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OZET

AZERBAYCAN’ IN FARKLI GIDA ORNEKLERINDEN LAKTIiK ASIT
BAKTERILERININ iZOLASYONU VE BAKTERIYOSIN URETIM
YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

Nurana MOLLAYEVA
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dal1
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

Bu calismada Azerbaycan’in farkli illerine ait siit iiriinlerinden laktik asit bakteri
izolasyonu yapilmistir. Bununla beraber Orneklerde klasik yontemle ve Tempo
BioMeriux cihaziyla bakteri saymmi gerceklestirilmistir. izole edilmis laktik asit
bakterileri biyokimyasal ve morfolojik olarak tanimlanmigtir. Bu bakterilerin
bakteriyosin iretim yeteneklerini belirlemek icin spot-on lawn ve 2 farkli agar kuyu
difiizyon yontemleri kullanilmistir. En iyi sonuglar MH agar iizerinde yapilan agar kuyu
difizyon yontemiyle elde edilmistir. Toplam 98 adet izolatin 29-da antimikrobiyal
aktivite saptanmustir. Kiiltiir bagimli yontem olarak PCR ile izolatlarin 16S rRNA gen
bolgeleri ¢ogaltilmis ve plazmid DNA izolasyonu yapilmistir. Kiiltiir bagimsiz yontem
olarak 6rneklerin mikrobiyal ¢esitliligini belirlemek i¢in floresan in situ hibridizasyon
(FISH) deneyleri ve toplam niikleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. lllumina MiSeq
platformu kullanilarak toplam niikleik asit ekstraktlarindan16S rDNA’ya dayali gen
dizileme gergeklestirilmistir. SDS-PAGE yo6ntemi kullanilarak antimikrobiyal aktiviteye

sahip olan ve olmayan bazi izolatlarin protein profili incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, Bakteriyosin, SDS-PAGE, FISH, Illumina
MiSeq



ABSTRACT

ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM DIFFERENT FOOD
SAMPLES OF AZERBAIJAN AND INVESTIGATION OF BACTERIOCIN
PRODUCTION CAPACITIES

Nurana MOLLAYEVA
Department of Advanced Technologies
Programme in Biotechnology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, July 2019

Supervisor: Professor Doctor Mehmet Bur¢in MUTLU

In this study, lactic acid bacteria were isolated from dairy products of different
regions of Azerbaijan. However, the samples were counted by classical method and
Tempo BioMeriux device. Isolated lactic acid bacteria were identified as biochemical and
morphological. Spot-on lawn and 2 different agar well diffusion methods were used to
determine the bacteriocin production ability of these bacteria. The best results were
obtained by agar well diffusion method on MH agar. Antimicrobial activity was detected
in 29 of 98 isolates. As culture dependent method, 16S rRNA gene regions of the isolates
were amplified and plasmid DNA was isolated. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
experiments and total nucleic acid extraction were performed to determine the microbial
diversity of the samples as culture-independent methods. Gene sequencing based on 16S
rDNA from total nucleic acid extracts was performed using the Illumina MiSeq platform.
Using SDS-PAGE method, protein profile of some isolates with and without

antimicrobial activity was investigated.

Keywords: Lactic acid bacteria, Bacteriocin, SDS-PAGE, FISH, Illumina MiSeq
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim
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1. GIRIS

Gilinlimiizde arastirmacilar, gidalarin muhafazasi konusunda, fiziksel koruma
teknikleri ve dogal bilesiklerle gidalarin korunmasina yogunlagsmistir. Tiiketici tercihleri
de kimyasal koruyucularla korunmayan, dogal yapisina miidahale edilmemis, raf émrii
daha uzun ve sagligi olumlu yonde etkileyen 6zelliklere sahip iirlinlere yonelmistir. Bu
acidan, siit, et ve sebzelerden yapilan iirtinlerde siklikla kullanilan laktik asit bakterileri,
probiyotik ozellige sahip olmalar1 ve bakteriyosin iiretimi gibi metabolik 6zellikleri
nedeniyle dikkatleri tizerine gekmistir.

Birgok  gidanin  retim  siireci  ve  Ozelliklerinin  iyilestirilmesinde
mikroorganizmalarin fermentatif faaliyetleri onemli role sahiptir.Fermente edici
mikroorganizmalar raf dmriiniin uzatilmasina katkida bulunmanin yani sira, tiim fermente
gidalarda, dogrudan veya dolayli olarak aroma ve lezzet 6zelliklerinin olusmasini saglar.
Olgunlagmis peynirler, lahana tursusu, saraplar gibi fermente gidalarda uzun yillardir
mikrobiyal ekoloji ve bununla ilgili fermentasyonlar arastirilmaktadir ve fermentasyonu
gerceklestiren organizmalarin aktiviteleri, bliylimenin igsel ve digsal parametrelerine
baglidir (Jay, 2000).

Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidratlarin fermantasyonundan nihai iiriin
olarak laktik asit liretme gibi ortak metabolik 06zellik gosteren heterojen bir grup
mikroorganizma igerir. LAB, Gram (+), spor olusturmayan, katalaz negatif, aside
toleransli, fakiiltatif anaerobik organizmalardir (Mayo ve ark., 2010). Fermantasyon
kullanilarak laktik asidin seri iiretimi, Fransiz kimyager Loius Pasteur tarafindan 1856’
da Lactobacillus sp. kesfedildikten sonra baslamistir. Lactobacillus bakterileri, glukoz ve
laktoz gibi karbonhidratlardan laktik asit {iretebilir (Ameen ve Caruso, 2017).
Biyokimyasal olarak LAB hem laktik asit iireten homofermentatifleri hem de laktik asite
ek olarak; asetik asit, etanol, karbon dioksit ve formik asit gibi ¢esitli fermantasyon
tirtinleri iireten heterofermentatifleri igerir. LAB’nin starter kiiltiir ve probiyotik olarak
ticari kullanimi1 ekonomik agidan biiyiik 6neme sahiptir (Mayo ve ark., 2010).

Starter kiiltiir, gida {iriinlerinde istenen degisiklikleri baslatmak igin {iretim
sirasinda bilingli sekilde eklenen herhangi bir aktif mikrobiyal preparasyondur. Bu
mikrobiyal preparatlar laktik asit bakterileri, propiyonibakteriler, mayalar ve kiiflerden
olusabilir. Starter kiiltiirler siit iiriinleri fermantasyonlarinda ¢ok biiyiik role sahiptir. Asit

iiretme kabiliyetleri, lor peyniri liretimi sirasinda peynirin suyundan ayrilmasina yardimci



olur, diisiik molekiiler agirliga sahip diasetil {iretimi, peynirde koku ve aromanin
yaranmasini, gaz liretimi peynirde goz olusumunu saglar. Bu tiir degisiklikler peynir
cesidine bagli olarak bakteri ve mantar kiiltiirlerinden kaynaklanan enzimler ile
baglantilidir. Laktik starter kiiltiirler, tek baslarina veya kombinasyon halinde {iriinlerin
tiretim siirecinde kullanilabilir (Hassan ve Frank, 2001).

Probiyotiklerin saglik iizerine yararlar1 bulunmaktadir ve 6zellikle gastrointestinal
sistemin sagliginda 6nemli role sahip oldugu belirlenmistir. Probiyotik gidalar iizerine
arastirmalar tliketicilerin bilinglendirilmesini saglayarak, hipertansiyon, postmenopozal
bozukluklarin hafifletilmesi ve kanserlerin 6nlenmesi gibi birtakim hastaliklarin tedavisi
icin ilag kullanimina bir alternatif olarak gelistirilmistir. Probiyotikler genelde
fermentasyon islemi silirecinde gidalara eklenir. Probiyotikler cogunlukla insan
gastrointestinal yolunun esas sakinleri olan Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine
aittir (Yeo ve ark., 2011).

Gram-pozitif bakterilere dahil olan laktik asit bakterileri, peptid antibiyotikleri,
antibiyotik benzeri maddeler, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri maddeler dahil
olmak iizere bir¢cok antimikrobiyal proteinler iiretir. Laktik asit bakterileri tarafindan
iiretilen bakteriyosinler, biyolojik gida koruyucular1 olarak kullanim agisindan 6nemli
role sahiptir. Inhibitér spektrumlart Gram-pozitif bakterilerle smirli olmasinin yan1 sira
LAB tarafindan iretilen bir¢ok bakteriyosin, gida bozulmasina ve Bacillus cereus,
Clostridium  botulinum,  Clostridium  perfringens, Listeria  monocytogenes,
Staphylococcus aureus, vb. gibi gida kaynakli patojenik mikroorganizmalara karsi
etkindir. Bir¢ok bakteriyosin 1s1ya kars1 dayaniklidir ve 1s1l islemle kombinasyon halinde
uygulanabilir (De Vuyst ve Vandamme, 1994).

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde kullanimmin yani sira hayvancilik
sektoriinde ozellikle silaj yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ulusoy, 2013).

Yukarida saymis oldugumuz oOnemli Ozelliklerinden dolay1 LAB iizerine
arastirmalar giiniimiizde de devam etmektedir. Diinya niifusunun artis1 dogal ve sagliga
yararli gidalarin iiretimine karsi talebi de arttirmistir. Bu ¢alismada Azerbaycan’in farkl
yorelerine ait olan siit {irlinlerinden LAB izolasyonu yapilmasi ve onlarin yararh

yoOnlerinin aragtirilmasi ele alinmistir.



1.1. Siit Uriinlerinde Laktik Asit Bakterileri

19. yiizyilin sonuna kadar siitiin korunmasi ve giivenligini arttirmak amagl 1s1l
islemler mevcut olmadig: i¢in siitiin bozulmasini engellemek siit fermantasyonu gibi
geleneksel islemler yardimiyla saglanmistir. Modern isleme teknolojileri kullanilarak
glinlimiizde siitten ¢esitli siit tirtinleri elde edilmektedir. Fermente siitler, yogurt ve peynir
gibi siit trtinleri sagliga yararlarindan dolay1 yiiksek oranda artan tiiketim seviyesine
ulagsmustir (Brisson ve Singh, 2013).

Uygun tagima ve saklama kosullarinda ¢ig siitdeki mikroorganizmalarin baskin
biyotas1 gram pozitiftir. Birka¢ giin boyunca buzdolabinda tutulan ¢ig siit, kag¢inilmaz
olarak asagidaki cinslerdeki bazi bakterilerin veya hepsinin varligini gosterir:
Enterococcus,Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Microbacterium,
Oerskovia, Propionibacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas iiyelerinin yani sira
Koliform cinsinden en az bir tanesi (Jay, 2000).

Siitiin orijinal laktik asit mikroflorasi ya yetersiz, kontrol edilemez ve tahmin
edilemez ya da siitin maruz kaldigi 1si1l islemlerle tamamen yok edildiginden, bir
baslangig kiiltiirii daha kontrollii ve dngoriilebilir bir fermentasyon saglayabilir. Bunlar,
peynir, fermente siit ve kremali tereyagi gibi ¢esitli siit tirlinleri tiretiminde kullanilir.
LAB baglaticilar1 temel olarak laktozdan laktik asit {iretme yetenegine sahip oldugu i¢in
kullanilir. Ayrica, istenmeyen organizmalarin inhibisyonu, duyusal ve dokusal
ozelliklerin 1yilestirilmesi ve saglik yararlarma katki gibi diger 6nemli fonksiyonlara
sahip olduklar1 belirlenmistir (Carminati ve ark., 2010).

Fermente {iriinler uygun bir starter kiiltiirtin kullanilmasiyla elde edilir. Laktik
starter kiiltiir, siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilan temel bir baglangi¢ kiiltiirdiir.
Her ¢esit peynir yapimi i¢in laktik asit {iretimi esastir ve bu amag i¢in laktik starter kiiltiir
kullanilir. Laktik kiltiirler ayrica tereyag, kiiltiirlenmis ayran, slizme peynir vs. gibi
gidalarin tiretiminde kullanilir. Laktik starter kiiltlirler her zaman laktozu laktik aside
doniistiiren bakterileri icerir, genellikle Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.
cremoris veya L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. Baslangi¢ kiiltiirler, tek veya
karigik suslardan olusabilir. Peynirlerin ¢ogu siitiin laktik fermantasyonu sonucu olusur.
Olgunlagmis peynirlerin ¢ogu, laktik asit bakterilerinin metabolik aktivitelerinin irlinii
olmasina ragmen, iyi bilinen birkag peynir, kendi 6zelliklerini diger iliskili organizmalara
borgludur. Isvicre peyniri iiretiminde Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve

Streptococcus thermophilus genellikle, lezzet gelisimi ve g6z olusumunda olgunlagsma
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stirecinde islev gormek {izere ilave edilen bir Propionibacterium shermanii kiiltiirii ile
kullanilir (Jay ve ark., 2005).

Asit olusumundan baska amagclar i¢in kullanilan baslangi¢ takviyeleri, peynirlerin
organoleptik ozelliklerini gelistirmek veya spesifik bir antimikrobiyal aktivite
gerceklestirmek igin olgunlagsma veya koruyucu kiiltlirler olarak dikkat ¢cekmektedir.
Lactobacillus casei / paracasei ve Lactobacillus plantarum gibi bazi probiyotik LAB,
baslangi¢ aktivitesi oldugunu gostermistir, bu yiizden "probiyotik baslangi¢lar" olarak
tanimlanabilirler (Carminati ve ark., 2010).

Siit tirinleri, insan gastrointestinal yoluna probiyotik mikroorganizmalari iletmek
icin ideal bir gida araci olarak belirlenmistir. Bu iirlinler arasinda pastorize siit, fermente
slit, peynir, siit i¢ecekleri, kurutulmus iriinler, dondurma ve diger siit tathilar1 gibi

probiyotik siit liriinleri yer almaktadir (Xiao ve ark., 2014).

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidratlarin fermentasyonundan kaynaklanan
nihai {riin olarak laktik asit iiretimi gibi ortak metabolik ozellige sahip heterojen
mikroorganizma igeren bir gruptur (Salvetti ve ark., 2012). LAB’ 1n tanimlayici
ozellikleri arasinda diisiik (<55 mol %) G+C igerigine sahip olmalari (Demir,2019), Gram
(+) kok, kokobasil ve basil seklinde olmalari, aside toleranshi ve fakiiltatif anaerobik
olmalart yer almaktadir (Broadbent, 2001). Ayn1 zamanda bunlar sporlagmayan, katalaz
negatif organizmalardir. Birkag¢ tiir diginda, LAB iyeleri, genellikle giivenli olarak
tanman patojenik olmayan organizmalardir. Biyokimyasal bir bakis a¢is1 altinda LAB
hem laktik asit iireten homofermentatifleri hem de laktik asitin yani sira asetik asit, etanol,
karbon dioksit ve formik asit gibi g¢esitli fermantasyon {riinleri saglayan
heterofermentatifleri igerir (Mayo ve ark., 2010; Yiicel, 2019). Laktik asit ilk defa 1780
yilinda Isve¢ kimyaci Carl Wilhem Scheele tarafindan eksimis siitten izole edilmistir
(Onlii, 2018). “Siit asidi” olarak da adlandirilan laktik asit, asagidaki kimyasal formiile
sahip bir organik asittir: CHsCH (OH) COzH. Laktik asit, merkezi bir atomdan ve iki
terminal karbon atomundan olusan bir karbon zincirine sahip Kiral bilesiktir. Kiral karbon
atomuna bir hidroksil grubu baglanirken, terminal karbon atomlarindan biri karboksilik
grubunun ve diger atom ise metil grubunun bir pargasidir. Optik olarak aktif iki izomerik
laktik asit formlar1 mevcuttur: L (+) formu((S) -laktik asit) ve D (-) formu ((R) -laktik
asit). L (+)- laktik asit biyolojik izomerdir. Saf laktik asit, renksiz ve hidroskopik bir
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stvidir. LAB’da homofermentatif mekanizma yardimiyla laktik asit sentezi Embden —
Meyerhof — Parnas yolu (EMP) seklinde gergeklesir. Embden — Meyerhof — Parnas yolu
tek bir glikoz molekiiliinden iki laktat tinitesi elde edilmesi seklinde dzetlenir (Ameen ve
Caruso, 2017). Heterofermentatif mekanizmada ise laktik asit bakterileri hekzoz
monofosfat yoluyla glikozu laktik aside dondstiiriirler (Giimiis,2019). Laktik asit
bakterileri sitokrom igermedikleri igin LAB’1n enerji ihtiyaci yalnizca substrat diizeyinde
fosforilasyon ile karsilanir (Bostanc1,2019).

LAB, siit ve siit Uirlinleri, sebze ve bitkiler, tahillar, et ve et {irtinleri de dahil olmak
tizere ¢ok ¢esitli besin ortamlarinda bulunur. LAB’in enzimatik aktiviteleri, fermente
tiriinlerin nihai organoleptik, reolojik ve besinsel 6zelliklerine katki saglar. LAB tiirleri
ayrica gastrointestinal sistemin yerlesik mikrobiyota, insan ve hayvanlarin genitotiriner
yollar1 arasinda da bulunur. Bu ortamlarda LAB, immiinomodiilasyon, intestinal biitiinliik
ve patojen direnci gibi ¢ok cesitli saghigi destekleyici fonksiyonlar oynayan temel
bilesenler olarak kabul edilir. Bu nedenlerden dolay1 bazi tiirlerin suslar1 geleneksel
olarak probiyotik olarak kullanilmis ve ¢esitli gida iiriinlerinde fonksiyonel bakteri olarak
eklenmistir (Mayo ve ark., 2010).

LAB’ larin gastrointestinal sistemde canliliklarini koruyabilme ozellikleri bu
mikroorganizmalarin diisik pH veya safra tuzlari ile genis bir sicaklik araliginda
gelisebilme kabiliyetleriyle iliskilidir. Taksonomik degerlendirilmeler i¢in Onemli
fizyolojik Ozellikler olarak karbonhidratlar1 fermentasyon bigimleri, farkli tuz
konsantrasyonlarinda, ¢esitli besin ortamlarinda ve sicakliklarda gelisebilme 6zelligi ve
antibiyotiklere kars1 direngleri bilinmektedir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

LAB tanimlanmasinda hem fenotipik hem de genotipik 6zellikler ele alinmaktadir.
Gliniimiizde genotipik yontemler daha kesin sonuglar elde etmeye olanak saglamistir.
Ayn1 zamanda genotipik yontemler fenotipik yontemlerle belirlenmis tiirlerin daha kesin
sekilde tanimlanmasini desteklemistir.

Laktik asit bakterilerinin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonu, karbonhidrat
fermantasyon Ozellikleri ve protein profilleri fenotipik yontemler yardimiyla
belirlenmektedir. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan &zellikler
arasinda arjininden amonyak olusumu, eskiilini hidrolize etme yetenekleri de yer
almaktadir (Oz1i1,2015). LAB’ 1n tamimlanmasi i¢in gram boyama, Kkatalaz testi, tuz
toleranslarinin belirlenmesi, sicaklik toleranslarinin belirlenmesi, glikozdan gaz

tiretilmesi gibi morfolojik ve biyokimyasal testler de kullanilmaktadir (Tatli, 2009).



Karbonhidrat fermantasyon profillerine dayali bir¢ok tanimlanma sistemi arasinda
API, Biolog ve VITEK gibi c¢esitli ticari tan1 sistemleri bilinmektedir. API test kitleri
farkl1  karbonhidratlarin, izolatlar tarafindan fermente edilip edilmemesinin
belirlenmesini saglamaktadir. APIWEB bilgisayar programi yardimiyla testin sonuglari
degerlendirilmekte ve veri tabaninda yer alan bilgilere gore bakteriler tiir ve alt tiir
diizeyinde tanimlanabilmektedir (Ozlii, 2015). API gibi tanimlama sistemleri yardimiyla
yapilan biyokimyasal testler tiir ve cins bazinda ayrim saglasa da identifikasyonda
kullanilan en giivenilir fenotipik yontemler arasinda protein profil analizinin yer aldigi
belirtilmistir. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
yontemiyle toplam hiicre protein profillerinin analizi, tiir ve alt tiir diizeyinde oldukga
giivenilir identifikasyon yontemi olsa da bazi tiirler igin limitlidir. Bu yiizden protein
profiline dayali identifikasyon yoOntemiyle elde edilen sonuglarin dogrulugunu
kanitlamak i¢in molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir (Kiran ve
Osmanagaoglu, 2011).

Genel olarak, Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus ve Enterococcus
morfolojik olarak ayirt edilebilirken, Lactobacillus ve Carnobacterium’ lar ayirt
edilemez. Lactobacillus, morfolojik olarak streptokoklardan (Lactococcus, Enterococcus
ve Streptococcus spp.) ve bifidobakterilerden ayirt edilebilir. Bununla birlikte, pratikte,
bliylime kosullar1 ve hiicrelerin biiylime asamasi, hiicrelerin morfolojisini ciddi sekilde
etkileyebilir.  Lactobacillus ve Carnobacterium arasindaki ayrim kolayca
gerceklestirilebilir ¢linkii ikincisi pH 4,5 veya asetat agar iizerinde biiyliyemez, ancak pH
9.0’ da biiytiyebilir. Cok sayida taksonun (6rnegin 64 Lactobacillus tiirii) ayirt edilmesi
icin basit fizyolojik testler yeterli degildir ve fermantasyon iiriinlerinin daha karmasik
analizleriyle desteklenmelidir (Pot ve ark., 1994).

1980’ lerde Kary Mullis tarafindan gelistirildiginden beri, PCR biyolojik ve tibbi
arastirma laboratuvarlarinin g¢alismast i¢in temel olmustur. DNA’nin kopyalanmasi,
siralanmasi veya miktar belirlenmesi gerektiginde, PCR baslangi¢ noktadir. PCR, DNA
polimeraz enziminin hedeflenen bir sablon dizisine tamamlayici olan yeni DNA
ipliklerini sentezleme yetenegini kullanir. PCR reaksiyonunun sonunda, spesifik sekans
milyarlarca kopya olarak biriktirilir. Tirler igin tespit yontemleri olarak 16S rRNA
genlerini hedef alan tiirlere 6zgii primerlerle donatilmis PCR tabanh tekniklerin hizli ve

giivenilir oldugu kabul edilmistir. Spesifik 16S rDNA bazli oligoniikleotit primerlere



sahip PCR, insan digkis1 veya siit lrlinleri gibi karmasik eko sistemlerdeki hedef
bakterilerin saptanmasi i¢in giiclii bir yontemdir (Majhenic¢ ve ark., 2018).

Organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan molekiiler yontemler
yardimiyla teknigin tipine bagli olarak cins, tiir, alt tiir ve hatta sus diizeyinde tanimlama
gerceklestirilir. PCR reaksiyonu istenilen sayida tekrarlanan dongiilerden ibarettir ve bir
dongii lic basamaktan olugmaktadir; l.Denatiirasyon- Cift sarmallt DNA iplikgiklerinin
yuksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi; Il.Baglanma- ¢ogaltilmasi istenen hedef DNA
bolgesinin iki ucuna spesitik 20-30 baz uzunlugunda iki ayr1 oligoniikleotitin yapismasi;
I11.Uzama- zincirin yeni ¢ift zincirli DNA’lar olusturacak sekilde uzamasi (Ozlii, 2015).
Bu iglem sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin tanimlanmasinda genellikle kullanilan
yontem ise agaroz jel elektroforezidir. Agaroz jelde elektroforezle c¢ogaltilan DNA
parcasinin biiyiikligii belirlenir. PCR yonteminden baska LAB’ 1n tanimlanmasinda;
suslarin icerdigi plazmit profilleri, degisken alanli jel elektroforezi (PFGE), rastgele
cogaltilmig polimorfik DNA (RAPD), ger¢ek zamanli PZR (RT-PCR) ve kiiltiir bagimli
olmayan birgok farkli genotipik yontemler kullanilmaktadir (DGGE) (Giindogdu, 2016).

Kiiltiir bagimsiz yontemler olarak kullanilan toplam DNA ekstraksiyonu ve FISH
gibi yontemler giiniimiizde farkli 6rneklerde bakteriyel cesitliligi belirlemekde yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Bireysel mikrobiyal hiicrelerin yerinde tanimlanmasi igin fliloresan etiketli rRNA-
hedefli oligoniikleotit problariyla yerinde hibridizasyon (FISH) floresan ydntemi
gelistirilmistir. rRNA’lar gesitli nedenlerden dolay1 FISH i¢in ana hedef molekiillerdir:
tim canli organizmalarda bulunabilirler; goreceli olarak kararlidirlar ve yiiksek kopya
sayilarinda (genellikle hiicre basina birka¢ bin) goriiliirler ve hem degisken hem de
yiiksek oranda korunmus dizi alanlarini igerirler (Amann ve ark., 2001). Prosediir
asagidaki adimlari icerir: numunenin sabitlenmesi(fiksasyon); muhtemelen 6n hazirlik
adimlar1 da dahil olmak {izere numunenin hazirlanmasi; ilgili hedef sekanslar1 tespit
etmek i¢in ilgili problarla hibridizasyon; baglanmamis problar1 ¢ikarmak i¢in yikama
adimlari, sonuglarin montaji, gorsellestirilmesi ve belgelenmesi (Moter ve Gobel, 2000).

2001 yilinda sekans genomu tamamlanmis ilk laktik asit bakteri genomu halka
aciklanmistir. Bu bakteri Haemophilus influenzae RD olmustur. Aslinda 2001 yilinda
LAB’ a ait 4 genom belirlenmistir, bunlardan ii¢ii patojenler (Streptoccocus pyogenes M1
GAS, Streptococcus pneumoniae TIGR4 ve S. pneumoniae R6), dordiinciisii, gida sinifi

bir organizma olan Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403 olmustur. LAB tiirlerinin



yakin zamanda tamamlanmis olan genom dizisi, metabolik yollarin kiiresel bir
perspektifte nasil isledigini incelemek i¢cin miikemmel bir firsat yaratir (Azcarate-Peril ve
Klaenhammer, 2010). LAB genomlari, uzunlugu 1.3 ile 3.35 Mbp arasinda degisen tek
dairesel kromozomlardan olusmaktadir (Zhang ve Zhang, 2014).

Plazmidler sitoplazmada yer alan, kromozomal DNA’dan bagimsiz ve kromozomal
DNA’ya oranla ¢ok daha kiiciik boyutlarda ve farkli sayilarda olan halkasal sekilli DNA
molekiilleridir. Bunlar kendi kendilerini esleyebilmek yetenegine sahiptir. LAB’inde
endiistriyel agidan 6nemli olan bir¢ok 6zellik plazmidlerde kodludur. Bu 6zelliklere
laktoz metabolizmasi, bakteriyosin sentezi, antibiyotiklere direnglilik, ekzopolisakkarit
tiretimi ve bakteriyofaj direnglilik 6zellikleri 6rnek olarak gdsterilebilmektedir. Plazmid
sayist, biiyilikliigii ve bulundugu bakterideki islevi bakimindan LAB’da cins, hatta tiir
diizeyinde farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. LAB plazmidlerine dair yapilan ¢aligmalarda
plazmid biyiikliklerinin 0,87-250 kb arasinda degistigi, baz1 tiirlerde plazmid
bulunmazken, bazilarinda 16 adet plazmid varligina rastlandig: belirtilmistir (Saglam ve
Karahan, 2017).

Kriptik plazmitler adlanan bazi plazmitler fenotipte gdézlenmeyen oOzelliklerle
iligkili genler tasirlar. Kendi kendini transfer edebilme yetenegine sahip veya konjugatif
plazmitler, icerdikleri “tra” genleri sayesinde, diger tiir veya bakteriyel suslara, plazmit
kopyalarin1  transfer edebilme imkanina sahipdirler. Plazmitlerin en Onemli
ozelliklerinden biri ise, yari-bagimsiz ve bagimsiz olarak plazmitin replikasyonuna izin
veren, replikasyon orijini ad1 verilen 6zel DNA bdlgelerine sahip olmalaridir (Yiiksekdag
ve Beyatli, 2009).

Mikrobiyal genomlar, metabolizmayi, fizyolojiyi, biyosentetik yetenekleri ve
organizmalarin degisen kosullara ve ¢evrelere adapte olmalarini etkilediklerinden, genom
sekanslariin mevcudiyeti, LAB’in metabolik potansiyeli ve biyolojik islem kabiliyetleri

hakkindaki bilgilerimizi de genisletmistir (Azcarate-Peril ve Klaenhammer, 2010).

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Simiflandirilmasi

Bu grup su anda 13 cins Gram pozitif bakteriden olusmaktadir:
Carnobacterium,  Oenococcus,  Enterococcus,  Pediococcus,Lactococcus,
Paralactobacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Lactosphaera, Tetragenococcus,

Leuconostoc, Vagococcus ,Weissella (Jay ve ark., 2005).



Gida kokenli olmalar1 ve koruyucu olarak gorev yapabilmeleri bunlart 6nemli
yapan Ozellikler olarak bilinmektedir. Gida mikrobiyolojisi i¢in 6nemli role sahip laktik
asit bakteri gruplar1 asagida gosterilmistir: Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus,

Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus ve Weisella (Arslan, 2017).

1.3.1. Lactococcus

Lactococcus, sadece L- (+)- laktik asit enantiyomerini glukozdan iireten bir LAB
cinsidir (Oztiirk, 2019). Bu homofermentatif 6zellik, pH, glukoz konsantrasyonu ve besin
sinirlamas1 gibi kiiltiir kosullarimi ayarlayarak degistirilebilir. Lactococcus tiirleri
bitkilerde, baliklarda ve diger hayvanlarda yaygin olarak dagilmistir. 1909’ da Lohnis,
fermente siit Griinlerinde Lc. lactis’ i kesfetti ve adim1 “Streptococcus lactis” olarak
degistirdi. 1933 yilinda Lancefield, laktik streptokoklar1 N grubuna atadi ve bu onlar
acikca patojenik streptokoklardan (A, B ve C gruplari) ve enterokoklardan (grup D) ayirdi
(Kim,2014). Lactococcus (eski adiyla Group N streptococci), siit fermantasyonlarinda
asit iiretimi i¢in kullanilan ana mezofilik mikroorganizmalardir. Bunlardan sadece bir
tanesi, Lc. lactis, stit fermantasyonlarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Lc. lactis hiicreleri,
tek ve ciftli hiicrelerin de bulunmasina ragmen, genellikle zincirler halinde ortaya ¢ikan
kokklardir. Homofermentatifdirler ve siitte yetistirildiginde, nihai tiriinlerinin %95’ inden
fazlasi laktik asittir (L izomerin) (Hassan ve Frank, 2001). Optimum gelisme sicakliklari
30 °C olup (Dag, 2016) 10°C’ de biiyiime gosterirken 45°C* de biiyiimez. Zayif
proteolitiklerdir ve siit proteinlerini kullanabilirler (Hassan ve Frank, 2001).

Lactococcus cinsine L. lactis, L. garviae, L. plantarum, L.raffinolactis ve L. piscium
olmakla 5 bilinen tiir dahildir. Bunlardan L. lactis 2 alttiire sahiptir; L. lactis subsp.lactis

ve L. lactis subsp. cremoris (Cetin, 2002).

1.3.2. Streptococcus

1868” de, Alman cerrah Theodor Billroth, yaralarla ilgili zincir olusturan koklar1
bildiren ilk kisidir ve bu mikroorganizmalar1 tanimlamak igin Streptococcus terimini
kullanmustir. Streptococcus thermophilus tiirleri, siit ve siit tiriinlerinde ortaya ¢ikan laktik
asit bakterilerinin bakteriyolojisi lizerine ¢aligmalar1 sirasinda Orla-Jensen tarafindan

tespit edilmisdir (Du Toit ve ark., 2014).



Streptococcus iiyeleri homofermentatiftir ve 151k mikroskobu altinda kiiresel veya
oval hiicreler olarak goriinmektedir. Zincirler veya ciftler halinde diizenlenirler ve bu tip
morfolojik diizenlemelerden dolay1 streptokok terimi ile adlandirilirlar. Bazi
Streptococcus tiirleri kapsiillenmistir. Biiytimeleri genellikle 25-45 © C arasinda sinirhidir
ve optimum sicaklik 37 °C” dir (Cetin, 2002).

Siit fermantasyonunda yararli olan Streptococcus sp. sadece S.thermophilus’ tur.
Bu mikroorganizma genetik olarak oral streptokoklara (S. salivarius) benzer, ancak yine
de ayr1 bir tiir olarak kabul edilir. S. thermophilus, 1s1 direnci, 52°C sicaklikta biiyiime
kabiliyeti ve sadece sinirli sayida karbonhidrat fermente etme kabiliyeti ile diger
streptokoklardan ayrilir. S. thermophilus, birgok proteolitik enzime sahip olmasina

ragmen, sinirl bir proteolitik kabiliyete sahiptir (Hassan ve Frank, 2001).

1.3.3. Leuconostoc

Hiicreler Gram pozitif, hareketli olmayan, asporojen ve katalaz negatiftir.
Morfolojik olarak, cinsin sadece kok veya kokobasiller tiirlerden olustugu belirlenmistir.
Leuconostoc tiirleri termofilik degildir ve biiylime i¢in optimal sicaklik 20 °C ile 30 °C
arasindadir. 40 °C’ nin iizerinde neredeyse hi¢ biiylime gostermezler. Tirler genellikle
asidofilik degildir ve pH 6 ila 7 arasinda gelisirler (Bjorkroth ve ark., 2014).

Leuconostoc cinsi glikozdan sadece D-laktik asit {ireten ve arginin’ den amonyak
tiretmeyen, heterofermentatif, kokoid LAB olarak bilinmektedir. Morfolojik ve bazi
temel oOzelliklerlerine goére LAB’ nin diger koklarindan farklanmalarina ragmen
Leuconostoc’lari, heterofermentatif laktobasillerin bazi  “kokoid ¢ubuklar1” ile
karistirmak kolaydir (Kazancigil, 2018).

Genellikle bitkisel materyallerde, siit {irlinlerinde, et, sarap ve diger gida
iriinlerinde bulunmaktadir. Bundan baska ¢esitli peynirlerin liretiminde starter kiiltiir
olarak da kullanilir. Diasetil iiretme yetenekleri sayesinde siit iirtinlerinin lezzetine katki
saglamaktadir (Kirma, 2016). Proteolitik ve lipolitik enzimlere sahip olma 6zellikleri
sayesinde fermente {irlinlerin doku, lezzet, kimyasal bilesim, aroma gibi bazi kalite

kriterlerinde 6nemli role sahiptir (Ekinci ve ark., 2018).
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1.3.4. Lactobacillus

Lactobacillus cinsinin tiyeleri spor olusturmayan, ¢ogunlukla hareketli olmayan
cubuk sekilli veya kokobasil hiicreler olmakla genellikle zincirler halinde diizenlenir.
(Hassan ve Frank, 2001, Pot ve ark., 2014). Baz tiirlerde hiicreler T, Y ve V seklindedir
(Demirbas, 2016).

Genel biiyltime sicakligi 2°C ile 53°C arasinda olmasina ragmen, optimum biiyiime
sicaklig1 gogunlukla 30°C ile 40°C arasindadir. Biiylime i¢in pH araligi 3 ila 8 arasindadir.
Cins, fermantasyon son iirlinlerine gore ii¢ gruba ayrilabilir. Homofermentatif qrup i¢inde
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus ve L.
acidophilus yer alir. Homofermentatif Lactobacillus tiyeleri sadece Embden-Meyerhof
yolu ile heksoz sekerleri laktik aside fermente eder. Pentoz sekerlerini veya glukonati
fermente etmezler. Fakiiltatif olarak heterofermentatif Lactobacillus tiyeleri ferment
heksoz sekeri, sadece laktik aside ya da glikoz sinirli oldugunda laktik aside, asetik asit,
etanol ve formik aside fermente eder. Pentoz sekerleri, fosfoketolaz yolu ile laktik ve
asetik aside fermente edilir. Bu grupa L. casei dahildir. Zorunlu heterofermentatif
Lactobacillus iyeleri heksoz sekerlerini, laktik aside, asetik aside (ya da etanol) ve
karbondioksit fosfoketolaz yolunu kullanarak fermente eder. Pentoz sekerleri de bu yol
kullanilarak fermente edilir. Bu qrupa L. kefir dahildir (Hassan ve Frank, 2001, Pot ve
ark., 2014).

Genelde katalaz ve oksidaz negatif olarak taninsalar ve nitratlar1 indirgemeseler
bile, baz tiirlerin suslar1 katalaz, nitrat indirgeme ve hatta sitokrom aktiviteleri sergiler.
Niikleik asit bilesimi agisindan kromozomlarinda %33-55 G + C bulunur. Bununla
birlikte, genel olarak iyi tanimlanmis bir cinsin G-C igeriginde %10’ dan fazla olmamasi
gerektigi onerilmistir. Bu nedenle, laktobasiller arasinda %33-55 G + C igerigi genis bir

cesitlilik yelpazesi oldugunu gosterir (Cetin, 2002).

1.3.5. Enterococcus

Enterococcus tiyeleri, tek tek, ciftler halinde, kisa zincirler halinde ortaya ¢ikan
Gram-pozitif oval koklardir. Isiya ve antiseptiklere karst toleransli olduklar
belirlenmistir. Endosporlar iiretmezler. Ent. gallinarum ve Ent. casseliflavus tiirleri
disinda baska higbir tiir hareketli degildir. Bazi tiirler tarafindan sar1 pigment iiretilebilir.
Enterokoklar tipik olarak katalaz negatif olsa da bazi suslar kanli agarda ekili oldugunda

pozitif bir katalaz testini ortaya ¢ikarabilir. Optimal biiylime sicakhigi 37 °C’ dir, ancak
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birgok tiir 10 °C ile 45 °C arasinda degisen sicakliklarda biiytiyebilir. Enterococcus
cinsinde 43 tiir tanmnmaktadir (Svec ve Franz, 2014).

Enterococcus cinsindeki mikroorganizmalarin aerobik ve fakiiltatif anaerobik
oldugu belirlenmistir. Bu bakterilerin gelisimi i¢in %6-6,5 arasindaki tuz konsantrasyonu
ve oldukca genis pH aralig1 (4-9,6) saptanmistir. Enterococcus iiyeleri fruktoz, galaktoz,
maltoz, mellebiyoz, sellebiyoz ve laktozdan asit iiretme yetenegine sahiptirler (Arslan,
2017).

Enterococcus tyeleri ¢evre, gida ve klinik mikrobiyoloji agisindan 6énemli role
sahip mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Genel olarak yiiksek patojeniteye sahip
olmasalar da bazi tiirlerin {iriner sistem enfeksiyonlarina neden oldugu tespit edilmistir
(Diken, 2016). Bu mikroorganizmalar peynirlerin olgunlagmasi ve aroma gelisimini
desteklemek i¢in yardimci kiiltlir olarak, bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisi
icin probiyotik seklinde ticari olarak temin edilebilmektedir. Enterokoklar arasinda
sadece Ent. faecalis ve Ent. faecium probiyotikler olarak énemlidir (Isevi, 2011).

1.3.6. Pediococcus

Pediococcus cinsi tiyeleri Gram-pozitif, katalaz-negatif ve oksidaz-negatiftir ve
fakultatif aerobik-mikroaerofilik kosullar altinda biiyiir. Bununla birlikte, bazi tiirlerin
suslari, oOzellikle disiik karbonhidrat icerigi olan ortamlarda yetistirildiginde
pseudokatalaz aktivitesi gosterir. Homofermentatiftirler ve bu nedenle glikozdan CO>
tiretmezler ve nitrat1 indirgemezler. Hiicreler diizgilin bi¢imde kiireseldir ve asla oval veya
uzun degildir ve bunlar iki dik yonde alternatif boliinme ile tetrad olusumuna yol agan
diger tiim laktik asit bakterilerinden farklidirlar. Bu nedenle, higbir zaman Leuconostoc,
Lactococcus ve Streptococcus gibi bir baska sekilde boliinme sonucu olusan zincirler gibi
diger kok seklindeki hiicrelerin tipik zincirlerini olusturmazlar. Hareketsizdirler, spor
veya kapsiil olusturmazlar. Optimum biiyiime sicakligi 25-35 °C’dir, ancak bu tiirlere
baghdir. Bu mikroorganizmalar genelde pH 5’ te biiyiiyebilirken, Ped. stilesii istisna
olarak pH 9’ da biiyiiyebilir (Franz ve ark., 2014).

Pediococcus cinsi iiyelerinin taze sebze, siit Uiriinleri, bira ve sarap gibi fermente
tirtinlerde, etlerde bulundugu bilinmektedir. Bunlar peynir olusumuna, sebze ve etlerin
fermantasyon kontroliine, aroma, sekil ve renk olusumuna 6nemli katki saglamaktadir

(Biler, 2009).
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Pediococcus’ lar gida mikrobiyolojisinde hem negatif hem de pozitif role sahiptir.
Bunlardan P. damnosus, diasetil/ asetoin olusumuna ve bira tiretiminde bozulmaya yol
acan mikroorganizma olarak bilinmektedir. P. acidilactici ve P. Pentosaceus ise sosis
tretiminde starter kiiltir ve silaj asilayicilari  olarak Onemli role sahip
mikroorganizmalardir. Bunlarin spesifik 6zellikleri arasinda, argininin hidrolizi, fermente
edilen sekerlerin araligi,farkli pH seviyelerinde (7.0 ve 4.5) biliylime ve iiretilen laktik asit

konfigiirasyonu yer almaktadir (Kazancigil,2018).

1.3.7. Weisella

Weissella tiirleri Gram-pozitif, katalaz-negatif, yuvarlatilmis konik uglu veya oval
hiicreli asporojen kisa ¢ubuklardir. Ciftler halinde veya kisa zincirlerde ortaya ¢ikarlar ve
bazi1 tilirlerin pleomorfizmaya egilimi vardir. Fakiiltatif olarak anaerobik kemo-
organotroflardir ve sitokrom i¢ermedikleri diisliniiliir. Glikoz fermantasyonu
heterofermentatiftir ve karbonhidratlar, heksoz-monofosfat ve fosfoketolaz yolaklari
yoluyla fermente edilir. Glikoz fermantasyonunun son tiiriinleri laktik asit, CO>, etanol
veya asetattir. Tlirlere bagli olarak, iiretilen laktik asidin konfigiirasyonu DL veya D- (-)
*dir. Weissella tiirleri genellikle amino asitleri, peptidleri, mayalanabilir karbonhidratlari,
yag asitlerini, niikleik asitleri ve biiyime i¢in vitaminleri gerektirir. Biyotin, nikotinik
asit, tiamin ve pantotenik asit veya tiirevleri gereklidir. Arginin biitilin tiirler tarafindan
hidrolize edilmez. Biiyiime 15 °C’ de gerceklesir; Bazi tiirler 42-45 °C arasinda biiyiir
(Bjorkroth ve ark.,2014).

Diamino asit olarak lisine dayali spesifik bir peptidoglikan yapisi, Weissella i¢in
tipiktir. W. kandleri’ nin interpeptit kopriisii (Lys-L-Ala-Gly-L-Ala2) glisin igerir.
Weissella tiirleri, MRS ortami gibi LAB i¢in tasarlanan genel ortam iizerinde iyi biyiir
(Bjorkroth ve ark.,2014).

1.4. Starter Kiiltiir Olarak Kullanilan LAB

Fermente gidalarin {retiminde starter kiiltlirler gidanin aroma ve tekstiir
gelisiminde 6nemli role sahip oldugu icin endiistrinin starter kiiltiirlere ilgisi daha da
yogunlagmustir.

Standart ve yiiksek kalitede fermente siit iirlinlerinin tiretilmesi uygun o6zelliklere

sahip standart kiiltiirlerin kullanimiyla iliskilidir. LAB oncelikle laktik asit iiretme
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yeteneklerinden dolayi starter kiiltiir olarak kullanilsa da ayni1 zamanda gidanin duyusal
ve tekstiirel 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve sagliga katkida bulunma gibi 6zellikleri
sayesinde starter kiiltlir olarak daha da 6nem kazanmistir. LAB’ 1n iirettigi ¢esitli aroma
bilesikleri gidanin organoleptik o6zelliklerini artirir ve fermente gidalarin spesifik
kimligini belirler (Vapur, 2010; Reda ve ark., 2018).

Fermente siit tirlinlerinin yan1 sira LAB pek ¢ok farkli gidanin fermantasyonunda
uzun yillardir starter kiltir olarak kullanilmaktadir. LAB suslarinin bazilari siit
tirlinlerinin tekstiirel 6zelliklerini iyilestiren ekzopolisakkarit (EPS) iiretme yetenegine
sahiptir (Demirgiilal ve Sagdig, 2017; Tarazanova ve ark.,2018). LAB’in starter kiiltiir
olarak kullanilabilmeleri i¢in endiistriyel dzellikleri belirlenmeli, bunun i¢in 6ncelikle
starter kiiltiirlerin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri saptanmali ve kesin identifikasyonu
gerceklestirilmelidir. Starter kiiltiir {iretiminde karbonhidrat metabolizma profilleri,
optimum gelisme kosullari,antibiyotik ve bakteriyofajlara  kars1 duyarlilik, tuza
toleranslari, asit ve aroma bilesikleri olusturma yetenekleri, bakteriyosin ve
ekzopolisakkarit tiretimleri gibi endiistriyel 6neme sahip Ozelliklerin ayrintili olarak
incelenmesi gerekmektedir (Demirgiilal ve Sagdig, 2017).

Fermente gidalarin tiretim siirecinde, fermantasyondan sorumlu mikroorganizmalar
ya substratin {izerindeki dogal mikroflorada bulunabilir ya da starter kiiltiir olarak ortama
ilave edilebilir. Kontrollii fermentasyon sartlarinda saf starter kiiltiirler yardimiyla
standart kaliteli iiriin elde etmek miimkiin olmustur. Salgam suyu fermantasyonunda
etkili olan mikroorganizmalarin LAB oldugu belirlenmistir. izole edilen tiirler arasinda
Lactobacillus plantarum ve Lb. paracasei subsp. paracasei’ nin istiinliigii saptanmistir
(Bircan, 2013).

Starter olarak kullanilan laktik asit bakterileri peynir teknolojisinde iki onemli
goreve sahiptir. Oncelikle peynir iiretimi siirecinde, siit sekerinden (laktoz) laktik asit
iretmesi ve peynirin olgunlasma siirecinde, sahip olduklar1 enzimler yardimiyla
proteinleri, karbonhidratlar1 ve yaglar1 hidrolize ederek peynirde tat-koku maddelerinin
ve tekstiirel 6zelliklerin olugsmasini saglamaktir (Sekban, 2019; Wishah, 2017).Starter
dis1 laktik asit bakterileri olarak adlandirilan ikincil (ek) mikrofloraya fakdiltatif
heterofermentatif laktobasiller aittir ve buna ek olarak Enterococcus, Pediococcus,
Lecuconostoc ve propionik asit bakterileri gosterilmektedir. Bundan baska bazi kiifler ve
mayalar da peynirde olgunlasmasina yardimei olan ikincil mikrofloraya dahildir (Wishah,

2017).
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Genel olarak fermente siit iiriinlerinin iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler iki
gruba ayrilmaktadir; 1. Geleneksel starter kiiltiirler; 2. DSS tipi kiiltiirler (Defined-strain
starters, karigimi belli olan kiiltiirler) (Soran, 2018).

Geleneksel starter kiiltiirler dogal starter kiiltiirler ve MSS kiiltiirleri (Mixed strain
starters, bakteri karigimi belli olmayan kiiltiirler) olmakla 2 grupa ayrilir. Dogal starter
kiiltiir kullanim1 zamani fermente iirliniin son {iretiminden bir parca alinarak bir sonraki
tiretimde kullanilir. Yunan peynir ¢esidi olan Kopanisti dogal starter kiiltiir kullanimiyla
elde edilir. Bundan baska, yoresel yogurt liretiminde starter kiiltiir olarak bir onceki
yogurttan bir kisim alinarak, 1sil islem gérmiis ve inkiibasyon sicakligina kadar
sogutulmus siitlere ilave edilmesi, ekmek hamuru tiretiminde eksi hamurun maya olarak
kullanilmas: &rnek olarak gosterilebilir. Bazi italyan tipi peynir ¢esitlerinin iiretiminde
genellikle Str. thermophilus igeren “dogal siit starterleri” kullanilmaktadir (Soran, 2018).

Dogal starter kiiltiirlerin gilinliik olarak ¢ogaltilmasi, starter bilesiminin diizensiz
degismesine yol a¢tig1 i¢in peynir iiretiminde standart kalite elde etmek zorlasir. Bu
problemi ¢6zmek i¢in dogal kiiltiirler inokiil olarak kullanilarak, laboratuvar ortaminda
belirli sartlar altinda MSS kiiltiirleri elde edilir. Dogal starter kiiltiirler ve MSS kiiltiirlerin
bilesimi tam olarak bilinmedigi i¢in siirekli birinden digerinin elde edilmesi siirdiiriildiigii
zaman kiiltiirli olusturan bilesenler arasinda oransal olarak degisiklik ortaya cikabiliyor.
Bu yiizden bu teknik gelistirilmis ve tekrar ¢ogaltma islemleri minimuma indirilerek MSS
kiiltiirleri normal veya konsantre formda dondurularak veya liyofilize edilerek muhafaza
edilip ticari olarak kullanilmaktadir (Soran, 2018).

DSS kiiltiirleri tiir ve sus diizeyinde bilesimleri belirlenmis kiiltiirlerdir, genellikle
iki veya daha fazla LAB tiirii igeren, mezofilik veya termofilik LAB tiirlerinin
karisimindan ibarettir (Soran, 2018). Mezofilik kiiltiirlere optimum gelisme sicakligi 30
°C olan Lactococcus ve Leuconostoc cinsleri aittir. Termofilik kiiltiirlere yiiksek sicaklik
derecelerinde (50-55°C) haslanarak tretilen sert peynir g¢esitleri i¢in kullanilan
Lactobacillus ve Streptococcus cinsleri aittir (Turhan, 2012).

Termofilik karakterli Lb. bulgaricus ve St. thermophilus yogurt starteri olarak
kullanildiginda fermentesyon sonucunda olusan laktik asitle siitiin asitligini gelistirir ve
pH’ y1 diigiiriirler. Bu durumda olusan asitlik siit kazeininin koagiilasyonuna ve yogurt
aroma maddelerinin gelisimine olanak saglar (Korkmaz, 2011).

Fermente sucuklarda aroma, renk, lezzet ve kivamin olusumu cesitli

mikroorganizmalarin fermentleriyle olusturduklar1 biyokimyasal reaksiyonlar sonucu
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olugmaktadir. Yapilan caligmalarda fermente et iiretiminde starter kiiltlir olarak
Lactobacillus plantarum, Lb. curvatus, Lb.pentosus, Lb. sakei, Pediococcus pentosaceus,
P. Acidilactici gibi laktik asit bakterilerinin kullanildig1 belirlenmistir (Sezer, 2012).

Starter kiiltiirler sucuk iretiminde genellikle raf Omriinii uzatmak igin
fermantasyonda kullanilir. Bu starter kiiltiirlerlere Lactobacillus spp. ve Pediococcus spp.
gibi laktik asit bakterilerinin dahil oldugu belirlenmistir (Arabaci, 2017).

1.5. Probiyotik Bakteriler

Probiyotik olarak kullanilan en yaygin LAB cinslerine Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus aittir. Lb.
acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. reuteri, S. thermophilus gibi
LAB insan beslenmesinde ve hayvan yem katkisi olarak kullanilan probiyotik 6zellige
sahip bakterilerdir (Ongiin,2015). Probiyotikler, “yeterli miktarda uygulandiginda
konakgiya saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanir (Touret ve
ark.,2018). Genellikle giivenli bakteri grubu kabul edilen Bifidobacterium ve
Lactobacillus cinsleri probiyotiklerin birincil adaylari arasindadir (Hippe ve ark., 2011).
“Probiyotik™ terimi ilk defa 1960’ larda ortaya ¢ikmistir. Bu kelime Latince “pro” ve
“bios” kelimelerinden tiiretilmis ve “yasam i¢in” anlamina gelir ve antibiyotik teriminin
anlamca kargitidir (Oral, 2015).

Elie Metchnikoff modern probiyotiklerin biiyiik babasi olarak kabul edilmistir. O,
yogurt gibi fermente siit lirlinlerinde diizenli olarak laktik asit bakteri tiiketiminin, Bulgar
koyli popiilasyonlarinda artan saglik ve uzun omiirliiliik ile iliskili oldugu konusunda
onemli bir gézlem yapmustir. Bunu 27 yasindaki bir Bulgar Doktor Stamen Grigorov
tarafindan kesfedilen “Bulgar basili” ile iligkilendirmis ve daha sonra yogurttaki saglikli
bakterilerin sindirime nasil yardim ettigini ve bagisiklik sistemini nasil iyilestirdigini
gostermistir (Anukam ve Reid, 2014; Nwamaioha ve Ibrahim, 2018).

Probiyotik potansiyeli tastyan bir mikroorganizma i¢in onemli kriterler LABIP
(Laktik Asit Bakteri Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir:

Insan orjinli olmalidir; Metabolik etki kabiliyeti olmalidir (kollesterol asimilasyonu,
laktaz aktivitesi, vitamin iretimi); Antimikrobiyel bilesikler iiretebilmelidir, Patojen
ozellik icermemelidir; Gastrik asit ve safra tuzuna direng gdstermelidir; Immiin cevabi

stimiile edebilmelidir; Gastrointestinal sistemde kisa siireler i¢in de olsa stirekliligini
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devam ettirebilmelidir (Oral, 2015). Bundan baska mikroorganizmalar, gelismis teknikler
yardimiyla tanimlanmis ve giivenilir olmalidir; Patojenlerle rekabet sonucunda
probiyotik suslarin bagirsak epiteline patojenlerden once tutunabilmesi gerekmektedir.
Probiyotik {iriin iiretiminde kullanilan susun teknolojik 6zelliklerinin uygun olmasi
gerekmektedir. Probiyotik iirlin liretiminde, istenmeyen aroma bilesikleri iiretmeyen,
fajlara karsi direngli, {iretim siirecinde canli kalabilen suslar basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir (Alp, 2018).

Lactobacillus filogenetik olarak yiizden fazla, Bifidobacterium yaklasik 30 tiirii
olan gesitli bakteri gruplaridir. 1995° te Haemophilus influenza bakterisinin dizilenmesi
ve dizileme teknolojisindeki hizli gelismeler ile bircok probiyotik mikroorganizma
dizilenmistir. Hali hazirda yaklasik 67 Lactobacillus genom sekansi mevcuttur. Bunlarin
¢ogunun genomunun biyiikliigii yaklagik 2 Mb’ dir ve 1.28 Mb ile 3.32 Mb arasinda
degismektedir (Bamunuarachchige ve ark., 2011).

Hemen hemen biitiin probiyotik laktobasiller, karbonhidratlarin Embden -
Meyerhof yolu (EMP) veya fosfoketolaz yolu (PKP) ile fermantasyonu yoluyla enerji
talebini karsilar (Bamunuarachchige ve ark., 2011).

Bifidobacterium’ lar normal ¢ubuklardan gesitli dalli ve kuliip sekilli formlara
kadar belirli bir hiicre morfolojisine sahip gram pozitif, kesinlikle anaerobik, hareketli
olmayan, spor yapmayan mikroorganizmalardir. Bifidobacterium’ lar aside toleransli
mikroorganizmalardir ve biiyiime i¢in optimum pH 6.5 ila 7.0 arasindadir (Novik ve ark.,
2013).

WHO/FAO kilavuzuna gore, yeni probiyotik bakteri tiirlerinin izolasyonu ve
tanimlanmasi toprak, yiizeysel su, bitkiler, hayvanlar, gastrointestinal sistem ve 6zellikle

stit Griinleri gibi farkli dogal kaynaklardan yapilmaktadir (Kakelar ve ark., 2019).

1.5.1. Probiyotik bakterilerin insan saghg iizerine yararh etkileri

Probiyotik mikroorganizmalar yutuldugunda, mide asiditesine ve safra tuzlarina
kars1 direngli oldugu igin gastrointestinal kanaldan gecebilme, metabolizmay1 ve yerli
mikrobiyota dengesini etkileyebilme yetenegine sahiptirler. Probiyotikler, konake¢i
bagirsaginda karsilikli olarak avantajli bir simbiyoz yaratarak tiikettigimiz gidalardan
faydalanirlar ve viicudumuz onlarin fizyolojik yasam siire¢lerinin yan tiriinlerini kullanir.

Probiyotiklerin bagirsak mikrobiyomu tizerinde patojenlere karsi korunma, bagisiklik
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uyarimi, gastrointestinal hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi, osteoporozun ve obezitenin
azaltilmasi, bagirsak mukozal bariyerinin stabilizasyonu, laktoz metabolizmasi ve
kolonik saglik ve konakg1 beslenmesini iyilestirme gibi 6énemli rolleri vardir (Orike ve
ark., 2018).

Probiyotik aragtirmalari, bliylime, bagirsak hastaliklari, kalp hastaliklari, alerjik
reaksiyonlar, HIV ve kanser gibi cesitli konulara odaklanmistir. Bagirsak beyninin
probiyotiklerle modiilasyonu anksiyete ve depresyon i¢in yeni bir tedavi edici ¢oziim
olarak onerilmistir (Sugandhi, 2018).

Bagirsak sistemindeki Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarimin  genis
popiilasyonlart genellikle saglikli bir bagirsagin gostergesidir. Probiyotikler ayrica siit
iriinlerinde, soya siitii, meyve sulari, et tiirevleri ve tahil bazli gidalar gibi yeni iiriinlerde
fonksiyonel katkilar olarak belgelenmis ve fizyolojik faydalari ile artan bir sekilde
kullanilmaktadir (Fung ve ark., 2011).

Probiyotik bakteri oraninin artmasiyla bagirsak mikrobiyotasinin degisebilecegi
kanitlanmistir. Bu degisim hidrojen peroksit, organik asitler ve bakteriyosinler gibi
patojen inhibe edici maddelerin iiretilmesiyle meydana ¢ikar (Tomaro-Duchesneau,
2014).

Helicobacter pylori (HP), kronik aktif gastrit, peptik iilser ve mide kanserinin ana
nedenidir (Song ve ark., 2018). Probiyotik mikroorganizmalar, HP’ yi inhibe eden (Cati¢
ve ark., 2018) ve konakg¢i tarafindan antikorlarin salgilanmasini indiikleyen cesitli
antibakteriyel maddeler tiretebilir (Song ve ark., 2018).

Diyet takviyeleri ve besinler olarak diizenlenen probiyotikler, maya veya
bakterilerden olusur. Fakat probiyotiklerin ¢ogu bakteridir. Tablo 1.1” de gida katkilari
olarak kullanilan probiyotikler gosterilmistir (Chikkamath ve ark., 2018).

Spor olusturan probiyotik basil suslar1 bakteri hiicrelerinin hayatta kalamayacagi
kosullarda (yiiksek 1s1, diisiik pH) spor iireterek canli kalma 6zelligine sahiptir. Probiyotik
Bacillus sp. bu a¢idan 6ne ¢ikmaktadir. Yogurt, bioyogurt, raf 6mrii uzatilmis ekmek, ¢ig
kurutulmus et tiriinleri, peynir gibi fonksiyonel gidalarin tiretimi i¢in Bacillus probiotik
suslar1 kullanilir (Zaid ,2018).
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Tablo 1.1.Gida katkilar: olarak kullanilan probiyotikler

Seri no Probiyotikler (bakteri veya Gida Uriinleri Terapotik Kayith Ajan
maya)
1. Lactobacillus acidophilus Lor, yogurt, ayran, L.acidophilus,Lacidofil,
fermente peynir Lakcid, Lakcid forte,

Trilac, Yogurt

2. L.casei Shirota Peynir, Yakult
(kaymaksiz fermente
siit igecegi)

3. L.delbrueckii ssp. bulgaricus Yogurt Trilac
4, L. plantarum Krema, fermente
ekmek
5. L. rhamnosus - L. acidophilus, Lacidofil
6. L. reuteri -
7. Bifidobacterium adolescenti -
8. B. bifidum Seg¢ilmis siit trtinleri Trilac, Lactobif
9. B.breve, B.infantis, B. longum, Bebek siitii ve
B.lactis probiyotik Cheddar Junior Bifidus Nestle
benzeri peynir
10. Saccharomyces boulardii, - Enterol

Streptococcus thermophilus

1.6. Antimikrobiyal Aktivite

Laktik asit bakterlerinin, gida bozucu mikroorganizmalar veya gida kaynakli
patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu da bilinmektedir. Laktik asit
bakterilerinin antagonistik aktivitesinin farkli bazi mekanizmalar ile meydana ¢iktig1
belirlenmistir (Dinu ve ark.,2018). Bu bakteriler laktik ve asetik asit gibi organik asitler,
H20., bakteriyosin olarak isimlendirilen antimikrobiyal 6zellikli proteinler, diasetil, alkol
ve CO; gibi metabolitler liretebilme 6zellikleri sayesinde bazi mikroorganizmalar iizerine
inhibitor etki gosterebilmektedir. Bu bilesenlerin her biri ayrilikta inhibitor etkiye sahip
olsa da laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara kars1 antagonistik etkisi,
bunlarin kombinasyonu sonucu meydana ¢ikmaktadir (Con ve Gokalp, 2000). Asitlerin
etki spektrumu hiicre zarmin potansiyelini engellemek, aktif transportu inhibe etmek,
hiicre i¢i pH’y1 azaltmak ve ¢esitli metabolik fonksiyonlar1 inhibe etmek gibi bir sira
ozellikleri kapsamaktadir (Toy,2019). LAB’ in fermentasyon sonucu antimikrobiyal
maddeler olusturmasi ¢ok eski zamanlardan gida korunmasinda kullanilan yontemdir.
LAB bulundugu ortamda rekabet igerisinde oldugu mikroorganizmalar {iizerinde

istiinliigiiniic korumak i¢in ortami degistirmeye calisir ve bu zaman ortamdaki
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karbonhidratlar1 fermentasyon yoluyla diisiik molekiiler agirliga sahip organik bilesiklere

doniistiiriir (Uner, 2012).

1.6.1. Bakteriyosinler

“Bakteriyosin” terimi ilk olarak 1953 yilinda Jacob ve arkadaslari tarafindan
tamimlanmis protein yapisindaki antimikrobiyal maddeler olarak bilinmektedir
(Nalvuran, 2013). Amerika Birlesik Devletleri’ nde, laktik asit bakterilerinden gelen
bakteriyosinlerin  gidalarda katki maddesi veya “dogal koruyucu” olarak
kullanilabileceginin farkina varilmasi nedeniyle son yillarda ilgi artmistir. 1988’ de, nisin,
diger tilkelerde 40 yillik ticari kullanimin ardindan Amerika Birlesik Devletleri’nde bir
gida koruyucu olarak kullanilmasi onaylanmistir. Nisin’ in gidalarda FDA tarafindan
onaylanmasi, Amerikan yiyecek ve i¢eceklerinde diger antibiyotik benzeri bilesiklerin
olast ticari kullanimina zemin hazirlamistir. Laktik asit bakterilerinden nisin ve diger
bakteriyosinler iizerinde yapilan aragtirmalar, Listeria monocytogenes ve Salmonella
tiirleri gibi yaygin ve kalic1 gida kaynakli patojenlerin bu bilesikler tarafindan spesifik
olarak inhibe edilebilecegini veya oldiiriilebilecegini gostermistir. Bu raf 6mrii arttiric
maddeler artik gida maddelerinde ve kisisel iriinlerde kullanimlari i¢in aktif olarak
arastirilmaktadir (Hoover ve Steenson, 1993). Bundan bagka bakteriyosinler; insan,
hayvan ve bitki patojenlerine kars1 dogal olarak miicadele edebilen ve insan hiicrelerine
herhangi bir zarar1 olmayan proteinler olarak bilinmektedir (Ustiindag ve Ozdogan,
2011).

Bakteriyosinler dar etki spektrumuna sahip olmalari ve esasen ayni tiire yakin
bakterilere etki etme 6zelliginden dolay: antibiyotiklerden farklandirilir (Batu ve ark.,
2014). Bakteriyosinler bakterilerin ¢ogunda oldugu tespit edilmistir, hatta yakin ge¢miste
baz1 Arkea tiirlerinin bile bakteriyosin {irettigi ortaya ¢ikmistir (Akkog¢ ve ark.,2009).
Bakteriyosinlerle ilgili ilk arastirmalar 1925° te E. coli’nin iretdigi kolisin’in
belirlenmesiyle baslamistir (Batu ve ark., 2014). Kolisinler gram (-) bakteriler tarafindan
sentezlenen 30-80 kDa arasinda yiiksek molekiiler agirliga sahip protein yapili
bilesiklerdir (Diigenci,2014). Bakterilerin ¢ogunlugunu en az bir bakteriyosin tiretme
yetenegine sahip olsa da yapilan c¢aligmalarin azligindan dolay1 bir¢ok bakteriyosin
giiniimiizde hala izole edilememistir (Batu ve ark., 2014).

Bakteriyosinler ve antibiyotikler aktivitelerinin  benzerliginden  dolay1

karigtirllmasina ragmen aralarinda bazi1 farkliliklar mevcuttur. Bu kansiklik
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bakteriyosinlerin endiistriyel uygulamalarda kullanimini sinirlayan yasal etken olarak
bilinmektedir (Isik, 2018). Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen iirtinler oldugu
halde, antibiyotikler enzimatik islenme sonucu aktif formlar kazanan bilesenlerdir.
Bundan baska bakteriyosinler gelisme fazinda iiretilen birincil metabolitler olarak bilinse
de antibiyotikler durma fazinda iiretilen ikincil metabolitlerdir. Bakteriyosinlerin etki
spektrumlariin antibiyotiklere gére ¢ok daha dar oldugu bilinmektedir (Demirci, 2013).
Her bakteriyosinin kendine has bagisiklik proteini mevcuttur. Bakteriyosinlerin
bagisiklik  proteinlerini  kodlayan genleri, yapisal genleri ile baglantilidir.
Antibiyotiklerde bu genler yapisal antibiyotik genleri ile baglantili degildir (Zengin,
2012).

Bakteriyosinojenik laktik asit bakterileri veya bunlarin izole edilen bakteriyosinleri,
gidalarda ve yemlerde patojenlerin ve bozulma yapan mikroorganizmalarin sik gelisimini
kontrol etmek i¢in yararli olan gilivenli katki maddeleri (GRAS) olarak kabul edilir
(Parada ve ark., 2007; Sabo ve ark.,2019). Bakteriyosinlerin izolasyonu ve saflagtirilmasi
icin cesitli stratejiler gelistirilmistir. Tuzlama, ¢oziicii ekstraksiyon, ultrafiltrasyon,
adsorpsiyon-desorpsiyon, iyon degisimi ve boyut dislama kromatografisi gibi
biyoteknolojik prosediirler en yaygin yontemler arasindadir (Parada ve ark., 2007).

Bakteriyosinler, bakteriyel protein sentez aparati ile sentezlenen diisiik molekiiler
agirlikli antimikrobiyal peptitlerdir. Diger bakterilere kars1 inhibe edicidirler. Bir bakteri
tarafindan tiretilen bakteriyosinler, yalniz ayn tiire ait diger bakterileri inhibe edebilme
yetenegine sahipse, genellikle dar spektrumlu bakteriyosinler olarak kabul edilir, aksine,
eger bir bagka cinse ait bakterileri de inhibe edebiliyorlarsa, genis spektrumlu
bakteriyosinler olarak kabul edilirler. Bakteriyosin iireten bakteriyel hiicreler, konake¢i
hiicrelerin tirettigi spesifik bagisiklik proteinlerinin aracilik ettigi kendi antimikrobiyal
peptitlerine kars1 direnglidir (Juturu ve Wu, 2018).

Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen antimikrobiyal proteinler {izerine yapilan
arastirmalar sonucunda Gram pozitif organizmalarin {irettigi antimikrobiyal proteinleri
karakterize etmek i¢in alt1 kriter Onerilmistir. Bunlar asagidakilerdir:
1.Bakteriyosinler protein olmalidir.

2. Bakteriyosinler sadece bakteriyostatik degil hem de bakteri 6ldiirtictidiir.
3. Bakteriyosinlerin spesifik baglanma bdlgelerine sahip olma zorunlulugu, muhtemelen

bir bakteriyosinin spesifik patojenlere karsi spesifikliginden sorumludur ve bunlar
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organik asitler ve genel olarak c¢ogu antibiyotik gibi diger genis spektrumlu
antimikrobiyallerden ayirmak i¢in kullanilabilir.

4. Kolisinlerin plazmid baglantisi, bakteriyosinlerin plazmid aracili oldugunu 6ne siirdii.
5.Bakteriyosinlerin 6ldiiriicii biyosentez ile iiretilmesi gerektigine iliskin Kkriter,
bakteriyosin salinim siirecinde bakteriyosin {ireten hiicrenin Glmesi gerektigini
gostermektedir.

6. Son kriter, bakteriyosinlerin yakindan iliskili bakterilere kars1 dar etki spektrumuna
sahip oldugunu gostermektedir (Montville ve Kaiser, 1993).

Etki spektrumlari, biyokimyasal 6zellikleri ve genetik determinantlari agisindan
Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler birbirinden farklidir. Bunlar 3-
10 kDa gibi diisitk molekiil agirligina sahip, hidrofilik ve hidrofobik kisimlar igerirler.
Nisin ve pediocin AcH gibi bakteriyosinler asidik kosullarda yiiksek sicakliga dayanikli
olmasiyla dikkat ¢ekmistir. Otoklavlanma sonrasinda Nisin’in pH 5’te aktivitesinin
%40’1n1, pH 6.8’de ise %90’ 11 kaybedebildigi belirlenmistir (Kurt ve Zorba,2005). LAB
tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin katyonik, hidrofobik (Giilgér ve Ozgelik, 2014)
veya amfipatik molekiiller oldugu, 20-60 amino asit rezidiisii i¢erdigi belirlenmistir.
Bakteriyosinler daha ¢ok plazmid kokenli olarak tespit edilmistir. Bakteriyosinlerin
sentezlenmesinde asagidaki adimlar bir-birini takip eder:
1.Polipeptid dizisi RNA tarafindan kodlanur,

2. Oncii protein olarak ayrilip bir molekiiler sinyalizasyona ugrar,
3. Cesitli modifikasyonlara maruz kalarak sistein sayisina gore son seklini kazanir ve
hiicre digina salgilanir (Kurt ve Zorba,2005).

Bakteriyosin iiretiminden sorumlu genler kromozom, plazmid veya transpozon
tizerinde bulunabilmektedir (Asutay,2007). Bakteriyosin sentezinin gergeklesmesi oncii
peptiti kodlayan yapisal gen, immiinite geni, ABC tasiyicisim1 kodlayan gen ve
bakteriyosinin hiicre disina tasinmasimi saglayan proteini kodlayan 4 farkli genin
yardimiyla saglanir (Abanoz,2014).

Bakteriyosinler genellikle sadece hiicre membranimin elektrolitik yiik dengesini
bozmak suretiyle inhibisyon gergeklestirirler (Ustiindag ve Yalgin, 2017).
Bakteriyosinlerin oldiiriicii etkisi hedef hiicrelerin sitoplazmik membranlarinda iki
sekilde meydana ¢ikmaktadir. Bunlar Wedge-modeli ve Barrel Stave olarak adlandirilan
etki mekanizmalaridir (Abanoz,2014). 1k etki mekanizmasinda bakteriyosinlerin pozitif

yikli N ve C uglarinin, membranlarin negatif yiiklii fosfolipidleriyle birlesmesi
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sonucunda por olusur ve membran fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar. Diger etki
mekanizmasinda ise; bakteriyosinler hiicre duvari sentezinin 6n maddesi olan Lipid II
molekiiliine baglanir, Lipid I molekiiliiniin peptidoglikan zincirine baglanmasini engeller
ve bu da hiicre duvar sentezininin durdurulmasiyla sonuglanir (Batu ve ark, 2014;
Abanoz, 2014).

Giliniimiizde nisin ve pediosin PA-1 lisansli olarak kullanimina izin verilen
bakteriyosinler olarak bilinmektedir (Alkis, 2016). Nisin, siit endiistrisinde, 6zellikle
peynir triinlerinde, endospor olusturucu bakterilerin, 6zellikle gaz iireten Clostridium
botulinum’un yani sira L. monocytogenes gibi diger proses sonrasi kirletici bakterilerin
cogalmasini Onlemek i¢in kullanilmaktadir. Isil islem gormiis kremlerde, depolama
sirasinda Bacillus cereus’un gelisimi diisiik konsantrasyonlarda nisin ile tamamen inhibe
edilmistir. Dilimlenmis peynirde, polietilen / poliamid ambalajinda hareketsiz nisinlerin,
LAB, Listeria innocua ve S. aureus popiilasyonunu azalttigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, peynir fermantasyonunda nisin kullanimi, baslangi¢ kiiltiirlerinin biiytimesini
engelleyebilir ve asitlenme ve / veya aroma olusumu iizerinde zararh etkileri olabilir.
Starterlerin peynir iretimi sirasinda nisin zararli etkisinden korunmasi ve nisin
stabilitesinin arttirilmasi icin, lipozomlar i¢ine yerlestirilmis Nisin Z’ nin basariyla test
edildigi ve ¢edar peynirindeki listerileri engelledigi bulundu (G alvez ve ark., 2008).

Fermente gidalardan izole edilen LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin renksiz,
tats1z ve kokusuz olmalari, toksik olmamalari, genellikle farkli pH ve sicaklik degerlerine
kars1 aktivitelerinin stabil kalmas1 ve birgok 6nemli 6zelliklerinden dolay1 biyokoruyucu
olarak gidalarda kullanim potansiyeli bulunmaktadir (Charyyev, 2016).

Siit ve siit lirtinlerinde bakteriyosinler 2 farkli sekilde kullanilabilir:

I. Siit ve siit iriinlerinde bakteriyosinlerin preparat halinde kullanimi- Nisin, pediosin,
LTA 2341 ve Mikrogard gibi ticari olarak iiretilen bakteriyosin preparatlari gidalarda
bozulma yapan bakterilerin kontroliinde kullanilmaktadir.

I1. Siit ve siit iirlinlerinde bakteriyosin iireten kiiltiiriin kullanimi- bu ¢aligsmalar genellikle
starter kiiltlir kullanima uygun oldugunu gostermistir.

Tablo 1.2’ de baz1 bakteriyosinler ve 6zellikleri gosterilmistir (Altuntas ve Ayhan, 2010).
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Tablo 1.2. Bakteriyosinler ve dzellikleri

Bakteriyosin Uretici mikroorganizma Ozellikler
Nisin Lactococcus lactis subsp. Lantibiyotik,genis spekturumlu,
Lactis ATCC 11454 kromozom /plazmid kaynakli,
bakterisidal, gelisme evresinin
sonlarinda iretilir
Pediosin A Pediococcus pentosaceus Genis spekturumlu, plazmid
FBB61 ve L-7230 kaynakli
Pediosin Pediococcus acidilactici H Genis spekturumlu, plazmid
AcH kaynakl1
Leucocin Leuconostoc gelidum UAL Genis spekturumlu,plazmid
187 kaynakli,bakterisidal,gelisme
evresinin baslarinda tiretilir
Helvetisin J Lactobacillus helveticus 481 | Dar spekturumlu, kromozom
kaynakli, bakterisidal
Karnobakteriyosin Carnobacterium piscicola Dar spekturumlu, plazmid
LV17 kaynakli, gelisme evresinin
baslarinda {iretilir

1.6.1.1. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi

Bakteriyosinlerin bir¢ok siniflandirilmast mevcut olsa da amino asit dizisi, yapisi
ve metabolik davranislarinda meydana gelen degisikliklerden dolay1 siniflandirilmalar:
halen devam etmektedir (Delibas, 2016).

Giiniimiizde bakteriyosinler igin farkli siniflandirmalar mevcut olsa da daha ¢ok
Klaenhammer’in 06zellikle Gram (+) bakterileri baz alarak yaptig1 smiflandirma
kullanilmaktadir. Bu siniflandirma biyokimyasal 6zelliklere dayanmaktadir ve buna gore
bakteriyosinler molekiil biiyiikliigii, kimyasal yapilari, etki mekanizmalar1 ve 1s1
stabilitelerine gore 4 sinifa ayrilmislardir. Biyokimyasal tanimlanmadan dolay1 daha ¢ok
ilk 3 smf dikkat ¢ekmektedir (Kurt ve Zorba,2005). Klaenhammer siniflandirmasi
asagidaki sekilde olmustur:

Sinif I: lantibiyotikler yani kii¢iik peptidler (nisin, lacticin 3147 A, lacticin 3147 B,
plantarisin C) 1siya kars1 stabil biyomolekiillerdir (Uludag, 2015); Sif II: kiigiik, 1s1ya
kars1 stabil peptidler; Sif III: 1siya duyarli biiyiik proteinler; Siuf IV: kompleks
bakteriosinler olarak adlandirilmaktadir (Giindogdu, 2016).

Gram pozitif bakteriler tarafindan tiretilen bakteriyosinler, sinif I ve II” ye ayrilir.
Nisin gibi sinif I bakteriyosin, diisiik molekiiler agirliga (<10 kDa) sahiptir ve termostatik,
hidrofobik ve lantiyonin ve metilantionin gibi modifiye edilmis translasyon sonrasi

kalintilar1 olan katyonik peptitlerdir (Da Costa ve ark.,2019). Bu gruptaki bakteriyosinler
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net pozitif yiike sahip, membran aktif peptidler olup, bakteri zarinda gézenek olusturarak
antimikrobiyal aktivite sergilemektedirler (Kurt ve Zorba, 2005). Bu grup lantibiyotikleri
icerir. Lantibiyotikler, karakteristik polisiklik tiyoeter amino asitleri lantionin veya
metillantiyonin ile doymamis amino asitler dehidroalanin ve 2-aminoizobiitirik asidi
iceren bir peptit antibiyotik sinifidir. Lantibiyotikler ayrica bilesigin yapis1 ve yiikiine
gore iki alt gruba ayrilabilir; Vida seklinde, kiigiik katyonik peptidlerden olusan Ia grubu
ve kiiresel sekle sahip anyonik veya notr peptitlerden olusan Ib grubu. Grup Ia
bakteriyosin Ornegi, nisin, subtilin, epidermindir. Bazi Grup Ib bakteriyosinleri
mersasidin, aktagardin ve sinnamisindir (Al-bayati, 2014).

Siif Il bakteriyosinlerinin  Smif I’den farkli olarak lantiyonin icermedigi
bilinmektedir (Ozkan, 2013). Sif II bakteriyosinler ayrica termostabil, hidrofobik,
katyonik ve diisik molekiiler agirlikli (<10 kDa) peptidlerdir, ancak genel olarak
amfipilik bir sarmal yapiya sahiptirler, bu da hedef hiicrenin sitoplazmik zarina
yerlestirilmesine izin vererek zar depolarizasyonunu ve hiicre 6liimiinii tesvik eder (Da
Costa ve ark., 2019). Bu sinifa modifiye olmamis, ribozomal olarak sentezlenen
antimikrobiyal peptidlerin ¢ogunlugunu olusturan bakteriyosinler dahildir. Post-
transyonel modifikasyona ugramadiklar1 ve sadece gerekli bakteriyosini, immuniteyi ve
transportu kodlayan genlere sahip olduklari i¢in yapisal olarak lantibiyotiklerden daha
basittirler. Bu grup bakteriyosinler 4 alt gruba boliinmektedir. Grup Ila; pediyosin benzeri
giclii antilisterial bakteriyosinleri, Grup I1b; iki peptid bakteriyosinleri, Grup llc; halkasal
bakteriyosinleri ve Grup IId ise diger lineer bakteriyosinleri kapsamaktadir. Grup II
bakteriyosinlerinin en biiyiik grubu olan Grup Ila bakteriyosinleri, Listeria inhibisyonuna
neden olan pediosin benzeri bakteriyosinler olarak adlandirilmaktadirlar (Kaya, 2013).

Eskiden mevcut olan sinif III bakteriyosinlere yiiksek molekiiler agirlikli (> 30
kDa) ve 1stya dayaniksiz olan peptidler dahil olmustur. Sinif III bakteriyosinler, Illa ve
IIIb alt siniflarindan ibaret olmustur. Eski alt sinif I11a peptidleri (lisostafin ve enterolisin
A), hiicre duvarmin hidrolizi ile hiicre par¢alanmasini tesvik eder. Buna karsilik, dnceki
alt sinif IIIb (helveticin J), lizise neden olmayan, membran potansiyelinin dagilmasi ve
ATP’ nin hiicre i¢i konsantrasyonunda azalmaya neden olan peptidleri igerir (Da Costa
ve ark., 2019).

Eski Smif IV bakteriyosin molekiilleri karbonhidratlar veya fosfolipidler gibi bir
veya daha fazla fonksiyonel grubun birlestirilmesine bagli aktiviteye sahip olmustur,

bunlara, laktosin 27 ve leucocin S gibi bakteriyosinler kompleksleri dahil olmustur,
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atamadan beri, artik bakteriyosin olarak kabul edilmemektedir. Bakteriyosinler, diger
yiiksek molekiiler agirlikli antimikrobiyal proteinleri igermeyen, sadece ribozomlarda
sentezlenen kiiglik peptitlere karsilik gelir (Da Costa ve ark., 2019).

Genel olarak bakteriyosinler sentezlendikleri bakteri tiirlerinin cins isimlerine gore
adlandiriimaktadir (Ustiindag, 2016).

Ticari agidan en yaygin I. Sinif bakteriyosinler olarak nisin varyantlari, nisin A ve
Z’dir; bununla birlikte, nisin Q, U, U2 ve nisin F de dahil olmak iizere diger varyantlar
tespit edilmistir. Nisin A, nisin Z, nisin F ve nisin Q, Lactococcus lactis tarafindan tiretilir.
Nisin U ve Nisin U2, Strep. iiberis tarafindan {iretilir. Bunlardan sadece Nisin A ticari
olarak, cesitli sekillerde de olsa, drnegin, %2,5 Nisin A igeren bir {iriin olan Nisaplin®
olarak temin edilebilir. Agiz saglhigi ile ilgili olarak, lantibiyotik salivarisin A’y1 {ireten
bir Streptococcus salivarius’un, agiz kokusunda yer alan bakterileri azalttigi
gosterilmistir. Bu agidan en 6nemli II. sinif bakteriyosin ise, ticari liriinii Alta TM 2341
seklinde mevcut olan pediocin PA- 1°dir. Bu fermente, bir dizi gidada raf 6mrii uzatici
olarak ve yemeye hazir et lriinlerinde L. monocytogenes’e karsi koruyucu olarak
kullanilir (Collins ve ark., 2010).
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2. MATERYAL-METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan 6rnekler

Azerbaycan’dan gerekli kosullar altinda laboratuvara getirilmis yoresel siit
tiriinlerinden LAB izolasyonu yapilmistir. Bunlar 5 farkli ile ait beyaz peynir (2 farkli
cesit Gedebey, Naxcivan, Garabag Motal, Ordubad, Ismayillr),1 adet kesmik (Ismayullr)
ve 1 adet kaymak (Ismayill1) 6rnegi olmustur. ismayilli kaymagi (bozulma nedeniyle)
sayim islemleri disinda hicbir isleme tabi tutulmamistir. Sekil 2.1°de (http-1) Azerbaycan

haritasinda drneklerin ait oldugu iller gosterilmistir.

Sekil 2.1. Azerbaycan haritasi (orneklerin ait oldugu iller)
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2.1.2. Kullamlan kimyasallar

Calismalarimizda kullanilmis bazi kimyasallar Tablo 2.1’ de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasallar

Kullanilan malzeme Markasi
Agarose Sigma
MQ su Gibco
10X TAE ¢ozeltisi Fisher
PCR Mix Biolabs
PCR DNA Markir Invitrogen
Tris-HCI (1M pH 8) Invitrogen
SDS Amresco
Proteinaz K Sigma
Lizozim Sigma
Fenol-Kloroform-izoamil alkol Amresco
CTAB Amresco
izopropanol Sigma
Etanol Riedel de Haen
Tris base Sigma
EDTA (0.5 M pH 8) Gibco
SDS-Page igin markir Sigma
Acrylamide/ bis-acrylamide (%30) Sigma
Temed Fluka
NaCl (5M) Promega
PBS (10X) Multicell
Formamide Promega
Formaldehid (%37) Fluka
UltraPure Distilled Water Invitrogen
DAPI Sigma
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2.1.3. Kullamlan besiyerleri

Asagidaki tablolarda her bir besiyeri igin 1 litre hazirlanma igerigi (http-2)

gosterilmistir.

Tablo 2.2. MRS agar (Lactobacillus Agar acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE. Merck 1.10660)

Madde Miktar (g/l)
Dipotasyum hidrojen fosfat 29
Diamonyum hidrojen sitrat 29

D (+) Glikoz 209
Magnezyum siilfat 0,29
Mangan siilfat 0,049
Et ekstrakti 10g
Pepton 109
Sodyum asetat 5¢
Maya ekstrakti 49
Tween® 80 19
Agar -agar 149
Distile su 1000 ml

edilmistir.

Besiyerinin pH’s1 5,7+0,2° ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

Tablo 2.3. MRS broth (Lactobacillus Broth acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE. Merck 1.10661)

Madde Miktar (g/l)
Dipotasyum hidrojen fosfat 29

D (+) Glikoz 209
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,29
Mangan siilfat tetrahidrat 0,049
Et ekstrakti 8¢
Kazein Peptonu 109
Sodyum asetat 59
di-amonyum hidrojen sitrat 29
Yeast ekstrakti 49
Distile su 1000 ml

edilmistir.

Besiyerinin pH’s1 5,7+0,2” ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
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Tablo 2.4. M 17 agar acc. to Terzaghi (Merck 1.15108)

Madde Miktar (g/l)
Soya peptonu 509

Et peptonu 259
Kasein peptonu 259
Maya ekstrakti 259

Et ekstraktti 59
Laktoz monohidrat 50
Askorbik asit 059
Na—p—gliserolfosfat 199
Magnezyum sulfat 0,259
Agar -agar 12,759
Distile su 1000 ml

Besiyerinin pH 7,2 + 0,2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Tablo 2.5. M 17 broth acc. to Terzaghi (Merck 1.15029)

Madde Miktar (g/l)
Soya peptonu 509

Et peptonu 25¢
Kasein peptonu 25¢g
Maya ekstrakti 259

Et ekstraktti 59
Laktoz monohidrat 50
Askorbik asit 059
Na—p—gliserolfosfat 199
Magnezyum sulfat 0,259
Distile su 1000 ml

pH ’s1 7,2 = 0,2’ye ayarlanmig ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Tablo 2.6. Plate Count agar (Merck 1.05463). Casein-peptone Dextrose Yeast Agar ;PCA

Madde Miktar(g/l)
Kazein peptonu 59

Maya eksrakti 25¢

D (+) Glikoz 1lg
Agar-agar 1l4¢g

Distile su 1000ml

Besiyerinin pH ’s1 7,0+0,2 ’ye ayarlanmig 121 °C” de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.




Tablo 2.7. Potato Dextrose agar (Merck 1.10130); PDA

Madde Miktar(g/l)
Patates infusion 49

D(+) Glikoz 209
Agar-agar 15¢g

Distile su 1000 ml

Besiyerinin pH's1 5,6+0,2'ye ayarlanarak 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Tablo 2.8. VRB (Violet Red Bile Agar) agar (Merck 1.01406)

Madde Miktar(g/l)

Et peptonu 79

Maya ekstrakti 30

Laktoz 109

Sodyum kloriir 5¢

Ox hile 159

Neutral Red 0,039

Kristal violet 0,002 g

Agar-agar 139

Distile su 1000 ml
Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon, kaynar su banyosunda besiyerini eriterek veya
mikrodalga firinda kaynatilarak steril edilebilir. Sterilizasyon sonrasi pH 7,4+0,2 olmalidir.

Tablo 2.9. TSB yumusak agar (Tryptic Soy Broth (TSB)) (Merck 1.05459) + %0,7 agar)

Madde Miktar(g/l)
Kazetin peptonu 179
Soya peptonu 39
D (+) Glikoz 259
Sodyum klortir 50
Dipotasyum hidrojen fosfat 259
Agar-agar 79
Distile su 1000 ml
Besiyerinin pH ’s1 7,340,2 ’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.
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Tablo 2.10. Mueller-Hinton broth (Merck 1.10293)

Madde Miktar(g/l)
Meat infusion 29
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 159
Distile su 1000 ml
Besiyerinin pH ’s1 7,440,2 ’ye ayarlanmig ve 121 °C ’de 15 dakika steril edilmistir.

Tablo 2.11. Mueller-Hinton agar (Merck 1.05437)

Madde Miktar(g/l)
Sigir eti—kalp ekstrakti 49
Kazein hidrolizat 1759
Nisasta 159
Agar -agar 13 g
Et infizyonu 29
Distile su 1000 ml
Besiyerinin pH ’s17,4+0,2 ’ye ayarlanmig ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Tablo 2.12. Brain Heart broth (Merck 1.10493)

Madde Miktar(g/l)
Beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar 27549
D (+) Glikoz 29
Sodyum kloriir 50
Na 2HPO4 259
Distile su 1000 ml
Besiyerinin pH’s1 7,4+0,2 ’ye ayarlanmig ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.4. Kullamlan kimyasal c¢ozeltiler

Kimyasal ¢ozeltilerin icerigi asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 2.13. Fizyolojik tuzlu su (%0,85' lik sodyum kloriir ¢ozeltisi)

Madde Miktar(g/l)
Sodyum kloriir 859
Distile su 1000 ml

Homojenizasyon iglemi i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanilir
(Uyar, 2018).
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Tablo 2.14. %20’ lik gliserol ¢ozeltisi

Madde Miktar(g/l)
Gliserol 20 ml
Distile su 80 ml

sonra kullanilir (Uyar, 2018).

Gliserol ¢ozeltisi stok alma isleminde 121 ° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten

2.1.5. Kullanilan boyalar

Kullanilan boyalarin igerigi tablolar halinde gdsterilmistir.

Tablo 2.15. Kristal violet

Madde Miktar(g/l)
Kristal violet 209
Etil Alkol (%95) 20 ml
Amonyum Oksalat 0,2¢
Distile Su 20 ml

(Uyar, 2018).

Oncelikle kristal violet 10 ml etil alkol icerisinde ¢oziiliir ve iizerine 20 ml distile su icerisinde

¢Oziinmiis amonyum oksalat aktarilmistir. Kullanmadan 6nce karigim filtreden gegirilmistir

Tablo 2.16. Safranin

Madde Miktar(g/l)
Safranin 0,259

Etil alkol (%95) 10 mi
Distile su 100 ml

Safranin alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra lizerine distile su ilave edilmis ve 24 saat sonra

¢ozelti filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiistiir (Yigit, 2009).

Tablo 2.17. Lugol

Madde Miktar(g/l)
fyot 50
Potasyum iyodiir (KI) 109

Distile su 100 ml

distile su ile 100 ml *ye tamamlanmistir (Yigit,2009).

Potasyum iyodiir 20-30 ml distile suda ¢oziildiikten sonra iizerine iyot eklenmistir ve ¢ozelti
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2.1.6. Kullanilan test mikroorganizmalari

Kullanilan test mikroorganizmalar1 Tablo 2.18’de ve Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.18. Kullanilan test mikroorganizmalart

Mikroorganizma Kiiltiiriin temin edildigi yer | Optimum Gelisme sicakhgi
Bacillus cereus Anadolu Univ. Eczacilik Fak. 30°C
Escherichia coli ATCC 35218- AU. Ecz. Fak 37°C
Staphylococcus aureus | ATCC 29213-AU. Ecz. Fak 30°C
Salmonella typhi Anadolu Univ. Eczacilik Fak. 37°C

Sekil 2.2. Kullanilan test mikroorganizmalari
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2.1.7. Ekstraksiyon tamponu

Toplam niikleik asit ekstraksiyonu i¢in kullanilan ekstraksiyon tamponunun pH’s1

8.0’a ayarlanmalidir (Poyraz, 2018).

Tablo 2.19. Ekstraksiyon tamponu

Madde Miktar(g/l)
100 mM Tris-HCI 0.7880 gr
100 mM EDTA 1.5760 gr
MQ su 100 ml

2.1.8. SDS -PAGE ic¢in gerekli malzemeler

SDS-PAGE i¢in gerekli malzemeler tablolar halinde gosterilmistir.

Tablo 2.20. SDS-PAGE igin gerekli jeller (Mutlu, 2006)

Madde %12°1luk 10 ml Ayirma jeli 3 ml Yiikleme jeli
H20 3.3ml 2.1ml
%30 akrilamid 4 ml 0.5ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml -
1.0 M Tris (pH 6.8) - 0.38 ml
%10 SDS 0.1 ml 0.03 ml
%10 Amonyum persiilfat 0.1ml 0.03 ml
TEMED 0.004 ml 0.003 ml

Tablo 2.21. Jel tamponlar

Madde Ayirma jeli icin kullanilan Yiikleme jeli icin kullanilan
Tris -base (sigma) 18,16 g 12,11 ¢g
Ultra saf su (deiyonize su) 100 mi 100 mi

Uygun pH’lar ayarlanmistir (Erbulucu, 2012).

Tablo 2.22. (%210) SDS solusyonu (sodyum dodesil-siilfat) (Béliikbas, 2007)

Madde Miktar(g/l)
Sodyumdodesilsiilfat (SDS) 10¢g
Distile su 100 ml
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Tablo 2.23. APS (%10) Amonyum persiilfat solusyonu (Boliikbas, 2007)

Madde Miktar(g/l)

Amonyum persiilfat 109

Distile su 100 ml
Tablo 2.24. 4x Loading sample buffer (10 ml)

Madde Miktar(g/l)

1 M Tris- HCI (pH 6.8) 2ml

SDS 08¢

100% Glycerol 4 ml

14.7 M B -mercaptoethanol 0.4 ml

Bromophonol blue 8 mg

0.5M EDTA 1ml

1x Loading sample buffer kullanilmistir (Uziimcii, 2009).

Tablo 2.25.Yiiriitme tamponu (SDS Running Buffer (10x)) (pH: 8.3) (Uziimcii, 2009)

Madde Miktar(g/l)
25 mMTrisma- Base 30

192 mM Glycine 1449
%10’ luk SDS 1lg

Distile su 1000 ml

Tablo 2.26. Boyama soliisyonu (%60.025 coomassie blue R-250, %40 methanol) / stain solution (Ates, 2017)

Madde Miktar(g/l)
Coomassie blue R-250 05¢
Methanol 800 ml
Acetic acid 140 mi
Distile su 2000 ml

2.1.9. FISH tamponlari

FISH yonteminde kullanilmig FISH hibridizasyon tamponu (Amann ve ark., 1990)
ve FISH yikama tamponu (Amann ve ark., 1990) igerikleri sirasiyla Tablo 2.27 ve Tablo
2.28’ de gosterilmistir.
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Tablo 2.27. FISH hibridizasyon tamponu

Madde Miktar(g/l)
Tris-HCL (1M pH 8) 40ul
NaCl (5M) 360 ul
Formamide 700 pl
SDS (%10) 2 ul
MQ su 900 pl
Hazirlanmis tampon buz igerisinde tutulmalidir.

Tablo 2.28. FISH yitkama tamponu

Madde Miktar(g/l)
Tris-HCI (1M pH 8) 1ml
NaCl (5M) 700 pl
EDTA (0.5 M) 500 pl
MQ su 50 ml

2.2. Metot
2.2.1. Homojenizasyon

Steril cam kavanozlarda laboratuvara getirilmis 6rnekler 6ncelikle homojenizasyon
islemine tabi tutulmustur. Bunun i¢in her 6rnekten 25 g olmakla steril folyo {izerinde
hassas terazide tartim yapilmistir. Tartilan Ornek filtreli membran torba igerisine
aktarildiktan sonra lizerine 225 ml FTS (Serum Fizyolojik- %0,85 NaCl) ¢ozeltisi
eklenmis ve 1-2 dakika siire araliginda stomacher cihazinda homojen hale getirilmistir.
Bu sekilde seyreltme oran1 1:10 olmakla 107 lik diliisyon elde edilmis ve bu diliisyon
bir sonraki adimlarda kullanabilmek i¢in steril erlene aktarilmistir (Pichart, 2004,
Halkman 2005). Sekil 2.3’ de peynir Ornegi ve Stomacher cihazi yardimiyla

homojenizasyon islemi gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Peynir ornegi ve Stomacher cihazi yardimiyla homojenizasyon iglemi

2.2.2. Gida orneginin seyreltilmesi ve ekim

101" 1ik diliisyondan 107" ye kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Bunun igin 107" lik
dilisyondan 1 ml alinip 9 ml seyreltme ¢ozeltisine (6nceden tiiplerde steril etdigimiz
FTS) aktarilmis ve vorteks cihaziyla karistirilmistir.Islem bu sekilde devam etdirilerek
10’ lik diliisyondan diger diliisyonlar elde edilmistir (Halkman, 2005; Harrigan, 1998).

10* — 107 araligindaki diliisyonlar kullanilarak yayma plak yontemiyle ekim
yapilmustir. 15-20 ml kat1 agar besiyerlerine diliiyonlardan 0,1 ml aktarilmis ve steril
Drigalski spatiilii yardimiyla sivi tiim yiizeye homojen bir dagilim saglayacak sekilde
yayilmigtir. Ekim yapildiktan sonra farkli bakterilerin gelisimine uygun olarak
inkiibasyona tabi tutulmustur. Sonrasinda bakteri koloni sayimi ve LAB i¢in saf
kolonilerin izolasyonunu gergeklestirilmistir (Tunali, 2014; Pichart, 2004). Sekil 2.4’ de

bu asama gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Diliisyon ve ekim islemleri

2.2.3. Mikrobiyolojik sayim yontemleri
2.2.3.1. Klasik sayim yontemi

Gerekli inkiibasyon siiresinin sonunda petri kutusundaki koloniler sayilarak
materyeldeki canli hiicre sayisi belirlenir. Istatiksel bir kural olarak dogru bir sekilde
sayim gerceklestirmek i¢cin dokme ve yayma ekim zamani sayim yontemlerinde bir petri
kutusundaki koloni sayisinin 30-300 arasinda bulunmasi gerekmektedir. Kati besiyerinde
sayim zamani koloni sayisi petri lizerindeki seyreltme faktorii ile ¢arpilarak hesaplanma
yapilir (Giiven ve Zorba, 2016). Toplam mezofilik aerob mikroorganizma (TMAB),
toplam koliform (TC), maya ve kiif sayim1 (YM), laktik asit bakteri (LAB) sayimi i¢in
bakteri gelistirme ortamlar1 Tablo 2.29° da gosterilmistir (Halkman, 2005).

Tablo 2.29. Bakteri gelistirme ortamlar

Bakteri cesidi Inkiibasyon siiresi Inkiibasyon sicakhg1 Kullanilan besiyeri
TMAB 48 saat 30°C PCA
TC 24 saat 37°C VRBA
YM 3-5 giin 27°C PDA
LAB 48-72 saat 30+10°C MRSa veya M17a.

2.2.3.2. Tempo cihaziyla sayim yontemi

Klasik sayim yonteminin yani sira Tempo BioMeriux cihazi yardimiyla otomatik
sayim gergeklestirilmistir. Bu yontemle sayim zamani Tempo kitleri kullanilmigtir. Bu
kitler 8 adet olmakla besiyeri siseleri ve kartuslardan ibaretdir. Sekil 2.5 de Tempo
Kitleriyle yapilan islem gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Tempo kitleriyle islemin ger¢eklestirilmesi

Bu yontemle sayim yaparken asagidaki adimlar takip edilmistir:

Oncelikle laboratuvara aseptik kosullarda getirilmis her 6rnek 25 g tartilarak 225
ml FTS icerisinde homojenize hale getirilip 10" lik diliisyon hazirlanmistir. ik asama
Tempo Hazirlik istasyonu (Tempo PRep) bilgisayariyla gerceklestirilir. Niimuneleri
tanimlamak i¢in Tempo Hazirlik istasyonu veya okuma oturumunu agmak gerekir. ilk
dilusyon hazirlanmasindan Tempo kartuslarina aktarilmasi arasinda gecen zaman 45
dakikay1 asmamalidir. Ornek ismi bilgisayara girildikden sonra énce siseler iizerindeki
barkod sonra sirastyla kartuslarin barkodu okutulmustur.

Ilgili tempo kartinin barkodu taratildiktan sonra ekranda diliisyon araligi secilmis
(1/40; 1/400) ve diliisyon birimi cfu/ml seklinde ayarlanmistir.Secilen diliisyon araligi
1/40 ise 1 ml 107 diliisyon +3 ml su, 1/400 ise 0,1 ml 10 diliisyon + 3.9 ml distille su
besiyerine aktarilir. Oncelikle 11 diliient eklenmelidir. II diliient (distille su) ve niimune
besiyerine eklenip vortekslendikten sonra tempo kartiyla birlestirilip Rak’a toplanmisdir.
Rak Tempo Doldurucusuna yerlestirilmisdir. Islem sonucunda hazirlanan 6rneklerin
kartuglara doldugu goriilmiistiir. Sonuncu adimda kartlar inkiibasyon Rak’1na yerlestirilip
uygun dereceli etlivlere birakilmistir. Burada; a) elimizde olan CC (Coliform Count), EB
(Enterobacteriaceae), TC (Total Coliforms), EC (E.coli), STA (S.aureus) Kitleri 37 °C’
lik etiivde 24- 27 saat; b) AC (Aerobic Count) ve LAB (Lactic Acid Bacteria) 30 °C’ lik
etiivde 48 saat; ¢) YM (Yeasts/ Molds) ise 27 °C’ lik etiivde 3 giin (72-76 saat) inkiibe
edildikten sonra Tempo® okuyucusuna yerlestirilmis ve okutma yapilmistir (http-3).
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2.2.4. Tzolasyon, saflastirma ve muhafaza

Ekim sonrast MRS ve M17 agarlarda iiremis LAB olmasindan siibhe edilen
koloniler secilerek izole edildikleri besiyerlerinin sivi haline inokiile edilmistir. Segilen
koloniler burada gelistirildikten sonra tekrardan kati besi yerlerine ekim yapilarak saf
kiiltiirler elde edilmistir (Elgioglu,2010). Elde edilen saf kiiltiirler ilerde yapilacak
testlerde kullanilmak i¢in -85 °C’de %20’lik gliserol igerisinde stok halinde muhafaza
edilmistir (Yigit,2009). Sekil 2.6’da izolasyon ve saf Kkiiltlirlerin muhafazasi

gosterilmistir.

Sekil 2.6. Bakterilerin izolasyonu ve saf kiiltiirlerin muhafazasi

2.2.5. Gram boyama

1884 yilinda Danimarka’l1 bilim adam1 Dr. Christian Gram tarafindan gelistirilmis
Gram boyama yontemi bakterilerin siniflandirilmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Bakteriler
gram Ozelliklerine gére Gram- pozitif ve Gram- negatif olmak iizere ikiye ayrilir. Gram
boyama yontemi asagidaki adimlardan ibaretdir.

Lam bek alevinden gegirilerek steril edilmistir.24-48 saat’lik taze kiiltiirden steril
0ze ile toplu igne bas1 biiylikliigiinde alinarak lam {izerine koyulmus 1 damla su igerisinde
emiilsifiye edilip 6ze ile yiizeye yayilmis ve havada kurumasi beklenmistir. Hazirlanmis
preparat 3 kez bek alevinden gecirilerek fiksasyon yapilmistir. Sekil 2.7°de preparatlar
gosterilmistir. Preparat ilk 6nce kristal violet ile boyanmis ve 1 dakika bekledikden sonra
fazla boya su ile (¢esme suyu) akitilmistir. Sonra iyot- liigol ¢ozeltisi ile boyayip 1 dakika
bekletilmistir ve fazla boya su ile akitilmistir. Preparat alkolle muamele edilip 10 saniye
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bekletilmis ve yine su ile akitildikdan sonra havada kurumaya birakilmistir. Sekil 2.8” de
boyanmis preparatlar gosterilmistir. Son olarak preparata 1 damla immersiyon yag
damlatilip 151k mikroskobunun 100 liikk objektifiyle incelenmistir. Aldigimiz sonuclara
gore mor renkli bakteriler Gram (+), pembe renkli olanlar ise Gram (-) olarak kabul
edilmistir (Tunali 2014; Karahan ve ark., 2002).

Sekil 2.8. Boyanmus preparatlar

2.2.6. Katalaz testi

Cogu aerobik bakteri katalaz enzimi iiretir. Testin prensibi, bir kiiltlir hidrojen
peroksit ¢ozeltisi ile karistirildiginda hidrojen peroksitin su ve oksijene doniistiiriilmesidir
ve bu katalaz enziminin var oldugunu gosterir. Birkac saniye iginde iiretilen gaz
kabarciklarinin olmamasi, kiiltiiriin katalaz negatif oldugunu gosterir (Bell ve ark., 2005).
Katalaz testi icin kat1 besiyerinde 24-48 saatde gelistirilmis taze bakteri kiiltlirlinden
kiirdan yardimiyla kiiclik miktar alinip lam tizerine koyulmus ve tizerine %3’ liik H2O>

ilave edilmistir. 1 dakika bekleyerek gaz kabarciklarinin olusup olugsmadig1 gézlenmistir.
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Gaz kabarcig1 olusumu gozlemlenen kiiltiir igin test pozitif, gaz kabarcigi goriilmeyen

kiiltiirler icin ise test negatif olarak kabul edilmistir (Ongiin, 2015).

2.2.7. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Bu islemde o6ncelikle kalip DNA hazirlanmistir.Bunun i¢in 24-48 saatlik saf
kiiltiirden 1 parca alinarak dnceden igerisine 200ul MQ su (Nucleaz Free) olan PCR
tiiplerine eklenmis ve ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanmis bu karisim PCR cihazina yerlestirilip
10 dakika 96 °C’ de hiicrelerin lize edilmesi saglanmistir (Poyraz, 2018).

Sonraki adimda her bir PCR tiipline 12.5 pl 1x’ lik Master mix, 9.5 pl su (MQ
su),1ul 27F Forward primer ,1ul 1492 R Reverse primer eklenmistir. En son 1 pl kalip
DNA eklenmis ve toplam 25 pl’ ye tamamlanmistir (Avci, 2015 protokolii modifiye
edilerek kullanilmistir). Reaksiyonlar icin Applied Biosystems® Thermal Cycler (Sekil
2.9) cihazi kullanilmigtir. PCR tiipleri cihaza yerlestirilerek Bacter 50 programi
uygulanmustir; 1. Denaturasyon- 94 °C’de- 3 dakika; 2. (30x)- Denaturasyon- 94 °C’de-
30 san,Baglanma- 50 °C” de-1 dakika, Uzama — 72 °C’ de- 2 dakika; 3. (1x)- Final uzama-
72 °C’ de 10 dakika,4.4°C’de siiresiz (Ramadan, 2014 protokolii modifiye edilmistir).

BB B Coms

Veriti 225

Sekil 2.9. Applied Biosystems Thermal Cycler cihazi
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Hazirlanmis PCR firiinleri agaroz jel elektroforeze tabi tutulmustur. Ornek sayisina
gore tabla Olglisti secilmis ve %1°lik jel agaroz jel hazirlanmigtir. PCR {irlinleri %1°lik
agaroz jele yiiklendikten sonra 1X’ lik TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu igine
yerlestirilmis (Sekil 2.10) ve 40 dakika 90 V’da elektrik akimiyla yiiriitiilmiisdiir. DNA’
nin jelde goriiniir hale gelmesi i¢in jel hazirlanirken igerisine GelRed Nucleic Acid Stain
boyama soliisyonu eklenmistir. Igerisine eklenip tablaya aktarilmus, iizerine tarak takilmas
ve 20 dakika donmasi beklenmistir. 5 pl 6rnek 1 ul yiikleme boyasi (Fermentas 6X
Loading Dye Solution) ile karistirilip kuyucuklara aktarilmigtir. Bununla beraber olusan
tirtin boyutunu tespit edebilmek i¢in 1 kb DNA Ladder marker de boyayla karistirilarak
agaroz jele yiiklenmistir. PCR o6rnekleri jele yiiklenirken bakteri oldugu bilinen (+)
kontrol de kullanilmigtir. Sonra Jeller UV veren transilliiminator Biolab Uvitec cihaziyla

incelenmis ve goriintiiler kaydedilmistir (Poyraz,2018; Sonmez, 2018).

Sekil 2.10. Agaroz jel elektroforez

2.2.8. lzolatlarim bakteriyosin iiretim yeteneklerinin belirlenmesi
Izolatlarin antimikrobiyal etkisini belirlemede 3 farkli yéntem kullanilmistir. Her

3 yontem igin izolatlardan siipernatant elde edilmistir. 10ml MRS Broth’da canlandirilmig

24-48 saatlik besiyeri karisik bakteri 15 ml’ lik falkon tiipe aktarilmis ve 10000 rpm’ de
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10 dakika 4 °C’ de santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatantlar siringalar yardimiyla
cekilerek 0,45 pl por ¢apli membran filtreden siiziilmiis ve siiziintiiler steril deney
tiiplerine aktarilmistir (Demir, 2014).

[k yéntem olarak spot- on lawn metodu kullamlmustir. Test bakterileri BHI brothda
gelistirildikten sonra yogunluklar1 Mc Farland 0,5 yogunluguna ayarlanmig (Karagiil,
2010) ve sonra BHI agar lizerine steril ekiivyonla tam yiizeyi kaplayacak sekilde
yayilmistir. Daha sonra bakterilerden elde etdigimiz siipernatantlardan 10 pl nokta ekimi
yapilmustir. 37 °C’ de 24 saat inkiibasyondan sonra 2 mm veya daha biiyiik inhibisyon
zonlari pozitif olarak kabul edilmistir (Bayram, 2005 modifiye edilmistir).

Kullanilmig test bakterileri — E.coli, S. aureus, S.typhi, B.cereus 30 °C’de 24 saat
BHI ve MH Broth’ da canlandirilmistir.

Ikinci yontem olarak kullandigimiz kuyu difiizyon yonteminde hazirladigimiz
%0,7 agarli TSI yumusak agar kiiciik tiiplere 5 ml olmakla eklenip 50 °C’ lik su
banyosunda bekletilmistir. Sonra 6ncelikle patojen bakteriden 100 pl olmakla yumusak
agara 45 °C sicaklik halinde ekleme yapilmis ve tam karistirilarak 6nceden petrilere
eklenmis MRS agar {izerine aktarilmistir. Steril edilmis mantar delici yardimiyla her
petride 8 mm ¢apl1 kuyucuklar agilmis ve kuyucuklara her siipernatantdan 100 pl olmakla
eklenmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra olusan 2 mm veya daha biiyiik inhibisyon
zonlar pozitif degerlendirilmistir (Abanoz, 2014 modifiye edilmistir).

Sonuncu yontem olarak farkli agar kuyu diflizyon yontemi kullanilmistir. Test
bakterileri dnceden MH brothda 24 saat canlandirilmis ve 0,1 ml MH agar {izerine
homojen bir sekilde yayilmistir. Sonra {izerinde mantar deliciyle delikler agilmis ve her
kuyucuga 100 pl farkli bakteri slipernatant1 eklenmistir. 2 saat siipernatantin emilmesi
beklendikten sonra petriler etiivde kapaklari altda kalmak sartiyla 24 saat tutulmustur (Al-
Bayati, 2014; Sezer, 2007 modifiye edilmistir).

2.2.9. Toplam niikleik asit ekstraksiyonu

Oncelikle gida (Gedebey (1), Garabag Motal, Naxcivan, Ordubad, ismayilli beyaz
peynirleri ve Ismayilli kesmigi) 6rneklerimizin 107" diliisyonlarindan 1 damla alinarak
151k mikroskobuyla bakteri yogunlugu belirlenmistir. Gedebey (2) beyaz peynir 6rnegi
yeterli miktarda mevcut olmadigi i¢in bu islemde kullanilamamistir. Mikroskopla

inceleme sonrasinda asagidaki adimlar takip edilmistir:
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1. Ornekleri 2 ml olarak ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra vortekslenerek homojenize
hale getirilmis ve tiipler her birinde 1 ml 6rnek olmakla 2’ ye boliinmiistiir.

2.15 dakikada 13000 rpm’ de santrifiij yapildiktan sonra pelet kismi tizerinden devam
edilmistir.

3. Pelet tizerine 600 pl ekstaksiyon tamponu koyulmustur.

4. 10 pl lizozim eklenip 15 dakika 37 °C’ de ¢alkalayici etiivde inkubasyona birakilmistir.
5. 10 ul proteinaz K ekleyip vortekslenmistir.

6. Her tlipe 0.3 gr zirkonyum boncuklar koyulmus ve 90 saniye vortekslenmistir.

7. Sonra 60 ul SDS ekliyoruz ve 30 dakika 37 °C” de galkalayici etiivde inkubasyona
birakilmistir.

8. 120 ul NaCl solusyonu eklenmistir.

9.90 ul CTAB eklenmistir.

10.1 saat 55 °C ’lik su banyosunda bekletilmistir. 1 saat araligindayken arada ters- diiz
edilerek c¢alkalanmistir.

11. Sonra 12000 x g’ de 10 dakika santrifiijlenmis ve zirkoniumlar1 almamaya dikkat
ederek siipernatant kismi1 temiz tiipe aktarilmistir.

12. Ve iizerine ayni hacim fenol: kloroform: izoamilalkol ( 25:24:1) eklenmis ve 12000
X g’ de 2 dakika santrifiijlenmistir.

13. Ust kisim alinip temiz tiipe aktarilmis ve iizerine 1/10 kadar NaAc ve 2 hacim %100’
lik soguk etanol eklenmistir. Suspansiyon karistirilmis ve -20 °C ’de 1 gece
bekletilmistir.

14. 1 gece beklemenin ardindan 14000 x g’ de 10 dakika santrifiijlenmistir.

15. Siipernatant atilmig ve pelet iizerine biraz %70 ’lik etanol eklenerek (alkolun soguk
olmasi1 6nemlidir, 6nceden -20 °C’de tutulmus alkol kullanilmistir) 11 dakika 12000 x g’
de santrifiijlenmistir.

16. Alkolu atip peleti tamamen kuruttuktan sonra tizerine 100 ul MQ su eklenmis ve jel

elektoforeze tabi tuttulmustur (Poyraz ,2018; Quigley ve ark., 2012 modifiye hali).

2.2.9.1. Hlumina MiSeq platformu ile 16S rDNA gen-hedefli DNA dizileme ve

komiinite analizi

Orneklerden elde edilen toplam niikleik asit ekstraktlarindan Illumina MiSeq
platformu kullanilarak 16S rDNA’ya dayali gen dizileme, BM Labosis Firmasi’nda
(Ankara, Tirkiye) gergeklestirilmistir. Illumina platformunda 16S rDNA gen-hedefli,
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cift-uclu dizileme gerceklestirilmistir. Amplifikasyon i¢in “Earth Microbiome Project”de
(http-6) Onerilen protokole uygun primer seti ile gergeklestirilmistir. Genin V3-V4
bolgesini hedef alan 515F (5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") — 806R (5°-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’) primerleri kullanilmistir (Caporaso ve ark., 2011;
Apprill ve ark., 2015; Parada ve ark., 2016).

2.2.10. SDS-PAGE yontemi

SDS-PAGE proteinlerin poliakrilamid jel gibi bir mobil ortamda elektrik akimi
yardimtyla molekiil agirliklarina gore ayrilmalarini saglayan bir elektroforez yontemidir.
Bu yontem yardimiyla karisimdaki proteinlerin ¢esitliliginin tanimlanmasi, kalitatif ve
kantitatif Olglimler yapilmasi miimkiindiir. Bu yontemde Oncelikle Ornegin
(mikroorganizma) proteinleri ozmotik sok, sonikasyon,deterjan ve enzim uygulamalari
ile primer yapiya doniistiiriilerek elde edilir. Bu ekstraktaki toplam protein miktari
Warburg-Christian, Bradford ve Lowry gibi yontemlerden biri ile belirlenir.Sonra protein
cozeltisi Ornek tamponu ile karistirilir ve baz1 kimyasallarla miiamele edilerek yiikii ve
yapisal 6zellikleri degistirilip elektroforez islemine tabi tutulur (Giiven, 2008).

SDS-PAGE denemelerinde kullanilan jel iki kistmdan olusur: Alt kisim ayirma
jeli, iist kisim yiikleme jeli olarak adlandirilir. Dikey jel sisteminde iki adet 10 x 8 cm ve
10 x 7.5 cm 6lgiilerinde cam plaka kullanilmigtir. Cam plakalar Bio-Rad jel elektroforez
tankina siviyr sizdirmayacak sekilde yerlestirildikten sonra Sml %12’ lik ayiric1 jel
dokiilmiistiir. Uzerine distile su ilave edilerek jelin iist kismi sabitlenmis ve ayirict jelin
polimerizasyonu i¢in 1 saat beklenmistir. Jelin kuruduguna emin olduktan sonra su filtre
kagidi ile kurutulmustur ve iistte kalan kisim yiikleme jeli ile tamamlandiktan sonra tarak
yerlestirilmistir. Yikleme jelin polimerizasyonu i¢in 40 dakika beklendikten sonra
plakalar elektroforez tankina yerlestirilmis elektrot tamponu ilave edilmis ve tarak
cikarilmustir. 1zolatlardan hazirlanan &rnekler jel kuyucuklarma 25 pL olacak sekilde
aktarilmistir. Jel sistemine; yiikleme jeldeki goc i¢in 90V, ayirici jelde gog igin ise 120 V
akim ayarlanmustir (Sekil 2.11). Ayirici jelde yaklasik 2 saat yiiriitiilen 6rnekler jelin son
kismina ulastiginda plakalar tampon icerisinden alinmistir. Jel cam plakalar arasindan
dikkatli bir sekilde c¢ikartilarak plastik bir kaba alinmis ve Commasie Brilliant Blue
cozeltisinde 1 gece bekletilmisdir. Bu islemin ardindan jel boyadan arinmak i¢in saf suda
bir ka¢ defa bekletilmis ve boya tamamen c¢ikana kadar saf su yenilenmistir
(Uymaz,2009).
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Yiiklenen 6rneklerin hazirlanmasi i¢in asagidaki islemler gerceklestirilmistir.

Kat1 besiyerinde canlanan (sivi besiyerinde olursa santrifiij islemi ile yapilir)
kiiltiirden piring tanesi kadar almmistir. 50mM TRIS-HCL’ dan 100 ul alarak 6rnekler
homojenize hale getirilmistir. icerisine goz karar1 glass Beads (cam boncuk) aktararak 5
dakika vortekslenmistir. Uzerine 200 ul SDS loading buffer aktarilmis ve sonra cam
beher icerisinde 5 dakika kaynatilmistir (Mutlu, 2006 modifiye edilmistir).
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Sekil 2.11. SDS-PAGE jel elektroforez

2.2.11. Tzolatlardan plazmit DNA izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in PrepEase™ Quick MiniSpin Plasmid Kiti kullanilmistir
(Sekil 2.12) ve antimikrobiyal aktivite gosteren bakterilerden rastgele segilerek isleme
alinmustir. Izolatlar MRS brothda 24-48 saat canlandirilmis ve asagidaki adimlar takip
edilmistir.
1.Taze kiiltiirden 2 ml mikrosantrifiij tiiplerine eklenmis ve 11000 xg’de 30 saniye
santrifiijlenmistir. Bu islem yeterli miktarda pelet elde edebilmek i¢in 3 defa
tekrarlanmistir ve sivi kisim atilmastir.
2. Bakterileri lizise ugratmak ve notr hale getirmek i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.

a.Pelet lizerine 250 ul RNase A-Al buffer eklenmistir. Burada RNase A dnceden
A1l buffer’ a eklenerek iyice karigtirilmalidir.

b.250 ul A2 buffer eklenmis 6-8 defa ters-diiz edilerek peletin ¢oziinmesi

saglanmistir ve 2-3 dakika oda temperaturunda inkiibe edilmistir.
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¢.300 pl A3 buffer eklenmis ve 6-8 defa ters-diiz edilerek karistirilmistir.
3. Lizat1 berraklastirmak igin 11000 xg’ de oda sicakliginda veya 4 °C’ de 5 dakika
santrifiij edilmistir.
4.DNA’ y1 kolona tutturmak i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.
a.PrepEase TM MiniSpin kolonu 2 ml’ lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.
b.Berrak lizat bu kolon igerisine aktarilmistir.
¢.11000xg’ de 1 dakika santrifiijlenmistir.
d.Siizlinti atilmistir.
5. Kolonun yikanmasi ve kurutulmasi i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.
a. 450 pul etanol iceren AQ buffer kolona eklenmistir.
b.11000 x g’ de santrifiij gergeklestirilmistir.
c.Siiziintii atilmistir.
6. DNA’ nin uzaklastirilmasi i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.
a. PrepEase TM MiniSpin kolonu 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiip igerisine
yerlestirilmistir.
b.Uzerine 50 pl AE Buffer eklenmistir.
c. 1 dakika inkiibe edilmistir.
d. 11000x g’del dakika santrifiijlenmistir.
e.Stiziintii plazmid DNA igermistir (Sekil 2.13).
Elde etdigimiz plazmid DNA jel elektroforeze tabi tutulmustur.
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Sekil 2.12. PrepEase Quick Minispin Plasmid kiti

Sekil 2.13. Plazmid DNA

2.2.12. FISH yontemi ve DAPI boyama sonugclari

Calismada kullanilmis orneklerin bakteriyel igerigini belirlemek amagli FISH
yontemi uygulanmistir. Her 6rnekten 2 ml olmakla ependorf tiiplere aktarilmis ve 8000 x
g’ de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi1 atilmis 6rnekler tizerine 2 ml 1x’lik
PBS eklenmis ve 8000 x g’de 10 dakika santrifiijlenmistir.Yine siipernatant kisim atilmis
ve her bir tiipe 1 ml PBS aktarilmistir.Bu karisimdan 0,5 ml alinip yeni tiipe aktarilmig
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ve lizerine %4 Formaldehid igceren PBS karisimindan 1,5 ml eklenmistir.Bu karisim 1
gece fiksasyon i¢in 4°C’de muhafaza edilmistir.Fiksasyon sonrasinda 6rnek yaklasik 10
ml 1x’ lik PBS ile karistirllmis ve 0.2 pm por ¢apli membran filtreden gegirilmistir.
Membran filtreler kuruduktan sonra kesikler hazirlanip isaretlenmistir.Prob olarak EUB
338 kullantlmistir. 2 pl prob 18 pl hibridizasyon tamponu ile karistirilmis ve bu karigim
filtrenin tizerine eklenmistir.Bu islemden sonra filtreler nemli ve karanlik ortamda 46 °C’
ye ayarlanmis firinda 2 saat hibridizasyon islemine tabi tutulmusdur.2 saatin ardindan
filtreler 48 °C su banyosunda tutulmus yikama tamponu igerisine atilmis ve 15 dakika
bekletilmisdir. Filtre kagidi tampon igerisinden alimip kurumasi beklendikten sonra
tizerine 25 ul DAPI eklenip 5 dakika bekletilmistir. Bundan sonra filtreler 6nce saf etanol
icerisinde yikanmis ardindan MQ su ile yikanmis ve kurumasi beklenmistir. Son olarak
filtreler montajlamak tizere lam iizerine alinmis ve {izerine gliserol damlatildiktan sonra
lamelle kapatilmistir.Bu sekilde filtreler floresan mikroskopla goriintiilenene kadar
karanlikta -20 °C’de bekletilmistir (Amann ve ark., 1990;Amaan ve ark., 1995).
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3. BULGULAR
3.1. Bakteri Sayim Sonuclar

Her bir 6rnek icin farkli besiyerlerinde ekim ve inkiibasyon sonrasi elde edilen 30-

300 aras1 koloniler sayilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Farkly besiyerlerinde ekim sonuglari; a) VRBa, b) PDA, ¢) MRSa, d)M17a, €) PCA
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Klasik sayima ek olarak Tempo BioMeriux cihazi yardimiyla otomatik sayim
sonuglari elde edilmistir. Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’ de sirasiyla klasik ve Tempo BioMeriux
cihaziyla sayim sonuclar1 gosterilmistir. Elde etdigimiz sayim sonuglar1 Azerbaycan
(2010) (http-4) ve Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi ne (2011) (http-

5) gore degerlendirilmistir.

Tablo 3.1. Klasik sayim sonuglar

Gida Ornegi Farkl Besi Ortamlarinda Koloni Sayis1 (CFU/mL)

MRSA M17A VRBA PCA PDA
10%x240 10%x120 107x1 10%x300< 10%x300<
10%x240 10%x64 107x3 10%x300< 10%x300<

:g 10°x95 10°x34 - 10%x300< 10°x250

2 105x76 105x44 - 10%x300< 105180

E; 10°x3 10°x10 - 10°x56 10°x32

g 10°x7 10°x5 - 10°x54 10°x60
107x1 - - 107x6 107x5
107x2 - - - 107x7
10*x300< 10*x300< 10*x2 10%x300< 10%x300<

~ 10*x300< 10*x300< 10*x1 10%x300< 10%x300<

E 10°x300< 10°x300< - 10°x300< 10°x240

3

g- 10°x300< 10°x280 - 10°x300< 10°x150

‘2 10°x20 10°x23 - 10°x70 10°x85

5 10°x7 10°x15 - 10°x84 10°x97
107x3 - - - 107x8
107x2 - - - -

53



Tablo 3.1. (Devam) Klasik sayim sonuglart

. Farkl Besi Ortamlarinda Koloni Sayis1 (CFU/mL)
Gida Ornegi
MRSA M17A VRBA PCA PDA
10*x 280 10*x160 - 10*x300< 10%x300<
4 10%x240 10%x150 - 10%x300< 10%x270
E 10°x99 10°x45 - 10°x300< 10°x167
2 10°%200 10x71 - 10x300< 10°x95
é‘ 10°x25 10°x3 - 10°x100 10°x20
§ 10°x19 10°x8 - 10°x80 10°x17
© 107x9 107x2 - 107x9 -
107x3 107x10 - 107x4 107x5
10%x 112 10*x 220 - 10%x 300< 10%x 300<
~ 10%x 130 10%x 300< - 10%x 300< 10%x 300<
E 10°x77 10°x145 - 10°x120 10°x170
§ 10°x85 10°x71 - 10°x170 10°x110
§ 10°x13 10°x10 - 10°x22 10°x54
§ 10°x15 10°x6 - 10°x13 10°x62
© 107x5 107x1 - - 107x5
107x1 - - 107x4 -
10*x 300 < 10* x300< 10*x9 10* x300< 10* x300<
10*x 300 < 10* x300< 10* x6 10*x300< 10* x300<
:E 10° x 300< 10° x 300< 10°x 1 10° x 240 10° x 100
E 10° x 300< 10° x 300< - 10° x 300< 10° x 209
=; 10°x 74 10°x92 - 10°x28 10°x10
% 10°x 65 10°x79 - 10°x41 10°x39
- 107x 5 107x 8 - 107x 3 -
107x 10 107x 9 - 107x 1 107x 1
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Tablo 3.1. (Devam) Klasik sayim sonuglart

. Farkl Besi Ortamlarinda Koloni Sayis1 (CFU/mL)
Gida Ornegi
MRSA M17A VRBA PCA PDA
10*x300< 10*x300< - 10*x300< 10*x38
10*x300< 104x300< - 10°x300< 10%x39
é" 105%300< 105x300< - 105103 1057
£ 105%300< 10°%300< - 105104 105x3
=; 10°x21 105x61 - 10°x7 10x1
% 10°x14 10°x45 - 10°x9 10°x2
- 107x1 107x4 - 107x5 -
107x1 107x4 - 107x2 107x1
10%x300< 104x300< 10%x8 10°x300< 10*x300<
- 10%x300< 104x300< 1042 10°x300< 10*x300<
éﬂ 105212 10°%200< _ 105160 105%300<
>
g 10°%280 10°%280< - 105%300< 105%300<
i 10x52 10°x80 g 10°x40 10°x40
[
£ 106x35 106x40 - 10°x25 105x68
. 107x11 107x3 - 107x15 107x3
107x6 107x5 - 107x18 107x3
10422 10*x300< - 10* 40 10%17
= 10*x23 10*x300< - 10*x21 10°x18
>
) 105x1 10°%300< - 105x2 10°x2
E - 10°x300< - 10°x4 105x2
= 10°x5 10°x300< - - -
2 i 10°x300< i i i
S 107x6 - - - -
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Tablo 3.2. Tempo BioMeriux sayim sonug¢lar

S S T S

Ordubad P. 24-27 s =2,5 E4 CFU/mL
Ordubad P. STA 24-27s <10 CFU/mL
Ordubad P. EC 22-27's =3,0 E2 CFU/mL
Ordubad P. EB 22-27's =9,9 E2 CFU/mL
Ordubad P. cC 22-27s =3,5 E2 CFU/mL
Ordubad P. AC 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
Ordubad P. LAB 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
Ordubad P. YM 72-76s > 4,9 E4 CFU/mL
Gedebey P. (1) TC 24-27 s =3,0 E2 CFU/mL
Gedebey P. (1) STA 24-27 s =45 CFU/mL
Gedebey P. (1) EC 22-27 s =2,1 E2 CFU/mL
Gedebey P. (1) EB 22-27's =3,0 E2 CFU/mL
Gedebey P. (1) cC 22-27 s =21 CFU/mL
Gedebey P. (1) AC 40-48's > 4,9 E5 CFU/mL
Gedebey P. (1) LAB 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
Gedebey P. (1) YM 72-76 s > 4,9 E4 CFU/mL
Gedebey P. (2) TC 24-27 s =8,3 E2 CFU/mL
Gedebey P. (2) STA 24-27 s =67 CFU/mL
Gedebey P. (2) EC 22-27's -

Gedebey P. (2) EB 22-27 s =100 CFU/mL
Gedebey P. (2) cC 22-27's =1,9 E2 CFU/mL
Gedebey P. (2) LAB 40-48 s = 3,0 E5 CFU/mL
Gedebey P. (2) AC 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
Gedebey P. (2) YM 72-76 s > 4,9 E4 CFU/mL
Naxgivan P. TC 24-27 s <10 CFU/mL
Naxg¢ivan P. STA 24-27s <10 CFU/mL
Naxgivan P. EC 22-27's <10 CFU/mL
Nax¢ivan P. EB 22-27s >4.9 E4 CFU/mL
Naxg¢ivan P. ccC 22-27s <10 CFU/mL
Naxgivan P. AC 40-48 s =2,0 E2 CFU/mL
Naxcivan P. LAB 40-48 s = 3,0 E5 CFU/mL
Naxgivan P. YM 72-76s =10 CFU/mL
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Tablo 3.2. (Devam) Tempo BioMeriux sayim sonug¢lar

S T S

Garabag Motal P. 24-27 s =2,8 E2 CFU/mL
G.Motal P. STA 24-27 s =1,3 E2 CFU/mL
G.Motal P. EC 22-27's =1,4 E2 CFU/mL
G.Motal P. EB 22-27's =44 CFU/mL
G.Motal P. CC 22-27s <10 CFU/mL
G.Motal P. AC 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
G.Motal P. LAB 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
G.Motal P. YM 72-76s =4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli P. TC 24-27s > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli P. STA 24-27s =1,2 E2 CFU/mL
Ismayilli P. EC 22-27s -

Ismayilli P. EB 22-27's > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli P. cC 22-27s > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli P. AC 40- 48 s > 4,9 E5 CFU/mL
Ismayilli P. LAB 40-48's > 4,9 E5 CFU/mL
Ismayilli P. YM 72-76's > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli K. TC 24-27 s =86 CFU/mL
Ismayilli K. STA 24-27s =10 CFU/mL
Ismayilli K. EC 22-27 s =86 CFU/mL
Ismayilli K. EB 22-27 s =21 CFU/mL
Ismayilli K. cc 22-27 s =32 CFU/mL
Ismayill K. AC 40-48 s > 4,9 E5 CFU/mL
Ismayilli K. LAB 40-48's > 4,9 E5 CFU/mL
Ismayilli K. YM 72-76's > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli Kaymag1 TC 24-27s > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli Kaymag1 STA 24-27s <10 CFU/mL
Ismayilli Kaymag1 EC 22-27s -

Ismayilli Kaymagi EB 22-27s > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli Kaymagi cC 22-27s > 4,9 E4 CFU/mL
Ismayilli Kaymagi AC 40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
Ismayilli Kaymagi LAB 40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
Ismayilli Kaymag1 YM 72-76s > 4,9 E4 CFU/mL
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3.2. Siit Uriinlerinden Elde Edilen Izolatlarin Biyokimyasal ve Morfolojik
Ozellikleri

[zolatlar saf halde kati kiiltiirlerde 24-48 saat 37°C " de canlandirilarak gram boyama
ve katalaz testlerine tabi tutulmus ve Tablo 3.3 deki sonuglar elde edilmistir. Sekil 3.2’
de 151k mikroskobu goriintiillemeleri gosterilmisdir. Izolatlar arasindan gram(+) ve
katalaz(-) olanlar segilmis geri kalan kisim elenmistir. Isik mikroskobuyla morfolojik
olarak inceleme sonucu elde edilen verilere gore Garabag Motal peynirinde yogunluk
derecesine gore basil, kokobasil ve kok sekilli bakteriler, Nax¢ivan peynirinde basil, kok
ve kokobasil sekilli bakteriler, Ismayilli peynirinde kok ve kokobasil sekilli bakteriler,
Ismay1lli kesmiginde kok, basil ve kokobasil sekilli bakteriler, Gedebey (1) peynirinde
kok, basil ve kokobasil sekilli bakteriler, Gedebey (2) peynirinde kok ve kokobasil sekilli
bakteriler, Ordubad peynirinde kok, basil ve kokobasil sekilli bakteriler oldugu tespit

edilmistir. Toplam 98 izolat iizerinden ¢alismalara devam edilmistir.

Tablo 3.3. [zolatlarin morfolojik ve biyokimyasal ézellikleri

5 T : 3 cE | 23
B 528 zE og | &°
L b

1.G.M.al Garabag M. P. Basil + -

2.G.M. a2 Garabag M. P. Kokobasil + -

3.G.M. a3 Garabag M. P. Kok + -

4.G.M. a4 Garabag M. P. Kokobasil + -

5.G.M. a5 Garabag M. P. Basil + -

6.G.M. a6 Garabag M. P. Basil + -

7.G.M. a7 Garabag M. P. Basil + -

8.G.M. a8 Garabag M. P. Basil + -

9.N.al Naxgivan p. Basil + -

10.N. a2 Naxgivan p. Basil + -

11.N. a3 Naxgivan p. Basil + -

12.N. a4 Naxgivan p. Kok + -

13.N. a5 Naxgivan p. Basil + -

14.N. a6 Naxgivan p. Basil + -

15.N. a7 Naxgivan p. Kok + -
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Tablo 3.3. (Devam) Izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal ézellikleri

= 2
S3 SEY =S ©8 SN
16.N. a8 Nax¢ivan p. Basil
17.N. a9 Naxgivan p. Kok
18.N. al10 Nax¢ivan p. Basil
19.N. bl Naxg1van p. Kok
20.N. b2 Naxgivan p. Basil
21.N. b3 Naxgivan p. Kok
22.N. b4 Naxgivan p. Basil
23.N. b5 Naxgivan p. Kok
24.N. b6 Naxgivan p. Basil
25.N. b7 Naxgivan p. Kokobasil
26.N. b8 Naxgivan p. Kokabasil
27.N. b9 Naxgivan p. Kok
28.N. b10 Naxgivan p. Kok
29.N.cl Nax¢ivan p. Basil
30.N. c2 Naxg¢ivan p. Kokobasil
31.N. c3 Naxgivan p. Basil
32.N. c4 Naxgivan p. Basil
33.N.¢c5 Naxgivan p. Basil
34.N. c6 Naxgivan p. Kok
35.P.al Ismaylli p. Kok
36.P. a2 Ismaylli p. Kok
37.P.a3 Ismaylli p. Kok
38.P. a4 Ismaylli p. Kok
39.P. a5 Ismayilli p. Kok
40.P. a7 Ismayilli p. Kok
41.P. a8 Ismayilli p. Kokobasil
42.P. a9 Ismayilli p. Kok
43.P. al0 Ismaylli p. Kok
44.P. bl Ismaylli p. Kok
45.P. b2 Ismaylli p. Kok
46.P. b3 Ismaylli p. Kok
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Tablo 3.3. (Devam) Izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal ézellikleri

5 _ 25 x e £ g
53 S28 zL 68 | ¢F
L =
47 K. al Ismay1ll kes. Kok
48.K. a2 Ismay1ll1 kes. Basil
49.K. a3 Ismay1lli kes. Kok
50.K. a4 Ismay1ll1 kes. Basil
51.K. a5 Ismayilli kes. Basil
52.K. a6 Ismaylli kes. Basil
53.K. a7 Ismay1lli kes. Kok
54.K. a8 Ismay1ll kes. kokobasil
55.K. a9 Ismayilli kes. Kok
56.K. al0 Ismay1ll1 kes. kokobasil
57.K. bl Ismay1lli kes. Kokobasil
58.K. b2 Ismay1lli kes. Kok
59.K. b3 Ismay1ll1 kes. Kok
60.G1. al Gedebey p. (1) Kok
61.G1. a2 Gedebey p. (1) Basil
62.G1. a3 Gedebey p. (1) Kok
63.G1. a4 Gedebey p. (1) Kok
64.G1. a5 Gedebey p. (1) Kok
65.G1. a6 Gedebey p. (1) Kokobasil
66.G1. a7 Gedebey p. (1) Kok
67.G1. a8 Gedebey p. (1) Kok
68.G1. a9 Gedebey p. (1) Kokobasil
69.G1. al0 Gedebey p. (1) Kok
70.G1. b1 Gedebey p. (1) Kok
71.G1. b2 Gedebey p. (1) Basil
72.G1. b3 Gedebey p. (1) Kok
73.G1.b4 Gedebey p. (1) Basil
74.G1.b5 Gedebey p. (1) Basil
75.G2. al Gedebey p. (2) Kok

60




Tablo 3.3. (Devam) Izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal ézellikleri

S X 2 © N
S = = % 8 = 5 63 Sr
76.G2. a2 Gedebey p. (2) Kok
77.G2. a3 Gedebey p. (2) Kokobasil
78.G2. a4 Gedebey p. (2) Kok
79.G2. a5 Gedebey p. (2) Kokobasil
80.G2. a6 Gedebey p. (2) Kok
81.G2. a7 Gedebey p. (2) Kok
82.G2. a8 Gedebey p. (2) Kokobasil
83.G2. a9 Gedebey p. (2) Kok
84.0p. al Ordubad p. Kok
85.0p. a2 Ordubad p. Kokobasil
86.0p. a3 Ordubad p. Kok
87.0p. a4 Ordubad p. Kok
88.0p. ab Ordubad p. Kok
89.0p. a6 Ordubad p. Kok
90.0p. a7 Ordubad p. Kok
91.0p. a8 Ordubad p. Basil
92.0p. a9 Ordubad p. Basil
93.0p. al0 Ordubad p. Basil
94.0p. bl Ordubad p. Kok
95.0p. b2 Ordubad p. Kok
96. Op. b3 Ordubad p. Kok
97. Op. b4 Ordubad p. Kok
98. Op. b5 Ordubad p. Kok
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Sekil 3.2. Isik mikroskobuyla elde edilen gériintiiler

3.3. 1Izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Bakteriyosin Uretim Yeteneklerinin
Belirlenmesi

Toplam 98 adet izolatin 3 farkli yontemle bakteriyosin iiretim yetenekleri test
edilmistir. Bu yontemlerden spot- on lawn metodu etkili olmadig1 i¢in diger yontemler
denenmistir. Tekrarlanan testler sonucunda kullandigimiz son kuyu difiizyon yontemiyle
elde edilmis inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iilmiis ve pozitif olarak kabul edilmistir. Tablo 3.4°
de inhibisyon zon ¢aplar1 gdsterilmistir. Sonug olarak zon ¢aplar1 2 mm ve {izeri olan 29
izolatin antimikrobiyal aktiviteye sahip pozitif sonuglar oldugu kabul edilmistir.
Aktiviteye sahip bakteriler tiim test bakterilerine karsi etkili olmustur. Sadece K. bl
izolat1 B.cereus’a karsi etkisiz olmustur. Sekil 3.3 de pozitif sonug elde etdigimiz
gortntiiler gosterilmistir. Bu izolatlar Naxgivan peynirine ait N.c4 (b4), N.b3 (b5), N.a7

(b6), N.c5 (b7),N.c6 (b8), N.a8 (b9) izolatlaridir.
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Tablo 3.4. Inhibisyon zon caplart (mm)

indikator test bakterileri

3

.8 § ©

5 g E .

] 23 5 = =9

2= g5 SS 85
_ w o 0N «© n *+ m o
1zolat ad1
N. a6 12 7 7 8
G.M. a7 9 4 10 8
N. cl 11 5 8 8
N. a10 12 5 5 7
N .c2 12 4 9 7
N. bl 10 10 10 10
N b5 11 12 11 10
G.M. a8 12 12 10 9
G.M. a6 12 10 8 10
N. c3 12 12 9 7
N .c4 14 7 12 10
N. b3 10 9 12 10
N. a7 12 9 9 12
N. c5 12 7 12 9
N.c6 12 10 12 10
N. a8 12 7 10 10
Gl.ad 11 14 8 7
G2.a8 11 17 10 10
G2.a4 7 4 10 4
G1.h6 10 5 10 12
G1.b2 12 6 10 11
G1.b5 10 2 9
G2.a7 10 5 7
Gl.a6 12 17 10 12
G2.a9 11 14 7 8
K. b3 7 8 7 7
K. b2 9 10 12 7
K. bl 7 9 7 0
P.bl 7 6 10 5
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Sekil 3.3. Inhibisyon zon gériintiileri

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonuclar1 (PCR)

Elde edilmis PCR iirlinleri %1’lik agaroz jellerde yiiriitiilme islemine tabi
tutulduktan sonra incelenmistir. Burada bakterilerimiz i¢in beklenen baz ¢ifti (1500 bp)
elde edilememistir.Bildiyimiz gibi reaksiyon sonucunu etkileyen bilesenler kalip
DNA, primer,dNTP ve magnezyumdur. Bundan baska diger etki edici faktor annealing
sicaklhigidir. Bizim galismamizda tiim faktorler sabit tutularak sadece farkli primer setleri

kullanilarak reaksiyonlar tekrarlansa da istenilen sonug elde edilememistir.

3.5. Toplam Nukleik Asit Ekstraksiyonu Sonuglari

Yaptigimiz c¢alismada Orneklerin bakteriyal cesitliligini tespit edebilmek igin
toplam nukleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Oncelikle 151k mikroskobuyla damla
halinde 6rneklerin bakteri yogunlugu tespit edilmisdir. Gedebey (1) peynirinde ¢ok
miktarda kok sekilli bakteri yogunlugu, Ordubad peynirinde hem basil, hem kok sekilli
bakteri yogunlugu, Garabag Motal peynirinde orta yogunlukta kok sekilli bakteri,
Naxc¢ivan peynirinde orta yogunlukta kok sekilli bakteri, Ismayilli kesmiginde zayif
miktarda kok sekilli bakteri, Ismayilli peynirinde orta yogunlukta kok sekilli bakteriler
tespit edilmistir. Uygun ekstraksiyon protokolii kullanilarak 5 adet farkli peynir 6rnegi ve
1 adet kesmik 6rneginden toplam nukleik asit ekstraksiyonu basariyla ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen jel goriintiileri sekil 3.4’ de gosterilmistir. Jel goriintiisiinde mavi ¢izgilerle

isaretlenmis 6rneklerimiz sonraki analizlerde kullanilmistir.
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Sekil 3.4. Toplam nukleik asit ekstraksiyonu jel goriintiisii

3.5.1. IHlumina platformu ile 16S rDNA gen-hedefli MiSeq dizileme

lllumina platformu ile elde edilen amplikon biiyiikligii ortalama ~420 baz
olmustur. Barkod ve primer diziler uzaklastirildiktan sonra elde edilmis okuma uzunlugu
ortalama 400bp olarak tespit edilmisdir. Verilerin taksonomik profili ve istatistiksel
dagilimi EzBiocloud yazilim paketiyle belirlenmistir. Bu platform ile gerceklestirilmis
analizde OTU toplama stratejisi de novo kiimeleme algoritmasi kullanilarak yapilmstir.
Dizilerin hizalanmasi i¢in PyNAST, taksonomi atama islemi i¢in Uclust ve PKSSU4
veritabani kullanilmastir. Elde edilen OTU” lardan tek bir dizi ile temsil edilen dizi verileri
uzaklastirilmis  ve istatistiksel c¢esitlilik  tahminleri bu veriler iizerinden
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.5’de drneklerin okuma sayilart verilmistir. Burada D2 kodlu Gedebey (1)
peyniri 6rneginin okuma sayist 189.473, D4 kodlu Garabag Motal peyniri drneginin
okuma sayis1 197.230, D6 kodlu Ismayilli kesmigi 6rneginin okuma sayis1 203.510 olarak
tespit edilmistir.
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The number of valid reads
[CL_OPEN_REF_UCLUST_MC2, Bacteria, 97% ]
[Option : ]

FOMP1SHDO00G31 _ta_L1_D_4_1_fq_gz 187,230

FDMPI9HO0O0E3] 1a L1 D 6 1 fq gz

203,510

FOMP19HDO0631 1a L1 D 2 1 fq gz - 189,473

0 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,00¢

Sekil 3.5. Orneklerin okuma sayilar

[lumina platformu ile dizileme sonucu elde edilen veriler ve hesaplanan tahmini

cesitlilik ve tiir zenginligi degerleri Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5. lllumina platformu ile rneklerden elde edilen veriler ve degerler

Cluster Option

Z 0O
3 o >, El 2 2

O w k= o i)
g Jus : 5
= (@) D:| _ 8 0 S

g

= ©
S ~ g &
3 3 S § S

o]
o] & = o
> k) > o
e @ 3 S

g 5 5|z
[«5)

<@ E e} % % g s g’vg § %
g2l o R T < ~ < £ 2 |S535 |
S I © 5 o L 8 a Z E 22| 8¢
wc| - (@] < @) ) z 7] n a0 | Oc<
D4 197230 | 3505 | 4126.02 | 3913.08 | 4333.00 | 3.08 3.04 | 0.29 | 4564 | 99.58
D6 203510 | 643 933.40 837.45 882.51 2.15 2.14 | 0.22 | 1144 | 99.89
D2 189473 | 4251 | 5023.91 | 4798.78 | 5269.00 | 3.84 3.79 | 0.13 | 5344 | 99.46

Good’s coverage degerlerine bakildiginda (0.9989-0.9946) 6rnekleme noktasindaki

cogu filotipin basarili bir sekilde tanimlandig1 goriilmektedir (Tablo 3.5).
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Orneklere ait dizi okumalarina gore seyrelme (Rarefaction) grafigi Sekil 3.6°da

gosterilmistir.
Rarefaction curve
[CL_OPEN_REF_UCLUST_MC2, Bacteria, 97% ]
[Option : ]

4,500

4,000

3,500

3,000

2,500
]
2
=
°

2,000

1,500

1,000

500

o !
o 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,000
Reads
FDMP19HO00631_1a L1 D_4_1 fq_gz FDMP1SHO00631_1a L1 D 6 1 fq gz FDMP1SHO00631 1a L1 D 2 1 fq gz

Sekil 3.6. Rarefaction grafigi

Filogenetik c¢esitliligin bir Olgiisii olan “PD” (phylogenetic diversity), agag
tizerindeki belirli bir takson kiimesini kapsayacak sekilde gerekli olan tiim filogenetik
dallarin minimum toplam uzunlugu olarak tanimlanmaktadir. Daha biiytik PD degerleri,
daha fazla tahmini gesitlilik 6zelligi anlamina gelmektedir. Bizim ¢alismamizdaki D2 ve
D4 ornekleri gesitlilik agisindan zengin 6rnekler olarak goriilse de D6 6rnegi bu anlamda
daha diistiik bir degere sahip olmustur.

Bu ¢alismada D4 ve D6 kodlu 6rnekler ileri analizlerde degerlendirilmistir.
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Ornekler arasinda D4 kodlu Garabag Motal peyniri rnegine ait kaliteli okuma
sayis1 197.230°dur. EzBiocloud databank {izerinden yapilan taksonomik analiz sonuglari

Sekil 3.7 ve Sekil 3.8 de gosterilmistir.

Lactococcus 105,460 Streptococcus 23,683
Lactobacillus 15,470 Pseudomenas 5,446
Enterococcus 3,151 Acinetobacter 2,271
ETC [<1.0] 37,705 Unclassified in higher taxonomic rank 44

Sekil 3.7. Genus diizeyinde taksonomik kompozisyon (D4)

Genus diizeyinde Lactococcus cinsinin 105.460 okuma ile en yiiksek oranda temsil
edildigi goriilmektedir. Daha sonra 23.683 okuma sayisiyla Streptococcus ve 19.470

okuma sayistyla Lactobacillus cinsleri gelmektedir.
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Streptococcaceae 128,153 Lactobacillaceas 15,508
Pseudomonadaceae 5,447 Enterococcaceae 3,164
Acidcbacteriaceae 2,716 Moraxellaceae 2,300

. Lachnospiraceae 2,072 ETC [«1.0] 32,866
Unclassified in higher taxonomic rank 4

Sekil 3.8. Familya diizeyinde taksonomik kompozisyon (D4)

Familya diizeyinde Streptococcaceae’nin 129.153 okuma ile en yiiksek oranda
temsil edildigi goriilmektedir. Bunu takiben Lactobacillaceae baskin olarak
goriilmektedir.

D4 o6rnegine ait 16S amplikon dizileri okumalari igindeki laktik asit bakterilerine
Ozgli okumalar ve bunlarin ait oldugu gruplarin cins diizeyinde dagilimi Sekil 3.9° da

gosterilmistir.
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Lactic acid bacteria

Lactate-producing bacteria generally considered as probiotics

T Tore! ([ O

o Bifidobacterium [JEEP|
6 Lactobacillus [ ORI

5 Lactococcus (I ORI

6 Leuconostoc 0.07

¢ Pediococcus m
G Weissella |

Sekil 3.9. Laktik asit bakterilerine 6zgii okumalar ve bunlarin ait oldugu gruplarin
cins diizeyinde dagilimi (D4)

D6 kodlu ismayilli kesmigi drnegine ait kaliteli okuma sayis1 203.510 olmustur.

EzBiocloud databank iizerinden yapilan taksonomik analiz sonuglar1 Sekil 3.10 ve 3.11°
de gosterilmisgtir.

|| streptococeus 130,101 [ Lactococeus 41,792
Enterococcus 11,131 [ Lactobacillus 7,500
[ ETC (<10 12,870 Unclassified in higher taxonomic rank 17

Sekil 3.10. Genus diizeyinde taksonomik kompozisyon (D6)
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D6 ornegimizde Streptococcus cinsi 130.101 okuma sayisiyla ilk sirada yer
almigtir. Bundan sonra 41.792 okuma sayisiyla Lactococcus cinsi en yiiksek okuma
diizeyine ulagmustir  (Sekil 3.10). Familya diizeyinde degerlendirdigimizde

Streptococcaceae baskin olarak goriilmektedir (Sekil 3.11).

Streptococcaceae 171,893 Enterococcaceae 11,138 Lactobacillaceae 7,604

Enterobacteriaceae 3,814 ETC [=1.0] 9,061

Sekil 3.11. Familya diizeyinde taksonomik kompozisyon (D6)

D6 ornegine ait 16S amplikon dizileri okumalari i¢indeki laktik asit bakterilerine
0zgili okumalar ve bunlarin ait oldugu gruplarin cins diizeyinde dagilimi Sekil 3.12° de

gosterilmistir.
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Lactic acid bacteria

Lactate-producing bacteria generally considered as probiotics

7 ol (R
6 Bifidobacterium |
6 Lactobacillus m-
6 Lactococcus (TN RN
& Leuconostoc [JEERP(
6 Pediococcus m
6 Weissella m|

Sekil 3.12. Laktik asit bakterilerine 6zgii okumalar ve bunlarin ait oldugu
gruplarin cins diizeyinde dagilimi (D6)

3.6. Izolatlarin Toplam Protein Profillerinin SDS-PAGE Yéntemiyle Belirlenmesi

Antimikrobiyal 06zellige sahip olan ve olmayan bazi bakterilere SDS-PAGE
yontemi uygulama sonucu Sekil 3.13deki goriintiiler elde edilmistir. Burada N.c3, G1.a4,
G1.b4, G1.b2, P.b1, G2.a9 ve G2.a7 izolatlari aktiviteye sahip, M.a3, N.a3, K.a7, G1.b1,
N.a5 izolatlar ise aktivite gostermeyen izolatlar olarak segilmis ve toplam protein profili
analiz edilerek elde edilen protein bantlar1 karsilastirilmistir. Yapilan ¢alismada 200.000-
6.500 dalton arasinda molekiiler agirliga sahip proteinler igeren standart Sigma protein
karigimi kullanilmigtir. Bu izolatlarda 200.000-36.000 arasindaki bantlarin yogun oldugu

gozlenmistir.

Sekil 3.13. SDS-PAGE jel gériintiileri
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3.7. Plazmit DNA izolasyonu Sonuclari

Plazmit DNA izolasyonu antimikrobiyal aktiviteye sahip bazi izolatlar igin
gerceklestirilmigtir. Lakin beklenen sonug elde edilememistir. Genel olarak bakterilerde
plazmitlerin saptanmasinit etkileyen bir ¢ok faktdr vardir. Bunlar icinde esas olarak
besiyeri bilesimi,plazmit giderici kimyasallarin etkisiyle sicaklifin degistirilmesi,
kiiltliriin muhafaza siiresi ve kullanilan kitin ¢alisip ¢alismadigi 6nemlidir. Bu faktorlerin
herhangi birinin sonucu etkiledigi varsayilmaktadir. Bundan baska pozitif kontrol

kullanilmadigt i¢in kitin ¢alistigindan emin olunmamastir.

3.8. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yoéntemi ve DAPI Boyama

Bu ¢alismada farkl: siit 6rneklerinde mikrobiyal ¢esitliligi belirlemek i¢in Bacteria
spesifik Eub 338 probu ve DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) boyasi
kullanilmistir. Calismamizda DAPI sinyallari iyi sonug vermis olsa da problarla yapilan
hibridizasyon sonucu Orneklerin ¢ogunda 1s1ma goriintillenmemis veya c¢ok diisiik
diizeyde sinyaller goriintiilenmistir. 5 6rnege ait floresan mikroskobu ile elde edilen DAPI
boyama sonuglar Sekil 3.14- Sekil 3.18’de gosterilmistir. Goriintiilere bakildiginda farkl

morfolojiye sahip bakterilerin oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.14. Kesmik ornegine ait DAPI boyama
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Sekil 3.15. Naxc¢ivan peynirine ait DAPI boyama

Sekil 3.16. Ismayilli peynirine ait DAPI boyama
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Sekil 3.17. Garabag Motal peynirine ait DAPI boyama

Sekil 3.18. Gedebey (1) peynirine ait DAPI boyama

Floresan mikroskobuyla goriintiilemelere gore kesmik drneginde yogun olarak kok
sekilli bakteriler, Nax¢ivan peynirinde kok, diplokokk, streptokokk ve basil sekilli
bakteriler, Ismayilli peynirinde yogun olarak kok, diplokokk ve basil sekilli bakteriler,
Gedebey (1) peynirinde kok sekilli bakteriler, Motal peynirinde hem kok hem de basil

sekilli bakteriler goriilmiistiir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada Azerbaycanin farkli illerine ait siit drlinleri temin edilmis,bu
orneklerin her biri i¢in klasik sayim ve Tempo BioMeriux cihaziyla otomatik sayim
gerceklestirilmistir. Sayim sonuglari Azerbaycan (2010) (http-4) ve Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ ne (2011) (http-5) gore degerlendirildirmistir. Bundan
sonra laktik asit bakterileri oldugu diisiiniilen bakteriler izole edilmis ve bu bakterilerin
bakteriyosin iiretim yetenekleri arastirilmistir. izole edilmis bakteriler icerisinden gram
pozitif ve katalaz negatif olanlar se¢ilmis ve sonraki siirecler bu bakteriler {izerinden
devam etdirilmistir. Spot- on lawn ve 2 farkli kuyu diflizyon yontemleri kullanilarak, 98
adet LAB izolat1 oldugu diislinlilen bakterilerin 4 adet farkli test bakterisine karsi
antimikrobiyal etkisi belirlenmistir. Bunlardan 29 bakteri izolat1 tekrarlanan testlerde tim
test bakterilerine kars1 etkili olmustur. Sadece bir izolat (K.b1) B.cereus test bakterisine
kars1 etki gostermemistir. Bunlar agirlikli olarak Garabag Motal, Nax¢ivan, iki farkl
Gedebey peyniri, Ismayilli peyniri ve Ismayilli kesmigine ait izolatlar olmustur.
Sonrasinda izolatlar molekiiler yontemlere tabi tutulmusdur. Ek olarak orneklerin
bakteriyel ¢esitliligini tespit etmek igin toplam nukleik asit ekstraksiyonu ve FISH
gerceklestirilmistir. Izolatlarin antimikrobiyel aktivitesi plazmid genleri tarafindan
kodlandig1 i¢in plazmit DNA izolasyonu yapilmaya calisilmistir. Aynm1 zamanda
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan ve olmayan bazi izolatlarda protein profil analizi igin
SDS-PAGE  yontemi uygulanmig ve bunlarin protein bantlar1 karsilastirilarak
incelenmistir.

Tiirk gida tebligine gore ayni iriiniin analizi zaman1 en az 10 adet numune ayni
zamanda analiz edilmelidir. Azerbaycan gida kodeksi tebligine gore bakteri limiti gr,sm?
igin degerlendirilmektedir. Tiirk gida kodeksi tebligine gore ise limit kob/g-ml olarak
degerlendirilmektedir. Sayim sonuglari tebliglere gore degerlendirildiginde kaymak ve
peynir gibi siit tiriinlerinde Staphylococcus, Salmonella ve L.monocytogenes gibi patojen
bakteriler orneklerde belirli miktarlar i¢in belirli sayida istenmeyen bakteriler olarak
gosterilmektedir. Bizim ¢calismamizda Tempo BioMeriux sayim sonuglarinin daha detayli
bilgi vermesi goz oOnilinde bulundurularak tebliglerle karsilastirma yaptigimizda bazi
degerlerin istenen degerlerin iistiinde ¢iktig1 goriilse de bunun getirme, saklanma ve
calisma kosullarinda olusa bilecek kontaminasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Bizim sayimlarimizda tebliglerde adi gegen bakterilerden Staphylococcus sayimi

yapilmistir.
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Calismalarin yapildig1 siire¢ kapsaminda izolatlar ve 6rneklerden elde etdigimiz
107" diliisyonlar gerekli kosullarda muhafaza edilmistir. Buna ragmen baz1 izolatlar ve
orneklerde degisiklik saptanmis ve calismalarin ilerleyen agamalarinda kullanilmamak
lizere elenmistir.

Yu ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Rusya’nin Kalmykiya,
Buryats ve Tuva bolgelerinden toplanan fermente kisrak ve inek siitlerinden, eksi krema
ve peynirden LAB’lar izole edilmistir. Toplamda, bu 6rneklerden de Man, Rogosa ve
Sharpe agar (MRS agar) ve M17 agar kullanilarak 599 LAB susu izole edilmistir. 16S
rRNA ve murE gen dizileme ve multipleks PCR deneyi ile 7 cins ve 30 tiir tespit edilmistir
ve baskin LAB izolatlari, tiim izolatlarin% 39.9” unu temsil eden Lactobacillus cinsi
tiyeleri olmustur. Bizim ¢alismamizda da LAB izolatlarr MRS agar ve M17 agar
kullanilarak elde edilmistir. Tiim 6rneklerimizden elde edilen izolatlar gram boyama ve
katalaz testine tabi tutulmus, LAB izolat1 oldugu diisiiniilen 98 adet izolat {izerinden
caligmaya devam edilmistir. lllumina MiSeq platformu ile 16S rDNA gen-hedefli DNA
dizileme ve komiinite analizi sonucunda D4 ve D6 kodlu 6rneklerimizde sirasiyla
Lactococcus ve Streptococcus cinsi tiyelerinin baskin oldugu belirlenmistir.

Colombo ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada (2018) siit ortamindan
1zole edilmis 500 izolatin 394’ {i hem Gram pozitif, hem de katalaz negatif olarak tespit
edilmistir. Bunlardan 15°1 benzersiz olarak degerlendirilmis ve PCR ile ¢cogaltilmis 16S
rRNA’nin sekanslanmasi ile tanimlanmistir. Sonug¢ olarak bunlardan 11’inin
Lactobacillus, 2’sinin Pediococcus ve 2’sinin Weissella cinsine ait suglar oldugu ortaya
cikmistir. Bizim ¢alismamizda gram boyama ve katalaz testi sonucunda sadece gram (+)
ve katalaz negatif izolatlar se¢ilmis digerleri elenmistir, bu sekilde eleme sonucunda 98
izolat lizerinden ¢alismalara devam edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin iiretiminin belirlenmesine iliskin ¢ok fazla
farkli yontemler kullanilsa da tek basina bu yontemler giivenilir sonug elde etmek i¢in
yetersiz kalmaktadir. Bizim ¢aligmamizda da birgok faktor sonucu etkilemistir, bu yiizden
izolatlarin etkisi yontemlere gore farklilik gdstermistir. Bazi izolatlar bir yontemle pozitif
sonug verse de tekrar amagh diger yontemde etkisiz olmustur.

Bakteriyosinlerin bilyiimesini ve liretimini etkileyen faktorler olarak inkiibasyon
stiresi ve sicakligi dnemli role sahiptir. Biiyiime i¢in optimum sicaklik bakteriyosin

aktivitesinin gozlemlenmesi i¢in gerekli olan inkiibasyon sicakligidir. Laktik asit
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bakterileri i¢cin bu genellikle 32°C’lik bir sicakliktir. Bakteriyosin aktivitesinin
gbzlenmesi i¢in en az 24 saat inkiibasyon stiresi gereklidir (Hoover ve Harlander,1993).

Unakal ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada Enterococcus faecium 'dan elde
edilen bakteriyosinin termostabilitesi izlenmis ve bakteriyosinin 60, 80 ve 100°C de 30
dakika boyunca ve 121°Cde 15 dakika boyunca stabil oldugu goriilmiistiir. Bakteriyosinin
bakteriyosinojenik aktivitesi, enzim proteinaz K ile miiamele edildiginde tamamen
kaybolurken, lizozim ve lipaz ile muamele edildiginde etkilenmeden kalmustir.

Kumari ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada fermente yabani
Himalaya incir tursusundan izole edilmis ve Lactobacillus cinsi olarak tanimlanmis SS7
izolatt kuyu difiizyon yontemiyle E. coli, L. monocytogenes ve B. cereus’a karsi
maksimum antagonistik aktiviteye sahip bakteriyosin liretmistir, ancak Bacillus cereus’
a kars1 etkisi digerlerinden daha fazla olmustur. Bu ¢alismada bakteriyosin, 121°C ’ye
kadar stabilitesini korudugu icin termo kararli oldugu tespit edilmistir. Maksimum
antimikrobiyal aktivite, 6-7 pH araliginda gdzlemlenmistir, ancak proteolitik enzim
papain ilavesi bakteriyosin aktivitesini olumsuz etkilemistir . Bizim ¢alismamizda da ayni
yontem kullanilmig ve 29 izolatin her birinin (K.b1 izolati istisna) test bakterileri olarak
secilmis E.coli ve B. cereus iizerinde etkili oldugu belirlenmistir.

Kumar ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 ¢alismada fermente edilmis “appam” sulu
hamurundan MRS ortami kullanarak bakteriyosin iireten laktik asit bakterileri
(Pediococcus pentosaceus) izole etmis ve bu calismada antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemek igin kuyu difiizyon yontemi kullanmislar. izolat tarafindan iiretilen
bakteriyosin, incelenen test organizmalari arasinda Listeria monocytogenes MTCC657 ve
Acinetobacter baumannii MTCC 1425’e kars1 aktif olmustur. Bu ¢alismada, pH 6.0 *da,
sicaklik 30°C ve 24 saatte bakteriyosin {retiminin arttigi gozlenmistir. Bizim
calisgmamizda da 24 saatte 30°C’de inhibisyon zon ¢aplari belirgin bir sekilde
gozlemlenmistir.

Elyass ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Sudan usulii
fermente edilmis sigir eti tiriinii olan “Shermout” dan laktik asit bakterileri (Lactobacillus
plantarum PM4) izole edilmistir. Kismen saflastirilmis bakteriyosinin inhibe edici
aktivitesi, proteolitik enzimler proteinaz-k ve pepsin tarafindan tamamen durduruldugu
tespit edilmistir. En yiiksek inhibe edici aktivite, pH 5.5 ve pH 3,7 araliginda gézlenmistir

ve pH 9’da aktivitede kayda deger bir azalma olmustur.
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Bizim c¢alismamiz bakteriyosinle ilgili yukarida bahsetdigimiz c¢aligmalarla
kiyaslandiginda benzer yontemler ve test bakterileri kullanildigi goriilmektedir. Buna ek
olarak calismamizin devaminda diger caligmalarda oldugu gibi pH ayarlamalar
yapilmasi, saflastirilmis bakteriyosininin enzimlerle etkilesiminin degerlendirilmesi ve
1stya kars1 direngliliginin belirlenmesi pilanlanmaktadir.

Bakteriyosinler, hem yakindan iliskili hem de iliskili olmayan bakterileri inhibe
etmek veya Oldiirmek i¢in ribozomlar tarafindan sentezlenen antibakteriyel proteinler
veya peptitlerdir (Wang ve ark., 2018). Wang ve arkadaslar1 (2018) yapmis olduklari
calismada fermente edilmis baliktan bakteriyosin iireten probiyotik bakteri oldugu
distiniilen Lactobacillus plantarum LPL-1 bakterisi izole etmis ve bu bakterinin gida
kaynakli patojen Listeria monocytogenes 54002’e karsi yiiksek inhibe edici aktiviteye
sahip  oldugunu belirlemisler. Bu bakteriden saflastirilmis  bakteriyosinin
L.monocytogenes 54002 ’ye kars1 antibakteriyel etkinligi belirlenmis ve inhibisyon zon
cap1 yaklagik 16.6 mm olmustur .

Ahn ve arkadaslar (2017) yaptiklar1 calismada bakteriyosin tireten bir laktik asit
bakterisini (Pediococcus asidilactici) maltlardan izole etmisler ve bu bakteriyosin saghigi
tehdit eden mikroorganizmalar (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Lactobacillus curvatus, Listeria monocytogenes ve L. innocua) dahil olmak tizere birgok
Gram pozitif bakteriyi inhibe etmisdir. Bizim ¢alismamizda tiim izolatlar Staphylococcus
aureus test bakterisine kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Chowdhury ve arkadaglari (2014) tarafindan yapilan bir calismada yogurttan izole
edilmis bakteriyosin iireten Lactobacillus spp., bazi ana gida kaynakli patojenlere karsi
genis Olciide antimikrobiyal aktivite gostermistir. Antimikrobiyal analiz modifiye agar
sandvi¢ metodu ve kuyu difiizyon metodu ile yapilmustir. Izolat test organizmalarina kars1
3 en yiiksek (42 mm) ve 4 en diisiik (15 mm) antimikrobiyal aktivite gdstermistir. izole
Lactobacillus spp. bakteriyosinlerine karsi en yiiksek duyarliligi Bacillus subtilis ve en
az duyarlilig1 Staphylococcus aureus gostermistir.

Bizim ¢alismamizda elde etdigimiz en biiylik zon ¢ap1 17 mm olmak iizere S.aureus
test bakterisine kars1 saptanmustir.Bu iki izolatimiz Gedebey peynirlerine ait G1. a6 ve
G2. a8 izolatlar1 olmustur.

Bu calisma kapsaminda Orneklerin bakteriyal cesitliligini belirlemek amaciyla
toplam nukleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Uygun ekstraksiyon protokolii kullanilarak

5 adet farkli peynir 6rnegi ve 1 adet kesmik 6rneginden toplam nukleik asit ekstraksiyonu
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basariyla gerceklestirilmistir.Elde etdigimiz toplam niikleik asit ekstraktlarindan Illumina
MiSeq platformu kullanilarak 16S rDNA’ya dayali gen dizileme, BM Labosis
Firmasi’nda (Ankara, Tirkiye) gerceklestirilmistir. Illumina platformunda 16S rDNA
gen-hedefli, ¢ift-uclu dizileme D2, D4, D6 kodlu ornekler igin gergeklestirilmistir.
Bundan sonra ileri analizler D4 ve D6 kodlar1 iizerinden devam etdirilmistir. Bu
analizlere gore D4 kodlu Garabag Motal peyniri i¢in okuma sayist 197230 olarak elde
edilmisti. D6 kodlu Ismayilli kesmigi 6rnegimiz i¢in kaliteli okuma sayis1 203510° a
ulagsmistir. D4 ve D6 6rneklerimizin Good’s coverage degerleri (%) sirasiyla 99.58 ve
99.89 olmakla ¢ogu filotipin basarili bir sekilde tanimlandigini géstermektedir.

Abdallah ve arkadaslari1 (2018) yaptiklari calismada Chott El Jerid’de(Giiney Tunus
Sahra Colii’'ndeki en biiyiik hipersalin gegici gol ve Afrika’nin kuzeyindeki en biiyiik
¢okiintiilerden biri) yasayan mikrobiyal topluluklarin gesitliligi ve bollugunu nemli
mevsimler boyunca molekiiler yontemler (Illumina Miseq dizilimi, DGGE ve gqPCR)
kullanilarak  incelemigler.16S rRNA gen analizleri, bakteri toplulugunda
Proteobacteria’larin  (6zellikle Ralstonia tiirleri) dominant oldugunu, ardindan
Firmicutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Actinobacteria ve Verrucomicrobia’nin
geldigini ortaya koymustur.

Her ne kadar Illumina tabanli teknolojiler (6rnegin MiSeq) gibi yiiksek verimli
siralama mikrobiyal ekolojide devrim yaratmis olsa da, diisiik baz ¢esitliligi sorunu
nedeniyle c¢evresel mikrobiyal topluluk analizi i¢in amplikon diziliminin uyarlanmasi
kolay degildir (Wu ve ark., 2015).

Sun ve arkadaslart (2018) yaptiklari ¢alismada dogal fermantasyon kullanarak
geleneksel olarak elde edilen Cin soya fasulyesi ezmelerinde (10 ile ait 23 6rnek)
mikrobiyal gesitliligi arastirmis ve 2 x 300 bp Illumina Miseq dizileme kullanarak bunlar1
siralamigtir. 16S primerleri bakteri rRNA geninin V3-V4 bdlgesini biiyiitmek igin
kullanilmistir. Toplamda, on dokuz 6rnekten 687.888 bakteri dizisi elde edilmistir.
Bakteriyel sekanslar arasinda, Firmicutes (% 74.77), Proteobacteria (% 22.61) ve
Actinobacteria (% 2.55), baskin filalar olmustur. Firmicutes’in ¢ogunu Staphylococcus
cinsi  olusturmustur.Numunelerdeki  mikrobiyal toplulugun, biiyiik olasilikla
fermantasyon sirasindaki ¢evre ve iiretim siireci dahil olmak iizere cografi farkliliklar ve
dis faktorler nedeniyle benzersiz oldugu belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda 515F (5°-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") — 806R (5’-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’)
primerleri kullanilarak V3-V4 gen bolgeleri hedef alinmistir.
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Sant’Anna ve arkadaslari (2019) tarafindan yapilmis bir ¢alismada geleneksel
yontemle baslangic kiltiir kullanilarak ¢ig siitten elde edilen Minas zanaat peyniri
lizerinde caligmalar yapilmistir. Bu calisma, islenmemis ¢ig siitiin bakteri toplulugunu,
endojen baslangi¢ kiiltiiriinii ve altmis giinde Serra do Salitre bdlgesinde (Brezilya)
olgunlasan peynirin i¢ ve dis yiizeyindeki bakteri toplulugundaki olast degisimleri ortaya
cikararak Illumina MiSeq 16S rRNA gen amplikonu dizilemesiyle degerlendirmeyi
amaglamistir. Bu ¢alismada peynirin olgunlagsma siiresi boyunca Planococcaceae ve
Streptococcaceae familyalariin  yaygin  oldugunu saptamistir. Bundan bagka
Planococcaceae ve Leuconostocaceae familyalarinin birlikte bu peynirlerin yiizeyinde
giiclii etkilesimler gelistirdigi tespit edilmistir. Ek olarak, cografi konum, nem ve asitlik
gibi ¢evresel faktorlerin mikrobiyal degisimi tetikleyen ana nedenler oldugu
belirlenmistir.

Caligmalardan gorildigi gibi Illumina Miseq platformu yardimiyla farkli
alanlardaki mikrobiyal c¢esitlilik belirlenebilmektedir. Bizim ¢alismamizda farkli peynir
orneklerinin bakteriyal toplulugu analiz edilmis ve her 6rnek i¢in genus ve familya
diizeyinde farkli qruplarin baskin oldugu goriilmiistiir. D4 kodlu 6rnegimizde genus
diizeyinde Lactococcus cinsi (105.460) yiiksek oranda temsil edilmis ve bunu
Streptococcus (23.683) ve Lactobacillus (19.470) cinsleri takip etmistir. D6 kodlu
ornegimizde ise Streptococcus cinsi ilk sirada (130.101 okuma sayis1) ve Lactococcus
cinsi (41.792 okuma sayisi) ikinci sirada yer almaktadir. Her iki 6rnek i¢in familya
diizeyinde Streptococcaceae baskin olarak goriilmektedir.

Bizim ¢alismamizda siit {irlinlerinin mikrobiyal c¢esitliligini belirlemek igin ek
olarak FISH yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde Bacteria igin genel Eub 338 probu
kullanilmis ve DAPI boyama gerceklestirilmistir. Son olarak ornekler floresan
mikroskobuyla goriintiilenmis ve Eub 338 probuyla zayif sinyaller elde edilmisdir. Prob
sinyallerinin zayiflamasi hibridizasyon sonrasi 6rneklere ait filtreleri kapatirken solmay1
engelleyici madde olarak citifluor (antifade soliisyon) yerine gliserol kullanilmasi ve
goriintiilemeye kadar aradan bir siire zaman ge¢mesiyle iliskilendirilmistir. Bu yiizden
calismalarimizin devaminda FISH yoOnteminin tekrarlanmasi hedeflenmistir. Genel
olarak DAPI boyamalar1 lizerinden 6rneklerimiz morfolojik olarak degerlendirildiginde
basil, kok, diplokok sekilli hiicrelerin daha baskin oldugu belirlenmistir.

FISH yontemi c¢ok farkli alanlarda mikrobiyal cesitliligin belirlenmesinde

kullanilmaktadir.
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Bu yontem gida ve ¢evre su orneklerinde bulunan Enterobacteriaceae sayimi
(Ootsubo ve ark., 2003), yiyecek ve suda Escherichia coli tespiti (Lin ve Tsen, 1999),
sarapta laktik asit bakterilerinin (LAB) tanimlanmasi (Blasco ve ark., 2003), Alman
Kuzey Denizi kiyisindaki Wadden Denizi sedimanlarinin mikrobiyal topluluk
kompozisyonunu belirlemede (Llobet-Brossa ve ark., 1998) ve bir ¢ok siit (Bottari ve
ark., 2006; Kolloffel ve ark., 1999; Oliveira ve ark.,2004; Machado ve ark.,2013;
Gunasekera ve ark., 2003) ve et iiriinlerleriyle ilgili ¢alismalarda (Gory ve ark., 1999;
Baysal, 2014) kullanilmstir.

Floresan oligoniikleotit prob hibridizasyonu, saf kiiltiirlerde izolasyona ihtiyag
duymadan karma topluluklardaki spesifik mikroorganizmalari tanimlamak igin gida
mikrobiyolojisinde de 6nemli bir ara¢ haline gelmistir (Bottari ve ark.,2006) .

FISH yontemi kullanimi, hizli ve dogru bir Pseudomonas sayimi saglamakla
beraber siit fabrikalarinda belirli kirlilik kaynaklarinin tanimlanmasini, pastorizasyon
isleminin dogru validasyonunu ve pastorize siitiin raf Omriiniin tahmin edilmesini
kolaylastirmistir (Bottari ve ark.,2006; Gunasekera ve ark., 2003).

Salmonella spp., Listeria monocytogenes, diinya genelinde gida kaynakli
hastaliklarin ana nedenlerinden ikisi olarak bilinen mikroorganizmalardir. Gidalardaki bu
mikroorganizmalarin tespiti i¢in geleneksel yontemler iyi bilinse de pozitif sonuglar
sadece 5 gin sonra elde edile bilmektedir. Bilimsel gelismeler, bu patojenik
mikroorganizmalarin hizli tespiti i¢in birgok yontemin gelistirilmesine yardimci olmustur
(Oliveira ve ark.,2004).

Oliveira ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan ¢alismada farkli florokromlarla
isaretlenmis (Salmonella’ya 6zgii prob, floresan ve L.monocytogenes’e 6zgii prob,
rodamin ile etiketlenmistir) iki oligoniikleotit prob kullanan floresan in situ hibridizasyon
(FISH) teknigi kullanilmistir. Bu iki probun karisik bakteri popiilasyonlari veya dogrudan
siit numuneleri ile hibridizasyonu, bu iki patojenin floresan mikroskopisi ile eszamanl
olarak tanimlanmasina izin vermistir. Sonu¢ olarak, siit orneklerinin bakteriyolojik
analizine uygulanan FISH teknolojisi, tek bir mikroskop laminda birden fazla sonucun
gorsellestirilmesine izin veren benzersiz Ozelliklere sahip bir teknik olarak kabul
edilmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda sadece Bacteria spesifik Eub
338 probu ve bir tek DAPI boyama kullanilmistir.

Lactobacillus tiirleri viicudumuzdaki baskin ve faydali bakterilerden birini

olusturur ve gelismis iilkelerde mikrobik bir adjuvan olarak kullanilir. Bu probiyotik

82



bakterilerin tanimlanmasi geleneksel olarak kiiltiir bazli tekniklerle yapilir. Bununla
birlikte, bu tiir yontemler ¢ok zaman alicidir ve Ozellikle karisik bakteri kompleksi
topluluklarinda Lactobacillus bulundugunda yanlis sonuglar verebilmektedir (Machado
ve ark.,2013).

Machado ve arkadaslari tarafindan yapilmis (2013) caligmada, yeni bir Peptid
Niikleik Asit (PNA) Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) probu kullanarak
Lactobacillus spp’yi dogru bir sekilde tanimlamak amaglanmistir. Bu ¢alismada Prob
(Lac663), farkli Lactobacillus tiirlerine ait 36 susta ve diger bakteri tiirlerinin 20 susunda
test edilmistir. Yontemin duyarliligi % 100 ve 6zgiilligi % 95.0 olmustur. Bu ¢alismada
bizim ¢alismamizda kullandigimizdan farkli bir prob kullanilmigdir.

Yukarida bahsetmis oldugumuz FISH teknigine dayali yapilmis gida ¢alismalarinda
daha cok spesifik bakterilerin varligi belirlenmeye c¢alisilmistir,bizim ¢alismamizda ise
orneklerin genel mikrobiyal toplulugu belirlenmeye calisilmistir.

Kolloffel ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir c¢alismada in situ
hibridizasyon teknigiyle gruba ve tiire 6zgii oligoniikleotit problar1 kullanilarak {i¢ farkl
olgun Gruyere Sure peynirinin yiizey mikroflorasinin belirlenmesi miimkiin olmustur.
Burada prob olarak Eub 338’ in kullanilmasiyla, mikrobiyal toplulugun biiyiik bir kism1
(%70°1) saptanabilmistir. rRNA-hedefli oligoniikleotit problar1 ile fliioresan in situ
hibridizasyon ile tespit edilebilen bakteri sayisi olarak tanimlanan fizyolojik olarak aktif
bakteriler, 4 *6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyamasi ile saptanan toplam sayilar ve
canli sayimm teknigi ile karsilastirilmistir. Bizim g¢alismamizda da Eub 338 probu
kullanilmis ve DAPI boyama gerceklestirilmistir, ama bu ¢alismadan farkli olarak sadece
peynir yiizeyleri degil orneklerin hem i¢ hem dis ylizeyini igeren diliisyonlar
degerlendirilmistir.

Diinya genelinde siit {iriinleriyle ilgili bizim ¢alismamiza benzer bir ¢cok ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Literatiir taramalarimiz sonucunda Azerbaycana ait siit 6rneklerinde
yapilan ¢alismalara katki saglamak adina ¢alismamizi farkli yontemler kullanarak bir¢cok
yonden degerlendirmeye karar verilmis ve tez kapsaminda bahs etdigimiz bir cok yontem
ve analiz metodlar1 kullanilarak genel bir bilgi elde edilmeye ¢alisilmistir.Sonug olarak
orneklerimiz hem mikrobiyolojik analizlere hem de molekiiler yontemlere tabi tutularak
tez icerigimizde detayli bahs etdigimiz bilgiler elde edilmistir. Bundan bagska
calismamizda illumina MiSeq platformu ile yapilan analizler de siit iiriinlerine dair

mikrobiyal ¢esitliligi belirlemede 6nemli dlgiide katki saglamistir.
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