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ÖZET

KEFİRDEN İZOLE EDİLEN LAKTİK ASİT BAKTERİLERİNİN PROBİYOTİK 
ÖZELLİKLERİNİN VE BİYOLOJİK AKTİVELERİNİN BELİRLENMESİ

Hümeyra Bodur

Amasya Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 
Moleküler Tıp Anabilim Dalı, Yüksek Lisans, Aralık/2022

 Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Ceren Başkan
Dr. Öğr. Üyesi Merve Yurttaş

Probiyotik mikroorganizmalar hastalıkları önlemek ve tedavi etmek amacıyla yıllardır 
kullanılmaktadır. Özellikle bu mikroorganizmaların ürettikleri bakteriyosinler ve 
ekzopolisakkaritlerin mikrobiyotada önemli yeri bulunmaktadır. Fermente bir süt ürünü olan kefir 
probiyotik mikroorganizma açısından zengin olması sebebiyle giderek artan bir ürün haline gelmiştir. 
Bu sebeple çalışmada, kefirden izole edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik özelliklerinin ve 
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla 12 ticari, 3 ev yapımı olmak üzere 
toplam 15 adet kefir örneği toplanmıştır. Öncelikle kefir örnekleri pH, toplam asitlik, kuru madde ve 
kül analizleri gibi fizikokimyasal parametreler açısından analiz edilmiştir. pH, kuru madde ve kül 
analizleri bakımından elde edilen sonuçlar ise literatür ile uyumlu olmakla birlikte bu sonuçların kefir 
üretim parametreleri ve kullanılan hammaddeye göre değişebildiği görülmüştür. Fizikokimyasal 
parametrelerin ardından örneklerden konvansiyonel yöntemlerle elde edilen laktik asit bakterilerini 
tür düzeyinde doğrulamak için fenotipik testler uygulanmıştır. Fenotipik testler sonucunda 142 izolat 
şüpheli laktik asit bakterisi olarak belirlenmiştir. Belirlenen şüpheli izolatların 16S rRNA PZR 
analizi ile genotipik olarak tanımlanmış ve 37 izolatın 1500 bç bölgesinde bant verdiği 
gözlemlenmiştir. Fenotipik ve genotipik testler yapılan bakterilerinden bakteriyosin elde edilmiş ve 
dört Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacıllus cereus ATCC 7064, Bacıllus 
subtilis ATCC 6633, Streptococcus mutans ATCC35668) dört Gram negatif (Esherichia coli 
ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 
Salmonella enteridis ATCC13076) bakteri üzerindeki antimikrobiyal etkileri kuyu difüzyon 
yöntemiyle tespit edilmiştir. Kuyu difüzyon sonucuna göre 3 izolatın S. mutans üzerinde bakteriyosin 
özelliği pozitif olarak belirlenmiştir. Bakteriyosin pozitif olan izolatların 16S rRNA sekans analizleri 
gerçekleştirilmiştir. Dizileme sonucu elde edilen okumaların kalitesi BioEdit programı ile 
birleştirilmiş ve NCBI Nuclotide BLAST programı kullanılarak Gen bankasında en yakın ilişkili tür 
belirlenmiştir. Sekans analizi sonucunda 1 izolat Leuconostoc mesenteroides olarak belirlenmiştir. 
Fenotipik ve genotipik olarak doğrulanan laktik asit bakterisinden ekzopolisakkarit elde edilmiş 
DLD-1 (insan kolon adenokarsinomu) ve CCD-18Co (normal kolon) hücre hatları üzerindeki 24, 48 
ve 72 saatteki sitotoksik aktivitesi MTT yöntemi ile analiz edilmiştir. MTT testi sonucunda 
ekzopolisakkartin DLD-1 hücre hattı üzerindeki sitotoksik aktivitesi 24 saat için IC50 değeri 2500 
µg/mL olarak belirlenmiş, CCD-18Co hücre hattı üzerinde ise herhangi bir sitotoksik aktivite 
göstermediği tespit edilmiştir. Bu durum ekzopolisakkartin sağlıklı kolon hücrelerine zarar vermeden 
kolon kanser hücresi üzerinde seçici toksik etki oluşturacağını göstermektedir. Yapılan bu çalışma 
ile kefirin mikrobiyota üzerindeki olumlu etkisi bir kez daha vurgulanmıştır.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, kefir, kolon kanseri, laktik asit bakterisi, 16S 
rRNA 
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ABSTRACT
DETERMINATION OF PROBIOTIC PROPERTIES AND BIOLOGICAL ACTIVITIES 

OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM KEFIR

Hümeyra Bodur

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, MSc, December/2022

Supervisior: Assist. Prof. Ceren Başkan
Co- Supervisior: Assist. Prof. Merve Yurttaş

Probiotic microorganisms have been used for years to prevent and treat diseases. Especially 
the bacteriocins and exopolysaccharides produced by these microorganisms have an important place 
in the microbiota. Kefir, which is a fermented milk product, has become an increasing product due 
to its richness in probiotic microorganisms. For this reason, in this study, it was aimed to determine 
the probiotic properties and biological activities of lactic acid bacteria isolated from kefir. For this 
purpose, a total of 15 kefir samples, 12 commercial and 3 homemade, were collected. Firstly, kefir 
samples were analyzed in terms of physicochemical parameters such as pH, total acidity, dry matter 
and ash analysis. Although the results obtained in terms of pH, dry matter and ash analyzes are 
compatible with the literature, it has been observed that these results may vary according to the kefir 
production parameters and the raw material used. Phenotypic tests were applied to confirm the lactic 
acid bacteria obtained from the samples by conventional methods at the species level. As a result of 
phenotypic tests, 142 isolates were determined as suspicious lactic acid bacteria. The suspected 
isolates were identified genotypically by 16S rRNA PCR analysis and it was observed that 37 isolates 
gave bands in 1500 bp region. Afterwards, bacteriocin was obtained from the bacteria for which 
phenotypic and genotypic tests were performed, and its antimicrobial effects on four Gram positive 
and four Gram negative bacteria were determined by the well diffusion method. According to the 
well diffusion results, 3 isolates were positive for bacteriocin on S. mutans. 16S rRNA sequence 
analyzes of bacteriocin positive isolates were performed. The quality of the reads obtained as a result 
of sequencing was combined with the BioEdit program and the most closely related species was 
determined in the Genbank using the NCBI Nuclotide BLAST program. As a result of the sequence 
analysis, 1 isolate was determined as Leuconostoc mesenteroides. The cytotoxic activity at 24, 48 
and 72 hours on DLD-1 (human colon adenocarcinoma) and CCD-18Co (normal colon) cell lines 
obtained from exopolysaccharide obtained from phenotypically and genotypically confirmed lactic 
acid bacteria was analyzed by MTT method. As a result of the MTT test, the cytotoxic activity of 
exopolysaccharin on the DLD-1 cell line was determined as 2500 µg/mL for 24 hours, and it was 
determined that it did not show any cytotoxic activity on the CCD-18Co cell line. This shows that 
exopolysaccharin will have a selective toxic effect on colon cancer cells without harming healthy 
colon cells. With this study, the positive effect of kefir on the microbiota was emphasized once again.

Keywords: Antimicrobial activity, kefir, colon cancer cell line, lactic acid bacteria, 16S rRNA



1

1.GİRİŞ

Uluslararası ve ulusal literatüre göre beslenme; yaşamın sağlıklı bir şekilde korunup 

devam ettirilmesi için vücudun ihtiyaç duyduğu besin öğelerinin vücuda alınması ve 

kullanılmasıdır [1]. Son yıllarda yaşam koşullarının değişmesi ile beslenme alışkanlıklarında 

da değişimler olmuş, geleneksel beslenme tarzı yerini çabuk hazırlanabilen, birçok katkı 

maddesinin kullanıldığı, uzun raf ömrüne sahip gıdalara bırakmıştır. Tüm Dünya’da yapılan 

bilimsel çalışmalarda özellikle obezite, diyabet, kolesterol, kardiyovasküler hastalıklar ve 

kanserin artış gösterdiği ve bu hastalıkların beslenme ile ilişkilendirildiği görülmektedir [2, 

3, 4]. Bu gelişmelerle birlikte insanlar besin seçiminde doğal ve sağlık üzerine olumlu 

etkileri olan fonksiyonel gıdalara yönelmiştir. Kefir probiyotik özelliğe sahip gıdalarda 

önemli fonksiyonel gıdalardan biridir.

Probiyotikler; vücuda dengeli olarak alındığında sağlık üzerinde faydaları olan 

ürünlerdir [5]. Probiyotiklerin gastrointestinal florayı düzenleme, immün sistemi 

destekleme, inflamatuvar bağırsak ve çocukluk çağı hastalıklarının önlenmesi gibi etkileri 

bulunmaktadır [6]. Probiyotikler besinlerle alınabildiği gibi tablet veya kapsül şeklinde de 

tüketilebilmektedir. Probiyotikler terapötik etki gösterebilmesi için her gün düzenli 

kullanımı ve canlı hücre konsantrasyonu en az 10⁶ kob/ml olacak şekilde vücuda alınması 

tavsiye edilir. Probiyotik olarak en fazla tüketilen grup; fermente süt ve süt ürünleridir.  [7, 

8, 9]. Kefir probiyotik olarak tüketilen en yaygın fermente süt ürünlerden biridir. Türk Gıda 

Kodeksi Fermente Süt Ürünleri Tebliği’ne göre kefir; fermantasyonda spesifik olarak 

Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin değişik suşları ile 

laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve fermente etmeyen mayaları 

(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) içeren 

starter kültürler ya da kefir tanelerinin kullanıldığı fermente süt ürünü olarak 

tanımlanmaktadır [10].

Kefir, Kafkasya bölgesinde bölge halkının serinlemek amacıyla inek ve keçi sütü 

kullanarak ürettikleri geleneksel bir içecektir. Türkçede keyif anlamına gelen “Keyf” 

kelimesinden türeyen kefirin; kephir, knapan, kiaphur gibi faklı isimlerle kullanılmaktadır 

[11]. Vitamin ve mineraller bakımından zengin olan kefir, sütün bileşiminde bulunan temel 

besin öğelerinin büyük bir kısmını içermektedir. Ayrıca fermantasyonla birlikte süt 
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içerisinde bulunan laktoz ve proteinler kısmen parçalanmakta ve çeşitli biyoaktif bileşikler 

meydana gelmektedir. Bunun sonucunda besin değeri artmış, sağlık açısından önemli 

faydaları bulunan, kolay sindirilebilir, laktoz intoleransını düşüren bir ürün ortaya 

çıkmaktadır [12]. 

Bu bilgiler ışığı altında bu tez çalışmasında

 Sağlığı geliştirici, hastalıkları önleyici ve fonksiyonel bir besin olarak kullanılan, ev 

yapımı ve ticari kefirlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin fenotipik ve 

genotipik olarak tanımlanması

 Fenotipik ve genotipik olarak doğrulanan bakterilerin bazı teknolojik ve probiyotik 

özelliklerinin belirlenerek bu bakterilerden bakteriyosin üreten ve antimikrobiyal 

aktiviteye sahip türlerin belirlenmesi

 Antimikrobiyal aktiviteye sahip türlerden de ekzopolisakkarit üretilerek insan kolon 

kanseri üzerinde sitotoksik aktivitesinin araştırılması amaçlanmıştır.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Probiyotiklerin Tanımı, Tarihçesi ve Önemi

Günümüzde probiyotik ve prebiyotik gibi fonksiyonel ürünlere olan talep giderek 

artmaktadır [12]. Fonksiyonel gıda bileşeni olarak bilinen Probiyotik terimi, “Pro” ve “biota” 

latince kelimelerinden türemiş olup “canlı için” anlamına gelmektedir. Probiyotik 

mikroorganizmalar yeterli miktarda alındığında kalitatif veya kantitatif olarak mikrobiyotayı 

etkileyen özellikle intestinal sistemin mikrobiyal dengesini düzenleyen ve bağışıklık 

sistemini güçlendirerek konakçı için yararlı etkiler gösteren canlı mikroorganizmalardır [13-

16].

Probiyotiklerin varlığı ilk olarak Rus araştırmacı Elie Metchnikoff’un 20. yy’nin 

başlarında yaptığı çalışmalarla ortaya konulmuştur. Metchnikoff, Bulgar köylülerinin daha 

uzun yaşadığını fark etmiş ve bu durumu incelediğinde ise bu insanların yoğurt tüketiminin 

fazla olduğunu tespit etmiş, sonrasında yoğurdu inceleyerek birçok canlı bakteri ile 

karşılaşmıştır. Bu canlı bakterilere Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus 

adını vermiştir. 1930 yılında, Shirota tarafından gastrointestinal sistemden geçerken hayatta 

kalan laktik asit bakterileri izole edilmiştir [17 ve 18]. 1956'da Lilly ve Stillwell tarafından 

ise bir mikroorganizma tarafından üretilip, başka bir mikroorganizma için bazı büyüme 

uyarıcıları salgılayan maddeler olarak tanımlanmıştır. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) ve 

Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) 2001 yılında probiyotikleri “uygun 

miktarlarda alındığında konakçıya sağlık açısından fayda sağlayan canlı 

mikroorganizmalar” olarak tanımlamıştır. Son olarak, 2014 yılında, Uluslararası 

Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Birliği (ISAPP) probiyotikleri "yeterli miktarlarda 

alındığında konakçıya sağlık yararı sağlayan canlı mikroorganizmalar" olarak ifade etmiştir 

[19]. 

Probiyotiklerin insan vücudundaki önemini anlayabilmek için mikrobiyotaya bakmak 

gerekmektedir. Sağlıklı bir insan bağırsak sisteminde yaklaşık 500 çeşit mikroorganizma 

bulunmaktadır [20]. Yenidoğan bir bebeğin bağırsak florası doğum sırasında steril kabul 

edilmekte fakat anne ve çevresel etkenlerle birlikte değişmektedir (doğum şekli, beslenme 

vb.). Gastrointestinal floranın fizyolojik ve immünolojik sistemde önemli rol oynadığı 

belirlenmiştir. Bu sistemde meydana gelen bir bozukluk, doğum sonrasına uzanan olumsuz 

sonuçlara neden olmaktadır [21].
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Probiyotiklerin bağırsak florasını düzenleyici ve bağışıklık sistemini güçlendirici etki 

gösterdiği bilinmektedir. Bu etkilerinden bazıları; bakteriyosin üreterek patojen 

mikroorganizma gelişimini önlemesi, sindirim sistemini teşvik eden enzim üretmesi, antikor 

düzeyinin artırılması, laktoz intoleransını azaltma, serum kolesterol seviyesini düşürme, 

obezite-hipertansiyon-allerjik reaksiyonları engellemedir [21]. 

2.1.1. Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların genel özellikleri

Bir mikroorganizmanın probiyotik kültür olarak tanımlanması için belirli kriterlere 

sahip olması gerekmektedir. Bu kriterler aşağıda maddeler halinde belirtildiği gibi 

sıralanabilir [18, 22-27].

 İnsan orjinli olmalıdır yan etki oluşturmamalıdır.

 Patojen özellik içermemeli, toksin üretmemelidir.

  Patojen gelişimini engelleyecek bakteriyosin, asit ya da hidrojen peroksit 

üreterek antagonist etki göstermelidir.

 Mide asidine ve safra tuzlarına dayanıklı olmalıdır.

 Bağırsak hücrelerine tutunup, burada ve patojen bakterilerin bağırsak 

translokasyonunu azaltabilmelidir.

 Gastrointestinal sistemde canlılığını devam ettirebilmelidir.

 Metabolik etki gösterebilmelidir.

 Teknolojik süreçlerde (işleme ve depolama) canlılığını ve aktivitesini 

koruyabilmelidir.

 Gıda ilavelerinde, gıda kalitesini düşürmemelidir.

 Antibiyotik direncinin yayılmaması için stabil olmalıdır. Aktarılabilir direnç 

genlerine sahip olmamalıdır.

 Çok suşlu preparatlar için uygun olmalıdır.

 İmmun yanıtın uyarılması ve regülasyonu ile bağışıklık sisteminin 

güçlenmesine yardımcı olmalıdır.
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2.1.2. Probiyotik olarak kullanılan bakteriler

Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalardan en çok kullanılanı “Laktik Asit 

Bakterileri” dir. Laktik asit bakterileri; fermentasyon sonucunda son ürün olarak laktik asit 

oluşturan, katalaz negatif ve Gram pozitif bakterilerdir [25]. Genel olarak kullanılan 

probiyotik mikroorganizmalar Tablo 2.1’de belirtilmiştir [28-30].

Tablo 2.1. Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalar

Lactobacillus Bacillus 
Lactobacillus bulgaricus Bacillus subtilis
Lactobacillus lactis Bacillus pumilus
Lactobacillus acidophilus Bacillus lentus
Lactobacillus gasseri Bacillus licheniformis
Lactobacillus cellebiosus Bacillus coagulans
Lactobacillus delbrueckii Bifidobacterium
Lactobacillua reuteri Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus curvatus Bifidobacterium breve
Lactobacillus fermentum Bifidobacterium adolescentis
Lactobacillus plantarum Bifidobacterium infantis
Lactobacillus johsonli Bifidobacterium longum
Lactobacilluas rhamnosus Bifidobacterium thermophilum
Lactobacillus helveticus Streptococcus 
Lactobacillus salivarius Streptococcus cremoris 
Pediococcus
Pediococcus cerevisiae

Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermedius

Pediococcus acidilactici Streptococcus lactis
Pediococcus pentosaceus Streptococcus diacetilactis
Bacteriodes Propionibacterium
Bacteriodes capillus Propionibacterium shermanii
Bacteriodes suis Propionibacteriumfreudenreichii
Bacteriodes ruminicola Leuconostoc 
Bacteriodes amylophilus Leuconostoc mesenteroides
Küf
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae

Maya
Saccharomyces cerevisiae
Candida torulopsis

2.1.3. Probiyotiklerin etki mekanizmaları

Probiyotikler bağırsak mikrobiyotasında laktik asit, asetik asit, formik asit gibi organik 

asitler üreterek bağırsak pH’sını düşürürler. Böylece Gram negatif patojen özellik gösteren 

bakterilerin çoğalmasını engeller [28]. Mikrobiyotada mukus üretimini artırarak bariyer 

bütünlüğünü sağlarlar [14]. Bağırsak yüzeyindeki protoglikanlar aracılığı ile konakçının 

bağışıklık sistemini uyarırlar [31]. Bakteriyel laktaz enzimi ile laktoz sindirimine katkıda 
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bulunurlar. Bağırsak mukozasındaki patojenleri bağlayarak, karsinojen ajanları inaktive 

ederek, patojen mikroorganizmalarla rekabete girerek bu mikroorganizmaların tutunma 

bölgelerini bloke ederler, toksin reseptörlerini yıkıma uğratırlar [30-32]. T hücrelerini aktive 

eder, Natural Killer hücre aktivesini artırır, Dentritik hücre işlevlerini artırırlar [33]. Enzim 

üreterek besinlerin sindirilebilirliğini kolaylaştırırlar, dekarboksilaz ve deaminaz etkisini 

inhibe ederek esansiyel aminoasitlerden yararlanımı arttırırlar, B1, B6, B12 gibi vitaminler 

üretirler [23].

2.1.3.1. Bakteriyosin üretimi

Patojenik ve bozucu mikroorganizmaların kontrol edilmesi ihtiyacı Louis Pasteur’un 

çalışmalarına dayanmaktadır. Alexander Fleming ise 1929 yılında yaptığı çalışmalarla 

Penicillium notatum küfünün salgıladığı yapılarla antibiyotiği keşfetmiştir. ‘Bakteriyosin’ 

terimi ise 1929 yılında Gratia tarafından keşfedilmiş 1953 yılında Escherichia coli tarafından 

üretilen ‘kolikin’i tanımlamak amacıyla kullanılmıştır [34].

Bakteriyosinler; çeşitli bakteriler tarafından sentezlenen, genellikle yakın türler 

üzerinde inhibitör etki gösteren, antibiyotiklere kıyasla daha dar bir etki spektrumuna sahip 

olan doğal antimikrobiyal bileşiklerdir [35].

Bakteriyosinlerin molekül ağırlıkları 2000-30000 Da arasında değişmektedir. 

Genellikle protein yapıdadırlar. Hücre dışı olarak salgılanan Gram + ve Gram - bakteriler 

tarafından üretilirler. Ribozomal olarak sentezlenerek hücre membranının elektrolitik yük 

dengesini tahrip etmek suretiyle bakterisidal etki gösterirler. Bakteriyosinlerin 

antimikrobiyal etki mekanizmaları; hücre duvarı üzerinde gözenekler oluşturup hücre duvarı 

sentezini, DNA replikasyonu sırasında DNA sentezini, protein sentezinin farklı aşamalarına 

müdahale ederek ise protein sentezini inhibe etmesi şeklinde olmaktadır [36, 37].

Bakteriyosin üretimi hem Gram + hem Gram – bakteriler tarafından 

gerçekleşmektedir. Gram + bakteriler tarafından üretilen bakteriyosinler; genetik 

kodlamalarındaki farklılıklardan dolayı üretici bakteriyi inhibe etmemesi, ürettiği 

bakteriyosine özgü Gram – bakterilere göre daha fazla evrimleşme göstermesi gibi artı 

özelliklere sahiptir [38]. 
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Laktik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinler

Laktik asit bakterileri genellikle güvenli (GRAS) olarak kabul edilen bakteri grubu 

olduğu için Laktik Asit Bakterileri tarafından salgılanan bakteriyosinler de ABD Gıda ve 

İlaç İdaresi (USFDA) tarafından güvenilir olarak kabul edilmiştir. Bu bakteriyosinler; ısıya 

dayanıklı, proteazlara duyarlı, doğal gıda koruyucu olarak nitelendirilen, bakteriyel 

enfeksiyonların önlenmesi ve tedavisinde alternatif olarak kullanılabileceği düşünülen, 

kommensal bakteriler üzerinde hiçbir yıkıcı etki göstermeyen bileşiklerdir [39].

Laktik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinler yapısal ve fonksiyonel olarak 

4 sınıfa ayrılmaktadır.

 I.Sınıf Bakteriyosinler: Lantionin ve B-metillantionin gibi aminoasitleri içeren, 

moleküler ağırlığı 5 kDa’dan küçük olan lantibiyotiklerdir. Bu lantibiyotikler de 

içerdiği aminoasit miktarına ve hedef hücreyi öldürme şekillerine göre A ve B Tipi 

olarak iki gruba ayrılmaktadır. A tipi lantibiyotikler 21-38 aminoasitten oluşurlar ve 

hedef hücreyi depolarizasyon yöntemi ile inhibe ederler. B tipi lantibiyotikler ise en 

fazla 19 aminoasitten oluşur, hedef hücreyi enzim inhibisyon yöntemi ile inhibe 

ederler. Nisin, Enterocin, Subtilin bakteriyosinleri Sınıf I bakteriyosinlerden en 

yaygın olarak kullanılanlarıdır.

 II. Sınıf Bakteriyosinler: 30-60 aminoasitten oluşan, moleküler ağırlığı 10 kDa’dan 

küçük olan ve lantionin içermeyen peptitlerdir. Pediosin ve Laktasin bakteriyosinleri 

bu sınıfta incelenmektedir.

 III. Sınıf Bakteriyosinler: Isıya duyarlıdırlar. I. Sınıf ve II. Sınıf bakteriyosinlere göre 

daha büyüktürler. Lysostaphin ve Enterolizin A; III. Sınıf Bakteriyosinlere örnek 

olarak verilebilmektedir.

 IV. Sınıf Bakteriyosinler: Lipit ve karbonhidrat yan gruplarını içeren kompleks 

bakteriyosinlerdir [40-43].

Bakteriyosinlerin gıda alanında kullanımı oldukça eskiye dayanmaktadır. İlk 

antibiyotik olan Penicilin’in keşfedilmesiyle birlikte 1928 yılında Lactococcus lactis 

tarafından üretilen ‘Nisin’ bakteriyosini; 1988’de, ABD’de antibiyotiklerin gıdalarda 

kullanımının yasaklanmasıyla doğal koruyucu olarak kullanılmaya başlanmıştır [44]. Nisin 

bakteriyosini; patojen özellik gösteren Listeria monocytogenes ve Clostridium 

botulinum bakterileri üzerinde antimikrobiyal etki göstermektedir. Pediocin AcH, Pediocin 
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PA-1, Lactocin 705, Enterocin bakteriyosinlerinin de Listeria monocytogenes bakterisi 

üzerinde antimikrobiyal etki gösterebildiği incelenmiştir [45].

Laktik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinler patojenlerle mücadelede 

benzer aktivite özellikleri gösterdikleri için antibiyotiklere benzetilmektedir. Fakat 

bakteriyosin ve antibiyotikler arasında birçok farklılık görülmektedir. Bakteriyosinler; 

antibiyotiklere kıyasla dar bir etki spektrumuna ve yakın akraba türleri üzerinde bakterisidal 

etkiye sahiptir. Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenirken antibiyotikler enzimatik 

işlenme sonucu aktif form kazanırlar. Bakteriyosinler bakterilerin gelişme fazında üretilen 

birincil metabolitler olarak tanımlanırken antibiyotikler durma fazında üretilen ikincil 

metabolitler olarak tanımlanmaktadır [46]. Ayrıca laktik asit bakterileri tarafından üretilen 

bakteriyosinler; antibiyotiklere alternatif olarak değerlendirilebileceğini düşündüren bazı 

özelliklere de sahiptirler. Bu özellikler arasında antibiyotiklerin sadece klinik alanda 

kullanılırken bakteriyosinler klinik kullanımın yanı sıra gıda endüstrisinde de kullanılması, 

laktiksit bakterilerilaktiksit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinlerin antibiyotiklere 

kıyasla daha küçük pH derecelerini tolere edebilmesi, antibiyotikler kullanım sonrasında 

zararlı metabolitler üretebilirken, bakteriyosinlerde ise bu durum çok daha az görülmesi 

sayılabilmektedir [43]. 

2.1.3.2. Asitlik ve safra tuzlarına direnç

Bir mikroorganizmanın probiyotik özellik gösterebilmesi için bağırsak yoluna 

ulaşmadan önce pH değeri 2,0 civarında olan mideden canlı bir şekilde geçebilmesi 

gerekmektedir. Safra asitleri ise karaciğerde kolesterolden sentezlenerek safra kesesinden 

konjuge bir formda on iki parmak bağırsağına gönderilmektedir. Bu asitler kimyasal 

modifikasyonlara uğrayarak bakterilerin membranlarına zarar verebilmektedir. Muhtemel 

probiyotik bir bakterinin bağırsakta fonksiyonel etki gösterebilmesi için bu safra tuzlarına 

karşı dirençli olması gerekmektedir [47].
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2.1.3.3. Bağırsak hücrelerine tutunma ve kolonizasyon

Probiyotik özellik gösteren mikroorganizmaların bağırsak epitel hücre yüzeylerine 

tutunabilmeleri ve burada koloni oluşturabilmeleri; mukozanın iyileşmesinde, patojen 

mikroorganizmaların tutunmasını önleyerek çoğalmasını engellemede kritik bir öneme 

sahiptir [46].

Bakterilerin bağırsak epitel hücre yüzeyine yapışması hücre yüzeyinin agregasyon 

kapasitesi ve hidrofobik özellikleri ile ilgilidir. Agregasyon otoagregasyon ve koagregasyon 

olmak üzere iki alt gruba ayrılmaktadır. Otoagregasyon aynı türe ait mikroorganizmaların; 

koagregasyon ise farklı türe ait mikroorganizmaların oluşturduğu hücre kolonileri olarak 

tanımlanmaktadır. Probiyotikler otoagregasyon yetenekleri ile bağırsak epitel hücrelerine 

tutunabilmekte, koagregasyon yetenekleriyle de patojenlerin bağırsak epitel hücrelerinde 

kolonizasyonunu önlemektedirler [47].

2.1.4. Probiyotik olarak kullanılan gıdalar

Başlıca probiyotik olarak kullanılan gıdalar; yoğurt, kefir, kımız, turşu, peynir, 

tarhana, sirke, şalgam ve fermente ürünlerdir [34].

2.2.Kefir

2.2.1.Kefirin tanımı

Türk Gıda Kodeksi Fermente Süt Ürünleri Tebliği’ne göre kefir fermentasyonda 

spesifik olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin 

değişik suşları ile laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayaları 

(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) içeren 

starter kültürler ya da kefir tanelerinin kullanıldığı fermente süt ürünü olarak 

tanımlanmaktadır [10].

2.2.2.Kefirin tarihçesi

Kefir; Balkanlar, Doğu Avrupa ve Kafkaslar başta olmak üzere tüm dünyada tüketilen 

fermente bir içecektir. İlk olarak Kafkasya’nın Elbrus bölgesinde üretilmiş olan kefir Rusya, 

Macaristan, çeşitli İskandinav ülkeleri ve 19. yy’da ise Doğu ve Orta Avrupa ülkelerinde 
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üretilmeye başlanmıştır [49, 50]. Atilla’nın yaptığı seferler sırasında uzun yola dayandıkları 

için götürdükleri keçilerin kefir yaptığı bilinmektedir. Bu nedenle Türkler’in diğer ırklara 

göre daha güçlü oldukları fark edilmiştir. 1920’lerde Rus bilim adamının probiyotik 

mikroorganizmalarla ilgili yapmış olduğu çalışmalarda kefirde yoğurda göre 10-15 kat daha 

fazla probiyotik mikroorganizma içerdiğini bulur. Sağlık açısından önemli olan kefir 

Dünya’da birçok ülkeye yayılarak vazgeçilmez bir içecek haline gelir. Günümüzde ise farklı 

boyutlarda şişelerde ve aromalarda geliştirilerek tüketime sunulmaktadır [51, 52].

2.2.3. Kefir daneleri

Kefir daneleri boyları 1-4 cm arasında rengi beyaz ve açık sarı arasında değişen, 

jelatinimsi dokuda ve karnabahar çiçeği görünümündeki içi boş düzensiz şekildeki yapılardır 

(Şekil 2.1). Jelantinimsi yapının içeriğini ise laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri, 

mayaların koloni halinde bulunduğu ekzopolisakkaritler oluşturmaktadır [53]. Bu koloninin 

%65-80’ini laktobasiller, %20’sini streptokoklar ve %5’ini mayalar oluşturmaktadır [54].  

Laktobasiller mikroflorayı oluşturan koloninin daha çok dış kısmında mayalar ise iç 

kısımlarda bulunmaktadır [12].

Şekil 2.1. Kefir tanelerinin makroskobik yapısı [55]

Kefir danelerinin tür düzeyinde mikrobiyomu incelendiğinde ise Lactobacillus 

kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus parakefiri, Acetobacter  gibi 

asetik asit bakterileri ve Kluyveromyces, Candida kefyr, Saccharomyces cerevisiae, Candida 
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kefyr, Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii ve Kazachstania unispora, 

Saccharomyces unisporus, Pichia fermentans gibi birçok maya içermektedir. Mayalar 

fermentasyon esnasında amino asitler ve vitaminler dahil olmak üzere büyüme için gerekli 

besinleri üretirler, ortamın pH'ını değiştirirler ve etanol ve CO2 oluştururarak kefir 

bakterilerinin büyümesini destekleyen ortamın oluşmasından ve ürünün aroma ve duyusal 

özelliklerinin oluşmasını sağlarlar [56 ve 57].

Kefir danelerinin hücre boyutları ve zincir uzunlukları fizyolojik aşamalara ve 

yetiştirme koşulları gibi dış etkenlere bağlı olarak değişkenlik gösterebilmektedir [58].  Kefir 

daneleri suda çözünmediği için fermentasyon sonucunda süzülerek tekrar 

kullanılabilmektedirler [59]. Dane içerisindeki laktik asit bakterileri, mayalar, asetik asit 

bakterileri simbiyotik bir ilişki sürdürmektedir. Bu bakteri ve mayalar ‘’kefiran’’ denilen jel 

kıvamındaki bir polisakkarit matriks içerisinde gömülü olarak bulunmaktadır [60]. 

2.2.4.Kefirin besin değeri ve bileşimi

Kefir, sütün yapısındaki tüm temel bileşenleri içermekle birlikte fermantasyon sonucu 

birçok biyoaktif bileşenlerin oluşması, sütte bulunan laktozun parçalanmasıyla daha kolay 

sindirilebilir hale gelmesi, kefir daneleri yapısındaki mikroorganizmalar aracılığıyla 

probiyotik etki göstermesi gibi sağlığa birçok fayda sağlamaktadır [12]. Kefir; laktik asit, 

asetik asit ve etil alkol fermantasyonu sonucu oluşan bir süt ürünüdür. Kefir fermantasyonu 

sonucu laktik asit, asetik asit, etil alkol, diasetil, asetaldehit gibi bileşenler oluşmakta ve 

bunlar kefir aromasının oluşumunda rol oynamaktadır [61]. Kefir; zengin bir vitamin ve 

mineral kaynağıdır. B vitamini türevlerinden B1, B2, B5, B12; A, C ve K vitaminlerin; 

riboflavin, biotin, tiamin gibi esansiyel aminoasitleri; folik asit, Mg, Ca, P, Zn, Cu, Mn, Fe 

gibi mineralleri içermektedir (Tablo 2.2) [60 ve 62].
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Tablo 2.2. Kefirin içeriği

İçerik 100 gr İçerik 100 gr
Enerji  65 kcal Kalsiyum 0,12
Yağ %  3,50 Fosfor 0,10
Protein %  3,30 B12 0,50
Laktoz %  4,00 Süt Asidi g 0,80
Su %  87,50   Kolesterol       13,00
Etil Alkol  0,9 Laktik Asit g 1,00

Türk Gıda Kodeksi Fermente Süt Ürünleri Tebliğine göre kefirin ürün özellikleri 

belirtilmiş; süt proteini minimum %2.7, süt yağı maksimum %10, titrasyon asitliği en az 

%0.6, toplam spesifik mikroorganizma sayısı en fazla 107 kob/g, maya miktarı en az 104 

kob/g olmalıdır (Tablo 2.3) [63].

Tablo 2.3. Kefirin Bileşimi

Bileşen Miktar

Süt Proteini (Ağırlıkça %) En az 2,7
Süt Yağı (Ağırlıkça %) En fazla 10
Titrasyon Asitliği En az 0,6
Toplam Spesifik Mikroorganizma (kob/g) En az 107

Maya (kob/g) En az 104

Kefirin mikrobiyal bileşimi ise kullanılan süt kaynağının türüne, yağ içeriğine, kefir 

danelerinin mikrobiyal kökenine, sıcaklık-süre vb. gibi fermentasyon parametrelerine bağlı 

olarak değişmektedir [64].

2.2.5.Kefir üretimi

2.2.5.1.Geleneksel kefir üretimi

Geleneksel kefir üretiminde; çiğ süt önce yaklaşık 95 °C’ de pastörize edilerek 25 

°C’ ye soğutulur. %2-10 oranındaki kefir daneleri 25 °C’deki süte katılarak yaklaşık 18-24 

saat arasında karanlık bir ortamda fermentasyon oluşması sağlanır. Fermentasyon sonunda 

kefir daneleri plastik bir süzgeç yardımıyla süzülür. Daneler +4 °C’de bekletilerek sonraki 

mayalama işlemlerinde tekrar kullanılabilmektedir (Şekil 2.2) [65 ve 66].
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Şekil 2.2. Geleneksel kefir üretimi

2.2.5.2. Endüstriyel kefir üretimi

Endüstriyel kefir üretim aşamalarında birkaç farklı metod kullanılsa da prensip olarak 

geleneksel kefir üretimine benzemektedir. Geleneksel kefir üretiminden farklı olarak 

homojenizasyon ve pastörizasyon uygulanmaktadır. Homojenizasyon 70 °C’de, 

pastörizasyon ise yaklaşık 90 °C’de 5 dk uygulanır. 18-24 saat fermentasyon süresinden 

sonra sırasıyla soğutma, olgunlaştırma ve ardından depolama işlemi yapılır (Şekil 2.3) [67, 

68].

Sütün Pastörizasyonu
95°C- 15 dk

Soğutma
20-25°C

Kefir danesi inokülasyonu
%2-10

Fermentasyon
18-24 °C; 18-24 saat

Kefir danelerinin süzülmesi 
ve kefirin depolanması               

+4 °C
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Şekil 2. 3. Endüstriyel kefir üretimi

2.2.6.Kefirin sağlık üzerine etkileri

Son yıllarda sağlıklı beslenme bilincinin artmasıyla birlikte fermente gıdalara duyulan 

ilgi de artmıştır. Fermentasyon ile gıdaların besin değerini artıran biyoaktif bileşikler ve 

enzimler oluşmaktadır. Dolayısıyla fermentasyon sonucunda antioksidan ve antimikrobiyal 

bileşik üretimi, biyo-koruyucu etki artmakta, daha sağlıklı ve etkin bir gıda oluşumu 

sağlanmış olmaktadır [12].

Çiğ sütün kalite kontrolü

Homojenizasyon
50-55 °C

Pastörizasyon
85 °C; 5-10 dk

Soğutma
18-24 °C

Kefir starterlerinin inokülasyonu
%2-8

Fermentasyon

Ambalajlama ve depolama      
+4 °C
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Fermente bir gıda olan kefirin iyi bir probiyotik kaynağı olmasının yanı sıra 

antikanserojenik, antialerjik, laktoz intoleransını azaltıcı, kolesterol düşürücü, bağışıklık 

sistemini, sindirim sistemi ve kan şekerini düzenleyici etkileri de bulunmaktadır [69].

2.2.6.1. Kefirin mikrobiyota üzerine etkileri

Bağırsak mikrobiyotası bağırsakta yaşayan tüm bakteri, virüs, maya ve diğer tüm 

organizmaları içermektedir. Mikrobiyota terimi tüm bu mikrobiyal bileşimi ifade 

etmektedir. Fermentasyon; bir mikrobiyal ekosistemin bozulmasına sebebiyet verecek 

mikropları istila ederek koloni oluşturmasını önleyen ve gıdanın bileşimini ve bütünlüğünü 

uzun süre koruyan bir gıda muhafaza şeklidir. Fermente gıdaların tüketimi; bağırsak 

mikrobiyota bileşimini koruyarak metabolik hastalıkların önlenmesini sağlar [70]. 

Yapılan güncel araştırmalar; bağırsakta dengeli bir mikrobiyota bileşimi olmadan 

bireyin tamamen sağlıklı sayılamayacağını göstermektedir. Bağırsak mikrobiyotası, 

bağışıklık, besin emilimi, enerji metabolizması ve bağırsak bariyer fonksiyonu ile ilgili 

genler dahil olmak üzere insan bağırsak yolundaki birçok genin ekspresyonunu düzenler 

[71]. Bağırsak mikrobiyotası üzerindeki değişiklikler ve bozukluklar birçok metabolik 

hastalık oluşumuna sebep olmaktadır. Bağırsak mikrobiyotasının modülasyonu bu sebeple 

yüksek önem arz etmektedir. Kefir gibi probiyotik özellikteki fonksiyonel gıdaların tüketimi 

bağırsak mikrobiyotasını modüle etme, fonksiyonlarını iyileştirme yeteneğine sahiptir. 

Kolonda üretilen ikincil safra asitlerinin üretimini etkileyerek bağırsak mikrobiyotası 

üzerinde pozitif yönlü etki gösterdiği, mikrobiyota içerisindeki Enterobacteriacea 

familyasına ait türlerin azalmasını sağlayarak mikrobiyotayı iyileştirdiği, kefirde meydana 

gelen biyoaktif bileşenlerin bağırsak geçirgenliğini modüle edebildiği,  laktik asit 

bakterilerinin ve laktik asit bakterilerinin popülasyonunu önemli ölçüde artırdığı, 

Enterobacteriaceae, Firmicutes, Bacteroidetes oranını önemli ölçüde azaltarak klinik 

herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadan mikrobiyotayı düzenlediği belirtilmiştir [71, 

72].

Düzenli kefir kullanımı Ülseratif kolit ve Crohn hastalarında; semptomları iyileştirerek 

Hemoglobin, C Reaktif Protein, Eritrosit Sedimentasyon hızı gibi parametrelere olumlu 

yönde etki etmekte; karın ağrısı, gaz ve şişkinlik gibi belirtileri azaltmaktadır [74]. Kefirden 

izole edilen Lactobacillus kefiri IBS hastalarında bağırsak mikrobiyotasında T hücreleri 

tarafından proinflamatuar sitokin salgısını modüle ederek bağırsak homeostazını sağlamakta 
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ve bağırsak mikrobiyotasındaki IgA üretimini ve İnterlökin-10 artırarak mikrobiyota 

üzerinde anti inflamatuar etki göstermektedir [75, 76].

2.2.6.2. Kefirin laktoz intoleransına etkisi

Laktoz, ᴅ-glukoz ve ᴅ-galaktoz olmak üzere iki monosakkaritten oluşan bir 

disakkarittir. Laktozun sindirimi, ince bağırsakta bulunan epitelyum hücreler tarafından 

salgılanan laktaz enzimi tarafından parçalanmasıyla sağlanmaktadır. Fakat yeterli miktarda 

laktaz enzimi bulunmadığında laktoz sindirilemez. Laktoz sindirilemediğinde ise 

emilemeyen laktoz bağırsaktaki bakteriler tarafından fermente edilerek hidrojen, 

karbondioksit ve metan gibi gazların oluşmasıyla şişkinlik, gaz, diyare gibi şikayetler ortaya 

çıkar. Bu durum ‘Laktoz İntoleransı’ olarak adlandırılmaktadır [77]. Süt ve süt ürünleri 

yüksek miktarda laktoz içerir. Kefir oluşumu sırasında sütte bulunan laktozun yaklaşık 

olarak % 30’u b-galaktosidaz enzimi tarafından parçalanarak glikoz ve galaktoza dönüşür. 

Bu dönüşüm kefirin; sindirimi hayli miktarda zor olan süte göre laktoz intoleransı olan 

bireylerde alternatif olarak kullanılabileceğini göstermektedir [62].

Yapılan çalışmalarda fermente ürünler olan kefir ve yoğurdun laktoz intoleransı olan 

bireylerde gaz şikayetinin %54-71 oranında azalttığı tespit edilmiştir [78]. Laktoz 

intoleransına sahip 11 birey üzerinde yapılan diğer bir çalışmada  Lactobacillus acidophilus 

bakterisinin laktoz sindirimini ve toleransını düzenleyip iyileştirdiği, intoleransa bağlı 

semptomları azalttığı belirtilmiştir [79].

2.2.6.3.Kefirin antimikrobiyal etkisi

Probiyotikler antimikrobiyal etkisini; ürettiği organik asit, bakteriyosin, biyoaktif 

bileşiklerin bağırsak epitel hücrelerine tutunması ve buradaki patojen mikroorganizmaların 

kolonizasyonunu, agregasyonunu, biyofilm oluşumunu önleyici mekanizmalar sayesinde 

göstermektedir. Fermentasyon sonucunda organik asit ve biyoaktif bileşenlerin 

birikmesinden kaynaklanan pH değişikliği; gram+ ve gram- bakterilere karşı inhibitör 

aktivitesini daha geniş bir hale getirir. Bu geniş spektrumlu inhibitör etki; farklı 

fermantasyon süresi, maya çeşidi, kullanılan ürün çeşidine bağlı olarak fermentasyonun her 

aşamasında oluşabilecek birçok farklı bileşiklerden kaynaklı değişkenlik gösterebilmektedir 

[80]. Bu bağlamda 4, 36, 48 ve 72 saat olmak üzere dört farklı zaman diliminde fermente 
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edilen kefirlerin patojen bakteriler üzerinde antimikrobiyal etkinliği araştırılmıştır. Çalışma 

sonunda yüksek oranda antimikrobiyal etki gösterdiği zaman dilimi 36-48 saatlik 

fermentasyon sonucu elde edilen kefir örneğinin olduğu tespit edilmiştir [81].

Afyon ilinde yapılan bir çalışmada 5 kefir örneğinden Lactobacillus fermentum, 

Enterococcus durans türleri izole edilmiş; bu türlerin antimikrobiyal etkili madde ürettikleri 

ve patojen mikroorganizmalar üzerinde yüksek antimikrobiyal etkiye sahip olduğu 

incelenmiştir [82]. 

Kefirin antifungal ve antimikrobiyal etkisinin incelendiği diğer bir çalışmada ise 

patojen özellik gösteren Curvularia, Fusarium equiseti ve Colletotrichum gloeosporioide 

mayalarına karşı yüksek oranda inhibitör etki göstererek antifungal; hücresiz ekstratlarının 

ise S. typhimurium, S. aureus, E. coli, B. Subtilis patojen bakterilerine karşı antimikrobiyal 

etki gösterdiği bulunmuştur [83].

2.2.6.4. Kefirin obezite ve diyabet üzerine etkisi

Vücut yağ kitlesinin tüm vücut kitlesine göre oranının artması şeklinde tanımlana 

obezite; son yıllara yanlış beslenme, genetik faktörler, endokrin bozukluklar, hareketsizlik 

gibi birçok faktöre bağlı olarak giderek yaygınlaşan bir sağlık sorunudur [84].

İnsan bağırsak mikrobiyotasındaki değişiklikler, faydalı ve patojenik bakteriler 

arasındaki dengesizlikler morbidite ve mortalitenin ana nedenleri olan diyabet, obezite, 

kardiyovasküler hastalıklara sebebiyet vermektedir [71]. Obezite ve tip 2 diyabet, hem 

gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkelerde küresel bir pandemi olarak tanımlanmaktadır. Bu 

hastalıkların tetikleyici etkenleri ve tedavileri yönünde kesin bir fikir birliği olmamakla 

birlikte genetik altyapılar, sosyoekonomik durumlar, kültürel ve beslenme alışkanlıkları gibi 

çevresel faktörler tetikleyici etkenler arasında sayılmaktadır. Özellikle son zamanlarda 

tedavilerine yönelik yapılan çalışmalarda uygun tedavi ve diyete birlikte probiyotiklerin 

takviye edilmesi; HbA1c, plazma glukoz seviyesi ve kilo kaybında etkili olduğu 

belirtilmiştir [85].

Geleneksel kefir; kilo alımını, plazma kolesterol ve yüksek yağlı diyetle birlikte oluşan 

karaciğer yağlanması ve trigliserit seviyesini; kefir danelerinde bulunan ekzopolisakkaritler 

ise vücut ağırlığı ve adipoz doku artışını ve plazma kolesterol seviyesini azaltmaktadır [86, 

87]. Metabolik sendromlu bireyler üzerinde; sitokin ve homosistein konsantrasyonlarının 
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azaltmakta, kan basıncını ve serum apoliprotein A1 ve apoliprotein B düzeylerinin 

dengelemekte, kan glikoz ve lipit seviyesini düşürmektedir [88 ve 89]. 

Kefirin bir deney grubundaki farelere 12 hafta uygulandığı ve kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığı bir çalışmada; kefir takviyesi yapılan farelerde kilo artışının daha düşük 

düzeyde görüldüğü, karaciğerde ve yağ dokusunda yağ asidi oksidasyonu ile ilgili genler 

yukarı yönlü regüle ettiği bulunmuştur [90]. Kefir tüketiminin kilolu ve obez menopoz 

öncesi kadınlar üzerinde incelendiği bir çalışmada  ise serum lipit seviyelerinde anlamlı 

derecede düşük olduğu incelenmiştir [91].  İran’da 60 tip 2 diyabetli birey üzerinde yapılan 

bir çalışmada 2 ay boyunca günde 600 ml kefir takviyesi yapılmış; HOMA-IR'nin yanı sıra 

serum insülin seviyesini de düşürdüğünü tespit edilmiştir [92] 

Diyabetin hiperglisemi, oksidatif stres, nöropati, retinopati, nefropati gibi birçok 

komplikasyonu mevcuttur. Yüksek kan glukoz seviyesi; hidrojen peroksit ve süperoksit 

radikalleri gibi reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretiminin artmasına yol açabilmektedir. 

Kefir tüketiminin diyabete bağlı böbrek hasarının iyileşmesinde etkili olduğu, hiperglisemiyi 

azalttığı, oksidatif stresi azaltarak ve Nitrik Oksit salınımını modüle ederek böbrek hasarını 

iyileştirdiği bulunmuştur [93].

2.2.6.5. Kefirin kanser üzerine etkisi

Kefir mutasyon ve DNA hasarını azaltıp ß-glukuronidaz, nitroredüktaz, azoredüktaz 

gibi kanser oluşumuna sebebiyet verebilecek enzimlerin aktivitesini azaltarak kanserli 

hücrede apoptozisi artırmaktadır [94]. Kefirin glioblastoma üzerine etkisinin incelendiği bir 

çalışmada; üretilen organik asitler, bakteriyosin ve metabolitlerin; proliferasyon 

düzenlemesi, hücre ayrımı, apoptoz, metastaz ve anjiyogenez gibi metabolit yollarına 

müdahale ederek U87 hücre hattının büyüme oranını önemli ölçüde azalttığını göstermiştir 

[95]. Kanser sürecinde kemoterapi görmüş hastalarda kemoterapi sonrasında on iki haftalık 

kefir tüketimi, yağsız vücut kütlesini, depresyonu, yorgunluğu, mide sıkıntısını ve bağırsak 

disbiyozunu iyileştirmiş; monosit sayılarını düzenlemiştir [96].
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2.3. Kanser

Kanser terimi ilk kez Hipokrat tarafından tümörü tanımlamak için ‘karsinom’ ve 

‘karkinos’ terimlerinden türetilmiştir [97]. Kanser; vücuttaki bir grup hücrenin aşırı ve 

kontrolsüz çoğalarak yaşamı tehdit eden, ölüme sebebiyet veren tüm dünyada ve 

ülkemizdeki en büyük sağlık sorunlarından biridir. Oluşum nedenleri ise, kalıtımsal 

faktörler, genetik mutasyonlar, hormonal bozukluklar gibi genetik nedenler ve kimyasal 

faktörler radyasyon vb. gibi çevresel nedenler; sigara kullanımı, beslenme bozuklukları 

olarak sınıflandırılabilir [98 ve 99].

Kanserli bir hücrenin büyümesinde çoğalmasında; apoptozis mekanizmasındaki 

problemler, hücre proliferasyonunu istenmeyen biçimde uyaran genetik defektler, tümör 

baskılayıcı genlerdeki bozukluklar ve  tümör anjiyogenez gibi 4 mekanizma önemli bir rol 

oynamaktadır [100].

Kanserli bir hücreyi normal hücrelerden ayıran birçok farklı özelliği mevcuttur. Bu 

özellikler aşağıdaki gibi sıralanabilmektedir [101].

 Hücre yüzeyindeki reseptörleri çok daha sık sinyal iletir.

 Kontrolsüz şekilde çoğalmayı sağlayan kendi sinyal sistemleri vardır.

 Telomeraz aktivitesini koruyarak büyümeye ve çoğalmaya anormal bir hızda devam 

eder.

 Şekeri normal hücreler oranla yaklaşık 100 kat fazla olarak kandan alırlar ve laktat 

üreterek enerji sağlarlar (Warburg etkisi) 

 Gerekli besin ve oksijeni almak üzere çevrelerindeki stromayı etkileyerek yeni damar 

sistemleri oluşturabilirler 

 Dolaşım sistemine girip uzaktaki bir yere hareket edebilir ve yeni bir yerleşerek 

metastaz oluşturlar.

 Genetik ve epigenetik olarak stabil değildirler.

 Dünya Sağlık Örgütü - Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC) 2020 dünya 

kanser istatistikleri verilerine göre, meme, akciğer, kolorektal, prostat ve mide kanserinin 

görülme olasılığı en yüksek ilk 5 kanser türü olduğunu belirtmiştir (Şekil 2.4) [102].

Dünya Çapında yapılan çalışmaların %60’ından fazlası kanserin tedavisi için yeni 

yöntemler keşfetmek üzerinedir. Tedavi seçimleri; kanserin türüne, evresine, lokalitesine 
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bağlı olarak değişmektedir. Yaygın olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi seçenekleri 

kullanılsa da hormon ve kök hücre bazlı tedaviler, immünoterapi, kombine ve alternatif 

tedavi yöntemlerine dair çalışmalar yoğunluk kazanmıştır [97].

Şekil 2.4. 2020 yılına ait kanser vaka oranları [102]

2.3.1. Kolorektal kanser

Kalın bağırsak, ortalama 150 cm uzunluğunda olup çekum, çıkan kolon, transvers 

kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektuma kadar uzanan kısımlardan oluşmuş sindirim 

kanalının önemli bir bölümüdür (Şekil 2.5) [103].
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Şekil 2.5. Kolonun anatomik bölümleri [104]

Kolorektal kanser oluşumu; epitel mukozasında oluşan bir polipin hiperproliferatif 

epitele dönüşmesiyle başlar. Bu hücreler kendi yapılarını kaybettiklerinde adenom oluşturur. 

Oluşan adenomlar yayılarak kanser oluşumuna sebep olur (Şekil 2.5) [105 ve 106].

Kolon kanserinin oluşması ve yayılması 5 evreden oluşmaktadır.

 Evre 0 normal hücrelerin kolon mukozasında birikmeye başladığı,

 Evre 1 kolon mukozasından submukozaya sıçradığı,

 Evre 2 serosa tabakasına sıçradığı ve burada yayılım gösterebildiği,

 Evre 3 kanser kolon duvarının mukozasından submukozaya giderek lenf 

nodlarına yayılabildiği,

 Evre 4 kan damarları ve lenf nodları ile birçok organa yayılım gösterdiği 

evredir [107].

Şekil 2.6. Kalın bağırsakta polip ve kanser oluşumu [106]
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Kolon kanserinin ilk seviyelerinde semptomlar belli değildir. Daha sonraki evrelerinde 

kilo kaybı rektal kanama gibi belirtiler söz konusudur. Tedavisinde ilk evrelerde kanserli 

doku ameliyatla alınırken, ilerleyen evrelerde kemoterapi ve radyoterapi uygulanır. Kolon 

kanseri hastalarında ayrıca biyoterapotik olarak bilinen probiyotiklerde hastalığın 

yinelenmesinin önlenmesinde, yan etkilerin azaltılmasında kullanılmaktadır. Özellikle 

Probiyotiklerin ürettikleri sekonder metabolitler sayesinde hücre çoğalması, farklılaşma ve 

kolon kanser riskini azalttığı gözlemlenmiştir [108].

Kolon kanseri oluşumunda kalıtsal faktörler etkili olabildiği gibi birçok çevresel 

etmenler de etkilidir. Bu etmenler arasında yaş, cinsiyet, ülseratif kolit- crohn gibi 

inflamatuar bağırsak hastalığı öyküsü, yanlış beslenme, obezite, sigara ve alkol tüketimi 

sayılabilmektedir [109].
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kefir örneklerinin temini

Bu tez çalışmasında 15 farklı kefir örneği (12 adedi ticari, 3 adedi ev yapımı) 

kullanılmıştır. Ev yapımı örnekler steril cam kaplarda, ticari örnekler ise orijinal ambalajında 

(Amasya) satın alınarak aseptik koşullarda ve soğutucu çanta yardımıyla soğuk zincir 

bozulmadan Amasya Üniversitesi Biyolojik aktivite laboratuvarına getirilmiştir. Kefir 

örnekleri fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizleri yapılıncaya kadar +4°C’de 

bekletilmiştir. pH, toplam asitlik ve mikrobiyolojik analizler eş zamanlı olarak 

gerçekleştirilmiş olup, kuru madde ve kül analizleri için örnekler -20 °C’de depolanmıştır.

3.1.2. Tez çalışması kapsamında kullanılan kimyasallar

Çalışmada; pepton water (Biolife, Milan, Italy), De Man Rogosa ve Sharpe agar 

(MRSA, Biolife, Milan, Italy), De Man Rogosa ve Sharpe broth (MRSB, Biolife, Milan, 

Italy), M17 broth (Biolife, Milan, Italy), Brain Heart Infusion broth (Biolife, Milan, Italy), 

H2O2 (Norateks), Gram boyama seti (Norateks), Triple sugar iron agar (Merck, Germany), 

Fenolftalein (Sigma), NaOH (Sigma), NaCl (Sigma), Dulbecco’s modified eagle’s medium 

L-glutamin ve yüksek glukoz içeren (DMEM, Sigma D5648), eagle's minimum essential 

medium (EMEM, Sigma  M5650) penisilin-streptomisin antibiyotiği (Sigma  P4458), 

tripsin-EDTA (Sigma, T4049), fötal sığır serumu (FBS, Sigma, F7524), NaHCO3 (Sigma, 

S5761), tripan mavisi (Sigma, T8154), dNTP karışımı (Thermo Fisher Scientific, R0191), 

Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, EP0402) ve DNA jel yükleme boyası 

(Thermo Fisher Scientific, R0611), primer (oligomer biotechnology) 100 bç DNA ladder 

(GENESTA™) kimyasalları kullanılmıştır.

Antibiyotik duyarlılık testi için kullanılan antibiyotikler Ampisilin (AMP, 10 µg, 

ASD00200), gentamisin (CN; 10 µg, ASD04405), metisilin (ME, 30 µg, ASD05441), 

penisilin (P, 10 µg, ASD07400), Trimetoprim/Sulfametaksozol (SXT, 1,25/23,075, 

ASD09320), Vankomisin (VA, 30 µg, ASD09400) Biyoanalase firmasından temin 

edilmiştir. 
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3.1.3. Tez çalışması kapsamında kullanılan cihazlar

Analitik hassas terazi (Shimadzu, Japonya), -86 °C derin dondurucu (Thermo 

Scientific, ABD), +4 °C ve -20 °C buzdolabı (Arçelik), otoklav (Nüve), sınıf II kabin 

(Thermo Scientific, ABD), inkübatör (Memmert, Almanya), pH metre (İsolab), Desikatör, 

CO2 inkübatör (Memmert, Almanya), vorteks (IKA, Almanya), ısıtıcılı manyetik karıştırıcı 

(IKA, Almanya), mikrosantrifüj (Heidolph, Almanya), pH metre (ısolab 61601001), UV 

transilüminatör, PZR cihazı (TurboCycler Lite 9020, Blue-Ray, Bio-tech), yatay 

elektroforez sistemi, ultra saf su cihazı (Merck, Millipore), Real-Time PCR (Piko Real 96 

Thermo Scientific), mikroplaka okuyucu (Multiscan GO, Thermo Scientific), inverted 

mikroskop (Leica, Almanya) marka ve modelde cihazlar kullanılmıştır.

3.1.4. Besiyeri ve çözeltilerin hazırlanışı

3.1.4.1. De Man Rogosa ve Sharpe agar

Ticari besiyeri 70,2 g/L olacak şekilde su banyosu içerinde tam olarak 

çözündürülmüştür. pH 6,4±0,2’ye ayarlanmış 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmiş ve 

yaklaşık olarak 45 °C sıcaklığa düşünce petrilere dökülerek katılaşması sağlanmıştır.

3.1.4.2. De Man Rogosa ve Sharpe broth

Ticari besiyeri 55,2 g/L olacak şekilde soğuk su içerisinde hazırlanarak pH 6,4±0,2’ye 

ayarlanmış 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek kullanılmıştır.

3.1.4.3. M17 broth

Ticari besiyeri 42,2 g/L olacak şekilde su banyosu içerinde tam olarak 

çözündürülmüştür. pH 7,2±0,2’ye ayarlanmış 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek 

kullanılmıştır.

3.1.4.4. Mueller Hinton agar

Ticari besiyeri 34,0 g/L olacak şekilde su banyosu içerinde tam olarak 

çözündürülmüştür. pH 7,2±0,2’ye ayarlanmış 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmiş ve 

yaklaşık olarak 45 °C sıcaklığa düşünce petrilere dökülerek katılaşması sağlanmıştır.
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3.1.4.5. Fizyolojik tuzlu su 

Fizyolojik tuzlu su çözeltisi için NaCl 8,5 gr/L olacak şekilde distile su içerisinde tam 

olarak çözündürülüp 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek kullanılmıştır.

3.1.4.6. Tris-Borik asit- EDTA tamponu (TBE, 10X)

Tampon Trizma base 108 g/L, Borik asit 55 g/L, EDTA 7,5 g/L (pH 7,5-7,8) olacak 

şekilde dH2O ile çözülerek hazırlanmıştır. 10X TBE tamponu çalışmalar sırasında 1X’e 

seyreltilerek kullanılmıştır.

3.2. Fizikokimyasal Analizler

Bu amaçla kefir örneklerinin pH değeri, toplam asitlik, kuru madde ve kül miktarı 

analiz edilmiştir. Analizler 2 paralelli olarak gerçekleştirilmiştir.

 

3.2.1. pH değeri

Kefir örneklerinin pH değeri birleşik elektrotlu pH metre (ISOLAB) ile ölçülmüştür. 

Daha önce tampon çözeltiler (pH 4, pH 7) ile standardize edilen pH metre probu kefir 

örneğine daldırılarak pH metrede sabit bir değer elde edilene kadar bekletilmiş ve sonuç 

kaydedilmiştir [110].

3.2.2. Toplam asitlik

10 mL kefir örneği üzerine 1 mL fenolfitalein indikatörü ilave edildikten sonra 0,1 M 

sodyum hidroksit (NaOH) ile kalıcı açık pembe renk elde edilinceye kadar titrasyon 

yapılmıştır. Başlangıç NaOH miktarı kaydedilmiştir. Titrasyon sonrası harcanan NaOH 

miktarı da kaydedilerek toplam asitlik miktarı % laktik asit olarak hesaplanmıştır [111].

% Asitlik = [(VxNx0,09) / m] x 100

A : Laktik asit cinsinden, titre edilebilir asitlik değeri (kütlece yüzde)

V : Titrasyonda kullanılan NaOH miktarı (hacim) (mL)

m : Numune ağırlığı (g)

N : NaOH çözeltisinin normalitesi
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3.2.3. Kuru madde miktarı

Kuru madde tayini gravimetrik yöntem kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Yıkanmış ve 

kendi haline bırakılarak kurutulmuş cam petriler, sabit tartıma getirilmesi için 105 ± 2°C 

etüvde 2 saat bekletilmiştir. Daha sonra oda sıcaklığına gelmesi için desikatöre alınan cam 

petrilerin hassas terazide darası alınmıştır. 3-5 g kefir örneği tartılan petriler 105 ± 2°C 

etüvde 3-4 saat bekletilerek kurutulmuştur. Etüvden çıkarılan petriler desikatörde 

soğutulduktan sonra hassas terazide tartılmış ve % kuru madde miktarı hesaplanmıştır [112].

% KM = [(M2 – M) / (M1 – M)] x 100

M : Kroze ağırlığı (g)

M1 : Numune ve kroze ağırlığı (g)

M2 : Kroze ağırlığı ve kurumuş kefir numunesi ağırlığı (g)

3.2.4. Kül miktarı

Yıkanmış ve kendi haline bırakılarak kurutulmuş porselen krozeler, sabit tartıma 

getirilmesi için 105 ± 2°C etüvde 3-4 saat bekletilmiştir. Oda sıcaklığına gelmesi için 

desikatörde bekletilen krozelerin hassas terazide darası alınmıştır. 3-5 g kefir örneği tartılan 

krozeler, örnekten sıçrama olmaması için 105 ± 2°C etüvde 1-2 saat bekletildikten sonra kül 

fırınına alınmıştır. Kül fırınının sıcaklığı kademeli olarak artırılarak örnekler 550°C’de 4 

saat yanmaya bırakılmıştır. Yakma işlemi sonunda örnekler desikatöre alınarak soğutulmuş 

ve hassas terazide tartıldıktan sonra % kül miktarı hesaplanmıştır [112].

% Kül = [(G2-G)] / (G1-G)] x 100

G : Kroze ağırlığı (g)

G1 : Numune ve kroze ağırlığı (g)

G2 : Kroze ağırlığı ve kül ağırlığı (g)

3.2.5. İstatistik analizi

Kefir örneklerinin fizikokimyasal analiz sonuçlarını istatistiksel olarak 

değerlendirmek için SPSS 25 paket programı kullanılmıştır. Analiz sonuçlarına t testi 

uygulanmıştır. Analiz % 95 güven aralığında gerçekleştirilmiştir.
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3.3. Bakterilerin İzolasyonu 

3.3.1. Laktik asit bakterilerinin saflaştırılması ve muhafazası

Çalışmada kullanılan kefir örneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonunda 

klasik kültür tekniği uygulanmıştır. Bu amaçla öncelikle ve aseptik teknikler doğrultusunda 

steril gıda numune poşeti içerisine 10 mL kefir örneği ilave edilerek üzerine 90 mL % 0,1 

oranında tamponlanmış peptonlu su ilave edilmiştir [113]. Yaklaşık olarak 4-5 dk 

karıştırılarak seyreltme oranı 1:10 (10-1) olacak şekilde ilk dilüsyon elde edilmiştir. 

Homojenizasyon işlemi sırasında yapılan 10-1 l̓ik ilk dilüsyondan 10-7’ye kadar desimal 

dilüsyonlar hazırlanmıştır. Bu amaçla önceden hazırlanmış 9 mL tamponlanmış peptonlu su 

içeren tüplere öncelikle 10-1 ̓lik dilüsyondan 1 ml alınıp ilave edilip vorteks yardımı ile 

karıştırılıp homojen hale getirilerek 10-2’lik dilüsyon hazırlanmıştır. Bu şekilde seyreltme 

işlemi 10-7’ye ulaşıncaya kadar aynı şekilde devam etmiştir. Hazırlanan dilüsyonlardan 0,1 

mL alınarak De Man Rogosa ve Sharpe (MRS), M17 agar üzerine steril edilmiş cam 

drigalski yardımıyla homojen bir şekilde inoküle edilmiştir. Ekim yapıldıktan sonra 37 °C’de 

48-72 saat anaerobik şartlarda inkübasyona bırakılmıştır [114].

İnkübasyon sonrasında MRS ve M17 agar üzerinde üremiş laktik asit bakterisi 

olmasından şüphe edilen koloniler (mat, krem rengi, beyaz, küçük) seçilerek MRS broth ve 

M17 broth besiyerinde geliştirildikten sonra tekrar katı besiyerine ekimi yapılarak saf 

kültürler elde edilmiştir [86] İleride yapılan fenotik ve genotipik testler için %20 gliserol 

içeren Brain Heart Infusion Broth içerisinde -20 °C’de muhafaza edilmiştir. Çalışmalarda 

pozitif kontrol olarak Lactobacillus plantarum ATCC 8014 kullanılmıştır.

3.4. Laktik Asit Bakterilerinin Fenotipik Olarak Tanımlanması

3.4.1. Katalaz testi

MRS agar’da üretilen taze bakteri kültürlerinden steril bir öze ile alınarak temiz bir 

lam üzerine konulmuştur. Üzerine %3’lük H2O2 ilave edilmiş ve gaz çıkışının oluşup 

oluşmayacağı gözlemlenmiştir. Katalaz enzimi bulunan bakterilerde H2O2 su ve oksijene 

kadar parçalanması sonucu gaz çıkışı oluşmaktadır. Gaz çıkışının olması katalaz pozitif, gaz 

çıkışının olmaması katalaz negatif olarak değerlendirilir [115].
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3.4.2. Gram boyama

MRS agarda üretilecek taze kültürlerden steril öze ile alınacak bakteri kolonisi ile su 

damlatılmış lam üzerinde smear oluşturulmuştur. Havada kurutulduktan sonra ateşten 

geçirilerek fiksasyon işlemi yapılmıştır. Hazırlanmış preparatlar ilk önce 1 dk kristal viyolet 

ile boyanmıştır. Süre sonunda boya su ile uzaklaştırıldıktan sonra 1 dk boyunca lugol ile 

boyanmış ve fazla boya su ile uzaklaştırılmıştır. Preparat alkol ile yaklaşık olarak 15 sn 

bekletilerek tekrar su ile yıkanmıştır. Ardından son boya olan safranin ile 1 dk boyanarak su 

ile yıkanıp kurutulmuştur. Mikroskop ile görüntülenmiş ve mor renkli bakteriler Gram +, 

pembe renkli bakteriler ise Gram - olarak değerlendirilmiştir [116, 117].

3.5. Kefir Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Özellikleri

3.5.1. Laktik asit bakterilerinin farklı sıcaklıklarda gelişimi

Kefirden izole edilmiş laktik asit bakterilerinin farklı sıcaklıklarda gelişiminin olup 

olmadığını test etmek amacıyla taze bakteri kültürleri MRS broth ve M17 broth ekilmiş ve 

4°C, 15°C ve 45°C’de 2-7 gün süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda bulanıklık 

görülen tüpler pozitif olarak değerlendirilmiştir [118].

3.5.2. Laktik asit bakterilerinin farklı tuz konsantrasyonlarında gelişimi

Laktik asit bakterilerinin farklı tuz konsantrasyonlarında gelişiminin olup olmadığının 

değerlendirilmesi amacıyla 24 saatlik taze bakteri kültürleri %6, %7,5 ve %10 NaCl içeren 

MRS broth ve M17 besiyerine inoküle edilmiş ve petriler 2-7 gün süreyle 37 °C’de 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında, bulanıklık görülen tüpler pozitif olarak 

değerlendirilmiştir [118].

3.5.3. Laktik asit bakterilerinin farklı pH derecelerinde gelişimi

Laktik asit bakterilerinin yüksek asidik ya da yüksek bazik ortamında gelişip 

gelişmediğinin belirlenmesi amacıyla 24 saatlik taze kültürler MRS broth ve M17 besiyerine 

pH’sı 4, 7 ve 10’a ayarlanarak inoküle edilmiş ve 37°C’de 2-7 gün inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda bulanıklık görülen tüpler pozitif olarak değerlendirilmiştir [118].
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3.5.4. Laktik asit bakterilerinde hidrojen sülfür oluşumu

Laktik asit bakterilerinin şekerleri fermantasyonu sonucu gaz ve hidrojen sülfür (H2S) 

oluşumunu gözlemlemek için 24 saatlik taze kültürler Triple Sugar Iron (TSI) slant 

besiyerine inoküle edilmiştir. 37°C’de 48-96 saatlik inkübasyon sonrasında, tüplerdeki gaz 

çıkışı ve renk değişimi dikkate alınmıştır [113].

3.5.5. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi

İzolatların çeşitli antibiyotiklere karşı duyarlılık profillerini belirlemek amacıyla Kirby 

- Bauer Disk Difüzyon yöntemi kullanılmıştır. Bu amaçla ampisilin, gentamisin, metisilin, 

penisilin, sülfometoksazol/trimetoprim ve vankomisin olmak üzere toplam 6 antibiyotik test 

edilmiştir. Bu test için öncelikle Laktik asit bakterileri 0,5 McFarland (~ 1,5x108 CFU/mL) 

bulanıklığında ayarlanmıştır. Hazırlanan süspansiyonlar Mueller Hinton Agar üzerine steril 

bir eküvyonla her tarafına eşit bir şekilde olacak şekilde yayma ekim yapılmıştır. Ardından 

belirtilen antibiyotikler steril bir pens yardımı ile petri üzerine bırakılmıştır. Ardından 37 

°C’de 24 – 48 saat uygun koşullarda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresinden sonra 

zon çapları bir kumpas yardımıyla ölçülerek sonuçlar değerlendirilmiştir.  [119 ve 120].

3.5.6. Bakteriyosin üretiminin ve antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Fenotik ve genotipik yöntemlerle laktik asit bakterisi olarak doğrulanan izolatların 

antimikrobiyal etkisini belirlemede kuyu difüzyon yöntemi kullanılmıştır. Öncelikle 10 mL 

MRS brothta canlandırılmış izolatlar 10000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifüj edilmiştir. Süre 

sonunda süpernatantlar şırınga yardımıyla çekilmiş. Süpernatantın sterilizasyonu için 0,45 

µL’lik membran filtreden geçirilerek hücresiz filtratlar elde edilmiştir [121].

Elde edilen bakteriyosinin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesi için agar kuyu 

difüzyon testi kullanılmıştır. Bu yöntemde öncelikle Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilus ATCC 6633, Streptococcus mutans ATCC 

35668, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 bakterileri Brain Hearth 

Infusion (BHI) brothda canlandırıldıktan sonra 0,5 Mc Farland’a ayarlanmıştır. Hazırlanan 

süspansiyonlar MHA üzerine tüm yüzeyi kaplayacak şekilde steril bir swap ile yayma ekim 

yapılmıştır. Sonra üzerine steril bir aparat yardımıyla delikler açılmıştır. Açılan bu deliklere 

100 µL olacak şekilde farklı laktik asit bakterilerine ait süpernanatlar ilave edilmiş ardından 

37 oC ̓de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır [122].
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3.5.7. Otoagregasyon testi

Bu test için öncelikle izolatlar 37°C’de anaerobik ortamda 48 saat süre ile inkübe 

edilmiştir. Süre sonrasında sonrası pH’sı 6,2 olan PBS içerisinde 0,5 McFarlanda 

ayarlanmıştır. Hazırlanan süspansiyon lam üzerine damlatılmış ve ışık mikroskobu ile 

görüntülenmiştir. Görüntülenme sonucunda 2 dk içerisinde agregasyon olması pozitif olarak 

değerlendirilmiştir [123].

3.6. Laktik Asit Bakterilerinin Genotipik Olarak Tanımlanması

Laktik asit bakterileri için cins özgü olan 16S rRNA primerleri kullanılarak PZR 

yöntemi ile cins düzeyinde identifiye edilmiştir. Tür düzeyinde identifikasyon için spesifik 

olan primerler kullanılarak tür düzeyinde tanımlanmıştır. İlk olarak DNA izole edilecek 

ardından PZR ile DNA amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. DNA bantlarını görüntülemek 

amacıyla etidyum bromürde boyandıktan sonra UV transliminatör yardımı ile 

görüntülenmiştir. Bu çalışmada kullanılacak primerler (27F ve 1492R) Tablo 3.1’de 

belirtilmiştir.

Tablo 3.1. PZR çalışmasında kullanılmış olan primer dizileri

Primerin adı 5’3’ bç Kaynak
16S rRNA
27 F                 AGAGTTTGATCATGGCTCAG 1500  [116]
1492 R TACGGCTACCTTGTTACGACTT

Oligomer Bioteknoloji tarafından 100 μM konsantrasyonda sentezlenmiştir. Stok 

çözeltiden 1:10 olarak ddH2O ile seyreltme yapılarak hazırlanan 10 μM konsantrasyondaki 

primerler elde çalışmada kullanılmıştır.

3.6.1. DNA izolasyonu ve miktar tayini

Fenotipik olarak laktik asit bakterisi olduğu düşünülen örneklerden DNA izolasyonu 

için kaynatma yöntemi kullanılmıştır. Bu amaç için 24 saatlik kültürleri hazırlanan 

izolatlardan 1 öze dolusu koloni alınarak 500 μl steril saf su içine alınıp homojen bir şekilde 

karıştırıldıktan sonra 95 °C'de 10 dakika süre ile kuru blok ısıtıcıda bekletilmiştir. Daha 

sonra 12000 rpm'de 10 dakika santrifüj edilmiştir [124]. Santrifüj işlemi sonrasında genomik 

DNA’ları içeren süpernatant kısımları, bir steril tüp içerisine alınmıştır. DNA miktar ve 

konsantrasyonunun belirlenmesi için. A260/A280 nm’de absorbansı 1,8-1,9 arasında olan saf 
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DNA örnekleriyle çalışmaya devam edilmiştir. Belirtilen değerler dışında elde edilen DNA 

örnekleri için yeniden izolasyon gerçekleştirilmiştir. Template DNA’lar daha sonraki 

çalışmalarda kullanılmak için -20°C'de depolanmıştır.

3.6.2. DNA amplifikasyonu 

Laktik asit bakterilerinin tür düzeyinde tanımlanması için çalışılacak gen bölgelerinin 

çoğaltılması işlemi sonucunda DNA bantlarının daha iyi görüntülenebilmesi için öncelikle 

optimizasyon yapılmıştır. Çalışılacak gen bölgeleri için reaksiyon bileşenleri Tablo 3.2’de 

gösterildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon son hacmi toplam 25 μL olacak şekilde 

ayarlanmıştır. Hazırlanan master mix şekilde hazırlanacak reaksiyon ise Tablo 3.3’te verilen 

koşullarda gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 3.2. PZR reaksiyon bileşenleri

PZR bileşeni Hacim (µL) Konsantrasyonu

Taq tamponu (10X) 2,5 1X/ μL

MgCl2 (25 mM)   1,5 1,5 mM/ μL

dNTP mix (2 mM) 1 0,08 mM/ μL

Primer Forward (10 pmol/µL) 0,5 0,2 pmol/ μL

Primer Reverse (10 pmol/µL) 0,5 0,2 pmol/ μL

Taq DNA polimeraz (5U/μL) 0,25 0,05 U/ μL

Kalıp DNA 30 (ng/μL) 1 1,2 ng/ μL

dH2O 17,75 -

TOPLAM 25 -

Tablo 3.3. PZR reaksiyon koşulları

Basamak Sıcaklık    (°C) Dakika Döngü 

Ön denatürasyon 95 3 dk 1

Denatürasyon 94 5 dk

Bağlanma 58 1,5 dk 34

Uzaman 72 2 dk

Son uzama 72 5 dk 1
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PZR sonrası elde edilen amplikonlardan 10 μL alınarak 2 μL 6X yükleme tamponu ile 

homojen bir şekilde karıştırılıp %1'lik (w/v) agaroz jele yüklenmiştir (Resim 3.1). DNA 

örnekleri 90 volt elektrik akımında 90 dk koşturulmuştur. Jel 5 µg/mL etidyum bromür 

içerisinde 20 dk boyunca bir çalkalayıcıda bekletilerek DNA bantları bir UV transliminatör 

yardımıyla görüntülenmiş 1500 bp’lık gen bölgesine gelen bantlar laktik asit bakterisi olarak 

değerlendirilmiştir.

Resim 3.1. Kullanılan DNA laddera ait fragment profili, PZR ve jel elektroforezi

3.7. Dizi Analizi 

Laktik asit bakterilerinin tür düzeyinde tanımlanmasında izolatlara ait 16S rRNA 

ürününün sekans analizi (27F/1492R) BM Labosis (Ankara) firması aracılığıyla 

gerçekleştirilmiştir.  Her iki primer okuması sonucunda elde edilen sekanslar BioEdit 

programı ile birleştirilmiş ve NCBI Nuclotide BLAST1 programı kullanılarak Gen 

bankasında en yakın ilişkili tür belirlenmiştir.

1 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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3.8. Laktik Asit Bakterilerinden Üretilen Ekzopolisakkaritlerin Sitotoksik 

Aktivitesinin Belirlenmesi

3.8.1. Ekzopolisakkarit izolasyonu

Laktik asit bakterileri MRS brotha inoküle edilerek 36,5 oC ̓de 48 saat anaerobik 

şartlarda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında 6000 rpm’de 20 dk süresi ile 

santrifüj edilmiştir. Ardından üstte oluşan sıvı alınarak %20 konsantrasyonunda 

trikloroasetik asit ilave edilerek +4 °C'de bir gece bekletilmiştir. Süre sonunda örnekler 

10000 rpm' de +4 °C'de 30 dakika süreyle santrifüj edilmiştir. Süpernatant alınarak üzerine 

1:1 hacimde etanol ilave edilerek -20 oC ̓de 24 saat bekletilmiştir. Süre sonrasında 10000 

rpm’de 30 dk santrifüj edilmiş ve pellet belirli konsantrasyonlarda çözdürülerek 

ekzopolisakkarit olarak kullanılmıştır [125].

3.8.2. Hücre kültürü ve kültür şartlarının hazırlanması

Çalışmamızda, insan kolon adenokarsinoma hücre hattı (DLD-1 cell line, epitel hücre, 

ATCC CLL-221™) ve insan normal kolon hücre hattı (CCD-18Co cell line, fibroplast hücre, 

ATCC CRL-1459™) kullanılmıştır. Hücreler Amasya Üniversitesi Merkezi Araştırma 

Uygulama Laboratuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezi hücre kültürü stoğundan temin 

edilmiştir. DLD-1 hücrelerinin çoğaltılması için %10 (v/v) fötal bovin serum (FBS), %1 L-

glutamin, 100 ünite/mL penisilin/streptomisin, %9,2 NaHCO3 içeren Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (DMEM) kullanılmıştır. CCD-18Co hücreleri ise %10 (v/v) fötal bovin 

serum (FBS), %1 L-glutamin, 100 ünite/mL penisilin/streptomisin, %9,2 NaHCO3 içeren 

EMEM besiyeri kullanılmış ve %5 CO2 atmosfer ortamında %95 nem ortamında 

inkübasyona bırakılmıştır. Hücrelerin pasajlanmasında ise %1’lik Tripsin/EDTA 

kullanılmıştır.

3.8.3. Hücre sitotoksisite testi

Hücreler üzerinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanılan 3-4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) testi hücre çalılığını ifade eden bir testtir. 

Hücreler uygun besin ortamlarında büyütüldükten sonra yaklaşık olarak %80 doluluk 

oranına ulaştıklarında hücre sayıları belirlenerek MTT testi için uygun hücreler 

belirlenecektir. 96 kuyulu düz tabanlı hücre kültür kaplarına 100 μL medyum + hücre olacak 

şekilde ilave edilip 24 saat 37 °C’de ve %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakılacaktır. 
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24 saat sonrasında yüzeye yapışan hücreler laktik asit bakterilerinden elde edilen 

ekzopolisakkaritler ile 24, 48 ve 72 saat sürelerinde muamele edilmiştir. Her bir süre 

sonunda medyum uzaklaştırılarak hücreler 5 mg/mL MTT solüsyonu ile 2 saat boyunca 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında MTT solüsyonu uzaklaştırılacak ve canlı 

hücreler tarafından oluşturulan formazan tuzlarının çözünmesi ve reaksiyonun durması için 

her bir kuyucuğa 0,1 ml DMSO ilave edilmiştir. Son olarak plaklar mikroplaka okuyucuda 

570 nm dalga boyunda okutulmuştur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hücre 

canlılık oranı %100 olarak kabul edilmiştir [126].

4. BULGULAR

Yapılan bu çalışmada 12 adet ticari ve 3 adet ev yapımı olmak üzere toplamda 15 kefir 

örneğinin fizikokimyasal özellikleri analiz edilmiş olup, ayrıca kefir örneklerinden izole 

edilen bakteriler fenotipik ve genotipik yöntemlerle analiz edilmiştir. Fenotipik ve genotipik 

olarak doğrulanan ve en iyi probiyotik özellik gösteren laktik asit bakterilerinden elde edilen 

ekzopolisakkaritlerin kolon karsinoma hücre hattı üzerindeki sitotoksik aktivitesi analiz 

edilmiştir. 

4.1. Fizikokimyasal Özellikler

Kefir örneklerinin fizikokimyasal analiz sonuçları en yüksek, en düşük ve ortalama 

değer olarak Tablo 4.1.’de verilmiştir. Örneklerin pH, toplam asitlik, kuru madde, kül 

analizlerine ait en yüksek, en düşük ve ortalama değerleri sırasıyla 3,91-4,52, 0,65-1,69, 

8,94-16,79, 0,42-1,27; 4,29 ±0,14, 0,83±0,24, 12,90±2,55, 0,70±0,21 olarak belirlenmiştir 

(Tablo 4.1). 

Tablo 4.1. Kefir örneklerinin fizikokimyasal analiz sonuçları

Analizler  Ortalama ± Std. sap.    En düşük      En yüksek         Significance

pH 4,29 ±0,14        3,91 4,52     0,12

Titrasyon asitliği 

(% Laktik asit)

0,83±0,24        0,65 1,69     0,00

Kül miktarı 0,70±0,21        0,42 1,27     0,02

Kuru madde (%) 12,90±2,55        8,94 16,79     0,28
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4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Saflaştırılması ve Muhafazası

Kefir örneklerinden hazırlanan farklı dilüsyonlar laktik asit bakterileri için MRS agara, 

laktokoklar için M17 agara klasik kültür yöntemiyle ekimler yapılmış ve inkübasyona 

kaldırılmıştır. İnkübasyon sonucunda besiyer üzerinde üreyen ve tipik koloni morfolojisi 

bakımından (küçük, mat, opak ya da krem renkli) laktik asit bakterisine benzeyen 

kolonilerden rastgele 3-5 koloni alınarak şüpheli laktik asit bakterisi olarak tanımlanmıştır 

(Resim 4.1). 

  

Resim 4.1. Laktik asit bakterileri kolonileri

Bu şüpheli örneklere katalaz testi ve Gram boyama yapılmıştır. Katalaz negatif (Resim 

4.2), Gram pozitif (Resim 4.3) izolatlar saklama besiyerine alınarak -20°C’de daha sonraki 

çalışmalarda kullanılmak üzere stoklanmıştır.
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Resim 4.2.  Katalaz testi

Katalaz testi sonucunda, gaz çıkışı olmayan yani katalaz negatif izolatlar çalışmaya 

dahil edilmiştir.

Resim 4.3. Gram boyama sonucunda Gram pozitif izolatların morfolojileri (40x)

Yapılan fenotipik testler sonucunda (koloni morfolojisi, katalaz negatif ve Gram 

pozitif) toplamda 142 izolat elde edilmiştir. Bu izolatlara bakterilerde korunmuş gen bölgesi 

olan 16S rRNA gen bölgesini belirlemek için PZR yapılmıştır  
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Resim 4.4. Laktik asit bakterilerinin jel elektroforez görüntüsü(M: Marker,100 bp;K: 
Kontrol olarak kullanılan Lactobacillus plantarum ATCC®8014;                            
1, 2, 3 ….18: Kefir izolatları)

PZR sonucunda toplamda 37 izolat 1500 bç bölgesinde bant verdiği gözlemlenmiştir 

pozitif olarak belirlenmiştir. Bundan sonra yapılacak olan laktik asit bakterilerinin 

probiyotik özelliklerinin belirlenmesine yönelik çalışmalara bu 37 izolatla devam edilmiştir.

4.3. Kefir Örneklerinin Probiyotik Özelliklerinin Belirlenmesi

Fenotipik ve genotipik olarak laktik asit bakterisi olarak doğrulanan izolatların (n = 

37) probiyotik özelliklerinin belirlenmesi amacıyla farklı sıcaklık, pH, tuz ve TSI agarda 

gelişimleri incelenmiştir.

4.3.1. Laktik asit bakterilerinin farklı sıcaklıklarda gelişim

Genotipik olarak laktik asit bakterisi olarak belirlenen 37 izolattan hiçbiri +4°C’de 

gelişim göstermemiştir. 21 izolat 15°C’de, 19 izolat 45°C’de gelişim göstermiştir. 

İzolatlardan 7 tanesi (Y13, Y113, Y145, Y142, Y141, Y124, Y121) hem 15°C’de hem de 

45°C’de gelişim göstermiştir (Tablo 4.2).
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4.3.2. Laktik asit bakterilerinin farklı tuz konsantrasyonlarında gelişim

37 adet laktik asit bakteri izolatının hiçbirinin %6, %7,5 ve %10 tuz 

konsantrasyonlarında gelişim göstermediği tespit edilmiştir (Tablo 4.2).

4.3.3. Laktik asit bakterilerinin farklı pH derecelerinde gelişimi

37 adet izolattan pH 4’de 3 tane, pH 10’da 6 tane izolat gelişim gösterirken, pH 7’de 

tüm bakteriler gelişim göstermiştir (Tablo 4.2).

4.3.4. Laktik asit bakterilerinin TSI agarda gelişimleri 

37 adet izolattan 23’ünün şekeri kullanabilme özelliğine sahip olduğu belirlenmiştir. 

Hiçbir tüpte gaz oluşumu ve siyahlık gözlenmemiştir (Tablo 4.2, Resim 4.5).

Resim 4.5. Laktik asit bakterilerinin TSI agarda gelişimi
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Tablo 4. 2. Laktik asit bakterilerinin mikrobiyolojik özellikleri

Sıcaklık Tuz pH TSI

MRS BROTH M17 BROTH MRS BROTH M17 BROTH Dip Üst

Örnek 4 15 45 %6 %7,5 %10 %6 %7,5 %10 4 7 10 4 7 10

1 X32 - + - - - - - + + sarı kırmızı

2 X35 - + - - - - - + + sarı kırmızı

3 X41 - + - - - - - + - kırmızı kırmızı

4 X42 - - - - - - - + - kırmızı kırmızı

5 X51 - + - - - - + + - kırmızı kırmızı

6 X54 - + - - - - + + - kırmızı kırmızı

7 X55 - + - - - - + + - kırmızı kırmızı

8 Y11 - + - - - - - + + sarı sarı

9 Y12 - - + - - - - + - sarı sarı

10 Y13 - + + - - - - + + sarı kırmızı

11 Y14 - - + - - - - + - sarı kırmızı

12 Y15 - - + - - - - + - kırmızı kırmızı

13 Y22 - - - - - - - + - kırmızı kırmızı

14 Y23 - - + - - - - + - sarı kırmızı

15 Y24 - - + - - - - + - sarı kırmızı
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Tablo 4.2.’nin devamı
16 Y25 - - - - - - - + - kırmızı kırmızı

17 Y35 - + - - - - - + + sarı kırmızı

18 Y115 - + - - - - - + - sarı kırmızı

19 Y114 - - + - - - - + - kırmızı kırmızı

20 Y113 - + + - - - - + - sarı kırmızı

21 Y112 - - + - - - - + - sarı kırmızı

22 Y111 - - + - - - - + - sarı kırmızı

23 Y21 - + - - - - - + + sarı kırmızı

24 Y53 - + - - - - - + - kırmızı kırmızı

25 Y51 - - - - - - - + - kırmızı kırmızı

26 Y54 - + - - - - - + - kırmızı kırmızı

27 Y55 - + - - - - - + - kırmızı kırmızı

28 Y145 - + + - - - - + + sarı sarı

29 Y143 - - + - - - - + + sarı sarı

30 Y142 - + + - - - - + + sarı sarı

31 Y141 - + + - - - - + + sarı sarı

32 Y125 - - + - - - - + - sarı sarı

33 Y124 - + + - - - - + - sarı sarı

34 Y123 - - + - - - - + + kırmızı kırmızı

35 Y122 - - + - - - - + - sarı sarı

36 Y121 - + + - - - - + - sarı kırmızı

37 Y52 - + - - - - - + - kırmızı kırmızı
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4.5. Bakteriyosin Üretiminin Belirlenmesi ve Antibakteriyel Aktivite Testleri

Yapılan bu çalışmada genotipik olarak doğrulan 37 laktik asit bakterisinden 

bakteriyosin elde edilmiştir. Elde edilen bakteriyosin 0,22 µm çapındaki enjektör 

filtrelerinden geçirilerek steril edilmiştir. Staphylococcus aureus ATCC®25923, Bacillus 

cereus ATCC®7064, Bacillus subtilus ATCC®6633, Streptococcus mutans ATCC®35668, 

Escherichia coli ATCC®25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853, Klebsiella 

pneumoniae ATCC®700603 ve Salmonella enteritidis ATCC®13076 patojen bakterileri 

üzerinde antimikrobiyal aktivite özellikleri kuyu difüzyon yöntemi ile test edilmiştir. Sonuç 

olarak sadece S. mutans üzerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip 3 izolat test edilmiştir 

(Resim4.6.) 

Resim 4.6. Bakteriyosin pozitif izolatlar
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Kuyu difüzyon testi sonucuna göre, izolatlardan sadece 3’ünün (X51, X55 ve Y54) S. 

mutans üzerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip belirlenmiştir. Probiyotik olarak 

kullanılması gereken izolatların önemli özelliklerinden biri de patojen bakteriler üzerinde 

antimikrobiyal etkiye sahip olmasıdır. Bu sebeple çalışmanın bundan sonraki kısmına 

probiyotik özellik gösterdiği düşünülen bu 3 izolatla devam edilmiştir.

4.6. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Duyarlılıklarının Belirlenmesi

Kirby - Bauer Disk Difüzyon Yöntemine göre yapılan antibiyotik duyarlılık testi 

sonucuna göre ampisilin, gentamisin, metisilin, penisilin, trimetoprim / sülfametoksazol ve 

vankomisin olmak üzere toplam 6 antibiyotik test edilmiştir. Disk difüzyon testi sonucuna 

göre 3 izolatında belirtilen antibiyotiklere karşı duyarlı olarak tespit edilmiştir (Resim 4.7). 

Bu durum ise laktik asit bakterilerinin probiyotik özellik taşımasındaki önemli bir kriter 

olduğunu göstermektedir. Çünkü probiyotik özellikte olarak kullanılan bakterilerin 

aktarılabilir direnç genlerinin olmaması yani antibiyotik dirençliliğin yayılmaması için stabil 

olması gereklidir.

Disk difüzyon testi 3 kez tekrarlanmıştır. Sonuçlar kumpas yardımıyla ölçülerek mean 

± standart sapma değerleri Tablo 4.3’de belirtilmiştir. 

Resim 4.7. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılık sonuçları
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Tablo 4.3. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlılık sonuçları (mm, mean ± std.sap.)

    Bakteri

Antibiyotik

L. plantarum

ATCC®8014

    X51      X55     Y54

AMP 27,00±1,00 21,66±2,08 23,66±1,15 25,00±0,00

CN 24,00±1,73 23,33±0,57 18,33±2,30 21,66±0,57

ME 27,00±1,52 24,66±1,52 16,66±2,08 23,33±1,15

P 30,33±1,52 32,66±,.51 17,66±1,52 22,33±1,52

STX 30,66±1,15 24,66±0,57 19,00±1,00 25,66±0,57

V 27,00±0,00 16,66±1,52 22,66±2,08 22,00±0,00

AMP: Ampisilin, CN: Gentamisin, ME: Metisilin, P: Penisilin, STX: trimetoprim / 

sülfametoksazol, V: Vankomisin

Tablo 4.3’den görüldüğü gibi izolatlar çalışmada test edilen antibiyotiklere duyarlıdır. 

Özellikle Y54 nolu izolatın ampisilin 25.00±0.00 ve trimetoprim/sülfametoksazole 

25.66±0.57 karşı en yüksek oranda duyarlı olduğu görülmüştür.

4.7. Otoagregasyon Testi

Otoagregasyon testi sonucunda izolatlar PBS içerisinde 0.5 McFarlanda ayarlanmış ve 

yapılan inceleme sonucunda 3 örneğinde agregasyon yeteneğine sahip olduğu belirlenmiştir.

4.8. Sekans Sonuçları

Sekans sonucunda her iki primer okuması sonucunda elde edilen sekanslar BioEdit 

programı ile birleştirilmiştir.

NCBINuclotideBLAST(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn

&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) programı kullanılarak Gen 

bankasında en yakın ilişkili tür belirlenmiş ve Tablo 4.4’te belirtilmiştir.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Tablo 4.4. Sekans sonucunda gen bankası ile ilişkili yakın türler

İzolat 

Kodu Gen Bankası Yakın İlişkili Tür        % 
Benzerlik

Uzunluk 
(bç)

Gen Bankası 
Numarası

X55 Acetobacter fabarum strain 2567 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 100 1244 MT611597.1

Y54
Leuconostoc mesenteroides strain PN165 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

100 952 OP714486.1

X51 Acetobacter fabarum strain 2567 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 100 1202 MT611597.1

16S rRNA gen bölgesine ait sekans analizi sonucunda elde edilen izolatların 

Acetobacter fabarum (X51 ve X55) ve Leuconostoc mesenteroides (Y54) ile ilişkili olduğu 

belirlenmiştir. Filogenetik ağaç oluşturmak için tip türlere ait sekanslar List of Prokaryotic 

names with Standing in Nomenclature (LPSN)’den elde edilmiştir. X51 ve X55 kodlu 

izolatlar ve Acetobacter sp. cinsine ait sekanslarla, Y54 kodlu izolat ise Lactobacillus sp. ve 

Leuconostoc sp. cinsi üyelerine ait sekanslarla hizalandıktan (CLUSTALW) sonra 

filogenetik ağaç MEGA11 programında Neighbor-Joining ve Maximum Likelihood 

algoritmaları ile çizilmiştir (Ek-1 ve Ek-2). 

16S rRNA sekans analizine paralel olarak Ek-1’de Neighbor Joining filogenetik 

ağaçlarında X51 ve X55 kodlu izolatlar Acetobacter fabarum ile aynı dalda kümelenirken, 

Y54 kodlu izolat ise Leuconostoc mesenteroides ssp. üyeleri ile aynı dalda kümelenmiştir. 

Neighbor Joining ve Maximum Likelihood ağaçları birbirini desteklemektedir. 

4.9. Ekzopolisakkarit Üretimi ve Sitotoksisite Testleri

Probiyotik özellikteki bir laktik asit bakterisi olan L. mesenteroides’den (Y54 nolu 

izolat) elde edilen ekzopolisakkaritin kolon karsinoma hücre hattı üzerinde sitotoksik 

aktivitesi MTT testi ile analiz edilmiştir. MTT hücre canlılık testi olarak bilenen bir testtir 

ve mitokondriyal aktivite testi olarak da bilinir. Hücreler 10000 - 156 µM konsantrasyonda 

ekzopolisakkarite 24, 48 ve 72 saat süre ile maruz bırakılmıştır. Maruziyet sonrasında IC50 

(inhibisyonun %50 sini öldüren değer) belirlenmiştir. Fotoğraf 4.8 ve Şekil 4.1’den 

anlaşıldığı gibi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında hücreler IC50 değerinde tutunma 

özelliklerini kaybettiği belirlenmiştir. Ekzopolisakkarit ve DLD-1 kolon karsinoma hücre 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT611597.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=UB8MTNSA01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP714486.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=UEM2941Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT611597.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=UB8MTNSA01N
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hatının en iyi sitotoksik dozu 24 saatlik maruziyeti sonucu elde edilmiş ve IC50 değeri 50 

µM olarak belirlenmiştir. 

a)  b)

Resim 4.8. DLD-1 kolon karsinoma hattı inverted mikroskop (x20) a) Kontrol grubu hücre,                                        
b) Y54’e ait ekzopolisakkarit uygulanan hücre morfolojisi

a)   b) 

Şekil 4.1. L. mesenteroides’den elde edilen ekzopolisakkaritin hücreler üzerindeki    
sitotoksik etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi, a) DLD-1 hücre hattı, b) 
CCD18Co hücre hattı

Ayrıca CCD18Co hücre hattı 24, 48 ve 72 saat L. mesenteroides’den elde edilen 

ekzopolisakkarite maruz bırakılmış fakat bir sitotoksik etki göstermediği görülmüştür. 

Hücreler kontrol grubu ile aynı oranda gelişim göstermişlerdir (Şekil 4.1). 
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5. TARTIŞMA

Çalışmamızda incelenen kefir örneklerinin pH, toplam asitlik, kuru madde, kül 

analizlerine ait en yüksek, en düşük ve ortalama değerleri sırasıyla 3,91-4,52, 0,65-1,69, 

8,94-16,79; 0,42-1.27; 4,29 ±0,14, 0,83±0,24, 12,90±2,55, 0,70±0,21 olarak belirlenmiştir.

Ankara’da yapılan bir çalışmada piyasadaki sade, meyveli ve diyet kefir örnekleri 

incelenmiş pH değerleri en düşük 4.58, en yüksek 4.74 olarak bulunmuştur [127]. 

Arjantin’de farklı kaynaklardan elde edilen 4 farklı kefir örneğinin pH değerleri ise sırasıyla 

3,71; 3,69; 3,76; 3,83 olarak  [128];  İran’da farklı inkübasyon sürelerinde (12, 24, 36, 60 ve 

72) üretilen 5 farklı kefir örneğinin ph değerleri ise sırasıyla 4,00; 3,89; 3,01; 3,00; 2,98 

olarak bulunmuştur [129]. Endonezya’da inek sütü ve keçi sütü kullanılarak üretilen kefirler 

incelenmiş; inek sütü ile mayalanan kefir örneğinin pH değeri ortalama 3,89±0,15; keçi sütü 

ile mayalanan kefir örneğinin pH değeri ise ortalama 3,55 ±0,09 bulunmuştur [130]. 

Lengkey ve ark (2013) %5, %10, %15, %20, %25 oranlarında kültürler kullanılarak 

mayalanmış kefir örneklerini incelemiş ve ortalama pH değerlerini sırasıyla 4,40; 3,95; 3,75; 

3,60 ve 3,50 olarak bulmuşlardır. [131]. Hagh (2018) tarafından farklı sütlerden (inek, 

manda, keçi, deve) yapılan kefir örneklerinde deve, inek, manda, keçi sütlerinin sırasıyla ph 

değerleri 6,7; 6,8; 6,83; 6,74 bulunmuştur. [132].

Öksüztepe [133] tarafından Elazığ’da yapılan çalışmada; sade, meyveli ve light kefir 

örnekleri incelenmiş; asitlik değeri sade, meyveli ve light kefirlerde sırasıyla ortalama 0,74 

± 0,04; 0,73 ± 0,09; 0,81 ± 0,05 Hagh (2018) tarafından 0,16-0,19 [132]; Ünal ve ark (2020) 

tarafından ise en yüksek 0,88; en düşük 0,67 ortalama 0; 82 olarak belirlemiştir [132]. 

Öksüztepe ve ark. [133] tarafından kefir örneklerinin kuru madde miktarları sırasıyla 

ortalama 10,00 ± 0,84; 13,74 ± 1,43; 7,90 ± 0,14; Ünal ve ark. [110] tarafından en yüksek 

10,68; en düşük 8,71; ortalama 9,67 bulunmuştur. Çalışma sonuçlarımız literatürdeki diğer 

çalışmalarla benzer sonuçlar vermiştir. Fakat Ak [134] tarafından yapılan bir çalışmada 

çilek, frambuaz, şeftali aromalı kefirlerin fizikokimyasal özellikleri incelenmiş ortalama 

titrasyon asitlik değeri en fazla çilekli kefirde (1,27 ± 0,29) en az titrasyon asitlik değeri ise 

şeftalili kefirde ortalama (1,20 ± 0,27) bulunmuştur. Kuru madde miktarları ise çilek, 

frambuaz, şeftali aromalı kefirlerde sırasıyla ortalama 25,13 ± 1,20; 25,45 ± 1,04; 25,22 ± 

1,07 bulunmuştur. Asitlik ve kuru madde miktarındaki bu farklılıkların kefir örneklerinde 

kullanılan meyve çeşidine bağlı değişiklik gösterebileceği düşünülmektedir. 
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Akdan ve ark; [135] manda, manda-inek, manda-koyun, manda-keçi, manda-inek-

koyun-keçi kombinasyonlarının oluşturduğu karışımları incelemiş toplam kül miktarını 

sırasıyla 0,75±0,01; 0,82±0,02; 0,90±0,07; 0,74±0,04; 0,98±0,04 bulmuşlardır. Kök-Taş ve 

ark (2014) ise 3 farklı kefir örneğinin kül miktarlarını 0,55±0,05; 0,64±0,11; 0,66±0,02 

olarak bulmuştur [136].

Çalışma sonuçlarımız literatürdeki diğer çalışmalarla karşılaştırıldığında genel olarak 

benzer fizikokimyasal özelliklere sahip ve standartlara uygun olduğu fakat kullanılan sütün 

cinsi, kullanılan mayanın cinsi ve miktarı, mayalanma süresi ve sıcaklığı, örneklere 

karıştırılan meyveler gibi birçok parametreye bağlı olarak farklılıklar görülebileceği tespit 

edilmiştir.

Yapılan fenotipik testler sonucunda (koloni morfolojisi, katalaz testi, gram boyama) 

standartlara uygun olduğu düşünülen toplam 142 izolat elde edilmiştir. Bu 142 izolata 

bakterilerde korunmuş gen bölgesi olan 16S rRNA gen bölgesini belirlemek için PZR 

yapılmış ve 1500 bç bölgesinde bant verdiği gözlemlenen 37 izolat tespit edilmiştir. Laktik 

asit bakterilerinin probiyotik özelliklerinin belirlenmesi amacıyla yapılan çalışmalar tespit 

edilen 37 izolat üzerinden yürütülmüştür.

Probiyotik bir suş elde etmenin ilk adımı örnekten bakterilerin izolasyonu ve seçilen 

izolatların farklı kültür ve ortamlardaki karakterizasyonu ile olmaktadır [116]. 

Çalışmamızda Laktik Asit Bakterileri’nin farklı sıcaklıklarda, farklı tuz 

konsantrasyonlarında, farklı ph değerlerinde, şekeri kullanabilip kullanamama özelliklerine, 

bakteriyosin üretimi, antibakteriyel aktiviteleri, antibiyotik duyarlılıklarına göre incelenerek  

probiyotik özellik gösteren izolatlar tespit edilmiştir.

Çalışmamızda genotipik olarak laktik asit bakterisi olarak belirlenen 37 izolatın, 4 °C, 

15 °C ve 45°C değerlerindeki gelişmeleri gözlemlenmiş izolatların hiçbirisi +4°C’de gelişim 

göstermemiştir. 21 izolat 15°C’de, 19 izolat 45°C’de; 7 tanesi ise hem 15°C’de hem de 

45°C’de gelişim göstermiştir

Ertekin ve Çon [137] yaptıkları çalışmada inceledikleri tüm izolatların 15°C’de 

gelişebildiğini; sadece P. Pentosaceus izolatları ile L.plantarum izolatının  45°C’de 

gelişebildiğini ve laktobasillerin çoğunun 10 °C’de gelişebildiğini belirtmiştir. Tereyağından 

elde edilen laktik asit bakterilerden alınan 7 izolatın incelendiği çalışmada ise tamamına 

yakınının 15 °C, 30 °C ve 45 °C’de gelişim gösterdiği 2 tanesinin ise 15°C’de 1 tanesinin 

ise 45 °C’de gelişme göstermediği tespit edilmiştir [138].
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Çalışmamızda kullanılan 37 izolatın hiçbirinin %6, %7,5 ve %10 tuz 

konsantrasyonlarında gelişim göstermediği tespit edilirken Kılıç ve arkadaşları [138] 

tarafından yapılan araştırmada incelenen 7 izolatın %2 ve %6 tuz konsantrasyonlarında iyi 

gelişme gösterdiği; %10 tuz konsantrasyonunda ise gelişme gösteremediği belirlenmiştir. 

Tangüler ve Erten [139] ise incelediği 47 laktik asit bakteri izolatının 37 tanesinin %6.5 tuz 

konsantrasyonunda gelişebildiği; %18 tuz yoğunluğunda ise hiçbir izolatın gelişme 

gösteremediğini belirtmişlerdir.

37 adet izolatımızın 3 tanesi pH 4’te, 6 tanesi Ph 10’da, ve tamamı pH 7 de gelişim 

göstermiştir. Turşudan elde edilen laktik asit bakterilerinin 39 izolatı incelenmiş 8 tanesi pH 

3 değerinde, 29 tanesi pH 4 değerinde, 1 tanesi ise pH 3 ve pH 4 değerinde gelişme 

göstermiştir [140]. Sirke ve yoğurt altı suyu kullanılarak üretilmiş iki farklı turşu türünden 

elde edilen izolatlardan 8 tanesinin pH 3 değerinde; 46 tanesinin pH 4,5 değerinde gelişme 

gösterdiği; pH 9,5 değerinde ise hiçbir izolatın gelişme göstermediği tespit edilmiştir [141].

Bir mikroorganizmanın bakteriyosin üretebilmesi ve antimikrobiyal özellik 

gösterebilmesi, probiyotik olarak seçilmesinin en önemli kriterlerinden birisidir. 

Çalışmamızda 37 adet izolattan bakteriyosin elde edilmiş ve Staphylococcus aureus 

ATCC®25923, Bacillus cereus ATCC®7064, Bacillus subtilus ATCC®6633, Streptococcus 

mutans ATCC®35668, Escherichia coli ATCC®25922, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC®27853, Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 ve Salmonella enteritidis 

ATCC®13076 patojen bakterileri üzerinde antimikrobiyal aktivite özellikleri kuyu difüzyon 

yöntemi ile test edilmiştir. Sonuç olarak sadece S. mutans üzerinde antimikrobiyal aktiviteye 

sahip 3 izolat tespit edilmiştir.

Purutoğlu ve ark. (2020) incelediği 27 LAB izolatının S. typhimurium, E. coli, B. 

cereus, Y. enterocolitica ve S. aureus’a karşı antibakteriyel aktivitelerinin  E. coli, B. cereus, 

Y. Enterocolitica’ya karşı daha fazla etkili iken, S. typhimurium ve S. aureus’a karşı daha az 

inhibitör etki gösterdiğini [114]; Angelescu ve ark (2019) incelediği iki farklı fermente 

içecekten 7 Lactobacillus türüne ait sekiz izolattan 5 tanesi Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli , Staphylococcus aureus ve Salmonella enterica dahil 

olmak üzere patojenik bakterilere karşı antibakteriyel aktivite gösterdiğini [142] Erdoğmuş 

ve Bostancı (2020) ise  incelediği 6 laktik asit bakterisinin antimikrobiyal aktivite test 

sonuçlarına göre; elde edilen LAB izolatları, en çok K. pneumoniea, S. aureus, P. 

aeuroginosa, L. monocytogenes üzerinde antimikrobiyel etki gösterdiğini belirtmişlerdir 

[62].
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Antimikrobiyal aktivite gösteren 3 izolatın antibiyotik duyarlılıkları ölçüldüğünde 3 

izolatın da  ampisilin, gentamisin, metisilin, penisilin, trimetoprim / sülfametoksazol ve 

vankomisin’e karşı duyarlı olduğu tespit edilmiştir. İran’da 96 farklı geleneksel yoğurt 

örneğinden 47 Laktik Asit Bakterisi izole edilerek  probiyotik potansiyeli olan 12 izolat 

incelendiğinde tüm izolatların vankomisin ve streptomisin’e dirençli, klindomisin, 

eritromisin ve gentamisine duyarlı olduğu bulunmuştur [143]. Güney Hindistan’da ev 

yapımı lordan izole edilen 15 laktik asit bakteri türünün antimikrobiyal aktiviteleri ve 

antibiyotik dirençleri incelenmiş 14 suş S. Typhimurium’a karşı, 5 suş V. cholerae 0139'a 

karşı 1 suş, E. coli'ye ve 1 suş Shigella’ya karşı inhibe edici özellik göstermiş; tüm suşlar, 

vankomisin, norfloksasin, ampisilin, kloramfenikol, gentamisin, rifampisin, tetrasiklin’e 

karşı dirençli olarak bulunmuştur [144].  Turhan ve Enginkaya (2016) izole edilen 5 adet 

Laktik Asit Bakterisi’nin vankomisin tetrasiklin ampisilin gentamisin ve siprofloksasine 

karşı dirençli; eritromisin kloramfenikol ve nitrofurantoine duyarlı olduklarını bulmuştur 

[145]. Probiyotik özellik gösteren bakterilerin antibiyotik direnç genlerine sahip olması, bu 

genlerin aktarılarak patojen bakterilere transfer edilmesine sebebiyet vermekte ve 

hastalıkların tedavisine katkıda bulunmak yerine engelleyici etki gösterebilmektedir. Bu 

sebeple probiyotik özellik gösteren bir bakterinin antibiyotiklere duyarlı olması gerektiği 

çalışmamız sonuçları ve literatürdeki diğer çalışmalarla benzerlik göstermektedir.

Probiyotik bir bakteriye sahip tüm koşulları sağlayan 3 izolat; NCBI Nucleotide 

BLAST programı kullanılarak en yakın ilişkili tür belirlenmiş iki izolatın Acetobacter 

fabarum (X55, X51) olduğu tespit edilmiştir. Bir izolatın (Y54)  ise probiyotik grupta 

incelenen bir bakteri olan Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides) olduğu 

belirlenmiştir.

Probiyotik özellikteki bir laktik asit bakterisi olan L. mesenteroides’den (Y54 nolu 

izolat) elde edilen ekzopolisakkaritin kolon karsinoma hücre hattı üzerinde; 10000 - 156 µM 

konsantrasyonda ekzopolisakkarite 24, 48 ve 72 saat süre ile maruz bırakılarak en iyi 

sitotoksik dozu 24 saatlik maruziyeti sonucu elde edilmiş ve IC50 değeri 2500 µM olarak 

belirlenmiştir.
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

Bu çalışmada 3 tanesi ev yapımı olmak üzere toplam 15 adet kefir örneği toplanmıştır. 

Bu kefirlerden laktik asit bakteri izolasyonu yapılmış ve bu izolatlardan muhtemel laktik asit 

bakterisi olduğu düşünülen 37 adet bakteri kullanılmıştır. Bu bakterilerden bakteriyosin 

üretme yetenekleri tespit edilmiş, ekzopolisakkarit elde edilerek insan kolon kanseri hücresi 

üzerindeki sitotoksik aktivitesine bakılmış ve bazı teknolojik özellikleri belirlenmiştir. 

Yapılan tün bu çalışmalar özetlendiğinde; 

Kefir örneklerinin pH, toplam asitlik, kuru madde, kül analizlerine ait en yüksek, en 

düşük ve ortalama değerleri, titrasyon asitliği; literatürdeki diğer çalışmalarla benzer 

sonuçlar göstermiş olup Türk Gıda Kodeksi Fermente Süt Ürünleri Tebliği’ne göre uygun 

bulunmuştur.

Yapılan fenotipik analizler sonucunda 142 izolat belirlenmiş;142 izolatın 16S rRNA 

gen bölgesini belirlemek için PZR yapılarak 1500 bç bölgesinde bant verdiği gözlemlenen 

37 izolat tespit edilmiştir.

Fenotipik ve genotipik olarak laktik asit bakterisi olduğu doğrulanan 37 izolatın 

probiyotik özelliklerinin belirlenmesi amacıyla farklı sıcaklık, pH, tuz ve TSI agarda 

gelişimleri incelenmiştir. 

Genotipik olarak doğrulanan 37 laktik asit bakterisinden bakteriyosin elde edilerek;

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilus, Streptococcus mutans, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis 

patojen bakterileri üzerinde antimikrobiyal aktivite özellikleri kuyu difüzyon yöntemi ile test 

edilmiş; 3 izolatın (X51, X55, Y54) Streptococcus mutans üzerinde antimikrobiyal 

aktiviteye sahip olduğu belirlenmiştir.

Bakterilerin antibiyotiklere duyarlı olması ve aktarılabilir direnç genlerine sahip 

olmaması laktik asit bakterilerinin probiyotik özellik taşımasındaki önemli bir kriter olması 

sebebiyle Ampisilin, gentamisin, metisilin, penisilin, trimetoprim / sülfametoksazol ve 

vankomisin olmak üzere 6 antibiyotik üzerinde antibiyotik duyarlılık testleri yapılmış; 

yapılan testler sonucunda 3 izolatın da antibiyotiklere karşı duyarlı olduğu tespit edilmiştir.



51

Probiyotik bir bakteride bulunması gereken tüm özellikleri sağlayan 3 izolat NCBI 

Nuclotide BLAST programı kullanılarak gen bankasında incelenmiş; 2 izolatın Acetobacter 

fabarum olduğu,1 izolatın ise probiyotik grupta incelenen bir bakteri olan Leuconostoc 

mesenteroides (L. mesenteroides) olduğu tespit edilmiştir.

Laktik asit bakterisi olarak tespit edilen izolattak ekzopolisakkarit üretilmiş; kolon 

karsinoma hücre hattı üzerinde sitotoksik aktivitesi MTT testi ile analiz edilerek IC50 

(inhibitör konsantrasyonu, %50 sini öldüren değer) belirlenmiştir. Ekzopolisakkarit ve 

DLD-1 kolon karsinoma hücre hatının en iyi sitotoksik dozu 24 saatlik maruziyeti sonucu 

elde edilmiş ve IC50 değeri 2500 µM olarak belirlenmiştir.

Leuconostoc mesenteroides (Y54) 15°C’de ve pH 7’de gelişme göstermesi, çalışmada 

kullanılan tüm antibiyotiklere duyarlı olması, bu bakterinin gelişim sıcaklığı, pH’sı ve 

bakteriyosin üretimi, antibiyotik duyarlılığı; starter kültür ve probiyotik olarak kefir 

üretiminde kullanılmasını desteklemektedir.

Kanser hastalığının kalıcı tedavisinde uygulanan tedavi metodlarına ek olarak 

alternatif tedavi metodları ile birlikte antikanserojenik özellik gösterebileceği düşünülen 

fonksiyonel besinler araştırılmıştır.Çalışmamız sonucunda fonksiyonel bir besin olan 

kefirden elde edilen  Leuconostoc mesenteroides’in kolon adenokarsinoma hücre hattı 

(DLD-1) üzerinde  inhibe etme özelliğine sahip olduğu tespit edilmiş olup kolon kanseri 

tedavilerinde yardımcı olarak kullanılabileceği ve bu bağlamda yapılabilecek çalışmalara 

katkı sağlayabileceği düşünülmektedir.
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