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OZET

Yiksek Lisans Tezi

LAKTIK ASIT BAKTERILERINE AIT BAZI TURLERIN AFLP (COGALTILAN
PARCA BOY FARKLILASMASI) YONTEMI ILE
PARMAK IZi ANALIZLERI

TULIZ YILDIRIM

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Dog. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilmalar1, pilazmit tarafindan
kodlanan bakteriyosin {iiretim Ozelliklerinden dolay1 gidalarda raf Omriinii uzatmak igin
potansiyel biyolojik koruyucu rolilne sahip olmalari, probiyotik iirlinlerin igeriginde
bulunmalar1 ile birlikte bazi LAB’lerinin gidalarda bozulmaya sebep olmalar1 bu bakteri
grubunu hem endiistriyel agidan hem de bilimsel arenada iizerinde yogun ¢aligmalarin yapildigi
olduk¢a oOnemli bir grup haline getirmistir. LAB lerinin endistriyel uygulamalari
disiiniildiigiinde, sus bazinda giivenilir tiplendirme metotlart hem LAB starter kiiltiirlerin
performanslarinin incelenmesinde hem de fonksiyonel gida iirlinlerinde katki maddesi olarak

kullanilacak olan kiiltiirlerin incelenmesinde 6nem kazanmaktadir.

Calismamizda, LAB grubuna ait 86 adet susun tir/tiir i¢i ayriminda AFLP tekniginin
taksonomik potansiyeli belirlenmigtir. Bu amagla mikroorganizmalar i¢cin INVITROGEN AFLP
analiz sistem kiti kullanilmig, elde edilen amplifikasyon iirlinleri denatiire poliakrilamit jelde
kosturulmustur. Jellerdeki bantlarin var/yok seklinde degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar
uygun bilgisayar programlan ile analiz edilmistir. Jaccard benzerlik indeksine gére UPGMA
dendogrami olusturulmus ve incelenen suslarin genetik iliskileri ortaya konulmustur.
Dendogramdaki kiimelenmeler, bazi istisnalar disinda biiyiik 6l¢iide fenotipik tanimlamalar

dogrulamistir.

2007, 115 sayfa

Anahtar Kkelimeler: Laktik asit bakterisi, AFLP, filogenetik iligki



ABSTRACT
Master.Thesis

ANALYSIS OF SOME SPECIES BELONGING TO LACTIC ACID BACTERIA (LAB)
BY AMPLIFIED FRAGMENT LENGHT POLYMORPHISMS (AFLP)
FINGERPRINTING

Tiiliz YILDIRIM
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU

Lactic acid bacteria are widely used as starter cultures in the food industry. Because of their
plasmid-coded bacteriocin production speciality, they make expire date of the food longer and
thought to be potential biopreservativies. This group of bacteria become very important both
industrially and scientificaly in terms of their usage in probiotic products and some of them
causes food spoilage. In terms of the industial applications of LAB, reliable strain typing
methods will become increasingly important in the study of the performance of LAB starter

cultures and cultures used as additives in functional food type products.

It is the aim of this study to determine the taxonomic potential of AFLP in discrimination of 86
strains belonging to LAB at the species and the intra-species level. For this purpose,
INVITROGEN AFLP Analysis System for Microorganism kit was used. Products from the
selective amplification, were separated on denaturing polyacrilamide gel. The results of band
patterns were scored (0/1) and analyzed with computer programmes of Jaccard similarity index

for UPGMA dendogram to demonstrated phylogentic relationship.

The result of this study clearly demonstrated the superior discriminative power of AFLP
towards the differentiation of highly related LAB strains that belong to the same species,

highligting this novel fingerprinting method in epidemiological and evolutionary studies.

2007, 115 pages

Key words: Lactic acid bacteria, AFLP, phylogenetic relationship
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“LAKTIK ASIT BAKTERILERINE AIT BAZI TURLERIN AFLP (COGALTILAN
PARCA BOY FARKLILASMASI) YONTEMI ILE PARMAK iZi ANALIZLERI”
konulu tez ¢alisgmam TUBITAK Temel Bilimler Arastirma Grubu (TBAG) nun
106T742 no’lu projesi 1ile desteklenmistir. Tezimin bagsarili  bir sekilde
gerdeklesmesinde maddi destek saglayan TUBITAK Temel Bilimler Arastirma

Grubuna tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimime basladigim 2004 Eyliil ayindan bugiine kadar bana inanarak ve
giivenerek her zaman arkamda olan, benden deste§ini hi¢ esirgemeyen, bilimsel
yoniiniin disinda sosyal yasamda da beraber birgok paylasima sahip oldugumuz
saygideger danisman hocam Dog.Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU’na sonsuz tesekkiir

ediyorum.

Yiiksek lisans tezimin deney asamalarinda yanimda olan, bilgisini ve destegini hicbir
zaman esirgemeyen Do¢.Dr. Ali ERGUL’e tesekkiir ederim. Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’na ve tezimin deney asamalarinda bana
gostermis olduklart yakin ilgi ve anlayis i¢in Bitki Biyoteknolojisi grubu ¢alisanlarina

tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans tezimi okuma ve degerlendirme asamalarindaki katkilarindan dolayi

Dog¢.Dr. Candan Giirakan ve Dog. Dr. Reyhan Colak’a tesekkiir ederim.

Tezimi hazirladigim siire boyunca benden ilgisini ve yardimini hi¢ esirgemeyen
calismaktan ve beraber vakit ge¢irmekten keyif aldigim ¢ok sevgili arkadasim Ars.Gor.
Fadime KIRAN ve ailesine, son 3 yil igerisinde tanigmis olmamiza ragmen bu kisa

zamanda pekg¢ok seyi paylastigimiz llknur ALTUNTAS a tesekkiir ederim.
Bugiline kadar hayatimin her asamasinda gerek maddi gerekse manevi her anlamda

benim herzaman arkamda oldugunu bildigim, egitim ve Ogretimin Onemini bana

Ogreten, hayati, yasam tecriibeleri ile gurur duydugum ve her zaman 6rnek aldigim ¢ok
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degerli babam Dr.Hasan YILDIRIM’a, her tiirlii sikintimda beni hi¢ yalniz birakmayan
ve bana hep destek olan her zaman gurur duydugum cok sevgili annem Nesrin
YILDIRIM’a beni bugiinlere kadar getirdikleri, desteklerini hi¢ esirgemedikleri ve bana
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Gerek yiiksek lisans tezimin hazirlanma agamalarinda gerekse hayatimin ileriki
asamalarinda her zaman yamimda olacagina inandigim, beni bu yogun calisma
doneminde anlayisla karsilayan, benden ilgisini, sabrini, saygi ve sevgisini hi¢bir zaman
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ediyorum....

Tiiliz YILDIRIM
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), homofermentatif ya da heterofermentatif metabolizma
stiresince laktik asit iiretebilme kabiliyetine sahip olan bir bakteri grubunu temsil

etmektedir (Drinan ef al. 1976).

Gida endiistrisinde, laktik asit bakterilerinin gelisimi ile birlikte olusan asidifikasyon ve
enzimatik islemler c¢esitli fermente gidalarin tat, koku, teksiir ozelliklerine etki
etmektedir. Tiketiciler tarafindan c¢ok kullanilan fermente gida maddelerinin dogal
florasinda baskin halde bulunmalari, ekzopolisakkarit tiretmeleri, starter kiiltiir olarak
kullanilmalari, probiyotik {riinlere katilmalari, bazilarinin bakteriyosin olarak
adlandirilan 6zel bir protein iiretmeleri ve bdylece gidalara raf omiirlerini uzatacak
ozellikler kazandirmalari, bununla beraber gida endiistrisinde saglamis olduklar1 bu
faydali 6zelliklere ek olarak, bazi laktik asit bakterilerinin gidalarda bozulmalara sebep
olmasi1 bu bakteri grubuna olan ilgiyi son yillarda artirmis ve bu konu ile ilgili yapilan
caligsmalar derinlik kazanmistir (Rebecchi ef al. 1998). Bu nedenlerden dolayi laktik asit
bakterilerini tanimlamak gerek endiistriyel agidan gerekse bilimsel agidan oldukga

onemli hale gelmistir (Rademaker and de Brujin, 2000).

Laktik asit bakterilerinin endiistriyel uygulamalarinda yararli ve patojen olmayan alti
anahtar cins kullanilmaktadir: Lactococcus (siit), Lactobacillus (siit, et, sebzeler, tahil),
Leuconostoc (sebzeler, siit), Pediococcus (sebzeler ve et), Oenococcus (sarap) ve
Streptococcus thermophilus (sit). Laktik asit bakterilerinin diger iiyeleri ozellikle
Lactobacilli insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde dnemli bir alan
isgal eder ve saglikli kalmak ve iyi hissetmek adina birka¢ probiyotik yarari oldugu
diisiiniilmektedir. Bu yararlar arasinda normal mikrofloraya olumlu etkiler, patojenlerin

yok edilmesi ve mukozal bagisikligin stimiilasyonu/modifikasyonu yer almaktadir.

Son zamanlarda laktik asit bakterileri; biopolimerler (Leuconostoc sp.), bulk enzimler
(Lactobacillus brevis), etanol ve laktik asit (Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb.
delbrueckii, Lb. brevis) iceren endiistriyel, kimyasal ve biyolojik iirlinlerin

tiretilmesinde kullanilmaya baglamistir.



Laktik asit bakterileri ayn1 zamanda sindirim enzimleri ve as1 antijenleri i¢in oral arag
olarak gelistirilmede gii¢lii adaylardir. Laktik asit bakterilerinin dogal asit toleransi,
gastrik yolda yasayabilme kabiliyetleri ve insan tliketimi sirasindaki giivenilirlik kayd,
biyolojik molekiillerin hedef lokasyonlara ve dokulara etkili olarak ulagmalarinda
kullanilan anahtar o&zellikleridir. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi  ve
karakterizasyonu endiistriyel ve bilimsel agidan gittikce daha fazla 6nem kazanan bir

konu haline gelmistir (Rademaker and DeBrujin 2000).

LAB lerinin endiistriyel uygulamalari diistiniildiigiinde, arastirmalarin en temel amaci
kullanilabilecek olan LAB suglarimin se¢imidir. Bu nedenle, herhangi bir susun spesifik
ve belirgin olarak ayrimini saglayan giivenilir metotlarin uygulanmast olduk¢a

onemlidir.

LAB’leri genel olarak fenotipik metotlar ve genotipik metotlar olmak {izere iki temel
baslikta incelenmektedir. Suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek ic¢in gen
ekpresyonunun {iriiniinii karakterize eden (gézlemlenebilir karakterleri) ve genelde cins-
tir dlizeyinde tanimlamaya olanak saglayan geleneksel fenotipik metotlar arasinda
morfolojik, fizyolojik, metabolik/ biyokimyasal 0&zellikler ve kemotaksonomik
markdrler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler, hiicre
duvar bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki
antijenler, antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvar
proteinlerinin elektroforetik patternleri (1D ya da 2D) yer almaktadir. LAB
identifikasyonunda kullanilan fenotipik testler bakterilerin cins ve tiir bazinda ayrimi
icin halen 6nemli bir rol oynasa da yorumlamasi oldukca zor olan bu teknikler ayni
zamanda zaman alic1 ve molekiiler metotlar ile karsilagtirildiklarinda ise daha az ayrim
giicline sahiplerdir (Temmerman et al. 2004). Bununla beraber, fenotipik testler ile gen
ekspresyonunun iirlinii karakterize edildiginden bu 6zelliklerin hepsi spontan mutasyon
ve biiylime kosullarindaki degisimler neticesinde degisim gostermeye meyillidirler.
Bundan dolayidir ki LAB lerinin cins ve tiir bazinda tanimlanmalarinda kullanilan
fenotipik ve biyokimyasal Ozelliklere dayali identifikasyon sistemlerinin kullanimi
genellikle yanlis identifikasyonlara ve hayal kirikligi yaratan identifikasyon

sonuglarinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.



Giliniimiizde, LAB tanimlama/tiplendirme calismalarinda ilgi odagi fenotipik
metotlardan daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler metotlara dogru kaymuistir
(Babalola 2003). Organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan genotipik
metotlar ise DNA’y1 yiizlerce fragmanlarina ayiran enzimler ile kromozomun kesimine
dayanan DNA restriksiyon paternlerindeki polimorfizmini ve ekstrakromozomal DNA
nin varhigim1 ya da yoklugunu igeren ¢alismalardir. DNA temelli teknikler, kullanilan
teknigin tipine bagl olarak mikroorganizmalarin cins seviyesinden sus seviyesine kadar
identifikasyonunu saglayabilmektedir. Niikleotit sekanslarinin kullanimini igeren bu
teknikler oldukca hizli teknikler olup besi ortamindaki degisikliklerden etkilenmemeleri
bakimindan fenotipik identifikasyon metotlarina kiyasla olduk¢a 6nemli avantajlar
sunmaktadir (Moschetti et al. 1998; Bush and Nitschko, 1999). Bununla beraber,
kromozomal DNA molekiiliiniin insersiyon ve delesyonu, ekstrakromozomal DNA’nin
kazanilmasi/kaybedilmesi veya restriksiyon endoniikleaz kesim  bdlgelerinin
yaratilmasina veya var olan kesim bolgelerinin elimine olmasina sebep olan rastgele
mutasyonlardan etkilenmekle beraber genotipik metotlar dogal varyasyona daha az

maruz kalmaktadirlar.

Molekiiler teknikler, gliclii bir ayrim giiciine sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari,
uygulamasinin kolay olmasmin yaninda, sonuglarin kolay yorumlanabilmesi gibi
nedenlerden dolay1 son yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir (Moschetti et
al. 1998, Bush and Nitschko 1999). Genotipik metotlar arasinda pilazmit profili,
ribotiplendirme, pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR; polymerase chain reaction) temelli teknikler: Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP; restriction fragment length polymorphism), Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD; randomly amplified polymorphic DNA), ¢ogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi (AFLP; amplified fragment length polymorphism), Amplified
ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA), Arbitrarily Primed-PCR (AP-PCR),
Repetetive extragenic palindrome (rep-PCR) ve 16S rDNA’ya dayali sekans analizleri
yer almaktadir (Vandamme et al. 1996).



Calismamizda, Laktik Asit Bakterilerine ait suslar arasindaki farkliliklarin ortaya
konulmasinda ve identifikasyonlarinda AFLP tekniginin taksonomik potansiyelinin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu amagla laktik asit bakteri grubuna ait (Lactococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc) yaklagik 86 adet sus AFLP
(Amplifiye Fragment Lenght Polimorfizm) yontemi ile tanimlanmaya ve bu bakteriler

arasindaki taksonomik iligki ortaya konulmaya caligilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Orla-Jensen‘a (1919) gore “gercek laktik asit bakterileri” karbonhidrat
fermentasyonu neticesinde son liriin olarak laktik asit olusturan, ¢ubuk ya da kok
seklinde, hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz negatif ve Gram-pozitif dogal bir
gruptur. Birka¢ ayricalik gdosteren iiye disinda hepsi hareketsizdir. Laktik asit
bakterilerine (LAB) ait en 6nemli gruplar Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenecoccus Ve
Bifidobacterium 'dur. Filogenetik olarak, Gram-pozitif bakteriler 2 temel baslik altinda
dallanma gostermektedir. Bifidobacteria grubu disinda, yukarida bahsi gecen LAB
lerine ait tiim cinsler diisitk G+C (guanin ve sitozin) oranina sahip Gram-pozitif bakteri
grubuna aitlerdir (Ludwig et al. 1993) ve bu grup igerisinde yer alan bakterilerin genom

biiytikliikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp arasinda degismektedir (Davidson et al. 1996).

2.1 Laktik Asit Bakterileri

2.1.1 Lactobacillus

Mikroskop altinda ¢ubuk (basil) seklinde gozlenirler. Oksijeni kullanma 6zelligine gore
mikroaerofilik ya da anaerob olup %5 COy’li ortamda gelisme gosterebilirler.
Genellikle katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler (Hammes and Vogel 1995).
Fermentasyon sonunda olusan iirlinlere gére homofermantatif ve heterofermantatif
tiirleri bulunmaktadir. Kromozomlarindaki niikleik asit kompozisyonunun % 33-55’ ini

G+C olusturmaktadir (Stiles and Holzapfel 1997).

Lactobacillus cinsi bakteriler ise diiz ya da hafif kivrik ¢ubuk sekilli bir morfolojiye
sahiptir. Hiicreleri tek tek ya da zincir seklinde bulunur. Gram pozitif, katalaz negatif,
anaerobik, mikroaerofilik ya da fakiiltatif anaerobiktirler (Krieg and Holt 1984).
Lactobacillus biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri agisindan oldukga fazla cesitlilik
iceren Tlyelere sahip bir cinstir. Beslenme istekleri de olduk¢a komplekstir.

Lactobacillus cinsinin énemli bir tiirii olan Lactobacillus bulgaricus, Weiss ve ark. nin



onerisiyle Lactobacillus delbrueckii subp. bulgaricus ismiyle anilmaya baslanmistir

(Weiss et al. 1984).

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

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

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

Thermobacterium: Homofermantatif Lactobacillus grubuna dahil olup; 15°C’ den

diisiik sicaklikta gelisim goOsterememesine ragmen 45°C’de gelisebilirler. Isik
mikroskobu altinda zincir seklinde koklar olarak gozlenebilirler. Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. acidophilus bu gruba dahil
olup yiiksek sicaklikta peynir {iretiminde starter olarak kullanilmaktadirlar. Lb.
acidophilus probiyotik yogurt ve diyetlik iirlin eldesinde kullanilmaktadir.

Streptobacterium: Homofermantatif grup olup 15°C’den disiik sicaklikta gelisim

gosterebilirler. Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. buchneri gibi.

Betabacterium: Heterofermantatif grup olup fermentasyon neticesinde laktik asit

yaninda asetat, etilalkol ve CO; iiretirler. Siit iirtinlerinde bulunan tiirler; Lb.fermenti ve

Lb. brevis olup starter kiiltiir olarak kullanilmamaktadirlar.

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

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

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

3. Zorunlu heterofermantatif: Gida bozulmasi



2.1.2 Lactococcus

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

alttiirleri 6zellikle fermente siit {irtinlerinin tiretiminde 6nemli role sahiptir.

2.1.3 Leuconostoc

Fermantasyon kapasiteleri mono-disakkaritler ile sinirli olup heterofermantatif laktik
asit bakteri grubuna dahillerdir. Fermantasyon sonucunda D-laktat ve ethanol yaninda
gaz olusumu gozlenir. Siit, peynir ve et gibi fermente iirlinlerin olusumunda ve
organoleptik adi verilen tat, koku gibi 6zelliklerin kalitesinin belirlenmesinde 6nemli
role sahiptirler. Optimum gelisme sicakliklar1 20-30°C ’dir (Budde ef al. 2003,
Dellaglio et al. 1995, Holt et al. 1994). Starter kiiltiir kompozisyonuna dahil olup
sitrattan diasetil olusumuna neden olurlar. Bu da tat olusumu i¢in 6nemli bir kriterdir.
Fermente iirlin olusumunda baskin olan tiirleri: Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides ve Leuconostoc lactis. Fakiiltatif anaeroblardir. Buzdolab1 sicakliginda
da tireyebilme oOzellikleri vardir. Bu tiirleri vakum ile paketlenerek buzdolabinda
saklanan et lriinlerinde bozulmalara sebep olmaktadir. Bozulma heterofermantatif
tirlerin fermentasyon islemi sonunda olusturdugu yan {riinlerin varhigr ile

gerceklesmektedir.



2.1.4 Enterococcus

Oksijen kullannmi bakimindan fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Farkli karbonhidrat
formlarin1 metabolize ederek L (+) laktik aside gevirir, fakat gaz olusturmazlar. Son pH
araliklar1 4.2—4.6 arasindadir. Optimum gelisim sicakliklari 37°C’dir. 10—45°C sicaklik
araliginda, pH:9,6’da, % 6,5 NaCl’de ve % 40 tuzda gelisim gosterebilirler. Katalaz
negatif Ozellik yansitmalarina ragmen bazi tiirleri yalanci katalaz aktivitesi verebilir
(Domig et al. 2003). Diger tiirler kadar gida endiistrisi acisindan dnem tagimamaktadir.
Giliney Avrupa’da bazi yoresel peynirlerde bulunmustur. Tuza olan toleranslari, hizli
asit tiretimleri, yiiksek sicakliklara dayanikli olmalart starter kiiltiir olarak kullanimlari
i¢in idealdir. Ozellikle probiyotik kiiltiirlerde kullanimi bulunmaktadir (Franz et al.
2003). Enterococcus’ lar da Lactococlar gibi Streptococcus grubu iginde
siiflandirilmiglardir. Daha sonra patojenik streptococci’den serolojik D antijen grubuna

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

2.1.5 Pediococcus

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

Fermente gidalar ve sebzelerde siklikla bulunurlar.

2.2 Laktik Asit Bakterilerinin Onemi

Laktik asit bakterileri gida teknolojisi ag¢isindan biiylik bir dneme sahiptir. Gida
endistrisinde, laktik asit bakterilerinin gelisimi ile birlikte olusan asidifikasyon ve
enzimatik islemler c¢esitli fermente gidalarin tat, koku, tekstiir Ozelliklerine etki

etmektedir. Tiketiciler tarafindan c¢ok kullanilan fermente gida maddelerinin dogal



florasinda baskin halde bulunmalari, ekzopolisakkarit tiretmeleri, starter kiiltiir olarak
kullanilmalari, probiyotik iirlinlere katilmalari, bazilarinin bakteriyosin olarak
adlandirilan 6zel bir protein liretmeleri ve bdylece gidalara raf Omiirlerini uzatacak
ozellikler kazandirmalari, bununla beraber gida endiistrisinde saglamis olduklar1 bu
faydali ozelliklere ek olarak, bazi LAB’lerin gidalarda bozulmalara sebep olmasi bu
bakteri grubuna olan ilgiyi son yillarda artirmis ve bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalar
derinlik kazanmistir (Rebecchi et al. 1998). Bu nedenlerden dolayr laktik asit
bakterilerini tanimlamak gerek endiistriyel agidan gerekse bilimsel agidan oldukca
onemli hale gelmistir (Rademaker and de Brujin 2000). LAB’ler ayn1 zamanda sindirim
enzimleri ve asi antijenleri i¢in oral arag olarak gelistirilmede gii¢lii adaylardir.
LAB’lerin dogal asit toleransi, gastrik yolda yasayabilme kabiliyetleri ve insan tliketimi
sirasindaki giivenilirlik kaydi, biyolojik molekiillerin hedef lokasyonlara ve dokulara

etkili olarak ulagsmalarinda kullanilan anahtar 6zellikleridir.

2.2.1 Starter Kkiiltiir

Giiniimiizde fermente icecekler ve gidalar; siit, et, sebze, meyve gibi genis varyeteye
sahip pek cok ¢ig zirai iirlinden elde edilmektedir. Laktik asit bakterilerinin en énemli
karakteristik 6zelliklerinden biri; siit sekeri olan laktozu kullanarak fermentasyon
sonucunda laktik asit iiretmeleridir. Bu reaksiyonu baslatan kiiltiir {iriine 6ncelikli olarak
verilir ki buna starter kiiltiir denir. Peynir, krema, tereyagi, yogurt gibi bir¢ok iirlin
olusumunda 6nemli gorev istlenirler. Hem organoleptik 6zellikler dedigimiz tat, koku
gibi ozelliklerin olusumunu hem de fermentasyonu saglarlar. Fermantatif 6zelliklerinin
iyi bilinmesi ve pek ¢ok alani ilgilendiren iddiali 6zellikleri ile laktik asit bakterileri pek
cok fermente iiriin eldesinde starter kiltiir olarak kullanilmakta ve gida iiretim
asamalarinda 6nemli bir gorevi iistlenmektedirler (Wouters et al. 2002). Tarihte gida
fermentasyonu; ¢ig materyalde, dogal floranin aktivitesi ile meydana gelen dogal bir
stire¢ olarak belirtilmistir. Daha sonra; kaliteyi arttirmak ve gidalarin her birinde farkli
organoleptik dedigimiz tat, koku, goriintii gibi 6zellikleri yaratabilmek i¢in degisik
yontemler uygulanmaya baslanmistir. Uygun saklama kosullari, teknik manipiilasyonlar

ve ilave hizlandirilmis siirecler ile bu dogal fermentasyon sekilleri gelistirmistir



Cizelge 2,1 Baz starter kiiltiirlerin taksanomisi

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

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

1996).
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2.2.2 Bakteriyosin iiretimi

Gida kaynakli pek cok laktik asit bakterisi (Enterococcus, Lactococccus, Leuconostoc,
Pediocococus, Streptococcus, Lactobacillus, Carnobacterium ve Propionibacterium)
gida fermentasyonunda kullanilan antimikrobiyal 6zellikleri ile bilinmektedir. Bunlar,
fermente gidalarda giivenilirligi saglayarak raf dmriinii uzatmaktadirlar. Bu bakterilere
ait metabolitlerin binlerce yildan beri farkli fermente gidalarda saglik igin higbir
tehlikesi olmadigi, LAB’a ait antimikrobiyal metabolitlerin diizenleyici ajanlar oldugu
diistiniilmektedir. Buna ek olarak, fermente gidalarin ve baz1 LAB’larin tiiketici sagligi
acisindan dogal, saglikli ve yararli etkileri olduklari bilinmektedir. LAB’a ait bazi
metabolitler ve diger starter kiiltiir bakterileri gidalarda gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadirlar. Ornegin, laktik asit, diasetil, propiyonik asit ve asetik asit. Bununla
beraber, gida kokenli pek ¢cok LAB gida bozulmalaria ve gida kdkenli enfeksiyonlara
kars1 antimikrobiyal etki goOsteren ve ‘“bakteriyosin” olarak isimlendirilen protein
yapisinda ekstraseliiler maddeler sentezlemektedir (Klaenhammer 1988, Vuyst and
Vandamme 1994, Hoover and Steenson 1993) (Sekil 2.1). Bakteriyosinler, iiretici susun
baz1 6zel bagisiklik mekanizma(lar) ile iliskili olarak hiicre disina salinan birincil veya
gelismis  bakteriyel ribozomal sentez {rlinleri olarak tanimlanmaktadir. Bu
bakteriyosinlerin ¢ogu kiiciik molekiiler agirlikli proteinler olup bakterisidal etkilerini
kendilerine yakin gruplara dahil bakteriler iizerinde goOstermektedir (Cizelge 2.2).
LAB’leri tarafindan iiretilen bakteriyosinler gida bozulmalarma ve gida kokenli
hastaliklara sebep olan pek ¢ok gram pozitif bakteriye karsi bakterisidal etki
gostermekte ve “biyokoruyucu” olarak isimlendirilmektedir (Klaenhammer 1988, Ray

1992)

Glniimiizde gidalarin  raf Omriinii  uzatabilmek i¢in gida katki maddeleri
kullanilmaktadir. FDA tarafindan onayli olmalarina ragmen yapilan son c¢alismalarda
tilketici sagliginda ¢esitli problemlere neden olduklar1 belirlenmistir. Cogu kimyasal
madde kokenli olan koruyucular insanlarda astim, damar problemleri gibi hastaliklara
sebep olmaktadir. Bu nedenle WHO tarafindan belirlenen gidalara yonelmislerdir.
Kimyasal gida katki maddelerine alternatif olarak dogal koruyucular tercih edilmeye
baslanmigtir. Bunlarin memeliler {izerinde herhangi bir yan etkisinin bulunmadigi

kanitlanmistir. Bunun nedeni ise; protein yapisinda olan bu madde, sindirim sisteminde
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bulunan ve proteinleri hidrolize eden enzimler tarafindan par¢alanmaktadir. Dolayisi ile
uygun olan bakteriyosin ya da bakteriyosin iireten LAB’nin gidalara eklenmesi hem raf
omriinii uzatacak hem de saglikli kabul edilecektir. En iyi bilinen bakteriyosin Nisin
olup; Lc. lactis tarafindan iiretilmektedir ve gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir.

Pediocin de yine gidalarda kullanilan biyolojik bir koruyucudur (Teuber 1995).

Sekil 2.1 Kat1 besi yeri igeren petri plakada bakteriyosin zonunun olusumu

LAB’e ait bakteriyosinler normalde sadece gram pozitif bakterileri inhibe ederler ve
onlarin yasam aralig1t birbirinden oldukca farklidir. Nisin ve pediocin AcH genis
inhibisyon spektrumunda etkin iken; sakacin ve leuconocin gibi digerleri ise digerlerine
nazaran daha dar inhibisyon spekturumunda etkilidir. Gidalarda bozulmaya ve gida
kokenli enfeksiyonlara sebep olan pek ¢ok Gram-pozitif bakteriye karsi etki gosterirler
(Ray 1992). Bu bakterilerin bazilar1 dogada anaerobik, fakiiltatif anaerobik ve
psikrotrofiktir.

Farkli Gram-pozitif bakterilere ait bakterisidal proteinler, yapilarinda mevcut olan
modifiye amino asitlere gore iki gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar; farkli aminoasitlerle
tasarlanan “lantibiotikler” ve “nonlantibiotikler” (nonlanthionine bakteriyosinler) (Sekil
2.2). Lantibiotiklere 6rnek olarak nisin verilebilir. Yapisinda translasyon sonrasindaki
modifikasyon ile meydana gelmis olan lanthionine (Ala- S-Ala), B-methyllanthionine

(Abu-S-Ala) (Siilfiir grubu iceren aminoasit) ile dehidroalanin (Dha) ve dehydrobutryic
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acid (Dhb) gibi dehidra formdaki sira dis1 amino asitler yer almaktadir. Nonlanthionine
bakteriyosinler ise kiigiik, 1siya dayanikli bakteriyosinler olup yapisinda bu sira disi
amino asitleri bulundurmaz. Bu gruba 6rnek olarak pediocin AcH/PA-1 lactococcin A,
lactococcin B ve sakacin A verilebilir. Bununla beraber, molekiilin yapisinda
lanthioninlerin varlig1 veya yoklugu ile bakteriyosinlerin antimikrobiyal spektrumlari

arasinda herhangi bir iligki bulunmamaktadir (Jack et al. 1995, Sahl et al. 1995).

Cizelge 2.2 LAB tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin genel 6zellikleri

= 34’den 57’ye kadar aminoasitten olusan katyonik peptit icerirler.

= Gram pozitif bakterilere kars1 duyarl, bakterisidal etki gdsterirler.

= Membran fonksiyonlar1 stabilizasyonunu bozarak hiicre 6liimiine neden olurlar.

= Bakterisidal hareket genel olarak yiiksek sicaklik, genis pH araligina karsi
direnclidir.

= Bakterisidal hareket proteolitik enzimler tarafindan kaybedilebilir.

= Bakterisidal spektrum azdan ¢oga dogrudur.

= Bakteriyosine duyarli gram pozitif bakteriler, kendi liretmis oldugu bakteriyosine
direnclidir.

= Gram (+) susa ait hiicreler bir bakteriyosine duyarli iken bir baskasina direncli
olabilirler.

» Uretici hiicreler genetik olarak, kendi iiretmis olduklar1 bakteriyosinlere kars:
bagisiklik kazanmistir.

= Duyarli bir sus bakteriyosin varliginda gelisirken ge¢ici direnglilik gdsterebilir.

= Bakteriyosin molekiilii, iiretici hiicreleri iceren gram pozitif bakterilerin hiicre

ylizeyinden absorbe edilmektedir.

Protein saflastirilmasi ve gen teknolojisi ile nisin olusumunun bazi1 molekiiler detaylar
aciga kavusmustur (Vuyst and Vandamme 1994). Bakteriyosinin yapisal genlerinin
yonlendirilmis mutasyon (site-directed) i¢in uygun olmasi sebebiyle antimikrobiyal
aktivite veya gelistirilerek dayaniklilik kazandirilmis yeni peptit familyalarinin yapimi

miimkiin gériinmektedir (Miller ef al. 1998).
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Nisin A (34 amino_acids)
Ile-Dhb-Ala-Ile-Dha-Leu-Ala-Abu-Pro-Gly-Ala-Lys-Abu-Gly-Ala-Leu-Met-Gly-Ala-
Asn-Met-Lys-Abu-Ala-Abu-Ala-His-Ala-Ser-1le-His-Val-Dha-Lys

Pediocin AcH or PA-1 (44 amino_acids)
Lys-Tyr-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Thr-Cys-Gly-Lys-His-Ser-Cys-Ser-Val-Asp-Trp-Gly-
Lys-Ala-Thr-Thr-Cys-Ile-Ile-Asn-Asn-Gly-Ala-Met-Ala-Trp-Ala-Thr-Gly-Gly-His-
GIn-Gly-Asn-His-Lys-Cys

Leucocin A (37 amino_acids)
Lys-Tyr-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-His-Cys-Thr-Lys-Ser-Gly-Cys-Ser-Val-Asn-Trp-Gly-
Glu-Ala-Phe-Ser-Ala-Gly-Val-His-Arg-Leu-Ala-Asn-Gly-Gly-Asn-Gly-Phe-Trp

Sakacin A (41 amino acids)
Ala-Arg-Ser-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Tyr-Cys-Asn-Asn-Lys-Lys-Cys-Trp-Val-Asn-Arg-
Gly-Glu-Ala-Thr-Gln-Ser-Ile-Ile-Gly-Gly-Met-Ile-Ser-Gly-Trp-Ala-Ser-Gly-Leu-Ala-
Gly-Met

Sekil 2.2 Lactococcus lactis tarafindan iiretilen ve bir lanthionine (Ala-S-Ala)
olan nisin bakteriyosini ile li¢ nonlanthionine bakteriyosini (Pediococcus
acidilactici tarafindan {iretilen pediocin  PA-1/AcH, Leuconostoc
gelidum tarafindan iiretilen leucocin A ve Lactobacillus sake tarafindan
iiretilen sakacin A). Nonlanthionine bakteriyosinlerin tamami yapilarinda

muhtemelen disulfide (-S-S-) baglarina sahipler.

Kaynak: Ray 1996
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2.2.3 Probiyotik

Probiyotik kelimesi; Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelmektedir.
Probiyotik terimi ilk defa 1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan diger
mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmustir.
Tarihten giiniimiize kadar bir¢cok anlamda aciklanan bu terim son olarak 1999°’da
Kneifel tarafindan; viicuda alindiginda konak¢inin gastrointestinal mikroflorasina
olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmislardir (Kneifel et al.

1999).

Fermente gidalarin metabolizma iizerindeki faydali etkileri ilk defa 20. yiizyilin
baslarinda Nobel 06diil sahibi; Rus Bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan One
stiriilmiistiir. Metchnikoff Bulgar ciftcilerin fermente siit tirtinleri tiiketimi sonucu daha
saglikli ve uzun omiirlii olduklarini, bunun nedeninin ise bu {iriinlerde bulunan ¢ubuk
seklindeki bakterilerin (Lactobacillus sp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu yodnde
etkilemesi ve toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu belirtmistir. Fermente
trlinler iizerinde yapilan calismalarin baslangici ¢ok eskilere dayanmakla birlikte,

probiyotikler konusunda yapilan ¢aligmalar ancak son 10-15 yilda hiz kazanmustir .

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

bagirsaklara ulasabilmekte ve ¢ok az canli kalabilmektedir.

Probiyotik icerikli iiriinler Japonya, Uzakdogu iilkeleri ve Avrupa Birligine iiye olan
iilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde ise son

yillarda bu iiriinlere olan ilgi giderek artmistir. Insan tiiketimi igin hazirlanmis ¢ok fazla
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sayida ticari probiyotik preparati bulunmaktadir. Sadece birkag¢ tanesinin fonksiyonel
gida bileseni olarak yararh etkisi kanmitlanmustir. Lactobacillus casei shirota susu ticari

olarak satisa sunulanlarin en eskisi olup, 1930 yilinda Japonya’da izole edilmistir

(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Ticari olarak satilan bazi probiyotik iiriinler

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

Uciincii milenyumun basinda 6zellikle gelismis iilkelerde alerjik hastaliklar, astim,
barsak hastaliklari, diabet gibi hastaliklarin 6nemli diizeyde yiikseldigi goriilmektedir.
Bu hastaliklarin barsak bariyer islevinin bozulmasi ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir.
Probiyotikler ise, endojen mikrofloranin o6zelliklerini gelistirerek konak¢i sagligini
olumlu yo6nde etkileyen canli mikroorganizmalardir. Bu nedenle probiyotik bakteri
kiiltiirlerinin  karakteristik Ozelliklerinin tanimlanmasina ve etkinlik 6zelliklerinin
belirlenmesine yonelik calismalarin siiregelmesinin 6nemi {iizerinde durulmaktadir.
Ozellikle gen teknolojisinin yeni kiiltiirlerin gelisiminde énemli rol oynayabilecegi,
probiyotik  bakterilerin islevselligi ve etkinlik mekanizmalarinin daha iyi

belirlenebilecegi ve agikliga kavusturulabilecegi belirtilmektedir.

2.2.4 Ekzopolisakkarit iiretimi

Karbonhidrat metabolizmast bir¢ok bakteri tiirlinde enerji ve biyokiitle iiretimine

ilaveten  ekzopolisakkarit iiretiminde de Onemli bir rol oynamaktadir.
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Ekzopolisakkaritlerin; bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara,
protozoa, antibiyotik ve toksik bilesiklere karsi korudugu, ayrica metal iyonlarmin
hiicreye alinmasinda gorevli oldugu bilinmektedir. Ekzopolisakkaritlerin diger 6nemli
bir 6zelligi ise bakterinin ylizey tutunmasinda yapistirici (slime) isleve sahip olmasi ve
bulundugu ortama tutunma ve biyofilm olusturmada etkili olmasidir. Biitiin bu
ozellikler ekzopolisakkarit iireten bir bakteriye bulundugu ortamda stabil olarak

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

2.3 Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Metotlar

LAB lerinin endiistriyel onemi ve uygulamalar: diistiniildiigiinde, arastirmalarin en
temel amaci kullanilabilecek olan LAB suslarimin sec¢imidir. Bu nedenle, herhangi bir
susun spesifik ve belirgin olarak ayrimini saglayan giivenilir metotlarin uygulanmasi

oldukca onemlidir.

LAB’lerinin tanmimlanmasinda kullanilan modern taksonomik metotlar 2 ana baslik

altinda toplanabilir; fenotipik metotlar ve genotipik metotlar.

Fenotipik metotlar suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek igin gen ekpresyonunun

irtiniinii karakterize etmektedir (gdzlemlenebilir karakterler). Morfolojik, fizyolojik,
metabolik/ biyokimyasal 6zellikler ve kemotaksonomik markdrler (hiicresel yag asitlert,
mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler, hiicre duvar1 bilesikleri,
ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hiicre yilizeyindeki antijenler,
antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvari proteinlerinin
elektroforetik patternlerinin (1D ya da 2D) tiimii fenotipik Ozelliklere 6rnek teskil

etmektedir.

Farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonunda gelisme, gaz iiretimi gibi bazi basit
fizyolojik testler cins tanimlamalarinda kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermantasyonu
gibi biyokimyasal testler fenotipik testler olarak kullanilmakta ve tlir bazinda ayirim
saglamaktadir (Khaled et al. 1997, Falsen et al. 1999). Kullanigl olmasina ragmen bazi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir, tirler arasi varyasyonlar ve tekrarlanabilirliginin

zayif olmast gibi. Bununla birlikte; standardize edilmis sonuglardan olusturulmus veri
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tabanlarindan hazirlanmis ticari amagh sistemler (6rnegin API CH 50) yiiksek sayidaki
suglarin tanimlanmasinda kullanilmakla beraber yeni ozellik kazanmus tiirlerin veya alt
tiirlerin  tammlanmasinda bu veri tabani yetersiz kalmaktadir. Simdiye kadar
tanimlamada kullanilan fermentasyon oOzellikleri ve API Kit prensibine dayal
biyokimyasal testler tiir ve cins bazinda ayrimi saglarken; tanimlamada kullanilan
fenotipik testler arasinda en gilivenilir yontemin protein profil analizi oldugu
belirtilmistir. Laktik asit bakterilerinde en iyi bilindik tiirlere ait protein patern
databankasi olusturularak bu problemin de iistesinden gelinmeye ¢alisilmistir (Pot et al.
1993). SDS-PAGE sisteminde elde edilen toplam hiicre protein profillerinin
kiyaslanmasi tiir ve alt tiir bazinda identifikasyon i¢in oldukga giivenilir bir yontem
olmakla beraber baz tiirler i¢in, protein profilinden elde edilen ayrim giicii limitlidir.
Dolayisiyla, protein profiline dayali tiplendirme tekniginin yeterli olmadigi ve
dogrulugunu kanmitlamak icin molekiiler testlere ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir

(Temmerman et al. 2004).

LAB identifikasyonunda kullanilan fenotipik testler bakterilerin cins ve tiir bazinda
ayrimi i¢in halen 6nemli bir rol oynasa da yorumlamasi oldukga zor olan bu teknikler
ayni zamanda zaman alict ve molekiiler metotlar ile karsilastirildiklarinda ise daha az
ayrim giicline sahiplerdir (Temmerman ef al. 2004). Bununla beraber, fenotipik testler
ile gen ekspresyonunun {iirliini karakterize edildiginden bu o6zelliklerin hepsi spontan
mutasyon ve biiylime kosullarindaki degisimler neticesinde degisim gostermeye
meyillidirler. Laktik Asit Bakterilerinin ¢ogu oldukg¢a benzer besinsel ihtiyaglara sahip
olup benzer g¢evresel sartlar altinda gelisim gosterebildiklerinden dolay1r LAB lerin tiir
diizeyinde tanimlanmalarinda kullanilan bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alici ve
aym1 zamanda ayrim giici ve hassasiyetleri bakimindan da ¢ofu zaman siliphe
uyandiricidir. Bununla beraber biiyiime kosullar1 hiicre morfolojisini etkileyebilmekte
ve bazi durumlarda cins diizeyinde dahi tanimlama islemlerinde zorluk
yaratmaktadirlar. Bu kriterler kaba bir tanimlama amaci icin yeterli olsalar da net ve
kesin bir identifikasyon amacina yonelik degillerdir. Bundan dolayidir ki LAB lerinin
cins ve tlir bazinda tanimlanmalarinda kullanilan fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklere
dayali identifikasyon sistemlerinin kullanimi1 genellikle yanlis identifikasyonlara ve
hayal kiriklig1 yaratan identifikasyon sonuglarimin ortaya c¢ikmasina sebep

olabilmektedir. Giliniimiizde, LAB tanimlama/tiplendirme caligmalarinda ilgi odagi
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fenotipik metotlardan daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler metotlara dogru

kaymistir (Babalola 2003).

Genotipik metotlar, organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan metotlar olup

DNA’y1 yiizlerce fragmanlarina ayiran enzimler ile kromozomun kesimine dayanan
DNA restriksiyon paternlerindeki polimorfizmini ve ekstrakromozomal DNA nin
varligii ya da yoklugunu igeren calismalardir. DNA temelli teknikler, kullanilan
teknigin tipine bagl olarak mikroorganizmalarin cins seviyesinden sus seviyesine kadar
identifikasyonunu saglayabilmektedir. Niikleotit sekanslarinin kullanimini igeren bu
teknikler oldukg¢a hizli teknikler olup besi ortamindaki degisikliklerden etkilenmemeleri
bakimindan fenotipik identifikasyon metotlarina kiyasla olduk¢a onemli avantajlar
sunmaktadir (Moschetti et al. 1998; Bush and Nitschko 1999). Bununla beraber,
kromozomal DNA molekiiliiniin insersiyon ve delesyonu, ekstrakromozomal DNA’nin
kazanilmasi/kaybedilmesi veya restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgelerinin
yaratilmasina veya var olan kesim bolgelerinin elimine olmasina sebep olan rastgele
mutasyonlardan etkilenmekle beraber genotipik metotlar dogal varyasyona daha az
maruz kalmaktadirlar. Fenotipik ya da genotipik olsun, tiim tiplendirme sistemleri
yorum ve performans rahatligi, ayrim giicii, tiretilebilirlik ve tiplendirilebilirlik

bakimindan karakterize edilmektedir.

Suslarin tiplendirilmesinde kullanilan genotipik metotlar arasinda ribotyping, pilazmit
DNA veya genomik DNA’nin restriksiyon endoniikleaz analizleri (RFLP, PFGE), prop
kullanilan teknolojiler, sekansa bagl teknikler (PFGE ile indirek genetik sekans 6l¢iimii
ve MLST gibi ¢oklu lokus sekans tiplendirme) ve PCR temelli teknikler (RAPD, AFLP,
ARDRA, AP-PCR, rep-PCR gibi) yer almaktadir (Vandamme et al. 1996).

Kesime ugramis kromozomal DNA’nin PFGE (Pulsed field gel electrophoresis)’si
sergilemis oldugu yiiksek ayrim giicli ve yliksek tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolay1
molekiiler tiplendirme metotlar1 arasinda “altin standart” olarak ifade edilmektedir
(Ehrmann and Vogel 2005). Dolayisiyla, son zamanlarda, PFGE ile DNA parmakizi
tiplendirmeleri biiylik restriksiyon fragmentlerinin karsilagtirllmasina imkan vererek
cesitli LAB sus tiplendirmelerinde bagarili bir sekilde kullanilmaktadir (Moschetti et al.

2001). Bununla beraber, oldukca fazla zaman/ig giici harcanmasin1 gerekli kilan bu
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metot ayni zamanda da tiire spesifik bir yaklasimi gerekli kilmaktadir (farkhi
restriksiyon enzimleri ve elektroforez kosullar1) ve dolayisiyla genelde tiir i¢i (intra-

species) ayrim veya iligkilerin ortaya konulmasinda kullanilmaktadir (Bush and

Nitschko 1999).

PCR bagimsiz bir diger yontem olan ribotiplendirme, kromozomal DNA’nin
restriksiyon enzim analizini rDNA prop kullanimi ile birlestirmekte, dolayisiyla ¢esitli
tirler arasinda aymim saglayabilmektedir. Metodun ayirim giicii  kullanilan
oligoniikleotit proplarin ve restriksiyon enzimlerinin sayisina ve tipine baglidir (Farber

1996).

Ayni tlire ait olan suslarin sahip olduklar1 pilazmitlerin say1 ve biiyiikliiklerindeki
varyasyonlar, pilazmit profilleri, LAB’lerin tiplendirilmesinde kullanilan bir yontemdir
¢linkii bu gruba ait suslarin ¢ogu bir¢ok pilazmit igcermektedir. Bununla beraber, yagam
siiregleri boyunca bu suslarin kazandiklar1 ve kaybettikleri pilazmitler yontemin

giivenilirligini etkilemektedir (Duffner and O’Connell 1995).

Islenmeye yetecek yiiksek miktar ve tiir/tiir ici seviyede yiiksek ayrim giicii tercih

edildiginde PCR temelli genomik parmak izi tekniklerinin daha yiiksek potansiyele

sahip olduklar1 diisiiniilmektedir

PCR teknolojisi ile 16S rDNA genlerinin direk sekansi bilinmeyen bir susun tek bir
basamak ile tanimlanmasinda oldukg¢a etkili bir yontemdir. Bununla beraber bazi
giicliikler de mevcuttur, 6rnegin, ¢cok net olarak farkli olan baz: tiirlerin ayn1 16S rDNA
sekansina sahip olmasi dolayisiyla veri tabaninda yer alan bazi sekanslarin

giivenilirliginin siipheli olmasi gibi (Ehrmann and Vogel 2005).

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) parmak izi analizi LAB’lerin
identifikasyonunda uzun zamandir kullanilan PCR-temelli bir tekniktir. Genetik
parmakizi i¢in polimorfizmin hizli bir sekilde belirlenmesi anlamina gelir. Hizlica
cogaltilan DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezinde gozlenir. Diger molekiiler

genetik yontemlere gére daha hizli ve daha ucuzdur. Kullanilan primer sayisi arttikca
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ayrim giicii artar (Ehrmann and Vogel 2005). LAB’lerinin tiirler aras1 ayriminda, bazi
tiirlerin (enterococci, pediococci ve lactobacilli) tiir i¢i ayriminda ve gidalardan izole
edilen suslarin cins bazinda ayriminda basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Cocconelli
et al. 1995, Cocconelli ef al. 1997, Taillez et al. 1996). Bununla beraber, yiiksek ayirim
giiciine sahip primerler ile LAB tiirlerinden olusan genis bir grup icerisindeki genis
uygulanabilirligi heniiz tanimlanmamistir. Bununla beraber, RAPD primerleri belirli bir
genetik lokusa spesifik olmadigindan, elde edilen bant paternleri zayiftir ve deneyler
aras1 sonuglarin tekrarlanabilirligi agisindan teknik yetersizdir. Standardize edilmedigi
stirece bir tanimlama veri tabaninin olusturulmasi i¢gin RAPD uygun bir yontem degildir

(Ehrmann and Vogel, 2005).

Temeli 16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmas1 esasina dayanan ARDRA (Amplified
ribosomal DNA restriction analysis) tekniginde tiire 6zgli spesifik primerlerin
kullanimi ile 16S rDNA bolgesi ¢cogaltilmaktadir (Andrighetto et al. 1998). Daha sonra
yine spesifik restriksiyon enzimlerin kullanimi ile amplifiye edilen bolgeler kesilir
(Bouton et al. 2002). Sonugta olusan fragmentler agaroz jelde goriintiilenerek
karsilagtirmali olarak siiflandirmaya gidilir. 16S rDNA bolgesi korunmus ve tiirler
aras1  degisken  dizilere sahip  oldugundan dolayr = mikroorganizmalarin

siniflandirilmasinda 6nemli belirte¢ler olarak kullanilmaktadir.

DNA molekiiliiniin restriksiyon enzimlerinden bir veya birkaci ile kesimi neticesinde
agaroz jel elektroforezinde gézlemlenen DNA bantlarinin yeri ve sayisinin kiyaslanmasi
ile elde edilen cesitlilige RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
denmektedir. RFLP yontemi kolaylikla uygulanabilen duyarli bir yontemdir. Ancak
enzim se¢imi Onemlidir. RFLP analizi bakteriyal kromozom ve ekstra kromozomal

DNA ’nin restriksiyon profillerini belirlemede kullanilir (Sato et al. 2000).

Bilinen 6zgiil bir DNA boélgesini ¢cogaltmak yerine rastgele segilen bir ya da daha fazla
primer kullanimi ile DNA molekiilii lizerindeki birgok bdlgenin ¢ogaltiimasit AP-PCR
(Arbitrarily Primed-PCR) islemi ile ger¢eklesmektedir. Kullanilan primerler
genellikle 9-10 bazlik kisa primerler olup G+C bakimindan zengindir. Ayni tiir igindeki

farkl1 suslarda primerlerin baglanma yerleri, sayis1 ve birbirlerine olan uzakliklari
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degisik olacagindan agaroz elektroforezinde cogaltilan pargalarin say1 ve biiyiikligii de
farklilik gosterecektir. Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde gerceklesmis
olan bir mutasyon bant polimorfizminin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. 1990
yilinda Welsh ve Mc. Cleland tarafindan tanimlanan bu yontem 1500°den fazla arastirici
tarafindan kaynak gosterilmis olup her tiirli mikroorganizmanin analizinde
kullanilmaktadir (Welsh and Mc. Cleland 1990). Uygulama kolaylig1 ve kisa siirede
sonu¢ vermesinden dolayr genis kullanim alanina sahiptir. Yontemin en Onemli

dezavantaji ise heniiz standardizasyonunun saglanamamig olmasidir.

Rep-PCR (Repetetive extragenic palindrome) bakteri DNA’s1 igerisinde stirekli
tekrarlayan elementler bulunmaktadir. DNA i¢indeki degisken sayida tekrarlayan ve
okaryotik organizmalarda rep (Repetetive extragenic palindrome) olarak isimlendirilen
bu elementler bakteri hiicrelerinde ERIC (Enterobacterial repetetive intergenic
consensus) olarak ifade edilen sekanslar1 seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Fonksiyonlari
tam olarak bilinmemekle beraber bu bdlgelerin kromozomal organizasyonda yer
aldiklar1 diisiiniilmektedir. Rep veya ERIC dizilerinden kaynaklanan primerlerle yapilan
PCR kolay uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile calisilabilmesi, ayirt ediciliginin
ylksek olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan molekiiler tiplendirme yontemlerinden
biridir (Van der Zee et al. 1999). Bununla birlikte PFGE ile karsilastirildiginda daha
diistik bir ayrim giiciine sahip oldugu gozlenmistir (Olive and Bean 1999).

2.3.1 AFLP Teknigi ile Molekiiler Karakterizasyon

Molekiiler teknikler, giiclii bir ayrim giicline sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari,
uygulamasinin kolay olmasimin yaninda, sonuglarin kolay yorumlanabilmesi gibi
nedenlerden dolay1 son yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir. AFLP;
genetik markor teknikleri igerisinde genetik karakterizasyon c¢alismalar1 igin
gelistirilmis ¢oklu lokus parmak izi analizi tekniklerinden biridir. Genellikle birbirine
yakin tiirlerin karakter analizlerinde kullanilan AFLP sonuglar1 glinlimiizde bakteriyel
taksonomiyi agiklamakta ve sonuglari DNA-DNA hibridizasyonu gibi teknikler ile
desteklenmektedir. Genomik tiplendirme teknikleri, birbirine ¢ok yakin akraba tiirlerin

tespiti, tiirlerin tanimlanmas1 ve ayrimi, starter kiiltiir analizleri, gidalarda bozulmalara
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ve gastrointestinal enfeksiyonlara neden olan Onemli mikroorganizmalarin

karakterizasyonlarinda kullanilarak 6nem kazanmustir.

AFLP temelde RFLP ve RAPD PCR tekniklerinin bir arada kullanildig1 ve tanimlamada
ozellikle RFLP ve RAPD PCR’da oldugu gibi tiir-sus diizeyinde oldukga yiiksek oranda
basartya ulasan ve son yillarda diger genotipik metotlara alternatif olarak sunulan
popliler bir tekniktir. Teknik, uygun kosullarda amplifiye edilecek olan kalip DNA y1
yvaratmak i¢in DNA fragmanlarmmin uglarina eklenmis olan ¢ift zincir DNA
adaptorlerini tantyan primerlerle segici amplifikasyonu gerekli kildigindan elde edilen

sonuglar tekrarlanabilir ozellik sergilemektedir (Huys et al. 1996; Vos et al. 1995).

AFLP calismalarinda kullanilan restriksiyon endoniikleazlarin her biri DNA iizerinde
spesifik bir bolgeyi veya sekansi tanimakta ve kesim islemi neticesinde DNA
fragmanlar1 meydana gelmektedir. Farkli hedef sekanslari taniyan pek ¢ok farkli
restriksiyon enzimlerinin es zamanli kullanimlar1 farkli uzunluklara sahip yiizlerce
DNA fragmaninin olusmasina sebep olacaktir. Istenilen hedef fragmani cogaltmak adina
pre-selektif amplifikasyon adi verilen bir islem ile fragmanlar taranir ve daha sonra PCR
teknigi kullanilarak istenilen hedef fragmanin sayisi binlerce kere arttirilir (Sekil 2.3).
Genelde her bir AFLP reaksiyonunda yaklasik 30-80 restriksiyon fragmani beraber
amplifiye oldugundan ve denatiire kosullarda gergeklesen jel elektroforez sisteminde
tespit edilebildiklerinden teknik DNA polimorfizmin tespiti i¢in olduke¢a giicliidiir. Tiir
ve alt tiir seviyesinde ayrim saglayan bu teknigin kullanimi diger DNA tiplendirme
metotlarina kiyasla sergilemis oldugu avantajlardan dolay1 giin gegtikge artmaktadir.
Teknigin ¢ok genis bir alan1 taramasi, az miktarda isgiiciine gereksinim duymasi, kisa
sirede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin olduk¢a kolay olusu en temel
avantajlarindan olup bu yeni teknige olan ilgiyi arttirmaktadir. Bununla beraber, analiz
icin gerekli olan DNA miktar1 ¢ok az olmakla beraber ulasilan bilgi oldukca fazladir.
Analiz 6ncesi DNA sekansina ait bir bilgiye gerek yoktur ve diger tekniklere kiyasla
AFLP’nin tekrarlanabilirligi oldukga yiiksektir (Cizelge 2.4).
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Sekil 2.3  AFLP tekniginin ¢alisma prensipi

Janssen ve ark.lar1 (1996) bakteriyel genomda AFLP analizinin Onciileridir. Bu
calismalarinda, bakteriyel taksonominin belirlenmesinde yeni bir ara¢ olan AFLP ile 9
degisik tiir bakterinin 147 susu ile calismis ve bilgisayarla bu suslara ait data analizlerini
yapmustir. Farkli tlirleri ayirmada kullanilan degisik restriksiyon enzimlerinin ve selektif
primerlerin AFLP analizinin ayirma giiciindeki basarisini arastirmistir. Bu suslar ile
yapilan uygulama AFLP analizinin evrimsel c¢alismalardaki potansiyelini ortaya
koymustur. Daha sonra yapilan ¢alismalar i¢in Janssen P.’nin bu ¢alismasi temel teskil

etmistir.
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Cizelge 2.4 AFLP teknigin avantaj ve dezavantajlari

AVANTAIJLARI

DEZAVANTAJLARI

AFLP ile tim genoma ait polimorfizm

kisa stirede taranabilinir

AFLP bilgisayar teknolojisi ve otomatik

analizlere ihtiya¢ duyan bir tekniktir

Cok fazla bant tanimlandigi icin her | Data  analizlerinde  ve  laboratuar
markor parmakizi hakkinda oldukga fazla | caligmalarinda  dikkat  isteyen  bir
bilgi vermektedir calismadir

Oldukga giivenilir bir tekniktir. Genetik  haritalamada  sentromer ve

telomerlerde kiimelenme olusturabilir

Onceden herhangi bir sekans bilgisine ya
da prob ile ilgili soy bilgisine gereksinim

duymaz

Hizli bir sekilde genetik harita yapimina

uygundur

Lin ve ark.lar1 (1996) AFLP yontemini kullanarak E.coli ve Agrobacterium tumefaciens
bakterilerine ait farkli suslar1 analiz etmislerdir. Calismanin sonunda Agrobacterium
tumefaciens suslariin analizi i¢in kullandiklar1 bu molekiiler tanimlama y&nteminin, Ti
plazmidine dayali fenotipik tanimlama yonteminden daha iyi bir tanimlama sonucu

verdigini tespit etmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢caligmada ise, Anthrax hastaligina neden olan Bacillus anthracis’in
molekiiler tanimlanmasini arastirmak amaciyla AFLP teknigi kullanilmistir. DNA
markorleri ile 78 Bacillus anthracis izolat1 ve 6 tane farkli Bacillus tiiriine ait izolatlar
analiz edilmistir. Bunun sonucunda B.cereus-B.thuringensis ve Bacillus anthracis

arasinda ¢ok uzak bir takson iliskisi gozlenmistir (Keim et al. 1997).

Arias ve ark.lar1 (1997) farkli cografik bolgelerden ve kaynaklardan izole edilen toplam
80 adet Vibrio vulnificus izolatin (bunlardan 44 tanesi Bio tip I ve 36 tanesi Bio tip II
olmak iizere) intraspesifik genomik akrabaliklarini incelemek i¢in AFLP parmak izi ve

ribotiplendirme tekniklerini kullanmiglardir. Bio tip I suslar igerisinde 16 adet farkh
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klinik ve cevresel kaynakli ribotip bulmuslardir. Bu iki farkli biotip arasinda suslarin %
96’sinin ayni ribopaternleri gosterdigi sonucuna varmuglardir. Patojenik izolatlar
arasinda en iyi sonug veren teknik Hindlll- Tagql ile kesim neticesinde selektif PCR
islemine dayanan AFLP teknigi olmustur.

Koeleman ve ark.lar1 (1998) 18 tanesi genomik, 13 tanesi ise klinik izolat olmak iizere
toplam 31 adet Acinetobacter tiiriine ait suglarin ARDRA, RAPD, AFLP parmak izi
sonuglarin1 karsilagtirmigtir. ARDRA yontemi ¢ok diisiik bir ayrim giicii sergilerken
RAPD teknigi, A. baumannii izolatlar arasinda biiyiikk bir polimorfizm sergilemistir.
Floresanla isaretlenmis primerler kullanilarak parmak izi analizi saglayan AFLP ile 31

izolatin tanimlanmasi yapilmis, giiclii ve yiliksek ayrim gozlenmistir.

Savelkoul ve ark.lar1 (1999) yeni bir teknik olan AFLP ile ilgili yapmis olduklar
arastirmada; genis bir uygulama alanina sahip olan AFLP analizinin genotipik metotlar
arasinda, yliksek oranda tekrarlanabilir olmasinin yaninda yiiksek ayirma giicline sahip
oldugunu, taksonomi, epidemiyoloji ve diagnostikte ¢ok genis uygulama alani
bulundugu sonucuna ulagsmislardir. AFLP’nin benzer kaynaklardan izole edilen
numunelerde tiir, alttiir, sus bazinda daha iyi ayrim yaptigim1 ve PFGE gibi, yiiksek
seviyede intraspesifik ayrimda ozellikle klinik ve g¢evresel kaynakli izolatlarda etkili
oldugunu bulmuslardir. AFLP tekniginin tek bir susun bile goriintiilenmesinde
kullanilabilecek en ayirt edici araglardan biri oldugunu ve bu nedenle iyi bir genetik

isaretleyici oldugunu belirtmislerdir.

Huys ve ark. (2000) AFLP tekniginin kullanimi ile 17 adet Mycobacterium bovis, 15
adet M. tuberculosis ve 12 adet M. ulcerans arasindaki tiir i¢i ve tiirler aras1 evrimsel
ayrimi analiz etmislerdir. M. ulcerans suslarimin ayriminda AFLP ¢ok iyi sonuglar
vermistir. Evrimsel gruplarin olusturulmasinda Pearson korelasyon katsayisi yerine
banda bagli Dice korelasyon katsayist kullanilmistir. Fenotipik olarak tanimlanan
Mycobacterium bovis ve M. tuberculosis kesin olarak iki AFLP markdr bandi ile
tanimlanmistir. M. ulcerans izolatlarinin ise tek AFLP markor bandinin varligina bagl

olarak Afrika ve Avusturalya orjinleri ile ayn1 klona sahip olabilecekleri vurgulanmustir.
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Kunene ve ark.lar1 (2000) laktik asit bakterilerinin karakterizasyonlari lizerine yapmis
olduklar1 ¢alismalarinda 180 adet laktik asit bakterisi (58 tane Lb plantarum, 47 adet
Leu. mesenterioides, 25 adet Lb. sake-Lb. curvanis, 17 adet Ped. pentosaceous, 13 adet
Ped. acidilactisi, 7 adet Lc lactis susu) kullanmiglardir. AFLP analizi ile bu LAB’lerine
ait suslar arasinda gii¢lii bir ayrim saglanmistir. PCR protokollerine gore yapilan AFLP
prosediirii sonucunda bu teknik ile suslarda tek nokta mutasyonunun bile

belirlenebilecegini ortaya koymuslardir.

Torriani ve ark.lar1 (2001), RAPD PCR ve AFLP analizleri ile Lactobacillus plantarum,
L. pentosus, L. paraplantarum tiirleri arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi ig¢in
yapmis olduklar1 c¢alismada; genotipik metotlarin calisilan tiirler i¢inde c¢ok yiiksek
ayrim giliciine sahip olduklarin1 gostermislerdir. Ayrica RAPD PCR ve AFLP
tekniklerinin her ikisinin de tiir-sus bazinda tanimlamaya imkan verdigini ancak

tekrarlanabilir olmasindan dolayr AFLP’nin daha avantajli oldugunu vurgulamislardir.

Ventura ve Zink (2002) Lactobacillus johnsonii suslarina ait molekiiler tiplendirme
analizlerini ve spesifik tanimlanmasimni PCR’a bagli metotlar ile gergeklestirmislerdir.
Kromozomal DNA’nin EcoRI ve Msel enzimleri ile kesimi neticesinde 200-1000bp
arasinda yaklasik 200 farkli bant elde edilmistir. Sonuglar UPGMA analizleri ile

degerlendirilmis ve A1’den A7’ye kadar isimlendirilen 7 farkli kiime elde etmislerdir.

Coeuret ve ark.lar1 (2003) peynir ve giinliik siit iirinlerinden izole ettikleri 80’den fazla
Lactobacillus tiiriinii tanimlamak ve karakterize etmek amaciyla molekiiler tekniklerden
faydalanmiglardir. AFLP tekniginde DNA fragmanlarini elde etmek i¢in iki restriksiyon
enzimi ile kesim yapilmistir. Boylece olusan yapiskan uglara uygun adaptorler
baglanarak PCR i¢in sablon olusturulmus ve iki farkli primer kullanilarak primer
sekansmma uygun kesimler c¢ogaltilmistir. Bu yolla selektif amplifikasyon
gerceklestirilmistir. Bu cogalma asamasi 30°dan 40’a kadar DNA fragmentini grup, sus,
tiir olarak siralamistir. RAPD PCR ve AFLP kullanilarak Lactobacillus acidophilus
suslarinin hizli bir sekilde ayrimi en az 3 degisik primer kullanilarak saglanmistir. Bu
tekniklerin SDS-PAGE yontemine gore ¢cok daha hassas farkliliklar1 ortaya koydugu
belirtilmistir.
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Jureen ve ark.lar1 (2004) yapmis olduklar1 g¢alismada amfisiline direngli, hastane
kaynakl1 Enterococcus faecium suslari igin PFGE ve AFLP teknigini kullanarak bu iki

teknigi Simpson indeksi ile degerlendirmis ve karsilastirmistir.

Dellaglio ve ark.lar1 (2005) Hint giinliik siit iiriinlerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda
bu iiriinlerden 4 adet sus izole etmisler ve bunlar1 oncelikle Lactobacillus delbrueckii
diye tanimlamislardir. Ancak alttiir tanimlamaya gidildiginde molekiiler kimligi ve
fenotipik karakterleri bilinen alttlirlere uyum saglanamadigi icin AFLP, RAPD, 16S
rRNA gibi genotipik metotlar kullanarak alttlir tanimlamasin1 yapmis ve izole ettikleri

bu susu NCC 7255 olarak adlandirmislardir.

Laursen ve ark.larmin (2005) deniz iiriinleri ve etten izole etmis olduklar1 ve
Carnobacterium divergens ve Carnobacterium maltaromaticum tirlerinin fenotipik/
genotipik karakterizasyonlarint belirlemeye yonelik yapmis olduklar1 c¢alismalarinda
AFLP teknigini kullanmiglardir. AFLP ile C. divergens icin iki farkli kiimelenme, C.
maltaromaticum i¢in bir tane daha onceden tespit edilmemis kiimelenmenin oldugu
tespit edilmistir. Bu kiimelenmelerin bulundugu izolatlar oldukca genis etki
spektrumuna sahip oldugu ve bakteriyosin {irettikleri i¢in bu izolatlarin biyolojik

koruyucu olabilecegi belirlenmistir.

Sow ve ark.ar1 (2005) toprak ve kurutulmus tavuk posasindan iki tanesi sicakliga
toleransli olmak iizere toplam 20 adet laktik asit bakterisi izole etmislerdir. Bunlar gram
pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, hareketsiz ve spor olusturmayan g¢ubuk
seklinde olarak tanimlanmstir. Ornekler birden yirmiye kadar numaralandirilmis, ancak
Lactobacillus plantarum olarak tanimlanan 4. ve 20. 6rnekler AFLP analizi neticesinde
Lactobacillus plantarum grubuna dahil edilememistir. 16 S rDNA c¢aligmalarinda ise bu

iki 6rnegin L.pentosus ile benzerlik gosterdigi gdzlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 MATERYAL

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) teknigi ile genotip analizleri
yapilacak olan ve Laktik Asit Bakteri (LAB) grubuna ait olan(Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus) ve fenotipik yontemler/ API
CHS50 kit kullanimu ile identifikasyonlari yapilmus farkln tiirler Ankara Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyal Genetik Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan
temin edilmistir (Cizelge 3. 1).

3.1.2 Besiyerleri

LAB’lerin gelisimleri i¢in kullanilan besiyerlerinin igerikleri EK 1°de verilmistir.

3.1.3 DNA izolasyon ve AFLP Kkiti

Calismada kullanilan kitler EK 2’de verilmistir.

3.1.4 Tampon ve soliisyonlar

Calismada kullanilan tampon ve solusyonlarin hazirlanist EK 3’de verilmistir.

3.1.5 Molekiiler markorler

Calisma siiresince kullanilan DNA markorlert EK 4°de verilmistir.

3.1.6 Kimyasallar

Calisma kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalari EK 5’de verilmistir.
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3.1.7 Kullamlan soliisyon ve malzemelerin sterilizasyonu

Calismamizda kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in 185°C’de 1 saat pastor
firm1 kullanilmistir. Kullanilan besi ortamlar1 ve soliisyonlar i¢in ise 121°C’de 15

dakika otoklav kullanilarak sterilizasyon saglanmustir.

3.1.8 Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi

Calismamizda kullanmis oldugumuz bakteri kiiltiirleri Ankara Universitesi Biyoloji
Boliimii Mikrobiyal Genetik Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir. Bu

bakteri kiiltiirleri %50’lik gliserol soliisyonu i¢inde ¢oziinmiis olarak -20°C’de sakli

tutulmaktadir.
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Cizelge 3.1

Calismada kullanilan laktik asit bakterileri

Bakteri Kaynak

A. | Enterococcus
1. | Enterococcus avium ATCC Pasteur Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
2. | Enteococcus casseliflavus NRLL 3502 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
3. | Enterococcus durans RSKK 05034 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
4. | Enterococcus faecalis OZ1

Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
5. | Enterococcus faecalis H Ibni Sina Hastanesi Mikrobiyoloji Lab.
6. | Enterococcus faecalis E27 Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
7. | Enterococcus faecalis EF1

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
8. | Enterococcus faecalis ATCC 29212 GATA, Mikrobiyoloji Lab.
9. | Enterococcus faecium ATCC 6057 GATA, Mikrobiyoloji Lab.
10. | Enterococcus faecium F1 Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii
11. | Enterococcus faecium H ibni Sina Hastanesi Mikrobiyoloji Lab.
B. | Lactococcus

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
1. | Lactococcus lactis OZ1

Lab. Lab.Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
2. | Lactococcus lactis OZ2 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
3. |Lactococcus lactis OZ3 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
4. | Lactococcus lactis OZ4

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
5. | Lactococcus lactis W1

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
6 | Lactococcus lactis W2

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
7 | Lactococcus lactis W3

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

31




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

8 | Lactococcus lactis PK1 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
9. | Lactococcus lactis subsp. cremoris RSKK 01018 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
10. | Lactococcus lactis subsp. cremoris NRLL B634 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
C. | Pediococcus
1. | Pediococcus acidilactici NRLL B4958 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
2. | Pediococcus acidilactici 2 N 10P Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
3. | Pediococcus acidilactici E2++ )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
4. | Pediococcus acidilactici RS2 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
5. | Pediococcus acidilactici AB6 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
6. | Pediococcus acidilactici F2+ )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
7. | Pediococcus acidilactici E++ )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
8. | Pediococcus accidilactici cereviciae ATCC 666 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
9. | Pediococcus dextranicus 2N 1P Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
10. | Pediococcus pentosaceus DT1 )

Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
11. | Pediococcus pentosaceus DT10 )

Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
12. | Pediococcus pentosaceus KS2

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
13. | Pediococcus pentosaceus TK3

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
14. | Pediococcus pentosaceus KPR )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
15. | Pediococcus pentosaceus TS1 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
16. | Pediococcus pentosaceus ST3

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

17. | Pediococcus pentosaceus BY 1 )

Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
18. | Pediococcus pentosaceus P1 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
19. | Pediococcus pentosaceus P7 )

Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
20. | Pediococcus pentosaceus P20 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
21. | Pediococcus pentosaceus A9 Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
22. | Pediococcus pentosaceus A12 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
23. | Pediococcus pentosaceus DH2 Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
24. | Pediococcus pentosaceus DH3 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
25. | Pediococcus pentosaceus PH2 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
26. | Pediococcus pentosaceus MCO31 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
27. | Pediococcus pentosaceus 345 Lab. Kiiltiir Koleksiyonu
D. | Leuconostoc

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
1. | Leuconostoc lysis ]

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum . o
2. Ankara Universitesi Gida Mithendisligi
NRLL B3469

Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
3. | Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

RSKK 1061

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
4. | Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik
5. | Leuconostoc sp. OZ1 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F.F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
6. | Leuconostoc sp. OZ2 )

Lab. Kiiltiir Koleksiyonu

A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
7. | Leuconostoc sp. OZ3

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

8. | Leuconostoc sp. OZ4
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
E. | Lactobacillus
1. | Lactobacillus acidophilus RSKK 03037 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
2. | Lactobacillus brevis OZ1
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
3. | Lactobacillus brevis NRLL-B 21 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
4. | Lactobacillus buhnerii NRLL B1837 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
5. | Lactobacillus caseii RSKK 706 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
6. | Lactobacillus caseii CG1 ODTU Gida Miihendisligi
7. | Lactobacillus cremoris RSKK 708 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus )
8. Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
RSKK 594
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
9. Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
ATCC 10697
10. | Lactobacillus fermentum NRLL B585 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
11. | Lactobacillus helveticus AU Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
12. | Lactobacillus helveticus HU Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii
13. | Lactobacillus maltoramicus NRLL148532 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
A.U.F F. Biyoloji Bol. Mikrobiyal Genetik
14. | Lactobacillus paraparacasei STL
Lab. Kiiltiir Kolleksiyonu
15. | Lactobacillus pentosus CG ODTU Gida Miihendisligi
16. | Lactobacillus plantarum Z111 ODTU Gida Miihendisligi
17. | Lactobacillus plantarum DSM 20174 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
18. | Lactobacillus plantarum DSM 20246 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
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19. | Lactobacillus plantarum ATCC 8014 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

20. | Lactobacillus plantarum 37 ODTU Gida Miihendisligi
21. | Lactobacillus plantarum 73 ODTU Gida Miihendisligi
22. | Lactobacillus plantarum 215 L ODTU Gida Miihendisligi
23. | Lactobacillus plantarum 23 ODTU Gida Miihendisligi
24. | Lactobacillus plantarum CG4 ODTU Gida Miihendisligi
25.| Lactobacillus plantarum 1193 ODTU Gida Miihendisligi
26. | Lactobacillus plantarum CG ODTU Gida Miihendisligi

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

27. | Lactobacillus plantarum APKS2

28. | Lactobacillus plantarum PYN

29. | Lactobacillus plantarum BF2

30. | Lactobacillus rhamnasus TK 2

3.2. YONTEM

3.2.1. Bakteri stok kiiltiirlerinin aktiflestirilmesi

-86°C’de muhafaza edilen bakteri stok kiiltiirlerinden gelisimleri i¢in uygun olan steril
besiyerlerine ardi ardina 2 kere aktiflestirme islemi yapildiktan sonra sivi besiyerinde
gelisen kiiltiirlerin safligi daha sonra kati besiyerine ¢izgi ekim yapilmak suretiyle
kontrol edilmis ve kiiltiirler DNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmistir. Calismis
oldugumuz bakteri gruplarindan Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus ve
Leucononostoc cinslerine ait olan tiirler TGE besiyerinde (EK1) 32°C’de, Lactobacillus

cinsine ait olan tiirler ise MRS besiyerinde (EK1) 30°C’de gelistirilmistir.
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3.2.2. AFLP Reaksiyonu

AFLP teknolojisi klasik hibridizasyon- ve PCR-tabanli parmak izi ¢aligmalarini temel
almaktadir. Farkli hedef sekanslar1 taniyan pek ¢ok farkli restriksiyon enzimlerinin es
zamanlt kullanimlar1 farkli uzunluklara sahip ylizlerce DNA fragmaninin olugsmasina
sebep olacaktir. Istenilen hedef fragman1 ¢ogaltmak adina pre-selektif amplifikasyon adi
verilen bir islem ile fragmanlar taranir ve daha sonra PCR teknigi kullanilarak istenilen
hedef fragmanin sayis1 binlerce kere arttirilir (selektif amplifikasyon) ve amplifiye
edilen fragmanlar parmakizi yaratmak i¢in denatiire kosullarda gergeklesen

poliakrilamit jel elektroforezde analiz edilir.

Uc temel basamakta gerceklesecek olan AFLP reaksiyonlart Vos ve ark.larinin
(1995) metodunu temel alan hazir AFLP analiz kit (INVITROGEN, AFLP analysis system
for microorganisms) kullanimi ile gergeklestirilmistir. 1. Laktik asit bakterilerinden kit
kullanimi ile kromozomal DNA izolasyonu; 2. Kit kullanimi1 buz iizerinde DNA’larin
restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi ve adaptorlerin eklenmesi (Restriksiyon ve
Ligasyon), preamplifikasyon ve selektif amplifikasyon; 3. Numunelerin denatiire
poliakrilamit jel elektroforez sisteminde yiiriitillerek sonuglarin skorlanmasi ve

dendogramin ¢ikarilmasi.

3.2.2.1 DNA izolasyonu

Kromozomal DNA izolasyonu: LAB grubuna ait olan ve c¢alismamizda kullanmis
oldugumuz toplam 86 adet sustan PROMEGA Wizard Kromozomal DNA Purifikasyon
Kit kullanimi ile kromozomal DNA izole edilmistir. izolasyon igin iiretici firmanin
ongormiis oldugu protokol takip edilmis ve bu protokol iizerinden optimizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. DNA numuneleri izole edildikten sonra 25l ultra saf su
(ultra saf PCR suyu) icerisinde ¢oziinerek bir sonraki asamada kullanilincaya kadar -20

°C’de saklanmustir.

Saflik ve miktar tayinii PROMEGA Wizard Kromozomal DNA Purifikasyon Kit

sistemi kullanilarak izole edilen DNA numunelerinin kalite ve miktar tayinleri
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NANODROP spektrofotometrenin  kullanimi ile yapilmistir. DNA numunelerinin
okunmasi i¢in kor olarak ultra saf su kullanilarak 260nm, 280nm, 260nm/280nm,
260nm/230nm degerleri ol¢lilmiis ve DNA numunelerinin konsantrasyonu ng/pl olarak

belirlenmistir. Spektrofotometrik okumalar 3 tekrarli olarak yapilmistir.

Agaroz jel elektroforezz PROMEGA Wizard DNA izolasyon kit kullanimi ile izole
edilen DNA numuneleri saflik ve miktar tayini yapildiktan sonra elektroforezleri %1
agaroz igeren jellerde yapilmistir (Sambrook and Russell 2001). Yatay jel elektroforezi
icin agaroz, kullanilan sistemin biytikliigline gore 100-150ml tris-borik-EDTA
elektroforez tamponu igerisinde mikrodalga firin kullanilarak ¢oziilmiistiir. 45°C” ye
kadar sogutulan jele 5pul miktarda Etidyum bromit soliisyonundan eklenmis ve homojen
karisim saglandiktan sonra elektroforez plakalarina aktarilip, taraklar yerlestirilmis, bir
saat jelin donmasi i¢in beklenmistir. Bu siire sonunda elektroforez tanklarina, jelin
ylizeyini kapatacak sekilde tampon ¢ozelti ilave edilmistir. Jelin hasar gérmemesine
dikkat edilerek tarak ortamdan uzaklastirilmistir. -20C de saklanan DNA numuneleri bir
stire oda sicakliginda buz iizerinde tutulduktan sonra 7ul DNA numunesi iizerine 3pl
yiikleme boya ¢ozeltisi ilave edilerek mikropipet yardimi ile kuyucuklara yiiklenmistir.
Elektroforez 80V’da 2.5-3 saat siireyle yapilmistir. Markor olarak ADNA ladder
kullanilmis. Yiikleme boyasi jeli terk ettikten sonra akim kesilmis ve agaroz jeli,
KODAK jel goriintiileme cihazina yerlestirilerek 365nm dalga boyunda UV 15181 altinda

incelenmis, fotograf ¢ekimleri de yine ayni cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.2 DNA’nin Restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi, adaptorlerin eklenmesi,

preamplifikasyon ve selektif amplifikasyon:
Her bakteri 6rnegine ait DNA numunesi mikrolitrede 250 ng olacak sekilde seyreltilerek

AFLP ¢aligmalar i¢in kullanima hazir hale getirilmistir (M;V;=M,V;). Sekil 3.1 de

verilen genel islemin detaylar1 asagida verilmistir.
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{(a) AFLPicin kahp DNA'nm haznlanmasi sisel adaptor
. ! TT 1111 1T
Toplam Exomozomal DINA g
R
Rostriksiyon ewzimleri EeoAl adaptor
4+  (MseIve EcoRD) + T
i AATTG
DMNA r
Hgaz INNEEN]
(b} Restiksivon ve igasyvon
Iz EcoRl cu
5
L 11T 17T T 11T 1T 7T T 1T 171
1 T A A G AATTC
ART T CTTAA G
" ] ] / T T T T T A T O A .\ ]
msel adaptor £corl adapter
TTITTTTTITI
G ABATTG
CAT c
11111
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T P T T T T T T T T T 071
G TAA GAATTG
CATT CTTAAC
T T T N N T N (O T T N T N T O T O A T O N A A
(c) Preamplifikasyon (prunerler + 0 niikleotit)
(d) Selelztif amplifilkasyon {olasi pek cok primer kombmasyonundan sadece bii ile)
(primerler + 1 niikleotit)
Msel primer 1
r T 1T 1T 71T 1T 17T 17T 1T T T 110
CATTEIA
5. LI LI [ I | LI LI T T || L L L L L L LI
G TAACAT CGAGAATTG
CATTGTA GCTCTTAAC
RN S I T T N SN N T T T TN T TN T T N O N N O
3
CGAGAATTG
L1 11 1 11 1 % 1 111
EcoRIprimer 1
(e} amplifive edilimis fragmanlaim denatiire polialilamit jelde separasyonu
Sekil 3.1 Olas1 pek ¢ok primer kombinasyonundan sadece birinin kullanimi ile

gerceklesen AFLP prosediirii
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DNA’nmin Restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi: AFLP reaksiyonunda kalip
yaratmak i¢in izole edilen kromozomal DNA aymi anda 2 restriksiyon enziminin
kullanimu ile kesilir (6 bp’lik tanima bodlgesine sahip EcoRI ve 4 bp’lik tanima bolgesine
sahip Msel). Kesim amaci ile bu iki enzimin bir arada kullanilmasi, basarili bir sekilde
amplifiye edilecek olan ve denatiire edici poliakrilamit jelde basarili bir seperasyon igin
yeterli miktarda (<1 kb) kiiciik DNA fragmanlar1 olugturacaktir. Restriksiyon enzimi ile
kesim isleminin gergeklestirebilmesi i¢in enzim ile muamele edilen numuneler 37°C’de

inkubasyona birakilmistir.

Test tiipiine konulan bilesenler kontrol numune

5x reaksiyon tamponu Sul Sul

E.coli kontrol DNA 2.5ul -
Kromozomal DNA (250 ng) - <18ul
EcoRI/Msel 2ul 2ul

dH,O 15.5ul 25ul’ye wmania
toplam hacim 25ul 25ul

Yaklagik 2 saat siiren inkubasyondan sonra restriksiyon endoniikleazlarin aktivitesini
sonlandirmak amaciyla her iki PCR tiipii (kontrol ve numune) 70°C’de 15 dakika
bekletilmistir.

Adaptorlerin eklenmesi: Restriksiyon endoniikleaz enzimleri 1s1 ile inaktif edildikten
sonra, elde edilen kromozomal DNA fragmanlarina amplifikasyon i¢in kalip DNA
yaratmak amaciyla EcoRI ve Msel adaptorleri eklenir. Bu amagla, tiip icerisinde
bulunan ve restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis kromozomal DNA
karisimina 24pl adaptoér ligasyon solusyonu ve 1ul T4 DNA ligaz eklenerek
preamplifikasyon isleminde kullanilacak olan toplam 50 pl’lik son hacim elde edilir.
Kisa bir santrifuj basamagindan sonra ligasyon karigimi 20°C de 2 saat inkiibasyona

birakilarak adaptorlerin kalip DNA’ya baglanmasi saglanir.

Amplifikasyon reaksiyonlar:: PCR, ardi ardina yiritilen 2 reaksiyonda

gergeklesecektir; preamplifikasyon ve selektif amplifikasyon. Primer dizayni ve
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amplifikasyon stratejilerinden dolay1 olusan bu EcoRI-Msel fragmanlar1 6ncelikli olarak

(EcoRI-EcoRI veya Msel-Msel fragmanlarina kiyasla) amplifiye edilir.

Preamplifikasyon olarak isimlendirilen ilk amplifikasyon reaksiyonunda kromozomal

DNA’lar selektif niikleotit igermeyen AFLP primerleri ile amplifiye edilir (E-O ve M-O
primerleri). Preamplifikasyon reaksiyonu i¢in ligasyon karistmi 1:10 oraninda seyreltilir
(10pl reaksiyon karisimi yeni bir mikrosantrifuj tiipe transfer edilerek iizerine 90ul
tampon eklenerek karistirilir) ve seyrelttigimiz DNA 6rneginden Spul alinarak iizerine E-
0 ve M-0 primerleri eklenir. Asagida icerigi verilen reaksiyon tiipiinde son hacim ultra

saf su kullanimi ile 51ul’ye tamamlanir.

Seyreltilmis kalip DNA Sul
Primer E-0O (EcoRI primeri) 2.7ul
Primer M-0 (Msel primeri) 12pul
Mg iceren 10 x PCR tamponu Sul
Taq DNA polimeraz lul
dH,O 25.3ul
toplam hacim S5l

Kisa bir santrifuj basamagini takiben PCR reaksiyonu preamplifikasyon islemi igin
94°C de 30 saniye, 56°C de 60 saniye ve 72°C de 60 saniye olacak cekilde 20 dongiide

gercgeklestirildi ve son liriin %1.5 agaroz igeren jelde gozlemlendi.

Preamplifikasyon basamagi opsiyonel bir basamak olmakla beraber selektif
amplifikasyon ile birlikte gerceklestirilmesi olduk¢a temiz ve tekrarlanabilir parmak

izlerinin olusumuna sebep olmaktadir.

Selektif amplifikasyon isleminde preamplifikasyon reaksiyonu neticesinde elde edilen

PCR iirtinii 1:20 oraninda seyreltilerek (3ul reaksiyon karisimi yeni bir mikrosantrifiij
tiiptine transfer edilerek lizerine 57ul TE tamponu eklenmistir) 2 AFLP primer (0, 1
veya 2 selektif niikleotit igeren) kullanimui ile gerceklesecek olan selektif amplifikasyon
isleminde kalip olarak kullanilir. Se¢ici amplifikasyon isleminde her bir primer ¢ifti i¢in

her biri 10 reaksiyonluk Karigim1 ve Karisim2 hazirlanir.
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Karisim 1 Karisim 2
Isaretli EcoRI primer Sul dH,O 79ul
Msel primer (ANTP igeren) 45ul Mg igeren 10 x PCR tamp. 20ul
Toplam hacim 50l Taq DNA polimeraz lul
Toplam hacim 100pl

Uzatmali (tek baz iceren) EcoRI ve Msel primerlerini iceren olast 16 farkl
kombinasyondan selektif amplifikasyonu saglayan ve asagida igerikleri verilen 8
degisik kombinasyon olusturularak her bir numune i¢in toplam 8 degisik karisim I
solusyonu hazirlanmistir. Karigim II solusyonu ise standart olup igeriginde ultra saf su,

Mg igeren 10X PCR tamponu ve 7ag DNA polimeraz (5 unit/ul) bulunmaktadir.

Kullanilan selektif primer kombinasyonlari

Primer 1: E-A/M-T Primer 5: E-T/M-A
Primer 2: E-A/M-G Primer 6: E-G/M-T
Primer 3: E-T/M-T Primer 7: E-G/M-G
Primer 4: E-T/M-G Primer 8: E-C/M-G

Her bir AFLP amplifikasyonu bu iki karigimin tek bir mikrosantrifuj tiiptinde birlesmesi
ile gerceklesmektedir.

Kalip DNA (1:20 seyreltilmis) Sul
Karigim 1 Sul
Karigim 2 10ul
toplam hacim 20ul

Kisa bir santrifuj basamagini takiben PCR reaksiyonu gerceklestirilir. 94°C de 30
saniye, 65°C de 30 saniye ve 72°C de 60 saniyede gerceklesen 1 PCR dongiisiinii
takiben annealing sicaklik touch-down PCR ile her bir dongiide 0.7°C azaltilarak toplam
13 dongii neticesinde 56°C’ye ¢ekilir ve PCR, 94°C de 30 saniye, 56°C de 30 saniye ve
72°C de 60 saniye olacak sekilde 23 siklus dondiirtiliir.
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3.2.2.3 Denatiire Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Selektif amplifikasyon neticesinde elde edilen PCR firiinleri iire igeren %6 lik
poliakrilamit (sekans) jelde denatiire edici kosullarda separasyona tabi tutulur (Maniatis
et al. 1986, Sambrook and Russell 2001). Elde edilen bant paternleri (parmak izleri)

glimiis nitrat ile boyama islemini takiben skorlanarak polimorfizm i¢in analiz edilir.

Cam plakalarin hazirlanmasi: Denatiire poliakrilamit jel elektroforez sisteminde diiz
ve U seklinde olmak iizere iki adet cam plaka kullanilmigtir. Diiz ve U cam %70’lik
etanol soliisyonu ile ikiser defa iyice temizlenmis ve jelin yapismasi istenen diiz cam
plakaya 300ul Bind Silane soliisyonu %70’lik alkollii havlu pegete ile iyice dagitilarak
striiliit. U cam plakaya ise 800 ul Sigma Cote soliisyonu yine aym sekilde stirtiliir.
Ikinci bir defa sadece %70’lik etanol iyice dagitilir ve cam plakalar iizerinden alkol
uzaklasincaya kadar beklenir. Spacerlar (ayiricilar) yerlestirildikten sonra cam plakalar

pensler yardimiyla klipslenir.

Jelin cam plakalara dékiilmesi: iki cam arasina jel dokiilmeden 6nce, oda sicakligina
gelmis jele 45ul TEMED ile 600 pl APS ayni zamanda eklenir ve homojen bir sekilde
dagilmasi i¢in karigtirilir. Zaman kaybetmeden iki cam arasina dikkatli bir sekilde
dokiiliir ve diiz bir hat saglayabilmek icin tarak ters bir sekilde yerlestirilir ve jelin

donmasi i¢in yaklasik 45 dakika beklenir.

PCR denatiirasyonu: Poliakrilamit jele yiikleme yapilmadan hemen 6nce 2ul sekans
boyasi1 ve 8ul selektif PCR iiriinii DNA mikrosantrifiij tiipleri i¢erine alinarak 94°C’de 5
dakika siire ile denature edilmistirr Bu arada hazirlamis oldugumuz DNA
markdrlerinden 3pul alinarak tizerine 7 pl sekans boyasi eklenerek ayni kosullarda
denatiire edilir ve denatiire poliakrilamit jele mikropipet yardimiyla yiiklenerek sistemin

calisip calismadigini kontrol etmek amaciyla kullanilir.
Elektroforez asamasi: Hazirlamis oldugumuz denatiire poliakrilamit jel donduktan

sonra cam plakalar {izerindeki jel kalintilarini temizlemek amaciyla camlar musluk

altinda yikanir. Dikey elektroforez sistemine camlar yerlestirilir. Yeni hazirlanmis 1,5 It
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1X TBE tamponu elektroforez sisteminin list havuzuna, 1,5 1t TBE tamponu ise alt
havuzuna eklenir. Enjektor yardimiyla taragin girecegi ve numunelerin yiiklenecegi
yerdeki jelin temizligi yapilir. Taragin yerlesecegi yere jel boyunca esit miktarda sekans
boyasi yliklenir ve tarak diiz bir sekilde yerlestirilir. Elektroforez aleti gii¢ kaynagina
baglanarak 60 watta yaklasik yarim saat ¢alistirilarak sekans boyasinin jelde ilerlemesi
saglanir. Bu siire sonunda giic kaynagi kapatilir ve kuyucuklara numunelerden 7ul
yiiklenir. 1k iki ve son iki kuyucuga sirasiyla sekans boyasi ve markér yiiklenerek

sistem 1600-1630 voltta yaklasik 2,5-3 saat siiresince yiiriitiiliir.

Elektroforezden c¢ikarilmasi: Elektroforezden ¢ikan camlar soguk su ile sogutulur.

Bisturi ucu ile iki cam birbirinden ayrilir ve aninda boyama islemine gegilir.

Boyama islemi: Birbirinden ayrilan cam vakit kaybetmeden fikse edici soliisyon iceren
kaba konulmustur. Boylece yaklasik 38 rpm’de 20 dakika siireyle shaker’da sallanarak
asetik asit iceren fikse edici soliisyonun diiz cam plaka ile homojen sekilde temas etmesi
saglanir. Daha sonra 2’ser dakika siireyle 3 defa distile saf su ile yine 38 rpm’de
sallanir. En az 45 dakika ayni rpm degerinde giimiis nitrat soliisyonunda bekletilir.
Sadece 3 saniye bidistile saf sudan gecirilerek developping soliisyonuna birakilir.
Developping soliisyonu igerisine kullanmadan hemen 6nce 600 pl sodyum thiosiilfat ve
4500 pl formaldehit eklenir. Ancak burada rpm 58-60 olmalidir. Yani ¢ok hizli bir
sekilde, -20 °C’de yaklasik 2-2,5 saat bekletilen developping soliisyonunda sallanir ve
bantlar goriinmeye baslayana kadar devam eder. Bantlar ¢ok belirgin olunca fiksasyon
sollisyonunun yaklagik 1 It kadar1 bu soliisyon igine dokiiliir ve reaksiyonun bitmesi

saglanir. Sonra saf suda bekletilerek kurumaya alinir.

Jellerin taranmasi: Cam plakalar tarayici ile taranarak bilgisayar ortamina jel
goriintiileri aktarilir. Sonuglar var-yok seklinde skorlanarak elde edilen ham veriler
Jaccard (1908) benzerlik indeksine (Unweighted pair group method with arithmetic
averages, UPGMA cluster analizi) gore degerlendirilir ve Multi-Variate Statistical

Package (MVSP) programi kullanilarak bilgisayarda dendogram elde edilir.
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4. BULGULAR

4.1 DNA Miktar Tayini

Calismanin ana noktasint ve materyalini olusturan basamak kromozomal DNA
molekiiliiniin izolasyonudur. Basarili bir izolasyonun ardindan ana materyal olarak
kullanilacak DNA molekiilii diger basamaklar i¢in temel olusturmaktadir.
Calismamizda kullanmis oldugumuz 86 adet laktik asit bakterisine ait kromozomal
DNA molekiillii PROMEGA Wizard Kromozomal DNA Purifikasyon Kit sistemi
kullanilarak izole edilmis ve NANODROP spektrofotometre kullanilarak DNA

konsantrasyonu ng/pul olarak Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Laktik asit bakterilerinin DNA saflik ve miktar tayini sonuglari

BAKTERI ADI KONSANTRASYON ODy¢o OD5g oD oD
(kb 260/280 260/230
Lactobacillus
Lb. acidophilus RSKK 03037 938.47 18.76 9.254 2.02 2.03
Lb. brevis NRLL B21 711.07 14.22 6.82 2.08 2.02
Lb. brevis OZ 1 864.71 17.30 8.57 2.03 1.90
Lb. buhnerii NRLL B1837 446.22 8.664 4.33 2.00 2.00
Lb. caseii RSKK 706 700.00 14.00 7.11 1.97 1.82
Lb. caseii CG 1 510.75 10.21 5.06 2.02 2.03
Lb. cremoris RSKK 708 408.00 8.160 3.98 2.05 2.18
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594 903.00 18.05 8.78 2.05 1.90
Lb. delbrueckii subsp. lactis ATCC 10697 1261.81 25.23 12.90 1.96 1.70
Lb. fermentum NRLL B585 556.07 11.12 5.31 2.09 2.02
Lb. helveticus AU 1938.0 38.77 19.30 2.01 1.90
Lb. helveticus HU 408.00 8.170 4.057 2.00 1.89
Lb. maltoramicus NRLL 14852 1285.0 25.71 12.13 2.10 2.10
Lb. paraparacasei STL 3018.0 60.36 28.53 2.10 2.03
Lb. pentosusCG 200.0 3.99 1.97 2.02 2.09
Lb. plantarum 7111 1607 32.14 18.10 1.80 1.70
Lb. plantarum DSM 20174 2000 40.00 19.66 2.03 1.80
Lb. plantarum DSM 20246 574.0 11.48 5.66 2.02 1.94
Lb. plantarum ATCC 8014 990.4 19.80 9.39 2.10 2.00
Lb. plantarum 37 571.8 11.43 5.86 1.95 1.95
Lb. plantarum 73 1050 21.01 10.12 2.06 1.85
Lb. plantarum 215L 647.4 12.95 6.86 1.90 1.65
Lb. plantarum 23 977.7 19.55 9.37 2.06 2.00
Lb. plantarum CG4 3038 60.76 30.13 2.02 1.88
Lb. plantarum 1193 284.00 5.67 2.77 2.03 2.02
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BAKTERI ADI

KONSANTRASYON

(ng/nl) OD60 ODys oD oD
260/280 | 260/230

Lb. plantarum CG 1365 27.30 13.40 2.03 1.95
Lb. plantarum AP2 1123 22.46 11.26 2.00 1.80
Lb. plantarum PYN 825.26 16.50 7.94 2.05 1.88
Lb. plantarum BF2 880.0 12.96 6.70 1.94 1.75
Lb. rhamnosus TK2 1610 32.20 16.40 1.96 1.90
Lactococcus
Le. lactis OZ 1 425.50 8.552 4.27 2.00 2.10
Lc. lactis OZ 2 554.90 11.083 5.35 2.07 2.30
Le. lactis OZ 3 540.00 10.47 5.134 2.04 2.27
Lc. lactis OZ 4 494.00 9.872 4.92 2.01 2.11
Le. lactis W1 423.64 8.472 4.12 2.05 2.15
Le. lactis W2 692.00 13.83 6.705 2.06 1.90
Le. lactis W3 720.00 14.50 7.30 1.99 1.67
Le. lactis PK 1 510.00 10.15 5.18 1.95 2.10
Le. lactis subsp.cremoris RSKK 01018 382.00 7.67 3.77 2.03 2.40
Le. lactis subsp.cremoris NRLL B634 647.00 12.95 6.155 2.10 2.05
Enterococcus
E. avium ATCC Pasteur 1020.43 20.409 9.75 2.095 2.075
E. casseliflavus NRLL-3502 29443 58.885 27.95 2.10 2.19
E. durans RSKK 05034 713.73 14.274 6.62 2.155 2.21
E. faecalis E 27 788.7 15.77 7.450 2.13 2.22
E. faecalis H 945.5 18.91 8.85 2.13 2.25
E. faecalis OZ-1 675.40 13.508 6.53 2.06 2.00
E. faecalis EF 1 1632.00 32.64 15.52 2.10 2.13
E. faecalis ATCC 29212 1552.45 31.049 14.648 2.12 2.27
E. faecium ATCC 6057 957.65 18.153 8.87 2.15 2.19
E. faecium F 1 1704.7 34.093 16.070 2.12 2.24
E. faecium H 1178.98 23.763 11.68 2.03 2.21
Pediococcus
P. acidilactici NRLL B4958 586.2 11.72 5.71 2.05 2.10
P. acidilactici 2N 10P 1074 21.47 10.12 2.10 2.10
P. acidilactici E2++ 421.2 8.42 4.78 1.78 1.55
P. acidilactici RS2 2259 45.18 21.12 2.10 2.12
P. acidilactici AB6 280.05 5.61 2.72 1.98 2.0
P. acidilactici F2+ 313.00 6.25 3.14 1.99 1.94
P. acidilactici E++ 1012 20.24 11.79 1.77 1.50
P. acidilactici cereviciae ATCC 666 812.0 16.24 8.05 1.98 2.00
P. dextranicus 2N 1P 950.7 19.01 9.95 1.92 1.74
P. pentosaceus DT1 1224 24.50 12.63 1.94 2.08
P. pentosaceus DT10 1046 20.92 10.29 2.04 2.02
P. pentosaceus KS2 344.0 6.87 3.40 2.02 2.07
P. pentosaceus TK3 844.7 16.90 8.40 2.02 2.00
P. pentosaceus KPR 955.6 19.11 9.30 2.05 2.03
P. pentosaceus TS1 865.0 17.30 8.60 2.01 2.05
P. pentosaceus ST3 521.0 10.42 5.05 2.05 2.03
P. pentosaceus BY 1 4953 9.906 4.89 2.02 1.98
P. pentosaceus P1 3323 6.65 3.25 2.05 1.90
P. pentosaceus P7 257.0 5.13 2.62 1.96 1.97
P. pentosaceus P20 312.0 6.23 3.20 1.99 2.07
P. pentosaceus A9 324.5 6.50 3.15 2.04 2.02
P. pentosaceus A12 450.5 9.01 4.60 1.97 2.03
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KONSANTRASYON OD»0 OD33g oD (0))]

BAKTERI ADI (ng/nl)

260/280 | 260/230
P. pentosaceus DH2 530.0 10.58 5.64 1.88 1.60
P. pentosaceus DH3 1235 24.70 11.62 2.10 1.98
P. pentosaceus PH2 1605 32.08 16.83 1.90 1.78
P. pentosaceus MCO31 1034 20.67 10.15 2.03 2.01
P. pentosaceus 345 650.0 13.01 6.70 1.94 1.90
Leuconostoc
Leu. lysis 290.00 5.81 2.73 2.13 2.17
fgz.l mesenteroides subsp. cremoris RSKK 426.00 8519 411 207 291
LBegt;‘ggesenteroides subsp. dextranicum NRLL 974 50 1949 9.54 204 201
Leu. mesenteroides subsp. dextranicum OZ 490.00 9.839 4.79 2.05 2.01
Leuconostoc sp. OZ 1 283.00 5.659 2.71 2.08 2.10
Leuconostoc sp. OZ 2 804.00 16.08 7.59 2.10 2.10
Leuconostoc sp. OZ 3 1780.0 35.60 18.82 1.89 1.81
Leuconostoc sp. OZ 4 830.00 16.60 7.96 2.06 2.03

OD,60 nm, DNA molekiiliiniin absorbe edildigi dalga boyudur. Bu deger numunedeki
DNA konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilmaktadir (OD,¢p da 1= 50pg/ml
DNA). 280 nm de okunan absorbans degeri ODs)/OD;g9p oraninin belirlenmesinde
kullanilmaktadir ve teorik olarak ODyp/ODs2so degerinin 1.75-2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir. 1.75-2.0 arasinda tespit edilen ODy)/OD,gp oran1 UV skaladaki
absorbsiyonun niikleik asitlerden kaynaklandigi anlamimna gelmektedir. Bununla
beraber, 1.75’den daha diisiik OD,4/OD,sy orani protein ve diger UV absorbe
edicilerinin varligini, 2.0’dan daha biiyiik OD,40/OD2g orani ise numunenin kloroform
veya fenol ile kontamine olmus olabilecegini gostermektedir. Niikleik asit safliginin
tespitinde kullanilan bir diger 6l¢iim OD,60/OD530 oranidir ancak OD;¢/OD;gy oranina

gore daha az hassas olan ve kullanilan bir degerdir.

Calismaya basladigimiz toplam 94 adet laktik asit bakterisinden 8 tanesinde (Lb.
acidophilus CG1, Lb. fermentum PK2, Lb. paraparacasai ABZ, Lb. plantarum OZ1,
Lb. plantarum 80, Lb. plantarum MLR, Lb. plantarum NCDO 955, Lb. rhamnosus
NRRL B442) ODy60/OD5gy orani verilen skalanin oldukga disarisinda kaldigi i¢in bu

suslar calismaya katilmadi ve toplam 86 adet sus tlizerinden ¢alisma gercgeklestirildi.
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Calismada kullanilan Lactobacillus suslarina ait kromozomal DNA’lar
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Calismada kullanilan Pediococcus suslarina ait kromozomal DNA’lar
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4.3 DNA’nin restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi:

AFLP reaksiyonunda kalip yaratmak i¢in izole edilen kromozomal DNA ayni anda 2
restriksiyon enziminin kullanimu ile kesilerek (6 bp’lik tanima bolgesine sahip EcoRI ve
4bp’lik tanima bolgesine sahip Msel) elde edilen kromozomal DNA fragmanlarina
amplifikasyon i¢in kalip DNA yaratmak amaciyla EcoRI ve Msel adaptorleri
eklenmistir. Kesim amact ile bu iki enzimin bir arada kullaniimast basarili bir sekilde
amplifiye edilecek olan ve denatiire edici poliakrilamit jelde basarili bir separasyon igin

veterli miktarda (<1 kb) kiiciik DNA fragmanlart olusturmaktadir.

4.4 Pre-Amplifiye DNA molekiiliiniin agaroz jelde gozlenmesi

Klasik hibridizasyon- ve PCR-tabanli parmakizi caligmalarin1 temel alan AFLP
teknolojisinde farkli hedef sekanslar1 taniyan pek ¢ok farkli restriksiyon enzimlerinin es
zamanli kullanimlar1 farkli uzunluklara sahip yilizlerce DNA fragmaninin olusmasina
sebep olacaktir. Istenilen hedef fragmani ¢ogaltmak adina pre-selektif amplifikasyon adi

verilen bir islem ile fragmanlar taranir.

Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim neticesinde uygun adaptdrlerin baglanmasindan
dolay1 olusan bu EcoRI-Msel fragmanlar1 oncelikli olarak (EcoRI-EcoRI veya Msel-
Msel fragmanlarina kiyasla) premplifikasyon olarak isimlendirilen ilk reaksiyonda,
secici niikleotit icermeyen AFLP primerleri ile (E+O ve M+O primerleri) amplifiye
edilmis ve %1.5 ‘luk agaroz jelde yliriitiilerek elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.6- 4.10

de verilmistir.
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Pediococcus suslarindan pre-amplifiye edilmis DNA goriintiileri

Sekil 4.9
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Sekil 4.10  Leuconostoc suglarindan pre-amplifiye edilmis DNA goriintiileri
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4.5  Selektif amplifikasyon

Istenilen hedef fragmami cogaltmak adina yapilan pre-amplifikasyon islemi neticesinde
elde edilen PCR iiriinii, daha sonra tek uzatmali primerlerin (E+1 ve M+1) kullanim ile
gergeklestirilen selektif amplifikasyon isleminde kalip gorevi goriir ve bdylece istenilen

hedef fragmanin sayis1 binlerce kere arttirilmis olur.

4.6 Poliakrilamit jel elektoforezi

Istenilen hedef fragmami cogaltmak adma pre-selektif amplifikasyon adi verilen bir
islem ile fragmanlar taranir ve daha sonra PCR teknigi kullanilarak istenilen hedef
fragmanin sayis1 binlerce kere arttirilir (selektif amplifikasyon) ve amplifiye edilen
fragmanlar parmakizi yaratmak i¢in denatiire kosullarda gerceklesen poliakrilamit jel
elektroforezde analiz edilmislerdir. Biitiin poliakrilamit jellerde izlenen ylikleme sirasi
Cizelge 4.2 de verilmistir. Elde edilen jel goriintiileri (Sekil 4.11-4.18) tarayicida

taranarak bilgisayar ortamina aktarilmistir.
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Cizelge 4.2 Laktik asit bakterilerinin denatiire poliakrilamit jelde yiikleme siralar

M. Markor 44. E. durans RSKK 05034

1. Lb. acidophilus RSKK 03037 45. E. faecalis H

2. Lb. brevis NRLL B21 46. E. faecalis OZ1

3. Lb. brevis OZ 1 47. E. faecalis EF 1

4. Lb. buhnerii NRLLB 1897 48. E. faecalis ATCC 29212

5. Lb. caseii RSKK 706 49. E. faecium ATCC 6057

6. Lb. caseii CG1 50. E. faecium F 1

7. Lb. cremoris RSKK 708 51. E. faecium H

8. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594 52. Ped. acidilactici AB6

9. Lb. delbrueckii subsp. lactis ATCC 10697 53. Ped. acidilactici E++

10. Lb. fermentum NRLL B 585 54. Ped. acidilactici F2+

11. Lb. helveticus AU 55. Ped. acidilactici RS2

12. Lb. helveticus HU 56. Ped. acidilactici NRLL B 4958
13. Lb. maltarinucus 14852 57. Ped. acidilactici E2++

14. Lb. paraparacasei STL 58. Ped. acidilactici 2N 10P

15. Lb. pentosus CG 59. Ped. acidilactici cereviciae ATCC 666
16. Lb. rhomnosus TK 2 60. Ped. dextranicus 2N 1P

17. Lb. plantarum ATCC 8014 61. Ped. pentosaceus A9

18. Lb. plantarum DSM 20174 62. Ped. pentosaceus A12

19. Lb. plantarum DSM 20246 63. Ped. pentosaceus BY 1

20. Lb. plantarum CG 64. Ped. pentosaceus DH2

21. Lb. plantarum CG 4 65. Ped. pentosaceus DH3

22. Lb. plantarum 23 66. Ped. pentosaceus DT1

23. Lb. plantarum 37 67. Ped. pentosaceus DT10

24. Lb. plantarum 73 68. Ped. pentosaceus KS2

25. Lb. plantarum 215 L 69. Ped. pentosaceus KPR

26. Lb. plantarum Z 111 70. Ped. pentosaceus MCO3 1

27. Lb. plantarum 1193 71. Ped. pentosaceus P1

28. Lb. plantarum AP 2 72. Ped. pentosaceus P71

29. Lb. plantarum BF 2 73. Ped. pentosaceus P20

30. Lb. plantarum PYN 74. Ped. pentosaceus PH2

31. Le. lactis OZ1 75. Ped. pentosaceus ST3

32. Le. lactis OZ2 76. Ped. pentosaceus TK3

33. Lc. lactis OZ3 77. Ped. pentosaceus TS1

34. Le. lactis OZ4 78. Ped. pentosaceus 345

35. Le. lactis W1 79. Leu. lysis

36. Lc. lactis W2 80. Leu. mesenteroides Subsp. cremoris rskx 1061
37. Lc. lactis W3 81. Leu. mesenteroides subsp. dextranicum NrLL B3469
38. Lc. lactis PK 1 82. Leu. mesenteroides subsp. dextranicum OZ
39. Lc. lactis subsp. cremoris NRLL B 634 83. Leuconostoc sp. OZ1

40. Lc. lactis subsp. cremoris RSKK 01018 84. Leuconostoc sp. OZ2

41. E. avium ATCC Pasteur 85. Leuconostoc sp. OZ3

42. E. casseliflavus NRLL 3502 86. Leuconostoc sp. 0Z4

43. E. faecalis E27 M.Markor
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Sekil 4.11  Primer 1 (E-A/M-T) ile gergeklestirilen selektif PCR iiriinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.12  Primer 2 ( E-A/M-G) ile gerceklestirilen selektif PCR {irlinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.13  Primer 3 (E-T/M-T ) ile gerceklestirilen selektif PCR iiriinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.14  Primer 4 ( E-T/M-G) ile gerceklestirilen selektif PCR {irlinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez gortintiisii
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Sekil 4.15 Primer 5 ( E-T/M-A) ile gerceklestirilen selektif PCR iiriinlerinin denatiire 'p(')lilakrilémit jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.16  Primer 6 (E-G/M-T) ile gergeklestirilen selektif PCR iirlinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.17  Primer 7 (E-G/M-G) ile gerceklestirilen selektif PCR iiriinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.18  Primer 8 (E-C/M-QG) ile gergeklestirilen selektif PCR iirlinlerinin denatiire poliakrilamit jel elektroforez goriintiisii



4.7  Dendogramin ve benzerlik indeksinin olusturulmasi

Tarayici ile taranan cam plakalardaki jel goriintiileri bilgisayar ortamina aktarildiktan
sonra sonuclar var-yok seklinde skorlanmistir. Elde edilen ham veriler Jaccard (1908)
benzerlik indeksine, UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic
averages) goOre degerlendirilmis ve Multi-Variate Statistical Package (MVSP)
programinin kullanimi ile bilgisayarda elde edilen dendogram ve benzerlik indeksi

sirastyla Sekil 4.19 - 4.30 da verilmigtir
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Sekil 4.19  AFLP paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus susuna ait dendogram
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Sekil 4.20  Lactobacillus suslar temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.21

AFLP paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 10 adet Lc. lactis susuna ait dendogram
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Sekil 4.22  Lc. lactis suslar1 temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.23  AFLP paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 11 adet Enterococcus susuna ait dendogram
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Sekil 4.24  Enterococcus suslar temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.25  AFLP paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 27 adet Pediococcus susuna ait dendogram
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Sekil 4.26  Pediococcus suslar temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.27  AFLP paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 8 adet Leuconostoc susuna ait dendogram
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Sekil 4.28  Leuconostoc suslar temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.29 Degisik primer kombinasyonlarinin kullanimi neticesinde 86 adet LAB susuna ait AFLP paternlerinin UPGMA’sindan

olusturulan dendogram
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Sekil 4.30 Olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi



5. TARTISMA ve SONUC

LAB lerinin endiistriyel uygulamalar1 diisiiniildiigiinde, arastirmalarin en temel amaci
kullanilabilecek olan LAB susglarinin se¢imidir. Bu nedenle, herhangi bir susun spesifik
ve belirgin olarak ayrimini saglayan giivenilir metotlarin uygulanmasi oldukga
onemlidir ve 6zellikle son yillarda bu amagla kullanilmaya baglanan DNA’ya dayali
molekiiler yontemler son derece giivenilir, basit ve pahali olmayan yontemler olarak

degerlendirilmektedir.

LAB identifikasyonunda kullanilan fenotipik testler bakterilerin cins ve tiir bazinda
ayrimi i¢in halen 6dnemli bir rol oynasa da yorumlamasi olduk¢a zor olan bu teknikler
ayni zamanda zaman alict ve molekiiler metotlar ile karsilastirildiklarinda ise daha az
ayrim giicline sahiplerdir (Temmerman et al. 2004). Bununla beraber, fenotipik testler
ile gen ekspresyonunun {iiriinli karakterize edildiginden bu 6zelliklerin hepsi spontan
mutasyon ve biliylime kosullarindaki degisimler neticesinde degisim goOstermeye
meyillidirler. LAB’lerin ¢ogu olduk¢a benzer besinsel ihtiyaclara sahip olup benzer
cevresel sartlar altinda gelisim gosterebildiklerinden dolayr LAB lerin tiir diizeyinde
tanimlanmalarinda kullanilan bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alici ve aym
zamanda ayrim giicli ve hassasiyetleri bakimindan da ¢ogu zaman siiphe uyandiricidir.
Bununla beraber biiyiime kosullart hiicre morfolojisini etkileyebilmekte ve bazi
durumlarda cins diizeyinde dahi tanimlama islemlerinde zorluk yaratmaktadirlar. Bu
kriterler kaba bir tanimlama amaci i¢in yeterli olsalar da net ve kesin bir identifikasyon
amacina yonelik degillerdir. Bundan dolayidir ki LAB lerinin cins ve tlir bazinda
tanimlanmalarinda  kullanilan  fenotipik ve biyokimyasal o&zelliklere dayal
identifikasyon sistemlerinin kullanimi genellikle yanlis identifikasyonlara ve hayal
kiriklig1 yaratan identifikasyon sonuglarmin ortaya c¢ikmasina sebep olabilmektedir.
Gilinlimiizde, LAB tanimlama/tiplendirme c¢alismalarinda ilgi odagi fenotipik
metotlardan daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler metotlara dogru kaymistir

(Babalola 2003).
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Genotipik metotlar, organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan metotlar olup
DNA’y1 yiizlerce fragmanlarina ayiran enzimler ile kromozomun kesimine dayanan
DNA restriksiyon paternlerindeki polimorfizmini ve ekstrakromozomal DNA nin
varligmi ya da yoklugunu igeren c¢alismalardir. DNA temelli teknikler, kullanilan
teknigin tipine baglh olarak mikroorganizmalarin cins seviyesinden sus seviyesine kadar
identifikasyonunu saglayabilmektedir. Niikleotit sekanslarmin kullanimini igeren bu
teknikler olduk¢a hizli teknikler olup besi ortamindaki degisikliklerden etkilenmemeleri
bakimindan fenotipik identifikasyon metotlarina kiyasla oldukca Onemli avantajlar
sunmaktadir (Moschetti et al. 1998; Bush and Nitschko 1999). Bununla beraber,
kromozomal DNA molekiiliiniin insersiyon ve delesyonu, ekstrakromozomal DNAnin
kazanilmasi/kaybedilmesi veya restriksiyon endoniikleaz kesim  bolgelerinin
yaratilmasina veya var olan kesim bolgelerinin elimine olmasina sebep olan rastgele
mutasyonlardan etkilenmekle beraber genotipik metotlar dogal varyasyona daha az

maruz kalmaktadirlar.

Laktik asit bakterilerinin molekiiler identifikasyonuna yonelik pek ¢ok molekiiler teknik
kullanilmasima ragmen (DNA baz oran analizi, ribotiplendirme, protein profilleri,
RAPD analizi, AFLP analizi gibi) bu yontemlerin bazilarinda da birtakim sinirlayict
faktorler soz konusu olmaktadir. Bu faktorler arasinda sonuglarin her defasinda ayni
olmamast bunun disinda o6zellikle ¢ok fazla zamana ve isgiicline gerek duyulmasi

calismalarin devami i¢in sinirlayicit olmaktadir.

Tiir-sus diizeyinde oldukca yiiksek oranda basariya ulasan, son yillarda diger genotipik
metotlara alternatif olarak sunulan ve PCR temelli bir DNA parmakizi teknigi olan
AFLP’de farkli restriksiyon enzimlerinden olusan kombinasyon ve PCR da kullanilacak
primerlerde selektif niikleotitlerin se¢imi bu teknigi mikroorganizmalarin molekiiler
tiplendirmesinde faydali, kullanilabilir yeni bir sistem yapmaktadir. AFLP
calismalarinda kullanilan restriksiyon endoniikleazlarin her biri DNA iizerinde spesifik
bir bolgeyi veya sekansi tanimakta ve kesim islemi neticesinde DNA fragmanlari
meydana gelmektedir. Farkli hedef sekanslar1 taniyan pek ¢ok farkli restriksiyon
enzimlerinin es zamanl kullanimlar1 farkli uzunluklara sahip ylizlerce DNA

fragmaninin olusmasina sebep olacaktir. Istenilen hedef fragmani ¢ogaltmak adima pre-
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selektif amplifikasyon adi verilen bir islem ile fragmanlar taranir ve daha sonra PCR
teknigi kullanilarak istenilen hedef fragmanin sayis1 binlerce kere arttirilir. Genelde her
bir AFLP reaksiyonunda yaklasik 30-80 restriksiyon fragmani beraber amplifiye
oldugundan ve denatiire kosullarda gergeklesen jel elektroforez sisteminde tespit
edilebildiklerinden teknik DNA polimorfizmin tespiti i¢in son derece gii¢lii bir tekniktir.
Teknigin ¢ok genis bir alan1 taramasi, az miktarda isgiicline gereksinim duymasi, kisa
siirede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin olduk¢a kolay olusu en temel

avantajlarindan olup bu yeni teknige olan ilgiyi arttirmaktadir.

Laktik Asit Bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik

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

tuz konsantrasyonlarinda gelisim, arjinin degredasyonu ve karbonhidrat katabolizmasi

gibi metabolik/biyokimyasal 6zelliklerin incelenmesini iceren fenotipik o6zelliklere

dayanmaktadir. A.U. Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boéliimii, Mikrobiyal Genetik Kiiltiir
Koleksiyonumuzda farkli fenotipik ve biyokimyasal testler ile cins diizeyinde, API CH
50 tanimlama test kiti kullanimi ile de tiir/alttiir diizeyinde tanimlanmasi onceden

yapilmis farkli 5 cinse ait toplam 86 adet Laktik Asit Bakterisi susu bulunmaktadir.

1. Uygun besiyerlerinde gelistirilen LAB’lerinden PROMEGA Wizard DNA
isolation kit kullanimi ile genomik DNA izole edildikten sonra farkli hedef
sekanslart tantyan EcoRl ve Msel restriksiyon enzimlerinin es zamanl
kullanimlar ile farkli uzunluklara sahip ylizlerce DNA fragmaninin olusumuna
olanak saglanmistir. Genomik DNA’nin EcoRI ve Msel restriksiyon enzimleri ile
kesimi neticesinde 3 farkli restriksiyon fragmam ortaya cikmistir: Msel-Msel,
EcoRI-EcoRI ve EcoRI-Msel. Elde edilen bu kromozomal DNA fragmanlarina
amplifikasyon i¢in kalip DNA yaratmak amaciyla EcoRI ve Msel adaptorleri

eklenmistir.

2. Istenilen hedef fragmani ¢ogaltmak adina pre-selektif amplifikasyon adi verilen bir
islem ile fragmanlar taranmis ve daha sonra tek niikleotit uzatmali farkli primer
kombinasyonlarinin PCR’da kullanim1 ile istenilen hedef fragmanin sayisi

binlerce kere arttirilmistir (selektif amplifikasyon). Selektif PCR caligmalarinda
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kullanilabilecek en uygun-skorlanabilir bantlar veren primer kombinasyonlarini
secebilmek ic¢in olast 16 primer kombinasyonunun kullanimi ile (E-A/M-A; E-
A/M-T; E-A/M-C; E-A/M-G; E-T/M-A; E-T/M-T; E-T/M-C; E-T/M-G; E-C/M-
A; E-C/M-T; E-C/M-C; E-C/M-G; E-G/M-A; E-G/M-T; E-G/M-C; E-G/M-G)
amplifikasyon ¢aligmalar1 ardi ardina gerceklestirildi ve jel iizerinde vermis
olduklar1 bant paternlerine gore en iyi ¢calisan EcoRI/Msel primer kombinasyonlari
(E-A/M-T; E-A/M-G; E-T/M-T; E-T/M-G; E-T/M-A; E-G/M-T; E-G/M-G ve E-
C/M-G) segilerek selektif PCR calismasinda kullanildi. Bununla beraber, c¢ift
uzatmali primerlerin kullanimi1 ile gergeklestirilen ¢alismada amplifikasyon

gozlenmedi ve ¢alismada kullanilmadi.

Amplifiye edilen fragmanlar parmakizi yaratmak icin denatiire kosullarda

gerceklesen poliakrilamit jel elektroforezde yiiriitiildii.

Tarayici ile taranan cam plakalardaki jel goriintiilerine ait fotograflar incelendi ve
her bir primer kombinasyonu i¢in her bir numunedeki bant var (1) — yok (0)
seklinde skorlandi. Elde edilen ham veriler Jaccard (1908) benzerlik indeksine
gore degerlendirilerek UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic
averages) temelli dendogramlar olusturulmus ve Multi-Variate Statistical Package

(MVSP) programinin kullanimi ile de benzerlik indeksi ortaya ¢ikarilmistir.

UPGMA kullanilarak elde edilen dendogramlar oldukg¢a {imit vaat etmektedir.
Uzerinde galisma yaptigimiz Lactobacillus grubuna ait tiirler ve alt tiirler ile ilgili
AFLP calismast ve bu calismadan elde edilen dendogram g6z Oniinde
bulunduruldugu zaman (Sekil 4.19), temelde 3 biiyiik grubun (cluster) varligi
dikkati ¢ekmektedir. Lactobacillus plantarum tiirlerinin bir tanesi disinda (L.
plantarum PYN) tamami ayni temel gruba ait olup ortak bir klondan tiiredigi
diisiiniilmektedir. L. plantarum olarak daha 6nceden tanimlamis oldugumuz PYN
susunun bu grubun tamamen digarisinda yer almasi ve cluster I de yer alan diger
Lactobacillus plantarum suslarma en fazla %31.6 benzerlik gostermesi (sekil
4.20) bize bu susun fenotipik Ozelliklere dayali tanimlamasinda bir hata

olabilecegini diislindiirmektedir.
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Ikinci biiyiik grubu olusturan cluster 11 de toplam 9 adet sus bulunmaktadir ve bu
temel grup da kendi icerisinde iki minor gruba ayrilmaktadir. Kendi iclerinde
birbirlerine yakinlik gostern Lb. delbrueckii subsp. lactis ATCC 10697, Lb.
cremoris RSSK 708, Lb. delbruecki subsp. bulgaricus RSKK 594, Lb. casei CG1
in igerisinde yer aldig1 grup ile yine kendi iglerinde birbirlerine yakinlik gosteren
Lb. casei RSKK 706, Lb. buhnerii NRLLB 1897, Lb. brevis OZ1, Lb. brevis
NRLL B21 ve bu gruba biraz daha uzak olan ancak yine bu grubun i¢inde yer alan
Lb. acidophilus RSKK 03037 in yer aldig1 diger grup.

Cluster II de Lactobacillus grubuna ait farkli 7 adet sus bulunmaktadir. Ayni
grupta kiimelenmelerine ragmen birbirlerine olan benzerlik oranlari %50 nin
altinda goziikmektedir. Bununla beraber, izole edildikleri kaynaklar farkli
olmasina ragmen birbirlerine olduk¢a yiiksek oranda (> %80) benzerlik gdsteren
iki sus, Lb. helveticus AU ve Lb. helveticus HU’da bu grup icerisinde yer almakta

ve ortak klondan tiirediklerini diistindiirmektedir.

10 adet Lactococcus lactis susuna ait DNA elektroforetik paternlerinden elde
edilen veriler bu suslar1 temelde 3 cluster altinda toplamaktadir. Dendogramda ilk
gbze carpan, Lc. lactis subsp. cremoris RSKK 01018 susunun bu temel 3 grubun
tamamen disinda yer almasi ve cluster I de yer alan ve yine Lc. lactis subsp.
cremoris olarak tanimlanan NRLL B634 susu ile % 36.8 benzerlik gostermesi
yine fenotipik tamimlamadan kaynaklanabilen bir hata olabilecegini
diistindiirmektedir ki genel LAB lerine ait ¢ikartmis oldugumuz dendogram
sonuclari da diistincemizi desteklemektedir (sekil 4.29). Bununla beraber, énemli
oldugunu diisiindiigiimiiz diger bir husus ise Cluster II de yer alan ve birbirlerine
kendi i¢lerinde >% 75 benzerlik gosteren Lc. lactis W1, Le. lactis W2, ve Lc.
lactis W1 suslarinin ortak bir klondan gelip bu baglamda yine ortak bir klondan
gelip ancak cluster III de yer alan ve yine kendi i¢lerinde birbirlerine >% 75
benzerlik gosteren Lc. lactis OZ]1, Lc. lactis OZ2, Lc. lactis O3 ve Le. lactis O4
suslarindan ayrildig1 goriilmektedir. Bu diisiincemizi destekleyen bir veri ise

W1,W2, ve W3 suslarinin ABD orijinli; OZ1, OZ2 , OZ3 ve OZ4 suslarinin ise
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Tiirkiye orijinli oldugudur. Daha detaylandiracak olursak OZ2 ve OZ3 susunun bir
kaynaktan, OZ1 ve OZ4 susunun ise diger baska bir kaynaktan izole edilmis olan

ayni klon oldugunu diisiinebiliriz.

Enterococcus suslarinin gercek klonal kimliklerinin tespiti i¢in yapilan 8 primer
kombinasyonlu AFLP c¢alismasindan elde edilen paternlerden olusturulan
dendogramda 3 major cluster goze ¢arpmaktadir. Cluster I de birbirleri ile yakin
iligkide oldugunu diistindiigiimiiz E. faecalis ATCC 29212 ile E. faecalis EF 1 ve
bu grupta olmasina ragmen hem bu iki sustan hem de fenotipik testler neticesinde
ayni tlir olarak tanimlanmasina ragmen cluster II de yer alan E. faecium F1 ve E.
Sfaecium ATCC 6057 den farklilik gosteren E. faecium H. Farkli klonlardan koken
alan ve dolayisiyla da farkli metabolik aktiviteler sergilemeleri neticesinde farkli
cluster’lar icerisinde yer almis olabilecekleri gibi yanlis tanimlama da olabilir.
Bununla beraber, cluster I de yer alan bu iki E. faecalis susu yine muhtemelen
sahip olmus olduklar1 metabolik/biyokimyasal 6zelliklerden dolay1 cluster III de
yer alan E. faecalis OZ1, E. faecalis H ve E. faecalis E27 suslarindan farklilik
gostermektedir ve her bir grupta yer alan bu suslarin farkli klonlardan tiiredigi
diistiniilmektedir. Tir bazindaki farklilasma bu teknik kullanimi neticesinde
basaril bir sekilde yakalanmustir: E. avium ATCC Pasteur, E. casseliflavus NRLL
350 ve E. durans RSKK 05034 suslarinin yaratmis oldugu farkliliklar da
gortldigi gibi.

Pediococcus suslar ile gerceklestirilen AFLP bant paternleri goz Oniinde
bulunduruldugunda 3 temel cluster gbze ¢carpmaktadir. Tiir ve sus bazinda ayrimin
basarili bir sekilde saglandigi Cluster II ve cluster III deki kiimelesmeler ile
goriilmiistiir. Cluster II de Pediococcus pentosaceous tiiriine ait degisik suslar,
cluster III de ise Pediococcus acidilactici tiiriine ait degisik suslar yer almaktadir.
Bununla beraber, Pediococcus pentosaceous tiiriine ait 345 susu cluster II de yer
alan Pediococcus pentosaceous suslarindan klonal kimlik olarak ayri diismiistiir
ve farkli klonlardan koken aldiklar1 ve dolayisiyla da farkli fenotipik 6zelliklere
sahip oldugu icin cluster II de yer alan benzer tiirlerden farklilik gostermektedir.

Farkli klonlara ait oldugunu bize diisiindiiren bir gercek ise P. pentosaceous 345
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susunun USA, cluster II de yer alan diper P. pentosaceous suslarinin ise Tiirkiye
orijinli olmasidir. Bununla beraber, tiim bakteri gruplarini iceren dendogram goz
onilinde bulunduruldugunda P. pentosaceous 345 susunun Leuconostoc grubuna
yakinlik gdstermesi ve bu grubun igerisinde yer almasi yanlis fenotipik tanimlama
ihtimalinide diisiindiirmektedir. Tamami USA orijinli izolatlar olan P. acidilactici
tiirline ait suglar cluster III de kiimelenmis olup ortak bir klondan tiirediklerini bize
diistindiirmektedir. Cluster IA da Tiirkiye orijinli, farkli kaynaklardan izole edilen
toplam 4 adet P. pentosaceous susu bulunmaktadir. Ancak, bu grupta yer alan
suslar yine Tiirkiye orijinli olan ve her biri farkli kaynaklardan izole edilmis olan
Cluster II deki P. pentosaceous suslarindan taksonomik olarak uzak kalmaktadir.
Bu da bize bu iki clusterin farkli klonlardan tiiredigini diisiindiirmektedir. Bununla
beraber, Cluster IB de yer alan 4 adet susun kimligi bizde siiphe uyandirmakta ve
fenotipik identifikasyondan kaynaklanan hatalar oldugunu diistindiirmektedir.
Sekil 4.29 daki dendogram g6z Oniinde bulunduruldugunda siiphelerimiz

desteklenmektedir.

8 adet Leuconostoc susuna ait DNA elektroforetik paternlerinden elde edilen
veriler bu suslar1 temelde 2 cluster altinda kiimelendirmektedir. Benzer suslar ayn1
cluster icerisinde yer alirken, Leu. lysis bu kiimelesmelerin disinda kalmaktadir.
Cluster Ila de yer alan yabanci kaynakli Leuconostoc OZ2 ve OZ3 susu
taksonomik olarak cluster I de yer alan Tiirkiye kaynakli Leuconostoc OZ1 ve
0Z4 susundan ayr1 diismektedir ve OZ1 susu yine ayni kiimede yer alan Leu.

mesenteroides subsp. dextranicum OZ susu ile % 90 benzerlik gostermektedir.

Genomik restriksiyon fragmanlarinin PCR ile amplifikasyonunu temel alan AFLP

teknigi her hangi bir orijine veya komplekslige sahip DNA’larda kullanilabilmektedir.

Bununla beraber, AFLP de elde edilen polimorfik bantlarin sayis1 genomun kompleks

olup olmadigina ve primerlerin 3’ ucundaki selektif niikleotit se¢imine bagli olarak

degismektedir. AFLP primerlerine selektif niikleotitlerin eklenmesi band sayisin ilave

her bir selektif bazda yaklasik 4 kat azaltmaktadir. Farkli restriksiyon enzimlerinin ve

selektif niikleotit kombinasyonlarinin denenmesi polimorfizm bulabilme

olasiligmi arttirmaktadir. Ancak, selektif baz sayisi arttikca polimorfizmin tespit
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olasiligt da azalmaktadir. Calismamizda, siiphe uyandirmadan skorlanabilecek,
tekrarlanabilir AFLP profilleri yaratmak i¢in olas1 16 primer kombinasyonu denendi ve
bunlardan iyi-skorlanabilir sonug¢ veren 8 tanesi kullanilarak bu ¢alisma gerceklestirildi.
Bununla beraber, bu calismada birbirlerine olduk¢a benzer paternler veren suslarin
gercek klonal kimliklerini tespit edebilmek i¢in daha fazla primer kombinasyonlarinin
ve her bir kombinasyona ait daha fazla tekrarlarin denenebilecegi ilave AFLP-temelli

calismalara ihtiyac¢ var diislincesindeyiz.
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EK 1

BAKTERI GELISIMLERINDE KULLANILAN
BESIYERLERI
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MRS BESIYERI (52.2gr/1)

100 ml’de 5.2 gr hazir besiyeri igerigi ¢oziilerek hazirlanmistir. Kat1 besiyeri i¢in % 1.5

agar ilave edilmis ve sterilizasyon 121°C’de 15 dakika yapilmstir.

TGE BESIYERI (Tripton-glucose-yeast extract)

Icerik % g
Tripton 1.0
Glukoz 1.0
Maya ekstrati 1.0
Tween 80 0.1
MgSO04 0.005
MnSO4 0.005

Bu igerikler 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir, pH 6.8’¢ ayarlanir. Kati besiyeri

hazirlamak i¢in iizerine %1.5 agar eklenir. 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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EK 2

DNA IZOLASYONU VE AFLP CALISMALARINDA
KULLANILAN KITLER
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Kullanilan Kitler Marka

Kromozomal DNA izolasyon kiti PROMEGA WIZARD
AFLP Core Reagent Kit INVITROGEN
AFLP Analysis System for Microorganism Primer Kit INVITROGEN
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EK 3

TAMPON VE SOLUSYONLAR
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EK 3.1 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

o TBE TAMPONU (Tris-Borik asit-EDTA) 1X

Icerik (pH :8.3) %g
Tris 10.8
Borik asit 5.5
EDTA (IM) pH:8.0 4.0 ml
Distile su 11t

o YUKLEME BOYASI

Icerik % g
Bromofenol blue 0.25
Sakkaroz 40
Distile su 100 ml

Bu bilesenler 100 ml distile suda ¢oziilerek 0.22um c¢apindaki Sartorius membran

filtreden gegirilir ve + 4°C’de saklanir.

< ETIDYUM BROMIT COZELTISI

Icerik % g
Etidyum bromit 1.0
Distile su 100 ml

Bu bilesenler 100 ml distile suda ¢oziilerek 0.22um capindaki Sartorius membran

filtreden gecirilir ve + 4°C’de stok olarak koyu renk, 151k almayan bir sisede saklanir.
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<> % 1’ lik AGAROZ JEL

Icerik % g
Agaroz 1.0
1 X TBE Tamponu 100 ml

Agaroz 1.0 gr tartilarak 100 ml 1 X TBE Tamponu eklenerek mikrodalga firinda yiiksek
1s1da yaklasik 3 dakika eritilir ve homojen hale gelmesi saglanir. Jel soguduktan sonra

jele Sul etidyum bromit soliisyonu eklenir.
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EK 3.2

POLIAKRILAMIT JEL ELEKTROFOREZI

POLIAKRILAMIT JEL (%6’hk-Ure iceren)

Icerik

Akrilamit

Bisakrilamit

Ijre

10 X TBE

Ultra saf su (Son Hacim)

% g

5.7

0.3

45

10 ml
100 ml

Bu igerik 60°C’de 200 rpm de manyetik karistiricida yaklasik 30 dakika karistirilir. Son

hacim ultra saf su ile 100 ml. ye tamamlanir. Jel oda sicakligina gelene kadar sogutulur.

Jel iki cam arasina dokiilmeden hemen 6nce oda sicakligina gelmis jele 45 ul TEMED

ve 600 ul APS ayn1 anda eklenir. Ve jel dikkatli bir sekilde dokiiliir.

TBE TAMPONU (Tris-Borik asit-EDTA) 10X

Icerik (pH :8.3)

Tris

Borik asit

EDTA (1M) pH:8.0

Distile su

AMONYUM PERSULFAT(APS)

Icerik

Amonyum persiilfat

Ultra saf su

105

% g

108
55

20 ml
11t

%g

0.1

1 ml



SEKANS BOYASI

Icerik %g
Bromofenol 0.0125
EDTA 1 ml
Formamide 49 ml
Xylencyanol 0.0125

Bu igerik koyu renk bir tiip igerisinde -20°C’de saklanir.

POLIAKRILAMIT JEL (%6’lik-Ure iceren) BOYAMA SOLUSYONLARI

» FiKSE EDIiCi SOLUSYON

(Son hacim 5 It olacak sekilde icerik karistirilir)

Asetik asit 500 ml
Ultra saf su 4500ml

» GUMUS BOYAMA SOLUSYONU

Glimiis nitrat 3gr
Formaldehit 4500ul
Ultra saf su 31t

Glimiis nitrat ve formaldehit ultra saf su igerisinde manyetik karistiricida

¢Ozllir.
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* DEVELOPPING SOLUSYONU

Sodyum karbonat 90 gr
Formaldehit 4500ul
Sodyum thiostilfat 600 pul
Ultra saf su 31t

Developping soliisyonu i¢in sodyum karbonat ile ultra saf su manyetik
karigtiricida iyice ¢Oziiliir. Bu soliisyon kullanilana kadar -20°C’de
sogutulur. Kullanmadan hemen 6nce sodyum thiosiilfat (0.01gr sodyum
thiostilfat +1000 pl ultra saf su i¢inde iyice ¢oziiliir.) ve formaldehit

eklenir.

DIiKEY JEL iCiN KULLANILAN CAMLARIN TEMiZLiGi

= BIND SILANE

Bind silane 4 ul
Asetik asit 10 pl
Etanol (% 95) 1500 pl

Hazirlanan bu bind silane siirekli buzdolabinda (+4°C’de) tutulur ve

her iki ya da ii¢ uygulamadan sonra yenisi hazirlanir.

= ETANOL (%95

Etanol (%99.9) 95 ml
dHQO 5 ml

= ETANOL (%70)

Etanol (%99.9) 70 ml
dH,O 30 ml
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EK 4

MOLEKULER MARKORLER
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Denatiire Polakrilamid Jel Elektroforezi icin Kullamlan Markor

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (FERMENTAS)

The ladder is composed of fourteen chromatographypurified individual DNA fragments
(in base pairs): 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,

100. It contains two reference bands (1000 and 500bp) for easy orientation.
The ladder is dissolved in TE buffer.

Storage Buffer (TE buffer)
10mM Tris-HCI (pH 7.6), ImM EDTA.

bp

— 100
— 50
— 45
4|
— 35
— 20
— 2
— A0

o

= — 1a

=

.i

0.apaiane,

Acm lengih gel,

1% TBE, 84Yfem, 3h
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Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Markor

Lambda DNA/Hind III Markers (FERMENTAS)

Description Lambda DNA (cI857 Sam 7)/Hind III Markers are prepared by digesting
Lambda DNA with Hind III, followed by heat-inactivation of the enzyme. The DNA

fragments are then ethanol-precipitated and resuspended in storage buffer.

Fragments (Base Pairs) 1- 23,130; 2- 9.,4; 3- 6,557; 4- 4,361; 5- 2,322; 6- 2,027; 7-
564, 8 — 125

Storage Buffer 10mM Tris-HCI (pH 8.0), ImM EDTA.
Concentration: 0.2-0.5ug/pl.
Number of Bands: 8

—23,130

— 0416

— 6557

= 4,261

— 2 320
— 2027
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EK 5

KiMYASALLAR
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Kimyasal Adi Marka

Agaroz SIGMA
Akrilamit MERCK
Amonyum persiilfat SIGMA
Asetik asit MERCK
Borik asit MERCK
Bromofenol blue MERCK
Bromofenol SIGMA
EDTA MERCK
Etanol MERCK
Etidyum bromit SIGMA
Formaldehit MERCK
Formamide MERCK
Gliserol MERCK
Glukoz SIGMA
Giimiis nitrat APPLICHEM
Lambda DNA/Hind IIT Markor FERMENTAS
Lizozim SIGMA
Maya ekstrat OXOID

MRS besiyeri LABM
MgSO4 MERCK
MnSO4 MERCK
N’N-Methylene-bisakrilamit MERCK
Sodyum asetat MERCK
Sodyum azid MERCK
Sodyum karbonat MERCK
Sodyum thiostilfat SIGMA
Sorbik asit APPLICHEM
Sukroz MERCK

Taq DNA polimeraz PROMEGA

112




Kimyasal Adi Marka
TEMED MERCK
Tripton OXOID

Tris SIGMA
Tween 80 MERCK
Ultra saf su MILIPORE
Ure APPLICHEM
Xylencyanol MERCK
0.22-0.45 mikron por ¢apina sahip membran filtre SARTORIUS
100bp DNA ladder FERMENTAS
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