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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’NIN FARKLI YORELERINDEN TOPLANAN BEYAZ PEYNIR
ORNEKLERINDEN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ iZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Sumeyya ARSLAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal
Mikrobiyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Laktik asit bakterileri (LAB) karbonhidrat metabolizmasinin ana fermantasyon
tiriinlerinden biri olan laktik asiti iireten olduk¢a degerli mikroorganizmalardir. LAB
genellikle besin igerigi zengin olan ortamlarda ve ozellikle de siit driinleri, et ve
sebzelerde yaygin bir sekilde bulunurlar. Bu bilgiden yola ¢ikilarak, tez ¢alismamizda
Erzurum basta olmak {izere birgok farkli yoreden beyaz peynir drnekleri toplanarak
laktik asit bakterilerinin izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirildi. Sonugta; Lactobacillus kefiri, L. brevis, L. casei, L. paracasei,
Pediococcus lolii, Prolinoborus fasciculus, Staphylococcus haemolyticus, Lysnibacillus
sinduriensis, P. parvulus, L. paraplantarum, Staphylococcus hominis, L. buchneri, L.
plantarum, Enterococcus faecium, Micrococcus yunnanensis, Microbacterium
paraoxydans ve Rothia dentocariosa tiirlerine ait 42 adet bakteriyal izolat elde edildi.
Bu amagla ilk dnce; bakterilerin gelisme gosterdikleri sicaklik, pH ve tuz konsantrasyon
araliklar belirlendi. izole edilen bakterilerin biiyiik bdliimiiniin 30-45°C’de, 3-6 pH’da
ve %2-%8 tuz konsatrasyon degerlerinde gelisim gosterdikleri tespit edildi. Daha sonra
test izolatlart API, 16S rRNA gen analizi ve rep-PCR yontemleri kullanilarak incelendi.
Sonug olarak, genomik parmak izi analiz yontemlerinden (GTG)s-PCR’mn, BOX-PCR’a
gore suslarin ayriminda daha basarili oldugu gozlendi. 16S rRNA sekans analiz
verilerine gore ise; MAS56 susunun %98 oraninda L. buchneri’ye, MA13 susunun yine
ayni oranda E. faecium’a ve MA27 susunun ise %97 oraninda E. faecium’a benzerlik
gosterdigi ve bu iig izolatin yeni tiir olabilecegi sonucuna varilmaigtir.

2017, 104 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Peynir, izolasyon, laktik asit bakterileri, API, 16S rRNA, genomik
parmak izi analizi



ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION, IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHRACTERIZATION
OF LACTIC ACID BACTERIA COLLECTED FROM DIFFERENT REGIONS
OF TURKEY WHITE CHEESE SAMPLES

Sumeyya ARSLAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Microbiology

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL

Lactic acid bacteria (LAB) are highly valuable microorganisms that produce lactic acid,
one of the main fermentation products of carbohydrate metabolism. LAB are commonly
found in food-rich environments, particularly in dairy products, meat and vegetables.
With this knowledge in our thesis work, isolation, identification and molecular
characterization of lactic acid bacteria were carried out by collecting various samples of
white cheese from many different localities, especially Erzurum. Eventually, 42
bacterial isolate were obtained belonging to Lactobacillus kefiri, L. brevis, L. casei, L.
paracasei, Pediococcus lolii, Prolinoborus fasciculus, Staphylococcus haemolyticus,
Lysnibacillus sinduriensis, P. parvulus, L. paraplantarum, Staphylococcus hominis, L.
buchneri, L. plantarum, Enterococcus faecium, Micrococcus yunnanensis,
Microbacterium paraoxydans and Rothia dentocariosa. For this purpose; temperature,
pH and salt concentration ranges at which the bacteria developed were firstly
determined. Most of the isolated bacteria were identified to develop at 30-45°C, 3-6 pH
and 2-8% salt concentration values. The test isolates were then examined using API,
16S rRNA gene analysis and rep-PCR methods. Consequently, it has been observed that
(GTG)s-PCR from genomic fingerprint analysis methods is more successful than BOX-
PCR in discriminating strains. According to the 16S rRNA sequence analysis data; it
was concluded that of MA56 strain was similar to L. buchneri at a rate of 98%, MA13
strain was similar to E. faecium at same rate and MA27 strains was similar to E.
faecium at a rate of 98% and these three isolates could be new species.

2017, 104 Pages

Keywords: Cheese, isolation, lactic acid bacteria, API, 16S rRNA, genomic fingerprint
analysis
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1. GIRIS

Mikrobiyolojide fermantasyon, mikroorganizmalar tarafindan serbest oksijenin veya
nitrat (NO3), siilfat (SO4) gibi inorganik bilesiklerde bulunan oksijenin kullanilmasiyla
{iriin bilesimindeki maddelerin katabolik olarak yikilmasidir (Ozer 2012).

Fermantasyon teknigi ge¢mis yillardan bu yana uygulanan bir yontem olup gidalarin
hem firetiminde hem korunmasinda oldukga etkili bir yontem haline gelmistir (Pamir

1985).

Fermantasyon tekniginde anaerobik kosullarda sekerlerden alkol ve asit iiretimi
gerceklesir. Yani bu yontemle karbonhidratlar alkol ve asite doniisiir. Ayrica
fermantasyon teknigi ile bir mikroorganizmanin gelisimi saglanabilirken ayn1 zamanda
eksi gidalarda laktik asit gelisimi saglanarak gida gilivenligi gerceklesmis olur
(Hayaloglu and Giiven 2002).

Fermantasyon sonucu iiretilen gidalar arasinda 6énemli bir gegmise ve dneme sahip olan
en Onemli gidalar fermente siit lirlinlerdir. Fermente siit iiriinleri siitiin 6zellikle laktik
asit bakterileri tarafindan fermente edilmesi sonucu elde edilen {iriinlerdir.
Mikrobiyolojik olarak oldukg¢a biiyiikk 6neme sahip olan fermente siit Giriinleri arasinda
peynir, yogurt, tereyagi, kefir ve kimiz gibi {irtinler olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir.
Ayrica fermente siit tirlinleri igeriklerinde bulunan protein, laktoz, yag, mineral maddeler
ve vitaminler bakimindan oldukg¢a zengin bir besin igerigine sahiptir. Mikrofolara olarak
icerdikleri laktik asit bakterileri bu {iriinlere kendine has aroma, koku ve yapi
kazandirmaktadir (Sagdic et al. 2002).

Fermente siit iiretiminde spesifik organizmalar tarafindan siitiin pH’s1 distriiliir ve
koagulasyonu saglanir. Siit {rini  1s1l  islem goérmedigi slirece  spesifik

mikroorganizmalar bu iiriinler igerisinde canliligmni korur (Isleroglu and Yildirim 2008).



Besin degeri olduca yiiksek olan fermente siit lirlinleri gegmiste dogal fermantasyon ile
yapilirken giiniimiizde giidiimlii fermantasyona gecis s6z konusudur. Ulkemizin de
icinde bulundugu 1iliman kesimlerde fermantasyon daha hizli gerceklesmektedir.
Fermantasyonun oldukca etkili ve onemli Olclide ilerledigi lilkemizde mikrobiyolojik
olarak biiyiik 6neme sahip olan fermente siit {iriinleri bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok
tiiketilen ve mikroflora olarak da en zengin grubu igeren fermente siit {irlinii peynirdir

(Turantas 2003).

1.1. Peynir

Peynir besin degerinin zengin olmast hem de toplumun gelisen damak zevki ve
isteklerine yanit verebilmesi bakimindan ¢ok degerli ve ¢esitli bir siit tirliniidiir (Kogak

1994).

Peynir, siitiin uygun bir proteolitik enzim veya organik asitlerin etkisi ile pithtilastirilip
pthtinin ¢esitli sekillerde islenmesi, siiziilmesi, baskilanmasi ve belli kosullarda

olgunlastirilmasiyla elde edilen besin degeri yliksek bir siit tiriiniidiir (Erkmen 2010).

Peynir hazirlanirken siit 6n isleme tabi tutulduktan sonra laktik asit bakterileri devreye
girer ve ardindan 6n olgunlagtirma asamasindan sonra proteolitik enzimler ilave edilir.
Proteolitik enzimlerle siit proteini olan kazein parcalanir ve ¢Ozlinmez hale gelir.
Boylece piht1 olusumu gergeklesir. Peynire islenecek siitlin pastorize edilmesi patojen
ve bozulma etmeni mikroorganizmalari ortamdan uzaklagtirmanin yani sira, asitlik
artisin1 ve peynirin olgunlagsmasini saglayacak olan laktik asit bakterilerinin de dnemli
bir kisminin ortadan kalkmasina sebep olur (Tekinsen and Atasever 1993; Erkmen
2010).

Peynire 0zgilin tat ve aromay1 veren etken, pastOrizasyon ile yitirilen laktik asit

bakterilerinin saf kiiltiir olarak katilmasidir (Bulut 2003).



Mikroorganizmalar siit irlinlerine arzu edilen tat ve aromayi1 verdikleri gibi ayni
zamanda bozulmalara da sebep olmaktadir. Ornegin; ¢ig siitten hazirlanan peynirlerde
gaz olusturan mikroorganizmalar kotii aromaya hem de olusan gaz nedeniyle pihti
yapisinda bozulmalara sebep olur. Bacillus tiirleri peynirlerde gaz olusumuna sebep
olmaktadir (Arict and Demirci 1999; Cinbas and Kilig 2005).

Diinyada 1000°den fazla peynir ¢esidinin bulundugu bilinmektedir. Ulkemizde ise
peynir ¢esidi olarak en ¢ok beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri tiretilmektedir
(Celik and Ozdemir 1998).

Yapilan bu tez ¢alismasinda ise fermente siit tiriinlerinden olan peynirin 6énemli bir
¢esidi incelenmistir. Bu peynir tiirii beyaz peynirdir. Tez ¢calismasinda ¢esitli yorelerden
beyaz peynir lirlinleri toplanmis ve mikroflorasi detayli olarak incelenmistir (Goncii and

Alpkent 2005; Dagdemir 2006).

Beyaz peynirin mikroflorasi incelendiginde Lactococcus lactis’in baskin tiir oldugu
cesitli arastirmacilar tarafindan bilinmektedir. Bu mikroorganizmalar 6zellikle peynirin
olgunlagsmasinin ilk agamalarinda daha belirgindir. Peynirde ikinci en 6nemli tiir olarak
bildirilen mikroorganizmalar Enterococcus faecalis ve E. faecium’dur. Peynir florasinda
ayrica Lactobacillus casei, L. plantarum, L. fermentum, L. brevis, Leuconostoc lactis ve

Leu. mesenteroides ssp. dextranicum tiirleridir (Karakus et al. 1992; Giirsel et al. 2003).

Peynirin olgunlagsmasi1 sirasinda olgunlagma ilerledikce mikroflorada degisiklikler
gozlemlenir. Olgunlasma ilerledik¢e Lactococcus tiirlerinde azalma, Lactobacillus
tirlerinin sayisinda ise artma goriilmektedir. Olgunlasmanin sonlarima dogru peynir
mikroflorasinda L. casei ve L. plantarum tiirlerinin baskin tiirler oldugu saptanmistir
(Kavas et al. 2004; Oner et al. 2006).



Peynirde bulunan baslica organizmalar (Randazzo et al. 2009):

Lactococcus lactis
Streptococcus thermophilus
S. cremoris

Lactobacillus helveticus

L. delbrueckii

L. casei

L. paracasei

L. plantarum
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L. rhamnosus
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o

. L. curvatus

-
-

. Pediococcus acidilactici

[EEN
N

. P. pentosaceus

[EEN
w

. Leoconostoc dextranicum

[EEN
IS

. L. mesenteroides

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri Gram (+), spor olusturmayan, anaerobik ya da fakiiltatif aerobik
olan, kok ya da c¢ubuk sekilli, karbonhidrat metabolizmasinin ana fermantasyon

tirinlerinden biri olan laktik asiti iireten olduk¢a degerli mikroorganizmalardir (Saeed
and 2013).

Laktik asit bakterileri ayn1 zamanda asidi tolere edebilen, katalaz ve oksidaz negatif olan,

nitrat1 rediikte edemeyen mikroorganizmalardir (Adams and Moss 2004).

Laktik asit bakterileri olduk¢a diisik pH ve tuz konsantrasyonlarinda gelisme
gosterebilmektedirler (Burgain et al. 2014) . Laktik asit bakterilerinde oksijen, hidrojen
peroksit liretilmesine ve sekerlerin dehidrogenasyonu boyunca niiretilen NADH’1n re-

okside edilmesine sebep olur (Adams and Moss 2004).
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Sekil 1.1. Laktik asit fermantasyon mekanizmasi (Wyszynska et al. 2015)

Gram (+) bakteriler icerisinde diisiik diizeyde guanin ve sitozin (G+C) oranina sahip
olan laktik asit bakterilerinin genom biiyiikliikleri genel olarak 1.8-3.4 M bp arasinda
degismektedir (Wyszynska et al. 2015).

Laktik asit bakterileri ¢ok farkli bolgelerde lokalize olmuslardir. Atasal laktik asit
bakterilerinin ilk olas1 nigleri toprak, bitki ve herbivor hayvanlarin bagirsaklar1 olarak
belirlenmistir (Morelli and Calleagri 2012; Quinto and Jimenez 2014). Ornegin memeli
bagirsagl saglik icin gerekli olan yaklagik 100 trilyon mikroorganizmaya ev sahipligi
eder (Hooper and Macpherson 2010; Kamada and Seo 2013).

Laktik asit bakterileri lokalizasyon agisindan genellikle besin igerigi gelismis olan
ortamlarda bulunmaktadir. Bu ortamlara; siit, et ve sebzeler 6rnek verilebilecegi gibi,
ag1z, vajina ve bagirsak ortamlar1 da 6rnek verilebilir (Isleroglu and Yildirim 2008). Bu

organizmalara su ve toprakta hemen hemen hig rastlanilmamaktadir.



Cogunlukla siit ve siit {irtinlerinde, fermente gidalarda, bazi bitkilerde, insan ve bazi
canlilarin bagirsaklarinda lokalize olan laktik asit bakterileri; bu ortamlarda yer alan
karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit gibi organik asitler lireterek ortamda pH
diisiisiine sebep olurlar (Okereke and Montville 1991). Laktik asit bakterilerinin asit
olusturmalart bu diisiik pH’l1 ortamlara baglidir. Bu organizmalarin iirettikleri baglica
asit ve maddeler arasinda; laktik asit, asetik asit, karbondioksit, alkol, bazi1 tat ve aroma

maddeleri, hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriyosin sayilabilir.

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bu maddeler patojenlerin ve kontaminant
organizmalarin gelisimlerini engellemektedirler. Ozellikle hidrojen peroksit birgok

organizma i¢in giiglii bir inhibitérdir (Zhu et al. 2000).

Laktik asit bakterilerinin ayrica biyosentetik yetenekleri sinirli  oldugundan;
aminoasitler, vitaminler, piirinler ve pirimidinlerin bulundugu kompleks besinlere
gereksinim duyarlar Ayrica bu mikroorganizmalarin bazilar1 zayif proteolitik ve
lipolitik 6zellige sahiptir (Madigan et al. 1997; Axelsson et al. 1998; Hayaloglu and
Erginkaya 2001).

Laktik asit bakterilerini diger bakterilerden aywran 06zellik olan karbonhidrat

fermantasyonunu organizmalar yapmak i¢in iki farkli yol kullanir:

1. Homofermantatif Fermantasyon

2. Heterofermantatif Fermantasyon

Bu siniflandirma laktik asit bakterilerinin fermantasyonda olusturduklari iiriinlerin cins

ve miktarlarina gore yapilmaktadir (Drinan et al. 1976).

e Homofermantatif laktik asit bakterileri glukozu; Fruktoz Di Fosfat yolu ile

parcalayarak fermantasyon sonucu %95-100 oraninda laktik asit liretirler.



CsH1206 — 2(CH3 - CHOH-COOH) (Laktik asit)

e Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise glukozu; heksoz mono fosfat yolu ile
parcalayarak fermantasyon sonucu %350 laktik asit iiretirken, bunun yaninda yiiksek

oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olustururlar.

CeH1206 — CH3z - CHOH-COOH + CHz; — CHOH + CO;

Gida mikrobiyolojisinde fermente gidalarin iretiminde Ozellikle laktik —asit
bakterilerinden  yararlanilmaktadir.  Laktik asit  bakterilerinin ~ fermantasyon
yeteneklerinden yararlanilarak iiretilen gidalarda fermantasyon sonucu ortaya g¢ikan
organik asitlerden dolay1 raf émrii olduk¢a uzamistir. Onemli gérevleri olan organik
asitler disinda laktik asit bakterileri ayn1 zamanda istenmeyen mikroorganizmalara kars1
inhibitor etkisi gosteren hidrojen peroksit, serbest yag asitleri, amonyak, diasetil ve
bakteriyosin gibi maddeler de tiretmektedirler (Daeschel et al. 1990; Hayaloglu and
Erginkaya 2001). Laktik asit bakterilerinin bu sekilde var olan antimikrobiyal 6zellikleri

onlar1 olduk¢a 6nemli organizmalar kilmistir (Kurt 2005).

Laktik asit bakterilerini bu denli 6nemli kilan 6zellikleri; gidalarin iiretiminde starter
kiiltiir olarak kullanilmalari, antimikrobiyal oOzelliklere sahip olmalar1 ve 06zellikle
probiyotik {irlinlerin bilesiminde bulunmalaridir. Geleneksel yontemlerle dogal olarak
tiretilen veya starter kiiltlir olarak kullanilarak marketlerde tiiketiciye sunulan fermente
tirinler, laktik asit bakteri suslari igin iyi bir kaynak teskil etmektedir (Chapot-Chartier
and Kulakauskas 2014).

1.2.1. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal 6zellikleri

Laktik asit bakterilerine antimikrobiyal 6zelligini, diger mikroorganizmalara karsi
inhibitor etkiye sahip olan iirettikleri hidrojen peroksit, serbest yag asitleri, amonyak,

diasetil, reuterin, karbondioksit, asetaldehit, aminoasitlerin D izomerleri ve bakteriyosin



gibi maddelerdir. Bu inhibitorler igerisinde bakteriyosinler en énemli yere sahiptir ve

gida mikrobiyolojisi agisindan 6nemli bir yer teskil ederler.

Gida mikrobiyolojisinde gidalarda gelisen istenmeyen mikroorganizmalarla savasmak
icin ¢esitli kimyasal koruyucular kullanilmaktadir. Ancak bu koruyucu kimyasallar,
saglig1 oldukg¢a olumsuz etkiledikleri i¢cin bunlar yerine giinlimiizde dogal koruyucular
kullanilmaya baslanmistir. Bu dogal koruyuculara en iyi Ornek starter kiiltiir olarak
kullanilan laktik asit bakterileri ve bu bakteriler tarafindan tiretilen antagonistik etkiye

sahip olan bakteriyosinlerdir (Omar et al. 2006).

Bakteriyosinler bir¢ok gida kokenli laktik asit bakterisi tarafindan tretilen kiiciik
antimikrobiyal proteinler olup, bunlara; Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Carnobacterium ve Propionibacterium

cinsinin iiyeleri 6rnek olarak verilebilir.

Bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitelerinin yaninda dogal, renksiz, tatsiz ve
kokusuz olmalar1 onlar1 olduk¢a Onemli kilmaktadir. Peptit ve protein yapilarinda
olmalar1 ise; pankreas kaynakli proteolitik enzimlerden, mide salgilarindan
etkilenebildiklerini ve insan viicudunda sindirilebileceklerini gostermektedir (Garneau

et al. 2002).

Bakteriyosinler bir¢cok bakteriye karsi bakterisidal etki gostermekle birlikte gidanin
bozulmasini saglayan ve gida kaynakli hastaliklara neden olan bazi mikroorganizmalari
da inhibe etmektedir. Bakteriyosinler protein yapisinda, dogal olduklarindan bunlarin et
ve siit irlinler1 basta olmak f{izere bir¢ok gidada kullanimi miimkiin olmaktadir.

(Martinez et al 2015).

Bakteriyosinler gida maddesine dogrudan katilabildikleri gibi, bakteriyosin sentezleyen
koruyucu Kkiiltiirlerin gidaya inokulasyonuyla veya gidanin koruyucu ambalaj

materyaliyle birlikte de kullanilabilirler. Boylelikle; uygun olan bakteriyosinin veya



bakteriyosin iireten LAB’sinin gidalara eklenmesi hem raf Omriinii uzatacak hem de

saglikli kabul edilecektir (Zhu et al. 2000).

1.2.2. Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanilmalari

Probiyotikler, mide bagirsak sisteminin mikrobiyal dengesini diizenleyerek konakg1

saglig lizerinde yararl etkileri olan, canli mikrobiyal gida katkilaridir.

Glinlimiizde probiyotik tanimi, insan ve hayvan saglhigini destekleyen (giiglendiren) ve
gida, yem ya da gida katki maddelerine ilave edilen mikrobiyal preparatlarin tiimiinii

kapsamaktadir (Quilodran-Vega et al. 2016).

Laktik asit bakterilerinden Lactobacillus ve Bifidobacterium probiyotik iiretiminde
yaygin olarak kullanilan bakterilerdir. Bagirsak florasinda lokalizasyonlar1 genis olan
laktik asit bakterileri yine burada birgok olumlu etkiye sahiptir. Bu organizmalar
bagisiklik sistemini giiclii hale getirerek viicudun savunma sistemini gelistirir. Laktik
asit bakterilerinin belirtilen bu islevleri yerine getirebilmeleri mideden gegerken canl
kalmalarina baglidir. Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin; laktoz
intoleransin1  hafifletmesi, kalp hastalig1 riskini azaltmasi, kolon kanseri riskini
azaltmasi, immun sistemi giiclendirmesi ve iltihabi veya alerjik reaksiyonlar1 azaltmasi

gibi yararl1 bir¢ok da etkisi bulunmaktadir (Biler 2009).
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Sekil 1.2. Probiyotiklerin etki mekanizmasi (Demirbas et al. 2006)

Cizelge 1.1. Probiyotik iiriinlerin sahip olmasi gereken 6zellikler (Demirbas et al. 2006)

PROBIYOTIK OLMA SARTLARI

Giivenirlilik Antagonistik etki Patojen olmamak
Dayaniklilik Uretim-depolama Mutajen olmamak
kosullarinda aktif olma
Insan kaynakli olma Konakgiya yarar saglama Toksik olmamak
Stabil olma Bagirsakta kolonize olma Alerjik olmamak

Cizelge 1.2. Ticari olarak satilan bazi probiyotik tirtinler (Demirbas et al. 2006)

Uriin ad1 Mikroorganizma Kategori Ulke
VITAGEN Lactobacillus Fermente icecek Malezya
acidophilus
LEVENIN Enterococcus Stit tozu Japonya

faecalis
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Cizelge 1.2. (devam)

BIO-GRADE L. acidophilus Fermente siit Avusturalya
LCI L. casei Yogurt Tiirkiye
VENTRUX Streptococcus Kapsiil isvec
faecium
LACTINEX L. bulgaricus Toz USA

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Siiflandirilmasi

Uzun yillardir ¢esitli kaynaklardan izolasyonu gerceklestirilen laktik asit bakterileri tat
ve koku olusumundaki etkisi, istenmeyen mikroorganizmalarla savasta bakteriyosin
tiretimi gibi Ozellikleri ile farkli fermente iiriin eldesi asamalarinda oldukg¢a 6nemli bir
yere gelmistir (Chapot-Chartier and Kulakauskas 2014). Bu amagla sahip olduklari
onemden dolay1 o6zellikle son yillarda laktik asit bakterilerinin tanilanmasina yonelik

calismalar artmistir.

Laktik asit bakterilerinin tanisinda fenotipik yontemler yaygin olarak kullanilsa da,
ozellikle identifikasyon tekniklerinde son yillarda yasanan gelismelere parelel olarak,

genotipik metotlarda karakterizasyonda yerini almistir (Kiran 2006).

Laktik asit bakterileri www.bacterio.net’in igerdigi son sistematik bilgilerine gore su

sekilde siiflandirilmaktadir:

» Lactobacillales

1. Aerococcaceae

v' Aerococcus

(\

Abiotrophia

v" Dolosicoccus



\

NN

<\

Streptococcaceae

Streptococcus

Lactococcus

Enterococcaceae

Tetragenococcus
Vagococcus

Enterococcus

Carnobacteriaceae

Carnabacterium
Agitococcus
Alloiococcus
Lactosphaera

Trichococcus

Lactobacillaceae

Lactobacillus

Pediococcus

Leuconostocaceae

Oenococcus
Weisella

Leuconostos

12
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Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi igerisinde yer alan gida ile iliskili bakteri

cinsleri sunlardir:

Carnobacterium
Enterococcus
Lactobacillus
Lactococcus
Leuconostoc
Oenococcus
Pediococcus

Streptococcus

© 0 N o g b~ w DR

Tetragenecoccus
10. Vagococcus
11. Weissella

1.4. Onemli Laktik Asit Bakterileri

Sistematik bilimi igerisinde Onemli sayilabilecek bircok laktik asit bakterisi
bulunmaktadir. Bunlar1 6nemli kilan temel zelliklerinden birisi gida kokenli olmalari
ve koruyucu olarak gorev yapabilmeleridir. Bu 6zelliklerinden dolayr son yillarda bu
bakteriler oldukca etkili bir rol oynamaya ve dnem kazanmaya baslamistir. Ozellikle
gida mikrobiyolojisi agisindan onemli olan laktik asit bakteri gruplari: Lactobacillus,

Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Weisella’dir.

1.4.1. Lactobacillus

Lactobacillus cinsi mikroorganizmalar; Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif,
fermantatif organizmalardir. Ayrica bu grubun iiyeleri, mutlak anaerob ve genellikle
hareketsizdirler (Hammes and VVogel 1995). Morfolojik olarak ince uzun, kisa ¢ubuk ya

da kokobasil seklindeki bakteriler olup, spor olusturmazlar. Genellikle 5 ile 53°C
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arasinda yasayabilirler. Gelisme gosterdikleri pH araliklart ise 5,5 ile 5,8 arasinda

degismektedir (Axelsson 1998).

Gida mikrobiyolojisinde olduk¢a 6nemli bir yeri olan Lactobacillus cinsine ait
bakteriler, gelisebilmek igin kompleks besin maddelerine ve vitaminlere ihtiyag
duyaralar. Genellikle bu organizmalar bitki, toprak, siit iiriinleri ve bagirsak florasinda
bulunur. Bundan dolay1 fermente et, siit ve sebze iirlinlerinin {iretiminde olduk¢a 6nemli

bir yere sahiptirler (Unliitiirk ve Turantas 1999).

Lactobacillus cinsi temelde {i¢ ana gruba ayrilir (Adams and Moss 2004):

1. Zorunlu homofermenterler:

Bu bakteriler Thermobacterium olarak bilinirler. Lactobacillus acidophilus, L.
delbruckii, L. helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis ve
L. helveticus bu grup icerisinde bulunmaktadir. Bu bakteriler hekzoslar1 fermente etme

ozelligine sahiptir. Pentozlar1 fermente etmede ise yetersizdirler (Todorov et al. 2010).

2. Fakiiltatif heterofermenterler:

Bu bakteri grubu, hekzoslari, asetati ve pentozlar1 da fermente etme 6zelligine sahiptir.
Bu grup, gida fermantasyonunda olduk¢a 6nemli bir yeri olan L. plantarum, L. casei ve

L. sakei tiirlerini igermektedir (Baele et al. 2002).

3. Zorunlu heterofermenterler:

Bu bakteri grubu da hekzosu fermente etme 6zelligine sahiptir. Grup igerisinde bulunan
en onemli bakteriler; L. brevis, L. fermentum, L. buchneri, L. reuteri ve L. kefiri'dir
(Kili¢ 2008).
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1.4.2. Lactococcus

Lactococcus cinsi bakteriler Gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz ve sporsuz
bakterilerdir. Hiicre sekilleri kiiresel veya oval olup tekli, ikili veya zincir seklinde
dizilis gosterebilirler (Samarzija et al. 2001). Optimum gelisme sicakliklar1 genellikle
30°C’dir. 10°C’nin altinda ve 45°C’nin istiinde gelisme gosteremediklerinden dolay1
diger bakteri gruplarindan ayrilirlar. Lactococcus laktozu fermente ederek gaz
tiretmeksizin L(+) laktik asit olusturmaktadir (Teuber 1995).

Laktokoklar1 énemli kilan 6zelliklerden birisi; peynir, tereyagi, krema ve yogurt gibi
fermente siit iirlinlerinin fermantasyonunda rol almalaridir. Bu bakteri grubu 6zellikle
peynir tiretiminde peynirin olgunlastirilmast esnasinda olduk¢a 6nemlidir (Biiylikyoriik

and Soyutemiz 2010).

Lactococcus cinsine ait tiirler sunlardir: Lactococcus lactis, L. garvieae, L. piscium, L.

plantarum ve L. raffinolactis (Biiyiikyoriik and Soyutemiz 2010).

1.4.3. Enterococcus

Enterococcus cinsindeki mikroorganizmalar Gram pozitif, oksidaz ve katalaz negatif,
aerobik ve fakiiltatif anaerobik organizmalardir. Bu bakteriler diger bircok bakterinin

gelisme gosterdigi pH araliginin disinda gelismektedir (Fisher and Phillips 2009).

Bu bakteriler genellikle %6-6,5 arasindaki tuz konsantrasyonlarinda gelisme
gostermektedirler. Gelisme gosterdikleri pH araligi ise oldukca genistir(4-9,6).
Enterokoklar 10-45°C’lerde hatta 50°C’de bile gelisim gosterebilmektedirler.

Enterokoklar fruktoz, galaktoz, maltoz, mellebiyoz, sellebiyoz ve laktozdan asit {iretme
yetenegine sahiptirler (Giirsoy and Kinik 2006; Kilig 2008). Bu organizmalar

bakteriyosin iiretme yeteneklerinden dolayr ve ayrica probiyotik olarak
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kullanilmalarindan 6tiiri gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptirler (Abriouel et al.

2005).

Enterococcus cinsine ait var olan tiirler sunlardir: Enterococcus faecium, E. faecalis ve

E. durans.

1.4.5. Pediococcus

Pediococcus cinsine ait bakteriler Gram pozitif, oksidaz ve katalaz negatif bakterilerdir.
Bu organizmalar genellikle mikroaerofilik ve fermantatiflerdir. Morfolojik olarak kok
seklindedirler ve koklar; tekli ve ikili sekilde bulunabilecekleri gibi kisa zincirli veya
tetrad yapida da olabilirler (Stiles and Holzapfel 1997). Pediococcus cinsine ait tiirler
tuza dayanikli homofermantatif tiirlerdir. Bu tiirlerin gida endiistrisinde de énemli bir
yeri vardir. Clinkii bu bakteriler genellikle bitkilerde, tursu, bira, sarap gibi fermente
iiriinlerde bulunmaktadir. Ornegin; Pediococcus cerevisiae ve P. acidilactici tiirleri

starter kiiltiir olarak tursu ve sucuk yapiminda kullanilir.

Pediococcus cinsine ait var olan tiirler sunlardir: Pediococcus acidilactici, P.

pentosaceus, P. damnosus, P. parvulus ve P. cerevisiae.

1.4.6. Streptococcus

Streptococcus cinsine ait bakteriler Gram pozitif, oksidaz ve katalaz negatif, genellikle
hareketsiz olan bakterilerdir. Bu cinsteki bakteriler genellikle fakiiltatiftir fakar
mikroaerofilik ve mutlak anaerobik olan tiirleri de vardir. Streptococcus cinsleri
homofermantatif bakterilerdir ve gaz tiretmezler. Ayni zamanda bu bakteriler kapsiilsiiz
bakterilerdir. Genellikle 25 ile 45°C arasinda gelisim gosteren Streptococcus cinsleri
laktat {iretme yetenegine sahip bakterilerdir (Bhowmik and Marth 1990).



17

Baz1 peynir tiirlerinin iiretimi asamasinda strater kiiltlir olarak kullanilmalar1 onlar1 gida
endistrisinde 6nemli bir yere tagimistir. Ayrica bu organizmalar hayvanlarin sindirim
sisteminde, siit ve siit Uriinlerinde, sebzelerde 6nemli miktarlarda yer almaktadirlar

(Holt et al. 1994).

Sterptococcus cinsine ait var olan tiirler sunlardir: Streptococcus pnemoniae, S.
pyogenes, S. agalactiae ve S. thermophilus. Bu tiirler igerisinde S. pnemoniae, S.
pyogenes ve S. agalactiae tiirleri giiglii patojenlerdir. S. thermophilus tiirii ise yogurt ve
peynir tiretim asamasinda, starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Stiles and Holzapfel
1997).

Cizelge 1.3. Onemli laktik asit bakteri cinslerine ait 6zellikler (Adams and Moss 2004)

Cins ad1 Morfoloji Gaz iiretim sekli Izomer yapisi
Lactobacillus Diiz Homo/Heterofermantatif DL, D, L izomer
Lactococcus Kok Homofermantatif L izomer
Enterococcus Kok Homofermantatif L izomer
Pediococcus Kok Homofermantatif DL izomer
Streptococcus Kok Homofermantatif L izomer

1.5. Laktik Asit Bakterilerinin Tamilanmasi

Laktik asit bakterilerinin tanilanmasi isleminde yillardir ¢ok farkli yontemler
kullanilmaktadir. Genel hatlariyla tanilama yontemleri fenotipik ve genotipik yontemler

olmak {izere iki ana grup altinda toplanmaktadir (Yerlikaya 2014).

Gecmis yillarda tanilama islemi i¢in genellikle sadece morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerin belirlenmesini iceren fenotipik yontemler kullanilmaktaydi. Ancak son
yillarda bu yontemlerin yetersiz kalmasi hem fenotipik yontemlerin genislemesine hem
de yeni genotipik ve molekiiler yontemlerin ¢alisilmasina yol agmistir (Kiran and

Osmanoglu 2011).
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Laktik asit bakterilerinin tanilanmasinda kullanilan yontemler su sekilde siralanabilir:

Morfolojik Yontemler
Gram Boyama
Endospor Boyama
Hareketlilik Testi

NSNS

Fizyolojik Yontemler
Bakterinin gelisebildigi tuz konsantrasyonunun belirlenmesi

Bakterinin gelisebildigi pH araliginin belirlenmesi

NN

Bakterinin gelisebildigi optimum sicakligin belirlenmesi

Biyokimyasal Yontemler
Katalaz testi
Oksidaz testi

e

Glikozdan gaz tiretimi

Genotipik Yontemler

16S rRNA dizi analizi

PCR {irtinii restiriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP)
Genomik parmak izi analizi

Filogenetik analiz

NN A

API test kiti kullanilarak laktik asit bakterilerinin tanisi

1.6. Tanillamada Kullamlan Bashca Genotipik Yontemler

1.6.1. 16S rRNA dizi analizi

Bakteri sistematiginde kullanilan genotipik yontemlerden gen dizileme analizi ge¢mis

yillardan beri etkinligini siirdiirmektedir. Gen dizilemede kilit nokta segilecek olan
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hedef gendir. Dizi analizi i¢in kulanilacak olan hedef genlerin belirli 6zelliklere sahip

olmasi gerekir. Bu 6zellikler:

v Hedef genin fonksiyonu evrim boyunca degismemis olmalidir.
v Hedef gen tiim bakteriler i¢in korunmus olan bélgeyi i¢ermelidir.
v' Hedef genin igerdigi korunmus bolgeyi c¢evreleyen degisken bolgeler de

bulunmalidir.

Gegmis yillarda yapilan ¢alismalar bakteri sistematiginde bakterilerin filogenetik olarak
analiz edilmesinin genetik bilginin korunmus bir bélgesi ile kiyaslanmasi sonucu

gerceklesebilecegini gostermistir (Kolbert and Persing 1999).

Yapilan caligmalarda bu amagla incelenen korunmus bolgelerin; 5S, 16S ve 23S
rRNA’y1 sifreleyen genlerden olustugu belirlenmistir. Bu gen bdlgeleri igerisinde
bakteri sistematigi i¢in olduk¢a dnemli bir yere sahip olan gen bolgesi 16S rRNA gen
bolgesidir (Garrity and Holt 2001). Sistematik igerisinde bu gen bolgesi yalnizca
bakteriler arasinda degil ayn1 zamanda arkelerin 16S ve Okaryotlarin 18S rRNA gen

bolgeleri ile de karsilastirilabilir (Tortoli 2003).

16S rRNA gen bolgesinin tiim bakterilerde bulunmasi, fonksiyonel olarak korunmus bir
bolge olmasi, gen analizi i¢in uygun biiyiikliikte olmasi1 (~1550 bg), iyi korunmus ve
bunun yani sira heterojen bolgeler igermesi ve yeterli veritabanina sahip olmasi onu
bakteri sistematigi igerisinde olduk¢a 6nemli bir yere tasimistir (Harmsen and Karch
2004).

16S rRNA gen boélgesi korunmus bdlge olma 6zelliginden dolay: hiicresel fonksiyonlar
icin oldukg¢a onemlidir. Ayrica bu bolgede meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon
da kolaylikla tolere edilebilir. 16S rRNA geni bolgesindeki degisim tam olarak
aciklanmasa da organizmalar arasindaki benzerlik ve farkliligi yani baglantiyr net bir

sekilde ortaya koymaktadir (Harmsen and Karch 2004).
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16S rRNA geninin antimikrobiyel olan kimyasallara duyarliligt vardir. Gende
olusabilecek herhangi bir mutasyonun farkedilebilmesi de bu 6zelliginden dolay1 16S
rRNA gen bolgesine baglhidir. Ciinkii meydana gelecek mutasyon organizmanin
antimikrobiyel kimyasallara kars1 duyarliligin1 etkiler ve bir fenotipik diren¢ meydana
gelir. Bu da 16S rRNA gen dizilimi ile ortaya ¢ikar. Gen bdlgesinin bu 6zelligi 6zellikle
klinik mikrobiyolojide olduk¢a Onemli bir yere sahip olmakla birlikte bakteriyal
sistematik a¢isindan da herhangi bir engel teskil etmemektedir (Pfister et al. 2003a;
Pfister et al. 2003b). Ayrica 16S rRNA gen bolgesinin bu 6zelligi genetik olarak daha
uzak mesafeli iligkileri aydinlatmada oldukga biiyiik bir etkiye sahiptir (Garrity and Holt
2001).

Sonug olarak 16S rRNA gen bolgesi bakterilerde ortak olarak bulunan korunmus olan,
farkli heterojen bolgeler iceren ve bundan Otiirli de bakteriler arasindaki filogenetik
iligkinin belirlenmesi agisindan oldukc¢a 6nemli bir yere sahip olan bir gen bolgesidir.
Ayrica bahsedilen 16S rRNA gen analiz yontemi; yeni cins ve tiirlerin belirlenmesi, zor
iireyen mikroorganizmalarin tanisi, klinik 6nemi olan patojenlerin tanimlanmasi ve
antibiyotik tedavisi altinda etken belirlenmesi yoniiyle oldukg¢a giiclii ve onemli bir

yontemdir (Cetinkaya 2011).

Cizelge 1.4. 16S rRNA dizi analizinde kullanilan primerler

ISiMm DiZi(5’-3”) LOKALIZASYON
27f AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 8-27
355f ACTCCTACGGGAGGC AGC 338-355
338r GCTGCCTCCCGTAGG AGT 338-355
533f GTGCCAGCMGCCGCG GTAA 515-533
515r TTACCGCGGCKGCTG GCAC 515-533
556r CTTTACGCCCARTRA WTCCG 556-575
806f ATTAGATACCTGGT AGTCC 787-806
787r GGAGTACCAGGGTAT CTAAT 787-806
926f AAACTYAAAKGAATT GACCG 907-926

907r CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 907-926
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Cizelge 1.4. (devam)

930f AAACTYAAAKGAATT 911-930
GACGG
911r CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 911-930
1194f GAGGAAGGTTGGGGATGACGT 1175-1194
1175r ACGTCATCCCCAACCTTCCTC 1175-1194
1371r AGGCCCGGGAACGTATTCAC 1390-1371
1391r TGACGGGCGGTGWGTRCA 1391-1408
1492r GGTTACCTTGTTACGACTT 1492-1510
1525r AAGGAGGTGWTCCARCC 1525-1541

1.6.2. Restriction fragment length polymorphism-restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi (RFLP-PCR)

Sistematikte kullanilan RFLP-PCR yontemi oldukg¢a hizli ve avantajli bir yontemdir.
Yontemde esas olarak kabul edilen unsur restriksiyon enzimleridir. Yontemin
uygulanmas1 agsamasinda segilen hedef bolgeler 6ncelikle spesififk primerlerle ¢ogaltilir

ve ardindan yine spesififk restriksiyon enzimleriyle kesilir.

Restriksiyon enzimleri; ¢ift zincirli DNA molekiiliindeki belirli niikleotit dizilerini
taniy1p kesen enzimlerdir. Bu enzimler, bakteri ve arkelerde bulunmaktadir. Viriislere

kars1 agilan savasta olduk¢a 6nemli bir yer teskil etmektedirler.

RFLP-PCR yonteminde esas olarak; restriksiyon enzimi belirlenen hedef bolgeye
spesifik olarak segilir. Yontemde elde edilen fragmentlerin ayrimi jel elektroforeziyle
saglanmaktadir. Jel elektroforezi sonrasinda elde edilen bantlar birbirleriyle
karsilastirilarak tanilama islemine gidilmektedir (Kabadjova et al. 2002) . RFLP-PCR
yonteminde spesifik genetik bolgelerin ¢ogaltilmasi ve calisilmasi genis bir alan
buldugu i¢in bu yontemle PCR tiirlerinin varyasyonu ve antimikrobiyal direncliligin

farklar1 oldukg¢a genis bir sekilde ortaya konulmaktadir (Olive and Bean 1999).
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1.6.3. Genomik parmak izi analizi

Genom lizerinde sayisi ve yeri tiire gore degisebilen c¢ok sayida tekrar dizileri
bulunmaktadir. Bu durum bakteri DNA’s1 i¢in de gecerlidir. Bakteri DNA’s1 igerisinde
stirekli tekrar eden elementler korunmus bir yapiya sahiplerdir. Korunmus olmalarindan
dolay1 bu bolgeler bakteri sistematigi agisindan da olduk¢a Onemli bir yer teskil

etmektedir.

Bakteri sistematigi icerisinde bu elementlerin kullanilmasina yonelik ¢esitli caligsmalar
yapilmistir. Yapilan caligmalarda; genom icerisinde bulunan terkar dizileri PCR ile
amplifiye edilmistir. Ardindan elde edilen spesififk bantalrin birbirleri ile kiyaslamasi
yapilarak sistematik bilimi igerisinde tiplendirme amaciyla kullanilmistir (Versalovic et
al. 1994).

Genom igerisinde bilinen tekrarh diziler REP, ERIC, BOX ve GTGsbolgeleri arasindaki
genomik bolgeler olarak bilinmektedir. Bu bolgeler korunmus bolgeler olup sistematik
acisindan kullanimi tekrarlayan bu bolgelerin PCR ile amplifikasyonundan ge¢mektedir.
Tekrarlayan dizilere spesifik olan PCR yontemleri; REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR
ve (GTG)s-PCR olarak adlandirilmig olup, bu yontemlerin hepsine birden rep-PCR adi
verilmektedir. Bu PCR yontemi; bakteri genomu igerisinde korunmus ve tekrarlayan
DNA dizlerinin amplifikasyonu ile karakterize edilmis olan bir genomik parmak izi

analiz yontemidir (Lupski and Weinstock 1992).

Genom igerisinde tekrarlayan diziler g6z Oniinde bulunduruldugunda bu dizilerin

temelde ti¢ farkl tiiriinlin tanimlandig1 goriilmistiir. Bunlar:

v" REP dizileri: Bu diziler yaklasik 35-40 baz ¢ifti biyiikliigtindeki elementlerdir.

v' ERIC dizileri: Bu diziler yaklasik 124-127 baz ¢ifti buyiikligiindeki korunmus
olan palindromik dizilerdir.

v' BOX dizileri: Bu diziler yaklasik 154 baz ciftlik dizilerdir. BOX diziler BOXA,
BOXB ve BOXC olmak tizere ii¢ adet korunmus alt {initeye sahiptir.
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Yapilan ¢alismalar sonucunda; REP ve ERIC PCR yonteminin uygulanabilirliginin
kolay oldugu, ¢ok sayida izolatin aym1 anda ayriminin saglanabildigi, ayirt edici

Ozelliginin yiiksek oldugu ve yaygin bir yontem oldugu ortaya konmustur. (Carson et al.
2003).

rep-PCR metodu diger yontemlerle karsilastirildiginda; multilokus enzim elektroforezi,
biyokimyasal karakterizasyonlar ve ribotiplendirme gibi yontemlerden daha avantajh

oldugu goriilmiistiir (Clarridge et al. 1995).

1.6.4. Filogenetik analiz

Bakteri sistematiginde cesitli mikroorganizmalar arasindaki evrimsel baglantiyl
aciklayan bilim dali filogenetiktir. Filogenetik, organizmanin genomik bilgisinden
yararlanarak bu organizmalar arasindaki iliskiyi molekiiler seviyede ortaya
koymaktadir. Filogenetik analizlerde DNA ve protein dizileri temel alinmaktadir. Bu
dizilere ait benzerlik ve farkliliklar organizmalar arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir.
Bu bilgilerin daha net bir sekilde anlasilabilmesi i¢in elde edilen bilgiler 1s181nda

filogenetik agaclar cizilerek analiz yapilmaktadir.

Bu agaclar olduk¢a karmagik yontemlerle elde edilmektedir. Yaygin olarak kullanilan
ve tez caligsmasi esnasinda da tercih edilen filogenetik aga¢ yontemlerinden birisi; NJ
(Neighbor-joining; Komsu katilimi-baglama) yontemidir. Bu yontem; organizmalar
arasindaki genetik mesafe matriksini temel alarak kiimelemeyi gerceklestiren bir
yontem olarak bilinmektedir. Bu yontemde; filogenetik aga¢ boyunca mutasyon hizi
farklidir. Bundan dolayr OTU (Operational Taxonomic Units; Uzerinde ¢aligilan
taksonomik birimler)’lar arasindaki genetik mesafenin hesaplanmasi bu yodntemde

oldukga olas1 bir hal alir (Tindal et al. 2010; Unal 2014).

Genel olarak filogenetik bilimi ii¢ ana baslik altinda toplanabilir:
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v' Bilgisayar destekli filogenetik: Bu filogenetik gesidinde bilgisayar algoritmalari,
metotlar1 ve programlar filogenetik analizlere uygulanir.

v' Geleneksel filogenetik: Bu filogenetik ¢esidinde organizmalarin fenotipik
Ozellikleri 6l¢iiliir ve miktarlar belirlenerek morfolojik bilgilere dayandirilir.

v' Molekiiler filogenetik: Bu filogenetik ¢esidinde ise organizmanin genlerini
kodlayan niikleotid dizilerini ya da proteinlerini kodlayan aminoasit dizileri

smiflandirilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Laktik asit bakterileri (LAB) Gram (+), spor olusturmayan, anaerobik ya da fakiiltatif,
kok ya da c¢ubuk sekilli, karbonhidrat metabolizmasinin ana fermantasyon {riinlerinden
biri olan laktik asiti {ireten oldukc¢a degerli mikroorganizmalardir (Saeed 2013). Bu
organizmalarin lokalizasyonu olduk¢a genis bir alan1 kapsamaktadir. Yapilan ilk
caligmalarda laktik asit bakterilerinin; toprakta, bitkilerde, herbivor hayvanlarin rumen
ve bagirsak sistemlerinde lokalize oldugu tespit edilse de, takip eden son on yil i¢erisinde
bu mikroorganizmalarin &zellikle besin igerigi bakimindan zengin ortamlarda
bulundugunu kanitlamustir. Ozellikle bu bakteriler siit, yogurt, krema ve tereyag gibi siit
tirtinlerinde, sebzelerde, et ve et iriinlerinde de olduk¢a yogun miktarda bulunurlar

(Isleroglu and Yildirim 2008).

Ayrica laktik asit bakterileri probiyotik ve antimikrobiyal 6zellige sahip olduklarindan
insan sagligi agisindan da olduk¢a dnemlidirler (Okereke and Montville 1991).

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler karakterizasyonuna
yonelik bilim insanlar1 tarafindan son yillarda yapilan caligmalara ait 6rnekler agagida

verilmistir.

Terzic-Vidojevic et al. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, Zlatar peynirinin
mikroflorasi karakterize edilmistir. Bu ¢aligmada bahsedilen peynir ¢esidinin olgunlasma
slireci boyunca laktik asit bakterileri izole edilerek hangi asamada hangi mikroorganizma
grubu bu tespit edilmeye calisilmistir. Lactococcus cinsine ait tiirlerin azaldigi,
Lactobacillus cinsine ait tiirlerde ise artis oldugu gdzlemlenmistir. zolasyon galigmalar
sonucunda bahsedilen peynir 6rneginde; Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, L.
brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcuus faecium ve E. faecalis tiirlerine
ait bakterilerin baskin florayr olusturdugu ve olgunlasma siirecinde de bu suslarin
onemli rol oynadiklari tespit edilmistir. Identifikasyon ¢alismalarinda ise API 50 CH ve

rep-PCR analiz metodlar1 kullanilarak bu yontemlerin etkinligi kanitlanmistir. Ayrica
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yapilan aragtirmalar sonucunda izolatlarin bir kismmin antimikrobiyal etkiye sahip

oldugu belirlenmistir.

Lusk et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, gelisen sekans teknolojileri kullanilarak
Latin tarz1 peynirlerde var olan mikrofloranin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu
calismada bahsedilen peynir 6rnegine ait mikroflora incelenmis ve baskin cins olarak
Lactococcus ve Exiguobacterium belirlenmistir. Ayrica mikrofloranin antimikrobiyal
Ozellikleri de incelenerek, mikrofloraya bagli olarak farkli ¢esitte peynirlerlerdeki
kontaminasyon orani karsilagtirilmistir. Molekiiler karakterizasyon asamasinda ise 16S

rRNA gen dizi analizi tercih edilmis ve yontemin etkinligi kanitlanmistir.

Kuikui et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, piring silajindan izole edilen laktik
asit bakterilerinin konvensiyonel ve molekiiler yontemlerle identifikasyonu
gerceklestirilmistir. Karakterizasyon amaciyla gergeklestirilen 16S rRNA ve recA dizi
analiz verileri incelendiginde; L. plantarum subsp. plantarum, L. casei, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Pediococcus pentosaceus, E. mundtii, Lacyantococcus garvieae,
E. faecium, L. casei ve Lactococcus lactis subsp. lactis tiirlerinin baskin floray1 teskil

ettigi gézlemlenmistir.

Aydemir et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, kars yoresine ait kasar peynirlerin
mikrobiyal florasi peynirin olgunlasma evresi boyunca analiz edilmistir. Yapilan
izolasyon c¢alismasinin ardindan, izolatlar 16S rRNA gen dizi analizi ile identifiye
edilmis ve (GTG)s-PCR yontemi ile de karakterizasyon iglemi tamamlanmistir. Yapilan
analizler sonucunda, bahsedilen peynirde Lactobacillus ve Lactococcus cinslerinin
baskin oldugu, L. casei, L. plantarum ve P. acidilactici tiirlerinin de yaygin olarak

lokalize oldugu tespit edilmistir.

Ghahremani et al. (2015) tarafindan yapilan g¢alismada, probiyotik potansiyeli olan
[ran’in Khorramabad sehrindeki geleneksel peynirden laktik asit bakterileri izole
edilerek, bu izolatlarin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Arastirma sonucunda baskin floara olarak Lactobacillus ve Lactococcus cinslerinin
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bulundugu, ayrica E. faecium, E. hirae, L. lactis ve L. plantarum tiirlerine ait birgok
bakteriyal susun da yer aldigi tespit edilmistir. Elde edilen bakterilerin peynirin
olgunlagsmasi esnasinda pH degerini olduk¢a diistirdiigii ve bu ortamda da test
izolatlarinin canliliklarini muhafaza ettigi belirlenmistir. Calismada, karakterizasyon
icin; 16S rRNA ve ITS PCR yontemleri kullanilmis ve her iki metodun da

identifikasyonda oldukca basarili oldugu sonucuna varilmstir.

Carafa et al. (2015) tarafindan yapilan c¢alismada, gelencksel fermente Malga
peynirinden izole edilen Lactobacillus ve Pediococcus cinslerinin identifikasyonu ve
karakterizasyonu gerceklestirilmigtir. Molekiiler karakterizasyon asamasinda, RAPD-
PCR, 16S rRNA gen dizi analizi gerceklestirilmis ve sonucta P. pentosaceus, L.
paracasei ve L. brevis tirlerinin peynir florasinda yogun olarak bulundugu
gbzlemlenmistir. Ayrica yapilan bu calisma sonucunda identifiye edilen tiirlerin

proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir.

Song et al. (2015) tarafindan yapilan c¢alismada, probiyotik olarak kullanilan
Lactobacillus cinsine ait tiirlerin karakterizasyonuna gidilmistir. Calismada elde edilen
izolatlar Ozellikle probiyotik amacghi kullanilmistir. Calisma neticesinde ise
Lactobacillus cinsine ait olan; Lactobacillus casei, L. sakei, L. acidophilus, L.

fermentum ve L. plantarum tiirleri elde edilmistir.

de la Fuente-Salcido et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Mexico’da geleneksel
hale gelmis olan bir fermente icecekten bakteriosinojenik laktik asit bakterilerinin
izolasyonuna ve karakterizasyonuna gidilmistir. Izolasyon ¢alismalar1 sonucunda
Listeria innocua, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, ve Salmonella spp. tiirlerine ait
bakteriler tespit edilmistir. Bu agamada molekiiler yontem olarak 16S rRNA dizi analizi
yapilmis olup neticesinde 6zellikle Lactococcus lactis ve Enterococcus faecium tiirleri
tespit edilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada iiretilen bakteriyosinler; Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes, L. innocua, S. agalactiae, S. aureus, Bacillus cereus, B.

subtilis, E. faecalis, ve K. pneumoniae’a karsi inhibitor aktivitesi gostermistir.
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Domingos-Lopes et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, geleneksel Pico
peynirinden izole edilen laktik asit bakterilerinin karakterizasyonuna gidilmistir.
Izolasyon islemi peynirin olgunlasmasi boyunca devam etmistir. Molekiiler yontem
olarak 16S rRNA gen analizi ve PFGE yontemi tercih edilmis olup bu iki yontemle,
bahsedilen peynirde Lactobacillus ve Enterococcus cinslerinin baskin oldugu
goriilmiistiir. Izolatlar1 karbonhidrat kaynaklarina gore tanimlamada ise API Kkiti
kullanilmistir. Ayrica izolatlarin, peynir iiretiminde tat ve aroma olusumuna olan

katkilar1 da kanitlanmustir.

Dec et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, kiimes hayvanlarindan izole edilen
laktik asit bakterileri 16S-ARDRA ve MALDI-TOF yontemleriyle katakterize
edilmistir. Belirtilen iki yontemle, baskin olarak Lactobacillus cinsleri tespit edilmistir.
16S ARDRA yonteminde Msel, Hinfl, Mbol ve Alul restriksiyon enzimleri kullanilarak
16S rDNA’nin kesimi gerceklestirilmistir ve boylece bakterilerde tanilama yapilmustir.
Uygulanan yontemler neticesinde Lactobacillus salivarius, L. johnsonii ve L. ingluviei

tiirleri baskinlik gostermistir.

Fermente siit irlinlerinde laktik asit bakterilerinin yogun bir sekilde lokalize olmasi bu
tez calismasmin ¢ikis amaglarindan biri olmustur. Bu baglamda beyaz peynir
orneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonuna gidilmistir. Ayrica dnemli fenotipik
ve genotipik yontemlerle bu izolatlar identifiye edilerek, molekiiler olarak karakterize

edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan peynir o6rnekleri basta Erzurum ve ilgeleri olmak iizere, cesitli il

ve ilgelerden temin edildi.

3.1.1. Kimyasallar

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

KiMYASAL SIRKET
Agaroz (DNase-RNase-Protease free) Sigma
Amfisilin Sigma
API1 50 CHL (API Kiti) Biomerieux
D-Glukoz Sigma
Dimetilstilfoksit (DMSO) Sigma
Distile su Thermo
DNA Marker Thermo
dNTP Thermo
Etidyum Bromiir Sigma
Etil alkol Sigma
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Sigma
Gliserol Sigma
Hidrojen kloriir (HCI) Sigma
Hidrojen peroksit (H,0,) Sigma
Isopropyl B-D-thiogalactoside (IPTG) Sigma
Immersiyonyag: Sigma
Izopropanol Sigma

Kalsiyum kloriir (CaCly) Sigma
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Cizelge 3.1. (devam)

Kristal violet Sigma
Lizozim Sigma
Liigol Sigma
Magnezyum kloriir (MgCl,) Invitrogen
Malasit yesili Sigma
Mineral yag Biomerieux
N,N,N“,N“-Tetrametilendiamin (TEMED) Sigma
Potasyum hidroksit(KOH) Sigma
Promega Wizard" Plus Minipreps DNA Purification Promega
Systems (Plazmit izolasyon Kiti)

Promega wizard® genomic DNA purification kit (DNA Promega
izolasyon Kiti)

RNaz A Invitrogen
Safranin Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride Biomerieux
(Oksidaz kiti)

Triklorik asit (TCA) Sigma
Tris-HCI Sigma
Tris Asetat EDTA (TAE) Sigma
5-Bhromo-4-Choloro-3-Indolyl 3-D- Sigma

Galactopyranoside (Xgal)

6X Yiikleme tamponu Thermo

3.1.2. Tez kapsaminda kullamilan materyal ve cihazlar

3 ml’lik Kuvarz kiivet, 1,5 ve 2 ml’lik tiipler ve raklar, 15 ve 50 mI’lik tiipler ve raklar,

¢eker ocak, derin dondurucu (-86°C), derin dondurucu (-20°C), destile su aritma cihazi,
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elektroforez cihazi, gii¢ kaynagi, hassas terazi, 1sitict blogu, kar tiretme cihazi, magnetik
karistirici, mikrodalga firin, mikropipet takimi, mini santriflij, nanodrop, otoklav, pcr,
ph metre, fusion goriintiileme cihazi, sogutmali santrifiij, uv-vis spektrofotometre,

vorteks, steril kabin, inkiibatér, etiiv, ¢calkalamali-sogutmali inkiibator, bag mixer

3.1.3. Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

Cizelge 3.2. Tez kapsaminda yapilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar:

1.9%0,9’luk NaClI Cozeltisi 0,9 gr NaCl tartilip, 100 ml saf suda
¢oOzildii.
2. Lugol Soliisyonu 1 gr iyot ve 2 gr KCl tartilip, son hacim saf

su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. Safranin Soliisyonu 1 gr safranin %96’lik EtOH’da ¢0ziiliip,

uzerine 100 ml saf su eklendi.

4. Kristal Violet Soliisyonu 2 gr kristal violet %96’lik EtOH’da ¢oziiliip,

tizerine 80 ml saf su eklendi.

5. KOH Soliisyonu 3 gr KOH tartilip, 100 ml saf suda ¢oziildii
ve otoklavlandi.

6. 50 mM EDTA Soliisyonu 1,46 g EDTA tartilip 100 mL suda

cozdiiriildii ve pH’s1 8’e tamamlandi.

7. %70’lik EtOH 70 mL EtOH, 30 mL distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

8. 1X TAE Tamponu 100 ml 10X TAE’den alinip, hacmi 1000 ml

ye tamamlandi.
9. CaCl; Soliisyonu 1,11 gr CaCl, 100ml(100 mM olacak

sekilde) saf su i¢inde c¢ozdirildi, agzi

pamukla kapatilarak  otoklavlandi  ve
kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de

kullanilincaya kadar muhafaza edildi.




Cizelge 3.2. (devam)
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10. Amfisilin Soliisyonu 20 mg/ml olacak sekilde steril saf su ile

hazirland1 ve 0,22 pm ¢apli milipor filtreden
gecirilerek steril edildi. Steril edilen ¢ozelti -
20°C’de kullanilincaya kadar muhafaza
edildi.

11. X-Gal Soliisyonu

40 mg/ml olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti,
151k almayacak sekilde -20°C’de

kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

12. IPTG Soliisyonu

23,8 mg/ml olacak sekilde steril saf su ile
hazirlandi ve 0,22 um ¢apli milipor filtreden
gegirildi. Steril  edilen  ¢ozelti -
20°C’de kullanilincaya  kadar muhafaza

edildi.

3.1.4. Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan besiyerlerinin hazirlansi

Cizelge 3.3. Tez kapsaminda kullanilan besiyerlerinin hazirlanisi

1. MRS Agar 66,24 g MRS agar tartilip 1000 mL saf suda ¢6ziildii ve
otoklavlanda.

2. MRS Broth 50 g MRS Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢6ziildii ve
otoklavlandi.

3. M17 Agar 35 g M17 Agar tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildii ve
otoklavlandi.

4. M17 Broth 13,25 g M17 Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildi ve

otoklavlandi.

5. Nutrient Broth

8 g Nutrient Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildii ve
otoklavlanda.

6. LB Agar 25 g LB Agar tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildii ve
otoklavlandi.
7. LB Broth 20 g LB Broth tartilip 1000 mL saf suda ¢oziildii ve

otoklavlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Ornek Toplanmasi

Calismada kullanilan peynir ornekleri basta Erzurum ve ilgeleri olmak iizere
Tiirkiye’nin farkli yorelerinden temin edilerek aseptik kosullarda laboratuvar ortamina

getirildi. Ornekler calisma yapilincaya kadar +4°C°de muhafaza edildi (Adigiizel 2008).

3.2.2. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Cesitli yorelerden temin edilen peynir 6rneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu
icin, aseptik kosullarda 25 g deney numunesi alind1 ve tizerine 225 ml steril fizyolojik
su (%0.9 NaCl) ilave edilerek stomacherde homojenize edildi. Daha sonra bu
homojenattan steril serum fizyolojik su kullanilarak uygun diliisyonlar hazirlandi ve
laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla kullanildi. izolasyon
icin MRS (de Man Rogosa Sharpe) ve M17 Agar besiyerlerine, hazirlanan uygun
dilissyonlardan yayma ekim yapildi ve 35°C’de, 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda gelisen tipik goriiniimlii kolonilerden hiicre ve koloni
morfolojisi bakimindan farkli oldugu diisiiniilen izolatlar se¢ildi. MRS ve M17 agara 3
faz ¢izgi ekim yapilarak, 35°C’de inkiibasyona birakildi (Harrigan, 1976). Saflastirilan
kolonilerin uzun siireli muhafazasi igin, 1.5 ml lik eppendorf tiipler igerisinde hazirlanan
gliserol (%30 luk) ve nutrient broth dan olusan karisim igerisine 2-3 6ze dolusu
mikroorganizma alinarak konuldu ve vortekslendi. Hazirlanan bu stok kiiltiirler
kullanilincaya kadar kodlanarak (-86°C) muhafaza edildi (Sanchez et al. 2000; Adigiizel
2008).
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3.2.3. Secilen izolatlarin klasik yontemlerle tanilarinin yapilmasi

3.2.3.a. Morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Segilen izolatlarin morfolojik 6zelliklerinin ortaya konulabilmesi igin stoktan alinan
izolatlar, dncelikle 3 faz cizgi ekimle MRS ve M17 agar besiyerine aktarildi ve 35°C’de
48 saat siireyle anaerobik ortamda inkiibe inkiibasyona birakildi ve sonunda gelisen
kolonilerden ornek alinarak preparatlar hazirlandi. Ardindan bu preparatlar 6zel
boyalarla boyanarak mikroskop altinda immersiyon objektifi ile incelendi. Inceleme
sonucunda bakterilerin morfolojik 6zellikleri (kokoid, comak, virgiil, spiral, pleomorfik,
vs.) belirlendi (Simsek 2003).

1. Gram boyama

Bakteriler hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel o6zelliklerine gore iki biiyiik gruba
ayrilirlar (Gram pozitif ve Gram negatif). Gram boyama tekniginde 2 farkli yontem

kullanilmaktadir.

Bu yontemlerden birincisinde oncelikle; temiz bir lam iizerine, yaklasik 24 saatlik
bakteri kiiltiiriinden 6rnek alinarak smear preparat hazirlanir ve bu preparat kristal violet
ile 1 dk boyanir. Bu boya hiicreye niifuz eder ve hem Gram (+), hem de Gram (-)
bakteriler, mor renge boyanir. Siirenin sonunda fazla boya preparat ilizerinden su ile
uzaklastirilir. Ardindan preparatin lizerine sabitlestirici gorevi olan liigol eklenir ve 1 dk
bekletilir. Daha sonra bu preparat, %96’lik etil alkol ile dikkatli bir sekilde yikanir.
Alkol ile yikama sonrast Gram (+) bakteriler peptidoglikan tabakalarinin kalin olmasi
nedeniyle kristal violet-liigol kompleksini birakmaz ve mor renkli kalirken, Gram (-)
bakterilerin dis membranlar1 bozulur ve ince peptidoglikan tabakalar1 boyay: tutamadigi
icin renksizlesir. Yikama iglemi sonrasinda saf sudan gecirilen preparat, safranin ile 20
saniye siireyle boyanir. Boyama siiresi sonunda hafif bir sekilde su ile yikanan preparat

kurutularak, immersiyon objektifinde inceleme yapilir. Mikroskop altinda mor renkli
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olarak goriinen hiicreler; Gram (+), pembe-kirmizi renkli olarak goériinen hiicreler ise;

Gram (-) olarak degerlendirilir (Johnson and Case 2007; Acar 2009).

Bu metodlardan ikincisinde; bakteriler %3’lik potasyum hidroksit (KOH) ¢6zeltisi ile
muamele edilir. Bu metodda Gram(-) bakterilerin %3’liik KOH ¢ozeltisi ile muamelesi
sonucu, hiicre duvarinin par¢alanmasi ile sitoplazma ve niikleer materyal agiga cikar ve
bundan otiiri viskoz bir yap1 olusur. Lam {izerine damlatilan %3’liik KOH soliisyonu
tizerine MRS’de gelistirilen 24-48 saatlik kiiltiirden alinan bir 6ze dolusu bakteri, KOH
sollisyonu ile 5-10 saniye karistirildiktan sonra, 6ze yukar1 ve asagiya dogru hareket
ettirilir. Hareket sonucu sakiz gibi bir uzamanin gergeklesmesi durumunda bakteriler
Gram (-), bu uzamanin ger¢eklesmemesi durumunda ise bakteriler Gram (+) olarak
degerlendirilir (Saygil et al. 2006).

2. Endospor varhginin belirlenmesi

Caligmadaki izolatlarin tanisinin gergeklesmesi i¢in yapilan klasik yontemlerden biri de
endospor boyamadir. Izolatlarin endospor ihtiva edip etmediklerini belirlemek igin,
oncelikle bakteriler MRS ve M17 agar besiyerine ekildi ve endospor olusumuna neden
olan stres sartlarinda (sicak-soguk, yaslanma, kuruma) bekletildi. Daha sonra bu
kiiltirlerden 6rnek alinarak lam iizerinde smear hazirlandi ve hazirlanan smear,
kaynayan su banyosu iizerine yerlestirildi. Preparat malasit yesili kullanilarak tamamen
boyand: ve ilizerine kurutma kagidi konuldu. Kurutma kagidinin siirekli olarak 1slak
kalmas1 saglanarak, 5-7 dk malasit yesili ile boyamaya devam edildi. Siire sonunda,
preparatin lizerindeki kurutma kagidi kaldirilip, preparat hafif su akimi ile yikanarak
fazla boya uzaklastirildi. Preparat, safranin ile 20-30 saniye kadar boyandi. Bu karsit
boya uygulamasindan sonra, preparat hafif su akimi ile tekrar yikanip kurutuldu ve
immersiyon objektifinde endospor durumlart incelendi (Harley and Prescott 2002;

Adigiizel 2006).
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3. Hareketlilik testi

Bu test i¢in deney izolatlari, MRS ve M17 Broth + %0,6’1ik agar igeren tiiplere igne 6ze
yardimiyla ekildi ve 24-48 saat siireyle inkiibasyon ger¢eklestirildi. Tiiplerde olusan
ekim cizgisine gore gelisim gozlemlenerek hareketlilik durumu incelendi (Arda 2000;

Temiz 2000).

3.2.3.b. Fizyolojik ozelliklerinin belirlenmesi

1. izolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonlarmin belirlenmesi

Izolatlarin  gelisme gosterdikleri tuz araligmin  belirlenmesi igin; farkli tuz
konsantrasyonlarina (%2, %4, %6, %8, %10 ve %12’lik) sahip MRS ve M17 Broth
besiyerleri hazirlandi. Daha sonra test izolatlar1 farkli tuz konsantrasyonlari igeren
besiyerlerine inokiile edildi ve ardindan 35°C’deki ¢alkalamali inkiibatorde 24-48 saat
slire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda laktik asit bakterilerinin treyebildikleri
minimum ve maksimum tuz konsantrasyon degerleri belirlendi. Bunun igin

spektrofotometrede ODgop’de l¢iim gergeklestirildi (Holzapfel and Schillinger 1992).

2. Izolatlarin gelisme sicakhklarinin belirlenmesi

[zolatlarin gelisme gosterdikleri sicakliklarin belirlenmesinde yine MRS Broth besiyeri
kullanildi. Sicaklik belirlenmesi testinde Oncelikle izolatlarin, bu hazirlanan MRS ve
M17 Broth besiyerlerine inokiilasyonu gergeklestirildi. Inokiilasyonun ardindan izolatlar
farkl1 sicakliklarda (10°C, 15°C, 30°C, 35°C ve 45°C) inkiibasyona birakildi. 24-48 saat
siireyle inkiibasyonu gerceklestirilen izolatlarin inkiibasyon sonucunda gelisme
gosterdikleri maksimum, minimum ve optimum biiylime sicakliklar1 belirlendi. Bu

amagla; spektrofotometrede (ODgqo) 6l¢tim gergeklestirildi (Facklam et al. 2002).
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3. Izolatlarin gelisebildikleri pH arahklarinin belirlenmesi

izolatlarin gelisme gosterdikleri pH araliginin belirlenmesinde; oncelikle farkli pH
degerlerine (pH: 3, pH: 5, pH: 7, pH:9 ve pH:11) sahip MRS ve M17 Broth besiyerleri
hazirlandi. Ardindan test izolatlari, MRS ve M17 Broth besiyerlerine inokiile edildi ve
24-48 saat siireyle 35°C’de inkiibasyoa birakildi. Daha sonra spektrofotometrede
(ODggo) Olgiim yapilarak, izolatlarin biiyiiyebildikleri maksimum ve minimum pH

araliklari tespit edildi (Tekinsen et al. 2002).

3.2.3.c. Biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

1. Katalaz Testi

Bu test ile elde edilen izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklari belirlendi.
Katalaz enzimi, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan hidrojen peroksit
(H202)’i pargalayip, H,O ve O, gazina doniistiir ve O, gazinin olusumu, kabarciklar
seklinde gozlenebilir. Aerobik solunum yapan veya fakiiltatif olan mikroorganizmalarda
bu enzim vardir. Enzim varliginin arastirilmast amaciyla oncelikle bakteriler MRS ve
M17 agar besiyerlerinde 24-48 saat siireyle biiyiitiildii. Daha sonra agar ortaminda
biiyliyen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak lam iizerine konuldu. Ardindan bakteri
tizerine bir damla %35’lik H,0, damlatildi. Oze ile dairesel hareketlerle bakterinin H,0,
igerisine niifuz etmesi saglandi. Ardindan kabarcik olugsmasi veya olusmamast durumu
gozlendi. Kabarcik olugsmasi bakterinin katalaz enzimini {irettigini ve katalaz pozitif
oldugunu gosterirken, kabarcik olusmamasi katalaz enziminin {iretilmedigini ve
bakterinin katalaz negatif oldugunu gosterdi (Arda 2000; Harley and Prescott 2002;
Adigiizel 2006).

2. Oksidaz testi

Oksidaz testi ile bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c proteinine sahip

olup olmadiklari belirlendi. Sitokrom c proteini (oksidaz c), mitokondrilerde bulunan
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biiyiik bir transmembran proteindir. Solunum olayinda gérev almakta ve dort sitokrom ¢
molekiiliiniin her birinden birer elektron alarak bunlari bir oksijen molekiiliine transfer
edip, molekiiler oksijeni iki su molekiiliine ¢evirir. Bundan dolay1 elektron transfer
sisteminde hiicresel enerji olusumuna sebep olmaktadir. Yani; elektron tasima
zincirinin terminal elektron alicisidir. Yapilan test; organizmanin sitokrom-C oksidase
enzimine sahip olmasi durumunda, bu enzimin reaksiyona girmesi sonucu mavi renk
olusturmas1 esasina dayanir. Bu test igin %] Tetra methyl-p-phenylendiamine
dihydrochloride igeren kit halindeki diskler kullanildi. Bu diskler 1 damla steril saf su
ile doyurulup, lizerine MRS ve M17 agar besiyerinde gelistirilen 24-48 saatlik bakteri
kiiltiirtinden bir 6ze dolusu eklendi. Bakteride sitokrom ¢ proteini varsa, bu diskte kodlu
olan substratiyla reaksiyona girerek, mavimsi mor bir renk olusumuna neden olur. Mavi
mor renk olugmasi durumunda bakteri oksidaz pozitif; renk degisiminin gériilmemesi
durumunda ise bakteri oksidaz negatif olarak degerlendirildi (Harley and Prescott 2002;
Adigiizel 2006; Acar 2009).

3. Glikozdan gaz iiretim testi

Bu test i¢in oncelikle 9 ar mI’lik glikoz iceren MRS ve M 17 broth besiyerleri hazirland:
ve igerisine durham tiipleri ters cevrilerek yerlestirildi. Ardindan sterilizasyon islemi
gerceklestirildi. Sterilizasyonun ardindan deney tiiplerine steril 6ze ile bakterilerin ekimi
gerceklestirildi. Tiipler 37°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda gaz iretim potansiyeli gozlendi. Gaz {reten bakteriler pozitif ve
heterofermantatif, gaz iiretmeyen bakteriler ise negatif ve homofermantatif olarak

degerlendirildi. (Holzapfel and Schillinger 1992; Stiles and Holzapfel 1997).

3.2.4. Secilen izolatlarin molekiiler yontemlerle tanilarinin yapilmasi

3.2.4.a. API test kiti kullanilarak laktik asit bakterilerinin tanisi

API Test kiti ile elde edilen izolatlarin kullandiklar1 karbon kaynaklarma gore tanisi

yapilir. Bu test i¢in Oncelikle saf olarak elde edilen laktik asit bakterilerinin MRS ve


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sitokrom_c&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Oksijen
https://tr.wikipedia.org/wiki/Elektron_ta%C5%9F%C4%B1ma_zinciri
https://tr.wikipedia.org/wiki/Elektron_ta%C5%9F%C4%B1ma_zinciri
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M17 agar a ili¢ faz ekim yontemiyle ¢izimi gergeklestirildi. Cizimi gergeklestirilen
petriler 35°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
oncelikle koloniler sretil 6ze ile toplanarak steril fizyolojik su igerisinde siispanse hale
getirildi. Stispanse hale getirilen hiicrelere daha sonra McFarland 2 yogunlugu
ayarlamasi yapildi. McFarland 2 yogunlugu i¢in gerekli olan bakteri miktar1 belirlendi
ve bu orandaki bakteri siispansiyonu alinarak API 50 CHL Medium a aktarildi. Medium
icerisinde bakteri siispansiyonunun homojen dagilimi gerceklestirildi. Elde edilen
homojenizattan stripler tizerindeki 50 mikrotiipe belirtilen olglide steril pastor pipeti
yardimiyla inokiilasyon gerceklestirildi. Mikrotiiplerin {izeri 2-3 damla mineral yag ile
kaplandi. Inokiilasyonu tamamlanan API 50 CHL stripleri 35°C’de 24-48 saat,
nemlendirilmis etiiv sartlarinda inkiibe edildi (Tserovska et al. 2002). Inkiibasyon
sonunda sonuglar APILAB Plus Ver. 3.3 (BioMérieux Diagnostik A, Istanbul)
yardimiyla degerlendirildi.

3.2.4.b. 16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi

1. Genomik DNA izolasyonu

[zolasyon 6ncesinde saf kiiltiirleri elde edilen laktik asit bakterileri MRS ve M17 agar
besiyerlerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilerek 35°C’°de 24-48 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. Petrilerde gelisen organizmalardan tek koloni alimip MRS ve M17 Broth
besiyerlerine inokiilasyon gergeklestirildi. 24-48 saat’lik 35°C’deki ikinci bir
inkiibasyonun ardindan izolasyona baslandi. izolasyon icin Promega wizard® genomic
DNA purification kit (A2360) protokolii uygulandi.

Izolasyon prosediirii:

e MRS ve M17 Broth besiyerinde gelisen hiicreler 2ml’lik ependorflara aktarilarak
coktiirtildii. Cokelek 480 ul, 50 Mm EDTA (pH=8) icinde ¢ozildii. 120 ul, 10 mg/ml
lizozim ilave edilerek, homojenize edildi ve 37°C’de 1 saat siire ile inkiibasyona
birakildi.
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e Elde edilen karisim 13000 rpm’de 2 dk santrifiijlenip siipernatant atildi. Tiipe 600
ul Niiklei Lizis Soliisyonu eklenip, hafifce pipetajlandi.

e Kanisim 80°C’de 5 dk inkiibe edilip, oda sicakligina gelinceye kadar sogutuldu.
Uzerine 3 ul RNase A eklenip, 3-5 kez alt iist edildi ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona
birakildu.

e Karigimin oda sicakligina gelmesi beklenerek tizerine 200 ul Protein Presipitasyon
Soliisyonu eklendi ve 20 saniye vortexlendi.

e 5 dk buzda inkiibe edildikten sonra 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve
slipernatant, igerisinde 600 pl oda sicakliginda bekletilmis, izopropanol bulunan yeni
tiiplere aktarildi. Ependorflarda pellet olusuncaya kadar alt {ist edildi.

e 13000 rpm’de 2 dk santrifiijlenip, siipernatant dokiildii. Kurutma kagidiyla sivi
iyice uzaklastirildi.

e Ependorflara 600 pl %70’lik EtOH eklenip, alt iist edildi ardindan 13000 rpm’de 2
dk santrifiijlendi.

e Siipernatant atilip, EtOH uzaklagsin diye 15-20 dk 37°C’de inkiibasyona birakildi.

e Ependorflara 100 pl DNA Rehidrasyon Soliisyonu eklenip, 65°C’de 1 saat
inkiibasyona birakild1.

e Siire sonunda DNA’lar1 iceren ependorf tiipler kullanilincaya kadar +4°C’de

muhafaza edildi.

DNA konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi ve caliyma soliisyonlarinin hazirlanmasi:

DNA miktari, direkt olarak 260 nm’deki absorbans 6lciimiiyle belirlenirken, genetik
materyalin temizligi yani protein kirliligi tasiyip tagimadigi ise 280 nm’de okunan
absorbans degeriyle tespit edilir. Kuvarz kiivet igerisine 998 pul TE ¢ozeltisi konularak
260 nm’ye ayarl spektrofotometrede absorbansi 6l¢iildii ve elde edilen deger kor olarak
kaydedildi. Ardindan kiivete 2 pl DNA ilave edilerek karisimin homojen olmasi
saglandiktan sonra 260 nm’de yeniden bir absorbans 6l¢iildii. Okunan bu degerden kore
ait deger cikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulundu ve yapilan islemlerin aynisi
280 nm igin de tekrarlanarak, Ajso Ve Azgo degerlerine bakildi Ageo/Azgp=1-1,7 olan

ornekler calisma soliisyonu hazirlamak i¢in kullanildi (Adigiizel 2006).
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DNA orneginin ve ¢calisma soliisyonunun konsantrasyonunun belirlenmesi (ng/ml)

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)=AgsoXSeyreltme Faktorii (500)x50 (DNA ig¢in sabit

deger) formiilii kullanilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlendi.

DNA c¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu ise; Istenen Konsantrasyon (100ng/pl) X
Istenen Hacim (200 pl) / Stok DNA Konsantrasyonu (pug/ml) formiilii ile DNA calisma
sollisyonu hazirlandi ve bu hesaplamadan elde edilen deger, stok DNA ¢d6zeltisinden
alimacak miktar1 verir. Bu miktar TE ¢ozeltisi ile 200 pl’ye tamamlanarak 100 ng/ul
konsantrasyondaki DNA c¢alisma soliisyonu yapildi ve DNA tiipleri -86°C’de sonraki
calismalarda kullanilincaya kadar saklandi (Adigiizel 2006).

2. 16S rRNA PCR islemi

16S rRNA gen bolgesi bakteri sistematigi agisindan oldukca onemlidir ve evrimsel
acidan da korunmus bolge olma 6zelligi tasimaktadir. Bu amacla hedef bolge olarak
16S rRNA gen bolgesi secildi ve evrensel primerler kullanilarak in vitro kosullar altinda

cogaltildi.

Reaksiyonun hazirlanmasi

Oncelikle PCR’1 yapilacak her bir drnek igin, 30 ul’lik reaksiyon hazirlandi. Bu amagla;

e 3 ul10x PCR tamponu
0,6 ul dNTP

0,3’er ul 5 uM primer

27F (forward 5°- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3°)
1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3°)
1,2 ul DMSO

o 1,8 ul MgCl,

vV VvV
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e 0,3 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz
e 14,1 pl steril saf su

kullanildi ve 25 ul’lik reaksiyon karigimi hazirlandi. Karigima son olarak 3ul kalip

DNA (100 ng) eklenerek son hacim 30 pl’ye tamamland1 (Adigiizel 2016).

Cizelge 3.4. 16S rRNA PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Konsatrasyon Miktar (ul)
PCR Buffer (sigma) 10X 3
dNTP 25 mM 0,6
MgCl, 25 mM 1,8
27F 5 pmol 3
1492R 5 pmol 3
DMSO %99 1,2
ddH,O - 141
Kalip DNA 100 ng 3

PCR programi: Ornekler PCR cihazina konuldu ve per programi i¢in cihaz su sesilde

programland: (Adigiizel 2006):

94°C’de 2 dk (Denatiirasyon)

94°C’de 1 dk (Denatiirasyon)

49°C’de 1 dk (Baglanma) 36 Dongii
72°C’de 2 dk (Uzama)

72°C’de 5 dk (Uzama)

YV V VYV V V
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Cizelge 3.5. 16S rRNA PCR islemi i¢in optimize edilmis PCR sicaklik dongiisii

islem Sicakhik Siire Déngii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 49 1 36
Uzama 72 2 36
Son Uzama 72 3) 1
Saklama 4 00

3. 16S rRNA PCR iiriinlerinin jel elektroforezi

Jel elektroforezi igin 6ncelikle 0,8 gr agaroz tizerine 80 ml 1X TAE (%]1°lik agaroz jel)
tamponu ilave edilerek, karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziinlinceye kadar kaynatildi.
Daha sonra jel 50°C’ye kadar sogutuldu ve 4 pg/ml miktarinda etidyum bromiir
eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildi. 30-35 dk
beklenerek jelin donmasi saglandi ve donan jelden taraklar dikkatlice c¢ikarildi.
Ardindan igerisinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirildi.
Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-
1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul ve diger gukurlara ise
her bir 6rnek i¢in 2,5 ul 6X yiikleme tamponu, 5 pl PCR iirlinii ile karistirilarak
yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak 6rnekler 120 dk yiiriitiildi. Jel
tizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon
sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortammda (Quantum Vilber Lournat Gel

Documentation System) analiz edildi.

4. Kompotent hiicrenin hazirlanmasi

e Escherichia coli JM101 susu stoktan canlandirildi (3-4 faz ekim), gelisen bu
kiiltiirde ki tek bir koloni deney tiipline aktarildi ve 37°C’de 1 gece siire ile
calkalayicida inkiibasyona birakildi.
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e 300 pl kiiltiir 2700 pl su ile seyreltilip spektrofotometede 600 nm dalga boyunda
Olciim yapildi. Cikan deger (Triiper and Schleifer) 10 ile ¢arpilir (seyreltme orani).
3/zX10 formiilii kullanilarak elde edilen rakam bize alinmasi1 gereken kiiltiirii verir.

e 30 ml LB broth iizerine, hesaplamadan ¢ikan deger kadar kiiltiir eklenerek, 37°C’de
60 — 90 dk inkiibe edildi.

e 40. dk da galkalamali inkiibatorden alinan kiiltiir, 10 kat seyreltilerek, ODgo
Ol¢iimii yapildi ve 0,044-0,055’e ulasincaya kadar her 10 dk’da bir olglime devam
edildi.

e  Uygun degeri veren kiiltiir 5 - 10 dk siire ile 4400 rpm’de ¢oktiiriildii.

e Daha sonra siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Hiicre ¢okeltisi tizerine soguk 10
ml 100 mM CaCl, eklenerek, 30 — 45 dk siire ile buzda bekletildi.

e Siire sonunda 4°C’de 10 dk 4400 rpm’de karisimin ¢okmesi saglandi.Siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi. Hiicre ¢okeltisi {izerine soguk 2 ml 100 mM CaCl, eklendi ve
buzdolabinda bir giin bekletildi.

5. Ligasyon islemi

Ligasyon islemi i¢in kullanilan kimyasallar:

5 ul, 2X Ligasyon buffer
3 pl, PCR firiinii

1 ul vektor

1 ul T4 DNA ligaz

0,2 mP’lik tiiplerde bir araya getirilen karisim 1 gece 16°C’de 13-15 saat bekletildikten

sonra, kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

6. Transformasyon islemi

e Her bir ependorf tiipiine buzdolabindan ¢ikardigimiz kompotentten 200 pl konuldu.
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e  Uzerine 2,5 pl ligasyon iiriinii eklenerek, 30 dk buzda bekletildi.

e 2 dksiire ile 42°C’ye ayarli su banyosunda sicaklik sokuna ugratildi.

e Uzerlerine 200 pl LB konulup yaklasik 1 saat 40 dk siire ile 37°C’de bekletildi.

e Daha sonra buzdolabinda muhafaza edilen ve kullanilmadan 6nce oda 1sisina
gelmesi saglanan amfisilinli kat1 besi yerine, 40 pul X-Gal ve 40 ul IPTG yayildi.

e Yiizey yeterince kuruduktan sonra, Ligasyon iriinii + Kompotent hiicre
karistmindan 150 pl alinarak petrinin ortasina konuldu ve drigalski 6zesi ile iyice
yayilimi saglandi. Daha sonra petriler, 37°C’de yaklasik 12-14 saat siire ile inkiibasyona
birakildi.

7. Koloni secme ve sivi kiiltiire aktarma

Inkiibasyon sonunda petriler, inkiibatérden gikarilarak +4°C’de bir gece bekletildi ve
petrilerde mavi ve beyaz koloni olusumu gézlemlendi. Daha sonra her petriden 5-10
kadar beyaz koloni kiirdan ile alinip, igerisinde 3 ml amfisilinli LB broth bulunan

tiiplere inokiile edildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

8. Koloni PCR i¢in hazirlik ve PCR reaksiyonu

e Amfisilinli LB broth’da gelistirilen kiiltiirden 4 pl alinarak, 16 pl steril saf su
bulunan tiiplere aktarildi.

e 10 dk kaynayan su banyosunda tutulduktan sonra, 2 dk siireyle buzda bekletilerek
151 sokuna tabi tutuldu.

e  Siire sonunda tiipler 5 dk 12000 rpm’de santrifiijlendi.

e Ardindan elde edilen siipernatant {izerinden PCR islemi gerceklestirildi. PCR iglemi

icin kullanilan kimyasallar:

» 16,1 ul dH,0
» 3 ul tampon (MgCly’li)
» 0,6 ul ANTP mix
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1,8 ul MgCl, (25mM)

2’ser ul 5 uM primer

T7 (5°-AATACGACTCACTATAG-3’)
SP6 (5—- ATTTAGGTGACACTATAG-3”)
0,3 ul Tag DNA polimeraz

1,2 ul DMSO

vV V.V \ X\ VvV Y

3 ul siipernatant

PCR programi: Ornekler PCR cihazina konuldu ve PCR programu i¢in cihaz su sesilde
programlandi (Adigiizel 2006):

94°C’de 2 dk (Denatiirasyon)

94°C’de 30 s (Denatiirasyon)

55°C’de 30 s (Baglanma) 35 Déngi
72°C’de 2 dk (Uzama)

72°C’de 10 dk (Uzama)

YV V VYV V V

e EtBr ilaveli %1’°lik agaroz jele, markir ve igerisinde istenen geni igeren (pozitif)-
icerisinde gen bulunmayan (negatif) kontroller yiiklenerek 90 voltta 1 saat siire ile
yiriitildi.

e Istenen geni tasiyan koloniler, PCR goriintiilerine gore se¢ilip, plazmit izolasyonu

i¢in amfisilinli LB broth’a ekildi.

9. Plazmitizolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Promega firmasina (A1330) ait izolasyon kiti kullanildx.

Bu amacla;
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» 4 ml amfisilinli LB broth besiyerinde iiretilen bakteriyal hiicreler, 10000-12000
rpm’de 10 dk santrifiijlendi ve slipernatant uzaklastirildi.

» Pelletin lizerine Cell Resuspension Soliisyonundan 250 ul eklendi ve pipetlenerek
homojenize olmas1 saglandi.

» Uzerine 250 pl Cell Lysis Solution ilave edilip, alt {ist edilerek 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.

» 10 pl Alkaline Protease Soliisyonu karigima eklendikten sonra 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.

» 350 pl Neutralization Solution ilave edildi ve 12000-14000 rpm’de 10 dk siire ile
santrifiijlendi.

» Siipernatanttan yaklasik 650750 pl alinarak, icerisinde kolon bulunan ependorf
tiipiine aktarildi ve 12000-14000 rpm’de 1 dk siire ile santrifiijlendi.

» Daha sonra kolonun iizerine 750 pul Wash Solution eklenip, tekrar 1 dk 12000-
14000 rpm’de santrifiijlendi.

» Kolonun iizerine 250 pl Wash Solution ilave edilip tekrar 2 dk siire ile 12000-
14000 rpm’de santrifiijlendi ve alta gecen siv1 uzaklastirildi.

» Tekrar 1 dk stire ile 12-14000 rpm’de oda 1sisinda santrifiijlendi.

> Kolon yeni bir tiipiin igerisine alindi. Uzerine 100 pl Nuclease-Free Water eklendi
ve 1 dk siire ile 12000-14000 rpm’de santrifiijlendi.

» Kolon ¢ikarilip uzaklastirildiktan sonra, tiipler 6l¢iim yapilincaya kadar —20°C’de
muhafaza edildi.

10. Plazmitlerin kontrol edilmesi

Koloni PCR ile bu basamak kismen asilmis olsa da, elde edilen sonuglar1 desteklemek

amactyla ornekler ECORI ile kesime tabi tutuldu ve agaroz jelde yiiriitiildii.

11. Plazmitlerin konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi ve ayarlanmasi

1- 998 ul saf su+2 pl plazmit konularak ODgp da 6lgiim yapildi.
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2- A260x50 (sabit)x500 (diliisyon orani) formiilii ile plazmitin konsantrasyonu 100—200
ng olacak sekilde ayarlandi.
3- Uygun konsantrasyona sahip orneklerden 30-50 pl alinarak sekans analizi igin

Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi.

12. DNA dizi analiz sonuclarinin islenmesi

Gelen sekans sonuglar1 BioEdit ile analiz edildi ve FASTA formatina gevirildi. Primer

iceren bolgeler ve tekrar dizileri tespit edilerek sekanslar anlamli hale getirildi.

13. Sonuclarin degerlendirilmesi

Anlaml1 hale getirilen sekans verilerinin blast calismasi
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK LOC=blasthome ve http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify internet
adresleri kullanilarak blastland1 ve %benzerlik oranlar1 belirlendi. Daha sonra bu veriler

genbank’a girilerek her bir 6rnek i¢in genbank numarasi alindi.

3.2.5. Rep-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

3.2.5.a. BOX-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Test izolatlarinin genomik parmak izi analizleri i¢in kullanilan yontemlerden bir digeri

de BOX-PCR yontemidir. Bu yontem evrensel primer kullanilarak gergeklestirildi.

Reaksiyonun Hazirlanmasi

PCR yapilacak her bir 6rnek igin;

e 12,7 ul ddH,0
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e 5 ul 10X Buffer

e 2,5ul DMSO

e 125ulBSA

e 125 ul dNTP(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP 10Mm
e 4 ulprimer BOX AIR (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3”)

e 0,3 ul 5 unit/ul Tag DNA polimeraz

e 3 ul kalip DNA (70 ng/ul)

kullanilarak 30 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlandi ve PCR islemi tamamlandi
(Adigtizel 2006).

PCR Programi

Ornekler PCR cihazina (3x32-well ProFlex™ PCR system) konarak asagida belirtilen
PCR dongiisii programlandi:

e 95°C’de 7 dk (Denatiirasyon)
e 94°C’de 1 dk (Denatiirasyon)

e 53°C’de 1 dk (Baglanma) 35 Dongii
e 65°C’de 8 dk (Uzama)
e 65°C’de 16 dk (Uzama)

BOX-PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Jel elektroforezi i¢in dncelikle 0,8 gr agaroz lizerine 80 ml 1X TAE (%]1°lik agaroz jel)
tamponu ilave edilerek, karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatildi.
Daha sonra jel 50°C’ye kadar sogutuldu ve 4 pg/ml miktarinda etidyum bromiir
eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildi. 30-35 dk
beklenerek jelin donmasi saglandi ve donan jelden taraklar dikkatlice c¢ikarildi.

Ardindan icerisinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankinin i¢ine yerlestirildi.
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Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb’lik DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-
1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul ve diger
cukurlara ise her bir 6rnek icin 2,5 ul 6X yiikleme tamponu, 5 ul PCR iiriinii ile
karistirtlarak yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak érnekler 120 dk
yiriitiildii. Jel lizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda (Quantum Vilber Lournat

Gel Documentation System) analiz edildi.

3.2.5.b. (GTG)5-PCR Yontemiyle Bakterilerin Gen Profillerinin Belirlenmesi

Test izolatlarmin genomik parmak izi analizleri i¢in kullanilan yontemlerden birisi

(GTG)s-PCR yontemidir. Bu yontem evrensel primer kullanilarak gergeklestirildi.

Reaksiyonun Hazirlanmasi

PCR yapilacak her bir 6rnek i¢in;

12,7 ul ddH,0

e 5 ul 10X Buffer

e 2.5ul DMSO

e 1,25l BSA

e 1,25 pul dNTP(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
e 4l primer GTGs (GTG GTG GTG GTG GTG)

e 0,3 pl 5 unit/pl Taqg DNA polimeraz

e 3 ul kalip DNA (70 ng/ul)

kullanilarak 30 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlandi ve PCR islemi tamamlandi

(Adigiizel 20006).
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PCR Programi

Ornekler PCR cihazina (3x32-well ProFlex™ PCR system) konarak asagida belirtilen
PCR dongiisii programlanda:

o 95°C’de 7 dk (Denatiirasyon)
o 94°C’de 1 dk (Denatiirasyon)

° 53°C’de 1 dk (Baglanma) 35 Dongii
. 65°C’de 8 dk (Uzama)
° 65°C’de 16 dk (Uzama)

(GTG)s-PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Jel elektroforezi i¢in dncelikle 0,8 gr agaroz tizerine 80 ml 1X TAE (%]1°lik agaroz jel)
tamponu ilave edilerek, karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziinlinceye kadar kaynatildi.
Daha sonra jel 50°C’ye kadar sogutuldu ve 4 pg/ml miktarinda etidyum bromiir
eklenerek, igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiildi. 30-35 dk
beklenerek jelin donmasi saglandi ve donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarildi.
Ardindan icerisinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankinin icine yerlestirildi.
Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb’lik DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-
1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 pl ve diger
cukurlara ise her bir 6rnek icin 2,5 pl 6X yiikleme tamponu, 5 pl PCR iiriinii ile
karistirilarak yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak 6rnekler 1 saat
yuirtitiildi. Jel tizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda (Quantum Vilber Lournat

Gel Documentation System) analiz edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada Erzurum ve ilgeleri basta olmak iizere ¢esitli illerden peynir 6rnekleri
toplandi. Aseptik sartlarda caligmalara baslanarak c¢esitli laktik asit bakterilerinin
izolasyonu gerceklestirildi. Arastirmada toplam 42 adet laktik asit bakterisi izole
edilerek bu bakterilerin Oncelikle morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik o6zellikleri
belirlendi. Daha sonra bu izolatlat farkli molekiiler yontemler (API, 16S rRNA gen

analizi ve rep-PCR) kullanilarak identifikasyon ¢alismasina devam edildi.

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calisma kapsaminda laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in Erzurum (Merkez,
Hasankale, Tekman), Kars, Karaman, Konya ve Van illerinden temin edilen peynir
orneklerinden izolasyon calismasi sunucunda toplam 42 adet bakteriyal izolat elde

edildi ve stok kiiltiirleri hazirland1 (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Laktik asit bakteri suslar1 ve izole edildigi yoreler

Izolatlarm ait olduklari yoreler Izole edilen suslar
Erzurum MA 2, MA 4, MA 7, MA 8, MA 28,
MA 30, MA 34
Hasankale MA 3, MA 5, MA 35, MA 47, MA 51
Tekman MA 12, MA 19, MA 25, MA 26,MA 31,
MA 38, MA 55
Kars MA 10, MA 33, MA 37, MA 46, MA 56,
MA 57
Karaman MA 9, MA 11, MA 20, MA 43, MA 54
Konya MA 13, MA 41, MA 44, MA 36, MA 52,
Van MA 21, MA 23, MA 27, MA 39, MA 50,

MA 53, MA 60
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izolasyonu gergeklestirilen bakterilerin yapilan islemlerin ardindan stok kiiltiirleri
hazirlandi. Bunun i¢in petride saf kiiltlirleri bulunan bakterilerden bir 6ze dolusu
aliarak Nutrient Broth ve gliserol iceren tiiplere inokiilasyon gergeklestirildi. Ardindan
bu tiipler kullanilincaya kadar -86°C’de muhafaza edildi. Boylelikle bakterilere ait stok
kiiltiir koleksiyonlar1 hazirlandi. Saf kiiltiirleri elde edilen bakterilere ait petri

goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. MA 34 ve MA 56 bakterilerine ait petri goriintiileri

4.2. Secilen Izolatlarin Klasik Yontemlerle Tamlarinin Yapilmasi

4.2.1. Morfolojik ozelliklerinin belirlenmesi

Bakterilerin morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla basit boyama yapildi ve immersiyon
objektifinde incelendi. Sonugta izolatlarin hiicre morfolojilerinin kok ya da g¢ubuk

seklinde oldugu goriildii (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. izolatlara ait morfolojik dzellikler

izolat kodu Morfoloji
MA 2 Kok
MA 3 Cubuk
MA 4 Cubuk
MA 5 Cubuk
MA 7 Cubuk
MA 8 Cubuk
MA 9 Cubuk
MA 10 Cubuk
MA 11 Cubuk
MA 12 Cubuk
MA 13 Kok
MA 19 Kok
MA 20 Cubuk
MA 21 Cubuk
MA 23 Kok
MA 25 Kok
MA 26 Kok
MA 27 Kok
MA 28 Cubuk
MA 30 Cubuk
MA 31 Kok
MA 33 Kok
MA 34 Cubuk
MA 35 Kok
MA 36 Cubuk
MA 37 Kok
MA 38 Kok
MA 39 Kok
MA 41 Cubuk
MA 43 Cubuk
MA 44 Kok
MA 46 Kok
MA 47 Kok
MA 50 Kok
MA 51 Cubuk
MA 52 Cubuk
MA 54 Cubuk
MA 55 Kok
MA 56 Cubuk
MA 57 Cubuk

MA 60 Kok
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1. Gram boyama sonuclari

Gram testinde iki farkli metot kullanildi. Birinci yontemde bakterilerin smear
preparatlar1 hazirlanarak 6zel boyamalar yapilirken; ikinci yontemde bakteriler %3 liik
KOH ile muamele edildi. Birinci yontem sonucu mikroskopta incelenerek ortaya
konurken; ikinci ydéntem gorsel olarak izlendi. Ilk ydntemde, mikroskop altinda mor
renkli olarak goriinen hiicreler; Gram (+), pembe-kirmizi renkli olarak goriinen hiicreler
ise; Gram (-) olarak degerlendirildi. Ikinci yontemde ise, hareket sonucu sakiz gibi bir
uzamanin ger¢eklesmesi durumunda bakteriler Gram (-), bu uzamanin ger¢eklesmemesi
durumunda ise bakteriler Gram (+) olarak degerlendirildi. Degerlendirmeler sonucu
izolatlarin ikisi hari¢ tiimiiniin Gram(+) oldugu gozlendi (Cizelge 4.3). M 34 bakterisine

ait mikroskop goriintiisti Sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Izolatlara ait gram boyama sonuglar1

Izolat kodu Gram
MA 2 +
MA 3 +
MA 4 W+
MA 5 +
MA 7 +
MA 8 +
MA 9 +
MA 10 +
MA 11 +
MA 12 +
MA 13 +
MA 19 +
MA 20 +
MA 21 +

MA 23 +
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Cizelge 4.3. (devam)

MA 25 +

MA 27 +

MA 30 +

MA 33 +

MA 35 +

MA 37 +

MA 39 +

MA 43 +

MA 46 +

MA 50 +

MA 52 +

MA 55 +

MA 57 +
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Sekil 4.2. MA 34 bakterisine ait gram boyama goriintiisii

2. Endospor Boyama Sonuglari

Izolatlarin klasik yontemlerle tanisinin gerceklesebilmesi igin gerekli olan yontemlerden
birisi de endospor boyamadir. Endospor boyama, Oncelikle bakterilerden smear
hazirlanarak yapildi. Smear {izerinde 6zel endospor boyama yapildi. Daha sonra yikama
islemi yapilarak mikroskop altinda endospor varligi incelendi. Yapilan ¢alisma
sonucunda MA 12 ve MA 41 hari¢ higbir test izolatinin endospor icermedigi tespit
edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MA 9 bakterisine ait endospor boyama goriintiisii

3. Hareketlilik Testi Sonug¢lar:

Hareketlilik testi i¢in deney izolatlari, MRS ve M17 Broth + %0,6’lik agar iceren
tiplere igne 0ze yardimiyla ekim yapildi ve olusan ekim ¢izgisine gore gelisim
durumlar incelenerek hareketlilikleri hakkinda yorum yapildi. Bunun sonucunda bazi
izolatlarin hareketli bazilarmin ise hareketsiz oldugu gozlemlendi (Cizelge 4.4).

Izolatlara ait hareketlilik test sonuglari goriintii Sekil 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. izolatlara ait hareketlilik testi sonuglari

Izolat kodu Hareketlilik
MA 2 -
MA 3 +
MA 4 -
MA 5 +
MA 7 -
MA 8 +
MA 9 -
MA 10 -
MA 11 -
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Cizelge 4.4. (devam)

MA 12 -

MA 19 +

MA 21 +

MA 25 -

MA 27 =

MA 30 -

MA 33 -

MA 35 =

MA 37 -

MA 39 -

MA 43 -

MA 46 -

MA 50 +

MA 52 -

MA 55 -

MA 57 +
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Sekil 4.4. MA 47 ve MA 51 bakterilerine ait hareketlilik testi sonuglari

4.2.2. Fizyolojik ozelliklerinin belirlenmesi

1. Tzolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonlarmn belirlenmesi

[zolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin %2, %4, %6,
%8, %10 ve %12’lik NaCl kullanildi. OD 600 nm’de yapilan spektrofotometrik
Olgimler sonucunda bakterilerin gelisebildikleri tuz konsantrasyon araligi belirlendi.

Sonuglar Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.5. izolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyon araligi(%)

izolat kodu Gelisebildigi tuz konsantrasyon

arahigi(%0)

MA 3 2-9

MA 5 2-11

MA 8 2-8

MA 10 2-9

MA 12 2-8

MA 19 4-6

MA 21 2-12

MA 25 2-6

MA 27 2-10

MA 30 2-10

MA 33 2-6

MA 35 2-8

MA 37 2-8

MA 39 2-8
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Cizelge 4.5. (devam)

MA 41 2-8
MA 43 2-5
MA 44 2-6
MA 46 2-11
MA 47 2-8
MA 50 2-11
MA 51 2-11
MA 52 2-8
MA 54 2-10
MA 55 2-10
MA 56 2-8
MA 57 2-6
MA 60 2-6

2. lzolatlarin gelisme sicakhklariin belirlenmesi

Izolatlarin en iyi gelisim gosterdigi sicakliklarin belirlenebilmesi igin 10°C, 15°C, 30°C,
35°C, 37°C ve 45°C’de inkiibasyon gergeklestirildi ve sonuglar Cizelge 4.6°da verildi.

Cizelge 4.6. izolatlarin gelisme gosterdikleri sicaklik degerleri

Izolat 10°C 15°C 30°C 35°C 37°C 45°C
kodu
MA 2 - + + + + +
MA 3 - - + + + -
MA 4 - - + + + .
MA 5 - + + + + +
MA 7 - - + + + -
MA 8 - - + + + )
MA 9 = + + + + +
MA 10 - + + + + +
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Cizelge 4.6. (devam)

MA 11 - + + + + +

MA 13 - + + + + +

MA 20 - + + + + +

MA 23 - + + + + +

MA 26 - - + + - -

MA 28 . + + + + +

MA 31 - + + + + +

MA 34 ’ - + + + -

MA 36 - - + + + .

MA 38 - - - - - -

MA 41 - - + + + -

MA 44 - - + + + -

MA 47 - - + + + -

MA 51 - : + N N )

MA 54 - + + + + +

MA 56 - + + + + +

MA 60 - - + + + .
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3. Izolatlarin gelisebildikleri pH araliklarimin belirlenmesi

Izolatlarin gelisebildikleri pH araliklarinin belirlenebilmesi igin; pH: 3, pH: 5, pH: 7,
pH:9 ve pH:11°deki gelisimleri izlendi ve sonuglar Cizelge 4.7°de verildi.

Cizelge 4.7. izolatlarin gelisme gosterdikleri pH aralig

izolat kodu Gelisebildigi pH arahigi(%)
MA 2 4-7
MA 3 3-5
MA 4 4-6
MA 5 4-6
MA 7 4-6
MA 8 3-6
MA 9 3-5
MA 10 4-6
MA 11 4-6
MA 12 5-6
MA 13 4-6
MA 19 3-6
MA 20 4-6
MA 21 4-6
MA 23 3-5
MA 25 4-6
MA 26 4-6
MA 27 4-6
MA 28 4-5
MA 30 5-6
MA 31 4-6
MA 33 4-6
MA 34 4-6

MA 35 4-6
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Cizelge 4.7. (devam)

MA 36 4-6
MA 37 4-6
MA 38 5-7
MA 39 5-7
MA 41 4-5
MA 43 4-6
MA 44 5-6
MA 46 4-7
MA 47 4-6
MA 50 3-5
MA 51 4-6
MA 52 3-6
MA 54 5-7
MA 55 4-6
MA 56 4-6
MA 57 3-5
MA 60 4-6

4.2.3. Biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

1. Katalaz Testi

Yapilan analiz sonucunda izolatlarin hig¢birinin iligili enzimi i¢cermedigi yani katalaz

negatif oldugu tespit edildi.
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2. Oksidaz testi

Yapilan be test sonucunda bakterilerin tamaminin sitokrom C proteinine sahip olmadigi

yani oksidaz negatif olduklar1 belirlendi.

3. Glikozdan gaz iiretim testi

Bu test ile izolatlarin gaz iiretim potansiyelleri arastirildi. Gaz lireten bakteriler pozitif
ve heterofermantatif, gaz liretmeyen bakteriler ise negatif ve homofermantatif olarak
degerlendirildi (Cizelge 4.8). Gaz iiretimini gosteren Ornek goriintii Sekil 4.5°te

verilmistir.

Cizelge 4.8. izolatlarn gaz iiretim potansiyelleri

izolat kodu Gaz iiretim potansiyeli
MA 2 Heterofermantatif
MA 3 Homofermantatif
MA 4 Heterofermantatif
MA 5 Homofermantatif
MA 7 Heterofermantatif
MA 8 Homofermantatif
MA 9 Heterofermantatif
MA 10 Homofermantatif
MA 11 Heterofermantatif
MA 12 Heterofermantatif
MA 13 Heterofermantatif
MA 19 Homofermantatif
MA 20 Heterofermantatif
MA 21 Homofermantatif
MA 23 Heterofermantatif

MA 25 Heterofermantatif




Cizelge 4.8. (devam)
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MA 26

Homofermantatif

MA 27
MA 28
MA 30
MA 31
MA 33
MA 34
MA 35
MA 36
MA 37
MA 38
MA 39
MA 41
MA 43
MA 44
MA 46
MA 47
MA 50
MA 51
MA 52
MA 54
MA 55
MA 56
MA 57
MA 60

Heterofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
Homofermantatif
Homofermantatif
Homofermantatif
Homofermantatif
Homofermantatif
Heterofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
Heterofermantatif
Heterofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
Heterofermantatif
Heterofermantatif
Homofermantatif
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Sekil 4.5. MA 27, MA 47 ve MA 33 izolatlarina ait gaz iiretim testi sonucu

(Sol taraftaki heterofermantatif, sag taraftaki ise homofermantatif izolata aittir).

4.2.4. Segilen izolatlarin molekiiler yontemlerle tanilarinin yapilmasi

4.2.4.a. API test kiti kullanilarak laktik asit bakterilerinin tanisi

Elde edilen izolatlatlarin kullanmis olduklar1 karbon kaynaklarinin belirlenmesi ve
orneklerin identifikasyonu i¢in API test kiti (BioMerieux) kullanildi ve elde edilen
sonuglar APILAB Plus Ver. 3.3 (BioMérieux Diagnostik A, Istanbul) yardimiyla
degerlendirildi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda MA3 ve MA4 %86,9 oraninda Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris, MA5 %99,9 oraninda Lactobacillus plantarum, MA7
%99,9 oraninda L. paracasei ssp paracasei, MA8 %98,3 L. paracasei ssp paracasei,
MA10 %99,9, L. plantarum, MA12 %78,4 oraninda Leu. mesenteroides, MA28 %95,5
oraninda L. brevis, MA30 %95,5 oraninda L. brevis, MA31 %84,3 oraninda L.
delbrueckii ssp. lactis, MA34 %99,7 oraninda L. paracasei ssp paracasei, MA35 %98,1
oraninda Pediococcus acidilactici, MA36 %86,3 oraninda L. plantarum, MA 39 %77,9
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oraninda L. delbrueckii ssp. lactis, MA41 %78,4 oraninda Leu. mesenteroides, MA43
%86,3 oraninda L. plantarum, MA46 %98,3 oraninda P. acidilactici, MA51 %99,7
oraninda L. paracasei ssp. paracasei, MA53 %88,4 oraninda Pediococcus spp., MA55
%388,4 oraninda Pediococcus spp. ve MA60 %88,4 oraninda Pediococcus spp. olarak

belirlendi.

Cizelge 4.9. API sonuglaria gore tanimlanan laktik asit bakterileri

izolat Kodu %Benzerlik Orani Tam Sonucu
MA 3 %86,9 Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
MA 4 %86,9 Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
MA 5 %99,9 Lactobacillus plantarum
MA 7 %99,9 Lactobacillus paracasei ssp paracasei
MA 8 %98,3 Lactobacillus paracasei ssp paracasei
MA 9 - Eslesme bulunamadi
MA 10 %99,9 Lactobacillus plantarum
MA 11 - Eslesme bulunamadi
MA 12 %78,4 Leuconostoc mesenteroides
MA 20 - Eslesme bulunamadi
MA 28 %95,5 Lactobacillus brevis
MA 30 %95,5 Lactobacillus brevis
MA 31 %84,3 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
MA 33 - Eslesme bulunamadi
MA 34 %99,7 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
MA 35 %98,1 Pediococcus acidilactici
MA 36 %86,3 Lactobacillus plantarum
MA 39 %77,9 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
MA 41 %78,4 Leuconostoc mesenteroides
MA 43 %86,3 Lactobacillus plantarum
MA 46 %98,1 Pediococcus acidilactici
MA 51 %99,7 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

MA 52 - Eslesme bulunamadi
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Cizelge 4.9. (devam)

MA 53 %88,4 Pediococcus spp
MA 54 - Eslesme bulunamadi
MA 55 %88,4 Pediococcus spp
MA 56 - Eslesme bulunamadi
MA 57 - Eslesme bulunamadi
MA 60 %88,4 Pediococcus spp

Cizelge 4.10. API sonuglarina gore tanimlanan laktik asit bakterilerinin kullandig:
karbon kaynaklar1

Karbon Kaynaklar: MA4 MA28 MA30 MA7 MA8 MA34 MA3

0 Control - - - - - - -
1 Gliserol - - - . - - -
2 Erythritol - - - - - - .
3 D-Arabinose - - - - 3 - -
4 L-Arabinose + + + - - - +
5 Ribose - + + + + + -
6 D-Xylose - + + - - - -
7 L-Xylose - - - - - - -
8 Adonitol - - - + - - -
9 3 Methyl-xyloside - - - - - - -
10 Galactose - + + + + + -
11 D-Glucose - + + + + + -
12 D-Fructose - + + + + + -
13 D-Mannose - - - + + + -
14 L-Sorbose - - - - + - -
15 Rhamnose - - - - - - -
16 Dulcitol - - - - + ¥ ;
17 Inositol - - - - - - -

18 Mannitol - - - + it + ;
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Cizelge 4.10. (devam)

19 Sorbitol - - - + + + -

21 Methyl-D-glucoside - ? ? - + - -

23 Amygdaline - - - + + - -

25 Esculine ? - - + - - ?

27 Cellobiose - - - + + + -

29 Lactose o + + + + - -

31 Saccharose - - - ) + . _

33 Inuline - - - = + - -

35 D-Raffinose - - - - - - -

37 Glycogene - - - - - - -

39 Gentiobiose - - - - + + -

41 D-Lyxose - - - - + - -

43 D-Fucose - - - - - - -

45 D-Arabitol - - - - - R -

47 Gluconate - ? ? ? + + -

49 5 ceto-gluconate - ? ? - - - -
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Cizelge 4.10. (devam)
Karbon Kaynaklari MA51 MA35 MA38 MA31 MA26 MA12 MAS55

1 Gliserol - - - - - - -

3 D-Arabinose - - - - - R -

5 Ribose + + - ? - - ,

7 L-Xylose - - - - : - -

9 3 Methyl-xyloside - - - r - - .

11 D-Glucose + + _ + - - +

13 D-Mannose + + - - - ; +

15 Rhamnose - ? - - - - -

17 Inositol - - - - - R -

19 Sorbitol + - - - - - -

21 Methyl-D-glucoside - - - - - - -

23 Amygdaline - - - - - - -

25 Esculine - + - - - + +

27 Cellobiose + + - - - ; +
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Cizelge 4.10. (devam)

30 Melibiose - - - - - R -

32 Trehalose + + - + - - ?

34 Melezitose + - - - - R -

36 Amidon - - - - - R -

38 Xylitol - - - 2 - - -

40 D-Turanose + - < 2 - - -

42 D-Tagatose + ? - - 3 - +

44 L-Fucose - - - - - R -

46 L-Arabitol - - - - - R -

48 2 ceto-gluconate - - - - - - -

Karbon Kaynaklar MA10 MA33 MAS56 MA57 MA54 MA43 MA9

1 Gliserol - - - - - R -

3 D-Arabinose - - - - - R -

5 Ribose + - + + + + +
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Cizelge 4.10. (devam)

8 Adonitol - - - - - R -

10 Galactose + + + + + + +

12 D-Fructose + + + + + + +

14 L-Sorbose - - - - - R -

16 Dulcitol - g - F - R -

18 Mannitol + - F . - + ;

20 Methyl-D-mannoside - - - - . - -

22 N Acetyl glucosamine- + + + + + + +

24 Arbutine + - - - - + -

26 Salicine + - - - - + -

28 Maltose + + + + + + +

30 Melibiose - - + + + + +

32 Trehalose + + + + + + +

34 Melezitose + - - - ; + )

36 Amidon - - - - - R -
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Cizelge 4.10. (devam)
37 Glycogene - - - - - - -

39 Gentiobiose + - - - - + -

41 D-Lyxose - - - - - - -

43 D-Fucose - - - - - R -

45 D-Arabitol + . - - - ? -

47 Gluconate + - + + + ? +

49 5 ceto-gluconate - - - 3 - - .

Karbon Kaynaklar MAl1l MA20 MA41 MA36 MA52 MA46 MAS

1 Gliserol - - - - - R -

3 D-Arabinose - - - - - R -

5 Ribose + + - + + + +

7 L-Xylose - - - - - - -

9 3 Methyl-xyloside - - - - - - -

11 D-Glucose + + - + + + +

13 D-Mannose - - - + - + +



76

Cizelge 4.10. (devam)

16 Dulcitol - - - - - R -

18 Mannitol - - - + - - +

20 Methyl-D-mannoside - - - - - - -

22 N Acetyl glucosamine- + + - + + + +

24 Arbutine - - - + - - +

26 Salicine - - - + - ? +

28 Maltose + + - + + B +

30 Melibiose + + - + + - -

32 Trehalose + + - + + + +

34 Melezitose - - - + - - +

36 Amidon - - - - - R -

38 Xylitol - - - - - - -

40 D-Turanose - - - - - - -

42 D-Tagatose - - - - - ? -

44 |_-Fucose - - - - - R -
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Cizelge 4.10. (devam)
45 D-Arabitol - - - ? - - +

47 Gluconate + + - ? + - +

49 5 ceto-gluconate - - - - - - -

Karbon Kaynaklari MAGO MAS53 MA39 MA21

1 Gliserol - - ? ;

3 D-Arabinose - - R -

5 Ribose - - - +

7 L-Xylose r - - -

9 3 Methyl-xyloside - - - -

11 D-Glucose + + + +

13 D-Mannose + + ? +

15 Rhamnose - - R -

17 Inositol - - - -

19 Sorbitol - - - +

21 Methyl-D-glucoside - - - +

23 Amygdaline - - - +
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Cizelge 4.10. (devam)

24 Arbutine - - - +

26 Salicine ? ? ? +

28 Maltose - - + +

30 Melibiose - - R -

32 Trehalose ? ? + +

34 Melezitose . - ? -

36 Amidon - k - -

38 Xylitol - - - -

40 D-Turanose - - ? +

42 D-Tagatose + + - +

44 |_-Fucose - - - -

46 L-Arabitol - - R -

48 2 ceto-gluconate - - - +
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Sekil 4.6. Laktik asit bakterilerinin identifikasyonunda kullanilan API test kiti sonucu

4.2.4.b. 16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi

1. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarin molekiiler tanilarinin yapilabilmesi i¢in dncelikle genomik DNA’lar1 izole
edildi. Elde edilen DNA’lar agaroz jelinde ylriitiilerek jel dokiimentasyon sisteminde
goriintiilendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Cesitli izolatlara ait genomik DNA’larin jel goriintiisii

2. 16S rRNA PCR islemi

Bakterilerde bulunan 16S rRNA gen bolgesi, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak
amplifiye edildi. Daha sonra elde edilen PCR iriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiildi ve
tlim izolatlarin 1500 bg biyiikliigiinde tek bant igerdigi gézlemlendi (Sekil 4.8).

ME 2 S SERANSENG 7 8 8 9 10n11012/13 14 15 16 17°18 19

M 20 21 22 23 24252627 28 29 30 3132 33 34 35 36 37

1500b9=> G G v G D v G S QD D QD e . —— —

Sekil 4.8. Cesitli izolatlara ait 16S rRNA gen bdlgesinin jel goriintiisii
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3. Transformasyon islemi

16S rRNA gen bolgesi amplifiye edildikten sonra uygun vektor sistemi kullanilarak
klonlama asamasina gecildi. Bu islem i¢in dncelikle ligasyon islemi gerceklestirildi ve
transformasyon ile devam edildi. Daha sonra rekombinant {iriinleri ihtiva eden E.coli
izolatlar1 amfisilin, X-gal ve IPTG igeren petrilere yayildi ve inkiibasyona biraklildi.
Inkiibasyonun ardindan mavi-beyaz tarama islemi yapildi. Mavi beyaz tarama
sonucunda geni igeren beyaz koloniler 6zellikle incelendi. Bakterilere ait mavi beyaz

koloniler Sekil 4.9’da verilmistir.

Sekil 4.9. Mavi beyaz koloni 6rnek goriintiisii

4. Koloni PCR

fgili gen bolgesini ihtiva eden en uygun koloninin tespiti amaciyla koloni PCR yapild.
Elde edilen PCR iirlinleri %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jel dokiimentasyon
sisteminde analiz edildi. Sonugta 1500 b¢’de bant veren koloniler segilerek isleme

devam edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Baz1 izolatlarin koloni PCR goriintiileri

5. Plazmit izolasyonu

Agaroz jelde, 1500 bg’de tek bant veren koloniler segilerek plazmit izolasyon asamasina
gecildi. Bunun igin ilgili koloniler petriden alinarak amfisilinli LB Broth’a aktarildi ve
37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonunun ardindan Promega firmasma ait
izolasyon kiti (A1330) kullanilarak plazmit izole edildi. Daha sonra plazmitin istenen
gen bolgesini tastylp tasimadigt EcoRI kesim enzimi kullanilarak incelendi. Pozitif
sonu¢ veren ve en uygun konsantrasyona sahip olan 6rnekler Macrogen (Hollanda)

firmasina gonderildi.

6. DNA Dizi Analiz Sonuclar:

Macrogen firmasindan gelen 16S rRNA sekans datalar1 anlamli hale getirildikten sonra
Eztaxon’daki diziler ile Blast’lama calismasiyla mukayese edildi. Daha sonra elde

edilen veriler Genbank’a sunularak numaralar alindi.
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Cizelge 4.11. Dizi analizi sonucu belirlenen bakteriler ve benzerlik oranlar

izolat Kodu izolat ismi Benzerlik Oram Genbank
Numaralarn
MA 2 Enterococcus faecium %99 KY425777
MA 3 Lactobacillus kefiri %99 KY425779
MA 4 Lactobacillus kefiri %99 KY425772
MA 5 Lactobacillus paraplantarum %99 KY425806
MA 7 Lactobacillus casei %99 KY425775
MA 8 Lactobacillus paracasei subsp. %99 KY425776
Tolerans
MA 9 Lactobacillus buchneri %99 KY425797
MA 10 Lactobacillus paraplantarum %99 KY425790
MA 11 Lactobacillus buchneri %99 KY425798
MA 12 Lysinibacillus sindurienssis %99 KY425788
MA 13 Enterococcus faecium %098 KY425800
MA 19 Micrococcus yunnanensis %99 KY425784
MA 20 Lactobacillus buchneri %99 KY425799
MA 21 Lactobacillus paracasei %99 KY425813
MA 23 Enterococcus faecium %99 KY425807
MA 25 Microbacterium paraoxydans %99 KY425786
MA 26 Prolinoborus fasciculus %99 KY425787
MA 27 Enterococcus faecium %097 KY425810
MA 28 Lactobacillus brevis %99 KY425773
MA 30 Lactobacillus brevis %99 KY425774
MA 31 Staphylococcus haemolyticus %99 KY425785
MA 33 Staphylococcus hominis %99 KY425791
MA 34 Lactobacillus paracasei subsp. %99 KY425778
Paracesi
MA 35 Pediococcus lolii %99 KY425782
MA 36  Lactobacillus plantarum subsp. %99 KY425803
Plantarum
MA 37 Micrococcus yunnanensis %99 KY425793
MA 38 Prolinoborus fasciculus %99 KY425783
MA 39 Rothia dentocariosa %99 KY425811

MA 41 Lysinibacillus sindurienssis %99 KY425801
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Cizelge 4.11. (devam)

MA 43  Lactobacillus plantarum subsp. %99 KY425796
Plantarum
MA 44 Micrococcus aloeverae %99 KY425802
MA 46 Pediococcus lolii %99 KY425805
MA 47 Micrococcus aloeverae %99 KY425780
MA 50 Micrococcus yunnanensis %99 KY425812
MA 51 Lactobacillus paracasei subsp. %99 KY425781
Paracesi
MA 52 Lactobacillus buchneri %99 KY425804
MA 54 Lactobacillus buchneri %99 KY425795
MA 55 Pediococcus parvulus %99 KY425789
MA 56 Lactobacillus buchneri %98 KY425792
MA 57 Lactobacillus buchneri %99 KY425794
MA 60 Pediococcus parvulus %99 KY425808

Calisma kapsaminda elde edilen veriler kullanilarak laktik asit bakterileri arasindaki
filogenetik iliskiyi ortaya koymak amaciyla NJ (Neighbor-joining; Komsu katilimi-
baglama) yontemi ile bir filogenetik agag ¢izildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan beyaz beynir 6rneklerinden izole edilen
laktik asit bakterilerinin 16S rRNA gen analiz sonuglar1 temel alinarak olusturulmus olan
Neighbour-Joining

(Kimura 1980; Saitou and Nei 1987) filogenetik agaci. Alicyclobacillus acidophilus dig grup olarak
kullanilmistir.
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Cizelge 4.12. Izolatlarin Eztaxon verilerine gore benzerlik yiizdeleri

Izolat kodu/Benzerlik Olan Organizmalar Benzerlik oranlar1
MA 2 — Enterococcus faecium 299,73
Enterococcus durans %99,39
Enterococcus hirae %99,39
Enterococcus lactis %99,37
MA 3 — Lactobacillus kefiri %99,45
Lactobacillus sunkii %98,86
Lactobacillus otakienssis %98,86
Lactobacillus parabuchneri %98,66
MA 4 — Lactobacillus kefiri %99,79
Lactobacillus sunkii %99,06
Lactobacillus otakiensis %99,06
Lactobacillus parabuchneri %98,86
MA 5 — Lactobacillus paraplantarum %099,60
Lactobacillus pentosus %99,40
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum %99,33
Lactobacillus plantrum subsp. argentoratensis %99,26
MA 7 — Lactobacillus casei 299,87
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans %99,87
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei %99, 75
Lactobacillus zeae 998,49
MA 8 — Lactobacillus paracasei subsp. tolerans %99,60
Lactobacillus casei %99,53
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei %99,53
Lactobacillus zeae %98,99
MA 9 — Lactobacillus buchneri 2099,63
Lactobacillus sunkii %98,96
Lactobacillus parakefiri %98,88

Lactobacillus otakiensis 298,81
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Cizelge 4.12. (devam)

MA 10 — Lactobacillus paraplantarum %99,40
Lactobacillus pentosus %99,19
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum %99,13
Lactobacillus plantrum subsp. argentoratensis %99,05
MA 11 — Lactobacillus buchneri 299,67
Lactobacillus sunkii %99,00
Lactobacillus parakefiri %99,00
Lactobacillus otakiensis %98,86
MA 12 — Lysinibacillus sinduriensis %099,08
Lysinibacillus chungkukjangi %98,92
Lysinibacillus composti %97,65
Lysinibacillus halotolerans %97,55
MA 13 — Enterococcus faecium %98,44
Enterococcus hirae %98,44
Enterococcus durans %98,44
Enterococcus thailandicus %98,44
MA 19 — Micrococcus yunnanensis %099,65
Micrococcus aloeverae %99,50
Micrococcus luteus %99,45
Micrococcus endophyticus %99,08
MA 20 — Lactobacillus buchneri 299,67
Lactobacillus sunkii %99,00
Lactobacillus parakefiri %99,00
Lactobacillus otakiensis %98,86
MA 21 — Lactobacillus paracasei subsp. tolerans %99,87
Lactobacillus casei %99,80
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei %99,80
Lactobacillus zeae %99,13
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Cizelge 4.12. (devam)

MA 23 — Enterococcus faecium %99,58
Enterococcus durans %099,24
Enterococcus hirae %99,24
Enterococcus lactis %099,22
MA 25 — Microbacterium paraoxydans %100

Microbacterium maritypicum %99,50
Microbacterium oxydans %99,44
Microbacterium luteolum %99,30
MA 26 — Prolinoborus fasciculus 299,59
MA 27 — Enterococcus faecium %099,32
Enterococcus lactis %99,08
Enterococcus durans %99,02
Enterococcus hirae %98,87
MA 28 — Lactobacillus brevis 299,87
Lactobacillus hammesii %98,39
Lactobacillus senmaizukei %97,92
Lactobacillus koreensis %97,88
MA 30 — Lactobacillus brevis %99,73
Lactobacillus hammesii %98,32
Lactobacillus senmaizukei %97,99
Lactobacillus koreensis %97,88
MA 31 — Staphylococcus haemolyticus %99,18
Staphylococcus petrasii subsp. jettensis %98,74
Staphylococcus petrasii subsp. pragensis %98,71
Staphylococcus devriesei %98,64
MA 33 — Staphylococcus hominis subsp. hominis %99,88
Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus %99,88
Staphylococcus petrasii subsp.petrasii %99,54
Staphylococcus petrasii subsp. jettensisz 999,52
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Cizelge 4.12. (devam)

MA 34 — Lactobacillus paracasei subsp. paracasei %99,87
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans %99,80
Lactobacillus casei %099,73
Lactobacillus zeae %099,20
MA 35 — Pediococcus lolii %99,73
Pediococcus acidilactici %99,67
Pediococcus pentasaceus %98,27
Pediococcus stilesii %97,66
MA 36 — Lactobacillus plantarum subsp. plantarum %99,83
Lactobacillus pentosus %99,74
Lactobacillus plantrum subsp. argentoratensis %99,65
Lactobacillus paraplantarum 999,49
MA 37 — Micrococcus yunnanensis %99,72
Micrococcus aloeverae %99,64
Micrococcus luteus %99,45
Micrococcus endophyticus %99,15
MA 38 — Prolinoborus fasciculus %099,13
MA 39 — Rothia dentocariosa %0100,00
Rothia aeria %98,13
Rothia mucilaginosa %97,79
Rothia nasimurium %96,48
MA 41 — Lysinibacillus sinduriensis %099,08
Lysinibacillus chungkukjangi %98,92
Lysinibacillus composti %97,65
Lysinibacillus halotolerans %97,55
MA 43 — Lactobacillus plantarum subsp. plantarum %99,87
Lactobacillus pentosus %99,80
Lactobacillus plantrum subsp. argentoratensis %99,66
Lactobacillus paraplantarum %99,60




90

Cizelge 4.12. (devam)

MA 44 — Micrococcus aloeverae %099,71
Micrococcus yunnanensis 999,44
Micrococcus luteus %099,37
Micrococcus endophyticus %099,01
MA 46 — Pediococcus lolii 2099,80
Pediococcus acidilactici %99,60
Pediococcus pentasaceus %98,33
Pediococcus stilesii %97,73
MA 47 — Micrococcus aloeverae %099,42

Micrococcus yunnanensis %99,28
Micrococcus luteus %99,09
Micrococcus endophyticus %98,71
MA 50 — Micrococcus yunnanensis %99,65
Micrococcus aloeverae %99,45
Micrococcus luteus %99,36
Micrococcus endophyticus %99,08
MA 51 — Lactobacillus paracasei subsp. paracasei %99,39
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans %99,32
Lactobacillus casei %99,25
Lactobacillus zeae %98,71
MA 52 — Lactobacillus buchneri 299,60
Lactobacillus sunkii 998,93
Lactobacillus parakefiri 998,85
Lactobacillus otakiensis %98,80
MA 53 — Pediococcus parvulus 299,86
Pediococcus inopinatus %98,60
Pediococcus ethanolidurans %98,47

Pediococcus damnosus 298,32
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Cizelge 4.12. (devam)

MA 54 — Lactobacillus buchneri %099,53
Lactobacillus sunkii %98,86
Lactobacillus parakefiri %98,85
Lactobacillus otakiensis 9098,73
MA 55 — Pediocococcus parvulus %99,93
Pediococcus ethanolidurans 9098,67
Pediococcus inopinatus %98,67
Pediococcus cellicola %098,40

MA 56 — Lactobacillus buchneri 298,00
Lactobacillus sunkii %97,59
Lactabacillus otakiensis %97,45
Lactobacillus parabuchneri %97,31

MA 57 — Lactobacillus buchneri %99,67
Lactobacillus sunkii %99,00
Lactobacillus parakefiri %99,00
Lactobacillus otakiensis %98,86
MA 60 — Pediococcus parvulus 999,87
Pediococcus damnosus %99,24
Pediococcus ethanolidurans %99,13
Pediococcus inopinatus %99,13

4.2.5. Rep-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

4.2.5.a. BOX-PCR ydntemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

BOX-PCR, bir genomik parmak izi analiz yontemidir. Bu metod kullanilarak yapilan
analiz sonucunda elde edilen bant profilleri incelendiginde, izolatlarin 100-750 bg

arasinda en az 4, 100-6500 b¢ arasinda ise 12 polimorfik banta sahip oldugu
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goriilmistiir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak suslar arasindaki ayrimi ortaya koymada bu

yontemin basarisiz oldugu sonucunda varilmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Cesitli izolatlara ait BOX-PCR bant profilleri
(Swrasiyla;, MA4, MA28, MA7, MAS, MA2, MA34, MA47, MA35, MA38, MA19, MA31, MA25,
MA12, MA10, MA33, MA13, MA39 ve MA43’¢ ait bant goriintiileri)

4.2.5.b. (GTG)s-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Tiir ve tiir alt1 seviyede mikroorganizmalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymada rep-
PCR yontemi oldukga basgarili olup en énemlilerinden biri de (GTG)s-PCR’dir. Bu PCR
reaksiyonu test izolatlarinin; 100-750 bg arasinda en az 6, 100-6500 bg arasinda ise en
fazla 20 polimorfik bant varligi gézlemlenmistir. Tim bu veriler dikkate alindiginda
(GTG)s-PCR’Im BOX-PCR’a gore suslar arasindaki genomik farkliliklart ortaya
koymada daha basarili oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.13).
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i

Sekil 4.13. Cesitli izolatlara ait (GTG)s-PCR bant profilleri

(Swrasiyla; MAS6, MAS57, MAS4, MA41, MAS, MA3, MA47, MA28, MA30, MA 35, MA38, MAL19,
MA31, MA25, MA26, MA12, MASS5, MA10 ve MA33’e ait bant goriintiileri)

10000 be—»
8000 b¢—>
6000 bg—>
4000 bg—> e

3000 be—> s

2000 bg—> s

1500 be—»
1200 b¢—

1000 bg—»

750 bg—»

500 bg—»>
300 bg—»>
200 bg—»

100 bg—»

50 bg —»
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5. TARTISMA ve SONUC

Fermantasyon, gidalarin hem {tiretimi hem de korunmasi agisindan oldukc¢a 6nemli bir
prosestir. Fermantasyon teknolojisiyle tiretilen gidalar igerisinde fermente siit tiriinleri
onemli bir yere sahip olup, laktik asit bakterilerinin siiti fermente etmeleri sonucu
tiretilir. Bu iirlinlere; peynir, yogurt, tereyagi, krema ve kimiz gibi tiriinler 6rnek olarak
verilebilir. Bunlardan peynir hem mikroflora ¢esitliligi hem de besin degeri bakimindan

olduke¢a zengindir.

Bu bilgiler 1s181nda Tiirkiye’nin farkli yorelerinden toplanan beyaz peynir 6rneklerinden
yapilan izolasyon g¢aligmalart sonucunda ilk etapta 61 adet bakteri izole edilmistir. Bu
bakterilerden farkli oldugu disiliniilen 42 adedi ile yola devam edilmis ve

karakterizasyon iglemleri gerceklestirilmistir.

Izolasyon ¢alismalarmin ardindan elde edilen izolatlarin dncelikle morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal Ozellikleri belirlendi. Morfolojik 6zellikleri kapsaminda izolatlarin
cubuk ya da kok seklinde olduklar1 ve spor olusturmadiklar1 belirlendi. Ayrica yalnizca

bir tiir harig biitiin tiirlerin gram pozitif 6zellikte oldugu tespit edildi.

Izole edilen laktik asit bakterilerinin fizyolojik &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan ¢alismalar sonucunda;

e Izolatlarn biiyiik bir bdliimiiniin %2-6 tuz konsantrasyonunda gelisim gosterdikleri,
MA5, MA7, MA10, MA31, MA35, MA36, MA43 ve MA46 kodlu izolatlarin ise %11-
12 gibi ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda iireyebildikleri gorildi.

e 10, 15, 30, 35, 37 ve 45°C degerlerinde yapilan sicaklik denemelerinde, izolatlarin
hemen hemen hepsinin 30, 35, 37 ve 45°C’lerde gelisim gosterdikleri, MA2, MAS,
MA9, MA10, MA1l, MA13, MA23, MA27, MA28, MA30, MA31, MA35, MA52,
MAS4, MAS6 ve MAS7 kodlu izolatlarin ise bu sicaklik degerlerinin yani sira, 15°C
gibi diistik bir sicaklikta da iireyebildikleri belirlendi.
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e pH:3,5,7,9ve 11 degerlerindeki pH denemelerinde ise izolatlarin tiimiiniin pH: 3-

6 gibi diisiik pH degerlerinde gelisim gosterdikleri gozlemlendi.

izolatlarin tanis1 amacryla yapilan API test kiti sonucunda ise; Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris, Lactobacillus plantarum, L. paracasei ssp paracasei, L.
brevis, L. delbrueckii ssp. lactis, Pediococcus acidilactici ve Pediococcus spp. tiirleri

belirlendi.

16S rRNA gen analizinde ise; 16S rRNA gen bolgesi klonlama prosediirii ile
klonlanarak sekans analizi yaptirildi. Sekans analizleri sonucunda; 2 adet izolat (MAA4,
MAS3) Lactobacillus kefiri, 2 adet izolat (MA28, MA30) L. brevis, 1 adet izolat (MA7)
L. casei, 4 adet izolat (MA8, MA34, MA51, MA21) L. paracasei, 2 izolat (MA35,
MAA46) Pediococcus lolii, 2 izolat (MA38, MA26) Prolinoborus fasciculus, 1 izolat
(MA 31) Staphylococcus haemolyticus, 2 izolat (MA12, MAA41) Lysnibacillus
sinduriensis, 3 izolat (MA55, MA60, MA53) Pediococcus parvulus, 2 izolat (MAL0,
MADS5) Lactobacillus paraplantarum, 1 izolat (MA33) Staphylococcus hominis, 7 izolat
(MA56, MA57, MA54, MA9, MA11, MA20, MA52) Lactobacillus buchneri, 2 izolat
(MA43, MA36) Lactobacillus plantarum ve 1 izolat (MA39) Rothia dentocariosa

olarak degerlendirildi.

Yapilan bu tez calimasi genel itibariyle goz onilinde bulundurulacak olursa elde edilen

sonuclar su sekilde siralanabilir:

1. Arastirma sonucunda Tiirkiye’nin farkli yorelerinden toplanan peynir 6rneklerinin
oldukca geni bir mikrofloraya sahip olduklar1 gézlemlendi.

2. Lactobacillus ve Enterococcus cinslerine ait tiirlerin baskin florayr teskil ettigi
anlagsildi.

3. Konvensiyonel test sonu¢larinin mutlaka molekiiler yontemlerle desteklenmesi
gerektigi sonucuna varildi.

4. 16S rRNA gen analiz sonucuna gore %97-%98 arasinda benzerlik veren 3
oganizmanin (MA13, MA27 ve MAS56) yeni tiir olabilecegi ve eldeki 16S rRNA sekans
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analiz verilerinin daha ileri bir tan1 yontemi olan “house-keeping” gen bdlgelerinin
analizi ile desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.

5. Yapmis oldugumuz ¢alisma neticesinde APl ve 16S rRNA sekans analiz verilerinin
birbirleriyle uyusmamasindan dolay1r birden fazla molekiiler yontemin mukayeseli
olarak analizlerde kullaniminin faydali olabilecegi sonucu ¢ikartildi.

6. Izolatlarin genis bir pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonuna dayanikli olmas1 bu test
suslarinin biyoteknolojik proseslerde uygulanabilirliginin yiiksek oldugunu gosterdi.

7. Rep-PCR yonteminin laktik asit bakterilerinin tiir ve alt tiir seviyesinde ayriminda
olduk¢a basarili oldugu goriildii. Bu yontem igerisinde yer alan (GTG)s-PCR

yonteminin BOX-PCR yo6ntemine gore ayrimda daha basarili oldugu sonucuna varildi.

Yontemler sonucunda ¢ok ¢esitli tlirde bakterinin tanilanmasi gerceklestirilirken tiirler
arasindaki benzerlik ve farkliliklar da ortaya konmustur. Yontemlerin etkinligi
kanitlanmis olup yapilmis olan literatlir ¢aligmalariyla karsilagtirilip bu etkinlik giin

yiiziine ¢ikarilmigtir.

Terzic-Vidojevic et al. (2006) tarafindan yapilan calismada Zlatar beyaz peynirinin
mikrofloras1 incelenmis ve baskin cins olarak Lactobacillus belirlenmis olup
identifikasyon amaciyla APl 50 CH sistemi kullanilmistir. Sonugta; Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, L. brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcuus
faecium ve E. faecalis tiirleri tespit edilmistir. Biz ise API test Kiti sonucunda ise;
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, Lactobacillus plantarum, L. paracasei ssp
paracasei, L. brevis, L. delbrueckii ssp. lactis, Pediococcus acidilactici ve Pediococcus

spp. tiirlerinin varligini belirledik.

Lusk et al. (2012) tarafindan yapilan calismada peynir Orneklerinden laktik asit
bakterileri izole edilmis, 16S rRNA sekans analizi ile identifikasyonu yapilmis ve
baskin flora olarak sadece Lactococcus ve Exiguobacterium cinsleri belirlenmistir.
Ayrica 16S rRNA sekans analiz yonteminin identifikasyonda yeterli oldugu sonucuna
vartlmistir. Fakat biz yaptigimiz ¢aligmada, literatlir verilerinden farkli olarak

Lactobacillus cinsinin baskin tiir olarak bulundugunun ve mutlaka 16S rRNA
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verilerinin House keeping (Korunmus bolge) bolgelerinin ¢alisilmasiyla desteklenmesi

gerektiginin sonucuna vardik.

Kuikui et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, laktik asit bakterilerinin izolasyonuna
ve karakterizasyonuna ve bu bakteriler hem fenotipik hem de genotipik yontemler
kullanilarak identifiye edilmistir. Fenotipik karakterizasyon sonrasinda, izolatlarin
cogunun 45°C’de, pH 3 gibi diisiik pH degerlerinde hi¢ gelisim gostermedikleri, tuz
konsantrasyonu olarak ise en fazla %6,5 degerinde gelisim gosterdikleri belirtilmistir.
Ancak tez ¢alismamizda izolatlarin, yaklagik 20 tanesinin 45°C’de, hemen hemen
hepsinin pH 3’de ve 8 adedinin %11 ve %12 gibi tuz konsantrasyonlarinda gelisim
gosterdigi tespit edilmistir. Bu da bize elde ettigimiz izolatlarin biyoteknolojik

proseslerde kullanilabilirliginin oldukga fazla oldugunu gostermektedir.

Aydemir et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, kars yoresine ait peynirlerden laktis
asit bakteri izole edilmis ve yalnizca Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Pediococcus acidilactici tiirleri tespit edilmistir. Kullanilan ydntemlerin etkinligi ve
giivenirliligi agisindan oldukca farkli metodlarin kullanildigi bu c¢alismada ise ayni
yoreden alman peynir orneklerinden farkli laktik asit bakterileri tanilanmistir. Bu da
bize gerek izolasyon ve gerekse de identifikasyon agamasinda kullanilan yontemler ve
calisan kisiye bagli olarak identifikasyon sonucunda tir cesitliliginde farkliliklar

olabilecegini gdstermistir.

Ghahremani et al. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada, peynir 6rneklerinden laktik asit
bakterilerinin izolasyon ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir, baskin flora olarak
Lactobacillus ve Lactococcus cinsleri gozlemlenmistir. Buna kiyasla yapmis oldugumuz
tez calismasinda bu bakterilere ek olarak, Enterococcus cinslerinin varligi ortaya
konulmustur. Ayrica bu c¢alismada bakterilerin identifikasyonunda sadece 16S rRNA
gen analizi ve ITS PCR yontemi kullanilirken, biz ise yapmis oldugumuz tez
calismasinda; 16S rRNA gen analizi, rep-PCR yontemi ve API 50 CH sistemi gibi daha

fazla tanilama yontemi kullanarak, ¢alismanin dogrulugunu arttirmaya ¢alistik.
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Dec et al. (2016) tarafindan laktik asit bakterilerinin izolasyonuna yonelik olarak ¢esitli
calismada 16S-ARDRA ve MALDI-TOF yontemleri kullanilmis ve sonugcta;
Lactobacillus salivarius, L. johnsonii ve L. ingluviei tiirleri baskin microflora olarak
gozlemlenmistir. Ayrica MALDI-TOF yonteminin diger yontemlere gore olduk¢a hizhi
bir yontem oldugu belirtilmistir. Yapmis oldugumuz bu calisma sonucunda, literatiir
verilerinden farkli organizmalar baskin flora olarak belirlenmis, bu da farkli kaynak ve
lokalizasyonlardan alinan 6rneklerde mikrobiyal igeriginin degisiklik gosterdigi tezine

dayandirilmistir.
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