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0z
Amag: Bu calisma Ulkemizde geleneksel yontemlerle Uretilen gida Urlnlerinden

laktik asit bakterilerinin izolasyonunu ve tanimlanmasini sadlamak amaciyla
yapilmistir.

Materyal ve Yontem: Calisma kapsaminda Van otlu peynir ve eksi hamur 6rnegi
kullanilmistir. Bu o6rnekler icerdikleri laktik asit bakterileri igin calisiimig ve
tanimlanmalari icin biyokimyasal ve PCR bazli molekiiler biyolojik tekniklere tabi
tutulmuslardir. Biyokimyasal testler kapsaminda o6rnekler, Gram reaksiyonlari,
katalaz aktivitesi, gaz tretimi, 10°C ve 45°C'de, %6 ve %16 NaCl konsantrasyonda,
pH 4.4 ve pH 9.6'da gelisim gostermeleri agisindan incelenmistir. Molekuler biyoloji
deneyleri kapsaminda ise tur ve sus dizeyinde tanimlama igin PCR-RFLP, 16S
rRNA gen dizileme ve RAPD-PCR teknikleri kullanilmistir.

Arastirma Bulgularr: Bir dizi mikrobiyolojik deneylerin sonucunda 26 adet bakteri
potansiyel laktik asit bakterisi olarak izole edilmistir. Bunlardan 25 adedinin
Lactobacillus, Pediococcus ve Enterococcus cinslerine ait oldugu tespit edilmis ve
tur ve sus dizeyinde tanimlanmalari saglanmistir. Kalan bir adet izolat ise
Staphylococcus hominis olarak tanimlanmigtir.

Sonug¢: Calismamiz sonucunda 25 adet laktik asit bakterisi gen dizileme ve RAPD-
PCR teknikleri kullanilarak tir ve sus diizeyinde basariyla tanimlanmistir.

ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to isolate and identify lactic acid bacteria
from traditionally produced food samples in Turkey.

Material and Methods: Traditional sourdough and herb cheese sample were used
for the study. The samples were studied to determine their lactic acid bacteria
content, and subjected to biochemical and PCR-based molecular biology
techniques for identification and typing purposes. The samples were studied for
their Gram reaction, catalase activity, gas production, growth at 10°C and 45°C, 6%
and 16% NaCl and pH 4.4 and pH 9.6 for the biochemical tests. For the molecular
biology experiments, PCR-RFLP, 16S rRNA gene sequencing and RAPD-PCR
were performed to identify organisms at the species and strain level.

Results: Upon completion of a series of microbiology experiments, a total of 26
potential lactic acid bacteria were isolated. Among those, 25 of them belonged to
the genera Lactobacillus, Pediococcus and Enterococcus they were further
identified at species and strain level. The remaining isolate was identified as
Staphylococcus hominis.

Conclusion: Identification of 25 lactic acid bacteria at species and strain level was
successfully achieved using gene sequencing and RAPD-PCR.
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Fermantasyon islemi ylzyillardan beri gidalarin besin degerinin zenginlesmesi ve raf dmrinin
daha uzun olmasini saglamak amaciyla sik¢a kullanilan bir teknik olmustur. Fermantasyon islemini
gerceklestiren mikroorganizmalar ayni zamanda insan vicudu icin gerekli olan amino asit ve vitaminleri
de Uretmektedir (Kabak ve Dobson, 2011). Yapilan bircok ¢alismada fermente Urlinlerde dominant olan
mikroorganizmalarin laktik asit bakterileri oldugu belirlenmistir. Laktik asit bakterilerinin mevcut
karakteristik ©zeliklerinin degistiriimesi ve yeni endustriyel fenotiplerin olusturulmasi igin genetik
manipulasyon c¢alismalarinda ciddi bir artis gdézlenmektedir. Birgok bilim insani laktik asit bakterilerinin
dogal yollardan izole edilmesine odaklanmigtir. Laktik asit bakterilerinin bayUk bir kismi tabiattan kolayca
izole edilebilen, gida endistrisinde ve insan saghginda énemli bir yere sahip olan mikroorganizmalardir
(Gezging ve Akyol, 2010; Leroy ve De Vuyst, 2004). Laktik asit bakterileri, aralarinda Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Sporolactobacillus, Streptococcus, Enterococcus ve
Carnobacterium cinslerini de barindiran ¢ok sayida alt gruptan olusmaktadir.

Fermente Urlnlerdeki laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve siniflandiriimasi icin c¢esitli
biyokimyasal testler mevcuttur. Laktik asit bakterileri Gram pozitif, katalaz negatif, cubuk ya da kok sekilli
ve duslk pH seviyelerine toleransli organizmalardir. Ancak biyokimyasal testlerin sonuglari birgok tir icin
ortak olup yeterli derecede ayristirmayl saglayacak kadar bilgi vermemektedir. Bu nedenle genetik
yontemler de tercih edilerek daha detayl bir siniflandirma yapilmaktadir. Calismamiz kapsaminda, izole
kultarlerin biyokimyasal olarak tanimlanmasi igin Gram boyama, bakteri morfolojisi, katalaz testi, gaz testi,
10 °C ve 45 °C sicaklikta, pH 4,4 ve pH 9,6'da ve %6 (g/mL) ve %16 (g/mL) NaCl konsantrasyonlarinda
gelisim durumlari incelenmistir. Genetik olarak tanimlama igin kullanilan teknikler arasinda ise PCR bazli
teknikler bulunmaktadir. (RAPD-PCR, PCR-RFLP ve DNA dizileme) (Sengun ve ark., 2009; Cebeci ve
Gurakan, 2011). RAPD-PCR genellikle ayni tiire ait izolatlarin kendi aralarinda siniflandiriimasi igin
kullanilirken PCR-RFLP ise tur diizeyinde ayrimlar icin kullaniimaktadir (Cebeci ve Girakan, 2008). 16S
rRNA gen dizileme yontemi ise tur tayininde givenilir sonuglar vermesi nedeniyle siklkla kullaniimaktadir.
Bu galismada, geleneksel Tirk fermente gidalarindan olan eksi hamur ve Van otlu peynirinden laktik asit
bakterilerinin izole edilmesi,  biyokimyasal ve genetik yontemler kullanilarak tanimlanmasi ve
ayristirilmasi amaglanmaktadir.

MATERYAL ve YONTEM
Bakterilerin izolasyonu

Geleneksel yontemlerle Uretilmis olan birer adet Van otlu peynir 6rnedi ve Aydin’dan geleneksel
eksi hamur 6rnegdi aseptik kosullar altinda spatiil yardimiyla kiigiik parcalar haline getirilmistir. izolasyon
calismalari icin MRS sivi besiyeri (Merck, Almanya) ve M17 sivi besiyerine (Merck, Almanya) ekim
yapilip 48 saat 37 °C sicaklikta inkibasyona birakilmistir. Gelisme gbzlemlenen besiyerlerinde 10%-10°
oranlarinda PBS tampon c¢ozeltisinde seri seyreltme yapilmistir. PBS tampon cozeltisinde seyreltilen
ornekler MRS ve M17 kati (Merck, Almanya) besiyerlerine yayma ekim yapilip ayni sicaklikta 48 saat
inkibasyona birakilmigtir. MRS besiyerinde inkiibasyon sirasinda oksijeni ortamdan uzaklastirmak
amaciyla Anaerocult A ve anaerobik kavanoz (Merck, Almanya) kullaniimistir. Gézlem yapilabilen (10™ ve
10'5) besiyerlerinden segilen farkli koloni tipleri ¢izgi ekim yontemiyle M17 ve MRS kati besiyerlerine ekilip
48 saat 37 °C sicaklikta inkilbasyona birakiimistir. izole edilen &érneklerin isimlendiriimesi ise ayri
besiyerlerinde Uretilen érnekler MRS ve M17 koduyla baslayip, ardindan da Van otlu peynir icin VP, eksi
hamur izolatlari icinse E harfiyle kodlanmistir. Stok igin tuplere dokulen M17, MRS kati besiyerleri egik
sekilde dondurulduktan sonra gizgi ekim yapilip +4 °C’ye kaldiriimigtir.

Biyokimyasal testler ve farkli kosullar altinda gogalma

Bakterilerin morfolojileri icin Gram boyama (Merck, Almanya) reaksiyonlari Uretici firmanin
talimatlarina uygun olarak yapilmistir. Katalaz testi uygulamasi igin %30 hidrojen peroksit sollisyonu
kullaniimigtir. Solisyon mikroskobik slayt Uzerine yerlestirilen bir miktar izolat Uzerine damlatiimis ve
baloncuk olusup olusmadigi gdézlenmigtir. Gaz testi igin ise izolatlarin glikozdan CO, Uuretimleri
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incelenmistir. 10mL sivi besiyerine Durham tipleri ters bir sekilde vyerlestiriimis ve besiyerleri
otoklavlanmigtir. MRS kodlu organizmalar dogrudan MRS sivi besiyerine ekilmis, M17 kodlu organizmalar
ise %0.5 (g/L) glikoz eklenen modifiye M17 besiyerine ekilmistir. izolatlarin uygun besiyerlerine ekimi
yapilarak 37 °C’'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

izole edilen kiltirlerin pH’si, pH metre kullanilarak (ThermoScientific, ABD) 9.6 ve 4.4'e
sabitlenmis M17 ve MRS sivi besiyerlerinde 72 saat 37 °C’de inklbasyona birakilmigtir. Farkli
sicakliklarda (10 °C ve 45 °C) ve farkl tuz konsantrasyonlarinda (%6 NaCl ve %16 NaCl (g/mL))
gelisimleri incelenmistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ureticinin (Axygen DNA izolasyon kiti, ABD) prosedirtne gére yapilimigtir. 2mL’lik
santrifuj tplerine aktarilan kaltdrld sivi besiyerleri 12.000g hizinda 30 sn santrifilj edilerek bakterilerin
pelet sekilde ¢okmesi saglanmistir. Pelet Gzerine 20uL lizozim eklenerek 30 dk. bekletilmis, ardindan
0,25M'lik EDTA’dan 30uL eklenerek 5 dk. buzda bekletilmistir. Buzdan gikarilan érnekler 450uL tampon
G-A eklendikten sonra 15 sn vortekslenmis ve ardindan 65 °C su banyosunda 10 dk. bekletilmistir.
400uL tampon G-B ve 1 mL tampon DV-A eklenen ornekler iyice karistirildiktan sonra 12.000g hizinda 2
dk. santrif(ij edilmistir. Olusan mavi faz atildiktan sonra tekrar 1 mL tampon DV-A eklenmis ve tekrar
12000g hizinda 2 dk. santriftj edilmistir. Yeni 2 mL’'lik santrif(j tiplerine Spin-filtre konulmus ve santrifij
sonrasi altta kalan seffaf faz spin-filtrelere aktariimistir. Tekrar 12.000g hizda santriflij yapilmistir. Filtrata
400puL tampon BV eklenmistir. Yeni 2mL’lik santrifdj tiplerine konan Miniprep kolonu tzerine tampon BV
eklenmis filtrat aktarilmistir. 12.000g hizda 1 dk. santrifiij edilmistir. Filtrat atildiktan sonra miniprep kolon
Uzerine 500pL tampon W1 eklenip 12.000g hizinda 1 dk. santrifuj edilmigtir. Filtrat tekrar atiimis ve 700uL
tampon eklenip 12.000g hizda 1 dk. santrif(j edilmistir. Bu islem tekrarlanip olusan filtrat atildiktan sonra
Uzerine 150puL elisyon tamponu eklenerek DNA izolasyonu tamamlanmistir. DNA izolatlarinin
konsantrasyonlari NanoDrop 2000 spektrofotometre (ThermoScientific, ABD) kullanilarak dl¢gtimustar.

PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu icin SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoScientific, ABD) cihazi
kullaniimistir. Her bir reaksiyon i¢in 50uL hacminde karigim hazirlanmistir. Bu karisim i¢in 50mM MgCl,
(Dr. Zeydanh, Turkey) 10 mM 9699-forward primer (Oligomer, Turkiye), 10 mM 9700-reverse primer,
20mM dNTP karigimi (Dr. Zeydanl, Turkey), 5uL 10X amonyum tampon solisyonu (Dr. Zeydanli,
Turkey), 1500U Taq DNA polimeraz (Dr. Zeydanh, Tirkiye) ve 150ng genomik DNA 1.5 mL’lik
mikrosantrifdj tlpinde karnistinlmistir.  PCR reaksiyonu kosullari ise su sekildedir: baslangi¢
denaturasyonu 95 °C’de 2 dk. ve 35 dongu boyunca 95 °C'de 1 dk. denaturasyon, 58 °C'de 1 dk.
baglanma ve 72 °C ‘de 1 dk. uzatma ve son olarak da 72 °C 'de 10 dk. son uzatma islemleri yapiimistir.

PCR-RFLP

PCR-RFLP iglemi mayalar, laktik asit bakterileri ve gram pozitif bakterileri icin ucuz, hizli ve kolay
bir tanimlama yontemidir (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; Ruiz ve ark., 2000). PCR-RFLP i¢in SimpliAmp
Thermal Cycler kullaniimistir. Elde edilen PCR Urunleri Taqgl, Mbol, Xbal, Lwel (ThermoFisher Scientific,
ABD) reaksiyonu kosullari ise Uretici talimatlari dogrultusunda belirtilen konsantrasyon ve sicakliklarda
gerceklestiriimistir.

PCR Urtnlerinin dizilemesi

PCR drunleri EasyPure PCR saflastirma kitiyle saflastiriimistir. Her bir 50 yL’lik PCR Urlnd icin 5
pL baglama tampon eklenmistir (BT). BT-PCR urln karisimi spin kolon’a aktarilip 10,000g hizda 1 dk
santrifiij edilmistir. Ardindan 650uL yikama tamponu eklenip 10,000g hizinda 2 dk. santrifilj edilmistir. Son
olarak temiz 1.5mL’lik santriflij tipine 40 uL elisyon tamponu eklenip 10,000g’'de 1 dk. santrifiij edilip
saflastirma islemi tamamlanmistir. Saflastinimig PCR Grtinleri MedSanTek (Istanbul, Turkiye) adresinde
dizilenmistir. Dizileme sonuglari MEGAX programi (Kumar ve ark., 2018) kullanilarak incelenmis ve
BLAST analizi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) kullanilarak tir tayinleri yapilmistir.
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RAPD-PCR

RAPD-PCR icin SimpliAmp Thermal Cycler cihazi kullaniimistir. Reaksiyon i¢in 50 uL’lik karigim
hazirlanmisgtir. Bu karisim igin 50mM MgCl,, 10mM Primer M13 (Oligomer, Turkiye), 25mM dNTP
karigsimi, 5uL 10X amonyum tampon soliisyonu, 1500U Taq DNA polimeraz (Dr. Zeydanlh, Tirkiye) ve
150ng genomik DNA 1.5 mL’'lik santrifij tipinde karistirimistir. RAPD-PCR cihaz kosullari ise su
sekildedir: baslangi¢ denaturasyonu 95 °C’de 2 dk. ve 35 dongu boyunca 95 °C’'de 1 dk. denaturasyon, 42
°C’de 35 sn baglanma ve 72 °C’de 2 dk. uzatma ve son olarak da 72 °C’'de 10 dk. son uzatma iglemleri
yapilmistir.

Jel gérintileme

PCR Urinleri %1.5'luk Agaroz (BioMax) jelde 60 dakika 60 V’ta yuratilmustir. Etidyum bromidirle
boyanan DNA’lar Jel Gérlintuleme Cihazinda (Bio-Rad Chemidoc) UV 1gik altinda géruntilenmisgtir.

Filogenetik analizler

RAPD-PCR profilleri GelComparll (AppliedMaths, Belgika) programi kullanilarak incelenmis ve
profil dendrogramlari gizilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Ulkemiz geleneksel fermente Griinler agisindan degerlendirildiginde oldukga zengin bir gesitlilige
sahiptir. Ancak ne yazik ki taninirlik acisindan ayni seyi séylemek mumkin degildir. Fermente Grlnlerin
mikrobiyal i¢eriklerinin tanimlanmasi ve ¢esitliliklerinin ortaya konulmasi i¢in yapilacak olan ¢alismalar bu
zenginligin tanitiimasi amaciyla da kullanilabilir. Ulkemizde Van otlu peyniri ve eksi hamur 6érneklerinin
laktik asit bakteri florasi lizerine yapilmis olan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Bakirci ve Kése, 2017,
Gercekaslan ve ark., 2012, Isleyici ve Akyiiz, 2009, Sagdi¢ ve ark., 2003). Calismamizin amaci Van otlu
peynir ve eksi hamur drneginde bulunan Gram pozitif, kok/basil ve katalaz negatif 6rnekler tzerinde
biyokimyasal ve genetik bazli testler yaparak laktik asit bakteri izolatlarini tanimlanmaya ve tiplendirmeye
calismaktir.

Bakteri izolasyonlari, bakteri morfolojisi, biyokimyasal testler ve mikrobiyolojik geligsim
testleri

MRS ve M17 besiyerlerine ekilen geleneksel Van otlu peynirinden 14 izolat, eksi hamur
mayasindan da 12 izolat olmak Uzere toplamda 26 izolat basariyla elde edilmistir. Gram boyamalari
sonucu buttn kultirler Gram pozitif olarak gézlenmigtir. M17 sivi besiyerinde treyen kdltiirler kok, MRS
sivi besiyerinde Ureyen kulttrler kok/basil olarak incelenmistir (Cizelge 1). Taze kdilturler Gzerine hidrojen
peroksit damlatilmasi sonucu yalnizca MRS-VP1 6rnegi katalaz pozitif olarak tanimlanmis, kalan diger
ornekler ise katalaz negatif olarak tanimlanmislardir (Cizelge 1 ve Cizelge 2). Durham tupleri kullanilarak
yapilan CO, gaz testi sonucunda ise tim 6rnekler negatif olarak gézlenmistir.

pH degeri 9.6’ya ayarlanmis M17 sivi besiyerlerindeki butin érnekler 37 °C’de 72 saat inkiibasyon
sonucunda normal seviyede gelisim gdstermistir. pH degeri 9.6'ya ayarlanmigs MRS sivi besiyerlerindeki
MRS-E5, MRS-E6, MRS-E9 ve MRS-E10 6rnekleri 37 °C'de 72 saat inkiibasyon sonucunda normal
degerlerin Gzerinde gelisim gostermislerdir. Geriye kalan MRS-E3, MRS-E8, MRS-VP1, MRS-VP2, MRS-
VP3, MRS-VP4, MRS-VP5 ve MRS-VP8 drnekleri normal degerlerde gelisim gdstermiglerdir. pH degeri
4.4’e ayarlanmis M17 sivi besiyerlerindeki M17-VP kdltirleri 37 °C’de 72 saat inkiibasyon sonucunda
normal degerlerden bir miktar fazla gelisim goéstermiglerdir. pH 4.4 dederindeki sivi besiyerine ekilen M17
E izolatlarinin hi¢ birinde gelisim gdzlenmemistir. pH degeri 4.4’e ayarlanmis MRS sivi besiyerlerindeki
MRS-VP1, MRS-VP3, MRS-VP4 ve MRS-E 6rneklerinin ise tamaminda 37 °C’de 72 saat inkiibasyon
sonucunda normal degerlerin Uzerinde gelisim gdézlenmigtir. MRS-VP2, MRS-VP5 ve MRS-VP8
orneklerinde normal degerlerde gelisim gostermislerdir. (Cizelge 1) izolatlarin hepsinde 45 °C’de 48 saat
inkibasyon sonucunda gelisim goézlenmistir. 10 °C'de 48 saat inkiibasyon sonucunda ise orneklerin
hicbirinde gelisim gézlenmemistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ve mikrobiyoloji testleri
Table 1. Morphological, biochemical and microbiological testing of the isolates

izolat Adi Gram boyama  Katalaz ~ pH4.4 pH9.6 45 °C 10 °C %6 %16 Gaz
MRS-VP1 (+) kok + ++++ + + -
MRS-VP2 (+) basil - + + + -

MRS-VP3 (+) basil - +++ + + +

MRS-VP4 (+) basil - ++++ + + - +
MRS-VP5 (+) basil - + + + +

MRS- VP8 (+) basil - ++ + + -

M17-VP1 (+) kok - ++ + + +

M17-VP2 (+) kok - ++ + + +

M17-VP3 (+) kok - ++ + + +

M17-VP4 (+) kok - ++ + + +

M17-VP5 (+) kok - ++ + + +

M17-VP6 (+) kok - ++ + + +

M17-VP7 (+) kok - ++ + + +

M17-VP8 (+) kok - ++ + + +

M17-E1 (+) kok - + + +

M17-E2 (+) kok + + +

M17-E3 (+) kok + + +

M17-E4 (+) kok + + +

M17-E5 (+) kok + + +

M17-E6 (+) kok - + + +

MRS-E3 (+) kok - +++ + + +

MRS-E5 (+) kok - +++ +++ + +

MRS-E6 (+) kok - +++ +++ + +

MRS-E8 (+) kok - +++ + + +

MRS-E9 (+) kok - +++ +++ + +

MRS-E10 (+) kok - +++ +++ + +

%6 NaCl (g/mL) konsantrasyonlu M17 besiyerlerindeki kiltirlerin tamaminda 37 °C'de 48 saat
inkiibasyon sonucunda gelisim gézlenmistir. %6 NaCl (g/mL) konsantrasyonlu MRS sivi besiyerlerindeki
MRS-VP3, MRS-VP5 ve MRS-E o6rneklerinin tamaminda gelisim gézlenmistir. MRS-VP1, MRS-VP2,
MRS-VP4 ve MRS-VP8 orneklerinde ise gelisim gdzlenmemistir. %16 (g/mL) NaCl konsantrasyonlu M17
sivi besiyerlerinde M17-E 6rneklerinin hi¢ birinde gelisim gézlenmemistir. M17-VP2, M17-VP7 ve M17-VP8
orneklerinde gelisim gbézlenmis, geri kalan M17-VP 6rneklerinde ise gelisim gézlenmemistir (Cizelge 1).

Molekiiler karakterizasyon

Biyokimyasal tanimlanmasi yapilan kaltirlerin tir seviyesinde tanimlanmasi igin dncelikli olarak
PCR-RFLP islemleri uygulanmistir. Ancak elde edilen sonuglar laboratuvarimizda bulunan kisith sayidaki
laktik asit bakteri referans kultirleriyle eslestiriliememistir. Bu sebeple, izolatlarin tanimlama iglemlerinin
yapilabilmesi igin saflastirilmis PCR drneklerinden 16S rRNA gen bolgesi i¢in dizileme yapilmistir (Cizelge
2). Dizileme iglemleri sonucunda Van otlu peyniri izolatlarindan MRS besiyerine ekilen izolatlarin biyuk
cogdunlugu L. plantarum olarak tanimlanmis, bir izolat ise Staphylococcus hominis olarak tanimlanmistir. L.
plantarum susu fermente bitkisel Urinlerde siklikla rastlanilan bir tirddr, Van otlu peynirlerinde en sik
rastlanilan laktobasil tiiri olduguna dair yayinlar mevcuttur (Sagdig ve ark., 2003, igleyici ve Akyiiz, 2009).
S. hominis sugu ise hayvan ve insan cilt yuzeyinde bulunan koagulaz negatif bir bakteri taridur. Bu
bakteriler genellikle oportinistik patojenlerdir. Koagulaz negatif Staphylococcus cinsi organizmalara
Fransiz peynirlerinde, sosislerde ve klinik ortamlarda rastlandidi bildirilmistir (Coton ve ark., 2010). S.
hominis turinun bakteriyosin Urettigi ve bu sayede S. aureus turuniin gelisimini engelledigi bildiriimektedir
(Pauer ve ark., 2019). S. hominis turintn aksine S. aureus koagllaz pozitif bir organizmadir ve gida
endustrisi ve insan saghgdi icin dnemli bir sorun oldugu bilinmektedir. Tekinsen ve Ozdemir 2006 yilinda
Van otlu peyniri Gzerine yaptiklari calismada bitin drneklerde S. aureus turi bakterileri tespit etmislerdir.
S. hominis tlrindn Van otlu peynirinde bulunmasi, gida zehirlenmesinin énemli nedenlerinden biri olan S.
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aureus bakterisine kargi onemli bir rol oynayabilecegini disiindirmektedir. Bu sebeple S. hominis
izolatinin antibakteriyel 6zelliklerine yonelik galismalarin yapilmasi planlanmaktadir.

Cizelge 2. Geleneksel Van otlu peynirinden ve hamurdan izole edilen kdlttrlerin 16S rRNA gen dizilimi sonucunda ait olduklari tirler
Table 2. Species assignment of bacterial cultures isolated from traditional Van herb cheese and sourdough according to the

sequencing of 16S rRNA gene

Kdaltdr Kaynak Tar
MRS-VP1 Geleneksel Van otlu peyniri Staphylococcus hominis
MRS-VP2 Geleneksel Van otlu peyniri Lactobacillus plantarum
MRS-VP3 Geleneksel Van otlu peyniri Lactobacillus plantarum
MRS-VP4 Geleneksel Van otlu peyniri Lactobacillus plantarum
MRS-VP5 Geleneksel Van otlu peyniri Lactobacillus plantarum
MRS-VP6 Geleneksel Van otlu peyniri Lactobacillus plantarum
MRS-E3 Eksi Hamur Pediococcus acidilactici
MRS-E5 Eksi Hamur Pediococcus acidilactici
MRS-E6 Eksi Hamur Pediococcus acidilactici
MRS-E8 Eksi Hamur Pediococcus acidilactici
MRS-E9 Eksi Hamur Pediococcus acidilactici
MRS-E10 Eksi Hamur Pediococcus acidilactici
M17-E1 Eksi Hamur Enterococcus faecium
M17-E2 Eksi Hamur Enterococcus faecium
M17-E3 Eksi Hamur Enterococcus faecium
M17-E4 Eksi Hamur Enterococcus faecium
M17-E5 Eksi Hamur Enterococcus faecium
M17-E6 Eksi Hamur Enterococcus faecium
M17-VP1 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP2 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP3 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP4 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP5 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP6 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP7 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium
M17-VP8 Geleneksel Van otlu peyniri Enterococcus faecium

MRS besiyerine ekilen eksi hamur drneginden toplam 6 adet bakteri izolati segilmis, bunlarin hepsi
dizileme islemi sonrasinda Pediococcus acidilactici olarak tanimlanmistir. Pediococcus cinsi
organizmalara eksi hamur caligsmalarinda rastlanildigi gorulmektedir (Bakirci ve Kdse, 2017). Gl ve
arkadaslari 2005 yilindaki ¢galismalarinda P. acidilactici tirtine rastladiklarini bildirmiglerdir. P. acidilactici
suslarina potansiyel probiyotik 6zellikleri nedeniyle probiyotik calismalarda da rastlaniimaktadir (Barbosa
ve ark., 2015, Takata ve ark., 2011, Ferguson ve ark., 2010).

M17 besiyerine ekilen Van otlu peyniri izolatlari ise Enterococcus faecium olarak belirlenmigtir.
Enterococcus tiirleri siit ve st Uriinlerinde siklikla rastlanilan bakteriler arasindadir (isleyici ve Akyiiz,
2009, Gelsomino ve ark., 2002). Lipolitik ve proteolitik 6zellikleri sayesinde geleneksel peynirlerin tipik
tatlarina katkida bulunmaktadirlar (Vancanneyt ve ark., 2002; inoglu ve Tuncer, 2013; Santos ve ark.,
2015; Kesenkas ve ark., 2016; Amaral ve ark., 2017). M17 besiyerine ekimi yapilan eksi hamur 6rnegi
izolatlarinin hepsi yine E. faecium olarak tanimlanmistir. Eksi hamurdan izole edilen E. faecium tirlerinin
varligi literatiirde bildiriimistir (Tan ve ark., 2013; Taghi-Zadeh ve Nejati, 2017). Probiyotik olarak
kullanilabilirlikleri agisindan yapilmis olan ¢ok sayida galismada Umit verici sonuglar elde edilmigtir.
Antibakteriyel madde Uretimlerinin bulunmasi, virtlans faktorlerinin azhgi/bulunmamasi, antibiyotik
direngliliklerinin diisik olmasi ve kolon kanseri hiicre hattina tutunabilme 6zellikleri nedeniyle potansiyel
probiyotik organizmalar arasinda gorilmektedirler (Tan ve ark., 2013; Santos ve ark., 2015; Amaral ve
ark., 2017; Taghi-Zadeh ve Nejati, 2017)

Tir seviyesinde tanimlama islemlerinin tamamlanmasinin ardindan izolatlar
farklilasmayi gorebilmek icin M13 primeri kullanilarak RAPD-PCR yapilmistir (Sekil 1).

arasindaki
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Sekil 1. Van otlu peyniri ve eksi hamur izolatlarinin RAPD-PCR analizleri ve dendrogramlari a) MRS-E izolatlari. M: Phage Lambda
/ Hindlll, 1: MRS-E3, 2: MRS-E5, 3: MRS-E6, 4: MRS-E8, 5: MRS-E9, 6: MRS-E10 b) MRS-VP izolatlari . M: Phage Lambda /
Hindlll, 1: MRS-VP1, 2: MRS-VP2, 3: MRS-VP3, 4: MRS-VP4, 5: MRS-VP5, 6: MRS-VP8 c) M17-E izolatlari. M: Phage Lambda /
Hindlll, 1: M17-E1, 2: M17-E2, 3: M17-E3, 4: M17-E4, 5: M17-E5, 6: M17-E6. d) M17-VP izolatlari M: Phage Lambda / Hindlll, 1:
M17-VP1, 2: M17-VP2, 3: M17-VP3, 4: M17-VP4, 5: M17-VP5, 6: M17-VP6, 7: M17-VP7, 8: M17-VP8.

Figure 1. RAPD-PCR analysis and dendrograms of the Van herb cheese and sourdough isolates. a) MRS-E isolates. M: Phage
Lambda / Hindlll, 1: MRS-E3, 2: MRS-ES5, 3: MRS-E6, 4: MRS-E8, 5: MRS-E9, 6: MRS-E10 b) MRS-VP isolates. M: Phage Lambda
/ Hindlll, 1: MRS-VP1, 2: MRS-VP2, 3: MRS-VP3, 4: MRS-VP4, 5: MRS-VP5, 6: MRS-VP8 c) M17-E isolates. M: Phage Lambda /
Hindlll, 1: M17-E1, 2: M17-E2, 3: M17-E3, 4: M17-E4, 5: M17-E5, 6: M17-E6. d) M17-VP isolates. M: Phage Lambda / Hindlll, 1:
M17-VP1, 2: M17-VP2, 3: M17-VP3, 4: M17-VP4, 5: M17-VP5, 6: M17-VP6, 7: M17-VP7, 8: M17-VP8.

93



Dogan & Cebeci

RAPD-PCR analizi laktik asit bakterilerinin ayristirimasinda siklikla kullanilan bir analizdir (Cebeci
ve Girakan, 2011). Bunun nedeni g¢alisiimasinin kolayligi ve suslar arasindaki farkhliklari géstermedeki
hassasiyetidir. Bununla beraber, RAPD-PCR analizlerinin laboratuvarlar arasinda farkhlik gdsterdikleri,
tekrarlanabilirliklerinin distk oldugu ve kontaminasyona acik olduklari bilinmektedir. Bu nedenlerle, tur
tanimlamasi amaciyla kullanilmamakta, ancak suslarin ayirt edilmesi amaciyla kullaniimaktadir.
Laboratuvarimizda yapilan RAPD-PCR analizleri, bu problemlerden etkilenmemek amaciyla yiiksek
standardize edilmis protokoller kullanilarak ve 6&rneklerin tekrarlanabilirligi G¢ ayri kez c¢alisilarak
yapilmaktadir. RAPD-PCR jel fotograflari incelendiginde MRS grubu izolatlarinda ortak bir banda
rastlaniimamistir. Ancak M17 grubu izolatlarinin ¢ogunlugunda 2000bp civarinda bir bant oldugu
g6zlemlenmektedir.

MRS-E izolatlarinda yapilan RAPD-PCR analizleri sonucunda olugturulan dendrogramlarda %80
benzerlik esigi kullanildijinda (Cebeci ve Gurakan, 2011) 6 drnekte 4 ayri grup olustugu gézlenmistir. En
dusuk benzerlik ise %40 olarak gorilmektedir (Sekil 1a). MRS-VP izolatlari degerlendirildiginde ise %80
benzerlik esiginde yalnizca 3 grup olustugu goérilmektedir. MRS-VP1 izolati geri kalan izolatlara olan
benzerligi ise %60 seviyesindedir (Sekil 1b). M17 besiyerinden elde edilen sonuglardan M17-E
izolatlarinda %80 benzerlik esiginde 4 grup olusmaktadir ve gruplarin en dusuk benzerligi %30
civarindadir (Sekil 1¢). M17-VP izolatlarinda ise toplam 8 izolat arasinda %80 benzerlik esiginde 6 ayri
grup olustugu, bu gruplarin en disuk benzerliklerinin ise %30’dan dusuk oldugu goérilmektedir (Sekil 1d).
Sonug olarak M13 primerinin Van otlu peyniri ve eksi hamur izolatlarinda basarili bigimde suslari ayirt
edebildigi gézlemlenmektedir.

SONUC

Van otlu peynir ve eksi hamur érneklerinden yapilan laktik asit bakteri izolasyonlari sonucunda
toplam 26 bakteri izolati elde edilmistir. Bu izolatlarda yapilan biyokimyasal testler ve mikrobiyolojik
gelisim kosullarinin ardindan 25 tanesi laktik asit bakterisi olarak degerlendirilmis ve genetik tanimlama
islemlerine gecilmistir. 16S rRNA geni dizilemesi islemi sonucunda izolatlarin biylk ¢odunlugunun E.
faecium grubuna ait olduklari belirlenmistir. Ardindan gelen baskin turler arasinda P. acidilactici ve L.
plantarum turt bakteriler bulunmaktadir. Bir adet izolat ise dizileme sonucunda S. hominis olarak
tanimlanmistir. TUr didzeyinde tanimlama igleminin ardindan ise sus duzeyinde ayristirma saglamak
amaciyla RAPD-PCR calisiimistir. Sonu¢ olarak geleneksel fermente Uriinlerden laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, tanimlanmasi ve ayirt edilmesi basariyla tamamlanmigtir. Calismamiz sonucunda
tanimladigimiz bakteri tirleri probiyotik potansiyeli bulunan tirlerdir. Bu nedenle, bundan sonraki
calismalarimizda izolatlarimizn probiyotik 6zellikleri Gzerine c¢alismalar yapmayi planlanmaktayiz. Bu
calismalar arasinda asit ve safra tuzuna dayaniklilik, antibakteriyel madde Uretimi ve bagirsak hiicre
hatlarina tutunabilme 6zellikleri bulunmaktadir.
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