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Turkiye Kokenli Lactococcus lactis Suslarimin Kromozomal Farkhiliklarimin
Tanimlanmasi

OZET

Bu c¢aligmada, Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden izole edilen ¢ig siit kaynakli, fenotipik
testlerle sus diizeyinde tanimlanmis olan 30 adet Lactococcus lactis susunun, molekdler
yontemlerin kullanimiyla tanimlanmasi saglanmistir. Suslarin genetik cesitliliklerinin
belirlenmesi amaciyla kullanilabilecek birka¢ tanimlama teknigi se¢ilmistir. Baslangigta
hem izolatlarin sus diizeyinde tanimlanabilmesi igin hem de suslar arasindaki
benzerliklerin saptanmasi amaciyla plazmid profilleme yontemi kullanilmistir. Tim
suslarin bir ya da daha fazla plazmide sahip oldugu tespit edilmistir. L. lactis subsp. lactis,
L. lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis oldugu diistintlen
suglarin hepsinin farkli plazmid profilleri gosterdikleri saptanmistir. Suslarin plazmid
profilleri karsilagtirildiginda birbirleri ile %55 oraninda benzerlik gosteren bir grup
olusturduklar1 belirlenmistir. PFGE analizleri ile, genomun butind Smal, Apal ve I-Ceul
restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilmis ve farkli PFGE profilleri gosteren 4 susun
disindaki tiim suslarin birbirleri ile benzer olduklari saptanmigir. Sonuglar L. lactis oldugu
PFGE ile tanmimlanan 26 sus arasinda yiiksek derecede heterojenitenin varligini
gostermistir. Suslar arasindaki kromozomal farklar dikkate alindiginda Smal enzim kesimi
sonucunda, suslardan 10 tanesinin referans sus olarak kullanilan L. lactis subsp. lactis
ATCC 7962 ve 1L1403 ile, 3 tanesinin ise referans sus olarak kullanilan L. lactis subsp.
cremoris MG1614 ile benzerlik diizeyi %75 olan gruplar olusturmuslardir. Diger yandan,
cogunlugunun L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis suslarinin olusturdugu 13 susu
iceren bir grup ise % 65 benzerlik oraniyla bir arada kiimelenmistir. L. lactis suslarinda 6
adet rRNA operonu bulundugu bilinmektedir. I-Ceul restriksiyon endonikleaz enzimi,
evrimsel surecte oldukc¢a korunmus bolgeler olan 23S rDNA operon boélgelerinden kesim
yapmakta ve L. lactis suslar1 i¢in 6 makrorestriksiyon pargasi olusturmaktadir. Operon
sayis1 farklilik gosteren suslar, 16S rDNA bolgelerine spesifik olarak tasarlanmis
primerlerin kullanimiyla polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutulmustur. 16S rDNA dizi
analizi sonuglari, 4 susun yanlis tanimlandigini, suslarinin 1 tanesinin Enterococcus durans
diger 3 tanesinin ise Streptococcus bovis oldugunu dogrulamistir. 2012, 86 sf.

Anahtar SoOzcukler: Lactococcus lactis, Kromozomal Farklilik, Plazmid Profillemesi,
PFGE, 16S rDNA Analizleri.



Identification of Chromosomal Diversity of Lactococcus lactis Strains Originated
From Turkey

ABSTRACT

In this study, 30 Lactococcus lactis strains originating from raw milk isolated in Turkey,
which are defined by phenotypic tests at the strain level, were characterized by molecular
techniques. A few typing techniques were estimated to determine the genetic diversity of
strains. First of all, plasmid profiling was used in order to both identify the isolates at the
strain level and determine the similarities between the strains. It has been identified that all
strains have one or more plasmid. It was determined that all strains, which are considered
as L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris and L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis, showed different plasmid profiles. Strains from one cluster which shows
55% similarity when plasmid profiles were compared. Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) analysis of complete genomes digested with Smal, Apal and I-Ceul restriction
endonucleases proved that all strains were similar out of four isolates, which showed
different PFGE profiles from the others. Results showed a high degree of heterogeneity
among determined with PFGE twenty six L. lactis strains. Taking account of the
chromosomal differences between strains after Smal restriction digestion process, 10 of
strains were clustered at a similarity level of about 75% with L. lactis subsp. lactis ATCC
7962 and 1L1403 which are used as reference strain, and 3 of strains were clustered at a
same similarity level with L. lactis subsp. cremoris MG1614 which are used as reference
strain. On the other hand, 13 strains, which are mostly L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis, were clustered at a similarity level of 65%. It is known that L. lactis strains
have 6 rRNA operons. I-Ceul restriction endonuclease digests from 23S rDNA operon
regions, which are well preserved in evolutionary processes and produces 6
macrorestriction patterns for L. lactis strains. The strains, which have differences between
numbers of operons, confirmed by PCR using specific primers designed for conserved 16S
rDNA regions. Results of 16S rDNA sequencing showed that 4 of strains are identified
incorrect, 3 of strains are Streptococcus bovis and 1 of the strains is Enterococcus durans.
2012, 86 p.

Key words: Lactococcus lactis, Chromosomal Diversity, Plasmid Profilling, PFGE, 16S
rDNA Analysing
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1. GIRIS

Lactococcus (L.) cinsine ait farkli tiirler arasindan sadece Lactococcus lactis’ in alt tirleri
olan L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis teknolojik ve ekonomik agidan biiyiik neme sahiptir (Garvie 1984, Sandine
1985, Salama et al. 1991, Delgado and Mayo 2004). Bu bakteriler endistriyel agidan
birgok fermente sit rlintine aromatik ve duyusal 6zelliklerini kazandiran starter kiiltiirler
olarak kullanilmaktadir. Her susun kendine 0zgii bir tat ve aroma bileseni oldugu
bilinmektedir. Mandira endiistrisinde farkli tat ve lezzet bilesenlerine olan ihtiyagtan dolay1
laktokoklar, yeni starter kiiltiirlerin ve var olan 6zelliklerin gelistirilmesi amaciyla laktik
asit bakterileri icerisinde en fazla merak edilen ve bu zamana dek birgok aragtirmaya konu
olmus bir bakteri grubudur (Salama et al. 1993, Urbach et al. 1997, Nomura et al. 1999,
Kimoto et al. 2004, Gonci and Alpkent 2005, Jivadipur and Tunctlrk 2006, Fernandez et
al. 2011).

Lactococcus lactis tiirliniin taksonomisi ge¢misten giiniimiize dek ¢ok kez degismis
olmasina ragmen hala fenotipik temelden uzaklagsmamistir (Schleifer et al. 1985, van
Hylckama Vlieg et al. 2006, Rademaker et al. 2007). Giiniimiizde tanimlama
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri, gecmiste caligilan
klasik fenotipik testler ile tam anlamiyla uyusmadigindan, bu tlrin taksonomisini daha da
karmasik hale getirmektedir (Taillienz et al. 1998, Kelly et al. 2010).

L. lactis suslari arasindaki farklarin kromozomal diizeyde tanimlanmasi, bu tirin
taksonomisini aydinlatmasinin yaninda siit endustrisinde farkli lezzetlere sahip yeni
driinlerin olusturulabilmesine de hizmet edecektir. Bu tez ¢aligmasinda, giivenilirligi
bircok arastirmaci tarafindan ispatlanmis, kromozomal diizeyde yiiksek ayrim giiciine
sahip bir molekiiler tan1 yontemi olan darbeli alan jel elektroforezi (PFGE) yontemi ile

Tiirkiye kaynakli L. lactis suslarinin birbirlerinden kesin surette ayrilmasi amaglanmuistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Laktik Asit Bakterileri

2.1.1. Tarihgesi

Bir grup mikroorganizmay1 ifade etmek amaciyla kullanilan laktik asit bakterileri (LAB)
kavrami 1900’li yillarin baslarinda ortaya atilmis ve 19. yiizyilin sonlarma kadar
sistematik bilimi ile beraber teknik gelisimlere de onciiliik etmistir. Gida kaynakli LAB’nin
birbirleriyle olan etkilesimlerinin bilim insanlarmin dikkatini ¢ekmesi 1857 yilinda Louis
Pasteur’un laktik asit fermentasyonuna 6nemli katkilartyla sonuglanmistir. Ardindan 1873
yilinda Joseph Lister tarafindan ilk saf bakteri kiiltiiriniin (Bacterium lactis) izolasyonu
yapilmigtir. Bu kiiltiirin peynir ya da eksi sOt Uretiminde tat, koku gibi aromatik
ozelliklerin kazandirilmasi amaciyla starter olarak kullanilabilecegi 1890 yilinda
Almanya’nin Kiel sehrinde Weigmann, Kopenhag’da ise Storch tarafindan es zamanl
olarak kanitlanmigtir. Bu c¢aligmalar gida fermentasyon g¢alismalarinin ticari amaglar igin
kullanimiin yolunu agmustir (Stiles and Holzapfel 1997). 1900°li yillarda ortaya g¢ikan
LAB kavrami, filogenetik bir smifi yansitmamakta olup bu bakterilerin metabolik

Ozelliklerini ifade etmek amaciyla kullanilmistir (Pfeiler and Klaenhammer 2007).

Sekerden laktik asit iiretebilen vajinal bakterilerin, diger patojenik bakterilerin gelisimini
engelledigini ya da smirlandirdigini saptayan Doderlein (1892), mikroorganizmalar ile
konaklar1 olan insanlarin yararli birliktelikte bulunabilecegi ihtimalini ilk defa one
stirmiistiir. Bu gibi 6zelliklere sahip laktik asit bakterileri (LAB) ayrica daha sonralari
fermente edilmis siit {irlinlerinden de izole edilmis ve 1908 yilinda Metchnikoff tarafindan
yapilan arastirmalar sonucunda insan sagligina yararl olduklar1 kesin olarak belirlenmistir
(Holzapfel et al. 2001). Metchnikoff (1908), beyaz insanlarin uzun Omiirlii olmasinin
nedeninin yiksek oranda fermente sut drtnlerinin tiketimi ile iligkili oldugunu O6ne

stirmiistiir (Holzapfel et al. 2001).



LAB grubu i¢in yapilan ilk tanimlama ‘siitiin koagiilasyonunu saglayan ve fermente
edebilen, eksimis siitten izole edilebilen koliform yapisindaki bakterilerdir’ seklinde
olmustur. 1901 yilinda Beijerinck tarafindan Lactobacillus cinsi Gyelerinin Gram pozitif
olarak tanimlanmasi ile koliform yapisindaki bakteriler LAB grubundan ayrilmistir. Daha
sonraki ¢alismalarda Orla-Jensen (1919), LAB’ 1; Gram pozitif, hareket yetenegi olmayan,
spor olusturmayan, kok ya da kokobasil seklinde bulunan, karbonhidratlar1 ve alkolleri
genellikle son drin olarak laktik asit olusturarak fermente edebilen bir bakteri grubu olarak
tanimlamis ve 7 bakteri cinsinin bu grup igerisine dahil edilebilecegini ileri stirmiistiir.
Morfolojik ve fenotipik 6zelliklerini dikkate alarak bu bakteri cinslerini Betabacterium,
Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus ve
Microbacterium olarak tanimlamustir (Stiles and Holzapfel 1997, Yo6rik ve Guner 2011).
Cizelge 2.1°de Orla-Jensen (1919) tarafindan tanimlanan bakteri gruplari ve gilinlimiizde

karsilik gelen adlandirilmalart goriilmektedir (Stiles and Holzapfel 1997).



sno2020uUsbeI8 |

SN29090I1pad -OWOoH + + YO sN220%ea19 ]|
XLyloyoo.ag -OWOH + + )ngnd WNII3JORYOIDIN
EESSEIN
SN22020U30
901S0U0IN3T -0J919H -- -- N[)Y sn2202Je)19g
sna202006e )
SN22020}9€e7
$N2202043)u7
sN920201da.als -OWOH -- -- N[)Y sn220203dans
wnialoegqouIe)
sN|j19eqo1oe] -01918Y 9 -OWOH -- -- )ngnd wnia1oeqoldans
sn|j19eqoloe -OWOH -- -- )ngnd wniJajoeqoway L
EITESSEI
sn|j19eqoloe -0J919H -- -- )ngnd wniiaoeqelag
JI[SUL)) UJ[OO) VI[ISARY] IPZNWINUNL)  NUOASBIUIWLII]  ISOWISIIPUI JLIN  Ze[e)e)] 1stfojojaon Ipe sur)

( L661 193deZ[OH 2A SIS ) LIBI[ISIEY DOPIWOUOSYe) [29un3 A Isewjupue[dnisd Y1 UTULID[LId)e] ISk 1R "T'Z ab|azId)



2.1.2. Genel ozellikleri

Laktik asit bakterileri; Gram pozitif, spor olusturmayan, sitokromlardan yoksun, anaerobik
solunum yapan fakat aerotolerant 6zellik gdsteren, asit toleransina sahip, hekzoz sekerleri
fermente edebilen ve son Urin olarak laktik asit meydana getiren, katalaz negatif
mikroorganizmalardir (Axelsson 1998, Holzapfel et al. 2001). Aslinda, bu genel tanimin
disinda kalan bazi tiirler katalazi metabolize edebilir ya da hematin (hemoglobinin
erimesiyle meydana gelen koyu lacivert madde) iceren ortamlarda sitokrom
bulundurabilirler (Wolf et al. 1991, Meisel et al. 1994). LAB, gelisimleri i¢in glikoz ve
amonyumun yaninda bazi vitamin ve aminoasitlere ihtiyag duyan mikroorganizmalardir
(Holzapfel et al. 2007). Morfolojik agidan ¢ok degisken olan (kisa-uzun ¢ubuk veya kok
sekilli) tyeleri fizyolojik ac¢idan oldukga benzer ozellikler gostermektedirler (Sekil 2.1).
Laktik asit bakteri tdrleri, hekzoz metabolizmasi i¢in iki farkli yol kullanmaktadir.
Homofermentatif yolda baslica iiriin laktik asittir; heterofermentatif yolda ise laktik asit,
CO,, asetik asit ya da etanol Uretilebilir (Kandler 1983, Axelsson 1998, Carr et al. 2002,
Makarova et al. 2006).

Enteracoccus

Sekil 2.1. Laktik asit bakterilerine dahil edilen bazi cinslerin morfolojik ozellikleri
(http://www.agaclar.net)



Binlerce yildir gida ve alkol fermentasyonlarinda kullanilan mikrobiyel kilturler, 20.
yiizyilda gesitli rahatsizliklar tedavi etmek amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Mohania
et al. 2008). Intestinal sistemde bulunan faydali mikroorganizmalarin sistemin fizyolojik
dengesine olumlu yo6nde katkida bulunmasina “probiyozis”, fayda saglayan
mikroorganizmalara ise ‘probiyotikler’ adi verilmektedir (Cakir ve Cakmakg1 2004). FAO
(Anonim 2002) kaynaklarina gore probiyotikler, yeterli miktarlara ulastiklarinda kendisine
ev sahipligi yapan canliya saglik agisindan fayda saglayan ve mikrobiyel dengeyi koruyan
konuk mikroorganizmalardir. Probiyotikler i¢in Salminen (1998) tarafindan yapilan
‘sagliga faydali olan canli mikrobiyel yiyecek katkisi” seklindeki tanim giiniimiizde hala
kullanilmaya devam etmektedir (http://www.rivm.nl/bibliotheek/rapporten/340320001.
pdf). Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin insan saghg {izerine faydal
etkileri suslara 6zgii olup {irogenital ve intestinal sistem enfeksiyonlarinin engellenmesinin
yani sira iltihabi reaksiyonlarin azaltilmasi yoniinde de oldukca etkili olduklari kabul

edilmektedir (Tok ve Aslim 2007).

LAB tarafindan sentezlenen ve hiicre digina salgilanan, protein yapisindaki antimikrobiyel
bilesenler ‘bakteriyosinler’ olarak adlandirilmaktadir (Riley 1998, De Martins et al. 2002,
Kurt ve Zorba 2005). Bakteriyosinleri geleneksel antibiyotiklerden ayiran kritik nokta,
antibiyotiklere nazaran daha dar bir 6ldlrici spektruma sahip olmalaridir (Riley and
Wertz 2002). Bakteriyosinler arasinda en detayli tanisi gergeklestirilmis olan1 ise ‘Nisin’dir
(Delves-Broughton et al. 1996, Casalta and Montel 2008). LAB’ larin antimikrobiyel
etkileri temel olarak drettikleri laktik asit ve/veya organik asitler sonucunda, gelistikleri
cevrenin pH degerini azaltmalar1 yoluyla olmaktadir (Kuipers et al. 2000, Mohania et al.
2008). Bunun sonucunda patojen ve kontaminant organizmalarin gelisimini inhibe
etmektedirler (Yiksekdag ve Beyatli 2009). Bakteriyosinlerin ¢ogunun plazmid kodlu
oldugu (Davey 1984, Martinez et al. 1999) ve tek bir plazmidin ii¢ farkli bakteriyosini
kodlayabilecegi tespit edilmistir (van Belkum et al. 1991, Martinez et al. 1999).


http://www.rivm.nl/bibliotheek/rapporten/340320001.pdf
http://www.rivm.nl/bibliotheek/rapporten/340320001.pdf

2.1.3. Dogal habitatlar: ve kullanim alanlari

Laktik asit bakterileri (LAB), insanlarla mutualist yasayan ¢ok sayidaki bakteri grubunu
icerir. Bu bakteriler ¢ok 6nemli probiyotik mikroorganizmalar olup dogal ortamlar olarak
mukozal ylzeylerde, 6zellikle de gastrointestinal sistemde, agiz ve burun bosluklarinda,
deride kisacasi insan viicudunun dis ortamin etkisinde kalan ve bakterilerin hayatta kalmasi
icin uygun Kosullara sahip tiim bdolgelerinde bulunabilmektedir (Sanders 2000, Tok ve
Aslim 2007). Anne siitiiyle beslenen yeni dogan bir bebegin bagirsak mikrobiyotasinin en
baskin tiyelerinin laktik asit bakterileri oldugu sOylenebilir (http://ethesis.helsinki.fi
/julkaisut /maa/skemi/vk/beasley/isolatio.pdf). Ayrica gida olarak tiketilen bitkiler
(meyveler, sebzeler ve tahil taneleri), sarap, siit ve et ortamlarinda bulunurlar (Wood and

Holzapfel 1995, Wood and Warner 2003, Makarova and Koonin 2007).

Peynir gibi ev yapimi fermente siit lirlinleri, besin kaynagi olarak yaklasik 8.000 — 10.000
yildir insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Siit fermentasyonu 20. yilizyila kadar herhangi bir
miidahale ya da regiilasyon olmaksizin dogal siireci ile devam etmistir. Laktik asit
bakterilerinin kesfi ve tanmimlanmasindan sonra siit fermentasyonuna bakis acis
degismistir. Son elli yil icerisinde laktik asit bakterilerinin genetigi, biyokimyasi ve
fizyolojisi hakkinda yeni bilgilerin tespit edilmesiyle bu bakterilerin starter kilturler olarak
secilmelerine ve fermente sut drunlerinde iretim kalitesini arttirmak amaciyla
kullanimlarina izin verilmistir (Botina et al. 2006). Gidaya tat, koku gibi aromatik
Ozellikler kazandiran bu starter kiltlrler, daha onceden kullanilan fermente karigimlarin
tamamiyle yerine ge¢mistir. Giiniimiizde LAB’ lar fermente stt Urtnlerinin, etlerin ve
sebzelerin biyocevriminde temel gorevi iistlenen ve gida endustrisinde Urun kalitesini
arttiran organizmalar olarak kabul edilmektedir. Bunun yaninda kahve, hayvan yemi,
kakao, hamur mayasi ve ¢ok sayida dogal yiyecegin fermentasyon yolu ile Uretilmesinde
kritik rol oynadiklari da saptanmistir (Wood 1998, Makarova et al. 2006). Ayrica bu
bakterilerin, tarih boyunca konserve yapimi ve gegmisinde tarimla ugrasan neredeyse tim
toplumlarda igki yapiminda da kulanildigi bilinmektedir (Miller and Wetterstrom 2000,
Isleroglu vd. 2008).



LAB’ lar genellikle drettikleri antimikrobiyel bilesenleri sayesinde gida iiriinlerinin
giivenligini  saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Lactococcus, Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerinin bilinen turleri bu nedenle GRAS (Generally recognized as
safe) statiisinde kabul edilmekte olup ‘genellikle giivenli’ olarak tanimlanmaktadir
(Salminen et al. 1998, Mohania et al. 2008).

2.1.4. Taksonomisi

LAB’ larin morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri dikkate alinarak yapilan en eski
taksonomik ve fekal ekoloji ¢alismalari, memelilerin bagirsak sisteminde bulunan Bacillus
acidophilus bakterisi hakkinda bilgi edinmek amaciyla Moro tarafindan (1900)
gerceklestirilmistir (Holzapfel et al. 2001). LAB’ larin klasik fenotipik testler ile
smiflandirilmasinda morfolojileri, glikozu fermente etme sekilleri, farkli sicakliklardaki
gelisim diizeyleri, laktik asit konfigiirasyonlari, farkli karbonhidratlar1 fermente edebilme
yetenekleri, sahip olduklar1 yag asitlerinin metil ester yapilar1 (Decallone et al. 1991) ve
hiicre duvari proteinleri (Gatti et al. 1997) ya da hiicre bitiniinden alinan protein drnekleri
(Tsakalidou et al. 1994) dikkate alinmistir. Fenotipik yontemlerin dogasinda diisiik verimle
tekrarlanabilirlik, bakteriyel gelisim esnekliginden kaynakli olarak farkli sonuglarin elde
edilebilmesi ve zayif ayirt etme giicii gibi sinirlamalar bulunmaktadir. Fenotipik analizlerin
bir dezavantaji da, genoma ait potansiyel toplam bilginin asla ifade edilememesidir. Tim
bu engeller, giiniimiizde de kullanilmasina ragmen, bakterilerin tlr ya da alt tir dizeyinde
tanimlanmasinda fenotip temelli yontemlerin giivenirligini azaltmaktadir (Mohania et al.
2008). Bu nedenle giiniimiizde mikroorganizmalarin cins, tiir, alt tiir ve hatta biyovaryete
diizeyinde tanimlanmasi ve siniflandirilmasi ile ilgili ytiriitiilen ¢aligmalarda DNA temelli

molekiler yontemlerin kullanilmasiyla daha hassas ve kesin sonuglara ulasilmaktadir

(Babalola 2003).

Gram pozitif bakterilerin hepsi DNA baz kompozisyonlarinin uyumu dikkate alinarak
sayilar1 2’den 17’ye kadar degisiklik gosterebilen dallar halinde Eubacteria filumu
igerisinde toplanmaktadir (Schleifer and Ludwig 1995a). Gergek LAB’ lar ‘Clostridium’
adi verilen daldan ayrilan ve DNA’ larinda G+C oranlar1 < %55 olan bakteri grubu olarak

tammmlanmaktadir. LAB’ lar Firmicutes subesinin, Bacilli smifinin, Lactobacillales
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takimina dahil edilmekte olup, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella ve
Carnobacterium cinslerini icermektedir. Ger¢ek LAB’ larin farkli cinsleri arasindaki
filogenetik iligki 16S rDNA bolgelerinin karsilastirilmasi temeline dayanarak tespit edilmis
ve Sekil 2.2°de gosterilmistir (Schleifer and Ludwig 1995b, Stiles and Holzapfel 1997,
Holzapfel et al. 2001, Endo and Okada 2005, Yorik ve Giner 2011).

flenacaccus

Streptococcus

Lactoceccus
Leuconostoc

Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tetragenococcus
Vagococcus
Carnobacterium
Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacterium

Bifidobacterium

Sekil 2.2. Laktik asit bakterilerinin filogrami (Stiles and Holzapfel 1997)



2.2. Lactococcus Cinsi

2.2.1. Taksonomik 6zellikleri

Fermente gida endiistrisinde onemli bir yere sahip olan LAB’ lar igerisinde yer alan
laktokoklar (Lactococcus sp.); Gram-pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
hareketsiz, fakiiltatif anaerob bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar. DNA hibridizasyonu,
immunolojik analizler, lipotaykoik asit yapisi, yag asidi profillerinin karsilagtirilmasi gibi
tan1 testlerinden elde edilen verilere dayanilarak Lactococcus cinsi olusturulmustur
(Schleifer et al. 1985). Bu veriler dogrultusunda; Streptococcus ve Lactobacillus
cinslerinden ayrilan baz1 tirler (Lactobacillus xylosus, Lactobacillus hordinae,
Streptococcus garviae, Streptococcus plantarum ve  Streptococcus raffinolactis)
Lactococcus cinsine transfer edilmistir (Collins et al. 1984, Schleifer and Kilpper-Bélz
1987, Stiles and Holzapfel 1997, Casalta and Montel 2008, Cho et al. 2008).

Bu dénemde Lactococcus cinsinin bilinen 5 tiirii oldugu kabul edilmekteydi (Euzeby 1997,
http://www.bacterio.net). Bunlar; Lactococcus garvieae (Collins et al. 1984), Lactococcus
plantarum (Collins et al. 1984) , Lactococcus raffinolactis (Orla-Jensen and Hansen 1932),
Lactococcus piscium (Williams et al. 1990) ve Lactococcus lactis (Lister 1873) olarak
adlandirilmaktadir. Lactococcus lactis tirt L. lactis subsp. lactis (Lister 1873), L. lactis
subsp. cremoris (Orla-Jensen 1919) ve L. lactis subsp. hordniae (Latorre-Guzmann et al.
1977) olmak tzere 3 alt tiire ayrilmistir (Schleifer et al. 1985, Cho et al. 2008, Casalta and
Montel 2008, Odamaki et al. 2011). Yakin zamanda laktokok grubuna ¢amur igerisindeki
hava kabarciklarindan izole edilen Lactococcus chungangensis (Cho et al. 2008) ve Cin
lahanas1 olarak bilinen Brassica rapa L. var. galabra’ dan izole edilen Lactococcus
fujiensis (Cai et al. 2010) adinda yeni iki tirtn daha ilavesiyle glinimiizde Lactococcus
cinsi 7 ture yukselmistir (Matamoros et al. 2009a, 2009b, Fall et al. 2010, Odamaki et al.
2011, Rahkila et al. 2012). Yine alabaligin intestinal sisteminden alinan mukustan izole
edilerek tanmimlanan ve L. lactis subsp. tructae olarak adlandirilan bakteri, L. lactis
grubunun yeni bir alt tiirlinii teskil etmektedir (Perez et al. 2010, Odamaki et al. 2011)
(Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Lactococcus cinsinin siniflandirilmasi (Odamaki et al. 2011)

Turler Alt tirler

Lactococcus garvieae -

Lactococcus piscium -

Lactococcus plantarum -

Lactococcus raffinolactis -

Lactococcus chungangensis -

Lactococcus fujiensis -

Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. hordniae

Lactococcus lactis subsp. tructae

Laktokoklar genellikle bitkilerde ve hayvanlarin derilerinde bulunmaktadir. L. garvieae en
¢ok baliklardan, hayvanlardan ve siitten, L. piscium somon baligindan, L. plantarum
cogunlukla bitkilerden izole edilmektedir (Williams et al. 1990). L. raffinolactis ise
nadiren de olsa ¢ig siitte ve peynirlerde bulunmaktadir (Perez Elortondo et al. 1999,
Lopez-Diaz et al. 2002). L. lactis tlrlne ait L. lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp.
lactis alt tiirlerine gogunlukla ¢ig siit, yumusak ve sert peynirler, eksi kremalar ve bu gibi
mandira Urlinlerinde rastlanmaktadir (Ward et al. 2002, Casalta and Montel 2008).

2.2.2. Genel ozellikleri

Lactococcus cinsi bakteriler kok morfolojisinde olup, gelisme ortamlarinda tek (0.5-1.5
um), kok c¢iftleri ya da kisa zincirler halinde bulunabilmektedir (Sekil 2.3). Optimum
gelisme sicakliklart 30 °C olan laktokoklar, 10 °C ve 45 °C arasinda gelisme
gosterebilmektedir. Tiirleri arasinda 40 °C (zerinde ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
(>% 4 sodyum kloriir) gelisebilme ve farkli sekerlerden (laktoz, mannitol ve rafinoz) asit
olusturma 6zellikleri bakimindan farkliliklar gorilmektedir (Schleifer 1985, Schlegel 1997,
Furet et al. 2002). % 6.5 NaCl varliginda ve ortam pH’sinin 9.6 olmasi durumunda gelisme
gostermezler (Buyikyorik et al. 2010). Laktozu fermente etme yetenegi, Ozellikle siit

endiistrisinde starter olarak kullanilan laktokoklar igin kritik bir 6nem tasimaktadir.
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Sekerleri homofermentatif yolla laktik aside doniistiirmek sureti ile enerji elde
etmektedirler. Laktokoklar bu 6zellikleri ile streptokoklardan ve enterokoklardan ayrilirlar
(Schleifer et al. 1985, Schleifer and Kilpper-Balz 1987, Stiles and Holzapfel 1997).

(A) (B)

Sekil 2.3. Lactococcus lactis kolonilerinin, kanli agardaki (A) ve Gram boyama
yapildiktan sonra 151k mikroskobu altindaki (B) goruntisd.
(http://www.connecticutvalleybiological.com/lactococcus-lactis-slide-p-14829.html)

Hareketsiz ve Lancelfield serolojik grup N lyesi olan Lactococcus cinsine ait bakterilerde
fonksiyonel sitrik asit dongiisii ve solunum enzimleri bulunmamaktadir. Ancak bu
bakteriler flavin tip NADH oksidaz, NADH peroksidaz ve slperoksit dismutaz enzimlerine
sahip oldugundan, oksijeni diisiikk oranlarda da olsa kullanabilmektedir. Katalaz enzim
sistemine sahip olmadiklarindan, aerobik kosullarda hidrojen peroksit ortamda
birikebilmekte ve hiicresel yapilarin bozulmasina yol agarak bakteriyel gelisimi
engelleyebilmektedir. Genom  buydklukleri ortalama 2.5 Megabaz (Mb) olan
laktokoklarda, G+C oran1 % 34-42 arasinda degisim gosterebilmektedir (Teixeria et al.
1996, Schlegel 1997, van Niel et al. 2002).
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2.3. Lactococcus lactis Turu

2.3.1. L. lactis’ in alt gruplar:

Lactococcus cinsini olusturan bakteriler igerisinde L. lactis tlrQ, ¢ig siitte ve fermente siit
tirtinlerinde genellikle en baskin bulunan laktik asit bakterisidir. L. lactis suslarinin siit
fermentasyonlart igin temel starter kiiltiir bilesenleri olarak kullanilmalart bu nedenle
sasirtic1 degildir (Kimoto-Nira et al. 2010, Yonezawa et al. 2010, Odamaki et al. 2011).
Diinya ¢apinda yiiz milyon tondan daha fazla miktarda siit, her yil L. lactis starterlerinin
kullanimiyla fermente siit {rlinlerine doniistirilmektedir. Bu durum s6z konusu
mikroorganizmalarin endiistriyel ve dolayisiyla ekonomik Onemini yansitmakta yeterli

olmaktadir (Parente and Cogan 2004, Fernandez et al. 2011).

Odun ile beslenen termitlerin sindirim kanalinin arka kismindan izole edilebilen ve laktoz
fermentasyon yetenegi igermeyen L. lactis subsp. hordniae, L. lactis tiiriiniin gida
fermentasyonlarinda kullanilmayan tek tiyesidir (Klijn et al. 1995, Nomura et al. 1999). L.
lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris alt tiirlerinin yani1 sira L. lactis tlriine ait tek
biyovaryete olan L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, laktozu fermente ederek laktik
asit olusturma, kazein hidrolizi (proteolitik aktivite) ve bakteriyosin tiretimi basta olmak
Uzere, iiretim teknolojisi ve {irlin tipine baglh diger biyokimyasal 6zellikleri de saptanmak
suretiyle, starter kiiltiir suslar1 olarak tanimlanmakta ve fermente siit endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Tanskanen et al. 1990, Teuber 1990, Gauthier et al. 1991, Renault
1996, Hellinck et al. 1997, Akgelik vd. 2001). Laktoz fermentasyonunun ana uriinu olan
laktik asit, fermente siit iiriinlerinin yapisal ve aromatik ozelliklerinin olusturulmasinin
yani sira patojenik ve bozulma etmeni mikroorganizmalara karst da koruyucu rol

oynamaktadir (De Vos 1987, Tiikel ve Akgelik 2000).

2.3.2. L. lactis’in starter suslar: arasindaki fenotipik farklar

L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris alt tiirleri sadece birka¢ fenotipik 6zellik
farklariyla birbirlerinden ayrilirlar (Kelly and Ward 2002); lactis alt turd arjinini

metabolize edebilmekte olup 40 °C sicaklik ve % 4 NaClI iceren ortamlara kars1 toleransh
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olmasma ragmen 45 °C sicaklik ve % 6.5 NaCl konsantrasyonlarma duyarlilik
gostermektedir. Bu 6zelliklerin aksine cremoris alt tiiriine dahil olan bireyler 40 °C sicaklik
ve % 4 NaClI kosullarina kars1 duyarli olup bu suslarin ¢ogu arjinini parcalama yetenegine
sahip degildir (Daly 1983, Drici et al. 2010). Mundt 1986 yilinda yaptigi ¢alismalar
sonucunda lactis alt tiirine dahil olan suslarin ortam pH’s1 9.2 iken gelisim
gosterebildigini, cremoris’ lerin ise gelisemedigini gozlemlemistir. L. lactis subsp. lactis
dekarboksilat glutamat1 y-aminobditirik aside (GABA) cevirebilirken, L. lactis subsp.
cremoris bu aktiviteyi gosterememektedir. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ise
sadece sitrat1 fermente ederek diasetil olusturma yetenegi ile L. lactis subsp. lactis’ den
ayrilmaktadir (Cizelge 2.3) (Nomura et al. 1999, 2006, Fernandez et al. 2011).

Sitrat1 fermente etme yeteneginin tiim L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis suslarinda
plazmid kodlu olusu ve so6z konusu plazmidlerin konak¢i bakteriden kendiliginden
kaybmin siklikla gergeklesmesi, bu biyovaryetenin klasik fenotipik testler ile L. lactis
subsp. lactis alt tirinden kesin hatlarla ayrilmasin1 imkansiz hale getirmektedir. Ozellikle
molekdiler analiz tekniklerinin gelistirilmesi starter kiiltiir suslarinin kendi aralarinda dogru
sekilde tanimlanmasini saglamakla beraber, patojen ya da gida bozulma etmeni
bakterilerden farklilasma siireglerinin de evrimsel iliskilerle agiklanmasini olanakli hale
getirmistir (Schleifer and Kilpper-Bélz 1987, Stiles and Holzapfel 1997, Corroler et al.
1998, Corroler et al. 1999, Mannu et al. 2000, Ayad et al. 2001, Nomura et al. 2002,
Delgado and Mayo 2004, Liu et al. 2005).

L. lactis tiirliniin taksonomisi ge¢misten giintimiize dek ¢ok kez degismis olmasina ragmen
hala fenotipik temelden uzaklasmamistir (Schleifer et al. 1985, van Hylckama Vlieg et al.
2006, Rademaker et al. 2007). DNA-DNA hibridizasyonu, 16S rDNA gen bdlgesi ve
toplam genom dizi analizlerini igeren ¢ok sayidaki kromozom temelli molekiiler calismalar
sonucunda L. lactis tiirlinii olusturan baslica iki temel genotipin varlig: tespit edilmistir. Bu
genotipik gruplar lactis ve cremoris olarak adlandirilmaktadir. L. lactis i¢in yapilan
fenotipik ve genetik analizlerin sonuglar1 karsilastirildiginda, diisiik diizeyde uyusma
belirlenmistir. Bu durum Lactococcus lactis tiiriiniin taksonomisini daha da karmasik hale
getirmektedir (Taillienz et al. 1998, Kelly et al. 2010).
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Cizelge 2.3. L. lactis tlrtndn starter kiltlr olarak kullanilan alt gruplarimi ayirici 0zellikler
(Fernandez et al. 2011)

Ozellik L. lactis L. lactis subsp. L. lactis subsp. lactis
subsp. lactis cremoris biovar diacetylactis
Katalaz aktivitesi - - -
Laktik asit olusturma + + +
Avrjinin hidrolizi + - +
40 °C’de gelisim + - +
pH 9.2 de gelisim + - +
% 4 NaCl igeren + - +
ortamlara dayaniklilik
Sitrat fermentasyonu - - +
y-dekarboksilat + - -
glutamat aktivitesi

Fenotipik olarak laktokoklarin dogal izolatlarinin ¢ogunun lactis alt tiiriine ait oldugu
yapilan bir¢ok ¢alisgmada dogrulanmistir (Klijin et al. 1995, Cogan et al. 1997, Corroler et
al. 1998, Desmasures et al. 1998, Gaya et al. 1999). Cremoris alt tlirl cok nadir olarak
izole edilebilmektedir (Salama et al. 1993, 1995, Urbach et al. 1997, Delgado and Mayo
2004). Psoni ve arkadaslar1 (2003) Yunanistan’in kékeni koruma altina alnmis olan (PDO)
Batzos peynirinden izole ettikleri 40 adet laktokok susunun tamamini fenotipik
caligmalarla L. lactis subsp. lactis olarak tanimlamiglardir (Psoni et al. 2007). Ancak L.
lactis’in bazi suglarinin cremoris genotipinde oldugu bilinmesine ragmen, klasik ayirma
kriterlerine gore L. lactis subsp. lactis fenotipinde goriildiigii de bilinmektedir (Jarvis and
Jarvis 1981). Bununla beraber son zamanlarda fenotipik olarak L. lactis subsp. cremoris
oldugu tespit edilen bazi1 bakteri gruplarinin lactis genotipinde oldugu da saptanmistir
(Kelly et al. 2010, Tanigawa et al. 2010, Fernandez et al. 2011).

L. lactis tiiriine ait bu taksonomik sorunun asilmasi amaciyla uygulanan yeni yaklagimlarda
genellikle kromozomal kimliklendirme ve coklu lokus analizleri esas alinmaktadir.
Ozellikle coklu lokus analizleri ve genom diizeyinde hibridizasyon sonuglari farkli
orijinlere sahip lactis ve cremoris suslarinin ayni alt gruplari olusturabildigini agikg¢a

gostermistir (Bayjanov et al. 2009, Taibi et al. 2010). Bu nedenle L. lactis subsp. lactis, L.
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lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis suslarinin giivenilir

tanisinda genotipik analiz verileri daha ¢ok dikkate alinmaktadir (Kelly et al. 2010).

2.3.3. L. lactis suslarmin endiistriyel acidan 6nemi

L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris suslari basta peynir imalatinda olmak
lizere bir¢ok mandira {irliniiniin kiiltiire edilmesinde genis Olgiide kullanilmaktadir.
Icerisinde bulundugumuz yiizyilda bu amaca yénelik yeni laktokok suslarinin gelistirilmesi
ve mevcut suslarin tercih edilen 6zelliklerinin iyilestirilmesi amacglanmaktadir. Bu suslar,
tirettikleri asit miktar1 ve iiretim siklig1, bakteri ve faj enfeksiyonlarina kars1 gosterdikleri
direnglilik, raf dmriiniin ve gida giivenilirliginin arttirilmasi, siitiin temel proteini sayilan
kazeini pargalayabilme yetenekleri, imal edilen iiriine aroma, lezzet, kivam 6zelliklerinin
kazandirilmasi gibi endiistriyel agidan sahip olduklar1 6nemli bir¢ok ayricaliklar sayesinde
diger bakteri suslarindan ayrilmaktadir. Bu ayricaliklarindan ve yiiksek kalitedeki peynir
iretiminin devamliligini saglamak agisindan starter suslarin korunmasi ve {iriin niteligine

gore dikkatli sekilde se¢cim yapilmasi gerekmektedir (Tanskanen et al. 1990).

Laktokoklar, otoliz yetenekleri ve peynir matriksi icerisine gonderdikleri intraseliilar
peptidazlar1 sayesinde peynirin olgunlagma siirecinde Onemli bir role sahiptir. Peynir
olgunlagma stirecinin erken evrelerinde (1. giin) Lactococcus suslarinin mikrobiyel
cesitlilik icerisinde en ¢ok rastlanan bakteri grubu oldugu saptanmustir (Vernile et al.
2008). Ozellikle geleneksel peynitler ve kokeni koruma altma alinmis (Protected
Designation of Origin-PDO) olan mandira friinlerinin mikrobiyel zenginliklerinin
tanimlanmasi son zamanlarda oldukga ilgi géren aragtirma konulart arasindadir (Mannu et
al. 2000, Mannu and Paba 2002, Aleksandra et al. 2005, Psoni et al. 2007, Vernile et al.
2008, Uchida et al. 2009, Buyukyoruk et al. 2010).

L. lactis subsp. cremoris suslarinin siit i¢erisindeki gelisim yanitinin lactis suslarina kiyasla
daha iyi oldugu ve kendilerine 6zgii tipik aroma profillerinin mevcudiyeti ile baglantili
olarak kasar peynirinin iiretim slireglerinde o6zellikle tercih edildikleri bilinmektedir

(Salama et al. 1993, Urbach et al. 1997, Fernandez et al. 2011). L. lactis subsp. lactis, inek
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suti icerisindeki LAB’ lar arasinda siklikla baskin tiir olarak gozlenirken biovar
diacetylactis’ € olduk¢a seyrek rastlanmaktadir (Sandine et al. 1972, Desmasures et al.
1998, Kelly and Ward 2002, Franciosi et al. 2009, Drici et al. 2010). L. lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis suslar1 tereyagi ve krem peynirlerin tipik aroma bileseni olan diasetilin
sentezinden sorumludur (Nomura et al. 1999, Kimoto et al. 2004, Goncu and Alpkent
2005, Jivadipur and Tungtirk 2006).

Uriine yonelik starter kiiltiir suglarmin kullanilmas1 amacryla morfolojik ve biyokimyasal
yontemler ile tanimlama yapilmasi zaman alici, glivenilirligi az ve ¢evresel kosullara bagl
olarak degiskenlik gosteren, bununla beraber kiiltiire olmayan mikroorganizmalar igin
imkansiz sayilan tekniklerdir. Bu nedenle glinimiizde klasik fenotipik yontemlerin yerini
alacak kromozom temelli daha giivenilir ve kolay degerlendirilebilir veriler saglayan yeni
bircok molekiiler yontemin gelistirilmesi, sus tanimlamasinda bu ydntemlerin tercih

edilmesini saglamaktadir (Rantsiou and Cocolin 2006, Singh et al. 2009, Tran et al. 2011).

2.4. Kromozom Temelli Molekiiler Tanimlama Yontemleri

Gilinlimiizde toplam genom analizlerinin yaygin sekilde gerceklestirilmesi ve korunmus
gen  bolgelerinin  tespitinden  sonra  mikroorganizmalarin  tanimlanmasi  ve
karakterizasyonunda gelismis yontem ve tekniklerin kullanimi yayginlagmistir. Birgok
farkli genotipleme teknikleri uygulamali olarak; ya tiirlerin tanimlanmas1 ya da ozellikle
endiistriyel alanda LAB suslarmin  klonal diizeyde ayrimmin yapilmas: igin
kullanilmaktadir. Bu DNA-temelli tiplendirme yontemlerinin temel avantaji ayrim giiciine
ve evrensel olarak uygulanabilir olmasina dayalidir. Birbiri ile hemen hemen ayni1 fenotipik
Ozelliklere sahip akraba suslar giinimiizde plazmid profillemesi, 16S-23S ribozomal DNA
analizleri, molekuler ribotiplendirme, rRNA oligoniikleotidlerinin kullanilmasi, g¢oklu
lokus dizi analizleri (MLSA), DNA-DNA hibridizasyonu, darbeli alan jel elektroforezi
(PFGE), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi (RFLP), denatlrasyon gradiyent jel elektroforezi (DGGE), amplifiye edilmis
parca uzunluk polimorfizmi (AFLP), karsilastirmali genom hibridizasyonu (CGH),
cogaltilmis ribozomal DNA’nin restriksiyon analizi (ARDRA) gibi kromozom temelli
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teknikler sayesinde giivenilir sekilde ayirt edilebilmektedir (Farber 1996, Mohania et al.
2008).

Molekiiler tan1 yontemlerinin bir kismi sadece tiir diizeyinde tanimlama yapabilecek
uygulama yeterliligine sahip iken, bir kismu1 ise alt tiirlerin evrimsel siiregte genomlarinda
meydana gelen genetik olaylar ve meydana getirdikleri varyasyonlarin saptanmasinda da
kullanilmaktadir. 16S rRNA genleri evrimsel siregte ¢ok iyi korunmus, degismez ve
siirlandirict fonksiyonlara sahip, erken sathada gelisimi belirlenmis ve diger genlere
nazaran ¢evresel baskilardan etkilenmemis evrensel belirtecler olmalarina ragmen,
tanimlama c¢alismalar1 icin tek basma kullanimlarinda karsilasilan bazi olumsuzluklar
bulunmaktadir. Bu olumsuzluklardan ilki 16S rRNA genlerinin genomda ¢ok iyi korunmus
olarak bulunmasinin bakteri analizi i¢in siirlandirici bir etki olusturmasidir (Achenbach et
al. 2001). Ikinci olarak, 16S rRNA genleri cesitli bakteri tiirlerinde evrensel belirtecler
olarak kullanilsalar bile genlerin kopya sayist farklilik gdstermektedir. Bu durum 16S
rRNA genleri hedef olarak kullanildiginda bazi bakteri tiirlerinin ¢ok 1iyi ayirt
edilebilmesine bazilarinin ayriminin ise daha gii¢ olmasina yok agmaktadir (Mohania et al.

2008).

ARDRA yontemi, L. lactis izolatlarmin alt tiir diizeyinde ayirt edilebilmesi amaciyla
basarili sekilde uygulanmistir (Delgado and Mayo 2004). Psoni ve arkadaslar1 (2007)
tarafindan yapilan L. lactis izolatlarinin alt tiirlerinin tanimlanmasi ¢alismalarinda RAPD
ve PFGE teknikleri kullanilmis, PFGE tekniginin ayrim giicliniin daha yiiksek oldugu,
RAPD yonteminin bakteri tanimlamasi i¢in uygun olmadigi saptanmistir (Pogacic et al.
2011). L. lactis izolatlarinin endiistriyel agidan dnemli olan 6zellikleri genellikle plazmid
kodlu oldugundan plazmid profillerinin saptanmasi suretiyle karsilastirma yapilmasi 6nem
tagimaktadir (Tukel ve Akgelik 2000, Drici et al. 2010). Bunun yani1 sira genom dizisine
ihtiya¢ duyulmaksizin laktokokal suslarin kromozomal diizeyde karsilastirilmasi i¢in en
uygun yontemin PFGE oldugu birgok arastirmacinin ortak goriisiidiir (Mata et al. 1989,
Tanskanen et al. 1990, Le Bourgeois et al. 2000, Mannu and Paba 2002, Vernile et al.
2008, Uchida et al. 2009).
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2.5. Plazmid Profillemesi

Bakteriyel karakterizasyon i¢in kullanilan molekdler biyoloji tekniklerinden ilki plazmid
parmak izi yontemi olup aynu tiir icerisine dahil edilen alt tiirlerin tanimlanmasi amaciyla
kullanmilmistir. Lactococcus cinsine ait Uyelerin plazmid DNA dizilerinin susa spesifik
oldugu ve oldukca kararlilik gosterdigi bilinmektedir (O’Sullivan and Daly 1982).
Laktokok plazmidleri, tiir i¢i ve tiirler arasi konjugatif 6zellikleri ile genom elastisitesi
saglamakta ve bu grubun evrimsel siirecteki degisimlerinde biiyiik rol oynamaktadir.
Laktokoklarin laktoz ve diger sekerleri fermente etme yetenekleri, antimikrobiyel ve
proteolitik aktiviteleri, bakteriyofaj direnclikleri, antagonistik aktiviteleri, aroma
olusturabilmeleri gibi sahip olduklari en 6nemli ticari Ozellikler plazmidler tarafindan

belirlenmektedir (MacKay 1983, Botina et al. 2006).

Plazmidler stabil yapilar olmadiklarindan, mikroorganizma igerisinde replikasyon
fonksiyonlar ile kopya sayilarinin arttirtlmasi ve kromozoma entegrasyon stratejilerinin
gelistirilmesi miimkiin olmaktadir. Bu vektorler her iki durumda da bilimsel ve endustriyel
caligmalarda kullanim alani bulmaktadir (Barriaut and Sylvestre 1999, Perez-Arellano et
al. 2001). L. lactis izolatlarinin sayilart 2 ile 11 arasinda molekiiler agirliklari ise 3 ile 130
kilobaz (kb) arasinda degisim gosteren plazmidlere sahip olduklart saptanmistir (Fujita et
al. 1984). Genellikle plazmid biiyiikliigii arttikca kopya sayisi azalmakta ve buna bagli
olarak ozellikle laktoz plazmidlerinde plazmid stabilitesinin azalmasini saglamaktadir
(Tukel ve Akelik 2000). Laktokok plazmidlerinin genomlarindaki % 36-38° lik G+C
iceriinden farkli olarak % 30-40 G+C igerigine sahip oluslar1 plazmidlerin yatay gen
transferi yolu ile kazanildiklarina isaret etmektedir (Mills et al. 2006).

Konjugatif etmenler ve diger cevresel faktorler nedeniyle ekstrakromozomal DNA
yapisinda meydana gelen degisiklikler, bakteri tanimlamasinda kromozomal DNA’ y1
temel alan molekuler yontemlerin plazmid profillemesinden daha basarili sekilde ve daha
yaygin olarak kullanilmalarini saglamistir. Plazmid profillemesinin tanimlama yontemi
olarak kullanilmasindaki bir dezavantaj da plazmid icermeyen bakterilerin bu yolla

karakterize edilememesidir (Duffner and O’Connell 1995, Holzapfel et al. 2001).
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2.6. Darbeli Alan Jel Elektroforezi (PFGE)

PFGE, bakteriyel suslarin ayirt edilmesinde kullanilabilcek en iyi yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemin ilk asamasinda sivi veya kati besiyerinde gelistirilen bakteri
kiltiirleri diisiik erime 1s1l1 agaroza gomiildiikten sonra bakteri hiicreleri deterjan veya
enzimler yardimiyla pargalanmakta (in situ lysis), sonu¢ olarak genomik DNA saf olarak
elde edilmektedir. PFGE’ de yiliksek kalitede bozulmamis DNA’ nin elde edilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle DNA’ da kirilmalara yol agabilen geleneksel DNA izolasyon
uygulamalar1 bu yontem i¢in uygun goriilmemektedir. Liziz islemini takiben agaroz
kaliplart protein, karbonhidrat ve hiicre iceriklerinden arindirilmak amaciyla iyice
yikanmaktadir. Agaroz igerisine gdmiilii olan kromozomal DNA, nadir kesim yapan bir
restriksiyon enzimi (RE) ile muamele edilmektedir. Restriksiyon bant profillerinin
goriintiilenmesi amaciyla elektroforez jeline yiiklenen kaliplar belirli araliklarla yonii
degistirilen elektrik akimina maruz birakilmaktadir. Elektroforezden sonra jel etidyum
bromiirle boyanarak suslarin bant profilleri karsilastirilmaktadir (Sekil 2.4) (Durmaz ve
Durmaz 2001). Bakteriyel suslarin nadir kesim yapan restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin tanima boélgelerinin genom {iizerindeki dagiliminda goézlenen varyasyonlar

suslar arasindaki genomik farklarin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir (Aleksandra et al.
2005).

Laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan agaroz jel elektroforezi tekniginde 50
kilobazdan (kb) daha biliyilk DNA molekiilleri, yiiksek hareket yetenegine sahip
olmadiklarindan sanki elenmisgesine jel iizerinde gézlenemezler. Ayn1 sekilde 750 kb’ dan
biiyiik olan parcalar son derece kirllgan olmakla beraber jel iizerindeki gogleri birgok
uygulamada kullanimlarina imkan vermemektedir (Gardiner 1991). lk olarak Schwartz ve
arkadaslar1 (1982) iki alternatif elektriksel alanin kullanimi ile biytikligi 10 megabaza
kadar arttirilabilen 50 kb’dan daha kiiglik DNA molekiillerinin rahatlikla birbirlerinden
ayrilabildigini ortaya koymus ve darbeli alan jel elektroforezi uygulamalarini
baslatmiglardir. Bu tarihten sonra ayni prensiple calisan cihazlarin sayis1 giin gegtikce

artmaya baslamistir (Hacioglu ve Basim 2001).
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Sekil 2.4. PFGE Asamalar1 (Durmaz ve Durmaz 2001).
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PFGE, ¢ok farkli amaglar igin ¢ok farkli sekillerde kullanima uygundur (Birren and Lai
1990, Gemmill 1991, van Daelen and Zabel 1991, Birren and Lai 1993). Ilk calismalar
olarak biiylik bitki DNA’ smin maya yapay kromozomlar1 (YAC) ve P1 klonlama
vektorleriyle klonlanmasi (Ecker 1990, Butler et al. 1992), restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmlerinin (RFLP) tanimlanmasi, fiziksel haritalama, in vivo kromozom kirik ve
degredasyonlarinin saptanmasi (Elia et al. 1991), mayalar gibi bircok fungusun ve
Trypanosoma, Plasmodium, Leishmania gibi parazitlerin kromozom say1 ve
biiytikliiklerinin (elektroforetik karyotip) belirlenmesinde kullanilmigtir (Gallagher et al.
1992). Ayrica PFGE bakteriyel gruplarin kromozomal diizeyde tanimlanmasi ve 6nemli
suslarin genetiksel gegmisleri hakkinda bilgi edinmek amacina da hizmet etmektedir (Le

Bourgeois et al. 1991, 1992).

PFGE c¢ok c¢esitli cihazlarla uygulanabilmektedir. En basit ekipmani ters alan jel
elektroforezi (field inversion gel electrophoresis, FIGE) i¢in tasarlanmistir. FIGE genomu
180° lik agilarla yonlendirmekte olup periyodik olarak elektrodlarin degismesi prensibiyle
calisir (Carle et al. 1986). Capraz degisen alan elektroforezi (Transverse alternating field
electrophoresis, TAFE) ¢apraz konumlanmis dort elektrodtan gelen elektrik akimiyla dikey
sekilde konumlanmis jel {izerindeki biiyilk DNA parcalarimin gociinii saglamaktadir
(Steward et al. 1988). Rotasyonlu jel elektroforezi (Rotating gel electrophoresis,RGE)
birbiri ile homojen olan iki elektrodtan her yone esit akim gonderilen bir elektriksel alanda
ayarlanmis iki ag¢1 arasinda jelin hareketinin saglamasi prensbine dayanmaktadir (Southern
et al. 1987). 120% lik acilar ile konumlanmais, altigen sekilde agaroz jelin etrafini saran
elektrodlardan homojen olarak verilen capraz elektrik akimiyla ¢ok biiyiik ve ¢ok kiigiik
DNA parcalarini sorunsuzca gog ettirebilen CHEF (Contour-clamped homogenous electric
field) giintimiizde en ¢ok kullanilan PFGE cihazidir ( Sekil 2.5) (Gallagher et al. 1992,
Hacioglu ve Basim 2001). Kullanilan tiim cihazlarda prensip hi¢ degismemekte, PFGE
bant profilleri karsilastirilarak  genetiksel olaylar ile iligkilendirilmis yorumlar

yapilmaktadir.
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Sekil 2.5. PFGE’ nin yaygin olarak kullanilan elektrod konfigiirasyonlar: (Gallagher et al.
1992).

Tenover ve arkadaslari (1995); PFGE’ yi emidemiyolojik hastaliklarda salgin suslar
tanimlayabilmek amaciyla kullanmis ve PFGE sonucunda olusan makrorestriksiyon
orneklerinin genetik olaylar ile iliskilendirilerek yorumlanmasia yardimci olan bazi
kriterler gelistirmistir (Cizelge 2.4). PFGE bant profilleri aynm1 olan bakterilerin ayni
izolatlar olduklar1 kabul edilirken, bant sayisindaki farklilik yediden biiylik goriildiigiinde
izolatlarin birbirleri ile iligkisiz suslar olduklar1 sdylenebilmektedir. Aynu tiiriin ya da yakin
akraba tirlerin PFGE bant profillerindeki farkliligin enzimin tanima bolgesinde meydana
gelen bir nokta mutasyonlardan kaynaklanabilecegi, kromozom {izerinde delesyon,
insersiyon ya da inversiyonlarin gerceklesebilecegi ve yeni diizenlemelerin meydana
gelebilecegi ihtimali her zaman vardir. Bu yeniden diizenlemeler hareketli IS elementleri,
evrimsel slireglerde kromozoma entegre olmus lineer plazmidler, ve profajlar ile de

desteklenmektedir (Aleksandra et al. 2005).
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Cizelge 2.4. PFGE profillerini yorumlama kriterleri (Tenover et al. 1995)

Kategori Salgin sus ile Salgin sus ile Epidemiyolojik yorum
arasindaki genetik fark gosteren
fark sayisi bant sayisi
Ayni 0 0 izolat,salginin bir parcasi
Yakin Iliskili 1 1-3/ 2-3 Izolat salginla yakin iliskili
Olas: 1liskili 2 4-6 Izolat salginla olasi iliskili
Farkli >3 >17 Izolat salginla iliskisiz

Genetik olaylarin bant profilerine nasil yansidigin1 sematize eden Tenover et al. (1995)
meydana gelebilecek molekiiler degisikligi ornekler ile aciklamistir (Cizelge 2.5) (Sekil
2.6).

Cizelge 2.5.Genetik olaylarin PFGE profilleri lizerindeki etkisi (Tenover et al. 1995)

DNA’da olusan bir nokta mutasyon ile yeni bir restriksiyon bolgesinin olusmast > Yeni
profilde, salgin profilinde bulunan bir bant kaybolarak yerini salgin profilinde olmayan iki
yeni ve daha kiigiik banda birakacaktir. iki kiiciik bandin boyutlarinin toplami, yaklagik
olarak biiylik bandin boyutu kadar olacaktir. Bu degisim, {i¢ bant profilinin farkli olmasi ile
aciklanmaktadir (Sekil 2.6B)

Bir restriksiyon kesim bdlgesinde meydana gelen nokta mutasyon - Yeni profilde,
salgin susta olmayan, iki kiciuk bandin birlesmesiyle daha biylk bir bant meydana
gelecektir. Bu degisim,li¢ farkli bant profilinin olusmasina sebep olmaktadir (Sekil 2.6C)

Genoma yeni bir DNA parcasinin eklenmesi - Yeni profilde, salgin profiliyle ayni
sayida bant goriilmektedir ancak bir bant daha biiyiik goriilecektir (Sekil 2.6D).

Genomdan bir DNA parcasinin delesyonu - Yeni profilde, salgin profiliyle ayni sayida
bant goriilmektedir ancak bir bant daha kiiclik goriilecektir (Sekil 2.6E).
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400 kb fragmanda  Restriksiyon yeri 50 kb bdlgenin
degisme yok kazanma kaybetme insersiyonu delesyonu
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Sekil 2.6. Genetik olaylarin PFGE bant profillerine yansimas1 A: Salgin sus profili B:
Yeni bir restriksiyon bolgesinin olusmasi C: Bir restriksiyon bdlgesinin kaybolmasi D:
DNA parcasinin insersiyonu E: DNA par¢asinin delesyonunu ( o, kaybedilen bandi; * ,
kazanilan bandi ifade eder) (Tenover et al. 1995, Durmaz ve Durmaz 2001).

Daha sonraki ¢alismalarda PFGE, restriksiyon haritalarinin ¢ikarilmasi, fonksiyonel gen
haritalariin olusturulmasi, ayni tiire ait farkli alt gruplar arasindaki yakinlik derecelerinin
saptanmast amaciyla da kullanilmistir. PFGE’ nin uygun restriksiyon enzimleri secildigi
taktirde molekiiler yontemler arasinda sus tanimlama amaciyla kullanilabilecek bir yontem

oldugu bir¢ok calisma ile kanitlanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriler

Ozkalp (2006) tarafindan Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan ¢ig siit ve boza
orneklerinden izole edilen, morfolojik ve fizyolojik analizlerle on tanesi L. lactis subsp.
lactis, alt1 tanesi L. lactis subsp. cremoris ve on dort tanesi L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis olarak tanimlanmis toplam 30 adet laktokok susu ile Lactococcus lactis
ATCC 7962 standart susu, plazmidden yoksun L. lactis subsp. cremoris MG1614 ve L.
lactis subsp. lactis 1L1403 suslar1 Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolumii,
Prokaryot Genetigi Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan temin edilmis ve bu calisma

kapsaminda kullanilmistir.

3.1.2. Bakterilerin iiretiminde kullamlan besiyeri ve saklama kosullari

Laktokok suslart M17 broth besiyeri ortamlarinda 30 °C sicaklikta 18 saat slre ile
gelistirilmistir. Bakteriler, belirtilen gelisme ortamlarina % 30 oraninda steril gliserol ilave

edilerek -20 °C’ de saklanmustir.

M17 Broth (Merck)

Soya peptonu 5 g

Et peptonu 25 ¢

Kazein peptonu 25 ¢

Maya ekstrakti 25 ¢

Et ekstrakti 5 g

D (+) Laktoz 5 g

Askorbik asit 05 g

Na-B-gliserofosfat g Hazirlanan besiyerinin pH’ s1 7.2 +0.2 olup 121
Magnezyum siilfat 025 g °C’de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize
Destile su 1000 ml

edildikten sonra kullanilmigir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Plazmid igeriklerinin belirlenmesi

3.2.1.1. Plazmid izolasyonu

M17 broth besiyerinde 30 ‘C’de 18 saat gelistirilen L. lactis suslari, 10 ml’lik M17 broth
ortamlarma % 10’luk inokiilasyonlar yapilarak, 30 °C’ de 3-3.5 saat inkiibasyona tabi
tutulmustur. Bu siire bitiminde mikrosantrifiij tiiplerine aktarilan bakteri kultirleri, 6000
rpm’ de 15 dakika oda sicakliginda santriflij edilmistir. Hiicre ¢okeltisi kurutulduktan
sonra, 380 pl sakkaroz tamponunda ¢Oziilmiis ve steril mikrosantrifij tiplerine
aktarilmistir. Mikrosantrifij tipleri 37 'C sicakliga ayarlanan 1s1 blogu iizerinde 5 dakika
bekletildikten sonra 96.5 pl lizozim ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C’ de 5 dakika daha
bekletilmistir. 48.2 pl Tris-EDTA-I uygulamasindan sonra mikrosantrifuj tiiplerine % 20’
lik sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢Ozeltisinden 28 ul aktarilarak karistirtlmistir. Bu asamada
ortamdaki viskozitenin artisi lizizin bagladigin1 géstermektedir. Lizizin tamamlanmasi i¢in
mikrosantriftj tupleri 37 °C’ de 1s1 blogu iizerinde 10 dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda tlipler mekanik karistirncida ve yliksek devirde 45 saniye karistirilarak
kromozomal DNA’nin kirilmast saglanmistir. Ortama yeni hazirlanmis 3 N NaOH
cozeltisinden 28 pl ilave edilmis ve tiipler diiz bir zemin tizerinde 15 dakika siire ile yavas
bir sekilde ¢evrilerek kromozomal DNA’nin alkali denatiirasyon kosullari olusturulmustur.
Ortam pH’sinin uygulama sirasinda 12.1 — 12.3 arasinda olup olmadig: kontrol edilmistir.
Denatiirasyon agamasinin sonunda mikrosantrifiij tuplerine 50 pul 2 M Tris-HCI ¢ozeltisi
aktarilarak 5 dakika siire ile yine diiz bir zeminde karistirtlmigtir. Ortam pH’sinin 8.5-9.0
arasma diisiisli ile notralizasyonun saglandigi belirlenmistir. Mikrosantrifij tiplerine, +4
°C’ de saklanan 5 M NaCl ¢ozeltisinden 72 pl ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol
cozeltisinden 700 pl ilave edilerek +4 °C’de 12500 rpm’ de 20 dakika santrifiij islemi
uygulanmistir. Tiiplerde olusan iist faz, mikropipet ile yeni steril mikrosantrifij tuplerine
aktarilmis ve deproteinasyonun saglanmasit icin kloroform/izoamilalkol (24:1)
cozeltisinden 700 pl ilave edilmistir. Tiipler +4 'C> de 12500 rpm’ de 15 dakika daha

santrifiij edilerek tist faz alinmis ve esdeger hacimde etanol uygulanmistir.
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Ekstraktlar - 20°C’ de 1 gece bekletilmistir ve plazmid DNA’nin yogunlasmasi
saglanmistir. Sonraki giin plazmid DNA 12500 rpm’ de 20 dakika santrifij edilmek
suretiyle ¢oktiiriilmiistiir. Son asamada sivi faz akitilarak DNA c¢okeltisi kurutulmustur.
Cokeltiler, 20 pul Tris-EDTA-Il  tamponu igerisinde ¢oziilmiis ve elektroforez
uygulamasindan énce RNaz A stok ¢ozeltisinden 2 pl ilave edilerek 37 'C’ de 1s1 blogunda
45 dakika inkiibe edilmistir (Anderson and McKay 1983).

Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655 ¢
EDTA 0.0372 g
Sakkaroz 6.7 g
Destile su 100 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 8.0 +0.02’ ye ayarlanmig ve 121 °C’ de 15 dakika sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

Lizozim Cozeltisi

Tris 0.3 g
Lizozim 0.1 g

Destile su 10 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 8.0 +0.02” ye ayarlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.
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Tris-EDTA-I Cozeltisi

Tris 0.6 g
EDTA 9.31 g
Destile su 100 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 8.0 +0.02” ye ayarlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

Tris-HCI Cozeltisi

Tris-HCI 3152 g

Destile su 100 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 7.0 +0.02” ye ayarlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

SDS Cozeltisi

Tris 0.6 g
EDTA 074 g
SDS 20 g

Destile su 100 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 8.0 +0.02” ye ayarlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika sure ile

otoklavda sterilize edilmistir.
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Tris-EDTA-II Cozeltisi

Tris 0121 ¢
EDTA 0.037 ¢
Destile su 100 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 7.5 +0.02” ye ayarlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

%3 NaCl ile doyurulmus fenol cozeltisinin hazirlanisi:

100 g fenol tzerine 20 ml destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 °C’ deki su banyosunda
¢Oziilmiistiir. Ortama 0.1 g hidroksiguinolin ilave edilmis ve karistirilarak oda sicakliginda

tutulmustur.

RNaz A c¢oOzeltisinin hazirlanisi:

5 ml steril destile su i¢inde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat ¢ozeltisinin pH’ s1, asetik asit
ile 5’e ayarlanmig ve iizerine 5 mg RNaz A ilave edilmistir. Kaynar su igerisinde 5 dakika

tutulduktan sonra ortam —20 °C’ de saklanmustir.

3.2.1.2. Elektroforez

DNA orneklerinin elektroforezi, % 0.7 agaroz igeren jellerde yapilmistir (Meyers et al.
1976). Yatay ve dikey jel sistemleri icin agaroz, 100 ml tris-asetat elektroforez tamponu
icerisinde mikrodalgada 1sitilarak ¢oziilmiistir. 45 °C’ ye kadar sogutulan ortam
elektroforez plakalarina 30-50 ml olacak sekilde aktarildiktan sonra jel taraklari
yerlestirilerek 30 dakika polimerizasyonun gerceklesmesi icin beklenmistir. Bu slre
sonunda tampon ¢ozelti jeli kapatacak sekilde elektroforez tanklarina dokiilmiis ve jellerin
zedelenmemesine dikkat edilerek taraklar ¢ikarilmistir. 37 °C” de 45 dakika inkiibe edilen
DNA &rnekleri 1s1 blogu tizerinden alinarak, 2 pl marker boya cozeltisi ile karistirildiktan
sonra mikropipet yardimi ile jel kuyucuklarina aktarilmistir. Elektroforez, 100 voltta 3-3.5

saat siireyle yapilmistir. Marker boyanin jel sistemlerini terk etmesinden sonra, elektrik
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akimi kesilmis ve ortamdan alinan jeller, kullanilan elektroforez tamponlari ile hazirlanmis
olan 0.2 pg/ml etidyum bromid igeren ¢Ozelti igerisinde 1 saat bekletilmistir. Boyama
islemi bitiminde jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole 151k altinda goriintiilenmis ve
Kodak Gel Logic 200 Imaging System kullanilarak fotograflar1 alinmistir (Macrina et al.
1982).

Tris-Asetat Tampon

Tris 484 ¢
Sodyum asetat 4.08 g
EDTA 0.37 g
Destile su 1000 ml

Sterilizasyondan 6nce pH 8.0 +0.02” ye ayarlanmis ve 121 °C’ de 15 dakika sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

Marker Boya

Bromfenol blue 0.25 ¢
Sakkaroz 40 ¢
Destile su 100 ml

3.2.1.3. Plazmid biiyiikliiklerinin hesaplanmasi

L. lactis suslarindan izole edilen plazmidlerin biytkluklerinin belirlenmesinde; molekdler
blydklikleri bilinen covalently closed circular DNA (ccc DNA) marker’ larmin
elektroforetik hareketlilikleri 1ile biytikliiklerinin logaritmalar1 arasinda tanimlanan
dogrusal iliskiden yararlanilmistir (Macrina et al. 1978, Southern 1979, Schaffer and
Sederof 1981). ccc DNA Marker (Sigma Aldrich) molekiillerinin agaroz jel fotograflart
tizerinde Olgiilen go¢ araliklar ile bilinen biiytikliiklerinin logaritmik degerlerine bagh

olarak egrileri ¢ikarilmistir. Istatistik analizlerle her farkli jel icin korelasyon katsayisi ve
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egrinin efimi belirlenerek, bakterilerden izole edilen plazmidlerin biyiiklikleri

saptanmistir (Campbell 1974, Elder et al. 1983, Elder and Southern 1983).

E—(GC)

Egrinin Egimi (I) =
B-(G.A)

Korelasyon Katsayisi (J) = E-(GC)
JID_(HC)1[B_(G.A)]

Molekdiler Buyukluk (W) = Antilogyg [ L. (a-G) + H ]

X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiytikligii (kilobaz)

A=Xi+Xo+ Xzt i, + X,
B=X2+ X2+ Xa? + oo + X2
C=1l0g10Y1 +10910Y2 + 10g10Y3 + ceoivvirernne +10g10Yn
D = (10g10Y1 )%+ (10g10Y2 )*+ (10910Y3 )2+ wvovoeeeera, +(log10Yn)?
E = X1 (logioY1 )+Xz (10010Y2 ) + X3 (10910Y3 )+ covveiiiiieiinee +Xn (10010Y0)
G =Ortalama X = A
N
H=Ortalama Y = C
N

oo = Molekiiler biiyiikliigli bilinmeyen plazmidin jel tizerindeki goc¢ii (mm)

Suslar arasindaki filogenetik iligkileri belirleyebilmek amaciyla cok degiskenli analiz
yontemi olan Kimeleme (Cluster) analizi NTSYS pc 2.2 (Rohlf 1993) paket programi
kullanilarak gergeklestirilmis ve UPGMA (Unweighted pair group method with

matematical averaging) dendogrami ¢izilmistir.
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3.2.2. Darbeli alan (Pulsed Field) jel elektroforezi
3.2.2.1. Suslarin hazirlanmasi

M17 broth besiyerine %1’ lik inokiilasyon yapilarak 30 ‘C’ de 18 saat gelistirilen L. lactis
suslarinin optik yogunlugu spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda yaklasik 0.5 olarak
ayarlanmistir. Yogunluk ayari yapilan kiiltiirlerden birer ml steril mikrosantriflyj tipleri
igerisine aktarilarak + 4 °C’ de 10.000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda iist faz atilmis ve hiicre ¢okeltisi 500 pl hiicre suispansiyon tamponu (HST) ile
¢oziilmiistiir. Cokeltinin besiyerinden arindirilmasi amaciyla +4 °C’ de 10.000 rpm’ de 5
dk santrifiij islemi tekrarlanmistir. Boylece hiicre biitiinliigli korunmus olan bakteri
cokeltisi yikanmig olur. Santrifiij sonrasinda iist faz atilmis ve ¢okelti yeniden 100 pl HST
icerisinde pipetleme yapilarak ¢oziilmistiir. Bakteri silispansiyonu agaroza gomiilmek
tizere +4 °C’ de yaklasik 10 dk bekletilmistir (CHEF-DR 111 Applications Guide, Cat: 170-
3690).

Hucre Stspansiyon Tamponu (HST)

10 mM Tris (pH:7.0)
50 mM EDTA  (pH:8.0)
20 mM NacCl

Hazirlanan ¢6zelti 121 °C’ de 15 dk siire ile otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.2.2. izolatlarin agaroza gémilmesi

Bakterileri slispanse etmek amaciyla kullanilan HST ¢ozeltisi ile % 2’ lik diisiik erime 1s1l1
agaroz (Low melt grade agarose - Bioshop) hazirlanmistir. Oda sicakliginda ¢ok g¢abuk
polimerize olan bu agarozun katilagsmasini engellemek amaciyla 50 °C’ ye ayarlanan 1s1
blogu tizerinde ¢alisilmistir. 5 ml HST igerisinde 0.1 gr diisiik erime 1s1l1 agaroz ¢oziilmiis
mikropipet yardimiyla 1s1 blogu iizerine yerlestirilen 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifij

tiiplerine aktarilmistir. Calisilan 6rnek sayis1 kadar 500 pl’ lik steril mikrosantrifiyj tipd 1s1
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blogu iizerine dizilmis ve her mikrosantrifij tlpu igerisine 100 ul diisiik erime 1s1l1 agaroz
dagitilmigir. 100 pl HST igerisinde ¢oziilen ve +4 °C” de bekletilen bakteri siispansiyonlari
icerisinde agaroz bulunan tiiplere sira ile aktarilmis ve mikropipet yardimiyla agaroz
igerisine homojen dagilmalar1 saglanmistir. Hiicre-agaroz karisimindan hizli bir sekilde ve
hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek 100 pl ¢ekilmis ve tek kullanimlik pluglar
(10 mm x 5 mm x 1.5 mm, Bio Rad Laboratories) igerisine dagitilarak izolatlarin agaroza
gomiilmesi saglanmustir. Pluglar, agaroz kaliplarinin polimerize olmasi i¢in oda

sicakhginda 15 dk bekletilmistir (CHEF-DR 111 Applications Guide, Cat: 170-3690).

3.2.2.3. Agaroza gomuld hicrelerin lizizi

Polimerize olan agaroz kaliplar1 pluglardan 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifilj tiplerine
aktarilmistir. Her kalip {lizerine hazirlanan liziz soliisyonundan birer ml dagitilarak 37 °C’
de 4 saat, ¢alkalama yapilmadan su banyosunda inkiibe edilmis ve bakterilerin hiicre
duvarlar1 pargalanmistir. Bu islemin ardindan agaroz kaliplari lizerindeki liziz soliisyonu
alinmis ve kaliplar iizerine birer ml 1x yikama tamponu (TE) dagitilarak oda sicakliginda
orbital karigtiricida 45 dk calkalanmistir. Agaroz kaliplart liziz  soliisyonundan
arindirildiktan sonra 1.5 ml’ lik steril mikrosantrifij tiiplerine aktarilmis ve 1 ml proteinaz
K ¢ozeltisi igerisinde 50 °C’ de ¢alkalama yapilmadan su banyosunda 1 gece inkiibasyona
birakilmigtir (CHEF-DR 111 Applications Guide, Cat: 170-3690).

Liziz Soltsyonu

30 mM Tris (pH:8.0)
5 mMEDTA (pH:8.0)
50 mM NacCl

10 mg/ml Lizozim

Cozelti, 121 °C* de 15 dk siire ile sterilize edilmistir. Lizozim, c¢aligsma sirasinda ihtiyag

duyulan miktara gore sonradan ilave edilmektedir.
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Proteinaz K Cozeltisi

100 mM EDTA (pH:8.0)
% 0.2 sodyum deoksikolat
% 1 sodyum N-lauril sarkozinat

1 mg/ml Proteinaz K

Cozelti, 121 °C’ de 15 dk sure ile sterilize edilmistir. Proteinaz K, ¢alisma sirasinda ihtiyag

duyulan miktara gore sonradan ilave edilmektedir.

1x Yikama Tamponu

50 mM EDTA (pH:8.0)
20 mM Tris (pH:8.0)

Hazirlanan ¢ozelti 121 °C” de 15 dk siire ile otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.2.4. Hiicre lizizinden sonra agaroz kaliplarinin yikanmasi

Proteinaz K ¢ozeltisi ile muamele edilen kaliplar tamamen seffaflagsmistir. Mikrosantrifij
tlpleri igerisindeki Proteinaz K c¢ozeltisi agaroz kaliplarina zarar vermeyecek sekilde
dikkatlice dokuldikten sonar, kaliplar 6ze yardimi ile steril cam tiiplere aktarilmistir.
Ardindan agaroz kaliplar1 50 °C sicaklikta calkalamali olarak en az 30 dk siiresince 5 ml
yikama tamponu (TE) ile muamele edilmis ve genomik DNA hiicre kalintilarindan
armdirilmistir. Ik 4 yikamada 1x TE tampon igerisine 1 mM NaCl ilave edilmistir. 5. ve 6.
yikamalar i¢in 1x TE ile 1 mM PMSF (fenil metil siilfanil florid) kullanilmistir. 7. ve 8.
yikamalar 1x TE, 9. ve 10. yikamalar ise 0.1x TE ile ger¢eklestirilmistir. Yikamalar
sonrasinda igerisinde saflastirilmis genomik DNA bulunan agaroz kaliplari restriksiyon
endonikleaz enzimleri ile kesime hazir hale gelmistir (CHEF-DR 111 Applications Guide,
Cat: 170-3690).

35



3.2.2.5. DNA’nin restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesi

Agaroz kaliplart igerisindeki saflastirilmis DNA uygun kosullarda farkli restriksiyon
endontikleaz enzimleri ile muamele edilebilmekte ve 4 defa -elektroforeze tabi
tutulabilmektedir. TE tampon ¢ozeltisi ile yikanan agaroz kaliplar1 bir lam iizerinde veya
steril cam petri icerisinde bistiiri yardimiyla 4 esit par¢aya ayrilmistir. Parcalarin bir tanesi
1.5 ml’ lik steril mikrosantrifij tiipleri igerisine aktarilmis ve iizerine enzim karigimi ilave
edildikten sonra uygun sicakliklarda inkiibe edilerek kesime birakilmistir. Geriye kalan ii¢
parca ise sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere 0.1x TE tampon igerisinde +4 °C’ de

saklanmistir.

Calisma siirecinde Smal (SibEnzyme, Russia), Apal (SibEnzyme, Russia) ve I-Ceul (New
England BioLabs) enzimleri kullanilmistir. Her 6rnek i¢in Smal enziminden 30U, I-Ceul
enziminden 10U, Apal enziminden ise 25U kullanilarak son reaksiyon hacmi 100 pl olacak
sekilde enzim karisimlar1 hazirlanmistir. Apal ve Smal restriksiyon endoniikleazlari i¢in 16
saat, I-Ceul icin ise 3 saat inkibasyon surelerinde su banyosunda enzim kesimi

gerceklestirilmistir.

Smal Enzim Karisim (1 6rnek igin)

1.5 pl  Smal enzimi (20000 U/ml)
10 pl 1x SE-BufferY
88.5ul  ddH,O

Her kalip tizerine 100 pl enzim karisimi dagitildiktan sonra 30 °C’ de 16 saat inkiibe

edilmistir.

Smal - Tamima Bélgesi:  5°...CCC|GGG...3’

3°..GGGTCCC...5°
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Apal Enzim Karisimi (1 érnek icin)

2.5 pl  Apal enzimi (10000 U/ml)
10 pl  1x SE-BufferY
87.5ul  ddH,O

Her kalip iizerine 100 pl enzim karigimi dagitildiktan sonra 37 °C’ de 16 saat inkiibe
edilmistir.

Apal - Tamima Bélgesi:  5°..GGGCC|C...3’

3’..CTCCGGG...5°

I-Ceul Enzim Karisimi (1 6rnek icin)

2 ul - 1-Ceul enzimi (5000 U/ml)
1ul  100x BSA

10 ul  10x NEBuffer 4

87 ul ddH,0

Her kalip tlizerine 100 pl enzim karigimi dagitildiktan sonra 37 °C’ de 3 saat inkiibe
edilmistir.

Tamima Bélgesi: 5°...CGTAACTATAACGGTCCTAA | GGTAGCGAA...3’

3’....GCATTGATATTGCCAGTGATTCCATCGCTT.......5"

Enzim kesimi yapildiktan sonra kaliplar iizerindeki enzim karisimi alinmis, enzim
aktivitesini durdurmak ve elektroforeze hazirlamak amaciyla agaroz kaliplari 1 ml 0.5x
TBE tampon igerisinde oda sicakliginda orbital karistiricida yaklasik bir saat ¢alkalanmistir
(CHEF-DR 111 Applications Guide, Cat: 170-3690).
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3.2.2.6. Kaliplarin elektroforez jeline yiiklenmesi

Elektroforez, hazirlanan %1’ lik PFGE agaroz jeli ile gerceklestirilmistir. 1 gr agaroz
(pulsed-field certified agarose, Bioshop) 100 ml 0.5x TBE tampon igerisine ilave edilmis
ve mikrodalga firinda eritildikten sonra oda sicakliginda sogumasi i¢in beklenmistir. CHEF
DRIII (BioRad) ekipmaninin bir parcasi olan agaroz kasedi hazirlanmis, ardindan 15
kuyucuklu tarak agaroz kasedi iizerine yatay diizlem boyunca yerlestirilmistir. RE ile
kesilmis olan agaroz kaliplarinin etrafindaki tampon kurutma kagidi ile alindiktan sonra
kuyucuklarin ucuna yerlestirilmistir. Bastaki, ortadaki ve sondaki kuyucuklar marker igin
bos birakilmigtir. Tarak, agaroz kasedi iizerine dikey sekilde yerlestirildikten sonra oda
sicakliginda sogutulmus PFGE agaroz hava kabarcigi olusturmamaya dikkat edilerek kaset
igerisine dokiilmiistiir. Oda sicaklifinda yaklagik yarim saat agarozun polimerizasyonu
beklenmistir. Bu sirada 2 1t kadar 0.5x TBE tamponu, stok olarak kullanilan 10x TBE’ den
hazirlanmis ve igerisine % 10’ luk tiyotre c¢ozeltisinden 3 ml ilave edilerek elektroforez

tanki igerisine aktarilmis, kosturma tamponu olarak kulanilmastir.

10x TBE Tampon (1 litre)

108 g Trizma base
55 ¢ Borik asit
75 g EDTA

Bir miktar su igerisinde kimyasallar ¢ozuldiikten sonra, son hacmi 1 It ye tamamlanmustir.
Hazirlanan ¢6zeltinin pH” s1 8.0-9.0 arasinda olmalidir. Cozelti 121 °C” de 15 dk sire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

Polimerize olmus agaroz jel igerisine ticari olarak satin alinan Lambda Ladder PFG
Marker’ dan (New England Biolabs-5pg/ml) bistiiri yardimiyla 1’ er mm kalinliginda
parcalar halinde kesilerek bos birakilan kuyucuklara dikkatlice aktarilmistir. Agaroz jel,
kaset icerisinden tablasi ile beraber ¢ikarilmis ve elektroforez tanki igerisindeki hazneye

yerlestirilmistir.
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3.2.2.7. Elektroforez

Elektroforez CHEF DRIIlI (Bio-Rad) sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her
elektroforez icin darbe agis1 (pulse angle) 120° tampon sicakligi ise 14 °C olarak
ayarlanmistir. Her restriksiyon enziminin kesimden sonra olusturdugu bantlarin
biiyiikliikleri dikkate alinarak elektroforez kosullar1 optimize edilmistir. Smal enzim kesimi
sonucunda olusan restriksiyon pargalari 6 volt/cm akim hiziyla, Apal ve I-Ceul enzim
kesimi sonucunda olusan restriksiyon pargalari ise 5 volt/cm akim hiziyla elektroforeze tabi

tutularak parcalarin birbirlerinden ayrilmasi saglanmistir.

Smal enzimi ile kesilen kaliplar icin elektroforez kosullari

Darbe streleri (Pulse time):

1. Blok: Baslangig siiresi: 0.5 sn - Bitis siiresi: 3 sn (5 saat siire ile)
2. Blok: Baglangig siiresi: 5 sn - Bitis siiresi: 25 sn (6 saat siire ile)
3. Blok: Baslangig siiresi: 40 sn - Bitis siiresi: 125 sn (8 saat siire ile)
Toplam kosturma siiresi: 19 saat

Akim hizi: 6 volt/cm

Apal enzimi ile kesilen kaliplar icin elektroforez kosullar:

Darbe sureleri (Pulse time):

1. Blok: Baslangig siiresi: 0.1 sn - Bitis siiresi: 5 sn (7 saat siire ile)
2. Blok: Baslangig siiresi: 5 sn - Bitis siiresi: 35 sn (10 saat siire ile)
3. Blok: Baslangig siiresi: 40 sn - Bitis siiresi : 125 sn (5 saat siire ile)
Toplam kosturma siiresi: 22 saat

Akim hizi: 5 volt/cm
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I-Ceul enzimi ile kesilen kaliplar icin elektroforez kosullari

Darbe streleri (Pulse time): Baslangig siiresi: 5 sn - Bitis siiresi: 125 sn
Toplam kosturma siiresi: 22 saat

Akim hizi: 5 volt/cm

3.2.2.8. PFGE jelinin goruntilenmesi ve analizi

Elektroforez sonlandiktan sonra PFGE jeli 10 pg/ml etidyum bromid (Sigma Chem. Co.,
USA) igeren 800 ml ultra saf su igerisine alinmis ve jelin boyanmasi igin yaklasik 45 dk
beklenmistir. Ardindan yarim saat saf suda bekletildikten sonra jel UV 15181 altinda
goriintiilenmistir. Gel logic 200 imaging system (Kodak company) kullanilarak DNA bant
goriintlilerinin fotografi ¢ekilmis ve resimler TIFF formatinda kaydedildikten sonra bant
profilleri analiz edilmistir. Oncelikle her jel goriintiisiinde bulunan {i¢ adet standart yardimi
ile jel goriintiileri arasinda normalizasyon saglanmistir. Daha sonra bu standartlar
araciligiyla restriksiyon pargalarinin biiytikliikleri hesaplanmistir. Bant blyukltklerinin

belirlenmesinde, 3.2.1.3” de tanimlanan yontem kullanilmistir.

Suslar arasindaki filogenetik iligkileri belirleyebilmek amaciyla c¢ok degiskenli analiz
yontemi olan Kimeleme (Cluster) analizi NTSYS pc 2.2 (Rohlf 1993) paket programi
kullanilmis ve UPGMA (Unweighted pair group method with matematical averaging)

dendogramui ¢izilmistir.

3.2.3. 16S rDNA dizi analizi

3.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

M17 broth besiyerinde 37 ‘C’ de 18 saat gelistirilen laktokok suslari, 10 ml’ lik steril
santriflij tiiplerine aktarildiktan sonra 6000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Hucre
cokeltisi 500 pl TE (Tris-EDTA) tampon icerisinde ¢oziilmiis ve 14000 g’ de 1 dk oda

sicakliginda santrifiij edilerek besiyeri uzaklastirilmistir. Ardindan hicre c¢okeltisi SET
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(Sakkaroz-EDTA-Tris HCI) tampon igerisinde ¢Ozuldikten sonra 20 mg/ml
konsantrasyondaki lizozimden 50 ul ilave edilerek 37 ‘C’ de 30 dk siire ile inkiibe
edilmistir. Ardindan bu igerik iizerine 200 pl TE tampon ve 30 pl % 20’ lik SDS eklenmis
ve mikrosantrifij tupleri yatay zeminde birka¢ kez ters diiz edilerek karistirtlmistir.
Karigim tizerine 5 M konsantrasyondaki NaCl’ den 100 pl ilave edilmis ve mikrosantrifij
tipleri birkag kez daha karistirilmistir. Daha sonra ortama esit hacimde (~500 pl) fenol
aktarilmis ve emulsiyon olusana kadar karstirildikan sonra 14000 g’ de 15 dk +4 ‘C’ de
santrifiij edilerek fazlarm ayrilmasi saglanmistir. Ust faz mikropipet araciligi ile yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmig ve iizerine esit hacimde (~500 ul) kloroform/izoamil alkol
(24:1) eklenerek karigtirilmistir. Karisim, 14000 g’ de 15 dk oda sicakliginda santrifiij
edildikten sonra olusan tist fazlar yeniden steril mikrosantrifuj tiplerine aktarilmistir. Daha
sonra % 100’ 1tk etanolden tlipte bulunan st fazin iki kati kadar hacimde ilave edilmis ve
DNA’nin yogunlagmasi saglanmistir. Bu karisim, 12000 rpm’ de +4 'C’ de 15 dk santrifiij

edilmis ve ¢okeltinin kurumasi saglanmistir.

Cokelti kurutulduktan sonra 100 pl TE tampon ile ¢6ziilmis ve 2 pl RNaz A eklenerek 37
‘C’ de 45 dk inkiibasyona birakilmigtir. DNA’ larin safligi nanodropta Aggo/Azgo oranina
bakilarak 6lculdiikten sonra, polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilmak iizere -20 'C’

de saklanmistir.

TE (Tris-EDTA) Tampon

Tris 121 ¢
EDTA 037 g
Distilesu 1000 ml

Cozeltisinin pH’ s1 7.4 +0.02° e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dk sire ile

sterilize edilmistir.
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SET (Sakaroz-EDTA-TrisHCI) Tampon

Tris HCI 0,788 g
EDTA 1,86 ¢
Sakkaroz 20 g
Distile su 100 ml

Cozeltisinin pH’ s1 8.0 +0.02’ e ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C” de 15 dk sire ile

sterilize edilmistir.

%0 20’lik SDS Cozeltisi
SDS 20 ¢
Steril distilesu 100 ml

Kloroform/izoamil Alkol Cozeltisi

Kloroform 24 ml
[zoamil Alkol 1ml

3.2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 16S rDNA bélgelerinin ¢cogaltilmasi

Genomik DNA izolasyonunun ardindan 16S rDNA bdlgeleri 16S ileri ve 16S geri

primerleri kullanilarak thermo cycler (Techne-TC-512, England)’ da ¢ogaltilmistir
(Beasley and Saris 2004).

16 S ileri primer dizisi: 5’-CCG TCAATT CCTTTG AGT TT -3’

16 S geri primer dizisi: 3’- AGAGTT TGATCC TGG CTC AG-5°

PZR islemini gerceklestirmek igin ilk basamak PZR karigiminin hazirlanmasidir. Bu
amagla asagida belirtilen sira ile reaksiyon igin gerekli maddeler bir mikrosantriftlj tlpl

icerisinde karistirilmistir.
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PZR Karisim Reaksiyon Hacmi

Steril dH,0 29.75
10x PZR tamponu 10
dNTP (2 mM)* 1 pl
fleri primer (20 pmol) I pl
Geri primer (20 pmol) 1l
MgCl; (25 mM)* 4 pul
Tagq DNA polimeraz (5u/ul)* 0,25 ul
DNA 3 ul

*Promega, USA

Primerlerin baglanma sicakligi T, = 2 x (A+T) + 4 x (G+C) formiili kullanilarak 54 °C
olarak hesaplanmis ve PZR kosullar1 cihaza asagida belirtilen sekilde girilmistir.

PZR Kosullar:

94°9C....cciiiiiee 5dk

94°C..oiiiiiii 1 dk (cift zincir agilmast)

S4°C. . i, 15 sn (primer baglanmast) 30 dong
2 O 1 dk (zincir uzamast)

T2°C. i 10 dk

H4°C. i 00

PZR amplifikasyonu sonrasinda, elde edilen urinlerden 5 pl aliarak 2 pl 6x ylkleme
boyasi ile karigtirtlmis ve % 1 oraninda agaroz igeren TAE (Tris-Asetat-EDTA) (BioShop)
tampon ile hazirlanan jelde 100 volt elektrik akimi altinda 45 dakika kosturulmustur. Bant
biiyiikliikklerinin belirlenmesi amaciyla 1 kb DNA Marker’ dan (Solis BioDyne)

yararlanilmigtir.
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Elektroforez sonrasinda jeller, 0.2 pg/ml etidyum bromid (Sigma Chem. Co., USA)
cozeltisinde 20 dakika sure ile boyandiktan sonra sonra 366 nm dalga boyunda UV 1sik
altinda goriintiilenmis (Gel logic 200 imaging system - Kodak company) ve fotograflari

¢ekilmistir. 16S rDNA gen bdlgesinin yaklasik 940 baz ¢iftine sahip oldugu saptanmustir.

DNA dizi analizinden 6nce PZR f{iriinlerinin saflastirilmasi i¢in, ticari olarak temin edilen

PZR Saflastirma kiti (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) kullanilmistir.

3.2.3.3. PZR UridnUndn baz dizilerinin belirlenmesi

PZR driinlerinin dizi analizleri Refgen Biyoteknoloji (ODTU Teknokent/Ankara)
tarafindan yapilmistir. Dizi analiz sonuglari, NCBI-BLAST (Basic Local Alingment
Search Tool) programi kullanilarak veri tabaniyla karsilastirilmig, tarama sonucu aranan

dizi sirasinin hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi benzerlik yiizdesiyle belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Suslarin Plazmid I¢eriklerinin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan bakteri suslar1 Burcu Ozkalp (2006) tarafindan Tiirkiye’ nin
farkli bolgelerinden izole edilmis ve Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Prokaryot
Genetik laboratuvarinda Huggins’ in (1984) 6nerdigi fenotipik testlerin uygulanmasiyla alt
tir ve biyovaryete diizeyinde tanimlanmustir. L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.
cremoris ve L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis olarak tanimlanan bu bakteri
suslarinin molekiiler yontemlerle dogrulanmasi amaciyla plazmid igerikleri saptanmustir. L.
lactis subsp. lactis genotipinde oldugu bilinen ATCC 7962 standart susu c¢alisilan
orneklerin plazmid profillerinin karsilastirilmasi amaciyla kontrol olarak kullanilmistir.
Ayrica plazmidden yoksun L. lactis subsp. lactis 1L1403 ve L. lactis subsp. cremoris
MG1614 standart suslari, kromozomal diizeyde karsilastirma yapilabilmesi amaciyla tez
calismasina dahil edilmistir. Tez c¢alismasinda kullanilan suslarin listesi Cizelge 4.1° de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan suslarin listesi

Sus Numaras:1 Sus Kodu Susun Ad1

1 MBLL 1 Lactococcus lactis subsp. lactis

3 MBLL 3 Lactococcus lactis subsp. lactis

4 MBLD 4 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
5 MBLD 5 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
6 MBLL 6 Lactococcus lactis subsp. lactis

7 MBLD 7 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
8 MBLL 8 Lactococcus lactis subsp. lactis

9 MBLL 9 Lactococcus lactis subsp. lactis

10 MBLD 10  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
11 MBLL 11 Lactococcus lactis subsp. lactis

15 MBLC 15 Lactococcus lactis subsp. cremoris

17 MBLD 17  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan suslarin listesi (devam)

Sus Numarasi Sus Kodu Susun Adi

19 MBLD 19  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
21 MBLD 21  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
25 MBLL 25 Lactococcus lactis subsp. lactis

26 MBLL 26 Lactococcus lactis subsp. lactis

27 MBLL 27 Lactococcus lactis subsp. lactis

35 MBLD 35  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
36 MBLD 36  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
38 MBLC 38  Lactococcus lactis subsp. cremoris

47 MBLC 47  Lactococcus lactis subsp. cremoris

50 MBLC 50  Lactococcus lactis subsp. cremoris

51 MBLD 51  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
54 MBLD 54  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
55 MBLD 55  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
59 MBLD 59  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
63 MBLD 63  Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
64 BLC 21 Lactococcus lactis subsp. cremoris

65 LL171 Lactococcus lactis subsp. lactis

66 M10 Lactococcus lactis subsp. cremoris

67 ATCC 7962 Lactococcus lactis subsp. lactis

68 L1403 Lactococcus lactis subsp. lactis

69 MG1614 Lactococcus lactis subsp. cremoris

Yapilan plazmid izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi caligmalart sonucunda Turkiye
kokenli L. lactis suslarin biiytikliikleri 1.5 ile 41.5 kilobaz, sayilart ise 1 ile 10 arasinda
degisen plazmid igerigine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Izolatlar arasinda MBLC
15, MBLC 38, BLC 21 ve LL 171 bir adet plazmid icermekle birlikte, yalnizca MBLC 38
ve LL171" in igerdigi plazmidlerin molekiiler biiytikliikleri birbiriyle ayni olarak tespit
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edilmistir. MBLC 47 ve MBLD 54 suslar1 ise benzer plazmid profili gostermektedir. Bu
suglar 10 adet plazmid ile en fazla plazmid DNA’ ya sahip izolatlar olarak
degerlendirilmistir. Suslarin biitiiniinde biiyiikliikleri birbirinden farkli olan 25 c¢esit

plazmide rastlanmistir (Cizelge 4.2).

9 10 11 M 15 17 19 21 25 26 27 35 36 M

e — e —

Sekil 4.1. Lactococcus lactis tiirline ait suslarin plazmid profilleri ( M: Stper sarmal DNA
ladder)

Sekil 4.1. Lactococcus lactis tiirline ait suslarin plazmid profilleri (Devami)
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Cizelge 4.2. Turkiye kokenli L. lactis suslarinin plazmid igerikleri

Sus Sus Kodu  Plazmid Plazmid Buyuklukleri (kb)
Numarasi Sayis1
1 MBLL 1 7 33.1,29.3,27.2,20.3,12.3,10.7, 3.2
3 MBLL 3 9 33.1,29.3,27.2,21.7,20.3,15.2,13.4,7,3.2
4 MBLD 4 8 30.7,27.2,23.4, 20.3, 18.6, 15.2, 13.4, 3.2
5 MBLD 5 8 36.2,29.3,27.2,18.6,17.4,12.3,10.7, 2.5
6 MBLL 6 8 36.2,27.2,20.3,15.2,13.4,10.7, 8, 7
7 MBLD 7 8 36.2,30.7,27.2,18.6,15.2,13.4,8, 7
8 MBLL 8 9 33.1,30.7,29.3, 27.2, 20.3, 18.6, 12.3, 10.7, 2.5
9 MBLL 9 9 27.2,23.4,20.3,17.4,15.2,12.3,10.7, 8, 2.5
10 MBLD 10 5 29.3,27.2,20.3,12.3,25
11 MBLL 11 6 29.3,23.4,17.4,15.2,123,8,3.2
15 MBLC 15 1 25.7
17 MBLD 17 9 33.1,30.7,27.2,25.7,18.6,17.4,10.7,9.2, 2.5
19 MBLD 19 8 27.2,25.7,21.7,13.4,12.3,10.7, 7, 5.5
21 MBLD 21 9 33.1,30.7,25.7,21.7, 18.6, 10.7, 7, 5.5, 2.5
25 MBLL 25 4 25.7,23.4,15.2,10.7
26 MBLL 26 7 30.7,25.7,15.2,13.4,10.7,8,5.5
27 MBLL 27 8 30.7,25.7,18.6, 15.2, 13.4, 10.7, 8, 7
35 MBLD 35 9 30.7,27.2,23.4,20.3,12.3,10.7,9.2,5.5, 4.6
36 MBLD 36 7 30.7,23.4,15.2,8,3.2,25,15
38 MBLC 38 1 29.3
47 MBLC 47 10 36.2,33.1,29.3,21.7,18.6, 15.2, 12.3, 9.2, §,
2.5
50 MBLC 50 8 36.2,33.1,30.7,21.7,18.6, 12.3,9.2, 8
51 MBLD 51 9 36.2,30.7, 29.3, 20.3, 18.6, 12.3, 10.7, 4.6, 2.5
54 MBLD 54 10 36.2,33.1,29.3,20.3,17.4,12.3,9.2,8,4.6, 2.5
55 MBLD 55 8 36.2,30.7,27.2,23.4,18.6,12.3,4.6, 2.5
59 MBLD 59 3 415,272,234
63 MBLD 63 9 415, 36.2,33.1,27.2,23.4,21.7,55,3.2,25
64 BLC 21 1 27.2
65 LL171 1 29.3
66 M10 5 27.2,18.6,17.4,10.7, 8
67 ATCC 796: 4 38, 30.7, 27.2,18.6
68 IL 1403 0 yok
69 MG 1614 0 yok
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Tim suslarin plazmid igerikleri agisindan birbirleriyle en az %55 oraninda benzerlik
gosterdigi kiimeleme analizi UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) ile ¢izilen dendogramla saptanmistir. Suslarin birbirleri ile yakinlik derecelerini
tespit etmek amaciyla sahip olduklar1 plazmidler i¢in ‘var’ anlamina gelen ve pozitif kod
olan “1”, ‘yok’ i¢in ise negatif kod olan “0” degerleri verilerek kalitatif verileri igeren veri
dosyast olusturulmustur. Ardindan veri dosyasindaki degiskenlerden faydalanilarak suslar
arasindaki korelasyona gore benzerlik (similarty) matrisi olusturulmustur. Son asamada ise
benzerlik matrisi kullanilarak suslar arasindaki uzakliklara gore akrabalik iliskilerini

gosteren UPGMA dendogramu ¢izilmistir (Sekil 4.2).

ATCC
7962

MBLCIS
4‘—{MBLCSB

LLIT1

MBLDSY
—1—%021
MBLL2S
M10

I MBLLI
MBLD36

MBLL6

MBLD?
[ MBLL26
MBLL27
MBLD19

MBLL3

MBLL#4

MBLL1

MBLL3
MBLD10

MBLDS
MBLDS1
MBLDSS

MBLLY
a MBLD3S
MBLD17
' MBLD21
MBLC4T
\ L MBLCS0
‘ MBLDS4
MBLD63

T . T T T T T T T T T T T T T T T T |
0.5 067 078 0.89 1.00

Coefficient

Sekil 4.2. Turkiye kokenli Lactococcus lactis suslarmin  plazmid igeriklerinin
karsilastirilmasiyla kiimeleme analizi sonucunda olusturulan dendogram.
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Dendogramdan elde edilen veriler analiz edildiginde, MBLD 63 disinda kalan biitiin
suslarin biiylik tek bir grup igerisine dahil oldugu ve plazmid igerikleri agisindan
birbirleriyle en az % 55 oraninda benzerlik gosterdikleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu blyik
grup kendi aralarinda daha yakin bakteri 6rneklerinin bulundugu 4 alt dala ayrilmaktadir.
flk dal MBLC 47, MBLC 50, MBLD 54 suslarmmi kapsamakta ve suslar arasinda % 72
oraninda benzerlik gériilmektedir. Ikinci dal ise sadece MBLD 17 ve MBLD 21 suslarini
kapsamakta olup benzerlik oranm1 % 76 olarak saptanmistir. Calisilan 31 susun 26’s1

birbirleriyle en az % 67 oraninda benzerlik gosteren iki blyuk grup olusturmusur.

MBLC 15, MBLC 38, LL171, BLC 21 ve MBLD 59 suslari, ¢alismada kullanilan L. lactis
subsp. lactis ATCC 7962 standart susuna plazmid igerigi agisindan en ¢ok benzeyen grup
olarak tanimlanmistir. Yine ¢alisma siiresince kulanilan L. lactis subsp. lactis 1L1403 ve
L. lactis subsp. cremoris MG1614 standart suslart plazmid igermediklerinden dolayi

karsilastirmaya dahil edilmemistir.

Bir¢ok arastirmaci tarafindan yapilan g¢alismalar sonucunda laktokoklarm 1-11 adet
plazmide sahip oldugu ve bu plazmidlerin faj, antibiyotik direnclilik, bakteriyosin ve asit
uretimi, laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite gibi bazi metabolik olaylardan
sorumlu genleri tasidig1 belirtilmistir (Ruiz-Barba et al. 1991, Delgado and Mayo 2003).
Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik madde aktarimindan sorumlu olan plazmidler, bakterilere
cevresel uyumu kolaylastiracak genetik esneklik saglamaktadirlar. Starter kiiltiir gelistirme
caligmalarinda, suslarin plazmid igeriklerinin ve kodladiklar1 6zelliklerin tanimlanmasi
endustriyel éneme sahip 6zeliklerin molekiiler diizeyde belirlenmesi bakimindan 6nem
tasimaktadir (Foschino et al. 2001, Delgado and Mayo 2004, Mourad 2007). Bu literattr
verileri 1s18inda plazmid profil analizi yapilan Tirkiye kokenli suslarda, tamamlama
testleri ile plazmid kokenli karakteristiklerin belirlenmesi ¢alismalarinin baslatilmasi
hedeflenmektedir. Bu ¢alismalar hem Tiirkiye kokenli laktokok suslarimin starter kiiltiir
potansiyellerinin belirlenmesine hem de evrimsel kokenlerinin tanimlanmasina 6nemli

katkilarda bulunacaktir.
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4.2. Suslarin Restriksiyon Bant Profillerinin PFGE ile Belirlenmesi

Turkiye kokenli L. lactis suslarinin kromozomal farklarinin tanimlanmasi amaciyla Smal,
Apal ve I-Ceul restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak bakteri kromozomlari
enzime spesifik tanima bolgelerinden kesilmis ve olusturduklar1 bant profilleri darbeli alan
jel elektroforezi tekniginin kullanimiyla karsilastirilmistir. Enzim se¢imi yapilirken L.
lactis genomunun diisiik G+C igerigine sahip oldugu dikkate alinmis ve tanima bdlgesinde
G+C igerigi fazla olan enzimler kullanilmigtir. Glvenilir sonuglarin ve Kkolay
degerlendirilebilir verilerin elde edilebilmesi amaciyla blitiin genomu sayica 45’ ten daha
az pargaya ayirabilecek enzimlerin secilmesi gerekmektedir. Bu kriterler agisindan Smal
(CCCGGQG) ve Apal (GGGCCC) enzimleri ¢alisma igin uygun bulunmustur (Mata et al.
1989). Sozu edilen Smal ve Apal enzimlerinin tanima bdlgeleri; evrimsel siregte
kromozoma entegre olmus lineer plazmid bolgelerini de taniyabileceginden, sadece 23S
rDNA operon bdlgelerinden kesim yapabilen ve kromozomal farkliligi belirgin sekilde
ortaya koyan I-Ceul restriksiyon endoniikleazinin kullanimiyla, elde edilen verilerin

dogrulanmasi amaglanmistir (Kelly et al. 2010).

L. lactis suslarinin kromozomal DNA’ sinin Smal restriksiyon endonukleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan makrorestriksiyon drnekleri PFGE ile analiz edilmistir. Fenotipik
olarak L. lactis subsp. lactis (Sekil 4.3a), L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis (Sekil
4.3b) ve L. lactis subsp. cremoris (Sekil 4.3¢) oldugu bilinen suslarin bant profillerinin
karsilagtirilabilmesi amaciyla ayni jel iizerinde kosturulmuslardir. Genotipik olarak L.
lactis subsp. lactis oldugu bilinen 1L1403 ve L. lactis subsp. cremoris oldugu bilinen
MG1614 standart suslar1 genotipik tanimlamanin dogru yapilabilmesi amaciyla her jelin
son iki kuyusuna yiiklenmis ve kontrol olarak kullanilmistir. Standart olarak kullanilan L.
lactis subsp. lactis IL1403 susunun restriksiyon par¢a biiyiiklikkleri Le Bourgeois ve
arkadaslarinin (1992) yaptig1 calismada elde ettigi veriler ile ayni bulunurken benzer
sekilde L. lactis subsp. cremoris MG1614 susunun restriksiyon parga biyiikliikleri ayni
arastiricinin 2000 yilinda gergeklestirdigi bir baska calismada kullanilan L. lactis subsp.
cremoris MG1363 susunun restriksiyon parga biiyiikliikleri ile 6zdes bulunmustur. L. lactis
subsp. cremoris MG1363 susu, bu tez ¢alismasinda kullanilan plazmidten yoksun MG1614
susunun atas1 olarak kabul edilmektedir (Kelly et al. 2000). Makrorestriksiyon bant

profilleri bu nedenle ayni gortilmektedir.
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Sekil 4.3a. L. lactis subsp. lactis 6rneklerinin Smal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Sekil 4.3b. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis drneklerinin Smal restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Sekil 4.3b. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis orneklerinin Smal restriksiyon
endonikleaz enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri (devam)

Sekil 4.3c. L. lactis subsp. cremoris drneklerinin Smal restriksiyon endonikleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Turkiye kokenli L. lactis suslarinin Smal bant profilleri birbirleriyle karsilagtirilarak
evrimsel silirecte kromozomlarinda meydana gelen degisiklikler genel hatlariyla
tamimlanmaya ¢alisilmistir. Bunun yani sira her sus, genotipik olarak dahil olduklar1 alt
gruplar1 bilindiginden dolay1 ¢alismada standart olarak kullanilan MG1614 ve 1L1403
suslartyla karsilagtirllmistir. Elektroforez sonucunda buydklikleri 950 ile 3 kilobaz,
sayilari ise 10 ile 24 arasinda degisen makrorestriksiyon parcalarinin olustugu gézlenmistir
(Cizelge 4.3). BLC 21, MBLC 15 ve MBLC 38 suslar1 Smal restriksiyon enzimi ile
kesildikten sonra diger suslar ile tamamen farklilik gosteren, birbirleriyle ise ayni olan bant
profilleri sergilemistir. MBLD 5, MBLD 10, MBLD 17 suslarinin birbirleri ile tamamen
ayni olan ve MBLD 21 susu ile % 98 oraninda benzerlik gosteren bant profillerine sahip
oldugu tespit edilmistir. MBLD 4 susu ise MBLD 63 susu ile aynt makrorestriksiyon
orneklerine sahip bulunmustur. Diger yandan, L. lactis subsp. lactis suslarinin birbirleri ile
tamamen ayni olmayan ancak benzer bant profilleri i¢erdikleri tespit edilmistir. Suglarin
higbirinin MG1614 ya da 1L1403 suslari ile ayn1 bant profilini gostermedigi belirlenmistir.
Bu suslarin, Tenover et al. (1995) kriterlerine gore degerlendirildiginde; 1 ile 5 arasindaki
bant sayisi farkliliklarina sahip olduklarindan, birbirleriyle yakin veya olasi iliskili ancak
evrimsel siire¢lerde kromozomlari {izerinde meydana gelen delesyon ve insersiyonlardan
dolay1 kromozomal farkliliklarin ortaya ¢iktigi ve ayristiklart s@ylenebilir. Smal
restriksiyon enzim kesimi sonucunda suslarin olusturduklar1 bant profillerinin PFGE
analizleri, ‘Dice’ benzerlik katsayis1 kullanilarak UPGMA kiimeleme yontemiyle
tamamlanmis ve benzer suslarin gruplandirilmasi saglanmistir (Sekil 4.4). Dendogramdan
elde edilen verilere gore fenotipik testlerle L. lactis subsp. lactis olarak tanimlanan LL171,
MBLL1, MBLL3, MBLL6, MBLL 8, MBLL 9, MBLL11, MBLL 25, MBLL 26, MBLL
27 suslar1 L. lactis subsp. lactis ATCC 7962 ve 111403 standart suslari ile % 75 oraninda
benzerlik gosteren bir kiime olusturmus ve tanilari dogrulanmistir. MBLD 36, MBLD 55
ve MBLD 59 suslari, L. lactis subsp. cremoris MG1614 susu ile ayni oranlarda benzerlik
gosteren bir grup olusturduklarindan, genotipik olarak cremoris alt tlrline dahil olduklar
yorumu yapilmistir. MBLD 4, MBLD5, MBLD7, MBLD10, MBLD17, MBLD19,
MBLD21, MBLD35, MBLD51, MBLD54 ve MBLDG63 suslar1 ise birbirleri ile % 75
benzerlik gosteren bir grup olusturmus ve genotipik olarak L. lactis subsp. lactis biovar

diacetylactis olduklar1 dogrulanmustir.

54



Cizelge 4.3. L. lactis suslarinin Smal restriksiyon parca blyuklukleri

Sma | restriksiyon drnek buyuklikleri (kb)

Sus Sus

Numaras1 Kodu

1 MBLL 1
3 MBLL 3
4 MBLD 4
5 MBLD 5
6 MBLL 6
7 MBLD 7
8 MBLL 8
9 MBLL 9
10 MBLD 10
11 MBLL 11
15 MBLC 15
17 MBLD 17
19 MBLD 19
21 MBLD 21
25 MBLL 25
26 MBLL 26
27 MBLL 27
35 MBLD 35
36 MBLD 36
38 MBLC 38
47 MBLC 47
50 MBLC 50
51 MBLD 51
54 MBLD 54
55 MBLD 55
59 MBLD 59
63 MBLD 63
64 BLC 21
65 LL171
66 M10
67 ATCC 7962
68 IL 1403
69 MG1614

685, 325, 250, 180, 145, 112, 104, 82, 68, 58, 42, 22,9, 3

840, 765, 305, 245, 200, 155, 145, 112, 104, 77, 49, 42, 31, 22, 16,5
575, 455, 360, 275, 150, 120, 104, 68, 48, 38, 22, 18, 11, 3

800, 235, 190, 150, 135, 120, 95, 68, 42, 38, 18, 11

765, 245, 200, 155, 135, 112, 95, 77, 68, 42, 31, 18, 9, 3

675, 210, 135, 112, 90, 77, 58, 42, 38, 31, 18,11, 8

840, 250, 200, 155, 145, 112, 95, 77, 49, 42, 18, 7

860, 765, 290, 235, 210, 180, 170, 145, 112, 95, 82, 68, 49, 18, 7, 3, <3
800, 235, 190, 150, 135, 120, 95, 68, 42, 38, 18, 11

765, 305, 235, 180, 170, 145, 95, 82, 68, 49, 42, 38, 22, 7, 3, <3

290, 235, 150, 140, 104, 95, 77, 42, 38, 28, 25, 16, 5

800, 235, 190, 150, 135, 120, 95, 68, 42, 38, 18, 11

720, 275, 135, 120, 104, 42, 38, 22, 18, 11

800, 245, 190, 150, 135, 120, 95, 68, 42, 38, 18, 11

500, 275, 220, 145, 112, 104, 82, 68, 49, 42, 31, 22, 9, 3, <3

765, 245, 155, 112, 104, 95, 82, 68, 49, 31, 22,11, 5

765, 280, 180, 155, 135, 95, 58, 49, 22, 9, <3

860, 765, 290, 250, 200, 135, 120, 112, 77, 68, 52, 42, 38, 22, 14

800, 305, 220, 180, 125, 104, 77, 58, 52, 42, 38, 31, 28, 18, 14, 11, 8
275, 200, 135, 112, 104, 95, 82, 68, 58, 48, 38, 28, 25, 22, 16, 7

840, 685, 290, 275, 200, 165, 150, 140, 135, 104, 95, 90, 82, 74, 48, 42,
38, 31, 28, 18, 16

685, 375, 275, 165, 150, 140, 112, 95, 82, 77, 48, 42, 38, 35, 18, 16
455, 305, 250, 200, 135, 125, 112, 68, 52, 42, 38, 28, 16, 14, 11

250, 220, 200, 150, 135, 125, 112, 77, 58, 52, 48, 42, 38, 31, 28, 20, 14
850, 480, 305, 250, 220, 200, 150, 130, 125, 82, 52, 49, 42, 38, 31, 22,
18, 16, 11, 8,5

840, 455, 305, 250, 220, 200, 180, 140, 130, 125, 104, 58, 49, 42, 40, 38,
31, 28, 22,18, 16,9, 7, <3

575, 480, 290, 190, 135, 105, 52, 48, 42, 38, 22, 18, 14

275, 200, 150, 135, 112, 104, 95, 82, 68, 48, 38, 31, 28, 25, 16, 7

950, 290, 170, 145, 135, 95, 77, 49, 38, 22, 18, 9

560, 410, 325, 290, 190, 165, 150, 125, 112, 95, 82, 68, 58, 42, 35, 31
18,9, 8

920, 500, 455, 305, 235, 210, 180, 170, 145, 135, 112, 77, 58, 49, 18, 9,
3,<3

765, 235, 145, 135, 112, 104, 95, 82, 77, 74, 68, 48, 38, 22, 18,5

610, 325, 290, 220, 180, 130, 125, 105, 58, 49, 42, 38, 31, 22, 18, 16, 11,
4
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Sekil 4.4. Tlrkiye kokenli L. lactis suslarmin Smal makrorestriksiyon drneklerinin PFGE
analizi

L. lactis suslarinin kromozomal DNA’ smin Apal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan makrorestriksiyon Ornekleri PFGE ile analiz edilirken de
fenotipik olarak L. lactis subsp. lactis (Sekil 4.5a), L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis (Sekil 4.5b) ve L. lactis subsp. cremoris (Sekil 4.5c) oldugu bilinen suslar
ayni1 jel lizerinde kosturulmuslardir. Genotipik olarak L. lactis subsp. lactis oldugu bilinen
IL1403 ve L. lactis subsp. cremoris oldugu bilinen MG1614 standart suslar1 genotipik
tanimlamanin dogru yapilabilmesi amaciyla ayni sekilde her jelin son iki kuyusuna

yiiklenmis ve kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.5a L. lactis subsp. lactis 6rneklerinin Apal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Sekil 4.5b. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylatis Orneklerinin Apal restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Sekil 4.5b. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylatis Orneklerinin Apal restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri (devam)

Sekil 4.5c. L. lactis subsp. cremoris 6rneklerinin Apal restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Suslarin Apal restriksiyon enzim kesimi sonucunda olusturduklart bant profillerinin
yorumlanmasi Smal makrorestriksiyon Orneklerinin karsilastirilmasina oranla daha zor
olmustur. Bunun nedeni restriksiyon tanima bdlgesinin genom {izerinde daha ¢ok
komplementer bdlgeye baglanmasi ve birbirine ¢ok yakin biiyiikliiklerde bantlar
oOlusturmasi olarak tahmin edilmistir. Ayn1 susun restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi
ile olusturdugu makrorestriksiyon 6rnekleri biiyiikliik agisindan birbirine ne kadar yakin
ise suslarin kromozomal farklarinin, genom biiyiikliiklerinin ve filogenetik iliskilerinin
irdelenmesi o kadar gii¢ olmaktadir. Bu durum kromozom biiyiikligiiniin saptanmasi ve
suslarin benzerlik iligkilerine gore gruplandirilmasinda hatalarin olusabilecegine isaret

etmektedir.

Apal enzim kesimi sonucu olusturulan makrorestriksiyon orneklerinin elektroforezi
sonucunda biiyiikliikleri 305 kilobaz ile 700 baz ¢ifti, sayilari ise 15 ile 24 arasinda degisen
bantlarin olustugu gozlenmistir (Cizelge 4.4). Suslarin Smal enzim kesimi sonucunda
olusturduklart bant profilleri, Apal enzim kesimi sonucunda olusan makrorestriksiyon
ornekleri ile buyik benzerlik gostermistir. Genel olarak tiim suslarin Apal bant profilleri
birbirleri ile % 60 oraninda benzerlik gdsteren ve kendi aralarinda benzerlik oran1 daha
fazla olan kiigiik gruplar olusturmaktadir (Sekil 4.6). 1L1403 ve MG1614 standart suslari
dahil, olusturduklar1 Apal restriksiyon bant biiyiikliikleri birbirine yakin bulunmus ayni
sekilde literatiir ile de uyum gosterdigi saptanmustir (Le Bourgeois et al. 1992, 2000).

Apal restriksiyon enzim kesimi sonucunda suslarin olusturduklar1 bant profilleri UPGMA
kiimeleme analizi incelendiginde; BLC 21, MBLC 15 ve MBLC 38 disinda kalan biitiin
suglar birbirleri ile % 72 oraninda benzerlik gosteren bir grup olustrmustur. Bununla
beraber Smal restriksiyon drneklerinin UPGMA analiziyle olusturulan kiimelerde yer alan
suslarin, Apal restriksiyon enzim kesimi sonucunda kendi aralarinda daha yakin olan
kiiglik gruplar olusturduklari saptanmistir. Bu nedenle iki enzim kesiminden de elde edilen

verilerin birbirleri ile uyum igerisinde oldugu soylenebilir.
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Cizelge 4.4. L. lactis suslarinin Apal restriksiyon parca buyuklikleri

Sus Sus Apa | restriksiyon drnek buyuklikleri (kb)
Numarasi Kodu

1 MBLL 1 235, 200, 140, 135, 130,105, 83, 78, 59, 50, 45, 38, 23, 20, 4.5

3 MBLL 3 295, 235, 215, 200, 160, 140, 130, 110, 100, 92, 78, 72, 59, 49, 38, 23,
20, 18,4.5,2

4 MBLD 4 295, 260, 235, 225, 200, 150, 140, 130, 100, 83, 59, 50, 38, 28, 23, 20, 18

5 MBLD 5 245, 235, 200, 190, 150, 140, 115, 92, 83, 78, 55, 50, 43, 28, 23, 20, 16, 9

6 MBLL 6 235, 215, 200, 150, 130, 115, 100, 88, 78, 59, 55, 49, 38, 23, 20, 18, 4.5,
<0.7

7 MBLD 7 215, 190, 160, 140, 115, 105, 78, 59, 49, 38, 28, 23, 20, 16, 9

8 MBLL 8 330, 320, 235, 200, 175, 140, 130, 105, 92, 88, 78, 59, 53, 49, 38, 23, 20,
18,45

9 MBLL 9 235, 205, 190, 150, 130, 120, 92, 72, 59, 49, 38, 33, 23, 20, 4.5

10 MBLD 10 235, 215, 200, 190, 140, 130, 110, 92, 78, 55, 50, 38, 28, 23, 20, 16, 9

11 MBLL 11 350, 285, 235, 225, 205, 190, 150, 130, 92, 72, 59, 50, 33, 23, 20, 4.5

15 MBLC 15 350, 320, 295, 285, 250, 160, 140, 115, 100, 78, 72, 65, 55, 38, 28, 23,
20, 18, 16, 10.5, 8, 6, 2, 0.7

17 MBLD 17 235, 215, 200, 190, 150, 140, 110, 92, 78, 55, 50, 38, 28, 23, 20, 16, 9

19 MBLD 19 285, 215, 190, 160, 150, 140, 100, 83, 72, 59, 38, 28, 26, 23, 20, 16, 9, 7

21 MBLD 21 235, 215, 200, 190, 140, 130, 105, 100, 88, 78, 55, 38, 28, 23, 18, 16, 9

25 MBLL 25 295, 235, 200, 150, 130, 92, 78, 69, 59, 49, 43, 33, 23, 20, 18, 3,2, 1

26 MBLL 26 215, 190, 140, 130, 105, 92, 72, 59, 50, 43, 38, 23, 20, 16, 3, <0.7

27 MBLL 27 245, 225, 200, 150, 130, 120, 92, 78, 59, 50, 43, 38, 33, 23, 18, 16

35 MBLD 35 285,225, 205, 190, 160, 135, 120, 92, 83, 72, 59, 49, 38, 33, 26, 23, 20,
16, 13,8, 7

36 MBLD 36 295, 245, 215, 200, 190, 160, 135, 115, 92, 72, 55, 43, 33, 28, 23, 20, 16,
13,8

38 MBLC 38 305, 270, 205, 160, 115, 105, 92, 80, 59, 49, 33, 26, 18, 10.5, 8, 6, 2, 0.7

47 MBLC 47 245, 215, 190, 160, 130, 115, 92, 83, 72, 55, 49, 38, 28, 23, 18, 16,

50 MBLC 50 245, 225, 190, 160, 130, 115, 92, 78, 59, 49, 38, 28, 23, 18, 6

51 MBLD 51 225, 215, 200, 190, 140, 130, 105, 100, 80, 72, 55, 43, 33, 26, 23, 20, 16,
13,9

54 MBLD 54 225, 190, 150, 135, 120, 105, 92, 80, 72, 55, 43, 33, 28, 23, 20

55 MBLD 55 225, 200, 190, 140, 130, 110, 88, 78, 65, 59, 49, 38, 23, 20, 16, 10

59 MBLD 59 225, 190, 175, 140, 130, 110, 105, 88, 69, 55, 38, 28, 23, 20, 18, 16, 12,

10,7,4.5

63 MBLD 63 235, 225, 215, 190, 140, 92, 78, 69, 59, 49, 23, 20, 16

64 BLC 21 305, 270, 205, 160, 115, 105, 83, 59, 43, 33, 28, 18, 10.5, 8, 6, 2

65 LL171 260, 225, 215, 190, 130, 120, 88, 72, 69, 59, 50, 43, 33, 23, 18, 7, 0.7

66 M10 245, 190, 175, 160, 140, 115, 92, 80, 65, 49, 38, 23, 18, 16, 10.5, 8.5

67 ATCC 7962 285, 260, 225, 200, 160, 140, 120, 100, 88, 80, 72, 59, 49, 43, 28, 23, 18,
16,9, 2

68 IL 1403 215, 190, 150, 140, 130, 110, 105, 92, 88, 80, 72, 55, 50, 43, 33, 28, 23,
18, 16, 13,9, 2

69 MG1614 205, 175, 160, 145, 115, 100, 83, 78, 69, 59, 49, 38, 28, 20, 16, 12, 8
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Sekil 4.6. Turkiye kokenli L. lactis suslarinin Apal makrorestriksiyon érneklerinin PFGE
analizi

Apal ve Smal restriksiyon bant biiytikliikleri suslarin kromozomal organizasyonu hakkinda
genel bir disiince olustursa da genom biyuklukleri ile ilgili kesin veriler sunmamakta,
sadece fikir vermektedir. Bunun nedeni jel iizerinde birbirine yakin, biiyiikliikleri benzer
olan makrorestriksiyon Orneklerinin  elektoforez kosullarindan  kaynakli  olarak
birbirlerinden ayrilamamasi ve tek bir bantmis gibi goriilebilmesidir. Ayni biiyiikliige sahip
iki bant jel Gzerinde bir defa sayilabileceginden yanlis ya da eksik hesaplamalara neden
olabilmektedir. Smal ve Apal enzimlerinin tim makrorestriksiyon orneklerinin eksiksiz
olarak belirlenebilmesi ve kromozom biiyiikliigliniin tam olarak hesaplanmasi amaciyla Le
Bourgeois ve arkadaslarinin (1992) da uyguladigi bir yontem olan hibridizasyon

problarinin kullanimi tercih edilmelidir.
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L. lactis’ in kromozomal replikasyon orijininden farkli bolgelerden kopyalanan alti adet
ribozomal operona sahip oldugu bilinmekte olup bu operon bdlgelerinin sirkiler
kromozom yapilarindaki konumlar1 1L1403 (Le Bourgeois et al. 1992, Davidson et al.
1996, Kelly et al. 2010) ve MG1363 (Le Bourgeois et al. 1995) standart suslar1 i¢in
belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan 1-Ceul restriksiyon endnikleaz enziminin 29
baz ¢ifti biiyiikliiglindeki tanima bdolgesi, sadece evrimsel siirecte olduk¢a korunmus olan
23S rDNA boélgelerinden kesim yapmaktadir (Liu et al. 1999, Kelly et al. 2010). Bu
enzimin kullanilmasiyla, RNA operonlar1 arasinda kalan kromozom parcalariin
blyiklikleri hesaplanabilmekle birlikte, L. lactis suslarinin yalnizca kromozomal
DNA’dan kokenlenen makrorestriksiyon Orneklerinin karsilastirilmasi imkani da dogar.
Ayni zamanda bu enzim kullanilarak olusturulan restriksiyon parca sayist direkt olarak
genom Tlizerinde bulunan ribozomal operon sayisimt da verdiginden tiir diizeyinde

tanimlama yapilmasi amacina da hizmet edebilmektedir.

Calismada kullanilan Tirkiye kokenli L. lactis suslarmin 1-Ceul enzimi ile kesiminden
olusan makrorestriksiyon drneklerinin elektroforez sonuglar1 Sekil 4.7’ de gortlmektedir.
L. lactis igin alti adet rRNA operonu tanimlanmasina ragmen neredeyse izolatlarin
yarisinda tespit edilen operon sayisi literatiir verileri ile uyum gostermemektedir (Le
Bourgeois et al. 1992, 1995, Ward et al. 2004, Kelly et al. 2010). I-Ceul restriksiyon
enzim kesimi ile kromozomun MBLC 15, MBLC 38 ve BLC 21 suslarinda 4; M10
susunda 5; MBLD 4, MBLD 7, MBLL 9, MBLL 25, MBLL 26 ve MBLD 59 suslarinda 7;
MBLL 3, MBLD 35 ve MBLD 54 suslarinda 8, MBLL 6 ve MBLC 47 suslarinda ise 9
pargaya ayrildig1 gézlenmektedir.
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Sekil 4.7a. L. lactis subsp. lactis 6rneklerinin I-Ceul restriksiyon endonukleaz enzimi ile
kesimi sonucunda olusan bant profilleri
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Sekil 4.7b. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis drneklerinin [-Ceul restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri

63



LR
!
(T

¢ '

Sekil 4.7b. L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis orneklerinin [-Ceul restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri (devam)

Sekil 4.7c. L. lactis subsp. cremoris orneklerinin I-Ceul restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile kesimi sonucunda olusan bant profilleri

I-Ceul ile olusturulan makrorestriksiyon orneklerinin analizi; kromozom biiyiikligiiniin
belirlemesi, TRNA operonlarimin sayist ve genom iizerindeki konumlari, kromozom
uzerinde meydana gelen delesyon ve insersiyonlari kapsayan genetik diizenlemeler ile ilgili

kesin veriler elde etmek amaciyla kullanilabilirligi ispatlanmistir (Kelly et al. 2010).
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Calismada kullanilan Tirkiye kokenli L. lactis suslarmin I-Ceul makrorestriksiyon érnek
biayudkltkleri toplandiginda izolatlarin toplam kromozom buyukliklerinin 1980 ile 3300 kb
arasinda degisim gosterdigi saptanmustir. L. lactis suslarinin genom biiytkliklerinin
yaklasik 2.5 Megabaz oldugu bilinmesine ragmen calisilan ¢ogu Ornekten elde edilen
verilerin bu bilgi ile ortiismedigi de asikardir (Cizelge 4.5). L. lactis subsp. cremoris
MG1614 ve L. lactis subsp. lactis IL1403 standart suslari referans olarak alindiginda
cremoris ve lactis genotipindeki suslarin genom biiylikliiklerinin hemen hemen ayni
oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler kullanilarak suslar arasindaki yakinlik derecesinin

belirlenmesi amaciyla kiimeleme analizi yapilmistir (Sekil 4.8).

ILI403
ML DS
MBLD10
MBLD1?
MBLL 26
MBLDSS
MBLL1
MBLDS
MBLL27
MDLD1?
MBID21
LL17)
MBLD3S
MBLCS0
ATCCTSs2
MBLD7
MBLL3
MBLLO
MBLLILI
MGisis
MBLD35
MBLDS:
MBILDSS
MBLD63
MBLCAT
MBLLS
MBLL2S
MBLDS1
MBLLS
MI10
| MBLC15
MBLCSS
BLC21
1.00

~J
x”

0.14 0.35 0.57 0.
Coefficient

Sekil 4.8. Turkiye kokenli L. lactis suslarinin 1-Ceul makrorestriksiyon ¢rneklerinin PFGE
analizi
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Cizelge 4.5. L. lactis suslarinin I-Ceul restriksiyon bant biytkltkleri ve toplam kromozom

biiyiikliiklerinin hesaplanmasi

Sus Sus I-Ceul restriksiyon Kromozom
Numarasi Kodu ornek buyuklikleri (kb) Biiyiikliigii
1 MBLL 1 1550, 580, 240, 80, 45, 18 2513 kb
3 MBLL 3 1550, 580, 530, 260, 230, 87, 45, 18 3300 kb
4 MBLD 4 1480, 630, 480, 240, 80, 45, 18 2973 kb
5 MBLD 5 1480, 560, 230, 87, 45, 18 2420 kb
6 MBLL 6 1530, 550, 530, 260, 230, 95, 60, 45, 22 3322 kb
7 MBLD 7 1480, 600, 480, 205, 95, 60, 45 2965 kb
8 MBLL 8 1530, 560, 280, 95, 45, 22 2532 kb
9 MBLL 9 1520, 580, 295, 260, 87, 45, 18 2805 kb
10 MBLD 10 1480, 540, 240, 87, 45, 18 2410 kb
11 MBLL 11 1520, 600, 295, 87, 45, 22 2569 kb
15 MBLC 15 1550, 215, 135, 87 1987 kb
17 MBLD 17 1480, 540, 240, 87, 45, 18 2410 kb
19 MBLD 19 1480, 510, 215, 87, 45, 18 2355 kb
21 MBLD 21 1480, 550, 260, 87, 45, 18 2440 kb
25 MBLL 25 1520, 560, 280, 95, 80, 45, 22 2602 kb
26 MBLL 26 1480, 540, 240, 105, 80, 45, 18 2508 kb
27 MBLL 27 1480, 560, 280, 87, 45, 18 2470 kb
35 MBLD 35 1520, 540, 480, 230, 215, 80, 45,18 3128 kb
36 MBLD 36 1520, 540, 240, 80, 45,22 2447 kb
38 MBLC 38 1550, 215, 135, 87 1987 kb
47 MBLC 47 1530, 560, 280, 240, 135, 87, 80, 45, 22 2979 kb
50 MBLC 50 1520, 560, 280, 80, 45, 18 2508 kb
51 MBLD 51 1480, 550, 230, 80, 45, 22 2407 kb
54 MBLD 54 1550, 540, 240, 230, 87, 80, 45, 22 2794 kb
55 MBLD 55 1570, 560, 240, 87, 45, 18 2520 kb
59 MBLD 59 1550, 560, 240, 87, 80, 45, 22 2584 kb
63 MBLD 63 1500, 560, 240, 80, 45, 22 2447 kb
64 BLC 21 1530, 230, 135, 80 1957 kb
65 LL171 1480, 510, 280, 105, 45,18 2438 kb
66 M10 1480, 560, 280, 180, 160 2660 kb
67 ATCC 7962 1520, 560, 215, 80, 45, 18 2438 kb
68 IL 1403 1480, 560, 240, 80, 45, 18 2423 kb
69 MG1614 1530, 530, 240, 80, 45, 22 2447 kb

Dendogramdan elde edilen veriler, MBLC 15 ve MBLC 38 suslar1 ile MBLD 10 ve MBLD
17 suslarmin ayni izolatlar oldugunu kanitlamaktadir. M10, BLC 21, MBLC 15 ve MBLC
38 suslart disindaki suslar kendi aralarinda tek bir grup olusturmaktadir. Ancak biitiin

suslar dikkate alindiginda, suslar arasindaki benzerligin % 14 oraninda oldugu ve biiyiik
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oranda heterojenite gozlendigi dikkat ¢ekmektedir. Gerek dendogramdan elde edilen
veriler gerekse 1-Ceul restriksiyon endoniikleaz muamelesi sonucunda olusturulan parca
sayis1 dikkate alindiginda, fenotipik testlerle L. lactis olarak tanimlanan Tiirkiye kokenli
¢ig siit izolatlarinin baska bakteri gruplarina ait olabilecekleri diisiiniilmiistiir. Bu nedenle

16S rDNA bolgelerinin dizi analizleri gerceklestirilmistir.

4.3. 16S rDNA Dizi Analizi Sonugclar:

Kromozomlar1 I-Ceul restriksiyon enzim kesimine tabi tutulan ve PFGE sonuglarina
bakilarak L. lactis oldugundan siiphe duyulan Tirkiye kdkenli suglari 15 tanesi, evrimsel
stirecte korunmug bolgeler olan 16S rDNA bolgelerine spesifik primerlerin kullanimiyla
polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PZR) gerceklestirilmistir. Cogaltilan 940 baz ciftine sahip
bu boélgenin dizi analizinden elde edilen sonuglar, NCBI BLAST veri tabanindaki veriler
ile karsilagtirilarak yorumlanmistir (Ek 1). I-Ceul makrorestriksiyon 6rnek sayisi 4 olarak
saptanan ve fenotipik testler sonucunda L. lactis subsp. cremoris oldugu belirlenen MBLC
15, MBLC 38 ve BLC 21 suslariin karsilagtirmali 16S rDNA analizleri sonucunda dogal
floras1 inek memesi olan Streptococcus bovis tiiriine ait olduklart kesin olarak saptanmuistir.
Makrorestriksiyon ornek sayist 5 olan ve fenotipik testlerle cremoris alt tlrlne ait oldugu
belirlenen M10 susunun Enterococcus durans tiiriiniin bir iyesi oldugu belirlenmistir.
MBLD 4, MBLD 7, MBLL 9, MBLL 25, MBLL 26 ve MBLD 59 suslar1 7, MBLL 3,
MBLD 35, MBLD 54 suslar1 8; MBLL 6, MBLC 47 suslar1 ise 9 tane I-Ceul bant 6rnegi
olusturmasina ragmen, 16S rDNA dizi analizleri sonucunda sézii edilen tiim suslarin
genotipik olarak L. lactis subsp. lactis oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, evrimsel
stireglerde dogal ortamlarindan izole edilen Tiirkiye kokenli L. lactis suslarinin 23S rDNA
bolgelerine, 1-Ceul restriksiyon enziminin tanima bdlgesini de igeren baz dizilerinin
insersiyonu ile agiklanabilir. Ayn1 ortami paylasan suslar arasinda yatay gen transferleri ile
kromozoma entegre olabilen lineer plazmidlerin, 1limli profajlarin ve tekrar bolgelerinin
kazanimi s6z konusu olabilmektedir. Bu durum aym tiiriin alt gruplar1 arasinda
kromozomal farkliliklara neden olmaktadir. Morfolojik ve biyokimyasal testler ile yapilan
tanimlamalar, tamamen giivenilir sonuglar verememekte olup elde edilen sonuglarin
kesinlestirilmesi amaciyla molekiiler tanimlama yontemleri ile dogrulama yapilmasi
gerekmektedir. Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar, 16S rDNA dizi analizinden elde

edilen veriler ile karsilagtirilarak dogrulanmastir.
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5. TARTISMA ve SONUC

L. lactis Oyeleri farkli kaynaklardan izole edilebilmekle birlikte ana kaynagi fermente siit
tirtinleri ve ¢ig siittiir. Fermente siitler, ac1 krema, yumusak ve sert peynirler gibi ¢ok
sayida fermente siit lirliniiniin temel starter bilesenini olusturan bu bakterilerin dogru
tanimlanmasi, ticari kullanimlar1 agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Zira bu tiire ait alt
tiirler ve bir biyovaryete farkli fizyolojik Ozellikleri nedeniyle degisik fermente siit
triinlerinin iretilmesinde kullanilan starter kiiltiirler igin farkli kombinasyonlarda

hazirlanmaktadir (Limsowtin et al. 1996, Ward et al. 2002).

Halen fenotipik taksonomik ¢aligmalarin hakim oldugu L. lactis tanis1 ve hatta 16S rDNA
genlerine dayali dizi analizleri ¢ogu kez L. lactis alt tiirlerinin tanimlanmasina olanak
tanimamakta ve yakin akraba cinsleri de kapsayan yanlis siniflandirmalara yol agmaktadir
(Schleifer et al. 1985, van Hyckama Vlieg et al. 2006, Rademaker et al. 2006). Bu temel
gereksinim dogrultusunda dizayn edilen tez c¢alismamizda, hizli ve gilivenilir bir
kromozomal teknik ile kiltir koleksiyonumuzda bulunan ve L. lactis alt tlrleri ile
diacetylactis biyovaryetesi duzeyinde fenotipik tanisi yapilan bakteriler esas alinarak
dogrulama testleri yapilmistir. Arastirma sonuglarindan da anlasilacagi iizere fenotipik
dizeyde tanis1 yapilan suslarin 4 tanesinin PFGE analizleri sonucunda laktokok cinsi {iyesi
olmadig1 belirlenmistir. Ozellikle I-Ceul enziminin 23S rDNA operon bolgelerinden kesim
yaparak olusturdugu bant profilleri, PFGE analizlerinin kesin tanida ¢ok etkin bir yontem
olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir. Molekiiler genetik analizler esas alindiginda;
16S rDNA dizilerinin yakin bakteri gruplarinda biiyiik oranda korunmus olmasi, RAPD,
AFLP ve bunlar esas alan tiirev teknolojilerin yiiksek diizeyde spesifik olmayan sonuglar

vermesi, hizli molekiiler tan1 yontemleri igerisinde PFGE teknigini 6ne ¢ikarmaktadir.

Tez calismasinda da kontrol suslarla yiiriitiilen denemelerde kanitlandigi gibi, PFGE
tekniginde segilen endoniikleaz enzimleri biiylik Onem tagimaktadir. Calismamizda
kullanilan Smal, Apal ve 1-Ceul restriksiyon endontkleaz enzimlerinin PFGE bant
profilleri esas alindiginda, tim enzimlerin siniflandirma agisindan yakin sonuglar verdigi
saptanmustir. Apal restriksiyon endontkleaz enzim kesimi sonucunda birbirine ¢ok yakin
bliytikliiklerdeki bantlarin olusmasi stabil bant olusumunu engellemektedir. Bu durum

standardizasyonda temel sorun olarak saptanmistir. Arastirma sonuglarina bakilarak Smal
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enziminin Apal enzimine kiyasla suslar arasindaki kromozomal farklarin tanimlanmasi ve
benzerliklere bakilarak siniflandirma yapilmasi amaglart i¢in daha uygun oldugu
sOylenebilir. Sonug olarak I-Ceul restriksiyon enziminin kullanilmasiyla yapilan PFGE
analizlerinin tir duzeyinde, L. lactis suslar1 i¢in Smal enzim kesimi ile olusturulan bant
profillerinin karsilastirilmasiyla ise alt tiir diizeyinde tanimlamanin en iyi sekilde
yapilabilecegi diisiiniilmektedir. Kromozomun restriksiyon endonikleazlar ile kesilmesi ve
olusan bant profillerinin sus spesifik varyasyonlari tanimlamak amaciyla kullanilmasi,
PFGE vyonteminin gucli bir molekiler ayrim sundugunu kanitlamaktadir. Ancak
calismamizda da tespit edildigi gibi 23S rDNA operonlarinda da meydana gelen
mutasyonlar yanlis bant profili yorumlarina yol agabilmektedir. Bu nedenle PFGE

sonuclart mutlaka 16S rDNA dizi analizleri ile desteklenmelidir.

PFGE analizleri ve 16S rDNA dizi verileri beraber degerlendirildiginde ortaya ¢ikan
siiflandirma, plazmid profilleri esas alinak olusturulan siniflandirma ile hicbir uyum
gostermemektedir. Bu durum plazmid profillerinin laktokok siniflandirilmasinda bir kriter
olarak kullanilamayacagin1 kanitlamaktadir. Plazmid profilleri, ancak bu kromozom dis1

DNA yapilarinin kodladiklar: karakterlerin tespitinde ve stabilitesinde referans alinabilir.
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