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OZET

Bu ¢alismayla, iilkemizde ¢ig etlerdeki ve geleneksel yontemlerle iiretilen fermente et
riinlerindeki  laktik asit bakterilerinin  izolasyonu ile molekiiler ve biyokimyasal
tekniklerle identifikasyonu saglayarak mikrorganizmalarin karakterize edilmesi
amaclanmistir.

Tiirkiye'nin ¢esitli illerinden (Adapazari, Afyon, Ankara, Balikesir, Bursa, Cankiri,
Diyarbakir, Edirne, Eskisehir, Istanbul, izmir, Kayseri, Kocaeli, Kiitahya, Manisa, Mardin,
Mersin, Mugla, Sirnak, Tekirdag ve Yalova) temin edilen sucuk, pastirma ve ¢ig et
numunelerinden izole edilen 234 adet izolata Mini API’de tiir tayini analizi uyguland.
Izolatlarm 174 adedi daha sonra molekiiler Real Time PCR ile tiire spesifik primerler
kullanilarak olarak test edildi. Lactobacillus brevis (74 izolat) en yaygin tiir olarak identifiye
edilirken, Lactobacillus plantarum (46 izolat) ve Lactobacillus pentosus (8 izolat) diger
laktobasil tiirleri olarak tanimlandi. Laktobasillerle birlikte Pediococcus pentosaceus (9 izolat),
ve Pediococcus acidilactici (2 izolat) her iki teknikle de (API and PCR) tanimlanan izolatlar

oldu.
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SUMMARY

Moleculer and Biochemical Idenfication of Lactobacillus sake
and Lactobacillus curvatus Strains and Determinations of

Some Technological Properties

This research was carried out in order to izolation of the lactic acid bacterias special for
traditional Turkish fermented meat product’s and raw meat’s microflora; then identification with
moleculer and biochemical technics.

234 izolates were obtained from three kind of samples (raw meat, soudjuck and
pastirma) of Turkey from the following provincial locations: Adapazar, Afyon, Ankara,
Balikesir, Bursa, ~Cankir, Diyarbakir, Edirne, Eskisehir, istanbul, zmir, Kayseri, Kocaeli,
Kiitahya, Manisa, Mardin, Mersin, Mugla, Sirnak, Tekirdag and Yalova. After Mini API
carbohydrat tests were performed; 176 izolates were analysed with Real Time PCR
(Cepheid Smart Cycler) by using spesific primers for each microorganism species.
Lactobacillus brevis was identified as the most common microorganism species (74 izolates).
Other lactobacillus species were Lactobacillus plantarum (46 izolates) and Lactobacillus
pentosus (8 izolates). Pediococcus pentosaceus ( 9 izolates), and Pediococcus acidilactici (2

izolates) were also identified with both (API and PCR) tecniques.

Key words: Lactobacillus, meat fermentation, PCR, soudjuck



GIRIS

Gida maddelerinin fermantasyon islemine tabi tutularak iglenmesi c¢ok eski
zamanlardan beri bilinen ve kullanilan bir teknikdir. Et, siit, bitkisel triinler, baliklar,
sebzeler ve unlu mamiillerin dayanimini, lezzetini ve besleyici degerini arttirmak amaciyla
diinyanin  degisik  kisimlarinda  fermantasyon  bakterileri  olarak  adlandirilan
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Fermente iriinlerden yogurdun fermantasyonunda
daha ziyade Streptococcus thermophilus (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus),
Lactobacillus bulgaricus (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), Bifidobacterium
bifidus gibi mikroorganizmalar kullanilirken; peynirlerde Lactococcus lactis,
tereyaglarinda ise Lactococcus lactis var diacetylactis ile Leuconostoc mesenteroides
istenen diasetil aromasinin sekillenmesi i¢in kullanilmaktadir (1, 2).

Benzer sekilde oda sicakliginda fermente olan et iiriinlerinde en sik goriilen
mikroorganizmalardan Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus’un istenen Kkalitede
triin elde edilmesi igin starter olarak kullanilan baglica mikroorganizmalar oldugu
goriilmektedir (3).

Starter kiiltiir iiretiminde yurdumuzda en yaygin olarak kullanilan Laktobasiller,
mikroskop altinda g¢ogunlukla uzun zincirler halinde goriilmekle birlikte tek tek de
bulunabilirler. Genellikle hareketsiz, ¢ogu mikroaerofilik veya anaerobik olup
homofermentatif ve heterofermentatif tiirleri bulunmaktadir (4).

Bitki ve hayvansal materyal iizerinde ve gesitli gidalarda (hububat, et ve siit
riinleri, bira, sarap meyve ve meyve suyu, hamur, tursu ve zeytin) yaygin olarak
bulunurlar. Bazilar1 fermente siit iirlinlerinin {iretiminde énemlidir. Pek ¢ogu laboratuarda
vitamin ve amino asit tayininde ve et {irlinlerinin islenmesinde starter kiiltiir olarak
kullanilirlar. Bu cins ig¢inde Betabacterium, Streptobacterium, Thermobacterium olmak
tizere 3 farkli grup bulunmaktadir. Zorunlu heterofermentatif Lactobacillus tiirlerinin
(6rnegin, Lactobacillus brevis) hepsi Betabacterium ig¢inde yer almaktadir.
Homofermentatif ve fakiiltatif heterofermentatif Lactobacillus tiirleri ise Streptobacterium
ve Thermobacterium grubu icindedir. Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus
bulgaricus Thermobacterium grubunda yer alir, 40 °C'de optimum gelisirler, %3 veya daha
yiiksek miktarda laktik asit tiretirler. Lactobacillus casei, Streptobacterium grubu i¢indedir,
optimum gelisme sicakhigi 30 °C' dir ve %1,5 veya daha yiiksek miktarda laktik asit

tretirler (5).



Fermente et {iriinlerinin ana hammaddesi olan ¢ig et gida kaynakli patojen
mikroorganizmalar ile kontamine olabilmekte ve uygulanan islemlere gore fermente et
iriinii bu patojen mikroorganizmalar1 igermektedir. Fermente et dirlinlerinde starter
kiiltiirlerin kullanim1 sagladiklari avantajlar nedeniyle gittik¢e yayginlasmaktadir(6).

Bu avantajlardan biri de patojenler {izerine inhibisyon etki gostermeleridir. Laktik
asit bakterileri tarafindan iiretilen laktik asitin pH'1 diistirmesi, bazi1 laktik asit bakterilerinin
salgiladig1 bakteriosinler, besin maddeleri icin rekabet ve kiif starterlerinin olusturdugu
antimikrobiyel maddeler patojenleri inhibe etmektedir (7, 8).

Laktobasiller cogu taze ve fermente etlerin mikroflorasina hakimdirler (9).
Istenen ozelliklere sahip Lactobacillus suslarinin temini ancak biyolojik agidan cesitlilik
gosteren ve sayisal olarak zengin mikroorganizma koleksiyonlar1 igersinde aranan
niteliklere sahip suslarin arastirilmasiyla miimkiindiir. Bu konu hakkinda gerekli tedbirleri
zamaninda alan iilkeler sadece kendi iilkelerindeki biyolojik ¢esitliligi degil, ayn1 anda
diinyanin  degisik bolgelerindeki ¢esitlilikleri de kendi kolleksiyonlarina katarak
zenginliklerini arttirmiglardir. Bugiin diinyada degisik enstiti ve arastirma birimlerinde
100'e yakin laktik asit bakteri kolleksiyonu olusturulmustur. Bu suslarin elde edilmesi
oldukca siki1  kosullara baglanmustir. Ulkemizde ise 0Ozelikle et iiriinlerinin
fermantasyonunda kullanilan mikroorganizmalarin korunmasi {izerindeki ¢alismalar yeterli
degildir. Bu nedenle mevcut biyolojik zenginligimizin korunmas1 TUBITAK'a (Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu) bagli TUBA ( Tiirkiye Bilimler Akademisi)
tarafindan oncelikli aragtirma alanlarindan biri olarak belirlenmistir.

Laktik asit bakterileri; faj savunma sistemleriyle, rekombinant protein
ekspresyonundaki rolleriyle ve bunlara ilaveten, belki daha 6nemli olarak viicuda zarar
vermemeleriyle viicutta ekspresyonlar1 acisindan yaygin sekilde kullanilmakta olup, bu
konuda diinya ¢apinda pek ¢ok patent alinmistir. Ulkemizde ise 6zellikle gida sanayinde
kullanilan ve laktik asit bakterilerinden elde edilen kiiltiirler yurt disgindan ithal
edilmektedir (10).

Bu sayede iilkemiz hem yurt disina maddi kaynak aktarimi yapmakta, hem de, ithal
edilen kiiltiirler sayesinde giin gectikce kendi yerel kaynaklarimiz azalarak yok olma
noktasma dogru gitmektedir. Ulkelerin bakteriyel mikroflorast bir digerinden farkli olup
degisik cografik bolgelere bagli olarak, birbirinden farkli mikroorganizma suslari
bulunmaktadir. Bunlar yalnizca farkli iilkelerde degil, ayn1 devletin farkli bolgelerinde dahi
degisik Ozelliklere sahip olabilmektedirler. Fermente et {iriinleri iiretiminde -yurtdisindan

kiiltiir ithal edenler hari¢ tutulursa - lokal suslar kullanilmaktadir (11).



Bilimde onde giden {ilkeler yaptiklari ¢aligmalarla kendi iilkelerindeki suslarin
kolleksiyonunu olusturmuslar, bunlarin degisik 6zelliklerini belirlemisler ve teknolojik
olarak kullanilabilecek olanlarina patent almiglardir. Su asamada kendi iilkeleri disindaki
mikroorganizmalar ile ilgilenmeye baglamis olup, bunlardan istenilen bilimsel 6zelliklere
sahip olanlarini tespit edip patentini aldiklar1 taktirde, susu iilkesinde bulunduran iilkenin
bunu kullanabilmesi i¢in patent alan iilkeye patent ticreti 0demekten baska caresi
kalmamaktadir. Bu ylizden laktik asit bakterilerinin kolleksiyonunun olusturularak genetik
cesitliligimizin korunmasi, iilkemize Ozgii starter kiiltiir bakterileri mikroflorasinin
taninmasi, Tirkiye’nin genetik  kaynaklar1 olan yerel fermantasyon bakterilerinin et
tirtinlerinde endiistriyel olarak kullanilmasina giden yolun agilmasi, iilkemizin doviz
kaynaklarinin disariya akmamasi ve genetik zenginligimizin koruma altina alinmasinin
gerekliligi asikardir. Bu sayede, her biri ayr1 birer genetik zenginlik olan fermantasyon
bakterileri kolleksiyonu ile, ilerideki asamalarda bilimsel ve teknolojik acidan 6nem arz
eden yeni gen iirlinleri elde edilebilmesinde gerekli olan ilk adim atilmasi ayr1 bir nem

tasimaktadir.



GENEL BILGILER

1. Et Fermentasyonu

Fermente et irilinlerinin {retiminde bircok kimyasal, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik degisiklikler meydana gelmekte ve iirline has tat, koku, aroma ve renk
gelisimleri gergeklesmektedir (12). Meydana gelen bu degisikliklerin ~ olusumu
birbirleriyle etkilesen bir¢ok karmasik reaksiyonlara baglidir . Etin fermentasyonu
esnasinda gercgeklesen lipoliz, proteoliz ve glikoliz reaksiyonlari urune kendine has tat,
koku ve lezzeti vermektedir (13). Rigor mortis devresinden once et, kana esdeger lezzet
ve aromaya sahip olup, ayni zamanda lezzet bilesenlerinin én-maddelerini de (peptidler,
serbest yag asitleri, indirgen sekerler ve niikleotidler gibi ) icermektedir (14). Bu
bilesenler ve onlarin yikim {irlinleri birbirleriyle reaksiyona girerek ugucu bilesenleri
olustururlar (15,16). Fermente et lirline ozgli koku, tada etki eden ugucu olmayan
bilesenler ve hem tada hem de lezzete etki eden ucucu bilesenler seklindeki cok sayida
bilesiklerin harmanlanmasiyla olusur (12,17). Karbonhidrat, protein ve lipitler, amino
asitler ve yag asitleri parcalanarak lezzet olusur (17). Asetik asit, peroksitlerin olusumu,
pH distsii, D- laktik asit, aromanin gelisimi, lipoliz ve proteoliz fermentasyonun ilk
giinlerinde baglamakta ve ve daha sonra devam etmektedir (18,19). Starter kiiltiir
kompozisyonu; lipit ve karbonhidrat metabolizmalarinda etkili olarak, fermente et
triiniinii  etkilemektedir (20,21). Ayrica aromadan daha ¢ok lezzet {izerine etkili olan
siirl bir amino asit degradasyonu meydana gelmektedir. (22). Fermente et {irtinlerinde
laktik asit bakterileri yaygindirlar. Starter kiiltiir olarak Lactobacillus tiirlerinden L
plantarum, L pentosus, L. sake, L. curvatus, L lactis ve L. casei kullanilir. P. acidilactici ve
P. pantosaceus, laktobasillerden daha az asit olustururlar (23). Karbonhidrat parcalanmasi,
fermente et {rlinlerinde onemli bir reaksiyon zinciri olup, asitlerin olusumu {iriindeki
sekerlerin tipine ve konsantrasyonuna baghdir (24). Asetik asit, homofermentatif laktik
asit bakterileri ve stafilokoklar tarafindan iretilir (23). Igunlasma siiresince proteinler
polipeptidlre, peptidlere ve amino asitlere pargalanirlar .Hidroperoksitlerin pargalanmasiyla
arasinda aldehit, alkan, alken ve alkoller olusmaktadir(12).Aldehitler 6nemli bir lezzet
bilesigidir ve bulunduklari gidaya sebzemsi lezzet kazandirir (25) Ancak sucuktaki
benzaldehit badem, cuminaldehit kimyon lezzetine sahiptir (12).Yaglarin oksidasyonu

sonucu olusan ketonlar da fermente ette mantarimsi lezzeti olusturmaktadir (12,25).



Nitriller, nitroalkanlar gibi azotlu bilesenler lipit oksidasyonu reaksiyonuna katilirlar (26).
Lipit oksidasyonu, homoheterofermentasyon ve heterofermentasyon sonucunda: formik,
asetik, propiyonik, butirik, izobutirik, valerik gibi asitler olusabilmektedir(26,27). Lipit
parcalanmas1 ile orta ve uzun zincirli asitleri olusur (27).Kisa zincirli yag asitleri
peynirimsi lezzetler olusturmaktadir (12). Fermente et {iriinlerinde etil esterler mikrobiyel
faktorlere bagh olarak az miktarlarda olusabilmektedir (26). Fermente et iiriinlerinde 24
farkl: terpen izole edilmis olup, iiretimde kullanilan baharatlar terpenlerin temel kaynagidir

(28,29).

2. Fermente Sucuk

Fermente bir {iriin olan sucuk, ¢ok eski bir et iiriinii olup giinliik alinan yiyecekler
arasinda dnemli bir yer tutmaktadir. Cok eski yillara kadar uzanan bir gegmisi olan sucuk
yapiminda hammadde olarak sigir, koyun, ke¢i, manda etleri ve kuyruk yaginin yani sira
katki ve yardimci maddeler olarak da nitrat veya nitrit, seker, baharat ve tuz kullanilir
(30).Bu maddelerin homojen olarak karistirilmasi ile elde edilen "sucuk hamuru" dogal ya
da suni bagirsaklara doldurularak olgunlastirilir (31). Ulkemizde fermente et iiriinleri
tiretiminin 6nemli bolimiinii fermente sucuklar olusturmakta ve et iirlinleri i¢indeki
pay1r %42’ye kadar ¢ikmaktadir (31). Ulkemizde yilda yaklasik 84 bin ton et iiretimi
olmaktadir (32). Tirk Standartlar1 1070’e gore Tiirk Sucugu; kasaplik biiyiik bas hayvan
gbovde etlerinden hazirlanan hamurun, dogal veya yapay kiliflara doldurulmasi ve bir siire
bekletilerek olgunlastiriimasiyla elde edilen et tirtiniidiir (33). Sucuk veya sucuk benzeri
iiriin; et ve yagin parcalanarak, katki maddeleri ile karistirilip, kiliflara doldurulmasi ve
olgunlastiriimasi ile elde edilen fermente kuru et iiriiniidiir (34). Ulkemizde geleneksel
yontemlerle iiretilen sucuklar, starter kullanilmadan iiretildiginden asitlesme ve kuruma
diizeyleri degisik olur ve mikrobiyolojik ozellikleri farkli sekillenir. Sucuk {tiretiminde
hijyenik kurallara dikkat edilmelidir (35-37). Sucugun olgunlasmasi sirasinda bir ¢ok
karmagsik reaksiyon birbirini etkileyerek {irliniin tipik lezzetini olusturur (27).Et ve et
trtinler1 mikroorganizmalarin ¢ogalmalar1 i¢in ideal bir ortamdir. Etin dayanikli hale
getirilmesinde temel amag; mikrobiyolojik agidan stabil ve giivenilir iiriinler elde etmektir
(36). Fermantasyon sirasinda biyojen amin olusumu, starter kiiltiir olarak laktik asit
bakterilerinin kullanilmasiyla engellenebilir. Starter laktik asit bakterileri, olgunlagsmanin

son basamaklar sirasinda starter olmayan bakteriler ile yarigarak biyojen amin olusumunu



engelleyebilir (38, 39). Starter kiiltiir olarak L. sake, L. curvatus, L. plantarum ,
Pediococcus acidilactici, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus Xxylosus ve
Micrococcus varians kullanilmaktadir (40).Tiirk tipi fermente sucuk iiretimi, genellikle en
uygun oldugu sonbahar aylarinda yapilir ve tiretilen sucuklar 15-20 giin sonra olgunlagarak
tikketime hazir hale getirilir (41-43). Ancak, bu sekilde her zaman ayni kalite ve standartta
sucuk iiretimi miimkiin olmamaktadir (41). Bu nedenle fermente sucuklarda olgunlagsma
stiresini azaltmak, dayanikliligi artirmak, iriine lezzet kazandirmak amaciyla starter
kiiltiirlerden faydalanilmaktadir. Ayrica, starter kiiltiirler sucuklarda istenilmeyen patojen,
toksinojen ve bozulmada etkili olan saprofit tiiri mikroorganizmalarm gelismelerini
engellemektedirler (3,7,43-48). Cagdas isletmelerde, fermente sucuk tiretimi sicaklik, hava
akimi ve rutubeti ayarlanabilen yapay kosullarda yilin her mevsiminde yapilabilmektedir
(42). Ulkemizde sucuklar 1s1 islemi uygulanarak “pastorize sucuk” seklinde de

tiretilebilirler (49).

3.Starterler

Mikrobiyal olarak olgunlasan gidalarin miimkiin oldugunca ayni standardlara haiz
olmast amaciyla starter kiiltiirlerden yararlanilmaktadir (43,50).Starterler kullanildiklar:
gidalarda olumlu degisikliklere neden olan canli bakteri, kiif ve mantarlarlardir. Starter
kiiltirlerin patojen ve toksik etkileri olmadigi testlerle dogrulanir(49). Starter kiltiirlerin
fermente et iiriinlerinde kullanilmalar1 20. Yiizyilin baslarindan itibaren gittikge artan bir
oneme haizdir ve bu konuda ilk patent 1919 yilinda ¢ikarilmistir(51-53).Fermente et
uriinlerinde arzu edilmeyen mikroorganizmalar1 kontrol altinda tutmak, pH degerinin
asitligini arttirmak, istenilen aromay1 sekillendirmek ve arzu edilen renk olusumunu kalici
kilmak gibi nedenler ile starter kiiltiir kullanimina yol ag¢maktadir (46,54,55). Et
tirtinlerinin fermentasyonunda laktobasiller, pediokoklar, mikrokok ve stafilokoklar gibi
mikroorganizmalar ve mikroorganizma enzimleri ile kiif ve mayalar rol oynar (46,55)Et
uriinlerinde kullanilacak olan starter kiiltiirler; saglia zarar vermemeli,et substratina
uyumlu olmali, fermentasyon esnasindaki iireme hizi arzu  edilmeyen
mikroorganizmalardan daha fazla olmali, tuz konsantrasyonlarinda iireyebilmeli, metabolik
aktiviteleri  diisiik 1silarda da  siirmeli,iiriinde  tiiketicinin  istedigi  6zellikleri
olusturmalidir.(56,57).Fermente et iriinlerinde en fazla kullanilan mikroorganizmalar
Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum , Lactobacillus

pentosus, Pediococcus acidilacti, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus carnosus ,



Staphylococcus xylosus , Micrococcus varians , Debarromyces hansenii ve Penicillium
nalgiovense seklinde siralanabilinir (56,58). Avrupa’da stater kiiltiir olarak en ¢ok laktik
asit bakterilerinin mikrokok ve stafilokok kombinasyonlart kullanilirken, Amerika’da
tiketicinin eksimsi lezzetteki fermente sucuklari tercih etmesi nedeniyle P.acidilacti
kullanilmaktadir (52,56,59).Et f{irlinlerinde starter olarak homofermentatif laktik asit
bakterileri kullanilarak,laktobasillerin asit tiretimi sonucu pH diismesiyle et proteinleri
koagiile olur, jel olusur, ve aside duyarli, bozulmaya yol agan mikroorganizmalara kars1 da
koruyucu bir etki olusur (51,55-57,60,61). Asit iiretimi veya pH diismesi sekerin tipi,
miktari,laktik asit bakterilerinin sayisi ve 1s1 gibi gesitli faktorlere baghdir (56,61). Laktik
asit bakterileri tuza toleranshidir. L.plantarum 30-35 °C’ler arasinda tirer, fakat L.sake ve
L.curvatus daha disiik treme 1silarina uyum saglayabilir (47,51,56). Laktobasillerin
gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalar iizerine; laktik asit formasyonu ve
bakteriosinlere bagli olan inhibe edici bir etkisi vardir. Sucuklarda pH'in 5.3’e diismesi
Staph. aureus ve S.typhimirium’u inhibe eder (62). Seker katilmadan tiretilen sucuklarda
Salmonella’ya karsi laktobasillerin kullanilabilecegi ve L.sake’nin salmonellara karsi
inhibe edici etkisi belirtilmistir(62,63). Cogu laktik asit bakterileri bakteriosin tiretmektedir
(56). Orta Avrupa’da S.carnosus, S. xylosus ve M.varians gibi tiirler starter kiiltiir olarak
kullanilir ~ (51,56).Mikrokoklar nitrat rediikktaz enzimine ile nitrat1 nitrite
dontstiriirler:boylece sucuklar arzu edilen kirmizi rengi kazanir (55,56).Mikrokoklar
lipolitik aktiviteleri ile lezzet olu sumuna katkida bulunurlar (64,65). Kiifler tarafindan
olusturulan proteazlar proteinleri aminoasitlere, lipazlar ise lipidleri yag asitlerine
indirgeyerek aroma olusutururlar. Bu enzimler genelde ortamda besin maddeleri azaldigi
zaman retilir(56,58,63).Starter kiiltiir olarak kullanilan P.nalgiovense mikotoksin
olusumunu engeller (63).Tekinsen ve arkadaslari (66), Tiirk tipi fermente kuru sucuga,
starter kiiltiir ve antioksidant ilave edilmediginde  mikrobiyal bozulma siiresinin
kisalacagini bildirmiglerdir .Karakaya ve Kili¢ (67), yogurt kiiltiirlerini (L bulgaricus ve S.
thermophilus) fermente sucuk imalatinda kullanmiglardir. Nazh, fermente Tiirk
sucuklarindan izole ettigi S. carnosus + L. plantarum kombinasyonunu sucuk imalatinda
kullanmustir (68).Alperden ve Ozay (41), sucuklarda starter kiiltiir olarak S. carnosus + L
plantarum, S. carnosus + P. acilactici S. carnosus + L plantarum + P. pentosaceus ; S.
carnosus + L. plantarum + P. acidilacti , L. plantarum + S. carnosus + P. pentosaceus
kombinasyonlarini1 énermislerdir.Ozdemir (69), sucuklardan izole ettigi 252 adet laktobasil
susunun 207'sini L. sake, 20'sini L. curvatus, 7'sini L. plantarum, 7'sini L. viridescens, bir

susu L. carnis, bir susu L. casei subsp. rhamnosus olarak belirtmistir.



4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri su ve toprakta ¢ok az bulunmakta, siit, et, hububat ve
sebzeler ile bitki ve bitki atiklarinda, memelilerin agiz, bagirsak ve vajina florasinda
bulunmaktadir (70). Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasinda morfoloji, glikoz
fermantasyonu bi¢imi, farkli sicakliklarda tireme, asit veya alkali toleransi ve
DNA bazlar1 yapisi, yag asidi komposizyonu ve hiicre duvarinin bilesenleri esas
alinmaktadir (71,72). Laktik asit bakterileri, Gram pozitif, ve katalaz negatif,
reaksiyon veren genellikle hareketsiz ve spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik,
sekerleri fermente ederek karakteristik fermantasyon iiriinii olan laktik asiti iireten,
kok. kokobasil veya ¢ubuk seklindeki bakterilerdir (73-75).

Laktik asit bakterilerinin en onemli fonksiyonu sekerlerden hizli ve
giiveniler bir sekilde laktik asit liretmeleridir. Laktik asit bakterileri, sekeri parcalayarak
laktik asit olusturlar. Laktobasiller, sucukta olgunlasmanin baslangicindan 24-48 saat
sonra yiiksek seviyelere ulagarak hakim floray1 teskil etmektedir (70,76-77). Laktik asit
bakterileri havanin oksijeninde iireyebilerek, katalaz enzimleri olmaksizin aerob
kosullarda gelisebilen nadir bakteriler arasindadirlar. Baz1 laktobasiller hareketli ve
endospor olusturur ve bazi Pediococcus tiirleri katalaz negatif reaksiyon verirler (78).
Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda yontemler kullanilmaktadir. Ancak,
genotipik 6zelliklere dayanan metodlar bakterilerin etkin bir sekilde tanimlanmasinda
etkilidir (79,80). Siitte fermantasyona ve koagiilasyona sebeb olan bakteriler de laktik asit
bakterileri olarak tanimlanir (81). Et ve et iiriinlerinden L. brevis, Lactobacillus buncnherii,
L. curvatus, Lactobacillus carnis, Lactobacillus divergens ve Lactobacillus hilgardi adli
laktik asit bakterileri izole edilmistir (82). Lactobacillus plantarum asite en dayanikli tiir
olmasi nedeniyle tim fermantasyon boyunca baskindir ve ¢ogu kez fermantasyon bu
bakterinin etkinligiyle tamamlanmaktadir (83). Fermantasyonun baslarinda laktik asit
bakterilerinin bozulmaya sebep olan mikroorganizmalara baskin olmasini saglamak saf
laktobasil kiiltiirlerinin eklenmesi tavsiye edilir (84,85). Laktik asit bakterileri,
antimikrobiyel bilesikler iireterek gida gilivenligini artirir, faydali enzimler iireterek
probiyotik 6zellikler gosterir (85). Starter kiiltlir kullanimi ile fermente gida iiretiminde az
zamanda, yiiksek kalitede iriin elde etmek miimkiindiir (86). Laktik asit bakterileri
organik asit, H,O,, asetaldehit, CO,, diasetil, ethanol ile bakteriosin ve benzeri triinler

olusarak, giday1 bozucu mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite gosterir (87,88).



Laktik asit bakterileri glukozu parcalamasina gore homoferantatif ve
heterofermantatif olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (85,89). Laktik asit bakterileri oksijen
varliginda H,O, iiretebilirler. Bu bilesige gram negatif bakteriler en duyarli bakterilerdir
(90). Heterofermantatif laktik asit bakterilerinin karbonhidratlari fermente etmesi sonucu
COy, olusur. Gida kaynakli aerobik mikroorganizmalara karsi toksik etkilidir (36, 38).
COg’nin kiifler tizerine etkisi de vardir (82).Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus ve
Pediococcus tarafindan iiretilen diasetil, Gram negatifler i¢in 6ldiiriicti, Gram pozitifler
icin ise genellikle gelismeyi durdurucu &zelliktedir (81). Diasetilin diisiik konsantrasyonu
bile etkilidir (90). Heterofermantatif laktik asit bakterileri tarafindan {retilen alkol
mikroorganizmalar tlizerine bakterisit etkilidir (89).Mikroorganizmalar bakteriyosin denilen
antimikrobiyal protein dretirler (91).Bakteriyosinler genellikle olarak Gram pozitif
bakterilere etkilidir (92).Laktik asit bakterilerinin tiim cinsleri bakteriyosin iiretmektedir
(81) .Bakteriyosinler, K+ iyonunun ve ATP’nin kaybma meydan veren membran
potansiyelini degistirir (4). Laktik asit bakterilerinin tirettigi bakteriyosinlerin ¢ok azi
Gram negatif bakterilere etki gostermektedir (92). Endiistride laktik asit bakterileri
probiyotik olarak da kullanilmaktadir. Probiyotikler, insan sagligina ¢esitli yararlari olan
ve intestinal sistemde naturel olarak bulunan, mikrobiyal dengeyi gbzeten canli gida
katkilaridir (93, 94). Probiyotik olarak L.acidophilus, L.casei subsp. rhamnosus,
L.johnsonii, L.fermentum , L.plantarum, L.brevis, L.helveticus ve L.delbrueckii tiirleri
kullanilir (95). Tursu ve zeytin fermentasyonunda son basamaklarda baskin floray1
olusturan L. plantarum patojenlere karsi etkilidir (96). Laktik asit bakteri plazmidleri
endiistriyel  acgidan onemlidir. Cinkii bu yapilar aktarim islemlerinde
kullanilabilinmektedir (97-100). Laktobasiller 0-6 arasinda plazmid DNA igermekte olup
boyutlart 2-100 kb arasinda degismektedir. Laktokoklar 2-82 kb biiyiikliigiinde, 2-14 arasi
sayida plazmid, leuconostoclar 1-7 arasinda, pediokoklar ise 3-6 arasinda plazmid
icermektedir (98, 99). Laktik asit bakterileri karbonhidratlardan laktik asit ve asetik asit

tiretebilmektedir. Gida kaynakli patojenler bu asitlere karsi hassastir (101).



4.1. Laktobasiller

Lactobacillus’lar dlizglin veya kivrimlt uzun ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan,
katalaz negatif, Gram pozitif olarak kabul edilmekle birlikte eski kiiltiirlerde Gram negatif
hiicreler olusturan bakterilerdir. Mikroskop altinda c¢ogunlukla uzun zincirler halinde
gorilmekle birlikte tek tek de bulunabilirler. Genellikle hareketsiz, ¢ogu mikroaerofilik
veya anaerobik olup homofermentatif ve heterofermentatif tiirleri bulunmaktadir. Bitki ve
hayvansal materyal ve ¢esitli gidalarda (hububat, et ve siit {iriinleri, bira, sarap meyve ve
meyve suyu, hamur, tursu ve zeytin) yaygin olarak bulunurlar. Bazilar1 fermente siit
trlinlerinin iiretiminde Onemlidir. Pek ¢ogunun gelismesi ¢ok belirgin oldugu icin
laboratuarda vitamin ve amino asit tayininde ve et tirlinlerinin islenmesinde starter kiiltiir
olarak kullanilirlar. Laktobasiller, gida mikrobiyolojisinde yararli gruba girmekle beraber
zararli olmalari da s6z konusudur. Bunlar i¢inde Betabacterium, Streptobacterium,
Thermobacterium olmak {izere 3 farkli gurup bulunmaktadir. Zorunlu heterofermentatif
Lactobacillus’lar  (6rnegin L. brevis) Betabacterium iginde yer almaktadir.
Homofermentatif ve fakiiltatif heterofermentatif Lactobacillus tiirleri ise Streptobacterium
ve Thermobacterium grubu igindedir. L. acidophilus ve L. bulgaricus Thermobacterium
grubunda yer alir, 40 °C'de optimum gelisirler, %3 veya daha yiiksek miktarda laktik asit
tiretirler. L. casei, Streptobacterium grubu “i¢indedir, optimum gelisme sicakligi 30 °C' dir
ve % 1,5 veya daha yiiksek miktarda laktik asit iiretirler. Laktobasiller fermantasyon
esnasinda olusturduklar1 metabolitler sayesinde sucugun olgunlagmasinda rol
oynamaktadirlar. Bunlardan laktatin olusmasi oksidasyon sonucu hidrojen peroksit
olusturmalar1 nedeniyle arzu edilmez.(6) .

Cig etler fermantasyon sonucunda kendilerine 6zgii tekstiir, renk ve koku kazanarak
olgunlasirlar. Bu esnada hakim olan mikroorganizmalar laktik asit bakterileri olup,
baslicalar1 lactobacilli, staphylococc , pediococc ve micrococc olarak sayilabilir.
Lactobacillus’lardan 25°C altindaki fermantasyon sicakliginda en fazla L. sake ve L.
curvatus hakimdir, fakat L. plantarum da (25 °C iistiinde) goriilebilir (102).

L. brevis; ¢ubuk seklinde glikozdan gaz, asetat, etanol ve laktik asit olusturan
heterofermentatif ve Betabacterium grubu laktobasildir. DNA sindaki G+C oran1 %42,7-
46,4 tir (4).

L. casei; kisa ¢ubuk seklinde ribozdan gaz, laktik asit ve asetik asit olusturan
homofermentatif ve Streptobacterium grubu laktobasildir. DNA sindaki G+C oran1 % 46,4
tiir.(4)
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L. plantarum ; uglar1 yuvarlak, ¢ubuk seklinde, ribozdan laktik asit ve asetik asit
olusturan anaerobik ve Streptobacterium grubu laktobasildir. DNA sindaki G+C oran1 %
45°tir(4). L. plantarum 1959 susunda yapilan ¢alismalarda 6 plazmid, tespit edilmistir.Alt1
adet L. plantarum izolatinin plazmid DNA profillerini belirlenmis ve suslarin 1 ile 6
arasinda plazmid i¢erdigini tespit edilmistir. L.plantarum L.monocytogenes’e kars1 genelde
orta ve diisiikk aktiviteli suslara sahiptir (103). L.plantarum , Yersinia enterocolitica’ya
karst inhibitor etki gosterir.(78) Sucukdan izole edilen L.plantarum suslar
Y.enterocolitica’ya karst %48’ inin disiik, %36’sinin orta derecede inhibitor etkili,%16’s1

etkisizdir.(103)

L. sake; DNA sindaki G+C orani % 42,2 dir.(4)
4.2. Pediococcuslar

P. acidilactici; kok sekilli, galaktoz, arabinoz, ksiloz ve trehalozdan asit olusturan
laktik asit bakterisidir. DNA sindaki G+C oran1 % 44 tiir.(4)

Pediococcus pentosaceus; kok sekilli, galaktoz, arabinoz, maltoz ve ksilozdan asit
olusturan laktik asit bakterisidir. DNA sindaki G+C oran1 % 38dir (4).
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5. Laktobasillerin Taksonomisi*

Tablo 1: Fakiiltatif heterofermentatif Laktobasillerin Fizyolojik ve Biyokimyasal
Karakteristikleri

Tir =
L L z o
] - @ i < g
= % s = s = 2 = 5 5 ¢
g 2 €5z |8%5«z g5 | - 2 £z
2 2 8 % 8 8 % 9 S S o | E E O 5 8
S 3] 3 L o &£ 4 = = > ¥ < S S o 2
g £ | F o Ea = < - L0 3 N s < 8
L.agilis mDAP- yok 1.40 1.20 - 43-44 L - -
Direct
L.alimentarius | LysDAsp | yok 0.80 1.10 - 36-37 L(D) + -
L.bavaricus Lys-DAsp | yok - 1.60 + 41-43 L + -
L.casei subsp. | LysDAsp | yok 1.22 0.93 + 45-47 L + -
casei
L.casei subsp. Lys yok 1.04 0.93 + 45-47 DL + -
pseudoplantatum
L.casei subsp. Lys-DAsp | yok 0.75 0.93 + 45-47 L + -
rhamnosus
L.casei subsp. Lys-DAsp | yok - 0.93 + 45-47 L + -
tolerans
L.conyniformis Lys-DAsp | yok 0.38 - - 45 D(L) + -
subsp.
conyniformis
L.conyniformis Lys-DAsp | yok 0.38 - - 45 D + -
subsp.
torquens
L. curvatus Lys-DAsp | yok 120 1.60 + 42-44 DL + -
L.homohiochii | LysDAsp | Glycerol | Belirsiz Belirsiz - 35-38 DL + -
L.maltaromicus | mMDAP- yok Belirsiz Belirsiz - 36 L + Belirsiz
Direct
L.murinus Lys-DAsp | yok - 0.92 + 43-44 L - -
L.plantarum mDAP- Glycerol | 1.44 1.28 - 44-46 DL + -
Direct veya
ribitol
L.sake Lys-DAsp | yok 1.20 1.60 + 42-44 DL + -

*Bergey's Manual. 1994
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Tablo 2: Fakultatif heterofermentatif Laktobasillerin Karbonhidratlar: Fermentasyonu

L.agilis
L.alimentarius
L.bavaricus
casei
pseudoplantatum
rhamnosus
L.conyniformis
subsp.
conyniformis
Isubsp.
torquens
L. curvatus
L.homohiochii
L.maltaromicus
L.plantarum
L.sake

+ |L.casei subsp.

+ |L.casei subsp.

' |L.casei subsp.
tolerans

' |L.conyniformis

+
+
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rafinose
rhamnose
ribose
salicin
sorbitol
sucrose + +
trehalose +
xylose - -
*Bergey's Manual. 1994
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6. PCR

1983 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilen PCR aygiti, adii  DNA pargasini
invitro enzimatik tepkime ile cogaltmaya yarayan DNA polymerase enziminden almistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR); DNA nin hedef sequencine 6zgii DNA parcasmin, yapay
primer ile amplifikasyonu ilkesine dayanmaktadir. PCR aygitinin ¢alismasi i¢in az miktarda
DNA o6rnegi yeterlidir (104).Bu amagla , ¢ogaltilmast hedeflenen DNA 06rnegi, hedeflenen
bolgeye uygun bir ¢ift sentetik primer, bu DNA primerlerine baglanarak niikleotidler ile sentezi
saglayan yliksek 1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi , sentezde kullanilacak olan
deoksiniikleotidler (Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin), polimeraz enzimine uygun pH ve iyon
kosullarindaki buffer gerekmektedir (104).

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilacak olan DNA 6nce 90 -98°C’de 10 ila 300 saniye

stireyle yiiksek 1stya maruz birakildiktan sonra sicaklik 50°C ile 70°C arasinda bir degere
diisiirtiliir; bu sayede primerler tek zincirli hale getirilen DNA’ya baglanabilirler. Bu primerler
sentetik oligoniikleotidlerdir ve cogaltilacak olan DNA parcasinin uglarindaki tamamlayici
dizilere baglanilarak hibridizasyon olustururlar. DNA polimerazin 1siya dayanikli bir formu

(Taq polimeraz) ve ortamdaki dNTP’ler sayesinde ise DNA sentezi 70-75°C arasindaki
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sicakliklarda gercekleserek polimerizasyon ve cift iplikli DNA’larin sentezi olusur. Yukarida

belirtilen dongiiler 30 ila 55 kez tekrar edilebilse de 40’tan fazlasi tavsiye edilmez.

6.1.1.Real Time PCR

Real-time PCR teknigi gelismis bir PCR teknigidir ve diger PCR cihazlarina gore en
biiyiik avantaji amplifikasyon iiriin olusumunun es zamanli “real-time” izlenebilmesidir.
Cihaz, bu fonksiyonu fluoresansa dayanan iki metotla ger¢eklestirir:

e DNA baglayici boya (intercalating dyes) (SYBR Green I, Etidium Bromide gibi)

e Hibridizasyon problar1 (TagMan problari, Fluorescence Resonance Energy Transfer

(FRET) problar gibi)

6.1.2.DNA baglayici boya SYBR Green I

SYBR Green I boyasi ¢ift sarmal DNA’ya baglanabilmektedir. Ayrica uzun siire
dayanikli olup 10 ile 25 amplifikasyon dongiisii sirasinda aktivitesini kaybetmeden
kullanilabilir. 30 amplifikasyon dongilisii sonunda aktivitesinin yalnizca % 6.0’sin1
kaybetmektedir. Uyarilma ve 151k sagma dalga boylar1 real-time PCR cihazlarinin optik
filtre setine uymaktadir. Amplifikasyon Oncesi reaksiyon karisimi denatiire edilmis
DNA’y1, primerleri ve boyay: igerir. Baglanmamis olan boya az miktarda fluoresans
yayarak, daha sonraki bilgisayar analizlerinden ¢ikartilan, minimum fluoresans sinyalini
olusturur. Primerlerin tutunmasiyla az sayidaki boya molekiilii ¢ift sarmal DNA’ya
baglanir. DNA’ya baglanmasi, SYBR Green I molekiillerinin uyarilma sonucu 151k
sagmalarmin etkili sekilde artmasina neden olur. Uzama asamasi esnasinda ¢ift sarmal
DNA olustuk¢a, daha fazla sayida boya molekiilleri baglanir. Reaksiyon devaml
denetlenerek, fluoresansdaki artis es zamanli olarak izlenir. Diger dongiinlin 1sitma
basamaginda DNA denatiire edildiginde boya molekiilleri serbest kalir, boylelikle DNA’

ya bagli boya molekiillerinin orani azaldigindan fluoresans sinyali diiser.

6.1.3.Erime Egrisi Analizi

SmartCycler cihazi, amplifikasyon asamasindan sonra olusan PCR iirlinlerinin
ayrintili erime egrisi analizini yiiriitebilmektedir. Bir DNA fragmentinin erime noktasi

uzunluguna ve G/C igerigine bagli olarak degisir. Buna gére DNA fragmentlere 6zel erime
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noktalar1 tayin edilerek, amplifikasyon iirlinleri karakterize edilebilir. Erime egrisi analizi
ile, kullanilan metoda gore (SYBR Green I) {iriin hakkinda bilgi alinabilir. Erime egrisi

grafiginde Y-ekseni fluoresansi, X-ekseni 1s1y1 belirtir (105).
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GEREC ve YONTEM

1. GEREC

Bu c¢alismada Tiirkiye’deki ¢esitli illerde tiretilerek satis1 ve tiiketimi yapilan sucuklar ,

pastirmalar ve ¢ig etler ana materyal olarak segildi.

1. Arastirma Plam:

Arastirma Eyliil 2002'de baslayip Aralik 2007 ye kadar siiren donemde yiiriitiilerek,
Tiirkiye'nin ¢esitli bolgelerinden (Adapazari, Afyon, Ankara, Balikesir, Bursa, = Cankiri,
Diyarbakir, Edirne, Eskisehir, Istanbul, Izmir, Kayseri, Kocaeli, Kiitahya, Manisa, Mardin,
Mersin, Mugla, Sirnak, Tekirdag ve Yalova) saglanan numuneler, LBS agarda (Lactobacillus
Sellective Agar) iireyen bakterilere, daha sonra Mini API de (Analytical Profile Index) tiir
tayini analizi uygulanarak izolatlarm 229 adedi identifiye edildi (159 sucuk , 53 pastirma ve 17
¢ig et). API karbonhidrat testleri sonucunda , L. sake hi¢ gbzlenmemis olup, L. curvatus ise
sadece oniki adet saptandi. Bu nedenle en ¢ok goriilen tiirlerden 174 tanesine Real Time PCR

da DNA diziliminin 16S bolgesine dayali tiir konfirmasyonu yapildi.

Sekil 1: Numune alinan iller
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2. YONTEM
1.1. Mikrobiyolojik Analiz Yontemleri:

Sucuk, pastirma ve ¢iget numuneleri steril kosullarda 10 gram tartilarak 90 ml steril
pepton bufferda (Oxoid CMO0509) 5 dakika bekletildikten sonra 1/100, 1/1000, 1/10000, ve
1/100000 oraninda sulandirmalar yapilarak, LBS Agara dokme tarzinda, paralel ekimler yapildi,
daha sonra 37 + 2 °C’de 72 saat anaerobik jarda, GENbox microaer (Biomerieux 96 125)
generator kullanilarak inkiibasyona birakildi, ve LBS agarda tireyen bakterilerin sayimi yapildi.

Sekil 2 : LBS agarda iireyen laktik asit bakterileri

Sekil 3: LBS agarda iireyen laktik asit bakterilerinin mikroskobik goriintimii
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LBS agarda iireyen tipik bir koloni pastor pipetiyle alinarak icinde MRS broth (Oxoid
CMO0359B) (De Man Rogosa Sharpe) bulunan steril tiiplere inokiile edildi ve 37 + 1 °C’de 48
saat inkiibe edildi.

48 saat sonra tiiplerde iireyen bakteri kolonisi 6ze ile alinarak LBS Agara ekim yapildi
ve 37 + 2 °C’de 72 saat anaerobik jarda inkiibasyona birakilarak, Mini API'de yapilacak tiir
tayininin daha dogru bir sonu¢ vermesi i¢in tek bir bakteri kolonisinin tiremesi saglandi. Daha
sonra Lactobacillus cinsi olarak tanimlanan izolatlarin tiiriiniin belirlenmesi i¢in; API 50 CH
test kitlerinden (BioMerieux) ve Mini-API aygitindan yararlanildi. API 50 CH Lactobacillus
tanimlama kiti; farkli biyokimyasal test substratlarini  igeren ve mikroorganizmalarm
karbonhidrat metabolizmasinin ¢aligilmasim saglayan 49 adet mikrotiipten ve 1 adet kontrol
tiipiinden olugmaktadir. Bu kitin igerdigi kullanima hazir 10 ml hacimdeki steril suspansiyon
mediuma (API 50 CHL medium) LBS agar’da iireyen bakteri kiiltiiriinden aktarma yapilarak
bakteri stispansiyonu hazirlandi. Bu soliisyonun dansitesi 2 McFarland olarak ayarlandi ve 50
mikrotiipe, steril pastor pipeti kullanilarak tek tek inokiilasyonlar yapildi. Daha sonra bu
kuyucuklarn iist kismi mineral oil (BioMerieux) kullanilarak kapatildi ve 37 + 2 °C de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda indikatdr iceren mikrotiiplerdeki besi ortam
renginin s6z konusu karbonhidrat fermantasyonuna ve ortam iginde yer alan bir pH indikatorii
aracihigiyla saptanan asit iiretimine bagli olarak mordan sartya doniigmesi durumunda sonug
pozitif, rengin ayni kalmasi durumunda ise negatif olarak degerlendirildi. Sonuclar “API
Identification Yazilimi (API Lab Plus Program, BioMerieux)” programina aktarild: ve izolatlar
bu bilgisayar yazilmi yardimiyla tiir diizeyinde tanimlandi. Tiir tanimlama sonuglar yiizde
olarak verilmekte ve bazen 6zellikle mor-sari renk arasindaki olusumlarin oldugu durumlarda

birden fazla se¢enek onerilmektedir.

Sekil 4: Mini API Strip
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Sekil 7: -20 °C’ de saklanan gliserol icindeki mikroorganizmalar

Mini-API aygitinda kullamlan karbonhidrat testleri:

Calismada identifikasyon amaciyla izole edilen laktik asit bakterileri i¢in API
test stribi  ve yardimc1 malzemeleri (bioMerieux) kullanildi. Elde edilen
sonuglar Mini API yardimiyla degerlendirildi. Bu test sistemi 49 farkli karbonhidrat
kaynaginin kullanilmasinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Glycerol, erythritol ,D-arabinoz, L-arabinoz, Riboz, D-xylose, L-xylose, Adonitol, B-
ethyl-d-xylose, Galaktoz, Glukoz, Fruktoz, Mannoz, Sorbose, Rhamnose, Dulcitol, Inositol,
Mannitol, Sorbitol, Maltoz, Laktoz, Celiobiose, Salicin, Esculin, Arbutin, Amygdalin, N-acetyl
-glucosamine,  a-metil -D-glucoside, a-metil -D-mannoside, Melibiose, Sucrose, Trehalose,
inulin, Melezitose, Rafinose, Starch, Glycogen, Xylitol, Gentibiose, D-turanose, D-Lyxlose, D-
tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, Gluconate, 2-keto gluconate, 5-keto
gluconate.

Mini API analizine paralel olarak mikroorganizmalar %20 lik gliserol i¢inde -20 °C de
2 mililitrelik tiiplerde saklandi. Gliserol viskoz oldugundan %80 oraninda ayarlandi (1 hacim
su 4 hacim gliserol hazirlanarak) ve “cryotubes” tiiplere 500 uL olarak konuldu ve
otaklavda sterilize edildi. MRS broth (Oxoid CM0359B) (De Man Rogosa Sharpe) iginde 37
+ 1 °C’de 48 saat inkiibe edilerek liremesi saglanan bakteri kolonisi steril pastor pipetleriyle
alinarak cyrotublere 1500 uL (bir birim gliserol solusyonu 3 birim MRS broth olacak
sekilde) konularak besi yerindeki konsantrasyonu %20 olmasi saglandi. Bu haliyle -20 °C
de saklandu.

20



1.2. PCR analizleri
1.2.1. izolasyon ekstraksiyon

Izolasyon icin “r-biopharm” sirketinin SureFood PREP Animal X (Art no: S1004) kiti
kullanildz.

1.2.1.1. SureFood PREP Animal X Kit Icerigi:
Lysis Buffer 20 mL

Binding Buffer 10 mL

Pre-wash Buffer 60 mL

Wash Buffer 60 mL

Elution Buffer 10mL

Proteinase K

H,O PCR grade 1,3 mL

1.2.1.2.Numunenin Homojenizasyonu
Gliserol iginde -20 °C de saklanan bakteriler oda sicakhigmma getirildikten sonra 200

mikrolitre alinarak UV lamba 1518ma o6nceden 30 dakika maruz birakilan receiver tiiplerine

aktarildi. 10,000 rpm devirde 2 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki gliserollii supernatant

uzaklastirild.

Sekil 8: Santrifugasyon
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1.2.1.3.Bakterilerin liziz islemine tabi tutulmasi

Her receiver tiiptine 400°er ul Lysis Buffer (Kit Code L) eklenerek 65 °C de 30 dakika

calkalamal1 termomikserde inkiibe edildi.

Sekil 9: Termomixerde inkiibasyon
2.1.1.4. Lizatin siiziilmesi:
Onceden UV lamba 1s1gina 30 dakika maruz birakilan bulunan yeni ve sart bir receiver

tipiine spin filtre yerlestirildi ve inkiibe edilen lysat filtreye aktarildi ve 12,000 rpm de 2 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra 200 ul Binding Buffer (Kit Code B) ilave edilerek vortekslendi.

2.1.1.5. DNA’nin spin filtreye baglanmasi

Onceden UV lamba 1s13ma 30 dakika maruz birakilan yeni ve sar bir receiver tiipiine
spin filtre yerlestirildi ve binding bufferl soliisyon filtreye aktarildi. Oda sicakliginda bir dakika
bekledikten sonra 12,000 rpm de 2 dakika santrifiij edildi. Filtreden siiziilen filtrat ayrilip filtre
tekrar receiver tiipe yerlestirildi.

2.1.1.6. Spin filtrenin Pre-Wash Buffer ile yikanmasi

Spin filtreye 550 ul Pre-wash Buffer eklenerek (Kit Code P) 12,000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra filtreden siiziilen filtrat ayrilip filtre tekrar receiver tiibe geri
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yerlestirildi.

2.1.1.7. Spin filtrenin Wash Buffer ile yikamilmasi

Spin filtreye 550 ul Wash Buffer eklenerek (Kit Code W) 12,000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra filtreden siiziilen filtrat ayrilip filtre tekrar receiver tiibe
geri yerlestirildi. Bir kez daha spin filtreye 550 ul Wash Buffer eklenerek (Kit Code W) 12,000
rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Daha sonra filtreden siiziilen filtrat ayrilip filtre tekrar receiver
tiibe geri yerlestirildi.

2.1.1.8. Spin filtrenin Kurutulmasi

Spin filtre12,000 rpm de 2 dakika santrifiij edilerek wash buffer tamamen uzaklastirildi

2.1.1.9. DNA’nin elusyonu:

Onceden UV lamba 1s18ina 30 dakika maruz birakilan yeni ve beyaz bir receiver
tlipiine spin filtre yerlestirildi ve 100 ul 65 °C sicakligindaki preheated Elution Buffer (Kit Code
E) eklenerek oda sicakliginda ii¢ dakika bekledikten sonra 10,000 rpm de 2 dakika santrifiij
edildi. Elusyon islemi yapilan siiziintii etiketlenerek PCR analizleri igin -20 °C de muhafazaya
alind.

1.2.2.Cepheid Smart Cycler Real Time PCR

Sekil 10: Cepheid smart cycler real time PCR
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1.2.2.1.GEN-IAL First —Beer PCR kit L. brevis ( art no PP1 0050)

Analizi yapilacak numune bagma Premix 13,5 mikro litre, Primer mix 1,5 mikro litre,

su 5,0 ul alimarak mastermiks hazirlandi. 20 pl mastermikse numuneler 5,0 ul olarak eklendi

PCR protokolii:

Asama 1: DNA nin Denatiirasyonu

Stage 1

Hold

Temp Secs Optics
94.0 300 Off

Asama 2: DNA nin amplifikasyonu

Stage 2

Repeat 47 cycles
2. Temperature Cycle

Deg/Sec Temp Secs Optics
NA 95 7 Off
NA 55 80 Off
NA 72 40 On
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Asama 3: Hold

Stage 3

3. Hold

Temp Secs Optics
75 15 Off

Asama 4: Erime Egrisi

Stage 4

4.Melt Curve

Start End Deg/Sec
75 95 0.2

1.2.2.2GEN-IAL First - L. plantarum (art no PLP0050)

Analizi yapilacak numune basina Premix 13,5 mikro litre, Primer mix PLP 1,5 mikro
litre, su 5,0 ul alinarak mastermiks hazirlandi. 20 pl mastermikse numuneler 5,0 ul olarak
eklendi.

PCR protokolii:

Asama 1: DNA nin Denatiirasyonu

Stage 1

Hold

Temp Secs Optics
94.0 300 Off
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Asama 2: DNA nin amplifikasyonu

Stage 2

Repeat 45 cycles

2. Temperature Cycle

Deg/Sec Temp Secs Optics

NA 95 10 Off

NA 55 85 Off

NA 72 35 On
Asama 3: Hold

Stage 3

3. Hold

Temp Secs Optics

75 15 Off

Asama 4: Erime Egrisi

Stage 4

4.Melt Curve

Start End Deg/Sec
75 95 0.2

1.2.2.3.GEN-IAL First — Lactobacillus pentosus ( art no PLPENB0050)
Analizi yapilacak numune basina Premix 13,5 mikro litre, Primer mix PLB 1,5 mikro
litre, su 5,0 pl alinarak mastermiks hazirlandi. 20 pl mastermixe numuneler 5,0 ul olarak

eklendi.

PCR protokolii:
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Asama 1: DNA nin Denatiirasyonu

Stage 1

Hold

Temp Secs
94.0 300

Asama 2: DNA nin amplifikasyonu

Stage 2
Repeat 47 cycles
2. Temperature Cycle
Deg/Sec Temp Secs Optics
NA 95 15 Off
NA 55 85 Off
NA 72 95 On
Asama 3: Hold
Stage 3
3. Hold
Temp Secs Optics
75 15 Off
Asama 4: Erime Egrisi
Stage 4
4. Melt Curve
Start End Deg/Sec
75 95 0.2

1.2.2.4.GEN-IAL First — P. acidilactici ( art no PPA0050)

Analizi yapilacak numune bagina Premix 13,5 mikro litre, Primer mix PAC 1,5 mikro
litre, su 5,0 ul alinarak mastermiks hazirlandi. 20 pl mastermikse numuneler 5,0 ul olarak
eklendi.

PCR protokolii:
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Asama 1: DNA nin Denatiirasyonu

Stage 1
Hold
Temp Secs Optics
95.0 300 Off
Asama 2: DNA nin amplifikasyonu
Stage 2
Repeat 50 cycles
2. Temperature Cycle
Deg/Sec Temp Secs Optics
NA 95 5 Off
NA 58 20 Off
NA 72 70 On
Asama 3: Hold
Stage 3
3. Hold
Temp Secs Optics
75 15 Off
Asama 4: Erime Egrisi
Stage 4
4. Melt Curve
Start End Deg/Sec
75 95 0.2

1.2.2.5.GEN-IAL First — P.pentosaceus ( art no PPP0050)

Analizi yapilacak numune basina Premix 13,5 mikro litre, Primer mix PPP 1,5 mikro
litre, su 5,0 ul almarak mastermiks hazirlandi. Numuneler mastermiksin tizerine 5,0 ul olarak

eklendi.
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PCR protokolii:

Asama 1: DNA’nin Denatiirasyonu

Stage 1

Hold

Temp Secs Optics
95.0 300 Off

Asama 2: DNA nin amplifikasyonu

Stage 2

Repeat 55 cycles
2. Temperature Cycle

Deg/Sec Temp Secs Optics
NA 95 5 Off
NA 58 20 Off
NA 72 80 On
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Asama 3: Hold

Stage 3

3. Hold

Temp Secs Optics
75 15 Off

Asama 4: Erime Egrisi

Stage 4

4.Melt Curve

Start End Deg/Sec
75 95 0.2

1.2.2.6.GEN-IAL First — L. casei (art no PLC0050)

Analizi yapilacak numune basma Premix 13,5 mikro litre, Primer mix PLC 1,5 mikro
litre, su 5,0 ul magnezyum kloriir 1,2 pl pl alinarak mastermiks hazirlandi. 20 pl mastermixe

numuneler 5,0 ul olarak eklendi.

PCR protokolii:

Asama 1: DNA nin Denatiirasyonu

Stage 1

Hold

Temp Secs Optics
95.0 300 Off
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Asama 2: DNA nin amplifikasyonu

Asama 3: Hold

Asama 4: Erime Egrisi

Stage 2

Repeat 50 cycles
2. Temperature Cycle

Deg/Sec Temp Secs Optics
NA 95 10 Off
NA S57 35 Off
NA 72 45 On
Stage 3

3. Hold

Temp Secs Optics

75 30 Off

Stage 4

4.Melt Curve

Start End Deg/Sec
75 95 0.2
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BULGULAR

1. Numuneler:

Sucuk, pastirma, ¢ig et Orneklerinden elde edilen izolatlar Mini API aygitinda
yapilan karbonhidrat testlerine gore 83 tanesi L. brevis, 53 tanesi L. plantarum, 13 tanesi
L. pentosus, 5 tanesi P. acidilactici, 16 tanesi Pediococcus pentosaceus ve 4 tanesi
Lactobacillus paracasei olarak tanimlandi. Bunlardan Real Time PCR ile 74 tanesi L.
brevis 46 tanesi L. plantarum 8 tanesi L. pentosus 2 tanesi P. acidilactici, 9 tanesi
Pediococcus pentosaceus olarak konfirme edildi.

API Test Kiti Kullanilarak Laktik Asit Bakterilerinin Tanisi

Yapilan degerlendirmeler sonucunda tanimlanan izolatlar asagidaki tabloda

sunulmustur (Tablo3).
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Tablo 3. APl Sonug¢larima Gore Tanimlanan Bakteriler

izolat

API

L. acidophilus

L. brevis

L.cellobiosus

L. coprophilus

. Curvatus

. delbrueckii subsp. delbrueckii

. fermentum

. helveticus

. lindneri

. paracasei subsp. paracasei

. pentosus

. plantarum

. salivarus

. lactis subsp. lactis

. lactis

. mesenteroides subsp.cremoris

. mesenteroides subsp. mesenteroides / dextranicum

. acidilacti

. damnosus

L
L
L
L
L
L
L
L
L. rhamnosus
L
L
L
L
L
P
P
P

. pentosacceus

16

S. salivarius subsp. thermophilus

Toplam

229

Calismada, L-Xylose,Adonitol,Erythritol,Inositol,

Methyl-D Mannosit,

Amidon ,Glycogene, Xylitol, D-Fucose, L-Fucose ,D-Arabitol ,Arabitol ,2 ceto-

gluconate, ve 5 ceto-gluconate karbon kaynaklarinin hicbir test organizmasi tarafindan

kullanilmadigi, D-glucose kaynaginin ise tiim mikroorganizmalar tarafindan

kullanildig: tespit edildi. Glycerol,D-Arabinose,Methyl-xyloside, L-Sorbose, Dulcitol,
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Methyl-D-glucoside, Inuline, D-Lyxose, birer ; Rhamnose iki; L-Arabinose, D-Xylose,
D-Raffinose, Gluconate licer; Melezitose ve D-Turanose dorder; Mannitol, Sorbitol,
Melibiose beser; Amygdaline ve Arbutine sekizer; Gentiobiose dokuz; Ribose,
Salicine, Cellobiose onar; Esculine ve Lactose onbirer; Saccharose ve Trehalose
onikiser; Galactose ve D-Mannose onbeser; N Acetyl-glucosamine ve Maltose
onaltisar, D-Fructose kaynaginin ise ondokuz mikroorganizma tarafindan kullanildigi
tespit edildi (Tablo 4).

API Sonuglarina gore 49 sucuk, 5 ¢ig et, ve 29 pastirma numunesinden 83 adet L.
brevis izolat1 ; 45 sucuk, 3 ¢ig et, 5 pastirma numunesinden 53 adet L. plantarum izolati; 2
Ciget, 6 Pastirma, 8 sucuk numunesinden 16 adet P. pentosacceus izolati; 1 ¢iget, 4
pastirma, 8 Sucuk numunesinden 13 adet Lc.lactis subsp. lactis izolati; 6 sucuk, 2 ¢ig et, 5
pastirma numunesinden 13 adet L. pentosus izolatt; 2 ¢ig et, 10 sucuk numunesinden 12
adet L.curvatus izolati, 3 sucuk , 2 pastirma numunesinden 5 adet P. acidilacti izolati; 2
sucuk 2 pastirma numunesinden 4 adet L.acidophilus izolati; 4 sucuk numunesinden 4 adet
L.cellobiosus izolatt; 2 sucuk, 2 ¢iget numunesinden 4 adet L. paracasei izolati; 4 sucuk
numunesinden 4 adet Str. saliv. thermop. izolati; 3 sucuk numunesinden 3 adet L.
rhamnosus izolatr; 2 sucuk numunesinden 2 adet Leuconostoc mesenteroides
subsp.mesenteroides/ dextranicum izolati; ikiser sucuk numunesinden ikiser adet
L.fermentum, L.salivarus, L.helveticus ve L.coprophilus izolatlari; birer sucuk
numunesinden ise birer adet L.Lindneri, L. delbrueckii, L. mesenteroides subsp.cremoris,
L. lactis ve P.damnosus izolatlar1 elde edildi (Tablo 5).

Izolatlarinin illere gére dagilimi ise ; L. brevis: 14 Afyon, 7 Balikesir, 21 Bursa,
14 Istanbul, 3 Yozgat, 1 Sirnak, 2 Sakarya, 1 Mugla, 4 Kiitahya, 3 Kayseri, 2 Izmir, 1
Eskisehir, 1 Edirne, 2 Cankiri, 2 Antalya, ve 5 Ankara; L. plantarum: 5 Afyon, 6 Balikesir,
24 Bursa, 6 Istanbul, , 2 Kiitahya, 3 Kayseri, 2 Izmir, 3 Edirne, 1 Antalya, 1 Mersin; P.
pentosacceus: 1 Antalya, 3 Balikesir, 6 Bursa, 4 Cankiri, 2 Istanbul; L .lactis subsp.
lactis:1 Bolu, 6 Bursa, 1 Cankiri, 4 istanbul, 1 Mardin; L.pentosus: 2 Afyon, 6 Balikesir, 3
Bursa, 2 Istanbul; L.curvatus: 3 Afyon, 2 Balikesir, 2 Bursa, 3 Istanbul, 2 Kayseri; P.
acidilacti: 2 Cankir1, 1 Balikesir, 1 Kayseri, 1 Izmir; L. acidophilus: 3 Bursa, 1 Antalya;
L.cellobiosus: 2 istanbul,1 Bursa, 1 Afyon; L. paracasei subsp. paracasei :2 Bursa, 1
Balikesir, 1 Kirklareli; S. Salivarus subsp. thermophilus :2 Kocaeli, 1 Ankara 1 Istanbul; L.
rhamnosus: 2 Ankara, 1 Mersin; L. mesenteroides subsp.mesenteroides/dextranicum:
Balikesir, Bursa; L .fermentum: Eskisehir, Mardin; L.salivarus: Bursa, Balikesir; L.

helveticus: izmir, Bursa; L. coprophilus: Bolu, Afyon; L. lindneri: Balikesir; L. delbrueckii
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subsp. delbrueckii: Kayseri; L. mesenteroides subsp.cremoris: Bursa ; L. lactis: Balikesir;

ve P.damnosus: izmir seklinde tespit edildi (Tablo 6).
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Tablo.4. API Sonuglarina Gére Tanimlanan Bakterilerin Kullandigi Karbonhidrat

Kaynaklar1

L. acidophilus
L. brevis
L.cellobiosus
L. coprophilus
L. curvatus
L. delbrueckii
subsp. delbrueckii
L. fermentum
P. pentosacceus

S. salivarius

subsp.
thermophilus

subsp. paracasei
L. mesenteroides
subsp.cremoris
L. mesenteroides
subsp.
mesenteroides /

L. lactis subsp.
dextranicum

L. helveticus
L. lindneri

L. paracasei
L. pentosus
L. plantarum
L. rhamnosus
L. salivarus
lactis

L. lactis

P. acidilacti
P._damnosus

Kontrol
Glycerol
Erythritol
D-Arabinose
L-Arabinose
Ribose
D-Xylose
L-Xylose
Adonitol
Methyl-xyloside
Galactose

D-Glucose
D-Fructose L
D-Mannose

L-Sorbose
Rhamnose
Dulcitol
Inositol
Mannitol

Sorbitol
Methyl-D-mannoside

e
—
n
n
.

=

s

=

Methyl-D-glucoside
N Acetyl glucosamine

Amygdaline

Arbutine
Esculine
Salicine
Cellobiose
Maltose
Lactose
Melibiose
Saccharose
Trehalose
Inuline
Melezitose
D-Raffinose ||
Amidon
Glycogene
Xylitol
Gentiobiose
D-Turanose
D-Lyxose
D-Tagatose
D-Fucose
L-Fucose
D-Arabitol
Avrabitol

Gluconate | | !|

2 ceto-gluconate

=e pomanes

;

e ona
EeEEe,
EEEEEE | NN

™
CICC

T
n mn
-i
"
mEmn
T

5 ceto-gluconate
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Bakterilerin

Sonuclarina Gore Tanimlanan

API

Tablo.5.

Numunelere Gore Dagilimi

WV1dOL

159
53
17

229
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16
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13

1aseoe.ed “dsgns 1aseseled

Haupull 1
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—

wnjuswsy

|

1bj93n1qjap “dsqns 19anaqjap

snyeAInd

snjiydoadod

SNs01Q0]1897

s1naIq

29

29

83

snjiydopioe

4

Sucuk

Pastirma
Cig et

Toplam

Bakterilerin

Sonuglarma Gore Tanimlanan

API

Tablo.6.

Illere Gore Dagilimi

WV1dOL

26
72
30
34

10
7

229

snjiydowdayy dsgns snireAljes ‘s

snasoesojuad o

16

snsouwep ‘d

noe|IpIoe ‘g

wnojue.Xap
/ S3p10J3)UasAW ‘dsqns saplodjuasaW ]

S1Iowa.2°dsgns saploJajussall "

snoe|

snoe| ‘dsgns snoe|

13

snuealfes

2

snsouuwreys

wnJeue|d -

i

24

snsojuad "

13 153 |3

1aseoe.ed “dsgns 1esedesed

4

Haupull

) IENETR

—

wnjuswJasy

_

11493N1gJ3p “dsans 11493nIg[ap

snyeAInd

snjiydoadod

SNs01g0]182"7

sinaiq

14
21

14

83

snjiydopioe

1

4

Afyon

Bursa

Balikesir
Istanbul
Yozgat
Sirnak

Sakarya
Mugla

Kiitahya
Kayseri
Izmir

Eskisehir
Edirne

Cankirt

Antalya
Ankara
Mersin
Bolu

Mardin

Kirklareli

Kocaeli

Toplam
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1.2.Real Time PCR analiz sonuclari

1.2.1. L. brevis

L. brevis’in real time PCR ile analizinde erime noktas1 86,0 ile 88,26 arasinda; esik

degeri ise 12,13 ile 25,16 arasinda farklilik gosterdi.. Mini APl sonucunda L. brevis
olarak identifiye edilen S25, S50, S115,5135,S149,P265,P267,P300,ve S336 kodlu

izolatlarda real Time PCR ile yapilan analizde bir biiylime egrisi gdzlenmesine karsin bu

izolatlarin erime noktast ( melting point ) 0Olmas1 gereken sicakliktan farkli oldugu i¢in

negatif olarak tanimlandi. (Tablo 7)

Tablo 7: L. brevis’ in analiz sonuglar1

. LBS Agar PCR
KOD YERLESIM Mini API _
(kob/g) SyG Ct Melting Sonug

P2 Kayseri 3,0x10° L. brevis 12,13 88.26 L. brevis
S18 Bursa 1,0x10? L. brevis 26,58 87,67 L. brevis
S19 Bursa 4,0x10° L. brevis 20.14 88,02 L. brevis
S21 Sakarya 4,0x10° L. brevis 19,81 87,90 L. brevis
S23 Kiitahya 5,0x10% L. brevis 24,81 88,01 L. brevis
S25 Afyon 2,0x10* L. brevis 34,19 78,68

S30 Istanbul 8,0x10? L. brevis 26,35 87,13 L. brevis
S32 Kayseri 4,0x10? L. brevis 30,40 86,63 L. brevis
S36 Bursa 1,0x10? L. brevis 15,86 88,36 L. brevis
S37 Bursa 6,0x102 L. brevis 12,31 87,99 L. brevis
S49 Eskisehir 9,8x10° L. brevis 19,79 86,02 L. brevis
S50 Kiitahya 1,lx104 L. brevis 28,14 79,58

C53 Bursa 4,0x10° L. brevis 13,69 86,33 L. brevis
C54 Bursa 9,0x10° L. brevis 27,36 86,04 L. brevis
C57 Bursa 8,0x102 L. brevis 14,80 86,96 L. brevis
P62 Istanbul 1,0x10° L. brevis 16,71 87,36 L. brevis
P63 Istanbul 3,0x10? L. brevis 20,24 87,68 L. brevis
P64 Bursa 8,0x10? L. brevis 12,54 86,71 L. brevis
P65 Ankara 2,4x10° L. brevis 17,52 87,56 L. brevis
C72 Bursa 1,8x10° L. brevis 31,46 86,53 L. brevis
P77 Ankara 1,0x10? L. brevis 21,74 87,00 L. brevis
P78 Bursa 1,0x10? L. brevis 20.69 88.03 L. brevis
P80 Bursa 1,0x10? L. brevis 22.81 87.32 L. brevis
P81 Bursa 1,0x10° L. brevis 20.88 87.79 L. brevis
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P82 Bursa 1,0x10° L. brevis 21,15 87,89 L. brevis
P83 Bursa 1,0x10° L. brevis 20,45 87,87 L. brevis
C86 Balikesir 1,0x10° L. brevis 20,70 88,03 L. brevis
S90 Istanbul 1,0x10° L. brevis 14,50 88,13 L. brevis
S101 Sakarya 2,4x10° L. brevis 14,57 87,74 L. brevis
S102 Afyon 4,2x10° L. brevis 20,48 87,96 L. brevis
S111 Afyon 2,6x10° L. brevis 21,50 86,23 L. brevis
S113 Istanbul 3,0x10° L. brevis 23,39 87,35 L. brevis
S115 Edirne 1,8x10° L. brevis 30,73 80,82

S116 Afyon 3,0x10% L. brevis 19,33 87,05 L. brevis
S124 Bursa 5,8x10° L. brevis 23,28 87,90 L. brevis
S135 Balikesir 1,3x10° L. brevis 27,90 87,11

5149 Istanbul 3,0x10% L. brevis 33.59 81.64

S155 Mugla 6,8x10° L. brevis 26,41 88,37 L. brevis
S158 Bursa 2,0x10° L. brevis 25.16 87.80 L. brevis
S159 Afyon 1,4x10° L. brevis 18,27 87,50 L. brevis
S160 Afyon 1,3x10° L. brevis 16.72 87,92 L. brevis
S164 Bursa 1,0x107 L. brevis 15,68 87,95 L. brevis
S172 Bursa 3,0x10? L. brevis 20,48 87,96 L. brevis
S174 Ankara 1,0x10? L. brevis 18,51 87,75 L. brevis
S180 Afyon 2,6x10° L. brevis 19,26 87,66 L. brevis
S201 Balikesir 1,0x10? L. brevis 17,11 87,81 L. brevis
S214 Istanbul 3,0x10? L. brevis 19,18 86,73 L. brevis
S218 Balikesir 1,2x10° L. brevis 29,10 86,59 L. brevis
S223 Balikesir 1,8x10° L. brevis 33,18 86,91 L. brevis
P226 Istanbul 1,1x10° L. brevis 21,64 86,49 L. brevis
p227 Istanbul 3,0x10? L. brevis 21,77 88,11 L. brevis
P228 Istanbul 7,2x10° L. brevis 22,72 87,20 L. brevis
P230 Afyon 3,0x10° L. brevis 21,23 87,63 L. brevis
S232 Balikesir 2,0x10? L. brevis 21.71 86.84 L. brevis
5233 Balikesir 3,0x10° L. brevis 18,31 87,01 L. brevis
p234 Afyon 7,0x10° L. brevis 15.90 86.78 L. brevis
P235 Afyon 4,0x10° L. brevis 15,35 87,68 L. brevis
P236 Afyon 1,4x10° L. brevis 21.24 86.85 L. brevis
p238 Istanbul 1,6x10° L. brevis 14,37 87,44 L. brevis
P243 Kayseri 5,0x10? L. brevis 19,46 86,39 L. brevis
P260 Ankara 1,0x10? L. brevis 22,34 87,46 L. brevis
P261 Bursa 1,0x10° L. brevis 23,30 87,02 L. brevis
P265 [zmir 1,0x10? L. brevis 35,19 80,85

P267 Izmir 1,0x10° L. brevis 36,23 79,76

P270 Bursa 1,0x10° L. brevis 22,00 87,33 L. brevis
P271 Kiitahya 1,0x10° L. brevis 12,38 87,49 L. brevis
p273 Cankir1 1,0x10° L. brevis 18,68 88,13 L. brevis

39




5283 Kiitahya 1,0x10° L. brevis 31,41 86.31 L. brevis
S289 Afyon 4,3x10° L. brevis 12,35 86,38 L. brevis
pP291 Bursa 3,0x10? L. brevis 19,18 86,57 L. brevis
5293 Istanbul 1,0x10° L. brevis 12,88 87,89 L. brevis
P300 Ankara 1,9x10* L. brevis 31,44 85,80
S304 Yozgat 3,0x107 L. brevis 19,14 87,12 L. brevis
S305 Antalya 3,5x10° L. brevis 21,53 86,98 L. brevis
S311 Istanbul 8,0x10° L. brevis 18,61 87,58 L. brevis
S312 Afyon 1,3x10% L. brevis 26,68 86,00 L. brevis
S313 Yozgat 1,2x10° L. brevis 14,68 88,00 L. brevis
S314 Antalya 2,2x10° L. brevis 18,81 87,58 L. brevis
S315 Afyon 9,0x10? L. brevis 17,43 86,98 L. brevis
5320 Yozgat 1,0x102 L. brevis 21,65 87,16 L. brevis
S330 Cankir 3,0x10% L. brevis 22,44 88,30 L. brevis
S334 Istanbul 4,0x10° L. brevis 17,59 88,38 L. brevis
S336 Sirnak 7,0x102 L. brevis 30,88 80,83
Melting point ortalamasi DNA
) 20,09 86,84
(numuneler) 86,7 (L. brevis)
Protocol | Sample ID
80 1 28.a3d 3539.47 :
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1.2.2. L. plantarum

5] ISt sm

Sekil 11 : L. brevis ‘in SmartCycler Real Time PCR’daki biiyiime egrisi

L. plantarum’un real time PCR ile analizinde

erime noktast 85,04 ile 86,07

arasinda; esik degeri ise 35.24 ile 15.24 arasinda farklilik gosterdi. Mini APl sonucunda L.
plantarum olarak identifiye edilen S156, S351, S353, ve S360 kodlu izolatlarda Real Time

PCR ile yapilan analizde bir biiylime egrisi gozlenmesine karsin bu izolatlarin erime

noktasi ( melting point ) olmasi gereken sicakliktan farkli oldugu i¢in negatif olarak tespit

edildi. P76, S342, ve S357 kodlu izolatlarda ise bir biliyliime egrisi gozlenmedi. (Tablo 8)
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Tablo 8: L. plantarum’un analiz sonuglari

KOD , LBS  Agar | PCR
YERLESIM Mini API
(kob/g) SyG Ct Melting sonug

S16 Kayseri 7,0x10° L. plantarum 27.30 86.18 L. plantarum
S22 Kiitahya 1,0x102 L. plantarum 16,62 85,15 L. plantarum
S35 Bursa 4,0x10? L. plantarum 15,76 86,94 L. plantarum
S45 Edirne 6,7x10° L. plantarum 32.37 85.08 L. plantarum
S46 Edirne 1,5x10° L. plantarum 16,70 85,90 L. plantarum
S47 Edirne 2,8x10° L. plantarum 15,79 86,96 L. plantarum
C55 Bursa 9,0x10? L. plantarum 23.47 83.93 L. plantarum
C56 Bursa 1,8x10° L. plantarum 21.52 84.91 L. plantarum
P61 Istanbul 1,3x10° L. plantarum 23.30 85.69 L. plantarum
P66 Kayseri 1,3x10° L. plantarum 15,86 86,63 L. plantarum
S68 Istanbul 7,0x107 L. plantarum 15,86 86,63 L. plantarum
C73 Bursa 1,0x10? L. plantarum 16,26 86,69 L. plantarum
P75 Kayseri 1,0x10? L. plantarum 15,6 86,76 L. plantarum
P76 istanbul 1,0x10? L. plantarum 0 78.91

S88 Istanbul 1,0x10? L. plantarum 16,44 86,67 L. plantarum
S95 Istanbul 4,2x10° L. plantarum 15,98 86,58 L. plantarum
S97 Bursa 1,4x10° L. plantarum 15,48 87,00 L. plantarum
S98 Bursa 4,3x10° L. plantarum 16,20 86,72 L. plantarum
S99 Bursa 4,6x10° L. plantarum 17.36 85.84 L. plantarum
S104 Afyon 1,1x10° L. plantarum 15,79 86,89 L. plantarum
S106 Balikesir 1,0x10? L. plantarum 16,41 85,88 L. plantarum
S110 Balikesir 1,0x10? L. plantarum 15,91 86,87 L. plantarum
S120 Bursa 3,0x10? L. plantarum 26.46 84.47 L. plantarum
S121 Kiitahya 2,4x10° L. plantarum 16,44 86,04 L. plantarum
S126 Bursa 6,1x10° L. plantarum 15,24 87,12 L. plantarum
S127 Bursa 4,0x10° L. plantarum 15,47 87,02 L. plantarum
S129 Afyon 3,0x10? L. plantarum 16,30 86,34 L. plantarum
S130 Afyon 1,0x10? L. plantarum 16,31 87,09 L. plantarum
5131 [zmir 9,6x10° L. plantarum 16,64 86,92 L. plantarum
S156 Bursa 3,0x10° L. plantarum 17,78 85,50 L. plantarum
P276 Afyon 1,0x10? L. plantarum 16,31 87,08

S303 Afyon 9,8x10° L. plantarum 16,74 86,78 L. plantarum
S337 Antalya 2,8x10° L. plantarum 29.72 85.46 L. plantarum
S338 Istanbul 1,7x10* L. plantarum 16,13 86,95 L. plantarum
S341 Bursa 1,9x10° L. plantarum 27.82 85.78 L. plantarum
S342 Bursa 4,8x10° L. plantarum 0 0

S346 Bursa 5,3x10° L. plantarum 2456 85.97 L. plantarum
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S348 Bursa 1,2x10* L. plantarum 16,93 86,66 L. plantarum
S351 Bursa 8,3x10° L. plantarum 15,97 87,10

S352 Mersin 4.4x10° L. plantarum 28.91 85.75 L. plantarum
S353 Balikesir 3,0x102 L. plantarum 14,96 87,15

S356 Bursa 2,2x10° L. plantarum 20,14 85,32 L. plantarum
S357 Bursa 7,0x10? L. plantarum 0 0

S358 Bursa 4,1x10° L. plantarum 26.53 84.99 L. plantarum
S359 Balikesir 2,0x10° L. plantarum 35.24 85.77 L. plantarum
S360 Balikesir 4,0x10° L. plantarum 38.40 79.11

S361 Bursa 8,0x107 L. plantarum 24,16 85,04 L. plantarum
S362 Bursa 3,0x10° L. plantarum 20,16 85,43 L. plantarum
S364 Bursa 1,4x10° L. plantarum 21,91 85,48 L. plantarum
S366 Balikesir 3,0x10? L. plantarum 21,71 85,15 L. plantarum
S371 izmir 7,0x107 L. plantarum 26.67 86.07 L. plantarum
S372 Bursa 6,0x10° L. plantarum 32.21 85.75 L. plantarum
S373 Bursa 1,0x10? L. plantarum 27.26 85.97 L. plantarum
Melting point ortalamasi:86,0013 DNA

(numuneler) (L. plantarum) 18,47 85,91
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Protocol

| sample ID

i Ib-smartcycler... std

Sekil 12: L. plantarum ‘un SmartCycler Real Time PCR’daki biiyiime egrisi

1.2.3. L.pentosus

..negatif

| ib-smarteycler... 366
Ib-smartcycler....

L. pentosus’ un real time PCR ile analizinde erime noktasi 85,09 ile 85,82 arasinda;

esik degeri ise 22,93 ile 41,61 arasinda farklilik gosterdi. Mini APl sonucunda L.pentosus
olarak identifiye edilen S93, S200, S202, ve S225 kodlu izolatlarda real Time PCR ile

yapilan analizde bir biliylime egrisi gozlenmesine karsin bu izolatlarin erime noktasi

( melting point ) olmasi1 gereken sicakliktan farkli oldugu igin negatif olarak tespit edildi.

€60 kodlu izolatta ise bir biiyiime egrisi gdzlenmedi. (Tablo 9)
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Tablo 9: L.pentosus’un analiz sonuglari

KOD YERLESIM LBS  Agar | PCR

(kob/g) Mint API SyG Ct Melting sonug
C60 Balikesir 1,8x103 L. pentosus 0 0
C79 Istanbul 1,0x10? L. pentosus 16,62 85,15 L. pentosus
593 Balikesir 4,8x10° L. pentosus 21,90 80,28
S200 Balikesir 1,Ox102 L. pentosus 20.56 80,88
S202 Balikesir 1,Ox102 L. pentosus 48.40 0
pP217 Afyon 4,0x10° L. pentosus 36.92 85.76 L. pentosus
S224 Balikesir 4,0x10? L. pentosus 41.61 85.74 L. pentosus
S225 Balikesir 3,Ox102 L. pentosus 17.93 81.39
pP231 Afyon 4,Ox102 L. pentosus 22,93 85,82 L. pentosus
pP237 Istanbul 5,8x10° L. pentosus 23,10 85,50 L. pentosus
P269 Bursa 1,0x10? L. pentosus 23,14 85,62 L. pentosus
p277 Bursa 1,Ox102 L. pentosus 24,84 85,09 L. pentosus
S316 Bursa 7,Ox102 L. pentosus 24,22 85,21 L. pentosus
Melting point ortalamas1:86,70 DNA
(numuneler) (L. pentosus) 20,09 86,84

Jsteiol . FProtocol _|Sampl..
800 18.4 27 7 . nfosus, 193
: | 200
200 1202
3 217
o 400 5. 217
2 . 1224
S 200 _ exblank
pre 0.0 neg ko...
. 1225
. 1231
-200 337

| ] ntosus. 237
Ib-smarteycler-pentosus. 268

g Ib-smartcycler-pentosus. 277
[¢l e Ib-smartcvcler-nentosus. 1316

Sekil 13: L. pentosus‘un SmartCycler Real Time PCR’daki biiylime egrisi

1 20 30 40 50

1.2.4. P. acidilactici

P. acidilactici’ nin real time PCR ile analizinde erime noktast 80,28 ile 80,388
arasinda; esik degeri ise 20,56 ile 21,9 arasinda farklilik gosterdi. Mini APl sonucunda
P.acidilacti olarak identifiye edilen S206,P275,5282,S335,ve S336 kodlu izolatlarda real
Time PCR ile yapilan analizde bir biiylime egrisi gozlenmesine karsin bu izolatlarin erime

noktasi ( melting point ) olmasi gereken sicakliktan farkli oldugu icin negatif olarak tespit
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edildi. PS29 kodlu izolatta ise bir biiyiime egrisi gézlenmedi. (Tablo 10)

Tablo 10: P. acidilactici ‘nin analiz sonuglari

KOD YERLESIM LBS Agar o PCR
Mini API _
(kob/g) SyG Ct Melting sonug
529 Cankir 1,0x10? P.acidilacti 0 0
S206 Balikesir 1,0x107 P.acidilacti 16,62 85,15
P268 Kayseri 2,0x10° P.acidilacti 21,90 80,28 P. acidilacti
p272 [zmir 1,0x10? P. acidilacti 20.56 80,88 P. acidilacti
P275 Bursa 4,0x10? Pediococcus spp 48.40 0
S282 Cankirt 1,0x10° P. acidilacti 36.92 85.76
S335 istanbul 3,0x10? Pediococcus spp. 41.61 85.74
S336 Istanbul 7,0x10° Pediococcus spp. 17.93 81.39
Melting point ortalamasi:80,58 DNA
L 39,25 80,71
(numuneler) (P. acidilacti)
4 sitelD | Protocol [Sample ID|
300 17.95).969 3091 3692 4168 484 ¥ pedio-smar...
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E :0'0 / / '
0 R |~ —

10

20
Cycies

30 40

50

¢!

Sekil 14 : P. acidilactici ‘nin SmartCycler Real Time PCR’daki biiylime egrisi

1.2.5. P.pentosaceus

P.pentosaceus’ un real time PCR ile analizinde

erime noktas1 87,9 ile 86,73

arasinda; esik degeri ise 19,45 ile 20,92 arasinda farklilik gosterdi. Mini APl sonucunda P.
pentosaceus olarak identifiye edilen S326,5327,5328,5329,S333, S339 ve S340 kodlu

izolatlarda real Time PCR ile yapilan analizde bir biiyliime egrisi gézlenmesine karsin bu

izolatlarin erime noktasi ( melting point )
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negatif olarak tespit edildi. (Tablo 11)

Tablo 11:P.pentosaceus ‘un analiz sonuglari

KOD YERLESIM LBS Agar o PCR
Mini API _
(kob/g) SyG Ct Melting sonug
Co1 Bursa 1,0x102 P.pentosaceus 19,84 87,52 P. pentosaceus
S207 Bursa 1,0x10? P. pentosaceus 19,45 87,33 P. pentosaceus
P215 Istanbul 7,0x10? P. pentosaceus 19,84 87,23 P. pentosaceus
C221 Balikesir 1,8x103 P. pentosaceus 19,93 87,26 P. pentosaceus
P239 Istanbul 3,0x102 P. Pentosaceus 19,86 87,90 P. pentosaceus
P263 Balikesir 1,0x10? P. pentosaceus 19,49 87,31 P. pentosaceus
pP274 Bursa 1,0x10? P. pentosaceus 20,92 87,00 P. pentosaceus
p278 Bursa 1,0x102 P. pentosaceus 20,53 86,73 P. pentosaceus
pP317 Bursa 8,0x102 P. pentosaceus 20,36 86,75 P. pentosaceus
5326 Cankiri 4,0x107 P. pentosaceus 31,48 85,89
S327 Bursa 3,0x10% P. pentosaceus 38,59 77,66
S328 Cankir1 2,0x102 P. pentosaceus 38,62 78,38
S329 Cankiri 2,0x102 P. pentosaceus 36,67 79,90
S333 Cankiri 1,0x102 P. pentosaceus 38,38 80,11
S339 Antalya 2,8x10° P. pentosaceus 36,40 78,91
S340 Balikesir 1,2x103 P. pentosaceus 19,33 83,98
Melting point ortalamas1:83,97 DNA
17,48 87,55
(numuneler) (P. pentosaceus)
Protocol | Sample D |
1oWERY  332090and pediococ-sm... StiDNA |
pediococ-sm... (108
8 3001 ‘pedio m
@
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@
e
e 1007
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Sekil 15: P.pentosaceus’ un in SmartCycler Real Time PCR’daki biiyiime egrisi
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1.2.6. L.paracasei

Mini API sonucunda L. paracasei olarak identifiye edilen izolatlarin higbiri real Time
PCR ile yapilan analizde L. paracasei olarak konfirme edilmedi. (Tablo 12)

Tablo 12: L.paracasei ‘nin analiz sonuglari

KOD | YERLESIM LBS  Agar

(kob/g) PCR

Mini API SyG Ct Melting sonug

s117 | Kurklareli 1,6x10 L. paracasei 27.30 81.59 L. casei
5213 | Balikesir 2,010 L. paracasei 25.81 81.00 L. casei
¢240 | Bursa 8,0x10° L. paracasei 32.77 81.86 L. casei
G244 | Bursa 9,8x10° L. paracasei 31.86 81.88 L. casei
Melting point ortalamasi:81,58 DNA
(numuneler) (L.casei) 2123 81.68

Protocol | Sample 1D
123 ZBEEHG IRV .|std
200+ nk
T —
- L — ok
E JF_J.-"' v//“’ g __...--FF i :11?
E 100 1 pe ; ________.- |12
g = e |240
g 1 7 v 224
= oo Pl P !
== _..==-“'c'-pf — —
" " |
10 20 a0 40 50
Cycles
al el

Sekil 16: L. casei ‘in SmartCycler Real Time PCR’daki biiyiime egrisi

Sonug olarak Mini API’de identifike edilen 174 adet izolatin sadece 139 tanesi Real
Time PCR ile confirme oldu ( Tablo 13).
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Tablo 13 : Sonug Ozeti

[zolat APl PCR %

L. paracasei 4 0 0
P. acidilacti 5 2 143
L. pentosus 13 8 5.75

P. pentosacceus 16 9 6.47
L. plantarum 53 46 33.09
L. brevis 83 74 53.23
Toplam* 174 139

* L. casei hesaplamaya katilmamistir.
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TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye'nin gesitli bolgelerinden (Adapazari, Afyon, Ankara, Balikesir, Bursa, Cankari,
Diyarbakir, Edirne, Eskisehir, Istanbul, Izmir, Kayseri, Kocaeli, Kiitahya, Manisa, Mardin,
Mersin, Mugla, Sirnak, Tekirdag ve Yalova) sucuk, pastirma ve ¢ig et numuneleri temin edildi.
Bu numunelerin 234 adedine Mini API’de tiir tayini analizi uygulandi.159 sucuk, 53 pastirma
ve 17 ¢ig numunesinden Mini APl karbonhidrat testleri sonucunda teshis edilen 229
mikroorganizmamn en ¢ok goriilen tiirlerden 174 tanesine (L. brevis 83, L. plantarum 53,
L.pentosus 13, L.paracasei 4, P.pentosaceus 16 ve P. acidilactici 5) real Time PCR da DNA
diziliminin 16S bolgesine dayali tiir konfirmasyonu yapildi.

Bunun sonucunda L. brevis 74, L. plantarum 46, P. Pentosacceus 9, L. pentosus 8
ve P. Acidilacti 2 adet olarak konfirme edildi.

Bu sonuglara gére mikro floraya hakim olan mikroorganizmalar yaklasik % 74 gibi bir
oranla L. brevis ve L. plantarum olarak ortaya ¢tkmaktadir.

Bu sonuglar, arastirmanin ve doktora tezinin basligi ile uyum i¢inde degildir. Daha
Onceki  arastirmalarda; dislik sicaklikta fermente edilen sucuklarda  hakim olan
mikroorganizmalarin L. sake ve L. curvatus oldugu; yiiksek sicakliklardaki (25-30 °C iistii )
fermantasyonlarda ise L. plantarum ‘un hakim mikroorganizma oldugu belirtilmistir (2, 3,
8, 102).

Anar, (3) sucuklarda 30 °C altindaki fermantasyon sicakliginda L. sake ve
L.curvatus tiirlerinin daha iyi tiredigini belirterek, fermente et iiriinlerinde L. sake'nin
starter olarak kullanilmasimin Salmonella tiirleri {izerinde inhibe edici etkisi oldugunu
belirtmistir (3).

Ozdemir ve Arkadaslar1 (8) 25 °C de 3 haftalik periyot boyunca olgunlastirilan
Tiirk fermente sucuklarindan izole edilen toplam 80 laktobasil susundan % 85 'inin L. sake
ve L. curvatus olarak identifiye edildigini belirtmistir (8).

Yapilan ¢calismalarda, diisiik asiditeye sahip sucuklarda %17.6; %40.2 ve %45.6
oraninda L. plantarum identifiye edilmistir (106-108).

Lactococcus lactis subsp. lactis sucuklarda, %4.9, ve %1 oraninda identifiye
edilmistir . Diger baz1 ¢alismalarda izolatlarin %13.3'niin, %17.6'sinin ve %4.3'in L.

curvatus oldugu belirlenmistir (106, 107).
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Arastirmalar arasindaki farkin muhtemel nedeni; bu arastirmada ticari olarak markali
ve kitle halinde tiretilen iirtinlerin degil de kasaplarin kendilerinin kesip {irettigi, koylerden
temin edilen veya ailelerin kendi tiiketimleri icin iirettikleri, icinde starter kiiltiir
kullanilmayan  fermente iiriinlerin temel alinmasi, sucugun {retim teknolojisi,
olgunlastirma ve muhafaza sartlan ile fermantasyon sicakliklarindaki degisiklikler

ve diger arastirmalarda kullanilan sucuklarin  yerel Ozellikler tasimasi olarak
tanimlanabilir (80,102,106-112, 114).

Omegin Ozdemir ve arkadaslar1 (102) .U. Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve
Teknolojisi A.B.D. Et Unitesinde deneysel olarak iiretilen sucuklar1 kullanmislardir. Bu
nedenle c¢alismalarinda elde edilen bulgular Ankara’ya 6zgiidiir, Tirkiye geneline ait bir
veri degildir (102).

Agquilantila (109) ise yaptiklar1 ¢calismada ota italya’daki Ciauscolo isimli italyan
fermente salamina hakim olan mikroorganizmalari L. curvatus, L. plantarum ve
Staphylococcus xylosus olarak bulmalari ise Italya’nin belli bir bdlgesine dzgiidiir.

Hugas ve Arkadaglarinin (110) on bes farkli iireticiden temin edilen fermente
sosislerden izole ettikleri 254 lactobacilli izolatinin; L. sake %55, L. curvatus %26,
Lactobacillus bavaricus %11 ve L. plantarum %8 seklinde dagilim gostermeleri
Ispanya’ya dzgii bir sonugtur.

Santos ve Arkadaslar1 (111) Ispanya’da chorizo adli fermente sosisten elde edilen
516 laktik asit bakterisinin L. %68.8, L. curvatus %16.47, ve Pediococcus spp. %8.52
olarak dagilim géstermesi; numunelerin temin edildigi Ispanyanmn Burgos, Segovia ve
Salamanca bolgelerini temsil eden bir sonugtur.

Aymerich ve arkadaslar1 yaptiklan ¢alismada, diisiik asiditeli sucuklarda %17
oraninda, Toksoy ve arkadaslar1 %40 oraninda Drosinos ve arkadaslar1 ise %45 oraninda
Laciobacillus plantarum identifiye etmislerdir (107,108,112).

Liicke yaptig1 ¢alismada (113), izole ettigi laktik asit bakterilerinin %10'unu L
curvatus subsp. curvatus olarak tanimlanmistir.

Comi ve arkadaslar1 (114), yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri 150 laktik asit
bakterisinden, 54 izolatin L. curvatus subsp. curvatus oldugunu tespit etmislerdir.

Greco ve arkadaslar elde edilen izolatlann %13.3'nlin, Aymerich ve
arkadaslar1 %17.6'siin, Drosinos ve arkadaslari ise %4.3'nilin L. curvatus subsp. curvatus
oldugunu belirlemislerdir (80, 106, 107)
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Baruzzi ve arkadaslar1 (115), yaptiklari calismada, isimli Italya'nin giineyinde
geleneksel olarak iiretilen sucukta (Salame di semse) Lactobacillus tiirlerinin mikrofloraya
hakim oldugunu saptamiglardir.

.Sohier ve arkadaslar1 (116), tiir seviyesinde bakterilerin tanimlanmasinda, tiirler
arasindaki ayrimi ortaya koymada ve karakterize etmede; fenotipik veya biyokimyasal
yontemlerin genotipik yontemlerle genotipik yontemlerle desteklenmesinin daha etkili
oldugu sonucuna varmislardir.

Conter ve arkadaslar1 (79), starter kiiltiir kullanmadan iiretilen Italyan fermente
sucuklardan elde edilen izolatlarin tanimlanmasinda tek basina API y6nteminin yeterli
olmadigini belirtmistir.

Sonug olarak, Mini APl ve Real Time PCR teknikleri birlikte kullanildiginda;
iilkemizde geleneksel yontemlerle ve starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen fermente et
riinlerinde hakim mikrofloranin L. brevis (%53) oldugu tespit edildi. Diger
mikrorganizmalar ise L. plantarum (%33) P. pentosacceus (%6), L. pentosus (%5) ve P.

acidilacti (%1) olarak belirlendi.
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TESEKKUR

Danigsmanim Prof. Dr. Mustafa TAYAR ve Dog. Dr. Recep CIBIK hocalarima, Bursa
Gida Kontrol ve Merkez Arastirma Enstitiisti miidiirii Kemal BAYRAKTAR'a ve eski miidiir
Seref TEPE’ye, Mikrobiyoji Béliimiindeki arkadaglarim Mehmet M. CIFTCI, Umit ERER, ve
Umit Cemil ESER'e Biyoteknoloji ve Biyogiivenlik Béliimiindeki ve HPLC laboratuarmdaki

caligma arkadaslarima, yiirekten tesekkiir ederim.
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