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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MUS YORESINDEKi YOGURTLARDAN LACTOBACILLUS PLANTARUM
IZOLASYONU VE PLAZMIT iCERIKLERININ BELIRLENMESI

Kayhan MANG

Tez Danmisman: Yrd. Do¢. Dr. Yusuf ALAN
2017, 55 Sayfa

Bu calismada, Mus’un farkli bolgelerinden rastgele toplanan 117 dogal yogurt
orneklerinden izole edilen Lactobacillus plantarum izolatlar1 biyokimyasal ve molekiiler
yontemlerle tanimlanmistir. Molekiiler tanimlama recA gen dizisi kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu metodu ile yapilmistir. Tanimlanan 40 L. plantarum izolatinin plazmit DNA
izolasyonlar1 yapilmustir. L. plantarum izolatlarinin higbirinde plazmit varligi saptanmamistir.
Izolatlarda antibiyotik direncliligi ortaya koymak iizere Eritromisin (10pg), Kanamisin (30pg),
Penisillin  (10ng), Kloramfenikol (30ug), Gentamisin (10upg) ve Trimetoprim (25ug)
antibiyotikleri kullanilmustir. L. plantarum izolatlarinin eritromisin (% 50), kanamisin (% 100),
penicilin (% 87.5), kloramfenikol (% 75), gentamisin (% 87.5) ve trimethoprim’e (% 87.5)
kars1 direng gosterdikleri tespit edilmistir. izolatlarda antibakteriyel etkilerini belirlemek icin
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 kullanilmigtir.
Izolatlar en fazla antibakteriyel etkiyi Enterobacter aerogenes gosterirken en az etkiyi ise
Bacillus subtilis kars1 gosterdigi belirlenmistir. Calismamizda elde edilen verilere gore; plazmit
icermeyen, antibiyotiklere karsi duyarli ve patojen mikroorganizmalar iizerindeki etkilerine
bakildiginda 8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 nolu L. plantarum

izolatlarinin gida endiistrisinde kullanilabilir oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, Lactobacillus plantarum, Molekiiler

Tanimlama, Plazmit, Antibiyotik Direnglilik, Antibakteriyel Etki



ABSTRACT

Master’s Thesis

ISOLATION OF LACTOBACILLUS PLANTARUM FROM YOGHURT IN
MUS REGION AND DETERMINATION OF PLASMID CONTENT

PLAZMIiD PROFILES

Kayhan MANG

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 pg), kanamycin (30 pg), penicillin (10 pg), chloramphenicol (30
ng), gentamycin (10 pg) and trimethoprim (25 pg) 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.



CIZELGE LiSTESI

Sayfa

Cizelge 1.1. Laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilmis gidalar ............................ 3

Cizelge 2.1. Mus yoresinin farkli koylerinden toplanan yogurt 6rneklerinden izole edilen ve

17300001 E: VT | o D 14

Cizelge 2.2. Laktik asit bakteri kiiltiirleri i¢in kullanilan M17 ve MRS besi ortamlarinin

KOMPOZISYONUL . . ..ttt et 17

Cizelge 2.3. Laktik asit bakteri kiiltiirleri i¢in kullanilan Nutrient Agar besiyerlerinin

KOMPOZISYOMUL . . .. ettt et e e e e e e et et et et et e e 18

Cizelge 2.4. L. plantarum'larin recA genlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan primerlerin

NUKLEOTIA. ... e 21
Cizelge 2.5. Antibiyotikler ve konsantrasyonlari................ccoooviviiiiiiiiiiiniee e 24

Cizelge 3.1. Farkli bolgelerden toplanan yogurt drneklerinden elde edilen Lactobacillus
8] EE T LT[ P PPNt 26

Cizelge 3.2. Laktik asit bakterilerinin morfolojik ve biyokimyasal sonuglari..................... 28

Cizelge 3.3.Dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarin antibiyotik direnclilikleri...

............................................................................................................... 36
Cizelge 3.4. Standart antibiyotiklerin karsilastirma degerleri ..................oooiiiiiiiiini 38
Cizelge 3.5. Dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarinin direng-duyarlilik
durumlarinin standart antibiyotiklerle karsilagtirmast ...........ocoovvvriiiiiiiiiiniiiiiae e 38
Cizelge 3.6. Dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarin diger bakterilere karsi
AIrenGIIIKIOTI. ...\ e e 41

Vi



SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 2.1. Yogurttan izole edilen LAB’larin MRS besi ortaminda aktiflestirilmesi...................20
Sekil 3.1. MRS agar petrilerine asilanan Lactobasillus’a ait koloni goriintiisii.........................27

Sekil 3.2. Yogurtan izole edilen L. plantarum (31 ve 20 nolu izolat) susunun gram boyama

00 (114113 27

Sekil 3.3. Dogal yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (1-18. izolatlar) PCR ile
COZAILIIMAST. ..o e 32

Sekil 3.4. Dogal yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (19-36. izolatlar) PCR ile
COZAILIIMAST. ..ottt ettt ettt e e 32

Sekil 3.5. Dogal yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (37-50. izolatlar) PCR ile
COZAILIIMAST. ... ettt ettt et et ettt 32

Sekil 3.6 Izolatlarin antibiyotik direng 6zelliklerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi
SONUCU ELAR. ...t 35
Sekil 3.7 izolatlarin diger bakteriler iizerindeki direng &zelliklerinin oyuk agar metodu sonucu

CLAE EAILEN. . ..ot 40

vii



AFLP
B¢

°C
Cm

CO;
dH.0
Dk
DNA
dNTP
EDTA
Et-Br

Gr
H.0.
Kb
LAB

mi
PFGE
RPM

Ssp

SIMGELER ve KISALTMALAR

Adenin

Cogaltilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi
Baz cifti

Santigrad derece

Santimetre

Sitozin

Karbondioksit

Distile su

Dakika
Deoksiriboniikleikasit
Deoksi niikleotid trifosfat
Etilen diamin tetra asetik asit
Etidium bromiir

Fertilite

Guanin

Gram

Hidrojen peroksit

Kilobaz

Laktik asit bakterileri
Markor

Mikrolitre

Mililitre

Pulsed Field Gel Electrophoresis
Direngli

Dakikada devir

Tiir

Alt tiir

viii



1. GIRIS

1.1. Yogurt Tanim ve Tarihcesi

Yogurt, siitlin fermentasyonu ile olusan bir besindir. Fermentasyon ¢ok eski
tarihlerden beri kullanilan besin saklama teknigidir. Fermentasyon siireci kendiliginden
olusabilir ve bir¢cok besinin iiretiminde kullanilir. Fermentasyonu mikroorganizmalarin
belirli bir kismi gergeklestirir. Bunlari laktik asit bakterileri, maya, kiif seklinde
siniflandirabiliriz. Laktik asit bakterileri siitiin sekerini aside doniistiirerek eksitirler.
Asitli ortamda siit katilastigi gibi zararli bakterilerin gogalmasi engellenir. Yogurt; inek
siitli, koyun siitii, keci siitli, manda siitii ve pastorize siitlerden birinin veya birka¢inin
kartistminin - gerektiginde siit tozu eklenilmesiyle homojenize hale getirilip,
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’un etkisiyle laktik asit

fermentasyonuna yogurt yapim kurallarina uyarak olusan iiriindiir (Anonymous, 1999).

Yogurt; istege baglh katkilar siit tozu, yagh siit tozu, peynir alt1 suyu tozu vb
eklenerek siit ve siit triinlerinde Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus’un faliyetiyle olusan, laktik asit fermentasyonu ile elde edilen koagiile

olmus siit tirtiniidiir (Rasic ve Kurman, 1978).

Fermente siit tirlinlerinin ortaya ¢ikis etkenlerinden biri, oda sicakliginda siitiin
kisa stirede bozulmasi ve besleyici degeri yiiksek bir gida maddesi olan siitiin muhafaza
siresini uzatmaktir. Siit c¢esitli mikroorganizmalarin  yardimiyla fermentasyon
sonucunda yogurt ve diger fermente iriinlerine donligmektedir (Petti ve ark, 2001).
Yogurt, fermente bir siit iirlinii olup, ilk olarak Orta Asya’da Tiirkler tarafindan
yapildigr tahmin edilmektedir. Bazi kaynaklarda da menseinin Balkanlar oldugu
belirtilmistir (Rasic ve Kurmann, 1978; Tamime ve Robinson, 1985).

Glinlimiizde yogurt, en ¢ok kullanilan fermente siit iiriinii olarak ortaya ¢ikmistir.
Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Orta Dogu lilkelerinde yogun olarak iiretilmektedir
(Pourahmad ve Assadi, 2007). Yogurt diger iilkelerde genelde son asir i¢inde taninmis
ve tiikketimi ¢ok fazla artmistir. Baz1 hastaliklar 1yi geldigi bilimsel olarak aciklaninca
yogurda olan talep artmis ve yogurt tiiketimi diinyada iyice yayginlagsmistir. Yogurt,
diinyanin her bolgesinde bilinen, farkli tatlarda ve 6zellikte yapilan, her tilkede tiiketimi

hizla artan 6nemli bir gida maddesi olmustur (Yaygin, 1999).

1



1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Giivenli bakteriler olarak da bilinen laktik asit bakterileri koruyucu kiiltiirlerin
Ozelliklerini bulundururlar. Gida kékenli zararli mikroorganizmalari inhibe etmek ve raf
Omriini uzatmak i¢in, gidanin duyusal Ozelliklerinde degisime neden olmayan
antagonistik kiiltiirlere koruyucu kiiltiirler denir. Baz1 gidalarda dogal olarak bulunan ve
baslangi¢ olarak kullanilan bir¢ok laktik asit bakterisinde antagonistik etki; diger
mikroorganizmalarla besin i¢in yarisarak 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 iiretmelerinden

kaynaklanmaktadir (TyOpponen vd., 2003; Devlieghere vd., 2004).

Laktik asit bakterileri (LAB) oynadigi 6nemli roller nedeniyle fermente gidalarda
ve igeceklerin Tlretiminde ¢ok eski tarihlerden itibaren giivenli bir sekilde
kullanilmaktadir (Caplice ve Fitzgerald, 1999). Genetik farkliliklarina ragmen bu
grubun genel oOzellikleri gram pozitif, hareketsiz ve spor olusturmayan formda
olmalaridir. LAB tiirleri katalaz ve sitokrom iiretemezler, anaerobik olarak
gelismelerine ragmen oksijene karsi toleranshidirlar. LAB’larda saptanan bu 6zellikler
sayesinde, dogal g¢evrede genis bir alana yayillmislardir. Fermente ettikleri

karbonhidratlardan laktik asit agirlikli son tiriinler elde ederler (Wright ve Bruce, 2003).

Laktik asit bakterileri iki familya da toplanmistir. Streptococcaceae familyas ait
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc cinsleri  bulunurken, Lactobacillaceae
familyas1 ait Lactobacillus cinsi vardir (Daeschel, 1989). LAB’larin g¢ogunlugu
biyosentez yapamadigindan heterotrofik organizmalardir. Bu sebeble ¢ogu tiirler,
gelisme faktorii olarak cesitli aminoasitler, niikleotidler, peptitler, vitaminler, yag
asitleri, mineralleri ve karbonhidratlara gerek duymaktadir (Reddy vd., 2008). LAB’lar
bulunduklar: ekosistemde Ozellikle heterofermantatiftirler. Tipik LAB tiirleri L.
plantarum, L. fermentum, L. paralimentarius ve L. sanfranciscensis’lerdir.
Fermantasyonda LAB varlig1 belirli ¢evresel ve teknolojik sartlara baglidir (De Vuyst
vd., 2014).

LAB tiirleri gida fermentasyonunda starter kiiltiir olarak rol almasi yada ham
materyalde dogal olarak bulunmasiyla koruyucu bir etki gostermektedir. LAB insan ve

hayvanlarin sindirim sisteminde bifidobakterilerle bulunmakta ve probiyotik 6zelligi



ortaya c¢ikarmakta, canlinin sagligin1 korumada birlikte etki gostermektedir (Ammor
vd., 2008).

Cizelge 1.1. Laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilmis gidalar (Ross vd., 2002)

Mikroorganizma Fermente iiriinler Besin

Saccharomyces cerevisiae, | Sarap, Bira Uziim, Tahil, Serbetciotu
Oenococcus oeni

Saccharomyces cerevisiae Ekmek, Bugday, Cavdar
Lactococcus (cremoris, lactis), Isvicre tipi peynir Siit

Streptococcus thermophilus, Yogurt Stit

Lactobacillus bulgaricus

Lactococci, Lactobacillus Kefir Siit

Pediococci, Lactobacillus sakei | Fermente etler Sigir ve Tavuk eti
Lactobacillus curvatus

Lactobacillusplantarum, Lahana tursusu Lahana

Leuconostoc mesenteroides

Lactobacilli, Soya sosu Soya fasulyesi, Bugday
Thiobacillus halophilus

Lactobacillus plantarum Sebzeler Sebzeler

Lactococcus cremori

Carnobacterium piscicola Balik Su tiriinleri

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Fermantasyondaki Onemi

Insan ve hayvanlarin beslenmesinde Laktik asit bakterileri ile fermente edilen
gidalar ve yemler Onemli bir yer tutmaktadir. Beslenme, saglik ve gidalarin
korunmasinda temel rol iistlenen LAB’1n diinya gida tiretimindeki 6nemi nedeniyle ¢ok

fazla aragtirmaya konu olmustur (Siezen vd., 2002).

Laktik asit bakterilerinin gelisimi ile birlikte olusan asidifikasyon ve enzimatik
islemler cesitli fermente gidalarin tat, koku, tekstiir Ozelliklerine etki etmektedir.
Tiketiciler tarafindan c¢ok kullanilan fermente gidalarin florasina da baskin halde
olmalari, ekzopolisakkarit iiretmeleri, starter kiltiir olarak kullanilmalari, probiyotik
maddelere katilmalari, dnemli bir kisminin bakteriyosin tiretmeleri ve bdylece gidalara
raf Omiirlerini uzatacak etkenleri kazandirmalari, bu bakterilere olan ilgiyi ¢ok artirmig

ve bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalar yogunlasmistir (Rebecchi vd., 1998).

Bu etkenlerden dolay:1 laktik asit bakterilerini tanimlamak gerek endiistriyel

acidan gerekse bilimsel agidan olduk¢a onemli hale gelmistir (Rademaker ve Brujin,
2000).




Gidalarin ve bazi alkollii igeceklerin iiretiminde uzun suredir kullanilmasinin
yaninda, son yillarda ¢ok cesitli fermente iiriinlerin iiretiminde rol oynayan en énemli
endiistriyel mikroorganizmalardir. Diinyada tiiketilen fermente siit ve et liriinleri, farkl
sebzelerden yapilan tursular laktik asit fermentasyonu ile hazirlanmakta ve

korunmaktadir (Andersson, 1989; Mayra-Makinen ve Biret, 1993).
1.4. Laktik Asit Bakterilerinin Saghk A¢isindan Yararlar

Gidalarda fermentasyon sonucu besin degerlerinde faydali degisimler meydana
gelmekte ve esansiyel aminoasit miktarinda artis goézlemlenmektedir. Fermente siit
triinlerinin diger bir faydasi da laktoz intoleransi olan insanlarin siit iriinlerini
tilketebilmesidir. Laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilen gidalar inkoroner
kalp damar hastaliklarinin en biiylik etkenlerinden biri olan kolestrolde olumlu bazi
farkliliklara neden oldugu varsayilmistir. Yalniz bu konuyla ilgili ekstra veri
bulunmadigr i¢in daha detayli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Buna ilaveten laktik asit
bakterilerinin immiin sisteminin sitiimile ettigi imminoglobulin-A ve gama interferon
tiretimini destek oldugu belirtilmistir. Bundan dolay1 insan viicudunun patojenlere karsi
direncini ve antitimor aktivitesini hizlandirdigi belirtilmektedir. Fermente gidalarla
birlikte sindirim sistemine alinan laktik asit bakterileri bagirsakta bulunan [-
nitrorediiktaz, glukuronidaz, azorediiktaz gibi enzimlerin aktivesini indirgendigi
aciklanmigtir. Bu enzimler prokarsinojen maddeleri karsinojen yapiya dondiiren
enzimlerdir. Bu nedenle enzimlerin aktivitesindeki daralma antikarsinojenik etki

meydana getirmektedir (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Yogurt bakterileri, dogal bir antibiyotik olarak bilinen nisin ile birlikte yine
antimikrobiyel aktiviteye sahip olan laktik asiti tiretirler ki bunlar; Escherichia coli,
Salmonella, Shigella, Listeria ve Candida’ya kars1 aktiftirler. Bu bakteriler, zararl
mikroorganizmalara karsi bagirsak sisteminde kolonize olmaktadirlar. Yogurt
bakterilerinin yaris¢il aktivitesi ve olusan antimikrobiyel maddeler nedeniyle, lirogenital
ve gastrointestinal hastaliklara sebeb olan enfeksiyonlara karsi koruyucu etkisi vardir.

(Petti vd., 2001).

Insan saglig1 agisindan gidalarla birlikte alinmas: gereken probiyotik hiicre sayisi
108 hiicre/giin’diir. Bu probiyotiklerin sindirim sisteminden tiim viicuda dagilmasi s6z
konusudur. Diistik pH ve yiiksek tuza olan toleranslaridan dolay1 6nemli segici kriterlere

sahiptirler. Probiyotik kiiltiirler, bagirsaktaki epitel hiicrelere yerlesir, zararl bakterilerle
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savasarak immiin sistemi desteklerler (Klinberg vd., 2005). Yogurt bakterileri B12
vitaminini de sentezledigi, doku hasar1 yapan, kanser baglamasina sebeb olan bakterilere

kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Tamime ve Robinson, 1985).

Fermentasyon sonucunda olusan laktik asit, midenin asit seviyesini
dengelemesinin disinda, protein ve demirin 6ziimlenmesinde etkili rol oynamaktadir.
Kanser tedavisine yardimci olmasi nedeniyle diizenli bir sekilde fermente {iriinlerin
tilketimi bazi1 arastirmacilar tarafindan tavsiye edilir (Schoneck ve Kaufmann, 1998;

Fallon ve Enig, 1999).
1.5. Endiistriyel Stater Kiiltiirlerin Islevi

Fermente siit {irlinlerinin yiiksek kalite ve standartlarda iiretilebilmesi starter
kiiltiirlerinin kullanimina baglidir. Starterler kiiltiirler olusan {iriine istenen aroma, tat,
ve koku gibi ozellikleri kazandirmak, kaliteli iirlin yapmak amaciyla kullanilan ve
bilinen 6zelliklere sahip mikroorganizmalardir. Ulkemizde yiiksek teknolojiye sahip
isletmeler yogurt iiretiminde starter kiiltlirleri yurt disindan temin etmekte, aile
isletmeleri ve kiicilik isletmelerde starter olarak modern isletmelerin iirettikleri yogurtlari
kullanmaktadir. Yurt dis1 kokenli ticari kiiltiirler, farkli o6zellikleri olan suslardan
olusmakta ve bu sus farkliliklar1 yogurt kalitesine 6nemli dlglide etkilemektedir (Ayad
vd., 2000).

Endiistride {tretilmis starter kiiltiirler siit triinlerinde ortalama 100 yildir
kullanilmaktadir. Fermente gidalar genelde siit, et, meyve ve sebze gibi farkli ¢ig
tarimsal iiriinlerden elde edilmektedir. Bugiin gida iiretim endiistrisinde basta laktik asit
iretimi, aroma olusturma giicii, proteolitik aktivite, faj direncliligi gibi 6zelliklerine
gore secilmis starter kiiltlirler kullanilmaktadir (Wouters vd., 2002). Starter kiiltiirlerin
kullanim1 proteolizisi ve karbonhidrat fermentasyonunu gelistirirken patojen
mikroorganizmalara karsi da iiriinii korumaktadir (Dinsmore ve Klaenhammer, 1995;

Garvey vd., 1995).

Insanlarin dogal iiriinlere olan ilgisinden dolay1, kimyasal korumada kullanilan
nitrit, siilftat ve nitratlarin yerine laktik asit bakterileri veya fonksiyonel starter
kiiltiirlerin kullanim1 gibi bazi yeni arternatif korunma yontemlerinden gidalarin raf
Omiirlerinin uzatmak icin ¢ok fazla tercih edilmektedirler. Yogurt, peynir, kefir gibi siit
iirlinlerinde ve baz1 salam, sosis ve ekmek gibi fermente {iriinlerin olusumunda starter

kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri dnemli bir grubu olusturmaktadir. Bu
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grupta bulunan bakteriler proteoliz, asidifikasyon ve aroma olusumunda ¢ok fazla
sayida fonksiyonel ve teknolojik oOzelliklere 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 gelismis
birgok iilkede probiyotik karakteristikleri bilinen laktik asit bakterilerinin 6nemli bir
kismini olusturmaktadir (Giirsoy ve Kinik, 2006). Fermantatif 6zelliklerinin iyi bilinen
laktik asit bakterileri fermente iiriin olusumunda starter kiiltiir olarak kullanilmakta ve

fermente gida tiretiminde 6nemli bir islev tistlenmektedirler (Wouters vd., 2002).

Stater kiiltiirde bakteri oranlarinin dengelenmesi gerekir. Ciinkii insanlarda D-
Laktat-DH enzimine sahip degillerdir. Bunun i¢in D (-) laktik asidin giinliik alim1
sinirlandirilmistir. Insanda fazla miktarda D (-) laktik asit kanda pH diisiisiine yol acan
asetoza sebeb olur. Bu genelikle siit cocuklar1 i¢in tehlike yaratir. Bu nedenle diinya
saglik orgiitii L (+) laktatin giinliik aliminda higbir sinirlama getirmezken, siit cocuklari
icin de 20 mg/kg viicut agirligr ve eriskinlerde D-izomeri i¢in 100 mg/kg viicut agirlig
limitlerini 6nermektedir. Stater kiiltiirlerin metabolik aktivitelerine veya oranina bagl
olarak az asitli (% 0,8 laktik asit), yumusak lezzetli veya yliksek asitli (% 1,3 laktik
asit), kuvvetli tat ve aromaya sahip yogurtlar iiretilebilir. Yogurdun lezzeti kiiltiire bagh
olarak ayarlanabilir. Diisiik sicaklik ve kisa siireli inkiibasyonda ortama streptekoklar
hakim olup az asitli triinler elde edilirken; yiiksek inokiilasyon miktari, yiiksek
inkiibasyon sicakligl, uzun inkiibasyon siiresiyle laktobasiller ortama hakim olur ve

buna bagli olarak da laktik asit miktar1 artar (Riemelt, 1996; Robinson, 1999).
1.6. Lactobacillus plantarum

L. plantarum, ilk izole edildiginde Streptobacterium plantarum olarak
tanimlanmistir. Genellikle cubuk seklinde, u¢ kisimlar1 yuvarlak; 3-8 um uzunlukta ve
0,9- 1,2 um enindedir. Mikroskobik goriiniimii tekli, ikili veya kisa zincir halindedir.
Gelisme sicakligi genelikle 45°C’de olmakla birlikte, 15°C’de gelisebilmektedir.
Gelisim gosterdigi optimum sicakligi 30-35°C’dir. L. plantarum suslari, genelikle
glikoz azliginda kalataz aktivitesi goriilmektedir. Hiicre duvarlar gliserol veya ribitol
taykoik asit icermektedir. L. plantarum suslar fakiiltatif heterofermantatif olup; friikktoz,
galaktoz, amigdalin, selibiyoz, eskiilin, glikoz, glukonat, laktoz, maltoz, rafinoz, riboz,
salisin, mannitol, mannoz, melibiyoz, sorbitol, sakkaroz ve trehalozu fermentasyona

ugratir. Karbonhidratlar disinda suslarin biiyiik bir kism1 arabinoz, melezitoz ve ksilozu



da fermente ettigi goriilmektedir. Anaerobik kosullarda, karbonhidratlardan DL laktik
asit tiretmektedir. Flagella ve hareketlilik yoktur. Kolonileri 2-5 mm ¢apta, yuvarlak,
beyaz, mat, bazende agik veya koyu sar1 olarak goriilmektedir. Suslar friikktoz 1,6-
difosfat aldolaz enzimine sahiptir. Glukonatli besiyerinde CO2 olusturarak
gelismektedir. Ribozu 1 mol asetik asit ve 1 mol laktik aside cevirmekte, diger
pentozlar1 da fermente etmektedir. Gelisim i¢in niasine ve Ca pantotenat disinda; B12
vitamini, folik asit, Tiyamin, piridoksal-piridoksamin, tiyamidin ve deoksiriboza ihtiyag
duymamaktadir. Riboflavine ise genellikle gereksinimi yoktur (Kandler ve Weiss, 1986;
Kilig, 2008; Todorov ve Franco, 2010).

L. plantarum, dogada siit ve siit iiriinleri, et ve et {irlinleri, tursu, silaj ile insan
dudagi ve sindirim sisteminden, fermente olmus bitkilerden izole edilebilmektedir
(Yegin vd., 2008; Gheytanchi vd., 2010). Ayrica eksi hamurda P. pentosaceus, L.
plantarum, W. cibaria ve L. brevis, tiirlerinin baskin olarak goériilen LAB tiirleridir.
Genetik  ¢alismalarin  yogunlastigi son yillarda L. plantarum suslart  gida
fermentasyonunda kullanilmaktadir (Duckworth vd., 1993). Ayn1 zamanda trettikleri
birlesikler antimikrobiyal etki gostererek Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin

gelismelerini engellemektedirler (Lash vd., 2005).

Glikoz, fruktoz, laktoz ve siikroz’un laktik aside doniisiimiinde en ¢ok kullanilan
bakterilerin basinda gelir. Yalnizca yiiksek doniisiim oranlarinda karbonhidratlar1 degil
ayrica pektin gibi bilesikleri i¢ren bitkisel {irtinlerde de kullanmaktadir (Demir vd.,
2006). Yiiksek asit toleransina sahip oldugu ic¢in L. plantarum diger laktik asit
bakterilerine nazaran meyve ve sebze fermentasyonunu tamamlayan bakteridir. Lahana
ve salatalik fermantasyonunda mikrobiyal dengenin saglanmasinda ve son {riiniin

kalitesinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Lu vd., 2003).

Probiyotik aktivite gosteren tiirler igerisinde L. plantarum da bulunmaktadir.
Probiyotikler kommensal ve patojen kolonilerin konak dokulara baglanmas1 sirasinda
onemli bir rol almaktadir. Konak se¢iminde bu bakteriler biiyiik bir 6neme sahip oldugu
belirtilmistir. Bazi L. plantarum suslar1 piriivat dehidrojenaz kompleks birleseni olan
piriivat dehidrojenaz el beta alt biriminin baglanmasinda yardimci oldugunu tespit

edilmistir (Vastanoa vd., 2014).

Insan tiikiiriigiinden izolasyonu yapilan L. Plantarum’un suslarinin kromozomal

DNA’s1 incelenmistir. Arastirmalar sonucunda dizi analizi kromozomal DNA’nin 3308
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274 b¢ uzunlukta oldugu ve bu bazlarin yaklasik 3,052 adet protein kodlayan gen
olusturdugu varsayilmaktadir. Genlerin tasiyict ve diizenleyici islevleri nedeniyle L.
plantarum bakterileri dogada yaygmn oldugu bildirilmistir. Genlerin faliyetleri tizerine
yapilan bu ¢alismada, L. plantarum’un ¢evre ile etkilesimi {izerinde de durulmustur.
Arastirmalarda elde edilen bulgular, L. plantarum’un farkli stres kosullarina
adaptasyonunu saglayan proteinleri iirettigini ve boylece alkali, asidik, sicak, soguk,
hiperozmotik ortam kosullarinda canliligini = siirdiirdiigii  varsayilmaktadir. Ayni
zamanda, kiimelesmeyi tesvik, mukozaya baglanma, yiizeylere tutunma, gibi bircok

0zelliginin de proteinlerden kaynaklandig1 sonucuna varilmistir (Saglam, 2013).

Gen haritas1 tiimiiyle agiklanmig ve genlerin islevleri biiyilik 6l¢iide aydinlatilmis
olan L. plantarum’un diger laktobasil tiirlerinden ayrilmasinda laktik asit
konfigiirasyonu, besin elementi gereksinimi, arjinin hidrolizi, belirli sicakliklarda
gelisme ve karbonhidrat fermentasyon o&zelliklerinden yararlanilmaktadir. Bunlarin
disinda (DNA) nin yapisi, peptidoglikan yapisi, L-laktat dehidrogenazdaki degiskenlik,
tiire dayal1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), ¢cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi
(AFLP), rastgele arttirilmis polimofik DNA-PCR (RAPD-PCR), Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) ve restriksiyon enzimi analizleri de tanida biiyiik Oneme
sahiptir. Bakterilerin smiflandirilmasinda ve tiirlerin tanisi amaciyla genotipik ve
fenotipik yontemler birlikte kullanilmalidir. Bunun nedeni, genotipe dayanan taninin
fenotipik yontemlerin gére daha kesin sonug¢ vermesidir (Karahan vd., 2010; Todorov
ve Franco, 2010). Fermente {riinlerinin ¢ogunun olusumunda dogal olarak yer alan L.
plantarum suslarina bu 6zelligi nedeniyle baslatict kiiltiir olarak kullanilmaktadir
(Karahan vd., 2010).

Fermente triinlerin iiretiminde genelikle probiyotik 6zellik tasiyan ve bagirsak
kokenli L. plantarum’un kullanilmasi gelisen bir yaklagimdir. Yalniz bu amagla
kullanilacak bakterilerin oksijene tolerans ve tuza direng, farkli sicakliklarda gelisme
gibi ozelliklerinin arastiritlmasi gerekmektedir, ¢iinkii bu kosullar probiyotik suslarin
gelismesini engelledigi saptanmistir. Ayrica baslatict kiiltiir olarak kullanilacak L.
plantarum suslariin gesitli karbonhidratlar1 fermente etme 6zelligi, antibiyotiklere
direng, asitli ortamlarda gelisebilme, laktik asit, ekzopolisakkarit ve bakteriyosin

iiretimi, ve patojenlerin engellenmesi gibi endiistriyel acidan énemli olan 6zellikleri de



arastirilmaktadir. Bunun yaninda {iriin kalitesine etkileri ve depolama siirecinde

kiiltiirlerin canlilik diizeyi de incelenmektedir (Saglam, 2013).
1.7. Laktik Asit Bakterilerinin Plazmit Ozellikleri

Plazmit tabiri, ilk olarak Joshua Lederberg tarafindan 1952 yilinda kromozom
dist genetik parcalar i¢in kullanilmistir. Yalniz plazmitleri Chassy ve arkadaslar ilk
defa 1976’da gozlemlemistir. Plazmitler; kromozom DNA’dan bagimsiz, sitoplazma
icinde, farkli sayilarda, bakteri kromozomal DNA’simna oranla ¢cok daha kiiciik boyutta
olan halka sekilli ¢ift poliniikleotit ipliginden olusmus DNA molekiilleridir. Ayni
zamanda dogrusal plazmitlere de rastlanmaktadir (Pouwels ve Leer, 1993; Wright vd.,

2004; Tunail, 2009; Yiiksekdag ve Beyatli, 2009).

Bazi maya ve mantarlara, bakterilerde, 6zgli kromozomlardan ayr1 olarak
bulunan bir bagka kalitsal yapiya plazmit denilmektedir. Temelde plazmitler genomik
DNA’dan ayrilarak olusan sirkiiler kalitsal yapilardir. Hiicre bdliinecegi zaman
kromozomlarda ki DNA gibi plazmitler de replike olur. Sarmal ve sirkiiler yapiya sahip
bir plazmit bakteri kromozomunun % 0,2- 4,0’4 kadar biyiikliktedir. Son zamanlarda
yapilan caligmalarda bazi plazmitlerin lineer bir yap1 gosterdigi gozlenmistir (Brown,

2000).

Bakterilerin ve mayalarin fermentasyon 6zelikleri sadece kromozom {tizerindeki
genlerden ibaret degildir. Bakteriler, diger mikroorganizmalardan zamanla genetik
materyal olan plazmitleri kazanabilmektedirler. Bu tiirden plazmitler lezzet sebebi
olarak tarif ettigimiz metabolitleride liretebilecekleri gibi bakterilere olumsuz sartlarda
dayaniklilik sagladiklar1 genleri de bulundurmaktadirlar. Plazmitler aminoasit
metabolizmasi, glikoliz, yag asidi sentezide gergeklestirirler. Ayn1 zamanda plazmitler
kiiltiirlerde  bakteriyosin  sentezi  disakkaritlerin  yikilmasi, gibi  6zellikleri
kazandirabilmektedir. Plazmitler bulundugu mikroorganizmay: enfeksiyon bloklama,
adsorbsiyon, kesme degisimi ve abortif enfeksiyon gibi islevlerle fajlardan

koruyabilmektedir (Aslim ve Beyatli, 2004).

Plazmitlerde, replikasyonuna izin veren, bagimsiz ve yari-bagimsiz olarak
adlandirilan replikasyon orijini 6zel DNA bdlgeleri mevcuttur. Hiicre ikiye boliinecegi
zaman plazmit replikasyonuda, kromozomal DNA replikasyonuyla ayni zamanda
gerceklesmektedir. Ayrica plazmit kaynakli replikasyon enzimlerini de icermektedir,
bundan dolay1 plazmitler de kendi replikasyonlarin1 yapabildikleri agiklanmistir. Baska
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bir kopyast olusan plazmitler, krozomal DNA’da oldugu gibi iki yavru hiicreye
aktartlmistir. Hiicrenin biiyiimesi, gelismesi ve liremesi i¢in plazmitler yagamsal 6neme
sahip molekiillerin kodlandig1 kalitsal yapilar degildir, ¢iinkii plazmiti ¢ikarilan bakteri
mutantlarinin higbir sikint1 yasamadan ayni ortam kosullarinda ve besi ortaminda ¢ok

iyi bir sekilde iiredikleri goriilmektedir (Tunail, 2009; Yiiksekdag ve Beyatli, 2009).

Plazmitler sitoplazmada dagilmis halde degil de kromozomlar {izerinde
bulunursa epizom adi verilir. Genelde plazmitlerin tasidiklar1 kalitsal bilgi bakteriler
icin biiyiik bir 6neme sahip degildir. Baska bir ifade bu plazmitler bakteriden giderilse
bile, hiicre yasamini siirdiiriir. Yalniz; plazmitlerin genelinde genetik bilgi, bakterilerin
kotii sartlara karst direng kazanmasii saglar. Bakteri plazmitinde bulunan bazi gen

iriinleriyle naftalin, civa, toluen toksik maddeleri zararsiz hale getirilir (Dilsiz, 1998).

Plazmitleri baska bir bakteriye kendini  aktarabilmesine  gorede
siiflandirlandirilir. Tra-genleri konjligatif plazmitleri tasirlar, bunlar bir plazmitin
baska bir mikroorganizmaya transferi olan konjiigasyonun olusmasini saglarlar.
Nonkonjligatif plazmitler konjiigasyonu baslatict etkiye sahip degildir. Sadece
konjligatif plazmitlerin destegiyle, aktarilabilirler. Baska bir deyimle seferber plazmitler
denilebilir, bu kalitsal bilgiyi aktarmak i¢in gereken genlere sahip oldugundan dolay1
konjiigatif plazmitlerin paraziti gibi goriiniirler, ancak onlarin bulundugu ortamda

yiiksek frekansta transfer edilirler (Lederbeg, 1952).

Lactobacilluslarda plazmitlerin varligi, bu cinslerin ilk tanimlanmasindan bu
giine bilinmektedir. Laktobasil cinslerin bir kacinda laktoz metabolizmasi, antibiyotik
direngliligi ve bakteriyosin iiretimi, bagisiklik, gibi kosullarin kromozomal DNA’ya
bagli oldugu bilinmesine ragmen plazmitlerin varligida tam anlamiyla belirtilmemistir.
L. plantarum’da plazmit boyutlar1 2-68 kb olmakla birlikte genellikle 5-16 tane plazmit
oldugu varsayilmaktadir (Ruiz-Barba vd., 1991).

Bir hiicrede farkli tiplerde plazmitler bulunmaktadirlar. Ornegin E. coli’de yedi
farkli plazmit yer almaktadir. Ancak birbiriyle baglantili plazmitler bagisiksizdir, ancak
temel plazmit islevlerinin denetiminin {iriinii olarak bu plazmitlerden yalnizca bir tipi
varligini devam ettirir. Dolayisiyla plazmitler islevlerine ve uyumluluk gruplarma gore
de smiflandirilirlar Bu nedenle; tra-genleri Fertilite (F) plasmidleri tasirlar. Bakteriyel
konjiigasyon yapabilirler, zehirlere ve antibiyotik kars1 direng saglayan genleri rezistans

(R) plazmitleri, icerirler ayrica kolisinleride, Col-plazmitleri kodlayan genler igerirler.
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Kolisinler bagka mikroorganizmalari 6ldiirebilen proteinlerdir. Yikici plazmitler, toluen
veya salisilik asit gibi ender bilesiklerin yikimina destek olurlar. Bakterinin patojenlik
kazanmasina viriilans plazmitler sebeb olurlar. Bakteride farkli sayilarda bulunan
plazmitler, hiicre boliinmesinin sonra olusan yeni bakterilerden birine aktarilmama
riskini tasirlar. Bu tip tek kopyali plazmitler biitiin yavru hiicrelere plazmitin bir

kopyasinin dagitilmasini saglayan sistemler bulunmaktadir (Lederbeg, 1952).
1.8. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri

Antibiyotiklerin tip, veterinerlik, su iirtinleri teknolojisi gibi genis bir kullanim
alanina sahip olmasi, bazi bakterilerinde diren¢ kazanmasini saglamistir. Direng
geninin varlig1 antibiyotige direncli bakterilerin gelismesinde ve segici antibiyotiklerin

kullanilmasi 6nemli bir yer tutmaktadir (Mathur ve Singh, 2005).

Canlilarin dogal yapisinda antibiyotik direnglilik bulunmakta birlikte sonradan
da kazanilmis olabilmektedir. Laktik asit bakterileri baz1 antibiyotiklere dogal olarak
direng kazanmustir. Probiyotik suslarin giivenligi ve segilmesi, sindirim sisteminin
sagligl icin antibiyotik diren¢ geni tasimayan ve patojenik olmayan bakterilerden
secilmelidir. Lactobacilli, Leuconostoc, Pediococci ve diger gram pozitif bakterilerden
bazilar1 dogal olarak fusidik asit, gentamisin, basitrasin, sefoksitin, siproflaksasin,
kanamisin, siilfadiazin, metronidazol, nitrofuratoin, norflaksasin, streptomisin,
teikoplanin, trimetoprim ve vankomisin gibi antibiyotiklere diren¢ gostermektedir

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

Laktobasiller, hiicre duvar1 sentezini engelleyen B-laktamlara duyarlidir, ama
sefalosporin ve okzasilinlere kars1 ¢cok direnglidir. Laktobacillus cinslerinin geneli iist
diizeyde vankomisine direng goOstermektedir. Laktobasiller aminoglikozidaz tiirleri
streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisine karsi direngliyken protein sentezini
onleyen kloramfenikol, klindamisin, eritromisin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere

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

Bakterilerin  antibiyotiklere gosterdigi diren¢ sorununu ¢6zmek igin
gelistirilmesinin 6nemli miktarda ekonomik kaynak gerektirmesi konunun ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir. Son yapilan arastirmalara ¢ocukluk c¢ag1
infeksiyonlarinin etkeni olan Streptococcus pneumoniae’nin direng gelistirmesi biiyiik

sorunlara yol agmaktadir. Aym1 zamanda stafilokoklar ve enterokoklar gibi bazi
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bakterilerin etkeni oldugu enfeksiyonlar1 bu giiniin sartlarinda hicbir antibiyotigin tedavi

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

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, ve Leuconostoc
cinslerine ait 45 LAB susunun kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin ve p-laktam
(%7)’ye, karsilik siprofloksasine, gentamisin ve streptomisin karst %70’den daha ¢ok

direng gosterdikleri bildirilmistir (Hummel vd., 2007).

Bakterilerde antibiyotiklere karsi diren¢ kullanima girmesinden kisa bir siire
sonra kazanilmistir. Antibiyotikler gelistikce bakterilerde yeni diren¢ mekanizmalari
gelistirmistir. Ayrica; kullanilan her bilingsiz antibiyotigin direngli bakteri suglarinin

hizla yayilmasini saglayan en 6nemli etkendir (Alan, 2014).
1.9. Laktik Asit Bakterilerinin Diger Bakteriler Uzerindeki Etkileri

Bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen protein veya peptit
yapisindaki maddelere bakteriyosin adi verilir. Bakteriyosinler, protein dogasindaki
antagonistik, iretici hiicreler {izerinde Oldiiriicii etki yapmayan ve genellikle dar etki
spektrumuna sahip olarak tanimlanan maddelerdir. Bircok kaynakta bakteriyosinler ve
antibiyotikler esdeger oOzelliklerinden dolayi, birbiriyle karistirilmaktadir. Bunlar
birbirinden ayiran ¢ok fark olmasina ragmen temel kosul, bakteriyosinler antibiyotiklere
gore dar bir etki spektrumuna sahip olmasidir. Ayrica bakteriyosin sentezleyen susa
yakin akraba tiirlere karsi da antimikrobiyal etki gdstermektedirler (Kurt ve Zorba,

2005; Riley ve Wertz, 2002).

Bakteri kokenli bir bilesigin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi i¢in bakterisit
etki gostermesi, biyolojik yonden aktif bir proteine sahip olmasi, spesifik hiicre
reseptorlerine tutunmasi, dar bir inhibisyon spektrumuna sahip olmasi, iiretimin lethal
biyosentez yoluyla gerceklesmesi, liretimin ve konakci hiicre bagisikliliginin plazmit
kokenli genetik etkenlere bagli olmasi gerekir. Bakteriyosinlerin pozitif yiikli
aminoasitler ve aksiyon modu olusumu, antibakteriyal etkinlik, karbonhidrat kisimlarin
varligl, oligomerler, protein boyutu, post-translasyonel modifikasyonlarin olugmasina

gore tanimlanmistir (Klaenhammer, 1993).

Bakteriler igerisinde en basta Lactobacillus olmak iizere Leuconostoc,
Lactococcus, Escherichia, Bacillus, Pediococcus ve Staphylococcus cinslerinin pek gok

tiirli bakteriyosin iiretmektedir. Bakteriyosinleri iireten bakteri suslarina akraba tiirler de
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dahil olmak iizere bir¢ok gida patojeni ve bozulma nedeni olan bakteri tiirii lizerinde
olumsuz etkileri olmasina ragmen bu maddelerin iiretici bakteriye karsi hasar veya
Oldiirticii higbir etkileri bulunmamaktadir. Ayrica, bakteriyosini kodlayan genler, ayni
zamanda Tretici susu Oldlirmeyi Onlemek i¢in, birden ¢ok bagisiklik proteinleri
olustururlar. Bagisiklik proteinleri bakteriyosinin hiicre membranina gegmesinini
engelleyebilir. Bakteriyosini hiicre i¢ine alarak sindirebilir veya membrana adsorbe olan

bakteriyosini hiicre disina tekrar yollayabilir (Bizani vd., 2008).
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Kimyasallar

Tez galismast Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda yapilmistir. Bu c¢alismanin temel
kimyasallar1 farklt firma belirtilmedik¢e, Sigma (Almanya) ve Merck (Almanya)
grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri Thermo Scientific (USA) Fermentas

(USA), ve Favorgen’den (Tayvan) temin edilmistir.
2.2. Yogurt Ornekleri

Bu galismada L. plantarum izolasyonu i¢in kullanilan yogurt ornekleri Mus
yoresinin farkli koylerinden geleneksel olarak yogurt yapan ailelerden rastgele
toplanmistir. Toplanan yogurt ornekleri steril kaplara alinmis ve miimkiin olan en kisa
siirede ve soguk sartlarda laboratuvara getirilip hemen izolasyona tabi tutulmustur.
Bakteri izolasyonu ve molekiiler tanimlamadan sonra yogurt drneklerinin nerden temin
edildigi ve izolasyon numaralar1 icerecek sekilde adlandirilmis ve -20 °C’de
saklanmigtir. Toplanan 6rneklerin detayl bilgileri Cizelge 2.1°de verilmistir,

Cizelge 2.1. Mus yoresinin farkli kdylerinden toplanan yogurt 6rneklerinden izole edilen ve tanimlanan

bakteri listesi

izolat ad1 Yogurt Cesidi Alinan Yer

KMKT1 (L. plantarum 1) Manda Karaagacli Beldesi
KMK?2 Manda Karaagacli Beldesi
KMK3 Manda Karaagacli Beldesi
KMK4 Manda Karaagagl Beldesi
KMK5 Manda Karaagagl Beldesi
KMKG6 (L. plantarum 2) Manda — Inek Karaagagh Beldesi
KMK?7 Manda Karaagacli Beldesi
KMK8 Manda Karaagagli Beldesi
KMKQ (L. plantarum 3) Manda Karaagagl Beldesi
KMK10 (L. plantarum 4) Manda Karaagagl Beldesi
KMK11 Manda Karaagacli Beldesi
KMK12 Koyun Karaagacli Beldesi
KMK13 Manda Karaagacl Beldesi
KMK14 Manda Karaagacli Beldesi
KMK15 (L. plantarum 5) Kegci Karaagacli Beldesi
KMK16 Kegi Karaagacli Beldesi
KMK17 Inek Karaagacli Beldesi
KMK18 (L. plantarum 6) Inek Karaagacl Beldesi
KMK19 Koyun Karaagacl Beldesi
KMK20 (L. plantarum 7) Manda — Inek Karaagach Beldesi
KMK21 Manda — inek Karaagacli Beldesi
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Cizelge 2.1.’in devamu

Izolat adi Yogurt Cesidi Alnan Yer
KMK22 (L. plantarum 8) Manda — Inek Karaagacli Beldesi
KMK23 Manda Karaagacl Beldesi
KMSBL1 (L. plantarum 9) Manda — Inek Sungu Beldesi
KMSB2 Manda — Inek 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
KMSBS (L. plantarum 11) Manda Sungu Beldesi
KMSB9 Inek Sungu Beldesi
KMSB10 Inek Sungu Beldesi
KMSB11 Inek Sungu Beldesi
KMSB12 (L. plantarum 12) | Manda — inek Sungu Beldesi
KMSB13 (L. plantarum 13) Manda — Inek Sungu Beldesi
KMT1 Manda Tandogan Koyii
KMT?2 Inek Tandogan Koyii
KMT3 Inek Tandogan Koyii
KMT4 (L. plantarum 14) Inek Tandogan Koyii
KMT5 Inek Tandogan Koyii
KMT6 Inek Tandogan Koyii
KMT7 Inek Tandogan Koyii
KMTS8 (L. plantarum 15) Inek Tandogan Koyii
KMT9 Inek Tandogan Koyii
KMT10 Inek Tandogan Koyii
KMT11 Manda Tandogan Koyii
KMY1 (L. plantarum 16) Manda Yarpuzlu Koyii
KMY?2 Manda — Inek Yarpuzlu Koyt
KMY3 (L. plantarum 17) Manda — Inek Yarpuzlu Koyii
KMY4 Manda Yarpuzlu Koyt
KMYS5 (L. plantarum 18) Manda Yarpuzlu Koyii
KMY®6 (L. plantarum 19) Manda Yarpuzlu Koyii
KMY7 Manda Yarpuzlu Kdyii
KMY8 Manda Yarpuzlu Koyt
KMY9 (L. plantarum 20) Manda Yarpuzlu Koyt
KMY10 (L. plantarum 21) Manda Yarpuzlu Koyii
KMY11 (L. plantarum 22) Manda Yarpuzlu Kdyii
KMY12 Manda Yarpuzlu Kdyii
KMG1 (L. plantarum 23) Manda Giizeltepe Koyii
KMG2 Manda — inek Giizeltepe Koyii
KMG3 Manda Giizeltepe Koyl
KMG4 (L. plantarum 24) Inek Giizeltepe Koyii
KMGS5 (L. plantarum 25) Manda Giizeltepe Koyl
KMG6 Manda Glizeltepe Koyii
KMG7 Kegi Glizeltepe Koyii
KMGS8 (L. plantarum 26) Kegci Giizeltepe Koyi
KMG9 Manda Giizeltepe Koyl
KMG10 Manda Glizeltepe Koyii
KMG11 (L. plantarum 27) Koyun Giizeltepe Koyl
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Cizelge 2.1.” in devami

Izolat adi Yogurt Cesidi Alinan Yer
KMG12 Manda Giizeltepe Koyii
KMSU1 Inek Suvaran Koyii
KMSU2 Inek Suvaran Koyii
KMSU3 Inek Suvaran Koyii
KMSU4 Inek Suvaran Koyii
KMSU5 Manda Suvaran Koyii
KMSUG6 Inek Suvaran Koyii
KMSU7 (L. plantarum 28) Inek Suvaran Koyii
KMSU8 Inek Suvaran Koyii
KMSU9 Inek Suvaran Koyii
KMSU10 Inek Suvaran Koyii
KMSU11 (L. plantarum 29) | Inek Suvaran Koyii
KMSU12 Inek Suvaran Koyii
KMSU13 Inek Suvaran Koyii
KMSU14 Inek Suvaran Koyii
KMSA1 Manda Sazlikbag1 Koyii
KMSA2 Manda Sazlikbagi Koyl
KMSAS3 (L. plantarum 30) Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSA4 Manda Sazlikbagi Koyl
KMSA5 Manda Sazlikbag1 Koyii
KMSA6 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSA7 (L. plantarum 31) Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSAS8 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSA9 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSAL10 (L. plantarum 32) Manda Sazlikbasi Koyii
KMSAL11 (L. plantarum 33) Manda Sazlikbasi Koyii
KMSA12 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSA13 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSA14 (L. plantarum 34) Manda Sazlikbagi Koyii
KMSA15 Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSA16 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSA17 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSAI18 (L. plantarum 35) Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSA19 Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSAZ20 (L. plantarum 36) Manda Sazlikbagi Koyii
KMSA21 Manda — Inek Sazlikbas1 Koyii
KMSA22 Manda Sazlikbas1 Koyii
KMSAZ23 (L. plantarum 37) Manda Sazlikbagi Koyii
KMSA24 Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSA25 Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSA26 Manda Sazlikbas1 Koyt
KMSA27 Manda Sazlikbas1 Koyt
KMSAZ28 (L. plantarum 38) Manda Sazlikbag1 Koyii
KMSA29 Manda Sazlikbag1 Kdyii
KMSA30 Manda Sazlikbasi Kdyii
KMSA31 Manda Sazlikbasi Koyt
KMSA32 Manda Sazlikbasi Koyt
KMSA33 Manda — inek Sazlikbagi Kdyii
KMSA34 (L. plantarum 39) Manda — Inek Sazlikbasi Koyii
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Cizelge 2.1.’in devamu

Izolat Adi Yogurt Cesidi Alnan Yer

KMSA35 Manda Sazlikbasi Koyii
KMSA36 Manda Sazlikbasi Koyii
KMSA37 Manda Sazlikbasi Koyii
KMSA38 Manda Sazlikbagi Koyii
KMSAZ39 (L. plantarum 40) Manda Sazlikbagi Kdyii
KMSA40 Manda Sazlikbasi Koyii

2.3. Besiyeri ve Hazirlanmasi

Cizelge 2.2. Laktik asit bakteri kiiltiirleri i¢in kullanilan M17 ve MRS besi ortamlarinin kompozisyonu

M17 Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/1)
Bacto tripton 5

Bacto soyton 5

Et oziitii 5

Maya 0ziitii 2.50

Askorbik asit 0.50

Magnezyum siilfat 0.25
Disodyum-B-gliserol-fosfat 19

MRS Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/1)
Pepton 10

Et oziiti 8

Maya 0ziitii 4

Glikoz 20

Potasyum hidrojen fosfat 2

Diamonyum hidrojen fosfat 2

Sodyum asetat 5

Magnezyum stilfat 0.2

Mangan siilfat 0.04
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Laktik asit bakterileri MRS ve M17 besi ortaminda gelistirilmistir. Izolasyon
sonucu tespit edilen siipheli suslart M17 besi ortaminda 42 °C’de, MRS besi ortaminda
37 °C’de inkiibe edilmistir. M17 broth besiyerinde litreye 42.5 gr ve MRS broth
besiyerinde litreye 52.2 gr olacak sekilde tartilarak 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 hazirland1.

Cizelge 2.3. Laktik asit bakteri kiiltiirleri i¢in kullanilan Nutrient Agar besiyerlerinin kompozisyonu

Nutrient Agar (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/1)
Pepton 5
Et ekstrakti 3
Agar-agar 12

20 g dehidre besiyeri 1 litre su ile ¢oziiliir ve otoklavda 121 °C de 15 dakika siire ile

sterilize edilir.
2.4. Cozeltiler ve Hazirlanmasi

RNaz A ¢ozeltisi: 0.05 M sodyum asetat 5 ml steril saf su igerisinde karistirilip
tizerine 5 mg RNaz A ilave edilmistir. Kaynayan su ortaminda 5 dak. bekletikten sonra

- 20 derece saklanmustir.

%3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinin hazirlanisi: 20 ml saf steril su
icerisine 3 g NaCl ve 100 g fenol ilave ederek 45 C'deki su banyosunda coziilerek oda

sicakliginda birakilmaisti.

Kristal Violet stok soliisyonu Bazik Fuksin stok soliisyonu

Kristal violet :1.0gr Bazik fuksin :3.00r
Etanol :% 95 Etanol 1095
dH20 :100ml dH20 :100ml
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Liigol

Iyot

Potasyum iyodiir
Sodyum karbonat

dH20

Sakkaroz cozeltisi
Tris

EDTA

Sakkaroz

Destile su

pH 8.0+ 0.02

Lizozim cozeltisi

Tris
Lizozim
Destile su

pH 8.0+ 0.02

Tris-EDTA-2
Tris

EDTA

Destile su

pH 7.5+ 0.02

:1.09r
2.0 gr
:%5 60.0 ml

:140.0 ml

:0.7¢g
:0.05¢
:6.5¢

: 100 mi

:03¢g
:0.1g

10 ml

:0.15¢

: 100 ml

Metilen Mavisi

Metilen mavisi
Etil alkol

dH20

SDS cozeltisi
Tris

EDTA

SDS

Destile su

pH 8.0+ 0.02

Tris-EDTA-1
Tris

EDTA

Destile su

pH 8.0+ 0.02

Tris-HCI
Tris-HCI
Destile su

pH 7.0+ 0.02
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:0.30gr
:30.0 ml

: 100 mI’ye tamamlanir.

:06¢g
:95¢g

1100 ml

13149

1100 ml



2.5. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Laboratuvara getirilen yogurt drneklerinden 5’er gr tartilarak 5 ml fizylojik su
icerisinde 3500 devir/dak. 2 dak. siire ile santrifiijlenmistir. Olusan siipernatant
kismindan 1 ml alinarak 10000 devir/dak. 30 sn santrifiijlenerek olusan siipernatant
kismindan 1ml alinmig ve 10000 devir/dak. 15 dak. santrifiijlenmistir. Siire sonunda tiip
icerisinde kalan ¢okelti 1 ml fizyolojik su ile ¢dziilerek 10°e kadar seri diliisyonlar:
hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlardan Laktik asit bakterilerinin izolasyonu igin
MRS ve M17 agara ekim yapilmistir. Ekimi yapilan plaklar 42°C ve 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan ve laktik asit bakteri kolonisi oldugu diisiiniilen

koloniler alinip stoklanmak tizere besi ortaminda aktiflestirilmistir (Mandel vd., 1970).

\! ““' | 3 | 'H!I 1 | “
i Iy WM

Sekil 2.1. Yogurttan izole edilen LAB’larin MRS besi ortaminda aktiflestirilmesi

2.6. Laktik asit bakterilerinin 6n tanimlanmasi

Yogurt Orneklerinden izole edilen LAB’larin tanimlanmasinda izolatlarin
morfolojik (kok, ¢ubuk gibi), katalaz ve kiiltiirel ozelliklerine (gram boyama, koloni

morfolojisi) bakilarak 6n tanimlama yapilmistir.
2.6.1. Koloni morfolojisi

Inkiibasyondan sonra petrilerdeki koloniler goriiniislerine, sekline, rengine ve

kokusuna bakilarak degerlendirme yapilmistir.
2.6.2. Gram boyama

Izole edilen potansiyel LAB’lar gram boyama teknigi ile boyanmistir.
Boyama yapilacak preparatlar petrilerdeki koloniler steril oOzelerle lamlara alinip
kurutulup sabitlenmistir. Kristal violet soliisyonu ile 2-3 dak. boyanmis, boya yikanmis
ve preparat lizerine liigol sollisyonu damlatilarak 1-2 dak. bekletilmistir. Liigol

soliisyonu 6nce saf alkol ile sonra saf su ile yikanmig ve safranin ile de 5-10 saniye

20



boyanip, su ile yikanarak boya giderilmistir (Collins vd., 1989; Giicin ve Diilger, 1995).
Kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra sedir yagi konarak immersiyon objektifi ile

bakilip goriintiiler degerlendirilmistir.
2.6.3. Katalaz testi

Izolasyonu yapilan LAB’larin petrilerindeki kolonileri alimip {izerine % 3’liik
hidrojen peroksit (H202) damlatilarak gaz kabarciklarinin  olusumuna gore
gozlemlenmistir. Gaz kabarci@i  olusturan Ornekler katalaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (Hammes ve Vogel, 1995).
2.7. Molekiiler Biyoloji Metotlar:

L. plantarum’larin molekiiler olarak tanimlanmasi, i¢in kullanilacak primerlerin
belirlenmesi, polimeraz reaksiyonu (PCR) islemi, kromozomal (Genomik) DNA

izolasyonu ve plazmit DNA izolasyonunu kapsamaktadir.
2.7.1. Oligoniikleotit primerler

Izole edilen potansiyel L. plantarum suslarinin tanimlanmasinda kullanilan recA

gen primerlerinin dizilimleri (5°—3’) ve bant uzunluklar Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4. L. plantarum'larin recA genlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan primerlerin niikleotid

dizilimi
Gen Primer Dizilim (5°—3°) Uzunluk (bg)
Adi
RecA planF CCGTTTCTGCGGAACACCTA 318
planR TCGGGATTACCAAACATCAC

2.7.2. Kromozomal DNA izolasyonu

Calisma boyunca kullanilan 51 LAB susu MRS broth besi yerinde 37°C’de 48
saat aktiflestirilmistir. Daha sonra ependorf tiiplerine her 6rnekten 1.5 ml birakilmigtir
ve 5 dak. 13.000 rpm’de santrifiijlenip siipernatant kismi bagka bir yere alinmistir. Elde
edilen peletlerin genomik DNA izolasyonlarin1 Vivantis Genomik DNA izolasyon Kiti
ile yapilmistir. Izolasyonu yapilan DNA daha sonraki galigmalarda kullanilmak iizere

-20°C’de muhafaza edilmistir.
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2.7.3. Polimeraz zincir reaksiyonu
2.7.3.1. Koloni PCR (rec A gen PCR)

PCR islemi toplam 30 pl igerisinde gergeklestirilmistir. 18.25 ul dH20, 1’er ul
ileri ve geri primerlerden, 3 pl PCR buffer (10X), 1 ul ANTP (10 mM), 2.5 ul MgCl»
(25 mM) 0.25 pl Taqg DNA polimeraz (5 U/ml) karigtirilarak hazirlanmistir. DNA olarak
10 ul dH20’da ¢ozdiiriilen koloniden 3 pl kullanilmistir.

Calismamizda kullandigimiz primerler ticari firmalardan siparis edilmistir
(lontek, Istanbul). PCR islemi 94 °C’de 3 dak. ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra
30 dongii olmak iizere 94 °C’de 1 dak. denatiirasyon, primerler i¢in uygun yapisma
sicakligr 55°C’de 1 dak. ve 72 °C’de uygun sentez zamani boyunca gerceklestirilmistir.
PCR iiriinleri % 1’lik jel hazirlanarak, elektroforeze yiiklenmis PCR ile g¢ogaltilan
bolgeler UV 15181nda gozlenmis ve fotograflanmistir.

2.7.4. Plazmit DNA izolasyonu

Calismada toplanan yogurt o6rneklerinden izole edilen, kimyasal ve molekiiler
yontemlerle tanimlanan suslarin plazmit DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu amagla,

hazir kit ile izolasyonu ve manuel plazmit DNA izolasyon metotlar1 uygulanmistir.
2.7.4.1. Hazir kit kullanilarak yapilan plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu; Favorgen Plasmid DNA Extraction Mini Kiti
kullanarak firmanin (FAVORGEN) verdigi prosediire lizozim eklenerek modifiye
edilmis ve gerceklestirilmistir. Bunun i¢in MRS besi ortaminda bir gece inkiibasyona
birakilmis bakteri kiilttirii kullanilmistir. Gelismis olan bakteri kiiltliriinden 1 ml tiiplere
aliarak, 3500 devir/dak. 15 dak. Santrifiij edilmis ve bakteri hiicreleri c¢oktiiriiliip
supernatant dokiiliir, pelette 1ml steril distile su eklenip vortekslenerek 2 dk da 10000
rpm’de santrifijjlenir ve istte kalan sivi kismu uzaklastirilir, 2 kez bu islem yapilir.
Olusan peletin tizerine 200 pl lizozim (8 mg/ml) konsantrasyonu eklenerek karistirtlir
ve 37°C 30 dak. su banyosunda lizozim inkiibasyonu yapilmistir. Daha sonraki agamalar
iiretici firmanin protokoliine gore gerceklestirilmistir. Elde edilen potansiyel plazmit
DNA'’ lar1 jelde goriintiilenir, fazla kalan kismida sonraki ¢alismalarda kullanilmak i¢in

-20°C’de saklanmustir.
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2.7.4.2. Geleneksel plazmit DNA izolasyonu

L. plantarum susunun kiiltiirleri MRS broth besi ortaminda 37 °C’de 24 saat
gelistirilip, 5 ml’lik MRS broth ortamlarina birer ml inokiilasyonlar yapilmis ve alinan
tiipler 30°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Bakteriler kiiltiirleri sonra santrifiij tliplerine
almip, 6000 devirde 15 dak. santrifiij islemine tabi tutulmustur. Tiiplerdeki hiicre
cokeltisi kurutulduktan sonra 380 pl siikroz tamponunda ¢oziilmiistiir. 37°C’ye kadar
isitilan bu ortama 96 pl lizozim ilave edilmis ve su banyosunda 37°C’de 5 dak.
bekletilmistir 48 pl Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, tiiplere 28 ul % 20 SDS
cozeltisinden eklenerek karistirilmistir. Son asamada santrifiij tiipleri 37°C su

banyosunda 10 dak. siire ile birakilmig lizizin tamamlanmasi saglanmistir.

Elde edilen kiiltiirlere yeni hazirlanmis 28 pl 3 N NaOH ¢ozeltisinden ilave
edilmis ve diiz bir zemin {iizerinde tiipler 10 dak. Siire ile yavasca cevrilerek
kromozomal DNA’nin alkali denatlirasyon kosullart saglanmistir. Denatiirasyon
asamasinin sonunda santrifiij tliplerine 50 pl Tris-HCI ¢ozeltisi eklenerek, 3 dak. siire ile
yine diiz bir zeminde hafifce karistirilmistir. Tiiplere, %3 NaCl ile doyurulmus fenol
¢ozeltisinden 0.7 ml ve 4°C’de tutulan 5 M NaCl ¢ozeltisinden 72 pl aktarilarak, 4°C’de
15 dak. 15000 devirde santrifiij islemi yapilmistir. Mikropipetlerle tiiplerde olusan tist
faz alinip yeni tiiplere aktarilmis ve 0.7 ml kloroform/izoamilalkol (24:1) cozeltisi
eklenmistir. Olusan bu karisima 4°C’de 15000 devirde 15 dak. santriftij islemi
uygulanmis, tekrar elde edilen iist faz yeni tiiplere alinmis ve ayn1 hacimde soguk etanol
ilave edilmistir. Etanol aktarilan tiipler -20°C’de bir gece birakildiktan sonra, 15 dak.
15000 devirde santrifiijlenerek plazmit DNA c¢oktiiriilmiis ve siv1 faz uzaklastirilarak
cokeltiler kurutulmustur. Kurutulan ¢okeltiler 20 pl Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziilmiis
ve RNaz A stok ¢ozeltisinden 2 pl ilave edilerek su banyosunda 37°C’de 45-50 dak.
inkiibe edilmistir (Anderson ve McKay, 1983).

2.7.5. DNA’nin jel elektroforezi

Koloni PCR iiriinleri i¢in agaroz jel hazirlamak iizere; %1 oraninda agaroz, 1X
TBE tamponu igerisinde homojen olarak karistirilip eritilmis ve elektroforez tabagina
dokiilmiistiir. Analiz edilecek 6rnekler uygun diliisyonlarindan genellikle 4 pl alinarak,
1 ul yiikkleme tamponu (%0.25 bromfenol mavisi; %40 sukroz; 100 mM EDTA; pH 8.0)
ile karigtirllmistir. Bu sekilde 6rnekler jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. DNA kontrolii
olarak uygun boyutlardaki DNA referansi; A DNA 1000 baz ¢iftlik veya 100 baz ciftlik
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DNA markorleri  (Favorgen) kullanilmistir.  Elektroforez tankinda 500 mA
(NYXTechnik; V37) ve (Cleaver), jel 80 V altinda kosturulmustur. DNA 6rnekleri UV

15181 (312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmstir.

Plazmit DNA f{iriinleri i¢in agaroz jel hazirlamak {izere; % 1 oraninda agaroz, 1X
TBE tamponu igerisinde eritilmis ve elektroforez tabagina aktarilmistir. Orneklerin
analiz i¢in uygun diilisyonlarindan genellikle 4 pl alinarak, 1 pl yiikkleme tamponu ile
kanistinnlmistir. Bu sekilde ornekler jele yiiklenmistir. DNA kontrolii olarak uygun
boyutlardaki DNA referansi; A DNA 1000 baz ciftlik DNA markorleri (Favorgen)
kullanilmistir. Elektroforez tankinda, jel 20-40 V ve 500 mA altinda kosturulmustur.
DNA o6rnekleri UV 15181 (312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

2.8. izolatlarin Stoklanmasi

Bakteri suslar kisa siireli stoklamalar i¢in %15’lik gliserol igerisine alinarak -
20°C’de saklanmigtir. Uzun siireli saklama igin ise, besiyerinde 16 saat gelistirilen
bakterilerden 200 pl alinarak 3 dak. 12.000 rpm’de santrifiijlenerek silipernatant
kismiin uzaklastirllmasi ve peletlerin %30 gliserol iceren MRS besi ortaminda

¢ozdiiriip, sok sogutma ile -80°C’de gergeklestirilmistir.
2.9. izolatlarin Antibiyotiklere Karsi Direnc¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada  kullanilan  antibiyotikler ~Oxoid’den  alinmistir.  Kullanilan

antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Cizelge 2.5’de verilmistir

Cizelge 2.5. Antibiyotikler ve konsantrasyonlar1

Antibiyotik Konsantrasyon (ug)
Eritromisin 10
Kanamisin 30
Penisillin 10
Kloramfenikol 30
Gentamisin 10
Trimetoprim 25
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2.9.1. Disk difiizyon metodu

Yogurtan izole edilen L. plantarum izolatlarinin antibiyotik direng¢ 6zellikleri
disk diffiizyon metoduna ile belirlenmistir. Bu amagla eritromisin, kanamisin, penisillin,
kloramfenikol, gentamisin ve trimetoprim antibiyotiklerine kars1 diren¢ veya duyarlilik

ozellikleri incelenmistir.

Bu galismada kullanilan ve 4°C’de muhafaza edilen L. plantarum suslari sivi
MRS besiyerine asilanarak 37°C de 24 saat siire ile aktivasyonu saglamak igin
inkiibasyona birakilmistir. Deney tiiplerinde sterilize edilen ve 45-50°C ye kadar
sogutulan MRS agarda aktivlestirilmis L. plantarum izolatlariyla hazirlanan 24 saatlik
(0.1 ml de 108 adet/ml) kiiltlir ile asilanmigtir (Anonymous, 1999). Deney tiiplerine
ekim yapildiktan sonra iyice karistirilip 9.0 cm ¢apindaki steril petri kutularina 15'er ml
aktarilmis ve besiyerinin homojen bir sekilde petri kutusu i¢inde dagilmasi saglanmistir
(Collins vd., 1989). Katilasan besi yerleri lizerine antibiyotik diskler uygun mesafelerle
yerlestirilmistir. Ekimi yapilan plaklar 6n inkiibasyon i¢in 4°C’de 2 saat birakilmistir.
Sonrasinda 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Son agsamada olusan inhibisyon

zonlart mm olarak Sl¢tilmiistiir.
2.10. Izolatlarinin Diger Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkilerileri

Yogurtan izole edilen L. plantarum izolatlarinin antibakteriyel etkileri uyuk agar
difiizyon metodu ile belirlenmistir. Bu amagla 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 karsi direng-duyarlilik 6zellikleri
incelenmistir. Calismada kullanilan L. plantarum suslar1 sivi MRS besiyerine, indikator
bakteriler ise Niitrient sivi besiyerine asilanarak 37°C de 24 saat siire aktivasyonu
saglamak icin inkiibasyona birakilmistir (Anonymous, 1999). Caligmada kullanilan
indikator bakteriler agar ortaminda 24 saatlik kiiltiirlerinden distile suda 0,5 McFarland
bulanikligima esdeger siispansiyonlar hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonlari, her bir
indikator bakteri susu i¢in uygun olan agar ortamlara, steril ekiivyon ¢ubugu ile inkiibe
edilmistir. Plaklara steril agar delici ile kuyucuklar agilmistir. Hazirlanan kuyucuklara
izolatlardan 100 pl konularak indikator bakteriler i¢in uygun sicakliklarda 24 saat’lik
inkiibasyona birakilmigtir (Pringsulaka vd., 2012). Son asamada olusan inhibisyon

zonlart mm olarak 6l¢tilmiistiir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Yogurt onemli bir fermente siit {irtinii olup dengeli beslenmeyi saglayan ve
diinyada hizla yayilan bir besindir. Viicut i¢in gerekli olan kalsiyumun biiyiik bir
kismini karsiladigini, ayni zamanda yogurdun sagliga faydalari arasinda; temel besin
ihtiyaglarindan bir kismini olusturur, viicut agirligini dengeledigini, laktoz toleransini
gelistirdigini ve probiyotik bakteriler ile saglifa cesitli katkilarinin bulundugunu
aciklanmistir (McKinley, 2005). Gida endiistrisinde kullanilan starter kiltiirlerin
istenilen tat, koku, aromatik ozellikler, iiretim kapasiteleri ve hedeflenen fermente
tiriinlere olumlu 6zellikler kazandiran suslardan secilmesi 6nemli olmustur (Tamime ve

Robinson, 1999).

Calismanin bu kisminda Mus’un farkli koylerinden geleneksel metotlarla
yapilan 117 yogurt Orneklerinden 125 laktik asit bakteri izolasyonu yapilmistir.
Toplanan yogurt orneklerinden toplam 51 adet Lactobasillus izole edilmis ve daha
sonraki yapilacak olan ¢alismalarda kullanilmak iizere -20°C’de stoklanmistir. Cizelge
3.1’de yogurt orneklerinin toplandigi yerler ve izole edilen suglar ile ilgili bilgiler
verilmigtir.

Cizelge 3.1. Farkli bolgelerden toplanan yogurt 6rneklerinden elde edilen Lactobacillus plantarum

Izolat sayilar

Alindig1 yer Toplam yogurt sayis1  Toplam izolat sayis1 L. plantarum sayisi
Karaagacli Beldesi 25 23 8
Sungu Beldesi 16 13 5
Tandogan Koyii 11 11 2
Yarpuzlu Koyii 10 12 7
Glizeltepe Koyt 13 12 5
Suvaran Koyt 9 14 2
Sazlikbas1 Koyii 33 40 11
Toplam 117 125 40

Ayni yogurt 6rneginden birden fazla mikroorganizma elde edilmis. Bunlardan sadece bir koloni
almarak saklanmistir
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3.1.1. izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal olarak tanimlanmasi

Saf kiiltiir olarak elde edilen Laktik asit bakteri izolatlarinin, biyokimyasal
yontemlerle tanimlanmasinda, gram boyama reaksiyonu, mikroskobik morfoloji, ve
katalaz aktivitesine bakilmistir. L. plantarum’larin izolasyonu yapildiktan sonra,
petrilerde koloni goriiniisleri beyaz-krem renkli ile ayirt edilebilmektedir. Inokiile edilen

MRS agar petrilerine ve 48 saat inkiibe edildikten sonra olusan koloni goriintiileri sekil

3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 MRS agar petrilerine asilanan Laktobasillus’a ait koloni goriintiisii

Yogurt érneklerinden izole edilen 125 izolatin gram boyama sonucunda gram
pozitif oldugu belirlenmistir. Izolasyonu yapilan L. plantarum’in suslardan gram

boyama da elde edilen mikroskobik goriintiisii sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Yogurtan izole edilen L. plantarum (31 ve 20 nolu izolat) susunun gram boyama goriintiisii

LAB oksidatif stres sonucu olusan oksijen tiirevlerinden hidrojen peroksit
(H202) olusturmakta fakat katalaz enzimi eksikliginden dolay1 hidrojen peroksiti oksijen
ve H>O’ya parcalayamamaktadir. LAB tayininde basit bir yontem olarak katalaz

ozelligi kullanilmaktadir. Calismada kullanilan izolatlara morfolojik incelemeden sonra
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katalaz testi yapilmistir ve 125 izolatin tamaminin katalaz negatif oldugu tespit

edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel siiflandirmanin temel,
morfolojik, fizyolojik ve farkli sicakliklarda, ph degerlerinde, arjinin degredasyonu, tuz
konsantrasyonlarinda gelisimi ve karbonhidrat katabolizmas1 gibi
metabolik/biyokimyasal 0Ozelliklerin arastirilmasini  iceren fenotipik yOntemlere

dayanmaktadir (Gobbetti vd., 2005).

Bu calismada, suslarin mikroskobik o6zellikleri incelendiginde, 51 bakterinin
basil geriye kalan 74 susunda kok seklinde oldugu goriilmektedir. Suslarin
biyokimyasal 6zellikleri arastirildiginda, LAB’a ait ozellikleri gosterdigi yani Gram
pozitif oldugu ve katalaz aktivitesinin bulunmadigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Laktik asit bakterilerinin morfolojik ve biyokimyasal sonuglari

Izolatlar Gram Katalaz testi Mikroskobik morfolojisi
reaksiyonu Basil Kok

KMK1 + - +

KMK2 + - +
KMK3 + - +
KMK4 + - +

KMK5 + - +
KMK®6 + - +

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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Cizelge 3.2.’nin devami

izolatlar

Gram
reaksiyonu

Katalaz testi

Mikroskobik

morfolojisi

Basil

Kok

KMSB5

+

+

KMSB6

+

KMSB7

+

KMSBS8

KMSB9

KMSB10

KMSB11

KMSB12

KMSB13

KMT1

KMT2

KMT3

KMT4

KMTS5

KMT6

KMT7

KMT8

KMT9

KMT10

KMT11

KMY1

KMY2

KMY3

KMY4

KMY5

KMY®6

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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Cizelge 3.2.’nin devami

izolatlar

Gram
reaksiyonu

Katalaz testi

Mikroskobik

Morfolojisi

Basil

Kok

KMSUS5

+

+

KMSU6

+

KMSU7

+

KMSU8

KMSU9

KMS10

KMS11

KMSU12

KMSU13

KMSU14

KMSA1l

KMSA2

KMSAS3

KMSA4

KMSAS

KMSAG

KMSA7

KMSAS8

KMSA9

KMSA10

KMSA11

KMSA12

KMSA13

KMSA14

KMSA15

KMSA16

KMSA17

KMSA18

KMSA19

KMSA20

KMSA21

KMSA22

KMSAZ23

KMSA24

KMSA25

KMSA26

KMSA27

KMSAZ28

KMSA29

KMSA30

KMSA31

KMSA32

KMSAS3

KMSA34

KMSA35

KMSAS36

KMSA37

KMSAS8
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Cizelge 3.2.’nin devami

Izolatlar Gram Katalaz testi Mikroskobik morfolojisi
reaksiyon Basil Kok

KMSA39 + - n

KMSA40 + - +

3.1.2. izolatlarin rec A gen bélgelerinin PCR ile cogaltilmasi

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmast ve karakterizasyonu bilimsel ve
endiistriyel agidan onem kazanmaktadir. L. plantarum’larin tanimlanabilmesi igin
bunlarin fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal oOzellikleri ile faj tiplerinin ve
antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesini ve serolojik olarak tiplendirilmelerini
kapsayan klasik yontemlerin yaninda son yillarda 6nem kazanan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, DNA dizilim analizi, Pulsed Field Jel Elektroforezi, Restriksiyon Fragment
Uzunluk Polimorfizmi, Cogaltilmis rDNA’nin Restriksiyon Analizi, Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi gibi molekiiler biyoloji tekniklerinden de
yararlanildig1 bildirilmistir (Busch ve Nitschko, 1999).

Calismada izolatlarin; morfolojilerine, gram boyama reaksiyon o6zellikleri ve
katalaz testleri yapilan ve Lactobasillus oldugu tespit edilen 51 izolatin MRS Agar
petrilerine ekimi yapilmistir. Molekiiler olarak tanimlama yapilmasi i¢in petrilerden
alinan tek Lactobacillus kolonilerinin recA genin planF-planR primer kullanildi.

Kullanilan primerler Cizelge 2.4’de verilmistir.

L. plantarum igin recA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltacak sekilde Primer ciftleri
(planF-planR ) sentezlettirilmistir. L. plantarum tiirlerinde PCR reaksiyonunda 318 bg
uzunlugundaki bolgenin ¢ogaltilmasi hedeflenmistir. PCR ¢alisma sartlarinda ¢ogaltilan

PCR firtinleri %1lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
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M1 2 34 5 67 8 91011121314151617 18

318 be=>>

Sekil 3.3. Dogal yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (1-18. izolatlar) PCR ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standard1

M 19202122 23 24 25 26 27 28 2930 313233 34 35 36

318 bo=>

Sekil 3.4. Dogal yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (19-36. izolatlar) PCR ile ¢ogaltilmasi

sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standard1
M 37 38 39 40 41 42 43 44 4546 47 48 49 50

318 be=>>

Sekil 3.5. Dogal yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (37-50. izolatlar) PCR ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen agaroz jel gériintiisii. M: 100 bg DNA standard:

Farkli Lactobacillus tiirlerinin L. plantarum, L. pentosus ve L. paraplantarum
molekiiler olarak tanimlanmasinda recA gen bolgesi primerleri kullanilmistir. PCR
sonuglarina gore recA gen bolgesi primerleri L. plantarum i¢in 318 b¢ uzunlugundaki
bolgeyi kopyalarken, L. paraplantarum da ise bu gen 107 bg, L. pentosus i¢in 218 b¢ lik
bir bolgeyi kopyaladigi bildirilmistir (Torriani vd., 2001).

Izolasyonu yapilan laktik asit bakterilerinin molekiiler ydntemle recA gen

bolgesi primeri kullanilarak tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlarin PCR ile
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tanimlanmas1 sonucunda 318 b¢’de DNA bandi veren toplam 40 adet siipheli L.

plantarum izolati elde edilmistir.

Bu tarz caligmalarda biyokimyasal tanimlama yapilamadan planlanan molekiiler
tanimlamalar i¢in kullanilacak primerler genelde kolonilerden bazilarinda yanlis
tanimlamalara neden olabilmektedir. Bu nedenle molekiiler tanimlama ile biyokimyasal
tanimlamalar beraber degerlendirildiginde daha etkin bir tanimlama olmaktadir

(Tabasco vd., 2007).

Calismada L. plantarum susu olabilecek izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler
yontem ile tanimlanarak dogrulanmistir. Elde edilen bulgularimiz literetiir bilgileriyle

esdeger oldugu belirlenmistir.
3.2. Plazmit izolasyonu ve Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri
3.2.1. L. plantarum izolatlarindan plazmit izolasyonu

Bakterilerin  fermentasyonu sadece kromozom lizerindeki  genlerden
saglanmamistir. Gelisim zarfinda bakteriler genetik materyal olan plazmitleri zamanla
diger mikroorganizmalardan kazanabilmektedirler. Plazmitler bakterilere kotii sartlarda
diren¢ sagladiklar1 gibi aroma olusumuna sebeb olan metabolitleride iiretebilecek
genleri de bulundurmaktadirlar. Bu plazmitler glikoliz, bakteriyosin sentezi, yag asidi
sentezi, aminoasit metabolizmasi, disakkaritlerin parcalanmasi gibi goérevlerini de yerine
getirmektedirler. Plazmitler mikroorganizmasin fajlara karsi korumanin yaninda lezzet

olusumu gorevi de iistlenmektedirler (Aslim ve Beyatli, 2004).

Plazmit kokenli genlerin kodladiklar1 6nemli metabolik fonksiyonlar baslangi¢
kiiltiirlerinin gelisimini ve kapasitelerini artirmaktaktadir. Plazmitler antibiyotik direng
ozelliklerinin ilave olarak bakteriyosin iiretimi laktoz fermentasyonu ve agir metallere
dayaniklilik gibi 6nemli ozellikler bulundurmaktar ve bu tiir 6zellikler baslangig
kiiltiirleri i¢in kabul gormektedir. Bunun yaninda plazmitlerin antibiyotik direng
gostermesi gidalarda kullanimi agisindan sorun olusturmaktadir. Peynirden ve ¢ig siitten
izole edilen L. lactis ssp. lactis K214 izolatlar1  antibiyotiklere karsi direng
gostermektedir (Perreten vd., 1997).

Izolasyonu yapilan 63 adet L. plantarum’dan izole edilen plazmitler biiyiikliik ve

sayl bakimimdan arastirilmistir. izolatlardan biiyiik cogunlugu 1 tane plazmit icerirken
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7, 31 ve 33 nolu olanlarinda 3 tane, 15 tanesinde ise plazmit varlig1 tespit edilmemistir

(Alan, 2014).

Calismanin bu boliimiinde izole edilen 40 adet L. palantarum’dan izole edilen
plazmitler say1, biiyiikliikk ve direng¢ 6zellikleri agisindan incelenmistir. Plazmit DNA
izolasyonu materyal ve metot boliimiinde belirtildigi gibi hazir kit ve manuel geleneksel
yontemleri kullanilarak yapilmis ve plazmit varligr tespit edilmediginden en az 2 kez

her iki yontem kullanilarak ve plazmit yoklugu teyit edilmistir.
3.2.2. izolatlarin antibiyotik direnc 6zellikleri

Fermente gidalarin iiretiminde, antibiyotik diren¢ geni bulunan laktik asit
bakterileri kullanilanilmaktadir. Yapilan son caligmalarda, bakteri tiirleri arasinda
antibiyotik direngliligin yayilmast ve secilmesi ilizerine durulmakla birlikte, gida
tiretiminde kullanilan bakterilerin antibiyotik diren¢ genlerinin iizerinde barindirdig: da
bildirilmektedir. Bu nedenle insan viicuduna fermente gidalar yoluyla alinan ve
biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan bakteriler ¢ok o©nemlidir. Bu bakteriler
antibiyotik direncliligi patojen bakterilere veya konakciya aktarabilmektedirler
(Hummel vd., 2007). Bakteriler direng saglayan genleri kromozomlari1 iizerinde de
bulundurmaktadirlar. Kazanilmis 6zelliklerin yaninda kazanilmamis (kromozoma ait)
direng Ozellikleri diger bakterilere geg¢mesi patojen olmayan suslara risk
olusturmamaktadir. ~ Ayrica  antimikrobiyel — maddelerin  etkisin de  kalan

mikroorganizmalar bu maddelere kars1 diren¢ kazandirmaktadirlar (Levy, 1997).

Gilinlimiizde yaygin olarak antibiyotiklerin kullanilmasi probiyotik bakteriler,
faydal1 bakteriler ve fermente iiriinlerde rol alan laktik asit bakterileri gibi, gida zinciri
icerisinde ki bakterilerin insan ve hayvanlarda tedavi i¢in kullanilan antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmasimi saglamaktadir. Laktik asit bakterilerinde en ¢ok eritromisin ve
tetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi diren¢ gostermektedir. Aktarilan bu antibiyotik
diren¢ genlerinin, c¢ogu dikey (hortizal) tasinma ile yayildigi Ongoriilmektedir.
Arastirmalarin ¢ogunda, insan ve hayvan bagirsagindaki bakterilerin genelinde ayni
antibiyotiklere kars1 direncgli olmalar1 da organizmalar arasinda direng geninin

transferini ve dagilmasini dogrulamistir (Ammor vd., 2007).

Calismanin bu kisminda izole edilen bakterilerin Eritromisin (15pg), Kanamisin
(30png), Penisillin  (10pg), Kloramfenikol — (30pg), Gentamisin (10ug), Trimetoprim
(5pg) gibi 6 farkli antibiyotige karsi gostermis oldugu direng-duyarlilik sonuglar
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belirlenmistir. Antibiyotige karst direng 6zelligi her bir izolat i¢in 2.9.1°de anlatildig1

gibi belirlenmis ve elde edilen sonuglar ¢izelge 3.3.’de verilmistir.

Sekil 3.6 izolatlarin antibiyotik direng 6zelliklerinin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi sonucu elde
edilen zon goriintiileri.

Eritromisin’e karst en duyarli olan 35 nolu izolat 40 mm ¢apinda inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmis olup, en az duyarlilig ise 26 nolu izolat 20 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Eritromisin’e karsi olusan inhibisyon zon
caplart 20 mm ile 40 mm arasinda degisim gostermektedir. Eritromisin toplamda
izolatlarin %50’sine kars1 direng gosterirken %50’°sine karsi da duyarli oldugu tespit

edilmistir.

Kanamisin’e kars1 dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarinin %
97.5 1 (39 izolat) direng gosterirken % 2.5 i (1 izolatin) duyarli oldugu belirlenmistir.
Kanamisin’e kars1 sadece 14 nolu izolat 7 mm inhibisyon zonu olusturdugu tespit

edilmistir.
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Cizelge 3.3.Dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarin antibiyotik direnglilikleri

S £

5 sz |8 |£ |t |2 |5

E s |§ |2 |£ |§ |£

g £ |5 |F |E |5 | &

= i X o o O 'z

¥ [
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

(*): Inhibisyon zonu, mm; (R): Direngli

36



Penisillin’e karsi en az duyarli olan 39 ve 40 nolu izolatlar 8 mm c¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu, en fazla duyarli ise 35 nolu izolat 20 mm c¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Penisillin’e kars1 olusan inhibisyon zon
caplari 8 mm ile 20 mm arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Penisillin
antibiyotigine kars1 10 izolat (% 25) duyarliyken 30 izolat ise (%75) direngli olduklar

belirlenmistir.

L. plantarum suslari Kloramfenikol’e karsi 13-32 mm araliginda inhibisyon
zonu olusturmustur. Bu izolatlardan sadece 1 nolu izolat en duyarli olup 32 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu ve 31. izolatin da en az duyarl olup 13 mm ¢apinda zon

olusturdugu belirlenmistir.

Gentamisin’e kars1 en ¢ok duyarli 25 nolu izolat 25 mm ¢apinda inbisyon zonu
olustururken en az duyarlt 5 nolu izolat 7 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu
tespit edilmistir. Gentamisin’e karsi olusan inhibisyon zonlart 7 mm ve 25 mm arasinda
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Toplamda 14 izolat gentamisine kars1 duyarli iken

26 izolat ise direngli oldugu tespit edilmistir.

Trimetoprim antibiyotigine karsi izolatlarin %75°1 direng gosterirken %15°1 ise
duyarli oldugu belirlenmistir. Trimetoprim’e karst en ¢ok duyarli 35 nolu izolat 40 mm
capinda Inibisyon zonu olustururken 36 nolu izolat 9 mm ¢apinda Inibisyon zonu

olusturdugu belirlenmistir.

Bu c¢alismamizdaki L. plantarum suslarin da plazmit tespit edilmediginden
suslarin antibiyotiklere karsi gosterdigi direng kromozomal DNA kodlu oldugunu
diistiniilmektedir. L. plantarum 8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38
nolu suslar biitiin antibiyotiklere direncli oldugu tespit edilmistir. Bu suslar toplam
izolatlarin % 37.5” ine denk geldigi belirlenmistir. L. plantarum 35 nolu izolat
eritromisin ve trimethoprim’e karsi en duyarli iken kanamisin ve kloramfenikol’e kars1
ise diren¢ gosterdigi belirilenmistir. Izolatlar igerisinde antibiyotiklere kars1 en fazla

duyarhilig 25, 35 ve 36 nolu suglar gostermistir.

Izolatlarin antbiyotiklere karsi gdstermis olduklar1 direnglilik, orta derece

direnglilik ve duyarlik araliklar1 Cizelge 3.4° de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Standart antibiyotiklerin karsilastirma degerleri (Han vd., 2015; Celik vd., 2016)

Zon Capi, mm
ANTIBIYOTIK Disk Icerigi . i Orta derecede
Direncli Duyarh
duyarh

Eritromisin 10 ug <15 16-20 >21
Kanamisin 30 pug <13 14-17 >18
Penisillin 10 pug <14 15-17 >18
Kloramfenikol 30 ug <12 13-17 >18
Gentamisin 10 ug <12 13-14 >15
Trimethoprim 25 ug <14 15-17 >18

Kullanilan antibiyotiklere kars1 L. plantarum izolatlarinin gostermis oldugu 3
(direnglilik, orta derece direnclilik ve duyarliginl) parametrenin yiizde (%)
hesaplamalar1 Cizelge 3.5 te verilmistir.

Cizelge 3.5. Dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarinin direng-duyarlilik durumlarinin
standart antibiyotiklerle karsilastirmasi (%) n=40

Antibiyotikler Duyarh (%) O;ﬁ;frﬁf‘iﬁ/‘i‘;e D‘(‘;Z“)‘f'h
Eritromisin 47.5 2.5 50
Kanamisin 0.0 0.0 100
Penisillin 7.5 5 87.5
Kloramfenikol 175 7.5 75
Gentamisin 75 5 87.5
Trimethoprim 125 0.0 87.5

Cizelgede goriildiigi gibi L. plantarum suslari en yiiksek duyarliligi eritromisin’e
karst (% 47.5) gosterirken, en diisiik duyarlilik ise penisillin ve gentamisin’e (% 7.5)
karst gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlar en yiiksek orta dereceli duyarlilig
kloramfenikol’e (% 7.5) kars1 gostermis olup, penisillin ve gentamisin’e karsi ise ayni
oranda (% 5) orta dereceli duyarlilik gosterdikleri belirlenmistir. Suglar en yiiksek
direnci kanamisin antibiyotigine karsi (%2100) gosterirken, en diisiik direnci ise
eritromisin’e (% 50) karsi1 gosterdigi tespit edilmistir. Penisillin, gentamisin ve
oranda diren¢ (%87.5) gosterdikleri

trimethoprim  antibiyotiklerine karsi aym

belirlenmistir.

Ammor ve ark. (2007), Lactobacillus, Lactococus ve Bifidobakterium’un
antibiyotik diren¢ profilleri olduk¢a farkli oldugunu belirtmislerdir. Bazi LAB’leri
basitrasin, sefoksitin, siprofloksasin, fusidik asit, kanamisin, gentamisin, metronidazol,
nitrofurantoin, norfloksasin, streptomisin ve vankomisin kars1 yiiksek dogal direnclilik

gosterdigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte, LAB genellikle peniciline (piperacilin
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ve ampicilin) ve B-laktamaz inhibitorlerine karst duyarli oldugu, fakat oxacillin ve

sefhalosporinlere karsi ¢ok direngli oldugunu belirtmislerdir (Daniels ve ark., 2003).

Arastirmalarda genelde Laktobasiller protein sentezini engelleyen eritromisin,
klindamisin,  kloramfenikol =~ ve  tetrasiklin  gibi  antibiyotiklere  duyarli,
aminoglikozidazlara, gentamisin, streptomisin, neomisin ve kanamisin gibi direnglidir

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

Laktobasiller de karbonhidratlar1 fermente etme 6zelligi hem kromozal hemde
plazmitlerde kodlu olmasina ragmen, laktokoklar da yalnizca plazmit DNA kaynakli
oldugu belirtilmistir. Ayrica laktobasiller de laktoz metabolizmasi yapan plazmit kodlu
tirler bulunmaktadir. Bu tiirlere L. plantarum, L. casei ve L. acidophilus ornek
verilebilir. L. plantarum bakterilerinin plazmitlerinde bulunan gal, FlllLac ve phg
genlerinin laktoz metabolizmasina neden oldugu belirtilmektedir. Ayni zamanda L.
plantarum bakterilerinde p-galaktozidaz enzimini kodlayan genetik madde de
plazmitlerde bulunmaktadir (Mayo vd., 1994).

Bunun yaninda bazi L. plantarum suslarinda B-galaktozidaz geninin plazmit
kodlu oldugu gibi kromozomal DNA kodlu oldugunu da, bildiren caligsmalar
bulunmaktadir (Fernandez vd., 1999).

L. plantarum bakterilerinin direng saglayan oOzelliklerinin sadece plazmit
tasiyan izolatlarda olmadigr kromozom iizerindeki mutasyonlar ile olusmus 6zellikler
olabilmektedir. Ayrica starter kiiltiir seciminde sadece plazmit 6zelligine bakilmasi
yeterli olmayacagindan antibiyotik diren¢ Ozellikleri ve antibakteriyal etkilerine

bakilmasi gerekmektedir.
3.3. Izolatlarin Diger Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkileri

Yogurtan izole edilen L. plantarum izolatlarinin antibakteriyel etkileri uyuk agar
diftizyon testi ile belirlenmistir. Bu amagla 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 karsi direng¢ ve duyarlilik

ozellikleri incelenmistir.

Laktik asit bakterilerinin en Onemli inhibitor etkisi 6zellikle asidik ortamlarda

olusmaktadir. Ayrica inokiile edilen starter kiiltiir miktar1 ve aktivitesi de, Ozellikle
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fermantasyonun ilk asamasinda, patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe

etmektedir (Tekinsen vd., 1994).

L. plantarum bakterileri iizerine yapilan ¢alismalar da bakteriyosinlerin plazmit
kodlu oldugu belirtilmistir. Ayrica Karides sindirim sisteminden izolasyonu yapilan L.
plantarum susundan plazmit izole edilmis ve elde edilen 5,5 kb’lik plazmitin
bakteriyosin iiretiminden etkeni oldugu bildirilmistir (Karthikeyan ve Santosh, 2009).
Bakteriyosin {iiretimi yapan ve direnclilik 6zelliklerinin genellikle plazmit DNA’da
kodlu oldugu belirtilmekle birlikte, bakteriyosin iiretiminden sorumlu genlerin

kromozomda kodlanmis olabilecekleri de agiklanmistir. (Todorov ve Dick, 2005;

vanReenen vd., 2006; Todorov, 2009). Elde edilen sonuglar ¢izelge 3.6’da verilmistir.

Sekil 3.7 izolatlarin diger bakteriler iizerindeki direng dzelliklerinin oyuk agar metodu sonucu elde edilen
zon goriintiileri
Laktik asit bakterilerinin iizerine yapilan c¢alismalarda da Gr (+) bakteriler
tizerine inhibisyon etkisinin Gr (-) bakterilerine gore daha giiclii oldugu belirtilmistir
(Sobrino vd., 1991; Makras ve De Vuyst, 2006). Ayrica Gram (-) bakterilerin dis
zarlarinin biitiinliigli bozuldugunda bakteriyosinlere karsi ¢cok hassas duruma geldikleri

bildirilmistir (Philiphs ve Duggan, 2001).
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Cizelge 3.6. Dogal yogurtlardan izole edilen L. plantarum suslarin diger bakterilere kars1 direnglilikleri

I1zolatlar
S. aureus
E. coli

P.aeruginosa

B. subtilis
B.megaterium
E. aerogenes
K.pneumoniae

. plantarum 1 200|120 | 21 | 21 | 22 | 20 | 17
. plantarum 2 19 | 20 | 22 | 21 | 19 | 18 | 17
. plantarum 3 20 | 20 | 20 | 21 | 18 | 24 | 18
. plantarum 4 19 | 21 | 22 | 24 | 17 | 20 | 19
. plantarum 5 24 | 21 | 25 | 23 | 23 | 21 | 26
. plantarum 6 22 | 25 | 21 | 20 | 18 | 20 | 23
. plantarum 7 24 | 23 | 20 | 18 | 18 | 14 | 18
. plantarum 8 18 23 | 18 | 13 | 19 | 14 | 22
. plantarum 9 24 | 22 | 23 | 23 | 19 | 26 | 25
. plantarum 10 24 | 20 | 21 | 21 | 17 | 24 | 25
. plantarum 11 18 | 18 | 18 | 18 | 18 | 20 | 20
. plantarum 12 24 | 21 | 22 | 20 | 20 | 20 | 25
. plantarum 13 21 | 20 | 24 | 20 | 22 | 24 | 18
. plantarum 14 19 | 17 | 21 | 20 | 20 | 22 | 16
. plantarum 15 15 | 17 | 20 | 16 | 18 | 28 | 16
. plantarum 16 17 | 17 | 17 | 15 | 20 | 21 | 17
. plantarum 17 13 | 11 | 12 | 11 | 11 | 14 | 14
. plantarum 18 16 | 14 | 23 | 20 | 28 | 20 | 19
. plantarum 19 17 | 11 | 20 | 21 | 22 | 20 | 19
. plantarum 20 19 | 13 | 22 | 20 | 34 | 20 | 18
. plantarum 21 26 | 25 | 21 | 25 | 20 | 24 | 21
. plantarum 22 24 | 23 | 22 | 22 | 20 | 24 | 23
. plantarum 23 25 | 23 | 19 | 21 | 28 | 24 | 23
. plantarum 24 23 | 23 | 25 | 24 | 20 | 23 | 24
. plantarum 25 18 | 21 | 18 | 20 | 15 | 15 | 16
. plantarum 26 17 | 23 | 17 | 18 | 16 | 14 | 17
. plantarum 27 18 | 24 | 18 | 20 | 18 | 16 | 18
. plantarum 28 17 | 20 | 17 | 20 | 17 | 18 | 20
. plantarum 29 19 | 18 | 21 | 13 | 16 | 20 | 20
. plantarum 30 19 | 20 | 19 | 16 | 19 | 19 | 19
. plantarum 31 19 | 20 | 18 | 17 | 19 | 20 | 19
. plantarum 32 18 | 19 | 19 | 16 | 19 | 21 | 14
. plantarum 33 18 | 16 | 18 | 18 | 20 | 24 | 19
. plantarum 34 11 | 11 | 11 | 11 | 11 | 11 | 11
. plantarum 35 19 | 18 | 17 | 18 | 20 | 20 | 19
. plantarum 36 20 | 19 | 17 | 21 | 20 | 21 | 21
. plantarum 37 24 | 21 | 21 | 21 | 20 | 20 | 20
. plantarum 38 22 | 20 | 17 | 18 | 20 | 20 | 18
. plantarum 39 21 | 18 | 21 | 17 | 19 | 16 | 17
. plantarum 40 24 | 18 | 23 | 18 | 20 | 18 | 17

(*): Inhibisyon zonu, mm; (R): Direngli
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Con ve Gokalp (2000), yaptiklart ¢alismada 51 sucuk Orneginden izole edilen
laktik asit bakterilerinden L. plantarum 'un Staphylococus aureus lizerinde ¢ok giiglii
antimikrobiyel etki gériilmiistiir, Escherichia coli {izerine etkili gostermedigi, Listeria
monocytogenes tizerine ise zayif antimikrobiyel etki gosterdigini bildirilmistir.
Lactobacillus curvatus’ un ise Staphylococcus aureus tizerine giiglii antimikrobiyel etki
gosterdigini fakat Escherichia coli iizerine zayif antimikrobiyel etkili oldugunu

bulmuslardir.

S. aureus’e karsi olusan inhibisyon zonlar1 11-26 mm ¢ap1 arasinda degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. S. aureus’e karsi en fazla antibakteriyel etki gdsteren 21 nolu
sus 26 mm capinda inhibisyon zonu olustururken en az etki gosteren ise 34 nolu izolat

11 mm capinda inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.

L. plantarum bakterileri E. coli bakterisi tizerinde 11-25 mm arasinda
inhibisyon zonlar1 olusturmustur. E. coli bakterisi iizerinde en fazla etkiyi 25 mm
capinda zon olusturan 6 ve 21 nolu izolatlar gostermistir. L. plantarum 34 ve 17 ise en

az antibakteriyal etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

L. plantarum suslar1 P. aeruginosa bakterisi tizerinde 11-25 mm ¢ap arasinda
inhibisyon zonlar olusturarak test bakterilerinin gelisimini biiylik oranda engelledigi
tespit edilmistir. P. aeruginosa bakterisine karsi en ¢ok duyarli 5-24 nolu izolatlar 25

mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu gézlemlenmistir.

B. subtilis test bakterisi tizerinde L. plantarum suslar1 11 - 25 mm ¢ap arasinda
zonlar olusturmustur. 1, 2, 3, 10, 19, 23, 36, 37 nolu izolatlar B. Subtilis bakterisi
tizerinde 21 mm ¢apinda zon olusturarak ayni etkiciyi gostermistir. L. plantarum suslari
icerisinde B. Subtilis’e kars1 en fazla duyarliligi 17 ve 34 nolu bakteriler 11 mm ¢ap

araliginda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Bacillus megaterium’a karsi en ¢ok duyarli 20 nolu izolat 34 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olustururken, en az duyarli 17 ve 34 nolu izolatlar 11 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. B megaterium’a kars1 olusan inhibisyon

zonlar1 11-34 mm arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir.

Calismamizdaki izolatlar Enterobacter aerogenes’e karsi yiiksek oranda (11-28

mm) antibakteriyal etkide bulunmustur. Bu izolatlardan sadece 15 nolu sus en duyarh
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olup 28 mm c¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu ve 34. izolatin da en az duyarli olup

11 mm capinda zon olusturdugu belirlenmistir.

Klebsiella pneumoniae’e karsi olusan inhibisyon zonlar1 11-26 mm c¢ap1 arasinda
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Klebsiella pneumoniae’e kars1 en az antibakteriyal
etki gdsteren 34 nolu sus 11 mm c¢apinda inhibisyon zonu olustururken en fazla etki

gosteren de 5 nolu izolat 26 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

L. plantarum suslarinin test bakteriler {izerinde yiiksek genel inhibisyon etkileri
siras1 ile Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus megaterium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Bacillus subtilis,
bakterileri iizerinde goriilmiistiir. Bu ¢alismada kullandigimiz biitiin patojen bakterileri
lizerinde en az antibakteriyal etkiyi gosteren izolat 34 nolu izolat olmustur. Aym
zamanda hepsinde 11 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturmustur. L. plantarum
bakterileri igerisinde en fazla antibakteriyal etkiyi 21 nolu sus gostermistir. Ayrica bazi
caligmalar L. plantarum tarafindan iiretilen bakteriosinin inhibisyon etkisinin bazi gida
kaynakli patojen bakteriler iizerinde antagonistik etkisinin laktik asit ve bakteriosinden

ileri geldigi bildirilmistir (Klaenhammer, 1988 ).
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4. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, fermente gidalardan olan yogurtlardan fermantasyona neden olan
laktik asit bakterileri izole edildi. Yogurtlardan izole edilen bakterilerinin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal tanimlanmasi yapilan 125 adet laktik asit bakterisi stoklara

alimustir.

Dogal yogurtlarindan izole edilen L. plantarum suslarinin genetik elementleri,
antimikrobiyal direclilik gibi 06zelliklerinin belirlendigi bu calismada elde edilen

sonuglar asagida 6zetlenmistir

Mus ilinin farkli bolgelerinden dogal olarak yapilmis yogurt drnekleri toplanarak
LAB’lar izole edilmistir. Bu izolatlarin 6n tanimlanmasi (koloni morfolojisi, katalaz,
gram boyama) ve recA gen dizisi kullanilarak PCR ile tanimlanmasi yapilmis ve sonug
olarak toplam 40 adet siipheli L. plantarum susu elde edilmistir. Tanimlanan L.
plantarum izolatlarin plazmit DNA izolasyonu sonucunda plazmit igermedigi

saptanmistir.

Izolatlarin antibiyotiklere kars1 direncliligin belirlenmesi igin yapilan ¢alismada
8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 nolu suslar1 biitiin
antibiyotiklere karsi direngli oldugu tespit edilmistir. L. plantarum izolatlarinin
eritromisin % 50, kanamisin % 100, penisilin % 87.5, kloramfenikol % 75, gentamisin
% 87.5 ve trimethoprim % 87.5 yliksek oranda direngli oldugu belirlenmistir. L.
plantarum suslarin da plazmit tespit edilmediginden suslarin antibiyotiklere karsi

gosterdigi direng kromozomal DNA kodlu oldugunu diisiiniilmektedir.

Izolatlarin antibakteriyal aktivitelerine belirlenmesi icin yapilan ¢alismada
izolatlarin tiimii antibakteriyal etki gosterdigi tespit edilmistir. izolatlarda en fazla
antibakteriyal etki gosteren 20 nolu sus B. megaterium’a karsi 34 mm c¢apinda
inhibisyon zonu olustururken en az antibakteriyal etki gosteren 34 nolu sus tiim test

bakterilerine kars1 11 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gore izolatlarin incelenen biitiin 6zellikleri
ele alindiginda; plazmit icermeyen, antibiyotiklere karsi direngli ve patojen
mikroorganizmalar tizerindeki etkilerin gore L. plantarum 8, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17,
20, 21, 22, 23, 29, 32, 34, 38 nolu izolatlarin gida endiistrisinde kullanilabilir oldugu

belirlenmistir. Yogurtta bulunan L. plantarum {retmis olduklar1 antibakteriyal
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maddelerden dolay1 insan florasina zarar verici patojenlerin gelismesi engelleyerek

insan sagligina katkida bulunacag diistiniilmektedir.
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