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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

LAKTIK ASIT BAKTERILERINDE TUR ICi VE TURLER ARASI AYRIMDA
16S-ARDRA TEKNIiGIiNiN DEGERLENDIRILMESI

Basak ORAL

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozlem AYDIN OSMANAGAOGLU

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyal Genetik laboratuvarimizdaki kiiltiir koleksiyonunda
mevcut bulunan ve daha dnce fenotipik testler ve API kit kullanimi ile tanimlanmis olan Laktik Asit
Bakterilerine ait 148 adet susun tiirler arasi/tlir i¢i ayrimmda 16S-ARDRA tekniginin taksonomik
potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla c¢alismada kullanmig oldugumuz LAB’ nin
genomik DNA’lar1 izole edilmis ve daha sonraki asamalarinda kalip DNA gorevi gormiistiir. 16S evrensel
primer citfi [pB (5°d TAACACATGCAAGTCGAACG 3’) ve 1492R (5°d TACCTTGTTACGACTT 3°)
] kullanilarak elde edilen 1458 bg. biiyiikliigiindeki PZR iiriinii 7 farkli restriksiyon enzimi (Haelll,
Hindlll, Hinfl, Mspl, Pael, Pstl ve Tagql) ile kesilmistir. Farkli uzunluklara sahip restriksiyon enzim
iriinlerin agaroz jel iizerindeki bant profilleri bilgisayar yazilim programina aktarilmistir. Bantlarin
arasindaki benzerlik “Dice product moment correlation coefficient” ile ifade edilip % degerine
doniistiiriildiikten sonra UPGMA (aritmetik ortalama kullanarak agirliksiz gruplama yontemi) analizi ile
kiimeleme yapilmig ve tiir/sus arasindaki genetik benzerlik dendogram olarak gosterilmistir. Kiimeleri
birbirinden ayirt etmek icin korelasyon katsayist % 90 olarak belirlenmistir. Kullanmis oldugumuz 7
farkli restriksiyon enzimine bagli olarak tiirler arasi/tiir i¢i seviyede birbirleri ile olduk¢a yakm iligkide
bulunan LAB suslarinin ayriminda bu teknigin ayrim giicii son derece zayif bulunmustur. Enterococcus
suslarinin Hinfl-16S ARDRA paternleri gz oniinde bulunduruldugunda E. hirae, E. fecalis 135 ve E.
fecalis 80 suslar1 sahip olduklari bant profillerine gore diger Enterococcus tiirlerinden farkliliklar
sergilemislerdir. Enterococcus grubuna ait tiir ve suslarin ayriminda 16S rDNA PZR iiriinliniin HindlIlI ile
kesimi neticesinde elde edilen bant profili ile de E. hirae susu diger enterokoklardan ayrilmistir.
Lactococcus suslarinin Haelll ve Mspl-16S ARDRA paternleri goz 6niinde bulunduruldugunda Lc. lactis
subsp. lactis W1, W2 ve W3 suslar1 diger Lc. lactis subsp. lactis suslarindan ayrilmigtir. Bununla beraber,
bu 7 enzimin kullanimi ile gerceklestirilen 16S ARDRA teknigi Leuconostoc, Lactobacillus ve
Pediococcus grubunda yer alan bakterilerin tiirler aras1 ve tiir i¢i seviyesinde ayrimi igin yeterli
olmamistir. Farkli restriksiyon enzimleri ya da coklu enzim kombinasyonlarmin denenmesi ile bu

teknigin tiirler aras1 ve tiir i¢i seviyesinde ayrim saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Ocak 2010, 223 sayfa
Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri (LAB), 16S-ARDRA, molekiiler taksonomi



ABSTRACT

Master Thesis

EVALUATION OF 16S-ARDRA FOR INTER AND INTRASPECIFIC
DIFFERENTIATION OF LACTIC ACID BACTERIA

Basak ORAL

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem AYDIN OSMANAGAOGLU

It is the the aim of this study to determine the taxonomic potential of 16S-ARDRA in discrimination (at
the species and the intra-species level) of 148 strains of LAB that are present in Microbial Genetic
Laborotory within the Biology Department of Science Faculty at Ankara University. The strains used
were identified previously by phenotypic tests and by use of API kit. Genomic DNAs of LAB were
isolated, used as template in amplification of 16S rRNA gene by use of 16S universal primers [pB (5°d
TAACACATGCAAGTCGAACG 3’), 1492R (5°d TACCTTGTTACGACTT 3°)] and PCR products
(1458bp long) were digested with use of 7 different restriction enzymes (Haelll, Hindlll, Hinfl, Mspl,
Pael, Pstl ve Tagl). Restriction enzyme products of various lengths were analyzed on agarose gel as band
profile/pattern. These band profiles were exported into the software program for further analysis.
Calculation of similarities in the profiles of bands was based on Dice product-moment correlation
coefficient () for 16S ARDRA. The UPGMA clustering algorithm was used to generate a dendogram. A
coefficient of correlation of 90 % was selected to distinguish the clusters for 16S-ARDRA. Depending on
the seven restriction enzymes used throughout the studies, the result of the study demonstrated the less
discriminative power of these teqniques towards the differentiation of highly related LAB strains on
species and strains levels. With respect to discrimination of Enterococcus by use of Hinfl-16S ARDRA
band profiles, E. hirae, E. fecalis 135 and E. fecalis 80 strains showed band profile differences as
compared to other Enterococcus species and strains. Besides, Hindlll/16S-ARDRA profiles revealed
discrimination of E. hirae from the rest of Enterococcus. In addition, as far as Haelll ve Mspl-16S
ARDRA band profiles of Lactococcus strains are concerned, a good discrimination of Lc. lactis subsp.
lactis W1, W2 and W3 from other Lactococcus strains was obtained. 16S ARDRA depending on the use
of seven restriction enzymes did not achieve discrimination in between Pediococcus, Leuconostoc and
Lactobacillus strains, neither at species nor at strain levels. This method may provide discrimination at
species and/or intra-species level by use of different restriction enzymes or multiple enzymes

combinations.

January 2010, 223 pages
Key Words: Lactic Acid Bacteria (LAB),16S-ARDRA, molecular taxonomy
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1. GIRIS

Laktik Asit Bakterileri (LAB); Gram-pozitif, sporsuz, katalaz-negatif, fakiiltatif anaerob
ve karbonhidratlarin fermentasyonu sonunda laktik asit iireten bakterilerdir (Axelsson
1998). Yiizlerce yildir fermentasyon, bozulabilir gida iirlinlerini korumak ve yeni
besinlerin iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Diinyada fermente besinlerin cesitli tipleri
tilketilmektedir. Fermente besinlerin ana tipleri laktik asit bakterileri tarafindan
gerceklestirilen laktik asit fermentasyonu sonucu olusturulmaktadir. Fermentasyon
isleminden sonra karakteristik aroma ve tatlara sahip yeni besinler meydana gelir,
gidanin raf dmri uzatilmis olur ve patojenik veya gidalarda bozulmalara sebep olan

organizmalarin gelismesi onlenir.

LAB c¢esitli gidalarin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmakta ve probiyotik
tiriinlerin igeriginde bulunmaktadirlar. Bununla beraber, {iretmis olduklar1 peptit
yapisindaki  “bakteriyosin” molekiilii gidalarda bozulmalara ve gida kdkenli
enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin gelisimini engellemekte ve boylece gidanin raf
Omriinii uzatmak i¢in potansiyel biyolojik koruyucu goérevi gérmektedir. Bakteriyosin
tiretme Ozelliginin genelde plazmid DNA tarafindan kodlanan bir 6zellik olmasi ise
tiretimde bu oOzelligin starter kiiltiir olarak kullanilacak olan susa aktarilmasina ve
bdylece daha kaliteli iiriin eldesine olanak sagladigi i¢in dnemlidir. Bununla birlikte
ozellikle buzdolab1 1sisinda gelisebilen bazi laktik asit bakterileri de gidalarda
bozulmaya sebep olmaktadirlar. Tiim bu 6zellikler bu bakteri grubunu hem endiistriyel
hem de bilimsel agidan iizerinde yogun ¢aligmalarin yapildig1 oldukc¢a 6nemli bir grup
haline getirmistir. LAB’nin endiistriyel uygulamalar diisiiniildiiglinde, aragtirmalarin en
temel amaci1 kullanilabilecek olan LAB suslarinin se¢imidir. Bu nedenle, herhangi bir
susun spesifik ve belirgin olarak ayrimini saglayan gilivenilir yontemlerin uygulanmasi

olduk¢a 6nemlidir (Dicks vd. 1990; Dykes vd. 1994).

LAB’nin tanimlanmasinda kullanilan yontemler fenotipik ve genotipik yontemler olmak
tizere iki temel baglikta incelenmektedir. Suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek i¢in

gen ifadesinin iirliniinii karakterize eden (gozlemlenebilir karakterleri) ve genelde cins-



tiir diizeyinde tanimlamaya olanak saglayan geleneksel fenotipik yontemler arasinda;
morfolojik, fizyolojik, metabolik/ biyokimyasal oOzellikler ve kemotaksonomik
markorler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, kuininler, poliaminler, hiicre
duvar bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri, hiicre ylizeyindeki
antijenler, antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da hiicre duvari

proteinlerinin elektroforetik tanis1 (1D ya da 2D) yer almaktadir.

Gilintimiizde, LAB’nin tanimlama ve tiplendirme caligmalarinda ilgi odagi fenotipik
yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler yontemlere dogru
kaymistir (Babalola 2003). Organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan
genotipik yontemler DNA’y1 yiizlerce fragmanlarina ayiran enzimler ile kromozomun
kesimine dayanan DNA restriksiyon patternlerindeki polimorfizmini gibi ydntemi

icermektedir.

Calismamizda, LAB’ni temsilen 5 genusa (Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus) ait 148 sus arasindaki farkliliklarin ortaya konulmasinda,
tir ve sus seviyesinde genetik farkliligin degerlendirilmesinde ve taksonomik
tanimlanmalarinda “Amplifiye Edilmis Ribozomal DNA’nin Restriksiyon Analizi”

(ARDRA) tekniginin taksonomik potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. Kaynak Ozetleri

2.1 Laktik Asit Bakterileri

2.1.1 Genel ozellikleri

Laktik Asit Bakterileri (LAB) morfolojik, metabolik ve fizyolojik oOzellikleri goz
tiniinde bulunduruldugunda Gram-pozitif, spor olusturmayan, kok veya ¢ubuk seklinde,
birka¢ ayricalik gosteren iiye disinda hepsi hareketsiz, katalaz negatif ve karbonhidrat

fermentasyonu son iiriin olarak laktik asit iireten bakteriler olarak tanimlanmaktadir.

Gram-pozitif bakteriler igerisinde diisiik diizeyde guanin (G) ve sitozin (C) oranina
sahip bir bakteri grubudur (Ludwig vd. 1993). LAB ’nin genomunun G+C igerigi %

50’nin altindadir ve bu bakteriler Clostridium filumuna dahil edilirler.

LAB insanlarin ve hayvanlarin normal floralarinda bulunabildigi gibi gida
fermentasyonunyla yakindan iligkilidir ve gida teknolojilerinde Onemli bir rol
oynamaktadirlar. GRAS (Generally Regarded As Safe) olarak belirlenmis olmalari
(Holzapfel vd. 2001) ve metabolik karakteristikleri genis alanda endiistriyel
uygulamalara olanak tanimaktadir. Biitiin bunlara ek olarak iiretikleri antimikrobiyal
proteinler olan bakteriyosin sayesinde bulunduklari ortamdaki saprofit ve patojen
bakterilerin gelisimini engellemektedirler. Ayn1 zamanda probiyotik olan genuslarinin
da bulunmasi LAB’nin 6nemini artirmaktatir. Bu 6zeliklerinden dolayi ile gliniimiizde
endiistriyel olarak kullanilan bu bakterilerin hizl1 ve dogru tanimlanmasi da biiyiik 6nem

kazanmistir.

2.1.2 Laktik Asit Bakterilerinin siniflandirilmasi

LAB’nin siniflandirilmasi fenotipik 6zelliklere dayali olan morfolojik 6zelikleri, glukoz
fermentasyon yollar, gelisim gosterdikleri sicakliklar, {iretikleri laktik asit
konfigiirasyonlari, yiiksek tuz konsantrasyonlarindaki gelisme yetenekleri, asit ya da

alkalinelere dayanikli olup olmamalarmma gore olusmaktadir. Bunlara ek olarak



siiflandirilmalarinda  hiicre  duvart  bilesenleri ve yag asiti  bilesimleride
kullanilmaktadir. Giintimiizde bu fenotipik yontemlere ek olarak genotipik yontemler

kullanilmaktadir.

Orla-Jensen’in (1919) calismalarinda LAB Aerococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus ve Streptococcus cinslerine ayirmaktadir. Bifidobacterium larinda LAB
grubunda yer aldig1 diigiimiilmekteydi. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology‘nin
1957 yillindaki 7. baskisinda Bifidobacterium cinsi Lactobacillus bifidum tirii olarak
belirlenmistir. Bifidobacterium larin genel 6zellikleri bu gruba uygunluk gosterselerde
Gram-pozitiflerin bakterilerin Actinomycetaceae grubu ile filogenetik olarak iliskili
oldugu diisliniilmektedir. Bunlara ek olarak LAB’in den acgikca farklilik gdsteren

kendilerine 6zgii bir fermentasyon yollar1 bulunmaktadir.

1986 yilinda yaymlanmis olan Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ile
LAB’nin Streptococcus cinsi Enterococcus, Lactococcus, ve Streptococcus cinsleri
olmak lizere iice ayrilmistir. Bu yeni siniflandirma LAB’nin siniflandirilmasinda biiyiik
bir yenilenme olarak kabul edilmektedir (Schleifer 1986, 1987). Daha sonralari
hareketsiz olan bazi LAB diger bir deyisle Lactococcus cinsleri ile tanimlanmis olan
bakteriler Vagococcus ve Lactococcus cinsi olmak lizere ikiye ayrilarak LAB’nin

siniflandirilmasinda yerini almistir (Collins vd. 1989).

Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus cinsleri ise degisme ugramamistir. Ancak
daha onceden Lactobacillus cinsi iginde yer alan cubuk seklindeki bazi LAB
giiniimiizde Carnobacterium cinsi altinda toplanmaktadir. Ek olarak Pediococcus
halophilus tiirii olarak tanimlamig olan bakteriler cins seviyesine yiikseltilerek

Tetragenococcus cinsi olarak siniflandirmada yerini almistir (Collins vd. 1987).

Heterofermantatif LAB lerinin belirgin kiimeleri arasinda yer alan ve daha oOnceleri
Lactobacillus ya da Leuconostoc cinslerine ait oldugu diisiiniilen bazi bakteriler ise
Weissella cinsine dahil edilmiglerdir (Collins vd.1993). Sarap Leuconostoc lar1 olarakta
bilinen Leuconostoc oenos tiirler ise Oenococcus cinsi altinda toplanmistir (Dicks vd.

1995).



Fizyolojik ve filogenetik olarak LAB ile benzerlik gosteren bazi suslar ise Alloiococcus,
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, Helcococcus,

Ignavigranum, ve Lactosphaera gibi yeni cinslerin tanimlanmasini saglamistir (Collins

vd. 1992, 1999).

LAB, Weissella cinsi disinda ¢ubuk seklinde olanlar (Lactobacillus ve Carnobacterium)
ve kok seklinde olanlar olmak iizere ikiye ayrila bilmektedir (Collins vd. 1993; Woese
1987).

Ayrica kok seklindeki bakterilerin karekteristik 6zelligi olan tetrat formu ise

Aerococcus, Pediococcus ve Tetragenococcus cinlerini olustururlar.

LAB’nin cinslerin ayiriminda kullanilan 6nemli bir 6zellik ise standart kosullar
altindaki glukoz fermentasyon yollaridir. Bu durum g6z 6niine alindiginda LAB iki
gruba ayrilabilmektedir. Birinci grup homofermentatif yani glukozu biiyiik oranda
laktik asite doniistiiren LAB. Ikinci grup ise heterofermantatif yani glukozu laktik asit,
ethanol ya da asetik asit ve CO, de doniistiiren laktik asit bakterileri. Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella cinsleri ve bazi Lactobacillus cinsinin alt gruplar
heterofermantatif, diger cinsler ise homofermentatif olarak tanimlanmislardir (Sharpe

vd. 1979).

Homofermantatif LAB glukozu Fruktoz Di Fosfat yoluyla parcalayip fermentasyon

sonucu % 95-100 oraninda laktik asit iiretirler (Drinan vd. 1976).

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

Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise glukozu; Hegzoz Mono Fosfat yoluyla
parcalayarak fermentasyon sonucu % 50 oraninda laktik asit iiretirken, bunun yan1 sira

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

CsH12,06 — CH3 - CHOH-COOH + CH3 - CHOH-CO,



Ozet olarak LAB’nin siniflandirilmasinda giiniimiize kadar gelinen diireg igeresinde
fenotipik ve genetipik tanimlamlamalarin kullanimi ile 4 ana baghk altinda

toplayabilmek miimkiindur.

1.Grup: Streptococcus ve Lactococcus cinsinin dallanmalari ile olusturulmus olan

Enterococcus, Lactococcus, Streptococcu ve Vagococcus cinsleri.

2. Grup:  Kendilerine 06zgii hiicre boliinmelerinin ortaya koymus oldugu tetrat

formuna sahip Aerococcus, Pediococcus ve Tetragenococcus cinlerini.
3. Grup:  Leuconostoc, Oenococcus ve Weissella cinsleri

4. Grup:  Lactobacillus ve Carnobacterium cinsleri

2.1.2.1 Lactococcus cinsi bakterilerin temel ozellikleri

Karsilastirmali serolojik ¢alismalar, lipit kompozisyonu, niikleik asit hibridizasyonu ve
hiicre duvar1 kimyasal yapisinin belirlenmesi sonucu elde edilen veriler 1s181inda

Streptococcus cinsinden ayrilan bazi tiirler, Lactococcus cinsi altinda siniflandirilmistir

(Schleifer vd. 1985).

Lactococcus cinsi bakteriler homofermantatif 6zellikte olup karbonhidrat katabolizmasi
sonucu ana Uriin olarak laktik asit tiretmektedirler. Bu bakteriler kok seklinde, kiire ya
da kisa zincir halinde birarada bulunmaktadir. Optimum gelisme sicakliklar1 30°C’dir.
10°C’nin altinda ve 45°C’nin iizerinde gelismeme Ozellikleriyle hem streptokoklardan
hemde enterokoklardan ayrilmaktadirlar (Holt vd. 1994). Lactococcus lactis alttiirleri

0zellikle fermente siit tiriinlerinin iiretiminde dnemli role sahiptir.
2.1.2.2 Lactobacillus cinsi bakterilerin temel ozellikleri
Lactobacillus cinsi bakteriler ¢esitli kaynaklarda LAB’ne mensup, ince veya kalin

cubuk seklinde, gram-pozitif, spor olusturmayan bakteriler olarak tanimlanmaktadir

(Kandler ve Weiss 1986).



Fermentasyon sonunda olusan iiriinlere goére homofermentatif veya heterofermentatif
tiirleri bulunmaktadir. Kromozomlarindaki niikleik asit komposizyonunun % 33-55’ini
G+C olusturmaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997). Oksijeni kullanma &zelligine gore
mikroaerofilik ya da anaerob olup % 5 CO;’li ortamda gelisme gosterebilirler.
Genellikle katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler (Hammes ve Vogel 1995).
Lactobacillus cinsi tarafindan sentezlenen bakteriyosinler gida sanayinde kullanilma

potansiyeline en fazla sahip bakteriyosinlerdir.

2.1.2.3 Leuconostoc cinsi bakterilerin temel ozellikleri

Siit, peynir ve et gibi fermente iiriinlerin olusumunda ve organoleptik adi verilen tat,
koku gibi 6zelliklerin kalitesinin belirlenmesinde biiylik 6neme sahiptirler (Dellaglio
vd. 1995). Optimum gelisme sicakliklar1 20-30°C’dir. Buzdolabi sicakliginda da
tireyebilme 6zellikleri vardir (Holt vd.1994).

Karbonhidrat fermentasyonu sonucunda sadece laktik asit iiretmediginden
heterofermentatif 6zellik gostermektedir. Fermentasyon sonucunda D-laktat ve etanol
ile gaz olusumu gozlenir. Starter kiiltiir icerigine dahil olup sitrattan diasetil olusumuna
nedendirler. Bu da tat olusumu i¢in 6nemli bir kriterdir. Fermente {iriinlerde baskin olan

tirleri: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ve Leuconostoc lactis tir

(Dellaglio vd. 1995).

2.1.2.4 Enterococcus cinsi bakterilerin temel ozellikleri

Enterococcus cinsi de Lactococcus cinsi bakteriler gibi Streptococcus cinsine dahil
edilmisler, daha sonra serolojik D-antijeni grubuna sahip olmalar1 ile siniflandirmada
ayrilmiglardir (Holt vd. 1994).

Oksijen kullanma bakimindan fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Fermentasyon sonucu
farkli karbonhidrat formlarin1 laktik aside ¢evirir fakat gaz olusturmazlar. % 6.5 NaCl
’de ve % 40 tuzda, 10-45°C sicaklik araliginda gelisim gosterebilirler. Katalaz negatif
Ozellik yansitmalarina ragmen bazi tiirleri yalanci katalaz aktivitesi verebilir (Domig vd.

2003). Optimum gelisme sicakliklar1 37°C’dir.



2.1.2.5 Pediococcus cinsi bakterilerin temel 6zellikleri

Hiicreler kiire seklinde olup ikili diizlemde tetrat seklinde boliinmektedirler. Gram-
pozitif ve fakiiltatif anerobtur. Karbonhidrat fermentasyonu sonucunda sadece laktik asit
tirettiginden homofermantatiftir. Optimum gelisme sicakliklar1 35°C’dir. P. acidilactici
gibi 50°C’de gelisen tiirleri bulunmaktadir. Katalaz negatiftirler. Pediococcus cinsi
bakteriler 8 tiir igermektedir. Bu sekiz tiirden P. acidilactici; P. pentosaceus, P.
damnosus ve P. parvulusla yakindan iligkilidir (Collins vd. 1990). P. cerevisiae
onceden bu cinsin igerisinde yer almasina ragmen su an tirleri P. acidilactici, P.
pentosaceus, P. damnosus tirleri icerisinde yer almaktadir (Kitahara 1974; Garvie
1986; Gherna and Pienta 1989). P. acidilactici ve P. pentosaceus’un DNA/DNA
homolojileri birbirlerine ¢cok yakin olup sadece az bir karakteristik farkla birbirlerinden
ayrilmaktadir. P. acidilactici tiirleri 50°C’de gelisme gosterirken, maltozu fermente
edememekte bununla birlikte P. pentosaceus 50°C’de gelisme gostermemekte lakin
maltozu fermente etmektedir. Ayrica P. acidilactici hiicreleri biraz daha 1siya karsi

direnclilik gostermektedirler (Kitahara 1974, Garvie 1986).

Pediococcus cinsi bakteriler bazen Micrococcus cinsi bakterilerle karistirilabilmektedir.
Bunun nedeni morfolojik olarak benzemeleri ve tuza olan toleranslarndir.
Micrococcus’larin  pigmentli olmasi ve asite karsi toleransli olmamasi iki cins
arasindaki ayrimi giivenle saglamaktadir. Pediococcus cinsi bakteriler dogal olarak
mandira irlinlerine, etlerde, taze sebze, bira ve sarap gibi fermente iriinlerde
bulunmaktadir. Bunlar dogal olarak sebze ve etlerin fermentasyonlarinin kontroliiyle
iligkili olup (Bacus ve Brown 1981; Garvie 1986) peynirin olugsmasinda ikinci flora
gibidir (Bhowmilk ve Marth 1989). Pediococcus cinsi bakteriler sadece aromaya
katkida bulunmayip, sekil ve renk gelisimini de saglamaktadir. Fakat baz1 Pediococcus
tiirleri 6zellikle kendine yakin LAB’ne ve diger bazi bakterilere kars1 gelisimi
engelleme yetenegi gostermekte ve bu gelisimi engellenen bakteriler arasinda gidayi
bozan ve hastalik yapan mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Bhunia vd. 1988S;

Daeschel ve Klaenhammer 1985; Gonzalez ve Kunka 1987).



2.2 Laktik Asit Bakterilerinin Onemi

Starter kiiltlir olarak kullanilan ve gida teknolojisi agisindan biiyiik 6neme sahip olan
LAB, fermente gidalarin tat, koku, tekstiir gibi organoleptik ozelliklerine etki etme
yeteneklerine sahiplerdir. Ek olarak olusturduklar1 antimikrobiyal proteinler sayesinde
biopreservatif olarak kullanilarak gidalarin raf Omriiniin uzamasini saglamakta Gte
yandan sahip olduklar1 probiyotik o6zellikler ile tiiketicilere yarar saglamaktadir.
(Rebecchi vd. 1998). Bu nedenlerden dolay: laktik asit bakterilerini tanimlamak gerek
endiistriyel agidan gerekse bilimsel agidan olduk¢a 6nemli hale gelmistir (Rademaker ve

De Bruijn 1997).

Kisaca endiistriyel ve bilimsel olarak LAB’nin baslica 6nemi starter kiiltiir olarak
kullanilmalari, bakteriyosin iiretmeleri ve probiyotik kiiltiir olarak kullanilmalari

seklinde maddelenebilmektedir.

2.2.1 Starter Kkiiltiir olarak kullanilmalari

LAB’nin en 6nemli karakteristik 6zelliklerinden biri; siit sekeri olan laktozu kullanarak
fermentasyon sonucunda laktik asit iretmeleridir. Bu reaksiyonu baslatan kiiltiir iiriine
oncelikli olarak verilir, buna da “starter kiiltiir” denir. Fermentatif 6zellikleri ile laktik
asit bakterileri pek ¢ok fermente iiriin eldesinde starter kiiltlir olarak kullanilmakta ve

gida liretimi asamalarinda 6nemli bir gorev listlenmektedirler (Wouters vd. 2002).

Starter bakteriler ¢esitli sekilde iiriine bulasan mikroorganizmalara (gida zararlis1 veya
gida kaynakli patojenler) ilizerinde de inhibisyon ozelligi gostermektedir (Bacus ve
Brown 1981). Starter bakterilerin olusturdugu inhibitér maddeler arasinda kiiciik
molekiilli antibiyotikler, laktik asit, hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir, litik enzimler,
bakteriyosin veya bakteriyosine benzer maddeler bulunmaktadir (Hammes vd. 1990;
Andersson vd. 1988; Geisen vd. 1992). Organoleptik 6zellikler 6zelliklerin yani sira
fermentasyonu saglayip peynir, krema, tereyag ve yogurt gibi birgok iirlin olusumunda
onemli gorev {istlenmektedirler. Mezofilik starter kiiltiirlerden bazilar1 laktik asit

tiretirken, bazilar1 sitrik asit fermentasyonu gercgeklestirmekte ve asetoin/diasetil, CO,



olusturmaktadir. Diasetil 6zellikle siit iirlinlerinde tat olusumu i¢in 6nemlidir (Cogan
1996). Siit iirtinlerinde kullanilan starter kiiltiirler mezofilik ve termofilik olmak iizere 2
gruba ayrilir. Mezofilik starter kiiltiirler 26°C, termofilik kiiltiirler ise 42°C civarinda

gelisim gosterirler.

2.2.2 Bakteriyosin iiretimi

Enterococcus, Lactococccus, Pediocococus, Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus,
Carnobacterium ve Propionibacterium gibi gida kaynakli pek ¢ok LAB gida
fermentasyonunda kullanilan antimikrobiyal oOzellikleri ile bilinmektedir. Bu
antimikrobiyal proteinler bir¢ok Gram-pozitif bakteriye kars1 bakterisidal etki
gostermekte, gidanin bozulmasini saglayan ve gida kaynakli hastaliklara neden olan
baz1 mikroorganizmalar1 da inhibe etmektedir (Tagg vd. 1976; Ray ve Daeschel 1992a;
Klaenhammer 1993; Hoover ve Steenson 1993; Jack vd. 1995).

Bakteriyosinler; bakteriler tarafindan sentezlenen, antimikrobiyal etkiye sahip, genelde
yakin tiirlerin inhibisyonunda etkili, kisa veya uzun zincirli protein benzeri yapilardaki
maddeler olarak tanimlanmaktadir (Klaenhammer vd. 1995; Gorris 1996; Eijsink vd.

1998).

Bakteriyosinler protein yapisinda, dogal olduklarindan bunlarin et ve siit iriinleri basta
olmak tizere bircok gidada kullanimi miimkiin olmaktadir. Bakteriyosinler gida
maddesine dogrudan katilabildikleri gibi, bakteriyosin sentezleyen koruyucu kiiltiirlerin
gidaya inokulasyonuyla veya gidanin koruyucu ambalaj materyaliyle birlikte de
kullanilabilirler. Boylelikle; uygun olan bakteriyosinin veya bakteriyosin iireten
LAB’nin gidalara eklenmesi hem raf dmriinii uzatacak hem de saglikli kabul edilecektir.
Bakteriyosinler, fermente gidalarda giivenilirligi saglayarak raf dmriinii uzatmaktadirlar.
Bu bakterilere ait metabolitlerin binlerce yildan beri farkli fermente gidalarda saglik i¢in
hicbir tehlikesi olmadig: diisiiniilmektedir. Bununla beraber, gida kdkenli pek cok LAB
gida bozulmalarina ve gida kokenli enfeksiyonlara sebep olan organizmalara kars
antibakteriyal etki gdsteren ve “bakteriyosin” olarak isimlendirilen protein yapisinda
ekstraseliiler bir madde sentezlemektedir (Klaenhammer 1988; De Vuyst ve Vandamme

1994; Hoover ve Steenson 1993) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1  Kati besiyeri igeren petri plakada bakteriyosin zonunun olusumu

Bakteriyosinler, iiretici hiicreler lizerinde oldiiriicti etkisi bulunmayan, sinirlt sayidaki
bakterilere etkili olan protein yapili maddelerdir. Bakteriyosin {ireten bakteriye yakin
olan tiirler tizerinde bakteriyosidal veya bakteriyostatik aktititeye sahip antimikrobiyal
proteinler olarak bilinir. LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinler gida bozulmalarina ve
gida kokenli hastaliklara sebep olan pek ¢ok gram pozitif bakteriye kars1 bakterisidal
etki gostermekte ve bu nedenle biopreservative (biyokoruyucu) olarak tanimlanmaktadir
(Klaenhammer 1988; Ray 1992). LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlere ait genel
ozellikler asagidaki gibi siralanmaktadir (Jack vd. 1995).

. 34’den 57’ye kadar aminoasitten olusan katyonik peptit igerirler.

. Gram-pozitif bakterilere kars1 duyarli bakterisidal etki gosterirler.

’ Membran fonksiyonlar1 stabilizasyonunu bozarak hiicre Sliimiine neden
olurlar.

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

direnclidir.
. Bakterisidal hareket proteolitik enzimler tarafindan kaybedilebilir.
' Bakterisidal spektrum azdan ¢oga dogrudur.
' Bakteriyosine duyarli Gram-pozitif bakteriler, kendi {iretmis oldugu

bakteriyosine direnglidir.
' Gram-pozitif susa ait hiicreler bir bakteriyosine duyarl iken bir baskasina

direncli olabilirler.
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. Uretici hiicreler genetik olarak, kendi iiretmis olduklar1 bakteriyosinlere
kars1 bagisiklik kazanmaistir.

. Duyarl1 bir sus bakteriyosin varliginda gelisirken gegici direnglilik
gosterebilir.

. Bakteriyosin molekiilii, iiretici hiicreleri igeren Gram-pozitif bakterilerin

hiicre yiizeyinden absorbe edilmektedir.

Gilinlimiizde gidalarin  raf Omriinli  uzatabilmek 1i¢in gida katki maddeleri
kullanilmaktadir. Bazi gida katki maddeleri FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan onayli olmalarina ragmen yapilan son ¢aligmalarda tiiketici sagliginda gesitli
problemlere neden olduklar1 belirlenmistir. Cogu kimyasal madde kokenli olan
koruyucular insanlarda astim, damar problemleri gibi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu
nedenle aragtirmacilar WHO (World Health Organization-Diinya  Saglik
Organizasyonu) tarafindan, katki maddeleri saglikli olarak belirlenen gidalara
yonelmislerdir. Kimyasal gida katki maddelerine alternatif olarak bakteriyosinler gibi
dogal koruyucular tercih edilmeye baslanmistir. Bunlarin memeliler iizerinde herhangi
bir yan etkisinin bulunmadig1 kanitlanmistir. Bunun nedeni ise; protein yapisinda olan
bu madde, sindirim sisteminde bulunan ve proteinleri hidrolize eden enzimler tarafindan
parcalanmaktadir. Dolayis1 ile uygun olan bakteriyosin ya da bakteriyosin iireten
LAB’in gidalara eklenmesi hem raf dmriinii uzatacak hem de saglikli kabul edilecektir.
En 1yi bilinen bakteriyosin Lc. lactis tarafindan tretilen Nisin olup gida koruyucusu
olarak kullanilmaktadir. Pediyosinde yine gidalarda kullanilan biyolojik bir
koruyucudur (Teuber 1995).

Gram-pozitif LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler genelde sadece Gram-pozitif
bakterileri inhibe ederler. Nisin ve pediocin AcH genis inhibisyon aktivite spektrumuna
sahip iken; sakacin ve leuconocin gibi digerleri ise daha dar bir inhibisyon aktivite
spekturumuna sahiplerdir. Gidalarda bozulmaya ve gida kokenli enfeksiyonlara sebep

olan pek ¢cok Gram-pozitif bakteriye kars1 etki gosterirler (Ray 1992).

Farkli Gram-pozitif bakterilere ait bakterisidal proteinler, yapilarinda mevcut olan

modifiye aminoasitlere gore iki gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar; dogada nadir bulunan
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aminoasitleri iceren “lantibiyotikler” ve lantibiyotik olmayanlardir. Lantibiotiklere
ornek olarak nisin verilebilir. Yapisinda, translasyon sonrasindaki modifikasyon ile
meydana gelmis olan lantiyonin (Ala- S-Ala), B-metillantionin (Abu-S-Ala) (siilfiir
grubu igeren aminoasit) ile dehidroalanin (Dha) ve dehidrobiitirin (Dhb) gibi dehidre
formdaki sira dis1 aminoasitler yer almaktadir. Lantiyonin igermeyen bakteriyosinler ise
kiiciik, 1siya dayanikli peptitler olup yapisinda bu sira dist  aminoasitleri
bulundurmazlar. Bu gruba 6rnek olarak pediocin AcH/PA-1 lactococcin A, lactococcin
B ve sakacin A verilebilir. Bununla beraber, molekiiliin yapisinda lantiyoninlerin varligi
veya yoklugu ile bakteriyosinlerin antimikrobiyal spektrumlari arasinda herhangi bir

iliski bulunmamaktadir (Jack vd. 1995; Sahl vd. 1995).

2.2.3 Probiyotik kiiltiir olarak kullanilmalari

Probiyotik terimi 2 yunanca kelime olan pros ve bios kelimelerinden tiiremis bir
terimdir. Bu terim ilk olarak 1974 yillinda Paker tarfindan sindirim sistemini dengede
tutmak icin yardimei olan maddeler ve mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Daha
sonralar1 ise Probiyotikler viicuda alindiginda konak¢inin  gastrointestinal
mikroflorasinda olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmigslardir

(Kneifel vd. 1999).

Probiyotik kiiltiirlerin 6nemli yararlar1 arasinda; patojen engelleme, ¢ikarma ve
antagonizmi; bagisiklik uyarmmi ve diizenleme; antikarsinojenik ve antimutajenik
aktivite; laktoz duyarliligimmin semptomlarini hafifletme; serum kolestroliinii azaltma;
kan basincini diisiirme ve vajenitin 6nlenmesi yer almaktadir. Molekiiler yontemlerin
gelismesi probiyotik tiirlerin tanimlanmasi i¢in yeni araglar saglamistir. Koloni
morfolojisi, fermentasyon modelleri, serotiplendirme ve bu yontemlerin bazi

kombinasyonlar1 basarili bir sekilde uygulanmistir (Durant vd. 1997).

Probiyotik olarak kullanilan LAB’nin sagliga faydali diger etkilerini de siralayacak

olursak baslicalar1 arasinda agagida verilenler yer almaktadir.
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o Laktoz intoleransinin hafifletilmesi.

o Kan lipitlerinin diisiiriilmesi ve kalp hastalig1 riskinin azaltilmasi.

. Urogenital infeksiyonlar (Uriner ve vajinal kanal hiicrelerine yapisma, H,O, gibi
inhibitor maddelerin tiretimi).

o Kolon kanseri riskinin azaltilmasi.

. Immun sistemin giiclendirilmesi (Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitelerinin
arttirilmasi, IgA tiretiminin arttirilmast).

. [Itihabi veya alerjik reaksiyonlarm azaltilmasi (Sitokin sentezinin diizenlenmesi).

. Helicobacter pylori infeksiyonu (Laktik asit iiretimi).

. Intestinal sistem infeksiyonlarmin engellenmesi (Intestinal mukozaya yapismak
suretiyle patojenlerin yapismasinin engellenmesi).

. Barsak florasi iizerine olumlu etki (Toksik metabolit liretiminin azaltilmasi

yoluyla, asir1 gelismis olan floranin aktivitesinin etkilenmesi).

2.3 Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

Laktik asit bakterileri, ¢esitli gidalarin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmalari,
antimikrobiyal maddeleri iiretmeleri ve probiyotik iirlinlerin iceriklerinde yer almalari
bakimindan endiistriyel acidan biiylikk Oneme sahiptir. LAB’nin endiistriyel
uygulamalar1 disiliniildiigiinde en temel amaci kullanilabilecek olan LAB suslarinin
secimidir. Bu nedenle, herhangi bir susun spesifik ve belirgin olarak ayrimini saglayan

giivenilir metotlarin uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir (Dics vd. 1990; Dykes vd. 1994).

LAB’larin tanimlanmasinda kullanilan modern taksonomik yontemler fenotipik
yontemler ve genotipik yontemler olmak iizere 2 ana baglik altinda toplanabilir.
Fenotipik ya da genotipik olsun, tiim tiplendirme sistemleri yorum ve performans
rahatligl, ayrim giicii, tretilebilirlik ve tiplendirilebilirlik bakimindan karakterize

edilmektedir.
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2.3.1 Fenotipik Yontemler

Suglar arasindaki ayrimi saglayabilmek igin gen ifadesinin iirlinlinii karakterize eden ve
genelde cins-tiir dlizeyinde tamimlamaya olanak saglayan geleneksel fenotipik
yontemler arasinda morfolojik, fizyolojik, metabolik/ biyokimyasal o6zellikler ve
kemotaksonomik markoérler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler, kuininler,
poliaminler, hiicre duvar bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber faj tiplendirmeleri,
hiicre yiizeyindeki antijenler, antimikrobiyal duyarlilik profilleri ve toplam hiicre ya da

hiicre duvari proteinlerinin elektroforetik patternleri (1D ya da 2D) yer almaktadir.

Farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonunda gelisme, gaz iiretimi gibi bazi basit
fizyolojik testler cins tanimlamalarinda kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermentasyonu
gibi biyokimyasal testler fenotipik testler olarak kullanilmakta ve tiir bazinda ayirim
saglamaktadir. Kullanighh olmasina ragmen tiirler arasi varyasyonlarin belirlenmesinde
ve tekrarlanabilirliginde bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bununla birlikte; API-
Kit sistemi gibi standardize edilmis sonuglardan olusturulmus veritabanlarindan
hazirlanmis ticari amach sistemler yiliksek sayidaki suslarin tanimlanmasinda
kullanilmakla beraber yeni 6zellik kazanmis tiirlerin veya alt tiirlerin tanimlanmasinda

bu veri tabani yetersiz kalmaktadir.

Cins ve tiir bazindaki tanimlama calismalarinda kullanilan fermentasyon 6zellikleri ve
API Kit prensibine dayali biyokimyasal testlerin yani sira toplam hiicre proteinlerinin
veya hiicre duvari proteinlerinin SDS-PAGE analizi neticesinde elde edilen protein bant
profilleri mikrobiyal suslarin tiir seviyesinde ayriminda belirli basar1 oOlgiitlerinde
kullanilmaktadir (Vauterin vd. 1993). LAB lara ait suglarin ayriminda ve genetik
seviyede tiirler-suglar arasinda farkliliklarin belirlenmesinde SDS-PAGE yontemi
siklikla kullanilmakla beraber bazi tiirler i¢in protein profilinden elde edilen ayrim giicii
limitlidir (Dicks ve van Vuuren 1987, 1994; Pot vd. 1993; Bjorkroth vd. 2002).
Dolayisiyla, protein profiline dayali tiplendirme tekniginin yeterli olmadigi ve
dogrulugunu kanitlamak ve/veya desteklemek icin DNA temelli molekiiler testlere

ihtiya¢ duyulmaktadir (Temmerman vd. 2004).
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LAB tanimlanmasinda kullanilan fenotipik testler bakterilerin cins ve tiir bazinda ayrimi
icin hala onemli bir rol oynasa da LAB’nin ¢ogu olduk¢a benzer besinsel ihtiyaglara
sahip olup benzer cevresel sartlar altinda gelisim gdsterebildiklerinden dolayi, cins ve
tiir diizeyinde tanimlanmalarinda kullanilan bu geleneksel kriterler olduk¢a zaman alici
ve aynit zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan da ¢ogu zaman siiphe
uyandiricidir (Temmerman vd. 2004). Bununla beraber biliylime kosullar1 hiicre
morfolojisini etkileyebilmekte ve bazi durumlarda cins diizeyinde dahi tanimlama
islemlerinde zorluk yaratmaktadirlar. Bu kriterler kaba bir tanimlama amaci i¢in yeterli
olsalar da net ve kesin bir tanimlama amacina yonelik degillerdir. Bundan dolayidir ki
LAB’nin cins ve tiir bazinda tanimlanmalarinda kullanilan fenotipik ve biyokimyasal
Ozelliklere dayali tanimlama sistemlerinin kullanimi genellikle yanlis tanimlamalara
sebep olabildiginden mutlaka genotipik yontemler ile desteklenmesi ve/veya

tamamlanmas1 gerekmektedir.

DNA temelli molekiiler yontemler filogenetik caligmalarda mikroorganizmalarin
birbirleri ile baglantisinin belirlenmesinde siklikla kullanilan yaklasimlardandir ve
kullanilan ~ yonteme bagli olarak cins diizeyinden sus diizeyine kadar
mikroorganizmalarin farklt seviyelerde tanimlanmasinda gelismis bir bakis agisi
sunmaktadir. Bu tiir stratejiler genelde genotipik 6zelliklere dayanmaktadir, ancak bazi
belirli fenotipik oOzellikler de kullanilabilir. Bununla beraber, belirli bir stratejiyi
kullanmadan 6nce iliskili olmayan izolatlar1 ayirmak i¢in kullanilacak yontemin farkl
numunelerde ayni susu tanimlayabilme yetenegine sahip olmasi ve filogenetik olarak
birbirine bagl izolatlar arasinda genetik iliskiyi yansitmasi oldukca Onemlidir.
Uygulamali bakis agisindan bakildiginda, ideal bir tiplendirme sistemi bir takim 6nemli
ozelliklere sahip olmalidir (Cizelge 2.1) ve farkli yontemler degisen seviyelerde ayrim

giicline sahiplerdir.
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Cizelge 2.1 Ideal bir tiplendirme diizeneginde istenilen 6zellikler

] Genis gesitlilikteki izolatlar1 tiplendirebilmeli
] Ayrim giicii yiiksek olmali
" Uzun zaman sonra ve farkli merkezlerde elde edilen sonuglar ‘tekrarlanabilirlik’ bakimindan giizel

sonug vermeli

" Laboratuar koleksiyonlarina ilaveten dogal izolatlara kolayca uygulanabilir olmali
= Hizli olmal1

= Bilgisayara bagli analiz ve elektronik veri tabani ile uyumlu olmal

] Cok kompleks veya pahali olmamali

2.3.2 Genotipik Yontemler

Gilinlimiizde, LAB’nin tanimlama ve tiplendirme caligmalarinda ilgi odag1 fenotipik
yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler yontemlere dogru
kaymistir (Babalola 2003). Organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan
genotipik yontemler DNA’y1 yiizlerce fragmanlarina ayiran enzimler ile kromozomun
kesimine dayanan DNA  restriksiyon patternlerindeki  polimorfizmini  ve
ekstrakromozomal DNA’nin varligin1 ya da yoklugunu igeren g¢aligmalarin da dahil
oldugu bircok yontemi icermektedir. Kiiltliir kosullarindan etkilenmemesi bakimindan

da fenotipik tanimlama yontemlerine kiyasla daha avantajhdir.

Bu yontemlerin temel avantajlar1 sunlardir: (Farber 1996)

o Kuvvetli bir ayrim giicine sahiptirler. Cok yakin tiirlerin ayrimi bile
gergeklesebilir.

. Bakteriden DNA izolasyonu tanimlanmistir ve kolay bir yontem oldugu i¢in
materyal kolaylikla elde edilebilir.

. DNA stabil bir molekiil oldugu i¢in kiiltiir i¢eriginden ve hazirlanan agamalardan
etkilenmemektedir. Boylece daha giivenilir sonuglar elde edilebilir.

o Sonuglar istatiksel analizler ve diyagramlar ile desteklenebilir. Yeni izole edilen

suslarin da varlig1 bu sekilde kanitlanabilir
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Sekil 2.2 Giincel genotipik ve fenotipik tiplendirme ydntemlerinin taksonomik
rezolusyonu (Dijkshoorn vd. 2000, 2001)

LAB suslarinin tiplendirilmesinde kullanilan genotipik yontemler arasinda plazmid
profili, Dalgali Alan Jel Elektroforezi (PFGE; pulsed-field gel electrophoresis),
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP; restriction fragment length
polymorphism) gibi PCR temelli olmayan yontemler; Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA (RAPD; randomly amplified polymorphic DNA), Cogaltilmis Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (AFLP; amplified fragment length polymorphism), Tekrarlanan
Palindromlara Dayali PCR (Rep-PCR; repetetive extragenic palindrome-PCR),
Cogaltilmis Ribozomal DNA Geni Restriksiyon Analizleri (ARDRA; amplified
ribosomal DNA restriction analysis), 16S-23S Genler Aras1 Ayirict Bolge (ISR; internal
spacer region) PCR gibi PCR temelli yontemler ve 16S rDNA’ya dayali dizi
analizleri yer almaktadir (Vandamme vd. 1996) (Sekil 2.2).
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Kullanilan teknigin tipine bagli olarak mikroorganizmalarin cins seviyesinden sus
seviyesine kadar tanimlanmasini saglayan DNA temelli teknikler hizli ve giiclii bir
ayrim giiciine sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari, uygulamasinin kolay olmasi ve
sonuglarin  genellikle kolay yorumlanabilmesinin yan1 sira besin ortamindaki
degisikliklerden etkilenmemeleri bakimindan fenotipik tanimlama yontemlerine kiyasla
oldukca onemli avantajlar sunmakta ve dolayisiyla son yillarda siklikla kullanilmakta ve
gelistirilmektedir (Moschetti vd. 1998; Bush ve Nitschko 1999). Bununla beraber,
kromozomal DNA molekiiliiniin insersiyon ve delesyonu, ekstrakromozomal DNA’nin
kazanilmasi/kaybedilmesi veya restriksiyon endoniikleaz kesim  bdlgelerinin
yaratilmasina veya var olan kesim bolgelerinin elimine olmasina sebep olan rastgele

mutasyonlardan etkilenmektedir.

2.3.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction-Polimeraz zincir reaksiyonu)

temelli olmayan yontemler

2.3.2.1.1 PFGE
(Pulsed Field Gel Electrophoresis-Dalgali Alan Jel Elektroforezi)

Kesime ugramis kromozomal DNA’nin PFGE’si sergilemis oldugu yiiksek ayrim giicii
ve yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolayr molekiiler tiplendirme yontemleri
arasinda “altin standart” olarak ifade edilmektedir (Ehrmann ve Vogel 2005). Molekiiler
tiplendirme yontemlerinin en basarilis1 olarak kabul edilen bu yontemle sivi veya kati
besiyerinde iiretilen bakteriler, diisiik erime 1s1l1 agarozla karistirilip kiiciik kaliplar igine
dokiilmektedir. Agaroz icine karistirilan bakteri hiicreleri, deterjan ve enzim yardimiyla

parcalanarak DNA izolasyonu yapilmaktadir.

PFGE’de bozulmamig DNA gerekli oldugundan DNA’da kirilmalara yol agabilen
geleneksel DNA izolasyonu bu yontem ic¢in uygun degildir. Liziz islemini takiben
agaroz kaliplar1 iyice yikanarak veya diyalize edilerek protein ve karbonhidrat gibi
kontaminantlarin uzaklastirilmasi saglanir. Biiylik olan kromozomal DNA agaroz jel
icinde tutulu kalir. Agaroz icindeki bakteriyel DNA nispeten az sayida ve biiyiik

parcalar olusturan bir restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmaktadir. Daha sonra iginde
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kesime ugratilmis DNA parcalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak jel i¢indeki
uygun cukurlara yerlestirilmekte ve belli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina
tabi tutulmaktadir. Bu tip bir elektrik akimi 10-800 kb’lik DNA fragmanlarinin net

olarak ayirt edilmesine saglamaktadir.

Elektroforez sonucunda jel etidyum bromiirle boyanarak her bir izolata ait bant profili
gorlinlir hale getirilmektedir. Bu bant profilleri bilgisayar programlari yardimiyla
degerlendirilerek suslarin birbiriyle iliskileri ortaya konulmaktadir. Bilgisayara dayali
analizlerde incelenen mikroorganizmalara ait PFGE paternlerinin saklanmasi ile veri
bankas1 olusturulabilir. Bdylece calisilan suslarin paternlerinin daha once var olan

verilerle karsilastirilma olasilig1 olugmaktadir.

Son senelerde, PFGE ile DNA parmakizi tiplendirmeleri biiylik restriksiyon
fragmentlerinin karsilastirilmasina imkan vererek cesitli LAB sus tiplendirmelerinde
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Moschetti vd. 2001). Bununla beraber, oldukca
fazla zaman/is giicli harcanmasini gerekli kilan bu yontem ayni zamanda da tiire spesifik
bir yaklasimi gerekli kilmaktadir (farkli restriksiyon enzimleri ve elektroforez kosullari)
ve dolayisiyla genelde tiir i¢i ayrim veya iliskilerin ortaya konulmasinda

kullanilmaktadir (Bush ve Nitschko 1999).

PFGE’de yiiksek kalitede DNA’nin elde edilmesi olduk¢a 6dnemlidir. Bu nedenle soguk
tampondaki hiicrelerin hizlica islenmesi, erimis agaroza eklemeden once bakterilerin
buzda tutulmasi ve agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi gerekmektedir.Restriksiyon
enzimlerini secerken gz Oniinde tutulmasi gereken bircok faktdr vardir. Birincisi
bakteriyel DNA’nin G+C igerigidir. Diisiik G+C igerikli DNA’lar, tanima bolgesi G+C
bakimindan zengin olan restriksiyon enzimleri (RE) ile muamele edildiginde yeteri
kadar kesilememektedir. Ikincisi ise tanima bolgesi uzun olan enzimler kisa olanlara

kiyasla daha az sayida kesim parc¢alar1 olustururlar.
Bu teknik taksonomik ¢aligmalarda ayr1 tiirlerin benzer PFGE profili géstermesinin tiir

iliskisini gosterdigi gibi, bakteriyel suslarin ayrilmasinda da kullanilir (Prakash vd.

2007). Ender kesim yapan endoniikleazlarin kullanilmasiyla kombine edilen PFGE
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kromozom boélgelerinin degerlendirilmesi yaninda tiirlerin ayrimina da olanak tanir. Bu
teknik yiiksek ayrim giicli gostermektedir. PFGE restriksiyon bi¢imi zamana karsi
stabildir, tekrarlanabilir ve yorum icin standart kriterler mevcuttur. Bu nedenle bu
yontemin tiirlerin tanimlanmasit ve siniflandirilmasinda kullanigli bir ara¢ oldugu
bildirilmistir (Gordillo vd. 1993; Donabedian vd. 1995; Tenover vd. 1995, 1997;
Patterson ve Kelly 1998). Bir¢cok arastirmaci prosediirii hizlandirmak i¢in ve zaman
tilketen prosediirlerin {stiinden gelebilmek i¢in PFGE protokollerinin degisik

modifikasyonlarini tanimlamiglardir (Matushek vd. 1996; Turabelidze vd. 2000).

2.3.2.1.2 Ribotiplendirme

PCR bagimsiz bir diger yontem olan ribotiplendirme, 16S rRNA’y1 kodlayan genlerin
restriksiyon enzimleriyle pargalanmasiyla ortaya c¢ikan DNA fragmentlerinin
analizlerine dayali tanimlama ydntemidir. Bu prosediir, bakterilerde olduk¢a korunmus

rRNA’ y1 kodlayan genlerin DNA parmakizini esas alir.

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP), spesifik bir DNA sekansinin
(prob) farkli hibridizasyonu iizerine kurulmus bir molekiiler markordiir. rRNA bazli
problarin kullanildigt RFLP yontemi, ribotiplendirme olarak adlandirilmaktadir.
Yapilan caligmalarda, ribozomal genlerin bakteriyel taksonomide olduk¢a uygun
hedefler oldugu ve ribotiplendirmenin taksonomik caligmalar i¢in kullanigh bir arag

oldugu belirtilmistir (Grimont ve Grimont 1986).

Bakterilerde, oOkaryotlarda ve arkelerde bulunan rRNA molekiillerinin bir¢ogunun
molekiiler evrimin siirecinde ¢ok az degismis oldugu goriilmektedir (Woese 1987), bu
ylizden bu sekanslara spesifik problar bakterilerin genis bir siniflandirmasini, benzer
rRNA sekanslariyla belirleyebilmektedir. Diger prob tipleri belirli tiirler veya tiir iginde

sinirl kalmaktadir.
Ribotiplendirmede total genomik DNA bir restriksiyon enzimiyle daha kiiciik

fragmentlere parcalanir ve bu parcalar jel elektroforeziyle birbirinden ayrilir.

Fragmentler jelden bir membrana transfer edilir ve ribozomal 16S ve 23S rRNA’y1
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kodlayan genlerin korunmus bolgelerine spesifik isaretlenmis evrensel bir probla
hibridizasyona ugratilir. Hibridizasyondan sonra fragmentleri gostermek icin problarin
bantlar olarak melezlendigi yerde probdaki isaret gozlenir. Ribotip denilen bu bantlar,
referans bir tiir veri bankasiyla yakinliklar1 goézlenerek bilinmeyen izolatlarin

tanimlanmasi i¢in kullanilabilir.

Ribotiplendirme ayni1 zamanda muhtemelen bu metodun en yaygin kullanim amacinda
oldugu gibi, izolatlarin filogenetik amaclar i¢in tiplendirilmesinde de kullanilabilir.
Gegmis yillarda bu yontem Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Weissella
tiirleri veya alttiirlerinin taksonomik calismalarinda da kullanilmistir (Bjorkroth vd.
2000, 2002; Fernandez vd. 2004; Kostinek vd. 2005; Schlegel vd. 2000; Suzuki vd.
2004).

Ribotiplendirme; arastirmacilarin yanlis bir sekilde PCR-ribotiplendirme olarak
tanimladigi, 16S-23S ara bolgesinin PCR bazli fragment uzunluk polimorfizminden

ayrilmalidir (Kostman vd. 1992).

Metodun ayirim giicii kullanilan oligoniikleotit problarin ve restriksiyon enzimlerinin
sayisina ve tipine baghdir. PFGE ile karsilastirildiginda ribotiplendirme, alttiir ve sus

tanimlanmasi i¢in yetersiz kalmakta ama tiirlerin ayriminda uygulanabilir bir yontemdir

(Hall vd. 1992; Gordillo vd. 1993; Woodford vd. 1993).

2.3.2.1.3 Plazmid profil analizleri

Plazmidler; ekstrakromozomal, replike olabilen, kiigiik, halkasal ¢ift iplikli DNA
molekiilleridir. Cogu plazmid 200 kb’dan diisiik boyutta kiiciik halkasal olarak bulunsa
da, dogrusal ve biiylik plazmidlerin varligi da bildirilmistir. Alkali lizis prosediirlerini
kullanan geleneksel plazmid izolasyonu ve ¢ok sayida tiiretilmis yontemlerin kullanima,
plazmid izolasyonu ve analizlerini mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji
labotatuvarlarinda diizenli olarak kullanilan teknikler haline getirmistir. Bu yiizden,

plazmid profilleri bakteriyal tanimlama i¢in yardimci analizler olarak kullanilmaktadir.
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Ayni tlire ait olan suslarin sahip olduklar1 plazmidlerin say1 ve biiyiikliiklerindeki
varyasyonlar, plazmid profilleri, LAB’larin tiplendirilmesinde kullanilan bir yontemdir.
Ciinkii bu gruba ait suslarin ¢ogu bir¢cok plazmid icermektedir. Plazmid profilleri
Onceleri tiir i¢i ayrimin tiplendirilmesinde uygun olarak goriilmiistiir. Bazi LAB’inde
plazmidlerin yiiksek oranda bulunmasina karsin (6rn: Lb. plantarum) bazilarinin
plazmid igerikleri acisindan fakir oldugu goriilmektedir. Plazmidlerin bulunmamasi ve
ekstrakromozomal DNA’nin kararsizligina bagl olarak, kromozomal DNA’y1 kullanan
yontemler, plazmid profillerine gére daha iistiin olmaktadir (Duffner ve O’Connell,
1995). Suslarin, yasam siire¢leri boyunca kazandiklart ve kaybettikleri plazmid
yontemin gilivenilirligini etkilemektedir (Duffner ve O’Connell 1995). Plazmidler
fermentasyon ve diger teknolojik islemler sirasinda kaybolabilecegi i¢in plazmid
profilleri tiiri¢i tiplendirmede giivenilir bir yontem olmaktan ¢ikmaktadir (Kondo ve
McKay 1985; Neve vd. 1987). Ayrica, plazmid profil analizlerinin bir¢ok durumda
diger genotipik yoOntemlerden daha diigik ayrim gilicii gosterdigi goéz Oniinde
bulundurulmalidir (Maslow vd. 1993). Son zamanlarda plazmid igerigi uygulamasinin
PFGE veya immunoblotlama ile kiyaslaninca daha diisiik ayirimer oldugu bildirilmistir
(Hartstein vd. 1995). Buna ek olarak benzer molekiiler agirlikli plazmidlerin varlig
bunlarin her zaman ayni plazmid oldugunu goéstermez. Bu durumda restriksiyon
endoniiklez kesimleri kullanilabilir. Plazmid degisik bdlgelerden belirli bir restriksiyon
enzimi ile kesildigi zaman olusan fragment bantlarinin elektroforez sirasindaki

hareketlerinin farkli olmasi beklenir.

2.3.2.1.4 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism-Restriksiyon

Fragment Uzunluk Polimorfizmi)

Ayni zamanda kromozomal DNA restriksiyon analizi veya DNA mikrorestriksiyon
analizi olarak da bilinmektedir. Bu yontemde bakteriden alinan kromozomal DNA izole
edilir ve restriksiyon enzimiyle muamele edildikten sonra olusan fragmentlerin agaroz
jelde ayrimi yapilir. Fragmentlerin biiyiikliigii kullanilan restriksiyon enzimlerine bagl
olarak degisim gosterir. Etidyum bromiir ile jel boyandiktan sonra fragmentlerin UV
151k altinda gozlemi yapilir. Bantlar ve bantlar arasindaki farkliliklar karsilastirilarak her

izolatin ayrimi yapilmis olur (Giovanetti ve Ventura 1995).
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Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu parcalara “restriksiyon
parcalar’” denir. DNA molekiilii farkli kesim bolgelerine sahip olabilir. Degisik
enzimlerle muamele sonucunda farkli uzunluklarda restriksiyon parcalar1 olusur ve bu
pargalar jel elektroforezi yoluyla birbirlerinden ayrilabilirler. Birbirinden farkli degisik
miktar ve uzunlukta parcalar olusur. DNA parcalarinda goriilen bu polimorfizmin
nedeni nokta mutasyonu olabilecegi gibi, inversiyon, delesyon, translokasyondan
kaynaklanan biiyilk mutasyonlar da olabilir. Kisaca; RFLP analizinde restriksiyon
enzimlerinin DNA’daki kesim noktalarindaki degismelerden faydalanilir. Asagida

asamalar1 verilen en temel yontem southern blot hibridizasyonudur.

* Genomik DNA’nin izolasyonu: DNA izolasyonunda bir¢ok yontem vardir.
Aragstirict  yeteneklerine ve laboratuarin olanaklarima gére uygun olanini
se¢melidir. Fiziksel ve kimyasal islemlerle DNA haricindeki molekiiller ortamdan

uzaklastirilir.

* Spesifik restriksiyon enzimiyle kesim: Saf haldeki DNA eppendorf tiipiine

konduktan sonra restriksiyon enzimi (RE) ilave edilerek gerekli zaman ve 1sida
inkiibasyona birakilir. Bu esnada RE, DNA’y1 belli noktalardan keser ve biiytiklii

kiiciiklii pargalar olusturur.

* Elektroforez: DNA soliisyonu agaroz jelde veya poliakrilamid jel elektroforezinde
bir siire akim altinda birakilir. Akim jelin kalinligina gore ayarlanir. Biiyiik
parcalar, baslangi¢ yerinde, kii¢iik pargalarsa jelin sonunda toplanir. Jel etidyum

bromiir ile boyanirsa bantlar UV altinda goriiniir hale gelir.

* Southern Blot bantlarinin (DNA) membrana transferi: Elektrotransfer, alkali,

kapillarite vb yontemlerle parcalar naylon membrana alinirlar. Naylon
membranlar saglamliklari, tekrar tekrar kullanilabilmeleri kuvvetli fiksasyon
ozellikleri nedeniyle gilinlimiizde tercih edilmektedirler. Transfer sonunda
membran kurutulur. NaOH ile DNA’lar denatiire edilir ve membran 1sitilarak

DNA’ larin fiksasyonu saglanir.
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* Hibridizasyon: Naylon membran dnce 6n soliisyonla yikanip kurutulur ve ilizerine
radyoaktif isaretli bir probun ilavesiyle melezlesme saglanir. 24 saatin sonunda
denatiire tek iplik¢ikli DNA’lar probla birlesir ve membran yikanarak
melezlesmemis DNA’lar ve artiklar temizlenir. Otoradyografik ydntemlerle

goriintiilenir.

RFLP; hizli, ucuz ve uygulanmasi nispeten kolay olan bir yontemdir. Ancak bir¢cok
fragmentin olugmas1 ve bunlarin jelde yakin bir sekilde dizilmesiyle bu bant profillerini
ayirmak giliclesir. Bu nedenle tutarli sonuglarin olusmasi i¢in birden fazla restriksiyon

enziminin kullanimi gerekebilir (Mainville vd. 2005).

2.3.2.2 PCR temelli yontemler

Islenmeye yetecek yiiksek miktar ve tiir/tiir i¢ci seviyede yiiksek ayrim giicii tercih
edildiginde PCR temelli genomik parmak izi tekniklerinin daha yiiksek potansiyele

sahip olduklar1 diistiniilmektedir.

2.3.2.2.1 RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism-Restriksiyon

Fragment Uzunluk Polimorfizmi)

Hizli bir yontemdir. Genomdaki hedef bolgeler, spesifik primerlerin kullanimiyla
cogaltilir ve daha sonra restriksiyon enzimiyle kesilirler. Restriksiyon enzimi hedef
bdlgenin bilinen kompozisyonuna dayanarak secilir. Son olarak elde edilen restriksiyon
fragmentleri, agaroz jel elektroforeziyle ayrilirlar. Daha sonra restriksiyon bantlari
karsilastirilir. Bu yontemde hedef bolgenin onceden bilinmesi gerekir ve bu durum bir

dezavantajdir. Bu nedenle evrensel primerler kullanilir (Kabadjova vd. 2002).

PCR tiirlerin varyasyonu ve antimikrobiyal direnclili§inin farklarmi gostermek igin
spesifik genetik bolgelerin ¢ogaltilmasina ve calisilmasina olanak tanimaktadir.
Calisilacak spesifik lokus, gen spesifik primerler ile ¢ogaltilmayla RFLP analizlerine
maruz birakilmaktadir. DNA fragmentleri agaroz veya kiigiik poliakrilamid jelde

ayrilirlar ve olusan bantlar etidyum bromiir boyamayla goriintiilenirler. Calisilacak
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bolgenin kisitl genomu yiiziinden bu teknik diger yontemler kadar kuvvetli ayrim

giiciine sahip degildir (Olive ve Bean 1999).

2.3.2.2.2 AFLP-PCR (Amplified Fragment Length Polymorphism-Cogaltilmis

Fragment Uzunluk Polimorfizmi)

Molekiiler teknikler, giiclii bir ayrim giiciine sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari,
uygulamasinin kolay olmasinin yaninda, sonuglarin kolay yorumlanabilmesi gibi
nedenlerden dolay1r son yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir. AFLP;
genetik markdr teknikleri igerisinde genetik karakterizasyon caligmalar1 igin
gelistirilmis ¢oklu lokus parmak izi analizi tekniklerinden biridir (Koeleman vd. 1997).
Genellikle birbirine yakin tiirlerin karakter analizlerinde kullanilan AFLP sonuglar
giiniimiizde bakteriyel taksonomiyi agiklamakta ve sonuglart DNA-DNA hibridizasyonu
gibi teknikler ile desteklenmektedir (Janssen vd. 1996). Genomik tiplendirme teknikleri,
birbirine ¢ok yakin akraba tiirlerin tespiti, tiirlerin tanimlanmasi ve ayrimi, starter kiiltiir
analizleri, gidalarda bozulmalara ve gastrointestinal enfeksiyonlara neden olan 6nemli

mikroorganizmalarin karakterizasyonlarinda kullanilarak 6nem kazanmaistir.

AFLP temelde RFLP ve RAPD-PCR tekniklerinin bir arada kullanmildigr ve
tanimlamada 6zellikle RFLP ve RAPD-PCR’da oldugu gibi tiir-sus diizeyinde oldukca
yiiksek oranda bagariya ulasan ve son yillarda diger genotipik yontemlere alternatif
olarak sunulan popiiler bir tekniktir. Teknik, uygun kosullarda amplifiye edilecek olan
kalip DNA’y1 yaratmak i¢in DNA fragmanlarinin uglarina eklenmis olan ¢ift zincir
DNA adaptorlerini taniyan primerlerle segici amplifikasyonu gerekli kildigindan elde

edilen sonuglar tekrarlanabilir 6zellik sergilemektedir (Huys vd. 1996; Vos vd. 1995).

AFLP calismalarinda kullanilan restriksiyon endontikleazlarin her biri DNA iizerinde
spesifik bir bolgeyi veya sekansi tanimakta ve kesim islemi neticesinde DNA
fragmanlar1 meydana gelmektedir. Farkli hedef sekanslari tamiyan pek ¢ok farkl
restriksiyon enzimlerinin es zamanli kullanimlar1 farkli uzunluklara sahip yiizlerce
DNA fragmaninin olusmasina sebep olacaktir. Istenilen hedef fragmani ¢ogaltmak adina

pre-selektif amplifikasyon adi verilen bir islem ile fragmanlar taranir ve daha sonra PCR
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teknigi kullanilarak istenilen hedef fragmanin sayisi binlerce kere arttirilir (Babalola
2003). Genelde her bir AFLP reaksiyonunda yaklasik 30-80 restriksiyon fragmani
beraber amplifiye oldugundan ve denatiire kosullarda gerceklesen jel elektroforez
sisteminde tespit edilebildiklerinden teknik DNA polimorfizmin tespiti i¢in oldukca
giiclidiir. Tir ve alt tlir seviyesinde ayrim saglayan bu teknigin kullanimi diger DNA
tiplendirme yontemlerine kiyasla sergilemis oldugu avantajlardan dolay1 giin gectikce

artmaktadir (Mueller ve Wolfenbarger 1999).

Teknigin ¢ok genis bir alan1 taramasi, az miktarda is giiciine gereksinim duymasi, kisa
siirede neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin olduk¢a kolay olusu en temel
avantajlarindan olup bu yeni teknige olan ilgiyi arttirmaktadir. Bununla beraber, analiz
icin gerekli olan DNA miktar1 ¢ok az olmakla beraber ulasilan bilgi oldukca fazladir.
Analiz 6ncesi DNA sekansina ait bir bilgiye gerek yoktur ve diger tekniklere kiyasla
AFLP’nin tekrarlanabilirligi oldukca yiiksektir (Huys vd. 1996; Vos vd. 1995; Blears
vd. 1998).

2.3.2.2.3 Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindrome PCR-Tekrarlanan
Palindromlara dayalh PCR)

Bakteri DNA’s1 icerisinde siirekli tekrarlayan elementler bulunmaktadir. DNA igindeki
degisken sayida tekrarlayan ve okaryotik organizmalarda Rep olarak isimlendirilen bu
elementler bakteri hiicrelerinde merkezi korunmus palindromik yapiya sahip
sekanslardir. Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber bu bolgelerin kromozomal
organizasyonda yer aldiklar1 diisiiniilmektedir. Versalovic ve ark. 1994’de, bakteriyal
parmakizi i¢in bakteriyal genomlarin i¢inde bulunan bu tekrarlanan DNA elementlerinin
PCR ile amplifikasyonundan elde edilen spesifik bantlarin incelenmesiyle yapilan bir

tiplendirme metodu tanimlamistir (Versalovic vd. 1994).

Rep-PCR c¢ogu bakterinin genomunda birden birgok kopyasinin dogal olarak
bulundugu, olduk¢a korunmus ve tekrarlanan DNA sekanslarinin amplifikasyonu
tizerine kurulmus bir genomik parmakizi teknigidir (Lupski ve Weinstock 1992).

Bugiine kadar tekrarlanan DNA sekanslarinin 3 tiirli tanimlanmistir: (Prakash vd. 2007)
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o Tekrarlanan ekstrajenik palindromik (REP); 35-40 baz cifti biyiikliigiinde ve

cesitli halkalar1 yapisinda bulunduran elementlerdir.

. Enterobakteriyal tekrarlanan interjenik palindromik konsensus (ERIC); 124-127

baz ¢iftlik, ve merkezi korunmus palindromik yapiya sahip sekanslardir.

. BOX; 154 baz ciftlik box A, box B, ve box C seklinde isimlendirilmis korunmus
alt linitelere sahip elementlerdir. Bakteriler arasinda biitiin bu alt {initeler arasinda

sadece box A-1 alt {initesi olduk¢a korunmustur.

Tiplendirme amaciyla primerler DNA’y1 ¢cogaltmak i¢in REP ve ERIC’de tekrarlanan
bolgelerin disindan, BOX’da ise box A alt iinitesinden baslayacak sekilde
tasarlanabilirler (Versalovic vd. 1994). Bu primerlerin kullanimiyla REP, ERIC ve BOX
elementlerinin arasinda yerlesmis ayirici bolgeler cogaltilabilir ve bunlara uyan

yontemlere REP-PCR, ERIC-PCR ve BOX-PCR genomik parmakizi denilmektedir.

Toplu halde bu metodlar Rep-PCR genomik parmak izi teknigi olarak anilmaktadir
(Versalovic vd. 1994). Bu teknikle tekrarlanan elementler PCR ile degisik boyutlarda
DNA fragmentleri iiretmek i¢in c¢ogaltilir (Farber 1996, Dombek vd. 2000). PCR
tirtinleri daha sonra boyutlarina gore agaroz jel elektroforezinde ayrilir ve spesifik DNA
parmak izi bantlar olustururlar. Daha sonra bu bantlar tanimlayici bilgisayar programi
kullanilarak analiz edilirler. Rep veya ERIC dizilerinden kaynaklanan primerlerle
yapilan PCR kolay uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile calisilabilmesi, ayirt
ediciliginin yiiksek olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan molekiiler tiplendirme
yontemlerinden biridir (Van der Zee vd. 1999). Carson ve ark. 2003’te Rep-PCR’1n
ribotiplendirmeden daha dogru, tekrarlanabilir ve etkili bir yontem oldugu sonucuna
varmiglardir (Carson vd. 2003). Teknigin uygulanmasi kolaydir ve hem ¢ok sayida hem
de az sayida Ornege uygulanabilir. Yontemin en Onemli dezavantaji s6z konusu
serilerdeki yliksek degisimdir. Bu nedenle ¢ogu durumda tiir ayriminda kullanilamaz.

Daha fazla tlire uygulanabilirlik gostermekte olan Rep-PCR, PFGE ile
karsilastirildiginda daha diisiik (Olive ve Bean 1999) ancak plazmid profil analizleri
veya genomik parmakizleri ile karsilagtirildiginda daha yiiksek ayrim giicline sahiptir
(Georghiou vd. 1995). 16S rRNA gen veya 16S-23S ara boélgesinin restriksiyon
analizlerinden daha iyi bir ayrim giicline sahiptir (Vila vd. 1996; Appuhamy vd. 1997).
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Bununla beraber Rep-PCR’1 multilokus (¢oklu bodlge) enzim elektroforezi (Woods vd.
1992), biyokimyasal karakterizasyonlar (Clarridge vd. 1995) veya ribotiplendirme gibi
diger tiplendirme yontemleriyle karsilastiran ¢alismalar Rep-PCR’1n bu yontemlerden
daha {istiin oldugunu ortaya koymustur. Son olarak farkli ¢alismalar Rep-PCR’1n PFGE
sonuclariyla 1iyi iligkiye sahip oldugunu fakat genel olarak daha az ayrim giiciine sahip

oldugunu gostermistir (Barbier vd. 1996, Liu ve Wu 1997).

2.3.2.2.4 RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA-Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA)

Geleneksel PCR ¢aligmalar1 belirli bir tiire veya hatta susa 6zgii DNA sekanslarini
amplifiye etmek icin kullanilabilmekle beraber sistemin calisabilirligi spesifik
oligoniikleotitlerin varligina ihtiya¢ duydugu icin iizerinde calisilacak organizmanin
DNA sekansinin bilinmesi gerekmektedir. Bu da 0Ozellikle iizerinde calistigimiz
organizmanin DNA sekans1 hakkinda bilgi sahibi olmadigimiz durumlarda dezavantaj
olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. RAPD analizleri bu gereksinimi ortadan
kaldirmaktadir ¢linkii primer tasarlamak i¢in parmakizi analizi yapilacak olan genomun
sekansin1 bilmeye gerek yoktur (Welsh ve McClelland 1990; Williams vd. 1990).
Williams ve arkadaslari, 6zgiil niikleotit dizisini bilmeye gerek kalmadan PCR ile
rastgele bir primer kullanarak polimorfizmin saptanabilecegini bulmuslardir (Williams
vd. 1990). Literatiire RAPD-PCR olarak gecen bu ydntemin analizleri sonucu elde
edilen ¢ogaltilmis {iriin polimorfizm gostermekte ve boylelikle genetik markdrler olarak
kullanilabilmektedir. Ayn1 yil diger bir ¢alisma grubu tarafindan uygulanmis ve AP-
PCR (Arbitrarily Primed PCR) olarak isimlendirmistir (Welsh ve McClelland 1990).
1991 tarihinde ise bu metodla ayni temele dayanan fakat farkli olarak 10 niikleotitden
daha kisa primerlerle daha kompleks DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) olarak isimlendirilen diger benzer bir yontem

yayinlanmistir (Caetano-Anolles vd. 1991).
Bu teknigi tanimlamak i¢in kullanilan terminoloji bazi durumlarda karigiklik

yaratmaktadir (Vaneechoutte 1996). RAPD parmakizlerinin yaratilmasini gerekli kilan
yontemleri tamimlamada c¢esitli farkli isimler kullanilmaktadir. MAAP (Multiple
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Arbitrary Amplicon Profiling) ifadesi Onerilmekle beraber (Caetano-Anolles vd.
1991,1992) her bir metodun kullanilan primerin uzunluguna goére siniflandirilabilecegi
de Onerilmistir (Cizelge 2.2). Bununla beraber, giiniimiizde dnerilen bu terminolojinin
hicbiri resmi kabul gérmemistir ve son yillardaki yayinlarda kullanilan primerin
uzunluguna bakilmaksizin genel yontem AP-PCR veya RAPD tiplendirme olarak

isimlendirilmeye devam etmektedir

Cizelge 2.2 Arbitrary primer parmakizi yontemlerinde primer uzunlugu temel alinarak
yapilan siiflandirma (Caetano- Anolles vd. 1992)

Yontem Primer uzunlugu
AP-PCR c. 18-24 mer
RAPD c. 10 mer

DAF? c. 5-8 mer

* ‘DNA amplifikasyon parmakizi’

RAPD parmak izi analizi LAB’nin tiir i¢i ve tiirler arasi ayriminda son zamanlarda
oldukca yaygin olarak kullanilan PCR-temelli bir tekniktir. Yontem, yakin iliskili
tirlerin filogenetik analizleri ve tiir i¢inde ayrim potansiyeline sahiptir (Welsh ve
McClelland 1990; Williams vd. 1990).RAPD, biitiin PCR temelli markorlerin en
basitidir. RAPD markérleri, kiigiik (10 baz), %50’den ¢ok Guanin ve Sitozin’den
meydana gelmis, rastgele sec¢ilmis primerler tarafindan PCR ile ¢ogaltilmis nispeten
daha kisa DNA fragmentlerinden (yaklasik 200-2000 baz ¢ifti uzunlugunda)
olugmaktadir. Bu yontemde bilinen 6zgiil bir DNA bdlgesini ¢ogaltmak yerine, rastgele
secilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki birgok bdolgenin c¢ogaltilmasi
gerceklesmektedir.  Oligoniikleotit primerleri polimeraz zincir reaksiyonunun
anahtaridir. Olusan parcalarin say1 ve biiyiikliigii; primerin niikleotid dizisine ve kalip
DNA’da bu diziye komplamenter dizinin varlifina bagl olarak arastirilan genoma 6zgii
bir desen (patern) verir. Bu sistemle, genom dizisi hakkinda higbir sey bilinmeyen
DNA’lar caligilir. Primer baglanmasiyla, polimeraz enzimi 5'—3" yoniinde calisarak
DNA molekiillerini ¢ogaltir ve bunlar agaroz jel veya poliakrilamid jel elektroforezi ile

birbirinden ayrilip uygun boyalarla boyanarak izlenebilir.
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Welsh ve McClelland (1990) tarafindan da gézlemlendigi gibi, metodun temelinde,
rastgele secilmis tek bir primer once diisiik siddette (stringency) gerceklesen iki PCR
dongiisiinden sonra yiiksek siddette ardi ardina gergeklesen pek ¢ok dongiiniin ardindan
belirli bir genoma 06zgii olan farkli ve tekrarlanabilir amplifikasyon {iriinlerinin
olusturulmas1 yer almaktadir. Bu olayin gerekgesi ise muhtemelen oldukca diisiik
sicaklikta primerin kromozom iizerinde DNA polimerizasyonunu baglatmak icin pek
cok bolgeye baglanmasi beklenmektedir ki bu baglanmalar arasinda c¢esitli yanlis

baglanmalarda s6z konusudur (Sekil 2.3).

Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklar1 agaroz jelde saptanabilen
farkli say1 ve uzunluktaki bantlarin olusmasina neden olur. Diisiik sicaklik derecesinde
gergeklestirilen baglanma asamasinda, segilen primerler, kromozom iizerinde hem
kendilerine 6zgiin bolgelere, hem de 6zgii olmayan bdlgelere baglanmaktadir. Ayni tiir
icindeki farkli suslarda primerlerin baglanma yerlerinin sayist ve birbirlerine olan
uzakliklar degisik olacagindan agaroz elektroforezinde, amplifiye edilen parcalarin say1
ve biiytikliikleri de farkli olacaktir. Suglar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde
gergeklesmis olan bir mutasyon (delesyon veya insersiyon) bant polimorfizminin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir.
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PCR Primer Sekans Konumu ve Yinii

[ &« =» & =» = e 5 e & |

[—] — — -
— — — -
— — — -
Cogaltilms PCR Uriinleri
A B = C D
Cogaltilmus PCR Uriinlerinin Elektroforezi
C =
B =
A E—
D =——

Sekil 2.3  RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)

Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant profilleri
birbirleriyle karsilastirilir. Ayn1 bant profili gosteren izolatlar filogenetik olarak iliskili
seklinde yorumlanabilir. Bant profilleri benzer olan izolatlar yeni primerlerle tekrar test

edilmeli veya diger tipleme yontemleriyle ¢alisilmalidir.

RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek c¢ok farkli
cogaltma degiskeni vardir. En onemli degiskenlerden birisi hedef DNA'dir. Teknigi
etkileyen diger temel degiskenler arasinda; MgCl, konsantrasyonu, 7ag DNA polimeraz
konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer baglanmasi,
baslangi¢ denaturasyonu, primer karigimlar1 6nem tasimaktadir (Williams vd. 1990;
Welsh ve McClelland 1990; Tingey ve Del Tufa 1993; Kohel ve Park 1994; Rafalski
vd. 1994; Halldén vd. 1996; Khandka vd. 1997; Halldén 1998; Aljanabi vd. 1999;
Atienzar vd. 2000; Doulis vd. 2000; Sall vd. 2004). Bununla beraber PCR’ da olusan

celigkili sonuglardan; yabanci DNA tarafindan olusturulan kontaminasyona ek olarak
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DNA izolasyon teknigindeki varyasyonlar, PCR kosullar1 ve PCR cihazinin tipi sorumlu
olabilmektedir (Weeden vd. 1992; Hansen vd. 1998).

RAPD c¢alismalarinda her farkl tiir i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonu sarttir.
Bunun amaci 6zgilinligii ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Bu parametrelerin ¢ogu
birbirine bagli oldugundan bir RAPD teknigini optimize etmek olduk¢a zor
olabilmektedir (Halldén 1998). Calismalar sonucunda elde edilen verilerin
tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik
olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilastirmali analizlere girmeden Once yontemin
optimize edilmesi olduk¢a Onemlidir (Tingey ve Del Tufa 1993; Halldén 1998).
Uygulanma kolaylig1 ve kisa silirede sonu¢ verebilme agisindan genis kullanim alani
bulan bu yontem diger molekiiler genetik yontemlere gore daha hizli ve daha ucuzdur.
Kullanilan primer sayist arttik¢a ayrim giicii artar (Ehrmann ve Vogel 2005). LAB’larin
tirler aras1 ayriminda, bazi tiirlerin (Enterococci, Pediococci ve Lactobacilli) tiir igi
ayriminda ve gidalardan izole edilen suslarin cins bazinda ayriminda basarili bir sekilde

kullanilmaktadir (Cocconelli vd. 1995, 1997; Taillez vd. 1996).

2.3.2.2.5 PCR Ribotiplendirme

2.3.2.2.5.1 16S-23S ITS (Internal Transcribed Spacer-i¢ Transkribe Edilen Ayirici
Bolge)/ ISR (Intergenic 16S-23S rRNA Spacer Region-Genler Arasi
16S-23S rRNA Ayiric1 Bolge) PCR

Prokaryotlarda rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak {izere 3 gen bolgesi vardir.
Bunlar ara bdlgelerle ayrilir ve sekansta, hem cins hem tiir seviyesinde uzunluk
acisindan cesitlilik gosterirler. 16-23S rRNA arasindaki bolgenin ¢ogaltilmas: genellikle
ITS-PCR olarak tanimlanir. rRNA genleri arasindaki ara bolge hedef bdlge oldugu i¢in
yontem ayni zamanda PCR-ribotiplendirme olarak da adlandirilir. Agaroz jelde ayrilan
cogaltilan bolgeler karsilastirilir. Cogaltilmis bolgenin restriksiyon analizi veya sekansi,

metodun ayrim giiciinii yiikseltir (Barry vd. 1991).
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ITS-PCR’da bakteriyel taksonomi i¢in kullamilabilir. ITS-PCR; 16S-23S rRNA’nin
intergenik transkripsiyon bolgesi icindeki polimorfizmleri ortaya ¢ikarir ve bakteriyal
tiirlerin karakterizasyonunda kullanilabilir. Bu yiizden filogenetik analizler i¢in 6nemli

bir arag olarak gorev yapabilir (Toth vd. 2001).

PCR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk sekansi bilinmeyen bir susun tek bir
basamak ile tanimlanmasinda oldukga etkili bir yontemdir. 16S ve 23S rRNA bdlgeleri
yiiksek derecede korunmus dizileri iceren bolgelerdir. Bu bolgelere 6zgii primerler
kullanilarak PCR islemi gerceklestirilerek sekanslama islemi neticesinde sonuca

gidilebilir (Leblond-Bourget vd. 1996).

Bununla beraber ¢ok net olarak farkli olan baz: tiirlerin ayn1 16S rDNA sekansina sahip
olmasi, dolayistyla veri tabaninda yer alan bazi sekanslarin giivenilirliginin siipheli

olmasi gibi bazi gii¢liikler de mevcuttur (Ehrmann ve Vogel 2005).

Chenoll ve arkadaglar1 (Chenoll vd. 2003) tarafindan yapilan ¢alismada,
Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus tiirlerinin ISR ve ARDRA
gibi ribozomal DNA temelli tekniklerle tanimlamasi yapilmistir. ISR amplifikasyon
analizleri sonucu elde edilen profiller kullanilarak Carnobacterium ve Leuconostoc cins
seviyesine kadar tanimlamaya gidilebilmistir. Carnobacterium’larda ise tiir seviyesine

kadar ayrim saglanabilmistir.

2.3.2.2.5.2 ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis - Cogaltilmis rDNA

Geni Restriksiyon Analizi)

Temeli 16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan PCR-RFLP temelli bir
yontem olan ARDRA’da tiire 6zgili spesifik primerlerin ya da evrensel primerlerin
kullanimi ile 16S rDNA bélgesi ¢ogaltilmaktadir (Andrighetto vd. 1998). Daha sonra
yine spesifik restriksiyon enzimlerin kullanimi ile amplifiye edilen bolgeler restirksiyon
enzimleri ile kesilir (Bouton vd. 2002). Sonugta olusan fragmentler agaroz jelde
goriintiilenerek karsilagtirmali olarak siniflandirmaya gidilir. Bu jel goriintiileri genelde
bilgisayar tabanli progranlarin yardimi kullanilarak dendogramlarim olusturulmasi ile

degerlendirilmektedir. 16S rDNA bdlgesi korunmusg ve tiirler arasi1 degisken dizilere
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sahip oldugundan dolay1 mikroorganizmalarin siniflandiriimasinda 6nemli belirtecler

olarak kullanilmaktadir.

ARDRA tekniginde bakteriyel kiiltir ve DNA izolasyonu gerekmektedir. PCR
amplifikasyonunda rRNA geninin 16S bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilir. Bu
amplifikasyonu PCR {iriinlerinin bir restriksiyon parcalanmasi takip eder. ARDRA
bantlarinda restriksiyon enzimlerinin se¢imi genis sayida tiiriin net bir ayrimi igin
gereklidir. Restriksiyon {rlinleri agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir
boyamasindan sonra UV 1s1k altinda goriintiilenir. Baz1 yakin tiirler arasinda ayrim elde

edebilmek i¢in birden fazla restriksiyon profilinin karsilastirilmasi gerekebilmektedir.

Bu teknigin ilk tanimi Vaneechoutte ve arkadaslan tarafindan Comamonadaceae’nin
tanimlanmasinda verilmistir (Vaneechoutte vd. 1992). 16S-ARDRA siit iiriinlerinden
(Andrighetto vd. 1998, Giraffa vd. 1998), diski ve vajinal {riinlerden (Ventura vd.
2000) izole edilen laktobasillerin tanimlanmasi ve diger bir sarap laktik asit bakterisi

olan O. oeni nin ayrim1 i¢in uygulanmistir (Sato vd. 2000).

ARDRA yoénteminin kullamm kolayhgi ve hizi : ARDRA yontemi DNA izolosyonu,
16S rDNA bolgesinin PCR ile amplifikasyonu, bu bdlgenin restriksiyon enzimleri ile
kesimi ve olusan fragmanlarin agaroz jel sistemleri ile ortaya konulmasini olusan bir
yontemdir. Sinirli sayida restriksiyon enzimi kullanildiginda bu ydntem sekans
analizine nazaran ¢ok daha az zahmetli bir yontemdir. Buna dayanarak ¢ok sayida susun
bulundugu genis kiiltiir koleksiyonlarinda hizli bir tarama yoOntemi olarak

diistiniilmektedir.

Bir ¢ok bakterinin rDNA bdlgelerin tanimlanmis olmasina ve bu verilere kolaylikla
ulagilabilinir olmasina ragmen teorik olarak bu yontem bakteri kiiltiir koleksiyonlarinin

olusumunu saglamaktadir.

18 genomik tiir ve 13 klinik izolattan olusan 31 adet Acinefobacter susunun
tanimlanabilmesi amaciyla; ARDRA, RAPD-PCR VE AFLP teknikleri karsilastirilmali
olarak kullanilmigtir. ARDRA protokoliinde 5 farkli enzim kullanilmig fakat yontem

Acinetobacter izolatlarinin tiir ve sus seviyesinde farkliligini belirlemede diisiik
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seviyede sonu¢ vermistir. Bu c¢alismada Ozellikle Acinetobacter izolatlarinin
tanimlanmasinda yiliksek ayrim giicii sergileyen yontem olarak AFLP teknigi
gosterilmistir. Radyoaktif AFLP ile karsilastirildiginda floresan AFLP'nin teknik olarak
daha hizli ve basit oldugu ve otomatik DNA sekansina izin verdigi belirtilmistir

(Koeleman vd. 1998).

Ruiz ve arkadaslar1 (Ruiz vd. 2000) tarafindan asetik asit bakterilerinin PCR ile
cogaltilmig 16S rDNA ve 16S-23S rDNA genler aras1 bolgeleri ile tanimlanmasi iizerine
yapilan bir ¢alismada; Acetobacteraceae familyasina ait 22 ve sarap fermentasyonundan
izole edilen 24 asetik asit bakterisi PCR-RFLP ile analiz edilmislerdir. PCR f{iriinleri, bu
tirler arasindaki polimorfizmi degerlendirebilmek i¢in 4-baz-kesimli restriksiyon
enzimleri ile muamele edilerek, bu enzimler arasinda ayrim giicii en yiiksek olanlarin
Taql ve Rsal oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar 16S rDNA’nin bu enzimlerle
restriksiyon analizlerinin asetik asit bakterilerinin cins ve tiir (veya iligkili tiirler)
bazinda tanimlanmasi i¢in hizli ve gilivenilir bir metot oldugunu belirtmis ve bu

bakterilerde uygulanabilirligini gostermisler.

2003 yilinda Rodas ve ark. lar1 {iziim pekmezi ve saraptan izole etmis olduklar: laktik
asit bakterilerini 16S-ARDRA yontemi ile tanimlamislardir. Bu ¢alismada 16S rDNA
nin amplifikasyon i¢in bakteri kolonileri kullanilmistir. PCR islemi sonucunda elde
edilen irin Bfal, Msel ve Alul restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Protokolde
oncelikli olarak Bfal enzimi daha sonra ise Msel enzimi kullanilmis olup eger gerekli
ise Alul enzimide kullanilmistir. Teknik 36 referans sustan 32 sini tanimlayabilmistir ki
buda izole edilen 342 izolatin tanimlanmasint miimkiin kilmistir. Caligmada tanimlanan
suslar arasinda; Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus parvulus

gibi tiirler bulunmaktadir (Rodas vd. 2003).

ARDRA yoénteminin ayrim giicii : Koeleman ve arkadaslar tarafindan 1998 yillinda
hazirlanan raporda ARDRA yonteminin sonuglarinin yorumlanmasida karsilasilan
sorunlar sebebi ile tiirlerin tanimlanmasinda RAPD ve AFLP yontemleri kadar yeterli
olmadig1 disliniilmiistiir (Koeleman vd. 1998). Fakat cok sayida restriksiyon enzimi
kullanilmasi ile bu yontemin ayirim giicii artirmaktadir (Laguerre vd. 1994; Nesme vd.

1995; Lee vd. 1998).
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18 genomik tir ve 13 klinik izolattan olusan 31 adet Acinetobacter susunun
tanimlanabilmesi amaciyla, ARDRA, RAPD-PCR VE AFLP teknikleri karsilastirilmali
olarak kullanilmistir. ARDRA protokoliinde 5 farkli enzim kullanilmis fakat yontem
Acinetobacter izolatlarinin tiir ve sus seviyesinde farkliligim1 belirlemede diisiik
seviyede sonu¢ vermistir. Bunun neticesinde g¢alismaya otomatik DNA sekansi ile

devam edilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Koeleman vd. 1998).

Saraptan ve bazi alkollii i¢eceklerden izole edilen laktik asit bakterilerinin kullanildig1
baska bir ¢alismada ise RFLP analizleri i¢in, Accll ve Haelll enzimleri kullanilmis ve
izole edilen 44 bakterinin tanimlanmasi yine 16S rDNA boélgesi hedef alinarak
gerceklestirilmistir. Calismada 12 referans sus kullanilmistir. DNA eksraksiyonu
sonrasinda PCR islemi 16S rDNA bolgesi hedef alinarak gerceklestirilmis olup
saflagtirma isleminin ardindan restriksiyon enzimleri ile kesim gergeklestirilmis ve
olusan bant profilleri referans suslar ile karsilagtirilarak tanimlamaya gidilmistir.
Gelistirilen yontemin  Oenococcus oeni suslarimin tanimlanmasi i¢in kullanigh

olabilecegi sonucuna varilmistir (Sato vd. 2000).

2001 yilinda Foschino ve ark.lari Italya'da hamur mayasindan izole edilen Lb.
sanfranciscensis turlerini fenotipik ve genotipik olarak tanimlamislardir. Fenopik
analizler neticesinde ilki glukozu ve maltozu ikincisi ise sadece maltozu fermente eden
iki grup olusturulmustur. Tirler arasindaki genetik ayrim ARDRA ve 16S-23S rDNA
bolgesinin analizi ile saglanmistir. 16S rDNA bolgesi uygun primerler ile ¢ogaltilmis ve
Hinfl enzimi ile kesim neticesinde 2 grup olusturulmustur. Lb. sanfranciscensis tiirlerini
diger laktik asit bakterilerinden ayiran enzimler olarak ise; Ddel ve Hinfl belirtilmistir.
Gruplama sonuglar1 neticesinde fenotipik testler ile genotipik sonuglar arasinda iliski
kurulamamigtir. Ayrica bu sonug izolasyonlarin yapildigi cografik alan ve izolayonun

gerceklestirildigi tirtinler arasindada iliskilendirilememistir (Foschino vd. 2001).

Jang ve ark. lar1 2003 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada Leuconostoc tiirlerini
tanimlayabilmek i¢in 16S rRNA PCR-RFLP analizini kullanmiglardir. 16S rRNA
bolgesini spesifik primerler kullanarak ¢ogaltmislardir. PCR neticesinde olusan 976bp
biiytlikliigiindeki DNA Msel, Haelll ve Tsp5091 enzimleri ile kesime tabi tutulmustur.
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Bu yontemin, ozellikle fermente sebzelerden izole edilen Leuconostoc tiirlerinin
tanimlanmasinda hizli ve giivenilir olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Fakat

ozellikle Leu. argentinum ve Leu. lactis tanimlamasinda bu enzimler yetersiz kalmigtir

(Jang vd. 2003).

Sicilyaya 6zgli dogal fermente yesil zeytinde baskin olarak bulunan Lb. casei nin
fenotipik ve genotipik tanimlamasi 2004 yilinda Randazzo ve ark. lart tarafindan
yapilmistir. Sicilya’nin farkli bolgelerinden toplanan fermente yesil zeytinlerden
laktik asit bakterileri izole edilmis ve hem biyokimyasal testler hem de 16S rRNA
PCR-RFLP analizleri neticesinde tanimlamaya gidilmistir. Biomerieux veritabani ile
yapilan kargilastirmalar neticesinde izole edilen suslarin Api kit sonuglari; 13
heterofermentatif susun Lb. brevis, 24 homofermentatif susun Lb. casei oldugunu, ID
32 STREP ise kok seklindeki bakterilerin Enterococcus faecium oldugunu
gostermistir.  Fakat PCR/RFLP analizleri biyokimyasal test sonuclarimi
desteklememistir. Bu amagla referans suslar baz alinarak molekiiler teknikler
icerisinde ARDRA olarak tanimlanan yontem ile tanimlamaya gidilmis ve 16S rRNA
PCR-RFLP analizi spesifik primerler ve Haelll, Hindl ve Alul kullanilarak
gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda izole edilen bakterilerin biiylik cogunlugu Lb.

casei olarak tanimlanmistir (Randazzo vd. 2004).

2.3.2.2.6 DNA sekans analizi

Bir DNA molekiiliiniin niikleotid kompozisyonun belirlenmesidir. DNA tiplendirme
yontemleri, bakteriyel DNA’daki farkliliklarm ayrm iistiine kurulmustur. izolatlarin
ayrimi i¢cin DNA sekanslamanin kullanilmasinin en iyi yol olarak goriilmesine ragmen
her izolatin tiim genomunun sekanslanmasi pratik degildir. 16S rRNA sekanslariin veri
bankalar1 olusturulmustur ve bu sekanslarin karsilagtirilmasi tanimlanmasina olanak
saglamaktadir. Aslinda 16S rRNA sekanslar1 bakterilerin taksonomik ¢alismalar1 i¢in
olduk¢a kullanighdir. Bu sekanslara gore evrimsel agaclar kurulmus ve bakteriyel

tiirlerin filogenetik iligkileri belirlenmektedir (Klaenhammer 1993).
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DNA sekanslamasi i¢in en popiiler yontem dideoksi veya “Sanger” metodu olarak
adlandirilmaktadir. Cesitli gen sekanslarina ait DNA dizi analizi bir tiplendirme metodu
olarak umut vericidir (DuBose vd. 1988; Dean vd. 1991). Birgok laboratuar i¢in bu
teknik su an i¢in uygulanabilir olmadig1 i¢in daha ucuz DNA sekans araglarinin

uygulanabilirligi bu teknigi gelecekte daha ulasilabilir hale getirebilir.

2.4 LAB Taksonomisinde Polifazik Yaklasimlar

Polifazik taksonomi hem fenetik (fenotipik ve genotipik) hem filogenetik bilgiyi
kullanir. Fenetik veri pratikte toplam “benzerlik konseptine” dayali niimerik taksonomi
ile islenirken phylogenetic analiz “homoloji konseptine” (ortak bir orijine sahip olan)
dayanmaktadir. Adansonian taksonomi olarakta isimlendirilen niimerik taksonomi 1970
li yillarda Sneath ve Sokal (1973) tarafindan ortaya konulmustur ve niimerik
taksonomide karakterlerin hepsi temelde esit olarak muamele goriirler. Calismada
kullanilmak iizere segilen numunelerin taksonomik seviyesi OTU’dur (Operational
Taxonomic Unit-Operasyonel Taksonomik Unite) ve ¢alismaya bagli olarak bu OTU
tiir, populasyon, birey vs. olabilir. Organizmalarin karsilastirilmalarinda (pair-wise)
benzerlik (similarity) (veya bazen dissimilarity) degerlerinin dl¢limii iki OTU arasinda
yapilir. Jaccard, Dice ve Pearson gibi ¢esitli formiiller veya katsayilar bu amag igin
gelistirilmistir. Bu hesaplamalardan elde edilen benzerlik degerleri OTU lar1 tek bir (en
yakin komsu, nearest neighbor) veya ortalama (unweighted pair group method with
arithmetic averages, UPGMA )-linkage clustering (baglant1 gruplandirma) yontemleri ile
hiyerarsik olarak kiimelemek i¢in kullanilmaktadir. Bu kiimeleme daha sonra

okuyucuya-dost bir dendogram seklinde sunulur (Mohania vd. 2008).

2.5 Bilgisayar Destekli Veri Analizleri

Insan gozii ve beyni jel iizerinde birbirine komsu olan iki kuyucuktaki elektroforetik
paternlerdeki farkliliklar1 belirlemede ve teknik problemlerden dolay: jeldeki hasarlari
diizeltmede oldukga etkilidir. Bununla beraber, ¢oklu profillerin gorsel karsilastiriimasi
ve gruplandirilmasi olduk¢a zordur, ve bu nedenle kompleks elekroforetik paternlerin
analizleri bilgisayar programlarinin kullanimina baglidir. Bu durum, otomatize fenotipik

tanimlama sistemlerinin kullanimi ile olusturulabilen ¢ok sayidaki fenotipik karakterin
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veri analizleri i¢in de gecerlidir. En yaygin olarak kullanilan analitik yontemler- kiime
(cluster) yada patern analizleri izolatlarin ikili gruplar (pairwise) halinde
karsilagtirilmasindan sonra benzerlikleri temel alinarak gruplandirilmalarini  ve

dendogram olarak adlandirilan agaca benzer yapi ile anlatimini igerir.

Fazla sayidaki karakterler bakimindan toplam benzerlikleri temel alinarak
organizmalarin gruplanmasina ait fikir ilk olarak botanik¢i Michel Adanson tarafindan
Onerilmistir. Bununla beraber, bu benzerliklerin hesaplanmasinda yiiksek hiza sahip
bilgisayarlarin gelisimi ve mevcudiyeti neticesinde bu uygulama farkli disiplinlerde
uygulanabilir duruma gelmistir. Niimerikal (sayisal) taksonomi olarak isimlendirilen bu
yaklasim Sneath’in (1957 a,b) c¢aligmalar1 Onderliginde mikrobiyoloji alaninda
kullanilmak iizere gelistirilmis ve ilk olarak (+) veya (-) olarak skorlanan fenotipik
karakterler i¢in kullanilmistir (Baumann vd. 1968). Niimerikal taksonomi ger¢eginin
altinda yatan prensipler baska caligmalarda detayli olarak agiklanmistir (Sneath 1971,
1972; Sneath ve Sokal 1973; Aldenderfer ve Blashfield 1984; Everitt 1993). Niimerikal
taksonomide morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri ig¢ine alan fenotipik karakterlerin ne
sekilde skorlanacagina dair detayli tanimlama Lockhart ve Liston’un (1970)
calismasinda bulunabilir. Mikroorganizmalarin protein elektroforetik parmakizi
analizlerine dayanan otomotize siiflandirilmasi ilk olarak Kersters ve DeLey (1975)
tarafindan tanimlanmistir. Benzer bir yaklasimda Jackman (1985) tarafindan izlenmistir.
1980 lerden bu yana, mikrobiyal taksonomi ve filogenetikte elektroforetik
parmakizlerinin analizlerinde bilgisayar destekli sistemlerin kullanimi giderek artmistir.
Baslangicta Kersters ve De Ley’in grubu tarafindan gelistirilen bilgisayar programi
yerini zaman igerisinde GelCompar ve BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium) gibi olduk¢a gelismis ticari software paketlerine birakmistir. Parmakizi
analizlerinde kullanilan diger ticari software paketleri arasinda Taxotron (Institut
Pasteur, Paris, France), Dendron (Solltech, Oakdale, IA, USA) ve Bio Image Whole
Band Analyser (Bio Image Inc., Ann Arbor, MI, USA) yer almaktadir.
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3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

Calismada Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus
genuslar1 ile temsil edilen Laktik Asit Bakteri (LAB) grubuna ait 148 adet sus
kullanilmitir (Cizelge 3.1). Bu suslar laboratuvarda daha o6nceden gergeklestirilen

caligmalarda fenotipik yontemler/API CH50 kit kullanimu ile identifiye edilmislerdir.

3.1.2 Bakteri gelisimlerinde kullamilan besiyerleri

Calismada kullanilan bakteri gruplarindan Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus ve
Leuconostoc cinslerine ait olan tiirler TGE (tryptone glucose yeast extract) besiyerinde
32°C’de, Lactobacillus cinsine ait olan tiirler ise MRS besiyerinde 30°C’de
gelistirilmistir. LAB’lerin gelisimleri i¢in kullanilan besiyerlerinin igerikleri EK 1°de

verilmigtir.

3.1.3 Tampon ve cozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanis1 EK 2’de verilmistir.
3.1.4 Kromozomal (Genomik) DNA izolasyon kiti

Calismada kromozomal (genomik) DNA izolasyonunda PROMEGA WIZARD GENOMIK
DNA IZOLASYON KiTi kullanilmistir ve kitin kullanimina ait prospektiis EK 3'de

verilmigtir.
3.1.5 DNA analizinde kullanilan molekiiler markorler
DNA analizlerinde kullanilan molekiiler markorler EK 4°de verilmistir.

3.1.6 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve tiretici firmalart EK 5 de verilmistir
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3.1.7 Kullanilan ¢6zelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in 185°C’de 1 saat pastor firini
kullanilmistir. Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar icin ise 121°C’de 15 dakika siireyle

otoklavda sterilize edilmistir.

3.1.8 Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi

Bu bakteri kiiltiirleri % 50°’lik gliserol soliisyonu i¢inde ¢6ziinmiis olarak -86°C’de sakl1

tutulmakta ve ¢aligsma oncesi aktiflestirilmektedir (Biswas vd. 1991).
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Laktik Asit Bakterileri

Bakteri Kaynak
A Enterococcus
1 Enterococcus avium ATCC Pasteur (RSKK 500) Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
2 Enterococcus hirae 115 A.U.F.F. Biyoloji B&l. Prokaryot Genetigi Lab
3 Enteococcus casseliflavus NRLL 3502 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
4 Enterococcus durans RSKK 05034 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu
5 Enterococcus durans 51 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
6 Enterococcus durans 56 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
7 Enterococcus durans 69 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
8 Enterococcus durans 75 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
9 Enterococcus durans 89 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
10 | Enterococcus durans 116 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
11 | Enterococcus durans 124 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
12 | Enterococcus faecalis OZ1 A.U.F F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik Lab.
13 | Enterococcus faecalis H ibni Sina Hastanesi Mikrobiyoloji Lab.
14 | Enterococcus faecalis E27 Gazi Universitesi FEF Biyoloji Béliimii
15 | Enterococcus faecalis EF1 A.U.F F. Biyoloji B6]. Mikrobiyal Genetik Lab.
16 | Enterococcus faecalis ATCC 29212 GATA, Mikrobiyoloji Lab.
17 | Enterococcus faecalis 64 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
18 | Enterococcus faecalis 74 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
19 | Enterococcus faecalis 78 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
20 | Enterococcus faecalis 79 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
21 | Enterococcus faecalis 80 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
22 | Enterococcus faecalis 81 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
23 | Enterococcus faecalis 82 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
24 | Enterococcus faecalis 139 A.U.FF. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
25 | Enterococcus faecium ATCC 6057 GATA, Mikrobiyoloji Lab.
26 | Enterococcus faecium F1 Gazi Universitesi FEF Biyoloji Béliimii
27 | Enterococcus faecium H ibni Sina Hastanesi Mikrobiyoloji Lab.
28 | Enterococcus faecium 1 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
29 | Enterococcus faecium 2 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
30 | Enterococcus faecium 3 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
31 | Enterococcus faecium 5 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
32 | Enterococcus faecium 6 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
33 | Enterococcus faecium 7 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
34 | Enterococcus faecium 8 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
35 | Enterococcus faecium 71 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
36 | Enterococcus faecium 77 A.U.FF. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Laktik Asit Bakterileri (devami)

B. Lactococcus

1 Lactococcus lactis OZ1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
2 Lactococcus lactis OZ2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
3 Lactococcus lactis OZ3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
4 Lactococcus lactis OZ4 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
5 Lactococcus lactis PK1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
6 Lactococcus lactis 30 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
7 Lactococcus lactis 32 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
8 Lactococcus lactis 33 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
9 Lactococcus lactis 57 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
10 | Lactococcus lactis 86 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
11 | Lactococcus lactis 88 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
12 | Lactococcus lactis 93 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
13 | Lactococcus lactis 94 A.U.F.F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
14 | Lactococcus lactis 100 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
15 | Lactococcus lactis 102 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
16 | Lactococcus lactis W1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
17 | Lactococcus lactis W2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
18 | Lactococcus lactis W3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
19 | Lactococcus lactis subsp. lactis 31 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
20 | Lactococcus lactis subsp. lactis 34 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
21 | Lactococcus lactis subsp. lactis 35 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
22 | Lactococcus lactis subsp. lactis 39 A.U.F.F. Biyoloji Bl. Prokaryot Genetigi Lab.
23 | Lactococcus lactis subsp. lactis 62 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
24 | Lactococcus lactis subsp. lactis 63 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
25 | Lactococcus lactis subsp. lactis 87 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
26 | Lactococcus lactis subsp. lactis 99 A.U.F.F. Biyoloji Bl. Prokaryot Genetigi Lab.
27 | Lactococcus lactis subsp. lactis 103 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
28 | Lactococcus lactis subsp. cremoris RSKK 01018 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

29 | Lactococcus lactis subsp. cremoris NRLL B634 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi

30 | Lactococcus garvieae 38 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
31 | Lactococcus garvieae 43 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
32 | Lactococcus garvieae 44 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
33 | Lactococcus garvieae 46 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
34 | Lactococcus garvieae 58 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
35 | Lactococcus garvieae 59 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
36 | Lactococcus garvieae 65 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
37 | Lactococcus garvieae 66 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Laktik Asit Bakterileri (devami)

38 | Lactococcus garvieae 67 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
39 | Lactococcus garvieae 83 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
40 | Lactococcus garvieae 84 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
41 | Lactococcus garvieae 85 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
42 | Lactococcus garvieae 90 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
43 | Lactococcus garvieae 91 A.U.F F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
44 | Lactococcus garvieae 92 A.UF F. Biyoloji Bol. Prokaryot Genetigi Lab.
45 | Lactococcus garvieae 95 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
46 | Lactococcus garvieae 96 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
47 | Lactococcus garvieae 97 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
C. | Pediococcus A.U.F.F. Biyoloji Bél. Prokaryot Genetigi Lab.
1 Pediococcus acidilactici NRLL B4958 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi

2 Pediococcus acidilactici W2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
3 Pediococcus acidilactici W4 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
4 Pediococcus acidilactici PBF A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
5 Pediococcus acidilactici W3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
6 Pediococcus acidilactici W1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
7 Pediococcus pentosaceus DT1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
8 Pediococcus pentosaceus DT10 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
9 Pediococcus pentosaceus KS2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
10 | Pediococcus pentosaceus TK3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
11 | Pediococcus pentosaceus KPR A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
12 | Pediococcus pentosaceus TS1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
13 | Pediococcus pentosaceus ST3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
14 | Pediococcus pentosaceus BY 1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
15 | Pediococcus pentosaceus P1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
16 | Pediococcus pentosaceus P7 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
17 | Pediococcus pentosaceus P20 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
18 | Pediococcus pentosaceus A9 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
19 | Pediococcus pentosaceus A12 A.U.F F. Biyoloji B6l. Mikrobiyal Genetik Lab.
20 | Pediococcus pentosaceus DH2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
21 | Pediococcus pentosaceus DH3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
22 | Pediococcus pentosaceus PH2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
23 | Pediococcus pentosaceus W1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
24 | Pediococcus pentosaceus W2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
25 | Pediococcus pentosaceus OZ1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
26 | Pediococcus pentosaceus OZ2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
27 | Pediococcus dextranicus 2N 10P Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii

28 | Pediococcus dextranicus 2N 1P Gazi Universitesi FEF Biyoloji Boliimii

29 | Pediococcus cereviciae ATCC 666 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

45




Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Laktik Asit Bakterileri (devami)

D. | Leuconostoc

1 Leuconostoc lysis Ly A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
2 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL B346| Ankara Universitesi Gida Miihendisligi

3 Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

4 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 A.U.F F. Biyoloji B6]. Mikrobiyal Genetik Lab.
5 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
6 Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
E. | Lactobacillus

1 Lactobacillus acidophilus RSKK 03037 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

2 Lactobacillus buhnerii NRLL B1837 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi

3 Lactobacillus cremoris RSKK 708 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

4 Lactobacillus fermentum NRLL B585 Ankara Univeristesi Gida Mithendisligi

5 Lactobacillus maltoramicus NRLL 148532 Ankara Univeristesi Gida Miihendisligi

6 Lactobacillus paraparacasei STL A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
7 Lactobacillus pentosus CG ODTU Gida Miihendisligi

8 Lactobacillus rhamnasus TK2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
9 Lactobacillus brevis OZ1 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
10 | Lactobacillus brevis NRLL B21 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi

11 | Lactobacillus caseii RSKK 708 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

12 | Lactobacillus caseii CG1 ODTU Gida Miihendisligi

13 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

14 | Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 10697 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

15 | Lactobacillus helveticus AU Ankara Univeristesi Gida Miihendisligi

16 | Lactobacillus helveticus HU H.U. Biyoloji Béliimii

17 | Lactobacillus plantarum Z111 ODTU Gida Miihendisligi

18 | Lactobacillus plantarum DSM 20174 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

19 | Lactobacillus plantarum DSM 20246 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

20 | Lactobacillus plantarum ATCC 8014 Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonu

21 | Lactobacillus plantarum 37 ODTU Gida Miihendisligi

22 | Lactobacillus plantarum 73 ODTU Gida Miihendisligi

23 | Lactobacillus plantarum 215L ODTU Gida Miihendisligi

24 | Lactobacillus plantarum 23 ODTU Gida Miihendisligi

25 | Lactobacillus plantarum CG4 ODTU Gida Miihendisligi

26 | Lactobacillus plantarum 1193 ODTU Gida Miihendisligi

27 | Lactobacillus plantarum CG ODTU Gida Miihendisligi

28 | Lactobacillus plantarum APKS2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
29 | Lactobacillus plantarum PYN A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
30 | Lactobacillus plantarum BF2 A.U.F.F. Biyoloji Bél. Mikrobiyal Genetik Lab.
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3.2 YONTEM

3.2.1 Bakteri stok kiiltiirlerinin aktiflestirilmesi

-86°C’de muhafaza edilen bakteri stok kiiltlirleri gelisimleri i¢in uygun olan steril sivi
besiyerlerine ardisik 3 pasaj yapilarak aktiflestirilmistir. Kat1 besi yerine ¢izgi ekim

neticesinde tek diisiiriilen koloniden DNA izolasyonu yapilmistir.

Calismada kullanilan bakteri gruplarindan Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus ve
Leuconostoc cinslerine ait olan tiirler TGE besiyerinde (EK 1) 32°C’de, Lactobacillus

cinsine ait olan tiirler ise MRS besiyerinde (EK 1) 30°C’de gelistirilmistir.

3.2.2 Kromozomal (Genomik) DNA izolasyonu

Calismada kullanilan LAB grubuna ait toplam 148 sustan PROMEGA Wizard®
Genomik DNA Izolasyon Kiti kullaninmi ile genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. izolasyon asamalarinda kit tarafindan saglanan prospektiis (EK 3)
tizerinden birkag¢ degisiklige gidilmistir. Bu degisiklikler sirastyla (i) elde edilen hiicre
miktarini arttirmak i¢in toplam hiicre hacminin 2 katina ¢ikarilmasi (i1) izopropanol ile
DNA muamele edildikten sonra DNA’nin ipliksi yapidaki zincirleri gézlemlenebilir bir
kiitle olusturabilsin diye soliisyon buz iizerinde 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmasi
ve bu zaman diliminde ependorf tliplin arada bir yavas hareketlerle sallanmasi ve (iii)
calisma sonucunda elde edilen ve igerisinde DNA molekiiliiniin bulundugu pellet
tizerine 40 pl kit tarafindan temin edilen DNA Rehidrasyon soliisyonunun (Tris-EDTA)
eklenmesi ve dnce 65°C’de 15 dk ardindan 1 gece +4°C’de inkiibasyona birakilmasi

seklinde gerceklestirilmistir.

Elde edilen DNA daha sonraki c¢alismalarda kullanilacak sekilde 1:10 oraninda
dehidrasyon tamponu igerisinde seyreltilerek (5 ul DNA + 45 ul dehidrasyon tamponu
veya) bir sonraki agamada kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Bu arada ana

stok DNA s1 -86°C da muhafaza edilmistir.
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3.2.3 Saflik (kalite) ve miktar tayini

Promega Wizard® Genomik DNA izolasyon Kit kullanmm ile izole edilen DNA
numunelerinin  saflik  ve miktar tayinleri NANODROP spektrofotometrede
seyreltilmemis ana stok DNA’larin kullanimi1 (2ul) ile 3 paralel okuma yapilip bu
degerlerin ortalamasi alinarak gerceklestirilmistir. DNA numunelerinin okunmasi igin
kontrol olarak dehidrasyon tamponu kullanilarak 260nm, 280nm, 260nm/280nm,
260/230nm degerleri Ol¢iilmiis ve DNA numunelerinin konsantrasyonlar1 ng/ul olarak

belirlenmistir (Sambrook ve Russell 2001). Olgiimler 3 tekrarli yapilmustir.

3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Promega Wizard® Genomik DNA izalasyon Kiti kullanmuyla izole edilen DNA
numunelerinin saflik ve miktar tayini yapildiktan sonra elektroforezleri % 1 agaroz

iceren jellerde yapilmistir (Sambrook ve Russell 2001).

Yatay jel elektroforezi icin 3 gr agaroz, 300 ml 1XTBE (Tris-Borik asit-EDTA)
elektroforez tamponu igerisinde mikrodalga firin kullanilarak ¢oziilmiistiir. Sicaklig
yaklasik 40°C’ye kadar indirilen jele % 2 Etidyum bromit (10mg/ml) ¢ozeltisi eklenmis
ve homojen bir karisim saglandiktan sonra elektroforez plakalarina aktarilip, taraklar
yerlestirilmis ve bir saat jelin polimerizasyonu i¢in beklenmistir. Bu siire sonunda
elektroforez tanklarina, jelin ylizeyini kapatacak sekilde “tampon ¢ozelti” (1xTBE) ilave
edilmistir. Ardindan jelin hasar goérmemesine dikkat edilerek taraklar ortamdan
uzaklagtirllmigtir. -20°C’de saklanan 1:10 seyreltilmis DNA numuneleri bir siire oda
sicakliginda buz {izerinde bekletildikten sonra 3pul DNA numunesi iizerine 2 pl
“yiikleme boya c¢ozeltisi” ilave edilerek mikropipet yardimiyla kuyucuklara

yiiklenmistir.
Elektroforez 100 V’da 2.5-3 saat siireyle yapilmistir. Markor olarak “supercoiled DNA

ladder” kullanilmistir (3ul markoér + 2ul yiikleme boyasi). Yiikleme boyasi jeli terk
ettikten sonra akim kesilmis ve agaroz jel Kodak Jel Goriintilleme (Gel Logic 200
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Imaging System) cihazina yerlestirilerek 365 nm dalga boyunda UV 1sik altinda

incelenmis, fotograf ¢ekimleri de yine ayni cihaz kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.2.5 Kullamilan primerler

Calisgmamizda 16S rDNA bolgesini ¢cogaltmak amaciyla oncelikli olarak Escalante ve
ark. (2001) tarafindan kullanilmis olan ve E.coli 16S rDNA sinda sirasiyla 8-27 ve
1541-1525 pozisyonlarina karsilik gelen ve Gram-pozitif ve benzer bakterileri hedef

alan fD1 ve rD1 primer ¢ifti kullanilmistir

fD1 5" (AGAGTTTGACCTCCTCCTGGCTCAG) 3
rD1 5’(AAGGAGGTGATCCAGCC) 3’ primer ¢ifti kullanilmigtir.

Calismanin ilk optimizasyon asamalarinda fD1+rD1 primer kombinasyonu 1.5 kb lik
amplifiye {liriin olusturmustur. Bu ilk asamada basar1 saglamis olsa da ilerleyen PCR
calismalarinda istenmeyen bantlar elde edilmistir. Bu soruna ¢6ziim getirmek amaciyla
diger PCR g¢esitlerinden farkli bir optimizasyon yaklagimi olan ve tek bir tiip icerisinde

degisik siklus sartlarinin denenmesi esasina dayanan Touch down PCR denenmistir.

Optimum amplifikasyona ulasmak amaciyla denenen bu teknik sonucunda da basari
elde edilememis ve iriin tek bant olarak gdzlenememistir. Bunun iizerine yapilan
literatiir ¢alismasinda forward primerin igermis oldugu baz dizisinden dolay1
[’ (AGAGTTTGACCTCCTCCTGGCTCAG)3’] kendi iizerinde katlanma yapmis
olabilecegi sonucuna varilmig ve 16S rDNA gen bolgesini hedef alan primerlerin
fiziksel haritas1 ve sekans stratejileri iizerine bir literatiir arastirmasi yapilmgtir. Ilk
olarak Sekil 3.1°de baglanti noktalar1 detayli olarak gosterilen 16S rDNA bolgesine

0zgl primer ¢iftleri denenmistir.
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16S tDNA (1542bp)

4—
—
27f (8-28) 1525R (1542-1522)
4—
pB (50-70) 1492R (1508-1492)

pD (518-536)

Sekil 3.1  16S rDNA gen bolgesi i¢in tasarlanmis primerler

16S rDNA gen bolgesi i¢in farkli biiytlikliiklerde amplikonlar olusturan farkli primer
kombinasyonlar1 (pB-1525R, pB-1492R, pD-1527R ve pD-1492R) (Catherine vd. 2005;
Ulrike vd. 1989; Escalante vd. 2001). Calismamizda denemis oldugumuz bu primerlerin
dizileri ve beklenilen iirtin biiyiikliigii ayrintili olarak Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Bu
primerler bazi alinlarak yapilan optimizasyon ¢alismasinda 1. primer ¢ifti (pB, 1525R)
ile yapilan denemelerde herhangi bir bant elde edilememistir. En ideal PCR {iriinii
sergileyen 2. primer ¢ifti (pB, 1492R) ¢aligmanin ilerleyen asamalarinda kullanilmak

lizere segilmisgtir.

Cizelge 3.2 16S rDNA gen bolgesi i¢in tasarlanmis primerler, baz dizileri ve PCR

reaksiyonu sonucunda olusan iiriinlerin biiyiikliikleri.

Primer Sekans Beklenen Uriin biiyiikliigii
. pB (50-70) 5’ TAA CAC ATG CAAGTCGAACG ¥ 1495bp
1525R 5 AAG GAG GTG ATCCAGCCG CA 3’
) pB (50-70) 5’ TAA CAC ATG CAA GTC GAACG ¥ 1458bp
1492r 5 TACCTT GTT ACGACT T3
3 pD (518-536) 5’ CAG CAG CCG CGG TAATAC 3’ 1027bp
1525R 5" AAG GAG GTG ATCCAGCCGCA 3’
4 pD (518-536) 5’ CAG CAG CCG CGG TAATAC 3 990bp
1492R 5" AAG GAG GTG ATCCAGCCG CA 3’
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Sonug olarak, ARDRA c¢alismasinda 16S RDNA gen bolgesini ¢ogaltmak amaciyla;
E.coli 16S rDNA’sinda sirastyla 50-70 ve 1492-1508 pozisyonlarina karsilik gelen ve
Gram-pozitif ve benzer bakterileri hedef alan pB 5°d TAA CAC ATG CAA GTC GAA
CG 3’ ve 1492R 5°d TAC CTT GTT ACG ACT T 3’ primer ¢ifti kullanilmistir.

3.2.6 PCR amplifikasyonu ve optimizasyonu

Laktik asit bakterilerine ait 5 genus’u temsilen se¢ilen 5 adet sus (E. faecalis OZ1, P.
acidilactici/cereviciae ATCC 666, Leu. mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061, Lc.
lactis OZ1 ve Lb. plantarum DSM 20174) fizerinden optimizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. Bu optimizasyonda gz Oniinde bulundurulan temel parametreler
arasinda PCR reaksiyonlarinda kullanilacak MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesi yer
almaktadir. PCR reaksiyonlarinda kullanilacak MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesi
icin 2 farkl protokol denenmis (Cizelge 3.3) ve “Gradient PCR thermocyler/Eppendorf”
cihazinda, detaylar1 asagida verilen amplifikasyon gerceklestirilmistir. Bu program; her
biri kendi i¢inde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 58°C’de 1 dakika primer baglanmasi
ve 72°C’de 1 dakika 45 saniye uzama basamaklarindan olusan toplam 34 dongiiden
olusmaktadir. Son olarak 72°C de 10 dakika ilave bir uzama basamagi yer almistir. 16S
PCR caligmasi i¢in protokol 2 secilmis ve agaroz jel elektroforezi % 1.5 agaroz iceren

jellerde aynen RAPD protoliinde oldugu gibi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3 PCR reaksiyon karisimlari

Reaksiyon Bilegimi Protokol No. 1 Protokol No. 2
(n) (u)
Su 11 14
DNA (1:10 seyreltilmis) 6 6
5X KCI Colorless Buffer 5 5
MgCl, (25 Mm) 6 3
dNTP (2.5 Mm) 4 4
168 ileri primer (10 pmol) 6 6
168 geri primer (10 umol) 6 6
Taq DNA polimeraz (50 iinite) 6 6
Toplam Hacim(ul) 50 50
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3.2.7 Kullanilan restriksiyon enzimleri (RE)

Calismada Sspl, Nhel, Kpnl, Hinfl, Hindll, Haelll, Mspl, Taql, Pstl, ve Pael
restiriksiyon enzimleri bes farkli genusa ait birer Ornekle denenmistir. Bunlarin
arasindan kesim noktasina sahip olan 7 tanesi (Hinfl, Hindlll, Haelll, Mspl, Taql, Pst1,
ve Pael) caligmadaki 148 adet susun ARDRA analizleri i¢in kullanilmistir. Kullanilan
restriksiyon enzimleri, baz dizilisleri ve optimum calistiklar1 sicaklik degeri Cizelge

3.4’ de verilmistir.

3.2.8 Restriksiyon enzimleri ile kesim

Restriksiyon enzimi ile kesim isleminin gergeklestirebilmesi i¢in Cizelge 3.5’de
belirtilen protokol takip edilmistir. Enzim ile muamele edilen numuneler enzimin
calistig1 sicaklikta 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra restriksiyon
endoniikleazlarin aktivitesini sonlandirmak amaciyla PCR tiipii 70°C’de 15 dakika
bekletilmistir. Kesime ugramis DNA fragmanlart % 1.5 lik agaroz jelde daha once

anlatilan prosediirler takip edilerek gozlemlenmistir.
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Cizelge 3.4 ARDRA c¢alismalarinda kullanilan restriksiyon enzimleri, kesim noktalari
ve optimum ¢alistiklar1 sicaklik degerleri

Kullanilan RE* Kesim noktasi Ton inkizl.bas?fon

5,3’ suresi
1 Haelll gg’ g’:g gg 37°C 3 saat
2 HindIll NP 37°C 3 saat
3 Hinfl g::gATAI\II\I Aigg 37°C 3 saat
4 Mspl GG o 37°C 3 saat
5 Pael 28%‘} X%A(C}g 37°C 3 saat
6 Psl gg T A%CGATA gg 37°C 3 saat
7 Tagl gtxg 8{%:;: 65°C 3 saat
8 Sspl g? TA[;[ AATAAT AT_ 53 37°C 3 saat
9 Nhel gg é}i ¥ é f}GC; 37°C 3 saat
10 Kpnl g::g E}CT/;A]?(;\ g :2: 37°C 3 saat

Cizelge 3.5 Restriksiyon enzim kesim protokolii

Reaksiyon Bilesimi (nD
Su 9
Restriksiyon Enzim Tamponu 2
BSA (Bovin Serum Albumin) 0.2
Enzim 0.8
16S PCR Uriinii 8
Toplam Hacim(pl) 20
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3.2.9 Sonuglarin degerlendirilmesi

Bu amag icin Gel Compar II, comparative analysis of electrophoresis patterns, version
4.1 (Applied Maths/Belgium) yazilim paket programi kullanilmistir. Agaroz Jel
tizerinde olusan bantlar KODAK Goriintileme Sisteminde goriintiilenip TIFF
formatinda depolandiktan sonra TIFF dosyalari bu software ile calisabilecek dosya
formatina donistiiriilmistiir (8 bit). Molekiiler tiplendirme yaklasimlarinda Dice,
Jaccard ve Pearson benzerlik katsayilar1 gibi elektroforetik bant temelli benzerlik
katsayilar1 sus benzerliklerinin kantitatif degerlendirilmesini saglayan dendrogramlarin
olusturulmasinda kullanilir. Calismamizda RAPD sonuglarinin degerlendirilmesinde
Pearson, ARDRA sonuglarinin degerlendirilmesinde ise Dice korelasyon katsayisi

kulanilmustir.

Genel olarak Pearson korelasyon katsayisi diisiikk benzerlik degerlerinin s6z konusu
oldugu durumlarda tercih edilir. Pearson korelasyon katsayisinin kiigiik varyasyonlarda
daha duyarli oldugu goriilmektedir. Bu katsayilar RAPD ve AFLP gibi bant
yogunluklarimin  dikkate alindigi sus benzerliklerinin kiyaslandigi tiplendirme
metotlarinda birer tercih olabilir. Bununla beraber bant yogunlugun yaninda
cesitliliginin oldugu ve hatta yalnizca bir bandin varligi ya da yoklugunun &nemli
oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Benzerlik gosteren bantlar toplam bant profiline
uyarlanarak sonuca gidilmektedir. Bu nedenle bir ¢ok farkli bant profili sergileyen
RAPD bantlar1 arasindaki benzerlik “Pearson product moment correlation coefficient
(Pearson korelasyon katsayisi)” degeri (r) ile ifade edilip % degerine doniistiiriildiikten
sonra UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) analizi ile

kiimeleme (clustering) islemi yapilmustir.

Dice ve Jaccard korelasyon katsayilar1 bant paternlerinin kiyaslanmasinda negatif bant
eslesmeleri goéz ardi edildiginden dolay1 sadece var olan benzer bant profilleri
lizerineden bir sonuca gitmektedir. Bundan dolay1r olast tiim bant pozisyonlari
kullanilmadig i¢in benzer profillerden kaynaklanan yiiksek benzerlik orani igerir. Bu
benzerlik katsayilari arasinda kiimelendirme ol¢iimlerinde fark yoktur. Ancak Dice,
bantlarin eslesmesine énem verirken; Jaccard daha ¢ok farkliliklara dnem vermektedir

(Carrico vd. 2005). Bu nedenle 16S rDNA gen boélgesinin restriksiyon enzim profil
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bantlar1 arasindaki benzerlik “Dice product moment correlation coefficient (Dice
korelasyon katsayis1)” degeri (r) ile ifade edilip % degerine doniistiiriildiikten sonra
UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) analizi ile

kiimeleme (clustering) islemi yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1 DNA Izolasyonu ve Miktar Tayini

Calismanin ana noktasin1 ve materyalini olusturan basamak kromozomal DNA
molekiiliinlin izolasyonudur. Basarili bir izolasyonun ardindan ana materyal olarak
kullanilacak DNA molekiili diger basamaklar i¢in temel olusturmaktadir.
Calismamizda kullanmis oldugumuz 148 adet Laktik Asit Bakterisine ait kromozomal
(genomik) DNA molekiili PROMEGA Wizard Genomik DNA izolasyon Kit sistemi
kullanilarak izole edilmis ve NANODROP spektrofotometre kullanilarak DNA

konsantrasyonu ng/ul olarak Cizelge 4.1°de verilmistir.

ODyp nm, DNA molekiiliiniin absorbe edildigi dalga boyudur. Bu deger numunedeki
DNA konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilmaktadir (OD,gp da 1= 50 pl/ml
DNA). 280 nm’de okunan absorbans degeri OD,0/OD,gp oraninin belirlenmesinde
kullanilmaktadir ve teorik olarak OD,60/OD,gp degerinin 1.75-2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir. 1.75-2.0 arasinda tespit edilen OD;4/ODyg9 orant UV skaladaki
absorbsiyonun niikleik asitlerden kaynaklandigi anlamina gelmektedir. Bununla
beraber, 1.75’den daha diisiik OD60/OD,gp orani protein ve diger UV absorbe edicilerin
varligini, 2.0’dan daha biiyiik OD6y/OD5s¢ orani ise numunenin kloroform veya fenol
ile kontamine olmus olabilecegini gostermektedir. Niikleik asit saflifinin tespitinde
kullanilan bir diger 6lglim ODy60/OD73¢ oranidir ancak OD,40/OD5gp oranina gore daha

az hassas olan ve kullanilan bir degerdir.
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Cizelge 4.1 Laktik Asit Bakterilerinin DNA saflik ve miktar tayini sonuglari

BAKTERI ADI KONT 0D OD;3 op ob
(ng/pl) 260/280 260/230
Enterococus
Enterococcus avium ATCC Pasteur (RSKK 500) | 880,78 17,616 | 8,742 2,02 2,20
Enterococcus hirae 115 1507,70 | 10,955 | 15,48 2,00 2,01
Enterococcus casseliflavus NRLL 3502 1043,67 | 20,873 10,664 1,96 2,01
Enterococcus durans RSKK 05034 354,43 7,089 3,57 1,99 1,96
Enterococcus durans 51 887,07 18,550 | 14,621 | 2,03 2,03
Enterococcus durans 56 1079,77 | 19,501 13,532 | 2,03 2,08
Enterococcus durans 69 1052,43 | 19,049 | 19,53 2,00 1,94
Enterococcus durans 75 1079,42 | 15,592 | 14,856 | 2,00 2,04
Enterococcus durans 89 1400,90 | 18,223 14,045 | 2,01 2,02
Enterococcus durans 116 1547,47 | 17,925 | 15,48 2,00 1,98
Enterococcus durans 124 194,90 15,677 | 13,04 1,96 1,90
Enterococcus faecalis OZ1 34828 | 6,966 3,524 1,98 1,98
Enterococcus faecalis H 521,39 | 10,428 | 5,575 1,87 1,75
Enterococcus faecalis E27 812,24 | 16,245 | 8,143 1,99 2,07
Enterococcus faecalis EF1 484,88 | 9,698 4,944 1,96 2,08
Enterococcus faecalis ATCC 29212 237,45 24,749 | 12,205 | 2,03 2,14
Enterococcus faecalis 64 2053,43 | 25,008 | 20,904 | 2,01 1,98
Enterococcus faecalis 74 2135,02 | 24,7 22,69 1,97 1,99
Enterococcus faecalis 78 710,34 14,547 | 17,096 | 2,00 1,98
Enterococcus faecalis 79 1346,90 | 14,555 | 19,179 | 2,01 2,09
Enterococcus faecalis 80 120,72 12,95 16,02 2,03 2,05
Enterococcus faecalis 81 1280,06 | 15,617 | 12,008 | 1,93 1,91
Enterococcus faecalis 82 969,74 19,786 | 19,084 | 2,04 1,92
Enterococcus faecalis 139 820,93 11,511 10,983 | 2,01 2,07
Enterococcus faecium ATCC 6057 876,41 | 17,528 | 8,567 2,05 2,26
Enterococcus faecium F1 717,65 14,353 | 7,028 2,04 2,11
Enterococcus faecium H 357,03 7,141 3,615 1,98 2,05
Enterococcus faecium 1 673,05 17,161 | 14,171 | 1,85 1,84
Enterococcus faecium 2 715,5 14,131 | 19,096 | 2,02 2,09
Enterococcus faecium 3 689,90 13,762 | 10,859 | 2,01 2,14
Enterococcus faecium 5 1416,80 | 8,306 14,139 | 2,02 1,97
Enterococcus faecium 6 987,45 18,75 16,521 | 2,05 2,03
Enterococcus faecium 7 1982,56 | 19,51 19,562 | 2,00 1,98
Enterococcus faecium 8 1952,90 | 9,455 19,533 | 2,00 2,04
Enterococcus faecium 71 1260,60 | 15,592 | 12,806 | 2,00 2,14
Enterococcus faecium 77 41491 18,283 | 14,045 | 2,01 2,02
Lactococus
Lactococcus lactis OZ1 1949,86 | 38,997 19,107 | 2,04 2,14
Lactococcus lactis OZ2 2949,9 58,998 | 28,609 | 2,06 2,27
Lactococcus lactis OZ3 1740,43 | 34,809 | 17,216 | 2,02 2,15
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Cizelge 4.1 Laktik Asit Bakterilerinin DNA saflik ve miktar tayini sonuglari

(devam)

Lactococcus lactis OZ4 1819,22 | 36,384 17,844 | 2,04 2,17
Lactococcus lactis PK1 999,59 19,992 | 9,657 2,07 2,17
Lactococcus lactis 30 985,54 9,677 10,04 1,94 1,90
Lactococcus lactis 32 1255,55 | 15,378 | 21,104 | 2,01 1,98
Lactococcus lactis 33 1235,01 | 12,7 22,76 1,99 1,90
Lactococcus lactis 57 700,30 14,207 | 7,076 2,00 1,98
Lactococcus lactis 86 741,20 14,820 | 7,879 2,01 2,09
Lactococcus lactis 88 710,75 12,034 | 16,902 | 2,03 2,05
Lactococcus lactis 93 1280,85 | 15,117 | 12,908 | 1,99 1,81
Lactococcus lactis 94 1900,53 | 9,786 9,752 2,04 2,20
Lactococcus lactis 100 1012,02 | 13,831 10,825 | 2,01 2,03
Lactococcus lactis 102 683,90 12,111 | 14,151 | 1,89 1,84
Lactococcus lactis W1 985,46 19,709 | 9,678 2,04 2,21
Lactococcus lactis W2 2696,72 | 53,934 | 25,78 2,09 2,39
Lactococcus lactis W3 451,5 9,03 4,53 1,99 2,12
Lactococcus lactis subsp. lactis 31 700,30 14,207 | 7,076 2,00 1,98
Lactococcus lactis subsp. lactis 34 715,55 14,11 11,916 | 2,02 2,09
Lactococcus lactis subsp. lactis 35 882,10 13,652 | 11,729 | 2,01 2,04
Lactococcus lactis subsp. lactis 39 916,86 10,663 | 14,13 2,02 1,97
Lactococcus lactis subsp. lactis 62 987,75 12,525 11,821 | 2,07 2,03
Lactococcus lactis subsp. lactis 63 1480,90 | 19,502 | 11,512 | 2,03 2,01
Lactococcus lactis subsp. lactis 87 950,40 10,049 | 19,53 2,00 2,04
Lactococcus lactis subsp. lactis 99 1190,60 | 15,291 12,826 | 2,00 1,94
Lactococcus lactis subsp. lactis 103 590,00 18,328 | 14,915 | 2,01 2,02
Lactococcus lactis subsp. cremoris RSKK 01018 | 1107,95 | 22,159 10,968 | 2,02 2,08
Lactococcus lactis subsp. cremoris NRLL B634 | 1445,71 | 28,914 | 14,254 | 2,03 2,23
Lactococcus garvieae 38 790,70 10,955 | 15,48 2,00 2,02
Lactococcus garvieae 43 980,80 | 9,924 11,104 | 1,99 1,98
Lactococcus garvieae 44 1250,98 | 15,908 | 11,964 | 2,01 2,00
Lactococcus garvieae 46 1232,01 | 14,7 12,619 | 1,97 1,99
Lactococcus garvieae 58 790,10 14,734 | 7,196 2,00 1,98
Lactococcus garvieae 59 1081,18 | 14,528 | 7,119 2,03 2,09
Lactococcus garvieae 65 985,42 12,001 | 16,02 2,03 2,05
Lactococcus garvieae 66 1280,06 | 15,617 | 12,08 1,93 1,81
Lactococcus garvieae 67 950,25 9,687 9,114 2,04 2,20
Lactococcus garvieae 83 993,53 12,973 10,813 | 2,01 2,17
Lactococcus garvieae 84 872,25 17,601 | 12,111 | 1,95 1,84
Lactococcus garvieae 85 715,56 14,39 11,116 | 2,02 2,09
Lactococcus garvieae 90 381,16 13,12 11,819 | 2,01 2,04
Lactococcus garvieae 91 1415,85 | 11,36 12,113 | 2,02 1,97
Lactococcus garvieae 92 785,57 12,555 | 10,011 | 2,05 2,03
Lactococcus garvieae 95 775,55 19,501 12,002 | 2,03 2,08
Lactococcus garvieae 96 955,433 | 9,949 9,513 2,00 2,14
Lactococcus garvieae 97 769,69 15,592 | 12,536 | 2,00 2,14
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Cizelge 4.1 Laktik Asit Bakterilerinin DNA saflik ve miktar tayini sonuglar1

(devami)

Pediococcus

Pediococcus acidilactici NRLL B4958 1087,77 | 21,755 | 10,621 | 2,05 2,23
Pediococcus acidilactici W2 952,43 19,049 | 9,53 2,00 2,14
Pediococcus acidilactici W4 1279,62 | 25,592 12,806 | 2,00 2,14
Pediococcus acidilactici PBF 1414,13 | 28,283 14,045 | 2,01 2,22
Pediococcus acidilactici W3 547,77 10,955 | 5,48 2,00 2,08
Pediococcus acidilactici W1 983,83 19,677 | 10,04 1,96 1,90
Pediococcus pentosaceus DT1 710,34 14,207 | 7,096 2,00 1,98
Pediococcus pentosaceus DT10 1741,23 | 34,825 17,179 | 2,03 2,29
Pediococcus pentosaceus KS2 610,72 12,214 | 6,02 2,03 2,05
Pediococcus pentosaceus TK3 280,86 5,617 2,908 1,93 1,81
Pediococcus pentosaceus KPR 989,28 19,786 | 9,684 2,04 2,20
Pediococcus pentosaceus TS1 1092,53 | 21,851 10,883 | 2,01 2,17
Pediococcus pentosaceus ST3 383,05 7,661 4,151 1,85 1,74
Pediococcus pentosaceus BY 1 1715,5 34,31 17,016 | 2,02 2,19
Pediococcus pentosaceus P1 1188,1 23,762 11,849 | 2,01 2,14
Pediococcus pentosaceus P7 416,81 8,336 4,13 2,02 1,97
Pediococcus pentosaceus P20 910,36 18,207 | 9,184 1,98 1,90
Pediococcus pentosaceus A9 816,14 16,323 | 8,053 2,03 2,10
Pediococcus pentosaceus A12 863,25 17,265 8,6185 | 2,005 2,00
Pediococcus pentosaceus DH2 331,92 6,638 3,379 1,96 1,92
Pediococcus pentosaceus DH3 2488,49 | 49,77 24,389 | 2,04 2,28
Pediococcus pentosaceus PH2 1096,31 | 21,926 10,895 | 2,01 2,13
Pediococcus pentosaceus W1 2209,87 | 44,197 | 21,994 | 2,01 2,03
Pediococcus pentosaceus W2 1417,9 28,358 13,684 | 2,07 2,27
Pediococcus pentosaceus OZ1 1082,98 | 21,66 10,74 2,02 2,14
Pediococcus pentosaceus OZ2 2022,51 | 40,45 20.178 | 2,00 2,12
Pediococcus dextranicus 2N 1P 2235,02 | 44,7 22,69 1,97 1,99
Pediococcus dextranicus 2N 10P 1479,07 | 29,581 14,542 | 2,03 2,08
Pediococcus cereviciae ATCC 666 2253,88 | 45,078 | 21,964 | 2,05 2,28
Leuconostoc

Leuconostoc lysis Ly 122891 | 24,578 | 11,698 | 2,05 2,32
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 590,05 11,801 | 5,922 1,99 2,25
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 1309,61 | 26,192 | 13,435 1,95 1,69
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 1773,96 | 35479 | 17,264 | 2,06 2,22
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 2905,77 | 58.115 28.399 | 2,05 2,06
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 2039,86 | 40,797 | 19,81 2,06 2,38
Lactobacillus

Lactobacillus acidophilus RSKK 03037 1745,57 | 34,911 17,127 | 2,04 2,08
Lactobacillus buhnerii NRLL B1837 839,17 16,783 | 8,541 1,96 1,78
Lactobacillus cremoris RSKK 708 2256,28 | 45,126 | 22,956 | 1,97 1,95
Lactobacillus fermentum NRLL B585 680,54 13,611 6,634 2,05 2,09
Lactobacillus maltoramicus NRLL 148532 552,13 11,043 | 5,641 1,96 1,64
Lactobacillus paraparacasei STL 1062,73 | 21,255 10,621 2,00 2,04
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Cizelge 4.1 Laktik Asit Bakterilerinin DNA saflik ve miktar tayini sonuglar1
(devami)

Lactobacillus pentosus CG 1371,65 | 27,433 13,846 | 1,98 2,05
Lactobacillus rhamnasus TK2 1622,08 | 32,442 | 16,497 | 1,97 1,77
Lactobacillus brevis OZ1 532,67 10,653 | 5,553 1,92 2,21
Lactobacillus brevis NRLL B21 2551,93 | 51,039 | 25,054 | 2,04 2,33
Lactobacillus caseii RSKK 706 1834,66 | 36,693 | 18,119 | 2,03 2,21
Lactobacillus caseii CG1 1174,28 | 23,486 | 11,438 | 2,05 2,20
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 15823 31,646 16,432 1,93 1,69
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 351,71 7,034 3,475 2,02 2,06
Lactobacillus helveticus AU 1904,32 | 38,086 | 19,316 | 1,97 1,73
Lactobacillus helveticus HU 1241,56 | 24,831 12,331 2,01 2,00
Lactobacillus plantarum 7111 1370,13 | 27,403 13,68 2,00 2,07
Lactobacillus plantarum DSM 20174 1945.,61 | 38,912 19,623 1,98 2,00
Lactobacillus plantarum DSM 20246 446,28 8,926 4,545 1,96 2,00
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 2824,04 | 56,481 | 28,266 | 2,00 2,14
Lactobacillus plantarum 37 1900,93 | 38,019 | 19,033 | 2,00 2,18
Lactobacillus plantarum 73 1208,3 24,166 | 12,002 | 2,01 1,83
Lactobacillus plantarum 215 L 1658,63 | 33,173 16,752 1,98 1,92
Lactobacillus plantarum 23 1449,19 | 28,984 15,711 1,84 1,61
Lactobacillus plantarum CG4 1589,57 | 31,791 16,084 1,98 1,91
Lactobacillus plantarum 1193 698,82 13,976 | 7,277 1,92 1,59
Lactobacillus plantarum CG 1144,19 | 22,883 | 11,680 | 1,95 1,75
Lactobacillus plantarum APKS2 1473,85 | 29,477 | 14,687 | 2,01 2,18
Lactobacillus plantarum PYN 1779,14 | 35,583 17,592 | 2,02 2,10
Lactobacillus plantarum BF2 591,82 11,836 | 6,114 1,94 1,80
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4.2 Kromozomal DNA nin Agaroz Jel Elektroforezi

Promega Wizard DNA izolasyon kit kullanimi ile bes farkli cinsten se¢ilmis birer sustan
izole edilen ve elektroforezi % 1 agaroz igeren 0.02 pl/ml EtBr eklenmis jellerde
yapilan kromozomal DNA molekiillerine ait agaroz jel goriintisi (Sekil 4.1).
Calismada kullanilacak tiim suslarda yaklisik 10 kb biiytikliigiinde kromozomal DNA

goriintiisii elde edilmistir.
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Sekil 4.1 Calismamizda kullanilan bes farkli cinslerden secililmis birer susa ait
kromozomal DNA goriintiisii. M: Supercoiled DNA ladder (bp), 1: E. faecalis
OZ1, 2: P.acidilactici cereviciae ATCC 666,3: Leu. mesenteroides subsp.
cremoris; 4: Lc. lactis OZ1, 5:Lb. plantarum DSM 20174
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4.3 ARDRA Uygulamalar
4.3.1 PCR amplifikasyonu:

Izole edilen genomik DNA’lar, evrensel 16S primerlerin (E.coli 16S rDNA’sinda
sirastyla 50-70 ve 1492-1508 pozisyonlarma karsilik gelen ve Gram-pozitif ve benzer
bakterileri hedef alan pB 5°d TAA CAC ATG CAA GTC GAA CG 3’ ve 1492R 5°’d
TAC CTT GTT ACG ACT T 3’ primer c¢ifti) kullanimi ile PCR islemine tabii
tutulmustur. PCR reaksiyonu 6n denemeler sonucu belirlenen en uygun amplifikasyon

iceriklerine sahip toplam 50 pl’lik reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistir.

PCR c¢alismasinda kullanilan protokol her biri kendi icinde 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon, 58°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 72°C’de 1 dakika 45 saniye
uzama basamaklarindan meydana gelen toplam 35 dongiiden olugsmaktadir. Son olarak
72°C de 10 dakika ilave bir uzama basamagi yer almistir. Karisim 4°C ye getirildikten

sonra elektroforez islemi gerceklestirilene kadar -20°C de bekletilmistir.

1458 be¢’lik 16S-PCR DNA iirtinleri daha sonra 0.02 pl/ml EtBr iceren % 1.5’lik agaroz
jellerde her bir primer igin esit siire zarfinda yiiriitiildiikten sonra KODAK jel
goriintiileme cihazinda jellerin goriintlisii alinmis ve bilgisayar ortamina aktarilmistir.
Calismamizda kullanilan bes farkli cinslerden se¢ililmis birer susa ait amplifiye edilen
16S rDNA bdélgesinin jel goriintiiliisii (Sekil 4.2). Calismamizda kullanilan tiim suslarda
beklenen PCR iiriinii biiyiikliigiine karsilik gelen yakligik 1500 bp biiytikliigiindeki bant

elde edilmistir
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Pediococcus acidilactici cereviciae ATCC 666

F=>
<
—
]
o
9
=
<
Z
a
v
=
j= ¥
o,
O
=]
S

Enterococcus faecalis OZ1
Lactobacillus plantarum DSM 20174

Lactococcus lactis OZ1

3000

1500

1000

500

100

Sekil 4.2  Calismamizda kullanilan bes farkli cinslerden segililmis birer susa ait
amplifiye edilen 16S rDNA bdélgesinin jel goriintiilesii M: 100bp plus DNA
ladder (bp), 1: E. faecalis OZ1, 2: P. acidilactici cereviciae ATCC 666,3: Leu.
mesenteroides subsp. cremoris; 4: Lc. lactis OZ1, 5: Lb. plantarum DSM

20174
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4.3.2 Uygun restriksiyon enzimleriyle kesim

16S-PCR DNA iiriinlerinin kesim islemi 6n denemeler sonucu belirlenen en uygun
restriksiyon enzimleri ile (Haelll, Hindlll, Hinfl, Mspl, Pael, Pstl, Taql) toplam 20
ul’lik reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistir. Kesim iirtinleri 0.02 pl/ml EtBr igeren
% 1.5’lik agaroz jellerde her bir primer i¢in esit siire zarfinda ytriitiildiikten sonra
KODAK jel goriintiileme cihazinda jellerin goriintiisii alinmis ve bilgisayar ortamina

aktarilmistir (Sekil 4.3 - 4.37).
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Sekil 4.3 Enterococcus suslarina ait 16S rDNA PCR iiriinlerinin Haelll enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlarin % 1.5 agaroz jel
tizerindeki goriintiisii
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100 bp DNA ladder

Sekil 4.4 Lactococcuss suglarina ait 16S rDNA PCR iirlinlerinin Haelll enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlarin % 1.5 agaroz jel
tizerindeki goriintiisii
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Sekil 4.8  Enterococcus suslarina ait 16S rDNA PCR iiriinlerinin HindlIll enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlarin % 1.5 agaroz jel
tizerindeki goriintiisii
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Sekil 4.10 Pediococcus suslarina ait 16S rDNA PCR iirlinlerinin HindIIl enzimi ile

1 tizerindeki goriintiisii

Jc

lusan bantlarin % 1.5 agaroz
73

1mi1 sonucu o

kes



<Z0

[Z0 wno

1901 ANSY !
69FE TTUN Wnon.yxap

.Qm_n_:z v.\um:_-: FUasa ..-C._._,.C_:C.v:&q
‘dsqns sapro.iajuasau ;
‘dsqns saprodajuasau .

L4 .Q,f.ﬁ_:t S2PIOL2]UISIU DOISOUOINAT

‘ds qns $aplodajuasatl J0)SOU0INIY

v..__.J..__._ﬁ 201500, :__L;u
[onuoy
Jappe YN dq 001

Sekil 4.11 Leuconostoc suslarina ait 16S rDNA PCR fiiriinlerinin HindIIl enzimi ile

kesimi sonucu olusan bantlarin % 1.5 agaroz jel lizerindeki goriintiisii
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Sekil 4.13 Enterococcus suslarina ait 16S rDNA PCR iiriinlerinin Hinfl enzimi ile kesimi sonucu olusan bantlarin % 1.5 agaroz jel
tizerindeki goriintiisii
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4.3.3 Dendogram ve Benzerlik indeksinin Olusturulmasi

ARDRA uygulamalar1 neticesinde elde edilen bantlar arasindaki benzerlik ise “Dice
product moment correlation coefficient” degeri (r) ile ifade edilip % degerine
dontstiiriilmiistiir. UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages)
analizi ile kiimeleme (clustering) islemi yapilarak neticede tiir i¢i ve tiirler arasindaki

genetik benzerlik ayr1 ayr1 dendogramlar olarak gosterilmistir (Sekil 4.38 -4. 77).
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SRR R R R R R R R R R R E R R R R RN
Enterococeus faecalis 139 100
Enrerococens facoalis §1 100 100
Enmterococcus durans 116 §57 B8 100
Enteracoceuy durany 134 §57  8ST 10 100
Enterococeny durans 69 K57 RET 104 100 100
Enterococcns durans 75 BSTOBST 100 100 100 100
Enterococcus durany §9 KET OBST 10 0D 160 100 100
Enterococcus faccalis 14 B8 85T 100 10D 100 100 10D 100
Enterococcus faccalis 79 857 BST WM 0D 100 100 00 100 10
Emterococeus faecalis §2 BST OBST 1M 0D 100 1 100 100 1 1o
Bnreroceroid fieclon'l BSTOBST 10 100 100 100 100 100 W0 100 100
Enterncoceus faccium 2 BT OEST 10 10D 100 100 100 100 100 100 100 100
Enmterococens faccium 3 ST OBST 100 ADD 100 100 LTLTCR 1T T TR (VTS T [T 111
Emterococens faecium 5 BET ST 100 00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Enteracoccus faccium 6 $57  BST 100 10D 100 100 0 100 100 100 100 100 100 100 100
Enterococeus faecium 7 857 BST 100 100 100 104 00 100 100 100 100 100 100 100 {00 100
Enmterococeus faccium 71 H57  BST 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 106 100 100 100
Enterococcus faccium 77 H57  BST 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 106 100 100 100 100
Enterococeus faecium 8 857 RST 100 100 100 104 00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 (00 100 100
Eunteracoccus faeclum ATCC 6057 857 BST 1M D0 100 100 100 106 100 160 100 100 100 100 100 160 100 100 106 100
Enterncoceus faccium H B5T  BST 10 100 100 160 100 100 100 160 100 60 100 106 DB 180 100 100 160 100 100
Enterococeus hirae 115 750 750 BRT O BS7 857 857 BS7 857 £87 R&T 857 R8T RET 857 BET BS7 857 8E7 857  8R7 R8T 100
Enteracoceus avinm ATCC Pasteur 750 TS0 #57  B&7 HA7 887 B&T BST R8T BST #57 R8T R8T 887 BS7 A&7 887 B&T 887  R57 85T TS0 100
Enterococens casseliflavuy NRLL 3502 TEO 750 KST  BRT  BAT  BRT  BRET  BST  BST BT MAT  BST BT BAT  BET AT MR BAT  BAT  BST  BRT TS0 100 100
Enterococeus durans RSKK 05034 750 750 ST BST  MST M7 BST  BST  HST  BST  MST  BST7  BST WS BST  BST ST ST WST  KST  KSET 750 100 100 100
Enterococeus favcalis 64 756 750 857 BST  RST  BST  RST  BST  RST  BST  BST  BST RS BST  R&T  BST K57 BST  BST  RST  RST TS0 100 100 100 10
Enterncoceus faccalis T8 750 750 887 BST  BST  ST0 BST 85T 8ST  BST 857  BST  BST 857 ST  8ST 857  RS7 85T K57 EST 750 100 100 100 100 100
Enterococeus faccalis 81 TE0 TS0 85T BAT  BAT SN0 BST 85T BST BST 857 BST  BAT 85T 857 B&T 857 BST  BST 85T BST TS0 100 100 100 M0 100 (60
Enteracoceus faccalis ATCC 20212 750 750 $ST  BS7  BST ST ST NST ST BST #5757 BST  MST  RST  MST  BST  BS7 85T NST  EST 7500 100 100 100 100 100 100 10D
Entercocens faecalis E27 750 750 857 BST ST 570 BST 857 857 857 857 857 BST W57 857 857 857  BST 857 857 ST TS0 100 100 100 00 100 100 160 100
Enteracoveus faccalis EFI 750 750 BST  RBST BST S0 RST  MST  BST  RST  HST  BST  BET RS BST  MST  RST  RST  BST  BST BT 7540 (LU [T [T R (1] 100 LR (] 100 1
Enteracoceus faccalis H 750 750 BST  BST  BST ST BST  BST  HS7  BST  MST  BST  RST  BST  BST  RST  8ST  RST  BST K57 BST TS0 10 100 100 M0 100 160 10 100 10 100
Enterococeus favcatis OL1 750 75 KST O BST  BST ST BST 857  BST BT 857 857 ST0 51 ST ST S0 ST0 857 BST BST TS0 10 100 100 10 100 100 10 100 10 100 100
Enterococeus faceium F1 750 TS0 BST  BST  BST  BST  BST  BST  BST  BST  BST  BST  BST  BST BT BST 85T BST  BST  BST  BST TS0 100 10D 100 100 160 160 100 100 100 100 100 100
Enterococcus durany 51 400 400 S0 SO0 SO0 SO0 S0 S0 500 SO0 SO0 SO0 S00 S0 SO0 SO SO0 SO0 SO0 SO0 SO0 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 100
Enterococens durany 56 400 400 500 S0 500 SDO SO0 500 SO0 SO0 S0 SO0 S0 SO0 SO0 S0 500 SBO SO0 S0 SO0 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400 100 100

Sekil 4.40b Enterococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.42a Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 36 adet Enterococcus suslarina ait dendogram
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Lactococeus garvieae 68 66,7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 W00 SO0 KOO0 L0 HOO 667 667 66.7 66.7 667 57 100100 100 100 1
Lactococcus garvicae b6 667 667 6.7 667 667 66.7 667 66.7 667 66.7 66.7 RO R0.0 00 BO.O 800 667 66.7 66.7 66.7 66.7 100 100 100 160 1N 100
Lactococcus garvieae 67 667 667 6.7 667 667 66.7 667 66.7 66T 667 66.7 BOO HO.0 00 BOO BOO 667 667 667 66.7 667 S 100 100 104 160 100 100D 100
Lactococous gurvieae §3 66,7 66,7 66.7 667 66.7 66.7 66.7 66.7 667 667 667 KOO 0.0 KOO KOO RO0 66.7 667 66.7 66,7 667 & 100 100 100 100 100 10D 100 TN
Lactococcus garviear §4 66,7 66,7 66.7 667 66.7 66.7 66.7 66.7 66.7 66,7 66.7 B0 0.0 H0.0 EO0 SO0 667 667 66.7 667 667 5 100 100 100 100 10 160 100 100 100
Lactococcus garvieae 85 66,7 66.7 66,7 667 66.7 66.7 66.7 66.7 6T 667 66.7 800 80,0 800 BO0 800 667 667 66.7 667 667 00100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactococcirs garvieae W 66.7 667 66.7 667 66.7 66.7 667 66.7 667 66.7 66.7 KOO 80.0 800 B0 BO0 667 66.7 66.7 66.7 66.7 100 100 100 160 100 100 100 104 100 100 B0
Lactococcus garvieae 91 66.7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 667 66.7 66.7 66.7 66.7 B0 B0 H0.0 FO0 B00 66.7 667 66.7 66.7 66.7 100 100 100 160 1 10 100 [ 100 100 180 100
Lactococcus garvieae 91 66.7 66.7 06.7 667 66.7 66.7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 WO B0.0 H00 ED.D BO0 667 66,7 66.7 66.7 667 ST, 100 100 14 160 100 100 100 100 10D 10D 1D 10D 100
Lactococous garviear 95 66,7 667 66.7 667 667 667 667 66.7 667 667 667 0O HOO KOO OO BOD 667 667 667 667 66T & 100 100 100 FR0 100 10D 100 J00 100 100 B0 100 100 1on
Lactococeus garvieae % 66.7 667 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 66.7 66.7 ROO 80.0 800 BOO 800 667 66.7 66.7 66.7 66.7 100 100 100 160 100 160 100 100 10D 10O 160 100 100 100 100
Lactococcus garvieae 97 667 667 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 667 66.7 HO.O RO.0 BOO KOO BOO 667 66.7 66.7 66.7 66.7 100 100 100 160 100 100 100 100 KO0 100 160 100 100 100 100 100
Lactococcus Taciis 044 66.7 667 06.7 667 66.7 66.7 667 66.7 66T 66.7 66.7 SO0 S0.0 BO.0 B0O 8O0 667 667 66.7 66.7 667 § 100 100 100 160 100 160 100 100 100 100 160 100 100 100 100 100 10
Lactococcus lacris 33 66.7 667 067 66.7 66.7 66.7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 HOO H0.0 BOO BO.O BO0 667 66.7 66.7 66.7 66.7 100 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 Q00 100 100 100 100 100 1 100
Lactococcis lactis 57 66.7 667 66.7 667 667 66.7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 KOO B0.0 B00 B0O 800 667 66.7 66.7 66.7 667 5 100 100 100 TR0 100 160 100 100 K00 100 Tk 100 100 100 100 100 1 100 100
Lactococcus lactis 86 66,7 667 66.7 667 667 66.7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 KO0 H0.0 OO BOO 800 667 66.7 66.7 66.7 66.7 100 100 100 EBG 100 160 100 100 100 100 160 100 100 B 100 100 16 100 100 100
Lactococcus faciis OF1 66,7 667 66.7 66,7 667 66.7 66.7 667 66.7 667 66.7 SO0 80.0 H0.0 B0O0 B0 66.7 667 66.7 667 667 100 100 100 100 100 J00 100 1 100 100 160 100 100 100 100 100 100 100 100 [0 100
Lactococcus factis PKI1 667 667 667 667 667 667 667 667 667 66.7 667 H0.0 H0.0 800 B0.0 800 667 66.7 66,7 66.7 66.7 0 100 100 1M 100 100 100 100 P00 10D DD RDA 100 JO0 10D 100 M 10D 100 KM 0D 10D
Lactococens bactis 32 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 333 400 4000 400 200 0.0 667 667 667 667 66T 0.0 500 0.0 S00 500 S0 S04 508 S0 100 100 500 500 500 S0 500 500 100 200 100 S0.0 S0 10

Sekil 4.46b Lactococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Lactococcus garvieas 46 100
Lactococcus garvieas S8 100 100
Lactococcus garvieae 59 00 100 100
Lactococcus garvieae 91 W0 100 100 100
Lactococcus garvieae 92 W0 100 10 ton 100
Lactecoccus lactis 32 00 100 LM 10D 100 100
Lactococcus lactiv subsp, facris W1 100 100 100 100 (00 100 100
Lactococcus lactis subsp. lactis W1 W00 100 100 106 100 100 100 100
Lactococcus lactis subsp. facris W3 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactacoccus garvieae 38 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 100
Lactococcus garvieae 43 66.7 667 66.7 667 667 667 667 667 667 10 100
Lactococcus garvieae 44 66.7 66.7 66,7 667 667 667 667 66.7 667 100 100 100
Lactococeus gurvieae 65 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100
Laclococcus garvicas 66 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100
Lactococcus garvieae 67 66.7 66.7 66.7 667 66.7 667 66.7 66.7 667 100 100 100 100 100 100
Lactococcus garvieae 83 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 66.7 10K 100 100 100 100 100 100
Lactacoccus garvieas $4 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactococcus garvieae 85 667 66.7 66.7 667 067 667 66.7 66.7 66.7 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactococcus garvieae 90 66.7 667 66,7 667 66,7 667 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 1K 100 100
Lactacoccus garvicas 95 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100 K00 100 100
Lactococcus garvieas 96 66.7 667 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 10D 100 100 100 100 100 100
Lactococcus garvieae 97 6.7 66.7 667 66.7 667 667 667 66.7 66.7 100 100 100 100 100 10 100 100 100 100 100 [00 100
Lactococcus lactis 124 66.7 667 66.7 66.7 66.7 667 66.7 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactococcus lactis 100 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 100 10D 100 100 100
Lactococcus lactis 102 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactecoccus factis 30 66.7 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 66.7 66T 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 100 1060 100 100
Lactococcus lactiv 33 66,7 66,7 667 66.7 66,7 667 667 66,7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10 100 100 10
Lactococcus luctis 57 66,7 66,7 667 66,7 66,7 667 66,7 66.7 667 160 100 100 100 100 100 100 10 100 100 100 100 10D 100 1M 100 100 100 100
Lactococcus lactis 86 6.7 66.7 667 66.7 667 667 667 66.7 66T 10 100 100 100 100 160 100 100 100 100 100 100 100 100 1 100 100 1Me 100 100
Lactococcus lactis 48 66.7 66.7 667 667 667 66.7 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100 00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactacoccus factiy 93 66.7 66.7 66.7 667 667 667 66.7 66.7 667 100 100 100 100 (00 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactacoccus lactis 94 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 0D 100 100§D 10D 100 100 10D 100 100 100 100 100 100 100
Lactococcus lactls OZ1 66.7 667 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactococcus lactis (V2 66.7 667 66.7 667 66,7 667 667 66.7 66T 1 100 100 100 104 P00 100 100 100 100 100 100 §00 100 10 100 100 1 100 100 100 [ 100 100 1
Lactococcus lactis OZ3 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
FLaetecoceas lactis PK1 66.7 667 66.7 66.7 667 667 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 1 100 100 100 1R 100 100 1 100 100
Lactococens factis subsp. cremorfs NRLL B6M 66,7 667 667 667 667 66.7 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 o0
Lactococens fuctis subsp. cremoris RSKK 01018 66.7 66,7 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 {00
Lactococcus luctis subsp, factis 103 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 100 100 100 100 100 100 100 jg0 jon 100
f.urrm'mru‘hﬂ)xnubﬂp.‘arﬁa}' 66,7 667 667 66.7 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1N 10 100 10 100 TR0y jon 100 100
Lactacoccus lactis subsp. factis 34 66.7 667 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 10D jg0 100 100 100 100
Lactacoccus luctis subsp. lactis 35 66.7 66.7 667 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10D 100 100 100 100 104 100 100 100 00 100 100 100 100 100
Lactococcus lactis subsp, lactis 39 66.7 66.7 66.7 667 667 66.7 667 66.7 66.7 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 (00 100 100 100 108 100 100 100 100 104 100 100 100 qo0 100 100 100 100 100 100
Lactovacens lactis subsp. factis 62 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 (00 100 100 100 100 100 100 100 (00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactacoccus lactis subsp, lactis 63 66.7 607 66.7 667 667 66.7 667 66.7 667 100 100 100 100 104 100 100 100 00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 00 100 100 100 100 104 100 100 180 100 00 100 00 100 100 (00 100 100
Lactacoccus lactis subsp., lactis 87 66.7 66.7 66.7 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 0D 100 100 100 100 100 100 100 100 yg0  j00 100 100 100 100 10D 100 100 100
Lactaceceus factis subsp. lactis 99 66.7 667 667 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 106 100 100 106 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 160 100 100 100 gou 100 100 100 100 100 100 100 190 100 100
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Lactocaccus lactis subsp, factis 87

100
#9.5
e
W47
T
4.7
.7
W7
9.7
1.3
87.2
LR
889
857
B89
889
9.9
857
BaT
84.2
LTS
87
857
BEY
857
85T
800
814
824
889
889
857
850

%8
84.9
84,9
814
882
(L8]
70
6.5

Lactococcus factis 100

100
974
95.0
95.0
95.0
95.0
95.0
95.0
9.7
§7.8
§9.5
89.5
86.5
§9.5
§9.5
923
£6.5
86.5
85.0
§12
91.9
86.5
86.5
91.9
86.5
86.5
£8.9
889
w7
947
91.9
9.5
919
857
£0.0
&0.0
£13
B33
6.5
788
833

Lacrococcus foctiv subsp. faetis 103

oo
974
974

974
974
974
950

9.9
9.9
LE
9.9
9.9
4.7
859

872
oS
44
4.4
94.4
944
94,4
944
914
9.4
97.3
9.3
944
]
944
882
824
82,4
857
BiLI
88
RL3
8.7

Lactococcus factis M)

Lactocoveus factiv 88

1o

w10
wo - 1on
w0 1o
1o 100
1o 100
L
927 7.6
4.7 89S
04T 94T
9.9 98
94T 94T
94,7 947
974 974
919 s
9.9 BnS
G000 900
923 923
9.9 H6.5
919 865
919 RS
919 E65
919 RS
919 R6S
RO BRSO
B89 RS
94,7 947
047 W7
91y 919
90,5 9.5
99 e
857 BS7
85,7 B5.7
85,7 857
RO RHO
B33 B33
765 THS
TRE THE
B33 HA3

Lactococcus foctiv OF3

1o
1o

1o
974
917
L
94.7
9.9
4.7
94,7
974
919
LIk
L
913
9.9
6.5
RS
919
365

89
LER
94,7
7
919
S
919
857
857
§57
LR
833
605
TRE
833

Lactococeus factiy subsp., factis 39

100
100
100
7.4
927
.7
047
0.9
94.7
94,7
074
9.9
2.9
S0.0
223
9.9
2.9
.9
9.9
219
91.9
BR.Y
BR.Y9
94,7
047
IR ]
9.5
91.9
B5.7
B5.7
B5.7
KR
LER]
T6.5
TRE
778

Lacrococcus foctis subsp, factis 62

100
974
97
L
9.7
919
4.7
a7
974
919
LIR)

913
a1
a1
a9
919
919
a1
HEO
BES
94.7
947
91.9
905
a1
BS.7
B5.7

o
LER]
6
88
833

Laetocovcus factis subsp. lactis 63

o0
976
7”7
7
L2
ne
T
.7

"9
"ne
923
"
"
LAk
LRk
noe
919
RO
89
7
LN
mne
s
918
357
357
357
2RO
£33
T6S
18R
B33

Lwetocoocus foctis OF2

L]
95.2
2.3
9.3
BILS
923
9.3
950
8.5
RS
9.7
a5
BO.5
84.2
RIS
85
842
842
B6.5
LI%
92.3
913
BO.5
930
RS
B33
B33
LRSI
Bb.5
BI.1
B0
T6.5
865

Laetococcus foctiv subsp. factis 31

13
87.2
842
872
73
S0
89.5
805
87.8
90.0
89.5
.5
BOE
89.5
305
805
865
805
872
872
305
B84
8.5
8
833
833
865
811
743
76.5
Bl

Lactococcus garvicee 9

(L)

100
.1
944
944
LR
9.
971
94.7
9.9
.l
.
"1
9.
971
0.1
94,1
0.1
944
44
914
S0.0
857
90.9
0.9
0.9
LEN]
524
513
LER)
H24

Lacrococeus facris PK1

a1
100
100
973
971
7.1

973
7.1
7.1
971
971
971
a1
4.1
.1
LER)
LN}
9.4

88T
9.9
9
9y

B4
B3
219
882

Lactocovcus lactis 074

10
7.1
.0
W4
LN
L N
LR
LR}
LIN]
LN}
RR2
LN
Ml
82
0.9
e
N4
LF]
8.2
872
824
918
875
7.5
a9

T4
80.0
849

Lactococcus factis 87

100

100
973
97.1
971
94.7
973
97.1
971
91.4
971
857
91.4
04.1
4.1
944
94.4
914
9.0
85.7
90.9
0.9
90.9
4.1
2.4
813
839
BH.2

Lactococcus factis B

7.3
9.1
971
947
973
97.1
914
914
9.1
914
914
94,1
94.1
44
944
914
LX)
BAT
w09
9.9
9.9
4.1

§1.3
839
B8.2

Lactococcus lactiy 94

100
944
LR
2.3
4.7
944
4.4
RR9
044
B89
£8.9
914
RIE]
7.3
973
944
829
£8.9
882
8.2
582
a4
K00
THE
813
#5.7

Lacrococcus gurvicas 67

W1
91.9
944
4.1
94.1
941
94.1
.1
941
970
970
914
914
941

824
LIA]
375
§7.5
0.9
TRE
T4
Rt
849

Lacrococcus garvieae 92

100
919
044
4.1
04,1
0.1
4.1
94,1
4.1
w09
0.9
LR
U4
BR.2
8.2
K24
LER ]
B7.5
§7.5
o9
THR
§3.9
§6.7
B9

Lacrococcus factis 3%

10
974
919
918
o1
919
9.9
865
BEO
BR.S
895
895
865
90.5
8L1
887
B3.7
85,7
B0
778
HI.4
TR
K89

Lactococcus lactis OZF)

(101}
A
389
R0
944
B
kRO
9.4
A
0.9
LIk
RS
”%7
£33
182
882
5.2
9.4
K00
¥4
813
94

Lactococcus garvicae B3

1
1
1
(L]
10
100
a7
7.0
271
971
941
B7.2
RA.2
LR
B1.5
815
009

LAk
R6.7
B9

Lactococeus garvicas 84

(]
100
100
100

aTh
970
971
ar.1
LER]
872
HR.2
75
875
75
0.9

H3.9
6.7
#4.9

Lactocaccus garvicae 85

100
100
100
100
97.0
97.0
914
911
041
872
£8.2
875
875
875
0.9
THE
839
$6.7
£4.9

Lacrococcus garvieae 95

100
100

7.0
970
971
971
941
BT.2
882
9%
B7.5
BT.S
.9
TEE
B39
86,7
B9

Lactococeis garvieas 96

100

100
97.0
97.0
914
4
940
872
882
875
1.3
7.5
0.9
TRE
839
6.7
LER

Lactocaceus garvicas 97

100
97.0
9.0
914
9.4
94.1
7.2
882
LIRS
1.5
875
0.9
788
839
86.7
B9

Lactococcus garvicae 65

100
(oA
LN
970
B2
LK)
0.3
3.9
839
875
T5.0
L)
1R
87.5

Lactococeus garviens 66

100
.1
4.1
970
842
£4.9
0.3
839
53,9
815
75.0
Koo
B8
875

Lacrococcus factiy 102

100

100
971
3540
914
90.9
4.9
349
382
76.5
#1.3
83.9
BE.2

Lacrococcus factis subsp, factis 35

100
LA |
#5.0
914
90.9
849
84.9
842
76.5
"3
819
8.2

Lactococcus factis 93

Lactocoveus factis subsp. cremeris NRLL B634

g21
X1
L8]
L1
242
42
T8
743
Fi.2

Sekil 4.53c Lactococcus suglar1 temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi

Lacrococcus foctis subsp. factis 99

100
K13
B7.5
8.5
009
B4
£3.9
Ba.7
TER

Lactococcus garvieas 91

L
B0
819
Ti
HLE
857
9.3

Lacroceccus garviese 43

10

100
6.8
0.3
BLE
§5.7
774

Lactococcus garvieae 44

100
6.8
913
HLE
857
774

Lacrococcus factis subsp. cremeris RSKK 01018

= g &
et
EEE
RN
H E E
3 3
100

875 100

567 733 100
0.7 759 963 100
1.} 688 933 897

Lactocoorus gervicer 4

100
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Haelll Haelll

60
F70
a0
0
100

Pediococcus dextranicus 2N 10P

Pediococcus dextranicus 2N 1P

Pediococcns acidifactici NRLL B4958
Pediococcus acidifacrici PBF
Pediococcus acidifacrici W1
Pediococcus acidifactici W2
Pediococcus acidifactici W3
Pediococcns acidilactici W4
Pediococcus cereviciae ATCC 666
Pediococcus pentosacens A12
Pediococcus pentosacens A9
Pediococcus pentosacens BY'1
Pediococcus pentosacens DH2
Pediococons pentosacens DH3

ST
Pediocaccus pentosacens DT
Pediococcus pentosacens DT1O
Pediococcuws pentosacens KPR
Pediococcus pentosacens KS2
Pediococcus pentosacenus OZ1
Pediococcuws pentosacens OZL2
Pediococcus pentosacens Pl
Pediococcus pentosaceus P20
Pediococcus pentosacens PT
Pediococcus pentosacens PH2
Pediococcus pentosacens ST3
Pediococcus pentosacens TK3

Pediococcus pentosacens TS1

Pediococons pentosacens Wl

Pediococcus pentosacens W2

3 B [ e e e e e e s e e e e e e e e e e ]

112 bp

dpp_—
A00 D s e e e e e e e e e e e e e e e e

Sekil 4.54a Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Pediococens dextramicus 2N 10P 100

Pedioocens dextramicus 28 1P 100 100

Pediococens acidilaciici NRLL B495§ 5 5T 100

Pediveocens acidilactici PBF E AT A 100 100

Pedincocens acidilactici W1 ELL o kel 1

Pediococcns acidilactici W2 CIA 0 W00 100 100

Pediococens acidilactici W3 YR 100 100 1 100 100

Pedicoceus acidilactici W4 sl 571 {1} 1 1 100 1] 1

Pediocacens cerevictar ATCC 666 LT XTI 1 1 100 100 100 100 100 w1

Pediscocens pentosacens A12 511 571 T 100 1 1M [CH 100 100 100

Pediococens pentosacens A9 ST 5 100 10 10 100 100 w1 [T

Pediococens pentosacens BY | 571 571 100 1M (1] 100 1 1 1 10 1 100

Pediococens pentosacens DH2 511 s 100 100 10 100 100 w100 LT 0 100

Pediococens pentosacens DH3 LA T 5 100 100 1 100 100 w1 00 100 w0 100

Pediococens pentosacens DT AT 100 100 10 100 100 w1 00 100 [T 100 100

Pediococens pentosacens DT10 ORI 100 1 100 100 100 w1 [T w100 100 100 100

Pediococeus pentosacens KPR 571 571 100 100 100 100 W 1 10 10 100 100 104 100 100 g 106

Pediococeus pentosacens KS2 B2 57 100 100 100 100 100 w1 w100 w100 100 100 100 100 100

Pediscacens pemtosacens OF1 571 71 100 100 10 100 100 w1 [T we 10 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosicens 042 571 571 100 100 100 100 100 w1 w100 we 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococcus peatasacens P s 511 100 1M (] 100 T 1 1 TiH 104 oo (L 1oe 100 nid 100 0i 100 0o on

Pediococens pentasacens P20 571 ST 100 1o 100 100 100 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosacens P7 L AT A 100 1 100 100 100 w1 [LCU—T [T 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosacens PH2 571 571 100 100 100 100 100 w100 [T w100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosacens ST3 ST 511 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosacens TR3 E AT 8] 100 1 10 100 100 w1 [T we 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosacens TS1 CO R A 100 100 100 100 100 w100 0 100 [T 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosacens W1 700 5 100 00 100 100 100 w10 [T [T 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococens pentosucens W2 LA 100 108 100 100 104 100 100 1 106 we o 100 160 100 100 100 160 10 100 100 10 100 100 106 100 160 100

Sekil 4.54b Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.55a Hindlll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Hirndgdlll

Hindlll

Pediococcns dextranicus 2N 10P

Pediococcus dextranicus 2N 1P

Pediococcus acidilacrici NRLL B4958
Pediococeus acidilacrici PBF
Pediococcus acidilactici W1
Pediococcus acidilactici W2
Pediococcus acidilacrici W3
Pediococcus acidilacrici W4
Pediococcus cereviciae ATCC 666
Pediococcus pentosacens A12
Pediococcus pentosacens A9
Pediococens pentosacens BY'1
Pediococcus pentosacens DH2
Pediococcus pentosacens DH3
Pediococcus pentosacens DT1
Pediococcns pentosacens DTL0
Pediococens pentosacens KPR
Pediococens pentosaceus KS2
Pediococcns pentosacens OFL1
Pediococens pentosacens QL2
Pediococcus pentosacens P1
Pediococcus pentosacens P20
Pediococcus pentosacens PT
Pediococens pentosacens PH2
Pediococcus pentosaceus ST3
Pediococcus pentosacens TK3
Pediococcus pentosacens TS
Pediococcns pentosacens W

Pediococcus pentosacens W2

]

210 hp
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Pediecocens dextranicus 2N 10P

Pediococcus dextranicus IN 1P

Pedivcocens aeidilacticd NRLL B4955

Pediscocens acidilactici PRF
Pediococens acidifactici W1
Pediococeny aciditacrici W2
Pedivcocens aeidifoctici W3
Pedivcoceus acidilactici WA
Pedivcocens cereviciae ATCC 666
Pediecocens pentosacens A2
Pediococcus pentosacens AY
Pediscocens pentosacens BY 1
Pedipcoccus pentosacens DH2
Pediacacens pentavacens IHA
Pediecoceny penfovacens 1
Pediococens pentosacens DT10
Pedivcocens pentosacens KPR
Pediococens penfosacens KS2
Pediococens pentovacens O0F1
Pediococeus pentasacens OF2
Pediococcus pentosacens Pl
Pediococcus pentosacens P20
Pediococcus pentosacens PT
Pediscoccus pentosacens PH2
Pediocaceus pentosacens T3
FPediecocens pentovacens TH3
Pediococeus pentosacens TS1
Pediacocens pentosacens W1

Pedivcoceus pentosaceus W2

Pediecoceus dextranicas TN 10P

667

Pediococeus dextranicus IN 1P

66,7
6.7
66,7
66,7
6.7
667

66.7
66,7
66.7
i, T
66,7

66,7

66.7
6.7
66,7
66.7
66,7
i, T

66,7
06T

66.7

66.7

Pediococeus aclifffactici NRLL B4958

10
L
104

100

Peifiococens aciditactici PBF

Pedivcaceus actdifactici W1

Pedivcocens actdifactici W1

100

Pedipcocens acidilactici W3

[y

Pediveocens acidilactici W4

Pediecocens cereviciae ATCC 666

Pediococeus pentosaceny A12

100
100

1

Pediococeus periosacens A%

100

Pediococeus pertosacenus BY 1

Pedipcoccus pentosacens IH2

100

Peddivcoceus pentosacens DH3

Pediococens pentasacens D1

Pediseoccus pentosacens DT10

Pediococeuns pentasacens KPR

Pediococeus pentosacens KS2

100

Pediococcus pentosacens OZ1

100

Pedipcocous pentosacens Q42

Peddiovcoceus pentosacens P1

1o
e
o0
L]
i

o

Pedivcoccus pentosacens P20

Pediococeus pentosacens PT

10
104

100
10

100

Pediococeus pentosacens PH2

Pediecoccus pentosacens ST3

Pediococens pentrsacens TK3

Pediococeus pentosacens TS1

100

Peidipcoccus pentosacens W1

160

Pedipcoccus pentosacens W1

Sekil 4.55b Pediococcus suslari temel alinarak olusturulan HindIIl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Pediococcus cereviciae ATCC 666

Pediococcus dextranicus 2N 10

Pediococeus dextranicus 2N 1P

Pediococcus acidilactici NRLL B4958
Pediococeus acidilactici PBF
Pediococeus acidifactici W1
Pediococcus acidilactici W2
Pediococceus acidifactici W3
Pediococeus acidilactici W4
Pediococcus pemtosacens 412
Pediococeus pentosacens A9
Pediococcus pemtosaceus BY 1
Pediococeus pemtosacens DH2
Pediococcus pentosaceus DH3

i Pediococcus pentosacens DT
Pediococeus pentosacens DT10

Pediococeus pentosacens KPR

- | - |-

Pediococcus pentosacens KS2
Pediococcus pentosacens OZ1
Pediococcus pentosacens OF2
Pediococcus pentosaceus P11

Pediocoveus pentosacens P20
Pediococeus pemtosaceus PT

Pediococeus pentosacens PH2
Pediococcus pentosaceus ST3
Pediococcus pemtosacens TEK3

Pediococcus pentosaceus TS1

Pediococcus pemtosaceus Wl

|
|
L]
1
|
|
[
'
|
|

Pedivcoccus pentosacens W2

p
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1047 by
943 by

Sekil 4.56a Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Pediococeus cereviciae ATCC 666 100

Pedivcoccus dextranicns 2N 101 100 1

Pediococcus dextranicus 2N 1P 100 14 100

Pediacoceus acidilacticit NRLL B4958 B5.7 857 B5.7 {{T]

Pediococcus acidilactici PBF 85,7 $5.7 857 100 100

Pediscoccus acidilactici W1 B5.T 85.7 B5.7 100 100 100

Pediococcus acidilactici W2 85,7 ¥5.7 85.7 100 100 104 100

Pediacoccus acidilactici W3 857 $5.7 857 100 1 100 100 100

Pediococeus acidilactici W4 RS 857 B5.T 100 10 100 1 100 104

Pediococcus pentovaceus A12 857 $5.7 85.7 100 100 100 100 100 100 100

Pediococcus penfovacens A9 BET 887 HET o0 100 104 10 100 104 10 100

Pediococcus pentosacens BY' 1 857 85.7 857 L[] 100 104 1 1 104 100 ({1} 10

Pediococcus pentosacens DH2 857 #5.7 857 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100

Pediococeus pentosacens DH3 85,7 $5.7 857 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediacoccus pentosaceus DT 85,7 $5.7 857 100 100 104 100 100 104 100 100 104 100 100 104

Pediococcus pentosacens T 85.7 85.7 857 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100

Pediacoccus pentosacens KPR 857 88,7 85.7 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 10 100 100 100

Pediacoceus pentosacens KS2 857 85,7 H5.7 100 10 100 100 100 104 LL] [} 100 100 1 1M 100 {1} 100

Pediococcus pentosacens OF1 857 $5.7 857 ] 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100

Pediacoccus pentosacens OZ2 857 #5.7 857 100 100 100 100 100 1040 100 100 100 100 100 104 100 100 104 100 100

Pediococeus pestosacens P1 857 857 B5.7 10 100 i 1on 100 1 100 o T 108 10 1M i L i nae oo W

Pediococeus pentosacens P20 837 857 857 100 100 100 100 100 100 100 1o 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococcus pentosaceus 17 85,7 $5.7 85,7 100 100 106 100 100 104 100 100 100 100 100 104 100 100 104 100 100 100 100 100

Pedivcoceus pentosacens PHL 85,7 $5.7 857 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 104 100 100 104 100 100 100 100 100 100

Pediococcus pentosacens ST3 857 88,7 85.7 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediococeus pentosaceus TK3 857 887 857 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pedivcoceus pentosacens TS1 57 85,7 85,7 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10 100 100 10 100 100 10 100

Pediococcus pentosacens W1 #5.7 $5.7 857 100 100 10 100 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 14 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pediveoreus pentoxacens W1 857 85.7 B5.7 100 100 {11} 100 100 100 100 100 100 1 100 111} 100 L1 100 10 100 100 1w 100 1o 10 100 [} 100 100

Sekil 4.56b Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Pediococcus dextranicns 2N 10P

Pediocaccus dextranicus 2N 1P

Pediococeus acidilactici NRLL B4958
Pedivcoccus acidilactici PBF
Pediococcus acidilactici W1
Pediococcus acidilactici W2
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Sekil 4.57a Mspl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Sekil 4.57b Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Mspl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
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Sekil 4.58a Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Pediococens acidifoctici PBF 1

Pediococens acldifacticd W1 1My 100

Pediveoceny acidifoctici W1 TiHi i 100

Pediococens acidilactici W4 iy 1o 100 10

Pediocacens cerevicine ATCC 666 100 100 1o 100 1wy

Pediocacens pentosacens Al2 Wy {11} 1 1 Wy 1o

Pediveocens pentosacens AY 100 100 1] ] 1iHy 10y 1
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Pedincoceus deviranicas 2N 1P 66.7 66.7 6.7 66,7 6.7 66.7 66.7 66.7 667 6.7 6.7 66,7 66.7 66,7 66.7 667 66.7 6.7 6.7 6.7 66,7 66,7 66.7 667 6.7 100 100 o0 100

Sekil 4.58b Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.59a Pstl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Pedivcoccus acidilactici NRLL B4958 100

Pedipcocens acidilactici PBF oo 1o

Pediococeus acidifactici W1 100 100 100

Pediscoccus aefdilacrici W2 1 100 100 o0

Fedincoceus acidilacticil W3 100 1 100 n 100

Pedipeocens acidilactici W4 1o 1o 100 100 Ly 100

Pediococcus cereviclae ATCC 666 100 1o o o 10 1o 1]

Pedincocens dextranious 28 108 1040 100 100 100 10 106 100 100

Pedipcoccus dextranicus 2N 1P 1on o 0 100 14 100 1My 1 oo

Pediococcus penfosacens A12 100 10 100 100 104 10a 100 100 100 10

Pedipcocens pentosacens A9 1ot o 0 10 100 100 L] (1] 100 10 100

Pedincoceus pewtosacens BY1 100 1 100 nn 100 100 1] L] oo 10 100 T

Pedincoceuy penfosacens DH2 (L] o0 100 10 1 1oa {1 1on 100 100 10 {01 10

Pediococens pestosacens TH3 100 1o o 1o 10 1o 1] L] 100 1] 100 1L} o 104

Pedipcoceus pentosacens DT1 100 100 100 100 14 100 100 100 100 100 100 1 100 T 100

Pedipcoecus pentosacens DT10 100 L1} 100 1o 100 1o U] 10 100 10 100 100 11} 1 100 by

Peidiococcus pewtosacens KPR 1 1 100 o0 1 1o ] 10 100 10 100 100 100 iy 100 T 1o
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Pedivcoccus pentosacens W1 10 10w 10 10 10 (0] 100 100 100 (1] 100 100 10 10 100 100 1oo (U]} 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1

Sekil 4.59b Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan Pstl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.60a Tagql enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Pediococens acidifuctici NRLL B4958 e

Pediococens acidifactici PRF 100 100

Pedivcocens aeidiloctici W1 104 (1] 100

Pedivcoccns acidifactici W2 109 L 1m0 100

Pediococens acidilactici W4 1040 1 o0 100 LW

Pediococcns cereviciae ATCC 666 1M T 100 100 1 100

Pediococens pentosaceus A12 100 {1} o0 0 ([} 1 10

Pediacocens pentasaceus A9 104 100 100 100 1M 100 100 100

Pedivcocens pentesacens BY 1 100 {11} 1m0 00 {1 1 1 1My 100

Pedineocens pentosacens DH2 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100

Pedincocens pentosaceus DI 100 100 100 100 1 1040 100 100 100 100 100

Pediococcns pentosaceas DT1 100 (1] 100 108 (] T 100 100 100 100 100 104

Pedincocens pentosaceus DT10 109 LU} o 100 T 100 100 L] o 100 (1] 1M 1

Pediveocens pentosaceus KPR 100 (L1} 100 100 (] 100 100 {1} 100 100 (1] 10 100 10

Pediococens pentosacens KS2 100 T 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pedivcocens pentosaceus (F1 100 {1} o0 0 [ 1 10 1 1o 00 1M 1] 10 1 (L] 1

Pediacocens pentosaceus OZ2 100 100 100 100 1M 100 104 100 100 100 100 104 10 100 100 108 10

Pediococens pentosacens P1 100 (L] L] 1o T 1 100 1M 100 0 1 1M TiH 10 100 1K 1 10

Pediveocens pentosaceus P2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1 100 100

Pedivcocens pentosaceus PT 100 100 100 100 10 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 10 100

Pediveocens pentosaceus PH2 108 T 100 100 Tk T 104 100 160 100 100 104 100 150 100 106 o 100 100 1o (1]

Peidincocens pentosaceus ST3 100 100 100 100 1 100 00 100 100 100 100 0 00 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Pedineocens pentosaceus TK3 100 (L1} 100 100 (] 100 100 {1} 100 100 (1] 10 100 10 oo 100 10 100 L 1o iy {1} 1o

Pediococens pentosacens TS 100 T 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 T 100 100

Pedivcocens pentosaceus W1 100 (L1} 1o 100 1] 100 100 100 oo 100 (1] 100 100 100 oo 100 10 100 100 1 (1] (1] (0] 1na (11}

Pedincocens pentosaceus W2 100 100 100 100 1M 100 104 100 100 100 100 104 10 100 100 108 10 100 10 100 1 100 1o 100 10 100

Pediococcis acidifactici W3 800 80,0 80.0 &0.0 800 B0 800 0.0 B0 Boo H0.0 B0 80,0 s0.0 0.0 B0 B0 B0 800 30,0 800 0.0 0.0 0.0 B0 0.0 (L]

Pedincocens dextranicus 3N 10F TR0 TR0 TR0 TR@ TR0 750 TR0 TR0 TR0 TR0 TR0 7500 7500 R0 TR0 TR0 750 7RO TS0 750 750 780 TR0 TR0 TS0 750 ) 100

Pediovocens dextranicas N 1P /OO AL S0 A0 TR0 A0 TA@ 80 TR0 TAD TAD A0 R0 TR0 TAD TAD TR0 TR0 TS0 R0 TR0 800 A0 TS0 TR0 &L 100 1w

Sekil 4.60b Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan 7agl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.61a ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram
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Sekil 4.61b ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 29 adet Pediococcus suslarina ait dendogram



4!

Pediacacens acidilacticl PBF
Pediscocens acidilactici W1
Pediococens avidilactici W2
Pediscocens aeidilaciicl WA
Peiococens penfosacens A12
Pedivcaceus penfusaceus A9
Pediscoceus pentosaceus BY1
Pedivcoceus pentosacens DHI
Pediacaccus pentosaceus DH3
Pediococens pentosacens DT1
Pediacoceus pentosacens T10
Pediacoceus pentosacens KPR
Pediococens pentosaceus 0F1
Pediscoceus pentosaceus 072
Pediacoceus pentosacens Pl
Pediscoceus pentosaceus P2
Pediococeus pentosacens PT
Pediscoceus pentosacens PH2
Pedivcoceus pentosacens STY
Pediscaccus pentosacens TK3
Pediscaceus pentosaceus TSI
Pediococcus penrosaceus W1
Pediscocens pentosaceus W1

Pedizcoceus cereviciae ATCC 666

Pediscoceus acidiloctici NRLL B4958

Pedicoceus pentosacens K52
Pediococens acidilactici W3
Pediscaceus dextranicus 2N 10P

Pedivcocens devtranicus 2N 1P

Sekil 4.61c Pediococcus suslar1 temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Pedivcoccus pertosaceus DT1

a0
.3
8.1
2l

Pedivcoccus pentasaceas D10

100

10

10
10

Pedivcoccirs pentosacens KPR

9.1
L]
a0
.3
T6.9

769

Pediococcws pentosaceus OZI1

97.0

7.0

821
LFA|

Pedincoccus pentosaceus 022

1o

LTk
821

2.1

Pediococcus pentosaceus P1

97.0

7.0

821

B2l

Pediococens pentosaceus P20

1o

e
1nn

470
270
w3
K21

i1

Pediococows pentosaceus PT

971
a0
ar.n
w3
sl

4]

Pedivcoccus pentosacens PH2

9.0
90
0.3
801
L1

Pediococcus pentosaceus ST3

97.0

97.0

811

Bl

Pediveoccus pentosaceus TK3

a0

a0

821
821

Pediococcis pentoigoeus

100

i
971
970

97.0

Tog

0.9

Pedivcoccus pentosaceus W1

90
9.0
.3
2.1

2.1

Pediococeus pentosaceus W2

97.1
970
7.0
903
811

B2

Pediococcus ceroviciae ATCC 666

Pedivcoccus acidifacticl SRLL B495§

H4.2

4.2

Pediococcus pentosacens KS2

.0
70

Pedivcocoirs aciditacticd W3

8
it

Pedivcoccus dexteanicus 2N 10P

100

Pediococews dexiranicns 2N 1P



€51

Haelll Haelll

=100

Leuconostoc lyvsis

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

s84bp b—m — — — — —
60bp ——————

Sekil 4.62a Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram



129!

Leuconostoc lysis

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconaostoc mesentereides subsp. dextranicum NRLL 3469
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1
Leuconostoe mesenteroides subsp. dextranicum OZ.2

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

Sekil 4.62b Leuconostoc suglar1 temel alinarak olusturulan Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde

edilen benzerlik indeksi

Leuconostoc lysis

100
100
100
100
100
100

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

100
100
100
100
100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

100
100
100
100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

100
100
100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ.2

100
100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

100



SSl

Hindlll Hindlll

=70
80

Jap-
100

| Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

| Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 1

I Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

Leuconostoc lysis

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 2

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

1490 bp fb— — —
1237 bp
225 bp

Sekil 4.63a Hindlll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram



9¢1

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

e
=
=
$
2
E
g
o
~

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 100 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 100 100 100

Leuconostoc lysis 66.7 66.7 66.7 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469  66.7 66.7 66.7 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ.2 66.7 66.7 66.7 100 100 100

Sekil 4.63b Leuconostoc suslar1 temel alinarak olusturulan HindIll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi



LST

77.8

= 8
[==] —
P 1PN S P |
100
100

Sekil 4.64a Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suglarina ait dendogram

Hinfl

Hinfl

Leuconaostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

Leuconostoc lysis
Leuconastoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

b
b

8

305 bp




861

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 073
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

g

S

=

2

g

-
Leunconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 100 100 100
Leuconostoc lysis 50.0 100 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 50.0 50.0 50.0 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ.2 100 100 100 100 100 100

Sekil 4.64b Leuconostoc suslar1 temel alinarak olusturulan Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi



651

Mspl

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

Leuconostoc lysis

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 34. 2

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

(=]
s i = Mspl
i I L,
i 100 I | |

I

i 100 I l I
oo e
= —_y
WwaAri~r Lo o

Sekil 4.65a Mspl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram



091

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 34,

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

é

H

=

3

-
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061 100
Leunconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 100 100
Leuconostoe mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 100 100 100
Leuconostoc lysis 66.7 100 66.7 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 34, 66.7 66.7 66.7 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2 100 100 66.7 100 100 100

Sekil 4.65b Leuconostoc suslart temel alinarak olusturulan Mspl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Pael Pael

-70
80
“100

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

Leuconostoc lysis

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 :

Leuconostoe mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

1250 bp b— — —
150 bp b———

1468 bp

Sekil 4.66a Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram



1

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum QZ3
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

P
=
g
B
=
S
2
L]
~

Leuconostoc mesenteroides subsp. eremoris RSKK 1061 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 100 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 100 100 100

Leuconostoc lysis 66.7 66.7 66.7 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 66.7 66.7 66.7 100 100
Leuconaostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2 66.7 66.7 66.7 100 100 100

Sekil 4.66b Leuconostoc suslar1 temel alinarak olusturulan Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi



€91

Pstl Psil

i =1
2 & £
1 - ]
i I | | | Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
100 | | | | Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 1
| Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2
75
Leuconostoc lysis
100 | | | | Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ]1 2
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

hp
P
2 bp

5
892 bp
647 bp

1468 b

130
110

Sekil 4.67a Pstl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram



91

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2
Leuconostoc mesenteroides subsp, dextranicum OZ1
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum QZ3

Leuconostoc lysis

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 100 100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2 100 100 100

Leuconostoc lysis 75.0 75.0 75.0 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ.1 75.0 75.0 75.0 100 100

Leuconostoe mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 75.0 75.0 75.0 100 100 100

Sekil 4.67b Leuconostoc suslar1 temel alinarak olusturulan Psfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi



S91

Tagl Taql

60
70
80
o0
~100

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

Leuconostoc lysis
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

2

750 bp pb— — —

$30 bp

Sekil 4.68a Tagql enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram




991

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

2

o

=

2

g

)
Leuc toc teroides subsp. cremoris RSKK 1061 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3 100 100 100
Leuconostoc lysis 50.0 50.0 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469 50.0 50.0  50.0 100 100
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2 50.0 50.0  50.0 100 100 100

Sekil 4.68b Leuconostoc suslar1 temel alinarak olusturulan 7agl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Haelll HindlIT Hinfl Mspl Pael Pstl Tugl

0
100

Leitcanostoc mesenteraides subsp, dextranicum NRLL 3469
Leuconostoc mesenteroides subsp, dextranicum OZ2

Leuconostoe lysis

79.9
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

Leuconostoc mesenteroides subsp, dextranicum 0Z3

col—l—l—l—l
]%ﬁ
100

93.8

Leuconastoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

Sekil 4.69a ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram
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Haelll

Hind1ll

Hinfl

Mspl

Pael

Psil

Tagl

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

Leuconostoc lysis )
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3
Leuconostac mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061 4

Sekil 4.69b ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 6 adet Leuconostoc suslarina ait dendogram




691

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

Leuconostoc lysis

Leu {/ oides subsp. dextranicum OZ1

Leuc 1 oides subsp. dextranicum OZL3

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRLL 3469

100

100

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ2

100

81.3
81.3
87.5

Leuconostoc lysis

100
87.5
87.5
75.0

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ1

100
100
93.8

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum OZ3

100
93.8

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris RSKK 1061

100

Sekil 4.69¢c Leuconostoc suslar1 temel alinarak olusturulan UPGMA dendogramindan elde edilen benzerlik indeksi
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Haelll Haelll

; P d i
Lactobacilius brevis OZ1
Lactobacillus caseii RSKEK 706 1
Lacrobacillus plantarum Z111
Lactobacillus brevis NRLL-B 21
50 Lactobacillus caseii CG1

Lactobacillus fermenium NWRLL BS8S5

Lacrobacillus plantaram 37

Lactobacillus plantaram DSM 20246

Lacrobacillus rhamnasus TK 2

Lacrtobacillus acidoplhilns RSKE 03037

Lactobacillus buhinerii NRLL B1837

Lacrobacillus cremoris RSKK TOB

Lactobaciliis delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594
Lacrobacilius delbrueckii subsp. factis ATCC 10697
Lactobacilius helveticus AU

Lactobacilius helveticus HU

b Lactobacillus maltoramicus NRLLI48532
Lactobacilius paraparacasei STL

Lacrobacillus pentosuws CG

Lacrobacillus plantaram 1193 3
Lactobacillus plantarum 215 L

Lactobacillus plantarum 23

Lacrobaciflus plantarum 73

Lacrobacillus plantarum APKS2

Lactobacillus plantarum ATCOC 8014

Lactobacillus plantarem BF2

Lacrobacilius plantarum CG

Lacrobacillus plantariam CG4

Lacrobacillus plantaram DSM 200174

Lacrobacilius plantarum PY™N

) S ——— N N

i M W ) S s St S S s S S| S | S PR s | ] B

1 S —

TN o
v — =
= ey
= b
i -t

Sekil 4.70a Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram
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RSKK 594
10697

g ,
z 5 E . : : g §
= = E - % 2 = ‘;- E] : o “ - E
= E = = £ E E 2 2 = ,‘ 3 = 2 % E v E E E E E E E E E E E
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£ 3 : £ 3 ¥ 31 1 5 % § £ £ 4 % I X £ ¢ 2 32 3 ‘& £ ¥ 3 3 £ 3
/S T T A A S S A O N N D N S N U D N A N N N A NS N N N
3 3 3 3 3 3 3 3 3 q 3 3 3 3 3 3 | 3 3 3 3 3 3 3 3 5 3 3 3 K]
Lactobaciilus brevis OF1 100
Luctobacilles casedt LK 706 1 100
Lactobacillus plamtarum £111 100 1 o0
Lactabacillus brevis NRLL-B 21 800 800 KOO 100
Lactabacithis caseii CG1 800 #0.0 80O 160 100
Lactobacillus fermentuns NRLL BS8S 800 800 800 100 100 100
Luctobacillus plantarim 37 S04 B00 8OO 100 W00 10 100
Lactobacillus plantarum DSM 20246 800 ®O0  EOO 180 00 100 100 (00
Lactobacitlus rhamnasns TK 2 K00 HLD R0 1y 1o 1wy 10 oo 10
Lactabacitlus acidephitis RSKK 03037 8040 #0080 667 667 667 667 100 667 100
Lactobacillus buhnerii NRLL BI§37 8040 B00 800 667 667 667 667 100 667 100 100
Lactobacillus cremoris RSKK 708 0.0 B0 LUR 66,7 6.7 6.7 (L] 100 66,7 100 1 1o
Lactobacitlus delbrueckis subsp. bulgarices RSKK 594 8040 800 B0 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100
Lactobacitlus delbrueckii subsp. factis ATCC 10697 8040 800 800 667 667 667 667 667 667 100 100 100 t00 100
Lactobaciitus helvetics AU 800 800 800 667 667 667 100 100 667 100 100 100 100 100 100
Lactobacillus hetveticus HU 800 800 800 667 667 667 100 100 667 100 100 100 100 100 100 100
Lactobaciilus maltorensicus NRLL148532 K00 B0 w00 10 100 1My 100 100 100 100 100 100 1o 14y 100 1My 100
Lactobacillus paraparacasei 800 #0.0 8OO 160 100 100 100 100 100 00 100 100 [0 160 100 160 100 100
Lactohavillus pentosus CG w00 0.0 Bo.0 100 100 10 100 1on 1 100 10 100 100 1040 100 100 100 10 1
Lactobacillus plantarum 1193 800 800 800 667 667 667 100 100 667 100 100 100 00 100 108 100 100 100 100 100
Lactobaciilis plantarum 15 L 800 800 800 667 667 667 667 667 667 100 100 100 100 100 100 100 106 100 100 100 100
Lactobacillus plantarim 23 800 B0 Bo.0 6.7 66.7 66,7 66.7 66.7 06,7 100 100 100 100 14 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactobacillus plantarum 73 B0 BO0 BOA 667 66T 667 667 667 667 100 [T 100 100 100 100 we o 100 ] 100 100 100
Lactobacillus plantarum APKS2 H00 B0 80O 667 667 667 667 667 667 100 100 100 K00 100 IO 100 100 100 100 100 100 100 00 100
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 R4 HiL0 800 6.7 66.7 66,7 1o 1o 66,7 100 100 100 100 100 {01} 10 100 100 1M 100 100 100 100 104y 100
Lactobacillus plantarum BE2 OO 00 B0 667 66T 667 667 100 667 100 0o 100 100 100 100 100 100 100 104 100 100 100 100 104 100 1)
Lactobaciilus plamtarum CG R®0.0 800 BO.0 66,7 66.7 66,7 66.7 66.7 66,7 100 100 100 100 1 100 100 100 100 1M 100 100 100 100 1040 108 100 100
Lactobaciltis plantarum CG4 800 800 8OO 667 667 667 667 667 667 100 100 100 00 10D 100 100 1060 100 100 00 100 100 W0 100 100 100 joo 100
Lactobacillus plansaram DSV 20174 800 800 BOO 667 667 667 667 667 667 100 100 100 F00 100 WO 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 e 100 100
Lactobacillus plantarum PYN 800 800 800 667 667 667 100 100 667 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 w00 o0 100 W0 100

Sekil 4.70b Lactobacillus suslar1 temel alinarak olusturulan Haelll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi



L1

Firnd TN Hird TTT

F70
a0

Lactobacilfus brevis NRLL-B 21

Lacrobacilfus caseii CG1
Lacrobacilfus caseiit RSKEK 706
Lactobacilfus fermenturn WRLL BS85
Laciobacilfus pentosus CG

Lactobacilfus plantarinnm 37

Lactobacilfus plantariam DS 20246

Lactobacilfus plantarim Z111

Lacrobacilfus acidophilns RSKE 03037
Lacrobacilfus brevis OZ1
Lactobacilfus bufrerii WNRLL B1837

Lactobacilfus cremoris RSKE 708

- |- | -

Lactobacilfus delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594
Lactobacilfus delbrueckii subsp. lactis ATCC 10697
Lacrobacilfus helveticts AU

Lactobacilfus helveticus HU

Lacrobacilfus maltoramicnes NRLL 148532

56 5 -
Lactobacilfus paraparacasei STL

»
]
)
)
)

-

193

Lacrtobacilfus plantarum

[S]

Lacrobacilfus planiarum 215 L
Lactobacilfus plantarum 23
Lactobacilfus planiarim 73
Lactobacilfus plantarum APK.S2

Lacrobacilfus plantarum ATCC 8014

Lacrobacilfus planiarum BF2
Lactobacilfus plamntarem CG
Lactobacilfus plantarum CG4

Laciobacilfus planiarim DSM 20174

1008

Lactobacilfus plantariwm PY N

- - - |-

Lactobacilfus rivamnases TR 2

oo
S,
-+l

Sekil 4.71a Hindlll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram

125 bp



€Ll

Luctobacilfus brevis NRLL-B 21
Lactobacillus caseif CG1

Lactobacilfus caseii RSKK 706
Lavtabacillus fermennim NRLL BS8S
Lastobucilfs pertesies CG

Lactobacillus plantarum 37

Luctobucillus planturum DSM 20246
Lacrobacillus plantarum £111
Lactobuciifus actdophifus RSKK 03037
Factabacillus brevis 01

Lactobucillus buhmeni NRLL BIB37
Luctobucillus cremoris RSKK 708
Lactobucillis defbrueckil subsp, bafgaricus RSKK 594
Lactubacillus delbrueckii subsp. beetix ATCC 10697
Lactobacillus Felveticus AU

Lactobuciiluy refveticas HU

Lactabacillus maltoramicus NRLLI48532
Lactobacillus paraparacasei STL
Lactobacilluy plantarum 1193
Lactobacttlus plantasim 215 L
Lactobacilluy plantarim 23

Lactobacilfus plantaram 73

Lavtobaciffus planiurum AFRS2
Lavtobaciltus planiarm ATCC B014
Lactobacitlus plantarim BF2
Lacrobacillus planrarum €6
Lactobucitius plantaram CGA
Lactobacilluy plantaram DSM 20174

Lagtobuciffus plantarum PYN
Lactabacillus rivammasees TK 2

Sekil 4.71b Lactobacillus suslar1 temel alinarak

Lactobacillees brevis NRLL-B 21

16
10
1
1
10
1
100
10
6.7
66,7
66,7
66.7
6.7
6.7
66.7
66,7
66.7
6.7
6.7
66.7
66T
6.7
6.7
s, T
6.7
6.7
6.7
66,7

6.7
667

Lactabacillees caveii CG1

iy

M

Ty

1

1

114y

[0
6.7
66.7
66,7
66,7
6.7
66.7
66,7
66,7
66.7
b6,7
66,7
66.7
66.7
66,7
66,7
6.7
b6.7
6,7
66.7
66.7

6.7
6.7

Lactobactllas caveil RSKK 706

o7
66,7
6.7
66,7
66,7
6,7
6.7
(1
6.7
66.7

6.7
6.7
b7

6.7
66,7
66,7

6.7
66.7

Lactbacilfe fermentvm NRLL B5ES

Ty
1
T
1101
T
b, T

66,7
66.7
. T
667
66,7
6,7
6.7
s, T
.7
66.7
0.7
66,7
6.7
s, T
6.7
6T
66.7
6.7

6.7
66,7

Lactabacillees pentvsus CG

100

L[]

g
b7
o7
7
6.7
6.7
.7
6.7
o7
06,7
b7
.7
6.7
6.7
57
6.7
b7
6.7
6.7
6.7
6.7

.7
6.7

elde edilen benzerlik indeksi

Lactobacillees plantarum 37

T

100

100
6.7
66,7
66,7
66.7
6.7
6.7
6.7
66,7
6.7
T
66,7
66.7
6.7
66,7
6,7
6,7
6.7
6.7
66.7
6.7

6.7
667

dacrobactliees plantarum SM 20246

6,7
6.7
6.7
6.7
6.7
6,7
6.7
b7
66,7
66,7
b,
6.7
66,7
i,
.7
6,7
6,7
66,7

6.7
6.7

Lactodacilles plantacm L1101

.7
66,7
b7
6.7
6.7
6.7
6,7
66,7
66.7
7
6.7
66.7
06,7
6.7
66,7
.7
6.7
66,7
66,7
6.7

06,7
667

olusturulan Hindlll enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan

Lucrobactllas acidephifus RSKK 03037

T
1
100
10
[0
11
100
100
100
100
160
1o
[0
100
T
100
100
1
100

[
T

dLactobacilles brevis OZ1

100
LU0}

Lactobwcilles furhmeni NRLL BI83T

T

Thn

Lactobacilliees cremoris RSKK T08

(L)
LLL0)
1
1m0

RSKK 594

Bard

oo

T
100
L
L
1o
{1

Lactobacillas delbvaeckii subsp factis ATCC 10697

L actobacillrs kelveticus AU

Lactodacilles hetveticus HU

o0

Lactabacillers malraramicus NRLLI4ES32

Lactoheeillics paraparaceaset STL

100
100
100
oo
100
g
1
100
100
100
100
{11

Lacrobacillay plartarmm 1093

dLactobacillers plamtarum 105 L

1
100
1m0
0

10
100

Lactabaciliees plantarum 13

100
(i
o
1
oo
100
100
g
oo

Lacrobacillers plantasmm 73

Lactobacillees plantarm APRS2

(L1
L)
[
1o
100
oo

100
100

Lactobaeillos phantarem ATCC §014

oo
1o
0o
0o

Lactobacillees plantarum BF2

dLactodacillees plantarwm CG

100
10
[
10
100

Lactobacillers plantarim CG4

Lacrobacillos plantace SM 2174

Lactabwcilles plantacwm PYN

Lactobacilles rirammasay TK 2
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Flirf 1 Firgf 1

=100

Lactobacillus acidophilus RRSKEK 03037

Laciobaciflus brevis NRLL-B 21

Lactaobaciffus brevis OZ1

Lactobaciffus bulinerii NWRLL B13837

Lactobaciflus caseii CG1

Lactobacillus caseii RSKEK 706

Lactobacillus cremoris RSKEK 708

Lactobaciffus delbrveckii subsp. bulgaricus RSKE 594

Lactobaciflfus delbrueckii subsp. factis ATCC 10697
racrobaciflus fermenrum NRLL BS8S
Lactobaciffus hefvericus AU

Lacrobacillus helvericues HU

I I Lacrobacifius malftoramicus NRLL148532
I I I Lacrobaciffus paraparacasei STL
I Lactobacifius penrosus CG

Lactobaciffus plantarem 1193
Lactobaciffus plantarum 215 1L

Lactobacillus plantarwm 23

L actobaciffus plantaruane 37
Lactobaciffus plarntarem T3
Lactobaciffus plantarem APKS2
Lactaobaciflus planiarem ATCC 8014
L acrobacillus plantarumsm BF2
Lacrabaciffus plantarem CG
Lacrobaciffus plantaruem CG4
Lacrobaciffus plantarem DSM 20174
Lacrobaciffus plantarem DS 20246
Lacrobaciffus piarnrarim PY™N

ey Lactobaciffus plantaruwm Z111

Lacrobaciffus rivamnasus TR 2

Mhp————

Sekil 4.72a Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram
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Lactobacillus acidaphilus RSKK 03037 0i

Laetobacilhes brevis NRLL-B 21 100 100

Lactobacillis brevis OF1 o0 oo 104

Lacrobacitlies buhnerii NRLL B1837 100 100 1040 100

Lactobaciilus caseii CG1 100 100 100 100 100

Loactobaciilus coselil RSKK T06 100 100 100 100 1 100

Lactobaciilus cremoris RSKK 708 LU o 1 1m0 1 100 o

Lactabacillus defbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594 100 100 100 100 1 100 10 100

Lactobaciilus defbraeckii subsp. facris ATCC 10697 100 100 104 100 1041 100 (101} 100 oo

Lactobaciffus fermentum NRLL BERS 100 100 10 100 104 100 1My 100 100 100

Lactobacillus helveticas AU 100 100 100 1o 100 100 100 100 100 104 1o

Lactobaciilus helvetfcus HU 100 100 104 100 100 106 10 100 100 100 100 100

Lactobacillus maltoramicuas NRLL148S32 100 10 100 1m0 T 1060 100 100 L 10 L0 1My 1o

Lactobacities paraparacasei STL 0o 00 100 100 T 100 o oo 100 100 oo 100 oo 00

Lactobacities pentosus CG 100 100 100 100 1 100 10 100 100 100 100 100 100 ({1) 100

Lactobacillus plantaram 1193 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 106 100 100 100 100 oo

Lactobacilfus plantarum 215 L 100 100 100 100 1040 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 {{LL] 104

Lactobacillus planterum 3 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1 100

Lactobacillus plantarwm 37 100 1o 100 10 1 100 ({1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 (1] 10

Lactobacilius plantarum 73 100 1o 104 100 1 106 (U]} 100 100 100 100 ({1 100 100 10 10 1 100 iy 100

Lacrobaciifus plantaram APKST o0 100 104 1060 1My 100 100 100 100 100 100 1m0 100 100 100 100 1 100 100 1060 100

Lactobactilies plantarnm ATCC 8014 100 1o 100 100 10 100 ({1 100 100 100 100 100 100 100 1m0 100 104 o0 100 100 1on 100

Lactobacilius plantarnm BF2 100 100 100 100 10 100 ({1) 100 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 10m 100 100

fmrﬂlb\ﬂﬂﬂut‘n\hmlun (&S FL 100 1 1040 1My 104 1 14 100 100 100 1My 100 100 1040 o 1% 10 1My 100 My 100 100 1M

Lactobacillis plantarum CG4 LT 100 ILET) 100 1My 100 T 100 100 100 100 1My 100 100 100 100 1 o0 1 100 100 10 100 1 {11

Lactobacitles planternm DSM 20174 100 100 100 100 1 100 ({11 100 100 100 100 100 10 100 1m0 100 1 100 {11} 100 100 1060 100 1 oo 1

Laesobacillos plantarsm DSV 20246 100 100 104 100 104 1060 1y 100 100 100 100 100 106 100 100 100 1040 100 100 100 100 100 100 1040 100 104 100

Lactobaciifus plantarum PYN 100 100 100 100 100 100 ({1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1 {{0] 100 100 100 100 100 1m0 100 100 106 100

Lactobacillus platarum Z111 100 100 104 100 10 100 100 100 o0 100 100 100 100 100 100 100 104 1 100 100 100 100 100 100 100 100 e 104 100

Lactobacillns rlamuasus TR 2 100 1040 100 100 100 100 1040 100 100 10 100 100 100 1040 ({0 100 100 100 1040 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Sekil 4.72b Lactobacillus suslar1 temel alinarak olusturulan Hinfl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Lactobacillfus

Lactobacillus

plarrdarurmn 1193

plarrtarurmn OGS

Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacilfus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lacrobacillus
Lactaobaciflus
Lactobaciflus
Lactobacilfus
Lactobacillus

Lactobacilfus

acidophifus RSKEK 03037
brevis OZ1

buhnerii NRLL BEIB3T
frelvericus AL
rrreafroramices WNRLL 148532
Fraraparacaseid ST
plarmtarirn 23

plarntarurmn 73

plarmrarum APKS2
plantarum ATCC 801«
lantarem BF2
plarniaruem DSMM 20174
Flamrarern PY N

riramnasus TR 2

Lacrobacilfus
Lactobaciflus
Lacrobacillus

Lactobacillus

cremoris RSKE 708

delbrueckii subsp. bulgaricus RSKEK 594

delbrueckii subsp. facris ATCC 10697

helfvericus HU

Lactobacillus

planearum CG

Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lacrobacillus
Lacrobacifllus
Lacrobacillus
Lactobacillus

Lactobacilfus

brevis NRLL-B 21
casei CGl

caseii RSKE 706

Sermentemm NRLL B5S8S

pentosus CG
planarum 37
plarrarum DS 20246

plarrsarurmn 2111

h

Lactobacillus

plarniarum 215 L

Sekil 4.73a Mspl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram
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Lavtobacillus plasarum 1193 100

Lactabacillus plustarum CG4 100 100

Lactobacillus acidophilus RSKK 03037 457 857 100

Lacrehaciffuy frevis 01 5.7 BT 100 10

Lactobacillus buhnerii NRLL B1837 85,7 857 100 1on o0

Lactobacilluy efveticus AU 857 BS7T 100 o0 oo 100

Lactobacillus maftoranicus NRLLI48532 #5.7 857 100 100 10 100 100

Lactabacillus puraparacasel STL §57  BST 100 100 100 100 100 100

Laetobacillus plastarum 23 5.7 §57 100 10 100 100 100 100 10a

Lactohacifluy plantarum 73 857 88T 1 100 100 100 100 CTU [T} 100

Lactobacifius pluntarum APKS2 #57 857 100 100 ] 100 100 o0 100 100 100

Lactobaciffus plantariim ATCC 8014 #57  887 100 LT 11U (1T R (1] 100 100 100 100 100

Lactobacillus plantarum BF2 857 857 100 10 10 100 100 100 (1] 100 100 100 100

Laciobacillus plantarum DSM 20174 857 5.7 100 10 o 10 10 100 (0] 100 10 100 10 100

Lactabacillus plamtarum PYN 5.7 B5.7 100 (] 100 10 100 100 100 100 100 100 100 100 (]

Lactobacillus rhamnasis TK 2 857 BST 100 100 100 100 100 (L T T T R [ S 1 T N [T B T w100 100

Lactobacillus cremoris REKK 708 75,0 750 W57 W57 BST 5T ST 857 857 85T HST  BST HST 857  H57 W57 100

L illus delbrueckii subsp. bulgaricns RSKK 594 75.0 750 RET  RST  8ST  BS7 887 BST  8®ST ST RST 887 ®ST  RET 8S7 8E7 100 100

Lactobacifluy delbrueckii subsp. loceis ATCC 10697 75.0 750 W57 K57 WST ST W57 ST ®AT BST 857 KST7  ®AT KST HST M5 100 100 100

Lactabacillus hetvericus HU 750 750 857 BST  RS7 857 457 857 857 857 BR7 8®S7 857 K57 857 887 100 100 100 100

Lactobaciflus plantarum CG 750 750 857 887 .7 857 857 857 887 887 857 85T 857 857 857 85T TS0 Am TS0 TR0 1

Lactobaciflus brevis NRLL-B 21 75.0 750 857 857 857 857 857 857 857 ¥57  ¥57 857 857 857 857 357 730 750 TAQ 750 750 0

Lactobacillus caseil CG1 50 750 857 85.7 85,7 85.7 85.7 857 857 #5.7 85.7 85.7 #5.7 #5.7 857 85.7 750 750 75.0 750 750 100 10

Lagtobacillus caseii RSKK T06 750 70 BRT 857 BST 857 BT RS 85T 857 857 857 857 857 857 88T 7A@ TR0 750 TS0 750 100 100 100

Lactobacilfus fermentum NRLL B583 750 750 BST AT 857 857 857 887 BST 887 887 887 8E7  #ST 857 857 750 TR0 750 7RO 780 100 100 100 100

Lactobacillux pentovus CG 750 750 857 ®5T 857 5T 85.7 857 857 857 857 857 857 ST 570 857 A0 S00 S0.0 750 750 100 100 100 {{T] 100

Lactobacillus plastarnm 37 5.0 750 857 857 85,7 85.7 85.7 857 #87 85.7 #5.7 887 L 857 857 85.7 750 5.0 50.0 750 750 100 100 1 10a 100 100

Lactobacillus plamtarum DSM 20246 750 7E0 KST  KST  BST 857 BST  KST  HET  BST  MST BT BST  KAT M7 MET 7A@ SO0 500 TR0 750 100 100 100 100 100 1 100

Lactobacilius plantarnm Z111 750 750 857 887 857 857 887  BS7  #57 857 O 8S7 857 857 857 857 887 750 750 750 750 750 100 100 100 w0 W0 100 1 100

Luctabacilis phuntarin 215 1 667 667 800 80 800 B0 B0 M0 KOO BOD KOO KOO BD BOD B0 MO 667 667 667 667 667 667 667 667 667 67 667 667 6T 100

Sekil 4.73b Lactobacillus suglar1 temel alinarak olusturulan Mspl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.74a Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram

Pael

Pael

Lactobaciflus
Lactoabacillius
Lacrtobacilfis
Lacrobacillies
Lacrtabacillis
FLactobacillius
Factobacillis
Lactobacilfies
Lacrobacilflies
L actalaciflus
Lactobacillies
Lacrtobacillis
Leactoboacillis
Lacrobacillies
L actaobacillis
factobacillies
Lactabacillfies
Lactobacilliis
Factabacifls

L actobacilfies

Ffrefvericus AU

prlartareene DSM 20174
Aelvericus HLU
acidopiifies RSKK 03037
birevis OZ1

buhnerii NRLL B1837

cremoris RSKE. TOS8

delbrueckii subsp. Hulgaricus RSKK 594

mrafroramicus MRLL 148532
prlearrarin: 1193
plarataram 215 L
Flartarerr 23
plarntarum T3
larntarim APKS2
larnrararm ATOCC 8014
plartarum BF2
Frlarrrarrn COG
larntarum CGa
Frlaraterrverry PY N

AT s s K 2

Lacrobacilfies
Lacrobacillfis
FLacraobacillus
Lactabacillies
Leactobacillis
Lacrabacilliis
L actobacillfis
Lactobacifls
Lactabacillies

Lactobacills

brevis NRLL-B 21

casefi TGl

caseii REKEK. 706

delfbrueckii subsp. facris ATCC 10697
Sermentum NRLL B58S
paraparacased STL

prentosus CG

larntarum 37

plarntaran DS 20246

lartarum: Z111

2

153 bp




6L1

Lactobacillus helveticus AU 100
Lactobacittus plantarum DSM 20174 100
Lactabaciting hebeticns WU 100
Lactobactttuy acidophilis RSKK 03037 s0.0
Lactobacillus brevis OZ1 el
Lactobacillus bulinerii NRLL B1837 so.0
Lactobacilius eromeoris REKK 708 50.0
Lactobacillus delbrueckii subsp, bulgaricus RSKK 594 100
Lactobacilins maltoramicns NRLL148532 100
Lactobacithes plantaram 1193 100
Latobucitius plastarum 215 1, e
Lactobacilius plantarun 23 100
Lactobacilius plantarun 73 100
Lactobactthus plastaram APKS2 104
Lactobacifius plamtaram ATCC 8014 (L
Lactobacillus plantarum BFI 100
Lactobacillus plantarum CG i
Lactobacillus plamtarum CG4 104
Lactabacitlus plantarun PYN 0.0
Lactobacillus rivamuasus TR 2 100
Lactabacitlus brevis NRLL-B 21 66,7
Lactohacillus caseil CG1 66.7
Lactobucitlus caseif RSKK 706 66.7
Lactobaciflus delbrueckii subsp, lactis ATCC 10697 66.7
Lactobactlus fermentum NRLL BS8S 66.7
Lactobacillus paraparacaxel STL 6T
Luctobacillus pewtosus CG 867
Lacrobacifiug plamsarun 37 6T
Lactobacilius planterum DEM 20246 6.7
Lacrebacilles plamsarum 2111 667

Lactobacillus helvericus AU

Lactobacillus plamaram DSV 20174

66.7
6.7
66.7
66,7
66,7
6.7
66.7

Lacrobaciliy fefvericns HU

100
S0.0
S0
s0.0
s0.0

100

1
0.0

104
10
0.0
104
1
0.0
1
s0.0
0.0
66,7
66,7
66,7

6,7
66,7
66.T
66T
6.7
667

Lactobarillus acidophiles RSKK 03037

o
1a
oo
100
100
10
1o

1a
o0

1on
66.7

66,7
66,7
66,7
6.7
66.7
66.7
6.7

66.7

100
1
1
100
100
10

1
100
1
100
100
104
100
100
1
66,7
66.7
66,7
66,7
6,7
66,7
66.7
66,7
66,7
6.7

Lactobacillus brevis OF1

66,7
66.7
6.7
66.7
6.7
6.7
66T

Lactobacillus buhnerii NRLL BIS37

100
100
1
1
100
1
100
1
100
100
1
o0
100
10
6.7
66.7
66.7
66.7
66.7
66.7
6.7
66.7
6.7
6.7

Lactobacillus cremoris RSKK 708

RSKK 594

kil sulsp.

10
104
1o
100
1
19
1o
106
([0
100
1
104
o
66,7
6.7
6.7
66,7
6.7
6.7
6.7
66,7
6.7
66.7

Lactobacilluy marltoramicis NRLL 148532

66,7
66.7
T

66,7
667
66.7
66,7
66,7
6.7

Lactobacillus plasiarame 1193

1o
100
100
100
1o
100

100
100
1o
100
66,7
66,7
66,7
66,7
66,7
06,7
667
66,7
66,7

6.7

Lactobacilfus plamarem 215 L

100
100
1
100
o0
100
1o

100
66,7
66.7
66,7

6,7
667
66.7
667
66,7

66.7

Lactobueillus plasarum 23

100
1o
1o
100

100

1on

o0

1o
6.7
66.7
66,7
66,7
66,7
06,7
667
66,7
6.7
6.7

Lactobacillus planiarum 73

100
10w
104
100
10
104

104
66,7
667
66.7

6.7
667
667
w67
66.7

Lacrobacillus plomarum APKS2

100
1
(L0
1
(L
(L1
(L]
66.7
667
6.7
66,7
6.7
667
667
66,7
6.7
6.7

Laetobacillus planarum ATCC 8014

100
100
1My
(LU

1o
66,7
66,7
i, T

66.7

66.7
66.7
66.7
66.7
66.7

Lacrobacillus plamarum BF1

100
100
100
100
66,7
66,7
66,7
66,7
66,7
6.7
667
66,7
6.7

6.7

Lactobacillus plamiarum CG

66.7
66.7
6.7

66,7
66.7
667
66.7
6.7
667

Lactobacillus planarum CG4

100

o0

1o
06,7
66.7
66,7
66,7
66,7
6.7
667
66,7
6.7
6.7

Lactobacillux plamaram PYN

100
6.7
6.7
66.7

6.7
6.7
667
667
66.7
66.7

Lactobacilluy rhammasies TR 2

1
66,7
66.7
66,7
66.7
66,7
66.7
667
w67
66.7

667

Lactobucillus brevis NRLL-B 21

100

Lactobacillus caseii CG1

100
1o
10
100
100

100
100
100

Lactbacillus caveiil RSKK 706

100
100
100
10

Lactobacillus delbrucckii subsp. lactis ATCC 10697

100
(L0
100
o
100

Lactobacillus fermentim NRLL BS&S

100
100
10
100
100

Lactubacillus paraparacased

100
104
100
100

Lactobacilius pentosus €G

Lactobacilles planiarum 37

Lactobaciflus plamaram DSV 20246

Letobacillus planaram 2111

Sekil 4.74b Lactobacillus suslart temel alinarak olusturulan Pael enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Lactobacillus acidophilus RSKK 03037
Lacrobacilius brevis NWRLL-B 21
Lacrobacilius brevis OZ1

Lacrobacilius boufrnerii NRLL B1837
Lacrobacilius caseii CGl

Lactobacillus caseii RSKE 706
Lactobacilius cremoris REKK 7O8
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus RSKK 594
Lacrobacilius delbrieckii subsp. facris ATCC 10697
Lactobacillus_fermenium NRLL BS8S
Lactobacillus helvericus AU
Lactobacillus hefvericres HU
Lacrobacilius malftorarmicas NRLL148532
Lacrabacilius paraparacasei STL

I actobacilius pentosus CG

Lactobacillus pfantarim 1193
Lacrobacilius plfantarum 215 L
Lacrobacilius pfamnoaranm 23

Factabacillus plfantaranr 37

Lactobacillus plfantarm 73

Lacrobacilius plfamncarinm APKS2
Lactobacillus plantarans ATCC 8014
Lacrobacilius plfancarum BF2
Lactobacilius plfantariomn CG
Lactobacillus plfantarony TG4
Factobacilius pfantarun: DS 20174
Lactobacillus plancarunr DS 20246
Factobacillis plfantarinr PY TN

Lacrobacilius plantarom Z111

Lactobacilius rhamnasus TR 2

Sekil 4.75a Pstl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram
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Lactobacilius acidophiins RSKK 03037 100
Lactobaciflus brevis NRLL-B 21 14 T
Lactobactins brevis OZ1 100 100 100
Lactobacifius buhwerii NRLL B1837 100 W 10 100
Lactobacitius caseid CG1 100 LTI (1T S 1T S 1)
Lactobacillus caseil RSKK 706 10 0 T 1iHp TiH 1
Lactobacitius cremaris RSKK 708 100 Woo 1 1 100 100 100
Lactobacillus delbruechii subsp. bulgaricas RSKK 594 1) 00 1 T4 160 1640 100 T
Lactobacilus delbrueckii subsp, lactis ATCC 10697 100 (] 100 1040 10 100 100 100 1040
Lactobacifius fermentm NRLL BS§5 100 Wwo 1 W0 100 100 100 0 we 100
Lactohacitius helveticns AU 100 o160 100 100 100 100 w0 1o 100
Lacrobacifins helvericny HU 100 FTUR U7 S U/TTI [ [T I 1) W Wwe e 10 1o
Lactobacilins maltoramicas NRLLI4BSA2 1 10 1 pLET] 1 1m0 100 Rty AL 1 100 100 100
Lactobacills paraparecasei STL 100 e 16 e 100 100 100 W00 100 100 106 100 100 100
Laetobacilius pentosus CG 100 Wo 1 W 100 100 100 W00 104 10 100 100 100 100 100
Lactobacilins plantarum 1193 14 i 104 104k 14 104 100 104 104 104 104 100 106 1My (i 100
Lactobacifins plamtarun 215 L. 00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactobaciiius plantarun 23 1 100 100 104 100 100 100 1 104 100 100 100 100 104 100 100 100 100
Lactobacifins plantarum 37 100 o1 1 10 160 100 W 10 100 108 100 LR 1TV TV T VA (1T R 1]
Lactobacillus plantarum 73 100 100 100 104 100 100 100 100 100 100 104 100 0 100 ([ 100 100 100 100 [
dLactobacifins plontarum APKS2 1040 LU [T I (1T 111 S TR [} ECTU T 11T R (T 1T R (U 1] o 10 100 100 100 ] 100 100
Lactobactllus plantarum NTCC 8014 100 o1 W 100 100 100 FCUTT I T/ TN [T R (1T I 11} 00 o0 100 w0 oo jo0 [T 1 VI (1]
Lactobacilius plantarum BF2 1 R TCR U1 (TS [ (1S 1] W0 100 100 100 100 100 o0 100 1@ joo 100 w0 00 1e 100
Lactobacillis plantarum CG 10 LT [T UV S [T [ (] w0 e 10 100 100 100 100 100 100 100 joa 100 100 0 160 o0 100
Lactobacilius plantarum CG4 100 we o 100 10 100 100 100 W0 e 100 106 100 100 100 100 100 0 oo 100 100 100 fe0 o0 100 100
Lactobacifius plantarum DSM 20174 100 o 10 10 100 100 100 F T 1T S 11T S 11T R T\ B 1) 10 o0 jo0 fe0 oo joo 100 100 0 oo 100 10 o0
Lactobacifius plantarum DSM 20246 100 00 100 W 100 100 100 W0 10 100 10 100 100 100 180 100 Q0 oo 100 100 100 1@ 100 100 100 00 10
Lactobacilius plantarum PYN 100 oo 10 1 100 100 100 W0 00 100 106 100 00 100 00 100 [0 oo (oo 100 100 fe0 00 100 100 100 100 100
Lu:'mhuiﬂn\ﬂmmmmzlll 100 100 100 10 1 104 100 10 140 100 100 100 100 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Lactobictllus rhamnasis TK 2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0o 100 100 100 100 100 100 100 w00 100 100 100 (o0 100 100 100 100

Sekil 4.75b Lactobacillus suslar1 temel alinarak olusturulan Ps#l enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.76a Tagql enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram
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Lactobacillus delhrueckii subsp. factis ATCC 10697

3
E
)
H
g
3
Lactabacillus delbrueckil subsp, leciis ATCC 10697 100
Lactobaciliny plantarsm F111 667 100
Loctobacillus brevis NRLL-B 21 50.0 s0.0
Lactobacifiny casedi CG1 0.0 8.0
Lacrobacifiny caseii RSKK 706 0.0 H.0
Laetobacilins cremoris RSKK 708 50.0 8.0
L bracitlus delh Kil subsp. buly RSKK 594 50.0 H0.0
Lactebacillns fermentum NRLL BS35 50.0 S0.0
Lactobacillus helveticus WU 50.0 80.0
Lactobacillus perntosus CG 0.0 80.0
Lactebacillng plantaran 37 50.0 H0.0
Lactobacillus plantaran DSM 20246 S0.0 8.0
Lactobaciling acidophifus RSKK 03037 66T 0.0
Lactobaciliny brevis OF1 66.7 50.0
Lactobacilins bulnerii NRLL BI1837 66.7 500
Lactobacillns helveticus AU 66.7 500
Lactobacillis maltoramicns NRLLI4BS32 66.7 50.0
Lactobacilins paraparacase 06,7 50.0
Lactobacillux plantaram 1193 66.7 S0.0
Lactobacillus plantarum 215 1 66.7 500
Lactobactilns plantarun 23 66.7 0.0
Lactebacillns plentaruanm 73 6.7 50.0
Lactobaciilns plantarun APKS2 06.7 S0
Lactobacillns plantarem ATCC 8014 66.7 50.0
Lactobacilius plantarsm BF2 66.7 500
Lactobacillns plantaram CG 6.7 5.0
Lactobacilius plantarum CG4. 6.7 50.0
Lactobacillus plantarun SM 20174 66.7 0.0
Lactabaciflus plansarum PYN 667 500
x —— w2 T
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H0.0
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FLactobacilius acidophilus RSKEK 03037
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[
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(L
(L0
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(L
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(L1
1oe
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[
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(L
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1
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1
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4RS32
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-
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100
1o
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L
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18
100
100
100
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Lactobacillus plantarum 23

100
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i
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1My
1iWp
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100
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FLactobacilins plantarum BF2

100
(L]
100
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Lactobacillus planterum CG

1n
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o

Lactobacillis plantersm CG4

100
o0
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1o

Lactobacillns plantarum PYN

Lactobacillus rhamnasus TK 2

Sekil 4.76b Lactobacillus ¢ suslar1 temel alinarak olusturulan 7agl enzimi ile olusan ARDRA paternlerinin UPGMA dendogramindan elde
edilen benzerlik indeksi
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Sekil 4.77a  ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suslarina ait dendogram
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Sekil 4.77b  ARDRA paternlerinin UPGMA ’sindan elde edilen 30 adet Lactobacillus suglarina ait dendogram
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5. TARTISMA ve SONUC

Dogal topluluklardaki bakteriyel farkliliklar oldukca zor anlagilmakta ve genellikle tiir
diizeyinde tespit edilmektedir (Dykhuizen 1998). Sus diizeyinde bakteriyel farkliliklara
ait bilgiler olduk¢a nadirdir. Son yilarda mikroorganizmalara ait genotiplendirme
calismalarinda giiglii teknikler ortaya konulmus ve bu tekniklerin LAB’a ait suslar
tizerindeki uygulamalar1 halen devam etmektedir. Ciinkii LAB’larin endiistriyel
uygulamalar diisiiniildiiglinde, arastirmalarin en temel amaci kullanilabilecek olan LAB
suslarinin se¢imidir. Bu nedenle, herhangi bir susun spesifik ve belirgin olarak ayrimini
saglayan giivenilir yontemlerin uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir ve 6zellikle son yillarda
bu amagla kullanilmaya baslanan DNA temelli molekiiler yontemler var olan
calismalara tamamlayic1 ve dogrulayici olmalari bakimindan giivenilir, basit ve pahali

olmayan yontemler olarak degerlendirilmektedir.

Calismanmuzin baslangicinda, A.U. Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyal Genetik
Lab. Kiiltiir Koleksiyonumuzda farkli fenotipik ve biyokimyasal testler ile cins
diizeyinde, API CHLS50 tanimlama test kit kullanimi ile de tlr/alttiir diizeyinde
tanimlanmast onceden yapilmis olan gida kokenli Laktik Asit Bakterisinin 36 adet
Enterococcus, 47 adet Lactococcus, 29 adet Pediococcus , 6 adet Leuconostoc ve 30
adet Lactobacillus olmak tizere 5 farkli cinsine ait toplam 148 adet sus kullanilmistir.

LAB suslart arasindaki genetik cesitliligin degerlendirilmesi icin calismamizda laktik

asit bakterilerine ait once 148 adet susun tiir, ozellikle sus diizeyinde ayrimina ve/veya

tiplendirilmesine vonelik olan molekiiler tekniklerden ARDRA yontemi kullanilarak bu

yontem degerlendirilmistir.

- Calismada kullanilan LAB grubuna ait toplam 148 sustan PROMEGA Wizard®
Genomik DNA Izolasyon Kiti kullanimi ile genomik DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve elde edilen genomik DNA ARDRA calismalarinda kalip
DNA olarak kullanilmustir.
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5 farkli genusa ait 148 susun elde edilen genomik DNA ’lar1, pB (50-70) (5’TAA
CAC ATG CAA GTC GAA CG)3’ve 1492 R (5 TAC CTT GTT ACG ACT T
3’) primerleri kullanilarak PCR teknolojisi ile ¢ogaltilmig ve yaklasik 1458 bp
biiytlikliigiinde olan 16S rDNA bélgesi elde edilmistir.

Calismada Ssp 1, Nhe 1, Kpn 1, Hinf'1, Hind 111, Hae 111, Msp 1, Taq 1, Pst 1, ve
Pae 1 restiriksiyon enzimleri bes farkli genusa ait birer O6rnekle denenmistir.
Bunlarin arasindan kesim noktasina sahip olan 7 tanesi (Hinf 1, Hind 111, Hae 111,
Mspl, Taql, Pst 1, ve Pae 1) calismadaki 148 adet susun ARDRA analizleri i¢in

kullanilmistir.

Resriksiyon enzimi kesim {iriinlerinin % 1.5 agaroz jel lizerinde ayrilan ve EtBr
ile boyama neticesinde gozlemlenebilen farkli uzunluklara sahip bant patternleri
daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere GelComparll, Version 4.1 (Applied

Math) bilgisayar yazilim programina aktarilmistir.

ARDRA bantlar1 arasindaki benzerlik “Dice product moment correlation
coefficient” degeri (r) ile ifade edilip % benzerlik degerine donustiiriildiikten
sonra UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) analizi
ile kiimeleme (clustering) islemi yapilarak neticede tiirler arasindaki genetik
benzerlik dendogram olarak gosterilmis ve dendogram {izerinde kiimeleri
birbirinden ayirt etmek i¢in korelasyon katsayisi % 90 olarak se¢ilmis ve bu

degere bagli kalinarak kiimeleme yapilmistir.

Calismamizda kullanilan Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc ve

Lactobacillus olmak tizere 5 farkli cinse ait 148 adet susun amplifiye edilmis 16S rDNA
bolgelerini Haelll, Hindlll, Hinfl, Mspl, Pael, Pstl ve Taql olmak iizere 7 farkh

restriksiyon enzimi ile kesim neticesinde olusan bant paternleri sonucu olusturulan

dendogramlar da korelasyon katsayist %90 olarak belirlendiginde ve tek tek

incelendiginde asagidaki sonuglar gézlemlenmektedir.

Enterococcus suslarinin Haelll-16S ARDRA paternleri goz 6niinde bulunduruldugunda,

bu suslar 6 kiimede toplanmis ve bu kiimeler 585 ve 427 bp biiyiikliigiinde ortak bantlar

icermektedir. 1. kiimede yer alan 3 kesim noktasina karsilik gelen 585, 427, 188 ve 66
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bp biiyiikliigiinde 4 bant bulunmaktadir. 2. kiimede 585, 427 ve 188 bp biiylikliiglinde 3
bant bulunan E. faecium suslar1 yer almaktadir. 3. kiimede 585, 427, 257, 188 ve 66 bp
biiytlikliigiinde olan 5 bant bulunmaktadir. 4. kiimede yer alan Enterococcus hirae 115
diger suslardan farkli olarak 5 kesim noktasina karsilik gelen ve biiytikliikleri 585, 427,
257, 210, 188 ve 66 bp olan 6 bant igerek diger Enterococcus tirlerinden tiir
seviyesinde ayrilmaktadir. 5. kiimede 585, 427, 257 ve 66 bp biiyiikliigiinde olan 4
bandi igeren suslar bulunmak ve 6. kiimede ise 585, 427 ve 257 bp biiyiikliigiinde 3
bandi iceren suslar yer almaktadir (Sekil 4.38a).

Enterococcus  suslarinin  HindlllI-16S ~ ARDRA  paternleri  géz  Oniinde
bulunduruldugunda ise bu suglar 2 kiimede toplanmaktadir. 1 kiimede tek kesim
bolgesine karsilik gelen 1200 ve 223 bp biiyiikliigiindeki 2 banttan olusan patern yer
almaktadir. 2. kiimede ise c¢ogaltilmis 16S rDNA bolgesine karsilik gelen 1460 bp
bliytikliigiindeki bant paterni dikkati ¢cekmektedir (Sekil 4.39a).

Enterococcus suslariin HinfllI-16S ARDRA paternleri géz 6niinde bulunduruldugunda
ise bu suglar 5 kiimede toplanmaktadir. 1. kiimede yer alan E. fecalis 139 ve 80 suslari
gostermis olduklar1 880, 330, 250 ve 200 bp biiyiikliigiindeki 4 bantlar ile diger
Enterococcus tlirlerinden ve diger E. fecalis suslarinda ayrilmaktadir. 2. kiimede ise
880, 330 ve 200 bp biiyiikliiklerindeki 3 bant sergileyen suslar yer almaktadir. 3.
kiimede yer alan E. hirae 115 susu ise Haelll restriksiyon enzimi sonucu olusan
ARDRA paternlerinde oldugu gibi diger Enterococcus suslarindan tiir seviyesinde
ayrilmaktadir. 4. kiilmede 3 kesim noktasina karsilik gelen biiyiikliikleri 880, 330, 220
ve 180 olan bantlar1 igeren suslar yer almaktadir. 5. kiimede ise biiyiikligii amplifiye
edilmis 16S rDNA bdlgesinden kiiciik olan 880 bp biiyiikliginde tek bandin
bulunduran E. durans 51 ve 56 suslar dikkat cekmektedir. (Sekil 4.40a).

Enterococcus suglarinin Mspl-16S ARDRA paternleri g6z Oniinde bulunduruldugunda
ise bu suglar 6 kiimede toplanmaktadir ve bu kiimelerde 550 bp biiyiikliiglinde olan
ortak bir bant bulunmaktadir. 1. kiimede biiytlikleri 600, 550 ve 205 bp olan 3 bant
bulunmaktadir. 2. kiimede 550, 490 bp biiyiikliiglindeki kayip bantlarin oldugu
diistiniilen E.faecium 2 susu bulunmaktadir. 3. kiimede sergilemis oldugu biiytikliikleri

600, 550, 380 ve 205 bp olan bantlar sergileyen E .faecium ATCC 6057 susu yer
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almaktadir. 4. kiimede 550, 490, 140 ve 120 bp biiyiikliiglinde olan bantlar1 igeren suslar
bulunmaktadir. 5. kiimede ise ortak olan 550 bp biiyiikliigiindeki bandin yan1 sira 490,
205, 140 ve 120 bp biiytikliiklerindeki bantlar1 igeren suslar yer almaktadir. 6 kiimede
ise deneysel sorunlar sebebi ile Mspl restriksiyon enzimi ile kesim sonrasinda bant el

edilemedigi diistiniilen E. durans 51 ve 56 suslar1 bulunmaktadir (Sekil 4.41a).

Enterococcus suslarinin Pael-16S ARDRA paternleri géz 6nilinde bulunduruldugunda
ise bu suslar kesim noktasi: bulunmayan 1. kiime ve tek kesim noktasina karsilik gelen
1350 ve 150 bp biiyiikliigiindeki bantlar1 bulunduran 2. kiime olmak iizere 2 kiimeye
ayrilmaktadir (Sekil 4.42a).

Enterococcus suglarmin PstI-16S ARDRA paternleri goz 6niinde bulunduruldugunda
ise bu suslarin hepsi igin tek kesim noktasina karsilik gelen ve homolog olan 840 ve 626

bp biiyiikliiklerindeki iki bant bulunmaktadir (Sekil 4.43a).

Enterococcus suslarinin Taql-16S ARDRA paternleri géz 6nilinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 2 kiimede toplanmaktadir. 1. kiimede 745, 560, 540 ve 205 bp
biiytikliigiinde 4 bant bulunurken 2. kiimede 745, 540 ve 205 bp biiyiikliigiinde olan 3
bant bulunmaktadir (Sekil 4.44a).

Lactococcus suslarinin Haelll-16S ARDRA paternleri goz oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 6. kiimede toplanmaktadir ve 6. kiimede tek basina yer alan Lc. lactis 32
disinda kalan tiim suslar i¢in 587 ve 454 bp biiyiikliigiindeki iki bant ortaktir. 1. kiimede
bu ortak bantlara en olarak 248 ve 118 bp biiyiikliigiinde olan bantlarla 3 kesim
noktasina karsilik gelen toplam 4 bant bulunmaktadir. 2. kiimede 2 kesim noktasina
karsilik gelen 587, 454 ve 248 bp biiyiikliiglinde 3 bant bulunmaktadir. 3. kiimede ise 3
kesim noktasina karsilik gelen 587,454, 358, ve 118 bp biiyiikliigiinde olan 4 bant
bulunmaktadir. Bu kiimede yer alan Lactococcus lactis subsp. lactis suslar1 1. kiimede
yer alan Lactococcus lactis subsp. lactis suslarindan bu farli paternleri sus seviyesinde
ayrilmaktadir. 4. kiimede 587, 454, 358, 248 ve 118 bp biiyiikliigiindeki 5 bantla
Lactococcus lactis 100 yer almaktadir. 5. kiimede ise sadece ortak olan iki bant
paternini i¢eren suslar bulunmaktadir. 6. kiimede ise 520 ve 373 bp olmak iizere ortak

bantlardan farkli biiytikliikte olan 2 bandi bulunduran Le. lactis 32 susu yer almaktadir

(Sekil 4.46a).
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Lactococcus suslarinin Hindll1-16S ARDRA paternleri géz onilinde bulunduruldugunda
ise bu suslar kesim noktas1 bulunmayan 1. kiime ve tek kesim noktasina karsilik gelen
1295 ve 216 bp biiyiikliigiindeki bantlar1 bulunduran 2. kiime olmak iizere 2 kiimeye
ayrilmaktadir (Sekil 4.47a).

Lactococcus suslarinin Hinfl-16S ARDRA paternleri gz oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 7 kiime altinda toplanmaktadir. 1. kiimede 935, 332 ve 180 bp, 2. kiimede
992, 332 ve 180 bp, 3. kiimede 992, 332 ve 150 bp, 4. kiimede 992, 535, 332 ve 180 bp,
5. kiimede 992, 332, 220 ve 180 bp, 6. kiimede 992 ve 332 bp, 7. kiimede ise 992 ve
180 bp biiyiikliigiinde olan bantlar1 igeren suslar bulunmaktadir (Sekil 4.48a).

Lactococcus suglarinin Mspl-16S ARDRA paternleri gz 6ntinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 9 kiime altinda toplanmaktadir. 1. kiimede 548 ve 483 bp, 2. kiimede 548,
483 ve 150 bp, 3. kiimede 610, 548, 196 ve 80 bp, 4. kiimede 548, 483, 150 ve 120 bp,
5. kiimede 548, 483, 140 ve 100 bp, 6. kiimede 548, 140 ve 100 bp, 7. kiimede 548, 483,
196, 140 ve 100 bp, 8. kiimede 610, 548, 196, 140 ve 100 bp, 9. kiimede 610, 548 ve
140 bp biiyiikliigiinde olan bantlar1 igeren suslar bulunmaktadir. 3. kiimede yer alan Lc.
lactis subsp. lactis W1, W2 ve W3 suslar1 gozlemlenen farkli bant paternleri ile diger

Lc. lactis subsp. lactis suslarindan ayrilmaktadir (Sekil 4.49a).

Lactococcus suslariin Pael-16S ARDRA paternleri géz dniinde bulunduruldugunda ise
bu suslar tek kesim noktasina karsilik gelen 1310 ve 106 bp biiyiikliiglindeki bantlar
bulunduran 1. kiime ve kesim noktast bulunmayan 2. kiime olmak iizere 2 kiimeye

ayrilmaktadir (Sekil 4.50a).

Lactococcus suglarinin PstI-16S ARDRA paternleri géz 6nilinde bulunduruldugunda ise
bu suslarin hepsi i¢in tek kesim noktasina karsilik gelen ve homolog olan 953 ve 774 bp

biiytikliiklerindeki iki bant bulunmaktadir (Sekil 4.51a).

Lactococcus suslarinin Tagl-16S ARDRA paternleri goz 6niinde bulunduruldugunda ise
bu suslar 4 kiimede toplanmaktadir ve 550 bp biiyiikliigiindeki bandin ortak oldugu
goriilmektedir. 1. kiimede 597 ve 550 bp, 2. kiimede 597, 550 ve 197 bp, 3. kiimede
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740, 550 ve 197 bp, 4.kiimede 740, 597, 550 ve 197 bp biiylkliiglinde olan bantlar
igeren suslar bulunmaktadir (Sekil 4.52a).

Pediococcus suslarinin Haelll-16S ARDRA paternleri goz oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 664, 490, 300 ve 112 bp biiyiikliigiinde olan 4 bandi i¢eren Pediococcus
dextranicus 2N 10P ve 2N 1P suslarinin yer aldigi 1. kiime ve 664, 490 ve 300 bp
biiyiikliigiinde olan 3 bandi igeren 2. kiime altinda toplanmaktadir (Sekil 4.54a).

Pediococcus suslarmin Hindl1I-16S ARDRA paternleri géz 6niinde bulunduruldugunda
ise bu suslar tek kesim noktasina karsilik gelen ve 1272 ve 210 bp biiyiikliigiinde olan
bantlar1 igeren P. dextranicus 2N 10P ve 2N 1P suslarinin yer aldigi 1. kiimenin yani
sira kesim noktas1 bulunmayan 2. kiime olmak {izere 2. kiime altinda toplanmislardir

(Sekil 4.55a).

Pediococcus suslarinin Hinfl-16S ARDRA paternleri gz onilinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 2 kiime altinda toplanmaktadir.1. kiimede 1047, 943, 328 ve 155 bp, 2.
kiimede 943, 328 ve 155 bp biiyiikliiglinde olan bantlari igeren suslar bulunmaktadir
(Sekil 4.56a).

Pediococcus suglarimin Mspl-16S ARDRA paternleri gz onilinde bulunduruldugunda
ise bu suglar gene 3. kiime altinda toplanmaktadir. P. dextranicus 2N 10P ve 2N 1P
suglarinin yer aldigi 1. kiimede 550, 490, 180 ve 108 bp, 2. kiimede ise 626, 557 ve 210
bp, eksik bantlarin bulundugu diisiiniilen 3. kiimede ise 626 ve 557 bp biiyiikliigiinde

olan bantlar1 igeren suslar bulunmaktadir (Sekil 4.57a).

Pediococcus suslariin Pael-16S ARDRA paternleri g6z 6niinde bulunduruldugunda ise
bu suslar tek kesim noktasina karsilik gelen biiytikliikleri 1330 ve 151 olan 2 bant igeren
1. kiime ve 1490 bp biiyiikliigiindeki kesim noktast bulundurmayan 2. kiime olmak

tizere 2 kiime altinda toplanmaktadir (Sekil 4.58a).

Pediococcus suslarmin Pstl-16S ARDRA paternleri g6z oniinde bulunduruldugunda ise
bu suslarin hepsi icin tek kesim noktasina karsilik gelen ve homolog olan 876 ve 674 bp

biiyiikliiklerindeki iki bant bulunmaktadir (Sekil 4.59a).
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Pediococcus suslarinin Tagl-16S ARDRA paternleri g6z 6niinde bulunduruldugunda ise
bu suslar 764, 556, ve 194 bp biiyiikliigiinde olan 3 bandi bulunduran 1.kiime, 764 ve
556 bp biiyiikliiglinde olan 2 bant bulunduran 2. kiime ve P. dextranicus 2N 10P ve 2N
1P suslarinin yer aldig1 764, 689, 560, 556, 181 ve 118 bp biiyiikliigiinde olan 6 bant

bulunduran 3. kiime olmak iizere 3 kiime altinda toplanmiglardir (Sekil 4.60a).

Pediococcus suslarinin ARDRA paternlerine bakildiginda P. dextranicus 2N 10P ve 2N
1P suslar1 diger gruplardan ayr1 bantlar sergiledigi dikkati ¢cekmektedir. Bunu {izerine bu
suslar sekans analizine gonderilerek sonuglar onaylanmak istenmistir. Ancak sekans
analizleri sonucunda P. dextranicus 2N 10P susunun % 100 E.durans ve P. dextranicus
2N 1P susunun % 99 E.fecalis oldugu ortaya cikmistir. Bu suslarin daha onceden

yapilan fenotipik testlerde yanlis tanimlandig1 diigiiniilmektedir.

Leuconstoc suslarinin Haelll-16S ARDRA paternleri géz 6niinde bulunduruldugunda
ise bu suslarin tiimii i¢in homolog olan 584 ve 460 bp biiyiikliiklerindeki iki bant
bulunmaktadir (Sekil 4.62a).

Leuconstoc suslarimin HindlIII-16S ARDRA paternleri g6z oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar tek kesim noktast neticesinde meydana gelen 1237 ve 225 bp
biiytlikliigiinde olan 2 bant paternini iceren 1. kiime ve kesim noktasi bulunmayan 2.

kiime olmak tizere kiimelenmislerdir (Sekil 4.63a).

Leuconstoc suglarmin Hinfl-16S ARDRA paternleri goz 6niinde bulunduruldugunda ise
bu suglar 2 kiime altinda toplanmis ve 305 bp biiyiikliigiindeki bant iki kiime iginde
ortaktir.1. kiimede 870 ve 305 bp, 2. kiimede ise 858 ve 305 bp biiyiikliigiinde olan
bantlar1 iceren suglar bulunmaktadir (Sekil 4.64a).

Leuconstoc suslarinin Mspl-16S ARDRA paternleri gz onilinde bulunduruldugunda ise
bu suslar 546, 482 ve 151 bp biiyiikliiglinde olan bantlar1 igeren 1. kiime, 595, 546 ve
211 bp biyiikliigiinde olan bantlar1 igeren 2. kiime olmak {izere iki kiime altinda

toplanmaktadir (Sekil 4.65a).
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Leuconostoc suslarinin Pael-16S ARDRA paternleri géz ontinde bulunduruldugunda ise
bu suslar kesim noktas1 bulundurmayan 1486 bp biiyiikliigiinde olan bantlar1 iceren 1.
kiime ve tek kesim noktasi neticesinde olustugu diisiiniilen 1250 ve 150 bp

biiytlikliigiinde olan bantlari igeren 2. kiime olmak tizere 2 kiime altinda toplanmaktadir

(Sekil 4.66a).

Leuconstoc suslarinin PstI-16S ARDRA paternleri goz onilinde bulunduruldugunda ise
bu suslar 1486, 892 ve 647 bp biiyiikliigiinde olan 3 ortak bandi igeren 2.kiime altinda
toplanmaktadir. 1468 bp biiyiikliigiinde olan bandin tamamlanmayan kesim sonucunda
gozlemlendigi diisiiniilmektedir. 1. kiimede 1468, 1305, 892 ve 647 bp, 2. kiimede ise
1468, 1102, 892 ve 647 bp biiyiikliigiinde olan bantlar1 iceren suslar yer almaktadir
(Sekil 4.67a).

Leuconstoc suslarinin Tagl-16S ARDRA paternleri goz 6niinde bulunduruldugunda ise
bu susglar 600 ve 530 bp biiyiikliiglinde olan bantlar1 bulunduran 1. kiime ve 750, 600 ve
530 bp biiyiikliigiinde olan bantlar1 bulunduran 2. kiime olmak iizere 2 kiime altinda
toplanmaktadir. Bu iki kiime iginde 530 bp biiyilikliigiinde olan bant ortak oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.68a).

Lactobacillus suslarinin Haelll-16S ARDRA paternleri géz 6niinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 576 ve 450 bp biiylikliigiinde olan iki ortak bandi igeren 3 kiime altinda
toplanmaktadir. 1. kiimede 576 ve 450 bp biiyiikliigiinde olan 2 bandi, 2. kiimede 576,
450 ve 243 bp biiyiikliiglinde olan 3 bandi, 3. kiimede 576, 450, 305 ve 243 bp bp
biiytlikliigiinde olan 4 bandi igeren suslar bulunmaktadir (Sekil 4.70a).

Lactobacillus  suslarmin  HindIlI-16S ~ ARDRA  paternleri g6z  Oniinde
bulunduruldugunda ise bu suslar tek kesim noktasi neticesinde olustugu diisiiniilen 1298
ve 225 bp biiyiikliiglinde olan 2 band1 igeren 1. kiime ve kesim noktast bulunmamasi
nedeni ile gézlemlenen 1498 bp biiyiikliiglinde olan tek bandi igeren 2. kiime olmak

tizere 2 kiime altinda toplanmaktadir (Sekil 4.71a).
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Lactobacillus suslarimin Hinfl-16S ARDRA paternleri géz oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 978, 347 ve 178 bp biiyiikliigiinde 3 homolog bant paterni ile tek bir kiime
altinda toplanmaktadir (Sekil 4.72a).

Lactobacillus suslarmin Mspl-16S ARDRA paternleri géz oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 590 bp biiyiikliiglinde olan bandi igeren 6 kiime altinda toplanmaktadir. 1.
kiimede 610, 590, 490 ve 452 bp biiyiikliigiinde 4 bant, 2. kiimede 650, 590 ve 452 bp
biiytlikliigiinde 3 bant, 3. kiimede 610, 590, 542 ve 452 bp biiyiikliigiinde 4 bant, 4.
kiimede 610, 590, 452 ve 161 bp biiyiikliiglinde 4 bant, 5. kiimede ise 590, 542, 205 ve
161 bp biiyiikliigiinde 4 bant ve 6. kiimede 610 ve 590 bp biiyiikliigiinde olan bantlar1
igeren suslar bulunmaktadir (Sekil 4.73a).

Lactobacillus suslarinin Pael-16S ARDRA paternleri goz oniinde bulunduruldugunda
ise bu suslar tek kesim noktasina karsilik gelen 1382 ve 153 bp biiylikliiglinde olan 2
bandi igeren 1. kiime ve kesim noktasi bulundurmaya 1490 bp biiyiikliigiindeki 2. kiime
olmak iizere 2 kiime altinda toplanmaktadir (Sekil 4.74a).

Lactobacillus suslarinin PstI-16S ARDRA paternleri géz oniinde bulunduruldugunda
ise bu susglarin tiimii i¢in homolog olan 846 ve 647 bp biiyiikliigiinde olan bantlarla tek

bir kiime olusturulmustur (Sekil 4.75a).

Lactobacillus suslarinin Tagl-16S ARDRA paternleri géz 6niinde bulunduruldugunda
ise bu suslar 4 kiime altinda toplanmaktadir. 1. kiimede kayip bantlar oldugu diisiiniilen
725 bp, 2. kiilmede 561 ve 518 bp, 3. kiimede 725, 561 ve 518 bp, 4. kiimede 725, 538
bp biiyiikliigiinde olan bantlar1 igeren suslar bulunmaktadir (Sekil 4.76a).

LAB’larin endiistriyel uygulamalar1 diisiliniildiigiinde, arastirmalarin en temel amaci
kullanilabilecek olan LAB suslarinin se¢cimidir. Bu nedenle, herhangi bir susun
spesifik ve belirgin olarak ayrimini saglayan giivenilir yontemlerin uygulanmasi
oldukca 6nemlidir ve Ozellikle son yillarda bu amagla kullanilmaya baslanan DNA
temelli molekiiler yontemler var olan ¢aligmalara tamamlayic1 ve dogrulayici olmalari

bakimindan giivenilir, basit ve pahali olmayan yontemler olarak degerlendirilmektedir.
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Sekans analizi i¢in normalde 16S rRNA gen tercih edilir ¢linkii hem korunumlu hem de
degisken bolgeler icermektedir ve bdylece tiim bakteriyal taksonlar arasindaki

filogenetik iligkinin ¢aligilmasini kolaylastirmaktadir.

Tim sekans belirlemesinin yerine farkli restriksiyon enzimlerinin kullanimi neticesinde
elde edilen ARDRA paternlerinin kiime analizi mikroorganizmalarin taksonomik

siniflandirmasinda ve/veya filogenetik analizde basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir.

Caligmamizda yaklasik 1500 baz ¢ifti bliylikliglindeki amplikonu amplifiye etmek igin
evrensel bakteriyal 16S rDNA gen primer seti kullamilmistir Bununla beraber,

calismamizda kendini gdsterdigi gibi teknigin bazi limitasyonlar1 bulunmaktadir

1.  IIk olarak genus veya tiire 6zgii primerlerden ziyade PCR amplifikasyonu igin
evrensel bakteriyal primerler kullanildigr i¢in genus ve tiir identifikasyonunun

fenotipik ve biyokimyasal yontemlerle yapilmis olmasi gerekmektedir.

2. Sadece ufak bir sekans farkliligi sergileyen birbirleri ile yakin iliskideki
organizmalar s6z konusu oldugunda kullanilan restriksiyon enzim veya
enzimlerinin tanidig1 restriksiyon bolgesinin kaybi veya kazanci seklinde bir

mutasyon sz konusu olabilecegi diisiiniilmektedir.
3. Her bir bantin biiylkligiini belirleyip bunlarin toplamimi aldigimizda bazi
skorlanan bantlarin toplaminin amplifiye edilmis DNA fragmanindan biiyiik

bazilarinin ise daha kii¢iik oldugu gézlemlenmistir (Niibel vd.1996)

Toplamdaki bu fazlalik veya azligin nedenleri ekstra zayif bantlarin olusumuna sebep

olabilen mikro-heterojenite, restriksiyon enzimlerinin star aktivitesinin (yani
restriksiyon enziminin kendi tanimlanmis olan tanima sekansina es degil ancak benzer
sekans1 kesebilmesi) sebep oldugu patern (bant) olusumundaki problemler, zayif
bantlarin yanlis isaretlenmesi veya ¢ift bantlarin sadece tek bir bant olarak isaretlenmesi
gibi bantlarin atanmasindaki veya belirlenmesindeki yetersizlik/eksiklik oldugu

distiniilmektedir (Gtirtler vd. 1991, Cole ve St. Grions 1994).
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4. 16S-ARDRA nin deneysel diizeneginin basarisit ayni zamanda segilen restriksiyon
enzimlerine baglidir. ARDRA c¢aligmalarinda kullanilan primerler korunumlu
bolgelere baglanacak sekilde dizayn edilmistir ve degisken bolgeleri amplifiye

ederler. Teknigin ayrim giicii ise bu degisken bolgeler iizerinde kesim noktasi

bulunan ve ayrun saglayabilecek restriksiyon enzim secimine baghdir.

Direk sekans analizi ile kiyaslandiginda ARDRA calismasinin en 6nemli avantaji
“analizin hizli olmasina” ve “bant paternlerinin sayisal analizlerinin taksonomik
rezolusyonuna ve filogenetik gecerliligine” bagh oldugundan, minimal sayida ancak iyi
belirlenmis restriksiyon enzimlerinin (yani degisken sekans bolgelerinden kesim

yapan) kullanilmas1 6nerilmektedir

Amplifiye edilmis bolgenin uzunlugu simirlt oldugundan fercihen ortalama 5-6
restriksiyon fragmani olusturan tetramerik restriksiyon enzimleri (yani 4 baz tanima

sekansina sahip) gibi siklikla kesim yapan enzimler kullanilmalidir (Wilson vd.1995).

Tiire ait mevcut 16S rRNA gen sekansinin restriksiyon enzimleri ile kesimlerinin
bilgisayar simiilasyonu ile bu restriksiyon enzimlerinin se¢imi ve belirlenmesi teorik

olarak yapilabilmaktedir.

5. Uzun siiren elektroforez esnasinda yiiksek voltajin yarattigi isinin artmasi jeli
1sitmakta ve DNA bantlarinin smear seklinde goriinmesine veya bozulmasina
sebep olmaktadir. Bu durum bantlarin  biiyiikliiklerinin ~ belirlenmesini

zorlagtirmaktadir.

6.  Bazi bantlar tamamlanmayan kesimden (incomplete digest) kaynaklanabilir ya da

dijitizasyon kaynakl artifaktlar oldugu diisiiniilmektedir.

ARDRA c¢aligmasinda 7 restriksiyon enzim kullanimi pahali, zaman alic1 ve eziyetli bir

islemdir, teorik olarak ne kadar fazla restriksiyon enzimi o kadar dogru ve hassas

sonuclar diisiincesi olsa da RAPD tiplendirmeye cevap verebilen uygun bir yontemdir.
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—  Genis aralikta mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde pek c¢ok laboratuvarda
kullanilmaktadir.

—  Hizli ve basit bir yontemdir

ARDRA tiplendirme i¢in uygun bir yontem degildir ¢iinkii rDNA molekiiliiniin dogal

korunumlu yapisindan dolay1 diisiik bir ayrim giiciine sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Bununla beraber DNA polimeraz enziminin markasi, jel elektroforezi, kalip DNA
molekiiliiniin kalitesi, DNA konsantrasyonu ve primer baglanma varyasyonlarinin

degiskenligi gibi degiskenlerden dolayr RAPD tekniginin fekrarlanabilirligi neredeyse

yoktur ve teknigin yiiksek derecede ayrim giiciine sahip olabilmesi i¢in ayni anda pek

cok primer ile ¢alisilmas1 gerekmektedir

“Yiiksek derecede ayrim saglayan genomik parmak izi” yontemi olarak AFLP teknigini
onermekteyiz ¢ilinkii laboratuvarimizda ayni suslarla daha énceden yapmis oldugumuz
caligmalar sonucunda AFLP teknigini yiiksek sayida bakterilerin ayrimini saglayabilen

etkin bir metot oldugu diisiiniilmektedir.

Yontem yiiksek ayrim giicline, tekrarlanabilirlik, bilgisayara aktarilabilen uygun temiz
bantlarin olusumu gibi avantajlara sahiptir. AFLP teknigi, ¢ok sayida susun tanimlamasi
ve tiplendirmesinde tercih edilmesine ragmen ARDRA ve RAPD tekniklerinin basit ve
hizli yaklasimlarina karsilik pahali ve ticarilesmis bir teknik oldugundan dolay1

arastiricilar tarafindan tercih edilmemektedir
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EK 1 BAKTERI GELiSIMLERINDE KULLANILAN BESIYERLERI

MRS BESIYERI (52.2gr/1)

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

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

TGE BESIYERI (Tripton-glucose-yeast extract)

fcerik %g
Tripton 1.0
Glukoz 1.0
Maya ekstrati 1.0
Tween 80 0.1
MgSO4 0.005
MnSO, 0.005

Bu igerikler 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir, pH 6.8’¢ ayarlanir. Kat1 besiyeri

hazirlamak igin iizerine % 1.5 agar eklenir. 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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EK 2 TAMPON VE COZELTILER

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

Icerik (pH:8.3)

Tris 10.8 g
Borik asit 55¢g
EDTA (1M) 094 ¢
Distile su 11t
pH: 8.3

YUKLEME BOYASI

Icerik

Bromofenol blue 025¢g
Sakkaroz 40¢g
Distile su 100 ml

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

filtreden gecirilir ve +4°C’de saklanir.

ETIiDYUM BROMIT COZELTISi

icerik
Etidyum bromit 10g
Distile su 100 ml

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

filtreden gecirilir ve +4°C’ de stok olarak koyu renk, 1s1k almayan bir sisede saklanir.
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% 1’ lik AGAROZ JEL

Icerik % g
Agaroz 1.0
1 X TBE Tamponu 100 ml

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

jele 2 pl etidyum bromit soliisyonu eklenir.

% 1.6’ik AGAROZ JEL (RAPD PCR URUNLERI iCiN)

Icerik % g
Agaroz 1.6
1 X TBE Tamponu 100 ml

Agaroz 1.6 gr tartilarak 100ml 1X TBE Tamponu eklenerek mikrodalga firinda yiiksek
1s1da yaklasik 3 dakika eritilir ve homojen hale gelmesi saglanir. Jel soguduktan sonra

jele 4 ul etidtum bromit soliisyonu eklenir.

% 1.5’k AGAROZ JEL (16S PCR URUNLERI iCiN)

Icerik % g
Agaroz 1.5
1 X TBE Tamponu 100 ml

Agaroz 1.5 gr tartilarak 100ml 1X TBE Tamponu eklenerek mikrodalga firinda yiiksek
1s1da yaklasik 3 dakika eritilir ve homojen hale gelmesi saglanir. Jel soguduktan sonra

jele 4 ul etidtum bromit soliisyonu eklenir.
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EK 3 KROMOZOMAL DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN PROMEGA
WIZARD GENOMIC DNA ISOLATION KIT PROSPEKTUSU

o

Promega

IILG. Tsolating Genomic DMNA from Gram Positive and Gram MNegative Bacteria

Materials to Be Supplied by the User

. 1.3mil microcentrifuge fubes

- water bath, 80°C

= whater bath, 370

- isopropancl, room temperature

- % ethanol, rooam temperatune

- water bath, 57T (optonal; for rapid DMNA rehy dreation)

- Simdd EDT A (pH 8.0) {for grarm positive bacteria)

- Limg /il ysozyme (Sigma Cat, # L7651) (for gram positive bacteria)

* 10mgg/ il Iysostaphin (Sigma Cat# LT38E) (for gram positive bacteria)

1. Mdd Iml of an dvermight culture to a 1L.3mi micrecentrifuge tube,

2. Centrifuge at 13,000=16,000 = g for 2 minutes to peliot the oells, Remowve tho
supernatant. For Gram Positive Bacteria, proceed to Step 3. For Gram
Megative Bacteria go directly to Step 6.

3, Resuspend the cells theroughly in 480ul of S0mbd EDTA.

4, Add the appropriate ytic enevme(s) to the resuspended cell pellet in a total
volume of 120ul {see note in the margin), and gently pipet to mix, The
purpose af this pretreatment is to weaken the cell wall so that efficient cell
lysis can take place

Mote; For certain Staphyiscoccus species, a mixture of 60u] of T0mg ml
I:,.'ﬁl;}r:.\_.':n'u: arnd G0l of ].D'I'l'lﬁ,-"l.'l-ﬂ 1:;50q;t.1phi.n 15 :'L'l.]ui.r'-i'.‘\d for efficient [::-"‘.‘-iﬁ.
However, many Gram Positive Bactertal Strains (eog., Bacillus subbilis,
Mivrococews lutens, Nocerdie offtidiscaiinrm, Rhodovoceis mindocfieeies, and
Srevibecterinm albidieon) lyse efficiently using [vsozyme alone.

[T

Incubate the sample at 37°C for 30=60 minutes. Contrifuge for 2 minutes at
13,000-16,000 = 7 and remove the supermatant.

&, Add 600l of Muclei Lysis Solution. Gently pipet until the cells ane
resuspended

=1

[svcubate at 80°C for 5§ minutes to lyse the cells; then cool te reom
temperature,

£ Add 3ul of RNase Solution to the cell lvsate, Invert the tube 23 times (0 mux,
9, Incubate st 37°C for 15-60 minutes. Cool the sample to room temperature,

10 Add 200ul of Protedn Precipitation Solution to the RMase-treated cell lysate.
Wartex vigorously at high speed for 20 seconds to mix the Protein
Precipitation Solution with the cell lysate.

11, Imcubate the sample on e for 5 minutes.

12, Centrifuge at 13,000-16,0000 = g for 3 roinutes.
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13. Transfer the supernatant containing the DNA to a clean 1.5ml
microcentrifuge tube containing 60041 of room temperatune isopropanol,
Mote: Some supermatant may remain in the original tube containing the
proteme pellet. Leave this residual ligquid in the tube to avoid contaminating
the DM A solution with the precipitated protein,

14, Gently mix E-'-'_'r' inwversion untl the theead-like strands of DN A form a visible

Ml
15, Centrifuge at 13,000-16,000 = g for 2 minutes,

16, Carefully pour off the supernatant and deain the tube on clean absorbent
papet. Add 600pl of room temperature 70% cthanol and gently tovert the
tube several mes to wash the DNA pellet.

17. Centrifuge at 13,000=16,0000 = ¢ for 2 minutes. Carefully aspirate the
cthanel,

18. Drain the tube on clean absorbent paper and allow the pellet to air-dry for
10=13 mirtes,

19, Add 100l of DNA Rehwvdreation Solution to the tube and rehydrate the
DMNA by incubating at 65°C for 1 hour. Periadically mix the solution by
gontly tapping the tube, Alternatively, rehydrate the DMNA by incubating
the: solubion evernight at room termperature or at 4°C.

0, Store the DN A at 2-8°C,
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EK 4 DNA ANALIZINDE KULLANILAN MOLEKULER MARKORLER

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

Product Number D5292
Storage Temperature —20 °C

Product Description

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

Plasmid Sizes
base pairs (bp)

16,210
14,174
12,138
10,102

8,066
7,045
6,020

5012
3,990

2,972

2,067
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GeneRuler ™ 100bp DNA Ladder Plus (FERMENTAS)

bp g5 pg %

000 280 56
2000 280 56

AR RIN

|

™
=,
_J
e
=
=
=
=

1.7% Topsior™® LE G Agarose ($R0491)

0.5 g Nane, 8 om length gel,
1XTBE, 5Wem, 1h

0.5 poflane, 20 cm length gel,
1XTAE &Wem, 3 h

2% potyaonyl amid e
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EK 5 KIMYASALLAR

Kimyasal Ad1 Marka
Agaroz SIGMA
Borik Asit MERCK
Bromofenol Blue MERCK
EDTA MERCK
Etidyum Bromit SIGMA
Glukoz SIGMA
MRS Besiyeri LABM
Maya Ekstrakti OXOID
MgSO4 MERCK
MnSO4 MERCK
Primerler THERMO
Restriksiyon Enzimleri FERMENTAS
Supercoiled DNA Ladder SIGMA
Taq DNA Polimeraz PROMEGA
Tripton OXOID
Tris SIGMA
Tween 80 MERCK

100bp DNA Ladder FERMENTAS
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