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ÖZET 

 Bu çalıĢmada E. faecalis KT11‟in ürettiği bakteriyosinin kısmi karakterizasyonu 

yapılmıĢ ve üretim için optimum koĢullar belirlenmiĢtir.  E. faecalis KT11‟den elde 

edilen kültür supernatanların pH‟ı 6,5 ayarlanmıĢ ve katalaz enzimi ile muamele 

edilmiĢtir, bu iĢlemler sonrasında aktivitesinde bir değiĢiklik olmamıĢtır.  Daha sonra 

süpernatanlar bazı proteolitik enzimlerle (Tripsin, Pepsin, α-Kimotripsin, Proteaz, 

Proteinaz K) muamele edilmiĢ ve pepsin dıĢındaki tüm proteolitik enzimler, 

süpernatanların antimikrobiyal aktivitesini yitirmesine neden olmuĢtur.  Bakteriyosinin 

yüksek sıcaklığa (121 °C‟de 30 dk) oldukça dirençli olduğu belirlenmiĢtir.  Ayrıca 

bakteriyosinin aktivitesi, pH‟sı 2-11 olan ortamlarda değiĢmeden kalmıĢtır.  Triton-X, 

Tween 80, üre, EDTA ve SDS gibi deterjanlar ve kloroform, propanol, metanol, etanol, 

hekzan, eter ve aseton gibi organik çözücülerle muamele sonrasında da aktivitesi 

değiĢmemiĢtir.  Liyofilize süpernatandaki, amonyum sülfat çöktürmesi sonrasındaki ve 

diyalizattaki protein miktarı sırasıyla 328,7, 507,4 ve 498,8 µg/ml dir.  Bakteriyosinin 

molekül ağırlığı 3,5-6,5 kDa arasındadır.  Diyalizatın HPLC profili belirlenmiĢ ve 18, 

20, 22, 26, 28 ve 30. dakikalarda toplanan fraksiyonlar antimikrobiyal aktivite 

göstermiĢtir.  E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretmesi için optimum koĢullar; 40 °C 

(aerobik), pH=6, %4 inokulum ve 18 saattir.  Ayrıca E. faecalis KT11 hücreleri, pH 2 

ve 3‟ te; %0,3, %0,5 ve %1 safra tuzları varlığında; pH‟ı 3 ve 4 olan yapay mide 

sıvısında (3 mg/ml pepsin, 5 mg/ml NaCl) canlı kalabilmiĢtir.  Buna ek olarak, E. 

faecalis KT11 kültür süpernatanlarının ve liyofilize süpernatanın oldukça yüksek bir 

antioksidan etkiye (DPPH inhibisyonu= %94-96) sahip olduğu da belirlenmiĢtir.  Bu 

veriler E. faecalis KT11‟in probiyotik olarak kullanım potansiyelinin olduğunu 

göstermektedir. 

 

Anahtar kelimeler: bakteriyosin, probiyotik, laktik asit bakterileri, Enterococcus 

faecalis 
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SUMMARY 

 In this study, partial characterization of bacteriocin produced by E. faecalis 

KT11 was done and optimum conditions for bacteriocin production were determined.  

The pH of culture supernatants were adjusted to 6,5 and treated with catalase enzyme, 

after these treatments their activity did not change. When supernatants were treated with 

some proteolytic enzymes (trypsin, pepsin, α-chemotrypsin, protease, Proteinase K), all 

enzymes except pepsin led to the loss of antimicrobial activity of supernatants.  

Bacteriocin was very heat stable (121 °C for 30 min).  Activity of the bacteriocin did 

not change in the pH=2-11.  Detergents such as Triton-X, Tween 80, urea, EDTA and 

SDS, and organic solvents such as chloroform, propanol, methanol, ethanol, hexane, 

ether, and acetone did not change the activity of the supernatants.  Protein content of 

lyophilized supernatant, ammonium sulphate precipitate and dialysate were 328,7, 507,4 

and 498,8 µg/ml, respectively.  Molecular size of bacteriocin was between 3,5-6,5 kDa.  

HPLC fractions collected at 18, 20, 22, 26, 28 and 30 minutes showed antimicrobial 

activity.  Optimum conditions were determined as; 40 °C (aerobic), pH=6, 4% inoculum 

and 18 hours, for the bacteriocin production by E. faecalis KT11.  E. faecalis KT11 

cells survived in pH 2 and 3; 0,3%, 0,5% and 1% bile salt; artificial gastric fluid at pH 3 

and 4 (3 mg/ml pepsin, 5 mg/ml NaCl).  In addition, it was determined that E. faecalis 

KT11 culture supernatants and lyophilized supernatant possess high antioxidant effect 

(inhibition of DPPH %=94-96).  These data indicated that E. faecalis KT11 also has 

potential to be used as a probiotic. 

 

Key words: bacteriocin, probiotics lactic acid bacteria, Enterococcus faecalis 
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1. GİRİŞ  

 Toksik ve diğer istenmeyen yan etkiler olmaksızın hedef gıda patojenlerine karĢı 

gıda güvenliğinin sağlanmasında, laktik asit bakterileri (LAB) tarafından üretilen 

antimikrobiyal peptidlerin (bakteriyosinler) kullanımı konusu giderek artan bir önem 

kazanmaktadır (Cleveland et al., 2001).  Ancak bakteriyosinlerin gıda koruma amaçlı 

kullanımı dıĢında farklı alanlardaki kullanım olanakları da araĢtırılmaktadır.  Sık ve 

yanlıĢ antibiyotik kullanımı sonucunda, insan ve hayvanlarda hastalık meydana getiren 

patojenlerin direnç kazanması, giderek artan bir sorun haline gelmiĢtir.  Multi resistant 

patojen bakterilerin artıĢı, insan ve hayvan enfeksiyonlarının önlenmesinde ve 

tedavisinde alternatif antimikrobiyal ajanların kullanımı konusundaki çalıĢmaları 

baĢlatmıĢtır.  Bu amaçla bir çok bilim adamı bakteriyosinlerin tıbbi ve kiĢisel bakım 

ürünlerinde kullanım olanakları konusunda çalıĢmalar yapmaktadır (Dicks et al., 2011). 

 Bakteriyosinler Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tarafından üretilen, 

genellikle dar spektrumlu antimikrobiyal protein ya da peptidlerdir.  Bakteriyosinlerin 

ribozomal olarak sentezlenmesi antibiyotiklerin ise çoklu enzim kompleksleri ile 

sekonder metabolit olarak sentezlenmesi onları ayıran en önemli özelliktir.  Gram 

pozitif bakteriler tarafından üretilen bakteriyosinler bir çok nedenle daha fazla ilgi 

çekmektedir (Nes et al., 2007) çünkü; 

 fermente gıda ve yem üretiminde kullanılan ticari öneme sahip ve insan 

kullanımı için genel olarak güvenli kabul edilen (GRAS) bir çok LAB (örneğin; 

laktokoklar, laktobasiller ve pediokoklar) tarafından üretilmektedir,  

 ökaryotik hücrelere toksik değildirler, 

 antimikrobiyal spektrumları, Gram negatif bakteriler tarafından üretilen 

bakteriyosinlere göre daha geniĢtir. 

 bazı bakteriyosinler, gıda patojenleri de dahil olmak üzere, tek bir hedef patojene 

yönelik aktivite göstermektedirler.  

 Ayrıca, LAB probiyotik olarak büyük bir endüstriyel öneme sahiptir.  

Probiyotikler “yeterli sayıda tüketildiklerinde konağın sağlığına olumlu etkileri bulunan 

canlı mikroorganizmalar” olarak tanımlanmaktadır (FAO/WHO, 2002).  “Fonksiyonel 

gıdalar” denilen ve insan ve hayvan sağlığı üzerinde olumlu etkileri olduğu bilimsel 
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çalıĢmalarla ortaya konmuĢ gıda ve yemlerin üretiminde kullanılabilmektedirler 

(FAO/WHO, 2002; Parvez et al., 2006; Diez-Gonzalez, 2007). 

 Yukarıda verilen genel bilgiler ıĢığında bu çalıĢmada Bölüm 3‟te belirtildiği 

gibi, klasik biyokimyasal, fizyolojik ve moleküler yöntemlerle tanımlanan Enterococcus 

faecalis KT 11‟in ürettiği bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi çeĢitli gıda kaynaklı 

ve klinik patojenlerden oluĢan Gram pozitif ve Gram negatif test bakterilerilerine karĢı 

denenmiĢtir.  Ayrıca, bakteriyosinin kısmi karakterizasyonu yapılmıĢ ve bakteriyosin 

üretimi için optimum koĢullar belirlenmiĢtir.  Buna ek olarak E. faecalis KT11‟in bazı 

probiyotik özellikleri belirlenmiĢtir.  Yapılan çalıĢmalardan elde edilen bulgular Bölüm 

4‟te verilmiĢtir. Elde edilen veriler Bölüm 5‟te benzer çalıĢmalar ile karĢılaĢtırılarak 

değerlendirilmiĢtir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Laktik Asit Bakterileri 

 Laktik asit bakterileri (LAB), gram pozitif, hareketsiz, spor oluĢturmayan, basil 

ve kok Ģeklinde, katalaz negatif, aerotolerant, aside dayanıklı nitratı indirgemeyen, 

karbonhidratları ve yüksek alkolleri fermente ederek baĢlıca son ürün olarak laktik asit 

üreten doğal bir gruptur.  LAB grubu içinde yer alan cinsler Lactococcus, Enterococcus, 

Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenococus, 

Streptococcus, Weisella, Vagococcus ve Aerococcus‟dur (Bilgin, 2008; Dinçer ve ark., 

2010; Axelsson, 1993; Stiles et al., 1997).  Ayrıca Enterococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Streptococcus cinsi üyeleri fermente süt ürünlerinin üretiminde starter 

kürtür olarak kullanılmaktadır (De Vuyst and Leroy, 2001).  

 LAB su ve toprakta hemen hemen hiç bulunmazlar, doğal ortamları süt ve süt 

ürünleri, fermente gıdalar, taze veya çürümüĢ bitkiler, insan ve hayvan bağırsak mukoza 

içerikleridir (Doğan, 2009). 

 LAB içinde yer alan önemli cinslerden birisi Enterococcus‟tur.  Enterokoklar, 

Avrupa ve ülkemizde çeĢitli geleneksel fermente gıdaların üretiminde önemli rolleri 

olduğu gibi probiyotik olarak da baĢarıyla kullanılmaktadırlar.  Ancak bu yararlı 

etkilerinin yanı sıra zararlı etkileri de bulunmaktadır.  Bazı LAB gıdalarda bozulma 

etmeni oldukları gibi, bazı enterokok suĢları özellikle antibiyotiğe (metisilin, 

vankomisin) dayanıklı olan suĢlar, insan ve hayvanlar için patojendirler (Franz et al., 

2003; Kayser, 2003; Ogier and Serror, 2008).  Enterococcus cinsinin üyeleri, Gram 

pozitif, katalaz negatif, ikili ya da kısa zincirler halinde bulunan fakültatif anaerob 

koklardır.  Bunlar kemoorganotrofiktirler ve homofermentatif laktik asit fermentasyonu 

ile heksozlardan L-laktik asit oluĢtururlar.  Enterococcus cinsi içinde Ģu ana kadar 

tanımlanmıĢ 32 tür bulunmaktadır.  Bunlardan E. faecalis ve E. faecium en önemli iki 

tür olup insanların gastrointestinal sisteminin doğal florasında bulunmaktadırlar 

(KarakaĢ, 2005).  Tipik enterokoklar olan E. durans, E. feacalis, E. faecium, E. 

gallinarum, E. hirae ve E. mundtii, 10 ve 45 °C‟de, %6,5 NaCl, %40 safra varlığında ve 

pH 9,6‟da geliĢebilmeleri ile streptekok ve laktokoklar gibi diger Gram (+) ve katalaz 

negatif homofermentatif koklardan kolaylıkla ayrılabilirler (Bilgin, 2008).  ÇeĢitli 
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gıdalarda doğal olarak bulunan ve baĢlangıç kültür (starter kültür) olarak kullanılan 

birçok LAB‟nin, gıdayı bozucu mikroorganizmalar veya gıda kaynaklı patojenleri 

içeren bir grup mikroorganizmaya karĢı antagonistik aktivite gösterdiği de bilinmektedir 

(Andersson, 1989; Schillinger and Lucke, 1989; Davidson and Hoover, 1993).  

LAB‟nin diğer mikroorganizmalara karĢı gösterdiği bu antagonistik aktivite farklı 

mekanizmalar ile gerçekleĢmektedir.  Bu mekanizmalar: 

 1. LAB‟nin karbonhidrat kaynaklarını fermente etmeleri   

 sonucu; laktik asit ve asetik asit gibi organik asitler üretilmekte ve   

 ortamın pH‟sı düĢmektedir.  Gıdalarda bulunan birçok mikroorganizma,   

 bu üretilen organik asitlere karĢı hassastır ve sonuçta LAB‟nin düĢürdüğü pH‟yı 

 da tolere edememektedirler (Okereke and Montville, 1991). 

 2. LAB tarafından aerobik geliĢme esnasında üretilen   

 hidrojen peroksit (H2O2), birçok mikroorganizma üzerinde inhibitör etki   

 gösterebilmektedir (Okereke and Montville, 1991). 

 3. LAB tarafından üretilen ve “bakteriyosin veya    

 bakteriyosin benzeri metabolitler” olarak isimlendirilen antimikrobiyal   

 karakterli proteinler, özellikle üretici bakteriye yakın iliĢkili bakteriler   

 üzerinde bakteriyosidal aktivite göstermektedirler (Klaenhammer 1988). 

 4. Laktik asit bakterileri tarafından üretilen, diasetil, alkol ve CO2 gibi  

 metabolitler de, bazı mikroorganizmalar üzerinde inhibitör etki    

 gösterebilmektedir (Daeschel, 1989; Vandenbergh 1993). 

 

 LAB, glikoz fermentasyonunda iki farklı yol izlemektedir.  Bu metabolizmalar 

ġekil 2.1‟de belirtilen “Embden-Meyerhof” glikolitik yolu ve heksoz monofosfat 

fosfotoketolaz reaksiyonlarının kombinasyonudur.  LAB glikozu fermente etme 

özelliklerine göre iki ana gruba ayrılmakta ve laktik asit üretimi bakımından homolaktik 

(yalnız laktik asit üreten) ve heterolaktik (karbondioksit, laktat, asetat, bazen de etanol 

üreten) olarak tanımlanmaktadır.  Homofermentatif LAB, Ģekerleri fruktozdifosfat yolu 

ile fermente ederek %90 laktik asit üretmektedir.  Heterofermentatif LAB ise fruktoz 
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difosfat yolunun önemli enzimlerinden olan aldolaz ve triozfosfat izomeraza sahip 

olmadıklarından dolayı glikozun yıkımı için pentozfosfat yolunu kullanmakta olup, 

laktik asit yanında farklı ürünler de oluĢturabilmektedir (Toy, 2010).  

 Homofermantatif LAB glukozu; Fruktoz di Fosfat yolu ile parçalayarak 

fermantasyon sonucu %95–100 oranında laktik asit üretirler (Drinan et al., 1976).  

C6H12O6 → 2(CH3 - CHOH-COOH) (Laktik asit) 

 Heterofermantatif LAB ise glukozu; pentozfosfat yolu ile parçalayarak 

fermantasyon sonucu %50 laktik asit üretirken, bunun yanında yüksek oranda etanol, 

asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz oluĢtururlar (Toy, 2010). 

C6H12O6 → CH3 - CHOH-COOH + CH3 – CHOH + CO2 

 

 

ġekil 2.1. LAB Karbonhidrat Mekanizması (Köseoğlu, 2007) 
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2.1.1. Kullanım alanları  

 LAB, tabiatta yaygın oluĢları, çeĢitli gıda maddelerinde sıkça rastlanan 

bozulmalara neden olmaları ve bazı gıdaların üretim ve olgunlaĢtırılmasında önemli rol 

oynamaları nedeniyle gıda teknolojisinde büyük önem taĢımaktadırlar (Çon ve Gökalp, 

2000).  LAB organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal 

peptitler ve bakteriyosinler gibi çok çeĢitli antimikrobiyal bileĢikleri üretebilme 

kapasitesine sahiptir.  Bakteriyosinler, gıda güvenliğinde, klinikte, veteriner tıpta, bitki 

hastalıklarının kontrolünde ve antitümör araĢtırmalarında kullanılmaktadır. Özellikle 

son 15 yıldır gıda koruyucusu olarak kullanım açısından ilgi odağı olmuĢtur (Dinçer ve 

ark., 2009).  Tüm dünyada yaygın olarak tüketilen fermente et ürünleri ve farklı 

sebzelerden üretilen turĢular laktik asit fermentasyonu ile hazırlanmakta ve muhafaza 

edilmektedir (Anderson, 1989; Mayra-Makinen, 1993). 

 GeçmiĢ yıllarda yapılan çalıĢmalar bakteriyosinlerin gıda koruyucusu olarak 

oldukça faydalı özellikler sergileyebildiğini açıkça gözler önüne sermiĢtir. Gıdalara 

koyucu olarak bakteriyosin ilavesi ile;  

 (i) Gıdaların raf ömrü uzatılabilmekte,  

 (ii) Saklama koĢulları altındaki sıcaklıklarda ekstra koruma sağlanmakta,  

 (iii) Gıda kökenli patojenlerin besin zinciri ile dağılım riski azaltılabilmekte,  

 (iv) Gıdalarda bozulmalara yol açan mikroorganizmalar nedeni ile yaĢanan  

  ekonomik kayıplar en aza indirgenmekte,  

 (v) Kimyasal koruyucuların kullanımları azaltılabilmekte,  

 (vi) Koruma için daha az prosesin uygulanması sebebi ile ürünün   

  organoleptik özellikleri ve besinsel değeri de daha iyi korunabilmektedir  

  (Thomas and Wimpenny, 1996). 

 

 Konserve gıdalarda Bacillus ve Clostridium türlerinin ve sporlarının geliĢimini 

engellemek için nisin kullanılmaktadır.  Bu sayede gıdanın bozulmasına neden olacak 
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organizmaların geliĢimi engellendiğinden proses sırasında uygulanan ısıl iĢlem derecesi 

de düĢürülebilmektedir. Bu durum üretim maliyetinin düĢmesini sağlayacaktır (Twomey 

et al., 2002). Gıda koruyucusu olarak kullanılan bazı bakteriyosinler ve uygulandığı 

gıdalar Çizelge 2.1‟de verilmiĢtir.  

 Laktisin 3147 üretici suĢları, Cottage peynirinin ve doğal yoğurtların 

korunmasında L. monocytogenes ve B. cereus suĢlarına karĢı kullanılmaktadır (Morgan 

et al., 2000). Laktisin 3147 üreticisi kültürler, Cheddar peynirlerinde starter kültür 

özelliği taĢımayan LAB‟nin geliĢimini tamamen inhibe etme yeteneklerinden dolayı 

peynir kalitesinin standardizasyonuna yardımcı olmaktadır (Ryan et al., 1996;  Fenelon 

et. al., 1999).  Enterococcus faecalis, Enterococcus durans ve Enterococcus faecium 

bakterilerinin çeĢitli suĢlarının destek kültür olarak Cheddar peynirinde kullanımında 

olumlu sonuçlar elde edilmiĢ, bu mikroorganizmaların ilavesi proteoliz ve lipolizi 

arttırarak geliĢimini hızlandırmıĢtır (Gardiner et al., 1999).  Starter kültür özelliği 

taĢımayan LAB; bazen kalsiyum laktat kristallerinin oluĢumuna, aroma bileĢiklerinin ve 

ürünün fiziki yapısının bozulmasına sebep olur (McAuliffe et al., 1999).  

 Bazı lantibiyotiklerin etki mekanizmalarının kesin olarak belirlenmesi ve yeni 

tanımlanan bir mekanizma ile çoklu-ilaç dirençliliğine sahip patojenlere karĢı aktiviteye 

sahip olmaları, tedavi amacıyla kullanımlarına olanak sağlamaktadır.  Örneğin iki 

peptitli laktisin 3147; S. aureus (metisilin dirençli S. aureus‟da dahil), enterokoklar 

(VRE dahil), streptokoklar (S. pneumoniae, Streptococcus pyıgenes, Streptococcus 

dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus mutans), Clostridium botulinum ve 

Propionibacterium acnes gibi bakteri türlerine karĢı in vitro etkinliğe sahiptir.  Bu 

nedenle bakteriyosinler, gıdaların korunmasında kullanımının yanı sıra mastitis 

enfeksiyonlarının önlenmesinde de büyük öneme sahiptir (Sit and Vederas, 2008).  
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Çizelge 2.1. Bazı bakteriyosinlerin kullanıldığı gıdalar (Biler, 2009) 

Bakteriyosin Uygulanan Gıda 

Nisin A Yeniden Ģekillendirilen et ürünleri 

Nisin A 
Ricotta peynirinde L. monocytogenes‟in kontrolü 

için kullanılmıĢtır. 

Pediocin AcH 

Pediocin AcH sentezleyen Lb. plantarum 

WHE92, olgunlaĢmanın baĢlangıcında Munstar 

peynirinin yüzeyine spreylenmiĢtir. 

Enterocin 4 
Enterocin sentezleyen E. faecalis INIA4, 

Manchego peyniri üretiminde kullanılmıĢtır. 

Leucocin A 

Leuconostoc gelidium UAL 187 vakum 

paketlemiĢ sığır etinde bozulma kontrolü için 

kullanılmıĢtır. 

Enterocin 
Jambon, domuz eti, tavuk eti ve sosiste bozulma 

faktörlerini kontrol için kullanılmıĢtır. 

Pediocin 
ġarap ve fırıncılık ürünlerinde kullanım 

potansiyeli araĢtırılmıĢ ve belirlenmiĢtir. 

 

 

 Bakteriyosinlerin kullanımını sınırlayan bazı faktörler de bulunmaktadır. Bu 

faktörler; dar aktivite spektrumu, kendiliğinden bakteriyojenikliğin kaybı, proteolitik 

enzimlerle inaktivasyon, gıda ortamlarına kültürün zayıf adaptasyonu, düĢük üretim 

seviyesi ve bakteriyosine dayanıklı bakterilerin ortaya çıkmasıdır (Seçkin ve Baladura, 

2010). 

 Bakteriyosin konusunda edinilmiĢ geniĢ bilgiye rağmen gıda güvenliğinde 

bakteriyosinlerin antimikrobiyal potansiyelinden yararlanmak için birbirinden farklı 

araĢtırma konuları vardır (Çizelge 2.2).  Biyokoruyucuların kullanımını kapsayan 

araĢtırma konuları; direnç mekanizması, yeni veya geliĢtirilmiĢ antimikrobiyaller ve 

güvenlik olarak gruplandırılabilir.  
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Çizelge 2.2. Geleceğin bakteriyosin ile ilgili araĢtırma konuları (Whichard et al., 2003) 

Araştırma Konuları 

Direnç Mekanizması 
BağıĢıklık transferi,  

Çapraz direnç,  

Bakteriyosin reseptörleri 

Yeni Antimikrobiyaller Protein Mühendisliği 

Güvenlik Kompleks ekosistemlerde (fermente 

gıdalarda) etkileri ve toksisitesi 

 

2.1.2. Probiyotik özellikleri 

 Probiyotikler, intestinal sistemin mikrobiyal dengesini düzenleyerek konakçı 

sağlığı üzerinde yararlı etkileri olan, canlı mikrobiyal gıda katkılarıdır.  Günümüzde 

probiyotik tanımı, insan ve hayvan sağlığını destekleyen (güçlendiren) ve gıda, yem ya 

da gıda katkı maddelerine ilave edilen mikrobiyal preparatların tümünü kapsamaktadır.  

En yaygın olarak kullanılan probiyotikler Bifidobacterium ve Lactobacillus türleridir.  

Bazı maya ve küf türleri de probiyotik ürünlerin hazırlanmasında kullanılmaktadır 

(Uymaz, 2009).  FAO/WHO (2002) tarafından belirlenen kritere göre, antibiyotik direnç 

genlerini taĢıyıp aktarabilen ve intestinal sistemde mukozal yapıya zarar veren suĢlar 

probiyotik olarak kullanılamaz. 

Çizelge 2.3. Ticari olarak satılan bazı probiyotikler (Kıran, 2006) 

Ürün Adı Mikroorganizma Kategori Ülke 

VITAGEN 
Lactobacillus acidhophilus 

Lactobacillus casei 
Fermente içecek Malezya 

LEVENIN Enterococcus faecalis Süt tozu Japonya 

BIO-GRADE Lactobacillus acidhophilus Fermente süt Avusturalya 

LCI Lactobacillus casei Yoğurt Türkiye 

VENTRUX Streptococcus feacium Kapsul Ġsveç 
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 Probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmaların faydaları bilinmesine 

rağmen bazı aranan özellikler vardır.  Bunlar: 

 • Güvenilir olmalıdır ve olumsuz yan etkiye sebep olmamalıdır. 

 • Antimikrobiyal madde üretmelidir. 

 • Bağırsak hücrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir. 

 • Patojenik bakterilere antagonistik etki yapmalıdır. 

 •  Stabil olmalıdır. DüĢük pH ve safra tuzları gibi olumsuz çevre   

  koĢullarına dayanıklı olmalıdır.   

 • Antibiyotiklere karĢı dirençli olmalıdır. 

 • Üretim ve depolama sırasında canlı kalmalı ve aktivitesini korumalıdır  

  (Gültekin, 2004; BaĢyiğit, 2004). 

 

 Probiyotik bakteriler, sayı ve hacim avantajları ile bağırsak ve ürogenital sistem 

epitelyum hücrelerinde, patojenlerin girmesini zorlaĢtırırlar.  Patojenlerin üremek için 

gereksinim duydukları besin maddelerini tüketerek, üremelerini inhibe ederler.  

Bağırsak enzim aktivitesine etki ederler.  Probiyotik bakterilerin, sindirim sistemi 

tedavilerinde çeĢitli beslenme ve düzenleyici etkileri bulunmaktadır.  Laktaz, maltaz, 

sükraz aktivitesini arttırırlar, vitamin ve minerallerin emilimini kolaylaĢtırırlar.  Ġmmün 

sistem üzerine olumlu etkileri vardır (Gillor et al, 2008; Gültekin, 2004; Sağdıç ve ark., 

2004).  

 Probiyotik olan LAB tıbbi alanda da kullanılmaktadır.  Bunlar bağırsakta B 

vitaminlerini, β- galaktozidazı ve antimikrobiyal bileĢikleri salgıladıklarından çok yönlü 

etkiye sahiptirler.  β- galaktozidaz enzimi, sütteki laktozu metabolize edemeyen (laktoz-

intolerant) insanların laktoz sindirimini olanaklı kılar (AltuntaĢ ve Ayhan, 2010).  

Probiyotik LAB‟nin sağlık üzerine bazı faydalı etkileri aĢağıda verilmiĢtir.  
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• Yüksek kolesterol seviyesini azaltılması 

• Laktoz intoleransının hafifletilmesi 

• Bağırsak florası üzerine olumlu etki 

• Ġntestinal sistem enfeksiyonlarının engellenmesi 

• Ġmmün sistemin güçlenmesi  

• Ġltihabi veya alerjik reaksiyonların azaltılması  

• Kolon kanseri riskinin azaltılması  

• Ürogenital enfeksiyonlar  

• Helicobacter pylori enfeksiyonu  

• Ağır metallerin ve mikotoksinlerin giderilmesi (Tok ve Aslım, 2007). 

 Enterococcus faecium türleri çiftliklerde hayvanların geliĢiminde ve hastalıkların 

önlenmesinde ve hayvan yemi üretiminde probiyotik olarak kullanılmaktadır (Devriese 

et al., 1995; Çakır ve ark., 2002).  Ticari olarak satılan bazı probiyotikler Çizelge 2.3‟te 

verilmiĢtir.  Hayvan yetiĢtiriciliğinde bu bakterilerin probiyotik olarak kullanılması hem 

hastalıklara karĢı direncin, hem de hayvanların geliĢiminin arttırılmasında pozitif 

sonuçlar vermektedir.  Ayrıca ürettikleri ve diğer bakterilerin geliĢmesini inhibe eden 

bileĢikleri sayesinde, intestinal kas tabakasında hızla çoğalarak patojenik bakterilere 

karĢı ilk savunma tabakasını oluĢturmaktadırlar (Yaman ve Esendal, 2004).  

Enterococcus faecium, hayvan beslenmesinde antibiyotiklerin kullanılmasına alternatif 

olarak gösterilmektedir (Hammes and Hertel, 2001). Probiyotik olarak kullanılan 

bakterilerden bazıları Çizelge 2.4‟te belirtilmiĢtir. 
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Çizelge 2.4. Probiyotik olarak kullanılan bakteriler (Yılsay ve Kurdal, 2000; Göktepe ve 

ark., 2006; Yiğit‟ten (2009). 

Lactobacillus türleri 

Lactobacillus. bulgaricus 

Lactobacillus delbrueckii 

Lactobacillus lactis 

Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus reuteri 

Lactobacillus casei 

Lactobacillus helveticus, 

Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus plantarum  

Lactobacillus rhamnosus,  

Lactobacillus salivarius 

Lactobacillus gasseri 

Lactobacillus johnsonii,  

Bifidobacterium türleri 

Bifidobacterium adolescentis 

Bifidobacterium bifidum 

Bifidobacteriumbreve 

Bifidobacterium infantis  

Bifidobacterium longum 

Bifidobacterium thermophilum 

Enterococcus türleri 
Enterococcus faecalis  

Enterococcus  faecium 

Bacillus türleri 

Bacillus subtilis 

Bacillus pumilis 

Bacillus lentus  

Bacillus licheniformis 

Bacillus coagulans 

Pediococcus türleri 

Pediococcus cerevisiae 

Pediococcus acidilactici 

Pediococcus pentoseceus 

Streptococcus türleri 

Streptococcus cremoris  

Streptococcus thermophilus  

Streptococcus intermedius  

Streptococcus lactis  

Streptococcus diacetilactis 

Bacteriodes türleri 

Bacteriodes capillus  

Bacteriodes juis  

Bacteriodes ruminicola  

Bacteriodes amylophilus 

Leuconostoc türleri Leuconostoc mesenteroides 
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2.2. Bakteriyosinlerin Genel Özellikleri ve Sınıflandırılması 

 Farklı bakteriler arasında antagonistik iliĢki ilk kez Pasteur ve Joubert (1877) 

tarafından belirlenmiĢ ve bakteriyosin tanımı ilk kez Jacob ve ark. (1953) tarafından 

yapılmıĢtır.  Bakteriyosinler kısaca antimikrobiyel aktivite gösteren peptit veya protein 

yapısındaki bileĢenlerdir.  BaĢka bir ifadeyle bakteriyosin çoğunlukla LAB tarafından 

sentezlenen küçük molekül ağırlıklı peptitlerdir (Cotter et al., 2005; Seçkin ve Baladura, 

2010). 

 Bakteriyosinlerin genel özellikleri, ribozomal olarak sentezlenen protein 

yapısındaki bileĢikler olmaları ve özellikle yakın akraba türlere karĢı antimikrobiyal 

aktivite göstermeleridir.  Bakteriyosinler genellikle geliĢme fazında üretilen birincil 

metabolitlerdir. Her bakteriyosinin kendi dirençlilik proteini vardır.  Bakteriyosinler 

biyokimyasal özellikleri, molekül ağırlıkları, etki spektrumları, etki mekanizmaları ve 

genetik dayanakları bakımından heterojen büyük bir sınıf oluĢtururlar (Chen and 

Hoover, 2003; Gillor et al., 2008; Asutay, 2007).   

 LAB tarafından üretilen bakteriyosinler, aminoasit dizilimleri, etki 

mekanizmaları, biyolojik aktiviteleri, ısı toleransları, modifiye aminoasit varlıkları ve 

salgı mekanizmaları göz önünde bulundurularak sınıflandırılır.  Gram pozitif bakteriler 

tarafından üretilen bakteriyosinler dört faklı grup altında sınıflandırılmıĢtır 

(Klaenhammer, 1993; Akkoç ve ark., 2009; Ghamat, 2010).  

 

2.2.1. Grup Ι (Lantibiyotikler) 

 Isı stabil, küçük (< 5 kDa), birden fazla halka yapısı içeren ve membran üzerine 

aktivite gösteren peptitlerdir Cintas et al., 2001; Gillor et al., 2005; Jeevaratnam et al., 

2005; de Vuyst and Leroy, 2007; Todorov, 2009).  Nisin bu gruptaki en çok çalıĢılmıĢ 

bakteriyosindir ve pek çok patojen ve gıda bozulmalarına neden olan bakterilere karĢı 

aktiftir (Deraz, 2005).  

 Lantibiyotikler, kimyasal yapılarına ve antimikrobiyal aktivitelerine göre Tip A 

ve Tip B olarak ikiye ayrılmaktadır.  Yapılarında bilinen aminoasitlerin yanı sıra 
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lanthionine ve methyllanthionine içermektedirler.  Pozitif yüklü Tip A lanbiyotikler, 

lineer ve düzgün olmayan Ģekillidirler.  Tip A lantibiyotikler, bakteri membranında 

porlar oluĢturarak antimikrobiyal aktivite göstermektedir.  Ortalama büyüklükleri 21-38 

aminoasittir.  Biyokimyasal ve genetik düzeyde en iyi tanımlanmıĢ olan “nisin” bir tip 

A bakteriyosindir.  Tip B lantibiyotikler ise küçük globüler yapıda negatif yüklü veya 

yüksüz peptidlerdir.  Tip A lantibiyotiklerden oldukça küçüktür, büyüklükleri 19 amimo 

asiti aĢmamaktadır.  Spesifik enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite 

göstermektedirler.  Tip B üyesi olan bakteriyosinlerden bazıları mersasidin, 

sinnamisin‟dir (Guder et al., 2000; Chen and Hoover, 2003; Gillor et al., 2005; Dinçer 

ve ark., 2009; Akkoç ve ark., 2009). 

 

2.2.2. Grup ΙΙ  

 Bu grupta yer alan bakteriyosinler 10 kDa‟dan küçük molekül ağırlığına sahip, 

30-60 aminoasit içeren, ısı stabil, lantiyonin, β-metillantiyonin, dehidroalanin ve 

dehidrobütirin gibi modifiye olmuĢ aminoasit kalıntıları içermeyen peptidlerden 

oluĢmaktadır.  Bu bakteriyosinler grup ΙΙa, grup ΙΙb ve grup IIc olmak üzere üç alt gruba 

ayrılmıĢtır.  

 Grup IIa en büyük gruptur ve bu grubun üyeleri korunmuĢ bir amino terminal 

dizi (-Tyr-Gly-Asn-Gly- Val-Xaa-Cys) içermeleri nedeniyle diğerlerinden 

ayrılmaktadır.  Tıpkı Tip A lantibiyotiklerde olduğu gibi, bu bakteriyosinler de 

sitoplazmik membranda por oluĢturarak etki gösterirler.  Grup ΙΙa‟ya ait bakteriyosinler, 

Listeria türlerine karĢı aktivite gösteren bakteriyosinlerdir.  Pediosin PA-1 (AcH), 

leukosin A, sakasin A, sakasin P ve enterosin A, IIa alt grubu üyesi bakteriyosinlerdir 

(Tuncer, 2005; Vuyst and Leroy, 2007; Akkoç ve ark., 2009).  

 Grup ΙΙb üyesi bakteriyosinler, iki peptidlidirler.  Bu bakteriyosinler hedef hücre 

zarında por yapısı oluĢtururlar ve tam aktivite gösterebilmek için iki peptide de ihtiyaç 

duymaktadırlar.  Bu peptidler tek olduğunda zayıf aktivite gösterirken, iki peptid bir 

arada olduklarında sinerjetik etkileĢim sonucu oldukça aktif moleküller haline 
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gelmektedirler.  Laktokoksin G, laktokoksin F ve laktasin F, IIb alt grubu üyesi 

bakteriyosinlerdir (Tuncer, 2005; Köseoğlu, 2007).  

 Bir diğer alt grup ise salgı sinyallerine bağlı olarak üretilen peptitler olan grup 

IIc bakteriyosinlerdir (Guder et al., 2000; Akkoç ve ark., 2009) 

 

2.2.3. Grup ΙΙΙ 

 Yüksek molekül ağırlığına sahip ve ısıya dayanıksız proteinlerden oluĢan bu 

grup bakteriyolizinler olarak da adlandırılırlar.  Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin 

büyük bir kısmı Lactobacillus cinsi bakteriler tarafından sentezlenmektedir.  Helvetisin 

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

üyelerindendir.  Grup III üyesi bakteriyosinlerin çoğu ısıya duyarlı proteinler olmasına 

rağmen, helvetisin J gibi ısı stabil bazı bakteriyosinler de bulunmaktadır (Klaenhammer, 

1993; Ennahar et al., 2000; Trotter et al., 2004). 

 

2.2.4. Grup IV 

 Bu grupta sınıflandırılan bakteriyosinler, polipeptit yapısı dıĢında lipoprotein 

veya glikoprotein gibi ilave bazı yapılar içeren kompleks bakteriyosinlerdir.  Plantarasin 

S, laktosin 27, leukonosin S ve lakstrepsin  bu gruba dahil bazı bakteriyosinlerdir 

(Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996; Ennahar et al., 2000; Nes and Holo, 2000; 

Akkoç ve ark., 2009).  

 Bakteriyosin aktivitesinin protein dıĢı yan gruplardan da kaynaklanabileceğine 

iĢaret eden sınırlı sayıda literatür vardır.  Ancak, yan grupların bakteriyosin aktivitesi 

hiçbir araĢtırmada kesin olarak tanımlanamamıĢtır (Oscariz and Pisabarro, 2001; 

Madera et al., 2003).  
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2.2.5. Bakteriyosinlerin sentezlenmeleri ve etki mekanizmaları 

 Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenmektedir.  Bakteriyosinlerin üretim 

mekanizmaları, aminoasit diziliĢleri, etki mekanizmaları, üretici genlerin RNA 

diziliĢleri belirlenmiĢ ve genel olarak birçok ortak özelliklere sahip oldukları 

saptanmıĢtır.  Genel olarak bakteriyosinlerin üretimlerindeki temel prosesler aynıdır.  

Polipeptit dizisi tarafından kodlandıktan sonra öncü protein olarak ayrılıp bir moleküler 

sinyalizasyona uğrayıp, çeĢitli modifikasyonların ardından sistein sayısına göre son 

Ģeklini kazanmaktadır ve hücre dıĢına salgılanmaktadır (Kurt ve Zorba, 2005). 

 LAB‟nin bakteriyosin üretiminden sorumlu genleri konjugatif transpozonlar ya 

da plazmidler gibi transfer edilebilen elementler ile iliĢkilidir.  Bakteriyosinler N 

terminal öncü peptide sahip inaktif pre-peptit halinde sentezlenirler.  Öncü peptidin 

üretici hücrede inaktif formda kalması, taĢıyıcılar ile etkileĢimini sağlamakta ve 

modifikasyon sistemleri tarafından tanınmasında rol oynamaktadır.  Peptit genellikle 

taĢıma sistemleri ve nadiren hücrenin salgı sistemleri ile hücre dıĢına taĢınır.  Öncü 

dizisi bulunmayan çok az sayıda bakteriyosin tanımlanmıĢtır.  Bakteriyosinlerin yapısal 

genleri ve direnç genlerinin çoğunlukla aynı operonda ya da birbirine yakın operonlarda 

kodlu olduğu bilinmektedir (Nes et al., 1996; Diep and Nes, 2002; Xie et al., 2004).  

 Bakteriyosinlerin üretiminin gerçekleĢebilmesi için dört farklı gene ihtiyaç 

vardır.  Bunlar; öncü peptiti kodlayan bir yapısal gen, immünite geni, ABC taĢıyıcısını 

kodlayan gen ve bakteriyosinin hücre dıĢına taĢınması için gereken proteini kodlayan 

gendir. 

 Bakteriyosinlerin bakterisidal etkisi, hedef hücrelerin sitoplazmik 

membranlarında meydana gelmekte ve bu etki iki Ģekilde gerçekleĢmektedir (Montville 

et al., 1995).  Wedge–modeli; bakteriyosinlerin pozitif yüklü N ve C uçları, 

membranlarda bulunan negatif yüklü fosfolipidlerle birleĢerek, membran 

fonksiyonlarını por ġekil 2.2‟de görüldüğü gibi oluĢturarak bozar (Üstündağ ve 

Özdoğan, 2011). 
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ġekil 2.2. Bakteriyosinin fosfolipidlere bağlanarak por oluĢturması (Hampikyan ve 

Çolak, 2007). 

 

 Barrel-Stave olarak adlandırılan diğer bir etki mekanizması ise; hücre duvarı 

sentezinin ön maddesi olan Lipid II molekülüne bakteriyosinler bağlanarak Lipid II 

molekülünün peptidoglikan zincirine bağlanmasını önleyerek hücre duvarı sentezini 

durdurur (ġekil 2.3) (Üstündağ ve Özdoğan, 2011). 

 

 

ġekil 2.3. Bakteriyosinlerin Lipid  II molekülüne bağlanarak por oluĢturması (1; Nisin 

ilk aĢamada lipid II‟nin karbonhidrat parçasına dıĢtan yönelimli olarak bağlanır. N-

terminal bölgesi bağlanma için gereklidir. 2; C-terminal kısmı ise membranı geçerek 

por yapısını tamamlar.) (Hampikyan ve Çolak, 2007) 

 

 E. faecium ST311LD tarafından üretilen bakteriyosinin bazı Gram-pozitif (E. 

faecalis, Lactobacillus casei ve Streptococcus pneumoniae) ve Gram-negatif bakterilere 
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(E. coli ve P. aeruginosa) karĢı inhibitör etki gösterdiği saptanmıĢtır (Todorov and 

Dicks, 2005). 

 E. faecalis A-48-32 ve E. faecium S-32-81 tarafından üretilen enterosin AS-48 

(Ananou et al., 2005), E. faecalis EJ97 tarafından üretilen enterosin EJ97 (Garcia et al., 

2004), E. casseliflavus IM 416K1 ve E. faecalis IM 388C tarafından üretilen 

enterosinlerin (Sabia et al., 2004) gıda kaynaklı bir patojen olan L. monocytogenes‟e 

karĢı inhibitör etkileri farklı çalıĢmalarda belirlenmiĢtir. 

 E. faecalis suĢları tarafından üretilen bakteriyosinlerin genellikle enterokok 

türlerine karĢı etkili olduğu, E. faecium suĢları tarafından üretilen bakteriyosinlerin ise, 

Propionibacterium spp., L. innocua, L. monocytogenes, Clostridium sporogenes ve Cl. 

tyrobutyricum‟u kapsayan geniĢ inhibitör aktivite spektrumuna sahip olduğu 

görülmüĢtür (Toit et al., 2000).  E. faecalis EJ97 tarafından üretilen enterosin EJ97‟nin 

Bacillus macroides, B. coagulans ve B. maroccanus‟un geliĢimi inhibe ettiği 

belirlenmiĢtir (Garcia et al., 2004). 
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3. MATERYAL VE METOD 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1 Çalışmada kullanılan LAB  

 Bu çalıĢmada EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi Gıda Mikrobiyolojisi 

Laboratuvarı kültür koleksiyonunda bulunan ve bakteriyosin üretme yeteneği açısından 

test edilmiĢ kok formunda 4 adet LAB kullanılmıĢtır.  Bu dört bakteri Gram pozitif, 

katalaz negatif, sporsuz ve anaerobik koĢullarda geliĢebilen bakterilerdir.  Bu özellikleri 

nedeniyle muhtemel LAB olarak tanımlanmıĢlardır. 

 

3.1.2. Antimikrobiyal aktivite çalışmalarında indikatör olarak kullanılan 

bakteriler 

 ÇalıĢmada bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amacıyla 

Çizelge 3.1‟de kullanılan Gram pozitif ve Gram negatif test bakterilerinin isimleri ve 

katalog numaraları veya temin edildiği kaynaklar verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.1. Test Bakterileri 

Bakteriler Suş numaraları 

Staphylococcus aureus ATCC 25923    

Listeria monocytogenes LMG 13305 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 2783 

Micrococcus luteus NRRL B 1018 

Enterococcus faecalis NRRL 29212 

Escherichia coli O157 ATCC 35150 

Escherichia coli  LMG 8223 

Bacillus cereus LMG 8221 

Bacillus subtilis NRRL NRS 744 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 

Serratia marcescens NRRL B 2544 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 

Streptococcus faecalis NRRL B 14617 

Metisilin dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) Klinik izolat, ESOGÜ 

Vankomisin dirençli Enterococcus (VRE) Klinik izolat, ESOGÜ 

Metisilin dirençli Staphylococcus epidermidis Anadolu Üniversitesi 

Metisilin ve vankomisin  dirençli Staphylococcus warneri Anadolu Üniversitesi 

Metisilin ve vankomisin  dirençli Staphylococcus aureus Anadolu Üniversitesi 

Metisilin ve vankomisin dirençli Staphylococcus haemolyticus Anadolu Üniversitesi 

Metisilin ve vankomisin dirençli Staphylococcus epidermidis Anadolu Üniversitesi 

Vankomisin dirençli Staphylococcus hominis Anadolu Üniversitesi 

Lactobacillus pentosus NRRL B 227 

Lactococcus lactis ssp. lactis NRRL B 633 

Lactococcus lactis ssp. cremoris NRRL B 634 

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides NRRL B 1118 

Lactobacillus fermentum NRRL B 1840 

Weisella viridescens NRRL B 1951 

Enterococcus faecium NRRL B 2354 

Lactobacillus acidophilus NRRL B 4495 

Lactobacillus plantarum NRRL B 4496 
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3.1.3. Kullanılan besiyerleri 

 

3.1.3.1. Arjinin dihidrolaz besiyeri 

Pepton    1,0 g 

NaCl     5,0 g 

K2HPO4    0,3 g 

Fenol red    0,01 g 

DL-arjinin HCl  10,0 g 

Agar     3,0 g 

Distile su    1000,0 ml 

 Besiyeri içeriği distile suda çözülüp pH‟sı 7,2 olarak ayarlandıktan sonra 

otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edilip kullanılmıĢtır.  

Besiyeri otoklavlandıktan sonra tüplere dağıtılıp tüpler dik olacak Ģekilde 

dondurulmuĢtur. 

 

3.1.3.2. Deoksiribonükleaz (DNaz) agar 

Tryptose   20,0  g 

Sodyum klorür  5,0  g 

Deoksiribonükleik asit 2,0 g 

Agar    15,0  g 

Distile su   1000,0 ml 

Otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edilip kullanılmıĢtır. 
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3.1.3.3. Gliserol içeren stok kültür besiyeri 

1 litre MRS broth içerisine 200 ml gliserol eklenerek otoklavda 1,1 atmosfer 

basınçta, 121 °C‟de 15 dakika sterilize edilmiĢtir.  Aseptik koĢullarda steril ependorf 

tüplerine 1 ml aktarılmıĢtır.  

 

3.1.3.4. Jelatin agar 

Pepton    5 ,0 g 

Agar     15,0  g 

Jelatin     4,0  g 

Distile Su    1000    ml 

Otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edilip kullanılmıĢtır. 

 

3.1.3.5. Kanlı agar (50 ml/L koyun kanı içeren) 

Nutrient broth   20,0  g 

Sodyum klorür  5,0  g 

Agar    15,0  g 

 Besiyeri içeriği distile su içinde eritilip ve otoklavda 121 °C‟da 15 dakika steril 

edilmiĢtir ve pH 6,8±0,2‟ye ayarlanmıĢtır.  Otoklavdan sonra besiyeri 45-50 °C‟ye 

soğutulmuĢtur, %5 oranında defibrine koyun kanı ilave edilerek karıĢtırılmıĢtır.  Steril 

petrilere 15 ml dökülmüĢtür.  
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3.1.3.6. Litmus milk 

 Skim milk    100,0 g 

 Litmus     0,075 g 

 Distile su    1000,0 ml 

 Otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edilip 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.3.7. MRS agar (Merck) 

D(+) Glukoz     20,0 g 

Et ekstraktı    10,0 g 

Pepton     10,0 g 

Maya ekstraktı   4,0 g 

Tween 80    1,0 g 

Sodyum asetat    5,0 g 

Di-Amonyum hidrojen sitrat  2,0 g 

Di Potasyum hidrojen fosfat  2,0 g 

Magnezyum sülfat   0,2 g 

Mangan sülfat    0,04 g 

Agar-agar    14,0 g 

Distile su    1000,0 ml 

Besiyeri içeriği distile suda çözdürülüp, otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 

°C‟de 15 dakika steril edilmiĢtir, pH‟sı 5,7 ± 0,2 olarak ayarlanmıĢtır.  Steril edilen 
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besiyeri 45-50 °C‟ye kadar soğutulduktan sonra aseptik koĢullarda petrilere 

dökülmüĢtür. 

 

3.1.3.8. MRS broth (Merck) 

D(+) Glukoz     20,0 g 

Et ekstraktı    10,0 g 

Pepton     10,0 g 

Maya ekstraktı   4,0 g 

Tween 80    1,0 g 

Sodyum asetat    5,0 g 

Di-Amonyum hidrojen sitrat   2,0 g 

Di Potasyum hidrojen fosfat   2,0 g 

Magnezyum sülfat    0,2 g 

Mangan sülfat    0,04 g 

Distile su     1000,0 ml 

Besiyeri içeriği distile suda çözdürülmüĢ 5‟er ml küçük tüplere aktarılıp 

otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edildikten sonra 

kullanılmıĢtır, pH‟sı 5,7 ± 0,2 ayarlanmıĢtır. 

 

3.1.3.9. NaCl içeren MRS broth 

 Ġçeriği belirtilmiĢ MRS broth besiyeri içeriğine % 4, 6,5 ve 18 oranında NaCl 

ilave edilip otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edilmiĢtir. 
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3.1.3.10. Nişastalı Nutrient agar 

Pepton    5,0 g 

Et ekstraktı    3,0 g 

NiĢasta    10,0 g 

Agar-agar    12,0 g 

Distile su    1000,0 ml 

Besiyeri bileĢenleri distile suda çözülmüĢ ve 121 °C‟de 15 dk otoklavlanmıĢtır. 

 

3.1.3.11. Nutrient agar (Merck)  

Pepton    5,0 g 

Et ekstraktı    3,0 g 

Agar-agar    12,0 g 

Distile su    1000,0 ml 

Besiyeri bileĢenleri distile suda ısıtılarak çözülmüĢ ve otoklavda 121 °C‟de 15 

dakika steril edilmiĢtir.  Besiyeri 45-50 °C‟ye kadar soğutulduktan sonra aseptik 

koĢullarda petrilere dökülmüĢtür. 

 

3.1.3.12. Nutrient broth (Merck)  

Pepton    5,0 g 

Et ekstraktı   3,0 g 

Distile su    1000,0 ml 
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Besiyeri içeriği distile suda çözdürülüp 5‟er ml küçük tüplere aktarılıp otoklavda 

1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edildikten sonra kullanılmıĢtır. 

 

3.1.3.13. Safra tuzu içeren MRS broth 

 Ġçeriği belirtilen MRS brotha %0,3, %0,5 ve %1 oranında safra tuzu ilave 

edilerek 5‟er ml tüplere dağıtılmıĢtır.  Otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 

dakika sterilize edildikten sonra kullanılmıĢtır. 

 

3.1.3.14. Skim milk içeren Nutrient agar 

Ġçeriği verilmiĢ Nutrient agara %10 oranında skim milk ilave edilmiĢtir.  

Otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edildikten sonra 

petrilere 15 ml dökülmüĢtür. 

 

3.1.3.15. Sorbitol içeren MRS broth 

Ġçeriği belirtilen MRS brotha %1 oranında sorbitol eklenmiĢtir ve 0,018 g/L 

fenol red ilave edilmiĢtir.  pH 7,4‟e ayarlandıktan sonra tüplere 5 ml dağıtılmıĢtır. 

Otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edildikten sonra 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.3.16. Sukrozlu MRS agar 

MRS agar besiyeri içeriği aynen hazırlanır ancak glukoz yerine 20,0 g sukroz 

eklenip ve otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121° C‟de 15 dakika sterilize edildikten 

sonra petrilere 15 ml dökülmüĢtür. 
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3.1.3.17. %0,01’lik TTC içeren MRS agar 

MRS agar besiyeri içeriği hazırlanmıĢ ve içerisine %0,01 oranında TTC ilave 

edilmiĢ ve otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edildikten 

sonra petrilere 15 ml dökülmüĢtür. 

 

3.1.3.18. %0,04 Tellurite içeren MRS agar 

MRS agar besiyeri içeriği hazırlanmıĢ ve içerisine %0,04 oranında tellurite ilave 

edilmiĢ ve otoklavda 1,1 atmosfer basınç ve 121 °C‟de 15 dakika sterilize edildikten 

sonra petrilere 15 ml dökülmüĢtür. 

 

3.1.3.19. Yapay mide sıvısı 

NaCl   0,5 g 

Pepsin   0,3 g 

Distile su  100,0 ml 

 Besiyeri içeriği distile suda çözülerek pH‟sı HCl ile ayarlandıktan sonra filtreden 

geçirilip sterilize edilerek kullanılmıĢtır (Vinderola and Reinheimer, 2003). 

 

3.1.4. Kullanılan boyalar ve çözeltiler  

 

3.1.4.1. Askorbik asit çözeltisi 

5 mg askorbik asiti 10 ml distile suda çözülmüĢtür. Elde edilen çözeltiden 750 µl 

alınıp 10 ml‟ye tamamlanmıĢtır.   
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3.1.4.2. Bradford Reaktifi 

Ticari Bradford reaktifi (B6916, SIGMA) kullanılmıĢtır. 

 

3.1.4.3. Butillenmiş hidroksi toluen (BHT) çözeltisi 

 5 mg BHT‟yi 10 ml %95‟lik metanolde çözülmüĢtür.  Elde edilen çözeltiden 750 

µl alınıp ve 10 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

 

3.1.4.4. DPPH çözeltisi  

 5 mg DPPH 100 ml %95‟lik metanolde çözülmüĢtür.  DPPH çözeltisi her 

çalıĢmada taze olarak hazırlanmalıdır. DPPH‟ın saklanması durumunda absorbansında 

değiĢiklikler meydana gelmesi nedeniyle tercih edilmez. 

 

 

3.1.4.5. Fizyolojik tuzlu su (FTS) 

Sodyum klorür   8,5  g 

Distile su    1000  ml 

 Fizyolojik tuzlu su çözeltisi sodyum klorür distile su içerisinde çözülerek 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.4.6. Kristal viyole 

Kristal viyole   2,0  g 

Etil alkol (%95)   20,0  ml 

Amonyum Oksalat  0,2 g 

Distile su    20,0  ml 
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Kristal viyole 10 ml etil alkol içerisinde çözüldükten sonra üzerine 20 ml su 

içerisinde çözünmüĢ olan amonyum oksalat eklenmiĢtir (Tamer ve ark., 1989). 

 

3.1.4.7. Lugol 

Ġyot      5,0  g 

Potasyum iyodür    10,0  g 

Distile su     100,0  ml 

Potasyum iyodür 20-30 ml distile suda çözülmüĢ ve üzerine iyot eklenmiĢtir.  

Hazırlanan çözelti distile su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır (Tamer ve ark., 1989). 

 

3.1.4.8. Potasyum Fosfat tamponu 

KH2PO4    13,60  g 

K2HPO4    22,82 g 

Distile su     100,00 ml  

 KH2PO4 ve K2HPO4 ayrı ayrı 100 ml suda çözdürülmüĢtür.  Bu iki çözeltiden de 

uygun miktarlarda alınarak karıĢtırılmıĢtır ve pH 6‟ya ayarlanmıĢtır. 

 

3.1.4.9. Safranin 

Safranin     0,5  g 

Etil alkol (% 95)    10,0  ml 

Distile su     100,0  ml 

Safranin alkol içerisinde çözüldükten sonra distile su ile 100 ml‟ye 

tamamlanmıĢtır (Temiz, 2000). 
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3.1.4.10. Sodyum fosfat tamponu 

Sodyum fosfat   0,7  g 

Distile su    100 ,0 ml 

 Sodyum fosfat distile su içerisine çözündükten sonra pH 6‟ya ayarlanmıĢtır.  

 

3.1.4.11. 1M NaOH çözeltisi 

NaOH     40,0  g 

Distile su     1000,0ml 

Sodyum hiroksit bir miktar distile suda çözdürülüp 1000 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

 

3.1.4.12. α – Naftol çözeltisi 

Çözelti 5,0 g α – naftolün 100,0 ml %95‟lik etil alkolde çözülerek hazırlanmıĢtır. 

  

3.1.4.13. % 40’lık KOH çözeltisi 

Potasyum hidroksit   40,0  g 

Distile su   100,0  ml 

 Çözelti, 40 g potasyum hidroksit bir miktar distile suda çözdürüldükten sonra 

100 ml‟ye tamamlanarak hazırlanmıĢtır. 
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3.1.4.14. Tris-Tricine Jel 

Solüsyonlar Yürütme Jeli Yükleme Jeli 

%40‟lık Akrilamid 2000,0 µl 161,5 µl 

Jel Tamponu 2000,0 µl 384,6 µl 

%70‟lik Gliserol 800,0 µl - 

H2O 1240,0 µl 1030,0 µl 

%10 APS 26,6 µl 12,3 µl 

TEMED 2,64 µl 1,23 µl 

 

Yürütme jeli hazırlanıp dökülmüĢ ve donması beklenmiĢtir, üzerine yükleme jeli 

hazırlanıp dökülmüĢtür (Shagger and Von Jagow, 1987). 

 

3.1.4.15. Tricine yükleme tamponu 

4X Tris.Cl/SDS  

Tris base (final 0,5M)  6,05 g tartılıp 40 ml distile suda çözüldükten sonra 

çözeltinin pH‟sı 6,8‟e ayarlanmıĢ ve distile su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır.  Çözeltiye 

0,4 g SDS ilave edilip 1 gece 4 °C‟de bekletilmiĢtir.   

2X Tricine örnek tamponu 

4X Tris.Cl/SDS; 2 ml, gliserol; 2,4 ml, SDS ; 0,8 g, coomassie blue; 2 mg 

karıĢtırılmıĢtır ve çözelti distile su ile 10 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 
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3.1.5. Kullanılan antibiyotik diskleri 

Chloramphenicol (OXOID)   30 µg 

Gentamicin (OXOID)    10 µg 

Amoxycillin (OXOID)   25 µg 

Penicilin G (OXOID)    10 U 

Streptomycin (BIOANALYSE)  10 µg 

Bacitracin (BIOANALYSE)   0,04 u 

Optochin (BIOANALYSE)   5 µg 

Polymixin B (BIOANALYSE)  300 µg 

Novabiocin (BD BBL
TM 

Sensi - Disc
TM

) 30 µg 

Erythromycin (BBL
TM 

Sensi - Disc
TM   

) 15 µg 

Lincomycin (BD BBL
TM 

Sensi - Disc
TM

)
 

2 µg 

Vancomycin (BD BBL
TM 

Sensi - Disc
TM

) 30 µg 

Methicillin (FLUKA)    10 µg 
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3.2. METOD 

 

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etki spektrumlarının belirlenmesi 

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar sandviç ve agar kuyu 

yöntemleri kullanılmıĢtır (Asutay, 2007). 

 

3.2.1.1. Agar sandviç yöntemiyle antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi 

 Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar sandviç yöntemi kullanılmıĢtır 

(Mayr-Harting et al., 1972).  Steril koĢullarda hazırlanan MRS agar 9 cm‟lik petrilere 

15 ml olarak dökülmüĢtür.  Laktik asit bakterilerinin 24 saatlik taze kültürleri petrilere 5 

µl ekilmiĢ ve 37 °C‟de 24 saat inkübe edilmiĢtir.  Ġndikatör olarak kullanılacak 

bakterilerin aktifleĢtirilmiĢ kültürlerinin optik yoğunluğu McFarland 1‟e (Merck, 

Germany) göre ayarlanıp 7 ml‟lik %0,8‟lik nutrient agara ilave edilmiĢtir ve vorteks ile 

karıĢtırılıp laktik asit bakterilerinin geliĢiminin gözlendiği MRS agar petrileri üzerine 

dökülmüĢtür.  Sonradan eklenen besiyeri katılaĢtıktan sonra, petriler buzdolabında +4 

°C‟ de 1 saat bekletilmiĢtir.  Bu petriler indikatör test bakterilerinin optimum büyüme 

sıcaklıklarına uygun sıcaklıklardaki etüvlere konulup 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  

Ġnkübasyondan sonra oluĢan inhibisyon zonlarının çapları (mm) ölçülmüĢtür. 

 

3.2.1.2. Agar kuyu yöntemiyle antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi 

 LAB MRS brothta 37 °C‟de 24 saat inkübe edilmiĢtir.  Ġnkübasyondan sonra 

büyümenin gerçekleĢtiği besi ortamı 5000 rpm de 10 dakika boyunca santrifüj 

edilmiĢtir.  Santrifüj sonrası süpernatan ayrılmıĢtır.  LAB‟nin ürettiği bakteriyosinin 

antimikrobiyal spektrumunu belirlemek için kuyu difüzyon yöntemi kullanılmıĢtır 

(Sifour et al., 2012).  

 Steril koĢullarda hazırlanan nutrient agar 9 cm‟lik petrilere 10 ml dökülmüĢtür.  

Ġndikatör olarak kullanılacak bakterilerin gecelik kültürlerinin optik yoğunluğu 



34 

 

McFarland 1‟e göre ayarlanarak 7 ml‟lik %0,8‟lik nutrient agar tüplerine 200 µl eklenip 

vorteks yardımıyla karıĢtırılarak nutrient agar bulunan petrilere dökülmüĢtür.  Bu 

iĢlemden sonra +4 °C‟de 1 saat boyunca bekletilen petrilere 10 mm çapında kuyucuk 

açılmıĢtır.  Bu kuyucuklar süpernatan ile (95 µl) doldurulmuĢ ve süpernatanın agara 

difüze olabilmesi için petriler +4 °C‟de 2 saat bekletildikten sonra 37 °C‟de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonunda oluĢan inhibisyon zonları ölçülmüĢtür. 

 LAB geliĢtikleri ortamda bakteriyosin üretiminin yanı sıra inhibitör özellikte 

bazı organik asitler ve H2O2 gibi metabolitler üretebilirler.  Ġndikatör test bakterilerinin 

geliĢiminin, organik asit üretiminden kaynaklanan düĢük ortam pH‟ı ya da H2O2 gibi 

metabolitler tarafından engellenmediğini belirlemek amacıyla LAB izolatlarından elde 

edilen süpernatanların pH‟sı 6,5‟e ayarlanmıĢtır.  Daha sonra süpernatan içinde 

bulunması olası H2O2‟in giderimi için ortama 1 mg/ml lik katalaz enzim çözeltisi ilave 

edilerek 37 °C‟de 2 saat boyunca inkübe edilmiĢtir.  Bu Ģekilde ön iĢlemden geçirilen 

süpernatanların antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yöntemi ile belirlenmiĢtir.  

 

3.2.2. Virulans faktörlerinin belirlenmesi 

 

3.2.2.1. DNaz testi 

LAB izolatlarının saf kültüründen bir koloni Deoksiribonükleaz (DNaz) agar 

besiyerine ekilmiĢtir ve inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyondan sonra petrinin üzeri 

1N HCl ile kaplanmıĢtır. Koloniler çevresinde Ģeffaf zon varlığında, deoksiribonükleaz 

aktivitesi pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (Tamer ve ark, 1989). 

 

3.2.2.2. Hemoliz testi 

 LAB izolatlarının saf kültürleri 50 ml/L koyun kanı içeren kanlı agar besiyerine 

inoküle edilmiĢtir ve uygun sıcaklık ve sürede inkübe edilmiĢtir.  GeliĢen koloniler 

çevresinde eritrositlerin lizisini ifade eden Ģeffaf bir zon oluĢumu aranmıĢtır.  Koloni 
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çevresinde yeĢilimsi renk oluĢması, eritrositlerin kısmi hidrolizini (α-hemoliz), Ģeffaf 

zon oluĢumu ise tam hidrolizi (β-hemoliz) iĢaret etmektedir.  Eğer izolat hemolizine 

sahip değilse, eritrositleri parçalayamayacaktır ve bu durum da γ-hemoliz olarak ifade 

edilmiĢtir (Tamer ve ark, 1989). 

 

3.2.2.3. Jelatinaz testi 

 LAB izolatları, iğne öze ile jelatin agar içeren tüplerin yüzeyine batırılarak 

ekilmiĢ 37 °C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonunda 4 °C‟de 

bekletilmiĢtir.  Ġnkübasyonun 24. saatinden itibaren her gün kontrol edilmiĢtir.  

Ġnokülasyon çizgisi boyunca sıvılaĢmanın görülmesi jelatin hidrolizinin varlığı olarak 

değerlendirilmiĢtir (Tamer ve ark, 1989). 

 

3.2.2.4. Koagülaz testi 

 Ġncelenecek LAB kültürleri lamda tavĢan plazması (Merck, Germany) ile 

muamele edilip plazmada koagülasyon aranmıĢtır.  Ġncelenecek bakteri kolonisi, lam 

üzerinde iki ayrı yerde süspanse edildikten sonra bir tanesi üzerine 1 damla izotonik 

tuzlu su diğerine plazma ilave edilmiĢtir.  KarĢılaĢtırmalı olarak göz ve mikroskopla 

aglütinasyon aranmıĢtır.  BeĢ saniye içerisinde koagülasyon oluĢumu pozitif reaksiyonu 

göstermiĢtir.  2 dakika içerisinde oluĢmamıĢ ise test sonucu negatif olarak 

değerlendirilmiĢtir. 

 

3.2.3. Süpernatanların protein miktarlarının belirlenmesi 

 Süpernatanların protein miktarları Bradford yöntemiyle belirlenmiĢtir. 100 µl 

bradford çözeltisi üzerine 20 µl süpernatan eklenerek karıĢtırılmıĢtır.  10 dakika 

karanlıkta bekletildikten sonra Thermo Nanodrop spektrofotometrede 595 nm dalga 

boyunda absorbansı ölçülmüĢtür ve protein miktarı belirlenmiĢtir.  
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3.2.4. LAB izolatının (2 nolu izolat) fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler 

yöntemlerle tanımlanması 

 LAB izolatının klasik yöntemlerle tanımlanması amacıyla bazı fizyolojik ve 

biyokimyasal testler yapılmıĢtır. Moleküler tanımlama ile de izolatın kimliği 

doğrulanmıĢtır.  

 

3.2.4.1. Fizyolojik testler 

 Farklı sıcaklıklarda ve farklı tuz konsantrasyonlarında büyüme, 60 °C‟de canlı 

kalabilme, pH 4,4 ve 9,6‟da büyüme ve hareketlilik gibi fizyolojik testler yapılmıĢtır. 

 

3.2.4.1.1.  Farklı sıcaklıklarda büyüme 

Ġzolatların farklı sıcaklıklarda geliĢme yeteneklerinin belirlenmesi için, 24 

saatlik aktif LAB kültürleri MRS broth tüplerine %2 oranında ekilmiĢ ve 4, 15, 45 ve 50 

°C‟de 3 gün boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonunda tüplerde üreme 

olup olmadığı gözlenmiĢtir. 

 

3.2.4.1.2. Farklı tuz konsantrasyonlarında büyüme 

Bu çalıĢma izolatların farklı tuz konsantrasyonlarında büyüme yeteneklerinin 

belirlenmesi için yapılmıĢtır.  %4, %6,5 ve %18 oranında NaCl içeren MRS brothlara 

aktif LAB kültürü (%2) ekilmiĢtir.  37 °C‟de 72 saat boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır 

ve inkübasyon sonunda büyüme olup olmadığı gözlenmiĢtir (Elçioğlu, 2010). 

 

3.2.4.1.3. 60 
o
C’ de canlı kalabilme yeteneği 

Taze kültür MRS broth tüplerine ekilmiĢtir ve 60 °C‟ye ayarlanmıĢ su 

banyosunda bekletilmiĢtir.  Sırasıyla 15, 30 ve 60. dakikalarda örnek alınıp MRS agar 
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petrilerine 5‟er µl damlatılarak 24 saat boyunca 37 °C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır.  

Ġnkübasyon sonunda üreme varsa sonuç pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (Manero and 

Blanch, 1999). 

 

3.2.4.1.4. pH 4,4’te büyüme 

MRS broth besiyeri hazırlanarak pH‟sı 4,4‟e ayarlanmıĢtır. Besiyeri 5‟er ml 

küçük tüplere dağıtılmıĢtır.  Taze LAB kültürü bu besiyerine ekilmiĢ ve 24-72 saat 37 

°C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonunda tüplerde geliĢme olup olmadığı 

incelenmiĢtir. 

 

3.2.4.1.5. pH 9,6’da büyüme 

MRS broth besiyeri hazırlanarak pH‟sı 9,6‟ya ayarlanmıĢtır.  Besiyeri 5‟er ml 

küçük tüplere dağıtılmıĢtır.  Taze LAB kültürü bu besiyerine ekilmiĢ ve 24-72 saat 37 

°C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonunda tüplerde geliĢme olmuĢsa 

sonuçlar pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (BaĢyiğit, 2004). 

 

3.2.4.1.6. Hareketlilik testi 

MRS brothta aktiflenen gecelik kültür %0,8 MRS agar içeren tüplere iğne öze ile 

batırılarak ekim yapılmıĢtır ve 37 °C‟de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  Bu sürenin 

sonunda inokülasyon hattının yanlarına doğru yayılmıĢ, bulanıklık Ģeklinde büyüme 

görülen tüpler pozitif, inokülasyon hattının yanlarına yayılmamıĢ ancak büyüme 

görülen tüpler negatif olarak değerlendirilmiĢtir (Asutay,  2007; Bilgin, 2008). 

 

3.2.4.2. Biyokimyasal Testler 

 EPS üretimi, %0,01‟lik TTC‟ de büyüme, arjininden amonyak oluĢumu, %0,04 

telluritte büyüme, CO2 üretimi, niĢasta hidrolizi, metilen mavili sütte büyüme, litmus 
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milkte büyüme, kazein hidrolizi, sorbitol fermentasyonu, Voges – Proskauer (VP) 

testleri uygulanmıĢtır. 

 

3.2.4.2.1.  EPS üretimi 

 Ekzopolisakkarit üretiminin olup olmadığını gözlemleyebilmek için MRS agar 

hazırlanırken glukoz yerine sukroz kullanılmıĢtır.  Besiyeri plaklara dökülmüĢ ve 5 µl 

aktif LAB kültürleri ekilmiĢtir.  37 °C‟de 72 saat inkübasyondan sonra ekzopolisakkarit 

üretiminin varlığı mukoid koloni oluĢumu ile belirlenmiĢtir (Kıran, 2006). 

 

3.2.4.2.2. %0,01’lik TTC’ de büyüme 

Otoklavlanan besiyeri petrilere dökülmüĢ ve petrilere 5 µl aktif kültürlerden 

ekim yapılmıĢtır.  37 °C‟de 24 saat inkübasyondan sonra büyüme pembe koloniler 

Ģeklinde gözlemlenirse sonuç pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (Manero and Blanch, 

1999). 

 

3.2.4.2.3. Arjininden amonyak oluşumu 

24 saatlik aktif kültürler iğne özeyle besiyerine daldırılarak ekim yapılmıĢtır ve 

37 °C‟de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonunda mor renk oluĢumu 

pozitif, sarı renk oluĢumu ise negatif olarak değerlendirilmiĢtir.  Mor renk amonyak 

oluĢumunu, sarı renk ise asit oluĢumunu göstermektedir (Harrigan, 1998).  

 

3.2.4.2.4. %0,04 Telluritte büyüme 

MRS agara %0,04 oranında tellurite eklenmiĢtir.  Besiyeri plaklarına 5 µl aktif 

kültür inokule edilmiĢtir (inkübasyon süresi 37 °C‟de 24 saat).  Sonucun pozitif 

değerlendirilebilmesi için büyümenin siyah koloniler Ģeklinde gözlenmesi 

gerekmektedir (Manero and Blanch, 1999). 
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3.2.4.2.5. CO2 üretimi 

MRS brothta aktifleĢtirilen LAB kültürleri, içinde durham tüpü bulunan 5 ml‟lik 

MRS broth tüplerine 0,1‟er ml ekilmiĢtir.  37 °C‟de 24 saatlik inkübasyondan sonra gaz 

çıkıĢı olup olmadığı gözlenmiĢtir.  Durham tüpünde gaz kabarcığı oluĢturan izolatlar 

heterofermentatif, kabarcık oluĢturmayan izolatlar ise homofermentatif olarak 

belirlenmiĢtir (Çon ve Gökalp, 2000). 

 

3.2.4.2.6. Nişasta hidrolizi 

AktifleĢtirilmiĢ LAB kültürleri, petrilere dökülmüĢ niĢastalı Nutrient agar 

üzerine 5‟er µl ekilmiĢtir.  37 °C‟de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyondan 

sonra büyümüĢ koloni üzerine lugol damlatılarak renk değiĢimi olup olmadığı 

gözlenmiĢtir. Koloni çevresi mavi renge boyanmıĢsa, bakteri niĢastayı hidrolize 

edememiĢ, koloni çevresi boyanmamıĢsa niĢasta hidrolize uğramıĢ olarak 

değerlendirilmiĢtir. 

 

3.2.4.2.7. Metilen mavili sütte büyüme 

Metilen mavili süt tüplere dağıtılıp aktif kültürlerden (%2) ekim yapılmıĢtır. 37 

°C‟de 24 saat gün inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon sonrası mavi rengin beyaza 

dönüĢümü ve pıhtı oluĢumu belirlenerek sonuçlar değerlendirilmiĢtir (BaĢyiğit, 2004).  

 

3.2.4.2.8. Litmus milk’ te büyüme 

Hazırlanan besiyeri tüplere 5‟er ml dağıtılarak 121 °C‟de 5 dakika 

otoklavlanmıĢtır.  Tüplere 100 µl LAB kültürlerinden ekim yapılmıĢtır.  37 °C‟de 1-14 

gün süreyle inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon süresi boyunca her gün renk 

değiĢimi ve çökelme olup olmadığı kontrol edilmiĢtir. 
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3.2.4.2.9. Kazein hidrolizi 

Nutrient agara %10 oranında skim milk eklenerek hazırlanan besiyeri 

otoklavlandıktan sonra petrilere dökülmüĢtür (Harrigan, 1998).  Petrilere 24 saatlik aktif 

LAB kültürleri 5 µl ekilmiĢtir.  37 °C‟de 24 saat inkübe edilmiĢtir ve koloni çevresinde 

Ģeffaf zon oluĢumuna bakılmıĢtır. 

 

3.2.4.2.10. Sorbitol fermentasyonu 

Tüplere dağıtılan besiyerine %2 oranında kültür inoküle edilmiĢtir (37 °C‟de 24 

saat).  Besiyeri renginin sarıya dönüĢümü pozitif sonuç olarak değerlendirilmiĢtir 

(Manero and Blanch, 1999). 

 

3.2.4.2.11. Voges – Proskauer (VP) testi 

 Pekçok bakteri, basit bir Ģeker olan glikozu parçalayarak nötral bir ürün olan 

asetoin (asetil metil karbinol) oluĢturur.  Asetoin, potasyum hidroksit  (KOH) varlığında 

oksitlenerek diasetil meydana getirir.  Bu ürün ise alfa naftol ile reaksiyona girdiğinde 

kırmızı renk oluĢturur.  AktifleĢtirilmiĢ taze kültürler MR-VP broth (Merck) tüplerine 

ekilmiĢ 37 °C‟de 48 saat inkübe edilmiĢtir.  Ġnkübasyondan sonra üzerine, 1ml %40‟ lık 

KOH, daha sonra 3ml %5‟ lik α-naftol çözeltileri ilave edilmiĢtir.  Besiyeri 

çalkalandıktan sonra 10-15 dakika içinde kırmızı renk oluĢması testin pozitif olduğunu 

göstermiĢtir. (Asutay, 2007). 

 

3.2.4.3. LAB izolatının Biolog Microbial ID sistemi ile tanımlanması  

 Biolog tanımlama sisteminin kitleri ile belirlenen 94 adet biyokimyasal özellik 

Çizelge 3.2‟de verilmiĢtir.  
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Çizelge 3.2. Biolog Microbial ID sistemine ait kitte bulunan testler 

 

 

3.2.4.4. Moleküler yöntemler 

Ġleriki çalıĢmalarda kullanılmak üzere seçilen LAB izolatının moleküler düzeyde 

tanılanmasında “Bioeksen Medikal ve Biyoteknolojik AraĢtırma Sistemleri‟‟ nden 

hizmet alımı yapılmıĢtır.  Firma tarafından kullanılan yöntem aĢağıda verilmiĢtir. 

 

3.2.4.4.1. DNA izolasyonu 

DNA Ġzolasyonu için Biospeedy DNA Ġzolasyon Kiti (Bioeksen, Türkiye) 

kullanılmıĢtır.  Kit protokolü aĢağıdaki gibidir. 

1. Bir mikrofüj tüpüne 600 μl Parçalama Tamponu (%2 CTAB -

hexadecyltrimethylammonium bromide, 100 mM TrisHCl pH 8, 20 mM EDTA, 1,4 
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M NaCl) eklenmiĢ, daha sonra katı besi yerinden alınan yaklaĢık 200 mg bakteri 

kolonisi tamponun içine bırakılmıĢtır.  

2. Numunenin homojenizatörde 2 dakika, 6000 rpm‟de homojenizasyonundan sonra 

95°C‟de 10 dk inkübe edilmiĢtir.  

3. Tüp 14000 RPM‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢ ve elde edilen üst sıvı yeni bir tüpe 

transfer edilmiĢtir.  Elde edilen üst sıvı hacmi kadar isopropanol, üst sıvı hacminin 

2 katı kadar Bağlama Tamponu (6,75M Guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-Cl 

pH 8,0) eklenmiĢ ve vorteksle karıĢtırılmıĢtır.  

4. KarıĢım DNA Kolonu‟na eklenmiĢ, 14000 RPM de 1 dakika santrifüj edildikten 

sonra alt sıvı atılmıĢtır. 

5. Kolona 500 μl Ġnhibitör Eleme Tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCl, pH 

6,6, %40 EtOH) eklenmiĢ, 14000 RPM de 1 dakika santrifüj edilmiĢ ve alt sıvı 

atılmıĢtır.  

6. Kolona 500 μl Yıkama Tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH 7,5; 80% v/v 

Ethanol) eklenmiĢ, 14000 RPM de 1 dakika santrifüj edilmiĢ ve alt sıvı atılmıĢtır.  

Bu adım iki defa daha tekrarlanmıĢtır. 

7. Kolun 14000 RPM de 1 dakika boĢ santrifüj edildikten sonra steril yeni bir 

mikrosantrifüj tüpe yerleĢtirilmiĢ, 100 μl Çözücü Tampon eklenmiĢ, 1 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilmiĢ, 14000 RPM de 1 dakika santrifüj edilmiĢ ve DNA 

izolatı elde edilmiĢtir.  

8. Elde edilen DNA -20°C‟de saklanmıĢtır.  

 

3.2.4.4.2. Gerçek zamanlı PCR (Q-PCR) 

Q-PCR için Biospeedy Bakteriyel ÇeĢitlilik ÇalıĢma Kiti (Bioeksen, Türkiye) 

kullanılmıĢtır.  Kit bakteri 16S rRNA‟sının, Escherichia coli numaralandırmasıyla 8-

1522 bazları arasını hedefleyen 5‟-AGAGTTTGATC(CA)TGGCTCAG-3‟ ve geri 5‟-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3‟ primerlerini içermektedir.  Bütün reaksiyonlarda 

Roche Light Cycler Nano  (Roche Diagnostics, Almanya) kullanılmıĢtır.  Reaksiyon 1,5 

mM MgCl2, 0,2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0,1U Fast Start Taq DNA 
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Polimeraz, 1x EvaGreen, 5 ng/μl kalıp DNA ve her bir primerden 0,5 μM içermektedir.  

Cihazda, primer çiftine özgü optimizasyonu sağlanmıĢ Çizelge 3.3.‟de verilen ısı 

döngüsü programı uygulanmıĢtır. Q-PCR sırasında sadece istenilen ürünün 

çoğaltıldığını belirlemek için 55°C - 95°C arasında erime eğrisi analizi yapılmıĢtır.  Q-

PCR dataları Roche LightCycler  NanoSoftware 1.0‟da analiz edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.3. Isı döngüsü programı 

 

 

3.2.4.4.3. Dizi analizi ve filogenetik analiz 

Dizi analizi için Bioeksen firmasından hizmet alınmıĢtır.  Elde edilen bakteriyel 

amplikonların dizi analizleri Sanger yöntemiyle, ABI prism Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit kullanılarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer‟da 

(Applied Biosystems, ABD) belirlenmiĢtir.  Dizi analizi hem ileri, hem de geri primerler 

kullanılarak, çift yönlü gerçekleĢtirilmiĢtir.  Elde edilen diziler 4peaks yazılımı 

(http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile analiz edilmiĢtir.  Dizilerin DNA Data 

bankasında en çok benzer olduğu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 

programı kullanılarak belirlenmiĢtir.  DNA data bankasındaki mevcut dizilere %97 ve 

Tespit Formatı 
 

Reaksiyon Hacmi 
 

SYBR Green 
 

20 µl 
  

Programlar 
    

Program İsmi 
Döngü 

Sayısı 

Analiz 

Modu   

Ön-Ġnkübasyon 1 
   

Çoğalma 35 Sayım 
  

Erime Eğrisi 1 Erime Eğrisi 
  

Soğuma 1 
   

Sıcaklık Hedefleri 
    

Hedef (°C) 

  
Okuma 

Modu 

Bekletme 

(hh:mm:ss) 

Hız 

(°C/s) 

Okuma 

(°C başına) 

Ön İnkübasyon 
    

95 
 

00:10:00 4,8 – 

Çoğalma 
    

95 
 

00:00:20 4,8 – 

53 
 

00:00:20 2,5 – 

72 Tek 00:00:25 4,8 – 

Erime Eğrisi 
    

95 
 

00:00:05 – – 

65 
 

00:01:00 – – 

98 Sürekli – 1 10 

Soğuma 
    

40 Tek 00:00:10 2,5 – 

 

http://nucleobytes.com/index.php/4peaks
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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üzeri benzerlik gösteren diziler, benzer dizilime sahip organizma ile aynı tür olarak 

kabul edilmiĢtir. %70-97 arasında benzerlik gösteren türler ise, hem morfolojik 

özellikleri hem de 16S rRNA‟larının en çok benzediği organizma göz önüne alınarak 

sınıflandırılmıĢtır.  Bilinen bakteri türlerine 70%‟den az benzerlik gösteren türler 

sınıflandırılmamıĢ olarak listelenmiĢtir.  DNA data bankasında mevcut dizilere 

%100‟den daha az benzerlik gösteren diziler DNA data bankasına eklenmiĢtir.  

 

3.2.5. Bakteriyosinin karakterizasyonu 

 Bakteriyosinin üretim özelliklerinin belirlenmesi için bakteriyosin aktivitesi 

üzerine; pH, ısıl iĢlem, enzim uygulaması, organik çözücüler,  deterjanlar ile muamele,  

depolama ömrü ve sürenin etkisi incelenmiĢtir. 

 

3.2.5.1. Çeşitli proteolitik enzimlerin bakteriyosin aktivitesi üzerine etkisi 

 Proteinase K, α-kimotripsin, proteaz, pepsin (0,05 M Na2HPO4, pH:7) ve tripsin 

(0,05 M Na2HPO4, pH:7) enzimleri kullanılmıĢtır.  Bu enzimlerin sodyum fosfat 

tamponunda (0,05 M Na2HPO4, pH:6) 1 mg/ml‟lik çözeltileri hazırlanmıĢtır (Xiraphi, et 

al., 2008).  Her biri filtre ile steril edilen enzim çözeltilerinden 25 µl alınıp 250 µl 

süpernatan ile karıĢtırılmıĢtır ve 37°C‟de 2 saat boyunca inkübe edilmiĢtir (Abo-Amer 

and Shobrak, 2012).  2 saatlik inkübasyondan sonra enzim ile iĢlem görmüĢ 

süpernatanların antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyu yöntemi ile test edilmiĢtir.  

Kontrol olarak içerisinde enzim bulunan sodyum fosfat tamponu ve enzimler ile iĢlem 

görmemiĢ süpernatanlar kullanılmıĢtır. Sonuçlar % olarak hesaplanmıĢtır.  

% = A * 100/K 

Kontrol zon çapı (K) = %100 

ĠĢlem görmüĢ zon çapı = A 
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3.2.5.2. Bakteriyosinin farklı sıcaklık derecelerindeki stabilitesi 

 Süpernatanlar su banyosunda 60, 80 ve 100°C‟de 30 ve 60 dakika, otoklavda 

121 °C‟de 15 ve 30 dakika boyunca ısıl iĢleme tabi tutulmuĢtur.  Kontrol grubu olarak 

ısıl iĢlem görmemiĢ süpernatanlar kullanılmıĢtır.  Isıl iĢlemin etkisini belirleyebilmek 

için agar kuyu yöntemiyle süpernatanların antimikrobiyal aktivitesi test edilmiĢtir 

(Köseoğlu, 2007; .Urgas et al., 2012). 

 

3.2.5.3. Bakteriyosinin farklı pH’lardaki  stabilitesi 

 LAB izolatı MRS brothta 24 saat geliĢtirilip süpernatanı ayrılmıĢtır.  

Süpernatanların pH‟sı sırasıyla 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11 olarak ayarlanmıĢ, +4 

°C‟de 0, 6, 12, 18 ve 24 saat bekletilmiĢtir.  Belirtilen saatlerde alınan örnekler nötralize 

edilerek agar kuyu yöntemi uygulanmıĢ ve 37 °C‟de 24 saatlik inkübasyondan sonra 

inhibisyon zonlarının çapları ölçülerek aktivitesi belirlenmiĢtir.  Kontrol olarak ise 

alınan örnekler nötralize edilmeden agar kuyu yöntemi uygulanmıĢtır (Köseoğlu, 2007). 

 

3.2.5.4. Bazı organik çözücülerin ve deterjanların bakteriyosin stabilitesi üzerine 

etkisi 

 Bu çalıĢmada bakteriyosinin organik çözücüler ve dejerjanlarla muamele 

edilmesinden sonra aktivitesini koruyup korumadığı araĢtırılmıĢtır. 

 

3.2.5.4.1. Organik çözücülerin bakteriyosinin stabilitesi üzerine etkisi 

Bazı organik çözücülerin bakteriyosin aktivitesi üzerine etkisinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltiler; kloroform (%10), propanol (%10), metanol 

(%10), etil alkol (%10), aseton (%10),  hekzan (%25) ve etil eter (%25) çözeltileridir.  

Bu çalıĢmada kontrol olarak, organik çözücü ile muamele edilmeyen süpernatanlar ve 

aynı konsantrasyondaki organik çözücüler kullanılmıĢtır.  Bu çözeltilerden, 5 ml 

süpernatanın içerisine %10 oranında eklenmiĢtir ve 25°C‟de 1 saat inkübe edilmiĢtir.  
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Ġnkübasyondan sonra agar kuyu yöntemi kullanılarak örneklerin antimikrobiyal 

aktivitesine bakılmıĢtır (Asutay, 2007). 

 

3.2.5.4.2. Deterjanların bakteriyosinin stabilitesi üzerine etkisi 

Bazı deterjanların bakteriyosin üzerine etkisinin belirlenmesi için, triton X-100, 

tween 80, sodyum dodesil sülfat (SDS), üre ve EDTA‟ nın %10‟luk çözeltileri 

kullanılmıĢtır.  Süpernatana bu çözeltilerden %1 oranında ilave edilerek 37 °C‟de 5 saat 

boyunca inkübe edilmiĢtir.  Ġnkübasyondan sonra ise iĢlem görmüĢ süpernatanların 

antimikrobiyal aktivitesi belirlenmiĢtir.  Kontrol olarak aynı konsantrasyondaki 

deterjanlar ile muamele edilmeyen süpernatanlar kullanılmıĢtır (Ivanova et al., 2000).  

 

3.2.5.5. Liyofilize edilmiş bakteriyosin için uygun depolama sıcaklığı ve süresi  

Uygun koĢullarda hazırlanan süpernatanlar liyofilize edilmiĢtir.  Liyofilizasyon 

iĢlemi -76 °C‟de 0,0010 mbar basınç altında gerçekleĢtirilmiĢtir.  Liyofilize örnekler +4, 

+25, -20 ve -80 °C‟de 3 ay boyunca saklanmıĢtır.  Aktivitenin korunup korunmadığını 

belirlemek amacıyla bu örneklerin antimikrobiyal aktiviteleri, 0, 7, 15, 30, 60 ve 90. 

günlerde örnek alınarak agar kuyu yöntemi uygulanmıĢ ve inhibisyon zon çapları 

ölçülmüĢtür (Yıldırım and Johnson, 1998). 

 

3.2.5.6. Bakteriyosin üreticisi için uygun saklama koşulu 

 Bakteriyosin üreticisi olan LAB izolatının saf kültürü sıvı MRS besiyerinde 

uygun koĢullarda büyütülmüĢtür ve liyofilize edilerek +25, -20 ve -80 °C‟de 3 ay 

boyunca saklanmıĢtır. 0, 7, 15, 30, 60 ve 90. günlerde liyofilize kültürler alınmıĢ ve sıvı 

MRS besiyerinde aktifleĢtirildikten sonra süpernatanı ayrılmıĢtır.  Bu süpernatanın test 

bakterilerine karĢı antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yöntemi ile belirlenmiĢtir 

(Asutay, 2007). 
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3.2.5.7. Bakteriyosinin kısmi saflaştırılması 

 Bakteriyosinin kısmi saflaĢtırılması aĢamasında ilk olarak elde edilen 

süpernantan vakum ile kurutularak ve liyofilize edilerek konsantre edilmiĢtir.  

Hazırlanan süpernatan (250 ml)  tüplere 2‟Ģer ml doldurularak konsantratörde 4 gün 

boyunca kurutulmuĢtur.  Vakumla kurutulan süpernatan, protein miktarı 5µg/100µl 

olacak Ģekilde distile su ile çözülmüĢ ve agar kuyu yöntemiyle antimikrobiyal aktivitesi 

belirlenmiĢtir.  Liyofilizasyon iĢlemi için 250 ml süpernatan hazırlanmıĢtır.  Hazırlanan 

süpernatan 5‟er ml cam kavanozlara doldurulmuĢ ve bir gece -80 °C‟de muhafaza 

edilmiĢtir. Daha sonra kavanozlar liyofilizatöre yerleĢtirilmiĢ ve iki gün boyunca -80 

°C‟de kurutulmuĢtur.  Liyofilize edilen süpernatan protein miktarı 5µg/100µl olacak 

Ģekilde distile su ile çözülmüĢ ve agar kuyu yöntemiyle antimikrobiyal aktivitesi 

belirlenmiĢtir. 

 

3.2.5.7.1. Amonyum sülfat ile protein çöktürmesi 

 Bakteriyosin üreticisi olan izolat MRS brotha (250 ml) %4 inokulum 

yoğunluğunda olacak Ģekilde ekim yapılarak 40 °C‟de 18 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır.  Ġnbasyondan sonra MRS broth kültürü 5000 rpm‟de 10 dakika santrifüj 

edilerek kültür üst sıvısı ayrılmıĢtır. Amonyum sülfat ile çöktürme iĢlemi, süpernatanın 

son konsantrasyonu %40, %60 ve %80 olmak üzere, 3 aĢamalı olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Süpernatana son konsantrasyon %40 olacak Ģekilde miktarı 

hesaplanan amonyum sülfat 30 dakika süresince az az eklenmiĢtir ve 1 gece boyunca +4 

°C‟de 100 rpm de bekletilmiĢtir.  Daha sonra, +4 °C‟de 1 saat boyunca 10000 (rpm) 

devirde santrifüj edilerek çöken katı faz ile üst kısım ayrılmıĢtır.  Santrifüj sonrası elde 

edilen üst sıvı için aynı iĢlemler %60 ve %80‟lik çöktürme için tekrarlanmıĢtır.  Çökelti 

3 ml 0,1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 6) çözülerek eppendorf tüplere alınmıĢtır 

(Pingitore et al., 2007).  
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3.2.5.7.2. Diyaliz 

  Diyaliz için rejenere selüloz membran yapıda 3,500 MWCO SnakeSkin Dialysis 

Tubing 68035 diyaliz bandı kullanılmıĢtır.  Amonyum sülfat çöktürmesinden elde 

edilen 3 ml çözelti diyaliz membranına doldurulmuĢ, potasyum fosfat tamponunda (0,1 

M), + 4 °C‟de 1 gece diyalize bırakılmıĢtır.  Diyaliz süresince tampon bir kez 

değiĢtirilmiĢtir.  Diyaliz iĢlemi bittiğinde diyalizat (5,5 ml) diyaliz bandından alınıp 

tüplere aktarılmıĢ ve elektroforetik profilinin belirlenmesi için -20 °C‟de muhafaza 

edilmiĢtir.  

 

3.2.5.7.3. Bakteriyosinin elektroforetik profilinin belirlenmesi 

 Çöktürme ve diyaliz iĢlemlerinden sonra elde ettiğimiz kısmen saflaĢtırdığımız 

bakteriyosinin molekül ağırlığının belirlenmesi için SDS-PAGE kullanılmıĢtır.  

Yürütme için %16‟lik Tris-Tricine jel hazırlanmıĢtır.  Diyalizatın protein miktarı, 

Bradford yöntemi kullanılarak 595 nm‟de spektrofotometrik (Thermo Scientific 

Nanodrop 2000)  olarak ölçülmüĢtür.  Protein miktarı belirlendikten sonra jele 

yüklenecek madde miktarı 5 µg olarak hesaplanmıĢtır.  Elektroforez tankına anot ve 

katot tamponları koyulmuĢtur.  Diyalizat, Tricine yükleme tamponunda çözülerek 

molekül ağırlığı belirlenecek olanlar 100 °C‟de 3 dakika boyunca denatüre edilmiĢ, 

antimikrobiyal aktivitesi bakılacak örnek ise denatüre edilmeden jele yüklenmiĢtir ve 

marker (Sigma, M35461) ile birlikte yürütme iĢlemine baĢlanmıĢtır.  Marker‟ın bileĢimi 

Çizelge 3.4‟te verilmiĢtir.  Yükleme jeli için 80 V, yürütme jeli için 120 V elektrik 

akımı uygulanmıĢtır (Shagger et al., 1987).  

Yürütme iĢleminden sonra antimikrobiyal aktivitesine bakılıcak jel kesilip 

boyamaya tabi tutulmadan SDS‟yi uzaklaĢtırmak için %1‟lik Tween 80 ile 3 kez 40‟ar 

dakika yıkanmıĢtır (Yamamoto, 2003).  Jel en son saf su ile birkaç kez yıkandıktan 

sonra 10 ml‟lik Nutrient agar plağına yerleĢtirilmiĢtir.  Üzerine indikatör bakteri içeren 

%0,8‟lik Nutrient agar dökülerek 37 °C‟de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  Molekül 

ağırlığının belirleneceği jel ise deriĢimleri birbirinden farklı 3 değiĢik Commassie 

brillant blue ile 15‟er dakika boyanmıĢtır. 
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Çizelge 3.4. Ultra low moleculer weight marker (Sigma (M.W. 1,060–26,600,Peptide 

and Protein Mixture in M3546). 

Peptit/Protein Moleküler Ağırlık (Da) 

Triosephosphate Isomerase from rabbit muscle 26,600 

Myoglobin from horse heart   17,000 

a-Lactalbumin from bovine milk 14,200 

Aprotinin from bovine lung 6,500 

Insulin Chain B, oxidized, bovine 3,496 

Bradykinin 1,060 

 

 

3.2.5.7.4. Bakteriyosinin HPLC profilinin belirlenmesi 

Bakteriyosinin saflaĢtırılmasında Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi 

(HPLC) kullanılmıĢtır.  Bu çalıĢma için C18 ters faz analitik protein peptid kolonu 

tercih edilmiĢtir.  ÇalıĢmalarda hareketli fazın akıĢ hızı 1 dakikada 1 ml olacak Ģekilde 

ayarlanmıĢ  ve 60 dakika süresince 230 nm dalga boyunda absorbans izlenerek ayırım 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Batista et al., 2007; Corzo et al., 2001).  Hareketli faz olarak A ve B 

olarak adlandırılan iki farklı bileĢimdeki çözeltiler kullanılmıĢ ve ayırım sırasında 

hareketli faz lineer gradient olarak uygulanmıĢtır (Çaliskan et al., 2012).  ÇalıĢmada 60 

dakika süresince, 0-100 %B tampon çözeltisi olacak Ģekilde gradient faz uygulanmıĢtır. 

Fraksiyonlar 2 dakikalık aralıklar ile ependorf tüplere toplanarak kurutulup -20 

°C‟de saklanmıĢtır.  Tüm fraksiyonların agar difüzyon yöntemi ile antimikrobiyal 

aktiviteleri belirlenmiĢtir.  Steril koĢullarda hazırlanan Nutrient agar petrilere 15 ml 

dökülmüĢtür.  Petrilere test bakterisi olarak kullanılacak olan S. aureus kültürü 100 µl 

ekilerek dragalski spatülü ile yayılmıĢtır.  20 µl steril saf su ile çözülen fraksiyonlar 2 

paralel olacak Ģekilde petrilere 5‟er µl damlatılarak 37 °C‟de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıĢtır.   
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3.2.6. Bakteriyosin üretimi için optimum koşulların belirlenmesi 

 Bakteriyosini en verimli Ģekilde üretebilmek için sıcaklık, pH, inkübasyon süresi 

ve inokulum yoğunluğu gibi parametrelerin optimize edilmesi üzerine çalıĢılmıĢtır.  

Optimizasyon çalıĢmalarının antimikrobiyal aktivite üzerindeki etkisinin belirlenmesi 

amacıyla yapılan aktivite değerlendirmesi arbitraty unit (AU/ml) olarak yapılmıĢtır.  

Arbitraty unit belirlemede, önce E. faecalis KT11 suĢunun süpernatanından 1/2-1/64 lük 

seri dilüsyonlar hazırlanmıĢ, her bir dilüsyondan 95 µl alınarak aktiviteleri, agar kuyu 

yöntemi ile seçilen test bakterilerine karĢı denenmiĢtir.  Bakteriyosin aktivitesi (AU/ml) 

aĢağıda verilen formül ile hesaplanmıĢtır (Köseoğlu, 2007). 

 

Bakteriyosin aktivitesi (AU/ml) = 1000 * V
-1 

* D
-1 

D: inkübasyon süresi sonunda indikatör bakterinin geliĢiminin                          

 engellendiği en yüksek dilüsyon oranı. 

 V:  petrilerdeki kuyucuklara koyulan süpernatan miktarı 

 

3.2.6.1. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretimini sağladığı en uygun sıcaklık 

koĢulunun belirlenmesi için izolat 25, 30, 35, 37, 40 ve 45 °C‟de büyütülmüĢtür 

(Rajaram, 2010).  Elde edilen süpernatanların seri dilüsyonları hazırlanmıĢ ve 

antimikrobiyal aktivitesine bakılmıĢtır. Sonuçlar AU/ml cinsinden hesaplanmıĢtır.  

 

3.2.6.2. Optimum pH’nın belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretiminin en iyi olduğu pH‟nın 

belirlenebilmesi için laktik asit bakterisi baĢlangıç pH‟ları 4, 5, 5,5, 6, 7, 8 ve 9‟a 

ayarlanan MRS brothlarda geliĢtirilmiĢtir (Leroy and Vuyst, 2001).  Süpernatanların 
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seri dilüsyonları hazırlanarak aktivitesine bakılmıĢtır ve aktivite AU/ml cinsinden 

hesaplanmıĢtır.  

 

3.2.6.3. Optimum sürenin belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretimi için en uygun süreyi belirlemek 

amacıyla; inkübasyon sırasında 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ve 24. saatlarde 

örnekler alınıp süpernatanların aktivitesine (AU/ml) bakılmıĢtır.  

 

3.2.6.4. Optimum inokulum yoğunluğunun belirlenmesi 

E. faecalis KT11 izolatının inokulum yoğunluğunun bakteriyosin üretimine 

etkisini saptamak için; MRS sıvı besiyerine %0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 4, 6, 8 ve 

10 oranlarındaki bakteri kültürü inoküle edilmiĢ ve 37 °C‟de 24 saat inkübasyon 

iĢlemine tabi tutulmuĢtur.  Ġnkübasyon iĢlemi bittikten sonra süpernatanlar elde edilmiĢ 

ve bakteriyosin aktivitesine bakılmıĢtır (Asutay, 2007). 

 

3.2.6.5. Anerobik koşullarda bakteriyosin üretme yeteneğinin belirlenmesi  

Laktik asit bakterileri hem aerobik hem de anaerobik koĢullarda geliĢebildikleri 

için aerotolerant anaerob bakterilerdir.  E. faecalis KT11 MRS besiyerine ekilerek (%5 

CO2) anaerobik inkübatörde 37 °C‟de 24 saat geliĢtirilmiĢtir.  Kültürün süpernatanı 

ayrılarak AU/ml cinsinden antimikrobiyal aktivitesine bakılmıĢtır. 

 

3.2.7. Optimum koşulda üretilen bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında, optimum koĢullar sağlandıktan sonra, E. faecalis 

KT11‟den elde edilen süpernatanın antimikrobiyal aktivitesinde bir değiĢim olup 

olmadığı belirlenmiĢtir.  Bunun için, optimum koĢullarda üretilen bakteriyosinin 
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antimikrobiyal aktivitesi Çizelge 3.1‟ de sunulan test bakterilerine karĢı antimikrobiyal 

aktivitesi, agar kuyu yöntemi ile yeniden denenmiĢtir.  

 

3.2.8. E. faecalis KT11’in bazı probiyotik özelliklerinin belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in probiyotik potansiyelinin belirlenebilmesi amacıyla asidik 

pH‟ya, safra tuzuna ve yapay mide sıvısına direncinin belirlenmesi, ayrıca 

antibiyotiklere duyarlılığın belirlenmesi gibi çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

 

3.2.8.1. Asidik pH’ya direncinin belirlenmesi 

E. faecalis KT11‟in asidik pH‟ya karĢı dirençli olup olmadığını belirlemek 

amacıyla yapılmıĢ bir testtir.  pH‟sı 1, 2 ve 3‟ e ayarlanan MRS brothlara aktif kültürden 

ekim yapılmıĢtır ve 37 °C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır.  Bu MRS brothlardan 2, 4 ve 6. 

saatlerde örnek alınarak MRS plaklarına ekim yapılmıĢtır ve bu plaklar 37 °C‟de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyon süresi sonunda plaklarda büyüme olup 

olmadığına bakılarak E. faecalis KT11‟in hangi pH‟da ne kadar süre ile canlı kalabildiği 

belirlenmiĢtir. 

 

3.2.8.2. Safra tuzuna direncinin belirlenmesi 

%0,3 , %0,5 ve %1 oranında safra tuzu (Oxoid) içeren MRS broth besiyerine 

tazelenmiĢ E. faecalis KT11 kültüründen %4 oranından ekim yapılmıĢtır (BaĢyiğit, 

2004). 37 °C‟ de 6 saat boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır.  6 saatin sonunda safra 

tuzuyla muamele edilmiĢ kültürden örnek alınıp MRS plaklarına 5 µl ekim yapılmıĢtır 

ve 37 
o
C‟de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  Ġnkübasyondan sonra büyüme var ise 

sonuçlar pozitif olarak değerlendirilmiĢtir.  
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3.2.8.3. Yapay mide sıvısına direncinin belirlenmesi 

 Yapay mide sıvısı hazırlandıktan sonra, deriĢik HCl ile pH‟ları sırasıyla 2, 3 ve 

4‟e ayarlanmıĢtır.  E. faecalis KT11 kültüründen pH‟ları ayarlanan yapay mide sıvısına 

eklenerek 37 °C‟ de 4 saat inkübasyona burakılmıĢtır.  Birer saat arayla (1, 2, 3 ve 4. 

saatlerde) 5 er µl örnek alınarak MRS agar plaklarına ekilmiĢ ve 37 °C‟de 24 saat 

inkübe edilmiĢtir.  Ġnkübasyon sonunda plaklarda üreme olup olmadığı denetlenmiĢtir 

(Vinderola and Reinheimer, 2003). 

 

3.2.8.4. Antibiyotiklere duyarlılığın belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in bazı terapötik antibiyotiklere karĢı direncinin 

belirlenmesinde chloramphenicol (30 µg), gentamicin (10 µg), erythromycin (15 µg), 

streptomycin (10 mcg), amoxycillin (25 µg), novabiocin (30 µg), bacitracin (0,04 u), 

lincomycin (2 µg), methicillin (10 µg), penicilin G (10 u), optochin (µg), polymixin B 

(300 µg), vancomycin (30 µg) gibi antibiyotiklerin hazır diskleri kullanılmıĢtır.  E. 

faecalis KT11 MRS brothta aktifleĢtirilmiĢ, yoğunluğu Mc Farland 1 tüpüne göre 

ayarlanmıĢ, bu kültürden MRS plaklarına 0,1 ml yayma yöntemiyle ekilmiĢ ve 

antibiyotik diskleri plaklara yerleĢtirilmiĢtir.  Petriler 37 °C‟ de 24 saat inkübasyona tabi 

tutulduktan sonra ihibisyon zonları ölçülerek, sonuçlar değerlendirilmiĢtir (Yalanca, 

2009; Uymaz, 2009). 

 

3.2.9. E. faecalis KT11’e ait süpernatanın antioksidan aktivitesi 

 E. faecalis KT11‟den elde edilen süpernatanın antioksidan aktivitesinin 

belirlenmesinde DPPH Radikal Süpürücü Aktivite yöntemi kullanılmıĢtır. E. faecalis 

KT11 aerobik ve anaerobik koĢullarda geliĢtirildikten sonra elde edilen süpernatanların 

antioksidan aktivitesine bakılmıĢtır.  DPPH Radikal Süpürücü yönteminde 

süpernatanların üzerine taze olarak hazırlanan DPPH çözeltisi eklenmiĢtir ve oda 

sıcaklığında, karanlıkta 30 dakika bekletilmiĢtir.  Bu süre sonunda spektrofotometrede 

517 nm de absorbans ölçümü yapılmıĢtır.  DPPH antioksidan aktivite sonuçları 
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aĢağıdaki formüle göre hesaplanmıĢtır (Hartwig et al., 2012, Ozgen et al., 2006).  Pozitif 

kontrol olarak askorbik asit ve BHT kullanılmıĢtır. 

% DPPH = ( a-b ) / a * 100 

( a: DPPH absorbansı, b: örneğin absorbansı ) 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Ön Tanısı ve Seçimi 

 LAB Gram pozitif, katalaz negatif ve sporsuz bakterilerdir.  Daha önceki bir 

çalıĢma kapsamında Gıda Mikrobiyolojisi Laboratuvarında izole edilen ve belirtilen 

testleri yapıldıktan sonra, tipik özellikleri taĢıyan bu izolatlar muhtemel LAB olarak 

kabul edilmiĢtir.  LAB izolatları arasından inhibisyon zonları en büyük ve etki 

spektrumu en geniĢ olan 4 izolat seçilmiĢ ve bu izolatlar Gıda Mikrobiyolojisi kültür 

koleksiyonuna kayıt edilmiĢtir.  Dört izolat da kok formunda, katalaz negatif ve sporsuz 

bakterilerdir, bunlar aĢağıda sonuçları verilen çalıĢmalarda kullanılmıĢtır.   

 

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Etki Spektrumlarının Belirlenmesi  

 Seçilen 4 izolatın farklı Gram pozitif ve negatif test bakterilerine karĢı 

antimikrobiyal etkisi önce agar sandviç yöntemi daha sonra ise agar kuyu yöntemi ile 

belirlenmiĢtir. 

 

 4.2.1. Agar sandviç yöntemiyle antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi 

 Agar sandviç yöntemi ile yapılan çalıĢma sonunda seçilen 4 LAB izolatının 

çeĢitli test bakterilerine gösterdiği antimikrobiyal aktivite Çizelge 4.1.‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1‟den görüldüğü gibi, seçilen 4 izolat Gram pozitif test bakterilerine 

karĢı daha fazla antimikrobiyal aktivite göstermiĢtir.  
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Çizelge 4.1. LAB izolatlarının agar sandviç yöntemiyle çeĢitli test bakterilerine karĢı 

gösterdiği antimikrobiyal aktivite 

Test Bakterileri 

İnhibisyon Zon Çapları (mm) 

İzolat 1 İzolat 2 İzolat 3 İzolat 4 

E. faecalis 19,0±0,7 19,0±0,4 20,0±0,7 20,0±0,7 

E. coli - - - - 

E. coli O157:H7 - - - - 

L. monocytogenes 17,0±0,4 13,0±0,0 17,0±0,4 13,0±0,7 

P. aeruginosa 18,0±0,7 18,0±1,0 16,0±0,4 18,0±0,4 

B. subtilis 18,0±0,7 18,0±0,0 19,0±0,7 17,0±0,7 

B. cereus - - - - 

M. luteus 17,0±0,0 20,0±0,7 18,0±0,7 16,0±0,4 

MRSA 18,0±0,0 21,0±0,7 20,0±0,7 13,0±0,7 

VRE 19,0±0,7 17,0±0,0 18,0±1,0 ˗ 

S. aureus 19,0±0,7 21,0±0,0 19,0±0,7 18,0±0,7 

Lb. pentosus 20,0±0,6 12,0±0,0 18,0±0,8 - 

Lc. lactis ssp.lactis - - - - 

Lc. lactis ssp.cremoris 18,0±0,8 13,0±0,7 18,0±1,0 - 

Leuconostoc mes.ssp.mes. 15,0±1,0 15,0±0,6 13,0±1,1 - 

Lb. fermentum 19,0±0,6 - 14,0±0,4 - 

W. viridescens - - - - 

E. faecium 19,0±0,8 13,0±1,0 19,0±0,8 - 

Lb. acidophilus 15,0±0,5 15,0±0,6 15,0±0,9 - 

Lb. plantarum 19,0±0,0 13,0±0,5 19,0±1,0 - 

-: Ġnhibisyon yok 

 

4.2.2. Agar kuyu yöntemiyle antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi 

LAB izolatlarının MRS broth kültürlerinden elde edilen süpernatanların 

antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yöntemiyle test edilmiĢ ve test sonunda belirlenen 

inhbisyon zon çapları Çizelge 4.2‟de verilmiĢtir. 

Antimikrobiyal etkinin düĢük ortam pH‟sından H2O2 üretiminden 

kaynaklanmadığını göstermek amacıyla LAB izolatlarından elde edilen süpernatanların 
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pH‟ı 6,5‟e ayarlanmıĢ ve katalaz enzimi (1 mg/ml) ile muamele edilmiĢ ve daha sonra 

antimikrobiyal aktivitesi belirlenmiĢtir.  Sonuç olarak iĢlem görmüĢ ve iĢlem görmemiĢ 

süpernatanların aktivitesi arasında fark olmamıĢtır. 

 

Çizelge 4.2. LAB izolatlarının agar kuyu yöntemi ile çeĢitli test bakterilerine karĢı 

gösterdiği antimikrobiyal aktivite 

 

Test Bakterileri 

 

İnhibisyon Zon Çapları (mm) 

İzolat 1 İzolat 2 İzolat 3 İzolat 4 

E. faecalis - 16,0±0,0 - - 

E. coli - - - 13,0±0,0 

E. coli O157:H7 - - - - 

L. monocytogenes 14,0±0,0 15,0±0,0 13,0±0,3 16,0±0,7 

P. aeruginosa - 14,0±0,0 - 12,0±0,0 

B. subtilis 15,0±0,0 - 11,0±0,7 13,0±0,0 

B. cereus 15,0±0,6 - 16,0±0,0 17,0±0,0 

M. luteus - 16,0±0,3 15,0±0,0 14,0±0,5 

MRSA - 14,0±0,3 - 13,0±0,0 

VRE 24,0±0,7 15,0±0,3 23,0±0,7 23,0±0,3 

S. aureus - 16,0±0,7 - 13,0±0,3 

Lb. pentosus 14,00±0,3 - 14,0±0,0 - 

Lc. lactis ssp.lactis - - - - 

Lc. lactis ssp.cremoris 14,0±0,2 - 14,0±0,5 - 

Leuconostoc mes.ssp.mes. - 15,0±0,0 - - 

Lb. fermentum 14,0±0,0 - 14,0±0,3 - 

W. viridescens 14,0±0,5 - 14,0±1,0 - 

E. faecium 14,0±0,7 - 13,0±0,0 - 

Lb. acidophilus 13,0±0,7 14,0±1,0 12,0±0,0 - 

Lb. plantarum 14,0±0,2 - 13,0±0,7 - 

-: Ġnhibisyon yok.     
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4.3. Virulans Faktörlerinin Belirlenmesi 

 Agar sandviç ve agar kuyu yöntemleriyle antimikrobiyal aktiviteleri test edilen 4 

LAB izolatının çeĢitli virulans faktörlerini taĢıyıp taĢımadıkları araĢtırılmıĢ ve hemoliz, 

jelatinaz, DNAz ve koagulaz testlerinin sonuçları negatif olarak belirlenmiĢtir.  

 

4.4. Süpernatanların Protein Miktarlarının Belirlenmesi 

 Bakteriyosinler protein yapısındaki maddelerdir.  Bu nedenle 4 izolata ait 

süpernatanlardaki protein miktarına bakılmıĢtır.  Süpernatanlardaki protein miktarı 

Nanodrop ile belirlenmiĢ ve protein miktarı açısından en yüksek oran 2 nolu izolattan 

(78,213 µg/ml) elde edilmiĢtir.  ÇalıĢmanın bu aĢamasından sonra Gram negatif test 

bakterilerine karĢı aktif olan ve protein miktarı yüksek olan 2 nolu izolat ile çalıĢmalara 

devam edilmiĢtir. 

 

4.5. LAB izolatının (2 nolu izolat) Fizyolojik, Biyokimyasal ve Moleküler 

Yöntemlerle Tanımlanması 

 LAB izolatının tanımlanması amacıyla bazı fizyolojik ve biyokimyasal ve 

moleküler yöntemler kullanılmıĢtır. 

 

4.5.1. Fizyolojik testler 

 LAB izolatının tanımlanması aĢamasına bazı fizyolojik testler uygulanarak 

baĢlanmıĢtır. Yapılan testlerde izolatın 4 °C, 15 °C, ve 45 °C‟de geliĢebildiği, 50 °C‟de 

ise geliĢemediği gözlenmiĢtir.  60 °C‟de 1 saat bekletilen LAB kültürünün 15 ve 30. 

dakikalarda canlı kalabildiği ancak 60. dakikada hücrelerin canlılığını yitirdiği 

belirlenmiĢtir. pH 4,4‟te büyüme olmadığı, pH 9,6‟da ise geliĢebildiği belirlenmiĢtir.  

Hücrelerin farklı tuz konsantrasyonlarında geliĢimleri incelendiğinde %4 ve %6,5 NaCl 

varlığında büyüyebildiği fakat %18 NaCl varlığında geliĢemediği belirlenmiĢtir.  

Yapılan hareketlilik testinde ise sonuç negatif olarak değerlendirilmiĢtir (Çizelge 4.3).  



59 

 

Genel olarak Enterokokların %6,5 tuz içeren ortamda ve pH 9,6‟da geliĢebildiği 

bilinmektedir. 10 ve 45 °C‟de büyürler ve 60 °C‟ye 30 dakika dayanabilmektedirler 

(Manero and Blanch, 1999).  Streptokoklar ise 45 °C‟de büyürler ancak 10 °C‟de 

büyümezler, ısıya duyarlıdırlar ve 60 °C‟de ölürler (Köseoğlu, 2007).  Laktokokların 

optimum geliĢme sıcaklıkları 30 °C‟dir, 10 °C‟nin altında ve 45 °C‟nin üstünde 

geliĢememe özellikleri ile hem Streptokoklardan hem de Enterokoklardan ayrılırlar 

(Ghamat, 2010).  Bu kriterler Enterokokları, diğer gruplardan ayırt eder. 

Bu testler Manero ve Blanch‟ ın (1999) identifikasyon anahtarı ile 

karĢılaĢtıralarak 2 nolu LAB izolatının Enterococcus sp. olabileceği sonucuna 

varılmıĢtır.  

 

Çizelge 4.3. LAB izolatının tanımlanmasında uygulanan fizyolojik testler 

Testler 
2 nolu LAB 

İzolatı 

4 °C‟de Büyüme + 

15 °C‟de Büyüme + 

45 °C‟de Büyüme + 

50 °C‟de Büyüme - 

60 °C 15' Canlı kalma + 

60 °C 30' Canlı kalma + 

60 °C 60' Canlı kalma + 

pH 4,4‟te Büyüme - 

pH 9,6‟da Büyüme + 

%4 NaCl + 

%6,5 NaCl + 

%18 NaCl - 

Hareketlilik - 

+: Büyüme var, -: Büyüme yok.  
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4.5.2. Biyokimyasal testler 

 LAB izolatının cins seviyesinde tanımlanabilmesi için uygulanan fizyolojik 

testlerin yanı sıra biyokimyasal testler de yapılmıĢtır.  Ġzolatın ekzopolisakkarit ürettiği 

ve VP testinin pozitif olduğu belirlenmiĢtir.  %0,01‟lik TTC‟de büyümediği, glikozdan 

gaz oluĢturamadığı ve niĢastayı parçalayamadığı belirlenmiĢtir.  %0,1 ve %0,3 metilen 

mavisi içeren sütte LAB izolatının geliĢebildiği belirlenmiĢtir. LAB izolatının 

arjininden amonyak ürettiği, %0,04 tellurite‟te büyüyebildiği, kazeini hidrolize 

edebildiği ve sorbitolu fermente edebildiği belirlenmiĢtir.  Litmus katılmıĢ sütte geliĢen 

bakteri; geliĢirken laktozu fermente etmiĢ ve sütle laktozun fermentasyonu sonucu asit 

oluĢturmuĢ, litmusun rengi pembeye dönüĢmüĢ ve aynı zamanda sütün pıhtılaĢmasına 

neden olmuĢtur (Çizelge 4.4).  Enterokokların Streptokoklardan farklı olarak %40 safta 

tuzunda, tellüritte ve %0,1 metilen mavili sütte geliĢtiği bilinmektedir (Bergey, 1994; 

Manero and Blanch, 1999).  Enterokokların kazeini hidrolize edebildiği fakat 

Streptokokların kazein hidrolizini gerçekleĢtiremediği bilinmektedir.  LAB izolatının 

EPS üretimi, kazein hidrolizi ve laktozu fermente etmesi gibi özellikleri ile 

Laktokoklarla benzerlik gösterdiği fakat pH 9,6‟daki büyüme ile Laktokoklardan farklı 

olduğu belirlenmiĢtir (Tuncer, 2005).   

Yapılan biyokimyasal testlerin sonuçları Bergey‟in Belirleyici Bakteriyoloji 

Klavuzu ile karĢılaĢtırıldığında elimizdeki LAB izolatının Enterococcus sp. olabileceği 

onaylanmıĢtır.  
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Çizelge 4.4. Ġzolatların tanımlanmasında uygulanan biyokimyasal testler 

Testler 
LAB 

İzolatı 

CO2  Üretimi - 

EPS üretimi + 

%0,01 TTC‟de büyüme - 

Arjininden  NH3  üretimi + 

%0,04 Tellurite‟de büyüme + 

%0,1 Metilen mavili sütte büyüme + 

%0,3 Metilen mavili sütte büyüme + 

Litmus indirgenmesi + 

Litmus milk‟te asit oluĢumu + 

Litmus‟ta laktoz fermente etme + 

Kazein hidrolizi + 

Sorbitol fermentasyonu + 

NiĢasta Hidrolizi - 

VP Testi + 

+: Büyüme var, -: Büyüme yok.  

 

 

4.5.3. LAB izolatının Biolog Microbial ID sistemi ile tanımlanması 

 2 nolu izolatın tür tayinini yapabilmek amacıyla biyokimyasal testlere ek olarak 

Biolog test sistemi (GEN III OmniLog ID System, USA) kullanılmıĢtır.  Bu test 

sonuçları Çizelge 4.5. de verilmiĢtir.  Test sonuçları değerlendirildiğinde LAB izolatının 

Enteroccoccus faecalis (0,226), Enterococcus gallinarum (0,109) ve Enterococcus 

haemoperoxidus (0,055) türleri ile benzerlik gösterdiği belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 4.5. Biolog Microbial ID Test Sisteminden alınan LAB izolatına ait sonuçlar  

 

Anahtar: <x: pozitif, x: negatif, <x-: yalancı pozitif, x+: yalancı negatif, {x: sınırda 

 

4.5.4. LAB izolatının moleküler yöntemler ile tanımlanması 

 

4.5.4.1. Gerçek zamanlı PCR (Q-PCR) sonuçları 

Q-PCR sonucunda elde edilen çoğalma ve erime eğrileri ġekil 4.1 ve 4.2‟de 

verilmiĢtir. ġekil 4.1‟de görüldüğü gibi, Q-PCR‟da DNA‟ların logaritmik çoğalmaya 

baĢladığı döngü sayısı (EĢik Döngü Sayısı CT) 20‟nin altındadır.  Bu durum DNA 

çoğalma reaksiyonun verimli gerçekleĢtiğini göstermektedir.  ġekil 4.2‟de görüldüğü 

gibi, erime eğrisi analizi sonucunda tek bir pik elde edilmiĢtir.  Bu durum PCR 

sonucunda tek bir ürün elde edildiğini göstermektedir. 
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ġekil 4.1. Amplifikasyon Eğrisi 

 

 

 

ġekil 4.2. Erime Eğrisi 
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4.4.5.2. Dizi analizi sonuçları 

 

16 İleri Okuma:  

TGCCTAATACATGCAAGTCCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC

AATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACC

CATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTT

TATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT

GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCAC

GATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAA

AGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAA

CTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACG

GTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC

GGTTTCTTAAGTC 

 

16 Geri Okuma:  

TCGACTTCCCCCAATCATCTATCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAAGGT

TACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG

TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAG

CGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGA

AGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCC

ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTC

ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACT

AAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA

ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCC

CCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGT

AAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG

GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACC 

 

 Elde edilen biyoinformatik analiz sonuçları Çizelge 4.6.‟da verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.6. Biyoinformatik Analiz Sonuçları 

Numune 

Adı 

Ham datada 

değerlendirilen 

kısım 

16S 

rRNA’da 

eşleşen 

bazların 

pozisyon 

numaları 

DNA 

Databank 

No 

Organizma Gen Benzerlik 

LAB Ġleri 

Okuma 
13-586 5-578 EF213036.1 

Enterococcus 

faecalis 

16S 

ribozomal 

RNA 

573/573 

(100%) 

LAB Geri 

Okuma 
20-616 1472-878 KF06026.11 

595/595 

(100%) 

 

 Yapılan tanımlama testlerinin sonunda LAB izolatımızın Enterococcus faecalis 

olduğu belirlenmiĢtir. 

 

4.6. Enterococcus faecalis’den Elde Edilen Bakteriyosinin Karakterizasyonu 

E. faecalis KT11‟den elde edilen bakteriyosinin karakterizasyonu ve çeĢitli 

koĢullardaki stabilitesini belirlemede kullandığımız testlerde, indikatör test bakterisi 

olarak S. aureus, M. luteus ve P. aeruginosa türleri kullanılmıĢtır.  Bu türler, 

denediğimiz bakteriyosine karĢı daha yüksek bir duyarlılık göstermeleri nedeniyle 

devam eden çalıĢmalarda indikatör test bakterileri olarak seçilmiĢtir. 

 

4.6.1. Çeşitli proteolitik enzimlerin bakteriyosin aktivitesi üzerine etkisi 

 Proteolitik enzimlerle muamele edilen bakteriyosinin pepsine karĢı dayanıklı 

olduğu ancak tripsin, α- kimotripsin, proteaz ve proteinaz K ya karĢı duyarlı olduğu 

tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.7).  Bu sonuçlar antimikrobiyal etkiden sorumlu maddenin 

protein yapısında olduğunu onaylamaktadır. 
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Çizelge 4.7. Proteolitik enzim uygulamasının E. faecalis KT11‟den elde elden kültür 

süpernatanının aktivitesi üzerine etkisi 

 

4.6.2. Bakteriyosinin farklı sıcaklık derecelerindeki stabilitesi  

 E. faecalis KT11‟den elde edilen bakteriyosin farklı sıcaklıklarda bekletilmiĢ ve 

agar kuyu yöntemi ile antimikrobiyal aktivitesi değerlendirilmiĢtir.  Sonuçlar 

antimikrobiyal aktiviteden sorumlu maddenin yüksek sıcaklıklarda bile stabilitesini 

koruduğunu göstermektedir (Çizelge 4.8). 

 

 

 

 

Enzimler 
İnhibisyon Zon Çapları (mm) 

S. aureus P. aeruginosa M. luteus 

Süpernatan (Kontrol) 15,0±0,0 18,0±0,6 15,0±0,8 

Tripsin + Süpernatan - - 14,0±0,6 

Tripsin + Tampon - - - 

Pepsin + Süpernatan 13,0±0,3 12,0±0,8 14,0±1,0 

Pepsin + Tampon - - - 

α- Kimotripsin + Süpernatan - - 16,0±2,0 

α- Kimotripsin + Tampon - - - 

Proteaz + Süpernatan - - 18,0±1,1 

Proteaz + Tampon - - - 

Proteinaz K + Süpernatan - - 16,0±0,8 

Proteinaz K + Tampon - - - 

-: Ġnhibisyon yok. 
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Çizelge 4.8. Farklı ısıl iĢlemlerin E. faecalis KT11‟den elde edilen kültür süpernatanının 

aktivitesi üzerine etkisi 

Sıcaklık 

(°C) 

Süre 

(dakika) 

S. aureus M. luteus P. aeruginosa 

Zon Çapı (mm) Zon Çapı (mm) Zon Çapı (mm) 

Kontrol 18,0±0,7 19,0±1,0 18,0±0,0 

60 
30  16,5±0,4 22,0±0,6 22,0±0,25 

60  16,0±0,5 22,0±0,6 21,0±0,25 

80 
30 16,5±0,6 19,0±0,0 21,0±0,6 

60 16,5±0,6 20,5±0,6 21,0±0,0 

100 
30 16,5±0,4 17,5±0,7 21,0±0,5 

60 16,0±0,0 18,0±0,6 21,0±0,5 

121 
15 16,5±0,5 21,5±0,6   21,0±0,25 

30 16,2±0,3 21,0±0,25 21,0±0,0 

 

 

4.6.3. Bakteriyosinin farklı pH’lardaki stabilitesi 

 Süpernatanların farklı pH‟lardaki stabiltesi pH 2 ile 11 arasında çalıĢılmıĢtır. S. 

aureus‟a karĢı aktivitesi çalıĢıldığında aktivitenin stabil kaldığı belirlenmiĢtir. P. 

aeruginosa‟ya karĢı deneme yapıldığında pH 7‟ye kadar karĢı aktivitenin stabilitesini 

koruduğu ancak pH 7‟den sonra aktivitenin kaybolduğu gözlenmiĢtir.  M. luteus‟a karĢı 

aktivitesi çalıĢıldığında ise pH 4‟e kadar aktivitenin stabil kaldığı ancak pH 4‟ten sonra 

aktivitenin kaybolduğu belirlenmiĢtir (Çizelge 4.9). 
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Çizelge 4.9. E. faecalis KT11‟den elde edilen kültür süpernatanının farklı pH‟lardaki antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi 

-: Ġnhibisyon yok, K: nötralize edilmeyen, N: nötralize edilen, *: ĠĢlem görmemiĢ süpernatan. 

Test 

Bakterisi Kontrol* 
Süre 

(Saat) 

pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 pH 11 

K N K N K N K N K N K N K N K N K N K N 

S
.a

u
re

u
s 

17 

0 
25,0± 

0,7 

17,0±

0,0 

26,0 

±0,8 

18,0±

0,7 

17,0±

0,0 

17,0±

0,4 

17,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,3 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

17,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,4 

16,0±

0,0 

16,0±

0,7 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

6 
29,0± 

0,0 

17,0±

0,0 

25,0±

0,0 

17,0±

0,0 

18,0±

0,0 

17,0±

0,0 

17,0±

0,0 

16,0±

0,0 

17,0±

0,7 

16,0±

0,4 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

14,0±

0,0 

16,0±

0,0 

12 
26,0± 

0,0 
17,0±

0,0 
25,0±

0,7 
17,0±

0,0 
18,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
15,0±

0,0 
16,0±

0,4 
14,0±

0,0 
15,0±

0,0 
14,0±

0,7 
15,0±

0,4 

18 
26,8± 

0,4 

17,0±

0,0 

25,0±

0,0 

17,0±

0,0 

19,0±

0,0 

17,0±

0,4 

16,0±

0,0 

17,0±

0,7 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,7 

16,0±

0,0 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

14,0±

0,0 

16,0±

0,0 

14,0±

0,0 

16,0±

0,0 

24 
25,0± 

0,7 

17,0±

0,7 

26,0±

0,0 

17,0±

0,3 

18,0±

0,4 

17,0±

0,0 

17,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,0 

16,0±

0,7 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

15,0±

0,0 

16,0±

0,0 

14,0±

0,0 

16,0±

0,3 

M
.l

u
te

u
s 

19 

0 >44 - >44 
28,0±

0,0 
>44 - - - - - - - - - - - - - - - 

6 >44 - >44 
28,0±

0,0 
>44 - - - - - - - - - - - - - - - 

12 >44 - >44 
20,0±

0,0 
>44 - - - - - - - - - - - - - - - 

18 >44 
26,0 
±0,7 

>44 
20,0±

0,7 
>44 - - - - - - - - - - - - - - - 

24 >44 
26,0±

0,7 
>44 

21,0±

0,7 
>44 - - - - - - - - - - - - - - - 

P
.a

er
u

g
in

o
sa

 

16 

0 
28,0± 

1,4 

16,0±

0,3 

28,0±

0,7 

19,0±

0,7 

29,0±

0,7 

17,0±

0,0 

18,0±

0,7 

17,0±

0,7 

17,0±

0,3 

16,0±

0,4 
- - - - - - - - - - 

6 
30,0± 

0,0 
16,0±

0,0 
29,0±

0 
17,0±

0,0 
26,0±

0,0 
18,0±

0,7 
17,0±

0,7 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
16,0±

0,4 
- - - - - - - - - - 

12 
27,0± 

0,0 

17,0±

0,5 

27,0±

0,7 

18,0±

0,0 

23,0±

0,0 

17,0±

0,4 

17,0±

0,0 

16,0±

0,3 

17,0±

0,7 

16,0±

0,0 
- - - - - - - - - - 

18 
29,0± 

0,0 

22,0±

0,0 

26,0±

0,0 

20,0±

0,7 

24,0±

0,0 

18,0±

0,0 

18,0±

0,7 

17,0±

0,0 

16,0±

0,4 

16,0±

0,7 
- - - - - - - - - - 

24 
28,0± 

0,7 
22,0±

0,0 
26,0±

0,0 
19,0±

0,0 
23,0±

0,0 
15,0±

0,0 
17,0±

0,0 
16,0±

0,7 
16,0±

0,0 
16,0±

0,0 
- - - - - - - - - - 
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4.6.4. Bazı organik çözücülerin ve deterjanların bakteriyosinin stabilitesi üzerine 

etkisi 

 Bu çalıĢmada organik çözücülerin ve deterjanların bakteriyosine etkisi 

belirlenmiĢtir. 

 

4.6.4.1. Organik çözücülerin bakteriyosinin stabilitesi üzerine etkisi 

 ÇeĢitli organik çözücülerle muamele edilen bakteriyosinin aktivitesinin büyük 

ölçüde koruduğu, propanol ile iĢlem gören bakteriyosinin aktivitesini tamamen 

koruduğu belirlenmiĢtir (Çizelge 4.10).  

 

Çizelge 4.10. E. faecalis KT11‟den elde edilen bakteriyosinin, çeĢitli organik 

çözücülerle 25 °C/60' muameleden sonraki antimikrobiyal aktivitesi (%).  

Organik 

çözücüler 

(25 °C’ de 60 dk)  

Antimikrobiyal Aktivite (%) 

S. aureus M. luteus P.aeruginosa 

Kontrol 100 100 100 

Kloroform 92 86 95 

Propanol 100 0 100 

Metanol 87 0 90 

Etanol 87 86 95 

Hekzan 90 0 84 

Eter 100 81 79 

Aseton 92 86 95 

 

 

4.6.4.2. Deterjanların bakteriyosinin stabilitesi üzerine etkisi 

 Deterjanlar ile 37 °C‟de 180 dakika muamele gören bakteriyosinin aktivitesine 

bakılmıĢtır ve etkinin büyük ölçüde korunduğu gözlenmiĢtir (Çizelge 4.11.). 
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Çizelge 4.11. E. faecalis KT11‟den elde edilen bakteriyosinin, çeĢitli deterjanlarla 37 

°C/180' muameleden sonraki antimikrobiyal aktivitesi (%).  

Deterjanlar  

(37 °C’ de 180 dk)  

Antimikrobiyal Aktivite (%) 

S. aureus M. luteus P.aeruginosa 

Kontrol 100 100 100 

Triton-X 100 82 100 

Tween 80 100 76 100 

Üre 100 76 100 

EDTA 100 88 100 

SDS 100 100 100 

 

 

4.6.5. Liyofilize edilmiş bakteriyosin için uygun depolama sıcaklığı ve süresi 

 Bakteriyosinin gelecekteki potansiyel kullanım olanakları değerlendirildiğinde, 

büyük ölçeklerde üretilmesi, uygun Ģekilde konsantre edilmesi ve uzun süre aktivitesini 

yitirmeden saklanması gerekliliği ortaya çıkmaktadır.  Bu yüzden yapılan çalıĢmada 

liyofilize edilmiĢ süpernatan farklı sıcaklıklarda ve sürelerde muhafaza edilerek 

antimikrobiyal aktivitesi ölçülmüĢtür.  Oda sıcaklığında aktivitede bir azalma söz 

konusu olsa da +4 °C, -20 °C ve -80 °C‟de aktivitesini tamamen koruduğu 

belirlenmiĢtir. 

Çizelge 4.12. Depolama sıcaklığı ve süresinin E. faecalis KT11‟in ürettiği 

bakteriyosinin aktivitesine etkisi 

Depolama 

süresi 

(Gün) 

 İnhibisyon zonları (mm) 

S. aureus M. luteus 

+25°C +4°C -20°C -80°C +25°C +4°C -20°C -80°C 

0 23,0±0,0 23,0±0,0 23,0±0,6 23,0±0,0 25,0±0,6 25,0±1,0 25,0±0,0 25,0±0,0 

7 23,0±0,0 23,0±0,0 23,0±0,0 24,0±0,6 29,0±0,6 30,0±2,0 31,0±1,5 34,0±0,0 

15 22,0±0,6 23,0±0,0 24,0±0,5 24,0±0,0 27,0±1,5 26,0,0±1,3 25,0±1,5 26,0±0,5 

30 21,0±0,6 23,0±0,0 23,0±0,6 23,0±0,5 30,0±1,0 43,0±0,6 32,0±0,6 >44 

60 19,0±0,5 22,0±0,6 22,0±0,5 21,0±0,0 25,0±0,6 39,0±1,0 35,0±0,0 38,0±0,5 

90 18,0±1,0 21,0±0,0 21,0±0,6 21,0±0,6 28,0±1,5 37,0±1,5 34,0±0,6 31,0±0,0 
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4.6.6. Bakteriyosin üreticisi E. faecalis KT11 için uygun saklama koşulu 

 Bakteriyosinin gelecekteki potansiyel kullanım olanakları değerlendirildiğinde, 

büyük ölçeklerde üretilmesi gerekliliği yukarıda belirtilmiĢti.  Ancak, bakteriyosini 

üreten kültürün bu aktivitesini yitirmeden saklanabilmesi, endüstriyel amaçlı 

üretimlerde kullanımında önemli bir kriter olacaktır.  Bakteriyosin üreticisi olarak 

kullandığımız E. faecalis KT11‟in saklama koĢullarından etkilenerek ürettiği 

bakteriyosinin aktivitesinde bir değiĢikliliğe sebep olup olmadığını araĢtırmak için 

bakteri kültürü liyofilize edilerek farklı sıcaklıklarda saklanmıĢtır.  Bu kültür farklı 

zaman aralıklarıyla geliĢtirilip bakteriyosin üretmesi sağlanarak mikrobiyal aktivitesi 

incelenmiĢtir.  ÇalıĢmanın sonunda bakteriyosinin aktivitesinde bir kayıp olmadığı 

belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 4.13. Liyofilize edildikten sonra, farklı sıcaklıklarda farklı sürelerde depolanan 

E. faecalis KT11‟den elde edilen süpernatanların oluĢturduğu inhibisyon zonları.  

E. faecalis KT11’ 

in 

Liyofilizasyondan 

sonraki bekleme 

süresi  

(Gün) 

İnhibisyon zonları (mm) 

S. aureus M. luteus 

+4 °C -20 °C -80 °C +4 °C -20 °C -80 °C 

0 18,0±0,0 18,0±0,0 18,0±0,0 24,0±0,3 24,0±0,6 24,0±0,0 

7 18,0±0,5 18,0±0,0 18,0±0,0 25,0±0,0 24,0±0,0 25,0±1,3 

15 18,0±1,8 18,0±0,6 18,0±1,0 24,0±0,3 24,0±0,5 24,0±1,0 

30 18,0±0,0 17,0±1,0 17,0±0,0 24,0±0,5 23,0±1,0 23,0±0,0 

60 17,0±0,0 16,0±0,0 16,0±0,6 23,0±0,0 23,0±0,0 23,0±0,6 

90 17,0±0,0 16,0±0,0 16,0±0,0 23,0±0,0 22,0±0,0 22,0±1,5 
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4.6.7. Bakteriyosinin kısmi saflaştırılması 

Bakteriyosini kısmi olarak saflaĢtırmak ve karakterize edebilmek amacıyla 

süpernatan iki Ģekilde konsantre edilmiĢ ve protein miktarları süpernatan ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır.  Ayrıca vakum altında kurutulan ve liyofilize edilen süpernatanların 

antimikrobiyal aktiviteleri kontrolle karĢılaĢtırılmıĢtır (Çizelge 4.14).  Test bakterisi 

olarak S. aureus, P. aeruginosa ve M. luteus kullanılmıĢtır.  Liyofilize süpernatanın 

aktivitesinin vakumlanmıĢ olana göre daha fazla olduğu belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 4. 14. Konsantre edilmiĢ süpernatanların aktivitelerinin karĢılaĢtırılması 

 

Antimikrobiyal aktivite mm (5µg/kuyu) 
Protein Miktarı 

(µg/ml) 
S.aureus M. luteus P. aeruginosa 

Süpernatan 16 16 20 73,7 

Liyofilize süpernatan 25 24 28 301,8 

Vakumla kurutulmuĢ 

süpernatan 
19 21 20 337,4 
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ġekil 4.3. P.aeruginosa test bakterisine karĢı konsantre edilmiĢ süpernatanların 

aktiviteleri (S: süpernatan, Li: liyofilize edilmiĢ süpernatan, Va: vakum ile kurutulmuĢ 

süpernatan) 

 

 

ġekil 4.4. S. aureus test bakterisine karĢı konsantre edilmiĢ süpernatantların aktiviteleri 

(S: süpernatan, Li: liyofilize edilmiĢ süpernatan, Va: vakum ile kurutulmuĢ süpernatan) 
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ġekil 4.5. M. luteus test bakterisine karĢı konsantre edilmiĢ süpernatanların aktiviteleri 

(S: süpernatan, Li: liyofilize edilmiĢ süpernatan, Va: vakum ile kurutulmuĢ süpernatan) 

 

 Ham bakteriyosinin kısmi saflaĢtırılması amacıyla yapılan çalıĢmaların sonuçları 

Çizelge 4.15‟de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.15. E. faecalis KT11‟in ürettiği bakteriyosinin süpernatandan kısmi 

saflaĢtırılması 

SaflaĢtırma 
basamakları 

Hacim 
(ml) 

Aktivite1 
(AU/ml) 

Toplam aktivite2 
(AU) 

Protein3 

(mg/ml) 

Total 

protein4 

(mg/ml) 

Spesifik Aktivite5 
(AU/mg) 

SaflaĢtırma 
katsayısı6 

Geri 

kazanım7 

(%) 

Konsantre 

Süpernatan 
50,0 178,0 8900,0 0.3286 16,4325 541,6 1,0 100,0 

Amonyum 

sülfat 
Çöktürmesi 

3,0 711,0 2133,0 0,5074 1,5222 1401,2 2,5871 23,966 

Diyalizat 5,5 711,0 3910,5 0,4988 2,7434 1425,4 1,0172 43,938 

1 AU/ml=1000 * V-1 * D-1 
2 Aktivite (AU/ml) * toplam hacim (ml) 
3 Bradford metoduyla belirlenen protein miktarı (mg/ml) 
4 Bradford metoduyla belirlenen protein miktarı (mg/ml) * toplam hacim (ml) 
5 Bir saflaĢtırma basamağındaki aktivite (AU/ml) / aynı basamaktaki protein miktarı (mg/ml). 
6 Bir saflaĢtırma basamağındaki spesifik aktivite (AU/mg) /ham proteinin spesifik aktivitesi (AU/mg) 
7 Bir saflaĢtırma basamağındaki toplam aktivite (AU) * 100 / ham proteinin toplam aktivitesi (AU) 
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4.6.7.1.  Bakteriyosinin elektroforetik profilinin belirlenmesi 

 Konsantre edilmiĢ süpernatan amonyum sülfat ile çöktürülmüĢ ve diyaliz 

edilmiĢtir.  Elde edilen diyalizat SDS-PAGE de yürütülmüĢtür, görülen bantlar marker 

(Sigma M3546) ile karĢılaĢtırılmıĢtır.  Aynı jel aktivite tayini için de kullanılmıĢtır. 

ġekil 4.6‟da görüldüğü gibi, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu proteinin 3,5-6,5 kDa 

arasında bir molekül ağırlığına sahip olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

M:  Marker 

1.  Diyalizatın jeldeki görüntüsü.   

2.  Jelde yürütülmüĢ diyalizatın S. aureus‟a karĢı     

      antimikrobiyal aktivitesi 

 

ġekil 4.6. Bakteriyosinin elektroforetik profilinin ve elde edilen bandın S. aureus‟a karĢı 

aktivitesinin belirlenmesi 

 

 

Ġnhibisyon zonu 
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4.6.7.2.  Bakteriyosinin HPLC profilinin belirlenmesi 

 Antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan bileĢeni/bileĢenleri belirleyebilmek 

için, diyalizatın HPLC profili belirlenmiĢtir (ġekil 4.2).  Yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi (HPLC) için C18 ters faz analitik protein peptid kolonu tercih edilmiĢtir.  

ÇalıĢmalarda hareketli fazın akıĢ hızı 1 dakikada 1 ml olacak Ģekilde ayarlanmıĢ ve 60 

dakika süresince 230nm dalga boyunda absorbans izlenerek ayırım gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ĠkiĢer dakikalık aralıklarla toplanan fraksiyonların her birinin antimikrobiyal aktivitesi 

seçilen test bakterisi ile denenmiĢtir.  18, 20, 22, 26, 28 ve 30. dakikalarda toplanan 

fraksiyonlarının antimikrobiyal aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir.  24. dakikada alınan 

fraksiyonda aktivite tespit edilememiĢtir.  Daha sonra yapılacak çalıĢmalarla bu 

proteinlerin tanımlanması amaçlanmaktadır. 

 

 

ġekil 4.7. HPLC Kromatogramı 
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ġekil 4.8. HPLC ile toplanan fraksiyonların S. aureus‟a karĢı antimikrobiyal aktivitesi 

(A: 18. dakika fraksiyonu, B: 20., 22. ve 24. dakika fraksiyonu, C: 26., 28. ve 30. dakika 

fraksiyonu) 

 

4.7. Bakteriyosin Üretimi için Optimum Koşulların Belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretiminin optimize edilmesi için sıcaklık, pH, 

süre ve inokulum yoğunluğu parametreleri çalıĢılmıĢtır.  Sonuçlar AU/ml cinsinden 

belirlenmiĢtir. 
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4.7.1. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

 E. faecalis KT11 bakteriyosin üretimi için farklı inkübasyon sıcaklıklarında 

geliĢtirilerek test mikroorganizmalarına karĢı antimikrobiyal aktivitesine bakılmıĢtır.  

Bakteriyosin aktivitesinin en iyi olduğu geliĢme sıcaklığı 40 °C olarak belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.8).   

 

 

ġekil 4.9. Ġnkübasyon sıcaklığının E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretimi üzerine 

etkisi 

 

4.7. 2. Optimum pH’nın belirlenmesi 

 Farklı baĢlangıç pH‟larında geliĢtirilen E. faecalis KT11‟in bakteriyosin 

üretimini en verimli gerçekleĢtirdiği pH değeri 6 olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.10).  
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ġekil 4.10. BaĢlangıç pH‟sının E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretimi üzerine etkisi 

 

4.7.3. Optimum sürenin belirlenmesi 

 E. faecalis KT11 bakteriyosin üretimi esnasında 2 saat aralıklarla S. aureus 

(ġekil 4.6), P. aeruginosa (ġekil 4.11) ve M. luteus‟a (ġekil 4.12) karĢı antimikrobiyal 

aktivitesi belirlenmiĢtir.  Bakteriyosin üretiminde en verimli olduğu zaman 18. saat 

olarak belirlenmiĢtir.   

 

ġekil 4.11. E. faecalis KT11‟in geliĢme süresi boyunca kültür yoğunluğu ile 

süpernatanın pH‟sının karĢılaĢtırılması. 
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ġekil 4.12. S. aureus test bakterisine karĢı antimikrobiyal aktivite 

 

 

 

ġekil 4.13. P. aeruginosa test bakterisine karĢı antimikrobiyal aktivite 
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ġekil 4.14. M. luteus test bakterisine karĢı antimikrobiyal aktivite 

 

4.7.4. Optimum inokulum yoğunluğunun belirlenmesi 

 Bakteriyosin üretimi için ekim yapılacak en uygun inokulum yoğunluğunun 

belirlenmesi amacıyla yapılan bu çalıĢmada %4‟lük ekim sonucu elde edilen 

süpernatanın S. aureus ve P.aeruginosa’ya karĢı aktivitesinin en iyi olduğu 

belirlenmiĢtir ancak M. luteus‟a karĢı aktivite değiĢmemiĢtir (Çizelge 4.16). 
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Çizelge 4.16. Ġnokulum yoğunluğunun E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretimi üzerine 

etkisi 

 

Bakteriyosin Aktivitesi (AU/ml) 

İnokulum Yoğunluğu (%) S. aureus P. aeruginosa M. luteus 

0,05 89 0 0 

0,1 89 0 11 

0,5 89 0 11 

1 89 0 11 

1,5 89 0 11 

2 89 22 11 

2,5 89 22 11 

4 356 44 11 

6 178 44 11 

8 178 44 11 

10 178 44 11 

 

 

4.7.5. Anaerobik koşullarda bakteriyosin üretme yeteneğinin belirlenmesi 

 Bakteriyosin üreticisi E. faecalis KT11 anaerobik koĢullarda geliĢtirilip 

süpernatanı ayrılmıĢ ve aerobik koĢullarda elde edilen süpernatanın aktivitesi ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Aerobik koĢullarda ürettilen bakteriyosinin aktivitesi anaerobik 

koĢullara oranla daha yüksektir. 

Çizelge 4.17. Anaerobik koĢullarda geliĢtirilen E. faecalis KT11‟in ürettiği 

bakteriyosinin aktivitesi 

Test  Bakterileri Bakteriyosin Aktivitesi (AU/ml) 

 

Anaerobik Aerobik 

S. aureus 89 178 

P. aeruginosa 22 44 

M. luteus 11 11 
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4.7.6. Optimum koşulda üretilmiş bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesinin 

yeniden değerlendirilmesi 

 Bakteriyosin üretimi için koĢullar optimize edildikten sonra, dirençli farklı bazı 

suĢlar da denemeye dahil edilerek, tüm test bakterilerine karĢı antimikrobiyal aktivite 

tekrar belirlenmiĢtir. B. subtilis ve W. viridescens’e karĢı aktivitesi yokken 

optimizasyon sonunda aktivite gözlenmiĢtir. MRSA, VRE, Leu. mes. ssp. mes. ve Lb. 

acidophilus test organizmalarına karĢı antimikrobiyal aktivitenin arttığı belirlenmiĢtir.  

Test bakterilerinin arasına yeni eklenen Gram negatif bakterilere karĢı da antimikrobiyal 

aktivite gözlenmiĢtir.  Ayrıca metisilin dirençli S. epidermidis, metisilin ve vankomisin  

dirençli S.warneri’ye karĢı oldukça iyi aktivite göstermiĢtir. 
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Çizelge 4.18. Optimum koĢullarda üretilen bakteriyosinin test bakterilerine karĢı 

antimikrobiyal aktivitesi 

Test Bakterileri İnhibisyon Zon Çapı (mm) 

E. faecalis 16,0±1,0 

E. coli - 

E. coli O157:H7 - 

L. monocytogenes - 

B. subtilis 15,0±0,5 

B. cereus - 

Metisiline dirençli Staphylococcus sp. (MRSA) 15,0±0,8 

Vankomisine  dirençli Enterococcus sp. (VRE) 17,0±0,6 

K.pneumoniae 14,0±0,5 

S. marcescens 18,0±0,8 

E. aerogenes 15,0±0,5 

S. faecalis 16,0±0,3 

S. epidermidis (Metisiline dirençli) 20,0±0,5 

S.warneri (Metisilin ve Vankomisine  dirençli) 20,0±0,8 

S.aureus (Metisilin ve Vankomisine  dirençli) - 

S.haemolyticus (Metisilin ve Vankomisine  dirençli) - 

S. epidermidis (Metisilin ve Vankomisine  dirençli) - 

S. hominis (Vankomisine dirençli) - 

Lb. pentosus - 

Lactococcus lactis ssp.lactis - 

Lactococcus lactis ssp.cremoris - 

Leuconostoc mesenteroides.ssp. mesenteroides. 19,0±0,6 

Lactobacillus fermentum - 

Weisella viridescens 14,0±0,8 

Enterococcus faecium - 

Lactobacillus acidophilus 16,0±0,5 

Lactobacillus plantarum - 
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4.8. E. faecalis KT11’in Bazı Probiyotik Özelliklerinin Belirlenmesi 

 E. faecalis KT11‟in probiyotik özelliklerinin belirlenebilmesi için asidik pH‟ya 

direnç, yapay mide sıvısına direnç, safra tuzuna direnç ve antibiyotiklere duyarlılık 

testleri yapılmıĢtır. 

 

4.8.1. Asidik pH’ya direncinin belirlenmesi 

 Bu çalıĢma E. faecalis KT11‟in asidik mide pH‟sında canlılığını koruyup 

korumadığını belirlemek amacıyla yapılmıĢtır.  pH 1‟de 2. saatte hücreler canlı kalmıĢ 

ancak 4. ve 6. saatlerde canlılıklarını yitirmiĢtir. pH 2 ve pH 3‟te hücreler 6 saat 

boyunca canlılığını koruyabilmiĢtir. 

Çizelge 4.19. E. faecalis KT11‟in mide pH‟sında canlılığı 

pH Süre (saat) E. faecalis KT11 

1 2 + 

 4 - 

 6 - 

   

2 2 ++ 

 4 + 

 6 - 

   

3 2 ++ 

 4 + 

 6 + 
Kontrol  

(MRS broth kültürü) 
 ++ 

+: az büyüme, ++: normal büyüme, -: büyüme yok. 

 

4.8.2. Safra tuzuna direncinin belirlenmesi 

 MRS besiyerine farklı konsantrasyonlarda safra tuzu ilave edilip E. faecalis 

KT11‟in canlılığı kontrol edilmiĢtir.  %0,3, %0,5 ve %1 safra tuzu içeren ortamda 6 saat 

boyunca hücrelerin canlılığını koruduğu belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 4.20. E. faecalis KT11‟in farklı konsantrasyonlardaki safra tuzuna dayanıklılığı 

% Safra Tuzu E. faecalis KT11 

0,3 + 

0,5 + 

1,0 + 

Kontrol  

(MRS broth kültürü) + 

+: büyüme var, -: büyüme yok. 

 

4.8.3. Yapay mide sıvısına direncinin belirlenmesi 

 Mide pH‟sı oldukça asidiktir ancak tokluk anında 4‟e kadar yükselebilmektedir.  

E. faecalis KT11 hazırlanan yapay mide sıvısında pH 2‟de geliĢememiĢ, pH 3 ve 4‟te 

büyüyebildiği belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 4.21. E. faecalis KT11‟in yapay mide sıvısına direnci 

pH   
Süre 

(saat) 
E. faecalis KT11 

   

2    1 - 

    2 - 

    3 - 

    4 - 

   

3    1 + 

    2 + 

    3 + 

    4 + 

   

4    1 + 

    2 + 

    3 + 

    4 + 
Kontrol  

(MRS broth kültürü) 
 + 

+: büyüme var,  - : büyüme yok. 
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4.8.4. Antibiyotiklere duyarlılığının belirlenmesi 

 Laktik asit bakterileri doğada çok yaygın bir Ģekilde bulunurlar. Fermente 

gıdalarda koruyucu kültür, starter kültür veya probiyotik kültür olarak kullanılmaktadır.  

Gıdalardan starter kültür olarak kullanılacak laktik asit bakterilerine ait türlerin 

antibiyotik dirençliliği ve virulans özellikleri açısından güvenilirliliği test edilmelidir. 

 Bu amaçla E. faecalis KT11‟in bazı antibiyotiklere olan duyarlılığının 

belirlenmesi için disk difüzyon yöntemiyle çalıĢılmıĢtır. E. faecalis KT11 suĢunun 

chloramphenicol, erythromycin, penicilin G, amoxycillin, novabiocin, vancomycin ve 

methicillin karĢı duyarlı, optochin, polymixin B, bacitracin, streptomycin, lincomycin 

ve gentamicine karĢı dirençli olduğu belirlenmiĢtir. 

 

Çizelge 4.22. E. faecalis KT11‟in antibiyotiklere duyarlılığı 

Antibiyotikler İnhibisyon Zonu (mm) 

Chloramphenicol  29,0 ± 1,0 

Erythromycin  27,0 ± 0,0 

Penicilin G 26,0 ± 0,7 

Amoxycillin 22,0 ± 0,7 

Novabiocin  12,0 ± 0,5 

Methicillin  10,0 ± 0,0 

Optochin - 

Polymixin B  - 

Bacitracin - 

Streptomycin  - 

Lincomycin - 

Gentamicin  

Vancomycin 

- 

- 

-: Ġnhibisyon yok.  
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4.9. E. faecalis KT11’e ait süpernatanın antioksidan aktivitesi 

 Fermantasyon, gıdaların uzun süre muhafaza edilmesinde kullanılan en eski 

yöntemlerden birisi olup, gıdaların fermantasyonla koruma geleneği binlerce yıl 

öncesine dayanmaktadır.  Fermantasyon, gıdalarda patojenik flora ve bozulmanın 

geliĢiminin önlenmesinde koruyucu etkiye sahiptir. Ayrıca fermantasyon boyunca 

oluĢan diasetil, asetaldehit gibi istenen aromatik bileĢenlerin miktarı kaliteyi 

etkilemekte, vitaminler, antioksidanlar, biyoaktif peptitlerin oluĢumu da sağlığı pozitif 

yönde etkilemektedir (Toy, 2010).  

 Ġnsan metabolizmasında vücudun oksijen kullanımındaki normal iĢlemler 

sırasında bazı etmenlerin teĢviki ile serbest radikal oluĢmaktadır.  Serbest radikaller;  

DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde zarara yol açmaktadır.  Dolayısıyla, hücre 

membranının hem yapısını hem de fonksiyonlarını bozarak, birçok dejeneratif 

hastalıklara neden olmaktadırlar.  Antioksidan maddeler, aktif oksijen oluĢumunu 

engelleyerek ya da oluĢan aktif oksijenleri tutarak hastalıkların oluĢumunu 

durdurmaktadır. 

ÇalıĢmamızda serbest radikal olarak DPPH kullanılmıĢtır. DPPH, serbest 

radikaldir ve koyu mor renge sahiptir.  Üzerine DPPH ilave edilen örnekte bulunan 

antioksidan aktivite gösteren maddeler serbest radikali yakalayarak indirgenme 

reaksiyonu göstermiĢ ve örneğin rengini gidermiĢtir.  Formülü Bölüm 3.2.9. da 

belirtilen %  Radikal süpürücü aktivite hesaplandığında en iyi antioksidan aktiviteye 

sahip örneğin anaerobik koĢullarda geliĢtirilen E. faecalis KT11‟den elde edilen 

süpernatana ait olduğu belirlenmiĢtir.  Bu çalıĢmada askorbik asit ve BHT pozitif 

kontrol olarak kullanılmıĢtır. 
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ġekil 4.15. Aerobik ve anaerobik koĢullarda geliĢtirilen E. faecalis KT11‟den elde 

edilen süpernatanın ve liyofilize edilmiĢ süpernatanın antioksidan aktivitesinin 

belirlenmesi 
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5. TARTIŞMA SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

5.1. Laktik Asit Bakterilerinin Ön Tanısı, Seçimi ve Çalışmanın Akışı 

 ÇalıĢmaya Gıda Mikrobiyolojisi Laboratuvarı kültür koleksiyonuna kayıtlı kok 

formundaki 4 adet izolat ile baĢlanmıĢtır.  Bu 4 LAB‟nin bazı Gram pozitif ve negatif 

test bakterilerine karĢı antagonistik etkilerinin olduğu önceki bir tarama çalıĢması 

sonucunda belirlenmiĢtir.  Bu çalıĢmada ise, bu dört LAB‟nin antimikrobiyal etki 

spektrumu daha detaylı olarak incelenmiĢ,  bu inceleme sonunda aĢağıda belirtilen 

kriterler gözetilerek;  

 antimikrobiyal etki spektrumlarının geniĢliği, özellikle patojenlere karĢı 

etkileri 

 inhibisyon zon çaplarının büyüklüğü 

 kültür süpernatanlarındaki protein miktarı 

aralarından sadece bir izolat seçilmiĢ ve çalıĢmaların devamında kullanılmıĢtır.  Seçilen 

bu izolat, klasik biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanarak tür seviyesinde 

tanımlanmıĢtır.  Buna ek olarak izolatın genotipik tür tanımlaması da yapılmıĢ ve 

Enterococcus faecalis olduğu belirlenmiĢtir.  E. faecalis KT11‟in kültür süpernatanının 

antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu madde/maddelerin kısmı saflaĢtırılması ve 

tanımlanmasını amaçlayan çalıĢmalar yapılmıĢtır.  Sonuçta antimikrobiyal aktiviteden 

sorumlu madde/maddelerin protein yapısında olduğu belirlenmiĢ ve bu nedenle 

“bakteriyosin” olarak adlandırılmıĢtır.  Daha sonra bakteriyosin üretimi için optimum 

koĢullar belirlenmiĢtir.  Bakteriyosin üreticisi LAB‟lerinin probiyotik ve fermentasyonla 

yapılan üretimlerde starter olarak kullanımı oldukça ilgi çeken bir konu olduğu için E. 

faecalis KT11‟in bazı probiyotik nitelikleri de belirlenmiĢtir.  Son olarak da ham 

bakteriyosin preparatının (liyofilize edilmiĢ süpernatan) ve bakteriyosin üreticisi E. 

faecalis KT11 için uygun saklama koĢulları belirlenmiĢtir.  
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     Enterokokal bakteriyosin olan enterosinlerin L. monocytogenes, B. cereus ve S. 

aureus gibi gıda kaynaklı olan patojenlere karĢı aktivitesi yaygın olarak araĢtırılmıĢtır 

(Vanbelkum and Stiles, 2000).  Bununla birlikte bazı enterosinlerin Gram negatif 

bakterilerin büyümesini inhibe edici geniĢ bir aktivite spektrumu olduğu da 

belirlenmiĢtir (Line et al., 2008).  E. faecalis KT11‟in ürettiği bakteriyosinin de Gram 

negatif bakterilere karĢı etkili olduğu belirlenmiĢtir.  E. faecalis CD1‟in ürettiği 

bakteriyosinin Gram pozitif olan B. subtilis, Bacillus pumilus ve Listeria sp. ayrıca 

Gram negatif P. aeruginosa ve E. coli‟nin büyümesini inhibe ettiğini belirlenmiĢtir 

(Sarika et al., 2011).  Leroy ve Vuyst (2001),  peynirden izole ettikleri ve E. faecium 

RZS C5 olarak tanımladıkları izolattan elde ettikleri bakteriyosinin antimikrobiyal 

aktivitesi üzerine araĢtırmalar yapmıĢlardır.   

 Marekova ve ark. (2003) yaptığı bir çalıĢmada E. faecium EK13 suĢunun L. 

monocytogenes, B. cereus ve Streptococcus bovium‟a etkili olduğunu belirlemiĢlerdir.  

Daha önce yapılan çalıĢmalarda LAB izolasyonu için sucuk ve pastırma gibi geleneksel 

et ürünleri (Yalanca, 2009), fermente süt ürünleri, zeytinyağı, dıĢkı örnekleri (Sifour et 

al., 2012), süzme peynir (Huang et al., 2013), boza (Ivanova et al., 2000; Koral, 2011) 

gibi gıda kaynakları kullanılmıĢtır.  

 Rajaram ve ark. (2010) yaptığı çalıĢmada izole ettikleri LAB‟nin Lactobacillus 

lactis olduğunu ve bu izolatın bakteriyosininin antimikrobiyal etki spektrumunu 

belirlemiĢler ayrıca bu suĢ için kültür koĢullarının optimizasyonu ve ürettiği 

bakteriyosini saflaĢtırma çalıĢmaları yapmıĢlardır.  Drosinos ve ark. (2006), kurutulmuĢ 

sucuktan izole ettikleri ve yapılan tanımlama testleri ile Leuconostoc mesenteroides 

E131 olduğunu belirledikleri laktik asit bakterisinin ürettiği antimikrobiyal  madde 

üzerine çalıĢmalar yapmıĢlardır.  

 

5.1.1. Antimikrobiyal etki spektrumunun agar sandviç yöntemi ile belirlenmesi  

 Bu yöntemde LAB Çizelge 3.1 de belirtilen test mikroorganizmalarına karĢı 

antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmiĢtir.  LAB‟lerinin patojenlere ve yine kendisi gibi 

LAB olan türlere karĢı antimikrobiyal aktivitesinin olması (Çizelge 4.1), özellikle 
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MRSA ve VRE gibi antibiyotik dirençli suĢlara etkili olması izolatlar tarafından üretilen 

bakteriyosinlerin etki spektrumunun geniĢliğini göstermektedir.  

 

5.1.2. Antimikrobiyal etki spektrumunun agar kuyu yöntemi ile belirlenmesi 

 Agar kuyu yönteminde Çizelge 3.1 de belirtilen test bakterilerine karĢı 

antimikrobiyal aktivite denenmiĢtir.  Bu çalıĢmada 4 LAB‟den elde edilen kültür 

süpernatanlarının pH‟sı 6,5‟e ayarlanmıĢ ve katalaz enzimiyle muamele edilmiĢtir.  

Böylece antimikrobiyal etkinin düĢük pH‟ya da H2O2 den kaynaklanmadığı 

gösterilmiĢtir.  Burada agar sandviç yönteminden farklı olarak bazı test bakterilerine 

karĢı görülen inhibisyon zonlarında kayıplar olmuĢ ayrıca bazı inhibisyon çaplarında 

küçülmeler belirlenmiĢtir.  Bunun sebebi olarak; agar sandviç yönteminde LAB kültürü 

inkübasyon anında ürettiği bakteriyosinin test bakterisine direk olarak etki etmesi, agar 

kuyu yönteminde ise LAB tarafından üretilen bakteriyosini içeren süpernatanın agara 

difüze olmasını zorlaĢtıran bir uygulama olması bu duruma gerekçe gösterilebilir.  

Ancak bu duruma rağmen agar kuyu yöntemi bakteriyosinin aktivitesini 

doğrulamaktadır.  

 Gram pozitif bakteriler tarafından üretilen bakteriyosinler genellikle Gram 

pozitif bakteriler üzerine antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ancak son yıllarda Gram 

negatif bakteriler üzerine de inhibitör etkiye sahip bazı bakteriyosinler tespit edilmiĢtir. 

Bu bakteriyosinlerden laktisin NK24‟nın E. coli ve P. aeruginosa (Lee and Paik, 2001), 

laktis B14‟ün E. coli (Ivanova et al., 2000), bakteriyosin HV219‟un E. coli, Proteus 

vulgaris ve P. aeruginosa‟a (Todorov et al., 2006) karĢı aktivite gösterdiği 

belirlenmiĢtir. 

 

5.2. Virulans Faktörlerinin Belirlenmesi 

 Gerek bakteriyosin üreticilerinin gerekse probiyotik olarak olarak kullanılacak 

LAB‟nin patojenik olmaması gerekmektedir.  LAB‟inde bakteriyosin üretiminin 

genellikle plazmidler tarafından kodlandığı tespit edilmiĢtir.  Enterokokların sahip 
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olduğu virulans faktörlerindeki artıĢ, plazmid alımının kolaylığı yüzünden enfeksiyon 

geni taĢıyan genetik elemanlarını alması olasılığının yüksek olmasındandır.  Bu nedenle 

yaygın olarak kullanılan antibiyotiklerin çoğuna direnç gösterebilmektedirler (El-Gendy 

et al., 2012).  Bu yüzden kullandığımız 4 LAB‟nin virulans faktörlerini taĢıyıp 

taĢımadıkları belirlenmiĢtir.  Ġnsanlarda çoğunlukla β hemolitik (tam hemoliz) bakteriler 

enfeksiyona sebep olmaktadır.  Hemolitik aktivitenin bulunmaması süt ürünlerinde 

kullanılacak bakteriyosin üreten baĢlangıç kültürleri için bir seçim kriteridir (Martin et 

al., 2006).  Yapılan jelantinaz, DNaz, koagulaz ve hemoliz testlerinin sonuçları 

negatiftir, bu nedenle bakteriyosin üretiminde kullandığımız dört izolatın da virulans 

faktörlerini barındırmadığı sonucuna varılmıĢtır. 

 

5.3. Süpernatanların Protein Miktarlarının Belirlenmesi 

 Bradford yöntemi ile dört LAB izolatının süpernatanlarının içerdiği protein 

miktarları Nanodropta ölçülmüĢtür.  2 nolu LAB izolatından elde edilen süpernatan 

78,213µg/ml lik protein içeriği ile en yüksek protein oranına sahip süpernatan olarak 

belirlenmiĢtir.  Diğer izolatların süpernatanlarındaki protein miktarının daha az olması, 

etki spektrumları, verdikleri inhibisyon zon çapları ve Gram negatif test bakterilerine 

karĢı aktif olması nedeniyle 2 nolu LAB izolatı ile çalıĢmalara devam edilmiĢtir.  

 

5.4. LAB izolatının (2 nolu izolat) Fizyolojik, Biyokimyasal ve Moleküler 

Yöntemlerle Tanımlanması  

 Enterokokların genel olarak 10 °C‟de ve 45 °C‟de, %6,5 NaCl‟de, %40 safra 

tuzunda, %0,1 metilen mavisi içeren sütte ve pH 9,6‟da geliĢebildikleri kabul edilmekle 

birlikte moleküller çalıĢmalara dayalı genotipik tanıdan farklı özelliklere sahip suĢların 

da Enterococcus cinsi içinde yer aldığı belirlenmiĢtir (Manero and Blanch, 1999). 

 LAB izolatını cins seviyesinde tanımlayabilmek için fiziksel ve biyokimyasal 

bazı testler yapılmıĢtır.  Ġlk olarak geliĢebildikleri sıcaklıklar belirlenmiĢtir.  Ġzolatın 4, 

15 ve 45 °C‟de büyüyebildiği saptanmıĢtır.  LAB izolatının 60 °C‟de 30. dakikaya kadar 
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canlılıklarını koruyabildikleri belirlenmiĢtir. Streptokokların 60 °C‟de canlılıklarını 

koruyamadıkları bilinmektedir (Köseoğlu, 2007).  Bu sonuçlar doğrultusunda izolatın 

Streptokok olmadığı kanısına varılmıĢtır.  %6,5 oranında tuz varlığında ve pH 9,6‟da 

geliĢebildiği gözlenmiĢtir ve bu enterokokların en belirgin özelliklerindendir. pH 9,6‟da 

büyüyebilmesi ile Laktotoklardan ayırt edilmektedir. EPS üretimi, VP aktivitesi, %0,04 

tellurite‟te geliĢebilme, sorbitol fermentasyonu, arjininden amonyak oluĢumu, kazein 

hidrolizi testleri, pozitif olarak belirlenmiĢ, TTC‟de büyüme ve niĢasta hidrolizi 

testlerinin negatif olduğu saptanmıĢtır.  Litmus katılmıĢ sütte geliĢen bakteri; geliĢirken 

laktozu fermente etmiĢ ve sütle laktozun fermentasyonu sonucu asit oluĢturmuĢ, 

litmusun rengi pembeye dönüĢmüĢ ve aynı zamanda sütün pıhtılaĢmasına neden 

olmuĢtur. Ġzolatın %0,01 ve %0,03‟lük metilen mavili sütte geliĢtiği belirlenmiĢtir. 

 Bu testlerin sonuçları Manero ve Blanch‟ın (1999) identifikasyon anahtarına 

göre değerlendirildikten sonra izolatımızın büyük ihtimalle Enterokok olduğu 

belirlenmiĢtir.  Bu testlere ek olarak Biolog test sistemi kullanılmıĢtır.  Ġzolatımızın 

Enteroccoccus faecalis (0,226), Enterococcus gallinarum (0,109) ve Enterococcus 

haemoperoxidus (0,055) türleri ile benzerlik gösterdiği belirlenmiĢtir.  Ancak tür 

düzeyinde kesin bir tanımlama için moleküler yöntemler kullanılmıĢtır.   

 Gerçek zamanlı PCR ile bakterinin DNA dizi analizi yapılmıĢ, sonuçlar NCBI 

BLAST DNA data bankası ile karĢılaĢtırılmıĢtır ve data bankasında kayıtlı 

Enterococcus faecalis suĢu ile %100 benzerlik gösterdiği saptanmıĢtır.  

 

5.5. Enterococcus faecalis’den Elde Edilen Bakteriyosinin Karakterizasyonu 

 E. faecalis KT11‟den elde edilen bakteriyosinin karakterizasyonu aĢamasında 

bakteriyosin aktivitesinin çeĢitli proteolitik enzimler, farklı sıcaklık ve pH‟lar, deterjan 

ve organik çözücüler ile değiĢimi incelenmiĢtir. 
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5.5.1. Çeşitli proteolitik enzimlerin bakteriyosin aktivitesi üzerine etkisi 

 E. faecalis KT11‟den elde edilen bakteriyosinin protein yapısında olduğunun 

belirlenmesi açısından yapılan bu çalıĢmada süpernatan Pepsin, Tripsin, α-Kimotripsin, 

Proteaz ve Proteinaz K gibi proteolitik enzimler ile iĢlem görmüĢtür.  Kontrol olarak 

enzim katılmayan süpernatan kullanılmıĢtır ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmiĢtir.  

BaĢka bir kontrol grubu olarak ise enzim + tampon çözeltisi kullanılmıĢtır ve bu 

gruplarda aktivite olmadığı belirlenmiĢtir.  Bu Ģekilde aktivite belirlenen örneklerde 

aktivitenin tampon ya da enzimden kaynaklanmadığı gösterilmiĢtir. 

 Farkı proteolitik enzimlerin E. faecalis KT11 tarafından üretilen bakteriyosin 

üzerindeki etkisi incelendiğinde pepsin dıĢındaki proteolitik enzimler bakteriyosin 

aktivitesinin kaybolmasına neden olmuĢtur.  Pepsin enzimiyle inkübasyonun sonucunda 

ise bakteriyosinin aktivitesinde belirli bir oranda azalma gözlense de aktivitenin devam 

ettiği belirlenmiĢtir.  Proteinaz K, α-kimotripsin, tripsin ve proteaz enzimleriyle 

inkübasyondan sonra etkinin kaybolması antimikrobiyal maddenin protein/peptit 

yapısında olduğunu iĢaret etmiĢtir.  Ayrıca gıda maddeleri ile birlikte midede 

sindirilebileceğini de göstermektedir.  Bakteriyosinin pepsin enzimine karĢı dayanıklı 

olması E. faecalis KT11‟in probiyotik niteliklerinin de araĢtırılması gerektiğini ortaya 

koymuĢtur.  

 Enterosinlerin proteolitik enzimlerden bir veya birden fazlasına duyarlı olduğu 

birçok araĢtırmacı tarafından ortaya konulmuĢtur (Herranz et al., 2001).  Yapılan bir 

çalıĢmada E. faecium N15 tarafından üretilen bakteriyosinin kimotripsin, proteinaz K, 

tripsin ve pepsin gibi proteazlar ile amilaza karĢı duyarlı, lipaz enzimine dayanıklı 

olduğu belirlenmiĢtir (Losteinkit et al., 2001).  Chobert ve ark. (2006) Enterococcus 

durans‟dan izole edilen bakteriyosinin tripsin ve pepsine dirençli olduğunu tespit 

etmiĢlerdir. E. faecium‟un ürettiği bakteriyosinin aktivitesi proteinaz K (1mg/ml) ile 

iĢlem gördüğünde kaybolmuĢ fakat lipaz ve lizozim uygulamasından sonra aktivitenin 

devam ettiği belirlenmiĢtir (Unakal et al., 2012). 

 Enterosin üreticileri dıĢında baĢka LAB ile ilgili bu konuda oldukça fazla 

çalıĢma vardır.  Tuncer ve ark. (2008)‟nın yaptığı çalıĢmada L. lactis suĢunun ürettiği 

bakteriyosinin proteinaz K uygulaması ile tamamen, kimotripsin ve amilaz uygulaması 
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ile kısmen aktivite kaybına uğradığı belirlenmiĢtir.  L. salivarius AA13 suĢu tarafından 

üretilen bakteriyosinin katalaz, lizozim, α-amilaz enzimleriyle muamelesi sonucunda 

aktivitesinin kaybolmadığı, papain, pepsin, proteinaz K ve tripsin uygulamasında 

aktivitenin tamamen yok olduğu gözlenmiĢtir (Abo-Amer and Shobrak, 2012).  

Bakteriyosin JW3BZ, JW6BZ, JW11BZ ve JW15BZ (Lb. plantarum ve L. fermentum) 

tripsin, pronaz, proteinaz K, pepsin ve papaine duyarlı olduğu bildirilmiĢtir (Todorov et 

al., 2006a). 

 

5.5.2. Bakteriyosinin farklı sıcaklık derecelerindeki stabilitesi 

 E. faecalis KT11 tarafından üretilen bakteriyosin 60, 80 ve 100 °C sıcaklığa 30 

ve 60 dakika maruz kaldığında, 121 °C‟de ise 30 dakika uygulanan ısıl iĢlemler 

sonucunda aktivitesini korumaktadır.  Yüksek ısıl iĢleme direnç (121 °C/30dk) 

bakteriyosinletin ikincil yapılar barındırmadığını yani glikoprotein veya lipoprotein 

yapıda olmadığının göstergesidir (Akkoç ve ark., 2009).  Isıl stabilite göstermesi bu 

bakteriyosinin Grup II üyesi bir bakteriyosin olduğunu doğrulamaktadır (Tuncer, 2005; 

Akkoç ve ark., 2009).  

 100 °C‟de 60 dk‟lık ısıl iĢleme dayanıklı bir bakteriyosin olan enterosin N15 121 

°C‟de 15 dk yapılan otoklavlama iĢleminden sonra aktivitesini tamamen kaybettiği 

(Losteinkit et al., 2001), enterosin USC-46 ve USC-51‟in ise 100 °C‟de 60 dk ve 121 

°C‟de 15 dk uygulanan ısıl iĢleme dayanıklı olduğu kaydedilmiĢtir (Campos et al., 

2006).  E. faecium‟un ürettiği enterosin 60, 80, 90 °C‟de 30 dakika muameleden sonra 

aktivitesini sürdürdüğü, ancak 121 °C‟de 15 dakikada aktivitesini yitirdiği bildirilmiĢtir 

(Unakal et al., 2012).  

 Elde ettiğimiz bulgular bugüne dek yapılan diğer çalıĢmalar ile karĢılaĢtırılmıĢ 

ve benzer sonuçlar tespit edilmiĢtir.  Bu nedenle çalıĢmamızda test ettiğimiz yüksek 

ısıya dayanıklı olan antimikrobiyal etkili proteinin bir çeĢit enterosin olabileceği 

düĢünülmektedir, ancak tam saflaĢtırma ve aminoasit dizi analizleri sonucunda proteinin 

yapısı konusunda kesin bir bilgi verilebilir. 
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5.5.3. Bakteriyosinin farklı pH’lardaki stabilitesi 

 Bakteriyosinler yüksek ısıl iĢleme tabi tutulduklarında aktivitesi stabil kaldığı 

gibi geniĢ pH aralığında da stabil kalma yeteneğine sahiptir.  E. faecalis KT11‟in 

sentezlediği bakteriyosinin pH 2-11 arasında 24 saat boyunca stabil kaldığı 

belirlenmiĢtir.  Bazı aktivitelerin pH‟ya bağlı olarak yüksek olduğu görülmüĢ olsa dahi 

nötralize edilmiĢ süpernatanların inhibisyonuna bakıldığında aktivitenin pH‟dan 

kaynaklanmadığı belirlenmiĢtir.  Aktivitelerin yüzde olarak hesaplandığı çalıĢmada 

zamana bağlı aktivitede değiĢiklikler gözlense de, 24. saatin sonunda da aktivitenin 

bütün pH‟larda devam ettiği belirlenmiĢtir. 

 Enterosinin antimikrobiyal aktivitesinde, ısıya ve alkali uygulamasına karĢı 

yüksek bir direnç vardır. E. faecalis‟in ürettiği bakteriyosinin aktivitesi, nisinin 

aktivitesinin hızla kaybolduğu pH 11‟de bile stabil olmaktadır (Rollema et al., 1995).  

Unakal ve ark. (2012) E. faecium‟dan elde ettikleri süpernatanı pH 4-10‟da 1 saat 

inkübe ettikten sonra aktivitenin stabil kaldığını belirlemiĢlerdir.  Mozarella peynirinden 

izole edilen  E. faecium 130‟un ürettiği bakteriyosinin pH stabilitesi incelendiğinde (pH 

2, 4, 7, 10) test bakterisi olan L. monocytogenes‟e karĢı aktivitede değiĢiklikler olmasına 

rağmen stabilitesini koruduğu belirlenmiĢtir (Tulini et al., 2011). 

 

5.5.4. Bazı organik çözücülerin ve deterjanların bakteriyosinin stabilitesi üzerine 

etkisi 

 Gram pozitif bakteriler tarafından üretilen bakteriyosinlerin çoğu bir veya daha 

fazla proteolitik enzime karĢı duyarlı, ısıl iĢleme, geniĢ pH aralığına, özellikle asidik pH 

değerlerine, organik çözücülere ve deterjanlara karĢı dayanıklıdırlar (Ray, 1992). 

 ÇalıĢmamızda propanol ile inkübe edilen bakteriyosinin aktivitesini tamamen 

koruduğu, kloroform, metanol, etanol, aseton, hekzan ve eter ile muamele sonucunda ise 

aktivitede az da olsa azalma gözlenmektedir.  Sonuç olarak organik çözücülerle 

muamele edilen bakteriyosinin aktivitesini büyük ölçüde koruduğu belirlenmiĢtir.  

Bakteriyosinin organik çözücülerden etkilenmemesi inhibitör aktivitesinden sorumlu 
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olan bölgede karbonhidrat ya da lipit türevli bileĢenlerin olmadığı anlamına gelmektedir 

(Dündar, 2006).  

 Birçok araĢtırmacı tarafından da LAB‟nin ürettiği bakteriyosinlerin organik 

çözücülere karĢı dayanıklı olduğu bulunmuĢtur (Asutay, 2007).  Leuconostoc 

mesenteroides subsp. cremoris tarafından üretilen bakteriyosin kloroform, kloroform-

metanol ve kloroform-isopropanol uygulamasından sonra aktivitesini kaybetmemiĢtir 

fakat metanol, hekzan, petrolyum-eter, dietileter, n-propanol ve toluen ile muamele 

edildiğinde aktivitenin azaldığı belirlenmiĢtir (Dündar, 2006). 

 Anyonik deterjanlar proteinlerin doğal yapılarındaki hidrofobik merkezle 

kompleks oluĢturarak proteinin açılmasına ve üç boyutlu yapısının bozulmasına neden 

olmaktadır.  Deterjan uygulaması ile bakteriyosin aktivitesinde bir kayıp meydana 

gelmesi, bakteriyosinin kısmi denatürasyonu ya da aktivitesi üzerinde stabilizasyon 

etkisi olan diğer moleküllerle birlikteliğinin bozulmasından kaynaklanmaktadır 

(Ivanova et al., 2000).  SDS, tritone X-100, EDTA, üre ve tween 80 E. faecalis KT11‟in 

ürettiği bakteriyosin ile inkübasyonu sonucu herhangi bir aktivite kaybı görülmemiĢtir.  

Bu da bakteriyosinin protein yapısında bozulmaların olmadığını dolayısıyla bu 

deterjanların aktiviteye bir etkisininin bulunmadığını göstermektedir. 

 Yapılan bir çalıĢmada üretilen bakteriyosinin bazı deterjanlar ile muamelesi 

sonucu aktivitelerindeki değiĢiklikler belirlenmiĢtir.  SDS, tween 80, tritone X-100 

uygulamasından sonra aktivitede kayıp olsa da etki devam etmiĢtir.  Ancak EDTA ve 

üre ile inkübe edilen bakteriyosin aktivitesini tamamen kaybetmiĢtir (Rajaram et al., 

2010).  Benzer sonuçlar Ivanova ve ark. (2000) tarafından da gözlenmiĢtir. Bilgin 

(2008) yaptığı çalıĢmada, Enterococcus faecium tarafından üretilen inhibitör maddenin 

papain, tripsin, ve pankreatine karĢı duyarlı ancak pepsin, katalaz, amilaz ve lipaz 

enzimlerine, organik çözücülere, deterjanlara, ß-merkaptoetanol ve EDTA‟ya karĢı 

dayanıklı olduğunu bulmuĢtur. 
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5.5.5. Liyofilize edilmiş bakteriyosin için uygun depolama sıcaklığı ve süresi 

 E. faecalis KT11‟in ürettiği bakteriyosinin aktivitesi üzerine depolama sıcaklığı 

ve süresinin etkisini belirlemek için liyofilize edilmiĢ örnekler dört farklı sıcaklıkta 90 

gün boyunca saklanmıĢtır.  Deneyden elde edilen sonuçlara göre 4°C, -20°C ve -

80°C‟de saklanan liyofilize bakteriyosinin 90 gün boyunca aktivitesinin koruduğu ancak 

25°C‟de saklanan örneğin aktivitesinin tamamen kaybolmasa da azaldığı belirlenmiĢtir.  

Bu sonuçlar değerlendirilecek olursa, bakteriyosinin kimyasal koruyuculara alternatif 

gıda koruyucusu olarak ve ürünün raf ömrünü iyileĢtirmek açısından kullanımı 

mümkündür.  Test edilen bakteriyosinin gıda koruma amaçlı kullanımı söz konusu 

olduğunda belirli koĢullarda aktivitesini yitirmeden en az 3 ay kadar depolanabileceği 

gösterilmiĢtir.   

 L. lactis tür ve suĢları tarafından üretilen nisin, laktokoksin R ve laktokoksin 

MMT24 (Ray, 1992; Yildirim and Johnson, 1998; Ghrairi et al., 2005) ve enterokoklar 

tarafından üretilen enterosin A ve B‟nin (Herranz et al., 2001) liyofilizasyon iĢleminden 

etkilenmediği ve düĢük derecelerde depolama koĢullarında (-20 ve -80°C) aktivitesini 6 

ay boyunca muhafaza ettiği belirtilmektedir.  Marekova ve ark. (2003) yaptığı bir 

çalıĢmada E. faecium EK13‟ün ürettiği bakteriyosinin 4 ve -20ºC‟ de 1 hafta, 1 ay ve 1 

yıl süreyle saklayıp aktivitesindeki değiĢikliliği gözlemlemiĢlerdir, sonuç olarak uzun 

süreli depolamalarda aktivitenin stabilitesini koruduğunu söylemiĢlerdir.  Bilgin (2008) 

yaptığı bir çalıĢmada Enterococcus faecium tarafından üretilen enterosin HZ‟nin -

80°C‟de 3 ay depolama sürecinde aktivitesini koruduğunu belirlemiĢtir. 

 

5.5.6. Bakteriyosin üreticisi E. faecalis KT11 için uygun saklama koşulu 

 Süt ürünlerinde baĢlangıç kültürü kullanımı 19. Yüzyıl sonlarında baĢlamıĢ ve 

1890 yılında starter endüstrisi kurulmuĢtur (Aslım ve ark., 2000).  BaĢlangıç kültürü 

olarak kullanılacak suĢun üretim tesislerine iletilmesi sırasındaki güçlükler 

liyofilizasyon (dondurularak kurutma) iĢlemi ile çözüme ulaĢmıĢtır.   

 Liyofilizasyon iĢlemi sonunda kültürün canlılık ve aktivitesi üzerine bakterinin 

cinsi, türü, suĢu, yoğunluğu, üretme ortamı, kültürde kalan nem miktarı, depolama 
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koĢulları (süre, sıcaklık, ıĢık) ve liyofilize kültürün çözülmesi gibi faktörlerden 

etkilendiği bilinmektedir.  Yaptığımız bu çalıĢmada bakteriyosin üreticisi olan E. 

faecalis KT11‟in liyofilizasyon iĢleminden hangi derecede etkilendiği ve bakteriyosin 

üretme yeteneğinde kayıp olup olmadığı belirlenmiĢtir.  Bunun için belli koĢullarda (-

80, -20, +4 °C‟de, 90 gün) depolanan liyofilize kültürlerden belli aralıklarla alınıp 

aktiflenmiĢ ve kültür süpernatanlarının antimikrobiyal aktivitesini koruyup korumadığı 

belirlenmiĢtir.  Elde ettiğimiz sonuçlara bakılarak E. faecalis KT11‟in liyofilizasyon 

iĢleminden olumsuz etkilenmediği belirlenmiĢtir.  Yine ürettiği bakteriyosinin aktivitesi 

denenerek antimikrobiyal aktivitede bir kayıp olmadığı da doğrulanmıĢtır.  

 

5.5.7. Bakteriyosinin kısmi saflaştırılması 

 Bakteriyosinin elektroforetik profili ve HPLC profilinin belirlenmesinde 

kullanılacak örnek liyofilize edilerek ve vakumla kurutularak konsantre edilmiĢ aynı 

ayrıca protein miktarları ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenerek kontrol süpernatan 

ile karĢılaĢtırılmıĢtır.  Liyofilize ve vakumla kurutulmuĢ süpernatanların kontrol 

süpernatana göre içerdiği protein miktarlarının daha fazla olduğu belirlenmiĢtir, bununla 

doğru orantılı olarak bakteriyosinin aktivitesi de daha fazladır.  Antimikrobiyal aktivite 

sonuçlarına göre liyofilize süpernatanın aktivitesi vakumla kurutulmuĢ süpernatandan 

daha fazla olduğu belirlenmiĢtir.  Bakteriyosinin kısmi olarak saflaĢtırılması aĢamasında 

liyofilize edilmiĢ süpernatanla çalıĢmalara devam edilmiĢtir.  Konsantre süpernatan 

sırasıyla %40, %60 ve %80 oranında amonyum sülfat ile doyurulmuĢ ve diyaliz edilerek 

proteinlere bağlanan tuz uzaklaĢtırılmıĢtır.  

 Domuz dıĢkısından izole edilen E. faecalis tarafından üretilen bakteriyosinin 

elektroforez profilinin belirlenmesi amacıyla ilk olarak %80 amonyum sülfat 

çöktürmesi yapılmıĢ ve bir gece boyunca molekül ağırlığı 1000 Da olan proteinlerin 

geçebileceği diyaliz membranında diyalize bırakılmıĢtır (Toit et al., 2000).  

 E. faecalis S37 izolatından elde edilen süpernatan üç seferde son konsantrasyon 

%80 olacak Ģekilde amonyum sülfat çöktürmesine tabi tutulmuĢtur.  Çöktürme sonunda 
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elde edilen tuza bağlanmıĢ proteinler ters faz HPLC kolonuna yüklenmek üzere +4 

°C‟de 12 saat diyalize bırakılmıĢtır (Belguesmia et al., 2010). 

 Streptococcus thermophilus suĢundan elde edilen süpernatan %80 oranında 

amonyum sülfat çöktürmesi ile konsantre edilmiĢ ve tubuler selüloz membranda 24 saat 

bekletilerek diyaliz iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  Diyaliz sonrası örnek iyon değiĢtirme 

kromatogtafisi ile saflaĢtırılmıĢtır (Aslam et al., 2011). 

 Lactobacillus lactis izolatından elde edilen süpernatan %80 çöktürme sonrası 1 

gece boyunca diyalize bırakılmıĢtır.  Diyalizat DEAE Selüloz A-50 kolon (20mm 

diameter X 60 mm long)‟a yüklenerek iyon değiĢim kromatografisi ile saflaĢtırılmıĢtır.  

Elde edilen proteinin molekül ağırlığı SDS-PAGE ile belirlenmiĢtir (Rajaram et al., 

2010). 

 

5.5.7.1. Bakteriyosinin elektroforetik profilinin belirlenmesi 

 Bakteriyosin içeren süpernatana yapılan amonyum sülfat çöktürmesi ve 

devamında uygulanan diyaliz iĢlemi ile konsantre edilen proteinlerin molekül ağırlığının 

belirlenmesi için SDS-PAGE kullanılmıĢtır.  Tricine jel hazırlanarak protein bu jele 

yüklenmiĢ ve marker ile birlikte yürütülmüĢtür.  Jeldeki proteinin antimikrobiyal 

aktivitesi S. aureus test bakterisine karĢı denenmiĢtir.  

 Yürütülen jeldeki protein bandı ile aktivitenin gözlendiği bant aynı yerdedir bu 

sebeple E. faecalis KT11‟in ürettiği antimikrobiyal etkili maddenin protein yapısında 

olduğu ve bakteriyosin olarak adlandırılabileceği onaylanmıĢtır.  Marker ile 

karĢılaĢtırıldığında ise antimikrobiyal aktiviteye sahip proteinin molekül ağırlığının 3,5 

ile 6,5 kDa aralığında olduğu belirlenmiĢtir.  E. faecalis KT11‟in ürettiği bakteriyosinin 

SDS-PAGE elektroforezde yürütülmesi ile tek bant oluĢtuğu gözlenmiĢtir.  

 E. faecalis RJ-11 suĢudan elde edilen süpernatandan elde edilen konsantre 

protein çözeltisi tricine SDS poliakrilamid jel elektroforezine yüklenerek yürütülmüĢ ve 

jel Coomassiae brillant blue ile boyandıktan sonra antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek 

için tween 80 ile yıkanmıĢtır.  Boyanan jel marker ile karĢılaĢtırılarak antimikrobiyal 
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aktiviteye sahip proteinin molekül ağırlığı 3,5 ile 5,6 kDa olarak belirlenmiĢtir 

(Yamamoto, 2003).  Enterococcus feacalis BFE 1071 suĢu tarafından üretilen 

bakteriyosin (enterosin 1071), enterosin 1071A ve enterosin 1071B olarak adlandırılan 

iki peptitten oluĢmaktadır.  Bu peptitler sırasıyla; 4.285 kDa ve 3.899 kDa molekül 

ağırlığına sahiptir.  Sırasıyla 39 ve 34 aminoasit içermektedirler (Balla et al., 2000).  

Tulini ve ark. (2011) E. faecium 130‟un ürettiği bakteriyosin ekstraktını SDS-PAGE‟de 

yürütmüĢler ve 3,5 kDa ile 14,3 kDa molekül ağırlığı arasında iki adet protein bandı 

gözlemlemiĢlerdir. Jelin antimikrobiyal aktivite testleri yapıldığında, aktivitenin 

molekül ağırlığı 6,5kDa ile 3,5 kDa arasında kalan bantta olduğunu belirlemiĢlerdir.  

 Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bn1‟in ürettiği thuricin Bn1‟in SDS-

PAGE ile molekül ağırlığı 3 kDa olarak belirlenmiĢtir (Urgas et al., 2012).  

Streptococcus thermophilus‟un ürettiği bakteriyosinin moleküler ağırlığı SDS-PAGE ile 

2,7 kDa olarak tespit edilmiĢtir (Aslam et al., 2011). 

 

5.5.7.2. Bakteriyosinin HPLC profilinin belirlenmesi 

 ÇalıĢma için hazırlanan ham protein (diyalizat) HPLC‟ye yüklenmiĢ ve ters faz 

sistemi kullanılarak ayırımlar gerçekleĢtirilmiĢtir.  ÇalıĢmalarda 230 nm dalga boyunda 

izlenerek 60 dakika süresince, 0-100 %B tampon çözeltisi olacak Ģekilde gradient faz 

uygulanmıĢtır.  Bu aĢamada yürüyüĢten elde edilen fraksiyonların her iki dakikası farklı 

eppendorf tüplere alınarak toplamda 30 farklı fraksiyon elde edilmiĢ ve S. aureus test 

bakterisine karĢı antimikrobiyal aktivitesi belirlenmiĢtir.  

 18, 20, 22, 26, 28 ve 30. dakikada alınan fraksiyonlarda aktivite tespit edilmiĢtir.  

Bu çalıĢmayla aktivitenin bakteriyosinden kaynaklandığı bir kez daha doğrulanmıĢtır.  

Ġleride yapılacak bir çalıĢma olarak aktivitenin gözlendiği fraksiyonlar aynı koĢullarda 

daha iyi bir saflaĢtırma için HPLC ye yüklenebilir bu doğrultuda protein tanımlanabilir. 

 Huang ve ark. (2013) E. faecalis suĢunun ürettiği enterocin RM6 ham ekstaktını 

C18 ters faz kolonda yürüterek 35 dakika boyunca dakikada 1,5 ml akıĢ hızıyla 0-100 

%A tampon çözeltisi olacak Ģekilde grandient faz uygulamıĢtır.  Bu yürüyüĢü 

spektrofotmetrik olarak 280 nm dalga boyunda izlemiĢlerdir.  Aktivitenin bulunduğu 
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fraksiyon 31. dakikada gelmiĢ ve yaptığımız çalıĢmadan farklı olarak saf bir pik elde 

edilmiĢtir.  E. faecalis KT11‟den elde ettiğimiz bakteriyosin ekstraktı aynı pik üzerinde 

dalgalanmalar Ģeklinde birbirini takip eden dakikalarda gelmiĢtir ve bu bölgenin daha 

sık zaman aralığı uygulanarak tekrar yürütülmesi saf bir pik elde etmemizi sağlayabilir.  

 Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bn1 bakterisinin ürettiği thurucin Bn1 

bakteriyosini 280±4 nm dalga boyunda yüksek basınçlı sıvı kromatografisi ile 

saflaĢtırılmıĢtır.  Fraksiyonların agar kuyu yöntemiyle test bakterisine karĢı 

antimikrobiyal aktivitesi belirlenmiĢtir (Urgas et al., 2012). 

 Lactococcus lactis subsp. lactis B14 ün ürettiği bakteriyosin ters faz Pico-Tag 

C18 kolon (3,9mm x 15 cm) kullanılarak HPLC ile saflaĢtırılmıĢtır, yürüyüĢ 254 nm 

dalga boyunda izlenmiĢtir.  Ayrıca saflaĢtırılan proteinin 49 aminoasitten oluĢtuğu ve 

molekül ağırlığının 6,2 kDa olduğu belirlenmiĢtir  (Ivanova et al., 2000).  

 

5.6. Bakteriyosin Üretimi için Optimum Koşulların Belirlenmesi 

 Bakteriyosin üretimi ortam bileĢenleri ve kültür Ģartları gibi faktörlerden 

etkilenmektedir.  Genelde optimum geliĢme için gerekli Ģartlara yakın değerlerde 

bakteriyosin üretimi artmaktadır.  Bu yüzden, üretimi artırmak için, çevresel Ģartların 

optimize edilmesi oldukça önemlidir.  Bu yüzden E. faecalis KT11‟in ürettiği 

bakteriyosinin üretim koĢullarının optimizasyonu çalıĢmasında; sıcaklık, pH, süre, 

inokulum yoğunluğu, anaerobik koĢulda üreme gibi farklı parametreler denenmiĢtir. 

Bakteriyosin üretimi için gerekli koĢullar her üretici organizma için değiĢebilmektedir. 

 E. faecalis KT11‟in bakteriyosin üretimini en verimli Ģekilde gerçekleĢtirdiği 

inkübasyon sıcaklığı 40 °C olarak belirlenmiĢtir.  Elde edilen bakteriyosinin üç değiĢik 

test bakterisine karĢı antimikrobiyal aktivitesi AU/ml cinsinden belirtilmiĢtir.  S. 

aureus’a karĢı aktivitesi 178 AU/ml, P. aeruginosa‟ya karĢı aktivitesi 89 AU/ml, M. 

luteus‟a karĢı aktivite 11 AU/ml dir.  Yaptığımız çalıĢmaya benzer baĢka çalıĢmalar; E. 

faecium GM-1‟in en verimli aktivitesinin 176,2 AU/ml olarak belirlendiği büyüme 

sıcaklığı 40 °C (Kang and Lee, 2005), E. mundtii‟nin bakteriyosin üretiminin en iyi 

olduğu sıcaklık 45°C (Settani et al., 2008) olarak tespit edilmiĢtir.  Mozarella 
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peynirinden izole edilen E. faecium 130 suĢu farklı sıcaklıklarda geliĢtirildiğinde 

ürettiği bakteriyosinin L. monocytogenes‟i en iyi inhibe ettiği sıcaklık 37 °C olarak 

belirlenmiĢtir (Tulini et al., 2011).  

 Bakteriyosin üretimi için en uygun baĢlangıç pH‟sı 6 olarak belirlenmiĢtir.  

Bakteriyosinin aynı test bakterilerine karĢı antimikrobiyal aktivitesi AU/ml cinsinden 

belirtilmiĢtir. S.aureus’a karĢı aktivitesi 178 AU/ml, P. aeruginosa‟ya karĢı aktivitesi 44 

AU/ml, M.luteus‟a karĢı kontrol grubunda aktivite olmasına rağmen baĢlangıç pH‟ları 

değiĢtirildiğinde AU/ml cinsinden aktivitesi belirlenememiĢtir.  E. faecium GM-1 nin en 

iyi geliĢtiği pH 6,0-6,5 olarak belirlenmiĢ aktivitesi 171,8 AU/ml olarak hesaplanmıĢtır 

(Kang and Lee, 2005),  E. faecalis BFE 1229 suĢunun pH 6‟da aktivitesi maksimum 

düzeyde 1600 AU/ml olarak bulunmuĢtur (Toit et al., 2000).  E. faecium‟un 

bakteriyosin üretimini en iyi gerçekleĢtirdiği pH‟nın belirlenmesi için yapılan çalıĢmada 

(pH 5, 6, 7, 7,5, 8, 9, 10) pH 5‟te üretilen bakteriyosinin aktivitesi 200 AU/ml, diğer pH 

lardaki aktivite ise 300 AU/ml olarak belirlenmiĢtir.  Bu çalıĢmada baĢlangıç pH‟larının 

bakteriyosin üretimi açısından bir önemi olmadığı belirtilmiĢtir (Moshood and 

TengkuHaziyamin, 2012). 

 Optimum üretim süresinin belirlenmesi çalıĢmasında bakteriyosin aktivitesinin 

en iyi olduğu zamanın 18. saat olduğu belirlenmiĢtir.  Antimikrobiyal aktivite 

çalıĢmasında bakteriyosinin aktivitesi S. aureus‟a karĢı 178 AU/ml, P. aeruginosa‟ya 

karĢı 89AU/ml, M. luteus‟a karĢı 11 AU/ml olarak belirlenmiĢtir.  Aynı zamanda 18. 

saat sonunda süpernatanın son pH‟ları ölçülmüĢ ve kültür yoğunluğu da 

spektrofotometrik olarak belirlenerek birbiriyle karĢılaĢtırılmıĢtır.  Alınan verilere göre 

en verimli üretimin gerçekleĢtiği 18. saatte elde edilen süpernatanın son pH‟sı 4,71 ve 

kültürün optik yoğunluğu ise 1,401 olarak belirlenmiĢtir.  E. faecium tarafından üretilen 

enterosin HZ üretiminin, 8-12. saatlerde maksimum düzeyde olduğu, optimum pH‟nın 

ise 6,5-7,0 olduğu belirlenmiĢtir (Bilgin, 2008).  E. faecium MRS brothta 37°C‟de 

geliĢtirildiğinde zamana bağlı olarak ürettiği bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi 

izlenmiĢtir, 2.saatte alınan örneğin aktivitesi 100 AU/ml iken 8. saatin sonunda aktivite 

12800 AU/ml ye ulaĢmıĢtır (Tulini et al., 2011).  
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 Ġnokulum miktarının bakteriyosin üretimi ve aktivitesi üzerine etkisini ortaya 

koymak için değiĢik düzeylerde (%0,05-10) üretici bakteri MRS besiyerine ilave edilip 

bakteriyosin üretiminin maksimum olduğu 40°C‟de 18 saat inkübe edilmiĢtir.  Ġnokulum 

miktarı %4 düzeyinde kullanıldığında bakteriyosin üretiminin maksimum düzeyde 

olduğu belirlenmiĢtir.   

 Bakteriyosin üreticisi E. faecalis KT11 anaerobik koĢullarda geliĢtirilerek 

süpernatanın antimikrobiyal aktivitesi S. aureus, P. aeruginosa ve M. luteus test 

bakterilerine karĢı denenmiĢtir.  Sonuçlar Çizelge 4.17 de belirtildiği gibi AU/ml 

cinsinden belirlenmiĢtir ve aerobik koĢullarda elde edilen süpernatanın aktivitesi ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır.  Elde edilen veriler doğrultusunda aerobik koĢullarda gerçekleĢtirilen 

üretimin daha verimli olduğu belirlenmiĢtir.  

 Bakteriyosin üretiminin en verimli olduğu parametreler belirlendikten sonra tüm 

test bakterilerine ve bunlara sonradan ilave ettiğimiz yeni Gram negatif bakterilere ve 

antibiyotik dirençli bakterilere karĢı optimum koĢullarda üretilen bakteriyosinin 

aktivitesi çalıĢılmıĢtır.  B. subtilis ve W. viridescens bakterilerine karĢı antimikrobiyal 

aktivite göstermeyen bakteriyosinin, koĢullar optimize edildikten sonra bu bakterilere 

karĢı etkili olduğu görülmüĢtür.  Yeni eklenen Gram negatif bakterilere ve metisilin 

dirençli S. epidermidis, metisilin ve vankomisin dirençli S.warneri’ye karĢı oldukça iyi 

aktivite gösterdiği, MRSA, VRE, Leu. mes. ssp. mes. ve Lb. acidophilus bakterilerine 

karĢı ise etkinin arttığı belirlenmiĢtir. 

 GeliĢim sıcaklığı ile bakteriyosin üretiminin iliĢkili olduğu bakteriyosinlere 

örnek olarak, laktosin A, enterosin 1146, laktosin S, amilovorin 1471, nisin Z ve 

mezenterosin verilebilir (Todorov and Dicks, 2005). 

  

5.7. E. faecalis KT11’in bazı probiyotik özelliklerinin belirlenmesi 

 LAB‟lerinin probiyotik olarak kullanılabilmesi için gastrointestinal sistemde 

zorlu koĢullarda hayatta kalmak zorundadırlar.  Mide ve ince bağırsakta etkili 

olabilmeleri için midede pH 1 ile 3 arasında ve ince bağırsakta %0,3‟lük safra tuzuna 

karĢı direnç göstermeleri gerekmektedir.  DüĢük pH‟ya ve safra tuzunun yüksek 
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konsantrasyonlarına direnç özelliği probiyotik bakterilerinin seçiminde en önemli 

kriterdir (Havenaar et al., 1992) 

 E. faecalis KT11‟in asidik koĢullara olan dayanıklılığı test edilmiĢtir ve pH 1‟de 

2 saatin sonunda canlılığını koruduğu fakat 4 ve 6. saatlerde canlılığını yitirdiği 

gözlenmiĢtir. Bakteri kültürünün pH 2‟de 4 saat ve pH 3‟te ise 6 saate kadar canlılığını 

koruduğu belirlenmiĢtir.  

 Üretici kültürün midede canlı kalabilmesi için sadece asidik ortama dirençli 

olması yetmez. Midede salgılandığında inaktif halde olsa da mide özsuyunda aktif hale 

gelen pepsin enzimine de dirençli olmalıdır.  Bu amaçla E. faecalis KT11, pH‟sı 2, 3 ve 

4 olan farklı yapay mide sıvısıyla 4 saat boyunca muamele edilmiĢtir.  Kültürün pH‟sı 2 

olan yapay mide sıvısına dayanıklı olmadığı tespit edilmiĢtir ancak pH‟sı 3 ve 4 olan 

yapay mide sıvısına dirençli olduğu belirlenmiĢtir.  Pepsin enziminin en aktif olduğu pH 

2‟dir, pH nötrale yaklaĢtıkça pepsinin aktivitesinin azaldığı belirlenmiĢtir (Campos and 

Sancho, 2003). Bu sebeple asidik pH‟ya direnç çalıĢmasında E. faecalis KT11 

canlılığını koruyabilse de pepsin enzimi varlığında yapay mide sıvısında canlı 

kalamamıĢtır. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda bakterinin mide koĢullarında canlı 

kalabildiği belirlenmiĢ ve bu durum probiyotik olarak kullanım potansiyeli olduğunu 

göstermiĢtir, ancak gerçek mide özsuyundaki dayanıklılığı da incelenmelidir.  Bu 

çalıĢmaya benzer olarak E. faecium OZ-E25 suĢunun midenin yüksek asitli ortamından 

geçerek bağırsaklara ulaĢabilme yeteneğini belirlemek amacıyla mide sıvısı koĢullarına 

benzer bir ortam oluĢturulmaya çalıĢılmıĢtır, pH 3‟te 3. saatin sonunda %77,84 ve pH 3-

pepsin denemesinde 3. saatin sonunda %65,87‟lik canlılık oranını koruduğu 

belirlenmiĢtir (Yürümez, 2011).  Yapılan bir çalıĢmada mide özsuyuna benzer bir ortam 

hazırlanarak 24 adet probiyotik bakterinin bu koĢula direnci incelenmiĢ, pH 3‟te 3 saat 

sonunda L. casei ve L. rhamnosus‟un 2,7-5,9 logaritmik birim azaldığını belirlenmiĢtir 

(Vinderola and Reinheimer, 2003).  

 Laktik asit bakterilerinin bağırsağa ulaĢması için geçen 90 dakikalık sürede canlı 

kalması probiyotik olarak seçimleri açısından yeterli olmaktadır (Chang et al., 2001). 

Sindirim sisteminin bir parçası olan ince bağırsakta da canlılığını koruyabilmelidir. 

Bundan dolayı,  ince bağırsakta salgılanan safra suyunun E. faecalis KT11 üzerine 
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etkisini incelemek için %0,3, %0,5 ve %1 lik konsantrasyonlarda safra tuzu içeren 

ortamda bakteri kültürü 6 saat boyunca inkübe edilmiĢtir ve tüm konsantrasyonlarda 

canlılığını koruduğu belirlenmiĢtir.  Böylece probiyotik olarak kullanılabileceğini 

düĢündüğümüz E. faecalis KT11‟in ince bağırsakta tutunup canlılığını sürdürebileceği 

tespit edilmiĢtir. Buna benzer olarak E. faecium OZ-E25 suĢunun %0,3, %0,5 ve %1 

oranında safra tuzu içeren MRS besiyerinde canlılıkları test edilerek ince bağırsakta 

salgılanan safra suyunun etkisi incelenmiĢtir.  E. faecium OZ-E25 suĢu 4 saatlik 

inkübasyon sonucunda canlı sayısında azalma ile birlikte istenen canlılığı gösterdiği 

tespit edilmiĢtir (Yürümez, 2011).  Yine benzer sonuçlara sahip baĢka bir çalıĢmada 

bebek gaytasından izole edilen laktik asit bakterilerinden %43‟ünün, %0.4‟lük safra 

tuzu konsantrasyonunda, canlılıklarını devam ettirdikleri bulunmuĢtur (Khalil et al., 

2007) 

 Direnç, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanın öldürücü veya üremeyi 

durdurucu etkisine karĢı koyabilme yeteneğidir.  Antibiyotik direncinin yalnızca yaygın 

antibiyotik kullanımı sonucu ortaya çıkmadığı bu durum bakterilerin olumsuz çevre 

koĢullarında yaĢamını sürdürmek için kullandığı savunma mekanizmasının bir 

parçasıdır.  Ancak, antibiyotiklerin yoğun Ģekilde kullanıma girmesiyle birlikte yıllar 

içinde farklı ve gittikçe artan sayıda dirençli mikroorganizmalar ortaya çıkmıĢ ve 

bunlarla oluĢan enfeksiyonların tedavisinde büyük sorunlar yaĢanmaya baĢlanmıĢtır.   

 LAB‟de diğer bakterilere benzer antibiyotik direnç sorunu göstermektedir. 

LAB‟nin kendisi patojen değildir, ama antibiyotik direnç genlerini patojen bakterilere 

transfer ederek insan ve hayvanlarda sağlık sorunlarına neden olabilir (Hereros et al., 

2005).  Bu yüzden E. faecalis KT11‟in antibiyotiklere olan duyarlılığı test edilmiĢtir.  

Chloramphenicol, erythromycin, penicilin G, amoxycillin, novabiocin, vancomycin ve 

methicillin karĢı duyarlı, optochin, polymixin B, bacitracin, streptomycin, lincomycin 

ve gentamicine karĢı dirençli olduğu belirlenmiĢtir. Yürümez‟in (2011) yaptığı 

araĢtırmada, E. faecalis KT11‟den farklı olarak, E. faecium OZ-E25 novabiocin ve 

erythromycine yarı hassas, vankomisine ise dirençli olduğunu belirlemiĢtir.  Ayrıca 

çalıĢmada suĢun piperallicin, penicilin, clindamycin ve chloramphenicol 

antibiyotiklerine karĢı duyarlı olduğu; piperallicin, cefoperazıne, tetracyclin, rifampicin, 

ve cefuroxime sodium antibiyotiklerine karĢı yarı hassas olduğu ve denenen diğer 
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antibiyotiklere karĢı dirençli olduğu belirlenmiĢtir.  Temmerman ve ark., (2003) 

tarafından yapılan çalıĢmada, izole edilen Enterococcus türlerinin disk difüzyon 

yöntemi kullanılarak antibiyotik duyarlılıkları incelenmiĢ ve %38‟inin vankomisine 

dirençli oldukları belirlenmiĢtir.  

 

5.8. E. faecalis KT11’e Ait Süpernatanın Antioksidan Aktivitesi 

 Antioksidan maddeler, fermentasyon sırasında oluĢurlar ve insanlarda aktif 

oksijen oluĢumunu engelleyerek ya da oluĢan aktif oksijenleri tutarak hastalıkların 

oluĢumunu durdurmaktadır (Young and Woodside, 2001).  ÇalıĢmanın bu aĢamasında 

liyofilize edilerek saklanan süpernatanın, aerobik ve anaerobik koĢullarda üretilen 

süpernatanların antioksidan aktivitesi belirlenmiĢtir. Aktiviteleri kontrol olarak 

kullanılan askorbik asit ve butillenmiĢ hidroksi toluen ile karĢılaĢtırılmıĢtır.  Ġnhibisyon 

yüzdesi hesaplandığında antioksidan aktivitesi en yüksek olan örneğin, anaerobik 

koĢulda elde edilen süpernatana (%95,65) ait olduğu belirlenmiĢtir. 

 ÇalıĢmadan elde edilen bulgular genel olarak değerlendirildiğinde aĢağıdaki 

sonuçlar elde edilmiĢtir: 

1-  E. faecalis KT11‟in kültür süpernatanı, antibiyotik dirençli bakteriler de dahil 

olmak üzere bir çok Gram pozitif ve bazı Gram negatif bakterilere karĢı 

antimikrobiyal aktivite göstermiĢtir.  Antimikrobiyal aktiviteden sorumlu 

madde/maddelerin protein/peptid yapısında olduğu da kısmı saflaĢtırma ve 

tanımlama çalıĢmaları sonucunda belirlenmiĢ ve bu madde/maddeler 

bakteriyosin olarak adlandırılmıĢtır.  Yüksek sıcaklıkta ve geniĢ bir pH 

aralığında stabil kalan ve liyofilizasyon sonrasında aktivitesini yitirmeyen bu 

bakteriyosinin, saflaĢtırılması ve protein yapısının aydınlatılmasından sonra, 

tıbbi ve gıda koruma amaçlı kullanım potansiyeline sahip olduğu belirlenmiĢtir. 

2- Ayrıca E. faecalis KT11‟in birçok biyolojik bariyere karĢı dirençli olması (düĢük 

pH, yüksek safra konsantrasyonu ve yapay mide sıvısı), laktozu fermente etmesi, 

EPS, antioksidan maddeler ve bakteriyosin üretimi gibi özellikler taĢıması, 

probiyotik bir kültür olarak kullanım potansiyeline sahip olduğunu 
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göstermektedir. Probiyotik niteliklerinin in-vivo çalıĢmalarla desteklenmesinden 

sonra, insan ve diğer canlı gruplar için probiyotik olarak kullanım olanakları 

değerlendirilebilir.   

3- Buna ek olarak E. faecalis KT11'in; homofermantatif olması, laktozu fermente 

etmesi, asit üretimi, kazeini hidrolize etmesi ve yüksek tuz konsantrasyonlarına 

dayanıklı olması, probiyotik nitelikli süt ürünleri üretiminde starter kültür olarak 

kullanım potansiyeli olduğunu göstermektedir. 
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