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Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus brevis’ ĠN BEYAZ PEYNĠRLERDE 

Staphylococcus aureus GELĠġĠMĠ ÜZERĠNE ETKĠSĠ 

Münevver Yücebay 

ÖZ 

Staphylococcus aureus‟un enterotoksin üreten suĢları gıda zehirlenmelerinin en 

önemli kaynaklarından birini oluĢturmaktadır. Süt ve süt ürünlerinden peynir, 

stafilokokal gıda zehirlenme vakalarının en yaygın olarak görüldüğü gıdalar 

arasındadır. Peynir yapımında laktik asit bakterilerinin kullanımı ile hem peynirin 

tat, koku, tekstür gibi duyusal özellikleri geliĢtirilmekte, hem de patojenlere karĢı 

antimikrobiyel etki sağlanarak gıda kaynaklı zehirlenme riski minimuma 

indirilebilmektedir. Bu çalıĢmada Beyaz peynir üretim ve olgunlaĢma süresince 

probiyotik özellikteki laktik asit bakterilerinden Lactobacillus brevis BG18 ve 

Pediococcus pentosaceus BH105 suĢlarının S. aureus ATCC6538 geliĢimi üzerine 

etkisi ayrı ayrı incelenmiĢtir. ÇalıĢma kapsamında, peynir üretimi boyunca 2, 6, 22 

ve 24. saatlerde örnek alınırken, 3 ay süren depolama süresince belirli aralıklarla 

örnek alınmıĢ ve kültürel ekimler gerçekleĢtirilmiĢtir. L. brevis ile yapılan 

çalıĢmada, elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde antibakteriyel etkinin 648. 

saatten sonra baĢladığı görülmüĢtür. Nitekim 648. saatte kontrol grubunda patojen 

sayısı 2.50X106 EMS/mL olarak saptanırken örnekte 3.65X105 EMS/mL olarak 

saptanmıĢ ve depolamanın 90. gününde bu değerler sırasıyla 3.82X106 EMS/mL 

ve 5.50X105 EMS/mL olarak belirlenmiĢtir. Depolama baĢlangıcından sonuna 

kadar elde edilen verilerin istatistiksel analizi sonucunda L. brevis BG18 

bakterisinin S. aureus geliĢimi üzerinde anlamlı bir etkiye sahip olduğu görülürken 

(p<0.01), P. pentosaceus BH105 bakterisinin istatistiksel olarak anlamlı bir etki 

göstermediği sonucuna ulaĢılmıĢtır (p>0.01).  

ANAHTAR KELĠMELER: Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus, 

Staphylococcus aureus, Beyaz peynir, antimikrobiyel etki 
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Bölümü 
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THE EFFECT OF Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus brevis ON THE 

GROWTH OF Staphylococcus aureus IN WHITE-BRINED CHEESES 

Münevver Yücebay 

ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is responsible for broad range of human and animal 

infections, also enterotoxin producing strains are one of the main sources 

associated with food poisoning. Among dairy products, cheese is one of the most 

common food reported in staphylococcal food poisoning. The use of lactic acid 

bacteria in cheese manufacturing, not only increases the organoleptic properties of 

the end product, but also lowers the risk of food poisoning by showing an 

antimicrobial effect towards such pathogens. The effect of Lactobacillus brevis 

BG18 and Pediococcus pentosaceus BH105 on the growth of S. aureus 

ATCC6538 during the manufacturing and ripening of white pickled cheeses were 

studied.  Cheese samples were picked at the 2nd, 6th, 22nd and the 24th hours of 

the manufacturing and at several intervals throughout the ripening period of 3 

months.  S. aureus and lactic acid bacteria counts were made for each sample 

and the results were evaluated. Antimicrobial activity of L. brevis towards S. 

aureus has started after 648th hour. Pathogen counts were 2.50X106 EMS/mL and 

3.65X105 EMS/mL in control group and the group with L. brevis respectively. At the 

end of the ripening period (90th day), these counts were 3.82X106 EMS/mL and  

5.50X105 EMS/mL respectively. Beyond the two lactic acid bacteria only L. brevis 

showed antimicrobial activity towards S. aureus during ripening period (p<0.01).  

 

KEYWORDS: Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus 

aureus, white-brined cheese, antimicrobial effect 
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1. GĠRĠġ  

Süt ve süt ürünleri insan beslenmesinde önemli bir yere sahiptir. Ġçerdiği kaliteli 

besin maddeleri bakımından sütten maksimum seviyede yararlanabilmek için 

doğrudan tüketimi önerilmekteyse de bu her zaman mümkün olamamaktadır. 

Hacimli olması, naklinin zor olması ayrıca mikroorganizmalar için uygun bir ortam 

olduğundan çabuk bozuluyor olması nedeniyle süt, daha dayanıklı ürünlere 

iĢlenmekte böylece hem daha dayanıklı hem de farklı lezzetlerde ürünler ortaya 

koyulmaktadır. Süt ürünleri içinde en önemli payı peynir almaktadır. 

Yüksek biyolojik değerli proteinler, yağda çözünen vitaminler (A, D, E, K) ve 

kalsiyum, fosfor gibi mineral maddeler içeren peynir, 1000‟i aĢan çeĢide sahiptir. 

Bu çeĢitlilik baĢta hammadde (koyun, keçi, inek sütü) olmak üzere, uygulanan 

teknik iĢlemler, kullanılan kültürler, ilave edilen katkı maddeleri ve farklı 

olgunlaĢtırma koĢullarından kaynaklanmaktadır. Türkiye‟de 40-50 çeĢit peynir 

mevcutken, bunlardan Beyaz peynir, kaĢar ve tulum peyniri ekonomik ve milli 

öneme sahiptir (Erkmen, 2000). 

Beyaz peynir, sütün enzimatik yolla pıhtılaĢtırılması sonucu elde edilen, üretiminde 

starter olarak mezofilik laktik asit bakterileri kullanılan ve belli olgunlaĢma evresi 

sonucu tüketime sunulan hafif tuzlu ve ekĢimsi tada sahip yarı yumuĢak bir peynir 

çeĢididir (Wishah, 2007). Peynirde aroma geliĢimi, olgunlaĢma sırasında starter 

bakterilerin meydana getirdiği enzimatik olaylar sonucunda gerçekleĢmektedir. 

Birçok mikroorganizma için olduğu gibi, gıda kaynaklı zehirlenmelerin büyük 

çoğunluğundan sorumlu olan Staphylococcus aureus bakterisi için de peynir, 

içerdiği zengin besin öğeleri bakımından uygun bir geliĢme ortamıdır. Literatürde 

S. aureus‟un neden olduğu birçok peynir kaynaklı gıda zehirlenmesi mevcuttur. 

1981 yılında Amerika BirleĢik Devletleri‟nde pastörize sütten üretilen peynirlerin 

tüketilmesi sonucu 16 kiĢide, 1983 yılında Fransa‟da çiğ sütten yapılmıĢ bir 

peynirin tüketilmesiyle 20 kiĢide, 1985 yılında ĠĢviçre‟de çiğ sütten yapılmıĢ 

yumuĢak yapıdaki peynirin tüketilmesiyle 215 kiĢide, Ġngiltere‟de 1988 yılında çiğ 

sütten yapılan peynirin tüketilmesiyle 155 kiĢide S. aureus patojeninin neden 

olduğu zehirlenme vakası görülmüĢtür (Kousta et al., 2010). 
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S. aureus bakterisi, peynire üretimin farklı aĢamalarında bulaĢabilmektedir. Süt 

sağım aĢamasında mastitisli hayvanların memesinden 108 kob/mL seviyesine 

kadar ulaĢabilen S. aureus bulaĢısı olabilmektedir. Pastörizasyonla mevcut S. 

aureus bakterilerinin sayısı azalsa da, gıda zehirlenmesine neden olan 

enterotoksinleri, ısıya dayanıklı olduğundan ortamda kalmaktadır. Bunun yanı sıra, 

pastörizasyon normlarının dikkatli bir Ģekilde yerine getirilmemesi sonucunda 

(yetersiz ısıl iĢlem uygulaması ile) bakteriler canlılığını sürdürebilmekte ve 

ortamdan uzaklaĢtırılamamaktadır. Pastörizasyon sonrası ise, üretimde 

stafilokokal enfeksiyona sahip bireylerin çalıĢması veya ekipmanların ve ortamın 

yeterli hijyen koĢullarından yoksun olması ürüne S. aureus geçiĢine neden 

olmaktadır (Araujo et al., 2002, Kousta et al., 2010). 

Gıdaların fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik özelliklerinin geliĢtirilmesi ve 

muhafaza sürelerinin uzatılması için çeĢitli katkı maddeleri kullanılmaktadır. Ancak 

bu katkıların bazılarının sağlıksız oluĢu ve kullanım oranına bağlı olarak 

kanserojenik ve toksik olmaları nedeniyle bu yöntem günümüzde çok fazla tercih 

edilmemektedir. Bunun yerine, gıda güvenliğinin sağlanmasında mümkün 

olduğunca doğal katkı maddelerinin kullanımı önem kazanmıĢtır. Biyokontrol 

yöntemi ile antagonistik mikroorganizmalar ve metabolitler kullanılarak patojen ve 

bozulma etmeni mikroorganizmaların inaktive edilmesi sağlanmaktadır (de 

Martinis et al., 2002). 

Gıdaların biyokontrolünde laktik asit bakterilerinin (LAB) ayrı bir önemi vardır. 

Fermantasyon teknolojisinin tipik bakterileri olup, gıdalarda uzun yıllardan beri 

güvenli bir Ģekilde kullanılan bu bakteriler, organik asitler, diasetil, CO2, reuterin 

gibi antibiyotiklerle bakteriyosinler üreterek birçok Gram pozitif bakteriye karĢı 

antagonistik etki göstermektedir. Bakteriyosinlerden özellikle nisin uzun yıllardır 

gıda endüstrisinde kullanılmaktadır (Ross et al., 2002). 

Bu çalıĢmada; Beyaz peynirde S. aureus bakterisi üzerine probiyotik özellikteki 

laktik asit bakterilerinden Lactobacillus brevis ve Pediococcus pentosaceus 

bakterilerinin ayrı ayrı etkisi incelenmiĢtir. Bu amaçla peynir yapımı sırasında 

pastörize edilmiĢ süte yaklaĢık 106-107 kob/mL seviyesinde S. aureus bakterisi ve 

probiyotik bakteri ilave edilmiĢtir. Peynir üretim aĢamasında ve 3 aylık olgunlaĢma 

süresince çeĢitli örnekler alınmıĢ ve bakteri sayımı gerçekleĢtirilmiĢtir. S. aureus 



 3 

bakteri sayımı için 5‟li tüp EMS yöntemi kullanılmıĢtır. Bulanıklık görülen tüplerde 

doğrudan sonuca gidilmemiĢ, bunun yerine Baird Parker Agar (BPA) besiyerine 

ekim yapılmıĢ, buradaki tipik kolonilerden saf kültür elde edilmiĢ ve ardından 

yüksek seçicilik ve duyarlılığa sahip Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yöntemi 

ile S. aureus bakterisine özgü nuc geninin 400 bç‟lik bölgesi çoğaltılmıĢtır. 

Doğrulaması yapılmıĢ tüplerden EMS tablolarına bakılarak sonuca gidilmiĢtir. Bu 

çalıĢma ile Türkiye‟ye özgü L. brevis ve P. pentosaceus suĢlarının biyokorumadaki 

yeri ve kullanılabilirliğinin belirlenmesi hedeflenmiĢtir.  
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2. LĠTERATÜR ÖZETĠ 

2.1. S. aureus 

2.1.1. Tarihçesi 

Eski Yunanca'da üzüm salkımı anlamına gelen „staphyle‟ sözcüğünden türemiĢ 

olan Staphylococcus terimi ilk kez 1881 yılında, Ġskoçyalı cerrah Alexander Ogston 

tarafından insanların irinli lezyonlarından izole edilen kokların tanımlanmasında 

kullanılmıĢtır (Sandel and Mc Killip, 2004; Brock and Madigan, 2006). Daha 

sonrasında, Rosenbach stafilokokları yapay ortamlarda kültüre etmiĢ ve 

pigmentasyon bazında tanımlama yaparak sarı koloni oluĢturan suĢlara S. 

pyogenes aureus adını vermiĢtir (Brock and Madigan, 2006).  

2.1.2. Taksonomi ve biyokimyasal özellikleri 

Micrococcaceae familyası üyesi olan Staphylococcus türleri hareketsiz, Gram 

pozitif 0.5 -1.5 μm çapında, kok Ģeklinde, fakültatif anaerob, spor oluĢturmayan, 

katalaz pozitif, oksidaz negatif, 2‟li, 4‟lü ve üzüm salkımı Ģeklinde düzensiz 

kümeler oluĢturan bakterilerdir (Tükel ve Doğan, 2000; Çakır, 2007; Küçükçetin ve 

Milci, 2007). Bu cins içinde 28 tür ve 32 alt tür bulunmaktadır (Tükel ve Doğan, 

2000). 

Grubun en önemli üyesi koagülaz pozitif ve termostabil nükleaz (termonükleaz) 

pozitif olan S. aureus bakterisidir (Tükel ve Doğan, 2000). S. aureus, seçici 

olmayan besiyerlerinde 6-8 mm çapında, düz, parlak, dairesel, konveks koloniler 

oluĢturur. GeliĢme sıcaklıkları 6-46°C arasındadır. Toksin oluĢturmaları için gerekli 

minimum ve maksimum sıcaklık dereceleri biraz daha yüksek olup 10-48ºC‟dir. 

Optimum geliĢme sıcaklıkları 30-37°C‟dir. Optimum olarak 7.0-7.5 pH‟da geliĢirler. 

Minimum su aktivite değeri (aw) aerobik geliĢme için 0.83-0.86, anaerobik geliĢme 

için 0.90 olarak belirlenmiĢtir (Çakır, 2007). 

S. aureus bakterisi % 10‟a kadar olan NaCl konsantrasyonlarında iyi geliĢirken, % 

15 NaCl konsantrasyonlarında geliĢimi zayıftır. Glukoz, laktoz, maltoz ve 

mannitolden aerobik ve anaerobik koĢullarda asit meydana getirirken, diğer 

karbonhidratların çoğundan aerobik koĢullar altında asit meydana getirmektedirler 

(Tükel ve Doğan, 2000; Wang et al., 2003).  
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Yapılan çalıĢmalarda aerobik ve anaerobik Ģartlarda seçici olmayan kanlı agar, 

nütrient agar, tryptic soy agar, brain heart infusion agarda üredikleri ve çoğunun 

koyun, at, insandan elde edilen kanlı besiyerinde 24-36 saat içinde hemolizin 

ürettiği ve hemolize sebep olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca stafilokokların jelatin 

proteinini erittiği ve nitratları nitrit ve amonyağa indirgediği, fermantatif ve 

proteolitik özelliklerinin olduğu rapor edilmiĢtir. Stafilokok zehirlenmelerine bizzat 

bakterinin değil, ortama salgıladıkları enterotoksin adı verilen maddelerin sebep 

olduğu bilinmektedir (Vural ve Öztan, 1993; Gülbandılar, 2006). 

2.1.3. Virulans faktörleri ve patojenite 

S. aureus bakterisi 30‟dan fazla antijenik özelliğe sahiptir. Bunlardan en önemlisi 

hücre duvarının kuru ağırlığının % 50‟sini oluĢturan peptidoglikandır. Bakterinin 

dıĢında bulunan polisakkarit yapıdaki mikrokapsül, bakteriyi fagositozdan korurken 

konak hücrelerine tutunmasını sağlar. Protein A, elastin, kollajen gibi yüzey 

proteinleri, bakterinin konak hücrede kolonize olmasında en önemli faktördür 

(Foster, 2004; Ünal, 2007; GüneĢ, 2008). 

S. aureus bakterisi hücre dıĢına salgılanan birçok ekstrasellüler toksine sahiptir. 

Sitolotik toksinler, ökaryotik hücre membranının lizisine neden olan ve membran 

hasarı yapan α, β, γ, δ hemolizindir. S. aureus suĢlarının büyük çoğunluğu 

tarafından oluĢturulan α hemolizin, tavĢan eritrositlerine karĢı yüksek hemoliz 

aktivitesine sahipken, insan eritrositlerine fazla etki etmemektedir. Hemolitik, 

lizozom parçalayıcı ve doku hücrelerinde sitolitik etkiye sahiptir. Ġnsan makrofaj ve 

trombositlerini hasara uğratırken, monositlere etkisizdir. β hemolizin, yağ 

açısından zengin membranları hasara uğratan sfingomyelinazdır. En fazla koyun 

eritrositlerine karĢı etkiliyken, insan ve tavĢan eritrositleri üzerinde etkisi daha 

azdır. γ hemolizin hücre membranını hasara uğratan 2 komponentli proteindir. Zar 

hasarında bu proteinler birlikte etki gösterir.  δ hemolizin, çoğu S. aureus suĢları 

tarafından üretilen çok küçük bir peptid toksindir. Ġnsan, tavĢan, koyun ve maymun 

eritrositlerini eriten bu toksin, eritrosit, lökosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri 

hasara uğratabilmektedir (Kutlu, 2006; Ünal, 2007; Yarlı, 2005) 

Sitotoksinlerin yanı sıra lökosidin, polimorf nüveli lökositler ve makrofajlar üzerine 

litik etki göstermektedir. Diğer hücreler üzerine etkisi olmayan bu toksin F (fast) ve 

S (slow) adında iki protein komponentinden oluĢur. Her iki komponent de antijen 
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özellikte olup formaldehit ile toksoide dönüĢtürülmektedir. Lökosidin ile muamele 

edilmiĢ lökositin hücre zarında potasyum ve diğer katyonlara karĢı geçirgenliği 

artar. Hücre hareketini kaybeder, ĢiĢer, granüllü, yuvarlak bir Ģekil alarak yavaĢ 

yavaĢ parçalanır. Lökositleri harap ettiği ve fagositozu engellediğinden virulansta 

önemli rol oynar (Kutlu, 2006; Yarlı, 2005) 

Ġntoksikasyona sebep olan stafilokokal enterotoksinler (SE), pirojenik olarak da 

bilinen, immün sistem hücrelerine etkili, molekül ağırlığı 26 900-29 600 Dalton 

arasında değiĢen, yapısında fazla miktarda lisin, tirozin, aspartik asit ve glutamik 

asit bulunduran tek zincirli proteinlerdir (Holeckova et al., 2002; Çakır, 2007). 

SE‟nin antijenik özellikleri dikkate alındığında yaygın olarak görülen 7 farklı 

serolojik tipi bulunur. Bunlar; A (SEA); B (SEB); C1 (SEC1); C2 (SEC2); C3 

(SEC3); D (SED) ve E (SEE) olarak isimlendirilmektedir (Küçükçetin ve Milci, 

2007). Ancak nadir olmakla birlikte S. aureus bakterisinin G, H, I, J ve K tipi toksin 

ürettiği de belirlenmiĢtir (Holeckova et al., 2002). Bu toksinler içinde en toksik 

olanın enterotoksin A, ısıya en dayanıklı olanının ise enterotoksin B olduğu 

bilinmektedir. Yapılan araĢtırmalarda enterotoksin A‟nın çoğunlukla insan kaynaklı 

suĢlar tarafından üretildiği ayrıca gıda zehirlenmelerine daha çok enterotoksin A 

ve D‟ nin sebep olduğu belirtilmiĢtir (Fueyo et al., 2001; Chen et al., 2001; 

Normanno et al., 2005; Pinto et al., 2005; Villard et al., 2005). Ġntoksikasyonun 

Ģiddeti alınan toksin miktarına bağlıdır. Evenson vd., (1988) yılında gıda 

intoksikasyonu için 100-200 ng enterotoksin A tüketiminin yeterli olduğunu 

belirtirken, Raj and Bergdoll, (1969) yaptıkları çalıĢmada enterotoksin B için bu 

miktarın 20-25 μg olduğunu ortaya koymuĢlardır.  

S. aureus tarafından üretilen toksinler ısıya ve proteaz, tripsin, kimotripsin, papain 

ve rennine karĢı dirençli ekzotoksinlerdir. Enterotoksinlerin sebep olduğu gıda 

zehirlenmelerinin ilk semptomları 2-6 saat içerisinde ortaya çıkmaktadır. Bunlar; 

mide bulantısı, karın ağrısı, ishal, baĢ ağrısı, terleme, üĢüme, kramplar, düĢük 

nabız ve halsizliktir (Atanassova et al., 2001, Wang et al., 2003). Hasta 1-2 günde 

normale dönmektedir. Genellikle tam iyileĢme görülür. Enterotoksinlerin 

inaktivasyonu için gerekli sıcaklık derecesi 100°C‟de 1-3 saat veya 120°C‟de 10-

40 dakika olarak verilmektedir (HacıbektaĢoğlu vd., 1993; Tükel ve Doğan, 1999; 

Tükel ve Doğan, 2000; Gülbandılar, 2006). Görülen vakalardaki ölüm oranı 

düĢüktür (Çakır, 2007). 
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Eksfoliyatif toksin, stafilokok enfeksiyonlarının veziküler ve eksfoliyatif deri 

lezyonlarından sorumludur. Eksfoliyatif toksin A ve eksfoliyatif toksin B olmak 

üzere iki türü vardır (Kutlu, 2006; Yarlı, 2005). 

Toksik Ģok sendromu toksini, S .aureus bakterisinde sitokinlerin salgılanmasına 

neden olan T lenfosit alt gruplarını aktive ederek ateĢ, deri lezyonları, multi organ 

yetmezliği gibi sistematik belirtilere ve ölümlere yol açmaktadır (Kutlu, 2006; Yarlı, 

2005). 

S. aureus bakterisinin sahip olduğu çeĢitli enzimler: 

S. aureus bakterisi katalaz enzimi ile hidrojen peroksidi (H2O2) su (H2O) ve 

oksijene (O2) dönüĢtürür. Bu enzim sayesinde bakteriler, fagositlerin içinde toksik 

oksijen radikalleri ile öldürülmeye karĢı direnç kazanırlar (Kutlu, 2006; GüneĢ, 

2008; Yarlı, 2005). 

Koagülaz enzimi S. aureus için standart belirleyici olup tanımlamada kullanılan 

geleneksel bir göstergedir. Bu enzim fibrinojen ile doğrudan reaksiyona girmez 

ancak plazmanın bir faktörü olan “Coagulase-reacting” faktör ile birleĢerek aktif 

duruma geçer ve plazmayı pıhtılaĢtırır. Bakterinin üzerinde oluĢan kalın fibrin 

tabakası, bakteriyi fagositoza karĢı korumaktadır (Kutlu, 2006; GüneĢ, 2008; Yarlı, 

2005). 

Lipaz enzimi S. aureus suĢlarının tümü tarafından üretilmektedir. Yağları hidrolize 

eden bu enzim ile bakteri vücudun yağ içeren bölgelerinde yaĢayabilmekte, ayrıca 

yüzeysel dokulara yayılarak enfeksiyona neden olmaktadır (Kutlu, 2006; Yarlı, 

2005). 

S.aureus suĢlarının % 90‟ı tarafından üretilen hiyalüronidaz enzimi bağ dokunun 

esas yapısını oluĢturan hiyalüronik asidi hidrolize ederek, enfeksiyonun doku içine 

yayılmasını kolaylaĢtırır (Kutlu, 2006; GüneĢ, 2008; Yarlı, 2005). 

Koagülaz pozitif S. aureus suĢlarının % 99‟undan fazlası tarafından üretilen ısıya 

dirençli deoksiribonükleaz (DNaz) enzimi, endo ve ekzonükleaz aktivitesine sahip, 

nükleik asitleri 3‟-fosfomononükleotidlere parçalayan fosfodiesterazdır (Kutlu, 

2006; GüneĢ, 2008). 
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2.1.4. Stafilokokal zehirlenmeler 

Stafilokokal gıda zehirlenmeleri baĢta S. aureus olmak üzere enterotoksijenik 

stafilokoklar tarafından gıdalarda oluĢturulan enterotoksinlerin alınması sonucu 

Ģekillenen ve tüm dünyada yaygın olarak görülen en önemli intoksikasyonlardan 

biridir (Erol ve ĠĢeri, 2004). BaĢka bir deyiĢle bu tip zehirlenmeler, S. aureus 

tarafından sentezlenen ve sindirim sistemi üzerine etkili olan enterotoksinlerin 

gıdalarla birlikte vücuda alınması sonucu ortaya çıkan gıda kaynaklı 

hastalıklardandır (Meyrand et al., 1998).  

Stafilokoklar ortam Ģartlarına karĢı oldukça dayanıklı mikroorganizmalar olup,  

doğada çok yaygın olarak bulunurlar (HacıbektaĢoğlu vd., 1993). Ġnsan ve 

hayvanların doğal florasında bulunan bu bakteri, burunda, deride ve lezyonlar 

üzerinde, insan ve hayvan dıĢkılarında yoğun olarak bulunurlar (Küçükçetin ve 

Milci, 2008; Sandel and Mckillip, 2004).  

S. aureus bakterisinin gıdaya bulaĢmasındaki en muhtemel yollardan biri, bu 

mikroorganizma ile kontamine olmuĢ personelin gıdaya el ile temasıdır. El ile 

bulaĢan stafilokoklar derinin alt tabakalarına geçerek gözeneklerde ve kıl 

köklerinde çoğalmaktadır. Yine taĢıyıcılarla çevreye yayılan nazal stafilokoklar 

uygun Ģartlar altında gıdalar üzerinde çoğalıp toksin üretibilmektedir. Ürettikleri 

toksinler gıda yoluyla vücuda girerek intoksikasyon oluĢturmaktadır (Gülbandılar,  

2006). Bu gibi kiĢilerin, gıdaların hazırlanması, depolanması veya dağıtılmasında 

çalıĢması uygun değildir. (Tondo et al., 2000; Gündoğan vd., 2005; Gülbandılar, 

2006 ).  

S. aureus baĢta ısıl iĢlem olmak üzere mikroorganizmaların inhibisyonuna yönelik 

tüm uygulamalara karĢı yüksek bir duyarlılık gösterir. Dolayısıyla gıdalarda ve 

personel ekipmanlarında bu bakteriye veya enterotoksinlerine rastlanması zayıf bir 

sanitasyon göstergesidir (Tükel ve Doğan, 2000). BaĢka bir deyiĢle; gıdalarda, 

gıda iĢletmelerinde ve kurumlara ait büyük mutfaklarda bu bakteriye 

rastlanmaması hijyen göstergesi olarak kabul edilir (Çakır, 2007).  

S. aureus bakterisinin neden olduğu gıda zehirlenmeleri genellikle toplu olarak 

yemek yenilen yerlerde ve endüstriyel yolla iĢlem görmüĢ değiĢik gıda 

maddelerinin tüketilmesi sonucu meydana gelmektedir. Özellikle; et ve et ürünleri, 
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kümes hayvanları ve ürünleri riskli gıdalar içinde ilk sırada yer almaktadır. Bunun 

yanı sıra insan kaynaklı bir bakteri olduğu için özellikle hazırlanması sırasında el 

ile temas edilen ve tüketiminden çok önce hazırlanarak oda sıcaklığında bekletilen 

salatalar (yumurta, ton balığı, balık, patates ve makarna salataları gibi), fırın 

ürünleri (kremalı pastalar, tartlar gibi), sandviçler gibi günlük ürünler riskli 

gıdalardır (Duman, 2007). 

Süt ve süt ürünleri birçok patojen için olduğu gibi S. aureus geliĢimi için de oldukça 

uygun bir ortamdır. Çiğ sütte doğal olarak bulunan bu bakteri, yetersiz ısıl iĢlem 

uygulaması veya ekipman ve personel kaynaklı kontaminasyon nedeni ile 

pastörize süt ve süt ürünlerinde de bulunabilmektedir. Özellikle ısıl iĢlem sonrası 

gerçekleĢen kontaminasyonla rekabetçi floranın imha edilmiĢ olması nedeniyle    

S. aureus suĢlarının geliĢimi ve toksin oluĢturmaları daha hızlı olmaktadır (Konaç, 

2006). 

S. aureus süte sağıldığı hayvandan bulaĢabilmektedir. Özellikle mastitisli 

hayvandan sağılan süt, enteropatojenik S. aureus suĢlarının önemli bir kaynağıdır. 

Çiftlikte, sağım ekipmanlarından enfekte olmuĢ hayvandan sağlıklı hayvana 

kontaminasyon riski çok yüksektir. S. aureus‟un neden olduğu gıda 

zehirlenmelerinin süt ürünlerinden çoğunlukla peynir ve süt tozu gibi ürünlerden 

kaynaklandığı bilinmektedir (Konaç, 2006). 

Peynir yapımı sırasında S. aureus‟un geliĢerek toksin ürettiği yapılan çalıĢmalar 

sırasında ortaya koyulmuĢtur. Özellikle peynire ilave edilen starter kültürün yavaĢ 

çalıĢması sonucu ortam asitliğinin düĢük olması (≤ % 0.4), S. aureus geliĢimine 

olanak sağlamaktadır. Pıhtı süzülmesi sırasında mikrobiyel geliĢim sürmekte ve 

toksin oluĢturabilecek sayılara (~107 kob/g) ulaĢabilmektedir. Peynirde stafilokokal 

zehirlenmenin engellenmesi için; yeterli ısıl iĢlem uygulanmalı, normal starter 

aktivitesi sağlanmalı ve iyi bir sanitasyon programı uygulanmalıdır. 

Süt ve süt ürünlerinde S. aureus varlığı konusunda birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Ġnek 

sütünden çiğ olarak, pastörize edilerek ve pastörizasyon sonrası starter kültür ilave 

edilerek yapılan salamura beyaz peynirlerde mikroorganizma sayımı yapılmıĢtır. 

15 günün sonunda S. aureus miktarı, çiğ sütten yapılan örneklerde 5.90 log kob/g, 
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pastörize sütten yapılan örneklerde 5.39 log kob/g, starter ilave edilmiĢ örneklerde 

ise 4.54 log kob/g olarak bulunmuĢtur. 

Mastitisli sütle yapılan Cheddar peynirinde S. aureus bakterisinin 98-154 gün 

canlılığını sürdürdüğü, Ġsveç tipi peynirde bu sürenin 210 günü geçtiği yapılan 

çalıĢmada saptanmıĢtır (Konaç, 2006). 

S. aureus bakterisinin gıdalarda düĢük miktarlarda bulunması veya hiç 

bulunmaması o gıdanın stafilokokal gıda zehirlenmelerine neden olmayacağına 

dair güvence vermemektedir. Çünkü S. aureus gıdalara uygulanan ısıl iĢlemle 

ortadan kaldırılsa bile oluĢturdukları toksinler ısıya dirençli olduklarından tahrip 

edilememektedir. Koyun sütünden yapılan peynirler üzerinde yapılan bir çalıĢmada 

canlı patojen bakterilerin varlığına rastlanmazken, peynir örneklerinde S. aureus 

tarafından oluĢturulan SEA saptanmıĢtır (Bone et al., 1989). 

Gıdalarda S. aureus geliĢimi ve toksin oluĢturması birçok faktöre bağlıdır. Bunlar; 

S. aureus suĢu, su aktivitesi, pH, ortam sıcaklığı, tuz miktarı, nem, gıdanın özelliği 

(içerik, çiğ, fermente) ve rekabetçi floradır (Villard et al., 2005; Gülbandılar, 2006). 

S. aureus‟un toksin oluĢturabilmesi için canlı bakteri sayısının 106 -107 kob/mL 

seviyelerinde olması gerektiği bildirilmiĢtir (Sağun vd., 2003) 

S. aureus'un kontamine gıdada 1.0 μg'dan daha az oluĢturduğu toksin miktarı, 

stafilokokal intoksikasyon semptomlarının görülmesine neden olur. Zehirlenmeye 

neden olan toksin miktarı tartıĢma konusu olup, toksin tipi minimal doz üzerinde 

etkilidir. Bu toksin düzeyine, S. aureus sayısı 100.000 kob/g-mL'den fazla 

olduğunda ulaĢılır. Bir diğer deyiĢ ile S. aureus sayısı 5x105 kob/g-mL olan gıdalar 

kesinlikle risklidir. Bu nedenle gıdadaki düĢük S. aureus sayısı gıdanın kesinlikle 

güvenli olduğunu göstermez (Tükel ve Doğan, 2000). Türk Gıda Kodeksi 

(02.09.2001-24511 sayılı Resmi Gazete) mikrobiyolojik kriterlere göre süt ve süt 

ürünlerinde bulunabilecek en fazla S. aureus sayısı 102 kob/g olarak belirlenmiĢtir 

(Çakır, 2007). Avrupa yönetmeliği ise 105 kob/g konsantrasyonundan daha fazla  

S. aureus içeren süt ürünlerinde enterotoksin testinin zorunluluğunu Ģart 

koĢmaktadır (Marc et al., 2009). 

ÇeĢitli ülkelerde yapılan çalıĢmalar, gıda zehirlenme vakalarının yaklaĢık 1/3‟ünün 

enterotoksijenik S. aureus ile kontamine olmuĢ gıdalardan kaynaklandığını ortaya 
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koymaktadır (Küçükçetin ve Milci, 2008). Gıda kaynaklı hastalıklar içinde 

stafilokokal zehirlenmelerin, ABD‟nde % 45, Macaristan‟da % 40 ve Japonya‟da % 

25-30 oranında olduğu tahmin edilmektedir (Holeckova et al., 2002). Ġlk 

stafilokokal gıda zehirlenmesinin, 1884 yılında ABD'nde görüldüğü bildirilmiĢtir. 

Cheddar peynirinin tüketiminden sonra çeĢitli hastalık vakaları ortaya çıkmıĢ ve 

analizler sonucunda peynir örneklerinden yüksek düzeyde stafilokok türleri izole 

edilmiĢtir. 1914 yılında mastitisli ineklerden sağılan sütün tüketilmesi sonucu, 

Filipinli çiftçilerde stafilokokal zehirlenme tespit edilmiĢtir. ġüpheli süt örneğinde 

önemli miktarda stafilokok belirleyen araĢtırmacılar, bu sütü kendileri de tüketerek 

gıda zehirlenmesi belirtilerinin doğruluğunu kanıtlamıĢlardır (Küçükçetin ve Milci, 

2008). 

1958 yılında Ġngiltere‟de süt tozunun sebep olduğu zehirlenmede 8 değiĢik 

yerleĢim bölgesinde 1 190 çocukta intoksikasyon görülmüĢtür. Finlandiya‟da 1965-

1974 yılları arasında ortaya çıkan gıda zehirlenmesi vakalarının % 50.6‟sının 

stafilokoklardan ileri geldiği bildirilmiĢtir (Duman, 2007). 

1985 yılında ABD'nde çikolatalı sütten kaynaklanan stafilokokal gıda zehirlenme 

vakası tespit edilmiĢ ve incelemeler sonucunda, üretim sırasında kontaminasyona 

uğrayan çikolatalı sütün, pastörizasyondan önce 4-5 saat uygun olmayan Ģartlarda 

depolandığı ortaya çıkmıĢtır. Pastörizasyon iĢlemi ile stafilokoklar ortamdan 

uzaklaĢtırılabilmiĢ, ancak ısıl iĢlem enterotoksinler üzerine herhangi bir etkide 

bulunamamıĢtır (Küçükçetin ve Milci, 2008). 

Yapılan bir diğer çalıĢmada, 1993-1998 yılları arasında Ġspanya‟da rapor edilen    

5 517 gıda zehirlenmesi vakasının 228‟inin stafilokok kaynaklı olduğu bildirilmiĢtir 

(Munoz et al., 2007). 1999 yılının Ģubat ve mayıs aylarında Brezilya'da görülen 

gıda zehirlenme vakalarının ilkinde 50 kiĢi peynir, ikincisinde ise 328 kiĢi çiğ süt 

tüketiminden hemen sonra hastaneye kaldırılmıĢtır. ġüpheli gıdalarda sırasıyla 

2.4X103 kob/g ve 2.0X108 kob/mL seviyelerinde S. aureus bulunduğu ve örneklerin 

enterotoksin içerdiği tespit edilmiĢtir. Kontaminasyonun, ilk vakada personelden; 

ikincisinde ise sütün mastitisli ineklerden elde edilmiĢ olmasından kaynaklandığı 

belirlenmiĢtir (Küçükçetin ve Milci, 2008). Stewart et al., (2000) yaptıkları 

çalıĢmada 14 700 kiĢinin yağsız süt tozu tüketimi sonucu zehirlendiği ve etkenin S. 

aureus tarafından oluĢturulan SEA olduğu saptanmıĢtır (Marc et al., 2009). 
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2.1.5. S. aureus’ un neden olduğu bazı hastalıklar 

S. aureus intoksikasyonun yanı sıra, insanlarda ve hayvanlarda birçok enfeksiyona 

neden olmaktadır. Bunlara örnek olarak;  

1. Cilt enfeksiyonları: Cilt bütünlüğünü bozan egzema gibi cilt hastalıklarını 

içerir.   

2. Kemik kas ve eklem enfeksiyonları: Vücudun bir yerindeki enfeksiyonun 

kemiğe ulaĢmasıyla veya açık cilt yarasıyla oluĢur.  

3. Stafilokokal pnömoni: Solunum yolundan aspirasyonu veya kan yolu ile 

akciğerlere yerleĢme sonucu ortaya çıkar. Akciğerde geniĢ apseler 

oluĢabileceği gibi, buradan diğer organlara da yayılabilir.  

4. Menenjit: Beyin iltihabı 

5. Stafilokokal endokardit: kalp kapakları iltihabıdır.  

6. Stafilokokal bakteriyemi: Titremeyle yükselen ateĢ, eklem ağrıları, bilinç 

durumda değiĢiklikler görülür. 

7. Üriner sistem enfeksiyonu 

8. Sepsis: Kana geçen enfeksiyonun tüm organlara yayılmasıdır (Tükel ve 

Doğan, 2000; Gülbandılar, 2006). 

2.2. Laktik asit bakterileri 

Mikrobiyoloji bilim dalının doğuĢu ile birlikte, gıda endüstrisinde ekonomik öneme 

sahip olarak bilinen laktik asit bakterileri (LAB) ile ilgili çalıĢmalar da baĢlamıĢtır. Ġlk 

kez 19. yüzyıl sonlarında süt ve süt ürünlerinde fermantasyona yol açan bakteriler, 

laktik asit bakterileri olarak isimlendirilmiĢ ve daha sonraki yıllarda 

Lactobacillaceae familyası içinde sınıflandırılmıĢlardır (Stiles and Holzapfel, 1997). 

Gram pozitif basil ve koklardan oluĢan laktik asit bakterileri, Firmicutes filumuna ait 

çeĢitli bakteri cinslerinden oluĢmaktadır. Fakültatif anaerob, katalaz negatif, spor 

oluĢturmayan, hareketsiz olan bu grubun önemli cinsleri arasında Carnobacterium, 

Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve 

Weisella yer almaktadır (Klein et al., 1998). 
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Laktik asit bakterileri grubunda; karbonhidrat metabolizması sonucunda Ģekeri 

parçalayıp son ürün olarak laktik asit oluĢturan baĢlıca genuslar arasında 

Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus ve Enterococcus yer 

almaktadır (Klein et al., 1998) 

Laktik asit bakterileri, genellikle mezofilik oldukları halde 5°C ve 45°C sıcaklıklarda 

geliĢebilmektedirler. SuĢların büyük bir kısmı pH 4.0 – 4.5‟de geliĢme gösterirken, 

pH 9.6 ve pH 3.2‟de aktif olanlar da vardır. Bu bakteriler genellikle zayıf proteolitik 

ve lipolitik aktiviteye sahip olup, geliĢmeleri için hazır amino asitlere, purin ve 

pirimidin bazlarına ve B vitaminlerine ihtiyaç duyarlar (Caplice and Fitzgerald, 

1999). 

Genel olarak laktik asit bakterileri, su ve toprakta hemen hemen hiç bulunmazken, 

süt ve süt ürünlerinde, fermente gıdalarda, bitkiler ve bitki artıklarında, insan ve 

hayvan barsak mukozalarında bulunurlar. (Apan vd., 2011) 

Laktik asit bakterileri heksozları metabolize etme mekanizmalarına göre 2 gruba 

ayrılırlar. Bunlar;  

 Homofermantatif laktik asit bakterileri: Bu bakteriler Embden-Meyerhof-Parnas 

(EMP) yolu ile glukoz fermentasyonu sonucunda büyük oranda veya saf 

olarak laktik asit üretirler. Bu gruba örnek olarak Pediococcus, Streptococcus, 

Lactococcus verilebilir. 

 Heterofermantatif laktik asit bakterileri: Bu bakteriler Heksozmonofosfat (HMP) 

yolu ile glukoz katabolizması sonucunda laktik asitin yanı sıra etanol, asetik 

asit ve CO2 üretmektedirler. Bu gruba Leuconostoc cinsi örnek olarak 

verilebilir (Bulut, 2003). 

2.2.1. Laktik asit bakterilerinin gıdalardaki önemi 

Gıdaların fermantasyon ile daha dayanıklı ürünlere dönüĢtürülerek muhafazası 

çok eski bir teknolojidir. Laktik asit bakterileri metabolik karakterleri nedeniyle 

çeĢitli fermente gıdaların üretilmesinde uzun yıllardır kullanılmaktadır. Süt ürünleri 

olarak çeĢitli peynirler ve tereyağı, yaygın olarak tüketilen et ürünleri ve 

sebzelerden üretilen turĢular bu gıdalara örnek olarak verilebilir.  
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2.2.1.1.Starter kültür 

Starter kültür; fermente ürün oluĢturmak amacıyla çiğ gıdaya eklenen, 

fermantasyonu baĢlatıcı etki gösteren ve en az bir mikroorganizmaya ait çok 

sayıda hücreden oluĢan mikrobiyel preparattır. Laktik asit bakterileri bu iĢlemde 

temel rolü üstlenir. Organik asit, özellikle laktik asit, oluĢturarak çiğ üründe hızlı 

asitlenmeye neden olur. Bunun yanı sıra çeĢitli aroma bileĢenlerini de üreterek 

fermente ürünlerde organoleptik özellikler denilen tat, koku, güzel görünüm gibi 

özelliklerin oluĢumunu sağlamaktadır.  

Fermente gıdalar, ilk zamanlarda çiğ gıdanın doğal olarak barındırdığı 

mikrofloraya bağlı olarak gerçekleĢen geliĢigüzel fermantasyon ile ortaya çıkmıĢtır. 

Doğal olarak ürünün kalitesi mikrobiyel yüke ve dağılıma göre değiĢmekteydi. 

Fermantasyon iĢlemi, bir önceki baĢarılı fermantasyon ürününden az bir miktar 

alınıp, çiğ ürüne katılmasıyla gerçekleĢtirilmekteydi. Bu iĢlemle, seçici starter kültür 

kullanımının fermantasyon iĢlemini hızlandıracağı ve fermantasyon hatalarının 

oluĢum riskini azaltacağı fikrine ıĢık tutulmuĢtur. SeçilmiĢ starter kültürlerin çiğ 

gıdaya katılması fermente gıdaların üretiminde kırılma noktası olurken, 

fermantasyon iĢleminin kontrollü yürütülebilmesine ve son ürünlerin 

standardizasyonuna olanak sağlamıĢtır (Leroy and de Vuyst, 2004). 

Starter kültürleri iki baĢlık altında incelemek mümkündür:  

a)  Mezofilik Starter Kültürler: Bu bakterilerin optimum geliĢme sıcaklığı 30°C‟dir. 

Mezofilik starter kültürler, Lactococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilerden 

oluĢmaktadır. L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris laktik asit üretirken, 

L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ve Leuconostoc spp. sitrik asit 

fermantasyonu yapmaktadır. Sonuçta, asetoin/diasetil ve CO2 oluĢmakta ve 

diasetil süt ürünlerinde tat oluĢumu için önem taĢımaktadır (Bulut, 2003). 

b) Termofilik Starter Kültürler: Bu bakterilerin optimum geliĢme sıcaklığı 42°C 

civarındadır. Termofilik starter kültürler, yüksek ısıl iĢlem uygulanan, peynir 

benzeri ürünlerin üretiminde kullanılmaktadır. Lactobacillus ve Streptococcus cinsi 

bakteriler, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus bunlara örnek olarak 

verilebilir. (Bulut, 2003). 
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2.2.1.2. Antimikrobiyel etki 

Son yıllarda gıdalarda geliĢmesi istenmeyen mikroorganizmalara karĢı “doğal 

koruyucu” kullanma eğiliminin giderek arttığı gözlenmektedir. Antibakteriyel etkiye 

sahip olduğu bilinen bazı mikroorganizmalar ya da bunların ürettikleri metabolik 

ürünler “doğal koruyucu” maddeler olarak kabul edilmekte ve gıdaların doğal yolla 

korunmasını sağlayabilmektedir. Bu mikroorganizmalar arasında sütte bulunan 

Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakteriler önemli 

bir yer tutmaktadır.  

Laktik asit bakterileri, bozulma etmeni ve patojenik mikroorganizmalar üzerinde 

antimikrobiyel etki gösterirler. Fermente gıdalarda starter kültür olarak 

kullanılabildikleri gibi, antimikrobiyel özelliğe sahip metabolitler üretmeleri 

nedeniyle koruyucu kültür olarak da kullanılabilirler. (Seçkin vd., 2010). 

Laktik asit bakterileri; organik asit, hidrojen peroksit, karbon dioksit, diasetil, 

reuterin gibi geniĢ spektrumlu antimikrobiyel maddeler ile çeĢitli bakteriyosinleri 

üreterek gıdaların biyokoruma yolu ile muhafazasında kullanılmaktadır (Sullivan et 

al., 2002). 

Laktik asit bakterileri tarafından oluĢturulan laktik asit, asetik asit ve propiyonik asit 

gibi organik asitler, antagonistik özellikleri nedeniyle bakterilerin sitoplazma zar 

geçirgenliğini değiĢtirerek ve aktif taĢımayı engelleyerek geliĢimlerini inhibe 

etmektedir (Eklund, 1989). 

Oksijen varlığında biriken ve katalaz negatif laktik asit bakterileri tarafından 

parçalanamayan H2O2, membran yağları ve hücre proteinleri üzerindeki güçlü 

okside edici özelliği ile patojen bakterilerin inhibisyonuna neden olmaktadır 

(Caplice and Fitzgerald, 1999).  

Laktik asit bakterileri metabolitleri arasında yer alan karbondioksitin anaerobik bir 

ortam oluĢturması, hücre içi ve dıĢı pH değerini ve hücre zarının elektriksel 

potansiyelini düĢürmesi sonucu antimikrobiyel etki sağlamaktadır (Caplice and 

Fitzgerald, 1999). 
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2.3. Bakteriyosinler  

Bakteriyosinler bakterilerin protein veya peptid yapısındaki, kısa zincirli ve 

antimikrobiyel özellik gösteren ribozomal sentez ürünleridir. Daha çok Gram pozitif 

bakteriler üzerine etkili olan bu bileĢiklere karĢı üretici hücrenin bağıĢıklığı söz 

konusudur (Galvez et al., 2007). Süt ve süt ürünleri dahil birçok gıda ve gıda 

ürünlerinde patojenlerin ve gıdalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmaların 

inhibisyonu için bakteriyosinlerin kullanıldığı rapor edilmiĢtir (Arques et al., 2011). 

Bakteriyosinler ilk kez 1928 yılında Ġngiltere‟de Rogers ve Whittier tarafından bazı 

laktokokal suĢların diğer laktik asit baklerileri üzerine inhibisyon etkisi olduğunu 

fark etmesiyle keĢfedilmiĢtir. Kısa bir süre sonra 1933 yılında Yeni Zelanda‟daki 

araĢtırmacılar benzer etkiyi peynirdeki starter kültürlerde gözlemlemiĢ ve izole 

ettikleri antimikrobiyel maddenin protein yapısında olduğunu tespit etmiĢlerdir. 

Bunu üreten suĢların, N grup laktik streptokoklar olarak tanımlanması ile birlikte 

1947 yılında Mattick ve Hirsch, bu inhibitör maddeye N grubunu temsilen „nisin‟ 

ismini vermiĢlerdir. Bakteriosinler ilk kez 1953 yılında Ġngiltere‟de endüstriyel 

anlamda kullanılmıĢ ve ardından 48 ülkede daha kabul görmüĢtür. 1969 yılında 

WHO/FDA tarafından nisin, gıdada kullanılabilen güvenilir bir madde olarak kabul 

edilmiĢtir (Ross et al., 2002). Yıllar içinde gıda sektöründe biyokorumanın önemi 

arttıkça, nisin kullanımı da artıĢ göstermiĢtir. 

Bakteriyosinlerin aynı ya da farklı bakteri grupları tarafından sentezlenen yüzden 

fazla çeĢidi bulunmaktadır. Gıdalarda güvenli olduğu düĢünülen laktik asit 

bakterileri, özellikle de Lactobacillus ve Lactococcus, tarafından sentezlenen 

bakteriyosinler üzerinde önemle durulmaktadır (Chen and Hoover, 2003). 

Laktik asit bakterilerinin sentezlediği bakteriyosinler birbirinden farklı özellikte olup, 

etki spektrumları, biyokimyasal özellikleri farklılık göstermektedir. Genellikle düĢük 

molekül ağırlığına (3-10 kDa) sahip olup, hidrofilik ve hidrofobik kısımları 

bulunmaktadır. pH aralıkları geniĢ, izoelektrik noktaları yüksektir (de Martinis et al., 

2002). 
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Gıdaların muhafazasında kullanılan bakteriyosinlerin çeĢitli özellikleri mevcuttur: 

 

 Bakteriyosinler GRAS maddelerdir. 

 Toksik özellikte değildirler ve sağlık üzerine herhangi bir risk oluĢturmazlar. 

 pH ve ısıya karĢı duyarlılıkları yüksektir. 

 Gıda patojenleri ve gıdalarda bozulmaya neden olan saprofit 

mikroorganizmalara karĢı geniĢ spektrumlu antimikrobiyel etki gösterirler. 

 Üretici hücreler genetik olarak, kendi üretmiĢ oldukları bakteriyosinlere karĢı 

bağıĢıklık kazanmıĢtır. 

 Gıdaların güvenilirliği, kalitesi ve tadı üzerine yararlı etkileri vardır (Sullivan et 

al., 2002). 

 
Bakteriyosinler için farklı sınıflandırmalar yapılmakla birlikte, daha çok 

Klaenhammer‟in özellikle Gram pozitif bakterileri dikkate alarak yaptığı 

sınıflandırma kullanılmaktadır. Biyokimyasal özellikleri dikkate alınarak yapılan 

sınıflandırmada, bakteriyosinler molekül büyüklüğü, kimyasal yapıları, etki 

mekanizmaları ve ısı stabilitelerine göre genel olarak 4 sınıfa ayrılmıĢlardır. 

Bunlar; grup I bakteriyosinler (grup IA ve IB diye ikiye ayrılmaktadır), grup II 

bakteriyosinler (grup IIA, IIB ve IIC diye üçe ayrılmaktadır), grup III bakteriyosinler 

ve grup IV bakteriyosinlerdir. Biyokimyasal tanımlanması bakımından daha çok ilk 

3 sınıf dikkate alınmaktadır (Chen and Hoover, 2003). 

 
2.3.1. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizması 

 
Bakteriyosinler duyarlı mikroorganizmalar üzerinde farklı etki mekanizmalarına 

sahiptirler. Hücrenin sitoplazmik zarına bağlanarak hücre içerisine girip, zarda 

gözenek oluĢtururlar. Böylece düĢük molekül ağırlığına sahip hücre bileĢenlerinin 

hücre dıĢına sızmasına yol açarlar. Bununla birlikte iyonların, özellikle de ATP 

kaybı ve hücre içi pH dengesinin korunmasında etkili olan K
+ 

iyonunun hücre 

dıĢına sızması, hücrede enerji tüketimine neden olmaktadır (Twomey et al., 2002). 

Hücrede meydana gelen bu değiĢimler, DNA ve RNA gibi hücre için hayati önemi 

olan makromoleküllerin degredasyonuna, bu moleküllerle birlikte protein ve 

peptidoglikan gibi biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol açmaktadır (Héchard and 

Sahl, 2002; de Martinis et al., 2002). 
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Laktik asit bakteriyosinleri pozitif yüklü moleküller olup, stoplazmik zar üzerinde 

etkili olmalarında sahip oldukları hidrofobik kısımlar önemli rol oynamaktadır. 

Duyarlı hücre zarında bulunan negatif yüklü fosfat gruplarının etkisiyle ortaya 

çıkan elektrostatik etkileĢim sonucu bakteriyosin hücre zarına tutunmaktadır. 

Böylece hidrofobik kısım zar yapısının içine girerek gözenek oluĢumuna yol 

açmaktadır (Nes and Holo, 2000). 

2.3.2. Gıdalarda bakteriyosinlerin kullanımı 

Son yıllarda gıdalarda geliĢmesi istenmeyen mikroorganizmalara karĢı “doğal 

koruyucu” kullanma eğiliminin giderek arttığı gözlenmektedir (Seçkin vd., 2010). 

Gıdalarda patojen mikroorganizma geliĢiminin engellenmesi için kimyasal 

koruyucular yerine bakteriyosinlerin biyoprezervatif olarak kullanımı gün geçtikçe 

önemli hale gelmektedir. Bakteriyosinlerin gıdalarda antimikrobiyel aktivitelerinin 

yanı sıra, doğal olmaları, renksiz, tatsız ve kokusuz olmaları ürün özellikleri 

açısından oldukça önemlidir.  

Bakteriyosinler, doğrudan gıda maddesine eklenebildikleri gibi bakteriyosin üreten 

kültürlerin gıdaya ekimi ile uygun koĢullar altında bakteriyosin üretimi 

sağlanabilmektedir (Galvez et al., 2007). Bunların yanı sıra kısmen saflaĢtırılmıĢ 

bakteriyosin veya konsantre bakteri kültürünün taĢıyıcıya bağlanarak immobil 

halde gıdaya eklenmesi de söz konusudur. (Yang et al., 1992) 

2.4. Probiyotikler 

Probiyotik kelimesi Yunanca‟ da “yaĢam için” anlamına gelmektedir. Ġlk kez 1965 

yılında Lily ve Stillwell tarafından, bir protozoa tarafından sentezlenen ve bir diğer 

protozoanın geliĢimini teĢvik eden bir maddeyi tanımlamak için kullanılmıĢtır 

(Gomes and Malcata, 1999). Probiyotik teriminin anlamı, 1970‟li yılların baĢlarında 

geniĢletilerek mikrobiyel geliĢmeyi destekleyen doku ekstraktları için de 

kullanılmaya baĢlamıĢtır. 1974 yılında Parker probiyotik kelimesinin tanımını; 

barsak sisteminin mikrobiyel dengesine katkıda bulunan madde ve organizmalar 

olarak, bugünkü kullanımına en yakın anlamda geliĢtirmiĢtir (Çakır, 2003). Bugün 

kullanılan tanım ise Fuller, (1989) tarafından geliĢtirilmiĢ olup probiyotik terimi, 

barsak sisteminin mikrobiyel dengesini geliĢtirerek konakçı hayvanın sağlığı 
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üzerinde yararlı etkileri olan canlı mikrobiyel yem destekleyicisi anlamında 

kullanılmıĢtır. 

Fermente gıdaların metabolizma üzerindeki yararlı etkileri ilk kez Nobel Ödülü 

sahibi, Rus bilim adamı Elie Metchnikoff (1845-1916) tarafından öne sürülmüĢtür. 

Bulgar köylülerinin fermente süt ürünleri tüketimi sonucu daha sağlıklı ve uzun 

ömürlü olduklarını savunan Metchnikoff, bunun nedeninin bu ürünlerde bulunan 

çubuk Ģeklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bağırsaktaki mikroflorayı olumlu 

yönde etkilemesi ve toksik mikrobiyel etkiyi azaltması olduğunu belirtmiĢtir. 

Fermente gıdalarla sağlıklı yaĢam arasındaki bu bağlantı bugün de geçerliliğini 

korumaktadır. Fermente ürünler üzerine yapılan araĢtırmaların baĢlangıcı çok 

eskilere dayanmakla birlikte, probiyotikler konusunda yapılan çalıĢmalar ancak son 

20 yılda hız kazanmıĢtır (Çakır, 2003). 

Probiyotik mikroorganizmalar arasında en yaygın olanları laktik asit bakterileridir. 

Bunlara; L. bulgaricus, L. plantarum, L. lactis, L. brevis, P. acidilactici ve P. 

pentosaceus örnek olarak verilebilmektedir.  

Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların temel özellikleri, pankreatik 

enzimlere, asit ve safra tuzlarına karĢı dirençli olmaları, barsak mukozasına 

tutunabilmeleri, insan orijinli olmaları, sağlığa yararlı olmalarıdır (Salminen et al., 

1998). 

2.4.1. Probiyotiklerin muhtemel etki mekanizmaları  

 
1. Ġnhibe edici maddeler üreterek: Probiyotikler, Gram pozitif ve Gram negatif 

mikroorganizmalar üzerinde etkili birçok madde üretmektedir. Bunlardan bazıları 

organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerdir. 

2. Tutunma bölgelerini bloke ederek: Probiyotikler tutunma bölgeleri için 

patojenlerle rekabete girerek, barsak sisteminde yerleĢmelerini engellemektedirler. 

3. Besin maddeleri için rekabet ederek: Probiyotikler patojenler için de gerekli olan 

besin maddelerini tüketerek, onların sistemde uzun süre kalmasını 

engellemektedirler.  

4. Toksin reseptörlerinin yıkımını sağlayarak 

5. BağıĢıklık sistemini güçlendirerek: Son yıllarda yapılan çalıĢmalar 

probiyotiklerin özgün ve özgün olmayan bağıĢıklık sistemini güçlendirerek barsak 
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hastalıklarına karĢı konakçıyı koruduğunu ortaya koymuĢtur (Çakır, 2003; 

Salminen et al., 1998). 

 
2.4.2. Probiyotiklerin sağlık üzerine olumlu etkileri  

 
1. Patojenlere karĢı antimikrobiyel etki 

2. Antikanserojenik ve antimutajenik etki 

3. Kalp hastalıkları riskini azaltıcı etki 

4. Laktoz intoleransını hafifletici etki 

5. Serum kolesterolünü düĢürücü etki 

6. Hipertansiyonu önleyici etki 

7. BağıĢıklık sistemini güçlendirici etki 

8. Sindirim sistemi enfeksiyonlarını önleyici etki 

9. Sindirimi düzenleyici etki  

10. Üregenital enfeksiyon riskini azaltıcı etki  

11. Midede bulunarak ülsere sebep olabilen ve rotavirüs üreten patojen bir bakteri 

olan Helicobacter pylori‟nin geliĢimini engelleyici etki (Klaenhammer and 

Kulen, 1999; Sağdıç vd., 2004) 

2.5. Beyaz Peynir 

Peynir, dayanıklılığı yanında besin değeri ve toplumun geliĢen zevk ve isteklerine 

cevap verebilecek çok sayıda çeĢidiyle önemli bir süt ürünüdür. Sütün pıhtılaĢtırılıp 

peynir altı suyunun ayrılmasından sonra pıhtının değiĢik Ģekillerde iĢlenmesiyle 

elde edilen peynir, taze ya da çeĢidine özgü tat, aroma ve yapı kazanması için 

belirli bir olgunlaĢma dönemi geçirdikten sonra tüketime sunulmaktadır (Kaynar 

vd., 2005). 

Türkiye geleneksel fermente süt ürünleri bakımından oldukça zengin bir ülke 

olmakla birlikte, geleneksel peynirler arasında Beyaz peynir ilk sırayı almaktadır 

(Öner vd., 2006). Devlet Planlama TeĢkilatı Dokuzuncu Kalkınma Planı Özel 

Ġhtisas Komisyonu Raporu‟na göre; 2005 yılında ülkemizin salamura Beyaz peynir 

üretiminin 265 000 ton olduğu tahmin edilmektedir (Anonim, 2007). 

Beyaz peynir, geleneksel olarak koyun veya keçi sütünden üretilse de yılın her 

döneminde bu sütleri bulmak mümkün olmadığından genel olarak inek sütünden 
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veya bu sütlerin karıĢımından üretilmektedir. Ġlk üretildiğinde yumuĢak yapıda, 

7x7x7 cm3 boyutlara sahip 350-500 g ağırlığında olan küp Ģeklindeki peynirler 

yaklaĢık % 12-14 NaCl (w/w) içeren salamurada 3 ay süreyle bekletilmektedir. Bu 

olgunlaĢma süresince gerçekleĢen çeĢitli proteoliz ve lipoliz olayları sonucunda 

peynirin yapısı sertleĢmekte, çeĢitli tat ve aroma özellikleri peynire 

kazandırılmaktadır (Hayaloğlu vd., 2002). 

TS 591 No‟lu standarda göre kurumaddedeki yağ miktarı yüzdesine göre Beyaz 

peynirler 4 gruba ayrılmaktadır: 

 

 Tam yağlı Beyaz peynir kurumaddede en az % 45 yağ 

 Yağlı Beyaz peynir kurumaddede  % 30-44 yağ 

 Yarım yağlı Beyaz peynir kurumaddede % 20-29 yağ 

 Yağsız Beyaz peynir kurumaddede  % 20 „den az yağ içermelidir. 
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2.5.1. Beyaz peynir üretim akım Ģeması 

 

 

  

      

      

     

  

                                 

  

     

  

                             

 

                                         

    

                               

 

                      

   

 

                                            

 

                          

 

                         

 

ġekil 2.1. Beyaz peynir üretim akım Ģeması (Temelli vd., 2006) 

Çiğ süt 

Klarifikasyon 

Yağ/ protein standardizasyonu 

Pastörizasyon (72-74°C‟de 15-20 sn) 

Soğutma  (30-32°C) 

Starter kültür ilavesi ( 1-2 g/100 g mezofilik kültür) 

CaCl2 ilavesi  (20 g / 100 kg  süt) 

 
Rennet ilavesi (28-32°C‟de, 75-90 dk pıhtı oluĢumu) 

 

Süzme (1-3 cm3 boyutlarında kesilen pıhtı 5-10 dk bekletilir) 

Teleme

  

Baskılama ve kalıp kesimi 

 

Ön salamura (14-16 g / 100 g NaCl içeren salamurada 6-12 saat) 

 

Paketleme ( kaplara alınan peynir bloklarına salamura eklenir) 

OlgunlaĢtırma ( 12-15°C‟de 30-90 gün) 

Depolama (5°C)
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2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)  

DNA ilk kez 1869 yılında Friedrich Miescher tarafından Almanya‟da bir 

laboratuarda keĢfedilmiĢtir. Bu hücresel yapının daha önce gördüklerinden farklı 

olduğunu savunan Miescher, ileriki yıllarda bu maddenin çekirdeğe özgü olduğunu 

anlamıĢ ve ona “nüklein” adını vermiĢtir. Uzun yıllar süren araĢtırmalar sonrasında 

1953 yılında Watson ve Crick DNA‟nın çift sarmal yapısını çalıĢmalarında ortaya 

koymuĢlardır (Devrim ve Kaya, 2004). 

1974 yılında Panet ve Khorana iki primer kullanarak DNA molekülünün belirli bir 

bölgesinin çoğaltılabileceğini bulmuĢ ve ilk kez polimeraz zincir reaksiyonunun 

prensibini ortaya koymuĢlardır. Bu yönteme adını, 1985 yılında Kary B. Mullis 

vermiĢ, yaptığı çalıĢma ile 1993 yılında kimya alanında Nobel Ödülü almıĢtır 

(Leary et al., 1997). 

PZR, hedef DNA dizilerinin primer adı verilen spesifik komplementer 

oligonükleotidler ve ısıya dayanıklı polimeraz enzimleri (Taq) kullanılarak in vitro 

olarak çoğaltılmasını sağlayan, oldukça özgün ve güvenilir moleküler biyolojik bir 

tekniktir. DNA dizilerinin sayısal olarak arttırılması esasına dayanan PZR yöntemi 

ile genetik materyaller ortamda çok az sayıda hatta birçok ilgisiz DNA arasında 

olsalar bile saptanabilir düzeye gelmektedir.  

PZR yöntemi temel olarak tekrarlanan üç basamak ile karakterize edilmektedir. 

1. Denatürasyon: PZR yönteminin bu ilk basamağında çift zincirli DNA 

molekülünün, 93-95°C‟de 30-60 saniye tutularak tek zincirli hale gelmesi 

amaçlanmaktadır. Yüksek sıcaklık uygulaması ile DNA molekülünün sarmal 

yapısını bir arada tutan hidrojen bağları kırılmakta ve çift zincirin açılmasıyla 

“replikasyon çatalı” olarak adlandırılan bir alan oluĢmaktadır. PZR süresi boyunca 

helikaz enzimi bu aralığın açık kalmasını sağlamakta böylece Taq DNA polimeraz 

enzimi ve primerler çalıĢabilmektedir. 

 
2. Bağlanma (annealing): Ġkinci basamakta, 45-60°C‟de 30-60 saniyelik süre 

boyunca primerlerin tek zincir haline gelmiĢ DNA‟nın hedef bölgesindeki 3‟ 

uçlarına hidrojen bağları ile bağlanması sağlanmaktadır. Bu bağlanmanın 

ardından artık Taq DNA polimeraz enzimi, tamamlayıcı DNA molekülünü 

sentezleyebilmektedir. 
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3. Uzama (Elongation): PZR yönteminin son basamağında 70-72°C‟de 1-2 

dakika boyunca, Taq DNA polimeraz enzimi primerleri baĢlatıcı nokta; tek zincirli 

DNA‟yı ise kalıp olarak kullanarak tamamlayıcı DNA molekülünü sentezlemektedir. 

Taq DNA polimeraz enzimi tamamlayıcı nükleotidlerin 5‟ uçları ile, primerlerin 3‟ 

uçları arasında bağ oluĢturduğundan, DNA sentezi 5‟-3‟ yönünde ilerlemektedir. 

OluĢan DNA, bir sonraki döngüde hedef olarak kullanıldığından,  ikinci döngüde 

DNA sayısı 4‟e, üçüncü döngüde ise 8‟e ulaĢmaktadır. Kısacası, “n” sayıda döngü 

gerçekleĢen bir PZR uygulamasında ortamda “2n” sayıda çoğaltılmıĢ DNA 

olacaktır.  

PZR iĢlemi sonrası, PZR ürünlerinin elektroforez iĢlemine tabi tutulması 

gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezi ile DNA fragmentleri (negatif yüklü), elektrik 

alan varlığında, negatif kutuptan pozitif kutba doğru jel boyunca molekül 

ağırlıklarına göre ayrılmaktadır. Kısa olan fragmentler düĢük moleküler ağırlığa 

sahip olduklarından daha hızlı hareket etmektedirler. Moleküler ağırlık belirteci 

yardımı ile ayrılan fragmentlerin büyüklükleri belirlenebilmektedir. Elektroforez 

iĢleminde, agaroz jeldeki kuyucuklara yüklenen örneğin hareketinin gözlenebilir 

olması için yükleme öncesi örnek, marker boya ile karıĢtırılmaktadır. Elektroforez 

iĢlemi bittikten sonra, görüntüleme UV ıĢık altında yapılmaktadır.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Çiğ süt 

AraĢtırmada, Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Zootekni Haymana AraĢtırma-

Uygulama Çiftliği‟nden sağlanan inek sütleri kullanılmıĢtır. Sağımdan hemen sonra 

süzülerek soğutulan sütler, üretimin yapılacağı Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi 

Süt Teknolojisi Bölümü uygulama laboratuvarına getirilerek peynir yapımı 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.1.2. Starter kültür 

Peynir yapımında, CHR. Hansen's (Danimarka) firmasının liyofilize formdaki 

mezofilik homofermentatif R-707 ticari kodlu starter kültüründen yararlanılmıĢtır. 

3.1.3. Peynir mayası 

AraĢtırmada, “Peyma-Chr.Hansen‟s Peynir Mayası San. Ve Tic.A.ġ.” firmasının 

ürettiği “Mandra” ticari isimli ve etiketinde 1/16 000 kuvvetinde olduğu belirtilen 

dana Ģirdeninden elde edilen sıvı peynir mayası kullanılmıĢtır.  

3.1.4. Kalsiyum klorür 

Üretimde, süte % 40'lık CaCl2 (Merck) çözeltisinden % 0.02 oranında katılmıĢtır. 

3.1.5. Tuz 

Peynirlerin ön ve depolama salamuralarında granül formdaki ticari kaya tuzu 

kullanılmıĢtır.  

3.1.6. Salamura 

Peynirlerin tuzlanmasında, farklı tuz konsantrasyonlarına sahip ve 85°C'de 30 

dakika pastörize edilen salamuralar kullanılmıĢtır. 
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3.1.7. Kültürler 

ÇalıĢmada kullanılan S. aureus ATCC 6538, L. brevis BG 18 ve P. pentosaceus 

BH 105 bakteri kültürleri Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü öğretim 

üyesi Prof. Dr. Mustafa Akçelik‟ten temin edilmiĢtir. 

3.1.8. Besiyerleri  

ÇalıĢmada kullanılan TS broth, BP agar, TS agar, MRS broth ve MRS agar, Merck 

(Almanya) markalı besiyerleridir. Bu besiyerlerinin bileĢimi ve hazırlanıĢ Ģekilleri, 

EK 1 bölümünde verilmektedir. 

3.1.9. Tampon ve çözeltiler 

ÇalıĢmada kullanılan BFP çözeltisi, Lambda tamponu, 10 mg/mL lizozim çözeltisi, 

10 mM tris-HCl çözeltisi (pH: 8.0), 0.5 M Na2EDTA (disodyum etilendiamin 

tetraasetik asit) çözeltisi (pH: 8.0) ve tris-borik sit-EDTA (TBE) tamponu (10X)‟in 

bileĢimleri ve hazırlanıĢ Ģekilleri, EK 2 bölümünde verilmektedir. 

3.1.10. Boya çözeltileri 

AraĢtırmada kullanılan 1 mg/mL etidyum bromür çözeltisi ve 6X yükleme boya 

çözeltisinin bileĢimleri EK 3 bölümünde verilmektedir. 

3.1.11. DNA izolasyonu ve saflaĢtırılması kiti 

ÇalıĢmada Roche (Almanya) markalı high pure PCR template preparation kiti 

kullanılmıĢtır. Bu kitin içeriği EK 4 bölümünde verilmiĢtir. 

3.1.12. DNA izolasyonu ve saflaĢtırılma iĢlemi deney düzeneği 

ÇalıĢmada kullanılan Hettich (Almanya) markalı Mikro 200 mikrosantrifüj düzeneği, 

maksimum 14 000 devir/dakika hızda çalıĢabilen ve 24 adet standart mikrosantrifüj 

tüpünü tutabilen, otoklavlanabilir bir rotor ve bu rotorun otoklavlanabilir kapağını 

içermektedir. 

3.1.13. Polimeraz zincir reaksionu (PZR) yöntemi deney düzeneği 

ÇalıĢmada THE-MWG markalı Primus 96 thermocycler kullanılmıĢtır. 
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3.1.14. Oligonükleotidler 

ÇalıĢmada kullanılan Metabion international AG primer çiftlerinin hazırlanıĢ Ģekli 

EK 5 bölümünde verilmektedir. 

3.1.15. Agaroz jel elektroforez iĢlemi deney düzeneği 

ÇalıĢmada Serva markalı BlueMarine 100 ve BlueMarine 200 yatay elektroforez 

tankları ve bu tanklara uygun ebatlardaki jel tablaları ve tarakları ile birlikte BioRad 

(Ġngiltere) markalı PowerPac Basic güç kaynağı kullanılmıĢtır. 

3.1.16. Jel görüntüleme iĢlemi deney düzeneği 

AraĢtırmada Syngene (Ġngiltere) markalı InGenius jel görüntüleme ve analiz 

sistemi kullanılmıĢtır. Bu düzenek; karanlık oda, yüksek performanslı dijital fotoğraf 

makinası, UV emisyon filtresi ve filtre kabini ve 302 nm‟lik dalga boyunda çalıĢan 

UV translüminatörü içermektedir ve çalıĢma esnasında bilgisayara bağlı olarak 

kullanılmıĢtır. 

3.2. Metot 

ÇalıĢmanın ilk bölümü, saf kültürlerin canlandırılmasını, kültürel sayımı ve beyaz 

peynir üretimini içermektedir.  

ÇalıĢmanın ikinci bölümü, üretimi gerçekleĢtirilmiĢ beyaz peynir örneklerinde 3 ay 

boyunca S. aureus ve laktik asit bakterilerinin sayımını kapsamaktadır. 

ÇalıĢmanın üçüncü bölümü ise, doğrulama aĢamasını ve elde edilen verilen 

istatiksel analizler kullanılarak değerlendirilmesini içermektedir. 

3.2.1. Saf kültürlerin canlandırılması ve kültürel sayım 

ÇalıĢmanın bu bölümünde S. aureus ATCC 6538 stok kültüründen özeyle TS 

broth besiyerine aktarılmıĢ ve 37°C‟de 18-24 saat boyunca inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Elde edilen bu ara kültürden yine özeyle 7 mL TSB içeren yaklaĢık 30 

tüpe ekim yapılmıĢ ve aynı koĢullarda inkübasyon sağlanmıĢtır. Bu kültürlerden 

5‟er mL alınarak 42 mL TSB içeren 50 mL hacimli 25 santrifüj tüpüne aktarılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonrası santrifüj tüpleri 3000 rpm‟de 10 dakika boyunca santrifüj 
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edilmiĢtir. Bu iĢlem sonrasında tüplerde oluĢan süpernatant dökülmüĢ, S. aureus 

hücrelerini içeren pellet kısmına 2 mL BFP eklenmiĢtir. 25 tüpte de aynı iĢlem 

gerçekleĢtirilmiĢ böylece yaklaĢık olarak 53 mL civarında bir S. aureus kültürü elde 

edilmiĢtir. Bu hacimden 50 mL alınarak peynir yapım aĢamasında pastörize 

edilmiĢ süte eklenmiĢtir. Yine aynı kültürden kültürel sayım amaçlı 1 mL alınarak 9 

mL BFP içeren tüpe aktarılmıĢ ve dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. Her bir dilüsyondan 

paralelli bir Ģekilde TSA besiyerine yüzeye yayma yöntemiyle ekim yapılmıĢ 

ardından 37°C‟de 18-24 saat inkübe edilmiĢtir. Petrilerdeki koloni sayım sonucuyla 

peynirdeki S. aureus sayısı hesaplanmıĢtır.               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



 29 

   

                   

   

                       

                             

                           

                                                          ……..                  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

  

 

 

 

ġekil 3.1. S. aureus canlandırma ve kültürel sayım 

Özeyle aktarım 

TSB (7mL) 

Özeyle aktarım 

37°C‟de 18-24 saat 

TSB (7 mL) 

37°C‟de 18-24 saat 

42 mL TSB içeren santrifüj tüpleri 

37°C‟de 18-24 saat 

3000 rpm‟de 10 dk santrifüj 

Süpernatantın dökülmesi 

Pellete 2 mL BFP ilavesi (yaklaĢık 53 mL) 

1 mL (kültürel sayım) 50 mL kültür peynir yapımında süte ilave 

edildi 

9 mL BFP 

5 mL 

TS agar 

37°C‟de 18-24 saat 

Stok kültür 

 10-1…...10-7 
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L. brevis ve P. pentosaceus ile yapılan her iki çalıĢmada da canlandırma iĢlemi 

aynı Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla -18°C‟de muhafaza edilen stok 

kültürden öze yardımıyla MRS broth besiyerine aktarılmıĢ ve 37°C‟de 18-24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Yağsız süt tozu kullanılarak % 10 kurumadde içeren 

300 mL (30 L pastörize süte katılacak Ģekilde) rekonstitüye süt hazırlanmıĢ ve 

120°C‟de 2 dakika sterilizasyonun ardından 37°C‟de soğumaya bırakılmıĢtır. Bu 

süte laktik asit bakteri kültüründen  % 1 oranında (3 mL) inoküle edilmiĢ 37°C‟ de 

18-24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  Kültürel sayım için 9 mL BFP içeren tüpe 1 

mL kültür aktarılıp dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. Her bir dilüsyondan MRS agara 

dökme plak yöntemiyle paralelli ekim yapılmıĢtır. 37°C‟de 18-24 saat inkübasyon 

sonrasında petrilerdeki koloniler sayılarak sonuç kaydedilmiĢtir. Geriye kalan 

kültürün tamamı ise peynir yapımında pastörizasyon sonrası ayrılan kontrol ve 

örnek grubu peynirlerin üretileceği süte katılmıĢtır. Örnek grubu peynirlerde laktik 

asit bakterilerinin S. aureus üzerindeki etkisi belirlenmek istendiğinden kontrol 

grubu peynirler sadece S. aureus bakterisini içermektedir.  

3.2.2. Beyaz peynir üretimi 

Beyaz peynirlerin yapımı, A.Ü. Ziraat Fakültesi Süt Teknolojisi Bölümü 

laboratuvarında yer alan pilot peynir üretim düzenlerinden yararlanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hayvancılık iĢletmesinden güğümlerle getirilen inek sütü süzüldükten sonra tanka 

aktarılmıĢ ve iyice karıĢtırılan bu sütten örnek alınarak gerekli analizler yapılmıĢtır.  

Çift cidarlı tankta süt 72 ± 2°C'de 2 dakika süreyle ısıl iĢlem uygulandıktan sonra 

mayalama sıcaklığına (30 ± 1°C) soğutulmuĢtur. Uygun sıcaklıktaki süt iki ayrı 

mayalama kazanına aktarılıp, kazanların her ikisine de % 0.02 oranında CaCl2, % 

1 oranında starter kültür ve 25 mL S. aureus kültürü ilave edilirken, laktik asit 

bakteri kültürü sadece bir tanka eklenmiĢtir. Yapılan ilaveler sonrasında süt ön 

olgunlaĢtırmaya bırakılmıĢtır. Ön olgunlaĢtırması tamamlanan süte 1.5 saatte pıhtı 

kesim olgunluğuna gelecek Ģekilde hesaplanan miktarda peynir mayası ilave 

edilmiĢtir. Süre sonunda pıhtı 1 cm3 'lük parçalar halinde kesilip içerisinde cendere 

bezi bulunan kalıplara aktarılmıĢtır. Pıhtılar önce 60 dakika süreyle baskısız 

süzülürken, ardından ortalama 4 saat baskılı süzme iĢlemine tabi tutulmuĢtur. 
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Baskı iĢlemi sonunda telemeler 7x7x7 cm boyutlarında kesilip, % 14 oranında tuz 

içeren salamurada 5 saat süreyle ön tuzlanmaya bırakılmıĢtır. Bu ön salamura 

iĢleminden çıkarılan peynirler ortalama 50-65 °SH asitliğe gelinceye kadar çevre 

sıcaklığında bekletilmiĢ, ayrılan peynir altı suyunun uzaklaĢtırılması sağlandıktan 

sonra plastik kutulara yerleĢtirilmiĢtir. % 10 tuz içeren salamura ilavesinden sonra 

kutular hava almayacak Ģekilde kapatılmıĢtır. Paketlenen peynirler 4°C sıcaklıkta 

üç ay süreyle olgunlaĢtırmaya alınmıĢtır.  
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ġekil 3.2. Beyaz Peynir Üretimi 

     ÇĠĞ SÜT 

PASTÖRĠZASYON 

+ % 0.02 CaCl2 

  % 1 starter kültür 

      S. aureus 

      

+ % 0.02 CaCl2 

 % 1 starter kültür 

      S. aureus 

      LAB 

Örnek grubu      Kontrol grubu 

Rennet (Peynir mayası) Rennet (Peynir mayası) 

     PıhtılaĢma      PıhtılaĢma 

     Pıhtı kesimi      Pıhtı kesimi 

      Teleme       Teleme 

       Baskı          Baskı 

     Kalıp kesimi      Kalıp kesimi 

  %14 tuz içeren salamura    %14 tuz içeren salamura  

Paketleme + % 10 tuz içeren salamura  Paketleme + % 10 tuz içeren salamura  

Depolama 

(+4°C‟de 3 ay) 

 

Depolama 

(+4°C‟de 3 ay) 

 



 33 

3.2.3. Peynir örneklerinde S. aureus ve laktik asit bakteri sayımı 

ÇalıĢmada S. aureus ve laktik asit bakterilerinin sayısını belirlemek için peynir 

üretiminde pastörizasyon, pıhtı oluĢumu, kalıp kesimi ve ön salamura çıkıĢ 

sonrasında örnekler alınırken, depolama baĢlangıcı dahil olmak üzere 3 aylık süre 

zarfı içerisinde belirli periyotlarda bu iĢlem tekrarlanmıĢtır. Steril stomacher 

torbasına alınan 25 g peynir örneğine 225 mL BFP ilave edilip 1 dk karıĢtırılmıĢtır. 

Ardından 9 mL BFP içeren tüplerde dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. Laktik asit bakteri 

sayımı için bu dilüsyonlardan MRS agar besiyerine dökme plak yöntemi ile ekim 

yapılmıĢtır. 37°C sıcaklıkta 18-24 saat inkübasyon sonunda petrilerdeki koloni 

sayım sonucu kaydedilmiĢtir. S. aureus sayımı içinse U.S. FDA Bacteriological 

Analytical Manual (2001)‟in önerdiği Ģekilde 5‟li tüp EMS yöntemi kullanılmıĢtır. 

Örnekten elde edilen dilüsyonların her birinden % 1 (10 g/L) piruvat (MERCK) ve 

% 10 (95 g/L) tuz ilaveli TS broth (7 mL) içeren 5 tüpe 1‟er mL aktarılmıĢ, 37°C 

sıcaklıkta 48 saat süre ile inkübasyona bırakılmıĢtır. Bulanıklık görülen tüplerden 

steril özeyle tek koloni düĢürme yöntemine göre BPA besiyerine ekim yapılmıĢtır. 

37°C sıcaklıkta 48 saat süre ile inkübasyonun ardından tipik koloniler (parlak ve 

mat zon yapmıĢ siyah renkli S. aureus kolonileri) TS broth besiyerine aktarılmıĢ, 

37°C‟ de 18-24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. PZR ile doğrulaması yapılan 

tüplerden EMS tablosuna bakılarak sonuca gidilmiĢtir. 
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ġekil 3.3. Peynir örneklerinde S. aureus ve LAB sayımı 

 

 

 

+ 225 mL BFP  

 1 mL 

 S. aureus sayımı  LAB sayımı 

 

 piruvat ve tuz ilaveli 

TSB (7mL) 

 37°C‟de 48 saat 

 

 

 Bulanıklık 

 

 

 37°C‟de 48 saat 

 

 

tipik koloniler 

 

 
 EMS‟ye göre sonuç 

 

 

MRS agar 

 

 37°C‟de 24 saat 

 

 

 Sayım sonucu 

 

 

 BPA 

 

 

 10-1  10-7 

 Homojenizasyon 
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3.2.4. DNA izolasyonu ve saflaĢtırılması iĢlemi 

High pure PCR template preparation kitine göre, 1.5 mL‟lik steril mikrosantrifüj 

tüpüne, 200 μL bakteri süspansiyonu ve 5 μL lizozim çözeltisi eklenmiĢ ve 37°C 

sıcaklıkta 15 dakika inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu inkübasyonun ardından aynı 

tüpe, 200 μL bağlama tamponu ve 40 μL proteinaz K çözeltisi eklenerek, hemen 

karıĢtırılmıĢ ve 70°C sıcaklıkta 10 dakika süre ile ikinci bir inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Daha sonra aynı tüpe, 100 μL izopropanol eklenerek karıĢtırılmıĢ ve 

bu karıĢım, filtre baĢlık içeren toplama tüpünün üstteki filtre kısmına aktarılarak, 

8000 g (9175 rpm)‟de 1 dakika santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Santrifüj iĢlemi sonrası 

üst sıvıyı içeren toplama tüpü atılarak filtre, baĢka bir steril toplama tüpüne 

yerleĢtirilmiĢtir. Yeni toplama tüpüne yerleĢtirilen bu filtre kısmına, 500 μL inhibitör 

uzaklaĢtırma tampon eklenerek, 8000 g (9175 rpm)‟de 1 dakika santrifüj iĢlemi 

yapılmıĢtır. Santrifüj iĢlemi sonrası üst sıvıyı içeren toplama tüpü atılarak filtre, 

baĢka bir steril toplama tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. Yeni toplama tüpüne yerleĢtirilen 

bu filtre kısmına, 500 μL yıkama tamponu eklenerek 8000 g (9175 rpm)‟de 1 

dakika santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Santrifüj iĢlemi sonrası üst sıvıyı içeren toplama 

tüpü atılarak filtre, baĢka bir steril toplama tüpüne yerleĢtirilmiĢ ve bir önceki iĢlem 

tekrar edilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonrası üst sıvı uzaklaĢtırılmıĢ ve filtre, aynı 

toplama tüpüne yerleĢtirilerek, 13000 g (11696 rpm)‟de 10 saniye santrifüj iĢlemi 

yapılmıĢtır. Üst sıvıyı içeren toplama tüpü atılmıĢ ve filtre, 1.5 mL‟lik yeni bir 

mikrosantrifüj tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. Bu filtre üzerine, 200 μL 70°C sıcaklıkta 

bekletilen ayırma tamponu eklenerek, 8000 g (9175 rpm)‟de 1 dakika süre ile son 

bir santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Son olarak, filtre baĢlık atılmıĢ ve tüpte kalan üst 

sıvı, hedef DNA‟yı içerdiğinden, daha sonra kullanılmak üzere -18°C sıcaklıkta 

saklanmıĢtır (Taban, 2007). Prosedür ġekil 3.4‟te özet olarak verilmektedir. 
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         1.5‟lik steril mikrosantrifüj tüpü 

                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.4. Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu ve saflaĢtırılması uygulama 

basamakları ( Taban, 2007) 

+ 200 μL bakteri süspansiyonu, + 5 μL  lizozim 

 37 °C‟de 15 dk inkübasyon 

+ 200 μL bağlama tamponu, + 40 μL proteinaz K  

 70 °C‟de 10 dk inkübasyon 

+ 100 μL izopropanol 

filtre baĢlıklı toplama tüpüne aktarım, 8000g‟de 1 dk santrifüj 

filtre baĢlık farklı bir toplama tüpüne aktarılır, + 500 μL inhibitör 
uzaklaĢtırma tamponu 

8000g‟de 1 dk santrifüj 

filtre baĢlık farklı bir toplama tüpüne aktarılır, + 500 μL yıkama tamponu 

8000g‟de 1 dk santrifüj 

filtre baĢlık farklı bir toplama tüpüne aktarılır, + 500 μL yıkama tamponu 

8000g‟de 1 dk santrifüj 

üst sıvı uzaklaĢtırılır, filtre baĢlık aynı toplama tüpüne yerleĢtirilir 

13000g‟de 10 sn santrifüj 

filtre baĢlık 1.5 mL‟lik steril mikrosantrifüj tüpüne aktarılır, + 200 μL ayırma 
tamponu 

8000g‟de 1 dk santrifüj 

filtre atılır, tüpte kalan DNA 
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3.2.5. PZR amplifikasyon karıĢım bileĢenlerinin ve PZR döngüsündeki 

sıcaklık parametresinin optimizasyonu 

ÇalıĢmada dNTP‟lerin (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) her birinin 10 mM‟lık eĢit 

konsantrasyonlarını içeren ve hazır halde ticari olarak satılan PZR nükleotid 

karıĢım çözeltisi kullanılmıĢtır (Roche, Almanya). KarıĢımda kullanılan modifiye 

Taq (FastStart Taq) polimeraz enzimi çözeltisi (Roche, Almanya), 75°C‟nin 

altındaki sıcaklıklarda inaktif halde olup 95 °C‟de 3 dakikalık bir beklemenin 

ardından aktif hale geçebilme özelliğine sahiptir. Bu özellikteki enzim çözeltisi, 

PZR amplifikasyon karıĢımı hazırlanırken hedef DNA ve primerler arasında 

oluĢabilecek özgün olmayan bağlanmaların uzatılmasını engellemek amacıyla 

tercih edilmiĢtir.  

ÇalıĢmanın bu aĢamasında,  PZR amplifikasyon karıĢımında nuc primer çifti (nuc-

F166 ve nuc-R565) ile PZR döngüsünde 4 farklı bağlanma sıcaklığında  (50, 55, 

58, 60°C) çalıĢılarak, çalıĢmanın ilerleyen bölümlerinde uygulanacak PZR yöntemi 

değerlerinin bulunması hedeflenmiĢtir.  

Ġlk olarak 0.2 μL‟lik PZR tüpü içerisinde, belirli miktardaki hedef DNA ve ultra saf 

su ile birlikte, hazır halde ticari olarak satılan 10 mM‟lik PZR nükleotid karıĢımının 

son konsantrasyonu 200 μM olacak Ģekilde, 20 pmol/μL olarak hazırlanan ileri ve 

geri primerlerin son konsantrasyonları 0.4 μM olacak Ģekilde, hazır halde ticari 

olarak satılan 20mM MgCl2 içerikli 10X PZR tamponunun (Roche, Almanya) son 

konsantrasyonu 4 mM olacak Ģekilde, hazır halde ticari olarak satılan 5 U/μL‟lik 

FastStart Taq DNA polimeraz enzim çözeltisinin son konsantrasyonu 0.04 U/μL 

olacak Ģekilde, toplam 25 μL‟ lik PZR amplifikasyon karıĢımı hazırlanmıĢ ve 

kullanılmıĢtır.  
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Çizelge 3.1. PZR amplifikasyon karıĢımı bileĢenleri ve karıĢım içerisindeki miktar 

ve son konsantrasyonları 

 

Çizelge 3.2. PZR döngüsündeki parametlerin optimizasyonunda kullanılan 

değerler 

 Sıcaklık (°C) Süre (saniye) Döngü sayısı 

(adet) 

BaĢlangıç 

denatürasyonu 

95 300 1 

Denatürasyon 

Bağlanma 

Uzama 

95 

50,55,58,60 

           72 

30 

30 

60 

 

35 

Son uzama 72 420 1 

 

 

BileĢen 

PZR 

amplifikasyon 

karıĢımı içindeki 

miktar  (μL) 

PZR amplifikasyon 

karıĢımı içindeki 

son konsantrasyon 

10 mM‟lık PZR nükleotid karıĢımı 0.5           200 μM 

20 mM MgCl2 içerikli 10 X PCR 

Buffer 

5 4.0 mM 

Ġleri primer (20 pmol/μL) 0.5 0.40 μM 

Geri primer (20 pmol/μL) 0.5 0.40 μM 

5 U/ μL‟ lik Taq DNA polimeraz 

enzim çözeltisi 

0.2 0.04 μM 

Hedef DNA 3 - 

Ultra saf su 15,3 - 

Toplam  hacim (μL) 25.0 
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Her primer çifti için PZR tüpünde hazırlanan PZR amplifikasyon karıĢımına, 

yukarda gösterilen 4 farklı bağlanma sıcaklığı üzerinden PZR yöntemi 

uygulanmıĢtır. Agaroz jel elektroforez ve ardından görüntüleme iĢlemi sonrasında 

optimum koĢulların nuc-F166 ve nuc-R565 primer çifti ile 50°C bağlanma 

sıcaklığında yürütülen PZR yöntemi olduğu belirlenmiĢtir. 

3.2.6. Agaroz jel görüntüleme iĢlemi 

Parametrelerinin optimizasyonu ile örneklere PZR iĢlemi uygulanmıĢ ve çoğaltılan 

hedef DNA‟ların gösterilmesi amacı ile agaroz jel elektroforez iĢlemi uygulanmıĢtır. 

Bu iĢlem esnasında, % 1.5‟lik agaroz jeli (w/v) kullanılmıĢtır. Bu jelin içeriği ve 

hazırlanıĢ Ģekli, EK 6 bölümünde verilmiĢtir.  

Agaroz jel elektroforez iĢleminde ilk olarak; tabla üzerinde oluĢturulan agaroz jel, 

uygun ebatlardaki yatay elektroforez tankına yerleĢtirilmiĢ ve tank içerisine jelin 

üzerini kapatacak miktarda, TBE tamponu (1X) ilave edilmiĢtir. Diğer taraftan, PZR 

yöntemi ile çoğaltılan hedef DNA‟lardan (amplikonlar) 10‟ar μL alınarak 2‟Ģer μL‟lik 

6X boya çözeltisi ile karıĢtırılmıĢtır. Jeldeki ilk kuyucuğa Fermentas markalı 

(Litvanya) 100 bç‟lik GeneRuler DNA ladder plus/ready-to-use) molekül ağırlıklı 

belirteç yüklenirken, diğer kuyucuklara boyanarak hazır hale getirilmiĢ amplikonlar 

yüklenmiĢ ve 90 volt sabit akımda yaklaĢık 1-1.5 saat boyunca yürütme iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın PZR optimizasyonu sırasında saf kültür ile çalıĢıldığından, pozitif 

kontrole (PK) gerek duyulmamıĢ ancak negatif kontrol (NK) olarak hedef DNA 

içermeyen PZR amplifikasyon karıĢımının PZR ürünü kullanılmıĢtır. Doğrulama 

amaçlı PZR yönteminin kullanıldığı aĢamalarda ise pozitif kontrol olarak saf 

kültürden izole edilen hedef DNA ile hazırlanan PZR karıĢımının PZR yöntemi ile 

çoğaltılan amplikonları kullanılmıĢtır.  

3.2.7. Jel görüntüleme iĢlemi 

Agaroz jel elektroforez iĢlemi sonunda çoğaltılan hedef DNA‟nın gösterilmesi 

amacıyla jel 302 nm dalgaboyunda UV ıĢık altında moleküler ağırlık belirteci ile 

karĢılaĢtırılarak görüntülemeye alınmıĢ ve S. aureus bakterisine ait nuc gen 
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bölgesi için 400 bç‟lik uzunluğa karĢılık gelen DNA fragman bantları aranarak, 

amplikonlar değerlendirilmiĢtir. 

3.3. Ġstatistiksel Analizler  

ÇalıĢma boyunca elde edilen verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi amacı 

ile, SPSS 11.5 paket programından yararlanılmıĢtır. ÇalıĢmadaki karĢılaĢtırmalar, 

SPSS 11.5 paket programı yardımı ile “T testi, Mann-Whitney, tek yönlü ANOVA 

ve Kruskal-Wallis Testleri” kullanılarak yapılmıĢtır. ÇalıĢma sonuçları, p<0.01 

olduğu durumlarda istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiĢtir. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

L. brevis ile yapılan çalıĢmada peynir sütüne, örnek grubu için 1.8X106 EMS/mL 

düzeyinde S. aureus ATCC 6538 ve 6.5X107 EMS/mL düzeyinde L. brevis BG18 

inoküle edilirken, kontrol grubu için sadece 1.8X106 EMS/mL düzeyinde S. aureus 

inoküle edilmiĢtir. Peynir üretim aĢamasında ve 3 ay süren depolama süresince 

belirli aralıklarla örnek alımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Örnek alım noktaları Çizelge 4.1‟de 

gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Örnek alım noktaları (L. brevis) 

Örnek     

Alım Yeri 
Örnek Alım Yeri 

Açıklaması 
t (saat)  

Numarası    

1 
Pastörizasyon Sonrası 0 

2 
Pıhtı Kesimi 2 

3 
Kalıp Kesimi 6 

4 
Ön Salamura ÇıkıĢı 22 

5 
Depolama BaĢlangıcı 24 

6 
Depolama 3. Gün 72 

7 
Depolama 27. Gün 648 

8 
Depolama 48. Gün 1140 

9 
Depolama 67. Gün 1608 

10 
Depolama 80. Gün 1920 

11 
Depolama 90. Gün 2160 

 

Alınan örneklerden yapılan kültürel ekim sonuçlarının sayısal değerleri için Ek 8‟ 

de verilen EMS tablosundan yararlanılmıĢtır. ÇalıĢma iki tekerrürlü 

gerçekleĢtiğinden kontrol ve örnek grubuna ait verilen sonuçlar her iki tekerrürde 

EMS tablosundan elde edilen verilerin ortalamasını göstermektedir.  
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Çizelge 4.2. Kontrol Grubuna Ait S. aureus Sayım Sonuçları  

Örnek     

Alım Yeri 
t (saat) Sayım sonucu 

(EMS/mL) 
log (EMS/mL) 

Numarası    

1 
0 1.79X106 6.252 

2 
2 3.81X105 5.581 

3 
6 4.03X106 6.605 

4 
22 8.16X106 6.912 

5 
24 9.00X106 6.954 

6 
72 3.11X106 6.492 

7 
648 2.50X106 6.397 

8 
1140 5.98X106 6.777 

9 
1608 2.85X106 6.454 

10 
1920 2.59X106 6.413 

11 
2160 3.82X106 6.582 
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Çizelge 4.3. Örnek Grubuna Ait S. aureus Sayım Sonuçları  

Örnek     

Alım Yeri 
t (saat) Sayım sonucu 

(EMS/mL) 
log (EMS/mL) 

Numarası    

1 
0 1.79X106 6.252 

2 
2 2.20X106 6.342 

3 
6 1.03X107 7.015 

4 
22 7.10X105 5.851 

5 
24 2.65X106 6.423 

6 
72 1.06X106 6.023 

7 
648 3.65X105 5.562 

8 
1140 9.00X105 5.954 

9 
1608 7.90X105 5.898 

10 
1920 2.14X106 6.329 

11 
2160 5.50X105 5.740 
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Kültürel ekimlerin sonucunda bulanıklık görülen tüplerden bazılarında 

doğrulamaya gidilmiĢtir. Bu amaçla 400 bç‟lik nuc primer çifti ile gerçekleĢtirilen 

PZR yöntemi sonucunda ġekil 4.1‟deki görüntü elde edilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.1.  S. aureus‟a ait PZR görüntüsü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      M           PK           Ö1        Ö2          Ö3        BOŞ         N.K 

M: Marker 

PK: Pozitif 

Kontrol 

NK: Negatif 

Kontrol 

400 bç 
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EMS tablosundan elde edilen verilerle L. brevis’in S. aureus’a antimikrobiyel 

etkisini incelemek amacıyla, kontrol ve örnek grubu verileri bir grafikte toplanmıĢtır.  

 

ġekil 4.2. L. brevis‟in S. aureus’a etkisi, t (saat) – log (EMS/mL) 

BaĢlangıç S. aureus sayısı 1.8X106 EMS/mL iken peynir üretim aĢamasının 2. 

saatinde bu değer kontrol grubunda  3.8X105 EMS/mL, örnek grubunda ise 

2.2X106 EMS/mL düzeyindedir. 6. saatteki verilere göre patojen sayısı kontrol 

grubunda 4.0 x106 EMS/mL, örnek grubunda ise 1.0X07 EMS/mL düzeyindedir. 24 

saatin sonunda bu değerler kontrol ve örnek grubunda sırasıyla 9X106 EMS/mLve 

2.7X106 EMS/mL olup sonuçlar baĢlangıç değerleriyle kıyaslandığında peynir 

üretimi süresince L. brevis„in antimikrobiyel etki göstermediği görülmektedir. 

Depolamanın 27. gününde, kontrol grubuna ait değer 2.5X106 EMS/mL, örnek 

grubuna ait değer ise 3.7X105 EMS/mL olarak saptanmıĢtır. Depolamanın 90. 

gününde yapılan sayım sonuçlarına göre, kontrol grubundaki patojen sayısı 

3.8X106 EMS/mL, örnek grubunda ise 5.5X105 EMS/mL düzeyindedir.  

Depolama baĢlangıcından sonuna kadar kontrol grup ile örnek grup arasında her 

bir örnek alım noktasından elde edilen veriler gerek T testi gerekse Mann-Whitney 

testi kullanılarak incelendiğinde, istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

görülmüĢtür (p< 0,01). Bu çalıĢma ile, L. brevis BG18 bakterisinin Beyaz peynirde 

S. aureus ATCC6538 bakterisine karĢı antimikrobiyel etkiye sahip olduğu ortaya 

koyulmuĢtur. 
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P. pentosaceus ile yapılan çalıĢmada peynir sütüne, örnek grubu için 8.95X105 

EMS/mL düzeyinde S. aureus ve 7.3X107 EMS/mL düzeyinde P. pentosaceus 

inoküle edilirken, kontrol grubu için sadece 8.95X105 EMS/mL düzeyinde S. 

aureus inoküle edilmiĢtir. Peynir üretim aĢamasında ve 3 ay süren depolama 

süresince belirli aralıklarla örnek alımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Örnek alım noktaları 

Çizelge 4.4‟de gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.4. Örnek alım noktaları (P. pentosaceus) 

Örnek     

Alım Yeri 
Örnek Alım Yeri 

Açıklaması 
t (saat)  

Numarası    

1 
Pastörizasyon Sonrası 0 

2 
Pıhtı Kesimi 2 

3 
Kalıp Kesimi 6 

4 
Ön Salamura ÇıkıĢı 22 

5 
Depolama BaĢlangıcı 24 

6 
Depolama 19. Gün 444 

7 
Depolama 40. Gün 948 

8 
Depolama 50. Gün 1200 

9 
Depolama 68. Gün 1632 

10 
Depolama 79. Gün 1884 

11 
Depolama 90. Gün 2160 
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Çizelge 4.5 ve 4.6. her iki tekerrürde kontrol ve örnek grubuna ait sonuçların EMS 

tablosundan elde edilen verilerin ortalamasını göstermektedir.  

Çizelge 4.5. Kontrol Grubuna Ait S. aureus Sayım Sonuçları  

Örnek     

Alım Yeri 
t (saat) Sayım sonucu 

(EMS/mL) 
log (EMS/mL) 

Numarası    

1 
0 8.95X105 5.952 

2 
2 2.80 X105 5.447 

3 
6 1.76 X106 6.245 

4 
22 8.27 X106 6.918 

5 
24 3.77 X106 6.577 

6 
444 2.44 X105 5.387 

7 
948 4.61 X106 6.664 

8 
1200 1.16 X106 6.064 

9 
1632 1.80 X106 6.257 

10 
1884 5.15 X105 5.712 

11 
2160 4.90 X104 4.690 
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Çizelge 4.6. Örnek Grubuna Ait S. aureus Sayım Sonuçları 

Örnek     

Alım Yeri 
t (saat) Sayım sonucu 

(EMS/mL) 
log (EMS/mL) 

Numarası    

1 
0 8.95 X105 5.952 

2 
2 1.07X105 5.031 

3 
6 8.02X106 6.904 

4 
22 2.78X106 6.444 

5 
24 1.47X106 6.169 

6 
444 2.66X105 5.424 

7 
948 2.75X106 6.439 

8 
1200 2.66X105 5.424 

9 
1632 2.85X105 5.454 

10 
1884 1.25X105 5.095 

11 
2160 2.30X104 4.361 
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ġekil 4.3. P. pentosaceus’un  S. aureus’a etkisi, t (saat) – log (EMS/mL) 

BaĢlangıç S. aureus sayısı 8.9X105 EMS/mL iken peynir üretim aĢamasının 2. 

saatinde bu değer kontrol grubunda 2.8X105 EMS/mL, örnek grubunda ise 1.1X105 

EMS/mL düzeyindedir. 6. saatteki verilere göre patojen sayısı kontrol gubunda 

1.8X106 EMS/mL, örnek grubunda ise 8.0X106 EMS/mL düzeyindedir. 24 saatin 

sonunda bu değerler kontrol ve örnek grubunda sırasıyla 3.8X106 EMS/mL ve 

1.5X106 EMS/mL olup sonuçlar baĢlangıç değerleriyle kıyaslandığında peynir 

üretimi süresince laktik asit bakterisinin patojene karĢı bir etki göstermediği 

görülmektedir. Depolamanın 50. gününde, kontrol grubuna ait değer 1.2X106 

EMS/mL, örnek grubuna ait değer ise 2.7X105 EMS/mL olarak saptanmıĢtır. 

Depolamanın sonlanmasıyla 90. günde yapılan sayım sonuçlarına göre, kontrol 

grubundaki patojen miktarı 4.9X104 EMS/mL, örnek grubunda ise 2.3X104 

EMS/mL düzeyindedir.  

Depolama baĢlangıcından sonuna kadar kontrol grup ile örnek grup arasında her 

bir örnek alım noktasından elde edilen veriler gerek T testi gerekse Mann-Whitney 

testi kullanılarak incelendiğinde, P. pentosaceus BH105 laktik asit bakterisinin 

Beyaz peynirdeki S. aureus ATCC 6538 patojen bakterisi üzerindeki etkisi 

açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiĢtir (p>0,01). P. 

pentosaceus BH105 bakterisinin S. aureus ATCC 6538 bakterisine karĢı 

antimikrobiyel etki gösterememesinin nedeni olarak Beyaz peynirin matriks yapısı, 

yüksek tuz içerikli salamura gibi ortam faktörleri gösterilebilir. Yüksek tuz oranının 

(%14), laktik asit bakterisinin bakteriyosin üretimini baskıladığı düĢünülebilir. 



 50 

Bunun yanı sıra bakterinin bakteriyosin üretebildiği varsayılarak, peynirin matriks 

yapısı nedeniyle bu bakteriyosinin patojenle etkileĢiminin engellendiği 

düĢünülebilir.  

Uymaz vd. (2009) P. pentosaceus BH105 bakterisinin probiyotik özelliklerini 

belirlemek için yaptıkları çalıĢmada, bakterinin bazı bakterilere karĢı antimikrobiyel 

etkisini de incelemiĢlerdir. “Agar overlay” ve “well diffusion” yöntemleri kullanılarak, 

bakterinin oluĢturduğu zon çapına göre etkinliği tespit edilmiĢtir. Agar overlay 

yöntemiyle, P. pentosaceus BH105, geniĢ inhibitör etki göstermiĢtir. S. aureus 

ATCC 6538 bakterisine karĢı agar overlay yöntemiyle >11 mm çapında zon 

oluĢturan bakteri, well diffusion yöntemiyle bu bakteriye karĢı zon oluĢturmamıĢtır.  

Pediococcus türü üzerine yaptıkları araĢtırmalarda, Caldwell et al., (1996) bu 

bakterinin laktozu fermente etme özelliklerinin çok güçlü olmadığını ve sütteki 

proteolitik aktivitelerinin yetersiz olduğunu göstererek, süt ve süt ürünlerinde bu 

bakteri türünün kullanımını önermemektedirler. 

Pediococcus türü bakteriler genellikle fermente et ürünlerinde starter olarak 

kullanılmaktadır. Bu sebeple, literatürde bu bakterinin antimikrobiyel etkilerini 

belirlemek için daha çok et örnekleriyle yapılan çalıĢmalar mevcuttur.  

Kaban ve Kaya (2006) iki farklı starter kültür kullanarak fermente ettikleri sucuk 

örneklerinde S. aureus bakterisinin varlığını incelemiĢlerdir. P. acidilactici, L. 

curvatus ve S. xylosus bakterilerini içerirken starter A kültürü ile L. sakei, S. 

carnosus bakterilerini içeren starter B kültürü 107 kob/g olacak Ģekilde sucuk 

hamuruna eklenmiĢtir. 106 kob/g S. aureus bakterisi ile kontamine ederek yapılan 

sucuk örneklerinde olgunlaĢma süresi boyunca belirli aralıklarla pH ve bakteri 

sayımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Kontrol grubuna kıyasla, starter kullanılan iki grupta da 

daha fazla miktarda asit oluĢumu gözlenmiĢ ve daha düĢük pH değerine 

ulaĢılmıĢtır. Kontrol grupta, 3. günde S. aureus sayısında artıĢ görülüp ilerleyen 

günlerde bu sayı korunurken, 14 günlük olgunlaĢma süresince starter A ve starter 

B kültürlerini içeren örneklerde patojen sayısında sürekli bir azalma görülmüĢtür.  

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisini, üretilen organik asitlere bağlı olarak 

gıda ortamındaki pH düĢüĢüne dayandıran birçok çalıĢma mevcuttur.  
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Sakhare and Rao (2003) yaptıkları çalıĢmada, et örneklerinde L. plantarum (%60), 

L. casei (%20) ve L. lactis (%20) bakterilerinin birlikte kullanımının, S. aureus, E. 

coli ve Salmonella Typhimurium bakterilerine karĢı etkisini incelemiĢlerdir. 

Belirtilen oranlardaki laktik asit bakterilerinin toplam sayısı 107 adet/g, patojen 

mikroroganizmalar ayrı ayrı 105 adet/ g olacak Ģekilde pH‟sı 5.5 olan et örneklerine 

ilave edilmiĢ ve belirli periyotlarla pH ölçümleri ve bakteri sayımı yapılmıĢtır. Laktik 

asit bakterilerin etkisiyle 24 saat içinde pH 4.0- ve 4.2 seviyelerine ulaĢılmıĢ, buna 

bağlı olarak S. aureus ve koliform bakterilerin sayılarının tespit edilemeyecek 

seviyelere kadar düĢtüğü belirtilmiĢtir. Bu çalıĢma ile laktik asit bakterilerinin 

birlikte kullanıldıklarında etkinliklerinin arttığı vurgulamıĢlardır. 

Sameshima et al. (1998) fermente et ürünü olan sosiste, starter kültür olarak insan 

bağırsağından izole ettikleri Lactobacillus suĢlarının (L. paracasei, L. rhamnosus 

ve L. acidophilus) S. aureus geliĢimine ve enterotoksin oluĢumuna etkisini 

araĢtırmıĢlardır. 20 ve 35°C‟de gerçekleĢtirilen fermantasyon sonucunda pH 

ölçümü, bakteri sayımı ve enterotoksin tespiti yapılmıĢtır. Sosis hamuruna yaklaĢık 

104 kob/g S. aureus bakterisi ve 107 kob/g starter (kontrol grubu hariç) inoküle 

edilmiĢtir.  Her iki sıcaklıkta gerçekleĢen fermantasyon sonucunda kontrol 

grubunda enterotoksine rastlanılmıĢken, bağırsaktan izole edilen 3 ĢuĢtan L. 

paracasei ve L. rhamnosus, fermente sosis üretiminde ticari olarak kullanılan L. 

sake starter kültürü ile benzer etki göstermiĢtir. Asit üretimine bağlı olarak pH 

düĢmüĢ, S. aureus geliĢimi ve enterotoksin oluĢumu engellenmiĢtir. L. acidophilus 

kültürü ile yapılan örneklerde asitlik çok fazla geliĢmemiĢ buna bağlı olarak S. 

aureus geliĢimi ve enterotoksin oluĢumu baskılanamamıĢtır. Bu çalıĢma ile sosis 

fermantasyonunda iki yeni suĢun ticari olarak kullanılabilirliği ortaya koyulmuĢtur. 

Charlier et al. (2008) yaptıkları çalıĢmada, süt örneğinde L. lactis suĢlarının S. 

aureus bakterisine olan etkisini incelemiĢlerdir. 25 bakteri suĢu, sütte geliĢebilme 

özelliklerine göre üç gruba ayrılmıĢtır. Grup I, sütte 109 kob/mL kadar geliĢip, pH 

yaklaĢık 4.0‟e kadar asitlik oluĢtururken, Grup II ve III, 106-7 kob/mL civarlarında 

geliĢme göstermiĢ, daha az asit üretmiĢtir (pH yaklaĢık 6.0). Süte 103 kob/mL S. 

aureus bakterisi inoküle edilmiĢ, belirli saat aralıklarında örnek alınarak sayım 

sonucuna bakılmıĢtır. Laktik asit bakterilerinin inhibisyon etkileri, Grup I > Grup II > 

Grup III Ģeklinde olsa da her 3 grup üyeleri de kontrole göre patojen sayısında 

azalma sağlamıĢtır. Bu çalıĢma ile düĢük asitlik oluĢturan L. lactis suĢlarının bile 
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103 kob/mL S. aureus içeren çiğ sütten yapılan yumuĢak peynirlerde inhibisyonu 

sağlayabileceği kanıtlanmıĢtır.  

Radovanovic and Katic (2009) peynir örneklerinden izole ettikleri laktik asit 

bakterilerinden L. lactis subsp. lactis ve L. plantarum‟un sütte S. aureus geliĢimine 

etkisini incelemiĢlerdir. Bu amaçla, 9 mL sütte % 1 oranında yalnızca S. aureus 

(106 kob/mL), L. lactis subsp. lactis (106 kob/mL), L. plantarum (106 kob/mL) 

bakterileri ve % 1 S. aureus + % 1 L. lactis + %1 L. plantarum bakterilerini içeren 4 

örnek grubu oluĢturulmuĢtur. 24 saatlik inkübasyon boyunca alınan örneklerde 

bakteri sayımı ve pH ölçümü yapılmıĢtır. S. aureus ve L. plantarum içeren iki 

örnekte pH düĢüĢü çok fazla gözlenmezken, L. lactis subsp. lactis ve karıĢık kültür 

ortamında daha düĢük pH değeri elde edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda, karıĢık 

kültürde asitliğe bağlı olarak S. aureus sayısında tekli kültüre kıyasla 2 log birimlik 

azalma görülmüĢtür. 

Laktik asit bakterileri tarafından üretilen bakteriyosinlerin patojen 

mikroorganizmalara karĢı etkisini inceleyen çalıĢmalar da vardır. 

Ananou et al. (2005) yaptıkları çalıĢmada, sosis örneğinde Enterococcus faecalis 

bakterisi tarafından üretilen AS-48 bakteriyosininin S. aureus bakterisine karĢı 

etkisini incelemiĢlerdir. ÇalıĢmanın ilk kısmında, AS-48 bakteriyosininin etkinliğini 

belirlemek amacıyla, 103 kob/g S. aureus bakterisini içeren 3 grup oluĢturulmuĢtur 

(AS-48 içermeyen kontrol grup; 30 μg/g AS-48 ve 40 μg/g AS-48 içeren gruplar). 

40 μg/g AS-48 ilave edilen grupta, S. aureus sayısında 5.31 log birimlik azalma 

görülürken, 30 μg/g AS-48 ilave edilen grupta 2 log birimlik düĢüĢ tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın ikinci bölümünde ise bakteriyosin üreten ve üretmeyen E. faecalis 

suĢlarının etkinliği incelenmiĢtir. Bu amaçla bir kontrol grubu, bakteriyosin 

üretmeyen E. faecalis suĢunu içeren örnek grubu ve bakteriyosin üreten E. 

faecalis suĢunu içren örnek grubu olmak üzere, 103 kob/g S. aureus bakterisi 

içeren gruplar hazırlanmıĢtır. Tüm örneklerde asitlik geliĢmiĢ ve pH düĢüĢü 

gözlenmiĢtir. Kontrol ve bakteriyosin üretmeyen suĢu içeren grupta S. aureus 

sayısında artıĢ gözlenirken, bakteriyosin üreten suĢu içeren grupta sayı sabit 

kalmıĢtır.  

Nunez et al. (1997), Manchego peyniri üretiminde enterosin 4 üreten E. faecalis 

INIA 4 kullanımı ile L. monocytogenes bakterisinin inhibisyonunu incelemiĢlerdir. 
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ÇalıĢmada L. monocytogenes Ohio ve Scott A suĢları ile ayrı ayrı peynir üretimi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Çiğ süte 105 kob/mL patojen mikroroganizma inoküle edildikten 

sonra sadece % 1 ticari starter kültürü, % 1 bakteriyosin üreten E. faecalis INIA 4 

kültürü, % 1 hem ticari hem de bakteriyosin üreten kültürler ilave edilmiĢ ve peynir 

üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 60 günlük olgunlaĢma süresi boyunca pH ölçümü, 

bakteri sayımı ve enterosin tespiti yapılmıĢtır. L. monocytogenes Ohio bakterisi 

için yapılan çalıĢmada, kontrol grubu hariç her iki grupta da bakteri sayısında, 8 

saat içinde 3 log birimlik, 7 gün içinde ise 6 log birimlik azalma görülmüĢtür. L. 

monocytogenes Scott A bakterisi ile yapılan peynir örneklerinde enterosin 4 

etkinliği gözlenememiĢtir. Hem kontrol hem de % 1 bakteriyosin üreten kültürle 

yapılan örneklerde 60 günün sonunda bakteri sayısında herhangi bir azalma 

görülmezken, % 1 starter + % 1 bakteriyosin üreten kültür içeren örneklerde ise 

bakteri sayısında, 7 saat içinde 1 log birimlik, 60 günün sonunda ise 2 log birimlik 

azalma görülmüĢtür. Enterocin 4 üretimi ise her iki çalıĢmada da aynı Ģekilde 

gerçekleĢmiĢ ve % 1 bakteriyosin üreten kültürle yapılan örneklerde, her iki kültürü 

de içeren örneklere göre çok daha fazla sayıda enterosin 4 tespit edilmiĢtir. Bunun 

sebebinin ise, starter kültürün varlığı ile besin öğeleri için yarıĢ ortamının 

yaratılması ve asitliğin arttırılması olarak gösterilmiĢtir.  

Munoz et al. (2007) yaptıkları çalıĢmada yağsız sütte ve taze peynirde S. aureus 

üzerine enterosin AS-48 etkisini incelemiĢlerdir. Ġlk olarak sütte enterosin AS-48‟in 

etkisini belirlemek için 10-50 μg/mL oranlarında bakteriyosini 103 cfu/mL S. aureus 

içeren süt örneğine ekleyip inkübasyon süresince belirli periyotlarda bakteri sayımı 

gerçekleĢtirilmiĢ ve bunun sonucunda artan bakteriyosin konsantrasyonu ile 

bakteri sayısının azaldığı yani bakteriyosin etkinliğinin arttığı görülmüĢtür. 50 

μg/mL bakteriyosinle yapılan çalıĢmada bile 8 saatin sonunda patojen sayısı artıĢ 

göstermiĢtir. Sütte bakteriyosin üreten E. faecalis A-48-32 bakterisinin S. aureus 

bakterisine karĢı etkisini belirlemek için, enterokok/stafilokok oranı 100/1, 1/1 ve 

1/100 olan 3 tür örnek grubunda bakteri sayımı ve agar well difüzyon yöntemiyle 

bakteriyosin etkisine bakılmıĢtır.  1/100 oranındaki örnek grubunda daha az 

olmakla birlikte çok fazla miktarda bakteriyosin üretildiği ve S. aureus sayısının 

kontrol altına alındığı yapılan çalıĢma sonucunda görülmüĢtür. Aynı iĢlemler 

bakteriyosin veya bakteriyosin üreten kültür süt ortamına eklenmeden önce 

yapılan sıcaklık uygulamasıyla (65°C‟de 5 dk) birlikte tekrarlandığında, direkt 
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bakteriyosin eklenen örneklerde 2 saat içinde, kültür eklenen örneklerde 2 gün 

içinde patojen sayısının tespit edilemeyecek seviyenin altına düĢtüğü görülmüĢtür.  

E. faecalis A-48-32 veya E. faecium UJA32-8 (106 kob/mL) ile yapılan peynir 

örneklerinde olgunlaĢma süresince S. aureus bakterisinin nasıl etkilendiğini 

inceleyen araĢtırmacılar, her iki kültürle yapılan örnekte kontrol grubuna göre 

patojen sayısında ilk gün belirgin bir azalma olduğunu ve sayının 30 gün boyunca 

bu seviyede kaldığını tespit etmiĢlerdir.  

Laukova and Czikkova (1999) enterosin CCM 4231 kullanımı ile soya sütünde L. 

monocytogenes ve S. aureus geliĢiminin nasıl etkilendiğini incelemiĢlerdir. L. 

monocytogenes Ohio suĢunu 24 saat içerisinde inhibe eden enterosin CCM 4231, 

S. aureus bakterisini tam olarak inhibe edememiĢ ancak yine de 24 saat sonunda 

kontrol grupla örnek grubu arasındaki fark 3.55 log birim olarak bulunmuĢtur.  

Guessas et al. (2007) keçi ve koyun sütünden ekstrakte ettikleri birçok laktik asit 

bakterisinin S. aureus bakterine karĢı etkisini incelemiĢlerdir. Süt örneklerinde 

ekstrakte edilen 96 suĢun S. aureus bakterisine karĢı antagonistik etkiye sahipken 

bu etkinin çoğu zaman organik asit oluĢumuna bağlı pH‟daki düĢüĢe dayandığı 

belirtilmektedir. Laktik asit bakterilerinden yalnızca 2 tanesi; L. lactis subsp. lactis 

biovar diacelylactis (Lc8) ve L. lactis subsp. lactis (Lc7) antimikrobiyel madde ile 

antagonistik etki göstermiĢtir. Bu iki bakteriden özellikle Lc8‟in etkinliği oldukça 

yüksektir. Bu bakterinin, ısıya dayanıklı, protein yapısında, bakteriyosin diye kabul 

edilen bir madde ile inhibisyonu sağladığı yapılan testlerle ortaya koyulmuĢtur. Bu 

bakteriyosin, sütte S. aureus sayısını 48 saatlik inkübasyon sonunda tespit 

edilemeyecek seviyeye düĢürmüĢtür. Bu çalıĢma ile Lc8 suĢunun S. aureus 

bakterisine olan antagonistik etkisi gösterilmiĢ, peynir üretiminde kullanılabilir bir 

suĢ ortaya konulmuĢtur.  

Muthukumarasamy and Holley (2007) sosis üretiminde geniĢ spektrumlu bir 

antimikrobiyel olan reuterin maddesini üreten L. reuteri bakterisi ile yine probiyotik 

özellikteki Bifidobacterium longum bakterilerini kullanmıĢtır. Sosis hamuruna 

starter kültürün yanı sıra, 7.4 log kob/g E. coli O157:H7, mikro kapsül içerisinde 

veya serbest halde L. reuteri ve/veya B. longum bakterileri inoküle edilmiĢtir. 

Reuterin üreten L. reuteri bakterisinin tek baĢına veya B. longum ile birlikte 

kullanıldığı sosis örneklerinde E. coli O157:H7 sayısında 3 log kob/g azalma 
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olduğu görülürken, B. longum tek baĢına 1.9 log kob/g azalma sağlayabilmiĢtir. 

Mikrokapsül uygulaması, L. reuteri ve B. longum bakterilerinin peynirde daha uzun 

süre kalmalarını sağladıysa da E. coli O157:H7 bakterisine karĢı inhibitör etkilerini 

azaltmıĢtır. 

Bakteriyosin ve diğer antimikrobiyel maddelerin birlikte kullanılmasıyla oluĢacak 

etkiyi inceleyen çalıĢmalar da mevcuttur. Arques et al. (2011) sütte reuterin ve 

bakteriyosinlerin (nisin, laktisin 481, enterosin I ve enterosin AS-48) ayrı ayrı ve 

birlikte kullanımının L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, Salmonella enterica, 

Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila üzerine 

etkisini incelemiĢlerdir. Reuterinin nisin, laktisin 481 ve enterosin AS-48 ile birlikte 

kullanımının L. monocytogenes bakterisine güçlü sinerjetik etkili olduğu 

görülmüĢtür. S. aureus bakterisine karĢı reuterin etkisini yalnızca nisin arttırmıĢtır. 

Diğer patojenlere karĢı reuterin etkisini hiçbir bakteriyosin arttıramamıĢtır. 

Buyong et al. (1998) pediyosin PA-1 (Pediococcus tarafından üretilen bakteriosin) 

kodlayan pMC117 içeren L. lactis subsp. lactis MM217 starter kültürü ile yapılan 

Cheddar peynirinde L. monocytogenes bakterisinin varlığını incelemiĢlerdir. Bu 

amaçla, peynir yapılacak süt 2 gruba ayrılmıĢ ve ilk gruba 103 kob/mL L. 

monocytogenes bakterisi ve 106 kob/mL genetik olarak pediyosin üretebilme 

özelliği kazandırılmıĢ olan L. lactis subsp. lactis MM217 eklenirken, ikinci gruba 

103 kob/mL L. monocytogenes ve 106 kob/mL pediyosin üretmeyen L. lactis subsp. 

lactis MM210 inoküle edilmiĢtir. 8°C‟de 6 ay boyunca olgunlaĢma bırakılan peynir 

örneklerinde, bakteri sayımı ve pediyosin tespiti yapılmıĢtır. Kontrol grubunda, L. 

monocytogenes sayısı 2 hafta içinde 107 kob/g yükselirken, 6 ay sonunda 103 

kob/g olarak bulunmuĢtur. MM217 suĢu ile yapılan peynir grubunda ise, pediyosin 

aktivitesi ile L. monocytogenes sayısının 1 hafta sonunda 102 kob/g, 3 ay sonunda 

ise 10 kob/g olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca kontrol grubunda pediyosin aktivitesi 

belirlenemezken, örnek grubu peynirlerinde pediyosin miktarının zaman geçtikçe 

azaldığı görülmüĢtür. Her iki peynir grubuna ait pH değeri, nem, NaCl ve yağ 

miktarının birbirine yakın değerlerde olması, pMC117 varlığının, MM217 suĢunun 

peynir yapımındaki etkinliğini değiĢtirmediğini ortaya koymaktadır. Bu çalıĢma ile 

pediyosin üreten suĢların peynir yapımında kullanımı ile L. monocytogenes 

patojeninin geliĢiminin engellenebileceği ortaya koyulmuĢtur. 
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Arques et al. (2005) çiğ sütten yapılan peynir örneğinde S. aureus bakterisine 

karĢı bakteriyosin üreten laktik asit bakterilerinin ve yüksek basınç uygulamasının 

(2 veya 50. günde 300 MPa (10°C, 10 dk) veya 500 MPa (10°C, 5 dk) )ayrı ayrı ve 

birlikte etkisini incelemiĢlerdir. Bu amaçla çiğ süte, 5 log kob/mL S. aureus 

bakterisi, starter kültür inoküle edilmiĢtir. Kontrol grubu dıĢındaki 7 gruba farklı 

bakteriyosin üreten laktik asit bakterileri % 0.1 kadar ilave edilmiĢtir. 

OlgunlaĢmanın 3. gününde kontrol grubundaki S. aureus sayısı 6.46 log kob/g 

seviyesine ulaĢırken, laktik asit bakterilerini içeren diğer örneklerde bu sayı 0.46 

log kob/g kadar düĢürülmüĢtür. Kontrol gruba göre 300 MPa basınç uygulamasıyla 

2 günün sonunda S. aureus sayısı 0.45 log kob/g, 500 MPa uygulamasıyla da 2.43 

log kob/g kadar düĢürülmüĢtür. Hem bakteriyosin üreten bakterileri içeren hem de 

2. günde basınç uygulaması yapılan örneklerde, olgunlaĢmanın 3. gününde alınan 

sonuçlara göre patojen sayısı, 300 MPa basınç uygulamasına tabii tutulan grupta 

1.02 log kob/g, 500 MPa basınç uygulanan örnek grubunda 4.00 log kob/g kadar 

azaltılmıĢtır. Bu çalıĢma ile düĢük basınçla gerçekleĢtirilecek yüksek basınç 

uygulaması ile bakteriyosin üreten laktik asit bakterilerinin birlikte kullanımının hem 

güvenilir hem de tükstür özellikleri bozulmamıĢ kaliteli peynir üretiminde 

kullanılabileceği ortaya koyulmuĢtur. 

Rodriguez et al. (2005) bakteriyosin üreten laktik asit bakterilerinin, L. 

monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 üzerine etkisini peynir ortamında 

incelemiĢlerdir. Peynir yapılacak olan süte üç patojenden de 6 log kob/mL kadar 

inoküle edilmiĢtir. Starter kültürün yanı sıra kontrol grubu dıĢındaki 5 gruba %1 

oranında P. acidilactici 347 (Ped+), L. lactis ESI 153, L. lactis ESI 515 (Nis+), L. 

lactis CL1 (Ped+) ve L. lactis CL2 (Nis+, Ped +) bakterileri eklenmiĢtir. 30 gün 

süren olgunlaĢma süresince, belirli aralıklarla alınan örnek gruplarında, patojen 

bakteri sayımı ve bakteriyosin tespiti yapılmıĢtır. Kontrol grubunda 30 günün 

sonunda L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 sayım sonuçları 

sırasıyla 5.30, 5.16 ve 4.14 log kob/ g olarak kaydedilmiĢtir. Pediyosin üreten L. 

lactis CL1 ve L. lactis CL2 suĢları kontrol gruba göre L. monoctogenes sayısını 

2.97 ve 1.64 log, S. aureus sayısını 0.98 ve 0.40 log ve E. coli O157:H7 sayısını 

0.84 ve 1.69 log birim kadar azalmıĢtır. Nisin üreten laktik asit bakterisi (L. lactis 

ESI 515 (Nis+)), olgunlaĢma süresince bakteriyosin aktivitesi gösterirken, 

pediyosin aktivitesi gösteren tek suĢ olarak L. lactis CL1 kaydedilmiĢtir. Bu çalıĢma 
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ile güçlü antimikrobiyel aktiviteye sahip pediyosin PA-1 bakteriyosininin, süt 

ortamında iyi geliĢme gösteren laktik asit bakterileri tarafından üretilebiliyor 

olmasıyla güvenilir peynir üretiminde kullanılabileceği ortaya koyulmuĢtur.  
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5. SONUÇ 

Gıda zehirlenmelerine neden olan bakteriler arasında önemli bir yeri olan S. 

aureus bakterisinin, süt ve peynir gibi süt ürünlerinden sık sık izole edildiği ve 

salgınlara neden olduğu bilinmektedir. Çiğ sütten yapılan peynirlerin bakteri ile 

kontamine olması, gıda kaynaklı hastalık riskini daha da arttırmaktadır.  

Peynirlerin mikrobiyolojik kalitesi ve güvenirliliği için, hammadeden son ürüne 

kadar, sağlıklı üretim sağlanmalı, üretim hattı boyunca alınan örneklerin 

mikrobiyolojik durumu periyodik olarak değerlendirilmelidir. Bunun yanı sıra 

üretilen peynirler, depolama ve dağıtım aĢamalarında ürünün kalitesini olumsuz 

yönde etkileyecek koĢullara maruz bırakılmamalıdır. GeliĢen gıda bilimi ve 

teknolojisi çerçevesinde peynir dahil birçok fermente ürünün mikrobiolojik 

kalitesinin sağlanmasında probiyotik özellikteki laktik asit bakterilerinden 

yararlanılabileceğini gösteren birçok çalıĢma mevcuttur.  

Yapılan çalıĢmalarda, kültür ortamında belirli bir konsantrasyona kadar geliĢtirilen 

laktik asit bakterileri ve test edilecek patojen mikroorganizma, üretilecek ürünün 

hammaddesine ilave edilmekte, üretim boyunca ve olgunlaĢma süresince belirli 

örnekler alınarak yapılan mikrobiyolojik sayım sonucunda probiyotiklerin patojenler 

üzerine etkisi belirlenmektedir. Bazı araĢtırmacılar yaptıkları testlerle bu etkiyi,  

laktik asit bakterilerince üretilen organik asit, hidrojen peroksit, karbon dioksit, 

bakteriyosin, reuterin, diasetil gibi maddelere dayandırmaktadır. Bu çalıĢmada, 

Beyaz peynirlerde, L. brevis ve P. pentosaceus bakterilerinin S.aureus bakterisine 

etkisi ayrı ayrı incelenmiĢtir. Üretim boyunca ve 3 aylık olgunlaĢma süresince 

periyodik olarak bakteri sayımı gerçekleĢtirilmiĢtir. EMS yöntemiyle yapılan S. 

aureus sayımının ardından PZR yöntemi kullanılmıĢtır.  

Bu çalıĢmada elde edilen bulgular; L. brevis BG18‟in S. aureus ATCC 6538 

bakterisine karĢı Beyaz peynir ortamında istatistiksel olarak anlamlı bir etkiye 

sahipken, P. pentosaceus BH105 bakterisinin çok fazla etkili olmadığını 

göstermektedir. Ankara Üniversitesi Biyoloji Bölümü‟nden temin edilen Türkiye‟ye 

endemik bu suĢların, S. aureus’ a karĢı antimikrobiyel etkisi “agar overlay” ve “well 

diffusion” yöntemleriyle belirlenmiĢtir. Kültür ortamında etkili olan P. pentosaceus 

bakterisi peynir ortamında yüksek bir etki gösterememiĢtir. Ancak bu araĢtırmada 
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aynı zamanda doğrudan laktik asit bakterilerinin peynir ortamına ekilerek 

yapılması ve kısmen de olsa bir etki gözlenmesi açısından da önemlidir. 

Yapılacak ileri çalıĢmalarla, farklı matriks yapıda üretilecek Beyaz peynirde, daha 

düĢük tuz konsantrasyonlu salamura kullanarak Türkiye‟ye endemik olan bu iki 

suĢun patojene karĢı antimikrobiyel etkisinin incelenmesi ve gıda teknolojisinde 

yerini alması önerilmektedir.  
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EK 1. ÇALIġMADA KULLANILAN BESĠYERLERĠ 

Triptik Soy (TS) Broth-MERCK Cat No. 1.05459 

Mikroorganizmaların geliĢtirilmesinde kullanılmıĢtır. 

17 g/L kazein tamponu, 3 g/L soya peptonu, 2.5 g/L D(+) glukoz, 5 g/L NaCl ve 2.5 

g/L K2PO4 içeren hazır karıĢımdan 30 gram tartılarak, 1000 mL destile su 

içerisinde çözündürülür. Test tüplerine gerekli miktarlarda dağıtılarak, otoklavda 

121°C sıcaklıkta 15 dakika süre ile sterilize edilir. Besiyerini içeren tüpler, 4°C 

sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım öncesi oda sıcaklığına getirilmelidir 

(Taban, 2007). 

Triptik Soy (TS) Agar-MERCK Cat. No. 1.05458 

Kültürel sayım amaçlı mikroorganizmaların geliĢtirilmesinde kullanılmıĢtır. 

15 g/L kazein tamponu, 5 g/L soya peptonu, 5 g/L NaCl ve 15 g/L agar içeren 

hazır karıĢımdan 40 g tartılarak, 1000 mL destile su içerisinde çözündürülür. 

Çözünme iĢleminin verimini arttırmak için su banyosunda bekletilir. Ardından 

besiyeri otoklavda 121°C sıcaklıkta 15 dakika süre ile sterilize edilir. Sterilizasyon 

sonrası, steril petri kaplarına dökülen besiyeri katılaĢmaya bırakılır. Besiyerini 

içeren petri kapları, ters olarak, 4°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım 

öncesi yüzeyleri kurutulmalıdır (Taban, 2007). 

Baird Parker Agar (BPA)–MERCK Cat. No. 1.05406 

Seçici katı besiyerine ekim basamağında kullanılmıĢtır. 

Hazır karıĢımdan 58 g tartılarak, 950 mL destile su içerisinde çözündürülür. 

Çözünme iĢleminin verimini arttırmak için su banyosunda bekletilir. Erlen veya 

balon gibi cam kaplardaki besiyeri otoklavda 121°C sıcaklıkta 15 dakika süre ile 

sterilize edilir. Sterilizasyon sonrası, 50 mL steril egg-yolk tellurite emulsion ilave 

edilir ve steril petri kaplarına dökülen besiyeri katılaĢmaya bırakılır. Besiyerini 

içeren petri kapları, ters olarak, 4°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım 

öncesi yüzeyleri kurutulmalıdır.  
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MRS Broth- MERCK Cat. No. 1.10661 

Mikroorganizmaların geliĢtirilmesinde kullanılmıĢtır. 

Hazır karıĢımdan 52.2 g tartılarak, 1000 mL destile su içerisinde çözündürülür. 

Test tüplerine gerekli miktarlarda dağıtılarak, otoklavda 121°C sıcaklıkta 15 dakika 

süre ile sterilize edilir. Besiyerini içeren tüpler, 4°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir 

ve kullanım öncesi oda sıcaklığına getirilmelidir. 

MRS Agar- MERCK Cat. No. 1.10660 

Seçici katı besiyerine inokülasyon basamağında kullanılmıĢtır. 

Hazır karıĢımdan 68.2 g tartılarak, 1000 mL destile su içerisinde çözündürülür. 

Çözünme iĢleminin verimini arttırmak için su banyosunda bekletilir. Erlen veya 

balon gibi cam kaplardaki besiyeri otoklavda 121°C sıcaklıkta 15 dakika süre ile 

sterilize edilir. Sterilizasyon sonrası, uygun sıcaklığa (40°C) soğutulan besiyeri, 1 

mL kültür inokülasyonu yapılmıĢ steril petri kaplarına dökülür ve katılaĢmaya 

bırakılır.  
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EK 2. ÇALIġMADA KULLANILAN SELEKTĠVĠTE AJANLARI 

Pirüvik asit-MERCK Cat. No. 1.06619 

EMS basamağında TSB besiyerine ilave edilip besiyerinin S. aureus bakterisine 

karĢı seçiciliğini arttırmak için kullanılmıĢtır. 

1000 mL TS borth besiyerine hazırlık aĢamasında 10 g piruvik asidin sodyum tuzu 

(C3H3NaO3 ) (110.04 g/mol) tartılarak eklenmiĢtir.  

Egg yolk tellurit emülsiyonu % 20 - MERCK Cat. No. 1.03785 

50 mL hacimde steril halde tüplerde olan bu ürün iyice karıĢtırılır ve sterilize 

edilmiĢ 950 mL BP agar besiyerine ilave edilir.  
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EK 3. ÇALIġMADA KULLANILAN TAMPON VE ÇÖZELTĠLER 

Butterfield’s Phosphate (BFP)  

ArdıĢık dilüsyonların hazırlanmasında ve peynir örneklerinin sulandırılmasında 

kullanılmıĢtır. Stok çözeltiden 1 mL alınarak distile su ile 1000 mL hacme 

tamamlanarak kullanılmıĢtır. 

Stok çözelti için 3.4 g potasyum dihidrojen fosfat (68 g/L) tartılarak 50 mL destile 

su içerisinde çözündürülür. 1 N NaOH çözeltisinden yaklaĢık 17.5 mL ilave 

edilerek pH 7.2 „ye ayarlanır. Ġstenilen pH‟ ya ulaĢınca toplam çözelti 100 mL‟ye 

tamamlanır. Stok çözelti otoklavda 121°C‟de 15 dakika süre ile sterilize edilir ve 

4°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir.   

Lambda Tamponu 

DNA izolasyonu ve saflaĢtırılması basamağında kullanılmıĢtır. 

5.8 g NaCl, 5 g MgSO4.7H2O, 50 mL 1 M Tris-HCl çözeltisi (pH 7.5) tartılarak, 

1000 mL destile su içerisinde çözündürülür. Test tüplerine gerekli miktarlarda 

dağıtılarak, otoklavda 121°C sıcaklıkta 15 dakika süre ile sterilize edilir. Çözelti, 

4°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım öncesi oda sıcaklığına 

getirilmelidir (Taban, 2007). 

10 mM Tris-HCl Çözeltisi (pH: 8.0) 

Lizozim çözeltisinin hazırlanmasında kullanılmıĢtır. 

1.211 g Tris, 1000 mL destile su içinde çözündürülür ve çözeltinin pH‟sı, HCl 

çözeltisi ile 8.0‟e ayarlanır. Erlen veya cam kaplara dağıtılan çözelti 121°C 

sıcaklıkta 15 dakika süre ile sterilize edilir. Çözelti, oda sıcaklığında muhafaza 

edilmelidir. 

10 mg/mL Lizozim Çözeltisi 

DNA izolasyonu ve saflaĢtırılması basamağında kullanılmıĢtır. 

0.01g lizozim tartılarak, 1 mL steril 10 mM Tris-HCl çözeltisi (pH:8.0) içerisinde 

çözündürülür. Mikrosantrifüj tüpü steril plastik tüplere gerekli miktarlarda 
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dağıtılarak, -18°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım öncesi oda 

sıcaklığına getirilmelidir (Taban, 2007). 

0.5 M Na2EDTA (Disodyum etilendiamin tetraasetik asit) Çözeltisi (pH:8.0) 

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu hazırlanmasında kullanılmıĢtır. 

186.12 g/L Na2EDTA-2H2O içeren çözeltinin pH‟sı NaOH çözeltisi ile 8.0‟a 

ayarlanır. Erlen veya cam kaplara gerekli miktarlarda dağıtılarak, otoklavda 121°C 

sıcaklıkta 15 dakika süre ile sterilize edilir. Çözelti, oda sıcaklığında muhafaza 

edilmelidir (Taban, 2007). 

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu (10X) 

Agaroz jel elektroforez basamağında bu tamponun 10 kat seyreltilmiĢ hali (1X) 

kullanılmıĢtır. 

108 g Tris, 55 g Borik asit ve 40 mL 0.5 M  Na2EDTA çözeltisi (pH : 8.0) 1000 mL 

destile su içerisinde çözündürülür. Erlen veya balon gibi cam kaplara gerekli 

miktarlarda dağıtılarak, oda sıcaklığında muhafaza edilmelidir (Taban, 2007). 
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EK 4. ÇALIġMADA KULLANILAN BOYA ÇÖZELTĠLERĠ 

1 mg/mL Etidyum bromür Çözeltisi 

Agaroz jel elektroforez basamağında kullanılmıĢtır. 

1mg etidyum bromür, 1 mL steril destile su içerisinde çözündürülür. Steril 

mikrosantrifüj tüpüne gerekli miktarda dağıtılarak, 4°C sıcaklıkta ve karanlıkta 

muhafaza edilmelidir. 

Etidyum bromür son derece mutajenik ve toksik bir madde olduğundan, bu boya 

çözeltisinin hazırlanma sırasında ve çalıĢılırken mutlaka eldiven giyilmeli ve maske 

kullanılmalıdır (Taban, 2007). 

6X Yükleme Boya Çözeltisi 

Agaroz jel elektroforez basamağında kullanılmıĢtır. 

BileĢimi, 10 mM Tris-HCl çözetisi (pH: 7.6), hacimce % 0.03 bromfenaol mavisi, % 

0.03 ksilen siyanol FF, hacimce % 60 gliserol ve 60 mM EDTA çözeltisi olan boya 

çözeltisi -18°C sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım öncesi 4°C sıcaklıkta 

tutularak çözündürülmelidir (Taban, 2007). 
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EK 5. ÇALIġMADA KULLANILAN KĠTLER 

High Pure PCRTemplate Preparation Kit-ROCHE Cat. No. 11 796 828 001 

DNA izolasyonu ve saflaĢtırılması basamağında kullanılmıĢtır (Taban, 2007). 

Çizelge 5.1. High pure PCR template preparation kit içeriği 

 

 Doku eritme tamponu çalıĢma esnasında kullanılmamıĢtır. 

 Proteinaz K, liyofilize halde bulunmaktadır ve 4.5 mL ulta saf su ile karıĢtırılarak 

çözelti haline getirilmiĢtir. -18 °C sıcaklıkta muhafaza edilen çözelti kullanım 

öncesi 4°C sıcaklıkta tutularak çözündürülmelidir. 

 Ġnhibitör uzaklaĢtırma tamponu, 20 mL etanol ile karıĢtırılarak kullanılmaktadır. 

 Yıkama tamponu 80 mL saf etanol ile karıĢtırılarak kullanılmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ĠÇERĠK MĠKTAR 

Doku eritme tamponu (pH: 7.4) 20 mL 

Bağlama Tamponu (pH: 4.4) 20 mL 

Proteinaz K 100 mg 

Ġnhibitör uzaklaĢtırma tamponu (pH:6.6) 33 mL 

Yıkama tamponu 

Ayırma tamponu (pH: 8.5) 

Steril filtre baĢlık 

20 mL 

40 mL 

100 adet 

2.0 mL‟lik steril toplama tüpü                  400 adet 
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EK 6. ÇALIġMADA KULLANILAN OLĠGONÜKLEOTĠDLER 

 

nuc- F166 Ġleri primeri ve nuc-R565 Geri Primeri 

 

ÇalıĢmanın PZR basamağında kullanılmıĢlardır. 

 

Çizelge 6.1. nuc-F166 ileri primerinin özellikleri  

 

BĠLEġĠM  

5‟- AGT   TCA  GCA  AAT  GCA  TCA  CA-3‟ 

Uzunluk  20 baz  

Molekül Ağırlığı 6094 g/mol 

Tm  54°C 

GC içeriği % 40 

SaflaĢtırma  HPLC 

Miktar  83.1 μg, 13.6 nmol 

 

nuc - F166 ileri primeri, liyofilize halde bulunmaktadır ve 136 μL ultra saf su ile 

karıĢtırılarak 100 pmol/ μL‟lik çözelti haline getirilir. Ancak çalıĢma esnasında 

kullanılmak üzere, 20 pmol/ μL‟lik stok çözeltisi hazırlanır. Stok çözelti, -18°C 

sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım öncesi 4°C sıcaklıkta tutularak 

çözündürülmelidir. 
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Çizelge 6.2. nuc-R565 geri primerinin özellikleri  

 

BĠLEġĠM  

5‟- TAG CCA AGC CTT GAC GAA CT-3‟ 

Uzunluk  20 baz  

Molekül Ağırlığı 6086 g/mol 

Tm  58°C 

GC içeriği % 50 

SaflaĢtırma  HPLC 

Miktar  85.3 μg, 14.0 nmol 

 

nuc - R565 geri primeri, liyofilize halde bulunmaktadır ve 140 μL ultra saf su ile 

karıĢtırılarak 100 pmol/μL‟lik çözelti haline getirilir. Ancak çalıĢma esnasında 

kullanılmak üzere, 20 pmol/μL‟lik stok çözeltisi hazırlanır. Stok çözelti, -18°C 

sıcaklıkta muhafaza edilmelidir ve kullanım öncesi 4°C sıcaklıkta tutularak 

çözündürülmelidir.  
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EK 7. ÇALIġMADA KULLANILAN JEL 

% 1.5’lik Agaroz Jeli (w/v) 

1.5 g agaroz tartılarak 100 mL TBE tamponu (1X) içerisinde kaynar su 

banyosunda çözündürülür. 60°C sıcaklığa soğutulan çözeltiye, 1 mg/mL etidyum 

bromür* çözeltisinden 3 μL eklenir ve karıĢtırılarak, uygun ebatlardaki jel tablasına 

dökülür.  Jel tarağı ilgili yere yerleĢtirilir ve jel katılaĢmaya bırakılır. KatılaĢma 

iĢlemi sonunda, jele zarar vermeden yavaĢ bir Ģekilde tarak yerinden çıkartılır. 

OluĢturulan jel, bekletilmeden elektroforez iĢleminde kullanılır. 
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EK 8. EMS TABLOSU 

 Dilüsyonlar   % 95 Güvenlik Sınırları  

10 mL 1 mL 0.1 mL EMS En az En çok 

0 0 0 >0,02 - - 

1 0 0 0,02 <0,01 0,13 

1 1 0 0,04 0,01 0,16 

1 1 1 0,06 0,02 0,19 

2 0 0 0,04 0,01 0,18 

2 1 0 0,07 0,02 0,21 

2 1 1 0,09 0,03 0,25 

2 2 0 0,09 0,04 0,25 

2 2 1 0,12 0,05 0,28 

2 2 2 0,14 0,06 0,32 

3 0 0 0,08 0,03 0,24 

3 1 0 0,11 0,04 0,29 

3 1 1 0,14 0,06 0,33 

3 2 0 0,14 0,06 0,33 

3 2 1 0,17 0,08 0,38 

3 2 2 0,2 0,1 0,42 

3 3 0 0,17 0,08 0,38 

3 3 1 0,21 0,1 0,43 

4 0 0 0,13 0,05 0,34 

4 1 0 0,17 0,07 0,4 

4 1 1 0,21 0,1 0,47 

4 2 0 0,22 0,1 0,48 

4 2 1 0,26 0,13 0,55 

4 2 2 0,32 0,16 0,63 
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4 3 0 0,27 0,13 0,57 

 Dilüsyon  EMS % 95 Güvelik Sınırları  

10 mL 1 mL 0.1 mL  En az En çok 

4 3 1 0,33 0,16 0,65 

4 3 2 0,39 0,02 0,74 

4 4 0 0,34 0,17 0,67 

4 4 1 0,4 0,21 0,77 

5 0 0 0,23 0,1 0,56 

5 1 0 0,33 0,15 0,73 

5 1 1 0,46 0,22 0,96 

5 2 0 0,49 0,24 1,03 

5 2 1 0,7 0,35 1,4 

5 2 2 0,94 0,49 1,81 

5 3 0 0,79 0,4 1,58 

5 3 1 1,09 0,57 2,09 

5 3 2 1,41 0,76 2,61 

5 3 3 1,75 0,97 3,16 

5 4 0 1,3 0,68 2,5 

5 4 1 1,72 0,93 3,2 

5 4 2 2,21 1,22 3,99 

5 4 3 2,78 1,58 4,9 

5 4 4 3,45 2,01 5,95 

5 5 0 2,4 1,29 4,46 

5 5 1 3,48 1,93 6,28 

5 5 2 5,42 3,08 9,55 

5 5 3 9,18 5,33 15,81 

5 5 4 16,09 9,53 27,19 

5 5 5 >160,00 - - 
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