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Hazir gidalardan izole edilen ve gesitli kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen 88 adet farkli Laktik Asit
Bakterisinin (LAB) jel elektroforezi ile pilazmid DNA’larinin analizi ve Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi ile (SDS-PAGE) hiicre duvari protein profillerinin analizi; ger¢eklestirmis
oldugumuz fizyolojik, biyokimyasal/metabolik ve morfolojik testler iizerine kurulmus olan geleneksel
fenotipik tanimlama yontemlerini desteklemek ve bu bakterileri tanimlamak amaci ile yapilmustir.

Farkl: tiirlerin hatta ayni tiir icindeki suglarin degisen ve tipik olan protein bant patternleri sunmasindan
dolay1, hiicre duvari proteinleri ile tanimlama tiir, bazen de susa spesifik patternlerin tespiti ile
miimkiindiir. Bu yontem standarti gerceklestirilmis kosullarda; tiir ve alttiir seviyesinde taksonomik
ayrimda iyi sonuglar vermesinden dolayr tim suslarin tiplendirilmesinde ve protein patternlerinin
olusturulmasinda dikkate alinabilir. Bu baglamda hiicre duvari proteinlerinin SDS-PAGE’i birgok tiir
iceren fazla sayida Laktik Asit Bakteri izolatlarinin tanimlanmasinda kolay, olduk¢a hizli ve giivenilir
bulunmaktadir.

Benzerliklerine bakildiginda pilazmid DNA’nin jel elektroforez bant patternleri; cins ve bazi durumlarda

tiir bazinda ayrim i¢in kullanilmistir. Laktik Asit Bakterilerinde pilazmid DNA profilleri degiskendir ve
her cins igin karakteristlik bantlar gézlenmistir.
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In order to complete and support our performed conventional phenotypic identification based on
physiological, biochemical/metabolic and morphological tests, analysis of cell wall protein profiles by
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and analysis of plasmid DNAs
profiles by gel electrophoresis of 88 lactic acid bacteria (LAB) strains, both isolated from several
different ready-to-eat foods and different culture collections, were carried out.

Since different species presented varying and typical protein patterns; even among strains belonging to
the same species, it is possible to identify different cell-wall protein profiles showing species- or
sometimes strain-specific patterns. Using highly standardized conditions the technique seems to have a
good level of taxonomic resolution at species or subspecies level and it seems to possible to generate
fingerprints that allow typing of all strains considered. In this sense, SDS-PAGE of cell wall proteins was
found to be easy, fairly fast, and reliable way for identification of large number of LAB isolates
belonging to many species.

Based on their similarities, agarose gel electrophoresis patterns of plasmid DNAs have been used to
distinguish between genera and in some cases between species. The profiles of plasmid DNAs in LAB
were diverse and characteristic patterns in each genus were observed.
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1. GIRIS

Orla-Jensen‘a (1919) gore “gercek laktik asit bakterileri” karbonhidrat fermentasyonu
neticesinde son {iriin olarak laktik asit olusturan, cubuk ya da kok seklinde, hareketsiz,

spor olusturmayan, katalaz negatif ve Gram-pozitif dogal bir gruptur.

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde ekonomik 6neme sahiptirler. Bozulma ya da
koruma gibi rolleri listlendikleri bircok fermente gidada dogal mikrofloranin biiyiik bir
kismina hakimlerdir. Hayvanlarda ve insanlarda, 0&zellikle genglerde, sindirim
sisteminde Onemli role sahiptirler. Fermantasyon, biyolojik islemler, ziraat, gida ve
ozellikle son zamanlarda tip alaninda 6nemlerinin anlagilmasiyla birlikte laktik asit
bakterileri 6nemli arastirmalarin konusu haline gelmis ve son on yilda iizerinde yapilan

calismalar yogunlagmustir.

Laktik asit bakterileri uygun ¢evre sartlari ile birlikte, siit, et, sebze ve bircok iiriinde
dogal mikro florada baskin hale gelir. Modifiye atmosfer paketli gidalar et ve et
iiriinlerindeki laktik asit bakterilerinin hakimiyetini etkilemektedir. Ileri derecede
gelismis starter kiiltiirlerin gidalarda artan bir ivmeyle kullanilmasi ve probiyotiklere
olan ilginin artmasi, laktik asit bakterileri arasinda degisen bilimsel adlandirmay1 ve

taksonomiyi gida mikrobiyoloji ¢alisanlari i¢in 6nemli hale getirmistir.

Yillardan beri, bakterilerin bilimsel adlandirilmasi ve taksonomisinde siirekli degisimler

mevcuttur. Fakat son 10-20 yildaki degisimler olduk¢a ¢arpicidir.

Laktik Asit Bakterilerinin tanmimlanmalarinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik
siniflandirmanin temeli fizyolojik, morfolojik ve farkli sicakliklarda, pH degerlerinde,
tuz konsantrasyonlarinda gelisim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizmasi
gibi metabolik/biyokimyasal 0Ozelliklerin incelenmesini igeren fenotipik Ozelliklere

dayanmaktadir (Kandler and Weiss 1986, Gobbetti et al. 2005).

Laktik Asit Bakterilerinin ¢ogu oldukc¢a benzer besinsel ihtiyaglara sahip olup benzer
cevresel sartlar altinda gelisim gosterebildiklerinden dolayr LAB lerin tiir diizeyinde
tanimlanmalarinda kullanilan bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alici ve ayni

zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan da siiphe uyandiricidir. Bununla



beraber biiylime kosullar1 hiicre morfolojisini etkileyebilmekte ve bazi durumlarda cins
diizeyinde dahi tanimlama islemlerinde zorluk yaratmaktadirlar. Bu kriterler kaba bir
tanimlama amaci i¢in yeterli olsalar da net ve kesin bir identifikasyon amacina yonelik
degillerdir. Bundan dolayidirki, son yillarda caligmalar gida kokenli LAB lerinin
mikrobiyal identifikasyonlari i¢in molekiiler tekniklerin bu alanda uygulamasi iizerine

yogunlasmistir.

LAB lerine uygulanan modern taksonomik metotlarin temelinde molekiiler tiplendirme
metotlar1 yer almaktadir ve bu metotlarda LAB lerinin hizli bir sekilde tespit
edilebilmesi ve tanimlamada farkliliklarin ortaya konulmasi i¢in molekiiler tekniklerin
uygulamas iizerine yogunlasmistir. Fenotipik ve genotipik analizleri i¢erisine alan bu
modern taksonomik teknikler LAB’lerinin taksonomisinde heyecanlandirici degisiklere

sebep olmustur.

Hiicre yag asitleri analizi (Schmitt et al. 1989, Tracey et al. 1989), toplam hiicre
proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi (Pot et al. 1994, Dicks et al. 1988, Dicks et al.
1990; Dicks et al. 1995a), jel elektroforezi ile pilazmid profillerinin belirlenmesi
(Davies et al. 1981, Dykes et al. 1993), Pulsed Field Jel Elektroforezi (Tynkkynen et al.
1999, Roy et al. 2000), southern blot, genomik DNA’da restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi ya da PCR ile ¢ogaltilmis fragmentler (Chevallier et al. 1994, Bringel et
al. 2001), rastgele ¢ogaltilmis DNA (RAPD) analizi, (Giraffa et al.2004, Tynkkynen et
al. 1999, Cusick and O’sullivan et al. 2000, Roy et al. 2000, Bringel et al. 2001) bakteri
genomu i¢inde tekrarlayan DNA’nin Polimerez Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi (rep-
PCR) (Gevers et al. 2001), genom parmakizi teknigi olarak bilinen ¢ogaltilmis fragment
uzunluk polimorfizmi (AFLP) (Torrianni et al. 2001b) ve g¢ogaltilmis 16S rRNA’nin
restriksiyon analizi (PCR-ARDRA) gibi parmakizi analizleri lizerine kurulmus olan bu
hizli molekiiler tiplendirme teknikleri fermente gidalardaki laktik asit bakterilerinin
tiir/sus bazinda tanimlanabilmesi ve ayrimi i¢in basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Son zamanlarda molekiiler teknikler, 16S rRNA’nin V1 bdlgesinin PCR {iriiniiniin

denatiire gardient jel elektroforezine dayanmaktadir.

Mikrobiyal DNA’nin tanimlanmasina yonelik gegerli metotlar, kullanim ve uygulama

olarak farkli giicliiklere sahiptirler. Mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve tiplendirmesi



icin olusturulan giiclii ve tekrarlanabilir elektroforetik parmakizi analizleri genotipik
(RAPD-PCR, RFLP, ARDRA, PFGE, AFLP) ve fenotipik (toplam hiicre proteinlerinin
ve hiicre duvart proteinlerinin SDS-PAGE ile tanimlanmasi) olarak cesitlilik
gostermektedir. Bir¢ok yazilim programi da bu elektroforetik parmakizi analizleri

arasindaki iliskiyi tanimlamada basarili olmaktadir.

Molekiiler teknikler bakteriler arasinda genetik akrabaligin daha iyi bir sekilde
anlagilmasina izin vermekle beraber karbonhidrat fermantasyonu gibi fenotipik
karakteristikler bakteri tanimlanmasinda “sabit nokta” olarak yerini korumaktadir ¢linkii
geleneksel mikrobiyoloji laboratuarlarinda mevcut olan temel metotlardir. Ancak,
LAB’lerinin smiflandirilmasi halen degiskenlik gosterdiginden yogun taksonomik
calismalarin merkezini olusturmaktadir ve izolatlarin taksonomideki iliskilerinin
belirlenebilmesi amaciyla hem fenotipik hem de filogenetik karakterizasyonu gerekli

kilan polifazik yaklasima artan bir siddetle ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin amaci, bircok farkli kaynaktan izole edilen 88 adet LAB’sinin
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Pediococcus) tanimlanmasi
amact ile klasik fenotipik testlerin kullanilmasi ve bu testlere tamamlayict olmasi

amaciyla protein ve pilazmid DNA parmak izi profillerinin degerlendirilmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat metabolizmalar1 sirasinda sekeri pargalayarak
baslica laktik asit olusturan mikroorganizmalar1 kapsarlar (Sekil 2.1) (Tekingen et al.
1994). Gram pozitif reaksiyon verirler. Birkag ayricalik gosteren liye disinda hepsi
hareketsizdir. Sporolactobacillus imilinus hari¢ higbiri spor olusturmaz. Fizyolojik
karakterleri bakimindan birbirine yakin olan, fakat morfolojileri olduk¢a farkli olan
cinsleri igerirler. Morfolojileri kok veya g¢ubuktan olusan farkli uzunlukta zincir
seklindedir (Tunail ve Kosker 1989). Laktik asit bakterileri Gram pozitif bakteriler
icerisinde diisiik diizeyde guanin ve sitozin (G+C) oranina sahip olan bir bakteri
grubudur (Ludwig et al. 1993) ve bu grup igerisinde yer alan bakterilerin genom
biiytikliikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp arasinda degismektedir (Davidson et al. 1996).

Su ve toprakta hemen hemen hi¢ rastlanilmayan bu bakterilere; siit ve siit iiriinlerinde,
fermente gidalarda, bazi bitkilerde, insan ve bazi canlilarin bagirsak sistemlerinde
rastlamak miimkiindiir (Tekinsen et al. 1994). Bulunduklar1 ortamda yer alan
karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit gibi organik asitler tireterek pH diisiisiine neden
olurlar. Cogu mikroorganizmalar bu asitlere ve pH diisiisiine hassastirlar. Yine bu
bakteriler tarafindan iiretilen hidrojen peroksitde bir¢cok bakteri lizerine inhibitor etki

gosterir (Okereke and Montville 1991).

1857 yilinda Louis Pasteur’iin fermantatif degisimler i¢in ortaya attig1 germ teorisinden
sonra; Joseph Lister, mikrobiyal laktik asit fermentasyonunun dogal oldugunu
kanitlamak i¢in girisimde bulunmus ve zengin ortam olarak siiti kullanmistir.
Tesadiifen; Bacterium lactis olarak tanimladigi ilk saf bakteri kiiltiiriinii izole etmistir.
Bu galismadan giintimiize; birgok laktik asit bakterisi izole edilmistir (Stiles et al. 1997).
Bazilar1 isimlendirilmis, bazilar1 isimsiz kalmistir. Axelsson’un 1992’de yapmis oldugu
siniflandirma dahilinde laktik asit bakterilerine dahil cinsler sunlardir: Aerococcus,
Alloicoccus,  Carnobacterium,  Dolosigranulum,  Enterococcus, Glabicatella,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenecoccus, Vagococcus ve Weissella. Bu grup igerisinde gida ile iligkisi olan

bakteri cinsleri ise; Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,



Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenecoccus, Vagococcus

ve Weissella olarak bildirilmistir (Stiles and Holzapfel 1997).

Genel olarak laktik asit bakterileri grubunda Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus
ve Leuconostoc cinsleri incelenmekte iken son yillarda yapilan genetik caligmalar
sonucu Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Wiessella ve Vagococcus cinsleri
de bu grupta incelenmeye baslanmistir. Yine son yillara ait literatiirde bu grupta
Aerococcus, Oenococcus, Atopobium, Dolosigranum, Tetragenococcus, Alloiococcus ve
Gemella gibi yeni cins isimlerine rastlanmakta ise de bu cinslerle ilgili taksonomik
calismalarin heniiz tamamlanmadigi bildirilmektedir (Axelsson 1993, et al. 1995, Law
and Hansen 1997).

Laktik asit bakterileri fermentasyonda olusan iirlinlerin cins ve miktarma gore

siiflandirildiklarinda homofermantatif ve heterofermantatif olarak ikiye ayrilirlar

(Sekil 2.1),(Drinan 1976).

AT P
ADP ADP PATE,
+ OB TR
Glucose ~
ruvate
AL INAD H, Y
2 Lactate = /

Sekil 2.1 Fermentasyon reaksiyonu sonucu laktik asit olusumu

Homofermantatif laktik asit bakterileri glukozu; Fruktoz Di Fostfat yolu ile parcalayarak

fermantasyon sonucu %95-100 oraninda laktik asit {iretirler (Drinan 1976).

C¢H 12,06 — 2(CH; - CHOH-COOH) (Laktik asit)



Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise glukozu; Hegzos mono fosfat yolu ile
parcalayarak fermantasyon sonucu %50 laktik asit iiretirken, bunun yaninda yiiksek

oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olustururlar (Drinan 1976).

CsH12,06 — CH; - CHOH-COOH + CH;3; - CHOH + CO;,

Laktik asit bakterileri; cesitli gidalarin iiretiminde starter olarak kullanilmalari,
bakteriyosin gibi antimikrobiyal madde iiretmeleri ve Ozellikle probiyotik iiriinlerin
bilesiminde yer almalar1 nedeniyle endiistriyel agidan biiyiik dneme sahiptir. Geleneksel
yontemlerle dogal olarak iiretilen veya starter kiiltiir olarak kullanilarak marketlerde
tiikketiciye sunulan fermente {irtinler, laktik asit bakteri suslar1 i¢in iyi bir kaynak teskil
etmektedir. Izole edilen laktik asit bakteri suslari; tat, koku, bakteriyosin {iretimi gibi
ozellikleri bakimindan farkli fermente {iiriin eldesi asamalarinda biiyiik potansiyele
sahiptirler. Bu amagla; laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmasi biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Yillardir yapilan tanimlama g¢alismalarinin ¢ogunlugunu fenotipik testler
olusturmaktadir. Ancak bu metotlar; bir genus igindeki alt tiirleri ve suslar1 net bir sekilde
ayirt etmede ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle genotipik 6zelliklere dayali
yeni metotlar gelistirilmeli, bakteriler net bir sekilde tanimlanmalidir. Bu calismada;
cesitli siiper marketlerden ticari amag i¢in tiiketiciye sunulan fermente iiriinlerden farkli
laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve bu tiirlerin bazi fenotipik ve genotipik testler ile
identifikasyonunun yapilmasi1 amag¢lanmaktadir. Laktik asit bakterilerini; tilirler arasinda
fizyolojik ve biyokimyasal oOzellikleri ile tanimlamak miimkiin olsada tiir ici
tanimlamalarda bu 6zellikler yetersiz kalmaktadir. Ayrica birgok tiiriin birbirini izleyen
nesillerine ait popiilasyonlarda genis bir varyasyon bulunmaktadir. Bu sebeple
arastirmalarin her asamasinda gen kaynaklarimin belirlenmesi, tiiriin dogrulugunun
aragtirtlmast onem kazanmistir. Klasik ve modern mikrobiyolojik yoOntemlerin

tanimlamadaki yetersizligi arastirmalar1 dogrudan genetik materyale yonlendirmistir.



2.1 Laktik Asit Bakterileri

11 farkli Laktik Asit Bakteri grubu igerisinde en énemli olan 5 tanesi:

2.1.1 Lactobacillus

Mikroskop altinda ¢ubuk (basil) seklinde gozlenirler. Oksijeni kullanma 6zelligine gore
mikroaerofilik ya da anaerob olup %5 COy’li ortamda gelisme gosterebilirler.
Genellikle katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler (Hammes and Vogel 1995).
Fermentasyon sonunda olusan {irlinlere gore homofermantatif ve heterofermantatif
tiirleri bulunmaktadir. Kromozomlarindaki niikleik asit kompozisyonunun % 3355’ ini

G+C olusturmaktadir (Stiles and Holzapfel 1997).

Lactobacillus cinsi bakteriler ise diiz ya da hafif kivrik gubuk sekilli bir morfolojiye
sahiptir. Hiicreleri tek tek ya da zincir seklinde bulunur. Gram pozitif, katalaz negatif,
anaerobik, mikroaerofilik ya da fakiiltatif anaerobiktirler (Krieg et al. 1984).
Lactobacillus biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri agisindan oldukga fazla gesitlilik
iceren tiyelere sahip bir cinstir. Beslenme istekleri de olduk¢a komplekstir.
Lactobacillus cinsinin énemli bir iiyesi olan Lactobacillus bulgaricus, Weiss ve ark.
(1984)’nin  o6nerisiyle Lactobacillus delbrueckii subp. bulgaricus ismiyle anilmaya
baslanmistir (Wood and Holzapfel1995, Krieg and Holt 1984).

Lactobacillus tiirlerine farkli ortamlarda siklikla rastlanmaktadir. Genellikle zengin
karbonhidrat bulunan ortamlarda yasarlar. Karbonhidrat metabolizmas1 sonucunda
olusan {irlinler ortamin asiditesini arttirir. BOylece bu tip ortamlarda gelisemeyen

bakteriler i¢in antimikrobiyal etki yaratir (Hammes and Vogel 1995).

Lactobacilli kendi i¢ginde 3 gruba ayrilir (Jensen 1919):

Thermobacterium: Homofermantatif Lactobacillus grubuna dahil olup; 15°C’ den
diisiik sicaklikta gelisim gosterememesine ragmen 45°C° de gelisebilirler. Isik
mikroskobu altinda zincir seklinde koklar olarak gozlenebilirler. Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. acidophilus bu gruba dahil



olup yiiksek sicaklikta peynir iiretiminde starter olarak kullanilmaktadirlar. Lb
acidophilus probiyotik yogurt ve diyetlik {iriin eldesinde kullanilmaktadir (Yaygin ve
Kili¢ 1993).

Streptobacterium: Homofermantatif grup olup 15°C’den diisiik sicaklikta gelisim
gosterebilirler. Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. buchneri gibi (Yaygin ve Kilig 1993).

Betabacterium: Heterofermantatif grup olup fermentasyon neticesinde laktik asit
yaninda asetat, etilalkol ve CO, iiretirler. Siit tirtinlerinde bulunan tiirler; Lb.fermenti ve

Lb. brevis olup starter kiiltiir olarak kullanilmamaktadirlar (Yaygin ve Kilig 1993).

Bu siniflandirma sistemi hem hiicresel morfolojiler hem de gelisim sicakliklar: dikkate
almarak yapilmigtir. Daha sonra yapilan calismalar bu bakterileri fermentasyon

ozelliklerine gore 3 gruba yerlestirmistir (Hammes and Vogel 1995).

1. Zorunlu homofermantatif: Gida fermantasyonu
2. Fakiiltatif heterofermantatif: Gida fermantasyonu

3. Zorunlu heterofermantatif: Gida bozulmasi

2.1.2 Lactococcus

Laktik asit bakteri grubuna dahil kok seklindeki bakterilerdir. Kiire yada kisa zincir
halinde bir araya gelen koklar morfolojik goriintiiyli olusturur. Zincir uzunlugu tiirlere
gore degisir (Teuber 1995). Lactococci laktozu L(+) laktik aside ¢evirir. Gaz olusumu
gbézlenmez. Optimum gelisme 1silart 30°C “dir. Siit ve bitki {iriinlerinde bulunurlar.
10°C’ de gelisebilmelerine karsilik 45°C *de gelisemezler (Holt et al. 1994). Orla Jensen
tarafindan 1919 yilinda yapilan siniflandirma neticesinde mezofilik laktik streptococci
olarak Streptococcus cinsine dahil edilmislerdir. Daha sonra patojenik streptococci’den
serolojik N antijen grubuna sahip olmalar ile ayrilmiglardir. Teuber tarafindan 1995° de
aciklanan taksonomik siniflandirmada Lactococcus olarak isimlendirilmisler ve diger
gruplardan ayrilmiglardir (Teuber 1995). Lactococcus cinsine ait 5 tiir bilinmektedir. Lc
lactis, Lc. garviae, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis ve Lc. piscium. Lc. lactis’ in 2

alttiirii bulunmaktadir. Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis supsp. cremoris (Teuber



1995). Lc. lactis alttiirleri 6zellikle fermente siit iirtinlerinin tiretiminde 6nemli role

sahiptir.
2.1.3 Leuconostoc

Fermantasyon kapasiteleri mono-disakkaritler ile sinirli olup heterofermantatif laktik
asit bakteri grubuna dahildirler. Fermantasyon sonucunda D-laktat ve ethanol yaninda
gaz olusumu gozlenir. Siit, peynir ve et gibi fermente iirlinlerin olusumunda ve
organoleptik adi verilen tat, koku gibi 6zelliklerin kalitesinin belirlenmesinde 6nemli
role sahiptirler (Dellaglio et al. 1995). Optimum gelisme sicakliklar1 20-30°C *dir (Holt
et al. 1994). Starter kiiltir kompozisyonuna dahil olup sitrattan diasetil olusumuna
neden olurlar. Bu da tat olusumu i¢in dnemli bir kriterdir. Fermente iiriin olusumunda
baskin olan tiirleri: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ve Leuconostoc
lactis (Dellaglio et al. 1995). Fakiiltatif anaeroblardir. Buzdolab1 sicakliginda da
tireyebilme ozellikleri vardir. Bu tiirleri vakum ile paketlenerek buzdolabinda saklanan
et Urlinlerinde bozulmalara sebep olmaktadir. Bozulma heterofermantatif tiirlerin

fermentasyon islemi sonunda olusturdugu yan iirtinlerin varligi ile ger¢ceklesmektedir.
2.1.4 Enterococcus

Oksijen kullanimi bakimindan fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Farkli karbonhidrat
formlarin1 metabolize ederek L(+) laktik aside cevirir, fakat gaz olusturmazlar. Son pH
araliklar1 4.2—4.6 arasindadir. Optimum gelisim sicakliklar1 37 °C’dir. 1045 °C sicaklik
araliginda, pH: 9,6’da, %6,5 NaCl’de ve %40 tuzda gelisim gosterebilirler. Katalaz
negatif Ozellik yansitmalarina ragmen bazi tiirleri yalanci katalaz aktivitesi verebilir
(Domig et al. 2003). Diger tiirler kadar gida endiistrisi agisindan 6nem tagimamaktadir.
Giliney Avrupa’da bazi yoresel peynirlerde bulunmustur. Tuza olan toleranslari, hizli
asit tiretimleri, yiiksek sicakliklara dayanikli olmalar1 starter kiiltiir olarak kullanimlar1
i¢in idealdir. Ozellikle probiyotik kiiltiirlerde kullanimi bulunmaktadir (Franz et al.
2003). Enterococcus’ lar da Lactococlar gibi Streptococcus grubu icinde
siiflandirilmiglardir. Daha sonra patojenik streptococci’den serolojik D antijen grubuna

sahip olmalari ile ayrilmiglardir (Holt et al. 1994).



2.1.5 Pediococcus

Laktik asit bakterileri arasinda mikroskop altinda tetrat morfoloji gosteren gruptur
(Stiles and Holzapfel 1997). Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Komitesi tarafindan 7
tirle temsil edilmektedir. Pediococcus damnosus, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus, Pediococcus halophilus, Pediococcus parvulus, Pediococcus
cerecisiae ve Pediococcus dextrinicus (Raccach 1987). Optimum gelisme sicakliklar1 35
°C’dir. 50 °C’de gelisen tiirleri de bulunmaktadir (Ornek: Pediococcus acidilactici).
Homofermantatif gruba dahildirler. Katalaz negatiftirler. Pastorizasyon iglemi
neticesinde varliklarini siirdiirebilirler. Alkolik i¢eceklerde bozulmalara sebep olurlar.

Fermente gidalar ve sebzelerde siklikla bulunurlar.
2.2 Laktik Asit Bakterilerinin Onemi

Laktik asit bakterileri gida teknolojisi agisindan biiyiik bir dneme sahiptir. Uretimine
katildiklar1 gidalarda aroma ve tekstiirin olusumundan sorumlu olduklar1 gibi
kontamine olduklar1 bazi gidalarda bozulmalara da neden olabilmektedirler. Diger
taraftan gidalarda bazi patojenlerin gelisimini inhibe edebilme 6zelliklerinden dolay1 da
insan saghigi agisindan ayri bir 6neme sahiptirler (Gasson et al. 1994, Schleifer et al.

1995).
2.2.1 Starter kiiltiir

Giliniimiizde fermente icecekler ve gidalar; siit, et, sebze, meyve gibi genis varyeteye
sahip pek cok ¢ig zirai iirlinden elde edilmektedir. Laktik asit bakterilerinin en énemli
karakteristik ozelliklerinden biri; siit sekeri olan laktozu kullanarak fermentasyon
sonucunda laktik asit iiretmeleridir. Bu reaksiyonu baglatan kiiltiir {iriine 6ncelikli olarak
verilir ki buna starter kiiltiir denir (Yaygin ve Kilic 1993). Peynir, krema, tereyagi,
yogurt gibi birgok liriin olusumunda Onemli gorev dstlenirler. Hem organoleptik
Ozellikler dedigimiz tat, koku gibi 6zelliklerin olusumunu hem de fermentasyonu
saglarlar. Fermantatif 6zelliklerinin iyi bilinmesi ve pek cok alani ilgilendiren iddiali

ozellikleri ile laktik asit bakterileri pek ¢ok fermente iiriin eldesinde starter kiiltiir olarak
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kullanilmakta ve gida {retim asamalarinda Onemli bir gorevi iistlenmektedirler

(Wouters et al. 2002).

Tarihte gida fermentasyonu; ¢ig materyalde, dogal floranin aktivitesi ile meydana gelen
dogal bir siire¢ olarak belirtilmistir. Daha sonra; kaliteyi arttirmak ve gidalarin her
birinde farkli organoleptik dedigimiz tat, koku, gorlintii gibi 6zellikleri yaratabilmek
icin degisik yontemler uygulanmaya baglanmistir. Uygun saklama kosullari, teknik
manipiilasyonlar ve ilave hizlandirilmis siirecler ile bu dogal fermentasyon sekilleri

gelistirmistir (Rose 1982).

Mezofilik starter kiiltiirler 26°C civarinda gelisebilirler. Termofilik kiiltiirler ise 42°C
civarinda gelisim gosteren bakterilerdir (Cizelge 2.1). Mezofilik starter kiiltiirlerden
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris laktik asit tiretirken
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve Leuconostoc spp. sitrik asit
fermentasyonu gerceklestirmektedir. Sonugta asetoin/diasetil ve CO, olusmaktadir.
Diasetil 0Ozellikle siit {irlinlerinde tat olusumu ig¢in Onemlidir (Cogan 1996).
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus helveticus gibi termofilik starter kiiltiirler
yiiksek pisirme sicakliklarina maruz kalan peynir gibi iriinlerin olusumunda

kullanilmaktadirlar (Cogan 1996).
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Cizelge 2.1 Baz starter kiiltiirlerin taksanomisi

Eski ismi Yeni ismi Fonksiyonu Uriin
Mezofilik starter Kkiiltiir
S. lactis Lc. lactis subsp. lactis Asit tiretimi Krema, Siit
S. cremoris Lc. lactis subsp. cremoris Asit liretimi Krema, Siit
_ _ Lc. lactis subsp. lactis . o .
S. diacetylactis ‘ ) ] Asit liretimi Peynir
biovar diacetylactis
] ) ] Krema, Siit,
Leu. cremoris L. mesenteroides subsp. cremoris | Tat
Tereyag
Termofilik starter kiiltiir
. L. . Yogurt, stit,
S. thermophilus |S. salivarius subsp. thermophilus | Tat .
Peynir
Lb. bulgaricus Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus | Tat ve asit Yogurt
Lb. lactis Lb. delbrueckii Tat ve asit Yogurt, siit
Lb. helveticus Degisim yok Tat ve asit Yogurt, siit

2.2.2 Bakteriyosin iiretimi

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan hiicre disina sentezlenen protein yapisindaki
antimikrobiyal maddelere bakteriyosin adi verilir (Klaenhammer 1988). Giinlimiizde
gidalarin raf Omriinii uzatabilmek icin gida katki maddeleri kullanilmaktadir. FDA
tarafindan onayli olmalarina ragmen yapilan son ¢aligmalarda tiiketici sagliginda gesitli
problemlere neden olduklar1 belirlenmistir. Cogu kimyasal madde kokenli olan
koruyucular insanlarda astim, damar problemleri gibi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu
nedenle tiiketiciler Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirlenen gidalara yonelmislerdir.
Kimyasal gida katki maddelerine alternatif olarak dogal koruyucular tercih edilmeye

baslanmigtir. Bunlarin memeliler {izerinde herhangi bir yan etkisinin bulunmadigi
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kanitlanmistir. Bunun nedeni ise; protein yapisinda olan bu madde, sindirim sisteminde
bulunan ve proteinleri hidrolize eden enzimler tarafindan par¢alanmaktadir. Dolayisi ile
uygun olan bakteriyosin ya da bakteriyosin iireten LAB’nin gidalara eklenmesi hem raf
Omriinii uzatacak hem de saglikli kabul edilecektir. En iyi bilinen bakteriyosin Nisin
olup; Lc. lactis tarafindan tiretilmektedir ve gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir.
Pediocin de yine gidalarda kullanilan biyolojik bir koruyucudur (Sekil 2.2) (Teuber
1995).

Bakteriyosin terimi, orjin olarak gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen kolisin
benzeri molekiiller olarak tanimlanan, gram-pozitif bakteri trafindan {iiretilen kiigiik,
oldukca genis antimikrobiyel yapiya sahip peptidler olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim
daha genisletilerek “oldukca dar bakterisidal etki alanina sahip olan, iiretici bakteri
olarak ayni tiirlerin baz1 suslarinin hesaba katilmasiyla karakterize edilebilen, buna karsi
tiretici susun bazi 6zel bagisiklik mekanizma(lar) ile iligkili olarak hiicre disina salinan

birincil veya gelismis bakteriyel ribozomal sentez iirlinleri” olarak tanimlanabilir.

Bakteriler arasindaki antagonistik etkiyi sistematik olarak ilk defa Joubert ile Pasteur’un
kaydettigini agiklamistir (Vuyst et al. 1994). Pasteur, ¢alismalarinda bilinen (yaygin)
bakteri (muhtemelen E.coli) diye ifade ettigi bakteriyi anthrax basili ile asilayarak
antimikrobiyel etkiyi ortaya koymaya galisti. Daha sonralar1 bazi bilim adamlar1 E.coli
tarafindan olusturulan antibiyotik maddenin dogasi, ilk defa 1925 yilinda Gratia
tarafindan agiklandi. Gratia’nin anlattigi V susu (Virulent) E.coli susunun gelismesini
yiiksek diliisyonlarda (diisiik konsantrasyonlarda) durdurdu. Daha sonra bu sus Kolisin
V olarak tanimlandi. Daha sonraki periyotlarda, E.coli ve Enterobacteriaceae
familyasiin yakin tiirleri tarafindan tretilen birgok kolisinler kesifedildi. Bakteriyosin
terimi ilk defa 1953 yillinda kullanilmistir. Bakteriyosinler, 6zel olarak Kolisin tiirii
protein antibiotikleri olarak tanimlandi. Bu molekiiller dldiiriici biyosentez {irlinleri,
tirler aras1 oldirticii etki ve bakteriyosin duyarli hiicrelerin ylizeylerindeki &zel
reseptorlere baglanma ozelliklerini gosterirler. Daha ileri seviyeli kolisinleri ayirici
ozellikler, oldukea yiiksek molekiil agirligina ve genetik determinantlarin plazmidlere
baglanmalarina sahip olmalaridir. Yapilan bir ¢alismada Staphylococcus’lardan kolisine
dayanakli, mutantlara kars1 etki gosteren 20’den fazla kolisin belirlenmistir (Vuyst et al.

1994). Bu bakteri tiirlerinin irettigi kolisine Staphylococcisinler adi verilmistir.
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Staphylococcinlerin, Staphylococcus ve bazi1 gram pozitif bakterilere karsi etkili, gram

negatif bakterilere karsi etkisiz oldugu gosterilmistir.

Sekil 2.2 Bakteriyosin zonunun olusumu

Bir ¢ok LAB, fermente besin iiretiminde dnemli rollere sahiptir ve bu bakterilerin
bazilari, besinlerde spor olusturan genis c¢aptaki organizmalarin ¢ogalmasini
onelyebildigi gosterilmistir. Yerel olarak basarli ve tabii olarak iiretilen klasik 6rnek
nisindir. 1928’den beri Lactococcus lactis suslar1 tarafindan firetildigi bilinmekte ve
1971’de de lanthionin-peptit igeren olarak tamimlanmugtir. L. lactis suslar tarafindan
tiretilebilen nisin, tabii olarak bazi besin islemlerinde bulunur. Protein saflastirilmasi ve
gen teknolojisi ile nisin olusumunun bazi molekiiler detaylar1 agiga kavusmustur (Vuyst
et al. 1994). Bakteriyosinin yapisal genlerinin yonlendirilmis mutasyon (site-directed)
icin uygun olmasi sebebiyle antimikrobiyel aktivite veya gelistirilerek dayaniklilik

kazandirilmig yeni peptid familyalarinin yapimi miimkiin gériinmektedir (Miller 1998).

Gram-pozitif bakterilerin {rettikleri bakteriyosin benzeri maddeler (6zellikle
Lactobacillus ve Lactococcus tarafindan tiretilenlerden bazilar1) oldukga dar etki alanina
sahip olmalarina ragmen, kolisinlerden daha genis etkiye sahiptir. Genelde Gram-pozitif

bakterilere karst genis bir etkiye sahiptir ve bazilarmin tiirlere de etkili oldugu
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bildirilmistir. Bakteriyosin-benzeri maddelerin duyarli ve Gram-negatif bakterilere karsi
etki dereceleri, bazen ya belirli pH degerinde veya hiicre duvarinin dayanmikligini
zayiflatan kimyasal maddelerin varligimida onemli 6lgiide g¢ogalir (Osmanagaoglu

2005).

Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosin yapidaki maddeler ayni ekolojik
cinse sahip bakteri disindaki organizmalar1 6ldiiriir. Baz1 dayanikli suslar oldukga
duyarh tiirlerin igerisinde tesbit edilebilir. Bakteriyosinlerin 6zel aktivitelerine bakarak,
inhibitdr aktivite spektrumunun yorumlanmasi; eger iiretken suslar, birden fazla
bakteriyosin yapidaki maddeleri ortama salgilarsa veya H,O, ve asit gibi metabolik
inhibitor etkisi olan maddeler elimine edilmezse oldukc¢a giic olur. Bakteriyosin iireten
gram-pozitif hiicrelerin, kendi homolog bakteriyosinlere kars1 olan kendi kendilerini
korumalar1 (bagisiklik), kolisin iireten bakterilere nazaran daha az dayanikli olmalarina
ragmen, bazi gram-pozitif bakterilerde, liretken susun 6zel korunmasini olusturan hiicre

zarma bagli molekiileri kodlayan genler tesbit edildi.

Gram-pozitif bakterilerin {rettikleri bakteriyosin benzeri iriinler, oldukca genis
antibakteriyel spektrumu olanlar, uygulamali arastirmalarin en gozde olani olmaya
devam etmektedir (Osmanagaoglu et al. 2000a, Osmanagaoglu et al. 2000b,
Osmanagaoglu 2003, Osmanagaoglu 2005). Ticari olarak arzu edilen antibakteriyel
fonksiyonlariyla yeni peptidlerin genetik miihendisligi veya kesiflerin potansiyeli karsi

konulmaz bir cazibe olusturmaktadir.

Bakteriyosinler duyarlt mikroorganizmalar {izerinde farkli etki mekanizmalarina
sahiptirler. Hiicrenin sitoplazmik zarma baglanarak, hiicre igerisine girip, zarda
gozenekler olustururlar. Boylece diisiik molekiil agirli§ina sahip hiicre bilesenlerinin
hiicre disina sizmasina yol agarlar. Bununla birlikte, iyonlarin, 6zellikle de ATP kaybi
ve hiicre i¢i pH dengesinin korunmasinda etkili olan K" iyonunun hiicre disina sizmasi,
hiicrede enerji tiiketimine neden olmaktadir (Twomey et al. 2002). Hiicrede meydana
gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi hiicre i¢in hayati 6énemi olan makro
molekiillerin degredasyonuna, bu molekiillerle birlikte protein ve peptidoglycan gibi
biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol agmaktadir (Héchard et al. 2002, De Martinis et

al. 2002). Bakteriyosinler katyonik bir molekiil oldugu i¢in sitoplazmik zar iizerinde
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etkili olmalarinda sahip olduklar1 hidrofobik kisimlar 6nemli rol oynamaktadir. Duyarl
hiicre zarinda bulunan negatif yiikli fosfat gruplarinin etkisiyle ortaya c¢ikan
elektrostatik etkilesim sonucu bakteriyosin hiicre zarma tutunmaktadir (Twomey et al.
2002). Boylece hidrofobik kisim zar yapisinin icine girerek gozenek olusumuna yol
acmaktadir. Gram-pozitif bakterilerde nisin, enerji yiiklii membran keseleri lizerine etki
ederek Proton Motive Force’ u (PMF) bozar, amino asit alimini engeller ve birikmis
amino asitlerin birakilmasina sebebiyet verir. Genel olarak lanthionin igermeyen
bakteriyosinler, duyarli hiicrelerin hiicre zarinin dayanikligimi bozarak onlarin
bakterisidal fonksiyonun etkilerler. Pediosin PA-1 hiicre zarina girmeden ve por
olusturmadan Once fosfolipit tabakaya baglanir ve muhtemelen bu por formasyonu,
duyarl hiicrelerin hiicre zarlarindaki protein alicilariyla ¢akisma olusturur (Vuyst et al.

1994).

Osmanagaoglu vd. (2005) yapmis olduklar1 ¢aligmada, Pediocin DT10’un Leuconostoc
mesenteroides OZ-N3 hiicreleri tizerine etki mekanizmasi incelenmis ve hiicrelerin
pediocin DT10 ile muamelesinin ardindan ilk etkinin sitoplazmik membranda oldugu
elektron mikroskop altinda plazma membranindaki porlarin varlig: ile belirlenmistir.
Daha sonra 6nemli hiicre i¢i bilesenlerinin disar1 sizmasi sonucu hiicre zar1 gecirgenligi
ve membran potansiyeli bozulmus ve son olarak da makromolekiil sentezinin durmasi
ile hiicre olimi gergeklesmistir. Elektron mikroskobu ile gozlenen bu asamalar
sonucunda pediocin DT10’un duyarli Leuconostoc mesenteroides OZ-N3 hiicreleri

tizerinde litik etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

2.2.3 Probiyotik

Probiyotik kelimesi; Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir.
Probiyotik terimi ilk defa 1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan diger
mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir.
Tarihten giiniimiize kadar bircok anlamda acgiklanan bu terim son olarak 1999’da
Kneifel tarafindan; viicuda alindiginda konak¢inin gastrointestinal mikroflorasina

olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmislardir (Cakir 2002).
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Fermente gidalarin metabolizma iizerindeki faydali etkileri ilk defa 20. ylizyilin
baglarinda Nobel 0diil sahibi; Rus Bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan 6ne
stiriilmiistiir. Metchnikoff Bulgar ciftcilerin fermente siit iiriinleri tiiketimi sonucu daha
saglikli ve uzun Omiirlii olduklarini, bunun nedeninin ise bu iirlinlerde bulunan ¢ubuk
seklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu yonde
etkilemesi ve toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu belirtmistir. Fermente
tiriinler {lizerinde yapilan calismalarin baglangici ¢ok eskilere dayanmakla birlikte,
probiyotikler konusunda yapilan calismalar ancak son 10-15 yilda hiz kazanmistir

(Cakar 2002).

Laktik asit bakterileri, bagirsak florasina olumlu etkileri ile bagisiklik sistemini
kuvvetlendirerek, viicudun dogal savunmasini giiclendirir. Yararli bakteriler olarak
bilinen bu organizmalar, bagirsak sisteminde yasayarak beslenmeye olumlu etkide
bulunur ve viicudu hastaliklara karst korur. Ancak bunu yapabilmeleri i¢in bu
bakterilerin mideden gecerken canli kalabilmeleri ve bdylece bagirsaklarda gelisme
olanagi bulabilmeleri gerekmektedir. Su ana kadar bilinen laktik asit bakteri kiiltiirleri,
ornegin klasik yogurdun i¢inde bulunanlar, mide asidi ve safra kesesi tuzlar tarafindan
kolaylikla zarar goriir ve bu yiizden de etkilerini yitirir. Lactobacillus bulgaricus olarak
bilinen klasik yogurt mayasinin laktik asit bakterilerinin 10 000 tanesinden yalnizca 1'i

bagirsaklara ulagabilmekte ve ¢ok az canli kalabilmektedir.

Probiyotik icerikli tirtinler Japonya, Uzakdogu iilkeleri ve Avrupa Birligine tiye olan
ilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ise son
yillarda bu iiriinlere olan ilgi giderek artmistir. Insan tiiketimi icin hazirlanmis ¢ok fazla
sayida ticari probiyotik preparati bulunmaktadir. Sadece birkag¢ tanesinin fonksiyonel
gida bileseni olarak yararli etkisi kanitlanmigtir. Lactobacillus casei shirota susu ticari
olarak satiga sunulanlarin en eskisi olup, 1930 yilinda Japonya’da izole edilmistir

(Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Ticari olarak satilan bazi probiyotik {iriinler

Uriin ad1 Mikroorganizma Kategori Ulke
VITAGEN Lactobacillus acidophilus Fermente igecek Malezya
LEVENIN Enterococcus faecalis Siit tozu Japonya
BIO-GRADE | Lactobacillus acidophilus Fermente siit Avusturalya
LClI Lactobacillus caseli Yogurt Tiirkiye
VENTRUX | Streptococcus feacium Kapsiil Isveg
LACTINEX | Lactobacillus bulgaricus Toz USA

Uciincii milenyumun basinda 6zellikle gelismis iilkelerde alerjik hastaliklar, astim,
barsak hastaliklari, diabet gibi hastaliklarin 6nemli diizeyde yiikseldigi goriilmektedir.
Bu hastaliklarin barsak bariyer iglevinin bozulmasi ile iligkili oldugu ileri stiriilmektedir.
Probiyotikler ise, endojen mikrofloranin 6zelliklerini gelistirerek konake1 sagligini
olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalardir. Bu nedenle probiyotik bakteri
kiiltiirlerinin karakteristlik 6zelliklerinin tanimlanmasina ve etkinlik 6zelliklerinin
belirlenmesine yoOnelik calismalarin siiregelmesinin 6nemi {izerinde durulmaktadir.
Ozellikle gen teknolojisinin yeni kiiltiirlerinin gelisiminde dnemli rol oynayabilecegi,
probiyotik  bakterilerin islevselligi ve etkinlik mekanizmalarinin daha iyi

belirlenebilecegi ve agikliga kavusturulabilecegi belirtilmektedir.
2.2.4 Ekzopolisakkarit iiretimi

Karbonhidrat metabolizmasi1 bir ¢ok bakteri tiirlinde enerji ve biyokiitle iiretimine
ilaveten  ekzopolisakkarit iiretiminde de Onemli bir rol oynamaktadir.
Ekzopolisakkaritlerin; bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara,
protozoa, antibiyotik ve toksik bilesiklere karsi korudugu, ayrica metal iyonlarinin
hiicreye alinmasinda gorevli oldugu bilinmektedir. Ekzopolisakkaritlerin diger énemli
bir 6zelligi ise bakterinin ylizey tutunmasinda yapistirict (slime) isleve sahip olmasi ve

bulundugu ortama tutunma ve biyofilm olusturmada etkili olmasidir. Biitiin bu
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ozellikler ekzopolisakkarit iireten bir bakteriye bulundugu ortamda stabil olarak

kalabilme ve baskin olarak biiyiime 6zelligi kazandirmaktadir (Ding et al. 1995).

2.3 Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Metotlar

Laktik asit bakterilerinin ilk kullanigh siniflandirmasini yapan kisi; Orla Jensen; bu
yontemi morfolojik, ekolojik ve fizyolojik 6zellikler iizerine kurmustur. Bu fizyolojik
ozelliklerin tizerine cesitli diizenlemeler ve degisimler yapilmistir: Fermantasyon
yollari, karbonhidrat kullanimlari, laktik asit tiretimleri, peptidoglikan tabakanin analizi
gibi. Fakat bu diizenlemeler bile birbirine ¢ok yakin tiirlerin ayrimina olanak saglayacak

degisimler olamamistir. Bu degisimleri DNA iizerine kurulu metotlar izlemistir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi amaci ile Gonzalez ve arkadaglari; 2000 yilinda
taze baliktan izole ettikleri 249 Laktik asit bakteri izolatin1 tanimlamak icin 44 farkl
morfolojik ve fizyolojik test yapmislar ve izolatlarin %90’mn1 yalnizca tiir bazinda
tanimlayabilmiglerdir. Bu testler arasinda en aydinlatici rol protein profilleri olmustur.
Daha sonra yapilan c¢alismalarda peynir iriinlerinden izole edilen 118 termofilik
Lactobacillus tiirii hiicre duvari protein profillerine gore siiflandirilmis ve bu yontemin
kullanilabilir en hizli metot oldugu belirtilmistir. Fakat alttiirlerin  ayrimi

saglanamamustir.

Bu sirada benzer calismalar Leisser ve arkadaslari tarafindan da yapilmis fakat bu
yonteme farklt molekiiler teknikler de eklenmistir. Malezya’ya 6zgii fermente gida
iceceklerinden elde ettikleri 43 laktik asit bakterisini SDS-PAGE’ de hiicre duvari
protein profillerinin yan sira farkli bir metot olan 16S rRNA gen bdlgelerine gore de
siiflandirmiglardir. Boylece DNA’ ya bagli metotlarin daha spesifik sonuglar verdigini
kanitlamiglardir. Bagka bir ¢aligmada ise pilazmid profillerini, SDS-PAGE profillerini
ve API CHS50 test sonuclarii karsilastirmiglardir. API CH50 sonuglariin tiir bazinda

tanimlanmasini diger testler ile desteklemislerdir.

2000’11 yillarda yapilan ¢aligmalar; fenotipik identifikasyona alternatif olarak molekiiler
tanimlama caligsmalar1 iizerine yogunlasmistir. 16S rDNA bolgelerinin total DNA
tizerinden spesifik primerler yardimiyla bulunmasi, bu bolgelerin farkli restriksiyon

enzimleri ile kesilerek RFLP analizlerinin yapilmasi ile bakteri tanimlamalarina farkli
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bir boyut getirilmistir. Yine ayni yillarda; 249 Gram pozitif, oksidaz- ve katalaz-negatif
laktik asit bakterisi ¢alisilmis, tiim izolatlar sadece 49 farkli fenotipik test baz alinarak
siiflandirilmaya ¢alisilmis fakat sorunlarla karsilagilmistir. Taksonomi igin; farkl

calismalarin denenmesi gerektigi sonucuna varilmistir (Klijin et al. 1991).

Domig ve arkadaslar1 Enterococcus spp. nin genotipik kriterler ile tanimlanmasi ve
karakterizasyonunu tanimlayan metotlar1 agikladiklar1 ¢aligmalarinda SDS-PAGE ile
yapilan hiicre duvar1 ve toplam hiicre proteinlerinin cins diizeyinde kesin tanimlama

oldugunu belirtmis ve diger molekiiler teknikler ile kiyaslamasini yapmuistir.

1991 yilinda Kanatani ve arkadaslari izole ettikleri Lactobacillus acidophilus tiiriiniin
pilazmid DNA sin1 karakterize etmislerdir. 40, 17, 10, 5, 2 ve 1.8 megadaltonluk 6 farkli
pilazmide sahip oldugu sonucuna ulagsmiglardir. 40MD luk pilazmidin galaktoz

metabolizmasindan sorumlu oldugunu tesbit etmislerdir.

Insan kaynakli Leuconostoc lactis tiirlerinin karakterizasyonu fenotipik testler ile
aciklanmistir. SDS-PAGE kullanilarak yapilan protein tanimlamasinin bu testler i¢inde

en basarili sonucu sagladigi gosterilmistir (Barreau et al. 1990).

Hebert ve arkadaslari starter kiiltlir olarak kullanilan dogal Lactobacillus tiirlerini
karakterize etmek i¢in farkli yontemler kullanmiglardir. Pilazmid DNA izolasyonu
Anderson Mckay ve Kleanhammer in prosediirleri ile gergeklestirilmistir. Fenotipik
metotlar igerisinde SDS-PAGE yontemi basarili kabul edilmis ve tiir bazinda tanimlama

icin 16S rDNA gen sekans analizi kullanilmistir.

Italyan peynirinden izole edilen 123 izolattan farkli tiirler tammlanmaya ¢alisilmis fakat
fenotipik testler ile %11°1 tanimlanamamistir. Buna kars1 alternatif metot olarak PCR
islemi DNA iizerinde 16S rDNA bdlgesine baglanabilecek spesifik primerler
kullanilarak gergeklestirilmistir (Angelis et al. 2001).

Sanchez ve arkadaslart 2003 yilinda 149 laktik asit bakterisinin hiicre duvari protein
profillerini incelemis ve SDS-PAGE sonucunda olusan bantlar1 molekiiler biiytikligi
bilinen marker ile karsilastirarak tanimlama yapmislardir. 2004 yilinda Temmerman ve

arkadaslarinin, 2005 yilinda ise Ehrmann ve arkadaslarmin yapmis oldugu derleme
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makalelerde; bakterilerin identifikasyonu i¢in fenotipik testlerin yetersiz oldugu genetik

yontemlerin kullanilmasi gerektigi vurgulanmaktadir.

Applied Maths GEL Compare sistemi kullanilarak yapilan bagka bir filogenetik iligki
calismasinda SDS-PAGE c¢alismasi ile belirlenen proteinler ile yapilan tiir
karsilagtirmasi spesifik primerler kullanilarak PCR ile desteklenmistir (Delgado et al.
2004).

2.3.1 Fenotipik ve biyokimyasal metotlar

Klasik yontemlerle tanimlama yapabilmek i¢in ilk asamada bakterilerin bulunduklari
ortamdan izole edilip saf kiiltlirlerin elde edilmesi gerekmektedir. Laktik asit
bakterilerinin izolatlarinin saf kiiltiir olarak elde edildikten sonra klasik yontemlerle
tanimlanmasi i¢in ilk asamada bunlarin Gram reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve
katalaz aktivitesinin belirlenmesi yoluna gidilmektedir (Sharpe et al. 1966, Sharpe
1979, Schlinger and Liicke 1987, Temiz ve Yilmazer 1998). Sonugta da bu
besiyerlerinde gelisen Gram pozitif, sporsuz ¢ubuk veya kok sekilli katalaz negatif
bakteri izolatlar1 laktik asit bakterisi olarak ayrilmakta ve bu izolatlar1 cins diizeyinde
tanimlamak amaciyla bir takim morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler
uygulanmaktadir (Schlinger and Liicke 1987, Temiz ve Yilmazer 1998). Laktik asit
bakterilerinin cins diizeyinde tanimlanmasi amaci ile basvurulan biyokimyasal ve
fizyolojik testlere; glukozdan gaz olusturma, karbonhidrat fermentasyon testleri,
arjininden amonyak tiretimi, indol, Voges-Proskauer, jelatin hidrolize ve iireaz testleri,
sukrozdan dekstran olusturma, degisik sicaklik ve pH degerlerinde ve farkli tuz

konsantrasyonlarinda gelisme testleri 6rnek gosterilebilir.

Bunun yani sira, mikroorganizmalarin genel grup profillerine gore hazirlanmis ¢esitli
sayida klasik biyokimyasal testten olusan, hazir API (Analytical Profile Index) test
kitlerinden de giinlimiizde tanimlama amaciyla olduk¢ca yaygin bir sekilde
yararlanilmaktadir. API 50 CH test kiti ile laktik asit bakterilerinin oldukca kolay bir
bicimde tiir/alttiir diizeyinde tanimlanabilecegi yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur
(Dicks et al. 1987, Khaled et al. 1997, Falsen et al. 1999). Test kitinden alinan

sonugclar, test bilgisayar programinin veri tabaninda yer alan bakteri tiirleri ile sinirh
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olarak tanimlanmaktadir. Tanimlama sonuglar1 bu programda “% tanimlama” seklinde

verilmektedir.
2.3.1.1 Morfolojik teshis

Izolatlarin identifikasyonunda en 6nemli asamalardan biri olan morfolojik ¢aligmalar;
bakteri hiicrelerinin boyanarak 1sik mikroskobunda gdzlenmesi ile belirlenir. Sonuglar;
hiicrelerin morfolojileri, gram reaksiyonlari, spor olusturma ozellikleri ve hareket
yetenekleri hakkinda bilgi verir. Fakat morfolojik ¢alismalar gerek hiicrenin bulundugu
gelisim kosullarindan gerekse boliinme zamanindan etkilenebilmekte ve kesin bir sonug
almamamaktadir. Bir¢ok heterofermantatif Lactobacillus cinsi ¢ubuk seklinde kok

morfolojileri ile Leuconostoc cinsi ile karistirilabilir (Cetin 2002).
2.3.1.2 Fenotipik ve biyokimyasal testler

Tuz, pH, sicaklik direngliligi fenotipik testlere; katalaz, oksidaz, seker fermantasyonu
gibi testler ise biyokimyasal testlere dahil olup tanimlama icin yeterli degildir. Cogu
zaman karigikliga neden olabilir. Alttiir ve sus bazinda net tanimlama yapilamaz. Bunun
yaninda antibiyotik direngligi, faj igerigi, hiicre duvari kompozisyonlarinin
tanimlanmasi, toplam hiicre proteinlerinin SDS ile karsilagtirilmasi, laktik asit
dehidrojenaz gibi (LDH) gibi enzimlerin elektroforetik teknikler ile belirlenmesi,
serolojik tiplendirme gibi yontemlerde fenotipik testlere dahil olup daha kesin sonuglar

vermektedirler (Cetin 2002).
2.3.2 Molekiiler Karakterizasyon Metotlar1

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu endiistriyel ve bilimsel
acidan gittikce daha fazla dnem kazanan bir konu haline gelmistir (Rademaker and
DeBruijn 2000). Laktik asit bakterilerinin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu
amaciyla bunlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik oOzellikleri ile antibiyotik
duyarliliklar1 ve faj tiplerinin belirlenmesinin ve serolojik olarak tiplendirilmelerini
iceren klasik yontemlerin yani sira, son yillarda giincellik kazanan Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis
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rDNA’nin Restriksiyon Analizi (ARDRA), Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE),
Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), Cogaltilmis
par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve DNA dizilim analizi gibi molekiiler biyoloji
tekniklerinden de yararlanilabilmektedir (Bush and Nitschko 1999). Bu yontemlerin her
biri bakteri izolatlarini cins, tiir, alt tiir ve sus diizeyinde siniflandirmaya, tanimlamaya
ve karakterize etmeye calismaktadir. Bu yontemlerin her biri bakteri izolatlarini cins,
tir, alt tiir ve sus diizeyinde siniflandirmaya, tanimlamaya ve karakterize etmeye
caligmaktadir. Her yontemin uygulama, tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve
¢Oziime ulagmadaki kesinlik diizeyleri acisindan avantajlar1 ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Ancak, genellikle son yillarda kullanilmaya baslanan DNA’ya dayali
molekiiler yontemler son derece giivenilir, basit ve pahali olmayan tanimlama ve
smiflandirma yontemleri olarak degerlendirilmektedir (Moschetti et al. 1998, Bush and
Nitschko 1999).

Biyokimyasal prosediirlerin ve fenotipik metotlarin siniflandirmada yetersiz kalmasi
arastiricilar1 yeni yontemler bulmaya yoneltmistir (Cizelge 2.3). Bu yontemler DNA
tizerine kurulu molekiiler metotlar olarak tanimlanmistir (Temmerman et al. 2004). Bu
yontemlerin basinda; plazmid profil analizi, DNA/DNA hibridizasyonu, restriksiyon
endoniikleaz analizi, ribotiplendirme, pulsed-field jel elektroforezi, polimeraz zincir

reaksiyonu ve niikleotid sekans analizleri gelmektedir (Farber 1996).

Bu metotlarin temel avantajlar1 (Farber 1996):

1. Kuvvetli bir ayirim giiciine sahiptirler. Cok yakin tiirlerin ayrimi bile
gergeklesebilir.
2. Bakteriden DNA izolasyonu tanimlanmistir ve kolay bir yontem oldugu icin

materyal kolaylikla elde edilebilir.

3. Farkli kaynaklardan DNA izolasyonu ile ayni yontem kullanilarak sistematige
gidilebilir.
4. DNA stabil bir molekiil oldugu icin kiiltiir iceriginden ve hazirlanan

asamalardan etkilenmemektedir. Boylece daha giivenilir sonuglar elde edilebilir.
5. Sonuglar istatistiksel analizler ve diyagramlar ile desteklenebilir.

6. Yeni izole edilen suslarin da varligi bu sekilde kanitlanabilir.
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Molekiiler teknikler, giiclii bir ayrim giiciine sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari,
uygulamasmin kolay olmasmin yaninda, sonuglarin kolay yorumlanabilmesi gibi
nedenlerden dolay1r son yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir. AFLP
(Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi); genetik marker teknikleri icerisinde genetik
karakterizasyon c¢alismalari i¢in gelistirilmis ¢oklu lokus parmak analizi tekniklerinden
biridir. Genellikle birbirine yakin tiirlerin karakter analizlerinde kullanilan AFLP sonuglari
giiniimiizde bakteriyel taksonomiyi aciklamakta ve sonucglart DNA-DNA hibridizasyonu
gibi teknikler ile desteklenmektedir. AFLP temelde RFLP ve RAPD PCR tekniklerinin bir
arada kullanildig1 ve tanimlamada 6zellikle RFLP ve RAPD PCR’da oldugu gibi tiir-sus
diizeyinde oldukc¢a yiiksek oranda basariya ulasan son yillarda popiiler olan bir tekniktir.
Teknigin ¢ok genis bir alan1 taramasi, az miktarda isgiicline gereksinim duymasi, kisa
stirede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin olduk¢a kolay olusu en temel
avantajlarindan olup bu yeni teknige olan ilgiyi arttirmaktadir. Genomik tiplendirme
teknikleri, birbirine ¢ok yakin akraba tiirlerin tespiti, tiirlerin tanimlanmasi ve ayrimi,
starter kiiltiir analizleri, gidalarda bozulmalara neden olan gastrointestinal enfeksiyonlara
neden olan Onemli mikroorganizmalarm karakterizasyonlarinda kullanilarak 6nem

kazanmustir.
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Cizelge 2.3  LAB tanimlamasinda kullanilan teknikler

METOT PRENSIP DUZEY SONUC
FENOTIPiK METOTLAR
Morfolojik analiz MIKROSKOBIK GOZLEM CINS ++
Fizyolojik analiz UREME KARAKTERISTIKLER] CINS +
L FERMENTASYON OZELLIKLERI CINS ++
Biyokimyasal testler .
APIKIT TUR ++
Protein profilleri POLIAKRILAMID JEL TUR +++
GENOTIiPiK METOTLAR
. . PRIMERE
SPESIFiK PRIMER PCR . o -+
GORE DEGISIR
SEKANS 16S rDNA CINS-TUR SN
RFLP RESTRIKSIYON ENZIM TUR-SUS -+
AFLP RFLP+PCR TUR-SUS 4+
RAPD-PCR RASTGELE PCR TUR-SUS ++
PFGE PULSEDFIELD JEL ELEKTROFOREZI SUS 4+
RiBOTIPLENDIRME OLIGONUKLEOTID PROBLAR TUR-SUS -+
HIBRIDIZASYON DNA-DNA HIBRIDIZASYONU CINS-TUR SN

( +: diisiik, ++: orta, +++: yiiksek)
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2.4 Pilazmidler ve Genel Ozellikleri

Hiicre kromozomundan bagimsiz olarak replike olabilen genetik elementler pilazmid DNA
olarak isimlendirilirler. Binlerce degisik pilazmid tipi bilinmektedir. Sadece E. coli
suslarindan 300’in tizerinde farkli dogal pilazmidler izole edilmistir. Dogal olarak olugmus
olan pilazmidlerin biyiikliikleri 1-1000 kbp arasinda degismektedir. Tipik bir pilazmid
kromozomun biiytlikliigiiniin 1/20’sinden daha kiigiik olan halkasal c¢ift sarmal DNA
molekiiliidiir. Hiicrelerden izole edilmis olan pilazmid DNA’larin ¢ogu siiper halkasal
konfigiirasyondadir ki bu da hiicre igindeki en stabil formudur. Pilazmid DNA izolasyonu
genellikle siiper halkasal DNA molekiiliiniin bazi fiziksel 6zellikleri kullanilarak yapilir ve
diger DNA tiplerinden ultrasantrifuj yontemi ile ayrilir. Her ne kadar kromozomda hiicre
icinde siiper halkasal bir yapiya sahip olsa da kromozomal DNA nin izolasyonu esnasinda
kirilmalar meydana gelir ve siiper halkasal yap1 bozulur. Degisik molekiiler agirliklara ve
biiytikliiklere sahip olan plazmid DNA molekiilleri agaroz jel lizerinde yapilan elektroforez
islemi ile birbirlerinden ayirt edilirler (Watson 1987,1992).

Bir ¢ok bakteri grubunda oldugu gibi laktik asit bakterilerini siniflandirmada 6nem
tagiyan sorunlardan biri; bir tiir, alt tiir ya da biyovaryeteye ait ve degisik nislerden izole
edilen suslarin farkliliklarinin tesbitidir. Genellikle i¢ ve dis ¢evresel kosullardan
saglanan bu sus farliliklarinin biyokimyasal, fizyolojik, kiiltiirel ve morfolojik testler ve
ya stabil genetik markerlar kullanilarak tesbiti ¢ogu zaman miimkiin olmamaktadir. Bu
durumda sus ayrimi i¢in bagvurulan giivenilir ve hizli yontemlerden bir tanesi pilazmid
iceriklerinin tesbitidir. Bakterilerin degisen c¢evresel kosullara karst hizli yanit
olusurmasin1 saglayan temel genetik yapilar pilazmidlerdir. Cogunluklada bu
adaptasyon; stres kosullarinda pilazmid kaybi, yeni kosullara uygun matabolik
ozelliklerin kazaniminda da pilazmid transferi yolu ile olmaktadir. Sus diizeyinde
farklilasmanin ana kaynagini; pilazmid igeriklerindeki degismeler ve onlarin yarattig

fenotipik uyum olusturmaktadir (De Vuyst and Degeest 1999).

Laktik asit bakterileri degisen sayilarda ve farkli molekiiler agirliklarinda pilazmid
icerikleri sergilemektedirler. Bu bakterilerde; karbonhidrat metabolizmasi, proteolitik
aktivite, faj direnclilik, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit iretimi gibi endiistiriyel acidan

onemli Ozelliklerin pilazmidler tarafindan kodlandig1 fenotipik ve genotpik kanitlarla
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tesbit edilmistir (Allison and Klaenhammer 1998). Yapilan ¢alismalar ile bakterilerin
sahip olduklar1 pilazmidler ve kodladiklar1 6zellikler arastirilmistir. Ornegin laktoz
fermentasyonunu yoneten enzim sistemleri gen kodlu pilazmidler iizerinde
bulunmaktadir (Wright et al. 1986). Laktoz metabolizmasindan sorumlu genler ayni
pilazmid tizerinde bulunabilmekle birlikte, genellikle farkli suslarda farkli pilazmidler
tarafindan da kodlanabilmekterir. Lactococcus lactis suslarinda yapilan bir ¢alismada
ML3 susunda 33MDa, C10 susunda 43 MDa ve LMO232 susunda 36 MDa biiyiikliikte
pilazmidlerin laktoz metabolizasi genlerini tasidigi belirlenmistir (Harlander et al.

1984).

Laktik asit bakterileri ile yapilan ¢aligmalarda diger bircok endiistriyel 6zellikte oldugu
gibi bakteriyosin liretimi ve direnglilik sistemlerinin de genellikle pilazmid kodlu
oldugu bulunmustur. Laktik asit bakterlerinde endiistriyel 6neme sahip 6zelliklerin
biiylik cogunlugunun pilazmid kdkenli genler tarafindan kodlanmasi, bu bakterilerde
pilazmid biyolojisi ¢caligmalarin1 molekiiler genetik arastirmalarin arasinda yer almasini

saglamusir (Bellocine et al. 2005, Kok 1996, Wang et al. 1997).

Laktik asit bakterilerinin pilazmid igeriklerinin molekiiler biyoloji alaninda
arastirilmaya baslanmasindan hareketle ve bu g¢alismada yer alan suglar arasindaki
farkliligimin pilazmid varligi agisindan da ortaya konulabilecegi diislintilerek izole
edilen ve tanimlanan laktik asit bakterilerine ait pilazmid varliklari, bunlarin say1 ve

biiyiikliiklerinin belirlenmesine doniik olarak arastirilmaya calisilmistir.

Laktik asit bakterilerinde, Anderson Mckay (1983) tarafindan Onerilen alkali
denatiirasyon yontemi kullanilarak yapilan pilazmid izolasyonu ve agaroz jel
elektroforezi ¢aligmalari sonucu; biiytikliikleri 33.250 ile 1883 bp arasinda degisen 1-14
adet pilazmid icerigi saptanmustir. Toplam 88 adet bakteri i¢erisinde 20 adedinin sadece
bir pilazmid icerdigi tesbit edilmistir. Belirlenen pilazmid say1 ve biiyiikliikleri, benzer

arastirmalarda tanimlanan sinirlar igerisinde yer almaktadir.
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2.5 Hiicre Duvari Proteinleri

Bakteriyel tanimlama ve taksonomi ¢alismalarinda protein profillerinin kullanim
olanaklar1 uzun zamandir arastirilmaktadir. Bu konuda ilk calismalar toplam protein
profillerin tesbit edilmesi iizerine kurulmustur. Ancak 6zellikle bakterilerin hiicre duvari
proteinlerinin tanimlanmasi ile birlikte taksonomi c¢alismalarinda yer alan protein
profilleri degismistir (Houwink. 1953). Bunun nedeni ise, ylizey yapilari disinda kalan
proeinlerin stabil bir {iretime sahip olmamalaridir. Bu sorunun ana noktasini ise degisen
cevre sartlar1 olusturmaktadir (Gatti et al. 1997). Laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda kulanilan biyokimyasal ve fenotipik testlerin 6zelikle tiir diizeyinde
ayrimda yetersiz kalmasi molekiiler tan1 testlerini kullanim zorunlulugu getirmistir. Bu
molekiiler testler igerisinde; hizli sonu¢ vermesi ve bir cok durumda tiir spesifikasyonu
icermesi nedeniyle, hiicre duvar1 protein profilleri genel bir kullanim alan bulmustur

(Perez et al. 2000).

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi) laktik asit
bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu amaciyla saf kiiltiirler kullanilarak
hiicre duvar1 proteinlerine ait parmakizinin ¢ikarildigi hizli ve alternatif bir yontem
olarak bilinmektedir (Busch and Nitschko 1999). Standardize edilmis kosullarda
uygulanan bu molekiiler biyolojik yontem, laktik asit bakterileri i¢in tanimlama, tiirler
aras1 karsilastirma ve karakterizasyon amaglariyla genis bir kullanim alan1 bulmaktadir.
(Pot et al. 1993). Toplam hiicre proteinlerinin bu amagla kullaniminin diger yontemlere
gore daha basit, ekonomik ve yiiksek duyarlilikta bir uygulama oldugu bilinmektedir

(Tsakalidou et al. 1992).

Klasik tanimlama testleri ile, hiicre duvari protein profillerinin belirlenmesini esas alan
siniflandirma c¢aligmalarinin karsilastirildigir bir calismada, bu iki ydntemin %063
oraninda cakigsma gosterdigi saptanmustir. Bu ¢alismaya gore farkli sonuglar veren
suslarin, oOzellikle atipik suslar oldugunun belirlenmesi, hiicre duvar1 protein
profillerinin taksonomik ¢alismalarda giivenilir olduguna isaret etmektedir (Picon et al.
2005). Lactococcus cinsi iiyelerinin tanimlanmasinda klasik tani testleri ile hiicre duvari
protein profillerinin karsilastirilmasini esas alan bagka bir ¢alismada tanimlamada her

iki yontemin de genellikle paralel sonuglar verdigi saptannustir. Ozellikle klasik testler
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ile tanimlanan ¢ok sayida izolatin, SDS-PAGE protein profilleri ve genetik analizler
sonucunda bagka cinslerin iiyeleri oldugunun belirlenmesi, klasik tani testlerinin ne
denli aldatict oldugunu gostermektedir (Lortal and Chapot-Chartier 2005, Ruas-
Madiedo et al. 2005). Heterofermantatif Lactobacillus tiirlerinin incelendigi ve tiirler
aras1 farkliliklar1 ile molekiiler iligskinin ortaya konulmasini amaglayan bir bagka ¢alisma
da SDS-PAGE tekniginin kullanildig1 goriilmektedir (Dicks and Vuuren, 1987, Zavaglia
et al. 1999). Protein profilleri sonuglar1 protein bantlarinin varligi/yoklugundan
hareketle niimerik analiz yapilarak degerlendirilmistir. Elde edilen verilere; genel amaci
gruplanmamis verileri benzerliklerine gore smiflandirmak (kiimelemek) ve bireyler
aras1 farkliliklar ve ait olduklari kitleleri belirlemek olan kiimeleme analizi uygulanarak

dendogramlari ¢ikarilmistir.

Bakteri smiflandirma g¢aligmalarinda protein profillerinin kullanim olanaklart uzun
zamandir arastirilmaktadir. Bu konuda ilk calismalar toplam protein profillerinin
tesbitine dayanmaktadir. Daha sonra gerceklestirilen hiicre duvar1 protein profilerinin
tanimlanmasi s6z konusu galigmalarin yoniinii degistirmistir (Howink 1953, Pot et al.
1994). Yiizey yapilar1 disinda kalan proteinlerin stabil iiretimi s6z konusu degildir.
Toplam protein profil ¢caligmalari, cok degisik ¢evresel kosullarin etkisi altinda, stabil

olmamaktadir (Gatti et al. 1997).

Klasik tani testlerine oranla, protein ¢aligmalarinin hizli ve giivenilr sonuglar vermesi
kullanimda tercih edilmesini on plana ¢ikarmaktadir. Ozellikle spesifik genlerin
tiretiminde de Oncii ¢aligmalar1 olusturmalar1 nedeniyle genetik tani testlerinin temelini
olusturmaktadir (Picon et al. 2005). Laktik asit bakerilerinin molekiiler teknikler
kullanilarak smiflandirilmasin1  esas alan arasirmalarda, protein igeriklerinden
yararlanma c¢ok kisa siirelerde sonuglanabilmektedir. Farkli arastirma gruplarinin
yuriittigli ¢alismalarda laktik asit bakterilerine ait tiirlerin ayriminda hiicre duvari
protein profillerinin giivenilir bir smiflandirma kriteri olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Ward et al. 1998). L. lactis, L. cassieliflavus, L. gavriae, L.piscium ve L.
plantarum tiirlerin ayriminda; 16S rRNA:DNA hibridizasyonlari, resriksiyon fragment
boy polimorfizmi ve gen kaynaklarinin kullanimini igeren molekiiler genetik teknikler
gibi hiicre duvari protein profillerinin kullanmi da standardize edilmistir. Ancak bu

teknigin endiistriyel 6neme sahip L. lactis alttiirlerinin tanimlanmasinda ve ayriminda
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kullanimi netlik kazanamamistir. Bazi ¢alismalar ise 6zellikle alttiirler arasinda hiicre
duvar proteinlerinin siniflandirmada kullanilacak bir farklilasmaya neden oldugunu

belirtmektedir.

Laktik asit bakterilerinde hiicre duvarina lokalize olan proteinlerin ¢ogu (proteinaz
sistemleri ve laktoz permeaz gibi) sdz konusu bakterilerin endiistriyel oneme sahip
Ozelliklerinin esasii teskil etmektedir. Hiicre duvarinda lokalize olan proteinlerin
tanimlama testlerinin standardizasyonu, bu bakterilerin endiistriyel agidan 6nem tasiyan
ozelliklerinin kontrolii ve dolayist ile starter kiiltiir susu performansinin takibi agisindan

da kritik bir noktadir.

30



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

Bu calismada, farkl1 iiriinlerden izole edilen 31 adet izolat ve farkli Universitelerin
Kiiltiir Koleksiyonlarindan temin edilen 57 adet bakteri olmak iizere toplam 88 laktik

asit bakteri kiiltlirii kullanilmistir (Cizelge 3.1).

3.1.2 Kiiltiir ortamlar

Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonlar i¢in igerikleri EK 1°de verilen TGE, MRS,
M17, SB ve LUSM besi yerleri kullanilmistir

3.1.3 Tampon ve ¢ozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve soliisyonlarin hazirlanis1t EK 2’de verilmistir

3.1.4 Molekiiler markirlar

Calisma boyunca kullanilan DNA ve protein markirlar1 EK 3°de verilmistir

3.1.5 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalar1 EK 4’de verilmistir.
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Cizelge 3.1

Calismada kullanilan Laktik Asit Bakterileri

Bakteri

Kaynak

Enterococcus

Enteococcus casseliflavus NRLL- 3502

Ankara Universitesi Gida Miihendisligi

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik

2. | Enterococcus faecalis OZ-1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
3. | Enterococcus faecalis Ibni Sina Hastanesi Mikribiyoloji Lab.
4. | Enterococcus faecalis E27 Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii
5. | Enterococcus faecium F1 Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii
6. | Enterococcus faecium ibni Sina Hastanesi Mikribiyoloji Lab.
B.
Lactococcus
_ A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
1. | Lactococcus lactis OZ1 )
Lab. Lab.Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
2. | Lactococcus lactis OZ2 )
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
3. | Lactococcus lactis OZ3
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
4. | Lactococcus lactis OZ4
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
] A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
5. | Lactococcus lactis OZW1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
_ A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
6 | Lactococcus lactis OZW?2
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
_ A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
7 | Lactococcus lactis OZW3 )
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
8 Lactococcus lactis PK1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
9. | Lactococcus lactis subsp. cremoris RSKK 01018 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
10. | Lactococcus lactis subsp. cremoris NRLL-B 634 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
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Pediococcus

1. | Pediococcus accidilactici NRLL-B 4958 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
2. | Pediococcus acidilactici 2 N 10P Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii
i o A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
3. | Pediococcus acidilactici 2++ )
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
i o A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
4. | Pediococcus acidilactici RS2 ]
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
) . A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
5. | Pediococcus acidilactici AB6 )
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
_ o A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
6. | Pediococcus acidilactici F2+ )
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
_ o A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
7. | Pediococcus acidilactici E++ )
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
8. | Pediococcus accidilactici cereviciae ATCC 666 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
9. | Pediococcus dextranicus 2N 1P Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii
. A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
10. | Pediococcus pentosaceus DT1 )
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
11. | Pediococcus pentosaceus DT10
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
12. | Pediococcus pentosaceus KS2
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik
13. | Pediococcus pentosaceus TK3
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
14. | Pediococcus pentosaceus KPR
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
15. | Pediococcus pentosaceus TS1 )
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
16. | Pediococcus pentosaceus ST3 )
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
17. | Pediococcus pentosaceus BY1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
18. | Pediococcus pentosaceus P1

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
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A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik

19. | Pediococcus pentosaceus P7
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
20. | Pediococcus pentosaceus P20 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
21. | Pediococcus pentosaceus A9 Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
22. | Pediococcus pentosaceus A12 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
23. | Pediococcus pentosaceus DH2 Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
24. | Pediococcus pentosaceus DH3 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
25. | Pediococcus pentosaceus PH2 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
26. | Pediococcus pentosaceus MCO31 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
27. | Pediococcus pentosaceus 345 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
D. | Leuconostoc
] A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
1. | Leuconostoc lysis
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
5 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
" | NRLL-B 3469 Boliimii
. . Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu RSKK
3. | Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 1061
. ) A.U.F.F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik
4. | Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik
5. | Leuconostoc sp. OZ1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik
6. | Leuconostoc sp. OZ2
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
7. | Leuconostoc sp. OZ3
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
8. | Leuconostoc sp. 0Z4 Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
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Lactobacillus

Lactobacillus acidophilus RSKK 03037

Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

2. | Lactobacillus acidophilus ODTU Gida Miihendisligi
. ] A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
3. | Lactobacillus brevis OZ1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. . Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
4. | Lactobacillus brevis NRLL-B 21
Bolimii
Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
5. | Lactobacillus buhnerii NRLL-B 1837
Boliimii
6. | Lactobacillus caseii RSKK 706 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
7. | Lactobacillus caseii CG1 ODTU Gida Miihendisligi
8. | Lactobacillus cremoris RSKK 708 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
9. Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
RSKK 594
Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
10. | Lactobacillus fermentum NRLL-B 585
Bolimii
) A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
11. | Lactobacillus fermentum PK2
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
. ] Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
12. | Lactobacillus helveticus AU
Boliimii
13. | Lactobacillus helveticus HU Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii
Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
14. | Lactobacillus maltoramicus NRLL148532 Boliimii
. . A.U.F.F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik
15. | Lactobacillus paraparacasei ABZ )
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. . A.U.F.F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik
16. | Lactobacillus paraparacasei STL
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
17. | Lactobacillus pentosus ODTU Gida Miihendisligi
) A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
18. | Lactobacillus plantarum OZ1

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

35




19. | Lactobacillus plantarum Z111 ODTU Gida Miihendisligi
20. | Lactobacillus plantarum DSM 20174 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
21. | Lactobacillus plantarum DSM 20246 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
22. | Lactobacillus plantarum 37 ODTU Gida Miihendisligi
23. | Lactobacillus plantarum 73 ODTU Gida Miihendisligi
24. | Lactobacillus plantarum 215 L ODTU Gida Miihendisligi
25. | Lactobacillus plantarum 23 ODTU Gida Miihendisligi
26. | Lactobacillus plantarum 80 ODTU Gida Miihendisligi
27. | Lactobacillus plantarum CG4 ODTU Gida Miihendisligi
28. | Lactobacillus plantarum 1193 ODTU Gida Miihendisligi
29. | Lactobacillus plantarum CG ODTU Gida Miihendisligi
) A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
30. | Lactobacillus plantarum APKS2
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
) A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
31. | Lactobacillus plantarum PYN
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
] A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
32. | Lactobacillus plantarum MLR )
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
. A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
33. | Lactobacillus plantarum BF2 _
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
. A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
34. | Lactobacillus plantarum NCDO 995
Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
. Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
34. | Lactobacillus rhamnasus NRLL-B 442
Bolimii
] A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
35. | Lactobacillus rhamnasus TK 2

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
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3.1.6 Cozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Caligma stiresince kullanilan tiim cam malzemelerin sterilizasyonu igin pastor firimi
(160°C de 2 saat), soliisyon ve besi ortamlarinin sterilizasyonu igin ise otoklav

kullanilmistir (121°C de 15 dak).
3.1.7. Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi

Izolatlar uygun siv1 besi ortaminda 18 saat gelistirildikten sonra 1 ml ependorf tiiplere
aktarilarak 10.000 rpm’de 75 sn santriflij edilmis, daha sonra pellet 1 ml steril distile su
ile yikanmis ve %50’lik steril gliserol ¢ozeltisinde -20°C” de saklanmustir (Malhotra et
al. 2000).

3.2. Yontem
3.2.1. Gida kokenli Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Degisik markalara ait ticari amaclarla iiretilen gida friinleri oncelikli olarak lokal
marketlerden toplanarak laboratuara getirilmistir. Laboratuara getirilen kat1 6rneklerden
bir miktar 10 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisine alinmis ve bir gece 6ziitlin siviya
gegmesi amactyla 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilmistir. Sivi tiriinler direk
seyreltme islemine tabi tutulmustur. Orneklerden birer ml alinarak 9 ml FTS iceren
steril tiiplere seri seyreltmeler gergeklestirilmistir. Izole edilecek hedef bakteriye dzgii
besi ortamlar1 kullanilarak (Cizelge 3.2) dokme plak yontemi ile uygun goriilen
seyreltme sivilarindan ekimler gergeklestirilmistir (Benkerroum et al. 1993). Ekim
yapilan petri plakalar izolatlarin gelisebilmesi i¢in uygun sicakliklarda 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir (Tserovska et al. 2000,2002, Kelly et al. 1996, Bromberg et
al. 2004) .
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Cizelge 3.2  Calismada izole edilen bakteri tiirleri, gelisme ortamlar1 ve optimum
gelisim sicakliklart

BAKTERI GELISME ORTAMI &SICAKLIK
Lactobacillus sp. MRS, 30°C
Pediococcus sp. TGE, 37°C
Lactococcus sp. M17, 30°C
Enterooccus sp. TGE, 30°C
Leuconostos sp. LUSM/SB, 27°C

Inkiibasyon bitiminde, farkli besi ortamlarinda gelisen kiiltiirler tek tek koloni
morfolojileri bakimidan incelenmis ve yapi, sekil, renk, biiyiiklik vb. ozellikleri
acisindan farkli bulunan koloniler segilerek izolasyon ig¢in ayrilmistir. Besi
ortamlarindan tek cekilen koloniler ayn1 ortamin sivisina aktarilarak uygun kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Tiipte gelisen kiiltiirlerin saf olup olmadiklarin1 belirlemek
amaciyla agar besi ortamlarina tek koloni diisiirme teknigi ile ¢izgi ekimler yapilmis ve
inkiibasyonu takiben, makroskobik incelemeler sonrasinda saf olduguna karar verilen
kiiltiirlerden Oncelikli olarak stok Kkiiltiirler hazirlanmis daha sonra ise tanimlama

yontemlerine gegilmistir (Plesis et al. 2004).
3.2.2. Gida kokenli Laktik Asit Bakterilerinin tanimlanmasi

Laktik Asit Bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik

siiflandirmanin temeli fizyolojik, morfolojik ve farkli sicakliklarda, pH degerlerinde,

tuz konsantrasyonlarinda gelisim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizmasi

gibi metabolik/biyokimyasal 6zelliklerin incelenmesini iceren fenotipik o6zelliklere

dayanmaktadir (Lyhs et al. 2002).
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3.2.2.1 Fenotipik ozelliklerinin incelenmesi

Izolatlara ait morfolojik dzellikler, basit metilen mavisi ve Gram boyama yapilmis
preparatlarin  1500X  biiyiitmeli 151k mikroskobunda incelenmesi sonucunda

belirlenmistir.
3.2.2.1.1 Koloni morfolojisi

Kati1 besiyerinde gelismis olan bakteri kolonileri degisik sekil ve renklerine gore

gozlemlenmistir (Halkman 2005).
3.2.2.1.2 Katalaz testi

Kat1 agar besiyerinde 1824 saat gelistirilen bakteri kolonileri lizerine %3’liik hidrojen
peroksit ¢ozeltisi ilave edilerek kiiltlirlerin yiizeyinde hava kabarciginin olusup
olusmamasina gore sonuglar degerlendirilmistir. Gaz ¢ikisinin olmadigi izolatlar

katalaz-negatif olarak degerlendirilmistir (William et al. 2001) .
3.2.2.1.3 Metilen mavisi ile boyama

Lam tizerine 10ul saf su damlatilarak bakteri kiiltiiri homojenize edilmis ve lamel
havada kurutulduktan sonra alevden gecirilerek fikse edilmistir. Lamin iizerine Metilen
mavisi damlatilarak 3-5 dak bekletilmis ve sonrasinda saf su ile yikanmigtir. Hava
akimi ile kurutulan lamlarin iizerine immersiyon yagi damlatilarak bakterilerin

morfolojileri 1500X biiyiitmeli 151k mikroskobunda gozlenmistir (William et al. 2001).
3.2.2.1.4 Gram boyama

Incelenecek materyal steril sartlarda temiz bir lam iizerine homojen bir sekilde yayilmis
ve hava akimi ile kurutulmustur. Alevden gegirilerek fikse edilen lam Kristal violet
boyasi ile 1 dakika muamele edilmis, daha sonra lugol soliisyonu damlatilarak 1-2
dakika beklenmistir. Su ile yikanarak etanol ile 30 saniye dekolorize edilmis ve {izerine

sulu Bazik Fuksin damlatilarak 30 sn bekletilmistir. Su ile tekrar yikanan ve hava akimi
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yardimi ile kurutulan lam {izerine immersiyon yag1 damlatilarak 1500X biiyiitmeli 151k

mikroskobunda g6zlenmistir (William et al. 2001).

3.2.2.1.5. Glukozdan gaz olusumu

Fermentasyon sonucunda gaz olusup olusmadigini anlamak amaci ile besiyerine
sterilizasyondan once ters olarak konan diirham tiiplerin tabaninda gaz olusumunun
varligr kontrol edilmistir. Hazirlanan TGE besiyeri igerisine ters vaziyette diirham
tipleri yerlestirilmis ve sterilize edilen besiyerlerine bakteriler % 0.1 oraninda
aktiflestirilmistir. 35°C’de 18 saatlik inkiibasyon sonucunda gaz olusumunun varlig

diirham tiipleri araciligiyla test edilmistir (Hitchener et al. 1982).

3.2.2.1.6 Farkh sicakliklarda gelisim testleri

1 gece inkiibasyona birakilmig taze bakteri izolat kiiltiirleri uygun 5 ml sivi besi
ortamlarina 0.5 ml oraninda inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda (4°C, 25°C, 35°C,
45°C, 50°C) inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar; inkiibasyon siiresi sonunda geligme
varligi yoniinden pozitif veya negatif, zayif gelisimler ise z (zayif) olarak

degerlendirilmistir (Osmanagaoglu 2003).

3.2.2.1.7 Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisim testleri

Bakteri izolatlarinin % 4, % 6.5 ve % 12 olacak sekilde farkli tuz konsantrasyonlarinda
gelisme yetenekleri test edilmistir. Sivi besiyerlerine farkli konsantrasyonlarda NaCl
eklenmis ve inokiilasyondan sonra uygun sartlarda inkiibasyona birakilarak sonuglar

degerlendirilmistir (Osmanagaoglu 2003).

3.2.2.1.8 Farkh pH degerlerinde gelisim testleri

Bakteri izolatlarinin, pH 2, 3, 4, 5, 6.5 ve 9.8 degerlerinde gelisme yetenekleri test
edilmistir. Uygun besi ortamlarinin pH’1 sterilizasyondan once ayarlanmis ve bakteri
izolatlar1 5 ml s1v1 besi ortamlarina 0.05 ml oraninda inokiile edilmistir. 35°C’de 18-24

saatlik inkiibasyon sonucunda liremenin varligi test edilmistir (Osmanagaoglu 2003).
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3.2.2.1.9 Sitrat kullanim

Sitrat testi bakterilerin karbon kaynagi olarak sitrat1 kullanip kullanmadigini belirlemek
amaci ile yapilmistir. Yatik olarak hazirlanan Simon’s sitrat agar (Merck) besiyerine 6ze
ile stirme yapilarak optimum sicaklikta 2-7 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Orijinal rengi yesil olan ve indikator olarak %0.2 bromotimol mavisi kullanilan
besiyerinde, besiyeri renginin maviye doniismesi ve ekim hattt boyunca iireme
gbzlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Besi yerinin rengi degismemisse

sonu¢ negatif kabul edilmistir (Halkman 2005).
3.2.2.1.10 Arjinin hidrolizi

Bazi bakteriler arjininden amonyak olusturarak ortamimn pH’simi yiikseltirler. Arjinin
hidrolizinin varligini tayin etmek amaci ile igerigi EK-1’de verilen arjinin siv1 besi yeri
hazirlanmistir. 1 gece inkiibasyona birakilmis taze bakteri izolat kiiltiirleri uygun 5 ml
stv1 besi ortamlara 0.05 ml oraninda inokiile edilmis ve uygun sartlarda inkiibasyona
birakilmistir (Arda 2000). Inkiibasyon sonucunda meydana gelen renk degisimi sonucun

pozitif oldugunu gostermektedir.
3.2.2.1.11 Dextran iiretimi

Sukroz’dan dextran (slime) {iiretimi, igeriginde olmasi gereken glukoz yerine 5%

sukrozun ilave edildigi MRS kat1 besiyerinde gozlemlenmistir (Ul-Qader et al. 2001).
3.2.2.1.12 Ekzopolisakkarit iiretimi

Ekzopolisakkarit {iretiminin varligini test etmek amaci ile El Soda ve ark (1991)’larinin
yapmis olduklari ¢alisma kullanilmistir. Cizgi ekimleri yapilan bakteri izolatlar1 uygun
sartlarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra biiylite¢ yardimi ile kolonilerin

etrafindaki farkl ipliksi-yaygin yap1 incelenmistir.
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3.2.2.1.13 Glukozdan asetoin olusumu (Voges Proskauer testi)

Baz1 bakteriler glukoz bulunan ortamda glukozu kullanarak asetoin gibi ¢esitli nétral
tiriinler olustururlar. Asetoin varligini test edebilmek i¢cin MR-VP besi yeri (Merck)
kullanilmuistir. 17 gr/lt olacak sekilde hazirlanmis ve 5 ml olarak tliplere dagitilarak
121°C’ de 15 dakika steril edilmistir. 1 gece inkiibasyona birakilmig taze bakteri
izolatlar1 uygun 5 ml siv1 besi ortamlarina 0.05 ml oraninda inokiile edilmis ve uygun
sartlarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi gelismis kiiltiirden 1ml.
steril bir tiipe aktarilmistir. Uzerine 0.6 ml alfa naftol ¢dzeltisi ve 0.2 ml KOH ¢ozeltisi
ilave edilmistir (EK-2). %40’lik potasyumhidroksit ilavesi ile ortamdaki diasetil
asetoine okside olur. a-Naftol ilavesi ile 15 dakika i¢inde iist kistmda pembeden parlak
kirmiziya kadar degisen halka olusumu pozitif sonu¢ anlamia gelmektedir (Arda

2000).
3.2.2.1.14 Karbonhidrat fermentasyonu

Cins olarak tanimlanabilen izolatlarin tiir diizeyinde belirlenebilmesi i¢in; standardize
edilmis tanimlama sistemi olarak ifade edilen API (Analytical Profile Index) S0CH test
kitlerinden (BioMerieux) yararlanilmistir. API 50CH laktik asit tanimlama kiti; farkl
biyokimyasal test substratlarin1 dehidre olarak igeren 50 adet mikrotiipten (1 adedi
kontrol olmak iizere) olusmaktadir. Bu kitin igerdigi kullanima hazir 10 ml hacimdeki
steril besi ortamina (API S0CHL Medium) bakteri kiiltiirinden aktarma yapilarak
bakteri slispansiyonu hazirlanmistir. Bu soliisyonun turbititesi 2 McFarland Standarti
g6z Oniline alinarak ayarlanmig ve 50 mikrotiipe, steril damlalik kullanilarak tek tek
inokiilasyonlar yapilmistir. Daha sonra bu kuyucuklarin {ist kismi mineral yag
(BioMerieux) kullanilarak kapatilmis ve uygun kosullarda 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bromkresol moru indikatérii igeren mikrotiiplerdeki
besi ortami renginin s6z konusu karbonhidrat fermantasyonuna (asit liretimine) baglh
olarak mordan sariya doniigmesi durumunda sonug¢ pozitif, rengin degismemesi
durumunda ise negatif olarak degerlendirilmistir. Eskiilin testi gerceklestirilen 25 nolu
mikrotiipte ise besi ortami renginin siyaha doniismesi durumunda sonug pozitif, ayni
kalmasi durumunda ise negatif olarak degerlendirilmistir. Renk degisimi konusunda

stipheye diisiilmesi durumunda sonu¢ pozitif/negatif olarak renk tonlamasma gore
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kaydedilmistir. Sonuglar “API Identification Software (API Lab Plus Program,
bioMerieux)” programina aktarilmis ve izolatlar i¢inde secilen 6rnekler bu bilgisayar
programina gore tiir hatta alttiir diizeyinde tanimlanmistir. Tiir hatta alttiir tanimlama
sonuclar1 yilizde olarak verilmekte ve bu genellikle birka¢ alternatif olarak karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle mor-sar1 renk arasindaki olusumlar pozitif/negatif olarak
degerlendirmeler arastiricinin insiyatifine kalmakta bir seker bile sonucu degisen yiizde
oranlarinda farklilagtirabilmektedir. Bu gibi sebeplerden dolay1; her ne kadar giivenilir
bir fenotipik test teknigi olarak tanimlansa da sonuglarin problemler yaratma olasilig1
calismalart molekiiler tekniklerin kullanimi gibi farkli alternatifler bulmaya

yonlendirmistir.

3.2.2.2 Molekiiler tekniklerin kullanim ile fenotipik 6zelliklerin incelenmesi

Laktik Asit Bakterilerinin ¢ogu oldukc¢a benzer besinsel ihtiyaglara sahip olup benzer
cevresel sartlar altinda gelisim gosterebildiklerinden dolayr LAB’lerinin tiir diizeyinde
tanimlanmalarinda kullanilan bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alici ve ayni

zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan da siiphe uyandiricidir.

Bu kriterler kaba bir tanimlama amaci i¢in yeterli olsalarda net bir identifikasyon
amacina yoOnelik degillerdir. Bundan dolayidirki, son yillarda ¢alismalar gida kokenli
LAB lerinin mikrobiyal identifikasyonlar1 i¢in molekiiler biyoloji tekniklerinin bu

alanda uygulamasi lizerine yogunlagmustir.

LAB’lerine uygulanan modern taksonomik metotlarin temelinde molekiiler tiplendirme
metotlar1 yer almaktadir ve bu metotlarda LAB lerinin hizli bir sekilde tespit
edilebilmesi ve tanimlamada farkliliklarin ortaya konulmasi i¢in molekiiler biyoloji
teniklerinin uygulamasi {izerine yogunlasmistir. Fenotipik ve genotipik analizleri
icerisine alan bu modern taksonomik teknikler LAB’lerinin taksonomisinde
heyecanlandirici degisiklere sebep olmustur. Mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve
tiplendirmesi icin olusturulan giiclii ve tekrarlanabilir elektroforetik parmakizi analizleri
genotipik (pilazmid profili, RAPD-PCR, RFLP, ARDRA, PFGE, AFLP) ve fenotipik

(toplam hiicre proteinlerinin ve hiicre duvar1 proteinlerinin SDS-PAGE ile
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tanimlanmasi) olarak cesitlilik gostermektedir. Bir¢ok yazilim programi da bu

elektroforetik parmakizi analizleri arasindaki iligkiyi tanimlamada basarili olmaktadir.

3.2.2.2.1 Bakterilerin hiicre duvari protein profillerine gore tammlanmasi

Molekiiler tekniklerin kullanimi ile gerceklesen fenotipik metotlar arasinda, sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforezde gozlemlenen hiicre duvari proteinlerinin
parmak izi profili yer almaktadir ve bu yontem LAB’lerine ait tiirlerin ve alt tiirlerin

hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasinda kullanilmaktadir.

Hiicre duvar proteinlerinin izolasyonu: Bakteri stok kiiltiirlerinden 25ul alinarak 5
ml steril besi yerlerine ardi ardina 2 kez aktiflestirme yapilmistir. Hiicre duvari
proteinlerinin izolasyonu amaciyla 18 saatlik bakteri kiiltiirleri kullanilmistir. 18 saatin
sonunda bakteri kiiltiirlerinden 1.6 ml alinarak 2 ml’lik steril Eppendorf tiiplere alinmis
ve 400yl triklor asetik asit ilavesinden sonra buz banyosunda 30 dk bekletilen 6rnekler
10000 devirde 10 dk santrifiij edilmis ve elde edilen ¢okelti kurutulmustur. Daha sonra
iki kez 500ul aseton ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Aseton ¢okeltiden
uzaklastirildiktan sonra c¢okelti iizerine 160ul TES, 16ul Lizozim ve 2ul RNaz A ilave
edilmis 37°C’ye ayarlanmis olan dry blokta 30 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda
protein izolatlar1 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE)
kadar -20°C de saklanmustir. SDS-PAGE uygulamasindan once derin dondurucudan
cikarilan izolatlardan steril Eppendorflara 20ul alinmigs ve 4 pl 6rnek tamponu
ilavesinden sonra 5 dk siliresince kaynar suda bekletilmistir. Siire bitiminde oda
sicakligina kadar sogutulan 6rnekler SDS-PAGE sistemlerinde analiz edilmistir (Piard

etal. 1997).

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE): SDS-PAGE
calismasinda, Laemmli (1970) tarafindan kullanilan yontem kullanilmistir. Dikey jel
sisteminde iki adet 10x10 cm boyutlarinda cam plaka kullanilmistir. Elektroforez
plakalar1 %70’lik etanol ¢ozeltisi ile temizlendikten sonra sistem kurulmustur. Jel
taragiin lcm altina gelecek sekilde %10 luk (%C:2.67) ayirici jel dokiilmiis ve iizerine
1 ml biitanol ilave edilmistir. Jelin polimerizasyonu i¢in 45 dk. beklenmis ve biitanol

daha sonra kurutma kagitlart yardim ile ¢ekilmistir. Plakanin geri kalan kismi, %4 liik
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jel ile tamamlanmis ve tarak yerlestirilerek polimerizasyon i¢in 30 dakika beklenmistir.
Daha sonra plakalar elektroforez tankina yerlestirilmis ve taraklar alinmistir. Tank igine
elektrot tamponu yerlestirilmis ve protein drnekleri 20ul olarak yiiklenmistir. Toplayici
jel i¢in; 100—120 Volt (25mA), ayirict jel i¢in ise; 220-300 Volt (35mA) elektrik akimi
uygulanmistir. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel; Commasie Brillant Blue boya
cozeltisinde 1 gece bekletilmistir. Daha sonra boya geri alma ¢dzeltisine alinan jel,
protein bantlar1 netlik kazanana kadar bekletilmis ve daha sonra asetik asit ¢ozeltisinde

saklanmistir.

Protein biiyiikliiklerinin hesaplanmasi: Beyaz 151k kaynagi iizerine yerlestirilerek
KODAK Jel dokiimantasyon cihazindan alinan jel fotograflarinda hiicresel proteinlerin

molekiiler biiyiikliikleri NOVEX Mark12 protein markiri kullanilarak hesaplandi.

3.2.2.3 Molekiiler tekniklerin kullanim ile genotipik o6zelliklerinin incelenmesi

Genotipik tekniklerden biri olan ve jel elektroforez ilizerinde gozlemlenen pilazmid
profil paternleri LAB’lerinin taksonomik statiisiine aydinlik getirmek, bazi suslar
arasinda ayrim saglamak ve suslar arasindaki iliskiyi degerlendirmek amaciyla basarili
bir sekilde kullanilmaktadir (Coventry et al. 1984, Davies, et al. 1981). Bununla
beraber, bu yaklasimin giivenilirligide limitlidir ¢iinkii baz1 pilazmid DNA molekiilleri

dogal yapilarinda instabilite gdstermektedir.

3.2.2.3.1 Bakterilerin pilazmid iceriklerine gore tanimlanmasi

Pilazmid izolasyonu : Laktik asit bakterilerinden pilazmid DNA izolasyonu igin;
Anderson ve McKay (1983)’in 6nerdigi yontem kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri 1 gece
oncesinden 5 ml besiyerine aktiflestirilmistir. Besiyerinde uygun kosullarda 18 saat
gelistirilen kiiltiirler tekrar sivi besiyerine %10 (5ml=500ul.) oraninda inokiile
edilmistir. Uygun kosullarda tekrar 3-3.5 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire
sonunda steril 2 ml’lik Eppendorf santrifiij tiiplerine siv1 kiiltiirden aktarildiktan sonra
10.000 devir/dk hizda santrifiij yapilmis ve elde edilen hiicre ¢okeltisi kurutulmustur.
Daha sonra pellet lizerine pH 8.0 olan sakkaroz tamponundan 379ul ilave edilir ve

pellet bu soliisyonda ¢oziilmiistiir. Ornekler 37°C’de 5 dakika bekletildikten sonra
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96.5ul lizozim ¢ozeltisi ilave edilmis ve tekrar 37°C’de 5 dakika bekletilmistir. 48.2ul
Tris EDTA 1 uygulamasindan sonra %20 SDS ¢o6zeltisinden 27.6ul eklenmistir. Hafif
bir karigtirma ardindan 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilarak lizisin
tamamlanmas1 saglanmigtir. Siirenin bitiminde yiiksek devirde 30 sn vortekslenen
orneklere yeni hazirlanmig 3N NaOH ‘den 27.6ul ilave edilmistir. Diliz bir zemin
tizerinde 10dk. boyunca yavasca ters diiz edilerek karistirilan 6rnekler 49.6ul 2 M Tris
HCI ilavesi yapildiktan sonra 3 dk siire ile yine diiz bir zeminde karigtirilmustir.
+4°C’de tutulan 5SM NaCl ¢ozeltisinden 71.7ul ve %3 NaCl ile doyurulmus fenol
¢ozeltisinden 700ul eklenmis ve +4°C’de 15.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.
Steril bir Eppendorfa alinan iist faza 700ul kloroform/izoamilalkol eklenmis ve santrifiij
isemi tekrarlanmistir. Santrifiij bitiminde {ist faz alinmis ve es hacimde izopropanol ile
muamele edilmistir. Ekstraktlar -20°C’de 1 gece bekletilmis daha sonra 15.000 rpm’de
20 dk. santrifiij islemine tabi tutulmustur. sonucta olusan DNA ¢okeltisi kurutulmus ve
20ul  Tris-EDTA-2 igerisinde ¢Oziilmiis elektroforez islemine kadar -20°C’de
saklanmigtir. Elektroforez igleminden dnce RNazA stok c¢ozeltisinden 2pul ilave edilerek
37°C’de 45 dk dry block igerisinde inkiibe edilerek yiiklemeye hazir hale getirilmistir
(Maniatis et al. 1986).

Agaroz jel elektroforez: Pilazmid DNA 6rneklerinin elektroforezi % 0.8 agaroz iceren
jellerde yapilmistir (Meyers et al. 1976). Yatay jel elektroforezi i¢in agaroz, kullanilan
sistemin biiylikliigiine gore 100-150ml tris-borik asit elektroforez tamponu igerisinde
mikrodalga firin kullanilarak ¢ozilmiistiir. 45°C” ye kadar sogutulan jele 5ul miktarda
Etidyum bromit soliisyonundan eklenmis ve homojen karigim saglandiktan sonra
elektroforez plakalarma aktarilip, taraklar yerlestirilmis, bir saat jelin donmasi igin
beklenmistir. Bu siire sonunda elektroforez tanklarina, jelin yiizeyini kapatacak sekilde
tampon ¢ozelti ilave edilmistir. Jelin hasar gormemesine dikkat edilerek tarak ortamdan
uzaklagtirllmigtir. DNA oOrnekleri dry bloktan alinarak 2ul yiikleme boya ¢ozeltisi ile
kanistirilmis ve mikropipet yardimi ile kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez 90V’da
4-4.5 saat siireyle yapilmigtir. Marker olarak supercoiled DNA ladder kullanilmis. 1pl
DNA aym: miktarda yiikleme boyasi ile karigtirilarak kuyucuklara aktarilmistir.
Yiikleme boyas: jeli terk ettikten sonra akim kesilmis ve agaroz jeli, KODAK jel
goriintileme cihazina yerlestirilerek 366nm dalga boyunda UV 15181 altinda
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incelenmistir (Macrina et al. 1982). Fotograf ¢ekimleri de yine aymi cihaz kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Pilazmid biiyiikliiklerinin hesaplanmasi: LAB’lerinden izole edilen pilazmidlerin
biiytikliiklerinin saptanmasinda, molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA markirinin
(Supercoiled DNA ladder) elektroforetik hareketleri ile, biiyiikliiklerinin logaritmalar
arasinda belirlenen dogrusal iliskiden yararlanildi. Kullanilan ccc DNA markirinin
agaroz jel fotograflar1 lizerinde Olcililen gd¢ araliklari ile bilinen biiyiikliiklerinin
logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri gikarilmistir. Istatistik analizlerle her farkli
jel i¢in korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek Agaroz jeldeki fragmentlerin
biiyiikliikleri saptanmustir (Macrina et al. 1978, Elder and Southern 1983). Bunlar
dikkate alinarak hazirlanan KODAK GL200 software analiz programinin yardimi ile

bilinmeyen fragmentlerin biiyiikliikleri hesaplanmstir.
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4. BULGULAR
4.1 Gida Kékenli Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Stipermarketlerden ve lokal iireticilerden temin edilen degisik markalara ait ticari
amaglarla tretilen gida malzemelerinden laktik asit bakterileri izole edilmistir. Ekim
yapilan petri plakalardan farkli goriilen koloniler yine aymi besiyerine ¢izgi ekim
yapilmak suretiyle aktarilmisg, saflastirilmis ve tanimlama yoluna gidilmistir. Bu amagla

secilen bakteri tiirleri Cizelge 4.1°de tanimlanmustir.
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Cizelge 4.1  Izole edilen Laktik Asit Bakterileri

BAKTERI ADI iZOLE EDILDIGIi MATERYAL
Lactococcus lactis PK1 Kasar Peyniri
Pediococcus pentosaceus DT1 Ton Baligi
Pediococcus pentosaceus DT10 Ton Baligi
Pediococcus pentosaceus TS1 Tursu Suyu
Pediococcus pentosaceus ST3 Siit
Pediococcus pentosaceus BT1 Yogurt
Pediococcus pentosaceus P1 Sucuk
Pediococcus pentosaceus P7 Sucuk
Pediococcus pentosaceus P20 Sucuk
Pediococcus pentosaceus A9 Boza
Pediococcus pentosaceus A12 Boza
Pediococcus pentosaceus DH2 Hardal
Pediococcus pentosaceus DH3 Hardal
Pediococcus pentosaceus KS2 Sucuk
Pediococcus pentosaceus PH2 Hindi Eti

Pediococcus pentosaceus K1

Konserve Kapari

Pediococcus pentosaceus TK3 Ketcap
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3 Havug
Leuconostoc sp.0Z1 Havug
Leuconostoc sp. OZ2 Kabak
Leuconostoc sp. OZ3 Karnibahar
Leuconostoc sp. OZ4 Karnibahar
Lactobacillus fermentum PK2 Kasar
Lactobacillus rhamnasus TK2 Yogurt
Lactobacillus brevis OZ1 Sarap
Lactobacillus paraparacasei STL Yogurt
Lactobacillus paraparacasei ABZ Boza
Lactobacillus plantarum APKS2 Sosis
Lactobacillus plantarum PYN Beyaz Peynir
Lactobacillus plantarum MLR Bira
Lactobacillus plantarum BF2 Salam
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4.2 Gida Kokenli Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

4.2.1 Fenotipik ozelliklerinin incelenmesi

4.2.1.1 Koloni morfolojisi

Izole edilen bakteriler uygun ortamlarda ¢izgi ekim yapilarak gelistirilmistir (Sekil 4.1).

A) Pediococcus sp. B) Enterococcus sp.

C) Leuconostoc sp. D) Lactobacillus sp.

D) Lactococcus sp.
Sekil 4.1 Laktik Asit Bakterilerinde koloni morfolojileri
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4.2.1.2 Katalaz testi sonuclar

Laktik asit bakteri tiirleri katalaz negatif 6zellik gostermektedir. Uygun besi yerinde
iiremeye birakilan saf kolonilerin iizerine hidrojen peroksit damlatilmistir. Izole edilen
Laktik asit bakteri kiiltiirlerinin katalaz negatif olup hidrojen peroksiti kullanmadiklari,

dolayistyla su ve oksijen olusturmadiklar1 kolonilerdeki gaz ¢ikisi gozlenmemesi ile

fiziksel olarak belirlenmistir (Sekil 4.2.a). Kontrol olarak katalaz pozitif Bacillus sp.
kullanilmistir (Sekil 4.2.b).

Sekil 4.2 Laktik Asit Bakterilerinde katalaz negatif (a) Bacillus sp. OZ1 susunda katalaz

pozitif yani gaz olusumunu gdsteren reaksiyon (b)

4.2.1.3 Metilen mavisi ile boyama

Hazirlamis oldugumuz preparatlarin {izerine immersiyon yagi damlatilarak bakterilerin
morfolojileri 151k mikroskobunda gozlenmistir. izole etmis oldugumuz farkli laktik asit
bakteri cinslerine ait birer 6rnek temsilen incelenmis ve morfolojileri 151k mikroskobu

(OLYMPUS) altinda gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Metilen mavisi ile boyanmis Laktik Asit Bakterilerin 151k mikrograflari
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4.2.1.4 Gram boyama

Hazirlanan preparatlarin iizerine immersiyon yagi damlatilarak boyanma 6zelligi 151k
mikroskobunda goézlenmistir. Yapilan c¢alismanin sonucunda, izole etmis oldugumuz
LAB’lerin Gram (+) oldugu ve mikroskop altinda mavi-mor renkte kendilerini

gosterdikleri gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Gram-pozitif Laktik Asit Bakterisi

4.2.1.5 Glukozdan gaz olusumu

Fermentasyon sonucunda gaz olusup olusmadigini anlamak amaci ile besiyerine

sterilizasyondan once ters olarak konan diirham tiiplerin tabaninda gaz olusumunun

varhigi 35°C’de 18 saatlik inkiibasyon sonucunda kontrol edilmistir (Sekil 4.5 ve
Cizelge 4.2)

Sekil 4.5 Laktik Asit Bakterilerinde glukozdan gaz olusturan heterofermentatif (a) ve

gaz olusturmayan homofermentatif (b) suslar
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Cizelge 4.2 Laktik Asit Bakterilerinin glukozdan gaz olusturmasi

Glukozdan gaz
olusumu

Lactococcus lactis PK1

Pediococcus pentosaceus DT1

Pediococcus pentosaceus DT10

Pediococcus pentosaceus TS1

Pediococcus pentosaceus ST3

Pediococcus pentosaceus BT1

Pediococcus pentosaceus P1

Pediococcus pentosaceus P7

Pediococcus pentosaceus P20

Pediococcus pentosaceus A9

Pediococcus pentosaceus A12

Pediococcus pentosaceus DH2

Pediococcus pentosaceus DH3

Pediococcus pentosaceus KS2

Pediococcus pentosaceus PH2

Pediococcus pentosaceus K1

Pediococcus pentosaceus TK3

A R A A A A A A R A B

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3

Leuconostoc sp.0Z1

Leuconostoc sp. OZ2

Leuconostoc sp. OZ3

Leuconostoc sp. 0OZ4

[+ ]|+

Lactobacillus fermentum PK2

Lactobacillus rhamnasus TK2

Lactobacillus brevis OZ1

Lactobacillus paraparacasei STL

Lactobacillus paraparacasei ABZ

Lactobacillus plantarum APKS2

Lactobacillus plantarum PYN

Lactobacillus plantarum MLR

Lactobacillus plantarum BF2

+: Gaz olusumu var -: Gaz olusumu yok
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Homofermentatif
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Homofermentatif
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Cizelge 4.3 Izole edilen Laktik Asit Bakterilerinin farkl1 sicakliklarda gelisim durumlari

4°C 20°C 35°C 45°C 50°C
Lactococcus lactis PK1 + + + - _

Pediococcus pentosaceus DT1 -
Pediococcus pentosaceus DT10 -
Pediococcus pentosaceus TS1 -
Pediococcus pentosaceus ST3 -
Pediococcus pentosaceus BT1 -
Pediococcus pentosaceus P1 -
Pediococcus pentosaceus P7 -
Pediococcus pentosaceus P20 -
Pediococcus pentosaceus A9 -
Pediococcus pentosaceus A12 -
Pediococcus pentosaceus DH2 -
Pediococcus pentosaceus DH3 -
Pediococcus pentosaceus KS2 -
Pediococcus pentosaceus PH2 -
Pediococcus pentosaceus K1 -
Pediococcus pentosaceus TK3 -

o e o I o o I [ I I [ o IR (R NS I
A A A A R R A A R B B
o I o R (T I R [ I IS [ Il I R S I

Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum H3
Leuconostoc sp.0Z1

Leuconostoc sp. OZ2
Leuconostoc sp. OZ3
Leuconostoc sp. OZ4

+
N
N
N

+ 4|+ ]+
+ 4|+ ]+
+ 4]+ ]+
+ 4|+ ]+

Lactobacillus fermentum PK2
Lactobacillus rhamnasus TK2 +
Lactobacillus brevis OZ1 -
Lactobacillus paraparacasei STL
Lactobacillus paraparacasei ABZ
Lactobacillus plantarum APKS2 -
Lactobacillus plantarum PYN +

Lactobacillus plantarum MLR -
Lactobacillus plantarum BF2 -

+: Ureme var -: Ureme yok

I R R
FlH[+ |+ [+ ]|+ |+
I R R R
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4.2.1.6 Farkh sicakliklarda gelisme testleri

1 gece inkiibasyona birakilmis taze bakteri izolat kiiltiirleri uygun 5 ml sivi besi
ortamlarina 0.5 ml oraninda inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda (4°C, 25°C, 35°C,
45°C ve 50°C) inkiibasyona birakilan kiiltiirlerin sonuglari; inkiibasyon siiresi sonunda
gelisme varlig1 yoniinden pozitif veya negatif, zayif gelisimler ise pozitif/negatif olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).

4.2.1.7 Farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri

Bakteri izolatlarinin %4, 6.5,12 ve 18 gibi farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim

yetenekleri test edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir (Cizelge 4.4).
4.2.1.8 Farkh pH degerlerinde gelisme testleri

Bakteri izolatlarimin pH 2,3,4,5,6.5 ve 9.8 gibi farkli degerlerde gelisim yetenekleri test

edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir (Cizelge 4.5).

4.2.1.9 Sitrat kullanimi

Simon’s sitrat besi ortamina inokiile edilen bakteri izolatlar1 2 ile 7 giin arasinda degisen
zaman araliklarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda orijinal rengi
yesil olan besiyerinin lireme ile beraber renginin maviye donmesi pozitif sonug,

degisimin gbzlenmemesi ise negatif sonug olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).

4.2.1.10 Arjinin hidrolizi

Arjininden amonyak olusumunu gdérmek i¢in yapilan bu fenotipik testte inkiibasyon
sonucu indikatdr olarak kullanilan fenol kirmizisindaki degisim sonucun pozitif

oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Laktik Asit Bakterilerinde arjinin hidrolizi

4.2.1.11 Dextran iiretimi: Yaklasik 5 giin inkiibasyonda bekletilen 6rneklerde herhangi
bir slime yapimin gozlenmemesi, dekstran negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Cizelge 4.6).

4.2.1.12 Ekzopolisakkarit tiretimi

Ekzopolisakkarit {iretiminin varligini test etmek amaci ile ¢izgi ekimleri yapilan bakteri
izolatlarinin uygun sartlarda 48 saat inkiibasyonundan sonra bilylite¢ yardimi ile
kolonilerin etrafindaki farkli ipliksi-yaygin yapinin varligi hiicre etrafinda slime yapinin

varligina isaret ettigi icin sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).

4.2.1.13 Glukozdan asetoin iiretimi

MR VP besiyerinde gelisein bakteri izolatlar1 alfa naftol ve KOH ile reaksiyona
sokulmus ve sonuglar tiipiin iist kisminda meydana gelen ve pembeden kirmiziya dogru

degisen halkasal ¢izgi ile pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.7 ).

Sekil 4.7 Laktik Asit Bakterilerinde glukozdan asetoin iiretimi
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Cizelge 4.4 Izole edilen laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlarda tuz igeren
besiyerlerinde gelisimleri

4%

6.5%

12%

18%

Lactococcus lactis PK1

Pediococcus pentosaceus DT1

Pediococcus pentosaceus DT10

Pediococcus pentosaceus TS1

Pediococcus pentosaceus ST3

Pediococcus pentosaceus BT1

Pediococcus pentosaceus P1

Pediococcus pentosaceus P7

Pediococcus pentosaceus P20

Pediococcus pentosaceus A9

Pediococcus pentosaceus A12

Pediococcus pentosaceus DH2

Pediococcus pentosaceus DH3

Pediococcus pentosaceus KS2

€2 |2 |2

Pediococcus pentosaceus PH2

Pediococcus pentosaceus K1

Pediococcus pentosaceus TK3

FlH |||+ ||+ ]+

ol IR 1 o I I B I I I I I I I I I

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3

Leuconostoc sp.0Z1

Leuconostoc sp. 0Z2

Leuconostoc sp. OZ3

Leuconostoc sp. 0Z4

FlH || ]+

Lactobacillus fermentum PK2

Lactobacillus rhamnasus TK2

Lactobacillus brevis OZ1

Lactobacillus paraparacasei STL

Lactobacillus paraparacasei ABZ

Lactobacillus plantarum APKS2

Lactobacillus plantarum PYN

Lactobacillus plantarum MLR

Lactobacillus plantarum BF2

FlH [+

e IR I o I I IS I IR IS

+: Ureme iyi

-: Ureme yok

w: zayif iireme
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Cizelge 4.5 Izole edilen Laktik Asit Bakterilerinin farkli pH degerlerinde gelisim
sonugclari

pH: 2 pH: 3 pH: 4 pH:5 | pH: 6.5 pH: 9.6

Lactococcus lactis PK1 - - - w + -

Pediococcus pentosaceus DT1 - -

Pediococcus pentosaceus DT10 - -

Pediococcus pentosaceus TS1 - -

Pediococcus pentosaceus ST3 - -

Pediococcus pentosaceus BT1 - -
Pediococcus pentosaceus P1 - -

Pediococcus pentosaceus P7 - -
Pediococcus pentosaceus P20 - -

Pediococcus pentosaceus A9 - -

Pediococcus pentosaceus A12 - -

Pediococcus pentosaceus DH2 - -

Pediococcus pentosaceus DH3 - -
Pediococcus pentosaceus KS2 - -

Pediococcus pentosaceus PH2 - -

Pediococcus pentosaceus K1 - -

||+ ||+ |F|F |+ |+ |+ ]F|F|+]|+]+
|+ |||+ |||+ ]|+]+
|+ || F|F|F| |+ |||+ ]|+]+
S+ |+ |ZE|+ |+ SIS S S| S|+ |+ ]|+]|+

Pediococcus pentosaceus TK3 - -

Leuconostoc mesenteroides subsp
dextranicum H3

Leuconostoc sp.0Z1 - -

+
+
+
=

=

Leuconostoc sp. OZ2 - -
Leuconostoc sp. OZ3 - -

+l+ |+ |+
+l+ |+ |+
+l+ |+ ]+
==

Leuconostoc sp. OZ4 - -

Lactobacillus fermentum PK2 - +

Lactobacillus rhamnasus TK2 - -
Lactobacillus brevis OZ1 - -

Lactobacillus paraparacasei STL - -

Lactobacillus paraparacasei ABZ - -

Lactobacillus plantarum APKS2 - -

Lactobacillus plantarum PYN - -

Lactobacillus plantarum MLR - -

A R R R
R R
A R R
R R

Lactobacillus plantarum BF2 - -

+: Ureme var -: Ureme yok w: zayif lireme
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Cizelge 4.6 Izole edilen Laktik Asit Bakterilerinde bazi fenotipik testlerin sonuclar

E | £ E

S E | E | oz

E | = E £ =g

= s & = e s

£ T g £ )

»n < =] &= <3
Lactococcus lactis PK1 - + - - +
Pediococcus pentosaceus DT1 - + nd -
Pediococcus pentosaceus DT10 - + - + -
Pediococcus pentosaceus TS1 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus ST3 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus BT1 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus P1 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus P7 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus P20 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus A9 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus A12 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus DH2 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus DH3 - + - nd _
Pediococcus pentosaceus KS2 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus PH2 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus K1 - + - nd -
Pediococcus pentosaceus TK3 - + - nd _
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3 - - - - +
Leuconostoc sp. OZ1 - - - nd +
Leuconostoc sp. OZ2 - - - nd +
Leuconostoc sp. OZ3 - - - nd +
Leuconostoc sp. 0Z4 - - - nd +
Lactobacillus fermentum PK2 - + - nd }
Lactobacillus rhamnasus TK2 - + - nd +
Lactobacillus brevis OZ1 - + - nd }
Lactobacillus paraparacasei ABZ - + - + +
Lactobacillus paraparacasei STL - + - nd +
Lactobacillus plantarum APKS2 - + - nd +
Lactobacillus plantarum PYN - + - nd +
Lactobacillus plantarum MLR - - - nd +
Lactobacillus plantarum BF2 - + - nd +
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4.2.1.14 Karbonhidrat fermentasyonlar:

Cins olarak tanimlanabilen izolatlar igerisinde her gruptan birer temsilci alinarak tiir
diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla; standardize edilmis tanimlama sistemleri olarak
tanimlanabilecek olan API (Analytical Profile Index) S50CHL test kitlerinden
(BioMerieux) yararlamlmistir. Inkiibasyon sonunda bromkresol moru indikatorii igeren
mikrotiiplerdeki besi ortami renginin s6z konusu karbonhidrat fermantasyonuna (asit
tiretimine) bagli olarak mordan sariya doniismesi durumunda sonug¢ pozitif, rengin
degismemesi durumunda ise negatif olarak degerlendirilmistir. Eskiilin testi
gergeklestirilen 25° nolu mikrotlipte ise besi ortami renginin siyaha donlismesi
durumunda sonug¢ pozitif, ayn1 kalmast durumunda ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Sonuglar ‘API Identification Software (API Lab Plus Program,
bioMerieux)’ programina aktarilmis ve izolatlar i¢cinde se¢ilen drnekler bu bilgisayar

programina gore tiir hatta alttiir diizeyinde tanimlanmustir.

Sekil 4.8. Pediococcus pentosaceus izolatinin API SOCHL kit sonucu
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4.2.2 Molekiiler tekniklerin kullamimu ile fenotipik ozelliklerinin incelenmesi

4.2.2.1 Bakterilerin hiicre duvar1 protein profillerine gore tanimlanmasi

Bu ¢alismada izole edilen ve ¢esitli yontemlerle tanimlanan laktik asit bakteri suslarinin
daha ileri diizeyde karakterize edilebilmesi ve farkli kiiltiir koleksiyonlarindan elde
edilen suslar arasinda filogenetik iligkisinin tesbiti amaciyla, saf kiiltlirler lizerinden
hiicre duvart protein profillerinin ¢ikarilabilmesi i¢in SDS-PAGE ydnteminden
yararlanilmistir. SDS-PAGE sonucunda laktik asit bakteri grubuna dahil en 6nemli 5
bakteri cinsi icerdikleri hiicre duvari protein say1 ve bilyiikliiklerine gore tanimlanmistir.
Bu cinslere ait olan ve SDS-poliakrilamit jellerde gdzlemlenen hiicre duvari proteinleri

sekil 4.9-4.14 de goriilmektedir.

Laktik asit bakterilerinde, Gatti (1997) tarafindan onerilen alkali denatiirasyon yontemi
kullanilarak yapilan hiicre duvar1 protein izolasyonu ve SDS-PAGE jel elektroforezi
calismalar1 sonucu; biiytikliikleri 262,8 ile 4,824 Kda arasinda degisen 1-17 adet protein
icerdigi saptanmustir. Lactobacillus helveticus tiirlerinde 50kDa luk, Lactobacillus
delbrueckii tiirlerinde ise 20-30 50kDa luk proteinin ortak oldugu gozlenmistir. Fakat
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ve bulgaricus arasinda herhangi bir ayrim
saglanamamustir (Gatti et al. 1997). 68 adet Lactobacillus helveticus hiicre duvari
proteinlerine gore incelendiginde 5 farkli grup olusturulmus ve yine 50 kDa luk protein
ortak bulunmustur (Gatti et al. 2003). Angelis ve ark. larmin (2001) Lactobacillus
tiirleri ile yapmis olduklar1 ¢alismada 50ve 18 kDa luk proteinler tiim tiirlerde ortak
bulunurken Lactobacillus fermentum ve casei tiirlerinin ayrimimi 123 ve 30 kDa luk
proteinlerin sagladig1 sonucuna varilmistir. Ayni ¢aligmada Lactobacillus curvatus 53-
43-41-31 kDa luk 4 farkli bant sergilemistir. Lactobacillus casei ve paraparacase’nin
benzer bantlara sahip oldugu goézlenmistir. Buna karsin Lactobacillus plantarum ve
pentosus 35-65 kDa arasinda benzerlik gosteren bantlara sahiptir. Belirlenen hiicre
duvar1 proteinlerinin say1 ve biiyiikliikleri, benzer aragtirmalarda tanimlanan sinirlar

igerisinde yer almaktadir (Gatti 1997, Tsakalidou et al. 1992, Picon et al. 2005).
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Sekil 4.9 Enterococcus grubuna dahil tiirlerde hiicre duvart protein

profilleri (molekiiler agirliklar kDa olarak verilmistir)

M1 2 3 4 5 6 7 8
o~
— ~ a —
o 3] = = S
2 2 |2 2 S g 27
RSB S = S 3 S
= 23S | S |8 |ElY| %
> R = 8 8 -~ S 3 S S X
O EMNI S NREIS IS | g
A I - = I A I R
200 156 156 153,2 |144,7 |147,5 |150,3 |150,3
116.3 |106,1 |106,1 | 98,97 [100,6 [106,1 [103,7 [106,1
97.4 90,74 | 84,07 | 81,11 | 78,89 | 80,37 | 78,89 | 90,74
66.3 | 7593 | 63,77 | 65,03 | 63,77 | 60,98 | 63,51 | 74,45
55.4 61,23 | 58,19 | 48,3 47,54 | 46,53 | 49,32 | 64,27
36.5 | 47,03 | 45,51 [ 29,00 [ 303 |3132 | 445 | 57,17
31.0 | 29,29 | 29,59 303 | 52,87
21.5 44,75
14.4 31,32
6.0 10,79
35

2.5
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Sekil 4.10 Lactococcus grubuna dahil tiirlerde hiicre duvari
protein profilleri (molekiiler agirliklar kDa olarak

verilmistir)

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
<
o«
o
[==) — &\l (s
— N Q N - > h z = s
N N S N < S ® N N N
~ =) ) =) A 2 3 o =) =
o 2 2 2 2 2 2 3 |g Z 2 2 2
% ] ] ] S < S 2|8 = ] ] S
E 3 3 3 S S (fZ7|S €| S 3 S
= g g g g g g 2|8 8 g g g
o 3 3 3 3 3 S = |38 B 3 3 3
= S S S S S S B S S S S S
= S S S S S |8 §|8 = | 8 3 S
o T | % |3 3 T |T §|% & 3 3 3
4 3 3 3 3 3 3 - 3 = 3 3 3
= _ ~ = < SN SN 5 _ = =
200 1658 |165,8 |176,1 [172,7 |181,2 [179,5 |176,1  |1949 [01,7 [201,7
116.3 138,5 |124,8 |138,5 [140,2 1144 [119,7 |143,6 |1744 |I812 |179,5
97.4 121,4 |108,7 |113,5 |111,6 | 99,29 | 93,71 |116,3  |136,8 [141,9  |152,2
66.3 1002 | 95,82 96,35 | 97,4 | 90,55 | 83,17 |105 103,1 |108,7  |106.8
55.4 92,66 | 78,42 86,86 | 88,97 | 82,11 | 64,02 | 9529 |99,29 | 93,18 (91,07
36.5 78,95 | 66,3 | 76,32 | 72,63 | 65,03 | 57,68 | 86,86 | 81,06 | 82,11 (80,53
31.0 74,73 | 60,47 | 65,03 | 65,79 | 60,98 | 47,8 75,26 63,51 | 68,94 | 67,88
21.5 62,75 | 57,17| 59,96 | 62,5 | 56,92 | 35,63 | 66,83 | 52,87 | 54,64 | 55,65
14.4 58,7 | 53,63 | 43,74 | 49,32 | 45,77 | 20,42 | 57,43 | 46,53 | 45,51 | 50,58
6.0 554 | 45,77 31,83 | 41,71 | 3537 48,05 | 40,7 |28,02 |303
35 52,36 | 41,46 22,7 | 31,57 | 22,45 37,15 | 28,53 | 194 24,22
2.5 38,92 | 31,83 9,519| 21,69 22,7 20,93 20,93
34,36 | 22,45 13,07 16,36
30,05 | 9,265
27,52
20,42

14,08
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Sekil 4.11 Leuconostoc grubuna dahil tiirlerde hiicre duvari protein

Profilleri (molekiiler agirliklar kDa olarak verilmistir)

M1l 2 3 4 5 | 6 7 8 9
[=2)

Z 3|7 >

= o |2 =)

=22 |3 |8 8|3
~ |8 E $EE S |S|c | |«
T EERME 8|8 |5 |5 |8 |2
S IR s R »vuR 8 3 3 Q o o
= |§ SIS 2§ 5| S S $ S S
“ |8 RIg 2lg 2| S g g g S
2 | §s sk § | 8 S S § §
> : S| Sl & S Q S S S
© |§ 28 S 8| 8 3 S 3 3
Z N SN SR = | = = ~ ~ ~
200 (152,5 |158,8 |161,3 |[158,8 [161,3 |170 172,5 |195
116.3 [131,3 [135 109,4 |108,6 |107,7 |109,4 (114,6 [109,4
97.4 (101,7 90,05 974 | 97,4 | 96,27(99,12 | 99,98 | 88,92
66.3 | 84,96 | 72,52| 89,48 | 87,79 | 87,22| 90,05| 94,57| 74,22
55.4 | 66,3 | 64,91] 71,39 (73,65 | 74,78| 77,61| 84,96/ 65,11
36.5 | 60,75 | 56,19| 61,15 |63,53| 64,71| 66,87| 65,11| 61,94
31.0 | 45,29 | 46,48 | 56,79 | 59,36 | 60,55| 62,73 | 58,57| 59,36
21.5 | 37,37 | 41,73| 52,63 | 55,2 | 53,62| 55 55 57,98
14.4 | 24,29 | 23,89 46,09 | 50,64 | 47,08 | 48,27| 47,08| 47,47
6.0 41,92 |45,69| 42,72| 44,1 | 44,3 | 42,91
35 36,37 | 41,73 | 37,56| 38,36| 38,16| 38,16
2.5 34 33,8 | 34,79| 35,19| 35,19| 27,26

24,29 123,89 | 25,08 | 26,47| 25,87
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Sekil 4.12 Lactobacillus grubuna dahil tiirlerde hiicre duvari protein profilleri (molekiiler agirliklar kDa olarak verilmistir)




L9

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

200 166,8 151 152,6 154,2 154,2 163,7 |168,4 154,2 170 200 214,5  209,7 166,2 156,5  [262,8 163 70,82 180,7 1394 145,2
116.3 132,1 111,1 116,3 1353 93,94 (1353 |132,1 133,7 141,6  [116.3 148,5 153,3 112,1 130,8 164,6  [119,5 55,13 156,5 71,79 |[101,8
97.4 110,4 105,2 99,36 (107,8 77,36 | 98,05 |111,7 110,4 112,4 97.4 92,88 [112,1 94,01 (106,8 115,2 86,66 50,08 129,2 60,96 | 85,2
66.3 100 90,49 | 92,56 |100 64,3 88,42 |100 102 103,3 66.3 79,31 | 92,31 81 95,7 95,14 | 7591 1}45,03 109 56,96 | 70,57
55.4 89,11 82,89 | 80,81 87,03 | 60,29 | 76,67 | 88,42 | 90,49 |9533 (554 70,82 | 81 68 83,83 | 89,48 | 64,44 89,48 | 48,06 | 59,4
36.5 83,58 | 74,59 | 74,59 | 643 58,07 | 64,3 64,74 | 80,12 | 84,96 [36.5 63,11 72,52 15992 | 72,52 | 79,87 | 5992 80,44 | 43,17 | 43,61
31.0 71,83 | 63,41 | 63,85 | 60,29 | 55,18 | 60,96 | 60,74 | 70,45 | 73,9 31.0 56,73 | 6391 |41,84 |6284 | 7252 |453 75,35 129,82 |29,6
21.5 64,08 | 5896 | 60,74 | 57,4 48,95 | 48,73 | 57,18 | 62,3 65,19 |21.5 51,41 58,59 123,23 | 58,59 |6231 |28,02 65,5 2337 | 2292
14.4 59,85 | 54,51 56,73 | 54,07 | 45,61 | 42,72 | 52,73 | 59,85 | 59,18 |(14.4 43,44 49,82 | 11,53 | 42,11 57,53 | 21,9 60,72 | 14,25 11,58
6.0 52,29 | 46,5 54,73 | 46,5 38,94 | 31,15 | 45,17 | 56,29 | 5429 (6.0 24,03 | 429 22,7 51,94 14,46 50,08
3.5 50,06 | 39,16 | 47,17 41,61 | 32,93 | 25,15 | 33,6 48,06 | 48,28 |3.5 14,19 | 38,39 12,6 43,44 31,74
2.5 46,95 | 31,15 | 43,17 | 28,48 | 24,48 25,15 | 34,71 | 35,6 25 25,89 35,46 19,78

32,49 | 25,59 | 37,6 19,59 18,47 22,26 | 24,48 | 29,82 15,52 21,64

26,48 | 21,14 | 32,71 9,131 | 14,47 11,58 16,47 | 27,15 134

22,92 14,47 | 26,26 10,47 11,36 | 19,59

13,58 11,8 21,37 10,91

8,241 13,13
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Sekil 4.13 Lactobacillus plantarum suslarinda hiicre duvari protein profilleri (molekiiler agirliklar kDa olarak verilmistir)
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
~ |8 |2 |2 % % N I T - z | & | o

> o SIS a & 2 I~ Q 2 > @) = O & = =

= S s |8 S s S S S s = s s s s S S S S

o = g |E = = = = = = o = = T |E o = = = =

= S S S < S S S S S S = S S S (2w | S &S &S S Q
> S, R R F| = = S, S > S S S | ] ¥ S, S = =
o < < | 3 |< 8 < < < < < o < < < |S A& | < < < < O
Z ~ ~ N A [N A ~ ~ ~ ~ ~ 4 ~ ~ ~ N < ~ ~ ~ N Z
200  (147,1 [142,1 [161,8 |153,2 |164,3 [1963 [168  [177,8 [1754 [200  [187,8 [152,8 [150,1 [247.3 [146  [156,8 |166,3 48,6
1163 [106,8 [131,1 [1323 [136  |142,1 [163,1 [128,6 |133,5 [123,7 |[116.3 [160,8 [125,8 [136,6 P06,8 [106,8 [123,1 [1352 |1554
97.4 | 94,29 [108,3 [110,5 |112,7 |114,1 [149,5 | 98,13 |111,2 |1054 |97.4 [140,6 [106,8 [116,3 [143,3 89,63 | 96,84 [112,7 [106,8
66.3 | 8548 | 94,81 | 96,36 | 93,25 [100,3 [120 87,03 | 98,13 | 93,25 |66.3 [111,2 | 93,51 (104,7 |110,5 79,07 | 86,85 | 91,29 [100,3
55.4 | 74,59 | 89,11 | 91,18 | 79,26 | 91,18 [106,8 | 80,3 | 87,03 | 82,37 |55.4 | 94,62 | 86,29 | 93,51 [ 974 | 6741 | 7741 | 79,63 | 87,96
365 | 64,12 | 76,67 | 76,67 | 74,59 | 79,78 | 96,36 | 73,04 | 71,48 | 70,45 |36.5 | 86,29 | 79,63 | 85,18 | 88,51 | 62,93 | 67,97 | 65,11 | 75,19
31,0 | 57,8 | 63,03 | 65,86 | 67,34 | 67,34 | 88,07 | 63,68 | 65,65 | 64,34 |31.0 | 79,63 | 70,19 | 72,41 | 77,96 | 58,97 | 63,33 | 59,36 | 65,51
21.5 | 53,22 | 58,02 | 60,63 | 60,41 | 61,07 | 70,45 | 58,67 | 62,16 | 55,62 [21.5 | 67,97 | 63,33 | 64,71 | 65,71 | 51,83 | 60,95 | 52,82 | 62,34
144 | 48,86 | 47,55 | 53,44 | 53,44 | 56,49 | 63,03 | 48,21 | 59,32 | 52,13 |14.4 | 63,33 | 59,96 | 60,75 | 62,34 | 44,9 | 5599 | 46,09 | 58,37
6.0 35,13 | 33,38 | 50,39 | 48,86 | 47,77 | 54,53 | 41,23 | 50,39 | 47,12 |6.0 58,57 | 52,23 | 57,78 | 59,36 | 39,35 | 46,68 | 37,96 | 49,26
35 24,66 | 23,35 | 47,55 | 41,88 | 28,37 | 46,9 | 29,89 | 4537 | 35,56 |3.5 53,22 | 49,06 | 54,61 | 46,68 | 29,04 | 30,43 | 29,44 | 29,64
2.5 12,45 | 12,67 | 40,79 | 26,84 | 20,74 | 29,24 | 15,07 | 30,55 2.5 41,73 | 44,5 | 51,83 | 37,37 17,35 | 17,75

504 | 4,82 | 24,01 | 17,25 | 16,38 | 20,74 22,92 27,26 | 40,73 | 47,47 | 28,65
11,58 | 4,824 | 8,748 | 15,94 14,63 11,01 | 29,44 | 44,5
12,67 41,33

30,03




0L

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Sekil 4.14 Pediococcus grubuna dahil tiirlerde hiicre duvari protein profilleri (molekiiler agirliklar kDa olarak verilmistir)
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200 174,3 |137,9 |147,3 |147,3 |155,4 |147,3 |158,2 [156,8 1200 159,3 |155,8 |121,1 |117,5 |116,3 |154,6 |121,1 [213,2 |119,9 (95,18
116.3 |137,9 99,98 [106,8 [109,4 |[114,6 |116,3 |116,3 |107,7 [116.3 |129,5 |123.,5 95,18 | 96,84 | 91,29 |117,5 92,4 |121,1 92,96 | 86,85
97.4 99,12 | 86,66 | 88,92 | 91,18 | 91,18 | 95,14 | 94,01 | 94,57 |97.4 [112,2 [109,7 80,74 | 60,75 | 77,41 (104,8 77,96 | 95,18 | 79,07 | 76,85
66.3 82,7 59,86 | 71,95 | 61,59 | 64,07 | 85,53 | 66,3 81 66.3 | 94,07 | 924 | 72,41 | 51,24 | 57,58 | 90,74 | 65,71 | 87,4 | 65,71 | 62,93
55.4 64,57 | 48,71 | 61,84 | 54,16 | 51,93 | 64,07 | 53,17 | 64,57 |55.4 | 79,07 | 76,3 58,57 | 46,09 | 48,27 | 75,74 | 61,15 | 61,35 | 61,15 | 49,45
36.5 61,35 | 35,58 | 50,45 | 36,57 | 34,1 54,16 | 37,32 | 52,67 |36.5 | 64,52 | 65,71 | 48,86 | 39,74 | 35,58 | 64,71 | 49,45 | 48,86 | 50,64 | 34
31.0 49,45 | 23,69 | 37,81 | 24,19 | 27,41 | 38,31 | 29,39 | 37,32 |31.0 | 59,56 | 61,35 | 34,39 28,05 | 60,75 | 34 34 334 17,35
21.5 33,35 | 11,55 | 24,68 | 13,04 | 13,04 | 26,17 | 12,05 | 28,4 [21.5 | 55,99 | 57,78 | 25,28 16,56 | 56,99 | 15,37 | 18,34 | 18,34
14.4 26,17 11,55 13,78 12,54 | 14.4 | 48,46 | 47,67 | 14,38 48,27
6.0 9,32 6.0 | 35,58 | 34,59 34,59
3.5 3.5 | 23,49 | 25,67 26,47
2.5 2.5 | 14,77 | 13,78 15,96
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200 1515 [161,8 [167,7 [167,7  |161,8 [173,6 [170,6 [176,5 [1473
1163 |106,5 [112 131 1266 |126,6 |128  [128  [1251 [107.7
974 | 9289 [1133  [109 109 106,5 959 [103,5 | 8335 |83,83
663 | 7734 | 9289 [9389 [928 [9862 | 8837 | 84386 | 60,74 | 6743
554 | 7382 | 8436 |8035 [8536 |8937 |6385 |7884 |485 |58,62
36.5 | 67,3 7332 | 6931 |7533 8335 |574 |6931 |2826 |47,72
310 | 6029 | 6563 |6274 |6519 |6608 |4739 |623 |2248 |2691
215 | 53,84 | 5829 [ 5851 | 3594 62,07 | 3427 | 60,07
144 | 4606 | 5429 | 4828 | 465 4761 | 2048 | 47,61
6.0 | 3805 |4695 |2893 [2737 [3694 | 11,58 |30,71
35 [ 2737 2737 | 11,58 | 1247 [27.82 20,48
25 | 12,02 | 9576




4.2.3 Molekiiler tekniklerin kullamimu ile genotipik 6zelliklerinin incelenmesi

4.2.3.1 Bakterilerin pilazmid i¢eriklerine gore tanimlanmasi

Suslar arasindaki farkliligin ortaya konulabilmesi i¢in izole edilen ve g¢esitli sus
bankalarindan elde edilen, {lizerinde calismalar1 yliriitmiis oldugumuz toplam 88 adet
laktik asit bakterisinin pilazmid DNA’lar1 izole edilerek say1 ve biiytkliikleri

belirlenmistir.

Calismada, pilazmid igerikleri uyum bakimindan incelenmigve tablo olarak molekiiler
agirliklar1 gosterilmistir. Pilazmid icerikleri bakimindan suslar arasindaki benzerlik
arastirilmistir. Kullanilan suslar arasinda sayr ve biiyiiklik bakimidan farkliliklarin
olmasi izole edildikleri kaynagin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi c¢evresel adaptasyonun ana kaynaklarindan biri pilazmidlerdir.
Calismada elde edilen tiim sonuclar, deneysel materyalin kaynagi ve literatiir verileri ile
birlikte degerlendirildiginde, pilazmid igeriklerinin 6zellikle cins ayriminda giivenle
kullanilabilecek bir kriter oldugunu gostermektedir. Pilazmid analizlerinde, stabil
pilazmid igeriklerinin belirlenmesini zorlastiran ve bu nedenle sonuglarin farkliligina
yol acan ana kriter, kullanilan izolasyon yontemidir. Calismamizda kullanilan alkali
denatiirasyon yontemi laktik asit bakterileri i¢ersinde kullanim olanagi bulan en iyi

yontemdir.

Bu calismada her bir sus i¢in degisik zamanlarda ii¢ tekrarli olarak yiiriitiilen pilazmid
analizleri sonucunda da, suslarin belirlenen pilazmid igeriklerinde herhangi bir

destabilizasyon sorunu tesbit edilmemistir.
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Sekil 4.15 Lactococcus grubuna dahil tilirlerin pilazmid profilleri

(Plazmid DNA’lara ait molekiiler agirliklar bp olarak

verilmistir)
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Sekil 4.16 Leuconostoc grubuna dahil tiirlerin pilazmid
profilleri (Plazmid DNA’lara ait molekiiler

agirliklar bp olarak verilmigtir)
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Sekil 4.17 Enterococcus grubuna dahil tiirlerin pilazmid
profilleri (Pilazmid DNA’lara ait molekiiler

agirliklar bp olarak verilmistir)
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Sekil 4.18 Pediococcus tiirlerinin pilazmid profilleri (Pilazmid DNA’lara ait molekiiler agirliklar bp olarak verilmistir)
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Sekil 4.19 Pediococcus grubuna dahil bazi tiirlerin
pilazmid profilleri (Pilazmid DNA’lara ait

molekiiler agirliklar bp olarak verilmistir)
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Sekil 4.20 Lactobacillus grubuna dahil bazi tiir ve alt tiirlerin pilazmid profilleri (Pilazmid DNA’lara ait molekiiler agirliklar bp olarak verilmistir)
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Sekil 4.2 Lactobacillus plantarum suslarinda pilazmid profilleri

(Plazmid DNA’lara ait molekiiler agirliklar bp olarak verilmistir)
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Sekil 4.22 Lactobacillus grubuna dahil tiirlerin pilazmid profilleri
(Plazmid DNA’lara ait molekiiler agirliklar bp olarak verilmistir)
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Sekil 4.23 Bes farkli genusa ait LAB’lerinde pilazmid profilleri
(Plazmid DNA’lara ait molekiiler agirliklar bp olarak

verilmistir)
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5. TARTISMA ve SONUC

Morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik Ozelliklerini belirlemeye yonelik olan klasik
fenotiplendirme testleri her ne kadar halen kullanish ve vazgecilemez bir yontem olsa da
bir susun karakteristik 6zelliklerini tam olarak yansitamamakla beraber bu geleneksel
kriterler olduk¢a zaman alict ve ayni1 zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan
da siiphe uyandiricidir. Bununla beraber LAB’lerinin biiyiime kosullar1 hiicre
morfolojisini etkileyebilmekte ve bazi durumlarda cins diizeyinde dahi tanimlama
islemlerinde zorluk yaratmaktadirlar. Bu kriterler kaba bir tanimlama amac1 i¢in yeterli
olsalar da net ve kesin bir identifikasyon amacina yonelik degillerdir. API SOCHL
sistemi ¢ok genis araliga sahip bir cok LAB tiirlerinde hizli bir sekilde fermentasyon
profili sergilemektedir. Tekrarlanabilir sonuglarin olmamasi sorun teskil etmektedir
(Gran and Patterson 1991). Standardize edilmis bu klasik tanimlama metodu, halen rutin
olarak kullanilmakla birlikte pahali bir sistemdir. Bununla birlikte 6zellikle fazla sayida
bakteri izolat1 tanimlanabilirken bu bakterilerin taksonomisine iliskin bir sonuca

gidilememektedir (Stiles et al. 1997).

Bundan dolayidir ki, son yillardaki ¢alismalar gida kokenli LAB lerinin mikrobiyal
identifikasyonlar1 icin temeli genetik 6zelliklerin belirlenmesine dayali olan molekiiler
metotlarin kullanim yéniindedir. Identifikasyonda olumsuz sonuglardan kurtulabilmek
ve kesin tanimlama yapabilmek i¢in molekiiler identifikasyon teknikleri, fenotipik
testlere alternatif olarak gelistirilmektedir. Ayrica laktik asit bakteri suslari arasinda
iirtine ve liretime uygun olanlarin se¢ciminde bu molekiiler biyolojik yontemlerin gittik¢e

artan bir dneme sahip olacag siiphesizdir.

Laktik asit bakterilerinin tiir ve alttiir olarak tanimlanmasinda kullanilan ve molekiiler
teknikleri kendisine temel alan fenotipik metotlar arasinda; toplam hiicre proteinlerinin
veya hiicre duvari proteinlerinin SDS-PAGE iizerindeki protein parmakizi analizleri,
basarili bir sonug ortaya koymaktadir (Giraffa et al.1999, Hertel et al. 1993, Tsakalidou
et al. 1994, Ztaliou et al.1991). Toplam hiicre proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi
taksonomik caligmalarda farkl tiir ve alttiir ayrimina imkan saglayan hizli ve basit bir

yontemdir (Kersters and De Ley 1980, Pot et al. 1994b, Tsakalidou et al. 1994). Tiim
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hiicre proteinlerindeki yiliksek derecedeki benzerlik genellikle DNA hibridizasyonuna
isarettir (Castas et al. 1992).

1953 ten beri (Hauwink 1953) yapilan calismalar bakteri hiicre yiizey proteinleri ile
ilgili bilgilere 151k tutmaktadir. Bazi kosullarda bu proteinlerin yapilar1 biyolojik acidan
tanimlanmistir  Yiizey protein igerikleri  birgok laktik asit  bakterisinin
karsilastirilmasinda kullanilmistir. SDS-PAGE ile tespit edilen toplam hiicre duvari
protein profilleri Leuconostoc, Enterococci ve diger laktik asit bakterilerinde tiirler
arasindaki farkliliklar1 ayirt etmek ve karakterizasyonlarini gergeklestirmek igin
kullanilan bir metottur (Eliot et al. 1993, Patarata et al. 1994). Bunun yaninda, hiicre
duvant protein profilleri 6zellikle lactobacilli grubuna dahil pek ¢ok sus iizerinde
calistlmistir ve Italyan peynir yapiminda starter kiiltiir olarak kullanilan pek cok
thermophilic lactobacilli ile karsilagtirma yapilmistir (Gatti 1997). Gatti ve ark. (1997)
hiicre duvari proteinlerini izole etmis ve SDS —PAGE ile ayrimlarin1 saglamistir. Bu
yontem ile ¢ok sayida tiiriin oldukca hizli ve gilivenli bir sekilde karakterize edildigini ve
akraba tiirler arasindaki hiicre duvar proteinlerindeki farkliligin ¢evresel ortamdan ve
stresten olusabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte SDS-PAGE ve hiicre duvari
protein profillerinin analizi standart kosular altinda yapildiginda; olduk¢a hizli ve kolay
avantajlar olusturmaktadir ki bu da tir ve alttiir diizeyinde tanimlama
saglayabilmektedir (Kersters and De Ley 1980, Pot et al. 1994b, Tsakalidou et al. 1994;
Van Den Berg et al. 1993).

Sarap, sira (Patarata 1994), salam (Samalis 1995), Italyan peynirinden (De Angelis
2001) izole edilen LAB’lerinin tanimlanmasinda protein profillerinin SDS-PAGE ile
analizi basaril1 sonuglar vermistir ve Lactococcus (Eliot et al. 1991), Vagococcus (Pot et
al. 1994a) Lactobacillus (Dicks and Van Vuuren 1987, Dykes and Von Holy 1994, Pot
et al. 1993,) Leuconostoc (Dicks et al. 1990) ve Streptococcus (Jarvis and Wolff 1979)

tiirlerinin tanimlanmasinda karsilasilan sorunlar ¢éziilmiistiir.

Yaygin olarak kullanilan fizyolojik ve biyokimyasal testler bu bakteriler i¢in pratikte ve
uygulamada 6nemlidir, fakat seker fermentasyonu gibi farklilik iceren ve stabil olmayan
sonuglar nedeniyle daha az tercih edilir olmuslardir. Genellikle fizyolojik olarak birbiri

ile ilgisi gbdzlenmeyen yakin akraba tiirlerin sayisindaki artig ile birlikte, bunlarin
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tanimlanmasinda ve siniflandirilmasinda molekiiler teknikler ayirt edici yontemler

olarak tercih edilmeye baslanmistir (Schleifer et al. 1995).

Fermentasyon degerleri, karbonhidrat kullanimlari, laktik asit iiretimi, peptidoglikan
analizi gibi fizyolojik ve kemotaksonomik veriler iceren geleneksel yontemler; birbirine
akraba olan yakin tiirler arasinda taksonomik agidan kullanissiz yontemlerdir. Fenotipik
metotlar ile yapilan taksonomik calismalarda belirsiz sonuglarin varligi calismalari
DNA-DNA hibridizasyoni, dizi analizi, gen problarinin kullanimi ve PCR gibi
molekiiler karakteristlik metotlara yoneltmistir. Gergekei, yiiksek kapasiteli ve ayrim

giicti gliglii sonuglarin varligi ile tiirler arasi1 farklar tesbit edilebilmektedir.

PCR’a dayali metotlardaki gelisimler laktik asit bakterilerinin hizli ve dogru sekilde
tanimlanmasinda yeni alternatifler olusturmustur. Molekiiler biyoloji metotlarinin
kullanimi ile 16S rRNA’y1 kodlayan sekanslarin karsilastirilmasi (Stiles and Holzaphel
1997) taksonomik diizenlemelerde énemli yer tutmustur (Dykes and Holy 1994, Giraffa
and Neviani 2000).

Kullanilan prob ve primerler ribozomal riboniikleotid (rRNA) gen bolgesini kodlayan
bolgeleri hedef almaktadir. Bu bolgelerde tiirler arasinda yiiksek degiskenligin olmast;
16S ve 23 S rRNA’y1 kodlayan rDNA sekanslarinin ne kadar gecerli oldugunu ortaya
koymustur (Berthier et al. 1999). Bu molekiiller {izerine kurulu genetik bilgiler birbiri
ile ¢ok yakin akraba tiirlerin ayriminda ve korunmasinda kullanilmaktadir. 16S ve 23S
rRNA sekans analizleri bakterilerin tanimlanmasinda kesin ve giivenilir sonuglar
vermistir (Vandamme et al. 1996). Bu sonuglar; laktik asit bakterileri taksonomisinde
birgok degisiklige neden olmustur. Calismalar sonucunda Lb. casei yeniden
tanimlanmistir (Dellaglio et al. 1991, Dicks et al. 1996). Bakterilerin tanimlanmasi igin
gelistirilen hizli metotlar giinliik kullanima ve endiistiye uyarlanabilir. 16S rRNA
genlerinin Restiksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) lactobacilluslarin
ayriminda basarili bir yontem olmustur. Fakat tlirler arasinda c¢ok az farklilik
gozlenmistir. Hirsch and Sigmund (1995) Bacillus ve Pseudomonas tiirlerindeki
fakliliklar1 16S-23S rRNA da ITS bdélgelerini PCR teknigi ile c¢ogaltarak sonuca

ulagmislardir.
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Bir bagka calismada; Leuconostoc cinslerine 6zel primerler kullanilarak PCR islemi
gerceklestirilmistir. Tiir bazinda tanimlama yapabilmek i¢in bu PCR {iriinleri polietilen
glikol kullanilarak jelden geri alinmistir ve RFLP islemine tabi tutulmustur. 3 farkh
restriksiyon enzimi ile kesim yapilmis ve olusan bantlar agaroz jel elektroforezinde
gozlenmistir. L. carnosum tesbiti ancak Hae II ve Tsp5091 kullanildigi zaman

gerceklestirilebilmistir (Jang et al. 2003).

Son yillarda molekiiler biyoloji alaninda Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) kullanim1
bir ¢cok arastirmaya konu olmustur. Agaroz jel icerisindeki biliylik DNA molekiillerinin
uygun bir alanda degisik sekillerde hareket etmesine olanak saglayan PFGE, DNA
diizeyinde cesitli suslarin karakterize edilmesinde, genom biiyiikliikleri hakkinda bilgi
elde etmede, genetik diizeyde anlasilamamis bakteri kromozomlarinin fiziki ve genetik
haritalarinin olusturulmasinda, mikroorganizmalarin kromozomlarinin ayrilmasinda ve
memeli genlerinin biiylik ¢aptaki haritalanmasinda kullanilan etkili bir metottur.

Bununla beraber, pahali ekipmanlar ve fazla zaman sarfi istemektedir.

Kuzey Amerika’da vakum paketleme ile paketlenmis tiitsiilenmis et {iriinlerinde laktik
asit bakterileri mikrobiyal populasyonun biiyiik bir kismini olusturur. Bu ¢alismada
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides ssp tiirlerini
iceren 12 tane laktik asit bakterisinin izolati tanimlanmistir ve tim suslar PFGE ile
basarili bir sekilde ayrilmistir. Laktik asit bakterilerini tanimlamak i¢in kullanilan
yollardan PFGE metodunda restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNAnin yiiksek
¢Oziiniirlik ve miikemmel geri elde edilebilirlikle giivenli bir sekilde suslarin

karakterizasyonunu saglamistir (Bjokroth et al. 1996).

PFGE yontemi Streptococcus thermophilus ve Propionibacteria cinslerinin

tanimlanmasinda da basarili bir sekilde kullanilmistir (Boutrou et al. 1995).

Pilazmid profilleri genellikle Lactobacillus tiirlerinin tiplendirilmesinde basarili
olmustur ancak pilazmidler kaybedilebilir olduklarindan tanimlamada giivenilir bir
metotlar olarak kabul edilmemektedirler. (Kumar et al. 1994, Duffner and O’Connell
1995).
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Arastirmalar Listeria monocytogenes, mayalar ve Lactobacillus plantarum tiir
fakliliklar1 i¢in rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA’nin (RAPD) basarili oldugunu
gostermigtir  (Johanson et al. 1995b). RAPD ve ITS amplifikasyonu bir¢ok
laboratuvarda uygulanabilir hizli ve basit metotlardir. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA analizi diger genetik metotlar ile karsilagtirildiginda fazla sayidaki tiirler arasinda
iyi bir aymrim giicti sergileyen ve az zaman alan bir tekniktir (Vincent et al 1998).
Bununla birlikte bu metotun ayirma giicii, rastgele cogaltilan bekteri genomu iizerinde
fazla sayida primer kullanimi ile arttirilabilir. Bu teknikte rasgele primerler genomik
DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonunun anahtaridir. Olusan pargalarin sayr ve
bliyiikliigli; primerin niikleotid dizisine ve kalip DNA da bu diziye komplementer
dizinin varligina bagh olarak arastirilan genoma 6zgii bir desen (pattern) verir. RAPD
analizi Uluslararasi1 Zooteknik Arastirma Merkezindeki Lactobacillus koleksiyonundaki
L. plantarum tiirlerinin tanimlanmasi amaci ile kullanilmistir. Bununla birlikte, siitten
izole edilen Lactococcus lactis ve propionibakterlerin dogru tanimlanmasinda ve

taksonomisinde yine bu yontem kullanilmigtir (Dicks et al. 1996).

Janssen P. bakteriyel genomda AFLP analizinin Onciisiidiir. Janssen P. ve ark. 1996
yilinda bakteriyel taksonominin belirlenmesinde yeni bir ara¢ olan AFLP ile ilgili
yapmis olduklar ¢alismada 9 degisik tiir bakterinin 147 susu ile ¢alismis ve bunlara ait
bilgisayarla data analizini yapmstir. Bu suslar ile yapilan uygulama AFLP analizinin
evrimsel calismalardaki potansiyelini ortaya koymustur. Daha sonra yapilan ¢aligsmalar

icin Janssen P.’nin bu ¢aligmas1 temel teskil etmistir.

Savelkoul ve arkadaslari 1999 yilinda yeni bir teknik olan AFLP ile ilgili yapmis
olduklar1 caligmada; genis bir uygulama alanina sahip olan AFLP analizinin genotipik
metotlar arasinda, yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasinin yaninda yiiksek ayirma
giicline sahip oldugunu, taksonomi, epidemiyoloji ve diagnostikte ¢ok genis uygulama
alan1 bulundugu sonucuna ulagmislardir. AFLP’nin benzer kaynaklardan izole edilen
orneklerde tiir, alttiir, sus bazinda daha iyi ayrim yaptigmi ve PFGE gibi, yiiksek
seviyede intraspesifik ayrimda ozellikle klinik ve g¢evresel kaynakli izolatlarda etkili
oldugunu bulmuslardir. AFLP tekniginin tek bir susun bile goriintiilenmesinde
kullanilabilecek en ayirt edici araglardan biri oldugunu ve bu nedenle iyi bir genetik

isaretleyici oldugunu belirtmiglerdir.
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Son zamanlarda molekiiler teknikler, 16S rRNA’nin V1 bdlgesinin PCR {iriintinden
denatiire gradient jel elektroforez teknigine dayanmaktadir. Bu yontemle Italyan
fermente sosisinden izole edilen Lactobacillus spp. tiirleri tanimlanmistir. Cogaltilmis
16S rRNA’nin restriksiyon analizi (PCR-ARDRA) farkli mikroorganizmalarin
ayriminda kullanilmistir. Bu yontem ilk kez Vaneedhoutte tarafindan Comamonadaceae
lerin tanimlanmasinda kullanilmistir (1992). ARDRA ile PCR parmakizi hizli, 6zellikli,
basit ve duyarl bir metottur. Bu metot farkli habitatlardaki LAB’lerinde tiirler arasinda
cok detayli bir tanimlama olanag1 saglamaktadir (Dicks et al 1995b, Ventura et al
2000).

Calismamizda farkli gidalardan izole edilen bakterilerin cins diizeyinde tanimlamasi
klasiik geleneksel yontemler kullanilarak gergeklestirirlmis ve neticede izole edilen
suslardan 1 tanesi Lactococcus, 16 tanesi Pediococcus, 5 tanesi Leuconostoc ve 9 tanesi
de Lactobacillus cinsine ait tiirler olarak belirlenmistir. Farkli fenotipik ve biyokimyasal
testler ile cins diizeyinde tanimlamalar1 gerceklestirilen bu suslar API CH 50 tanimlama
test kiti ile tiir/alttiir diizeyinde tanimlanmistir. Laboratuvarimizda cesitli iirlinlerden
izole edilen ve farkli sus bankalarindan temin edilen toplam 88 adet laktik asit
bakterisinin SDS-PAGE ile hiicre duvar1 protein profilleri ve pilazmid DNA igerikleri
belirlenerek karsilagtirilmis ve klasik fenotipik tanimlama metotlarindan biri olan hiicre
duvar proteinleri ile tiir seviyesinde basarili bir tanimlama sonucuna ulasilmistir. Her
LAB tirii komplex ve stabil pattern vermis ve bunlarda referans suslar ile

karsilastirilarak tanimlama yontemi olarak kullanilmigtir.

Enterococcus tiirlerinde 6-10 adet arasinda degisen protein patternleri igerisinde
yaklagik 150, 45 ve 30 kDa luk proteinlerin varlig tesbit edilirken Lactococcus grubuna
dahil tiirlerde 9-17 arasinda degisen hiicre duvari proteinlerinin tiirler i¢cinde benzer
profil gosterdigi tesbit edilmistir. Leuconostoc tiirlerinde 9-12 adet arasinda degisen
hiicre duvari proteinlerine gore yaklasik 160-45 ve 30 kDa luk proteinlerin ortakligi tim
tiirlerde dikkat ¢ekerken tiirler icinde benzer proteinlerin varligi suslarin ayni klondan
gelebilecegine isaret etmektedir. Aynm1 zamanda tiirler arasinda farkli bant
patternlerinede rastlanmigtir. Lactobacillus grubuna dahil tiirler icerisinde yaklasik 45-
30 kDa luk proteinler ortak bulunurken Pediococcus tiirleri icerisinde 6-12 arasinda

degisen hiicre duvari protein profilleri tlirler arasinda farklilig1 gostermektedir. Yaklasik
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130 ve 100 kDa Iluk proteinler tiim Pediococcus pentosaceus suslarinda ortak

bulunmustur.

Calismada incelenen 88 adet laktik asit bakterisinin birbirine ¢ok yakin molekiiler
agirlikta hiicre duvart proteini igerdikleri tesbit edilmekle beraber her tiir icerisinde
gozlemlenen karakteristik bant paternleri tiire 6zgli bir ayrim saglamada yardimci
olmakta ve degisik tiirlere ait pek c¢ok LAB izolatinin diizgiin bir sekilde
gruplandirilmalarinda SDS-PAGE’de hiicre duvari protein profilleri kullaniglt bir
yontem olarak varligint korumaktadir. Molekiiler tekniklerin  kullanimi ile
gergeklestirilen bu fenotipik teste ilaveten yine molekiiler tekniklerin kullanimi ile
pilazmid igerikleri incelenmis ve cins diizeyinde bir ayrima ulasilabilmistir. Bu
arastirmada elde edilen sonugclar, benzer calismalar ile birlestirilerek istatistiki analizlere
esas teskil edebilecek bir sayiya ulastiginda, s6z konusu bulgularin siniflandirmada

kullanilip kullanilmayacagi netlik kazanacaktir.

Davidson ve arkadaslar1 Lactococcal pilazmidlerin 3-130 kb (4.5-195 Mdal)
blyiikliiglinde 4-7 adet arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Pilazmid DNAlar
lactococlarda dogal olarak bulunmanin yaninda stabil degildirler ve kolayca
kaybedilebilirler. Bundan dolay1, ayn1 lactococcus tiirlerinde farkli sayida ve biiytikliikte
pilazmid profilleri goriilebilir. Bu ¢alismada da benzer bir sonuca gidilmistir ve 2 ile
33kbp. biiyiikliigiinde degisen 2-6 adet pilazmid wvarligi tesbit edilmistir. Tim

lactococuslarda 17-18 kbp. biiytikliigiinde pilazmid varligina rastlanmistir.

Tiim Enterococci tiirlerinde lactococcuslarda oldugu gibi 2-25kbp. arasinda degisen 1-4
adet pilazmid varhigi tesbit edilmistir. Lactobacillus grubuna ait tiirler ile yapmis
oldugumuz ¢aligmada 1-11 arasinda degisen 3-27kbp biiyiikliigiinde pilazmidlere

rastlanmustir.

Diger laktik asit bakterilerinde oldugu gibi Leuconostoc tiirlerinde de bir yada birden
fazla pilazmid varligt bulunmus, yapilan c¢aligmalar bu pilazmidlerin 2-27kbp.
biiylikliigiinde, 2-9 adet oldugunu gostermistir. Leuconostoc ile yapilan denemelerde

genellikle karsilasilan pilazmid biiyiikliikleri 15-16kbp. olarak belirtilmistir.
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Pediococcuslarda yapilan bir ¢alismada 21 tane sustan 19 tanesinde pilazmid varligi
tesbit edilmistir. Bunlarin 3-27kbp biiyiikliigiinde ve 1-9 arasinda degisen pilazmidlere
sahip olduklar1 gozlenmistir. Bununla birlikte genellikle tiim Pediococcus pentosaceous
tiirlerinin 6.3 ile 9.5 kbp. arasinda molekiiler agirliga sahip oldukalr1 bilinmektedir.
Bunun yaninda 6zellikle 15-10kbp. ve 19kbp. biiyiikligiindeki 2 farkli pilazmide tiim
Pediococcus gruplarinda rastlanmaktadir. Pediococcus cinsi ile yapilan pilazmid profil

calismalarinda da bu iki pilazmidin varlig1 gereklidir.

Sonug¢ olarak Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Lactobacillus
cinslerine ait 88 bakteri ornegindeki pilazmid DNAlarin varlig aragtirilmistir ve cinler
arasindaki fakliliklar tesbit edilmistir. Tiim laktik asit bakterilerinde 1-6 adet arasinda

degisen pilazmid varligina rastlanmistir.

Hem fenotipik hemde genotipik karakterizasyonlar siniflandirma calismalarinda esit
olarak kullanilmaktadir. Fakat DNA ya dayal1 teknikler hizli ve giivenilir olmalarindan
dolay1 tanimlamada avantajlhidirlar. Bunlar géz 6niine alindiginda genotipik testler cins
ve tiir bazinda pek ¢ok bakimdan fenotipik testleri desteklesede, genotipik testler yeterli
ve en iyl tanmimlamayi saglamaktadir. Sonu¢ olarak; bakterilerin tiir bazinda
tanimlanmasinda molekiiler metotlatin fenotipik ve biyokimyasal metotlara nazaran

daha kesin, hizli ve bagarili sonuglar verdigi sdylenebilir.
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EK1: BAKTERI iZOLASYONUNDA VE GELiSIMLERINDE KULLANILAN

KULTUR ORTAMLARI
(TGE) Siv1 ve Agar: % gr
Tripton 1.0
Glukoz 1.0
Maya ekstrakti 1.0
Tween-80 0.1
MnSOgy4 0.005
MgS0Oy4 0.005

Besiyeri igerikleri 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek %1.5 agar ilavesinden dnce pH:

6,8’e ayarlanmustir. Sterilizasyon 121°C” de 15 dakika siire ile yapilmistir.

M17 Besi ortami % gr
Polipepton 5.0
Fitopepton 5.0
Maya ekstrakti 2.5
Et ekstrakt 5.0

B disodyum gliserofosfat 19
MgSO4. 7HO Iml
Laktoz (%10) 50ml
Askorbik asit 0.5

Besi yeri igerikleri 950 ml distile su igerisinde ¢oziilerek %1.5 agar ilavesinden dnce pH
7.15’e ayarlanmustir. Sterilizasyon 121°C” de 15 dakika siire ile yapilmigtir. Ortam su
banyosunda 45 °C’ de sogutulduktan sonra 0.22 um g¢apindaki Sartorius membran

filtreden gecirilen Laktoz ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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SB Besi ortami: % gr

Sucrose 10
Pepton 0.5
Yeast extract 0.5
K,HPO4 0.1
NaCl 0.1

100 ml dH,O igerinde bilesenler ¢oziildiikten sonra besiyerinin pH’s1 7.5’ e ayarlanir.

LUSM Besi ortamai: % gr
Bacto pepton 1.0
Glucose 1.0
Yeast extrakt 0.5
Meat extrakt 0.5
Jelatin 0.25
Kalsiyum laktat 0.5
Sorbik asit 0.05
Sodyum azid 75 ppm
Sodyum asetat 0.25
Tween 80 0.1

100 ml. i¢in 15 ml. domates suyu eklenir ve hacim 100 ml. ye tamamlanir. pH s1 5.5” ¢
ayarlanir. 121°C* de 15 dakika sterilizasyon isleminden sonra oda sicakligina gelen
besiyerine her ml i¢in 30pgr vankomisin, 0.20ugr tetrasiklin ve 0.5 gr sistein

hidroklorid eklenir.
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Arjinin s1v1 besi yeri % gr

Pepton 1
NaCl 5
K>;HPO4 0.3
Fenol kirmizisi 0.01
Arjinin 10
Distile su 1000 ml

Distile su igerisinde ¢oziilen igerik; 5 er ml. tiiplere dagitildiktan sonra 121°C” de 15

dakika steril edilmistir.
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EK2: TAMPON ve COZELTILER

EK2.1 BIYOKIMYASAL TESTLER VE BOYAMA TEKNIKLER]

KATALAZ TESTI:

Izole edilen bakterilerin katalaz reaksiyonlarmi saptamak amaci ile bakteri kiiltiirleri

tizerine H,O, damlatilarak yapilmustir.

GRAM BOYAMA:

Bakterilerin hiicre duvar yapilarina gore Gram (+) veya Gram (-) olduklarin1 géstermek

amaci ile kullanilmustir.
Kfristal Violet stok soliisyonu :

Kristal Violet
Etanol
dH,O

Bazik Fuksin stok soliisyonu :

Bazik Fuksin
Etanol
dH,O

Gram’m iyot soliisyonu :
iyot
Potasyum Iyodiir

Sodyum karbonat %5
dH,O
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lgr
%95

100 ml ye tamamlanir

3gr
%95

100 ml ye tamamlanir

I gr

2 gr
60 ml
140 ml



METILEN MAVISIi iLE BOYAMA :

Bakterilerin 151k mikroskobu altinda gézlemlenebilir hale gelebilmesi i¢in {izerine bir

damla su konulmus lamele bakteri kiiltiirii ilave edilerek mikroskop altinda incelenir

GLUKOZDAN ASETOIN OLUSUMU (VOGES PROSKAUER TESTI):

KOH Cozeltisi : ¢/100ml
KOH 40
Distile su 100 ml
aNaftol cozeltisi: g/100ml
aNaftol 5

% 96’11k etanol 100 ml
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EK2.2 PILAZMID DNA iZOLASYONU

Sakkaroz cozeltisi:

Tris
EDTA
Sakkaroz
Distile su

pH

Lizozim cozeltisi:

Tris
Lizozim
Distile su

pH
Tris-EDTA:
Tris

EDTA

Distile su

pH

SDS cozeltisi:

Tris
EDTA
SDS
Distile su

pH
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%o (gr)

0.655
0.0372
6.7
100 ml
8.0

% (gr)

0.3
0.1
10 ml
8.0

% (gr)

0.6
9.31
100 ml
8.0

% (gr)

0.6
0.74
20

100 ml
8.0



Tris-HCI: % (gr)

Tris-HCI 31.52
Distile su 100 ml
pH 7.0
Tris-EDTA: % (gr)
Tris 0.121
EDTA 0.037
Distile su 100 ml
pH 7.5
%3 NaCl ile Doyurulmus Fenol cozeltisi: % (gr)
Fenol 100
NaCl 3
Distile su 20 ml

fcerik 45°C’ ye ayarlanmis su banyosunda ¢oziilmiis ve karanlik sisede oda sicakliginda

saklanmustir.

RNaz A Stok cozeltisi: % (gr)
Sodyum asetat 0.05M
RNaz A Smg
dH,O 5ml

0.05 M sodyum asetat ¢ozeltisi Sml olarak hazirlanmis pH’s1 5.0’a ayarlanmistir. RNaz

A ilavesinden sonra kaynar su icerisinde 5 dk beklenmis ve -20°C’de saklanmustir.
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EK2.3 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

Tris-Borik asit Tamponu (5X): gr/lt
Tris 54
Borik Asit 27.5
EDTA (0.5M) pH:8 20 ml
Distile su 11t
pH: 8.3

Yiikleme boyasi: (%) gr
Brom fenol blue 0,25
Sakkaroz 40
Distile su 100 ml

Icerik 100ml de ¢oziildiikten sonra 0.22 um capindaki Sartorius membran filtreden

gecirilmis ve buzdolabi 1sisinda saklanmistir.

Etidyum Bromit soliisyonu: (%) gr
Etidyum Bromit 1
Distile su 100 ml

Icerik 100ml de ¢oziildiikten sonra 0.22 um capindaki Sartorius membran filtreden

gecirilmis ve buzdolabi 1sisinda karanlik bir sisede saklanmustir.

% 0.7 lik agaroz jel: (%) gr
Agaroz 0.7
10X TBE 100 ml
EtBr %1
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EK2.4 HUCRE DUVARI PROTEINLERININ iZOLASYONU

TCA: (%) gr
Triklor asetik asit 36.32
Distile su 100 ml
TES: (%) gr
Sakaroz 6.7
EDTA 0.037
Tris-HCI 0.158
Distile su 100 ml
pH: 8.0

Ornek Tamponu (4X): ml

0.5 M Tris-HCI1 1
Gliserol 0.8
Distile su 4

%10 SDS 1.6
2-Merkaptoetanol 0.4
Bromofenol mavisi 0,2 (%0.05)
pH: 6.8

Lizozim Cozeltisi: gr/10 ml
Tris 0.3
Lizozim 0.1
Distile su 10 ml
pH: 8.0
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EK-2.5. SDS-PAGE

AKkrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi:

Akrilamid
Bis-akrilamid
dH,O

(0/0) gr

29.2
0.8
100 ml

Whatman kurutma kagidindan gegirildikten sonra karanlik bir siseye alinir ve buzdolabi

1s1sinda saklanir.

SDS Cozeltisi:

SDS
dH,O

1.5.M Tris-HCI Cozeltisi:

Tris-HCI
dH,O

pH 8.6” ya ayarlanir ve buzdolab1 1sisinda saklanir.

0.5.M Tris-HCI1 Cozeltisi:

Tris-HCI
dH,O

pH 6.8’ e ayarlanir ve buzdolabi 1s1sinda saklanir.

Amonvum persiilfat (APS) Cozeltisi:

Amonyum persiilfat

dH,O
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(%) gr

10
100 ml

(“o) gr

18.15
100 ml

(“o) gr

6.05
100 ml

gr/ml

0.1

1 ml



Elektrot tamponu:

Tris
Glisin
SDS
dH,O

Aviricl jel (Resolving jel):

Akrilamid/Bis-akrilamid
1.5M Tris-HCI

SDS ¢ozeltisi (% 10)
dH,O

APS ¢ozeltisi

TEMED

Toplavyici jel (Stacking jel):

Akrilamid/Bis-akrilamid
0.5M Tris-HCI

SDS ¢ozeltisi

dH,O

APS ¢ozeltisi

TEMED

Commasie brillant blue bova cozeltisi:

Commasie brillant blue R 250
Metanol

Glasiyal asetik asit
dH,O

1.65 gr
8 gr

1.4 gr
1100 ml

8.67 gr
6.5 gr
250 ul
10.7 ul
130 pl
12.24ul

1.221 gr
1.86 gr
75 ul
4.365 ul
43.5 ul
7.35 ul

1 gr

400 ml
100 ml
500 ml
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Bova geri alma cozeltisi (decolorizing soliisyonu):

Metanol 400 ml
Glasiyal asetik asit 100 ml
dH,O 500 ml

Jel fiksasyon cozeltisi:

Glasiyal asetik asit 70 ml
dH,O 930 ml
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EK3: DNA ve PROTEIN ANALIZLERI iCiIN KULLANILAN MOLEKULER
MARKIRLAR

¢ DNA supercoiled markir 16,210 bp-2067bp
(SIGMA)

DNA Ladder, Supercoiled
11 Supercoiled fragments, 2-16 kb

Product Number D5292
Storage Temperature -20 *C

Product Description

The Supercoiled DMA Ladder contains 11 supercoiled
fragments (2,067-16,210 bp) and is suitable for use as
an electrophoresis marker for supercoiled DNA.

Plasmid Sizes
base pairs (bp)

16,210
14,174
12,138

10,102

8,086
7,045
&,030

sz
3,990

2,972

2,087
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®,

< PROTEIN markir (NOVEX Mark12)

(INVITROGEN)
kda Protein:
200 | === | Myosin
116.3 | — | B-Galactosidase
Y74 | =—— | Phosphorylase b
66.3 | —— | B5A
334 | == Glutamic dehydrogenase
36,5 | == | Lactate dehydrogenase
31 | === | Carbonic anhydrase
21.5 | we= | Trypsin inhibitor
4.4 | === | Lysozyme
G | === Aprotinin
3.5 |« [nsulin B chain
25 ™| Insulin A chain
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EK4: KIMYASALLAR

Kimyasal Adi Marka

Agaroz, Tris-HCI, Rnaz A, Lizozim, Glukoz, EDTA, Trisma base

SDS, Vankomisin, Tetrasiklin, Arjinin Sigma
Amonyum perstiilfat, Kalsiyum laktat, Sorbik asit Applichem
0.22 ve 0.45 -mikron por ¢apli membran filtre Sartorius
Maya ekstrakti, pepton, yeast ekstakti, Agar Oxoid
M17 Besiyeri, Bactopepton, Et ekstrakti, Jelatin Lab M
Mark 12 wide range protein standart Novex
Supercoiled DNA ladder Sigma

EtBr, Borik asit, Sukroz, Bromofenol blue, Lizozim, Fenol,
NaCl, Sodyum asetat, Glisin, Akrilamid,N-N'-Methylene-
bisakrilamid, TEMED , Coomasie brilliant blue R 250,
K,HPO4, NaCl, Metanol, Glasiyal asetik asit, Gliserol,
Merkaptoetanol, Bazik fuksin, Etanol, Kristal viyole, Tween
80, MnSO, MgSO,, Triklor asetik asit, Iyot, Potasyum
Iyodiir, Sodyum karbonat, Tripton, Metilen mavisi, HCI,
Sodyum azid, Fenol kirmizisi, Alfa naftol, H,O,, Merck
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