API testleri ile tanımlanan Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus paracasei 

türlerinin genotipik olarak doğrulanması için PZR yöntemi uygulanmıĢtır. Ġstenilen 

gen bölgelerinin çoğaltılması için planF-pREV ve casfor-casrev primerleri 

kullanılmıĢtır.  Bu çalıĢma sonucunda (n=121); %4,1'i Lactobacillus plantarum ve 

%10,8'i Lactobacillus paracasei olarak belirlenmiĢtir. 
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Son yıllarda tüketicilerin doğal ve katkısız ürünlere olan ilgisi, gıdaların 

muhafazasında kimyasal koruyucuların kullanımının azaltılması ve alternatif olarak 

doğal inhibitör maddelerin kullanılması bu tür çalıĢmaların önemini artırmaktadır. 

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerinden; organik asitler, hidrojen 

peroksit, diasetil, asetaldehit ve bakteriyosin gibi metabolitlerden biri ya da bir 

kaçının ortak etkisi sorumlu olabilir.  

 

Bu çalıĢmada çiğ sütlerden izole edilerek antimikrobiyal etkileri belirlenen laktik asit 

bakterilerinin, gıdaların fermentasyonu ve korunmasında kullanımları söz konusu 

olabilir. Bu nedenle antimikrobiyal aktivitesinin ve gıdalar ile etkileĢimlerinin 

olduğu düĢünülen bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri bileĢiklerin, moleküler 

yöntemler kullanılarak mekanizmalarının aydınlatılması, ayrıca protein analiz 

yöntemleri kullanılarak protein profillerinin belirlenmesi gerektiğini düĢünmekteyiz. 
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