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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

MUŞ YÖRESİNDEKİ YOĞURTLARDAN LACTOBACİLLUS PLANTARUM 

İZOLASYONU VE PLAZMİT İÇERİKLERİNİN BELİRLENMESİ 

 

Kayhan MANĞ 

 

Tez Danışman: Yrd. Doç. Dr. Yusuf ALAN 

2017, 55 Sayfa 

 Bu çalışmada, Muş’un farklı bölgelerinden rastgele toplanan 117 doğal yoğurt 

örneklerinden izole edilen Lactobacillus plantarum izolatları biyokimyasal ve moleküler 

yöntemlerle tanımlanmıştır. Moleküler tanımlama recA gen dizisi kullanılarak polimeraz zincir 

reaksiyonu metodu ile yapılmıştır. Tanımlanan 40 L. plantarum izolatının plazmit DNA 

izolasyonları yapılmıştır. L. plantarum izolatlarının hiçbirinde plazmit varlığı saptanmamıştır. 

İzolatlarda antibiyotik dirençliliği ortaya koymak üzere Eritromisin (10µg), Kanamisin (30µg), 

Penisillin (10µg), Kloramfenikol (30µg), Gentamisin (10µg) ve Trimetoprim (25µg) 

antibiyotikleri kullanılmıştır. L. plantarum izolatlarının eritromisin  (% 50),  kanamisin (% 100), 

penicilin  (% 87.5), kloramfenikol (% 75), gentamisin (% 87.5) ve trimethoprim’e (% 87.5) 

karşı direnç gösterdikleri tespit edilmiştir. İzolatlarda antibakteriyel etkilerini belirlemek için 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeroginosa 

ATCC 9027,  Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus megaterium DSM 32, Enterobacter 

aerogenes ATCC 13048 ve Klebsiella pneumonia ATCC 13883 bakterileri kullanılmıştır. 

İzolatlar en fazla antibakteriyel etkiyi Enterobacter aerogenes gösterirken en az etkiyi ise 

Bacillus subtilis karşı gösterdiği belirlenmiştir. Çalışmamızda elde edilen verilere göre; plazmit 

içermeyen, antibiyotiklere karşı duyarlı ve patojen mikroorganizmalar üzerindeki etkilerine 

bakıldığında 8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 nolu L. plantarum 

izolatlarının gıda endüstrisinde kullanılabilir olduğu düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, Lactobacillus plantarum, Moleküler 

Tanımlama, Plazmit, Antibiyotik Dirençlilik, Antibakteriyel Etki 
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ABSTRACT 

Master’s Thesis 

ISOLATION OF LACTOBACILLUS PLANTARUM FROM YOGHURT IN 

MUS REGION AND DETERMINATION OF PLASMID CONTENT 

PLAZMİD PROFİLES 

 

Kayhan MANĞ 

 

Supervisor: Assit. Prof. Dr. Yusuf ALAN 

2017, Page: 55 

In this study, Lactobacillus plantarum strains were isolated from yoghurt and identified 

with biochemical and molecular methods.  Samples were collected from different regions of 

Mus. The presence of recA gene was targeted for PCR analysis. Plasmid content were 

determined for the recA confirmed 40 L. plantarum isolates. No plasmid was detected from any 

of isolates. Erythromycin (10 μg), kanamycin (30 μg), penicillin (10 μg), chloramphenicol (30 

μg), gentamycin (10 μg) and trimethoprim (25 μg) antibiotics were used to demonstrate 

antibiotic resistance of isolates. L. plantarum isolates showed resistance to antibiotics as 

follows: erythromycin (50%), kanamycin (100%), penicillin (87.5%), chloramphenicol (75%), 

gentamycin (87.5%) and trimethoprim (87.5%). Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027, Bacillus subtilis ATCC 

6633, Bacillus megaterium DSM 32, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, and Klebsiella 

pneumonia ATCC 13883 were used to determine antibacterial effects of isolates. Isolates 

affected the growth of Bacillus subtilis the least and the growth of Enterobacter aerogenes the 

most. Based on plasmid content, antibiotic resistance, and antibacterial effect, isolate 8, 10, 11, 

12, 13, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, and 38 are considered as suitable strains for 

industrial purposes. 

Keywords: Lactic Acid Bacteria, Lactobacillus plantarum, Molecular Description, 

Plasmid, Antibiotic Resistance, Antibacterial Effect. 
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1. GİRİŞ 

1.1. Yoğurt Tanım ve Tarihçesi 

           Yoğurt, sütün fermentasyonu ile oluşan bir besindir. Fermentasyon çok eski 

tarihlerden beri kullanılan besin saklama tekniğidir. Fermentasyon süreci kendiliğinden 

oluşabilir ve birçok besinin üretiminde kullanılır. Fermentasyonu mikroorganizmaların 

belirli bir kısmı gerçekleştirir. Bunları laktik asit bakterileri, maya, küf şeklinde 

sınıflandırabiliriz. Laktik asit bakterileri sütün şekerini aside dönüştürerek ekşitirler. 

Asitli ortamda süt katılaştığı gibi zararlı bakterilerin çoğalması engellenir. Yoğurt;  inek 

sütü, koyun sütü, keçi sütü, manda sütü ve pastörize sütlerden birinin veya birkaçının 

karışımının gerektiğinde süt tozu eklenilmesiyle homojenize hale getirilip, 

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’un etkisiyle laktik asit 

fermentasyonuna yoğurt yapım kurallarına uyarak oluşan üründür (Anonymous,  1999). 

          Yoğurt; isteğe bağlı katkılar süt tozu, yağlı süt tozu, peynir altı suyu tozu vb 

eklenerek süt ve süt ürünlerinde Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus 

thermophilus’un faliyetiyle oluşan, laktik asit fermentasyonu ile elde edilen koagüle 

olmuş süt ürünüdür (Rasic ve Kurman, 1978). 

           Fermente süt ürünlerinin ortaya çıkış etkenlerinden biri, oda sıcaklığında sütün 

kısa sürede bozulması ve besleyici değeri yüksek bir gıda maddesi olan sütün muhafaza 

süresini uzatmaktır. Süt çeşitli mikroorganizmaların yardımıyla fermentasyon 

sonucunda yoğurt ve diğer fermente ürünlerine dönüşmektedir (Petti ve ark, 2001). 

Yoğurt,  fermente bir süt ürünü olup, ilk olarak Orta Asya’da Türkler tarafından 

yapıldığı tahmin edilmektedir. Bazı kaynaklarda da menşeinin Balkanlar olduğu 

belirtilmiştir (Rasic ve Kurmann, 1978; Tamime ve Robinson, 1985). 

           Günümüzde yoğurt, en çok kullanılan fermente süt ürünü olarak ortaya çıkmıştır.  

Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Orta Doğu ülkelerinde yoğun olarak üretilmektedir 

(Pourahmad ve Assadi, 2007). Yoğurt diğer ülkelerde genelde son asır içinde tanınmış 

ve tüketimi çok fazla artmıştır. Bazı hastalıkları iyi geldiği bilimsel olarak açıklanınca 

yoğurda olan talep artmış ve yoğurt tüketimi dünyada iyice yaygınlaşmıştır. Yoğurt, 

dünyanın her bölgesinde bilinen, farklı tatlarda ve özellikte yapılan, her ülkede tüketimi 

hızla artan önemli bir gıda maddesi olmuştur (Yaygın, 1999). 
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1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Özellikleri 

           Güvenli bakteriler olarak da bilinen laktik asit bakterileri koruyucu kültürlerin 

özelliklerini bulundururlar. Gıda kökenli zararlı mikroorganizmaları inhibe etmek ve raf 

ömrünü uzatmak için, gıdanın duyusal özelliklerinde değişime neden olmayan 

antagonistik kültürlere koruyucu kültürler denir. Bazı gıdalarda doğal olarak bulunan ve 

başlangıç olarak kullanılan birçok laktik asit bakterisinde antagonistik etki; diğer 

mikroorganizmalarla besin için yarışarak ya da asetik, propiyonik ve laktik asit gibi 

organik asitler, hidrojen peroksit, antimikrobiyal enzimler, diasetil ve bakteriyosinler 

gibi bir veya daha fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip maddeler üretmelerinden 

kaynaklanmaktadır (Työppönen vd., 2003; Devlieghere vd., 2004). 

           Laktik asit bakterileri (LAB) oynadığı önemli roller nedeniyle fermente gıdalarda 

ve içeceklerin üretiminde çok eski tarihlerden itibaren güvenli bir şekilde 

kullanılmaktadır (Caplice ve Fitzgerald, 1999). Genetik farklılıklarına rağmen bu 

grubun genel özellikleri gram pozitif, hareketsiz ve spor oluşturmayan formda 

olmalarıdır. LAB türleri katalaz ve sitokrom üretemezler, anaerobik olarak 

gelişmelerine rağmen oksijene karşı toleranslıdırlar. LAB’larda saptanan bu özellikler 

sayesinde, doğal çevrede geniş bir alana yayılmışlardır. Fermente ettikleri 

karbonhidratlardan laktik asit ağırlıklı son ürünler elde ederler (Wright ve Bruce, 2003). 

           Laktik asit bakterileri iki familya da toplanmıştır. Streptococcaceae familyası ait 

Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc cinsleri bulunurken, Lactobacillaceae 

familyası ait Lactobacillus cinsi vardır (Daeschel, 1989). LAB’ların çoğunluğu 

biyosentez yapamadığından heterotrofik organizmalardır. Bu sebeble çoğu türler, 

gelişme faktörü olarak çeşitli aminoasitler, nükleotidler, peptitler, vitaminler, yağ 

asitleri, mineralleri ve karbonhidratlara gerek duymaktadır (Reddy vd., 2008). LAB’lar 

bulundukları ekosistemde özellikle heterofermantatiftirler. Tipik LAB türleri L. 

plantarum, L. fermentum, L. paralimentarius ve L. sanfranciscensis’lerdir. 

Fermantasyonda LAB varlığı belirli çevresel ve teknolojik şartlara bağlıdır (De Vuyst 

vd., 2014). 

           LAB türleri gıda fermentasyonunda starter kültür olarak rol alması yada ham 

materyalde doğal olarak bulunmasıyla koruyucu bir etki göstermektedir. LAB  insan ve 

hayvanların sindirim sisteminde bifidobakterilerle bulunmakta ve probiyotik özelliği 
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ortaya çıkarmakta, canlının sağlığını korumada birlikte etki göstermektedir (Ammor 

vd., 2008). 

Çizelge 1.1. Laktik asit bakterileri tarafından fermente edilmiş gıdalar (Ross vd., 2002) 

Mikroorganizma Fermente ürünler Besin 

Saccharomyces cerevisiae, 

Oenococcus oeni                                                                                              

Şarap, Bira Üzüm, Tahıl, Şerbetçiotu 

Saccharomyces cerevisiae                                                Ekmek,                              Buğday, Çavdar  

Lactococcus (cremoris, lactis),   İsviçre tipi peynir                     Süt 

Streptococcus thermophilus,                                                    

Lactobacillus bulgaricus 

Yoğurt   Süt 

Lactococci, Lactobacillus                                                          Kefir Süt 

Pediococci, Lactobacillus sakei   

Lactobacillus curvatus 

Fermente etler     Sığır ve Tavuk eti 

Lactobacillusplantarum,  

Leuconostoc mesenteroides                      

Lahana  turşusu                       Lahana 

Lactobacilli, 

Thiobacillus halophilus      

Soya sosu                    Soya fasulyesi, Buğday 

Lactobacillus plantarum 

Lactococcus cremori   

Sebzeler Sebzeler 

Carnobacterium piscicola                         Balık Su ürünleri 

 

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Fermantasyondaki Önemi 

         İnsan ve hayvanların beslenmesinde Laktik asit bakterileri ile fermente edilen 

gıdalar ve yemler önemli bir yer tutmaktadır. Beslenme, sağlık ve gıdaların 

korunmasında temel rol üstlenen LAB’ın dünya gıda üretimindeki önemi nedeniyle çok 

fazla araştırmaya konu olmuştur (Siezen vd., 2002). 

           Laktik asit bakterilerinin gelişimi ile birlikte oluşan asidifikasyon ve enzimatik 

işlemler çeşitli fermente gıdaların tat, koku, tekstür özelliklerine etki etmektedir. 

Tüketiciler tarafından çok kullanılan fermente gıdaların florasına da baskın halde 

olmaları, ekzopolisakkarit üretmeleri, starter kültür olarak kullanılmaları, probiyotik 

maddelere katılmaları, önemli bir kısmının bakteriyosin üretmeleri ve böylece gıdalara 

raf ömürlerini uzatacak etkenleri kazandırmaları, bu bakterilere olan ilgiyi çok artırmış 

ve bu konu ile ilgili yapılan çalışmalar yoğunlaşmıştır (Rebecchi vd., 1998).  

           Bu etkenlerden dolayı laktik asit bakterilerini tanımlamak gerek endüstriyel 

açıdan gerekse bilimsel açıdan oldukça önemli hale gelmiştir (Rademaker ve Brujin, 

2000). 
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            Gıdaların ve bazı alkollü içeceklerin üretiminde uzun suredir kullanılmasının 

yanında, son yıllarda çok çeşitli fermente ürünlerin üretiminde rol oynayan en önemli 

endüstriyel mikroorganizmalardır. Dünyada tüketilen fermente süt ve et ürünleri, farklı 

sebzelerden yapılan turşular laktik asit fermentasyonu ile hazırlanmakta ve 

korunmaktadır (Andersson, 1989; Mayra-Makinen ve Biret, 1993). 

1.4. Laktik Asit Bakterilerinin Sağlık Açısından Yararları   

Gıdalarda fermentasyon sonucu besin değerlerinde faydalı değişimler meydana 

gelmekte ve esansiyel aminoasit miktarında artış gözlemlenmektedir. Fermente süt 

ürünlerinin diğer bir faydası da laktoz intoleransı olan insanların süt ürünlerini 

tüketebilmesidir. Laktik asit bakterileri tarafından fermente edilen gıdalar inkoroner 

kalp damar hastalıklarının en büyük etkenlerinden biri olan kolestrolde olumlu bazı 

farklılıklara neden olduğu varsayılmıştır. Yalnız bu konuyla ilgili ekstra veri 

bulunmadığı için daha detaylı çalışmalara ihtiyaç vardır. Buna ilaveten laktik asit 

bakterilerinin immün sisteminin sitümile ettiği imminoglobulin-A ve gama interferon 

üretimini destek olduğu belirtilmiştir. Bundan dolayı insan vücudunun patojenlere karşı 

direncini ve antitümör aktivitesini hızlandırdığı belirtilmektedir. Fermente gıdalarla 

birlikte sindirim sistemine alınan laktik asit bakterileri bağırsakta bulunan β- 

nitroredüktaz, glukuronidaz, azoredüktaz gibi enzimlerin aktivesini indirgendiği 

açıklanmıştır. Bu enzimler prokarsinojen maddeleri karsinojen yapıya döndüren 

enzimlerdir. Bu nedenle enzimlerin aktivitesindeki daralma antikarsinojenik etki 

meydana getirmektedir (Ünlütürk ve Turantaş, 1998). 

Yoğurt bakterileri, doğal bir antibiyotik olarak bilinen nisin ile birlikte yine 

antimikrobiyel aktiviteye sahip olan laktik asiti üretirler ki bunlar; Escherichia coli, 

Salmonella, Shigella, Listeria ve Candida’ya karşı aktiftirler. Bu bakteriler, zararlı 

mikroorganizmalara karşı bağırsak sisteminde kolonize olmaktadırlar. Yoğurt 

bakterilerinin yarışçıl aktivitesi ve oluşan antimikrobiyel maddeler nedeniyle, ürogenital 

ve gastrointestinal hastalıklara sebeb olan enfeksiyonlara karşı koruyucu etkisi vardır.  

(Petti vd., 2001).  

İnsan sağlığı açısından gıdalarla birlikte alınması gereken probiyotik hücre sayısı 

108 hücre/gün’dür. Bu probiyotiklerin sindirim sisteminden tüm vücuda dağılması söz 

konusudur. Düşük pH ve yüksek tuza olan toleranslarıdan dolayı önemli seçici krıterlere 

sahiptirler. Probiyotik kültürler, bağırsaktaki epitel hücrelere yerleşir, zararlı bakterilerle 
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şavaşarak immün sistemi desteklerler (Klinberg vd., 2005). Yoğurt bakterileri B12 

vitaminini de sentezlediği, doku hasarı yapan, kanser başlamasına sebeb olan bakterilere 

karşı antimikrobiyal etki gösterdiği saptanmıştır (Tamime ve Robinson, 1985). 

Fermentasyon sonucunda oluşan laktik asit, midenin asit seviyesini 

dengelemesinin dışında, protein ve demirin özümlenmesinde etkili rol oynamaktadır. 

Kanser tedavisine yardımcı olması nedeniyle düzenli bir şekilde fermente ürünlerin 

tüketimi bazı araştırmacılar tarafından tavsiye edilir (Schoneck ve Kaufmann, 1998; 

Fallon ve Enig, 1999). 

1.5. Endüstriyel Stater Kültürlerin İşlevi 

  Fermente süt ürünlerinin yüksek kalite ve standartlarda üretilebilmesi starter 

kültürlerinin kullanımına bağlıdır. Starterler kültürler oluşan ürüne istenen aroma, tat, 

ve koku gibi özellikleri kazandırmak,  kaliteli ürün yapmak amacıyla kullanılan ve 

bilinen özelliklere sahip mikroorganizmalardır. Ülkemizde yüksek teknolojiye sahip 

işletmeler yoğurt üretiminde starter kültürleri yurt dışından temin etmekte, aile 

işletmeleri ve küçük işletmelerde starter olarak modern işletmelerin ürettikleri yoğurtları 

kullanmaktadır. Yurt dışı kökenli ticari kültürler, farklı özellikleri olan suşlardan 

oluşmakta ve bu suş farklılıkları yoğurt kalitesine önemli ölçüde etkilemektedir (Ayad 

vd., 2000).  

Endüstride üretilmiş starter kültürler süt ürünlerinde ortalama 100 yıldır 

kullanılmaktadır. Fermente gıdalar genelde süt, et, meyve ve sebze gibi farklı çiğ 

tarımsal ürünlerden elde edilmektedir. Bugün gıda üretim endüstrisinde başta laktik asit 

üretimi, aroma oluşturma gücü, proteolitik aktivite, faj dirençliliği gibi özelliklerine 

göre seçilmiş starter kültürler kullanılmaktadır (Wouters vd., 2002). Starter kültürlerin 

kullanımı proteolizisi ve karbonhidrat fermentasyonunu geliştirirken patojen 

mikroorganizmalara karşı da ürünü korumaktadır (Dinsmore ve Klaenhammer, 1995; 

Garvey vd., 1995). 

  İnsanların doğal ürünlere olan ilgisinden dolayı, kimyasal korumada kullanılan 

nitrit, sülftat ve nitratların yerine laktik asit bakterileri veya fonksiyonel starter 

kültürlerin kullanımı gibi bazı yeni arternatif korunma yöntemlerinden gıdaların raf 

ömürlerinin uzatmak için çok fazla tercih edilmektedirler. Yoğurt, peynir, kefir gibi süt 

ürünlerinde ve bazı salam, sosis ve ekmek gibi fermente ürünlerin oluşumunda starter 

kültür olarak kullanılan laktik asit bakterileri önemli bir grubu oluşturmaktadır. Bu 
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grupta bulunan bakteriler proteoliz, asidifikasyon ve aroma oluşumunda çok fazla 

sayıda fonksiyonel ve teknolojik özelliklere sahiptirler. Laktobasillerden, L. 

acidophilus, L. paracasei, L. reuteri, L. casei subsp. casei, L. gasseri ve L. rhamnosus 

ile Bifidobakterilerden, B. bifidum, B. breve, B. longum B. adolescentis, gibi gelişmiş 

birçok ülkede probiyotik karakteristikleri bilinen laktik asit bakterilerinin önemli bir 

kısmını oluşturmaktadır (Gürsoy ve Kınık, 2006). Fermantatif özelliklerinin iyi bilinen 

laktik asit bakterileri fermente ürün oluşumunda starter kültür olarak kullanılmakta ve 

fermente gıda üretiminde önemli bir işlev üstlenmektedirler (Wouters vd., 2002). 

Stater kültürde bakteri oranlarının dengelenmesi gerekir. Çünkü insanlarda D-

Laktat-DH enzimine sahip değillerdir. Bunun için D (-) laktik asidin günlük alımı 

sınırlandırılmıştır.  İnsanda fazla miktarda D (-) laktik asit kanda pH düşüşüne yol açan 

asetoza sebeb olur. Bu genelikle süt çocukları için tehlike yaratır. Bu nedenle dünya 

sağlık örgütü L (+) laktatın günlük alımında hiçbir sınırlama getirmezken, süt çocukları 

için de 20 mg/kg vücut ağırlığı ve erişkinlerde D-izomeri için 100 mg/kg vücut ağırlığı 

limitlerini önermektedir. Stater kültürlerin metabolik aktivitelerine veya oranına bağlı 

olarak az asitli (% 0,8 laktik asit), yumuşak lezzetli veya yüksek asitli (% 1,3 laktik 

asit), kuvvetli tat ve aromaya sahip yoğurtlar üretilebilir. Yoğurdun lezzeti kültüre bağlı 

olarak ayarlanabilir. Düşük sıcaklık ve kısa süreli inkübasyonda ortama streptekoklar 

hâkim olup az asitli ürünler elde edilirken; yüksek inokülasyon miktarı, yüksek 

inkübasyon sıcaklığı, uzun inkübasyon süresiyle laktobasiller ortama hâkim olur ve 

buna bağlı olarak da laktik asit miktarı artar (Riemelt, 1996; Robinson, 1999). 

1.6. Lactobacillus plantarum 

L. plantarum, ilk izole edildiğinde Streptobacterium plantarum olarak 

tanımlanmıştır. Genellikle çubuk şeklinde, uç kısımları yuvarlak; 3–8 µm uzunlukta ve 

0,9– 1,2 µm enindedir. Mikroskobik görünümü tekli, ikili veya kısa zincir halindedir. 

Gelişme sıcaklığı genelikle 45ºC’de olmakla birlikte, 15ºC’de gelişebilmektedir. 

Gelişim gösterdiği optimum sıcaklığı 30–35°C’dir. L. plantarum suşları, genelikle 

glikoz azlığında kalataz aktivitesi görülmektedir. Hücre duvarları gliserol veya ribitol 

taykoik asit içermektedir. L. plantarum suşları fakültatif heterofermantatif olup; früktoz, 

galaktoz, amigdalin, selibiyoz, eskülin,  glikoz, glukonat, laktoz, maltoz, rafinoz, riboz, 

salisin, mannitol, mannoz, melibiyoz, sorbitol, sakkaroz ve trehalozu fermentasyona 

uğratır. Karbonhidratlar dışında suşların büyük bir kısmı arabinoz, melezitoz ve ksilozu 
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da fermente ettiği görülmektedir. Anaerobik koşullarda, karbonhidratlardan DL laktik 

asit üretmektedir. Flagella ve hareketlilik yoktur. Kolonileri 2–5 mm çapta, yuvarlak, 

beyaz, mat, bazende açık veya koyu sarı olarak görülmektedir. Suşlar früktoz 1,6-

difosfat aldolaz enzimine sahiptir. Glukonatlı besiyerinde CO2 oluşturarak 

gelişmektedir. Ribozu 1 mol asetik asit ve 1 mol laktik aside çevirmekte,  diğer 

pentozları da fermente etmektedir. Gelişim için niasine ve Ca pantotenat dışında; B12 

vitamini, folik asit, Tiyamin, piridoksal-piridoksamin, tiyamidin ve deoksiriboza ihtiyaç 

duymamaktadır. Riboflavine ise genellikle gereksinimi yoktur (Kandler ve Weiss, 1986; 

Kılıç, 2008; Todorov ve Franco, 2010). 

L. plantarum, doğada süt ve süt ürünleri, et ve et ürünleri, turşu, silaj ile insan 

dudağı ve sindirim sisteminden, fermente olmuş bitkilerden izole edilebilmektedir 

(Yeğin vd., 2008; Gheytanchi vd., 2010). Ayrıca ekşi hamurda P. pentosaceus, L. 

plantarum, W. cibaria ve L. brevis, türlerinin baskın olarak görülen LAB türleridir. 

Genetik çalışmaların yoğunlaştığı son yıllarda L. plantarum suşları gıda 

fermentasyonunda kullanılmaktadır (Duckworth vd., 1993). Aynı zamanda ürettikleri 

birleşikler antimikrobiyal etki göstererek Gram (+) ve Gram (–) bakterilerin 

gelişmelerini engellemektedirler (Lash vd., 2005). 

          Glikoz, fruktoz, laktoz ve sükroz’un laktik aside dönüşümünde en çok kullanılan 

bakterilerin başında gelir. Yalnızca yüksek dönüşüm oranlarında karbonhidratları değil 

ayrıca pektin gibi bileşikleri içren bitkisel ürünlerde de kullanmaktadır (Demir vd., 

2006). Yüksek asit toleransına sahip olduğu için L. plantarum diğer laktik asit 

bakterilerine nazaran meyve ve sebze fermentasyonunu tamamlayan bakteridir. Lahana 

ve salatalık fermantasyonunda mikrobiyal dengenin sağlanmasında ve son ürünün 

kalitesinde önemli bir etkiye sahiptir (Lu vd., 2003). 

Probiyotik aktivite gösteren türler içerisinde L. plantarum da bulunmaktadır. 

Probiyotikler kommensal ve patojen kolonilerin konak dokulara bağlanması sırasında 

önemli bir rol almaktadır. Konak seçiminde bu bakteriler büyük bir öneme sahip olduğu 

belirtilmiştir.  Bazı L. plantarum suşları pirüvat dehidrojenaz kompleks birleşeni olan 

pirüvat dehidrojenaz el beta alt biriminin bağlanmasında yardımcı olduğunu tespit 

edilmiştir (Vastanoa vd., 2014). 

İnsan tükürüğünden izolasyonu yapılan L. Plantarum’un suşlarının kromozomal 

DNA’sı incelenmiştir. Araştırmalar sonucunda dizi analizi kromozomal DNA’nın 3308 
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274 bç uzunlukta olduğu ve bu bazların yaklaşık 3,052 adet protein kodlayan gen 

oluşturduğu varsayılmaktadır. Genlerin taşıyıcı ve düzenleyici işlevleri nedeniyle L. 

plantarum bakterileri doğada yaygın olduğu bildirilmiştir. Genlerin faliyetleri üzerine 

yapılan bu çalışmada, L. plantarum’un çevre ile etkileşimi üzerinde de durulmuştur. 

Araştırmalarda elde edilen bulgular, L. plantarum’un farklı stres koşullarına 

adaptasyonunu sağlayan proteinleri ürettiğini ve böylece alkali, asidik, sıcak, soğuk, 

hiperozmotik ortam koşullarında canlılığını sürdürdüğü varsayılmaktadır. Aynı 

zamanda, kümeleşmeyi teşvik, mukozaya bağlanma, yüzeylere tutunma, gibi birçok 

özelliğinin de proteinlerden kaynaklandığı sonucuna varılmıştır (Sağlam, 2013). 

Gen haritası tümüyle açıklanmış ve genlerin işlevleri büyük ölçüde aydınlatılmış 

olan L. plantarum’un diğer laktobasil türlerinden ayrılmasında laktik asit 

konfigürasyonu, besin elementi gereksinimi, arjinin hidrolizi, belirli sıcaklıklarda 

gelişme ve karbonhidrat fermentasyon özelliklerinden yararlanılmaktadır. Bunların 

dışında  (DNA) nın yapısı,  peptidoglikan yapısı, L-laktat dehidrogenazdaki değişkenlik, 

türe dayalı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), çoğaltılmış parça uzunluğu polimorfizmi 

(AFLP), rastgele arttırılmış polimofik DNA-PCR (RAPD-PCR), Pulsed Field Gel 

Electrophoresis (PFGE) ve restriksiyon enzimi analizleri de tanıda büyük öneme 

sahiptir. Bakterilerin sınıflandırılmasında ve türlerin tanısı amacıyla genotipik ve 

fenotipik yöntemler birlikte kullanılmalıdır. Bunun nedeni, genotipe dayanan tanının 

,fenotipik yöntemlerin göre daha kesin sonuç vermesidir (Karahan vd., 2010; Todorov 

ve Franco, 2010). Fermente ürünlerinin çoğunun oluşumunda doğal olarak yer alan L. 

plantarum suşlarına bu özelliği nedeniyle başlatıcı kültür olarak kullanılmaktadır 

(Karahan vd., 2010). 

Fermente ürünlerin üretiminde genelikle probiyotik özellik taşıyan ve bağırsak 

kökenli L. plantarum’un kullanılması gelişen bir yaklaşımdır. Yalnız bu amaçla 

kullanılacak bakterilerin oksijene tolerans ve tuza direnç, farklı sıcaklıklarda gelişme 

gibi özelliklerinin araştırılması gerekmektedir, çünkü bu koşullar probiyotik suşların 

gelişmesini engellediği saptanmıştır. Ayrıca başlatıcı kültür olarak kullanılacak L. 

plantarum suşlarının çeşitli karbonhidratları fermente etme özelliği, antibiyotiklere 

direnç, asitli ortamlarda gelişebilme, laktik asit, ekzopolisakkarit ve bakteriyosin 

üretimi, ve patojenlerin engellenmesi gibi endüstriyel açıdan önemli olan özellikleri de 
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araştırılmaktadır. Bunun yanında ürün kalitesine etkileri ve depolama sürecinde 

kültürlerin canlılık düzeyi de incelenmektedir (Sağlam, 2013). 

1.7. Laktik Asit Bakterilerinin Plazmit Özellikleri 

           Plazmit tabiri, ilk olarak Joshua Lederberg tarafından 1952 yılında kromozom 

dışı genetik parçalar için kullanılmıştır. Yalnız plazmitleri Chassy ve arkadaşları ilk 

defa 1976’da gözlemlemiştir. Plazmitler; kromozom DNA’dan bağımsız, sıtoplazma 

içinde, farklı sayılarda, bakteri kromozomal DNA’sına oranla çok daha küçük boyutta 

olan halka şekilli çift polinükleotit ipliğinden oluşmuş DNA molekülleridir. Aynı 

zamanda doğrusal plazmitlere de rastlanmaktadır (Pouwels ve Leer, 1993; Wright vd., 

2004; Tunail, 2009; Yüksekdağ ve Beyatlı, 2009). 

Bazı maya ve mantarlara, bakterilerde, özgü kromozomlardan ayrı olarak 

bulunan bir başka kalıtsal yapıya plazmit denilmektedir. Temelde plazmitler genomik 

DNA’dan ayrılarak oluşan sirküler kalıtsal yapılardır. Hücre bölüneceği zaman 

kromozomlarda ki DNA gibi plazmitler de replike olur. Sarmal ve sirküler yapıya sahip 

bir plazmit bakteri kromozomunun % 0,2- 4,0’ü kadar büyüklüktedir. Son zamanlarda 

yapılan çalışmalarda bazı plazmitlerin lineer bir yapı gösterdiği gözlenmiştir (Brown, 

2000). 

Bakterilerin ve mayaların fermentasyon özelikleri sadece kromozom üzerindeki 

genlerden ibaret değildir. Bakteriler, diğer mikroorganizmalardan zamanla genetik 

materyal olan plazmitleri kazanabilmektedirler. Bu türden plazmitler lezzet sebebi 

olarak tarif ettiğimiz metabolitleride üretebilecekleri gibi bakterilere olumsuz şartlarda 

dayanıklılık sağladıkları genleri de bulundurmaktadırlar. Plazmitler aminoasit 

metabolizması, glikoliz, yağ asidi sentezide gerçekleştirirler. Aynı zamanda plazmitler 

kültürlerde bakteriyosin sentezi disakkaritlerin yıkılması, gibi özellikleri 

kazandırabilmektedir. Plazmitler bulunduğu mikroorganizmayı enfeksiyon bloklama, 

adsorbsiyon, kesme değişimi ve abortif enfeksiyon gibi işlevlerle fajlardan 

koruyabilmektedir (Aslım ve Beyatlı, 2004). 

Plazmitlerde, replikasyonuna izin veren, bağımsız ve yarı-bağımsız olarak 

adlandırılan replikasyon orijini özel DNA bölgeleri mevcuttur. Hücre ikiye bölüneceği 

zaman plazmit replikasyonuda, kromozomal DNA replikasyonuyla aynı zamanda 

gerçekleşmektedir. Ayrıca plazmit kaynaklı replikasyon enzimlerini de içermektedir, 

bundan dolayı plazmitler de kendi replikasyonlarını yapabildikleri açıklanmıştır. Başka 
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bir kopyası oluşan plazmitler, krozomal DNA’da olduğu gibi iki yavru hücreye 

aktarılmıştır. Hücrenin büyümesi, gelişmesi ve üremesi için plazmitler yaşamsal öneme 

sahip moleküllerin kodlandığı kalıtsal yapılar değildir, çünkü plazmiti çıkarılan bakteri 

mutantlarının hiçbir sıkıntı yaşamadan aynı ortam koşullarında ve besi ortamında çok 

iyi bir şekilde üredikleri görülmektedir (Tunail, 2009; Yüksekdağ ve Beyatlı, 2009). 

Plazmitler sıtoplazmada dağılmış halde değil de kromozomlar üzerinde 

bulunursa epizom adı verilir. Genelde plazmitlerin taşıdıkları kalıtsal bilgi bakteriler 

için büyük bir öneme sahip değildir. Başka bir ifade bu plazmitler bakteriden giderilse 

bile, hücre yaşamını sürdürür. Yalnız; plazmitlerin genelinde genetik bilgi, bakterilerin 

kötü şartlara karşı direnç kazanmasını sağlar. Bakteri plazmitinde bulunan bazı gen 

ürünleriyle naftalin, civa, toluen toksik maddeleri zararsız hale getirilir (Dilsiz, 1998). 

Plazmitleri başka bir bakteriye kendini aktarabilmesine görede 

sınıflandırlandırılır. Tra-genleri konjügatif plazmitleri taşırlar, bunlar bir plazmitin 

başka bir mikroorganizmaya transferi olan konjügasyonun oluşmasını sağlarlar. 

Nonkonjügatif plazmitler konjügasyonu başlatıcı etkiye sahip değildir. Sadece 

konjügatif plazmitlerin desteğiyle, aktarılabilirler. Başka bir deyimle seferber plazmitler 

denilebilir, bu kalıtsal bilgiyi aktarmak için gereken genlere sahip olduğundan dolayı 

konjügatif plazmitlerin paraziti gibi görünürler, ancak onların bulunduğu ortamda 

yüksek frekansta transfer edilirler (Lederbeg, 1952). 

Lactobacilluslarda plazmitlerin varlığı, bu cinslerin ilk tanımlanmasından bu 

güne bilinmektedir. Laktobasil cinslerin bir kaçında laktoz metabolizması, antibiyotik 

dirençliliği ve bakteriyosin üretimi, bağışıklık, gibi koşulların kromozomal DNA’ya 

bağlı olduğu bilinmesine rağmen plazmitlerin varlığıda tam anlamıyla belirtilmemiştir. 

L. plantarum’da plazmit boyutları 2-68 kb olmakla birlikte genellikle 5-16 tane plazmit 

olduğu varsayılmaktadır (Ruiz-Barba vd., 1991). 

Bir hücrede farklı tiplerde plazmitler bulunmaktadırlar. Örneğin E. coli’de yedi 

farklı plazmit yer almaktadır. Ancak birbiriyle bağlantılı plazmitler bağışıksızdır, ancak 

temel plazmit işlevlerinin denetiminin ürünü olarak bu plazmitlerden yalnızca bir tipi 

varlığını devam ettirir. Dolayısıyla plazmitler işlevlerine ve uyumluluk gruplarına göre 

de sınıflandırılırlar Bu nedenle; tra-genleri Fertilite (F) plasmidleri taşırlar. Bakteriyel 

konjügasyon yapabilirler, zehirlere ve antibiyotik karşı direnç sağlayan genleri rezistans 

(R) plazmitleri, içerirler ayrıca kolisinleride, Col-plazmitleri kodlayan genler içerirler. 
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Kolisinler başka mikroorganizmaları öldürebilen proteinlerdir. Yıkıcı plazmitler, toluen 

veya salisilik asit gibi ender bileşiklerin yıkımına destek olurlar. Bakterinin patojenlik 

kazanmasına virülans plazmitler sebeb olurlar. Bakteride farklı sayılarda bulunan 

plazmitler, hücre bölünmesinin sonra oluşan yeni bakterilerden birine aktarılmama 

riskini taşırlar. Bu tip tek kopyalı plazmitler bütün yavru hücrelere plazmitin bir 

kopyasının dağıtılmasını sağlayan sistemler bulunmaktadır (Lederbeg, 1952). 

1.8. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direnç Özellikleri 

              Antibiyotiklerin tıp, veterinerlik, su ürünleri teknolojisi gibi geniş bir kullanım 

alanına sahip olması,  bazı bakterilerinde direnç kazanmasını sağlamıştır. Direnç 

geninin varlığı antibiyotiğe dirençli bakterilerin gelişmesinde ve seçici antibiyotiklerin 

kullanılması önemli bir yer tutmaktadır (Mathur ve Singh, 2005). 

              Canlıların doğal yapısında antibiyotik dirençlilik bulunmakta birlikte sonradan 

da kazanılmış olabilmektedir. Laktik asit bakterileri bazı antibiyotiklere doğal olarak 

direnç kazanmıştır. Probiyotik suşların güvenliği ve seçilmesi, sindirim sisteminin 

sağlığı için antibiyotik direnç geni taşımayan ve patojenik olmayan bakterilerden 

seçilmelidir. Lactobacilli, Leuconostoc, Pediococci ve diğer gram pozitif bakterilerden 

bazıları doğal olarak fusidik asit, gentamisin, basitrasin, sefoksitin, siproflaksasin, 

kanamisin, sülfadiazin, metronidazol, nitrofuratoin, norflaksasin, streptomisin, 

teikoplanin, trimetoprim ve vankomisin gibi antibiyotiklere direnç göstermektedir 

(Hamilton Miller ve Shah, 1998; Danielsen ve Wind, 2003). 

Laktobasiller, hücre duvarı sentezini engelleyen β-laktamlara duyarlıdır, ama 

sefalosporin ve okzasilinlere karşı çok dirençlidir. Laktobacillus cinslerinin geneli üst 

düzeyde vankomisine direnç göstermektedir. Laktobasiller aminoglikozidaz türleri 

streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisine karşı dirençliyken protein sentezini 

önleyen kloramfenikol, klindamisin, eritromisin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere 

duyarlıdır (Mathur ve Singh, 2005; Ammor vd., 2007). 

Bakterilerin antibiyotiklere gösterdiği direnç sorununu çözmek için 

geliştirilmesinin önemli miktarda ekonomik kaynak gerektirmesi konunun ne kadar 

önemli olduğunu göstermektedir. Son yapılan araştırmalara çocukluk çağı 

infeksiyonlarının etkeni olan Streptococcus pneumoniae’nin direnç geliştirmesi büyük 

sorunlara yol açmaktadır. Aynı zamanda stafilokoklar ve enterokoklar gibi bazı 
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bakterilerin etkeni olduğu enfeksiyonları bu günün şartlarında hiçbir antibiyotiğin tedavi 

edememeside potansiyel bir tehlikedir (Favret ve Yousten, 1989). 

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, ve Leuconostoc 

cinslerine ait 45 LAB suşunun kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin ve β-laktam 

(%7)’ye, karşılık siprofloksasine, gentamisin ve streptomisin karşı %70’den daha çok 

direnç gösterdikleri bildirilmiştir (Hummel vd., 2007). 

Bakterilerde antibiyotiklere karşı direnç kullanıma girmesinden kısa bir süre 

sonra kazanılmıştır. Antibiyotikler geliştikçe bakterilerde yeni direnç mekanizmaları 

geliştirmiştir. Ayrıca; kullanılan her bilinçsiz antibiyotiğin dirençli bakteri suşlarının 

hızla yayılmasını sağlayan en önemli etkendir (Alan, 2014). 

1.9. Laktik Asit Bakterilerinin Diğer Bakteriler Üzerindeki Etkileri 

  Bakteriler tarafından ribozomal olarak sentezlenen protein veya peptit 

yapısındaki maddelere bakteriyosin adı verilir. Bakteriyosinler, protein doğasındaki 

antagonistik, üretici hücreler üzerinde öldürücü etki yapmayan ve genellikle dar etki 

spektrumuna sahip olarak tanımlanan maddelerdir. Birçok kaynakta bakteriyosinler ve 

antibiyotikler eşdeğer özelliklerinden dolayı, birbiriyle karıştırılmaktadır. Bunları 

birbirinden ayıran çok fark olmasına rağmen temel koşul, bakteriyosinler antibiyotiklere 

göre dar bir etki spektrumuna sahip olmasıdır. Ayrıca bakteriyosin sentezleyen suşa 

yakın akraba türlere karşı da antimikrobiyal etki göstermektedirler (Kurt ve Zorba, 

2005; Riley ve Wertz, 2002). 

Bakteri kökenli bir bileşiğin bakteriyosin olarak tanımlanabilmesi için bakterisit 

etki göstermesi, biyolojik yönden aktif bir proteine sahip olması, spesifik hücre 

reseptörlerine tutunması, dar bir inhibisyon spektrumuna sahip olması, üretimin lethal 

biyosentez yoluyla gerçekleşmesi, üretimin ve konakçı hücre bağışıklılığının plazmit 

kökenli genetik etkenlere bağlı olması gerekir. Bakteriyosinlerin pozitif yüklü 

aminoasitler ve aksiyon modu oluşumu, antibakteriyal etkinlik, karbonhidrat kısımların 

varlığı, oligomerler, protein boyutu,  post-translasyonel modifikasyonların oluşmasına 

göre tanımlanmıştır (Klaenhammer, 1993). 

Bakteriler içerisinde en başta Lactobacillus olmak üzere Leuconostoc, 

Lactococcus, Escherichia, Bacillus, Pediococcus ve Staphylococcus cinslerinin pek çok 

türü bakteriyosin üretmektedir. Bakteriyosinleri üreten bakteri suşlarına akraba türler de 
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dahil olmak üzere birçok gıda patojeni ve bozulma nedeni olan bakteri türü üzerinde 

olumsuz etkileri olmasına rağmen bu maddelerin üretici bakteriye karşı hasar veya 

öldürücü hiçbir etkileri bulunmamaktadır. Ayrıca, bakteriyosini kodlayan genler, aynı 

zamanda üretici suşu öldürmeyi önlemek için, birden çok bağışıklık proteinleri 

oluştururlar. Bağışıklık proteinleri bakteriyosinin hücre membranına geçmesinini 

engelleyebilir. Bakteriyosini hücre içine alarak sindirebilir veya membrana adsorbe olan 

bakteriyosini hücre dışına tekrar yollayabilir (Bizani vd., 2008). 
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2. MATERYAL ve METOT 

2.1. Kimyasallar   

Tez çalışması Muş Alparslan Üniversitesi Merkezi Araştırma Laboratuvarları 

Uygulama ve Araştırma Merkezi Laboratuvarında yapılmıştır. Bu çalışmanın temel 

kimyasalları farklı firma belirtilmedikçe, Sigma (Almanya) ve Merck (Almanya) 

grubundan; moleküler biyoloji sarf malzemeleri Thermo Scientific (USA)  Fermentas 

(USA), ve Favorgen’den (Tayvan) temin edilmiştir. 

2.2. Yoğurt Örnekleri 

Bu çalışmada L. plantarum izolasyonu için kullanılan yoğurt örnekleri Muş 

yöresinin farklı köylerinden geleneksel olarak yoğurt yapan ailelerden rastgele 

toplanmıştır. Toplanan yoğurt örnekleri steril kaplara alınmış ve mümkün olan en kısa 

sürede ve soğuk şartlarda laboratuvara getirilip hemen izolasyona tabi tutulmuştur. 

Bakteri izolasyonu ve moleküler tanımlamadan sonra yoğurt örneklerinin nerden temin 

edildiği ve izolasyon numaraları içerecek şekilde adlandırılmış ve -20 ºC’de 

saklanmıştır. Toplanan örneklerin detaylı bilgileri Çizelge 2.1’de verilmiştir, 

Çizelge 2.1. Muş yöresinin farklı köylerinden toplanan yoğurt örneklerinden izole edilen ve tanımlanan 

                     bakteri listesi              

İzolat adı Yoğurt    Çeşidi Alınan Yer 

KMK1 (L. plantarum 1) Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK2 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK3 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK4 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK5 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK6 (L. plantarum 2) Manda – İnek Karaağaçlı Beldesi 

KMK7 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK8 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK9 (L. plantarum 3) Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK10 (L. plantarum 4) Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK11 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK12 Koyun Karaağaçlı Beldesi 

KMK13 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK14 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMK15 (L. plantarum 5) Keçi Karaağaçlı Beldesi 

KMK16  Keçi Karaağaçlı Beldesi 

KMK17 İnek Karaağaçlı Beldesi 

KMK18 (L. plantarum 6) İnek Karaağaçlı Beldesi 

KMK19 Koyun Karaağaçlı Beldesi 
KMK20 (L. plantarum 7) Manda – İnek Karaağaçlı Beldesi 
KMK21  Manda – İnek Karaağaçlı Beldesi 
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İzolat adı Yoğurt Çeşidi Alınan Yer 

KMK22 (L. plantarum 8)  Manda – İnek Karaağaçlı Beldesi 

KMK23 Manda Karaağaçlı Beldesi 

KMSB1 (L. plantarum 9) Manda – İnek Sungu Beldesi 

KMSB2  Manda – İnek Sungu Beldesi 

KMSB3 (L. plantarum 10) Manda Sungu Beldesi 

KMSB4 Manda Sungu Beldesi 

KMSB5 Manda Sungu Beldesi 

KMSB6  Manda Sungu Beldesi 

KMSB7 Manda Sungu Beldesi 

KMSB8 (L. plantarum 11) Manda Sungu Beldesi 

KMSB9 İnek Sungu Beldesi 

KMSB10 İnek Sungu Beldesi 

KMSB11 İnek Sungu Beldesi 

KMSB12 (L. plantarum 12) Manda – İnek Sungu Beldesi 

KMSB13 (L. plantarum 13) Manda – İnek Sungu Beldesi 

KMT1 Manda  Tandoğan Köyü 

KMT2  İnek  Tandoğan Köyü 

KMT3 İnek Tandoğan Köyü 

KMT4 (L. plantarum 14) İnek Tandoğan Köyü 

KMT5  İnek Tandoğan Köyü 

KMT6 İnek Tandoğan Köyü 

KMT7 İnek Tandoğan Köyü 

KMT8 (L. plantarum 15) İnek Tandoğan Köyü 

KMT9  İnek Tandoğan Köyü 

KMT10 İnek Tandoğan Köyü 

KMT11 Manda Tandoğan Köyü 

KMY1 (L. plantarum 16) Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY2 Manda – İnek Yarpuzlu Köyü 

KMY3 (L. plantarum 17) Manda – İnek Yarpuzlu Köyü 

KMY4 Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY5 (L. plantarum 18) Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY6 (L. plantarum 19) Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY7 Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY8 Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY9 (L. plantarum 20) Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY10 (L. plantarum 21) Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY11 (L. plantarum 22) Manda Yarpuzlu Köyü 

KMY12 Manda Yarpuzlu Köyü 

KMG1 (L. plantarum 23) Manda Güzeltepe Köyü 

KMG2 Manda – İnek Güzeltepe Köyü 

KMG3 Manda Güzeltepe Köyü 

KMG4 (L. plantarum 24) İnek  Güzeltepe Köyü 

KMG5 (L. plantarum 25) Manda Güzeltepe Köyü 

KMG6  Manda Güzeltepe Köyü 

KMG7 Keçi Güzeltepe Köyü 

KMG8 (L. plantarum 26) Keçi  Güzeltepe Köyü 

KMG9 Manda Güzeltepe Köyü 

KMG10 Manda Güzeltepe Köyü 

KMG11 (L. plantarum 27) Koyun  Güzeltepe Köyü 

Çizelge 2.1.’in devamı 
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Çizelge 2.1.’ in devamı     

İzolat adı Yoğurt Çeşidi Alınan Yer 

KMG12 Manda Güzeltepe Köyü 

KMSU1 İnek Suvaran Köyü 

KMSU2 İnek Suvaran Köyü 

KMSU3 İnek Suvaran Köyü 

KMSU4 İnek Suvaran Köyü 

KMSU5 Manda Suvaran Köyü 

KMSU6 İnek Suvaran Köyü 

KMSU7 (L. plantarum 28) İnek Suvaran Köyü 

KMSU8 İnek Suvaran Köyü 

KMSU9 İnek Suvaran Köyü 
KMSU10 İnek Suvaran Köyü 

KMSU11 (L. plantarum 29) İnek Suvaran Köyü 

KMSU12 İnek Suvaran Köyü 

KMSU13 İnek Suvaran Köyü 

KMSU14 İnek Suvaran Köyü 

KMSA1 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA2 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA3 (L. plantarum 30) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA4 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA5 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA6 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA7  (L. plantarum 31) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA8 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA9 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA10 (L. plantarum 32) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA11 (L. plantarum 33) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA12 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA13 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA14 (L. plantarum 34) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA15 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA16 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA17 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA18 (L. plantarum 35) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA19 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA20 (L. plantarum 36) Manda  Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA21 Manda – İnek Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA22 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA23 (L. plantarum 37) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA24 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA25 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA26 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA27 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA28 (L. plantarum 38) Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA29 Manda Sazlıkbaşı Köyü 

KMSA30 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA31 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA32 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA33 Manda – İnek Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA34 (L. plantarum 39) Manda – İnek Sazlıkbaşi Köyü 
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Çizelge 2.1.’in devamı 

İzolat Adı  Yoğurt Çeşidi Alınan Yer  

KMSA35 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA36 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA37 Manda  Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA38 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA39 (L. plantarum 40) Manda Sazlıkbaşi Köyü 

KMSA40 Manda Sazlıkbaşi Köyü 

 

2.3. Besiyeri ve Hazırlanması  

Çizelge 2.2. Laktik asit bakteri kültürleri için kullanılan M17 ve MRS besi ortamlarının kompozisyonu 

M17 Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/1) 

Bacto tripton        5 

Bacto soyton        5 

Et özütü        5 

Maya özütü        2.50 

Askorbik asit        0.50 

Magnezyum sülfat        0.25 

Disodyum-β-gliserol-fosfat        19 

 

     

MRS Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/1) 

Pepton            10 

Et özütü            8 

Maya özütü            4 

Glikoz            20 

Potasyum hidrojen fosfat            2 

Diamonyum hidrojen fosfat            2 

Sodyum asetat            5 

Magnezyum sülfat            0.2 

Mangan sülfat            0.04 
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Laktik asit bakterileri MRS ve M17 besi ortamında geliştirilmiştir. İzolasyon 

sonucu tespit edilen şüpheli suşları M17 besi ortamında 42 °C’de, MRS besi ortamında  

37 ºC’de inkübe edilmiştir. M17 broth besiyerinde litreye 42.5 gr ve MRS broth 

besiyerinde litreye 52.2 gr olacak şekilde tartılarak 121 °C de 15 dakika otoklavda 

sterilize edildi. MRS broth ve M17 broth’a 15 gr/lt agar ilave edilerek 121 °C de 15 

dakika otoklavda sterilize edilerek MRS Agar ile M17 Agar hazırlandı. 

Çizelge 2.3. Laktik asit bakteri kültürleri için kullanılan Nutrient Agar besiyerlerinin kompozisyonu 

Nutrient Agar (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/1) 

Pepton            5 

Et ekstraktı            3 

Agar-agar           12 

 

 20 g dehidre besiyeri 1 litre su ile çözülür ve otoklavda 121 °C de 15 dakika süre ile 

sterilize edilir. 

2.4. Çözeltiler ve Hazırlanması 

   RNaz A çözeltisi: 0.05 M sodyum asetat 5 ml steril saf su içerisinde karıştırılıp 

üzerine 5 mg RNaz A ilave edilmiştir. Kaynayan su ortamında 5 dak. bekletikten sonra  

- 20 derece saklanmıştır. 

  %3 NaCl ile doyurulmuş fenol çözeltisinin hazırlanışı: 20 ml saf steril su 

içerisine 3 g NaCl ve 100 g fenol ilave ederek 45 C'deki su banyosunda çözülerek oda 

sıcaklığında bırakılmıştı. 

Kristal Violet stok solüsyonu  Bazik Fuksin stok solüsyonu  

Kristal violet :1.0 gr Bazik fuksin :3.0 gr 

Etanol :% 95 Etanol :%95 

dH2O :100ml dH2O :100ml 
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Lügol  Metilen Mavisi    

İyot :1.0 gr Metilen mavisi : 0.3 gr 

Potasyum iyodür      :2.0 gr Etil alkol : 30.0 ml 

Sodyum karbonat :%5 60.0 ml dH2O : 100 ml’ye tamamlanır. 

dH2O :140.0 ml   

 

Sakkaroz çözeltisi  SDS çözeltisi  

Tris : 0.7 g Tris : 0.6 g 

EDTA : 0.05 g EDTA : 0.8 g 

Sakkaroz : 6.5 g SDS : 20 g 

Destile su : 100 ml Destile su : 100 ml 

pH 8.0± 0.02  pH 8.0± 0.02  

 

Lizozim çözeltisi  Tris-EDTA-1  

Tris : 0.3 g Tris : 0.6 g 

Lizozim : 0.1 g EDTA : 9.5 g 

Destile su : 10 ml Destile su : 100 ml 

pH 8.0± 0.02  pH 8.0± 0.02  

 

Tris-EDTA-2  Tris-HCl  

Tris : 0.15 g Tris-HCI      : 31 g 

EDTA : 0.4 g Destile su     : 100 ml 

Destile su : 100 ml pH 7.0± 0.02  

pH 7.5± 0.02    
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2.5. Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu  

   Laboratuvara getirilen yoğurt örneklerinden 5’er gr tartılarak 5 ml fizylojik su 

içerisinde 3500 devir/dak. 2 dak. süre ile santrifüjlenmiştir. Oluşan süpernatant 

kısmından 1 ml alınarak 10000 devir/dak. 30 sn santrifüjlenerek oluşan süpernatant 

kısmından 1ml alınmış ve 10000 devir/dak. 15 dak. santrifüjlenmiştir. Süre sonunda tüp 

içerisinde kalan çökelti 1 ml fizyolojik su ile çözülerek 10-5e kadar seri dilüsyonları 

hazırlanmıştır. Hazırlanan dilüsyonlardan Laktik asit bakterilerinin izolasyonu için 

MRS ve M17 agara ekim yapılmıştır. Ekimi yapılan plaklar 42°C ve 37 ºC’de inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonunda oluşan ve laktik asit bakteri kolonisi olduğu düşünülen 

koloniler alınıp stoklanmak üzere besi ortamında aktifleştirilmiştir (Mandel vd., 1970). 

  

Şekil 2.1. Yoğurttan izole edilen LAB’ların MRS besi ortamında aktifleştirilmesi 

2.6. Laktik asit bakterilerinin ön tanımlanması  

              Yoğurt örneklerinden izole edilen LAB’ların tanımlanmasında izolatların 

morfolojik (kok, çubuk gibi), katalaz ve kültürel özelliklerine (gram boyama, koloni 

morfolojisi) bakılarak ön tanımlama yapılmıştır. 

2.6.1. Koloni morfolojisi 

   İnkübasyondan sonra petrilerdeki koloniler görünüşlerine, şekline, rengine ve 

kokusuna bakılarak değerlendirme yapılmıştır. 

2.6.2. Gram boyama 

    İzole edilen potansiyel LAB’lar gram boyama tekniği ile boyanmıştır. 

Boyama yapılacak preparatlar petrilerdeki koloniler steril özelerle lamlara alınıp 

kurutulup sabitlenmiştir. Kristal violet solüsyonu ile 2-3 dak. boyanmış, boya yıkanmış 

ve preparat üzerine lügol solüsyonu damlatılarak 1-2 dak. bekletilmiştir. Lügol 

solüsyonu önce saf alkol ile sonra saf su ile yıkanmış ve safranin ile de 5-10 saniye 
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boyanıp, su ile yıkanarak boya giderilmiştir (Collins vd., 1989; Gücin ve Dülger, 1995). 

Kurutma kâğıdı ile kurutulduktan sonra sedir yağı konarak immersiyon objektifi ile 

bakılıp görüntüler değerlendirilmiştir. 

2.6.3. Katalaz testi 

   İzolasyonu yapılan LAB’ların petrilerindeki kolonileri alınıp üzerine % 3’lük 

hidrojen peroksit (H2O2) damlatılarak gaz kabarcıklarının oluşumuna göre 

gözlemlenmiştir. Gaz kabarcığı oluşturan örnekler katalaz pozitif olarak 

değerlendirilmiştir (Hammes ve Vogel, 1995). 

2.7. Moleküler Biyoloji Metotları 

  L. plantarum’ların moleküler olarak tanımlanması, için kullanılacak primerlerin 

belirlenmesi, polimeraz reaksiyonu (PCR) işlemi, kromozomal (Genomik) DNA 

izolasyonu ve plazmit DNA izolasyonunu kapsamaktadır. 

2.7.1. Oligonükleotit primerler 

İzole edilen potansiyel L. plantarum suşlarının tanımlanmasında kullanılan recA 

gen primerlerinin dizilimleri (5’→3’) ve bant uzunlukları Çizelge 2.4’de verilmiştir. 

Çizelge 2.4. L. plantarum'ların recA genlerinin tanımlanması için kullanılan primerlerin nükleotid  

                    dizilimi 

Gen Primer 

Adı 

Dizilim (5’→3’) Uzunluk (bç) 

RecA 

 

planF 

planR 

CCGTTTCTGCGGAACACCTA                                                                                                  

TCGGGATTACCAAACATCAC 

        318 

 

2.7.2. Kromozomal DNA izolasyonu 

Çalışma boyunca kullanılan 51 LAB suşu MRS broth besi yerinde 37°C’de 48 

saat aktifleştirilmiştir. Daha sonra ependorf tüplerine her örnekten 1.5 ml bırakılmıştır 

ve 5 dak. 13.000 rpm’de santrifüjlenip süpernatant kısmı başka bir yere alınmıştır. Elde 

edilen peletlerin genomik DNA izolasyonlarını Vivantis Genomik DNA izolasyon Kiti 

ile yapılmıştır. İzolasyonu yapılan DNA daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere    

-20°C’de muhafaza edilmiştir. 
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2.7.3. Polimeraz zincir reaksiyonu 

2.7.3.1. Koloni PCR (rec A gen PCR) 

PCR işlemi toplam 30 μl içerisinde gerçekleştirilmiştir. 18.25 μl dH2O, 1’er μl 

ileri ve geri primerlerden, 3 μl PCR buffer (10X),  1 μl dNTP (10 mM), 2.5 μl MgCl2 

(25 mM) 0.25 μl Taq DNA polimeraz (5 U/ml) karıştırılarak hazırlanmıştır. DNA olarak 

10 μl dH2O’da çözdürülen koloniden 3 μl kullanılmıştır. 

Çalışmamızda kullandığımız primerler ticari firmalardan sipariş edilmiştir 

(İontek, İstanbul). PCR işlemi 94 °C’de 3 dak. ilk ayrıştırma ile başlatılmış daha sonra 

30 döngü olmak üzere 94 °C’de 1 dak. denatürasyon, primerler için uygun yapışma 

sıcaklığı 55°C’de 1 dak. ve 72 °C’de uygun sentez zamanı boyunca gerçekleştirilmiştir. 

PCR ürünleri % 1’lik jel hazırlanarak, elektroforeze yüklenmiş PCR ile çoğaltılan 

bölgeler UV ışığında gözlenmiş ve fotoğraflanmıştır. 

2.7.4. Plazmit DNA izolasyonu  

    Çalışmada toplanan yoğurt örneklerinden izole edilen, kimyasal ve moleküler 

yöntemlerle tanımlanan suşların plazmit DNA izolasyonları yapılmıştır. Bu amaçla, 

hazır kit ile izolasyonu ve manuel plazmit DNA izolasyon metotları uygulanmıştır. 

2.7.4.1. Hazır kit kullanılarak yapılan plazmit DNA izolasyonu 

 Plazmit DNA izolasyonu; Favorgen Plasmid DNA Extraction Mini Kiti 

kullanarak firmanın (FAVORGEN) verdiği prosedüre lizozim eklenerek modifiye 

edilmiş ve gerçekleştirilmiştir. Bunun için MRS besi ortamında bir gece inkübasyona 

bırakılmış bakteri kültürü kullanılmıştır. Gelişmiş olan bakteri kültüründen 1 ml tüplere 

alınarak, 3500 devir/dak. 15 dak. Santrifüj edilmiş ve bakteri hücreleri çöktürülüp 

supernatant dökülür,  pelette 1ml steril distile su eklenip vortekslenerek 2 dk da 10000 

rpm’de santrifüjlenir ve üstte kalan sıvı kısmı uzaklaştırılır, 2 kez bu işlem yapılır. 

Oluşan peletin üzerine 200 µl lizozim (8 mg/ml) konsantrasyonu eklenerek karıştırılır 

ve 37°C 30 dak. su banyosunda lizozim inkübasyonu yapılmıştır. Daha sonraki aşamalar 

üretici firmanın protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. Elde edilen potansiyel plazmit 

DNA’ ları jelde görüntülenir, fazla kalan kısmıda sonraki çalışmalarda kullanılmak için 

-20ºC’de saklanmıştır. 
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2.7.4.2. Geleneksel plazmit DNA izolasyonu 

L. plantarum suşunun kültürleri MRS broth besi ortamında 37 °C’de 24 saat 

geliştirilip, 5 ml’lik MRS broth ortamlarına birer ml inokülasyonlar yapılmış ve alınan 

tüpler 30°C’de 3 saat inkübe edilmiştir. Bakteriler kültürleri sonra santrifüj tüplerine 

alınıp, 6000 devirde 15 dak. santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Tüplerdeki hücre 

çökeltisi kurutulduktan sonra 380 µl sükroz tamponunda çözülmüştür. 37°C’ye kadar 

ısıtılan bu ortama 96 μl lizozim ilave edilmiş ve su banyosunda 37°C’de 5 dak. 

bekletilmiştir 48 μl Tris-EDTA-1 uygulamasından sonra, tüplere 28 μl  % 20 SDS 

çözeltisinden eklenerek karıştırılmıştır. Son aşamada santrifüj tüpleri 37°C su 

banyosunda 10 dak. süre ile bırakılmış lizizin tamamlanması sağlanmıştır. 

Elde edilen kültürlere yeni hazırlanmış 28 μl 3 N NaOH çözeltisinden ilave 

edilmiş ve düz bir zemin üzerinde tüpler 10 dak. Süre ile yavaşça çevrilerek 

kromozomal DNA’nın alkali denatürasyon koşulları sağlanmıştır. Denatürasyon 

aşamasının sonunda santrifüj tüplerine 50 μl Tris-HCl çözeltisi eklenerek, 3 dak. süre ile 

yine düz bir zeminde hafifçe karıştırılmıştır. Tüplere, %3 NaCl ile doyurulmuş fenol 

çözeltisinden 0.7 ml ve 4°C’de tutulan 5 M NaCl çözeltisinden 72 μl aktarılarak, 4°C’de 

15 dak.  15000 devirde santrifüj işlemi yapılmıştır. Mikropipetlerle tüplerde oluşan üst 

faz alınıp yeni tüplere aktarılmış ve 0.7 ml kloroform/izoamilalkol (24:1) çözeltisi 

eklenmiştir. Oluşan bu karışıma 4°C’de 15000 devirde 15 dak. santrifüj işlemi 

uygulanmış, tekrar elde edilen üst faz yeni tüplere alınmış ve aynı hacimde soğuk etanol 

ilave edilmiştir. Etanol aktarılan tüpler  -20°C’de bir gece bırakıldıktan sonra, 15 dak. 

15000 devirde santrifüjlenerek plazmit DNA çöktürülmüş ve sıvı faz uzaklaştırılarak 

çökeltiler kurutulmuştur. Kurutulan çökeltiler 20 μl Tris-EDTA-2 içerisinde çözülmüş 

ve RNaz A stok çözeltisinden 2 μl ilave edilerek su banyosunda 37°C’de 45-50 dak. 

inkübe edilmiştir (Anderson ve McKay, 1983). 

2.7.5. DNA’nın jel elektroforezi 

Koloni PCR ürünleri için agaroz jel hazırlamak üzere; %1 oranında agaroz, 1X 

TBE tamponu içerisinde homojen olarak kariştırılıp eritilmiş ve elektroforez tabağına 

dökülmüştür. Analiz edilecek örnekler uygun dilüsyonlarından genellikle 4 μl alınarak, 

1 μl yükleme tamponu (%0.25 bromfenol mavisi; %40 sukroz; 100 mM EDTA; pH 8.0) 

ile karıştırılmıştır. Bu şekilde örnekler jeldeki kuyucuklara yüklenmiştir. DNA kontrolü 

olarak uygun boyutlardaki DNA referansı; λ DNA 1000 baz çiftlik veya 100 baz çiftlik 
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DNA markörleri (Favorgen) kullanılmıştır. Elektroforez tankında 500 mA 

(NYXTechnik; V37) ve (Cleaver), jel 80 V altında koşturulmuştur. DNA örnekleri UV 

ışığı (312 nm) altında görüntülenmiş ve fotoğraflanmıştır. 

Plazmit DNA ürünleri için agaroz jel hazırlamak üzere; % 1 oranında agaroz, 1X 

TBE tamponu içerisinde eritilmiş ve elektroforez tabağına aktarılmıştır. Örneklerin 

analiz için uygun dülüsyonlarından genellikle 4 μl alınarak, 1 μl yükleme tamponu ile 

karıştırılmıştır. Bu şekilde örnekler jele yüklenmiştir. DNA kontrolü olarak uygun 

boyutlardaki DNA referansı; λ DNA 1000 baz çiftlik DNA markörleri (Favorgen) 

kullanılmıştır. Elektroforez tankında, jel 20-40 V ve 500 mA altında koşturulmuştur.  

DNA örnekleri UV ışığı (312 nm) altında görüntülenmiş ve fotoğraflanmıştır. 

2.8. İzolatların Stoklanması 

Bakteri suşları kısa süreli stoklamalar için %15’lik gliserol içerisine alınarak -

20°C’de saklanmıştır. Uzun süreli saklama için ise, besiyerinde 16 saat geliştirilen 

bakterilerden 200 μl alınarak 3 dak. 12.000 rpm’de santrifüjlenerek süpernatant 

kısmının uzaklaştırılması ve peletlerin %30 gliserol içeren MRS besi ortamında 

çözdürüp, şok soğutma ile -80ºC’de gerçekleştirilmiştir. 

2.9. İzolatların Antibiyotiklere Karşı Direnç Özelliklerinin Belirlenmesi  

  Çalışmada kullanılan antibiyotikler Oxoid’den alınmıştır. Kullanılan 

antibiyotikler ve konsantrasyonları Çizelge 2.5’de verilmiştir 

                             Çizelge 2.5. Antibiyotikler ve konsantrasyonları 

Antibiyotik Konsantrasyon (µg) 

Eritromisin 
10  

Kanamisin 
30  

Penisillin 
10  

Kloramfenikol 
30  

Gentamisin 
10  

Trimetoprim 
25  
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2.9.1. Disk difüzyon metodu 

Yoğurtan izole edilen L. plantarum izolatlarının antibiyotik direnç özellikleri 

disk diffüzyon metoduna ile belirlenmiştir. Bu amaçla eritromisin, kanamisin, penisillin, 

kloramfenikol, gentamisin ve trimetoprim antibiyotiklerine karşı direnç veya duyarlılık 

özellikleri incelenmiştir. 

Bu çalışmada kullanılan ve 4°C’de muhafaza edilen L. plantarum suşları sıvı 

MRS besiyerine aşılanarak 37°C de 24 saat süre ile aktivasyonu sağlamak için 

inkübasyona bırakılmıştır. Deney tüplerinde sterilize edilen ve 45-50°C ye kadar 

soğutulan MRS agarda aktivleştirilmiş L. plantarum izolatlarıyla hazırlanan 24 saatlik 

(0.1 ml de 108 adet/ml) kültür ile aşılanmıştır (Anonymous, 1999). Deney tüplerine 

ekim yapıldıktan sonra iyice karıştırılıp 9.0 cm çapındaki steril petri kutularına 15'er ml 

aktarılmış ve besiyerinin homojen bir şekilde petri kutusu içinde dağılması sağlanmıştır 

(Collins vd., 1989). Katılaşan besi yerleri üzerine antibiyotik diskler uygun mesafelerle 

yerleştirilmiştir. Ekimi yapılan plaklar ön inkübasyon için 4°C’de 2 saat bırakılmıştır. 

Sonrasında 37°C’de 24 saat süre ile inkübe edilmiştir. Son aşamada oluşan inhibisyon 

zonları mm olarak ölçülmüştür.  

2.10. İzolatlarının Diğer Mikroorganizmalar Üzerindeki Etkilerileri                     

Yoğurtan izole edilen L. plantarum izolatlarının antibakteriyel etkileri uyuk agar 

difüzyon metodu ile belirlenmiştir. Bu amaçla Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027,  Bacillus subtilis 

ATCC 6633 ve Bacillus megaterium DSM 32, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ve 

Klebsiella pneumonia ATCC 13883 gibi bakterilere karşı direnç-duyarlılık özellikleri 

incelenmiştir. Çalışmada kullanılan L. plantarum suşları sıvı MRS besiyerine, indikatör 

bakteriler ise Nütrient sıvı besiyerine aşılanarak 37°C de 24 saat süre aktivasyonu 

sağlamak için inkübasyona bırakılmıştır (Anonymous, 1999). Çalışmada kullanılan 

indikatör bakteriler agar ortamında 24 saatlik kültürlerinden distile suda 0,5 McFarland 

bulanıklığına eşdeğer süspansiyonlar hazırlanmıştır. Bakteri süspansiyonları, her bir 

indikatör bakteri suşu için uygun olan agar ortamlara, steril eküvyon çubuğu ile inkübe 

edilmiştir. Plaklara steril agar delici ile kuyucuklar açılmıştır. Hazırlanan kuyucuklara 

izolatlardan 100 μl konularak indikatör bakteriler için uygun sıcaklıklarda 24 saat’lik 

inkübasyona bırakılmıştır (Pringsulaka vd., 2012). Son aşamada oluşan inhibisyon 

zonları mm olarak ölçülmüştür. 



26 
 

3. BULGULAR ve TARTIŞMA  

3.1. Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu ve Tanımlanması 

Yoğurt önemli bir fermente süt ürünü olup dengeli beslenmeyi sağlayan ve 

dünyada hızla yayılan bir besindir. Vücut için gerekli olan kalsiyumun büyük bir 

kısmını karşıladığını, aynı zamanda yoğurdun sağlığa faydaları arasında; temel besin 

ihtiyaçlarından bir kısmını oluşturur, vücut ağırlığını dengelediğini, laktoz toleransını 

geliştirdiğini ve probiyotik bakteriler ile sağlığa çeşitli katkılarının bulunduğunu 

açıklanmıştır (McKinley, 2005). Gıda endüstrisinde kullanılan starter kültürlerin 

istenilen tat, koku, aromatik özellikler, üretim kapasiteleri ve hedeflenen fermente 

ürünlere olumlu özellikler kazandıran suşlardan seçilmesi önemli olmuştur (Tamime ve 

Robinson, 1999). 

Çalışmanın bu kısmında Muş’un farklı köylerinden geleneksel metotlarla 

yapılan 117 yoğurt örneklerinden 125 laktik asit bakteri izolasyonu yapılmıştır. 

Toplanan yoğurt örneklerinden toplam 51 adet Lactobasillus izole edilmiş ve daha 

sonraki yapılacak olan çalışmalarda kullanılmak üzere -20°C’de stoklanmıştır. Çizelge 

3.1’de yoğurt örneklerinin toplandığı yerler ve izole edilen suşlar ile ilgili bilgiler 

verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Farklı bölgelerden toplanan yoğurt örneklerinden elde edilen Lactobacillus  plantarum 

                           İzolat sayılar 

Alındığı yer 
 

Toplam yoğurt sayısı             Toplam izolat sayısı        L. plantarum sayısı 

Karaağaçlı Beldesi 25 23 8 

Sungu Beldesi 16 13 5 

Tandoğan Köyü 11 11 2 

Yarpuzlu Köyü 10 12 7 

Güzeltepe Köyü 13 12 5 

Suvaran Köyü 9 14 2 

Sazlıkbaşı Köyü 33 40 11 

Toplam   117 125 40 

Aynı yoğurt örneğinden birden fazla mikroorganizma elde edilmiş. Bunlardan sadece bir koloni 

alınarak saklanmıştır 
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3.1.1. İzolatların morfolojik ve biyokimyasal olarak tanımlanması 

Saf kültür olarak elde edilen Laktik asit bakteri izolatlarının, biyokimyasal 

yöntemlerle tanımlanmasında, gram boyama reaksiyonu, mikroskobik morfoloji, ve 

katalaz aktivitesine bakılmıştır. L. plantarum’ların izolasyonu yapıldıktan sonra, 

petrilerde koloni görünüşleri beyaz-krem renkli ile ayırt edilebilmektedir. İnoküle edilen 

MRS agar petrilerine ve 48 saat inkübe edildikten sonra oluşan koloni görüntüleri şekil 

3.1’de verilmiştir. 

  

Şekil 3.1 MRS agar petrilerine aşılanan Laktobasillus’a ait koloni görüntüsü 

               Yoğurt örneklerinden İzole edilen 125 izolatın gram boyama sonucunda gram 

pozitif olduğu belirlenmiştir. İzolasyonu yapılan L. plantarum’ın suşlardan gram 

boyama da elde edilen mikroskobik görüntüsü şekil 3.2’de verilmiştir. 

           

Şekil 3.2. Yoğurtan izole edilen L. plantarum (31 ve  20 nolu izolat) suşunun gram boyama görüntüsü          

LAB oksidatif stres sonucu oluşan oksijen türevlerinden hidrojen peroksit 

(H2O2) oluşturmakta fakat katalaz enzimi eksikliğinden dolayı hidrojen peroksiti oksijen 

ve H2O’ya parçalayamamaktadır.  LAB tayininde basit bir yöntem olarak katalaz 

özelliği kullanılmaktadır. Çalışmada kullanılan izolatlara morfolojik incelemeden sonra 
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katalaz testi yapılmıştır ve 125 izolatın tamamının katalaz negatif olduğu tespit 

edilmiştir. 

 Laktik asit bakterilerinin tanımlanmalarında geleneksel sınıflandırmanın temeli, 

morfolojik, fizyolojik ve farklı sıcaklıklarda, ph değerlerinde, arjinin degredasyonu, tuz 

konsantrasyonlarında gelişimi ve karbonhidrat katabolizması gibi 

metabolik/biyokimyasal özelliklerin araştırılmasını içeren fenotipik yöntemlere 

dayanmaktadır (Gobbetti vd., 2005). 

Bu çalışmada, suşların mikroskobik özellikleri incelendiğinde, 51 bakterinin 

basil geriye kalan 74 suşunda kok şeklinde olduğu görülmektedir. Suşların 

biyokimyasal özellikleri araştırıldığında, LAB’a ait özellikleri gösterdiği yani Gram 

pozitif olduğu ve katalaz aktivitesinin bulunmadığı belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar 

Çizelge 3.2.’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2. Laktik asit bakterilerinin morfolojik ve biyokimyasal sonuçları 

İzolatlar Gram 

reaksiyonu 

Katalaz testi  Mikroskobik morfolojisi                  

Basil Kok 

KMK1  + - +  

KMK2 + -  + 

KMK3 + -  + 

KMK4 + - +  

KMK5 + -  + 

KMK6  + - +  

KMK7 + -  + 

KMK8 + -  + 

KMK9  + - +  

KMK10  + - +  

KMK11 + -  + 

KMK12 + -  + 

KMK13 + -  + 

KMK14 + -  + 

KMK15  + - +  

KMK16  + -  + 

KMK17 + -  + 

KMK18  + - +  

KMK19 + -  + 

KMK20  + - +  

KMK21  + -  + 

KMK22   + - +  

KMK23 + -  + 

KMSB1  + - +  

KMSB2  + -  + 

KMSB3  + - +  

KMSB4 + -  + 
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Çizelge 3.2.’nin devamı 

İzolatlar Gram 

reaksiyonu 

Katalaz testi Mikroskobik morfolojisi 

Basil Kok 

KMSB5 + -  + 

KMSB6 + -  + 

KMSB7 + -  + 

KMSB8  + - +  

KMSB9 + -  + 

KMSB10 + -  + 

KMSB11 + - +  

KMSB12  + - +  

KMSB13  + - +  

KMT1 + -  + 

KMT2  + -  + 

KMT3 + - +  

KMT4  + - +  

KMT5  + -  + 

KMT6 + - +  

KMT7 + -  + 

KMT8  + - +  

KMT9  + -  + 

KMT10 + -  + 

KMT11 + -  + 

KMY1  + - +  

KMY2 + -  + 

KMY3  + - +  

KMY4 + -  + 

KMY5  + - +  

KMY6  + - +  

KMY7 + -   

KMY8 + -  + 

KMY9  + - +  

KMY10  + - +  

KMY11  + - +  

KMY12 + -  + 

KMG1  + - +  

KMG2 + -  + 

KMG3 + -  + 

KMG4  + - +  

KMG5  + - +  

KMG6  + -  + 

KMG7 + -  + 

KMG8  + - +  

KMG9 + -  + 

KMG10 + -  + 

KMG11  + - +  

KMG12 + -  + 

KMSU1 + -  + 

KMSU2 + - +  

KMSU3 + -  + 

KMSU4 + -  + 
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Çizelge 3.2.’nin devamı 

İzolatlar Gram 

reaksiyonu 

Katalaz testi Mikroskobik Morfolojisi 

Basil Kok 

KMSU5 + - +  

KMSU6 + -  + 

KMSU7  + - +  

KMSU8 + -  + 

KMSU9 + -  + 

KMS10 + -  + 

KMS11  + - +  

KMSU12 + -  + 

KMSU13 + -  + 

KMSU14 + - +  

KMSA1 + -  + 

KMSA2 + -  + 

KMSA3  + - +  

KMSA4 + -  + 

KMSA5 + -  + 

KMSA6 + -  + 

KMSA7   + - +  

KMSA8 + -  + 

KMSA9 + -  + 

KMSA10  + - +  

KMSA11  + - +  

KMSA12 + -  + 

KMSA13 + -  + 

KMSA14  + - +  

KMSA15 + -  + 

KMSA16 + -  + 

KMSA17 + -  + 

KMSA18  + - +  

KMSA19 + -  + 

KMSA20  + - +  

KMSA21 + -  + 

KMSA22 + -  + 

KMSA23  + - +  

KMSA24 + -  + 

KMSA25 + - +  

KMSA26 + -  + 

KMSA27 + -  + 

KMSA28  + - +  

KMSA29 + -  + 

KMSA30 + -  + 

KMSA31 + -  + 

KMSA32 + - +  

KMSA33 + -  + 

KMSA34  + - +  

KMSA35 + - +  

KMSA36 + -  + 

KMSA37 + - +  

KMSA38 + -  + 
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Çizelge 3.2.’nin devamı 

İzolatlar Gram 

reaksiyon 

Katalaz testi Mikroskobik morfolojisi 

Basil Kok 
KMSA39  + - +  
KMSA40 + -  + 

 

3.1.2. İzolatların rec A gen bölgelerinin PCR ile çoğaltılması 

Laktik asit bakterilerinin tanımlanması ve karakterizasyonu bilimsel ve 

endüstriyel açıdan önem kazanmaktadır. L. plantarum’ların tanımlanabilmesi için 

bunların fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal özellikleri ile faj tiplerinin ve 

antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesini ve serolojik olarak tiplendirilmelerini 

kapsayan klasik yöntemlerin yanında son yıllarda önem kazanan Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu, DNA dizilim analizi, Pulsed Field Jel Elektroforezi, Restriksiyon Fragment 

Uzunluk Polimorfizmi, Çoğaltılmış rDNA’nın Restriksiyon Analizi, Sodyum Dodesil 

Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi gibi moleküler biyoloji tekniklerinden de 

yararlanıldığı bildirilmiştir (Busch ve Nitschko, 1999). 

 Çalışmada izolatların; morfolojilerine, gram boyama reaksiyon özellikleri ve 

katalaz testleri yapılan ve Lactobasillus olduğu tespit edilen 51 izolatın MRS Agar 

petrilerine ekimi yapılmıştır. Moleküler olarak tanımlama yapılması için petrilerden 

alınan tek Lactobacillus kolonilerinin recA genin planF-planR primer kullanıldı. 

Kullanılan primerler Çizelge 2.4’de verilmiştir. 

 L. plantarum için recA gen bölgesi PCR ile çoğaltacak şekilde Primer çiftleri 

(planF-planR ) sentezlettirilmiştir. L. plantarum türlerinde PCR reaksiyonunda 318 bç 

uzunluğundaki bölgenin çoğaltılması hedeflenmiştir. PCR çalışma şartlarında çoğaltılan 

PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde görüntülenmiştir. 

 



32 
 

 

Şekil 3.3. Doğal yoğurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (1-18. izolatlar)  PCR ile çoğaltılması 

                 sonucu elde edilen agaroz jel görüntüsü. M: 100 bç DNA standardı 

 

Şekil 3.4. Doğal yoğurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (19-36. izolatlar)  PCR ile çoğaltılması 

                 sonucu elde edilen agaroz jel görüntüsü. M: 100 bç DNA standardı 

 

Şekil 3.5. Doğal yoğurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (37-50. izolatlar)  PCR ile çoğaltılması  

                 sonucu elde edilen agaroz jel görüntüsü. M: 100 bç DNA standardı 

Farklı Lactobacillus türlerinin L. plantarum, L. pentosus ve L. paraplantarum 

moleküler olarak tanımlanmasında recA gen bölgesi primerleri kullanılmıştır. PCR 

sonuçlarına göre recA gen bölgesi primerleri L. plantarum için 318 bç uzunluğundaki 

bölgeyi kopyalarken, L. paraplantarum da ise bu gen 107 bç, L. pentosus için 218 bç’lik 

bir bölgeyi kopyaladığı bildirilmiştir (Torriani vd., 2001). 

İzolasyonu yapılan laktik asit bakterilerinin moleküler yöntemle recA gen 

bölgesi primeri kullanılarak tanımlamaları yapılmıştır. Elde edilen izolatların PCR ile 
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tanımlanması sonucunda 318 bç’de DNA bandı veren toplam 40 adet şüpheli L. 

plantarum izolatı elde edilmiştir. 

 Bu tarz çalışmalarda biyokimyasal tanımlama yapılamadan planlanan moleküler 

tanımlamalar için kullanılacak primerler genelde kolonilerden bazılarında yanlış 

tanımlamalara neden olabilmektedir. Bu nedenle  moleküler tanımlama ile biyokimyasal 

tanımlamalar beraber  değerlendirildiğinde daha etkin bir tanımlama olmaktadır 

(Tabasco vd., 2007). 

 Çalışmada L. plantarum suşu olabilecek izolatların biyokimyasal ve moleküler 

yöntem ile tanımlanarak doğrulanmıştır. Elde edilen bulgularımız literetür bilgileriyle 

eşdeğer olduğu belirlenmiştir. 

3.2. Plazmit İzolasyonu ve Antibiyotik Direnç Özellikleri 

3.2.1. L. plantarum izolatlarından plazmit izolasyonu 

Bakterilerin fermentasyonu sadece kromozom üzerindeki genlerden 

sağlanmamıştır. Gelişim zarfında bakteriler genetik materyal olan plazmitleri zamanla 

diğer mikroorganizmalardan kazanabilmektedirler. Plazmitler bakterilere kötü şartlarda 

direnç sağladıkları gibi aroma oluşumuna sebeb olan metabolitleride üretebilecek 

genleri de bulundurmaktadırlar. Bu plazmitler glikoliz, bakteriyosin sentezi, yağ asidi 

sentezi, aminoasit metabolizması, disakkaritlerin parçalanması gibi görevlerini de yerine 

getirmektedirler. Plazmitler mikroorganizmasını fajlara karşı korumanın yanında lezzet 

oluşumu görevi de üstlenmektedirler (Aslım ve Beyatlı, 2004). 

 Plazmit kökenli genlerin kodladıkları önemli metabolik fonksiyonlar başlangıç 

kültürlerinin gelişimini ve kapasitelerini artırmaktaktadır. Plazmitler antibiyotik direnç 

özelliklerinin ilave olarak bakteriyosin üretimi laktoz fermentasyonu ve ağır metallere 

dayanıklılık gibi önemli özellikler bulundurmaktar ve bu tür özellikler başlangıç 

kültürleri için kabul görmektedir. Bunun yanında plazmitlerin antibiyotik direnç 

göstermesi gıdalarda kullanımı açısından sorun oluşturmaktadır. Peynirden ve çiğ sütten 

izole edilen L. lactis ssp. lactis K214 izolatları  antibiyotiklere karşı direnç 

göstermektedir (Perreten vd., 1997). 

İzolasyonu yapılan 63 adet L. plantarum’dan izole edilen plazmitler büyüklük ve 

sayı bakımından araştırılmıştır.  İzolatlardan büyük çoğunluğu 1 tane plazmit içerirken 
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7, 31 ve 33 nolu olanlarında 3 tane, 15 tanesinde ise plazmit varlığı tespit edilmemiştir 

(Alan, 2014). 

Çalışmanın bu bölümünde izole edilen 40 adet L. palantarum’dan izole edilen 

plazmitler sayı, büyüklük ve direnç özellikleri açısından incelenmiştir. Plazmit DNA 

izolasyonu materyal ve metot bölümünde belirtildiği gibi hazır kit ve manuel geleneksel 

yöntemleri kullanılarak yapılmış ve plazmit varlığı tespit edilmediğinden en az 2 kez 

her iki yöntem kullanılarak ve plazmit yokluğu teyit edilmiştir.  

3.2.2. İzolatların antibiyotik direnç özellikleri 

Fermente gıdaların üretiminde, antibiyotik direnç geni bulunan laktik asit 

bakterileri kullanılanılmaktadır. Yapılan son çalışmalarda, bakteri türleri arasında 

antibiyotik dirençliliğin yayılması ve seçilmesi üzerine durulmakla birlikte, gıda 

üretiminde kullanılan bakterilerin antibiyotik direnç genlerinin üzerinde barındırdığı da 

bildirilmektedir. Bu nedenle insan vücuduna fermente gıdalar yoluyla alınan ve 

biyoteknolojik çalışmalarda kullanılan bakteriler çok önemlidir. Bu bakteriler 

antibiyotik dirençliliği patojen bakterilere veya konakçıya aktarabilmektedirler 

(Hummel vd., 2007). Bakteriler direnç sağlayan genleri kromozomları üzerinde de 

bulundurmaktadırlar. Kazanılmış özelliklerin yanında kazanılmamış (kromozoma ait) 

direnç özellikleri diğer bakterilere geçmesi patojen olmayan suşlara risk 

oluşturmamaktadır. Ayrıca antimikrobiyel maddelerin etkisin de kalan 

mikroorganizmalar bu maddelere karşı direnç kazandırmaktadırlar (Levy, 1997).  

 Günümüzde yaygın olarak antibiyotiklerin kullanılması probiyotik bakteriler, 

faydalı bakteriler ve fermente ürünlerde rol alan laktik asit bakterileri gibi, gıda zinciri 

içerisinde ki bakterilerin insan ve hayvanlarda tedavi için kullanılan antibiyotiklere karşı 

direnç kazanmasını sağlamaktadır. Laktik asit bakterilerinde en çok eritromisin ve 

tetrasiklin gibi antibiyotiklere karşı direnç göstermektedir. Aktarılan bu antibiyotik 

direnç genlerinin, çoğu dikey (hortizal) taşınma ile yayıldığı öngörülmektedir. 

Araştırmaların çoğunda, insan ve hayvan bağırsağındaki bakterilerin genelinde aynı 

antibiyotiklere karşı dirençli olmaları da organizmalar arasında direnç geninin 

transferini ve dağılmasını doğrulamıştır (Ammor vd., 2007). 

             Çalışmanın bu kısmında izole edilen bakterilerin Eritromisin (15µg), Kanamisin 

(30µg), Penisillin  (10µg),  Kloramfenikol    (30µg), Gentamisin (10µg), Trimetoprim 

(5µg) gibi 6 farklı antibiyotiğe karşı göstermiş olduğu direnç-duyarlılık sonuçları 
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belirlenmiştir. Antibiyotiğe karşı direnç özelliği her bir izolat için 2.9.1’de anlatıldığı 

gibi belirlenmiş ve elde edilen sonuçlar çizelge 3.3.’de verilmiştir. 

  

Şekil 3.6 İzolatların antibiyotik direnç özelliklerinin disk difüzyon yöntemi ile belirlenmesi sonucu elde 

                edilen zon görüntüleri. 

Eritromisin’e karşı en duyarlı olan 35 nolu izolat 40 mm çapında inhibisyon 

zonu oluşturduğu tespit edilmiş olup, en az duyarlılığı ise 26 nolu izolat 20 mm çapında 

inhibisyon zonu oluşturduğu belirlenmiştir. Eritromisin’e karşı oluşan inhibisyon zon 

çapları 20 mm ile 40 mm arasında değişim göstermektedir. Eritromisin toplamda 

izolatların %50’sine karşı direnç gösterirken %50’sine karşı da duyarlı olduğu tespit 

edilmiştir. 

             Kanamisin’e karşı doğal yoğurtlardan izole edilen L. plantarum suşlarının % 

97.5 i (39 izolat) direnç gösterirken % 2.5 i (1 izolatın) duyarlı olduğu belirlenmiştir. 

Kanamisin’e karşı sadece 14 nolu izolat 7 mm inhibisyon zonu oluşturduğu tespit 

edilmiştir. 
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Çizelge 3.3.Doğal yoğurtlardan izole edilen L. plantarum suşların antibiyotik dirençlilikleri 

 

 

                             (*): İnhibisyon zonu, mm; (R): Dirençli 
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L. plantarum 1 32* R 12 32 11 21 

L. plantarum 2 25 R R 18 8 30 

L. plantarum 3 R R R 24 R R 

L. plantarum 4 R R R R 11 R 

L. plantarum 5 24 R R R 7 R 

L. plantarum 6 28 R 18 R R R 

L. plantarum 7 28 R 16 R R R 

L. plantarum 8 R R R R R R 

L. plantarum 9 24 R R R R R 

L. plantarum 10 R R R R R R 

L. plantarum 11 R R R R R R 

L. plantarum 12 R R R R R R 

L. plantarum 13 R R R R R R 

L. plantarum 14 28 7 R R R R 

L. plantarum 15 R R R R R R 

L. plantarum 16 R R R R R R 

L. plantarum 17 R R R R R R 

L. plantarum 18 28 R R 16 R R 

L. plantarum 19 R R R R R R 

L. plantarum 20 28 R 13 25 11 R 

L. plantarum 21 R R R R R R 

L. plantarum 22 R R R R R R 

L. plantarum 23 R R R R R R 

L. plantarum 24 24 R R R R R 

L. plantarum 25 30 R 16 28 25 23 

L. plantarum 26 20 R R R R R 

L. plantarum 27 22 R 10 R R R 

L. plantarum 28 25 R R R 15 R 

L. plantarum 29 R R R R R R 

L. plantarum 30 26 R R 27 12 R 

L. plantarum 31 26 R R 13 11 30 

L. plantarum 32 R R R R R R 

L. plantarum 33 R R R 16 12 R 

L. plantarum 34 R R R R R R 

L. plantarum 35 40 R 20 R 20 40 

L. plantarum 36 28 R 18 22 10 9 

L. plantarum 37 R R R R R R 

L. plantarum 38 R R R R R R 

L. plantarum 39 25 R 8 R 14 R 

L. plantarum 40 29 R 8 R 14 R 
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Penisillin’e karşı en az duyarlı olan 39 ve 40 nolu izolatlar 8 mm çapında 

inhibisyon zonu oluşturduğu, en fazla duyarlı ise 35 nolu izolat 20 mm çapında 

inhibisyon zonu oluşturduğu tespit edilmiştir. Penisillin’e karşı oluşan inhibisyon zon 

çapları 8 mm ile 20 mm arasında değişiklik gösterdiği belirlenmiştir. Penisillin 

antibiyotiğine karşı 10 izolat (% 25) duyarlıyken 30 izolat ise (%75) dirençli oldukları 

belirlenmiştir. 

L. plantarum suşları Kloramfenikol’e karşı 13-32 mm aralığında inhibisyon 

zonu oluşturmuştur. Bu izolatlardan sadece 1 nolu izolat en duyarlı olup 32 mm çapında 

inhibisyon zonu oluşturduğu ve 31. İzolatın da en az duyarlı olup 13 mm çapında zon 

oluşturduğu belirlenmiştir.   

Gentamisin’e karşı en çok duyarlı 25 nolu izolat 25 mm çapında inbisyon zonu 

oluştururken en az duyarlı 5 nolu izolat 7 mm çapında inhibisyon zonu oluşturduğu 

tespit edilmiştir. Gentamisin’e karşı oluşan inhibisyon zonları 7 mm ve 25 mm arasında 

değişiklik gösterdiği belirlenmiştir. Toplamda 14 izolat gentamisine karşı duyarlı iken 

26 izolat ise dirençli olduğu tespit edilmiştir. 

Trimetoprim antibiyotiğine karşı izolatların %75’i direnç gösterirken %15’i ise 

duyarlı olduğu belirlenmiştir. Trimetoprim’e karşı en çok duyarlı 35 nolu izolat 40 mm 

çapında İnibisyon zonu oluştururken 36 nolu izolat 9 mm çapında İnibisyon zonu 

oluşturduğu belirlenmiştir. 

Bu çalışmamızdaki L. plantarum suşların da plazmit tespit edilmediğinden 

suşların antibiyotiklere karşı gösterdiği direnç kromozomal DNA kodlu olduğunu 

düşünülmektedir. L. plantarum 8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 

nolu suşlar bütün antibiyotiklere dirençli olduğu tespit edilmiştir. Bu suşlar toplam 

izolatların  % 37.5’ ine denk geldiği belirlenmiştir. L. plantarum 35 nolu izolat 

eritromisin ve trimethoprim’e karşı en duyarlı iken kanamisin ve kloramfenikol’e karşı 

ise direnç gösterdiği belirilenmiştir. İzolatlar içerisinde antibiyotiklere karşı en fazla 

duyarlılığı 25, 35 ve 36 nolu suşlar göstermiştir. 

İzolatların antbiyotiklere karşı göstermiş oldukları dirençlilik, orta derece 

dirençlilik ve duyarlık aralıkları Çizelge 3.4’ de verilmiştir. 
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Çizelge 3.4. Standart antibiyotiklerin karşılaştırma değerleri (Han vd., 2015; Çelik vd., 2016) 

ANTİBİYOTİK Disk İçeriği 

Zon Çapı, mm 

Dirençli 
Orta derecede 

duyarlı 
Duyarlı 

Eritromisin 10 μg ≤15 16-20 ≥21 

Kanamisin 30 μg ≤13 14-17 ≥18 

Penisillin  10 μg ≤14 15-17 ≥18 

Kloramfenikol 30 μg ≤12 13-17 ≥18 

Gentamisin 10 μg ≤12 13-14 ≥15 

Trimethoprim 25 μg ≤14 15-17 ≥18 

Kullanılan antibiyotiklere karşı L. plantarum izolatlarının göstermiş olduğu 3 

(dirençlilik, orta derece dirençlilik ve duyarlığını) parametrenin yüzde (%) 

hesaplamaları Çizelge 3.5’ te verilmiştir. 

Çizelge 3.5. Doğal yoğurtlardan izole edilen L. plantarum suşlarının direnç-duyarlılık durumlarının 

standart antibiyotiklerle karşılaştırması (%) n=40 

Antibiyotikler Duyarlı (%) 
Orta derecede 

duyarlı (%) 

Dirençli 

(%) 

Eritromisin 47.5 2.5                50 

Kanamisin 0.0 0.0 100 

Penisillin  7.5 5 87.5 

Kloramfenikol 17.5 7.5   75 

Gentamisin 7.5 5 87.5 

Trimethoprim 12.5 0.0 87.5 

Çizelgede görüldüğü gibi L. plantarum suşları en yüksek duyarlılığı eritromisin’e 

karşı (% 47.5) gösterirken, en düşük duyarlılık ise penisillin ve gentamisin’e (% 7.5) 

karşı gösterdiği tespit edilmiştir. İzolatlar en yüksek orta dereceli duyarlılığı 

kloramfenikol’e (% 7.5) karşı göstermiş olup, penisillin ve gentamisin’e karşı ise aynı 

oranda (% 5) orta dereceli duyarlılık gösterdikleri belirlenmiştir. Suşlar en yüksek 

direnci kanamisin antibiyotiğine karşı (%100) gösterirken, en düşük direnci ise 

eritromisin’e (% 50) karşı gösterdiği tespit edilmiştir. Penisillin, gentamisin ve 

trimethoprim antibiyotiklerine karşı aynı oranda direnç (%87.5) gösterdikleri 

belirlenmiştir. 

Ammor ve ark. (2007), Lactobacillus, Lactococus ve Bifidobakterium’un 

antibiyotik direnç profilleri oldukça farklı olduğunu belirtmişlerdir. Bazı LAB’leri 

basitrasin, sefoksitin, siprofloksasin, fusidik asit, kanamisin, gentamisin, metronidazol, 

nitrofurantoin, norfloksasin, streptomisin ve vankomisin karşı yüksek doğal dirençlilik 

gösterdiğini tespit etmişlerdir. Bununla birlikte, LAB genellikle peniciline (piperacilin 
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ve ampicilin) ve ß-laktamaz inhibitörlerine karşı duyarlı olduğu, fakat oxacillin ve 

sefhalosporinlere karşı çok dirençli olduğunu belirtmişlerdir (Daniels ve ark., 2003).  

             Araştırmalarda genelde Laktobasiller protein sentezini engelleyen eritromisin, 

klindamisin, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere duyarlı, 

aminoglikozidazlara, gentamisin, streptomisin, neomisin ve kanamisin gibi dirençlidir 

(Charteris vd., 1998; Coppola vd., 2005; Zhou vd., 2005). 

 Laktobasiller de karbonhidratları fermente etme özelliği hem kromozal hemde 

plazmitlerde kodlu olmasına rağmen,  laktokoklar da yalnızca plazmit DNA kaynaklı 

olduğu belirtilmiştir. Ayrıca laktobasiller de laktoz metabolizması yapan plazmit kodlu 

türler bulunmaktadır. Bu türlere L. plantarum, L. casei ve L. acidophilus örnek 

verilebilir. L. plantarum bakterilerinin plazmitlerinde bulunan gal, FIIILac ve phg 

genlerinin laktoz metabolizmasına neden olduğu belirtilmektedir. Aynı zamanda  L. 

plantarum bakterilerinde β-galaktozidaz enzimini kodlayan genetik madde de  

plazmitlerde bulunmaktadır (Mayo vd., 1994).  

Bunun yanında bazı L. plantarum suşlarında β-galaktozidaz geninin plazmit  

kodlu olduğu gibi  kromozomal DNA kodlu  olduğunu da, bildiren çalışmalar 

bulunmaktadır (Fernandez vd., 1999).  

   L. plantarum bakterilerinin direnç sağlayan özelliklerinin sadece plazmit 

taşıyan izolatlarda olmadığı kromozom üzerindeki mutasyonlar ile oluşmuş özellikler 

olabilmektedir. Ayrıca starter kültür seçiminde sadece plazmit özelliğine bakılması 

yeterli olmayacağından antibiyotik direnç özellikleri ve antibakteriyal etkilerine  

bakılması gerekmektedir. 

3.3. İzolatların Diğer Mikroorganizmalar Üzerindeki Etkileri 

Yoğurtan izole edilen L. plantarum izolatlarının antibakteriyel etkileri uyuk agar 

difüzyon testi ile belirlenmiştir. Bu amaçla Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027,  Bacillus subtilis 

ATCC 6633 ve Bacillus megaterium DSM 32, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ve 

Klebsiella pneumonia ATCC 13883 kodlu bakterilere karşı direnç ve duyarlılık 

özellikleri incelenmiştir. 

            Laktik asit bakterilerinin en önemli inhibitör etkisi özellikle asidik ortamlarda 

oluşmaktadır. Ayrıca inoküle edilen starter kültür miktarı ve aktivitesi de, özellikle 
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fermantasyonun ilk aşamasında, patojen mikroorganizmaların gelişimini inhibe 

etmektedir  (Tekinşen vd., 1994).  

             L. plantarum bakterileri üzerine yapılan çalışmalar da bakteriyosinlerin plazmit 

kodlu olduğu belirtilmiştir. Ayrıca Karides sindirim sisteminden izolasyonu yapılan L. 

plantarum suşundan plazmit izole edilmiş ve elde edilen 5,5 kb’lık plazmitin 

bakteriyosin üretiminden etkeni olduğu bildirilmiştir (Karthikeyan ve Santosh, 2009). 

Bakteriyosin üretimi yapan ve dirençlilik özelliklerinin genellikle plazmit DNA’da 

kodlu olduğu belirtilmekle birlikte,  bakteriyosin üretiminden sorumlu genlerin 

kromozomda kodlanmış olabilecekleri de açıklanmıştır. (Todorov ve Dick, 2005; 

vanReenen vd., 2006; Todorov, 2009). Elde edilen sonuçlar çizelge 3.6’da verilmiştir. 

  

Şekil 3.7 İzolatların diğer bakteriler üzerindeki direnç özelliklerinin oyuk agar metodu sonucu elde edilen      

                zon görüntüleri 

Laktik asit bakterilerinin üzerine  yapılan  çalışmalarda da Gr (+) bakteriler 

üzerine inhibisyon etkisinin Gr (-) bakterilerine göre daha güçlü olduğu belirtilmiştir 

(Sobrino vd., 1991; Makras ve De Vuyst, 2006). Ayrıca Gram (-) bakterilerin dış 

zarlarının bütünlüğü bozulduğunda bakteriyosinlere karşı çok hassas duruma geldikleri 

bildirilmiştir (Philiphs ve Duggan, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.4’ün devamı 
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Çizelge 3.6. Doğal yoğurtlardan izole edilen L. plantarum suşların diğer bakterilere karşı dirençlilikleri 
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L. plantarum 1 20* 20 21 21 22 20 17 

L. plantarum 2 19 20 22 21 19 18 17 

L. plantarum 3 20 20 20 21 18 24 18 

L. plantarum 4 19 21 22 24 17 20 19 

L. plantarum 5 24 21 25 23 23 21 26 

L. plantarum 6 22 25 21 20 18 20 23 

L. plantarum 7 24 23 20 18 18 14 18 

L. plantarum 8 18 23 18 13 19 14 22 

L. plantarum 9 24 22 23 23 19 26 25 

L. plantarum 10 24 20 21 21 17 24 25 

L. plantarum 11 18 18 18 18 18 20 20 

L. plantarum 12 24 21 22 20 20 20 25 

L. plantarum 13 21 20 24 20 22 24 18 

L. plantarum 14 19 17 21 20 20 22 16 

L. plantarum 15 15 17 20 16 18 28 16 

L. plantarum 16 17 17 17 15 20 21 17 

L. plantarum 17 13 11 12 11 11 14 14 

L. plantarum 18 16 14 23 20 28 20 19 

L. plantarum 19 17 11 20 21 22 20 19 

L. plantarum 20 19 13 22 20 34 20 18 

L. plantarum 21 26 25 21 25 20 24 21 

L. plantarum 22 24 23 22 22 20 24 23 

L. plantarum 23 25 23 19 21 28 24 23 

L. plantarum 24 23 23 25 24 20 23 24 

L. plantarum 25 18 21 18 20 15 15 16 

L. plantarum 26 17 23 17 18 16 14 17 

L. plantarum 27 18 24 18 20 18 16 18 

L. plantarum 28 17 20 17 20 17 18 20 

L. plantarum 29 19 18 21 13 16 20 20 

L. plantarum 30 19 20 19 16 19 19 19 

L. plantarum 31 19 20 18 17 19 20 19 

L. plantarum 32 18 19 19 16 19 21 14 

L. plantarum 33 18 16 18 18 20 24 19 

L. plantarum 34 11 11 11 11 11 11 11 

L. plantarum 35 19 18 17 18 20 20 19 

L. plantarum 36 20 19 17 21 20 21 21 

L. plantarum 37 24 21 21 21 20 20 20 

L. plantarum 38 22 20 17 18 20 20 18 

L. plantarum 39 21 18 21 17 19 16 17 

L. plantarum 40 24 18 23 18 20 18 17 

                            (*): İnhibisyon zonu, mm; (R): Dirençli 
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Çon ve Gökalp (2000), yaptıkları çalışmada 51 sucuk örneğinden izole edilen 

laktik asit bakterilerinden L. plantarum’un Staphylococus aureus üzerinde çok güçlü 

antimikrobiyel etki görülmüştür, Escherichia coli üzerine etkili göstermediği, Listeria 

monocytogenes üzerine ise zayıf antimikrobiyel etki gösterdiğini bildirilmiştir. 

Lactobacillus curvatus’ un ise Staphylococcus aureus üzerine güçlü antimikrobiyel etki 

gösterdiğini fakat Escherichia coli üzerine zayıf antimikrobiyel etkili olduğunu 

bulmuşlardır. 

             S. aureus’e karşı oluşan inhibisyon zonları 11-26 mm çapı arasında değişiklik 

gösterdiği belirlenmiştir. S. aureus’e karşı en fazla antibakteriyel etki gösteren 21 nolu 

suş 26 mm çapında inhibisyon zonu oluştururken en az etki gösteren ise 34 nolu izolat 

11 mm çapında inhibisyon zonu oluşturduğu belirlenmiştir. 

             L. plantarum bakterileri E. coli bakterisi üzerinde 11-25 mm arasında 

inhibisyon zonları oluşturmuştur. E. coli bakterisi üzerinde en fazla etkiyi 25 mm 

çapında zon oluşturan 6 ve 21 nolu izolatlar göstermiştir. L. plantarum 34 ve 17 ise en 

az antibakteriyal etkiyi gösterdiği tespit edilmiştir. 

             L. plantarum suşları P. aeruginosa bakterisi üzerinde 11-25 mm çap arasında 

inhibisyon zonlar oluşturarak test bakterilerinin gelişimini büyük oranda engellediği 

tespit edilmiştir. P. aeruginosa bakterisine karşı en çok duyarlı 5-24 nolu izolatlar 25 

mm çapında inhibisyon zonu oluşturduğu gözlemlenmiştir. 

            B. subtilis test bakterisi üzerinde L. plantarum suşları 11 - 25 mm çap arasında 

zonlar oluşturmuştur. 1, 2, 3, 10, 19, 23, 36, 37 nolu izolatlar B. Subtilis bakterisi 

üzerinde 21 mm çapında zon oluşturarak aynı etkiciyi göstermiştir. L. plantarum suşları 

içerisinde B. Subtilis’e karşı en fazla duyarlılığı 17 ve 34 nolu bakteriler 11 mm çap 

aralığında inhibisyon zonu oluşturduğu tespit edilmiştir. 

             Bacillus megaterium’a karşı en çok duyarlı 20 nolu izolat 34 mm çapında 

inhibisyon zonu oluştururken, en az duyarlı 17 ve 34 nolu izolatlar 11 mm çapında 

inhibisyon zonu oluşturduğu tespit edilmiştir. B megaterium’a karşı oluşan inhibisyon 

zonları 11-34 mm arasında değişiklik gösterdiği belirlenmiştir. 

            Çalışmamızdaki izolatlar Enterobacter aerogenes’e karşı yüksek oranda (11-28 

mm) antibakteriyal etkide bulunmuştur. Bu izolatlardan sadece 15 nolu suş en duyarlı 
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olup 28 mm çapında inhibisyon zonu oluşturduğu ve 34. izolatın da en az duyarlı olup 

11 mm çapında zon oluşturduğu belirlenmiştir. 

           Klebsiella pneumoniae’e karşı oluşan inhibisyon zonları 11-26 mm çapı arasında 

değişiklik gösterdiği belirlenmiştir. Klebsiella pneumoniae’e karşı en az antibakteriyal 

etki gösteren 34 nolu suş 11 mm çapında inhibisyon zonu oluştururken en fazla etki 

gösteren de 5 nolu izolat 26 mm çapında inhibisyon zonu oluşturduğu tespit edilmiştir. 

            L. plantarum suşlarının test bakteriler üzerinde yüksek genel inhibisyon etkileri 

sırası ile Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Bacillus megaterium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Bacillus subtilis,  

bakterileri üzerinde görülmüştür. Bu çalışmada kullandığımız bütün patojen bakterileri 

üzerinde en az antibakteriyal etkiyi gösteren izolat 34 nolu izolat olmuştur. Aynı 

zamanda hepsinde 11 mm çapında inhibisyon zonu oluşturmuştur. L. plantarum 

bakterileri içerisinde en fazla antibakteriyal etkiyi 21 nolu suş göstermiştir. Ayrıca bazı 

çalışmalar L. plantarum tarafından üretilen bakteriosinin inhibisyon etkisinin bazı gıda 

kaynaklı patojen bakteriler üzerinde antagonistik etkisinin laktik asit ve bakteriosinden 

ileri geldiği bildirilmiştir (Klaenhammer, 1988 ).  
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4. SONUÇ ve ÖNERİLER  

           Bu çalışmada, fermente gıdalardan olan yoğurtlardan fermantasyona neden olan 

laktik asit bakterileri izole edildi. Yoğurtlardan izole edilen bakterilerinin morfolojik, 

fizyolojik ve biyokimyasal tanımlanması yapılan 125 adet laktik asit bakterisi stoklara 

alınmıştır. 

           Doğal yoğurtlarından izole edilen L. plantarum suşlarının genetik elementleri, 

antimikrobiyal direçlilik gibi özelliklerinin belirlendiği bu çalışmada elde edilen 

sonuçlar aşağıda özetlenmiştir 

           Muş ilinin farklı bölgelerinden doğal olarak yapılmış yoğurt örnekleri toplanarak 

LAB’lar izole edilmiştir. Bu izolatların ön tanımlanması (koloni morfolojisi, katalaz, 

gram boyama) ve recA gen dizisi kullanılarak PCR ile tanımlanması yapılmış ve sonuç 

olarak toplam 40 adet şüpheli L. plantarum suşu elde edilmiştir. Tanımlanan L. 

plantarum izolatların plazmit DNA izolasyonu sonucunda plazmit içermediği 

saptanmıştır. 

           İzolatların antibiyotiklere karşı dirençliliğin belirlenmesi için yapılan çalışmada 

8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 nolu suşları bütün 

antibiyotiklere karşı dirençli olduğu tespit edilmiştir. L. plantarum izolatlarının 

eritromisin  % 50,  kanamisin % 100, penisilin  % 87.5, kloramfenikol % 75, gentamisin 

% 87.5 ve trimethoprim % 87.5 yüksek oranda dirençli olduğu belirlenmiştir. L. 

plantarum suşların da plazmit tespit edilmediğinden suşların antibiyotiklere karşı 

gösterdiği direnç kromozomal DNA kodlu olduğunu düşünülmektedir. 

           İzolatların antibakteriyal aktivitelerine belirlenmesi için yapılan çalışmada 

izolatların tümü antibakteriyal etki gösterdiği tespit edilmiştir. İzolatlarda en fazla 

antibakteriyal etki gösteren 20 nolu suş B. megaterium’a karşı 34 mm çapında 

inhibisyon zonu oluştururken en az antibakteriyal etki gösteren 34 nolu suş tüm test 

bakterilerine karşı 11 mm çapında inhibisyon zonu oluşturduğu tespit edilmiştir.  

           Bu araştırmadan elde edilen sonuçlara göre izolatların incelenen bütün özellikleri 

ele alındığında; plazmit içermeyen, antibiyotiklere karşı dirençli ve patojen 

mikroorganizmalar üzerindeki etkilerin göre L. plantarum 8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 

20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 nolu izolatların gıda endüstrisinde kullanılabilir olduğu 

belirlenmiştir. Yoğurtta bulunan L. plantarum üretmiş oldukları antibakteriyal 
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maddelerden dolayı insan florasına zarar verici patojenlerin gelişmesi engelleyerek 

insan sağlığına katkıda bulunacağı düşünülmektedir. 
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