
ANKARA ÜNİVERSİTESİ  
FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 
 
 
 
 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 
 
 
 
 
 
 
 

HÜCRE DUVARI PROTEİN PROFİLLERİ VE PİLAZMİD İÇERİKLERİNE GÖRE 
LAKTİK ASİT BAKTERİLERİNİN MOLEKÜLER TANISI 

 
 
 
 
 
 
 

Fadime KIRAN 
 
 
 
 
 
 

BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
 
 
 
 
 

ANKARA 
2006 

 
 
 

Her hakkı saklıdır 
 



 i

ÖZET 
 

Yüksek Lisans Tezi 
 

HÜCRE DUVARI PROTEİN PROFİLLERİ VE PİLAZMID İÇERİKLERİNE GÖRE LAKTİK ASİT 
BAKTERİLERİNİN MOLEKÜLER TANISI 

 
FADİME KIRAN 

 
Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

 
Danışman: Doç. Dr. Özlem OSMANAĞAOĞLU 

 

 
Hazır gıdalardan izole edilen ve çeşitli kültür koleksiyonlarından temin edilen 88 adet farklı Laktik Asit 
Bakterisinin (LAB) jel elektroforezi ile pilazmid DNA’larının analizi ve Sodyum dodesil sülfat 
poliakrilamid jel elektroforezi ile (SDS-PAGE) hücre duvarı protein profillerinin analizi; gerçekleştirmiş 
olduğumuz fizyolojik, biyokimyasal/metabolik ve morfolojik testler üzerine kurulmuş olan geleneksel 
fenotipik tanımlama yöntemlerini desteklemek ve bu bakterileri tanımlamak amacı ile yapılmıştır.  
 
Farklı türlerin hatta aynı tür içindeki suşların değişen ve tipik olan protein bant patternleri sunmasından 
dolayı, hücre duvarı proteinleri ile tanımlama tür, bazen de suşa spesifik patternlerin tespiti ile 
mümkündür. Bu yöntem standartı gerçekleştirilmiş koşullarda; tür ve alttür seviyesinde taksonomik 
ayrımda iyi sonuçlar vermesinden dolayı tüm suşların tiplendirilmesinde ve protein patternlerinin 
oluşturulmasında dikkate alınabilir. Bu bağlamda hücre duvarı proteinlerinin SDS-PAGE’i birçok tür 
içeren fazla sayıda Laktik Asit Bakteri izolatlarının tanımlanmasında kolay, oldukça hızlı ve güvenilir 
bulunmaktadır.  
 
Benzerliklerine bakıldığında pilazmid DNA’nın jel elektroforez bant patternleri; cins ve bazı durumlarda 
tür bazında ayrım için kullanılmıştır. Laktik Asit Bakterilerinde pilazmid DNA profilleri değişkendir ve 
her cins için karakteristlik bantlar gözlenmiştir. 
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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. GİRİŞ 
 

Orla-Jensen‘a (1919) göre “gerçek laktik asit bakterileri” karbonhidrat fermentasyonu 

neticesinde son ürün olarak laktik asit oluşturan, çubuk ya da kok şeklinde, hareketsiz, 

spor oluşturmayan, katalaz negatif ve Gram-pozitif doğal bir gruptur.  
 

Laktik asit bakterileri gıda endüstrisinde ekonomik öneme sahiptirler. Bozulma ya da 

koruma gibi rolleri üstlendikleri birçok fermente gıdada doğal mikrofloranın büyük bir 

kısmına hakimlerdir. Hayvanlarda ve insanlarda, özellikle gençlerde, sindirim 

sisteminde önemli role sahiptirler. Fermantasyon, biyolojik işlemler, ziraat, gıda ve 

özellikle son zamanlarda tıp alanında önemlerinin anlaşılmasıyla birlikte laktik asit 

bakterileri önemli araştırmaların konusu haline gelmiş ve son on yılda üzerinde yapılan 

çalışmalar yoğunlaşmıştır.  
 

Laktik asit bakterileri uygun çevre şartları ile birlikte, süt, et, sebze ve birçok üründe 

doğal mikro florada baskın hale gelir. Modifiye atmosfer paketli gıdalar et ve et 

ürünlerindeki laktik asit bakterilerinin hâkimiyetini etkilemektedir. İleri derecede 

gelişmiş starter kültürlerin gıdalarda artan bir ivmeyle kullanılması ve probiyotiklere 

olan ilginin artması, laktik asit bakterileri arasında değişen bilimsel adlandırmayı ve 

taksonomiyi gıda mikrobiyoloji çalışanları için önemli hale getirmiştir.  
 

Yıllardan beri, bakterilerin bilimsel adlandırılması ve taksonomisinde sürekli değişimler 

mevcuttur. Fakat son 10–20 yıldaki değişimler oldukça çarpıcıdır. 
 

Laktik Asit Bakterilerinin tanımlanmalarında geleneksel olarak kullanılan taksonomik 

sınıflandırmanın temeli fizyolojik, morfolojik ve farklı sıcaklıklarda, pH değerlerinde, 

tuz konsantrasyonlarında gelişim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizması 

gibi metabolik/biyokimyasal özelliklerin incelenmesini içeren fenotipik özelliklere 

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

Laktik Asit Bakterilerinin çoğu oldukça benzer besinsel ihtiyaçlara sahip olup benzer 

çevresel şartlar altında gelişim gösterebildiklerinden dolayı LAB lerin tür düzeyinde 

tanımlanmalarında kullanılan bu geleneksel kriterler oldukça zaman alıcı ve aynı 

zamanda ayrım gücü ve hassasiyetleri bakımından da şüphe uyandırıcıdır. Bununla 
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beraber büyüme koşulları hücre morfolojisini etkileyebilmekte ve bazı durumlarda cins 

düzeyinde dahi tanımlama işlemlerinde zorluk yaratmaktadırlar. Bu kriterler kaba bir 

tanımlama amacı için yeterli olsalar da net ve kesin bir identifikasyon amacına yönelik 

değillerdir. Bundan dolayıdırki, son yıllarda çalışmalar gıda kökenli LAB lerinin 

mikrobiyal identifikasyonları için moleküler tekniklerin bu alanda uygulaması üzerine 

yoğunlaşmıştır. 
 

LAB lerine uygulanan modern taksonomik metotların temelinde moleküler tiplendirme 

metotları yer almaktadır ve bu metotlarda LAB lerinin hızlı bir şekilde tespit 

edilebilmesi ve tanımlamada farklılıkların ortaya konulması için moleküler tekniklerin 

uygulaması üzerine yoğunlaşmıştır. Fenotipik ve genotipik analizleri içerisine alan bu 

modern taksonomik teknikler LAB’lerinin taksonomisinde heyecanlandırıcı değişiklere 

sebep olmuştur. 
 

Hücre yağ asitleri analizi (Schmitt et al. 1989, Tracey et al. 1989), toplam hücre 

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 çoğaltılmış fragmentler (Chevallier et al. 1994, Bringel et 

al. 2001), rastgele çoğaltılmış 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 içinde tekrarlayan DNA’nın Polimerez Zincir Reaksiyonu ile çoğaltılması (rep-

PCR) (Gevers et al. 2001), genom parmakizi tekniği olarak bilinen çoğaltılmış fragment 

uzunluk polimorfizmi (AFLP) (Torrianni et al. 2001b) ve çoğaltılmış 16S rRNA’nın 

restriksiyon analizi (PCR-ARDRA) gibi parmakizi analizleri üzerine kurulmuş olan bu 

hızlı moleküler tiplendirme teknikleri fermente gıdalardaki laktik asit bakterilerinin 

tür/suş bazında tanımlanabilmesi ve ayrımı için başarılı bir şekilde kullanılmaktadır. 

Son zamanlarda moleküler teknikler, 16S rRNA’nın V1 bölgesinin PCR ürününün 

denatüre gardient jel elektroforezine dayanmaktadır. 
 

Mikrobiyal DNA’nın tanımlanmasına yönelik geçerli metotlar, kullanım ve uygulama 

olarak farklı güçlüklere sahiptirler. Mikroorganizmaların tanımlanması ve tiplendirmesi 
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için oluşturulan güçlü ve tekrarlanabilir elektroforetik parmakizi analizleri genotipik 

(RAPD-PCR, RFLP, ARDRA, PFGE, AFLP) ve fenotipik (toplam hücre proteinlerinin 

ve hücre duvarı proteinlerinin SDS-PAGE ile tanımlanması) olarak çeşitlilik 

göstermektedir. Birçok yazılım programı da bu elektroforetik parmakizi analizleri 

arasındaki ilişkiyi tanımlamada başarılı olmaktadır.  
 

Moleküler teknikler bakteriler arasında genetik akrabalığın daha iyi bir şekilde 

anlaşılmasına izin vermekle beraber karbonhidrat fermantasyonu gibi fenotipik 

karakteristikler bakteri tanımlanmasında “sabit nokta” olarak yerini korumaktadır çünkü 

geleneksel mikrobiyoloji laboratuarlarında mevcut olan temel metotlardır. Ancak, 

LAB’lerinin sınıflandırılması halen değişkenlik gösterdiğinden yoğun taksonomik 

çalışmaların merkezini oluşturmaktadır ve izolatların taksonomideki ilişkilerinin 

belirlenebilmesi amacıyla hem fenotipik hem de filogenetik karakterizasyonu gerekli 

kılan polifazik yaklaşıma artan bir şiddetle ihtiyaç duyulmaktadır.  
 

Çalışmamızın amacı, birçok farklı kaynaktan izole edilen 88 adet LAB’sinin 

(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Pediococcus) tanımlanması 

amacı ile klasik fenotipik testlerin kullanılması ve bu testlere tamamlayıcı olması 

amacıyla protein ve pilazmid DNA parmak izi profillerinin değerlendirilmesidir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat metabolizmaları sırasında şekeri parçalayarak 

başlıca laktik asit oluşturan mikroorganizmaları kapsarlar (Şekil 2.1) (Tekinşen et al. 

1994). Gram pozitif reaksiyon verirler. Birkaç ayrıcalık gösteren üye dışında hepsi 

hareketsizdir. Sporolactobacillus imilinus hariç hiçbiri spor oluşturmaz. Fizyolojik 

karakterleri bakımından birbirine yakın olan, fakat morfolojileri oldukça farklı olan 

cinsleri içerirler. Morfolojileri kok veya çubuktan oluşan farklı uzunlukta zincir 

şeklindedir (Tunail ve Köşker 1989). Laktik asit bakterileri Gram pozitif bakteriler 

içerisinde düşük düzeyde guanin ve sitozin (G+C) oranına sahip olan bir bakteri 

grubudur (Ludwig et al. 1993) ve bu grup içerisinde yer alan bakterilerin genom 

büyüklükleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp arasında değişmektedir (Davidson et al. 1996). 
 

Su ve toprakta hemen hemen hiç rastlanılmayan bu bakterilere; süt ve süt ürünlerinde, 

fermente gıdalarda, bazı bitkilerde, insan ve bazı canlıların bağırsak sistemlerinde 

rastlamak mümkündür (Tekinşen et al. 1994). Bulundukları ortamda yer alan 

karbonhidrat kaynaklarından laktik asit gibi organik asitler üreterek pH düşüşüne neden 

olurlar. Çoğu mikroorganizmalar bu asitlere ve pH düşüşüne hassastırlar. Yine bu 

bakteriler tarafından üretilen hidrojen peroksitde birçok bakteri üzerine inhibitör etki 

gösterir (Okereke and Montville 1991).  
 
1857 yılında Louis Pasteur’ün fermantatif değişimler için ortaya attığı germ teorisinden 

sonra; Joseph Lister, mikrobiyal laktik asit fermentasyonunun doğal olduğunu 

kanıtlamak için girişimde bulunmuş ve zengin ortam olarak sütü kullanmıştır. 

Tesadüfen; Bacterium lactis olarak tanımladığı ilk saf bakteri kültürünü izole etmiştir. 

Bu çalışmadan günümüze; birçok laktik asit bakterisi izole edilmiştir (Stiles et al. 1997). 

Bazıları isimlendirilmiş, bazıları isimsiz kalmıştır. Axelsson’un 1992’de yapmış olduğu 

sınıflandırma dahilinde laktik asit bakterilerine dâhil cinsler şunlardır: Aerococcus, 

Alloicoccus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Glabicatella, 

Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, 

Tetragenecoccus, Vagococcus ve Weissella. Bu grup içerisinde gıda ile ilişkisi olan 

bakteri cinsleri ise; Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
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Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenecoccus, Vagococcus 

ve Weissella olarak bildirilmiştir (Stiles and Holzapfel 1997). 
 

Genel olarak laktik asit bakterileri grubunda Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus 

ve Leuconostoc cinsleri incelenmekte iken son yıllarda yapılan genetik çalışmalar 

sonucu Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Wiessella ve Vagococcus cinsleri 

de bu grupta incelenmeye başlanmıştır. Yine son yıllara ait literatürde bu grupta 

Aerococcus, Oenococcus, Atopobium, Dolosigranum, Tetragenococcus, Alloiococcus ve 

Gemella gibi yeni cins isimlerine rastlanmakta ise de bu cinslerle ilgili taksonomik 

çalışmaların henüz tamamlanmadığı bildirilmektedir (Axelsson 1993, et al. 1995, Law 

and Hansen 1997).  
 
Laktik asit bakterileri fermentasyonda oluşan ürünlerin cins ve miktarına göre 

sınıflandırıldıklarında homofermantatif ve heterofermantatif olarak ikiye ayrılırlar 

(Şekil 2.1),(Drinan 1976).  
 

 
 

Şekil 2.1 Fermentasyon reaksiyonu sonucu laktik asit oluşumu 
 
 
Homofermantatif laktik asit bakterileri glukozu; Fruktoz Di Fosfat yolu ile parçalayarak 

fermantasyon sonucu %95–100 oranında laktik asit üretirler (Drinan 1976). 
 

C6H12O6 → 2(CH3 - CHOH-COOH) (Laktik asit)  
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Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise glukozu; Hegzos mono fosfat yolu ile 

parçalayarak fermantasyon sonucu %50 laktik asit üretirken, bunun yanında yüksek 

oranda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz oluştururlar (Drinan 1976). 
 
C6H12O6 → CH3 - CHOH-COOH + CH3 – CHOH + CO2 

Laktik asit bakterileri; çeşitli gıdaların üretiminde starter olarak kullanılmaları, 

bakteriyosin gibi antimikrobiyal madde üretmeleri ve özellikle probiyotik ürünlerin 

bileşiminde yer almaları nedeniyle endüstriyel açıdan büyük öneme sahiptir. Geleneksel 

yöntemlerle doğal olarak üretilen veya starter kültür olarak kullanılarak marketlerde 

tüketiciye sunulan fermente ürünler, laktik asit bakteri suşları için iyi bir kaynak teşkil 

etmektedir. İzole edilen laktik asit bakteri suşları; tat, koku, bakteriyosin üretimi gibi 

özellikleri bakımından farklı fermente ürün eldesi aşamalarında büyük potansiyele 

sahiptirler. Bu amaçla; laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve tanımlanması büyük önem 

taşımaktadır. Yıllardır yapılan tanımlama çalışmalarının çoğunluğunu fenotipik testler 

oluşturmaktadır. Ancak bu metotlar; bir genus içindeki alt türleri ve suşları net bir şekilde 

ayırt etmede çoğu zaman yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle genotipik özelliklere dayalı 

yeni metotlar geliştirilmeli, bakteriler net bir şekilde tanımlanmalıdır. Bu çalışmada; 

çeşitli süper marketlerden ticari amaç için tüketiciye sunulan fermente ürünlerden farklı 

laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve bu türlerin bazı fenotipik ve genotipik testler ile 

identifikasyonunun yapılması amaçlanmaktadır. Laktik asit bakterilerini; türler arasında 

fizyolojik ve biyokimyasal özellikleri ile tanımlamak mümkün olsada tür içi 

tanımlamalarda bu özellikler yetersiz kalmaktadır. Ayrıca birçok türün birbirini izleyen 

nesillerine ait popülasyonlarda geniş bir varyasyon bulunmaktadır. Bu sebeple 

araştırmaların her aşamasında gen kaynaklarının belirlenmesi, türün doğruluğunun 

araştırılması önem kazanmıştır. Klasik ve modern mikrobiyolojik yöntemlerin 

tanımlamadaki yetersizliği araştırmaları doğrudan genetik materyale yönlendirmiştir. 
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2.1 Laktik Asit Bakterileri 

 
11 farklı Laktik Asit Bakteri grubu içerisinde en önemli olan 5 tanesi: 
 

2.1.1 Lactobacillus  
 

Mikroskop altında çubuk (basil) şeklinde gözlenirler. Oksijeni kullanma özelliğine göre 

mikroaerofilik ya da anaerob olup %5 CO2’li ortamda gelişme gösterebilirler. 

Genellikle katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler (Hammes and Vogel 1995). 

Fermentasyon sonunda oluşan ürünlere göre homofermantatif ve heterofermantatif 

türleri bulunmaktadır. Kromozomlarındaki nükleik asit kompozisyonunun % 33–55’ ini 

G+C oluşturmaktadır (Stiles and Holzapfel 1997). 
 

Lactobacillus cinsi bakteriler ise düz ya da hafif kıvrık çubuk şekilli bir morfolojiye 

sahiptir. Hücreleri tek tek ya da zincir şeklinde bulunur. Gram pozitif, katalaz negatif, 

anaerobik, mikroaerofilik ya da fakültatif anaerobiktirler (Krieg et al. 1984). 

Lactobacillus biyokimyasal ve fizyolojik özellikleri açısından oldukça fazla çeşitlilik 

içeren üyelere sahip bir cinstir. Beslenme istekleri de oldukça komplekstir. 

Lactobacillus cinsinin önemli bir üyesi olan Lactobacillus bulgaricus, Weiss ve ark. 

(1984)’nın önerisiyle Lactobacillus delbrueckii subp. bulgaricus ismiyle anılmaya 

başlanmıştır (Wood and Holzapfel1995, Krieg and Holt 1984). 
 

Lactobacillus türlerine farklı ortamlarda sıklıkla rastlanmaktadır. Genellikle zengin 

karbonhidrat bulunan ortamlarda yaşarlar. Karbonhidrat metabolizması sonucunda 

oluşan ürünler ortamın asiditesini arttırır. Böylece bu tip ortamlarda gelişemeyen 

bakteriler için antimikrobiyal etki yaratır (Hammes and Vogel 1995). 
 

Lactobacilli kendi içinde 3 gruba ayrılır (Jensen 1919): 
 

Thermobacterium: Homofermantatif Lactobacillus grubuna dahil olup; 15ºC’ den 

düşük sıcaklıkta gelişim gösterememesine rağmen 45ºC’ de gelişebilirler. Işık 

mikroskobu altında zincir şeklinde koklar olarak gözlenebilirler. Lb. delbrueckii subsp. 

bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. acidophilus bu gruba dahil 
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olup yüksek sıcaklıkta peynir üretiminde starter olarak kullanılmaktadırlar. Lb 

acidophilus probiyotik yoğurt ve diyetlik ürün eldesinde kullanılmaktadır (Yaygın ve 

Kılıç 1993).  
 

Streptobacterium: Homofermantatif grup olup 15ºC’den düşük sıcaklıkta gelişim 

gösterebilirler. Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. buchneri gibi (Yaygın ve Kılıç 1993).  
  

Betabacterium: Heterofermantatif grup olup fermentasyon neticesinde laktik asit 

yanında asetat, etilalkol ve CO2 üretirler. Süt ürünlerinde bulunan türler; Lb.fermenti ve 

Lb. brevis olup starter kültür olarak kullanılmamaktadırlar (Yaygın ve Kılıç 1993).  
 

Bu sınıflandırma sistemi hem hücresel morfolojiler hem de gelişim sıcaklıkları dikkate 

alınarak yapılmıştır. Daha sonra yapılan çalışmalar bu bakterileri fermentasyon 

özelliklerine göre 3 gruba yerleştirmiştir (Hammes and Vogel 1995). 
 

1. Zorunlu homofermantatif: Gıda fermantasyonu 

2. Fakültatif heterofermantatif: Gıda fermantasyonu 

3. Zorunlu heterofermantatif: Gıda bozulması 
 

2.1.2 Lactococcus 
 

Laktik asit bakteri grubuna dahil kok şeklindeki bakterilerdir. Küre yada kısa zincir 

halinde bir araya gelen koklar morfolojik görüntüyü oluşturur. Zincir uzunluğu türlere 

göre değişir (Teuber 1995). Lactococci laktozu L(+) laktik aside çevirir. Gaz oluşumu 

gözlenmez. Optimum gelişme ısıları 30ºC ’dir. Süt ve bitki ürünlerinde bulunurlar. 

10ºC’ de gelişebilmelerine karşılık 45ºC ’de gelişemezler (Holt et al. 1994). Orla Jensen 

tarafından 1919 yılında yapılan sınıflandırma neticesinde mezofilik laktik streptococci 

olarak Streptococcus cinsine dahil edilmişlerdir. Daha sonra patojenik streptococci’den 

serolojik N antijen grubuna sahip olmaları ile ayrılmışlardır. Teuber tarafından 1995’ de 

açıklanan taksonomik sınıflandırmada Lactococcus olarak isimlendirilmişler ve diğer 

gruplardan ayrılmışlardır (Teuber 1995).  Lactococcus cinsine ait 5 tür bilinmektedir. Lc 

lactis, Lc. garviae, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis ve Lc. piscium. Lc. lactis’ in 2 

alttürü bulunmaktadır. Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis supsp. cremoris (Teuber 
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1995). Lc. lactis alttürleri özellikle fermente süt ürünlerinin üretiminde önemli role 

sahiptir.  
 

2.1.3 Leuconostoc 
 

Fermantasyon kapasiteleri mono-disakkaritler ile sınırlı olup heterofermantatif laktik 

asit bakteri grubuna dahildirler. Fermantasyon sonucunda D-laktat ve ethanol yanında 

gaz oluşumu gözlenir. Süt, peynir ve et gibi fermente ürünlerin oluşumunda ve 

organoleptik adı verilen tat, koku gibi özelliklerin kalitesinin belirlenmesinde önemli 

role sahiptirler (Dellaglio et al. 1995). Optimum gelişme sıcaklıkları 20–30ºC ’dır (Holt 

et al. 1994). Starter kültür kompozisyonuna dahil olup sitrattan diasetil oluşumuna 

neden olurlar. Bu da tat oluşumu için önemli bir kriterdir. Fermente ürün oluşumunda 

baskın olan türleri: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ve Leuconostoc 

lactis (Dellaglio et al. 1995). Fakültatif anaeroblardır. Buzdolabı sıcaklığında da 

üreyebilme özellikleri vardır. Bu türleri vakum ile paketlenerek buzdolabında saklanan 

et ürünlerinde bozulmalara sebep olmaktadır. Bozulma heterofermantatif türlerin 

fermentasyon işlemi sonunda oluşturduğu yan ürünlerin varlığı ile gerçekleşmektedir. 
 

2.1.4 Enterococcus 
 

Oksijen kullanımı bakımından fakültatif anaerob bakterilerdir. Farklı karbonhidrat 

formlarını metabolize ederek L(+) laktik aside çevirir, fakat gaz oluşturmazlar. Son pH 

aralıkları 4.2–4.6 arasındadır. Optimum gelişim sıcaklıkları 37 ºC’dir. 10–45 ºC sıcaklık 

aralığında, pH: 9,6’da, %6,5 NaCl’de ve %40 tuzda gelişim gösterebilirler. Katalaz 

negatif özellik yansıtmalarına rağmen bazı türleri yalancı katalaz aktivitesi verebilir 

(Domig et al. 2003). Diğer türler kadar gıda endüstrisi açısından önem taşımamaktadır. 

Güney Avrupa’da bazı yöresel peynirlerde bulunmuştur. Tuza olan toleransları, hızlı 

asit üretimleri, yüksek sıcaklıklara dayanıklı olmaları starter kültür olarak kullanımları 

için idealdir. Özellikle probiyotik kültürlerde kullanımı bulunmaktadır (Franz et al. 

2003). Enterococcus’ lar da Lactococlar gibi Streptococcus grubu içinde 

sınıflandırılmışlardır. Daha sonra patojenik streptococci’den serolojik D antijen grubuna 

sahip olmaları ile ayrılmışlardır (Holt et al. 1994). 
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2.1.5 Pediococcus 
 

Laktik asit bakterileri arasında mikroskop altında tetrat morfoloji gösteren gruptur 

(Stiles and Holzapfel 1997). Uluslararası Sistematik Bakteriyoloji Komitesi tarafından 7 

türle temsil edilmektedir. Pediococcus damnosus, Pediococcus acidilactici, 

Pediococcus pentosaceus, Pediococcus halophilus, Pediococcus parvulus, Pediococcus 

cerecisiae ve Pediococcus dextrinicus (Raccach 1987). Optimum gelişme sıcaklıkları 35 

ºC’dir. 50 ºC’de gelişen türleri de bulunmaktadır (Örnek: Pediococcus acidilactici). 

Homofermantatif gruba dahildirler. Katalaz negatiftirler. Pastörizasyon işlemi 

neticesinde varlıklarını sürdürebilirler. Alkolik içeceklerde bozulmalara sebep olurlar. 

Fermente gıdalar ve sebzelerde sıklıkla bulunurlar.  
 

2.2 Laktik Asit Bakterilerinin Önemi 
 

Laktik asit bakterileri gıda teknolojisi açısından büyük bir öneme sahiptir. Üretimine 

katıldıkları gıdalarda aroma ve tekstürün oluşumundan sorumlu oldukları gibi 

kontamine oldukları bazı gıdalarda bozulmalara da neden olabilmektedirler. Diğer 

taraftan gıdalarda bazı patojenlerin gelişimini inhibe edebilme özelliklerinden dolayı da 

insan sağlığı açısından ayrı bir öneme sahiptirler (Gasson et al. 1994, Schleifer et al. 

1995). 
 

2.2.1 Starter kültür 
 

Günümüzde fermente içecekler ve gıdalar; süt, et, sebze, meyve gibi geniş varyeteye 

sahip pek çok çiğ zirai üründen elde edilmektedir. Laktik asit bakterilerinin en önemli 

karakteristik özelliklerinden biri; süt şekeri olan laktozu kullanarak fermentasyon 

sonucunda laktik asit üretmeleridir. Bu reaksiyonu başlatan kültür ürüne öncelikli olarak 

verilir ki buna starter kültür denir (Yaygın ve Kılıç 1993). Peynir, krema, tereyağı, 

yoğurt gibi birçok ürün oluşumunda önemli görev üstlenirler. Hem organoleptik 

özellikler dediğimiz tat, koku gibi özelliklerin oluşumunu hem de fermentasyonu 

sağlarlar. Fermantatif özelliklerinin iyi bilinmesi ve pek çok alanı ilgilendiren iddialı 

özellikleri ile laktik asit bakterileri pek çok fermente ürün eldesinde starter kültür olarak 
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kullanılmakta ve gıda üretim aşamalarında önemli bir görevi üstlenmektedirler 

(Wouters et al. 2002). 
 

Tarihte gıda fermentasyonu; çiğ materyalde, doğal floranın aktivitesi ile meydana gelen 

doğal bir süreç olarak belirtilmiştir. Daha sonra; kaliteyi arttırmak ve gıdaların her 

birinde farklı organoleptik dediğimiz tat, koku, görüntü gibi özellikleri yaratabilmek 

için değişik yöntemler uygulanmaya başlanmıştır. Uygun saklama koşulları, teknik 

manipülasyonlar ve ilave hızlandırılmış süreçler ile bu doğal fermentasyon şekilleri 

geliştirmiştir (Rose 1982). 
 

Mezofilik starter kültürler 26ºC civarında gelişebilirler. Termofilik kültürler ise 42ºC 

civarında gelişim gösteren bakterilerdir (Çizelge 2.1). Mezofilik starter kültürlerden 

Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris laktik asit üretirken 

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

fermentasyonu gerçekleştirmektedir. Sonuçta asetoin/diasetil ve CO2 oluşmaktadır. 

Diasetil özellikle süt ürünlerinde tat oluşumu için önemlidir (Cogan 1996). 

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus helveticus gibi termofilik starter kültürler 

yüksek pişirme sıcaklıklarına maruz kalan peynir gibi ürünlerin oluşumunda 

kullanılmaktadırlar (Cogan 1996). 
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Çizelge 2.1 Bazı starter kültürlerin taksanomisi 
 

Eski ismi Yeni ismi Fonksiyonu Ürün 

Mezofilik starter kültür 

S.  lactis Lc. lactis subsp. lactis Asit üretimi Krema, Süt  

S. cremoris       Lc. lactis subsp. cremoris Asit üretimi            Krema, Süt 

S. diacetylactis     
Lc. lactis subsp. lactis                     

biovar diacetylactis 
Asit üretimi            Peynir 

Leu. cremoris  L. mesenteroides subsp. cremoris  Tat                          
Krema, Süt,        

Tereyağ 

Termofilik  starter kültür 

S.  thermophilus S. salivarius  subsp. thermophilus  Tat 
Yoğurt, süt, 

Peynir 

Lb. bulgaricus Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus   Tat ve asit             Yoğurt 

Lb. lactis Lb.  delbrueckii           Tat ve asit             Yoğurt, süt         

Lb. helveticus Değişim yok  Tat ve asit             Yoğurt, süt 

 
 

2.2.2 Bakteriyosin üretimi 
 

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafından hücre dışına sentezlenen protein yapısındaki 

antimikrobiyal maddelere bakteriyosin adı verilir (Klaenhammer 1988). Günümüzde 

gıdaların raf ömrünü uzatabilmek için gıda katkı maddeleri kullanılmaktadır. FDA 

tarafından onaylı olmalarına rağmen yapılan son çalışmalarda tüketici sağlığında çeşitli 

problemlere neden oldukları belirlenmiştir. Çoğu kimyasal madde kökenli olan 

koruyucular insanlarda astım, damar problemleri gibi hastalıklara sebep olmaktadır. Bu 

nedenle tüketiciler Dünya Sağlık Örgütü tarafından belirlenen gıdalara yönelmişlerdir. 

Kimyasal gıda katkı maddelerine alternatif olarak doğal koruyucular tercih edilmeye 

başlanmıştır. Bunların memeliler üzerinde herhangi bir yan etkisinin bulunmadığı 
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kanıtlanmıştır. Bunun nedeni ise; protein yapısında olan bu madde, sindirim sisteminde 

bulunan ve proteinleri hidrolize eden enzimler tarafından parçalanmaktadır. Dolayısı ile 

uygun olan bakteriyosin ya da bakteriyosin üreten LAB’nin gıdalara eklenmesi hem raf 

ömrünü uzatacak hem de sağlıklı kabul edilecektir. En iyi bilinen bakteriyosin Nisin 

olup; Lc. lactis tarafından üretilmektedir ve gıda koruyucusu olarak kullanılmaktadır. 

Pediocin de yine gıdalarda kullanılan biyolojik bir koruyucudur (Şekil 2.2) (Teuber 

1995). 
 

Bakteriyosin terimi, orjin olarak gram-negatif bakteriler tarafından üretilen kolisin 

benzeri moleküller olarak tanımlanan, gram-pozitif bakteri trafından üretilen küçük, 

oldukça geniş antimikrobiyel yapıya sahip peptidler olarak tanımlanmaktadır. Bu tanım 

daha genişletilerek “oldukça dar bakterisidal etki alanına sahip olan, üretici bakteri 

olarak aynı türlerin bazı suşlarının hesaba katılmasıyla karakterize edilebilen, buna karşı 

üretici suşun bazı özel bağışıklık mekanizma(lar) ile ilişkili olarak hücre dışına salınan 

birincil veya gelişmiş bakteriyel ribozomal sentez ürünleri” olarak tanımlanabilir.  
 
Bakteriler arasındaki antagonistik etkiyi sistematik olarak ilk defa Joubert ile Pasteur’un 

kaydettiğini açıklamıştır (Vuyst et al. 1994). Pasteur, çalışmalarında bilinen (yaygın) 

bakteri (muhtemelen E.coli) diye ifade ettiği bakteriyi anthrax basili ile aşılayarak 

antimikrobiyel etkiyi ortaya koymaya çalıştı. Daha sonraları bazı bilim adamları E.coli 

tarafından oluşturulan antibiyotik maddenin doğası, ilk defa 1925 yılında Gratia 

tarafından açıklandı. Gratia’nın anlattığı V suşu (Virulent) E.coli suşunun gelişmesini 

yüksek dilüsyonlarda (düşük konsantrasyonlarda) durdurdu. Daha sonra bu suş Kolisin 

V olarak tanımlandı. Daha sonraki periyotlarda, E.coli ve Enterobacteriaceae 

familyasının yakın türleri tarafından üretilen birçok kolisinler keşifedildi. Bakteriyosin 

terimi ilk defa 1953 yıllında kullanılmıştır. Bakteriyosinler, özel olarak Kolisin türü 

protein antibiotikleri olarak tanımlandı. Bu moleküller öldürücü biyosentez ürünleri, 

türler arası öldürücü etki ve bakteriyosin duyarlı hücrelerin yüzeylerindeki özel 

reseptörlere bağlanma özelliklerini gösterirler. Daha ileri seviyeli kolisinleri ayırıcı 

özellikler, oldukça yüksek molekül ağırlığına ve genetik determinantların plazmidlere 

bağlanmalarına sahip olmalarıdır. Yapılan bir çalışmada Staphylococcus’lardan kolisine 

dayanaklı, mutantlara karşı etki gösteren 20’den fazla kolisin belirlenmiştir (Vuyst et al. 

1994). Bu bakteri türlerinin ürettiği kolisine Staphylococcisinler adı verilmiştir. 
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Staphylococcinlerin, Staphylococcus ve bazı gram pozitif bakterilere karşı etkili, gram 

negatif bakterilere karşı etkisiz olduğu gösterilmiştir.  
 
 

 
 

Şekil 2.2 Bakteriyosin zonunun oluşumu 
 

Bir çok LAB, fermente besin üretiminde önemli rollere sahiptir ve bu bakterilerin 

bazıları, besinlerde spor oluşturan geniş çaptaki organizmaların çoğalmasını 

önelyebildiği gösterilmiştir. Yerel olarak başarlı ve tabii olarak üretilen klasik örnek 

nisindir. 1928’den beri Lactococcus lactis suşları tarafından üretildiği bilinmekte ve 

1971’de de lanthionin-peptit içeren olarak tanımlanmıştır. L. lactis suşları tarafından 

üretilebilen nisin, tabii olarak bazı besin işlemlerinde bulunur. Protein saflaştırılması ve 

gen teknolojisi ile nisin oluşumunun bazı moleküler detayları açığa kavuşmuştur (Vuyst 

et al. 1994). Bakteriyosinin yapısal genlerinin yönlendirilmiş mutasyon (site-directed) 

için uygun olması sebebiyle antimikrobiyel aktivite veya geliştirilerek dayanıklılık 

kazandırılmış yeni peptid familyalarının yapımı mümkün görünmektedir (Miller 1998).  
 
Gram-pozitif bakterilerin ürettikleri bakteriyosin benzeri maddeler (özellikle 

Lactobacillus ve Lactococcus tarafından üretilenlerden bazıları) oldukça dar etki alanına 

sahip olmalarına rağmen, kolisinlerden daha geniş etkiye sahiptir. Genelde Gram-pozitif 

bakterilere karşı geniş bir etkiye sahiptir ve bazılarının türlere de etkili olduğu 
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bildirilmiştir. Bakteriyosin-benzeri maddelerin duyarlı ve Gram-negatif bakterilere karşı 

etki dereceleri, bazen ya belirli pH değerinde veya hücre duvarının dayanıklığını 

zayıflatan kimyasal maddelerin varlığınıda önemli ölçüde çoğalır (Osmanağaoğlu 

2005). 
 
Gram-pozitif bakteriler tarafından üretilen bakteriyosin yapıdaki maddeler aynı ekolojik 

cinse sahip bakteri dışındaki organizmaları öldürür. Bazı dayanıklı suşlar oldukça 

duyarlı türlerin içerisinde tesbit edilebilir. Bakteriyosinlerin özel aktivitelerine bakarak, 

inhibitör aktivite spektrumunun yorumlanması; eğer üretken suşlar, birden fazla 

bakteriyosin yapıdaki maddeleri ortama salgılarsa veya H2O2 ve asit gibi metabolik 

inhibitör etkisi olan maddeler elimine edilmezse oldukça güç olur. Bakteriyosin üreten 

gram-pozitif hücrelerin, kendi homolog bakteriyosinlere karşı olan kendi kendilerini 

korumaları (bağışıklık), kolisin üreten bakterilere nazaran daha az dayanıklı olmalarına 

rağmen, bazı gram-pozitif bakterilerde, üretken suşun özel korunmasını oluşturan hücre 

zarına bağlı moleküleri kodlayan genler tesbit edildi.  
 
Gram-pozitif bakterilerin ürettikleri bakteriyosin benzeri ürünler, oldukça geniş 

antibakteriyel spektrumu olanlar, uygulamalı araştırmaların en gözde olanı olmaya 

devam etmektedir (Osmanağaoğlu et al. 2000a, Osmanağaoğlu et al. 2000b, 

Osmanağaoğlu 2003, Osmanağaoğlu 2005). Ticari olarak arzu edilen antibakteriyel 

fonksiyonlarıyla yeni peptidlerin genetik mühendisliği veya keşiflerin potansiyeli karşı 

konulmaz bir cazibe oluşturmaktadır.  
 

Bakteriyosinler duyarlı mikroorganizmalar üzerinde farklı etki mekanizmalarına 

sahiptirler. Hücrenin sitoplazmik zarına bağlanarak, hücre içerisine girip, zarda 

gözenekler oluştururlar. Böylece düşük molekül ağırlığına sahip hücre bileşenlerinin 

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

ve hücre içi pH dengesinin korunmasında etkili olan K+ iyonunun hücre dışına sızması, 

hücrede enerji tüketimine neden olmaktadır (Twomey et al. 2002). Hücrede meydana 

gelen bu değişimler, DNA ve RNA gibi hücre için hayati önemi olan makro 

moleküllerin degredasyonuna, bu moleküllerle birlikte protein ve peptidoglycan gibi 

biyolojik proseslerin inhibisyonuna yol açmaktadır (Héchard et al. 2002, De Martinis et 

al. 2002). Bakteriyosinler katyonik bir molekül olduğu için sitoplazmik zar üzerinde 
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etkili olmalarında sahip oldukları hidrofobik kısımlar önemli rol oynamaktadır. Duyarlı 

hücre zarında bulunan negatif yüklü fosfat gruplarının etkisiyle ortaya çıkan 

elektrostatik etkileşim sonucu bakteriyosin hücre zarına tutunmaktadır (Twomey et al. 

2002). Böylece hidrofobik kısım zar yapısının içine girerek gözenek oluşumuna yol 

açmaktadır. Gram-pozitif bakterilerde nisin, enerji yüklü membran keseleri üzerine etki 

ederek Proton Motive Force’ u (PMF) bozar, amino asit alımını engeller ve birikmiş 

amino asitlerin bırakılmasına sebebiyet verir. Genel olarak lanthionin içermeyen 

bakteriyosinler, duyarlı hücrelerin hücre zarının dayanıklığını bozarak onların 

bakterisidal fonksiyonun etkilerler. Pediosin PA-1 hücre zarına girmeden ve por 

oluşturmadan önce fosfolipit tabakaya bağlanır ve muhtemelen bu por formasyonu, 

duyarlı hücrelerin hücre zarlarındaki protein alıcılarıyla çakışma oluşturur (Vuyst et al. 

1994).  
 

Osmanağaoğlu vd. (2005) yapmış oldukları çalışmada, Pediocin DT10’un Leuconostoc 

mesenteroides OZ-N3 hücreleri üzerine etki mekanizması incelenmiş ve hücrelerin 

pediocin DT10 ile muamelesinin ardından ilk etkinin sitoplazmik membranda olduğu 

elektron mikroskop altında plazma membranındaki porların varlığı ile belirlenmiştir. 

Daha sonra önemli hücre içi bileşenlerinin dışarı sızması sonucu hücre zarı geçirgenliği 

ve membran potansiyeli bozulmuş ve son olarak da makromolekül sentezinin durması 

ile hücre ölümü gerçekleşmiştir. Elektron mikroskobu ile gözlenen bu aşamalar 

sonucunda pediocin DT10’un duyarlı Leuconostoc mesenteroides OZ-N3 hücreleri 

üzerinde litik etkiye sahip olduğu gözlenmiştir. 
 

2.2.3 Probiyotik 
 

Probiyotik kelimesi; Yunanca kökenli olup “yaşam için” anlamına gelmektedir. 

Probiyotik terimi ilk defa 1965 yılında Lilly ve Stillwell tarafından diğer 

mikroorganizmaların gelişimini destekleyen maddeleri tanımlamak için kullanılmıştır. 

Tarihten günümüze kadar birçok anlamda açıklanan bu terim son olarak 1999’da 

Kneifel tarafından; vücuda alındığında konakçının gastrointestinal mikroflorasına 

olumlu etkileri olan canlı mikroorganizmalar olarak tanımlanmışlardır (Çakır 2002). 
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Fermente gıdaların metabolizma üzerindeki faydalı etkileri ilk defa 20. yüzyılın 

başlarında Nobel ödül sahibi; Rus Bilim adamı Elie Metchnikoff tarafından öne 

sürülmüştür. Metchnikoff Bulgar çiftçilerin fermente süt ürünleri tüketimi sonucu daha 

sağlıklı ve uzun ömürlü olduklarını, bunun nedeninin ise bu ürünlerde bulunan çubuk 

şeklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bağırsaktaki mikroflorayı olumlu yönde 

etkilemesi ve toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltması olduğunu belirtmiştir. Fermente 

ürünler üzerinde yapılan çalışmaların başlangıcı çok eskilere dayanmakla birlikte, 

probiyotikler konusunda yapılan çalışmalar ancak son 10–15 yılda hız kazanmıştır 

(Çakır 2002). 
 

Laktik asit bakterileri, bağırsak florasına olumlu etkileri ile bağışıklık sistemini 

kuvvetlendirerek, vücudun doğal savunmasını güçlendirir. Yararlı bakteriler olarak 

bilinen bu organizmalar, bağırsak sisteminde yaşayarak beslenmeye olumlu etkide 

bulunur ve vücudu hastalıklara karşı korur. Ancak bunu yapabilmeleri için bu 

bakterilerin mideden geçerken canlı kalabilmeleri ve böylece bağırsaklarda gelişme 

olanağı bulabilmeleri gerekmektedir. Şu ana kadar bilinen laktik asit bakteri kültürleri, 

örneğin klasik yoğurdun içinde bulunanlar, mide asidi ve safra kesesi tuzları tarafından 

kolaylıkla zarar görür ve bu yüzden de etkilerini yitirir. Lactobacillus bulgaricus olarak 

bilinen klasik yoğurt mayasının laktik asit bakterilerinin 10 000 tanesinden yalnızca 1'i 

bağırsaklara ulaşabilmekte ve çok az canlı kalabilmektedir. 
 

Probiyotik içerikli ürünler Japonya, Uzakdoğu ülkeleri ve Avrupa Birliğine üye olan 

ülkelerde yaygın olarak kullanılmaktadır. Amerika Birleşik Devletleri’nde ise son 

yıllarda bu ürünlere olan ilgi giderek artmıştır. İnsan tüketimi için hazırlanmış çok fazla 

sayıda ticari probiyotik preparatı bulunmaktadır. Sadece birkaç tanesinin fonksiyonel 

gıda bileşeni olarak yararlı etkisi kanıtlanmıştır. Lactobacillus casei shirota suşu ticari 

olarak satışa sunulanların en eskisi olup, 1930 yılında Japonya’da izole edilmiştir 

(Çizelge 2.2). 
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Çizelge 2.2 Ticari olarak satılan bazı probiyotik ürünler 
 

Ürün adı Mikroorganizma Kategori Ülke 

VITAGEN  Lactobacillus acidophilus Fermente içecek Malezya 

LEVENIN Enterococcus faecalis Süt tozu Japonya 

BİO-GRADE Lactobacillus acidophilus Fermente süt Avusturalya 

LC1 Lactobacillus casei Yoğurt  Türkiye 

VENTRUX Streptococcus feacium Kapsül İsveç 

LACTINEX Lactobacillus bulgaricus Toz USA 

 
 
Üçüncü milenyumun başında özellikle gelişmiş ülkelerde alerjik hastalıklar, astım, 

barsak hastalıkları, diabet gibi hastalıkların önemli düzeyde yükseldiği görülmektedir. 

Bu hastalıkların barsak bariyer işlevinin bozulması ile ilişkili olduğu ileri sürülmektedir. 

Probiyotikler ise, endojen mikrofloranın özelliklerini geliştirerek konakçı sağlığını 

olumlu yönde etkileyen canlı mikroorganizmalardır. Bu nedenle probiyotik bakteri 

kültürlerinin karakteristlik özelliklerinin tanımlanmasına ve etkinlik özelliklerinin 

belirlenmesine yönelik çalışmaların süregelmesinin önemi üzerinde durulmaktadır. 

Özellikle gen teknolojisinin yeni kültürlerinin gelişiminde önemli rol oynayabileceği, 

probiyotik bakterilerin işlevselliği ve etkinlik mekanizmalarının daha iyi 

belirlenebileceği ve açıklığa kavuşturulabileceği belirtilmektedir. 
 

2.2.4 Ekzopolisakkarit üretimi 
 

Karbonhidrat metabolizması bir çok bakteri türünde enerji ve biyokütle üretimine 

ilaveten ekzopolisakkarit üretiminde de önemli bir rol oynamaktadır. 

Ekzopolisakkaritlerin; bakteriyi sıvı kaybına, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara, 

protozoa, antibiyotik ve toksik bileşiklere karşı koruduğu, ayrıca metal iyonlarının 

hücreye alınmasında görevli olduğu bilinmektedir. Ekzopolisakkaritlerin diğer önemli 

bir özelliği ise bakterinin yüzey tutunmasında yapıştırıcı (slime) işleve sahip olması ve 

bulunduğu ortama tutunma ve biyofilm oluşturmada etkili olmasıdır. Bütün bu 
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özellikler ekzopolisakkarit üreten bir bakteriye bulunduğu ortamda stabil olarak 

kalabilme ve baskın olarak büyüme özelliği kazandırmaktadır (Ding et al. 1995).  
 

2.3 Laktik Asit Bakterilerinin Tanımlanmasında Kullanılan Metotlar 
 

Laktik asit bakterilerinin ilk kullanışlı sınıflandırmasını yapan kişi; Orla Jensen; bu 

yöntemi morfolojik, ekolojik ve fizyolojik özellikler üzerine kurmuştur. Bu fizyolojik 

özelliklerin üzerine çeşitli düzenlemeler ve değişimler yapılmıştır: Fermantasyon 

yolları, karbonhidrat kullanımları, laktik asit üretimleri, peptidoglikan tabakanın analizi 

gibi. Fakat bu düzenlemeler bile birbirine çok yakın türlerin ayrımına olanak sağlayacak 

değişimler olamamıştır. Bu değişimleri DNA üzerine kurulu metotlar izlemiştir. 
 
Laktik asit bakterilerinin tanımlanması amacı ile Gonzalez ve arkadaşları; 2000 yılında 

taze balıktan izole ettikleri 249 Laktik asit bakteri izolatını tanımlamak için 44 farklı 

morfolojik ve fizyolojik test yapmışlar ve izolatların %90’ını yalnızca tür bazında 

tanımlayabilmişlerdir. Bu testler arasında en aydınlatıcı rol protein profilleri olmuştur. 

Daha sonra yapılan çalışmalarda peynir ürünlerinden izole edilen 118 termofilik 

Lactobacillus türü hücre duvarı protein profillerine göre sınıflandırılmış ve bu yöntemin 

kullanılabilir en hızlı metot olduğu belirtilmiştir. Fakat alttürlerin ayrımı 

sağlanamamıştır. 
 

Bu sırada benzer çalışmalar Leisser ve arkadaşları tarafından da yapılmış fakat bu 

yönteme farklı moleküler teknikler de eklenmiştir. Malezya’ya özgü fermente gıda 

içeceklerinden elde ettikleri 43 laktik asit bakterisini SDS-PAGE’ de hücre duvarı 

protein profillerinin yanı sıra farklı bir metot olan 16S rRNA gen bölgelerine göre de 

sınıflandırmışlardır. Böylece DNA’ ya bağlı metotların daha spesifik sonuçlar verdiğini 

kanıtlamışlardır. Başka bir çalışmada ise pilazmid profillerini, SDS-PAGE profillerini 

ve API CH50 test sonuçlarını karşılaştırmışlardır. API CH50 sonuçlarının tür bazında 

tanımlanmasını diğer testler ile desteklemişlerdir.  
 

2000’li yıllarda yapılan çalışmalar; fenotipik identifikasyona alternatif olarak moleküler 

tanımlama çalışmaları üzerine yoğunlaşmıştır. 16S rDNA bölgelerinin total DNA 

üzerinden spesifik primerler yardımıyla bulunması, bu bölgelerin farklı restriksiyon 

enzimleri ile kesilerek RFLP analizlerinin yapılması ile bakteri tanımlamalarına farklı 
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bir boyut getirilmiştir. Yine aynı yıllarda; 249 Gram pozitif, oksidaz- ve katalaz-negatif 

laktik asit bakterisi çalışılmış, tüm izolatlar sadece 49 farklı fenotipik test baz alınarak 

sınıflandırılmaya çalışılmış fakat sorunlarla karşılaşılmıştır. Taksonomi için; farklı 

çalışmaların denenmesi gerektiği sonucuna varılmıştır (Klijin et al. 1991).  

 
Domig ve arkadaşları Enterococcus spp. nin genotipik kriterler ile tanımlanması ve 

karakterizasyonunu tanımlayan metotları açıkladıkları çalışmalarında SDS-PAGE ile 

yapılan hücre duvarı ve toplam hücre proteinlerinin cins düzeyinde kesin tanımlama 

olduğunu belirtmiş ve diğer moleküler teknikler ile kıyaslamasını yapmıştır.  
 
1991 yılında Kanatani ve arkadaşları izole ettikleri Lactobacillus acidophilus türünün 

pilazmid DNA sını karakterize etmişlerdir. 40, 17, 10, 5, 2 ve 1.8 megadaltonluk 6 farklı 

pilazmide sahip olduğu sonucuna ulaşmışlardır. 40MD luk pilazmidin galaktoz 

metabolizmasından sorumlu olduğunu tesbit etmişlerdir. 
 

İnsan kaynaklı Leuconostoc lactis türlerinin karakterizasyonu fenotipik testler ile 

açıklanmıştır. SDS-PAGE kullanılarak yapılan protein tanımlamasının bu testler içinde 

en başarılı sonucu sağladığı gösterilmiştir (Barreau et al. 1990).  
 
Hebert ve arkadaşları starter kültür olarak kullanılan doğal Lactobacillus türlerini 

karakterize etmek için farklı yöntemler kullanmışlardır. Pilazmid DNA izolasyonu 

Anderson Mckay ve Kleanhammer in prosedürleri ile gerçekleştirilmiştir. Fenotipik 

metotlar içerisinde SDS-PAGE yöntemi başarılı kabul edilmiş ve tür bazında tanımlama 

için 16S rDNA gen sekans analizi kullanılmıştır.  
  

İtalyan peynirinden izole edilen 123 izolattan farklı türler tanımlanmaya çalışılmış fakat 

fenotipik testler ile %11’i tanımlanamamıştır. Buna karşı alternatif metot olarak PCR 

işlemi DNA üzerinde 16S rDNA bölgesine bağlanabilecek spesifik primerler 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Angelis et al. 2001). 
 

Sanchez ve arkadaşları 2003 yılında 149 laktik asit bakterisinin hücre duvarı protein 

profillerini incelemiş ve SDS-PAGE sonucunda oluşan bantları moleküler büyüklüğü 

bilinen marker ile karşılaştırarak tanımlama yapmışlardır. 2004 yılında Temmerman ve 

arkadaşlarının, 2005 yılında ise Ehrmann ve arkadaşlarının yapmış olduğu derleme 
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makalelerde; bakterilerin identifikasyonu için fenotipik testlerin yetersiz olduğu genetik 

yöntemlerin kullanılması gerektiği vurgulanmaktadır.  
 

Applied Maths GEL Compare sistemi kullanılarak yapılan başka bir filogenetik ilişki 

çalışmasında SDS-PAGE çalışması ile belirlenen proteinler ile yapılan tür 

karşılaştırması spesifik primerler kullanılarak PCR ile desteklenmiştir (Delgado et al. 

2004). 
 

2.3.1 Fenotipik ve biyokimyasal metotlar 
 

Klasik yöntemlerle tanımlama yapabilmek için ilk aşamada bakterilerin bulundukları 

ortamdan izole edilip saf kültürlerin elde edilmesi gerekmektedir. Laktik asit 

bakterilerinin izolatlarının saf kültür olarak elde edildikten sonra klasik yöntemlerle 

tanımlanması için ilk aşamada bunların Gram reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve 

katalaz aktivitesinin belirlenmesi yoluna gidilmektedir (Sharpe et al. 1966, Sharpe 

1979, Schlinger and Lücke 1987, Temiz ve Yılmazer 1998). Sonuçta da bu 

besiyerlerinde gelişen Gram pozitif, sporsuz çubuk veya kok şekilli katalaz negatif 

bakteri izolatları laktik asit bakterisi olarak ayrılmakta ve bu izolatları cins düzeyinde 

tanımlamak amacıyla bir takım morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler 

uygulanmaktadır (Schlinger and Lücke 1987, Temiz ve Yılmazer 1998). Laktik asit 

bakterilerinin cins düzeyinde tanımlanması amacı ile başvurulan biyokimyasal ve 

fizyolojik testlere; glukozdan gaz oluşturma, karbonhidrat fermentasyon testleri, 

arjininden amonyak üretimi, indol, Voges-Proskauer, jelatin hidrolize ve üreaz testleri, 

sukrozdan dekstran oluşturma, değişik sıcaklık ve pH değerlerinde ve farklı tuz 

konsantrasyonlarında gelişme testleri örnek gösterilebilir.  
 

Bunun yanı sıra, mikroorganizmaların genel grup profillerine göre hazırlanmış çeşitli 

sayıda klasik biyokimyasal testten oluşan, hazır API (Analytical Profile Index) test 

kitlerinden de günümüzde tanımlama amacıyla oldukça yaygın bir şekilde 

yararlanılmaktadır. API 50 CH test kiti ile laktik asit bakterilerinin oldukça kolay bir 

biçimde tür/alttür düzeyinde tanımlanabileceği yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur 

(Dicks et al. 1987, Khaled et al. 1997, Falsen et al. 1999). Test kitinden alınan 

sonuçlar, test bilgisayar programının veri tabanında yer alan bakteri türleri ile sınırlı 
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olarak tanımlanmaktadır. Tanımlama sonuçları bu programda “% tanımlama” şeklinde 

verilmektedir. 
 

2.3.1.1 Morfolojik teşhis 
 

İzolatların identifikasyonunda en önemli aşamalardan biri olan morfolojik çalışmalar; 

bakteri hücrelerinin boyanarak ışık mikroskobunda gözlenmesi ile belirlenir. Sonuçlar; 

hücrelerin morfolojileri, gram reaksiyonları, spor oluşturma özellikleri ve hareket 

yetenekleri hakkında bilgi verir. Fakat morfolojik çalışmalar gerek hücrenin bulunduğu 

gelişim koşullarından gerekse bölünme zamanından etkilenebilmekte ve kesin bir sonuç 

alınamamaktadır. Birçok heterofermantatif Lactobacillus cinsi çubuk şeklinde kok 

morfolojileri ile Leuconostoc cinsi ile karıştırılabilir (Çetin 2002). 
 

2.3.1.2 Fenotipik ve biyokimyasal testler  
 

Tuz, pH, sıcaklık dirençliliği fenotipik testlere; katalaz, oksidaz, şeker fermantasyonu 

gibi testler ise biyokimyasal testlere dahil olup tanımlama için yeterli değildir. Çoğu 

zaman karışıklığa neden olabilir. Alttür ve suş bazında net tanımlama yapılamaz. Bunun 

yanında antibiyotik dirençliği, faj içeriği, hücre duvarı kompozisyonlarının 

tanımlanması, toplam hücre proteinlerinin SDS ile karşılaştırılması, laktik asit 

dehidrojenaz gibi (LDH) gibi enzimlerin elektroforetik teknikler ile belirlenmesi, 

serolojik tiplendirme gibi yöntemlerde fenotipik testlere dahil olup daha kesin sonuçlar 

vermektedirler (Çetin 2002). 
 

2.3.2 Moleküler Karakterizasyon Metotları 
 

Laktik asit bakterilerinin tanımlanması ve karakterizasyonu endüstriyel ve bilimsel 

açıdan gittikçe daha fazla önem kazanan bir konu haline gelmiştir (Rademaker and 

DeBruijn 2000). Laktik asit bakterilerinin tanımlanabilmesi ve karakterizasyonu 

amacıyla bunların morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik özellikleri ile antibiyotik 

duyarlılıkları ve faj tiplerinin belirlenmesinin ve serolojik olarak tiplendirilmelerini 

içeren klasik yöntemlerin yanı sıra, son yıllarda güncellik kazanan Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Çoğaltılmış 
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rDNA’nın Restriksiyon Analizi (ARDRA), Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE), 

Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), Çoğaltılmış 

parça uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve DNA dizilim analizi gibi moleküler biyoloji 

tekniklerinden de yararlanılabilmektedir (Bush and Nitschko 1999). Bu yöntemlerin her 

biri bakteri izolatlarını cins, tür, alt tür ve suş düzeyinde sınıflandırmaya, tanımlamaya 

ve karakterize etmeye çalışmaktadır. Bu yöntemlerin her biri bakteri izolatlarını cins, 

tür, alt tür ve suş düzeyinde sınıflandırmaya, tanımlamaya ve karakterize etmeye 

çalışmaktadır. Her yöntemin uygulama, tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve 

çözüme ulaşmadaki kesinlik düzeyleri açısından avantajları ve dezavantajları 

bulunmaktadır. Ancak, genellikle son yıllarda kullanılmaya başlanan DNA’ya dayalı 

moleküler yöntemler son derece güvenilir, basit ve pahalı olmayan tanımlama ve 

sınıflandırma yöntemleri olarak değerlendirilmektedir (Moschetti et al. 1998, Bush and 

Nitschko 1999). 
 

Biyokimyasal prosedürlerin ve fenotipik metotların sınıflandırmada yetersiz kalması 

araştırıcıları yeni yöntemler bulmaya yöneltmiştir (Çizelge 2.3). Bu yöntemler DNA 

üzerine kurulu moleküler metotlar olarak tanımlanmıştır (Temmerman et al. 2004). Bu 

yöntemlerin başında; plazmid profil analizi, DNA/DNA hibridizasyonu, restriksiyon 

endonükleaz analizi, ribotiplendirme, pulsed-field jel elektroforezi, polimeraz zincir 

reaksiyonu ve nükleotid sekans analizleri gelmektedir (Farber 1996).  
 

Bu metotların temel avantajları (Farber 1996): 
 

1. Kuvvetli bir ayırım gücüne sahiptirler. Çok yakın türlerin ayrımı bile 

gerçekleşebilir.  

2. Bakteriden DNA izolasyonu tanımlanmıştır ve kolay bir yöntem olduğu için 

materyal kolaylıkla elde edilebilir. 

3. Farklı kaynaklardan DNA izolasyonu ile aynı yöntem kullanılarak sistematiğe 

gidilebilir. 

4. DNA stabil bir molekül olduğu için kültür içeriğinden ve hazırlanan 

aşamalardan etkilenmemektedir. Böylece daha güvenilir sonuçlar elde edilebilir. 

5. Sonuçlar istatistiksel analizler ve diyagramlar ile desteklenebilir. 

6. Yeni izole edilen suşların da varlığı bu şekilde kanıtlanabilir.  
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Moleküler teknikler, güçlü bir ayrım gücüne sahip olmaları, tekrarlanabilir olmaları, 

uygulamasının kolay olmasının yanında, sonuçların kolay yorumlanabilmesi gibi 

nedenlerden dolayı son yıllarda sıklıkla kullanılmakta ve geliştirilmektedir. AFLP 

(Çoğaltılmış parça uzunluk polimorfizmi); genetik marker teknikleri içerisinde genetik 

karakterizasyon çalışmaları için geliştirilmiş çoklu lokus parmak analizi tekniklerinden 

biridir. Genellikle birbirine yakın türlerin karakter analizlerinde kullanılan AFLP sonuçları 

günümüzde bakteriyel taksonomiyi açıklamakta ve sonuçları DNA-DNA hibridizasyonu 

gibi teknikler ile desteklenmektedir. AFLP temelde RFLP ve RAPD PCR tekniklerinin bir 

arada kullanıldığı ve tanımlamada özellikle RFLP ve RAPD PCR’da olduğu gibi tür-suş 

düzeyinde oldukça yüksek oranda başarıya ulaşan son yıllarda popüler olan bir tekniktir. 

Tekniğin çok geniş bir alanı taraması, az miktarda işgücüne gereksinim duyması, kısa 

sürede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin oldukça kolay oluşu en temel 

avantajlarından olup bu yeni tekniğe olan ilgiyi arttırmaktadır. Genomik tiplendirme 

teknikleri, birbirine çok yakın akraba türlerin tespiti, türlerin tanımlanması ve ayrımı, 

starter kültür analizleri, gıdalarda bozulmalara neden olan gastrointestinal enfeksiyonlara 

neden olan önemli mikroorganizmaların karakterizasyonlarında kullanılarak önem 

kazanmıştır. 
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Çizelge 2.3 LAB tanımlamasında kullanılan teknikler 
 

METOT PRENSİP DÜZEY SONUÇ 

 

FENOTİPİK METOTLAR 

 

Morfolojik analiz MİKROSKOBİK GÖZLEM CİNS ++ 

Fizyolojik analiz ÜREME KARAKTERİSTİKLERİ CİNS + 

Biyokimyasal testler 
FERMENTASYON ÖZELLİKLERİ 

API KIT 

CİNS 

TÜR 

++ 

++ 

Protein profilleri POLİAKRİLAMİD JEL TÜR +++ 

 

GENOTİPİK METOTLAR 

 

SPESİFİK PRİMER PCR 
PRİMERE 

GÖRE DEĞİŞİR 
+++ 

SEKANS 16S rDNA CİNS-TÜR +++ 

RFLP RESTRİKSİYON ENZİM TÜR-SUŞ +++ 

AFLP RFLP+PCR TÜR-SUŞ +++ 

RAPD-PCR RASTGELE PCR TÜR-SUŞ ++ 

PFGE PULSEDFIELD JEL ELEKTROFOREZİ SUŞ +++ 

RİBOTİPLENDİRME OLİGONÜKLEOTİD PROBLAR TÜR-SUŞ +++ 

HİBRİDİZASYON DNA-DNA HİBRİDİZASYONU CİNS-TÜR +++ 

( +: düşük, ++: orta, +++: yüksek) 
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2.4 Pilazmidler ve Genel Özellikleri 
 
Hücre kromozomundan bağımsız olarak replike olabilen genetik elementler pilazmid DNA 

olarak isimlendirilirler. Binlerce değişik pilazmid tipi bilinmektedir. Sadece E. coli 

suşlarından 300’ün üzerinde farklı doğal pilazmidler izole edilmiştir. Doğal olarak oluşmuş 

olan pilazmidlerin büyüklükleri 1–1000 kbp arasında değişmektedir. Tipik bir pilazmid 

kromozomun büyüklüğünün 1/20’sinden daha küçük olan halkasal çift sarmal DNA 

molekülüdür. Hücrelerden izole edilmiş olan pilazmid DNA’ların çoğu süper halkasal 

konfigürasyondadır ki bu da hücre içindeki en stabil formudur. Pilazmid DNA izolasyonu 

genellikle süper halkasal DNA molekülünün bazı fiziksel özellikleri kullanılarak yapılır ve 

diğer DNA tiplerinden ultrasantrifuj yöntemi ile ayrılır. Her ne kadar kromozomda hücre 

içinde süper halkasal bir yapıya sahip olsa da kromozomal DNA’nın izolasyonu esnasında 

kırılmalar meydana gelir ve süper halkasal yapı bozulur. Değişik moleküler ağırlıklara ve 

büyüklüklere sahip olan plazmid DNA molekülleri agaroz jel üzerinde yapılan elektroforez 

işlemi ile birbirlerinden ayırt edilirler (Watson 1987,1992). 
 

Bir çok bakteri grubunda olduğu gibi laktik asit bakterilerini sınıflandırmada önem 

taşıyan sorunlardan biri; bir tür, alt tür ya da biyovaryeteye ait ve değişik nişlerden izole 

edilen suşların farklılıklarının tesbitidir. Genellikle iç ve dış çevresel koşullardan 

sağlanan bu suş farlılıklarının biyokimyasal, fizyolojik, kültürel ve morfolojik testler ve 

ya stabil genetik markerlar kullanılarak tesbiti çoğu zaman mümkün olmamaktadır. Bu 

durumda suş ayrımı için başvurulan güvenilir ve hızlı yöntemlerden bir tanesi pilazmid 

içeriklerinin tesbitidir. Bakterilerin değişen çevresel koşullara karşı hızlı yanıt 

oluşurmasını sağlayan temel genetik yapılar pilazmidlerdir. Çoğunluklada bu 

adaptasyon; stres koşullarında pilazmid kaybı, yeni koşullara uygun matabolik 

özelliklerin kazanımında da pilazmid transferi yolu ile olmaktadır. Suş düzeyinde 

farklılaşmanın ana kaynağını; pilazmid içeriklerindeki değişmeler ve onların yarattığı 

fenotipik uyum oluşturmaktadır (De Vuyst and Degeest 1999). 
 
Laktik asit bakterileri değişen sayılarda ve farklı moleküler ağırlıklarında pilazmid 

içerikleri sergilemektedirler. Bu bakterilerde; karbonhidrat metabolizması, proteolitik 

aktivite, faj dirençlilik, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit üretimi gibi endüstiriyel açıdan 

önemli özelliklerin pilazmidler tarafından kodlandığı fenotipik ve genotpik kanıtlarla 
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tesbit edilmiştir (Allison and Klaenhammer 1998). Yapılan çalışmalar ile bakterilerin 

sahip oldukları pilazmidler ve kodladıkları özellikler araştırılmıştır. Örneğin laktoz 

fermentasyonunu yöneten enzim sistemleri gen kodlu pilazmidler üzerinde 

bulunmaktadır (Wright et al. 1986). Laktoz metabolizmasından sorumlu genler aynı 

pilazmid üzerinde bulunabilmekle birlikte, genellikle farklı suşlarda farklı pilazmidler 

tarafından da kodlanabilmekterir. Lactococcus lactis suşlarında yapılan bir çalışmada 

ML3 suşunda 33MDa, C10 suşunda 43 MDa ve LMO232 suşunda 36 MDa büyüklükte 

pilazmidlerin laktoz metabolizası genlerini taşıdığı belirlenmiştir (Harlander et al. 

1984).  
 

Laktik asit bakterileri ile yapılan çalışmalarda diğer birçok endüstriyel özellikte olduğu 

gibi bakteriyosin üretimi ve dirençlilik sistemlerinin de genellikle pilazmid kodlu 

olduğu bulunmuştur. Laktik asit bakterlerinde endüstriyel öneme sahip özelliklerin 

büyük çoğunluğunun pilazmid kökenli genler tarafından kodlanması, bu bakterilerde 

pilazmid biyolojisi çalışmalarını moleküler genetik araştırmaların arasında yer almasını 

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

Laktik asit bakterilerinin pilazmid içeriklerinin moleküler biyoloji alanında 

araştırılmaya başlanmasından hareketle ve bu çalışmada yer alan suşlar arasındaki 

farklılığının pilazmid varlığı açısından da ortaya konulabileceği düşünülerek izole 

edilen ve tanımlanan laktik asit bakterilerine ait pilazmid varlıkları, bunların sayı ve 

büyüklüklerinin belirlenmesine dönük olarak araştırılmaya çalışılmıştır. 
 

Laktik asit bakterilerinde, Anderson Mckay (1983) tarafından önerilen alkali 

denatürasyon yöntemi kullanılarak yapılan pilazmid izolasyonu ve agaroz jel 

elektroforezi çalışmaları sonucu; büyüklükleri 33.250 ile 1883 bp arasında değişen 1-14 

adet pilazmid içeriği saptanmıştır. Toplam 88 adet bakteri içerisinde 20 adedinin sadece 

bir pilazmid içerdiği tesbit edilmiştir. Belirlenen pilazmid sayı ve büyüklükleri, benzer 

araştırmalarda tanımlanan sınırlar içerisinde yer almaktadır.  
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2.5 Hücre Duvarı Proteinleri 
 

Bakteriyel tanımlama ve taksonomi çalışmalarında protein profillerinin kullanım 

olanakları uzun zamandır araştırılmaktadır. Bu konuda ilk çalışmalar toplam protein 

profillerin tesbit edilmesi üzerine kurulmuştur. Ancak özellikle bakterilerin hücre duvarı 

proteinlerinin tanımlanması ile birlikte taksonomi çalışmalarında yer alan protein 

profilleri değişmiştir (Houwink. 1953). Bunun nedeni ise, yüzey yapıları dışında kalan 

proeinlerin stabil bir üretime sahip olmamalarıdır. Bu sorunun ana noktasını ise değişen 

çevre şartları oluşturmaktadır (Gatti et al. 1997). Laktik asit bakterilerinin 

tanımlanmasında kulanılan biyokimyasal ve fenotipik testlerin özelikle tür düzeyinde 

ayrımda yetersiz kalması moleküler tanı testlerini kullanım zorunluluğu getirmiştir. Bu 

moleküler testler içerisinde; hızlı sonuç vermesi ve bir çok durumda tür spesifikasyonu 

içermesi nedeniyle, hücre duvarı protein profilleri genel bir kullanım alan bulmuştur 

(Perez et al. 2000). 
 
SDS-PAGE (Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi) laktik asit 

bakterilerinin tanımlanması ve karakterizasyonu amacıyla saf kültürler kullanılarak 

hücre duvarı proteinlerine ait parmakizinin çıkarıldığı hızlı ve alternatif bir yöntem 

olarak bilinmektedir (Busch and Nitschko 1999). Standardize edilmiş koşullarda 

uygulanan bu moleküler biyolojik yöntem, laktik asit bakterileri için tanımlama, türler 

arası karşılaştırma ve karakterizasyon amaçlarıyla geniş bir kullanım alanı bulmaktadır. 

(Pot et al. 1993). Toplam hücre proteinlerinin bu amaçla kullanımının diğer yöntemlere 

göre daha basit, ekonomik ve yüksek duyarlılıkta bir uygulama olduğu bilinmektedir 

(Tsakalıdou et al. 1992). 
 

Klasik tanımlama testleri ile, hücre duvarı protein profillerinin belirlenmesini esas alan 

sınıflandırma çalışmalarının karşılaştırıldığı bir çalışmada, bu iki yöntemin %63 

oranında çakışma gösterdiği saptanmıştır. Bu çalışmaya göre farklı sonuçlar veren 

suşların, özellikle atipik suşlar olduğunun belirlenmesi, hücre duvarı protein 

profillerinin taksonomik çalışmalarda güvenilir olduğuna işaret etmektedir (Picon et al. 

2005). Lactococcus cinsi üyelerinin tanımlanmasında klasik tanı testleri ile hücre duvarı 

protein profillerinin karşılaştırılmasını esas alan başka bir çalışmada tanımlamada her 

iki yöntemin de genellikle paralel sonuçlar verdiği saptanmıştır. Özellikle klasik testler 



 29

ile tanımlanan çok sayıda izolatın, SDS-PAGE protein profilleri ve genetik analizler 

sonucunda başka cinslerin üyeleri olduğunun belirlenmesi, klasik tanı testlerinin ne 

denli aldatıcı olduğunu göstermektedir (Lortal and Chapot-Chartier 2005, Ruas-

Madiedo et al. 2005). Heterofermantatif Lactobacillus türlerinin incelendiği ve türler 

arası farklılıkları ile moleküler ilişkinin ortaya konulmasını amaçlayan bir başka çalışma 

da SDS-PAGE tekniğinin kullanıldığı görülmektedir (Dicks and Vuuren, 1987, Zavaglia 

et al. 1999). Protein profilleri sonuçları protein bantlarının varlığı/yokluğundan 

hareketle nümerik analiz yapılarak değerlendirilmiştir. Elde edilen verilere; genel amacı 

gruplanmamış verileri benzerliklerine göre sınıflandırmak (kümelemek) ve bireyler 

arası farklılıkları ve ait oldukları kitleleri belirlemek olan kümeleme analizi uygulanarak 

dendogramları çıkarılmıştır. 
 

Bakteri sınıflandırma çalışmalarında protein profillerinin kullanım olanakları uzun 

zamandır araştırılmaktadır. Bu konuda ilk çalışmalar toplam protein profillerinin 

tesbitine dayanmaktadır. Daha sonra gerçekleştirilen hücre duvarı protein profilerinin 

tanımlanması söz konusu çalışmaların yönünü değiştirmiştir (Howink 1953, Pot et al. 

1994). Yüzey yapıları dışında kalan proteinlerin stabil üretimi söz konusu değildir. 

Toplam protein profil çalışmaları, çok değişik çevresel koşulların etkisi altında, stabil 

olmamaktadır (Gatti et al. 1997).  
 

Klasik tanı testlerine oranla, protein çalışmalarının hızlı ve güvenilr sonuçlar vermesi 

kullanımda tercih edilmesini ön plana çıkarmaktadır. Özellikle spesifik genlerin 

üretiminde de öncü çalışmaları oluşturmaları nedeniyle genetik tanı testlerinin temelini 

oluşturmaktadır (Picon et al. 2005). Laktik asit bakerilerinin moleküler teknikler 

kullanılarak sınıflandırılmasını esas alan araşırmalarda, protein içeriklerinden 

yararlanma çok kısa sürelerde sonuçlanabilmektedir. Farklı araştırma gruplarının 

yürüttüğü çalışmalarda laktik asit bakterilerine ait türlerin ayrımında hücre duvarı 

protein profillerinin güvenilir bir sınıflandırma kriteri olarak kullanılabileceği 

belirtilmiştir (Ward et al. 1998). L. lactis, L. cassieliflavus, L. gavriae, L.piscium ve L. 

plantarum türlerin ayrımında; 16S rRNA:DNA hibridizasyonları, resriksiyon fragment 

boy polimorfizmi ve gen kaynaklarının kullanımını içeren moleküler genetik teknikler 

gibi hücre duvarı protein profillerinin kullanmı da standardize edilmiştir. Ancak bu 

tekniğin endüstriyel öneme sahip L. lactis alttürlerinin tanımlanmasında ve ayrımında 
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kullanımı netlik kazanamamıştır. Bazı çalışmalar ise özellikle alttürler arasında hücre 

duvarı proteinlerinin sınıflandırmada kullanılacak bir farklılaşmaya neden olduğunu 

belirtmektedir. 
 

Laktik asit bakterilerinde hücre duvarına lokalize olan proteinlerin çoğu (proteinaz 

sistemleri ve laktoz permeaz gibi) söz konusu bakterilerin endüstriyel öneme sahip 

özelliklerinin esasını teşkil etmektedir. Hücre duvarında lokalize olan proteinlerin 

tanımlama testlerinin standardizasyonu, bu bakterilerin endüstriyel açıdan önem taşıyan 

özelliklerinin kontrolü ve dolayısı ile starter kültür suşu performansının takibi açısından 

da kritik bir noktadır. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 
 

3.1 Materyal 
 

3.1.1 Bakteri kültürleri  
  

Bu çalışmada, farklı ürünlerden izole edilen 31 adet izolat ve farklı Üniversitelerin 

Kültür Koleksiyonlarından temin edilen 57 adet bakteri olmak üzere toplam 88 laktik 

asit bakteri kültürü kullanılmıştır (Çizelge 3.1).  
 

3.1.2 Kültür ortamları 
 

Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonları için içerikleri EK 1’de verilen TGE, MRS,  

M17, SB ve LUSM besi yerleri kullanılmıştır 
 

3.1.3 Tampon ve çözeltiler 
 

Çalışmada kullanılan tampon ve solüsyonların hazırlanışı EK 2’de verilmiştir 
 

3.1.4 Moleküler markırlar 
 

Çalışma boyunca kullanılan DNA ve protein markırları EK 3’de verilmiştir 
 

3.1.5 Kimyasallar 
 

Çalışmada kullanılan kimyasallar ve üretici firmaları EK 4’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.1 Çalışmada kullanılan Laktik Asit Bakterileri 
 

 Bakteri  Kaynak 

A. Enterococcus  

1. Enteococcus casseliflavus NRLL- 3502 Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

2. Enterococcus faecalis OZ-1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik  

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

3. Enterococcus faecalis İbni Sina Hastanesi Mikribiyoloji Lab. 

4. Enterococcus faecalis E27 Gazi Üniversitesi FEF Biyoloji Bölümü 

5. Enterococcus faecium F1 Gazi Üniversitesi FEF Biyoloji Bölümü 

6. Enterococcus faecium İbni Sina Hastanesi Mikribiyoloji Lab. 

B. Lactococcus  

1. Lactococcus lactis OZ1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Lab.Kültür Kolleksiyonu 

2. Lactococcus lactis OZ2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

3. Lactococcus lactis OZ3 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

4. Lactococcus lactis OZ4 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

5. Lactococcus lactis OZW1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

6 Lactococcus lactis OZW2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

7 Lactococcus lactis OZW3 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

8 Lactococcus lactis PK1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu 

9. Lactococcus lactis subsp. cremoris RSKK 01018 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

10. Lactococcus lactis subsp. cremoris NRLL-B 634 Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 
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C. Pediococcus  

1. Pediococcus accidilactici NRLL-B 4958 Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

2. Pediococcus acidilactici 2 N 10P Gazi Üniversitesi FEF Biyoloji Bölümü 

3. Pediococcus acidilactici 2++ 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

4. Pediococcus acidilactici RS2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

5. Pediococcus acidilactici AB6 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

6. Pediococcus acidilactici F2+ 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

7. Pediococcus acidilactici E++ 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

8. Pediococcus accidilactici cereviciae ATCC 666 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu 

9. Pediococcus dextranicus 2N 1P Gazi Üniversitesi FEF Biyoloji Bölümü 

10. Pediococcus pentosaceus DT1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

11. Pediococcus pentosaceus DT10 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

12. Pediococcus pentosaceus KS2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

13. Pediococcus pentosaceus TK3 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

14. Pediococcus pentosaceus KPR 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

15. Pediococcus pentosaceus TS1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

16. Pediococcus pentosaceus ST3 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

17. Pediococcus pentosaceus BY1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

18. Pediococcus pentosaceus P1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 
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19. Pediococcus pentosaceus P7 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik  

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

20. Pediococcus pentosaceus P20 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

21. Pediococcus pentosaceus A9 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

22. Pediococcus pentosaceus A12 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

23. Pediococcus pentosaceus DH2 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

24. Pediococcus pentosaceus DH3 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

25. Pediococcus pentosaceus PH2 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

26. Pediococcus pentosaceus MCO31  

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

27. Pediococcus pentosaceus 345 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

 

D. Leuconostoc  

1. Leuconostoc lysis 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

2. 
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 

NRLL-B 3469 

Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

3. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris   
Refik Saydam Kültür Koleksiyonu RSKK 

1061 

4. Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

5. Leuconostoc sp. OZ1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

6. Leuconostoc sp. OZ2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

7. Leuconostoc sp. OZ3 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

8. Leuconostoc sp. OZ4 

A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  
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E. Lactobacillus  

1. Lactobacillus acidophilus RSKK 03037 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

2. Lactobacillus acidophilus  ODTÜ Gıda Mühendisliği 

3. Lactobacillus brevis OZ1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

4. Lactobacillus brevis NRLL-B 21 
Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

5. Lactobacillus buhnerii NRLL-B 1837 
Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

6. Lactobacillus caseii RSKK 706 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

7. Lactobacillus caseii CG1 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

8. Lactobacillus cremoris RSKK 708 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

9. 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus         

RSKK 594 
Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

10. Lactobacillus fermentum NRLL-B 585 
Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

11. Lactobacillus fermentum PK2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik  

Lab. Kültür Koleksiyonu 

12. Lactobacillus helveticus AU 
Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

13. Lactobacillus helveticus HU Hacettepe Üniversitesi Biyoloji Bölümü 

14. Lactobacillus maltoramicus NRLL148532 

Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

15. Lactobacillus paraparacasei ABZ 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

16. Lactobacillus paraparacasei STL 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

17. Lactobacillus pentosus ODTÜ Gıda Mühendisliği 

18. Lactobacillus plantarum OZ1 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 
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19. Lactobacillus plantarum Z111 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

20. Lactobacillus plantarum DSM 20174 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

21. Lactobacillus plantarum DSM 20246 Refik Saydam Kültür Koleksiyonu  

22. Lactobacillus plantarum 37 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

23. Lactobacillus plantarum 73 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

24. Lactobacillus plantarum 215 L ODTÜ Gıda Mühendisliği 

25. Lactobacillus plantarum 23 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

26. Lactobacillus plantarum 80 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

27. Lactobacillus plantarum CG4 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

28. Lactobacillus plantarum 1193 ODTÜ Gıda Mühendisliği 

29. Lactobacillus plantarum CG ODTÜ Gıda Mühendisliği 

30. Lactobacillus plantarum APKS2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

31. Lactobacillus plantarum PYN 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

32. Lactobacillus plantarum MLR 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

33. Lactobacillus plantarum BF2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Kolleksiyonu  

34. Lactobacillus plantarum NCDO 995 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 

34. Lactobacillus rhamnasus NRLL-B 442 
Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği 

Bölümü 

35. Lactobacillus rhamnasus TK 2 
A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik 

Lab. Kültür Koleksiyonu 
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3.1.6 Çözelti ve malzemelerin sterilizasyonu 
 

Çalışma süresince kullanılan tüm cam malzemelerin sterilizasyonu için pastör fırını 

(160°C de 2 saat), solüsyon ve besi ortamlarının sterilizasyonu için ise otoklav 

kullanılmıştır (121°C de 15 dak). 
 

3.1.7. Bakteri kültürlerinin saklanması 
 

İzolatlar uygun sıvı besi ortamında 18 saat geliştirildikten sonra 1 ml ependorf tüplere 

aktarılarak 10.000 rpm’de 75 sn santrifüj edilmiş, daha sonra pellet 1 ml steril distile su 

ile yıkanmış ve %50’lik steril gliserol çözeltisinde -20oC’ de saklanmıştır (Malhotra et 

al. 2000). 

 

3.2. Yöntem 
 

3.2.1. Gıda kökenli Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu 
 

Değişik markalara ait ticari amaçlarla üretilen gıda ürünleri öncelikli olarak lokal 

marketlerden toplanarak laboratuara getirilmiştir. Laboratuara getirilen katı örneklerden 

bir miktar 10 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) içerisine alınmış ve bir gece özütün sıvıya 

geçmesi amacıyla 37oC’ye ayarlanmış su banyosunda bekletilmiştir. Sıvı ürünler direk 

seyreltme işlemine tabi tutulmuştur. Örneklerden birer ml alınarak 9 ml FTS içeren 

steril tüplere seri seyreltmeler gerçekleştirilmiştir. İzole edilecek hedef bakteriye özgü 

besi ortamları kullanılarak (Çizelge 3.2) dökme plak yöntemi ile uygun görülen 

seyreltme sıvılarından ekimler gerçekleştirilmiştir (Benkerroum et al. 1993). Ekim 

yapılan petri plakalar izolatların gelişebilmesi için uygun sıcaklıklarda 24–48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır (Tserovska et al. 2000,2002, Kelly et al. 1996, Bromberg et 

al. 2004) . 
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Çizelge 3.2 Çalışmada izole edilen bakteri türleri, gelişme ortamları  ve optimum 
gelişim sıcaklıkları 

 
 

BAKTERİ 
 

 
GELİŞME 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 

 

İnkübasyon bitiminde, farklı besi ortamlarında gelişen kültürler tek tek koloni 

morfolojileri bakımıdan incelenmiş ve yapı, şekil, renk, büyüklük vb. özellikleri 

açısından farklı bulunan koloniler seçilerek izolasyon için ayrılmıştır. Besi 

ortamlarından tek çekilen koloniler aynı ortamın sıvısına aktarılarak uygun koşullarda 

inkübasyona bırakılmıştır. Tüpte gelişen kültürlerin saf olup olmadıklarını belirlemek 

amacıyla agar besi ortamlarına tek koloni düşürme tekniği ile çizgi ekimler yapılmış ve 

inkübasyonu takiben, makroskobik incelemeler sonrasında saf olduğuna karar verilen 

kültürlerden öncelikli olarak stok kültürler hazırlanmış daha sonra ise tanımlama 

yöntemlerine geçilmiştir (Plesis et al. 2004). 
 

3.2.2. Gıda kökenli Laktik Asit Bakterilerinin tanımlanması 
 

Laktik Asit Bakterilerinin tanımlanmalarında geleneksel olarak kullanılan taksonomik 

sınıflandırmanın temeli fizyolojik, morfolojik ve farklı sıcaklıklarda, pH değerlerinde, 

tuz konsantrasyonlarında gelişim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizması 

gibi metabolik/biyokimyasal özelliklerin incelenmesini içeren fenotipik özelliklere 

dayanmaktadır (Lyhs et al. 2002). 
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3.2.2.1 Fenotipik özelliklerinin incelenmesi 
 

İzolatlara ait morfolojik özellikler, basit metilen mavisi ve Gram boyama yapılmış 

preparatların 1500X büyütmeli ışık mikroskobunda incelenmesi sonucunda 

belirlenmiştir. 
 

3.2.2.1.1 Koloni morfolojisi 
 

Katı besiyerinde gelişmiş olan bakteri kolonileri değişik şekil ve renklerine göre 

gözlemlenmiştir (Halkman 2005).  
 

3.2.2.1.2 Katalaz testi 
 

Katı agar besiyerinde 18–24 saat geliştirilen bakteri kolonileri üzerine %3’lük hidrojen 

peroksit çözeltisi ilave edilerek kültürlerin yüzeyinde hava kabarcığının oluşup 

oluşmamasına göre sonuçlar değerlendirilmiştir. Gaz çıkışının olmadığı izolatlar 

katalaz-negatif olarak değerlendirilmiştir (William et al. 2001) . 
 

3.2.2.1.3 Metilen mavisi ile boyama 
 

Lam üzerine 10µl saf su damlatılarak bakteri kültürü homojenize edilmiş ve lamel 

havada kurutulduktan sonra alevden geçirilerek fikse edilmiştir. Lamın üzerine Metilen 

mavisi damlatılarak 3–5 dak bekletilmiş ve sonrasında saf su ile yıkanmıştır. Hava 

akımı ile kurutulan lamların üzerine immersiyon yağı damlatılarak bakterilerin 

morfolojileri 1500X büyütmeli ışık mikroskobunda gözlenmiştir (William et al. 2001). 
 

3.2.2.1.4 Gram boyama 
 

İncelenecek materyal steril şartlarda temiz bir lam üzerine homojen bir şekilde yayılmış 

ve hava akımı ile kurutulmuştur. Alevden geçirilerek fikse edilen lam Kristal violet 

boyası ile 1 dakika muamele edilmiş, daha sonra lugol solüsyonu damlatılarak 1–2 

dakika beklenmiştir. Su ile yıkanarak etanol ile 30 saniye dekolorize edilmiş ve üzerine 

sulu Bazik Fuksin damlatılarak 30 sn bekletilmiştir. Su ile tekrar yıkanan ve hava akımı 
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yardımı ile kurutulan lam üzerine immersiyon yağı damlatılarak 1500X büyütmeli ışık 

mikroskobunda gözlenmiştir (William et al. 2001). 
  
3.2.2.1.5. Glukozdan gaz oluşumu 
 

Fermentasyon sonucunda gaz oluşup oluşmadığını anlamak amacı ile besiyerine 

sterilizasyondan önce ters olarak konan dürham tüplerin tabanında gaz oluşumunun 

varlığı kontrol edilmiştir. Hazırlanan TGE besiyeri içerisine ters vaziyette dürham 

tüpleri yerleştirilmiş ve sterilize edilen besiyerlerine bakteriler % 0.1 oranında 

aktifleştirilmiştir. 35°C’de 18 saatlik inkübasyon sonucunda gaz oluşumunun varlığı 

dürham tüpleri aracılığıyla test edilmiştir (Hitchener et al. 1982). 
 

3.2.2.1.6 Farklı sıcaklıklarda gelişim testleri 
 

1 gece inkübasyona bırakılmış taze bakteri izolat kültürleri uygun 5 ml sıvı besi 

ortamlarına 0.5 ml oranında inoküle edilmiş ve farklı sıcaklıklarda (4°C, 25°C, 35°C, 

45°C, 50°C) inkübasyona bırakılmıştır. Sonuçlar; inkübasyon süresi sonunda gelişme 

varlığı yönünden pozitif veya negatif, zayıf gelişimler ise z (zayıf) olarak 

değerlendirilmiştir (Osmanağaoğlu 2003).  
 

3.2.2.1.7 Farklı tuz konsantrasyonlarında gelişim testleri 
 

Bakteri izolatlarının % 4, % 6.5 ve % 12 olacak şekilde farklı tuz konsantrasyonlarında 

gelişme yetenekleri test edilmiştir. Sıvı besiyerlerine farklı konsantrasyonlarda NaCl 

eklenmiş ve inokülasyondan sonra uygun şartlarda inkübasyona bırakılarak sonuçlar 

değerlendirilmiştir (Osmanağaoğlu 2003). 
 
3.2.2.1.8 Farklı pH değerlerinde gelişim testleri 
 

Bakteri izolatlarının, pH 2, 3, 4, 5, 6.5 ve 9.8 değerlerinde gelişme yetenekleri test 

edilmiştir. Uygun besi ortamlarının pH’ı sterilizasyondan önce ayarlanmış ve bakteri 

izolatları 5 ml sıvı besi ortamlarına 0.05 ml oranında inoküle edilmiştir. 35°C’de 18-24 

saatlik inkübasyon sonucunda üremenin varlığı test edilmiştir (Osmanağaoğlu 2003). 
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3.2.2.1.9 Sitrat kullanımı 
 

Sitrat testi bakterilerin karbon kaynağı olarak sitratı kullanıp kullanmadığını belirlemek 

amacı ile yapılmıştır. Yatık olarak hazırlanan Simon’s sitrat agar (Merck) besiyerine öze 

ile sürme yapılarak optimum sıcaklıkta 2-7 gün süre ile inkübasyona bırakılmıştır. 

Orijinal rengi yeşil olan ve indikatör olarak %0.2 bromotimol mavisi kullanılan 

besiyerinde, besiyeri renginin maviye dönüşmesi ve ekim hattı boyunca üreme 

gözlenmesi pozitif sonuç olarak değerlendirilmiştir. Besi yerinin rengi değişmemişse 

sonuç negatif kabul edilmiştir (Halkman 2005).   
 

3.2.2.1.10 Arjinin hidrolizi 
 

Bazı bakteriler arjininden amonyak oluşturarak ortamın pH’sını yükseltirler. Arjinin 

hidrolizinin varlığını tayin etmek amacı ile içeriği EK-1’de verilen arjinin sıvı besi yeri 

hazırlanmıştır. 1 gece inkübasyona bırakılmış taze bakteri izolat kültürleri uygun 5 ml 

sıvı besi ortamlarına 0.05 ml oranında inoküle edilmiş ve uygun şartlarda inkübasyona 

bırakılmıştır (Arda 2000). İnkübasyon sonucunda meydana gelen renk değişimi sonucun 

pozitif olduğunu göstermektedir.  
 

3.2.2.1.11 Dextran üretimi 
 

Sukroz’dan dextran (slime) üretimi, içeriğinde olması gereken glukoz yerine 5% 

sukrozun ilave edildiği MRS katı besiyerinde gözlemlenmiştir (Ul-Qader et al. 2001). 
 

3.2.2.1.12 Ekzopolisakkarit üretimi 
 

Ekzopolisakkarit üretiminin varlığını test etmek amacı ile El Soda ve ark (1991)’larının 

yapmış oldukları çalışma kullanılmıştır. Çizgi ekimleri yapılan bakteri izolatları uygun 

şartlarda 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra büyüteç yardımı ile kolonilerin 

etrafındaki farklı ipliksi-yaygın yapı incelenmiştir. 
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3.2.2.1.13 Glukozdan asetoin oluşumu (Voges Proskauer testi) 
 

Bazı bakteriler glukoz bulunan ortamda glukozu kullanarak asetoin gibi çeşitli nötral 

ürünler oluştururlar. Asetoin varlığını test edebilmek için MR-VP besi yeri (Merck) 

kullanılmıştır. 17 gr/lt olacak şekilde hazırlanmış ve 5 ml olarak tüplere dağıtılarak 

121oC’ de 15 dakika steril edilmiştir. 1 gece inkübasyona bırakılmış taze bakteri 

izolatları uygun 5 ml sıvı besi ortamlarına 0.05 ml oranında inoküle edilmiş ve uygun 

şartlarda 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası gelişmiş kültürden 1ml. 

steril bir tüpe aktarılmıştır. Üzerine 0.6 ml alfa naftol çözeltisi ve 0.2 ml KOH çözeltisi 

ilave edilmiştir (EK-2). %40’lık potasyumhidroksit ilavesi ile ortamdaki diasetil 

asetoine okside olur. α-Naftol ilavesi ile 15 dakika içinde üst kısımda pembeden parlak 

kırmızıya kadar değişen halka oluşumu pozitif sonuç anlamına gelmektedir (Arda 

2000). 
 

3.2.2.1.14 Karbonhidrat fermentasyonu 
 

Cins olarak tanımlanabilen izolatların tür düzeyinde belirlenebilmesi için; standardize 

edilmiş tanımlama sistemi olarak ifade edilen API (Analytical Profile Index) 50CH test 

kitlerinden (BioMerieux) yararlanılmıştır. API 50CH laktik asit tanımlama kiti; farklı 

biyokimyasal test substratlarını dehidre olarak içeren 50 adet mikrotüpten (1 adedi 

kontrol olmak üzere) oluşmaktadır. Bu kitin içerdiği kullanıma hazır 10 ml hacimdeki 

steril besi ortamına (API 50CHL Medium) bakteri kültüründen aktarma yapılarak 

bakteri süspansiyonu hazırlanmıştır. Bu solüsyonun turbititesi 2 McFarland Standartı 

göz önüne alınarak ayarlanmış ve 50 mikrotüpe, steril damlalık kullanılarak tek tek 

inokülasyonlar yapılmıştır. Daha sonra bu kuyucukların üst kısmı mineral yağ 

(BioMerieux) kullanılarak kapatılmış ve uygun koşullarda 48 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda bromkresol moru indikatörü içeren mikrotüplerdeki 

besi ortamı renginin söz konusu karbonhidrat fermantasyonuna (asit üretimine) bağlı 

olarak mordan sarıya dönüşmesi durumunda sonuç pozitif, rengin değişmemesi 

durumunda ise negatif olarak değerlendirilmiştir. Eskülin testi gerçekleştirilen 25 nolu 

mikrotüpte ise besi ortamı renginin siyaha dönüşmesi durumunda sonuç pozitif, aynı 

kalması durumunda ise negatif olarak değerlendirilmiştir. Renk değişimi konusunda 

şüpheye düşülmesi durumunda sonuç pozitif/negatif olarak renk tonlamasına göre 
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kaydedilmiştir. Sonuçlar “API Identification Software (API Lab Plus Program, 

bioMerieux)” programına aktarılmış ve izolatlar içinde seçilen örnekler bu bilgisayar 

programına göre tür hatta alttür düzeyinde tanımlanmıştır. Tür hatta alttür tanımlama 

sonuçları yüzde olarak verilmekte ve bu genellikle birkaç alternatif olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Özellikle mor-sarı renk arasındaki oluşumlar pozitif/negatif olarak 

değerlendirmeler araştırıcının insiyatifine kalmakta bir şeker bile sonucu değişen yüzde 

oranlarında farklılaştırabilmektedir. Bu gibi sebeplerden dolayı; her ne kadar güvenilir 

bir fenotipik test tekniği olarak tanımlansa da sonuçların problemler yaratma olasılığı 

çalışmaları moleküler tekniklerin kullanımı gibi farklı alternatifler bulmaya 

yönlendirmiştir. 
 

3.2.2.2 Moleküler tekniklerin kullanımı ile fenotipik özelliklerin incelenmesi 
 

Laktik Asit Bakterilerinin çoğu oldukça benzer besinsel ihtiyaçlara sahip olup benzer 

çevresel şartlar altında gelişim gösterebildiklerinden dolayı LAB’lerinin tür düzeyinde 

tanımlanmalarında kullanılan bu geleneksel kriterler oldukça zaman alıcı ve aynı 

zamanda ayrım gücü ve hassasiyetleri bakımından da şüphe uyandırıcıdır. 
 

Bu kriterler kaba bir tanımlama amacı için yeterli olsalarda net bir identifikasyon 

amacına yönelik değillerdir. Bundan dolayıdırki, son yıllarda çalışmalar gıda kökenli 

LAB lerinin mikrobiyal identifikasyonları için moleküler biyoloji tekniklerinin bu 

alanda uygulaması üzerine yoğunlaşmıştır.  
 

LAB’lerine uygulanan modern taksonomik metotların temelinde moleküler tiplendirme 

metotları yer almaktadır ve bu metotlarda LAB lerinin hızlı bir şekilde tespit 

edilebilmesi ve tanımlamada farklılıkların ortaya konulması için moleküler biyoloji 

teniklerinin uygulaması üzerine yoğunlaşmıştır. Fenotipik ve genotipik analizleri 

içerisine alan bu modern taksonomik teknikler LAB’lerinin taksonomisinde 

heyecanlandırıcı değişiklere sebep olmuştur. Mikroorganizmaların tanımlanması ve 

tiplendirmesi için oluşturulan güçlü ve tekrarlanabilir elektroforetik parmakizi analizleri 

genotipik (pilazmid profili, RAPD-PCR, RFLP, ARDRA, PFGE, AFLP) ve fenotipik 

(toplam hücre proteinlerinin ve hücre duvarı proteinlerinin SDS-PAGE ile 
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tanımlanması) olarak çeşitlilik göstermektedir. Birçok yazılım programı da bu 

elektroforetik parmakizi analizleri arasındaki ilişkiyi tanımlamada başarılı olmaktadır.  
 

3.2.2.2.1 Bakterilerin hücre duvarı protein profillerine göre tanımlanması 
 

Moleküler tekniklerin kullanımı ile gerçekleşen fenotipik metotlar arasında, sodyum 

dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforezde gözlemlenen hücre duvarı proteinlerinin 

parmak izi profili yer almaktadır ve bu yöntem LAB’lerine ait türlerin ve alt türlerin 

hızlı ve güvenilir bir şekilde tanımlanmasında kullanılmaktadır. 
 

Hücre duvarı proteinlerinin izolasyonu: Bakteri stok kültürlerinden 25μl alınarak 5 

ml steril besi yerlerine ardı ardına 2 kez aktifleştirme yapılmıştır. Hücre duvarı 

proteinlerinin izolasyonu amacıyla 18 saatlik bakteri kültürleri kullanılmıştır. 18 saatin 

sonunda bakteri kültürlerinden 1.6 ml alınarak 2 ml’lik steril Eppendorf tüplere alınmış 

ve 400μl triklor asetik asit ilavesinden sonra buz banyosunda 30 dk bekletilen örnekler 

10000 devirde 10 dk santrifüj edilmiş ve elde edilen çökelti kurutulmuştur. Daha sonra 

iki kez 500μl aseton ile yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. Aseton çökeltiden 

uzaklaştırıldıktan sonra çökelti üzerine 160μl TES, 16μl Lizozim ve 2μl RNaz A ilave 

edilmiş 37oC’ye ayarlanmış olan dry blokta 30 dk bekletilmiştir. Bu süre sonunda 

protein izolatları sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE)  

kadar -20oC de saklanmıştır. SDS-PAGE uygulamasından önce derin dondurucudan 

çıkarılan izolatlardan steril Eppendorflara 20μl alınmış ve 4 μl örnek tamponu 

ilavesinden sonra 5 dk süresince kaynar suda bekletilmiştir. Süre bitiminde oda 

sıcaklığına kadar soğutulan örnekler SDS-PAGE sistemlerinde analiz edilmiştir (Piard 

et al. 1997).  
 

Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE): SDS-PAGE 

çalışmasında, Laemmli (1970) tarafından kullanılan yöntem kullanılmıştır. Dikey jel 

sisteminde iki adet 10x10 cm boyutlarında cam plaka kullanılmıştır. Elektroforez 

plakaları %70’lik etanol çözeltisi ile temizlendikten sonra sistem kurulmuştur. Jel 

tarağının 1cm altına gelecek şekilde %10 luk (%C:2.67) ayırıcı jel dökülmüş ve üzerine 

1 ml bütanol ilave edilmiştir. Jelin polimerizasyonu için 45 dk. beklenmiş ve bütanol 

daha sonra kurutma kâğıtları yardımı ile çekilmiştir. Plakanın geri kalan kısmı, %4‘lük 
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jel ile tamamlanmış ve tarak yerleştirilerek polimerizasyon için 30 dakika beklenmiştir. 

Daha sonra plakalar elektroforez tankına yerleştirilmiş ve taraklar alınmıştır. Tank içine 

elektrot tamponu yerleştirilmiş ve protein örnekleri 20µl olarak yüklenmiştir. Toplayıcı 

jel için; 100–120 Volt (25mA), ayırıcı jel için ise; 220–300 Volt (35mA) elektrik akımı 

uygulanmıştır. Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jel; Commasie Brillant Blue boya 

çözeltisinde 1 gece bekletilmiştir. Daha sonra boya geri alma çözeltisine alınan jel, 

protein bantları netlik kazanana kadar bekletilmiş ve daha sonra asetik asit çözeltisinde 

saklanmıştır. 
 

Protein büyüklüklerinin hesaplanması: Beyaz ışık kaynağı üzerine yerleştirilerek 

KODAK Jel dokümantasyon cihazından alınan jel fotoğraflarında hücresel proteinlerin 

moleküler büyüklükleri NOVEX Mark12 protein markırı kullanılarak hesaplandı. 
 

3.2.2.3 Moleküler tekniklerin kullanımı ile genotipik özelliklerinin incelenmesi 
 

Genotipik tekniklerden biri olan ve jel elektroforez üzerinde gözlemlenen pilazmid 

profil paternleri LAB’lerinin taksonomik statüsüne aydınlık getirmek, bazı suşlar 

arasında ayrım sağlamak ve suşlar arasındaki ilişkiyi değerlendirmek amacıyla başarılı 

bir şekilde kullanılmaktadır (Coventry et al. 1984, Davies, et al. 1981). Bununla 

beraber, bu yaklaşımın güvenilirliğide limitlidir çünkü bazı pilazmid DNA molekülleri 

doğal yapılarında instabilite göstermektedir. 
 

3.2.2.3.1 Bakterilerin pilazmid içeriklerine göre tanımlanması 
 

Pilazmid izolasyonu : Laktik asit bakterilerinden pilazmid DNA izolasyonu için; 

Anderson ve McKay (1983)’in önerdiği yöntem kullanılmıştır. Bakteri kültürleri 1 gece 

öncesinden 5 ml besiyerine aktifleştirilmiştir. Besiyerinde uygun koşullarda 18 saat 

geliştirilen kültürler tekrar sıvı besiyerine %10 (5ml=500µl.) oranında inoküle 

edilmiştir. Uygun koşullarda tekrar 3–3.5 saat inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre 

sonunda steril 2 ml’lik Eppendorf santrifüj tüplerine sıvı kültürden aktarıldıktan sonra 

10.000 devir/dk hızda santrifüj yapılmış ve elde edilen hücre çökeltisi kurutulmuştur. 

Daha sonra pellet üzerine pH 8.0 olan sakkaroz tamponundan 379µl ilave edilir ve 

pellet bu solüsyonda çözülmüştür. Örnekler 37oC’de 5 dakika bekletildikten sonra 
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96.5µl lizozim çözeltisi ilave edilmiş ve tekrar 37oC’de 5 dakika bekletilmiştir. 48.2µl 

Tris EDTA 1 uygulamasından sonra %20 SDS çözeltisinden 27.6µl eklenmiştir. Hafif 

bir karıştırma ardından 37oC’de 10 dakika inkübasyona bırakılarak lizisin 

tamamlanması sağlanmıştır. Sürenin bitiminde yüksek devirde 30 sn vortekslenen 

örneklere yeni hazırlanmış 3N NaOH ‘den 27.6µl ilave edilmiştir. Düz bir zemin 

üzerinde 10dk. boyunca yavaşça ters düz edilerek karıştırılan örnekler 49.6µl 2 M Tris 

HCl ilavesi yapıldıktan sonra 3 dk süre ile yine düz bir zeminde karıştırılmıştır.  

+4oC’de tutulan 5M NaCl çözeltisinden 71.7µl ve %3 NaCl ile doyurulmuş fenol 

çözeltisinden 700µl eklenmiş ve +4oC’de 15.000 rpm’de 20 dk santrifüj edilmiştir. 

Steril bir Eppendorfa alınan üst faza 700µl kloroform/izoamilalkol eklenmiş ve santrifüj 

işemi tekrarlanmıştır. Santrifüj bitiminde üst faz alınmış ve eş hacimde izopropanol ile 

muamele edilmiştir. Ekstraktlar -20oC’de 1 gece bekletilmiş daha sonra 15.000 rpm’de 

20 dk. santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. sonuçta oluşan DNA çökeltisi kurutulmuş ve 

20µl Tris-EDTA–2 içerisinde çözülmüş elektroforez işlemine kadar -20oC’de 

saklanmıştır. Elektroforez işleminden önce RNazA stok çözeltisinden 2µl ilave edilerek 

37oC’de 45 dk dry block içerisinde inkübe edilerek yüklemeye hazır hale getirilmiştir 

(Maniatis et al. 1986). 
 

Agaroz jel elektroforez: Pilazmid DNA örneklerinin elektroforezi % 0.8 agaroz içeren 

jellerde yapılmıştır (Meyers et al. 1976). Yatay jel elektroforezi için agaroz, kullanılan 

sistemin büyüklüğüne göre 100-150ml tris-borik asit elektroforez tamponu içerisinde 

mikrodalga fırın kullanılarak çözülmüştür. 45oC’ ye kadar soğutulan jele 5µl miktarda 

Etidyum bromit solüsyonundan eklenmiş ve homojen karışım sağlandıktan sonra 

elektroforez plakalarına aktarılıp, taraklar yerleştirilmiş, bir saat jelin donması için 

beklenmiştir. Bu süre sonunda elektroforez tanklarına, jelin yüzeyini kapatacak şekilde 

tampon çözelti ilave edilmiştir. Jelin hasar görmemesine dikkat edilerek tarak ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. DNA örnekleri dry bloktan alınarak 2µl yükleme boya çözeltisi ile 

karıştırılmış ve mikropipet yardımı ile kuyucuklara yüklenmiştir. Elektroforez 90V’da 

4-4.5 saat süreyle yapılmıştır. Marker olarak supercoiled DNA ladder kullanılmış. 1µl 

DNA aynı miktarda yükleme boyası ile karıştırılarak kuyucuklara aktarılmıştır. 

Yükleme boyası jeli terk ettikten sonra akım kesilmiş ve agaroz jeli, KODAK jel 

görüntüleme cihazına yerleştirilerek 366nm dalga boyunda UV ışığı altında 
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incelenmiştir (Macrina et al. 1982). Fotoğraf çekimleri de yine aynı cihaz kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  
 

Pilazmid büyüklüklerinin hesaplanması: LAB’lerinden izole edilen pilazmidlerin 

büyüklüklerinin saptanmasında, moleküler büyüklükleri bilinen ccc DNA markırının 

(Supercoiled DNA ladder) elektroforetik hareketleri ile, büyüklüklerinin logaritmaları 

arasında belirlenen doğrusal ilişkiden yararlanıldı. Kullanılan ccc DNA markırının 

agaroz jel fotoğrafları üzerinde ölçülen göç aralıkları ile bilinen büyüklüklerinin 

logaritmik değerlerine bağlı olarak eğrileri çıkarılmıştır. İstatistik analizlerle her farklı 

jel için korelasyon katsayısı ve eğrinin eğimi belirlenerek Agaroz jeldeki fragmentlerin 

büyüklükleri saptanmıştır (Macrina et al. 1978, Elder and Southern 1983). Bunlar 

dikkate alınarak hazırlanan KODAK GL200 software analiz programının yardımı ile 

bilinmeyen fragmentlerın büyüklükleri hesaplanmıştır. 
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4. BULGULAR 
 

4.1 Gıda Kökenli Laktik Asit Bakterilerinin İzolasyonu 
 

Süpermarketlerden ve lokal üreticilerden temin edilen değişik markalara ait ticari 

amaçlarla üretilen gıda malzemelerinden laktik asit bakterileri izole edilmiştir. Ekim 

yapılan petri plakalardan farklı görülen koloniler yine aynı besiyerine çizgi ekim 

yapılmak suretiyle aktarılmış, saflaştırılmış ve tanımlama yoluna gidilmiştir. Bu amaçla 

seçilen bakteri türleri Çizelge 4.1’de tanımlanmıştır. 
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Çizelge 4.1 İzole edilen Laktik Asit Bakterileri 
 

BAKTERİ ADI 
 

İZOLE EDİLDİĞİ MATERYAL 
 

Lactococcus lactis  PK1 Kaşar Peyniri 
 
 

 

Pediococcus pentosaceus DT1 Ton Balığı 

Pediococcus pentosaceus DT10 Ton Balığı 

Pediococcus pentosaceus TŞ1 Turşu Suyu 

Pediococcus pentosaceus ST3 Süt 

Pediococcus pentosaceus BT1 Yoğurt 

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 Ketçap 
 
 

 

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3 Havuç 

Leuconostoc sp.OZ1 Havuç 

Leuconostoc sp. OZ2 Kabak 

Leuconostoc sp. OZ3 Karnıbahar 

Leuconostoc sp. OZ4 Karnıbahar 
 
 

 

Lactobacillus fermentum PK2 Kaşar 

Lactobacillus rhamnasus TK2 Yoğurt 

Lactobacillus brevis OZ1 Şarap 

Lactobacillus paraparacasei STL  Yoğurt 

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 Gıda Kökenli Laktik Asit Bakterilerinin Tanımlanması 
 

4.2.1 Fenotipik özelliklerinin incelenmesi 
 

4.2.1.1 Koloni morfolojisi 
 

İzole edilen bakteriler uygun ortamlarda çizgi ekim yapılarak geliştirilmiştir (Şekil 4.1). 
 

        
                   A) Pediococcus sp.                B) Enterococcus sp. 
 

        
                       C) Leuconostoc sp.    D) Lactobacillus sp.  
 

 

 
D) Lactococcus sp.  

Şekil 4.1 Laktik Asit Bakterilerinde koloni morfolojileri 
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4.2.1.2 Katalaz testi sonuçları 
 

Laktik asit bakteri türleri katalaz negatif özellik göstermektedir. Uygun besi yerinde 

üremeye bırakılan saf kolonilerin üzerine hidrojen peroksit damlatılmıştır. İzole edilen 

Laktik asit bakteri kültürlerinin katalaz negatif olup hidrojen peroksiti kullanmadıkları, 

dolayısıyla su ve oksijen oluşturmadıkları kolonilerdeki gaz çıkısı gözlenmemesi ile 

fiziksel olarak belirlenmiştir (Şekil 4.2.a). Kontrol olarak katalaz pozitif Bacillus sp. 

kullanılmıştır (Şekil 4.2.b). 
 

         
 
Şekil 4.2 Laktik Asit Bakterilerinde katalaz negatif (a) Bacillus sp. OZ1 suşunda katalaz 

pozitif yani gaz oluşumunu gösteren reaksiyon (b) 
 

4.2.1.3 Metilen mavisi ile boyama 
 

Hazırlamış olduğumuz preparatların üzerine immersiyon yağı damlatılarak bakterilerin 

morfolojileri ışık mikroskobunda gözlenmiştir. İzole etmiş olduğumuz farklı laktik asit 

bakteri cinslerine ait birer örnek temsilen incelenmiş ve morfolojileri ışık mikroskobu 

(OLYMPUS) altında gözlenmiştir (Şekil 4.3). 
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                   a.  Lactobacillus sp.                           b.  Enterococcus sp. 

      
 
                   c. Lactococcus sp.                  d.  Leuconostoc sp.  
 

 
             e. Pediococcus sp. 
 

Şekil 4.3 Metilen mavisi ile boyanmış Laktik Asit Bakterilerin ışık mikrografları 
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4.2.1.4 Gram boyama 

Hazırlanan preparatların üzerine immersiyon yağı damlatılarak boyanma özelliği ışık 

mikroskobunda gözlenmiştir. Yapılan çalışmanın sonucunda, izole etmiş olduğumuz 

LAB’lerin Gram (+) olduğu ve mikroskop altında mavi-mor renkte kendilerini 

gösterdikleri gözlenmiştir (Şekil 4.4). 

 
 
Şekil 4.4 Gram-pozitif Laktik Asit Bakterisi 

 

4.2.1.5 Glukozdan gaz oluşumu 
 

Fermentasyon sonucunda gaz oluşup oluşmadığını anlamak amacı ile besiyerine 

sterilizasyondan önce ters olarak konan dürham tüplerin tabanında gaz oluşumunun 

varlığı 35°C’de 18 saatlik inkübasyon sonucunda kontrol edilmiştir (Şekil 4.5 ve 

Çizelge 4.2) 
 

      

Şekil 4.5 Laktik Asit Bakterilerinde glukozdan gaz oluşturan heterofermentatif (a) ve 

gaz oluşturmayan homofermentatif (b) suşlar 
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Çizelge 4.2 Laktik Asit Bakterilerinin glukozdan gaz oluşturması 
 

 
Glukozdan gaz 

oluşumu  
Lactococcus lactis  PK1 - Homofermentatif 
   
Pediococcus pentosaceus DT1 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus DT10 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus TŞ1 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus ST3 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus BT1 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus P1 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus P7 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus P20 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus A9 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus A12 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus DH2 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus DH3 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus KS2 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus PH2 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus K1 + Heterofermentatif 
Pediococcus pentosaceus TK3 + Heterofermentatif 
   
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3 + Heterofermentatif 
Leuconostoc sp.OZ1 + Heterofermentatif 
Leuconostoc sp. OZ2 + Heterofermentatif 
Leuconostoc sp. OZ3 + Heterofermentatif 
Leuconostoc sp. OZ4 + Heterofermentatif 
   
Lactobacillus fermentum PK2 - Homofermentatif 
Lactobacillus rhamnasus TK2 - Homofermentatif 
Lactobacillus brevis OZ1 - Homofermentatif 
Lactobacillus paraparacasei STL  - Homofermentatif 
Lactobacillus paraparacasei ABZ - Homofermentatif 
Lactobacillus plantarum APKS2 - Homofermentatif 
Lactobacillus plantarum PYN - Homofermentatif 
Lactobacillus plantarum MLR - Homofermentatif 
Lactobacillus plantarum BF2 - Homofermentatif 

+: Gaz oluşumu var                    -: Gaz oluşumu yok 
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Çizelge 4.3 İzole edilen Laktik Asit Bakterilerinin farklı sıcaklıklarda gelişim durumları 
 
 4°C 20°C 35°C 45°C 50°C 
Lactococcus lactis  PK1 + + + - - 
      
Pediococcus pentosaceus DT1 - + + + - 
Pediococcus pentosaceus DT10 - + + + - 
Pediococcus pentosaceus TŞ1 - + + + - 
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 - + + + - 
      
Leuconostoc mesenteroides subsp. 
dextranicum H3 + + + + - 

Leuconostoc sp.OZ1 + + + + - 
Leuconostoc sp. OZ2 + + + + - 
Leuconostoc sp. OZ3 + + + + - 
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 - + + + - 
Lactobacillus plantarum BF2 - + + +       - 

+: Üreme var  -: Üreme yok 
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4.2.1.6 Farklı sıcaklıklarda gelişme testleri 
 

1 gece inkübasyona bırakılmış taze bakteri izolat kültürleri uygun 5 ml sıvı besi 

ortamlarına 0.5 ml oranında inoküle edilmiş ve farklı sıcaklıklarda (4°C, 25°C, 35°C, 

45°C ve 50°C) inkübasyona bırakılan kültürlerin sonuçları; inkübasyon süresi sonunda 

gelişme varlığı yönünden pozitif veya negatif, zayıf gelişimler ise pozitif/negatif olarak 

değerlendirilmiştir (Çizelge 4.3). 
 

4.2.1.7 Farklı tuz konsantrasyonlarında gelişme testleri 

Bakteri izolatlarının %4, 6.5,12 ve 18 gibi farklı tuz konsantrasyonlarında gelişim 

yetenekleri test edilmiş ve sonuçlar değerlendirilmiştir (Çizelge 4.4). 

4.2.1.8 Farklı pH değerlerinde gelişme testleri 

Bakteri izolatlarının pH 2,3,4,5,6.5 ve 9.8 gibi farklı değerlerde gelişim yetenekleri test 

edilmiş ve sonuçlar değerlendirilmiştir (Çizelge 4.5). 

4.2.1.9 Sitrat kullanımı 
 

Simon’s sitrat besi ortamına inoküle edilen bakteri izolatları 2 ile 7 gün arasında değişen 

zaman aralıklarında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonucunda orijinal rengi 

yeşil olan besiyerinin üreme ile beraber renginin maviye dönmesi pozitif sonuç, 

değişimin gözlenmemesi ise negatif sonuç olarak değerlendirilmiştir (Çizelge 4.6).  
 

4.2.1.10 Arjinin hidrolizi 
 

Arjininden amonyak oluşumunu görmek için yapılan bu fenotipik testte inkübasyon 

sonucu indikatör olarak kullanılan fenol kırmızısındaki değişim sonucun pozitif 

olduğunu göstermektedir (Çizelge 4.6, Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6 Laktik Asit Bakterilerinde arjinin hidrolizi 
 

4.2.1.11 Dextran üretimi: Yaklaşık 5 gün inkübasyonda bekletilen örneklerde herhangi 

bir slime yapının gözlenmemesi, dekstran negatif sonuç olarak değerlendirilmiştir 

(Çizelge 4.6). 
 

4.2.1.12 Ekzopolisakkarit üretimi 
 

Ekzopolisakkarit üretiminin varlığını test etmek amacı ile çizgi ekimleri yapılan bakteri 

izolatlarının uygun şartlarda 48 saat inkübasyonundan sonra büyüteç yardımı ile 

kolonilerin etrafındaki farklı ipliksi-yaygın yapının varlığı hücre etrafında slime yapının 

varlığına işaret ettiği için sonuç pozitif olarak değerlendirilmiştir (Çizelge 4.6).  
 

4.2.1.13 Glukozdan asetoin üretimi 
 

MR VP besiyerinde gelişein bakteri izolatları alfa naftol ve KOH ile reaksiyona 

sokulmuş ve sonuçlar tüpün üst kısmında meydana gelen ve pembeden kırmızıya doğru 

değişen halkasal çizgi ile pozitif olarak değerlendirilmiştir (Çizelge 4.6, Şekil 4.7 ). 

 

 
Şekil 4.7 Laktik Asit Bakterilerinde glukozdan asetoin üretimi 
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Çizelge 4.4 İzole edilen laktik asit bakterilerinin farklı konsantrasyonlarda tuz içeren 
besiyerlerinde gelişimleri 

 4% 6.5% 12% 18% 

Lactococcus lactis  PK1 + + - - 
     
Pediococcus pentosaceus DT1 + + - - 
Pediococcus pentosaceus DT10 + + - - 
Pediococcus pentosaceus TŞ1 + + - - 
Pediococcus pentosaceus ST3 + + - - 
Pediococcus pentosaceus BT1 + + - - 
Pediococcus pentosaceus P1 + + - - 
Pediococcus pentosaceus P7 + + - - 
Pediococcus pentosaceus P20 + + - - 
Pediococcus pentosaceus A9 + +  - 
Pediococcus pentosaceus A12 + + w - 
Pediococcus pentosaceus DH2 + + w - 
Pediococcus pentosaceus DH3 + + w - 
Pediococcus pentosaceus KS2 + + w - 
Pediococcus pentosaceus PH2 + + - - 
Pediococcus pentosaceus K1 + + - - 
Pediococcus pentosaceus TK3 + + - - 
     

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum H3 + - - - 

Leuconostoc sp.OZ1 + - - - 
Leuconostoc sp. OZ2 + - - - 
Leuconostoc sp. OZ3 + - - - 
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 + + - - 
Lactobacillus plantarum BF2 + + - - 

+: Üreme iyi  -: Üreme yok                 w: zayıf üreme 
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Çizelge 4.5 İzole edilen Laktik Asit Bakterilerinin farklı pH değerlerinde gelişim 
sonuçları 

 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 TŞ1 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus ST3 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus BT1 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus P1 - - + + + W 
Pediococcus pentosaceus P7 - - + + + W 
Pediococcus pentosaceus P20 - - + + + W 
Pediococcus pentosaceus A9 - - + + + W 
Pediococcus pentosaceus A12 - - + + + W 
Pediococcus pentosaceus DH2 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus DH3 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus KS2 - - + + + W 
Pediococcus pentosaceus PH2 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus K1 - - + + + + 
Pediococcus pentosaceus TK3 - - + + + W 
       
Leuconostoc mesenteroides subsp 
dextranicum H3 - - + + + W 

Leuconostoc sp.OZ1 - - + + + W 
Leuconostoc sp. OZ2 - - + + + - 
Leuconostoc sp. OZ3 - - + + + W 
Leuconostoc sp. OZ4 - - + + + W 
       
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 - - + + + + 

+: Üreme var  -: Üreme yok                 w: zayıf üreme 
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Çizelge 4.6 İzole edilen Laktik Asit Bakterilerinde bazı fenotipik testlerin sonuçları 

 Si
tr
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i 
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Lactococcus lactis  PK1 - + - - + 

Pediococcus pentosaceus DT1 - + - nd - 

Pediococcus pentosaceus DT10 - + - + - 

Pediococcus pentosaceus TŞ1 - + - 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. OZ4 - - - 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 fermentasyonları 
 

Cins olarak tanımlanabilen izolatlar içerisinde her gruptan birer temsilci alınarak tür 

düzeyinde belirlenebilmesi amacıyla; standardize edilmiş tanımlama sistemleri olarak 

tanımlanabilecek olan API (Analytical Profile Index) 50CHL test kitlerinden 

(BioMerieux) yararlanılmıştır. İnkübasyon sonunda bromkresol moru indikatörü içeren 

mikrotüplerdeki besi ortamı renginin söz konusu karbonhidrat fermantasyonuna (asit 

üretimine) bağlı olarak mordan sarıya dönüşmesi durumunda sonuç pozitif, rengin 

değişmemesi durumunda ise negatif olarak değerlendirilmiştir. Eskülin testi 

gerçekleştirilen 25’ nolu mikrotüpte ise besi ortamı renginin siyaha dönüşmesi 

durumunda sonuç pozitif, aynı kalması durumunda ise negatif olarak 

değerlendirilmiştir. Sonuçlar ‘API Identification Software (API Lab Plus Program, 

bioMerieux)’ programına aktarılmış ve izolatlar içinde seçilen örnekler bu bilgisayar 

programına göre tür hatta alttür düzeyinde tanımlanmıştır. 

 

 

Şekil 4.8. Pediococcus pentosaceus izolatının API 50CHL kit sonucu 
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4.2.2 Moleküler tekniklerin kullanımı ile fenotipik özelliklerinin incelenmesi 
 

4.2.2.1 Bakterilerin hücre duvarı protein profillerine göre tanımlanması 
 

Bu çalışmada izole edilen ve çeşitli yöntemlerle tanımlanan laktik asit bakteri suşlarının 

daha ileri düzeyde karakterize edilebilmesi ve farklı kültür koleksiyonlarından elde 

edilen suşlar arasında filogenetik ilişkisinin tesbiti amacıyla, saf kültürler üzerinden 

hücre duvarı protein profillerinin çıkarılabilmesi için SDS-PAGE yönteminden 

yararlanılmıştır. SDS-PAGE sonucunda laktik asit bakteri grubuna dahil en önemli 5 

bakteri cinsi içerdikleri hücre duvarı protein sayı ve büyüklüklerine göre tanımlanmıştır. 

Bu cinslere ait olan ve SDS-poliakrilamit jellerde gözlemlenen hücre duvarı proteinleri 

şekil 4.9-4.14 de görülmektedir. 
 

Laktik asit bakterilerinde, Gatti (1997) tarafından önerilen alkali denatürasyon yöntemi 

kullanılarak yapılan hücre duvarı protein izolasyonu ve SDS-PAGE jel elektroforezi 

çalışmaları sonucu; büyüklükleri 262,8 ile 4,824 Kda arasında değişen 1-17 adet protein 

içerdiği saptanmıştır. Lactobacillus helveticus türlerinde 50kDa luk, Lactobacillus 

delbrueckii türlerinde ise 20-30 50kDa luk proteinin ortak olduğu gözlenmiştir. Fakat 

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ve bulgaricus arasında herhangi bir ayrım 

sağlanamamıştır (Gatti et al. 1997). 68 adet Lactobacillus helveticus hücre duvarı 

proteinlerine göre incelendiğinde 5 farklı grup oluşturulmuş ve yine 50 kDa luk protein 

ortak bulunmuştur (Gatti et al. 2003). Angelis ve ark. larının (2001) Lactobacillus 

türleri ile yapmış oldukları çalışmada 50ve 18 kDa luk proteinler tüm türlerde ortak 

bulunurken Lactobacillus fermentum ve casei türlerinin ayrımını 123 ve 30 kDa luk 

proteinlerin sağladığı sonucuna varılmıştır. Aynı çalışmada Lactobacillus curvatus 53-

43-41-31 kDa luk 4 farklı bant sergilemiştir. Lactobacillus casei ve paraparacase’nin 

benzer bantlara sahip olduğu gözlenmiştir. Buna karşın Lactobacillus plantarum ve 

pentosus 35-65 kDa arasında benzerlik gösteren bantlara sahiptir. Belirlenen hücre 

duvarı proteinlerinin sayı ve büyüklükleri, benzer araştırmalarda tanımlanan sınırlar 

içerisinde yer almaktadır (Gatti 1997, Tsakalıdou et al. 1992, Picon et al. 2005). 
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      1         2        3        4        5         6        7        8    

 
 

Şekil 4.9 Enterococcus grubuna dahil türlerde hücre duvarı protein 

profilleri (moleküler ağırlıklar kDa olarak verilmiştir) 

 

 

 

 

 

 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 

N
O

V
E

X
 

M
ar

k1
2 

E
. f

ae
ca

lis
 

O
Z

1 

E
. f

ae
ca

lis
 H

1 

E
. f

ae
ca

lis
 

E
F1

 

E
. f

ae
ca

lis
 E

27
 

E
. f

ae
ci

um
 H

1 

E
. f

ae
ci

um
 F

1 

E
. 

ca
ss

el
ifl

av
us

 
N

R
R

L
35

02

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   75,93   63,77   65,03   63,77   60,98   63,51   74,45 
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 21.5         44,75 
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 3.5        
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                 1     2     3     4     5      6     7     8    9     10   11 

       
 

Şekil 4.10 Lactococcus grubuna dahil türlerde hücre duvarı              

protein profilleri (moleküler ağırlıklar kDa olarak 

verilmiştir) 
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 3.5   52,36   41,46   22,7   31,57   22,45    37,15   28,53   19,4   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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         Şekil 4.11 Leuconostoc grubuna dahil türlerde hücre duvarı protein  

Profilleri (moleküler ağırlıklar kDa olarak verilmiştir) 
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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   97,4   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 

 3.5     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  23,89   25,08   26,47   25,87  
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Şekil 4.12 Lactobacillus grubuna dahil türlerde hücre duvarı protein profilleri (moleküler ağırlıklar kDa olarak verilmiştir) 
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

a p e n

200 166,8 151 152,6 154,2 154,2 163,7 168,4 154,2 170 200 214,5 209,7 166,2 156,5 262,8 163 770,82  180,7 139,4 145,2 

116.3 132,1 111,1 116,3 135,3   93,94 135,3 132,1 133,7 141,6 116.3 148,5 153,3 112,1 130,8 164,6 119,5 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   75,91 445,03 109   56,96   70,57 

 55.4   89,11   82,89   80,81   87,03   60,29   76,67   88,42   90,49   95,33  55.4   70,82   81   68   83,83   89,48   64,44 8  89,48   48,06   59,4 

 36.5   83,58   74,59   74,59   64,3   58,07   64,3   64,74   80,12   84,96  36.5   63,11   72,52   59,92   72,52   79,87   59,92 8  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   63,91   41,84   62,84   72,52   45,3 7  75,35   29,82   29,6 

 21.5   64,08   58,96   60,74   57,4   48,95   48,73   57,18   62,3   65,19  21.5   51,41   58,59   23,23   58,59   62,31   28,02 6  65,5   23,37   22,92 

 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 6  60,72   14,25   11,58 

 6.0   52,29   46,5   54,73   46,5   38,94   31,15   45,17   56,29   54,29  6.0   24,03   42,9    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  2.5    25,89     35,46    19,78   
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   26,48   21,14   32,71    9,131   14,47    11,58   16,47   27,15        13,4    

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

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

     8,241    13,13                

 

  

 

 
 

                        

 

 

 

 

 

 

 

67 



 68

                         1           2     3      4      5      6     7      8       9     10 

          
 

 

 

 

 

 

 

 

              11       12     13    14     15     16    17     18     19     

  

68 

Şekil 4.13 Lactobacillus plantarum suşlarında hücre duvarı protein profilleri (moleküler ağırlıklar kDa olarak verilmiştir) 
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200 147,1 142,1 161,8 153,2 164,3 196,3 168 177,8 175,4 200 187,8 152,8 150,1 247,3 146 156,8 166,3 248,6 

116.3 106,8 131,1 132,3 136 142,1 163,1 128,6 133,5 123,7 116.3 160,8 125,8 136,6 206,8 106,8 123,1 135,2 155,4 

 97.4   94,29 108,3 110,5 112,7 114,1 149,5   98,13 111,2  105,4  97.4 140,6 106,8 116,3 143,3   89,63   96,84 112,7 106,8 

 66.3   85,48   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   97,4   67,41   77,41   79,63   87,96 

 36.5   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 

 14.4   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   55,99   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 

 3.5   24,66   23,35   47,55   41,88   28,37   46,9   29,89   45,37   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  

    5,04    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      
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Şekil 4.14 Pediococcus grubuna dahil türlerde hücre duvarı protein profilleri (moleküler ağırlıklar kDa olarak verilmiştir) 
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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   92,4   72,41   51,24   57,58   90,74   65,71   87,4   65,71   62,93 
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 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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  200 151,5 161,8 167,7 167,7 161,8 173,6 170,6 176,5 147,3 

  116.3 106,5 112 131 126,6 126,6 128 128 125,1 107,7 

   97.4   92,89 113,3 109 109 106,5   95,9 103,5   83,35   83,83 

   66.3   77,34   92,89   93,89   92,89   98,62   88,37   84,86   60,74   67,43 

   55.4   73,82   84,36   80,35   85,36   89,37   63,85   78,84   48,5   58,62 

   36.5   67,3   73,32   69,31   75,33   83,35   57,4   69,31   28,26   47,72 

   31.0   60,29   65,63   62,74   65,19   66,08   47,39   62,3   22,48   26,91 

   21.5   53,84   58,29   58,51   59,4   62,07   34,27   60,07   

   14.4   46,06   54,29   48,28   46,5   47,61   20,48   47,61   

     6.0   38,05   46,95   28,93   27,37   36,94   11,58   30,71   

     3.5   27,37   27,37   11,58   12,47   27,82    20,48   

     2.5   12,02    9,576        
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4.2.3 Moleküler tekniklerin kullanımı ile genotipik özelliklerinin incelenmesi 
 

4.2.3.1 Bakterilerin pilazmid içeriklerine göre tanımlanması 
 

Suşlar arasındaki farklılığın ortaya konulabilmesi için izole edilen ve çeşitli suş 

bankalarından elde edilen, üzerinde çalışmaları yürütmüş olduğumuz toplam 88 adet 

laktik asit bakterisinin pilazmid DNA’ları izole edilerek sayı ve büyüklükleri 

belirlenmiştir.  
 

Çalışmada, pilazmid içerikleri uyum bakımından incelenmişve tablo olarak moleküler 

ağırlıkları gösterilmiştir. Pilazmid içerikleri bakımından suşlar arasındaki benzerlik 

araştırılmıştır. Kullanılan suşlar arasında sayı ve büyüklük bakımıdan farklılıkların 

olması izole edildikleri kaynağın farklı olmasından kaynaklanmaktadır. Daha önce de 

belirtildiği gibi çevresel adaptasyonun ana kaynaklarından biri pilazmidlerdir. 

Çalışmada elde edilen tüm sonuçlar, deneysel materyalin kaynağı ve literatür verileri ile 

birlikte değerlendirildiğinde, pilazmid içeriklerinin özellikle cins ayrımında güvenle 

kullanılabilecek bir kriter olduğunu göstermektedir. Pilazmid analizlerinde, stabil 

pilazmid içeriklerinin belirlenmesini zorlaştıran ve bu nedenle sonuçların farklılığına 

yol açan ana kriter, kullanılan izolasyon yöntemidir. Çalışmamızda kullanılan alkali 

denatürasyon yöntemi laktik asit bakterileri içersinde kullanım olanağı bulan en iyi 

yöntemdir.  
 
Bu çalışmada her bir suş için değişik zamanlarda üç tekrarlı olarak yürütülen pilazmid 

analizleri sonucunda da, suşların belirlenen pilazmid içeriklerinde herhangi bir 

destabilizasyon sorunu tesbit edilmemiştir.   
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Şekil 4.15 Lactococcus grubuna dahil türlerin pilazmid profilleri 

(Plazmid DNA’lara ait moleküler ağırlıklar bp olarak 

verilmiştir) 
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Şekil 4.16 Leuconostoc grubuna dahil türlerin pilazmid 

profilleri (Plazmid DNA’lara ait moleküler 

ağırlıklar bp olarak verilmiştir) 
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Şekil 4.17 Enterococcus grubuna dahil türlerin pilazmid 

profilleri (Pilazmid DNA’lara ait moleküler 

ağırlıklar bp olarak verilmiştir) 
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Şekil 4.18 Pediococcus türlerinin pilazmid profilleri (Pilazmid DNA’lara ait moleküler ağırlıklar bp olarak verilmiştir) 
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Şekil 4.19 Pediococcus grubuna dahil bazı türlerin 

pilazmid profilleri (Pilazmid DNA’lara ait 

moleküler ağırlıklar bp olarak verilmiştir) 
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Şekil 4.20 Lactobacillus grubuna dahil bazı tür ve alt türlerin pilazmid profilleri (Pilazmid DNA’lara ait moleküler ağırlıklar bp olarak verilmiştir)
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Şekil 4.2 Lactobacillus plantarum suşlarında pilazmid profilleri 

                                                   (Plazmid DNA’lara ait moleküler ağırlıklar bp olarak verilmiştir) 
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Şekil 4.22 Lactobacillus grubuna dahil türlerin pilazmid profilleri 

                                              (Plazmid DNA’lara ait moleküler ağırlıklar bp olarak verilmiştir) 
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Şekil 4.23 Beş farklı genusa ait LAB’lerinde pilazmid profilleri 

                (Plazmid DNA’lara ait moleküler ağırlıklar bp olarak               

verilmiştir) 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 
 
Morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik özelliklerini belirlemeye yönelik olan klasik 

fenotiplendirme testleri her ne kadar halen kullanışlı ve vazgeçilemez bir yöntem olsa da 

bir suşun karakteristik özelliklerini tam olarak yansıtamamakla beraber bu geleneksel 

kriterler oldukça zaman alıcı ve aynı zamanda ayrım gücü ve hassasiyetleri bakımından 

da şüphe uyandırıcıdır. Bununla beraber LAB’lerinin büyüme koşulları hücre 

morfolojisini etkileyebilmekte ve bazı durumlarda cins düzeyinde dahi tanımlama 

işlemlerinde zorluk yaratmaktadırlar. Bu kriterler kaba bir tanımlama amacı için yeterli 

olsalar da net ve kesin bir identifikasyon amacına yönelik değillerdir. API 50CHL 

sistemi çok geniş aralığa sahip bir çok LAB türlerinde hızlı bir şekilde fermentasyon 

profili sergilemektedir. Tekrarlanabilir sonuçların olmaması sorun teşkil etmektedir 

(Gran and Patterson 1991). Standardize edilmiş bu klasik tanımlama metodu, halen rutin 

olarak kullanılmakla birlikte pahalı bir sistemdir. Bununla birlikte özellikle fazla sayıda 

bakteri izolatı tanımlanabilirken bu bakterilerin taksonomisine ilişkin bir sonuca 

gidilememektedir (Stiles et al. 1997).  
 

Bundan dolayıdır ki, son yıllardaki çalışmalar gıda kökenli LAB lerinin mikrobiyal 

identifikasyonları için temeli genetik özelliklerin belirlenmesine dayalı olan moleküler 

metotların kullanımı yönündedir. İdentifikasyonda olumsuz sonuçlardan kurtulabilmek 

ve kesin tanımlama yapabilmek için moleküler identifikasyon teknikleri, fenotipik 

testlere alternatif olarak geliştirilmektedir. Ayrıca laktik asit bakteri suşları arasında 

ürüne ve üretime uygun olanların seçiminde bu moleküler biyolojik yöntemlerin gittikçe 

artan bir öneme sahip olacağı şüphesizdir. 
 

Laktik asit bakterilerinin tür ve alttür olarak tanımlanmasında kullanılan ve moleküler 

teknikleri kendisine temel alan fenotipik metotlar arasında; toplam hücre proteinlerinin 

veya hücre duvarı proteinlerinin SDS-PAGE üzerindeki protein parmakizi analizleri; 

başarılı bir sonuç ortaya koymaktadır (Giraffa et al.1999, Hertel et al. 1993, Tsakalidou 

et al. 1994, Ztaliou et al.1991). Toplam hücre proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi 

taksonomik çalışmalarda farklı tür ve alttür ayrımına imkan sağlayan  hızlı ve basit bir 

yöntemdir (Kersters and De Ley 1980, Pot et al. 1994b, Tsakalidou et al. 1994). Tüm 
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hücre proteinlerindeki yüksek derecedeki benzerlik genellikle DNA hibridizasyonuna 

işarettir (Castas et al. 1992). 
 

1953 ten beri (Hauwink 1953) yapılan çalışmalar bakteri hücre yüzey proteinleri ile 

ilgili bilgilere ışık tutmaktadır. Bazı koşullarda bu proteinlerin yapıları biyolojik açıdan 

tanımlanmıştır Yüzey protein içerikleri birçok laktik asit bakterisinin 

karşılaştırılmasında kullanılmıştır. SDS-PAGE ile tespit edilen toplam hücre duvarı 

protein profilleri Leuconostoc, Enterococci ve diğer laktik asit bakterilerinde türler 

arasındaki farklılıkları ayırt etmek ve karakterizasyonlarını gerçekleştirmek için 

kullanılan bir metottur (Eliot et al. 1993, Patarata et al. 1994). Bunun yanında, hücre 

duvarı protein profilleri özellikle lactobacilli grubuna dahil pek çok suş üzerinde 

çalışılmıştır ve İtalyan peynir yapımında starter kültür olarak kullanılan pek çok 

thermophilic lactobacilli ile karşılaştırma yapılmıştır (Gatti 1997). Gatti ve ark. (1997) 

hücre duvarı proteinlerini izole etmiş ve SDS –PAGE ile ayrımlarını sağlamıştır. Bu 

yöntem ile çok sayıda türün oldukça hızlı ve güvenli bir şekilde karakterize edildiğini ve 

akraba türler arasındaki hücre duvarı proteinlerindeki farklılığın çevresel ortamdan ve 

stresten oluşabileceğini belirtmişlerdir. Bununla birlikte SDS-PAGE ve hücre duvarı 

protein profillerinin analizi standart koşular altında yapıldığında; oldukça hızlı ve kolay 

avantajlar oluşturmaktadır ki bu da tür ve alttür düzeyinde tanımlama 

sağlayabilmektedir (Kersters and De Ley 1980, Pot et al. 1994b, Tsakalidou et al. 1994; 

Van Den Berg et al. 1993).  
 

Şarap, şıra (Patarata 1994), salam (Samalis 1995), İtalyan peynirinden (De Angelis 

2001) izole edilen  LAB’lerinin  tanımlanmasında protein profillerinin SDS-PAGE ile 

analizi başarılı sonuçlar vermiştir 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) 

türlerinin tanımlanmasında karşılaşılan sorunlar çözülmüştür. 
 

Yaygın olarak kullanılan fizyolojik ve biyokimyasal testler bu bakteriler için pratikte ve 

uygulamada önemlidir, fakat şeker fermentasyonu gibi farklılık içeren ve stabil olmayan 

sonuçlar nedeniyle daha az tercih edilir olmuşlardır. Genellikle fizyolojik olarak birbiri 

ile ilgisi gözlenmeyen yakın akraba türlerin sayısındaki artış ile birlikte, bunların 



 89

tanımlanmasında ve sınıflandırılmasında moleküler teknikler ayırt edici yöntemler 

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

Fermentasyon değerleri, karbonhidrat kullanımları, laktik asit üretimi, peptidoglikan 

analizi gibi fizyolojik ve kemotaksonomik veriler içeren geleneksel yöntemler; birbirine 

akraba olan yakın türler arasında taksonomik açıdan kullanışsız yöntemlerdir. Fenotipik 

metotlar ile yapılan taksonomik çalışmalarda belirsiz sonuçların varlığı çalışmaları 

DNA-DNA hibridizasyonı, dizi analizi, gen problarının kullanımı ve PCR gibi 

moleküler karakteristlik metotlara yöneltmiştir. Gerçekçi, yüksek kapasiteli ve ayrım 

gücü güçlü sonuçların varlığı ile türler arası farklar tesbit edilebilmektedir. 
  
PCR’a dayalı metotlardaki gelişimler laktik asit bakterilerinin hızlı ve doğru şekilde 

tanımlanmasında yeni alternatifler oluşturmuştur. Moleküler biyoloji metotlarının 

kullanımı ile 16S rRNA’yı kodlayan sekansların karşılaştırılması (Stiles and Holzaphel 

1997) taksonomik düzenlemelerde önemli yer tutmuştur (Dykes and Holy 1994, Giraffa 

and Neviani 2000). 
 

Kullanılan prob ve primerler ribozomal ribonükleotid (rRNA) gen bölgesini kodlayan 

bölgeleri hedef almaktadır. Bu bölgelerde türler arasında yüksek değişkenliğin olması; 

16S ve 23 S rRNA’yı kodlayan rDNA sekanslarının ne kadar geçerli olduğunu ortaya 

koymuştur (Berthier et al. 1999). Bu moleküller üzerine kurulu genetik bilgiler birbiri 

ile çok yakın akraba türlerin ayrımında ve korunmasında kullanılmaktadır. 16S ve 23S 

rRNA sekans analizleri bakterilerin tanımlanmasında kesin ve güvenilir sonuçlar 

vermiştir (Vandamme et al. 1996). Bu sonuçlar; laktik asit bakterileri taksonomisinde 

birçok değişikliğe neden olmuştur. Çalışmalar sonucunda Lb. casei yeniden 

tanımlanmıştır (Dellaglio et al. 1991, Dicks et al. 1996). Bakterilerin tanımlanması için 

geliştirilen hızlı metotlar günlük kullanıma ve endüstiye uyarlanabilir. 16S rRNA 

genlerinin Restiksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) lactobacillusların 

ayrımında başarılı bir yöntem olmuştur. Fakat türler arasında çok az farklılık 

gözlenmiştir. Hirsch and Sigmund (1995) Bacillus ve Pseudomonas türlerindeki 

faklılıkları 16S-23S rRNA da ITS bölgelerini PCR tekniği ile çoğaltarak sonuca 

ulaşmışlardır. 
 



 90

Bir başka çalışmada; Leuconostoc  cinslerine özel primerler kullanılarak PCR işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Tür bazında tanımlama yapabilmek için bu PCR ürünleri polietilen 

glikol kullanılarak jelden geri alınmıştır ve RFLP işlemine tabi tutulmuştur. 3 farklı 

restriksiyon enzimi ile kesim yapılmış ve oluşan bantlar agaroz jel elektroforezinde 

gözlenmiştir. L. carnosum tesbiti ancak Hae II ve Tsp509I kullanıldığı zaman 

gerçekleştirilebilmiştir (Jang et al. 2003). 
 

Son yıllarda moleküler biyoloji alanında Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) kullanımı 

bir çok araştırmaya konu olmuştur. Agaroz jel içerisindeki büyük DNA moleküllerinin 

uygun bir alanda değişik şekillerde hareket etmesine olanak sağlayan PFGE, DNA 

düzeyinde çeşitli suşların karakterize edilmesinde, genom büyüklükleri hakkında bilgi 

elde etmede, genetik düzeyde anlaşılamamış bakteri kromozomlarının fiziki ve genetik 

haritalarının oluşturulmasında, mikroorganizmaların kromozomlarının ayrılmasında ve 

memeli genlerinin büyük çaptaki haritalanmasında kullanılan etkili bir metottur. 

Bununla beraber, pahalı ekipmanlar ve fazla zaman sarfı istemektedir.  
 

Kuzey Amerika’da vakum paketleme ile paketlenmiş tütsülenmiş et ürünlerinde laktik 

asit bakterileri mikrobiyal populasyonun büyük bir kısmını oluşturur. Bu çalışmada 

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides ssp türlerini 

içeren 12 tane laktik asit bakterisinin izolatı tanımlanmıştır ve tüm suşlar PFGE ile 

başarılı bir şekilde ayrılmıştır. Laktik asit bakterilerini tanımlamak için kullanılan 

yollardan PFGE metodunda restriksiyon enzimi ile kesilmiş genomik DNAnın yüksek 

çözünürlük ve mükemmel geri elde edilebilirlikle güvenli bir şekilde suşların 

karakterizasyonunu sağlamıştır (Bjökroth et al. 1996). 
 

PFGE yöntemi Streptococcus thermophilus ve Propionibacteria cinslerinin 

tanımlanmasında da başarılı bir şekilde kullanılmıştır (Boutrou et al. 1995).  
 

Pilazmid profilleri genellikle Lactobacillus türlerinin tiplendirilmesinde başarılı 

olmuştur ancak pilazmidler kaybedilebilir olduklarından tanımlamada güvenilir bir 

metotlar olarak kabul edilmemektedirler. (Kumar et al. 1994, Duffner and O’Connell 

1995).  
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Araştırmalar Listeria monocytogenes, mayalar ve Lactobacillus plantarum tür 

faklılıkları için rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA’nın (RAPD) başarılı olduğunu 

göstermiştir (Johanson et al. 1995b). RAPD ve ITS amplifikasyonu birçok 

laboratuvarda uygulanabilir hızlı ve basit metotlardır. Rastgele çoğaltılmış polimorfik 

DNA analizi diğer genetik metotlar ile karşılaştırıldığında fazla sayıdaki türler arasında 

iyi bir ayırım gücü sergileyen ve az zaman alan bir tekniktir (Vincent et al 1998). 

Bununla birlikte bu metotun ayırma gücü, rastgele çoğaltılan bekteri genomu üzerinde 

fazla sayıda primer kullanımı ile arttırılabilir.  Bu teknikte rasgele primerler genomik 

DNA’nın polimeraz zincir reaksiyonunun anahtarıdır. Oluşan parçaların sayı ve 

büyüklüğü; primerin nükleotid dizisine ve kalıp DNA da bu diziye komplementer 

dizinin varlığına bağlı olarak araştırılan genoma özgü bir desen (pattern) verir. RAPD 

analizi Uluslararası Zooteknik Araştırma Merkezindeki Lactobacillus koleksiyonundaki 

L. plantarum türlerinin tanımlanması amacı ile kullanılmıştır. Bununla birlikte, sütten 

izole edilen Lactococcus lactis ve propionibakterlerin doğru tanımlanmasında ve 

taksonomisinde yine bu yöntem kullanılmıştır (Dicks et al. 1996). 
 

Janssen P. bakteriyel genomda AFLP analizinin öncüsüdür. Janssen P. ve ark. 1996 

yılında bakteriyel taksonominin belirlenmesinde yeni bir araç olan AFLP ile ilgili 

yapmış oldukları çalışmada 9 değişik tür bakterinin 147 suşu ile çalışmış ve bunlara ait 

bilgisayarla data analizini yapmıştır. Bu suşlar ile yapılan uygulama AFLP analizinin 

evrimsel çalışmalardaki potansiyelini ortaya koymuştur. Daha sonra yapılan çalışmalar 

için Janssen P.’nin bu çalışması temel teşkil etmiştir. 
 

Savelkoul ve arkadaşları 1999 yılında yeni bir teknik olan AFLP ile ilgili yapmış 

oldukları çalışmada; geniş bir uygulama alanına sahip olan AFLP analizinin genotipik 

metotlar arasında, yüksek oranda tekrarlanabilir olmasının yanında yüksek ayırma 

gücüne sahip olduğunu, taksonomi, epidemiyoloji ve diagnostikte çok geniş uygulama 

alanı bulunduğu sonucuna ulaşmışlardır. AFLP’nin benzer kaynaklardan izole edilen 

örneklerde tür, alttür, suş bazında daha iyi ayrım yaptığını ve PFGE gibi, yüksek 

seviyede intraspesifik ayrımda özellikle klinik ve çevresel kaynaklı izolatlarda etkili 

olduğunu bulmuşlardır. AFLP tekniğinin tek bir suşun bile görüntülenmesinde 

kullanılabilecek en ayırt edici araçlardan biri olduğunu ve bu nedenle iyi bir genetik 

işaretleyici olduğunu belirtmişlerdir. 
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Son zamanlarda moleküler teknikler, 16S rRNA’nın V1 bölgesinin PCR ürününden 

denatüre gradient jel elektroforez tekniğine dayanmaktadır. Bu yöntemle İtalyan 

fermente sosisinden izole edilen Lactobacillus spp. türleri tanımlanmıştır. Çoğaltılmış 

16S rRNA’nın restriksiyon analizi (PCR-ARDRA) farklı mikroorganizmaların 

ayrımında kullanılmıştır. Bu yöntem ilk kez Vaneedhoutte tarafından Comamonadaceae 

lerin tanımlanmasında kullanılmıştır (1992). ARDRA ile PCR parmakizi hızlı, özellikli, 

basit ve duyarlı bir metottur. Bu metot farklı habitatlardaki LAB’lerinde türler arasında 

çok detaylı bir tanımlama olanağı sağlamaktadır (Dicks et al 1995b, Ventura et al 

2000).  
 

Çalışmamızda farklı gıdalardan izole edilen bakterilerin cins düzeyinde tanımlaması 

klasük geleneksel yöntemler kullanılarak gerçekleştirirlmiş ve neticede izole edilen 

suşlardan 1 tanesi Lactococcus, 16 tanesi Pediococcus, 5 tanesi Leuconostoc ve 9 tanesi 

de Lactobacillus cinsine ait türler olarak belirlenmiştir. Farklı fenotipik ve biyokimyasal 

testler ile cins düzeyinde tanımlamaları gerçekleştirilen bu suşlar API CH 50 tanımlama 

test kiti ile tür/alttür düzeyinde tanımlanmıştır. Laboratuvarımızda çeşitli ürünlerden 

izole edilen ve farklı suş bankalarından temin edilen toplam 88 adet laktik asit 

bakterisinin SDS-PAGE ile hücre duvarı protein profilleri ve pilazmid DNA içerikleri 

belirlenerek karşılaştırılmış ve klasik fenotipik tanımlama metotlarından biri olan hücre 

duvarı proteinleri ile tür seviyesinde başarılı bir tanımlama sonucuna ulaşılmıştır. Her 

LAB türü komplex ve stabil pattern vermiş ve bunlarda referans suşlar ile 

karşılaştırılarak tanımlama yöntemi olarak kullanılmıştır.  
 

Enterococcus türlerinde 6-10 adet arasında değişen protein patternleri içerisinde 

yaklaşık 150, 45 ve 30 kDa luk proteinlerin varlığı tesbit edilirken Lactococcus grubuna 

dahil türlerde 9-17 arasında değişen hücre duvarı proteinlerinin türler içinde benzer 

profil gösterdiği tesbit edilmiştir. Leuconostoc türlerinde 9-12 adet arasında değişen 

hücre duvarı proteinlerine göre yaklaşık 160-45 ve 30 kDa luk proteinlerin ortaklığı tüm 

türlerde dikkat çekerken türler içinde benzer proteinlerin varlığı suşların aynı klondan 

gelebileceğine işaret etmektedir. Aynı zamanda türler arasında farklı bant 

patternlerinede rastlanmıştır. Lactobacillus grubuna dahil türler içerisinde yaklaşık 45-

30 kDa luk proteinler ortak bulunurken Pediococcus türleri içerisinde 6-12 arasında 

değişen hücre duvarı protein profilleri türler arasında farklılığı göstermektedir. Yaklaşık 
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130 ve 100 kDa luk proteinler tüm Pediococcus pentosaceus suşlarında ortak 

bulunmuştur. 
 

Çalışmada incelenen 88 adet laktik asit bakterisinin birbirine çok yakın moleküler 

ağırlıkta hücre duvarı proteini içerdikleri tesbit edilmekle beraber her tür içerisinde 

gözlemlenen karakteristik bant paternleri türe özgü bir ayrım sağlamada yardımcı 

olmakta ve değişik türlere ait pek çok LAB izolatının düzgün bir şekilde 

gruplandırılmalarında SDS-PAGE’de hücre duvarı protein profilleri kullanışlı bir 

yöntem olarak varlığını korumaktadır. Moleküler tekniklerin kullanımı ile 

gerçekleştirilen bu fenotipik teste ilaveten yine moleküler tekniklerin kullanımı ile 

pilazmid içerikleri incelenmiş ve cins düzeyinde bir ayrıma ulaşılabilmiştir. Bu 

araştırmada elde edilen sonuçlar, benzer çalışmalar ile birleştirilerek istatistiki analizlere 

esas teşkil edebilecek bir sayıya ulaştığında, söz konusu bulguların sınıflandırmada 

kullanılıp kullanılmayacağı netlik kazanacaktır.  
 

Davidson ve arkadaşları Lactococcal pilazmidlerin 3-130 kb (4.5-195 Mdal) 

büyüklüğünde 4-7 adet arasında olduğunu rapor etmişlerdir. Pilazmid DNAlar 

lactococlarda doğal olarak bulunmanın yanında stabil değildirler ve kolayca 

kaybedilebilirler. Bundan dolayı, aynı lactococcus türlerinde farklı sayıda ve büyüklükte 

pilazmid profilleri görülebilir. Bu çalışmada da benzer bir sonuca gidilmiştir ve 2 ile 

33kbp. büyüklüğünde değişen 2-6 adet pilazmid varlığı tesbit edilmiştir. Tüm 

lactococuslarda 17-18 kbp. büyüklüğünde pilazmid varlığına rastlanmıştır. 
 

Tüm Enterococci türlerinde lactococcuslarda olduğu gibi 2-25kbp. arasında değişen 1-4 

adet pilazmid varlığı tesbit edilmiştir. Lactobacillus grubuna ait türler ile yapmış 

olduğumuz çalışmada 1-11 arasında değişen 3-27kbp büyüklüğünde pilazmidlere 

rastlanmıştır.  
 

Diğer laktik asit bakterilerinde olduğu gibi Leuconostoc türlerinde de bir yada birden 

fazla pilazmid varlığı bulunmuş, yapılan çalışmalar bu pilazmidlerin 2-27kbp. 

büyüklüğünde, 2-9 adet olduğunu göstermiştir. Leuconostoc ile yapılan denemelerde 

genellikle karşılaşılan pilazmid büyüklükleri 15-16kbp. olarak belirtilmiştir. 
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Pediococcuslarda yapılan bir çalışmada 21 tane suştan 19 tanesinde pilazmid varlığı 

tesbit edilmiştir. Bunların 3-27kbp büyüklüğünde ve 1-9 arasında değişen pilazmidlere 

sahip oldukları gözlenmiştir. Bununla birlikte genellikle tüm Pediococcus pentosaceous 

türlerinin 6.3 ile 9.5 kbp. arasında moleküler ağırlığa sahip oldukalrı bilinmektedir. 

Bunun yanında özellikle 15-10kbp. ve 19kbp. büyüklüğündeki 2 farklı pilazmide tüm 

Pediococcus gruplarında rastlanmaktadır. Pediococcus cinsi  ile yapılan pilazmid profil 

çalışmalarında da bu iki pilazmidin varlığı gereklidir.  
 

Sonuç olarak Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Lactobacillus 

cinslerine ait 88 bakteri örneğindeki pilazmid DNAların varlığı araştırılmıştır ve cinler 

arasındaki faklılıklar tesbit edilmiştir. Tüm laktik asit bakterilerinde 1-6 adet arasında 

değişen pilazmid varlığına rastlanmıştır.  

Hem fenotipik hemde genotipik karakterizasyonlar sınıflandırma çalışmalarında eşit 

olarak kullanılmaktadır. Fakat DNA ya dayalı teknikler hızlı ve güvenilir olmalarından 

dolayı tanımlamada avantajlıdırlar. Bunlar göz önüne alındığında genotipik testler cins 

ve tür bazında pek çok bakımdan fenotipik testleri desteklesede, genotipik testler yeterli 

ve en iyi tanımlamayı sağlamaktadır. Sonuç olarak; bakterilerin tür bazında 

tanımlanmasında moleküler metotlatın fenotipik ve biyokimyasal metotlara nazaran 

daha kesin, hızlı ve başarılı sonuçlar verdiği söylenebilir.  
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EK1: BAKTERİ İZOLASYONUNDA VE GELİŞİMLERİNDE KULLANILAN 

KÜLTÜR ORTAMLARI 
 

(TGE) Sıvı ve Agar:          % gr 
 

Tripton          1.0 

Glukoz                     1.0 

Maya ekstraktı          1.0 

Tween-80          0.1 

MnSO4          0.005 

MgSO4          0.005 

 

Besiyeri içerikleri 100 ml distile su içerisinde çözülerek %1.5 agar ilavesinden önce pH: 

6,8’e ayarlanmıştır. Sterilizasyon 121oC’ de 15 dakika süre ile yapılmıştır. 

 

M17 Besi ortamı         % gr 
 

Polipepton          5.0 

Fitopepton          5.0 

Maya ekstraktı          2.5 

Et ekstraktı          5.0 

Β disodyum gliserofosfat        19 

MgSO4. 7H2O         1ml 

Laktoz (%10)          50ml 

Askorbik asit                                                                  0.5 
 

Besi yeri içerikleri 950 ml distile su içerisinde çözülerek %1.5 agar ilavesinden önce pH 

7.15’e ayarlanmıştır. Sterilizasyon 121oC’ de 15 dakika süre ile yapılmıştır. Ortam su 

banyosunda 45 oC’ de soğutulduktan sonra 0.22 μm çapındaki Sartorius membran 

filtreden geçirilen Laktoz çözeltisi ilave edilmiştir.  

 

 

 



 114

SB Besi ortamı:                  % gr 

 

Sucrose          10 

Pepton           0.5 

Yeast  extract          0.5 

K2HPO4          0.1 

NaCl           0.1 

 

100 ml dH2O içerinde bileşenler çözüldükten sonra besiyerinin pH’sı 7.5’ e ayarlanır. 

 

LUSM Besi ortamı:                  % 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. için 15 ml. domates suyu eklenir ve hacim 100 ml. ye tamamlanır. pH sı 5.5’ e 

ayarlanır. 121oC’ de 15 dakika sterilizasyon işleminden sonra oda sıcaklığına gelen 

besiyerine her ml için 30µgr vankomisin, 0.20µgr tetrasiklin ve 0.5 gr sistein 

hidroklorid eklenir. 
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Arjinin sıvı besi yeri         % gr 

 

Pepton               1 

NaCl               5 

K2HPO4           0.3 

Fenol kırmızısı         0.01 

Arjinin             10 

Distile su              1000 ml 

 

Distile su içerisinde çözülen içerik; 5 er ml. tüplere dağıtıldıktan sonra 121oC’ de 15 

dakika steril edilmiştir. 
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EK2: TAMPON ve ÇÖZELTİLER 

EK2.1 BIYOKIMYASAL TESTLER VE BOYAMA TEKNİKLERİ 
 

KATALAZ TESTİ: 
 

İzole edilen bakterilerin katalaz reaksiyonlarını saptamak amacı ile bakteri kültürleri 

üzerine H2O2 damlatılarak yapılmıştır. 
 

GRAM BOYAMA: 
 

Bakterilerin hücre duvar yapılarına göre Gram (+) veya Gram (-) olduklarını göstermek 

amacı ile kullanılmıştır. 
 

Kristal Violet stok solüsyonu : 
 

Kristal Violet      1gr  

Etanol       %95 

dH2O       100 ml ye tamamlanır 

Bazik Fuksin stok solüsyonu : 
 

Bazik Fuksin                                                        3 gr 

Etanol                                                                   %95 

dH2O                                                                   100 ml ye tamamlanır 
 

Gram’ın iyot solüsyonu : 
 

İyot       1 gr 

Potasyum İyodür     2 gr 

Sodyum karbonat %5     60 ml 

dH2O       140 ml  
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METİLEN MAVİSİ İLE BOYAMA : 
 

Bakterilerin ışık mikroskobu altında gözlemlenebilir hale gelebilmesi için üzerine bir 

damla su konulmuş lamele bakteri kültürü ilave edilerek mikroskop altında incelenir 

 

GLUKOZDAN ASETOİN OLUŞUMU (VOGES PROSKAUER TESTİ): 
 

 

KOH Çözeltisi :  g/100ml 
 

KOH    40 

Distile su   100 ml 
 

αNaftol çözeltisi:   g/100ml 

 

αNaftol   5 

% 96’lık etanol  100 ml 
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EK2.2 PİLAZMİD DNA İZOLASYONU 
 

Sakkaroz çözeltisi:        % (gr) 
 

Tris                             0.655 

EDTA                     0.0372 

Sakkaroz                              6.7 

Distile su                 100 ml 

pH                      8.0  
 

Lizozim çözeltisi:        % (gr) 
 
Tris                             0.3 

Lizozim                    0.1 

Distile su                 10 ml 

pH                      8.0 
 

Tris-EDTA:          % (gr) 
 

Tris                             0.6 

EDTA                     9.31 

Distile su                 100 ml 

pH                      8.0 
 

SDS çözeltisi:         % (gr) 
 

Tris                             0.6 

EDTA                     0.74 

SDS                                              20 

Distile su                 100 ml 

pH                      8.0 
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Tris-HCl:           % (gr) 
 

Tris-HCl                            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 Doyurulmuş Fenol çözeltisi:        % (gr) 
 

Fenol                             100 

NaCl                     3 

Distile su                 20 ml 
 

İçerik 450C’ ye ayarlanmış su banyosunda çözülmüş ve karanlık şişede oda sıcaklığında 

saklanmıştır. 
 

RNaz A Stok çözeltisi:         % (gr) 
 

Sodyum asetat         0.05M 

RNaz A                                 5 mg 

dH2O                                5 ml 
 

0.05 M sodyum asetat çözeltisi 5ml olarak hazırlanmış pH’sı 5.0’a ayarlanmıştır. RNaz 

A ilavesinden sonra kaynar su içerisinde 5 dk beklenmiş ve -200C’de saklanmıştır.                    
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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                 1 lt 

pH: 8.3 
 

Yükleme boyası:         (%) gr 
 

Brom fenol blue                     0,25 

Sakkaroz                      40 

Distile su                                                                       100 ml 
 

İçerik 100ml de çözüldükten sonra 0.22 μm çapındaki Sartorius membran filtreden 

geçirilmiş ve buzdolabı ısısında saklanmıştır. 
 

Etidyum Bromit solüsyonu:       (%) gr 
 

Etidyum Bromit        1 

Distile su                                                                       100 ml 
 

İçerik 100ml de çözüldükten sonra 0.22 μm çapındaki Sartorius membran filtreden 

geçirilmiş ve buzdolabı ısısında karanlık bir şişede saklanmıştır. 
 

% 0.7 lik agaroz jel:         (%) gr 
 

Agaroz          0.7 

10X TBE         100 ml 

EtBr          %1 
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EK2.4 HÜCRE DUVARI PROTEİNLERİNİN İZOLASYONU 
 

TCA:           (%) gr 
      
Triklor asetik asit                          36.32 

Distile su                 100 ml 
 

TES:           (%) gr 
  

Sakaroz                     6.7 

EDTA                    0.037 

Tris-HCl                                                                        0.158 

Distile su                 100 ml 

pH: 8.0  
 
Örnek Tamponu (4X):        ml 
 

0.5 M Tris-HCl        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 Çözeltisi:         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 
 

Akrilamid-Bisakrilamid Çözeltisi:       (%) gr 
 
Akrilamid         29.2 

Bis-akrilamid         0.8 

dH2O          100 ml 
 

Whatman kurutma kâğıdından geçirildikten sonra karanlık bir şişeye alınır ve buzdolabı 

ısısında saklanır. 
 

SDS Çözeltisi:         (%) gr 
  

SDS          10 

dH2O          100 ml 
 

1.5.M Tris-HCl Çözeltisi:        (%) gr 
  

Tris-HCl         18.15 

dH2O          100 ml 
 

pH 8.6’ ya ayarlanır ve buzdolabı ısısında saklanır. 
 

0.5.M Tris-HCl Çözeltisi:        (%) gr 
 

Tris-HCl         6.05 

dH2O          100 ml 
 
pH 6.8’ e ayarlanır ve buzdolabı ısısında saklanır. 
 

Amonyum persülfat (APS) Çözeltisi:      gr/ml 
 

Amonyum persülfat        0.1 

dH2O          1 ml 
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Elektrot tamponu:          
 
 

Tris          1.65 gr 

Glisin          8 gr 

SDS          1.4 gr 

dH2O          1100 ml 
 
Ayırıcı jel (Resolving jel):         
  
Akrilamid/Bis-akrilamid       8.67 gr 

1.5M Tris-HCl        6.5 gr 

SDS çözeltisi (% 10 )       250 µl 

dH2O          10.7 µl 

APS çözeltisi         130 µl  

TEMED         12.24µl
   

Toplayıcı jel (Stacking jel): 
  

Akrilamid/Bis-akrilamid       1.221 gr 

0.5M Tris-HCl        1.86 gr 

SDS çözeltisi         75 µl 

dH2O          4.365 µl 

APS çözeltisi         43.5 µl  

TEMED         7.35 µl 
  

Commasie brillant blue boya çözeltisi: 
 

Commasie brillant blue R 250      1 gr 

Metanol         400 ml 

Glasiyal asetik asit        100 ml 

dH2O          500 ml 
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Boya geri alma çözeltisi (decolorizing solüsyonu): 
 

Metanol         400 ml 

Glasiyal asetik asit        100 ml 

dH2O          500 ml 
 

Jel fiksasyon çözeltisi: 
 

Glasiyal asetik asit        70 ml 

dH2O          930 ml 
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EK3: DNA ve PROTEİN ANALİZLERİ İÇİN KULLANILAN MOLEKÜLER 

MARKIRLAR 
 

 DNA supercoiled markır 16,210 bp-2067bp   

 (SIGMA) 
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 PROTEİN markır (NOVEX Mark12)           

(INVİTROGEN) 
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EK4: KİMYASALLAR 

Kimyasal Adı                    Marka 

 

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

SDS, Vankomisin, Tetrasiklin, Arjinin    Sigma 

 

Amonyum persülfat, Kalsiyum laktat, Sorbik asit   Applichem 
 

0.22 ve 0.45 -mikron por çaplı membran filtre   Sartorius 

 

Maya ekstraktı, pepton, yeast ekstaktı, Agar    Oxoid 

 

M17 Besiyeri, Bactopepton, Et ekstraktı, 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, 

K2HPO4, NaCl, Metanol, Glasiyal asetik asit, Gliserol, 

Merkaptoetanol, Bazik fuksin, Etanol, Kristal viyole, Tween 

80, MnSO4, MgSO4, Triklor asetik asit, İyot, Potasyum 

İyodür, Sodyum karbonat, Tripton, Metilen mavisi, HCl, 

Sodyum azid, Fenol kırmızısı, Alfa naftol, H2O2.  Merck 
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