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ÖZ 
Bu çalışmada, Afyonkarahisar İli'nde satışa sunulan markasız, paketsiz kefir örneklerindeki laktik asit bakterilerinin 
izolasyonu, tanımlanması ve patojen test mikroorganizmaları üzerindeki antimikrobiyel etkinliği değerlendirilmiştir. 5 
farklı kefir örneğinden 6 adet laktik asit bakterisi izole edilmiş ve izolatların moleküler tanımlanması için 16S rDNA 
PZR analizi yapılmıştır. İzolatların 16S rDNA sekans analiz sonuçlarına göre, izole edilen bakteriler; Lactobacillus 
fermentum, Enterococcus faecium ve Enterococcus durans türleri olarak tanımlanmıştır. Laktik asit bakteri izolatlarının patojen 
test mikroorganizmaları üzerindeki antimikrobiyel aktivitesini belirlemek için agar spot ve agar kuyu difüzyon testi 
kullanılmıştır. Tüm izolatlar, test edilen patojen mikroorganizmalar üzerinde farklı seviyelerde antimikrobiyel etki 
göstermiştir. Laktik asit bakteri izolatları, Klebsiella pneumoniea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa ATCC 11778, Listeria 
monocytogenes ATCC 1911 üzerinde diğer test mikroorganizmalarına (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus feacalis, 
Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis NRS-744) göre daha yüksek antimikrobiyel etki göstermiştir. 
Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel etki, İzolasyon, İdentifikasyon, Kefir, Laktik asit bakterileri 
 

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM 
KEFIR SAMPLES AND EVALUATION OF THEIR ANTIMICROBIAL EFFECTS 

 

ABSTRACT 

In this study, lactic acid bacteria were isolated from unmarked, unpacked kefir samples that sold in 
Afyonkarahisar province, and their antimicrobial activity on pathogen test microorganisms were evaluated. 6 
lactic acid bacteria were isolated from 5 different kefir samples and 16S rDNA PCR analysis was performed 
for molecular identifications of these isolates. According to results of 16S rDNA PCR analysis; isolated bacteria 
from kefir samples were identifed as Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecium and Enterococcus durans. Agar spot 
and agar-well diffusion assay methods were used to determine the antimicrobial activity of the lactic acid 
bacteria isolates on pathogen test microorganisms. All of the isolates showed antimicrobial activity at different 
levels on the tested pathogenic microorganisms. Lactic acid bacteria isolates showed higher antimicrobial 
activity on Klebsiella pneumoniea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC 
1911 than other test microorganisms (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus feacalis, Escherichia coli ATCC 
35218, Bacillus subtilis NRS-744).  
Key words: Antimicrobial effect, Isolation, İdentification, Kefir, Lactic acid bacteria  
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GİRİŞ 
Gıdalar, mikroorganizma çeşitliliği bakımından 
oldukça zengindir. Bunlardan bazıları gıda 
üretiminde kullanılırken, bazıları ise gıdaların 
bozulmasına ve gıda kaynaklı hastalıkların ortaya 
çıkmasına neden olmaktadır. Bakteriyel 
enfeksiyonların tedavisinde antibiyotikler sıklıkla 
kullanılmaktadır ancak antibiyotiklere karşı 
mikroorganizmalarda direnç oluşması tüm 
dünyada önemli bir problem haline gelmiştir 
(Blaser, 2011; White, 2011; Cooper ve Shlaes, 
2011; Arabestani vd., 2014). Mikroorganizmaların 
faaliyetleri nedeniyle gıda ürünlerinin bozulmaları, 
yüksek miktarda ekonomik kayıpların meydana 
gelmesine sebep olmaktadır. Gıdaları 
mikroorganizmalara karşı korumak amacıyla 
kullanılan kimyasal katkı maddeleri ise canlılar 
üzerinde olumsuz etkiler yaratarak çeşitli 
hastalıkların oluşmasına neden olmaktadır. Bu 
nedenle, yüksek kalitede, kimyasal koruyucu katkı 
maddeleri içermeyen, güvenilir ve raf ömürleri 
uzun ürünler tüketiciler tarafından tercih 
edilmektedir (Schnurer ve Magnusson, 2005; 
Abriouel vd., 2007; Dinçer vd., 2010). Son yıllarda 
bilim adamları, kimyasal koruyucuların yerini 
alabilecek alternatif doğal koruyucuların 
araştırılması üzerine yönelmişlerdir. Özellikle 
antimikrobiyel bileşenler üretebilme yeteneğine 
sahip, GRAS (genel olarak güvenli) statüsünde yer 
alan Laktik asit bakterileri (LAB) araştırmacıların 
ilgi odağı olmuştur (De Martinis vd., 2002; Eijsink 
vd., 2002; Corr vd., 2007; Nespolo ve Brandelli, 
2010; Goh ve Philip, 2015).  LAB’leri gram 
pozitif, katalaz negatif, spor oluşturmayan, 
anaerob veya fakültatif aerob olup 
karbonhidratları fermente ederek laktik asit gibi 
fermantasyon ürünleri oluşturmaktadırlar (Zhang 
vd., 2014; López-Cuellar vd., 2016). Bu bakteriler 
tarafından üretilen metabolik ürünler, patojen 
mikroorganizmaların üremelerini engelleyerek, 
bağışıklık sistemini güçlendirerek enfeksiyonlara 
karşı direncin artmasını sağlamaktadır 
(Amirbozorgi vd., 2016). Pek çok çalışmada, gıda 
güvenliği için antagonistik mikroorganizmaların 
ve yine onlar tarafından üretilen, protein yapıdaki 
antimikrobiyel bileşenler olan bakteriyosinlerin 
kullanımıyla patojenlerin inaktive edilmesinin 
hedeflendiği biyokontrol yöntemlerinin 
kullanılması önerilmektedir (Rodriguez vd., 2000; 

Deegan vd., 2006; Evren vd., 2006; Moshood ve 
Tengku, 2013; Gülgör ve Özçelik, 2014; Yang vd., 
2014; Kaur 2015; Goh ve Philip, 2015; López-
Cuellar vd., 2016). LAB'leri gıda kaynaklı patojen 
mikroorganizmaların üremesini engellemek ve 
gıdaların raf ömrünü arttırmak amacı ile 
kullanılabilme potansiyeline sahiptirler. Bu 
nedenle yeni LAB suşların izolasyonu ve 
identifikasyonu için yapılan çalışmalar oldukça 
önemlidir. 
 
Bu çalışmada, Afyonkarahisar İli'nde satışa 
sunulan markasız, paketsiz, doğal yöntemler ile 
üretilen kefir örneklerinden 6 adet laktik asit 
bakterisi izole edilerek moleküler 
identifikasyonları yapılmıştır. Bu laktik asit 
bakterilerinin antimikrobiyel bileşik üretme 
yetenekleri belirlenerek onların patojen 
mikroorganizmalar üzerine olan antimikrobiyel 
etkinlikleri değerlendirilmiştir. 
 
MATERYAL VE YÖNTEM 
Kefir Örneklerinin Hazırlanması 
Bu çalışmada, Afyonkarahisar İli'nde satışa 
sunulan markasız, paketsiz, doğal yöntemler ile 
üretilen beş farklı kefir örneği kullanılmıştır. Kefir 
örnekleri aseptik koşullar altında toplanıp 
araştırma laboratuvarına getirilmiş ve steril pipet 
yardımıyla 10'ar ml alınarak steril 90 ml % 0.1' lik 
steril peptonlu su çözeltisinde homojenize 
edilmiştir. Her örnek % 0.1' lik steril peptonlu su 
içeren tüplerde 1/10 olacak şekilde ardışık olarak 
seyreltilmiştir. 
 
Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu ve 
Saflaştırılması 
Her bir kefir örneği için 10-4, 10-5 dilüsyonlarından 
0.1 ml alınarak LAB izolasyonu için seçilen 
besiyerlerine yayma plak yöntemiyle ekim 
yapılmış, 37 ºC’de oksijenli ve oksijensiz 
koşullarda 48 saat süre boyunca inkübe edilmiştir. 
Laktokoklar için M17 agar (Liofilchem 610192), 
Laktobasiller için Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) 
agar (Oxoid CM0361), Enterokoklar için Nutrient 
agar (NA) (Oxoid CM0003) ve Kanamycin 
aesculin azide agarlı (Oxoid CM0591) besiyerleri 
kullanılmıştır. Oksijensiz ortamda inkübasyon için 
anaerobik kavanoz (Oxoid Anaero Jar) 
kullanılmıştır (Azadnia ve Nazer, 2009). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nespolo%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
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Oksijensiz ortamın sağlanabilmesi için Merck 
Microbiologia Anaerocult A (1.13829.0001) ve 
ortamın oksijensiz olup olmadığından emin 
olabilmek için test indikatörü (Merck 
Microbiology Anaerotest 1.15112.0001) 
kullanılmıştır. İnkübasyon sonrasında LAB olma 
olasılığı olan tüm koloniler seçilerek MRS 
besiyerine ekilerek seri pasajlamalar yapılmış ve 
saf kültürler elde edilmiştir (Azadnia ve Nazer, 
2009). Laktobasil olması beklenen kolonileri 
seçerken krem renkli, mat düzgün kenarlı 
koloniler, laktokoklar için beyaz düz kenarlı parlak 
koloniler tercih edilmiştir. Enterokok olmasından 
şüphelenilen koloniler için küçük, beyaz ya da açık 
renkli ve düz kenarlı tipik kolonilere öncelik 
verilmiştir. Kanamycin Aesculin Azide agarda ise 
siyah zon oluşturan Enterokokların seçimleri 
yapılmıştır Elde edilen izolatlar, mikroskop 
altında incelenerek gram reaksiyonu ve katalaz 
aktiviteleri belirlenmiştir. İzolatların katalaz 
enzimine sahip olup olmadıklarını belirlemek 
amacıyla ilk izolasyon esnasında saflaştırılan 
izolatlar temiz bir lam üzerine alınıp %3’lük H2O2 
çözeltisi damlatılmıştır. Gaz kabarcıklarının 
oluşumu katalaz testi açısından pozitif sonuç 
olarak değerlendirilmiştir (Temiz, 2000; Halkman 
2005; Özteber 2013). 
 
Genomik DNA İzolasyonu 
LAB'ın genomik DNA'larını izole etmek için 
Roche, High Pure PCR Template Preperation Kit 
kullanılmıştır. Her bir izolattan MRS sıvı 
besiyerine ekim yapılarak 37 ºC’de 24 saat inkübe 
edilmiştir. Kit kullanımı için gerekli hazırlıklar 
yapılarak prosedüre uygun şekilde DNA 
izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen 
genomik DNA’ların bütünlükleri agaroz jel 
elektroforezinde, saflık kontrolleri ve miktar 
tayinleri spektrofotometrik olarak Thermo 
Scientifik-Nanodrop 2000c cihazı ile yapılmıştır 
(Turner vd., 2004). Elde edilen genomik DNA’lar 
kullanılana kadar -20 ºC’de saklanmıştır. 
 
Laktik Asit Bakterilerinin 16S rDNA PZR 
Yöntemi ile Tanımlanması  
LAB izolatlarının 16S rDNA yöntemiyle 
tanımlanabilmesi için Taq DNA Polimeraz Kiti 
(Helix Amp TM, (11796828001)) kullanılmıştır. 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) için; 20F (5'- 

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') ve 
1390R (5'- GAC GGG CGG TGT GTA CAA-3') 
primerleri kullanılarak gen bölgesi PZR (Blue Ray 
Biotech Turbo Cyler) ile çoğaltılmıştır (Özteber 
2013). Baz büyüklüğü tespiti için, markır 
(Fermentas Gene Ruler TM) kullanılmıştır. PZR 
tüpüne eklenecek bileşenler ve reaksiyon 
basamakları kit içeriğine göre düzenlenmiş olup 
Çizelge 1' de belirtilmiştir. İstenilen gen bölgesini 
çoğaltabilmek için kullanılan PZR koşulları; 94 
ºC’de 5 dakika ön denatürasyon, 94 ºC’de 30 sn 
denatürasyon, 55 ºC’de 30 sn bağlanma ve 72 
ºC’de 90 sn uzama oluşan 35 döngülük 
amplifikasyon ve 72 ºC’de 15 dakika son 
uzamadan olacak şekilde ayarlanmıştır. PZR 
ürünleri %1’lik agaroz jelde yürütülerek UV Jel 
görüntüleme sistemi cihazı (Quantum, France) 
kullanılarak görüntülenmiş ve DNA fragmentleri 
DNA markır ile karşılaştırılarak 
değerlendirilmiştir.  
 

Çizelge 1. PZR bileşenleri ve miktarları 
Table 1. PCR components and quantities 

PZR Bileşenleri Miktar 

 PCR Components Quantity 

DNA 5 µL 
10X Taq Buffer 5 µL 
dNTP 1 µL 
Primer – F 1 µL 
Primer – R 1 µL 
5X Tune Up Buffer 10 µL 
Taq Polimeraz 1.25 Unit 
Destile Su  
Distilled water 

50 µL'ye tamamlanır 

 
Nükleotid Sekans Analizi ve Verilerin 
Değerlendirilmesi 
PZR ürünlerin nükleotid sekans analizlerinin 
yapılması için hizmet alımı yapılmıştır. Sekans 
analizi, Sanger dideoksi sekans metoduna dayalı 
ABI 3730 XL otomatik sekans analiz cihazı 
kullanılarak Altıgen Bio Firması (İzmir\Türkiye) 
tarafından yapılmıştır. Örneklerin sekans analizi 
sonuçları Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
adresinde yer alan Nucleotide-nucleotide BLAST 
(blastn) programı kullanılarak karşılaştırılmış ve 
her bir izolat için gen bankasındaki homolojileri 
belirlenmiştir. 
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Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki 
Spektrumlarının Belirlenmesi  
LAB izolatlarının antibakteriyel aktivitesi 
belirleyebilmek için agar spot test ve kuyu 
difüzyon yöntemleri kullanılarak test edilmiştir. 
Agar spot testi için, LAB izolatlarının MRS sıvı 
besiyerine (Oxoid CM0359) ekimleri yapılarak 37 
ºC’de bir gün süre ile inkübe edilmiştir. Daha 
sonra her bir izolattan 2 μl MRS agarlı besiyerine 
damla şeklinde inoküle edildikten sonra petriler 
bir gün süre ile 37 ºC’de inkübasyona bırakılmıştır. 
Kültür koleksiyonumuzda yer alan test 
mikroorganizmaları (Listeria monocytogenes ATCC 
1911, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus substilis 
NRS-744, Staphylococcus. aureus ATCC 25923, 
Klebsiella pneumoniea NRRLB 4420, Pseudomonas 
aeuroginosa ATCC  11778, Streptococcus feacalis)  
Nutrient broth besiyerinde, 24 saat boyunca 37 
ºC’de inkübe edilmiştir. İnkübasyondan sonra 
%0.5 agar ile hazırlanmış 5 ml’lik yumuşak agar 
içerisine, indikatör test mikroorganizmaların sıvı 
kültürlerinden 0.5 ml inoküle edilerek petrilerin 
yüzeyine dökülmüş ve 37 ºC’de, 24 saat 
inkübasyona bırakılmıştır (Schillinger ve Luke, 
1989). Agar spot testi sonuçları; +<0.5 cm, 0.5 
cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 olacak şekilde 
değerlendirilmiştir. 
 

Agar kuyu difüzyon testi için, LAB izolatlarının 
her birinden 10 ml’lik MRS sıvı besi ortamına 
ekim yapılarak 37 ºC’de, 24 saat inkübasyona 
bırakılmıştır. Daha sonra sıvı kültürler 8000 rpm’ 
de 10 dakika (+4˚C’de) santrifüjlenmiştir (Nüve 
NF 1200). Santrifüj işlemini takiben kültür üst 
sıvıları steril, yeni falkon tüplere aktarılmış ve asit 
inhibisyonunu ekarte edebilmek için 1 M 
NaOH/HCl kullanılarak pH: 6.0’ya ayarlanmıştır. 
Elde edilen bu süpernatantlar steril şırıngalarla 
çekilerek 0.2 μm por çaplı, steril membran 
filtreden (GUS 7041361) süzülerek steril deney 
tüplerinde toplanmıştır. Antimikrobiyel etki 
spektrumlarını belirleyebilmek için kullanılan 
indikatör test mikroorganizmaları Nutrient broth 
besiyerine ekilmiş ve 37 ºC'de, 24 saat inkübe 
edilmişlerdir. Bir günlük kültürlerinden steril 
distile suda 0.5 McFarland bulanıklığına eşdeğer 
süspansiyonlar hazırlanmıştır. Her bir indikatör 
bakteri suşunun Nutrient agar besiyerine, steril 
eküvyon çubuğu kullanılarak ekimleri yapılmıştır. 
Steril agar delici kullanılarak agarlı besiyer ortamı 

içeren petrilere 6 mm çapında kuyucuklar 
açılmıştır. Hazırlanan kuyucuklara daha önce 
laktik asit bakteri izolatlarından elde etmiş 
olduğumuz süpernatantlardan (Cell free 
supernatatnt) 100 μl koyulmuştur. Petriler 37 
ºC'de, 24 saat inkübe edildikten sonra oluşan zon 
çapları ölçülmüş ve kontrol grubu ile 
karşılaştırılarak değerlendirilmiştir (Pringsulaka 
vd., 2012).  
 
BULGULAR 
M17, MRS, Nutrient ve Kanamycin aesculin azide 
agarlı besiyerlerinde üreyen kültürlerden farklı 
koloniler seçilerek MRS besiyeri kullanılarak saf 
kültürler elde edilmiştir. 27 adet izolat elde edilmiş 
ve bunların gram boyaması ve katalaz testleri 
yapılmıştır. Bu izolatlardan sadece 6 adeti gram 
(+) ve katalaz (-) olarak belirlenmiştir. Bu altı 
izolat arasında yer alan K1 ve K4’ün mikroskop 
altında görünümü çubuk, diğerleri ise yuvarlak 
(ikili yuvarlak veya zincir şeklinde) olarak 
gözlenmiştir. LAB’lar katalaz negatif oldukları için 
bu izolatların moleküler identifikasyonları, 16S 
rDNA PZR yöntemi kullanılarak yapılmıştır. PZR 
ürünlerinin agaroz jel görüntüsü Şekil 1’de 
gösterilmiştir. PZR ürünlerin nükleotid sekans 
analizi sonuçları Gen Bank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan 
Nucleotide-nucleotide BLAST programı 
kullanılarak karşılaştırılmış ve her bir izolat için 
gen bankasındaki homolojileri belirlenmiştir. 
Karşılaştırma sonucunda, izolatlar ile veri 
tabanında bulunan diğer türler arasındaki 
homolojiler yüzde olarak Çizelge 2’de 
gösterilmiştir. Enterococcus cinsine ait izolatlar, 
Enterococcus faecium, Enterococcus durans olarak 
tanımlanmıştır. Ayrıca Lactobacillus fermentum 
izolatları tanımlanmıştır. 
  
Laktik asit bakteri izolatlarının antibakteriyel etki 
spektrumları için agar spot test ve agar kuyu 
difüzyon testi kullanılmıştır.  Agar spot testi 
sonucunda Çizelge 3’de verildiği gibi örneklerin 
hepsinin çalışmada kullanılan tüm patojen 
mikroorganizmalara karşı zon oluşturduğu 
görülmüştür. İnhibisyon zonlarının çapları +<0.5 
cm, 0.5 cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 olarak 
kontrol grubuyla karşılaştırılarak 
değerlendirilmiştir.  
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Şekil 1. PZR ürünlerinin agaroz jel fotoğrafı [İzolatlar (K1-6), Markır (M)] 

Figure 1. Agarose gel photo of PCR products 
 

Çizelge 2. LAB izolatlarının 16S rRNA analiz sonuçları 

Table 2. 16S rRNA analysis results of LAB isolates 

İzolatlar 
Isolates 16S rRNA Analiz Sonucu  

Analysis of 16S rRNA 

Karşılaştırılan baz 
sayısı 

Compared base 
number 

(%) Benzerlik 
Smilarity 

K1 Lactobacillus fermentum strain 
CAU:3341(Sequence ID: MF354239.1) 1402 %98 

K2 Enterococcus durans strain CAU6145 (Sequence 
ID: MF424830.1) 1407 %99 

K3 Enterococcus faecium strain BL6-4 (Sequence ID: 
MF784205.1) 1330 %99 

K4 Lactobacillus fermentum strain CAU:3341 
(Sequence ID: MF354239.1) 1402 %98 

K5 Enterococcus faecium strain CAU10244 
(Sequence ID: MF429017.1) 1377 %99 

K6 Enterococcus faecium strain L030(LBF2)D03 
(Sequence ID: KM269699.1) 1098 %99 

 
Agar spot test sonuçlarına göre; LAB izolatları 
deney aşamasında kullanılan patojen test 
mikroorganizmalarına karşı orta ve\veya yüksek 
düzeyde antimikrobiyel etkinlik göstermiştir. LAB 
izolatları en çok, K. pneumoniea NRRLB 4420, S. 
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeuroginosa ATCC 
11778, L. monocytogenes ATCC 1911, 
mikroorganizmaları üzerinde etkili olmuştur. 
İzolatların antimikrobiyel etki spektrumlarını 
belirleyebilmek için ayrıca agar kuyu difüzyon testi 

uygulanmıştır. Laktik asit bakteri izolatlarının 
indikatör bakteriler üzerine olan antimikrobiyel 
etkilerinin sonuçları ise Çizelge 4'de gösterilmiştir. 
İzolatlar tüm patojen test mikroorganizmaları 
üzerinde antimikrobiyel etki göstermişlerdir. 
Özellikle K. pneumoniea NRRLB 4420, P. 
aeuroginosa ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC 
1911 karşı yüksek antimikrobiyel aktivite 
belirlenmiştir. Elde edilen zon çapları kontrol 
grubuna oldukça yakın değerler göstermiştir.

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=6SSZTWUM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF424830?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DZSSYMW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF784205?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DZY3JZM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7E0762JT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF429017?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=7E0HNKHJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM269699?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7E0UPJEV014
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Çizelge 3. LAB izolatlarının indikatör test bakterileri üzerine olan inhibisyon etkisi 

Table 3. The inhibitory effect of LAB isolates on indicator test bacteria 
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K1 Lactobacillus fermentum strain 
CAU:3341 

+++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

K2 Enterococcus durans strain 
CAU6145  

+++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

K3 Enterococcus faecium strain 
BL6-4  

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

K4 Lactobacillus fermentum strain 
CAU:3341  

+++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

K5 Enterococcus faecium strain 
CAU10244  

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

K6 Enterococcus faecium strain 
L030(LBF2)D03  

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Kontrol 
Control 

10 µg amikasin +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

 +<0.5 cm, 0.5 cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 

 
Çizelge 4. LAB izolatlarının indikatör bakteriler üzerine olan antimikrobiyel etkilerinin agar kuyu 

difüzyon testi sonuçları (cm) 

Table 4. Agar well diffusion test results of antimicrobial effects of LAB isolates on indicator bacteria (cm) 

İzolatlar 
Isolates 
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K1 Lactobacillus fermentum strain 
CAU:3341 

17 9 10 12 21 18 15 

K2 Enterococcus durans strain 
CAU6145  

18 16 13 18 17 23 12 

K3 Enterococcus faecium strain 
BL6-4  

18 14 9 14 22 19 16 

K4 Lactobacillus fermentum strain 
CAU:3341  

19 9 11 12 20 18 15 

K5 Enterococcus faecium strain 
CAU10244  

18 14 10 15 22 19 16 

K6 Enterococcus faecium strain 
L030 (LBF2)D03  

18 14 10 14 22 19 16 

Kontrol 
Control 

10 µg amikasin 20 21 22 20 24 20 20 
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TARTIŞMA 
Son yıllarda gıda ve ilaç güvenliğinin geliştirilmesi 
konusunda giderek artan bir eğilimin olması, 
araştırmacıları yeni antimikrobiyel alternatifler 
bulmaya teşvik etmektedir. Bazı 
mikroorganizmalar antimikrobiyel bileşenler 
üretebilme yeteneğine sahiptirler (Goh ve Philip, 
2015). Bu mikroorganizmalar arasında yer alan 
laktik asit bakterileri, antimikrobiyel özellikte 
bakteriyosin üretebilen, gıdalarda uzun yıllardan 
beri güvenli bir şekilde kullanılan en önemli 
mikroorganizmalardandır (Nespolo ve Brandelli, 
2010; Lopez-Cuellar vd., 2016). Bakteriyosinler, 
üretici hücreler üzerine öldürücü etki 
göstermeyen, sınırlı sayıdaki bakterilere etkili olan 
antagonistik maddeler olduklarından 
antibiyotikler için alternatif rol oynayabilirler 
(Evren vd., 2006).  Bugüne kadar yapılan pek çok 
çalışmada; çeşitli gıda ürünlerinden LAB izole 
edilerek, antimikrobiyel etkinlikleri 
değerlendirilmiş ve çeşitli bakteriyosinler izole 
edilerek tanımlanmıştır (Erdoğrul vd., 2002; Yang 
vd., 2014; Wassie ve Wassie, 2016; Masalam vd., 
2018). Literatür taramaları sonucunda kefir 
örneklerinden LAB izolasyonu ve onların 
antimikrobiyel etkinliklerine dair sınırlı sayıda 
çalışmaya rastlanmıştır (Simova 2002). Bu 
nedenle, LAB bakımından zengin olması 
beklenen kefir örneklerinin çalışma kapsamında 
kullanılması tercih edilmiştir.  
 
Bu çalışmada, LAB'ları izole etmek amacıyla 
Afyonkarahisar İli'nde satışa sunulan paketsiz 5 
farklı kefir örneğinden 6 adet LAB izole edilmiştir. 
Kefir örneklerinden izole edilen LAB'lar16S 
rDNA sekans analiz sonuçlarına göre, Lactobacillus 
fermentum (2), Enterococcus faecium (3), Enterococcus 
durans (1) türleri olarak tanımlanmıştır. Bu 
çalışmadan elde edilen bulgular daha önce 
yapılmış olan bazı çalışmalarla oldukça benzerlik 
göstermektedir (Simova 2002; Chen vd., 2008; 
Bennani vd., 2017, Masalam vd., 2018).  
 
Çalışmamızda, LAB izolatlarının antimikrobiyel 
aktivitelerini belirleyebilmek için agar spot testi ve 
agar kuyu difüzyon testi yapılmıştır. Agar spot test 
sonuçlarına göre; elde edilen LAB izolatları, en 
çok K. pneumoniea NRRLB 4420, S. aureus ATCC 
25923, P. aeuroginosa ATCC 11778, L. monocytogenes 

ATCC 1911 üzerinde antimikrobiyel etki 
göstermiştir. Simova vd. (2002); kefir ve kefir 
tanelerinden LAB izole etmişlerdir. Elde ettikleri 
izolatları; Lactococcus lactis subsp. lactis, Streptococcus 
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei 
subsp. pseudoplantarum ve Lactobacillus brevis olarak 
tanımlamışlardır. Başka bir çalışmada Chen vd. 
(2008); kefir tanelerindeki LAB’lar üzerine 
mikrobiyolojik bir çalışma yapmıştır. Çalışma 
sonucunda, kefir tanelerinde, Lactobacillus, 
Leuconostos, Lactococcus türlerinin bulunduğu 
belirlenmiştir. İşleroğlu vd. (2008), yöresel peynir 
örneğinden antimikrobiyel aktiviteye sahip bakteri 
izole etmişlerdir. Karbonhidrat fermantasyonu ile 
yağ asidi profili testleri sonucunda bakterinin 
Enterococcus faecalis olduğunu saptamışlardır. Bu 
bakteri tarafından üretilen antimikrobiyel 
maddenin Lactobacillus plantarum, Enterococcus 
faecalis, Enterococcus faecium ve Listeria monocytogenes’e 
karşı inhibitör aktiviteye sahip olduğu, ancak 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Bacillus 
cereus’a karşı etkili olmadığı gözlenmiştir. Bu 
çalışmaya benzer olarak bizim çalışmamızdan elde 
ettiğimiz verilerde en yüksek antimikrobiyel etki 
K. pneumoniea NRRLB 4420, P. aeuroginosa ATCC 
11778, L. monocytogenes ATCC 1911 karşı tespit 
edilirken E. coli ATCC 35218 ve B. subtilis NRS-
744 üzerinde daha düşük etki tespit edilmiştir. 
Diğer bir çalışmada ise Bayram ve Yıldırım (2016), 
yöresel bir peynir çeşidinden izole edilen bakteri 
ve bu bakterinin ürettiği antimikrobiyel bileşikleri 
karakterize etmişlerdir. İzole edilen bakteri, genel 
mikrobiyolojik analizler, karbonhidrat 
fermantasyonu ve yağ asidi profili testleri 
sonucunda Enterococcus faecium BP olarak 
tanımlanmıştır. Antimikrobiyel bileşiğin 
antimikrobiyel spektrumu belirlenmiş ve inhibitör 
aktivitesi üzerine bazı enzimlerin, organik 
çözücülerin, ısıl işlemin, depolama koşullarının ve 
üretici bakterinin gelişim fazının etkileri 
araştırılmıştır. Antimikrobiyel bileşiğin bir 
bakteriyosin olduğunu ortaya koymuşlardır. 
Antimikrobiyel bileşiğin, test edilen bazı 
Lactobacillus, Lactococcus, Listeria, Bacillus, 
Campylobacter ve Citrobacter cinslerine karşı 
inhibitör etki gösterdiğini belirlemişlerdir.  
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nespolo%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
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Bu çalışmanın sonucunda; kefir örneklerinden 
izole edilen LAB'ların antimikrobiyel etkili 
madde\maddeler üretebildikleri ve patojen test 
mikroorganizmaları üzerinde yüksek 
antimikrobiyel etkinlikleri olduğu belirlenmiştir. 
Bundan sonra yapılacak olan çalışmalar ile izole 
edilen LAB'ların üretmiş oldukları bakteriyosin 
ve\veya bakteriyosin benzeri maddelerin 
saflaştırılması ve karakterizasyonu 
hedeflenmelidir. Böylece LAB’lar tarafından 
üretilen bu antimikrobiyel bileşiklerin hem gıda 
hem de sağlık sektöründe, biyoteknolojik 
çalışmalarda potansiyel olarak kullanılabileceği 
düşünülmektedir. 
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