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Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus 'un Klasik ve Molekuler Yontemler
Kullanilarak Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu'

Remziye Yilmaz? , Ayhan Temiz®

1. Girig

Laktik asit bakterileri, laktozu fermente ederek temelde laktik asit olusturmalariyla
karekterize, Gram pozitif ve katalaz negatif bakterilerdir. Homofermentatif laktik asit
bakterileri fermente Urin olarak yalnizca laktik asit olustururken, heterofermentatif
tipler laktik asidin yanisira etil alkol ve karbon dioksit ile asetat, format ve siksinat
olusturmaktadir. Genel olarak laktik asit bakterileri grubunda Lactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus ve Leuconostoc cinsleri incelenmekte iken son yillarda
yapilan genetik g¢alismalar sonucu Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Weissella ve Vagococcus cinsleri de bu grupta incelenmeye baglanmistir. Yine son
yillara ait literatirde bu grupta Aerococcus, Oenococcus, Atopobium, Dolosigranum,
Tetragenococcus, Alloiococcus ve Gemella gibi yeni cins isimlerine rastlanmakta ise
de bu cinslerle ilgili taksonomik ¢alismalarin henlz tamamlanmadigi bildiriimektedir
(1,2,3). Morfolojik, fizyolojik, ve biyokimyasal 6zellikleri agisindan farkhliklari ortaya
konulan Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus cinsleri ve bunlara ait suslar
arasinda dahi genetik taksonomi galismalari ilerledikge oldukga karigik bir gorinum
ortaya c¢iktigi bildiriimektedir (4). Laktik asit bakterileri Gram pozitif bakteriler
icerisinde duslUk dizeyde guanin ve sitozin (G+C) oranina sahip olan bir bakteri
grubudur (5) ve bu grup icinde yer alan bakterilerin genom buyuklUkleri genel olarak
1.8-3.4 Mbp arasinda degismektedir (6).

Laktik asit bakterileri gida teknolojisi agisindan blyiik bir éneme sahiptir. Uretimine
katildiklari gidalarda aroma ve teksturin olusumundan sorumlu olduklari gibi
kontamine olduklari bazi gidalarda bozulmalara da neden olabilmektedirler. Diger
taraftan gidalarda bazi patojenlerin gelisimini inhibe edebilme 6zelliklerinden dolayi
da insan saghdi acgisindan ayri bir éneme sahiptirler (2). Streptococcus ve
Lactobacillus’ lar gida teknolojisinde starter klltir olarak genis bir kullanim alani
bulmalari ve son yillarda yapilan genetik calismalar sonucu siniflandiriimalarinda
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ortaya cikan karisikliklar gibi nedenlerle Uzerinde yogun olarak durulan ve arastirma
konusu olmaya devam eden laktik asit bakterileridir (1,2, 7).

Streptococcus thermophilus (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus) ve
Lactobacillus bulgaricus (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) genelde yogurt
starter bakterileri olarak kullanilan ve yogurt Uretiminden sorumlu olan laktik asit
bakterileridir.

Streptococcus cinsindeki turler kiresel ve oval morfolojiye sahip, Gram pozitif,
katalaz negatif ve genellikle hareketsiz bakterilerdir. Streptococcus cinsi son Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (8)'de piyojenik, oral, enterokok, laktik ve diger
streptokoklar olmak Uzere bes gruba ayrilmigtir. Streptococcus thermophilus diger
streptokoklar grubunda ele alinmistir. Farrow ve Collins (9), DNA-DNA homoloji
degerleri Uzerine yapilan bir galismayi dikkate alarak S. thermophilus’un U¢ adet alt
tur iceren Streptococcus salivarius turtne ait bir alt tir oldugunu belirtmigler ve adinin
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus olarak degistiriimesini onermislerdir
(8,10).

S. thermophilus (S. salivarius subsp. thermophilus) homofermentatiftir ve 45-52
°C’lerde geligsebilmektedir (1). Optimum gelisme pH’si 6.0 - 6.5 olup aerobik ve
fakultatif anaerob 6zellik gostermektedir. DNA’sindaki G+C igerigi % 37-40 mol’dur.
Proteolitik aktivitesi zayiftir (1,11,12). S. thermophilus’'un genom buyuklugu 1.75 ile
1.82 Mbp arasinda degismektedir (6). S. thermophilus, suslar arasi farkliliklar
olmakla birlikte plazmit varligi agisindan diger laktik asit bakterilerine gore daha
zayiftir (13). Birgok S. thermophilus susunda plazmit varli§i saptanamazken, plazmit
varligi saptananlarda da bunlarin kuguk olduklari belirlenmistir (6). Bu plazmitlerin
bakterinin karbonhidratlari kullanma yetenekleri ve antibiyotiklere kargi direng
profilleri Uzerine etkileri olmamalarina karsin morfolojisi, fajlara karsi direng
mekanizmalari ve sitl koagulle etme yetenegdi Uzerine etkili oldugu saptanmigtir (13).
Son yillarda gergeklestirilen bazi arastirmalarda ise bu bakterinin antibiyotik direng
profili Gzerine etkili olan plazmit varligina sahip oldugu da kaydedilmektedir (6).

Lactobacillus cinsi bakteriler ise duz ya da hafif kivrik gubuk sekilli bir morfolojiye
sahiptir. Hucreleri tek tek ya da zincir seklinde bulunur. Gram-pozitif, katalaz negatif,
anaerobik, mikroaerofilik ya da fakultatif anaerobiktirler. Lactobacillus biyokimyasal
ve fizyolojik ozellikleri agisindan oldukga fazla gesitlilik igeren Gyelere sahip bir cinstir.
Beslenme istekleri de oldukga kompleksdir. Lactobacillus cinsinin dnemli bir Uyesi
olan Lactobacillus bulgaricus, Weiss ve ark.(14)nin Onerisiyle Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ismiyle anilmaya baslanmistir (8,10). L. bulgaricus (L.
delbrueckii subsp. bulgaricus) homofermentatiftir. Bu tliriin tim varyeteleri 45 °C’de
iyi bir Sekilde gelisirken bazilari 48-52 °C’de de gelisebilmektedir. Optimum gelisme
pH’siI 56.2-5.5 arasindadir. Proteolitik aktivitesi zayiftir. Ancak S. thermophilus’a gore
daha fazla proteolitik aktiviteye sahiptir. Laktozu fermente etme yetenegi ylksektir ve
laktozun yanisira glukoz, fruktoz, galaktozu da kullanabilir (10,15). DNA'daki %G+C
dizeyi 49-51 arasinda degismektedir. Genom buyukligunin 2.0-2.3 Mbp arasinda
oldugu belirlenmistir (6). Diger laktobasil turlerinde bir veya birka¢ tane plazmite
rastlanmasina karsilik, L. bulgaricus’un bazi kaynaklarda hi¢ plazmit icermedigi (6)
bazi kaynaklarda ise bu bakteride antibiyotiklere karsi direnglilik saglayan plazmit
varligina rastlandigi bildiriimektedir (16).
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2. Laktikasit Bakterilerinin Klasik ve Molektuler Yontemler
Kullanilarak Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu endustriyel ve bilimsel
acidan gittikce daha fazla énem kazanan bir konu haline gelmistir (17). Laktik asit
bakterilerin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu amaciyla bunlarin morfolojik,
biyokimyasal ve fizyolojik o6zellikleri ile antibiyotik duyarhlikllari ve faj tiplerinin
belirlenmesini ve serolojik olarak tiplendirilmelerini iceren klasik yontemlerin yanisira
son yillarda guncellik kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilimis rDNA'nin restriksiyon Analizi
(ARDRA), Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE), Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve DNA dizilim analizi gibi molekuler
biyoloji tekniklerinden de yararlanilabilmektedir (18). Bu yéntemlerin herbiri bakteri
izolatlarini cins, tur, alttir ve sus duzeyinde siniflandirmaya, tanimlamaya ve
karekterize etmeye calismaktadir (Sekil 1). Her yontemin uygulama, tekrar
edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve ¢bézume ulasmadaki kesinlik dizeyleri agisindan
avantajlart ve dezavantajlari bulunmaktadir. Ancak genellikle, son vyillarda
kullaniimaya baglanan DNA’ya dayali molekuler yontemler son derece guvenilir, basit
ve pahali olmayan tanimlama ve siniflandirma  ydntemleri  olarak
degerlendiriimektedir (18,19).

| Familya | Cins | Tir | Alt tiir | Sus
DNA dizi analizi

ARDRA

RFLP

SDS-PAGE

RAPD-PCR

Sekil 1. Bazi DNA’ya dayal molekuler yontemlerin mikroorganizmalari tanimlama
ve siniflandirma duzeyleri (20)

Klasik yontemlerle tanimlama yapabilmek i¢in ilk asamada, bakterilerin bulunduklari
ortamdan izole edilip saf kulturlerinin elde edilmesi gerekmektedir. Laktik asit
bakterilerinin izolasyonu amaciyla c¢esitli besiyerlerinden yararlanilabilmektedir.
Yuksek besleyici 6zellige sahip MRS agar ve MRS broth laktobasillerin kiltivasyonu
ve izolasyonu igin ¢ok sik bagvurulan bir besiyeridir (21,22,23,24,25,26,27,28). Buna
karsilik streptokoklarin kultivasyonu, izolasyonu ve sayimlarinda daha ¢ok M17 Agar
besiyerinden yararlaniimaktadir (23, 27, 28). Laktik asit bakterilerinin izolatlarinin saf
kultdr olarak elde edildikten sonra klasik yontemlerle tanimlanmasi icin ilk asamada
bunlarin; Gram reaksiyonu, mikroskobik morfolojisi ve katalaz aktivitesinin
belirlenmesi yoluna gidilmektedir (22, 26, 27,29,30). Sonugta da bu besiyerlerinde
gelisen Gram pozitif, sporsuz, cubuk veya kok sekilli katalaz negatif bakteri izolatlari
laktik asit bakterisi olarak ayriimakta ve bu izolatlar cins duzeyinde tanimlamak
amaciyla bir takim morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanmaktadir
(26,27). Laktik asit bakterilerinin cins dizeyinde tanimlanmasi amaciyla bagvurulan
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biyokimyasal ve fizyolojik testlere; glukozdan gaz olusturma, karbonhidrat
fermentasyon testleri, arjininden amonyak Uretimi, indol, Voges-Proskauer, jelatin
hidrolizi ve Ureaz testleri, sukrozdan dekstran olusturma, degisik sicaklik ve pH
degerlerinde ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri 6rnek gdsterilebilir.

Cizelge 1’de yogurt starter bakterileri olarak bilinen Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus ve Lactobacillus delbriieckii subsp. bulgaricus’un bazi karekteristik
Ozellikleri gorulmektedir (12).

Cizelge 1. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’un bazi
karekteristik &zelikleri ® °

Ozellik Streptococcus Lactobacillus
thermophilus bulgaricus

DNA G+C (%) 37-40 32-53

Glukozdan asit olusturma + +

Glukozdan gaz olusturma -
Glukonattan gaz olusturma -
Aldolaz +
%2 NaCl iceren ortamda gelisebilme - +
Laktik asit konfugrasyonu L(+) D(-)
Sutte asit olusturma (%) 1
Argininden amonyak olusturma - -
15° C gelisme - -
45° C gelisme + +
Serolojik Grup Yok E
Vitamin gereksinimi
Tiamin -
Riboflavin +
Piridoksal -
Folik asit -
Timidin -
Vitamin B 15 -

'\,

a) (+) = %90 veya daha fazla suslar icin pozitif reaksiyon, (-) =%90 veya daha fazla suslar
icin negatif reaksiyon , () Degisken, yavas veya zayif reaksiyon.

Klasik ydontemlerden yararlanilan, et ve et Urlnlerinden izole edilen laktobasillerin
tanimlanmasi amagcli bir galismada 229 izolat elde edilmis ve bunlarin herbirine Gram
boyama, katalaz testi, karbohidrat fermentasyon testleri, farkh pH, tuz
konsantrasyonlari, sicakliklarda gelisme testleri, sukrozdan dextran Uretme testi,
arginin hidroliz testi glukozdan gaz olusturma testi, H,S olusturma testi, Voges
Prokauer testi, D-Laktat ve L-laktat dehidrogenaz testleri ve meso diaminopimelic asit
belirleme testleri uygulanmistir (26). Elde edilen sonuglar degerlendirilerek Sekil
2'deki tanimlama tablosu olusturulmustur.

Geleneksel bir fermente uUrinUimuz olan tarhanadan laktik asit bakterilerinin
izolasyonu ve tanimlanmasini amaglayan bir ¢alismada da benzer bir ydntem
izlenmistir (27). Bu c¢alisma kapsaminda; tarhana oOrneklerinden fermentasyon
esnasinda MRS agar ve M17 agar besiyerleri kullanilarak izole edilen 107 adet laktik
asit bakterisinden 86 tanesi s6zUu edilen bu klasik yontemlerle cins ve tur duzeyinde
tanimlanmaya c¢alisiimigtir. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda yararlanilan
morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testleri iceren klasik yontemlere gunumuzde de

22



basvurulmaktadir. Fermente gidalardan laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve
bunlarin klasik morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testlerle tanimlanmasi amaciyla
gerceklestiriimis birgok calisma vardir (19, 24; 31).

Laktik asit bakterileri : Gram pozitif, katalaz negatif [

- Glukozdan gaz +|
Kok Morfaloji  Qubuk - Arjinin +
+ Tetratlar -
D Laktik asit DL
- 45“C'de ge|’§me + Kok veya Cubuk
. kollaidal
- 10°C'degelisme + -%6.5NaCl'de + Cubuk
aelisme
4 Yy v v v
Lactococcus Streptococcus  Enterococcuswy Leuconostoc Lactobacillus
Lactobacillus (Heterofermentatif=Betabacterium)
{Homofermentatif)

- 15°C'de geligme +

Thermobacterium  Streptobacterium

Sekil 2. Laktik asit bakterilerin ayrimi (26).

Bunun yanisira, mikroorganizmalarin genel grup profillerine gore hazirlanmis gesitli
sayida klasik biyokimyasal testden olusan, hazir API (Analytical Profile Index) test
kitlerinden de gunUmuUzde tanimlama amaciyla oldukga yaygin bir gsekilde
yararlaniimaktadir. APl 50 CH test kiti ile laktik asit bakterilerinin olduk¢a kolay bir
bigimde tur/alt tir dizeyinde tanimlanabilecegi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur
(32, 33, 34). Test kitinden alinan sonuglar, test bilgisayar programinin veritabaninda
yer alan bakteri tUrleri ile sinirh olarak tanimlanmaktadir. Tanimlama sonuglari bu
programda “% tanimlama” seklinde verilmektedir.

PCR, klasik tanimlama ydntemlerin yanisira bakterilerin molekller dizeyde
tanimlanmasi amaciyla yaygin olarak bagsvurulan bir teknik haline gelmigtir. Yeni ve
guclu bir teknik olan PCR'In laktik asit bakterileri igin de uygulanmasi kolay ve ¢ok
duyarl bir tanimlama yontemi oldugu bildirilmektedir (35, 36, 37, 38, 39).

PCR teknigi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgul bolgelerin primerler
araciligi ile ¢ogaltiimasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basaril bir in
vitro DNA sentezi yontemidir. PCR ile, hlcre igerisinde meydana gelen dogal DNA
replikasyonu bir tup igerisinde taklit edilerek gercgeklestirimektedir. Hucre igerisinde
DNA replikasyonunun gergeklesebilmesi igin bir kismi enzim 6zelligi tagsiyan birgok
proteinin gorev yaptigi bilinmektedir. PCR tekniginde, replikasyonun baslayabilmesi
icin gerekli olan iki DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi, ortam sicakhginin 94 0C’ye
kadar yuUkseltiimesi ve boylece iki zincir arasindaki hidrojen baglarinin kiriimasi ile
saglanabilmektedir. Canh bir hucrede DNA zincirlerinin ayriima islemi ise, bu
hiicrenin optimum gelisme sicaklikliginda (6rnegin 37 °C’de) ve bu amagla gérev
yapan yardimci proteinleri sayesinde gerceklesmektedir. Hucre ici replikasyonun
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baslamasinda bir baska énemli olay primaz adi verilen enzim tarafindan genellikle 12
ndkleotit uzunlugunda, replikasyonun baglayacagr bolgede, bir RNA primerinin
yapiimasidir. DNA polimeraz bu primere baglanip, 3’ ucuna nukleotidleri ekleyerek
DNA sentezini gerceklestirmektedir. PCR’da ise replikasyonun baglatilacagi bolgeye
Ozgun olarak baglanan primerler, reaksiyon karisiminin igerisine 06nceden
eklenmekte ve DNA sentezi termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde
edilen sicakliga direncli Taqg DNA polimeraz enzimi tarafindan gergeklestiriimektedir.
Sonug olarak, PCR tekniginin uygulanabilmesi igin temelde; ‘thermocycler’ adi verilen
bir cihaza ve asagida siralanan karigimda yer alacak maddelere gereksinim vardir:

- Cogaltilacak (amplifiye edilecek) olan kalip DNA ,

- Bu DNA'da g¢ogaltilmasi planlanan bdlgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgul
olarak taniyip baglanacak olan DNA primerleri,

- Primerlere baglanip bunlara 3 ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez
yapabilecek olan DNA polimeraz,
Sentezde kullanilacak olan deoksiribonukleotid trifosfatlar (dNTP),
Polimeraz enziminin galismasi igin gerekli tampon maddeler ve tuzlar (genellikle
Tris ve KCI)

- Enzim galismasi icin 6nemli bir kofaktor olan Mg *2 iyonlari

Kalip DNA; incelenecek olan hulcre suspansiyonlari (mikroorganizma kulttr) gibi
cesiti materyalden belli tekniklerle saglanabilmektedir. Primer, reaksiyonun
Ozgullugunu saglayacak nitelikteki bir oligonukleotidtir. Bu nedenle ¢ok iyi
tanimlanmig olmasi gerekir. Primer, amplifiye edilecek DNA’ya baglanacak olan ve
baglanma bolgesini tamamlayici (komplementer) yapida, kisa ve tek zincirli DNA
molekulidur (oligonukleotid). PCR igin gerekli olan primerler genelde 20-33 adet
baza sahiptirler. PCR tekniginde bugun icin, en yaygin kullanilan DNA polimeraz
enzimi Taq polimerazlardir. YUksek sicakhida direngli olan bu enzimlerin optimum
aktivite sicakh§l yaklasik 72 °C’dir. Taq polimerazlar, PCR tekniginin ilk
asamasindaki yiiksek sicaklik (94-95 °C) uygulamasindan etkilenmemekte ve bu
nedenle de reaksiyon ortamina bir kez eklenmekte ve her doéngu igin ayr bir
eklemeye gerek kalmamaktadir.

PCR’in prensibi tekrarlanan ¢ basamaga dayanir;

1. Cogaltilacak olan DNA'nin ylksek sicaklikta (94-95 °C'de 5 dakika)
denaturasyonu (ayrilmasi) ve bu islem sonucunda iki tane tek sarmall
polinUkleotid zincirinin elde edilmesi,

2. Secilen primerlerin tek sarmal (polintkleotid zincirlerindeki) DNA’lardaki hedef
boélgelere 6zgll baglanma reaksiyonu (30-65 °C’de 30 saniye inkibasyon) :
Sicakhgin dugurulmesi ile, primerler gogaltilacak bdlgenin uglarinda yer alan
kendilerine 6zgu dizileri tanirlar ve hidrojen baglari kurarak baglanirlar. Burada
kalip DNA zincirlerinin birbirine baglanmamasinin nedeni, primerlerin ortamdaki
derigimlerinin kalip DNA’dan milyonlarca kez daha fazla olmasidir. Hem
derigimlerinin yUksek olmasi hem de kalip DNA'ya gore c¢ok kuguk olmalari
nedeniyle hareket yeteneklerinin daha fazla olmasi, primerlerin 6zgin olarak
tanidiklar kalip DNA'ya baglanma olasiliklarini arttirmaktadir.

3. Taq DNA polimeraz enziminden yararlanilarak primerlerin zinciri tamamlayacak
sekilde uzatilmasinin saglanmasi (65-75°C’de 2-5 dakika inkiibasyon)
Reaksiyon karisimi DNA polimerazin galistigi optimum sicakliga getirildiginde
primerlere baglanmis olan enzim molekulleri, bunlarin 3’ ucuna, kalip DNA’ya
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uygun nukleotidleri ekleyerek 5-3’ yoninde DNA sentezini gerceklestirirler (Sekil
3).

PCR tekniginde bu temel U¢ basamak bir donguyu olusturur ve bu dongu
genelde 25-35 kez tekrarlanir ve her tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan
0zgun DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikariimis olur. Baslangicta
DNA molukuli sayisi, PCR isleminin ka¢ déngu sonunda bitirilecegini belirler. Bir
PCR uygulamasinda n sayida dongl varsa, ortamda maksimum 2" sayida
cogaltiimis DNA beklenir (Sekil 3). Bu doénguler sonunda elde edilen PCR
urunlerinin - tanimlanmasinda  siklikla  kullanilan  yontem agaroz jel
elektroforezidir. Elde edilen drianler agaroz jel kullanilarak elektroforezle
aynistirihr ve DNA  zincirleri etidyum bromur ile boyanarak ultraviyole isik
kaynaginda floresans vererek gortnur hale getirilir. 100 baz ¢iftinden daha kuguk
DNA molekdlllerinin ayriminda agaroz jel elektroforezi yetersiz kaldigi igin,
bunlarin ayriminda genellikle poliakrilamit jel elektroforezi yapilmasi
gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirligindaki agaroz derisimi DNA
molekullerinin yarimesini etkileyen énemli bir faktor olarak gdsterilmektedir (40)

(Cizelge 2).

Cizelge 2. Agaroz jel elektroforezinde jeldeki agaroz derigimi ve bu
derisimlerde etkili ayirma yapilabilecek DNA molekul buyuklukleri

Jeldeki agaroz miktari Etkili ayirma yapilabilecek DNA

(/100 ml) molekiil biy{kligi (bp)
0,3 5000 — 60000

0,6 1000 — 20000

0,7 800 - 10000

0,9 500 — 7000

1,2 400 — 6000

1,5 200 — 3000

2,0 100 — 2000

Hedef DNA dizisinin se¢imi, dogru primerlerin secimi, reaksiyon karigimi igerisindeki
magnezyum derigiminin belirlenmesi, DNA polimeraz enziminin ¢ok iyi ¢caligmasi, tum
uygulama boyunca ortam pH’sinin korunabilmesi i¢in Tris.HCI tamponunun belirli bir
konsantrasyonda bulunmasi, c¢ogaltmayr o6nemli Olgude arttiran katyonlarin
konsantrasyon duzeyi gibi faktorler PCR uygulamasinin basarisini etkileyen énemili
noktalardir. PCR uygulamalarinda hedef DNA dizisinin se¢imi i¢cin sadece c¢aligilacak
organizmaya ait ¢ok spesifik bir gen bdlgesinin secilmesi gerekmektedir (36, 38, 39,
41, 42).

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve siniflandiriimasi
amaglarini tasiyan ve temelde PCR’a dayali olmakla birlikte diger molekiler biyoloji
tekniklerini de kullanan ¢ok sayida arastirmaya rastlanmigtir. Yapilan bir
arastirmada, farkh kuiltir merkezlerinden saglanmis ve bu merkezlerce st
urtnlerinden izole edildigi bildirilen toplam 31 adet Lactobacillus delbriieckii subsp.
bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbriieckii ve L. delbriieckii subsp. lactis sugunun
toplam hdcre protein profili, DNA parmakizi ve rDNA genlerinin PCR ile analizleri
yapilarak karakterizasyonu yoluna gidilmistir.
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Bu calismadaki temel ongoru; bugline dek yaklagik 60 adet tur tanimi yapilan
laktobasillerden yalnizca 1/3’'Unun  tiplendirme ve genetik  siniflandirma
uygulamalarina alindigini ancak ozellikle sut ve uUrunleri kaynakli laktobasillere ait
tiplendirme ve siniflandirma galismalarinda eksiklik oldugudur. Bu amagla dncelikle
izole edilen toplam hlcre proteinlerine SDS-PAGE (Sodyum dodesil sulfat
poliakrilamid jel elektroforezi) uygulamasi yoluna gidilmistir. Buradan alinan sonuglar
degerlendirildiginde; L. bulgaricus suglarinin, ikisi diginda birbirine benzer toplam
hiacre protein profilleri gosterdikleri belirlenmistir. DNA parmakizinin ¢ikariimasi
amaciyla yapilan ¢alismada ise elde edilen 6rneklere ait total DNA’lar Hind 1ll, Sma |
ve Not | restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesilmis ve PFGE uygulanmistir.
Sonugta uygulanan yontemin analiz edilen suslar arasinda benzerliklerin ve/veya
farkhliklarin ortaya konulmasinda yeterli ve basarili oldugu gorulmustur. Test edilen
batin suslar igin en iyi elektroforetik sonuglari veren Not | endonukleaz olmustur. Bu
enzimin uygulandigi 6rneklerin PFGE sonuglarina gore 5 ile 150 kb arasinda 20 ile
30 adet bant elde edilmis ve o&rneklerin hepsi 23 farkli genomik grup altinda
toplanmigtir. PCR uygulamasinda ise ribozomal DNA (rDNA) polimorfizminin ortaya
konulabilmesi icin; ARDRA-PCR (Amplified rDNA restriction analysis), 16S-23S
intergenik spacer bolgesinin PCR ile ¢ogaltiimasi ve EcoR | ve Hind lll enzimleri ile
ribotiplendirme olmak Uzere u¢ farkh yontem kullanildigi goértlmektedir. Her Ug¢
yontemde de elde edilen sonuglar; L. delbriieckii subsp. bulgaricus, L. delbriieckii
subsp. delbriieckii ve L. delbrieckii subsp. lactis'in hem tek baslarina sus
tiplendiriimesinin  gergeklestirilebilecegini hem de birbirleri arasindaki DNA
polimorfizminin ortaya konulabilecegini gostermektedir. Arastirmada ayrica bu Ug alt
turin rDNA bolgelerinin  oldukga korunmus bolgeler oldugu da vurgulanmaktadir
(43).

Streptococcus thermophilus’un genetik tiplendirmesinin ribosomal DNA (rDNA)
restriksiyon analizi ile ortaya konulmasini amaglayan bir baska calismada ise; 4
adedi Mozzarella peynir suyundan, 15 adedi ticari yogurt érneginden izole edilmis ve
1 adedi de National Collection of Food Bacteria, Reading/UK’ den alinmig toplam 20
adet bakteri susu Uzerinde calisilmistir. Bu g¢alismada endustriyel 6neme sahip bu
bakterinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu igin guvenilir ve cgeligkisiz olgutler
iceren  kromozomal DNA'ya dayall  yontemler kullaniimasi  gerekliligi
vurgulanmaktadir. Ayrica kromozamal DNA’nin restriksiyon endonukleaz enzimleri ile
muamale edilmesi durumunda ayni tlrin sus tiplendirmesinin yapilabilecegi ve
genetik karakterizasyonunun ortaya konulabilecegi de bildiriimektedir. Bakteri
kromozomunda yer alan rRNA (5S, 16 S ve 23 S) operonlarinin yuksek dizeyde
korunmug bolgeler olarak bildirilmesi, bunlarin tanimlama ve siniflandirma
calismalarinda guvenilir bir sekilde kullanilabilecedini gostermektedir. rDNA
genlerinin restriksiyon analizleri ile bir gok mikroorganizmanin tur, alt tur ve diger
taksonomik duizeyde ayrilabildigini, ancak rDNA genlerinin PCR ile cogaltilarak
analizinin yapiimasinin buyuk olgude kolaylastirici bir islem oldugu bildiriimektedir.
Sonug olarak bu ¢alismada rDNA genleri PCR ile ¢ogaltiimis érnekler Hae 1l enzimi
ile kesilmis ve kullanilan 16 adet S. thermophilus susu ayni tip olarak, 4 adet sus ise
birbirinden farkl tek tip olarak karakterize edilmislerdir. Bu 20 adet sus arasinda ¢ok
farkli genetik tiplerin ortaya konuldugu ve bunun da S. thermophilus'un
siniflandiriimasi igin dnemli oldugu vurgulanmigtir (44).
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Collins ve ark. (45)in gerceklestirdigi bir calismada ise yine 16S rDNA genleri
kullanilarak farkh kaynaklardan elde edilen toplam 55 adet Lactobacillus turunin 3
adet birbirine uzak genetik grup olusturdugu ve birinci grupta L. delbrueckii ve alt
turlerinin yer aldigi 11 adet susun bulundugunu, ikinci grupta ise 32 adet
Lactobacillus ve 5 adet Pediococcus turanin yer aldigini (L. casei, L. ruminis, L.
salivarius, L. sharpeae ve P. damnosus gibi), Uguncu grupta ise L. minor, L. kandleri,
L. confosus, L. viridescens ve Leuconostoc paramesenteroides gibi bakterilerin
oldugu saptanmigtir. Lactobacillus’'un genetik olarak tiplendiriimesine caligilan 55
adet tur icin alinan sonuglar degerlendirildiginde; Lactobacillus cinsinin onemli
duzeyde heterojen oldugu vurgulanmaktadir.

Lactobacillus'un genetik tiplendiriimesi amaciyla gergeklestirilen bir baska benzer
calismada ise, farkli kultir koleksiyon merkezlerinden saglanan ve cesitli
hayvanlarin sindirim sistemlerinden izole edildigi bildirilen 34 adet Lactobacillus tiru
denemeye alinmistir. Orneklerin hepsi 16S rDNA primerleri ile PCR’a tabi tutulmus
ve bundan sonra elde edilen urlnler restriksiyon endonukleaz enzimleri (Bcl |, Bgl Il,
EcoR 1) ile Kkesilmigtir. Agaroz jel elektroforezinde elde edilen sonuglar
dederlendirildiginde, farkli genetik uzakhgi olan 4 grup ortaya ¢iktigi gorulmusgtur
(46).

Molekuler biyoloji tekniklerinden laktobasillerin tanimlanmasi amaciyla yararlanildigi
bir diger ¢calismada ise, fermente sut drtnleri Uretiminde kullanilan laktik starterlerden
8 adet Lactobacillus delbriieckii subsp. bulgaricus, 5 adet L. delbriieckii subsp.
lactis, 23 adet L. paracasei subsp. paracasei, 16 adet L. rhamnosus, 3 adet L. casei
ve 7 adet L. helveticus susu denemeye alinmistir. Calismada suslar 23S rDNA
problari kullanilarak genetik yonden tanimlanmistir. SDS-PAGE ile protein profili
analizleri de yapilan bu suglarin istatistiksel analiz sonuglarina gbre kesin gruplari
elde edilmistir. Arastirmada bu bakterilerin  hizh  ve guvenli bir sekilde
tanimlanmasinda her iki teknikten de yararlanilabilecedi sonucuna varilmistir ( 47).

Lactobacillus acidophilus, L. gasseri ve L. johnsonii tlrlerinin tanimlanmasi ve
siniflandiriimasi amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada, 23S rDNA oligonukleotidleri
kullanilarak Dot Blot hibridizasyon drtnleri elde edilmis ve bakterilerin toplam htcre
protein profilleri ortaya konmustur. Her iki yontemle elde edilen sonuglar
kargilastirildiginda; L. johnsonii ile L. gasserinin ¢ok yakin bir iligki iginde, L.
acidophilus’un ise belli bir genetik uzakliga sahip oldugu ortaya konmustur (48).

Falsen ve ark. (34) tarafindan gercgeklestirilen bir calismada ise insan kaynakli
Lactobacillus turlerinin  fenotipik ve genotipik olarak karakterize edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla; katalaz negatif, Gram-pozitif gubuk sekilli ve hucreleri
zincir olusturan 11 adet bakteri susu secilmis ve bunlara sirasiyla API test kitleri
kullanilarak biyokimyasal testler, toplam hicre protein analizi, hicre duvarindaki
murein miktarinin analizi ve DNA baz kompozisyonu analizi ile PCR ile ¢ogaltiimis
16S rDNA genlerinin dizim analizi uygulanmistir. Biyokimyasal testler ile protein
profili analizleri 11 adet bakterinin  cins dizeyinde Lactobacillus oldugunu
gostermigtir. Uygulanan diger molekuler biyolojik yontemler ile de bazi bakteriler
Lactobasillus cinsi altinda Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus gasseri veya
Lactobacillus johnsonii olarak tanimlanmis, bir bakterinin ise Lactobacillus iners sp.
nov. oldugu ortaya konmustur. Bu bakterilerin birbirlerine gére genetik uzakliklari da
hesaplanmig ve buna gore de L. gasseri ile L. johnsoni'nin birbirine ¢ok yakin, L.
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delbrueckii ile L. iners sp. nov.'nin ise digerlerine ve birbirlerine uzak olduklari
belirlenmistir.

Benzeri bir c¢alisma Tannock ve ark. (49) tarafindan gerceklestiriimistir.
Gastrointestinal sistem, silaj ve yogurt érneklerinden izole edilen laktobasil suslarini
tanimlama amaciyla 16S-23S rDNA intergenik spacer bolgelerine 6zgu primerler ile
PCR uygulamasi yapilmis ve arastirmada uygulanan ydntemin butln izolatlar icin
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Senini ve ark. (50) tipik bir italyan peyniri olan
Fontina'nin mikroorganizma florasini belirlemek ; Drake ve ark. (51) st Grinlerinden
izole edilen gesitli laktobasilleri tanimlamak; Chen ve ark. (52) Lactobacillus casei, L.
paracasei ve L. rhamnosus arasindaki genetik farkliliklari ortaya koymak; Sohier ve
ark. (53) ise L. hilgardii ve L. brevis arasindaki genetik uzaklhgi belirlemek amaciyla
rDNA oligonukleotid primerleri kullanarak PCR uygulamasi yoluna gitmiglerdir.

Chagnaud ve ark. (54) tarafindan yapilan bir arastirmada ise laktik asit bakterilerinin
sekiz adet farkl diziimde 16S rDNA oligonukleotid primerleri kullanilarak PCR
uygulamalari sonucu basit, hizli ve guvenilir bir sekilde tanimlanabilecegi
bildiriimektedir. Bu amagla kendileri tarafindan izole edilen 6 adet ve gesitli kaltur
kolleksiyon merkezlerinden saglanan 13 adet laktik asit bakterisi ele alinmis ve sekiz
adet farkh dizilimde 16S rDNA oligonukleotid primerleri kullanilarak bunlarin
tiplendiriimesine galisiimistir. Denenen primerlerin yalnizca biri toplam 19 bakteriden
16 adedi icin basarili bir amplifikasyon saglamistir. Escalente ve ark. (55) tarafindan
gerceklestirilen bir diger calismada ise Meksika’'nin geleneksel bir fermente Grinu
olan pozol hamurunda bulunan laktik asit bakterlerinin gesitliligini ortaya koymak
amaciyla 16S rDNA analizleri uygulanmigtir. Yapilan PCR c¢alismasi sonucunda 14
farkl laktik asit bakterisi izole edilmis ve bunlarin Lactococcus lactis, Streptococcus
suis, Lactobacillus plantarum, L. casei, L. alimentarium ve L. delbrueckii tirleri
oldugu belirlenmistir.

Mannu ve ark. (28) tarafindan yapilan bir ¢galismada ise, Italya’ya 6zgii Fiore Sardo
isimli bir peynir ¢esidinden 7 ay suren olgunlasma suresi igerisinde laktik asit
bakterilerinin sayi ve tur dizeyinde degdisimleri incelenmigtir. Bu ¢calismada laktik asit
bakterilerinin sayimi ve izolasyonu amaciyla M17 agar ve MRS agar besiyerleri
kullanilmis ve elde edilen izolatlara oncelikle biyokimyasal testler uygulanmigtir.
Daha sonraki asamada, izolatlaradan elde edilen DNA’lar 10 adet farkli spesifik
primer secilerek PCR ile g¢ogaltiimis ve gozlenmigtir. Sonu¢ olarak; bu peynir
orneklerinden genellikle Lactobacillus plantarum, L. casei, L. paracasei, L.
rhamnosus, L. pentosus, L. paraplantarum, L. curvatus ve L. graminis tUrlerinin izole
edilip tanimlandigi, drneklerde sik olarak rastlanilan tarlerin ise L. plantarum ve L.
paracasei oldugu bildiriimektedir. Calismada segilen orneklem igerisindeki peynir
orneklerinin  her biri igin olgunlasma sdresinin  sonuna dogru yalnizca
heterofermentatif laktobasil turlerinin izole edilebildigi ve laktobasil sayilarinin
degisim gosterdigi saptanmistir.

Yine italya’da yapilan bir calismada eksi hamurdan laktik asit bakterileri ve mayalar
izole edilmis ve bunlar klasik ve molekuler biyolojik yontemlerden yararlanilarak
tanimlanmaya c¢alisilmigtir. Belirli bir cografik bodlgeden alinan 25 farkli hamur
orneginden elde edilen 317 izolatin % 38’l biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglarina
gore laktik asit bakterisi olarak ayrilmis ve bu test sonuglari 16S-23S rDNA primerleri
kullanilarak PCR’la dogrulanmigtir. Maya olarak, beklenildigi gibi ¢ok buyuk oranda
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ekmek mayasi olarak da bilinen Saccharomyces cerevisiae varhdi saptanmistir.
Calismada fenotipik ve molekuler dizeyde tanimlanan laktik asit bakterilerinin daha
ileri tiplendirmelerinin yapilacagi vurgulanmistir (56).

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu amaciyla RAPD-PCR
(randomly amplified polymorphic DNA-PCR) yonteminden yararlanima da siklikla
rastlanmaktadir. RAPD-PCR ydntemi rastgele dizilimdeki tek ve kisa bir primer ile
DNA Uzerindeki ¢esitli bolgeleri ¢codaltarak gergeklestiriimektedir (57,58). Tur, alttur
ve suslar arasindaki genetik farkhliklarin ortaya konulabildigi bir yontem olan RAPD-
PCR'’da gogaltilan gen bolgeleri hakkinda bir bilgiye sahip olunmasina gerek yoktur.
Ancak bu ydntemin, bakterilerin sus dlzeyine dek tanimlanmasina ve
karakterizasyonuna olanak saglayan sonugclar verdigine deginilmektedir (20).

RAPD-PCR teknigi kullanilarak laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu Uzerine vyapilan c¢alismalarin son vyillarda olduk¢ca arttidi
g6zlenmektedir. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve L. delbrueckii subsp.
lactis arasindaki farklihdi molekiler dizeyde ortaya koymayi amaglayan bir
calismada, iki temel PCR yonteminin kullanildigi goértulmektedir (59). Bu c¢alismada
farkh kultlr koleksiyon merkezlerinden saglanan suslar ile arastiricilar tarafindan
cesitli fermente urtnlerden izole edilip klasik fizyolojik yontemlerle tanimlanan suslar
kullaniimistir. Birinci PCR ydnteminde spesifik primerler segilerek ¢alisiimis ve bu iki
bakterinin farkli buyukliklerde Grunler olugturdugu ortaya c¢ikariimigtir. Daha sonra,
hem alt tir dizeyinde klasik yontemlerle ve molekuler dizeyde yapilan tanimlamayi
dogrulamak hem de altturler arasi genetik farkliliklari ortaya koymak amaciyla RAPD-
PCR yobntemi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar bir dendograma yansitilarak
incelendiginde; RAPD-PCR yonteminin gok kisa slrede ve ¢ok sayida kultur i¢cin bu
amagclari karsilayacak sonuglar verdigi ortaya ¢ikariimigtir. Arastirmacilar bundan
sonraki hedeflerinin femente st UrUnleri teknolojisinde kullanilabilecek suslarin
sec¢imi icin RAPD-PCR yodnteminin kullaniimasini saglamaya doénuk calismalar
gerceklestirmek oldugunu bildirmiglerdir.

Khaled ve ark.(33) tarafindan yapilan bir bagka arastirmada ise RAPD-PCR yontemi
Lactobacillus cinsine ait turlerin tanimlanmasini ve filogenetik analizlerini yapmak
amaciyla uygulanmistir. Gastrointestinal sistemden izole edilen ve APl 50 CH ile
biyokimyasal olarak tanimlanan 88 adet Lactobacillus susuna PCR uygulamalari igin
ilk asamada 8 adet farkli primer secilmistir. Bu sekiz primerin segimine, elde
edilebilirlikleri ve G+C (Guanin+Sitozin) igeriginin ylksek olmasi neden olarak
gosterilmigtir.  Oncelikle bu primerlerin her biri tekrar edilebilirlik ve tutarli bigiler
vermeleri agisindan incelenmis ve buna gére de iki adet primer en uygun olarak
secilmis ve calismalar bunlar Gzerinde yogunlastiriimigtir. Secilen CRA 23 ve CRA
25 primerleri birlikte_kullanilarak (multipleks) RAPD-PCR uygulanmis ve uygulanan
bu teknigin bu galismada kullanilan izolatlar arasindaki farkliliklari ortaya cikarabildigi
ve izolatlan gruplandirabildigi vurgulanmistir. Bu yoOntemin laktobasillerin
tanimlanmasi ve siniflandiriimasi igin kullanilan geleneksel yontemleri tamamlayici
ve alternatif bir yaklasim yaratici nitelikte oldugu bildiriimektedir. Ancak bununla
birlikte, izolatlarla 16S rDNA'ya dayali bir calismanin da yapilmasi ve buradaki
sonuglar destekleyici nitelikte sonuglar elde edilip edilmediginin kargilagtiriimasi
gerekliligi vurgulanmaktadir. insandan izole edilmis olan L. fornicalis sp. nov.'un laktik
asit bakterilerinin siniflandiriimasindaki yerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada
ise, incelenen orneklere toplam hucre proteinleri profili analizi ve rastgele dizilimdeki
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primerler kullanilarak olusturulan RAPD-PCR Urln analizi uygulanmistir. API 50 CH
test kiti kullanilarak karbonhidrat fermentasyon testleri gerceklestirilien kulttrlere
SDS-PAGE ve RAPD-PCR uygulanmis ve elde edilen sonuglarin numerik analizi ile
dendogramlar olusturulmustur (60).

Bir calismada 163 adet Streptococcus izolatina tur tayini yapilabilmesi amaciyla
OPE-04 primeri kullanilarak RAPD-PCR ve API 20 Strep test kitleri ile tanimlama
yapilmistir (61). Bu c¢alismada elde edilen sonuglar RAPD-PCR tekniginin
Streptococcus turlerini basarih bir sekilde tanimladidina isaret etmektedir. Ayrica API
20 Strep sonuglari ile RAPD-PCR teknigi sonugclari kargilastirildiginda; kromozamal
DNA’ya dayali olarak gercgeklestirlen RAPD-PCR’'In  daha avantajli oldugu
belirtiimektedir.

S. thermophilus suslan arasindaki genetik farklliklari ortaya koymaya calisan bir
baska c¢alismada ise RAPD-PCR, 16S-23S rDNA intergenik spacer bolgesi
kullanilarak spesifik primerlerle PCR ve total DNA Sma | enzimi ile kesilerek Pulsed-
field jel elektroforezi (PFGE) uygulanmistir (19). Spesifik primerlerle yapilan PCR
calismasinda elde edilen gogaltma Urunleri Hae Il restriksiyon endonikleaz enzimi
ile kesilmeye calisilmis ancak ayni primerler kullanilarak PCR iglemine tabi tutulan ve
elde edilen Enterococcus faecalis ve E. faecium PCR dUrunleri bu enzim ile
kesilebilirken S. thermophilus ve S. salivarius suslarina ait PCR Urlnlerinde basariya
ulagilamamistir. Bu c¢alismada; RAPD-PCR, biyokimyasal, fizyolojik ve serolojik
testler uygulanarak tanimlanan sut ve sut drtnleri orijinli 83 adet S. thermophilus
susunun genomik DNA’larina 11 farkli rastgele primer icinden iki primer (XD8 ve
XD9) segilerek uygulanmistir. RAPD-PCR  sonuglarn suglar arasi genetik
uzakhk/yakinlik hesaplamalarinin yapilabilmesi igin numerik analize tabi tutulup
kimeleme analizleri yapilarak dendogramlari  elde edilmigstir.  Dendogramlar
incelendiginde ise 83 adet bakterinin 4 ana kime altinda toplandigi ve galismada
kullanilan tim kadltdrler arasi  genetik uzaklik/yakinliklarinin  belirlenebildigi
gorulmektedir. PFGE teknigi ele alindiginda ise, kullanilan kiltarler arasinda genetik
uzakhk/yakinlik hesaplama sonuglari RAPD-PCR sonuglarina benzer bulunmustur.
Bu calismada, S. thermophilus suglarinin tanimlanmasi ve tiplendiriimesi amaciyla
kullanilan Ug farkli molekiler ydontemin de basarili sonuglar verdigi ve bu tekniklerin
yuksek duzeyde tekrar edilebilirlik o6zelliklerinin oldugu, suslar arasi spesifik
farkhliklarinin ortaya koyma yeteneginde ve bakteri genomundan hareketle tur/alttir
dizeyinde tanimlamaya kadar gidilebildigi bildiriimektedir (19).

3. Laktikasit Bakterileri ve Plazmid Profilleri

Batun bunlarin yani sira S. thermophilus ve L. bulgaricus'un genetik modifikasyonu
Uzerine yapilan ¢alismalar (1) ile yine bu iki bakterinin farkli kaynaklardan izolasyonu,
tanimlanmasi ve karakterizasyonuna iliskin calismalarda plazmit profillerinin
cikarilmasi 6nemli bir yer tutmaktadir (62). Bakterilerde bulunan plazmitler, sahip
olduklari genetik bilgiler ve 0zellikle de rekombinant DNA teknolojisinin
uygulanmasinda Ustlendikleri goérevler acgisindan molekuler biyoloji ¢alismalarinin
onemli bir konusu haline gelmistir. Laktik asit bakterileri plazmitlerinin 6nemi ise,
daha ¢ok bu grubtaki bakterilerin molekuler biyoloji alaninda yeni arastiriimaya
baslanmasindan kaynaklanmaktadir. Bakterilerde plazmit varliginin saptanmasi ve
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karakterizasyonunun yapilmasi, incelenen bakteride gen izolasyonlari ve sus
dizeyinde modifikasyonlarin arastiriimasi agisindan énemlidir (16).

Plazmitler, bir ¢cok bakteri turinde rastlanilan, ancak her susta bulunmayan halkasal,
ekstrakromozomal DNA molekulleridir. Plazmitler kiigcuk molekullerdir ve bu agidan
bir karsilastirma yapilirsa; bakteriyal kromozomun %20'si ile %4'U arasinda
bayukluklerde oldugu gorulr. Plazmitler, hicre yasami igin zorunlu taginmasi
gereken yapilar degildir. Bununla birlikte, plazmitler pek ¢ok bakterinin bazi 6zel
kosullara uyum saglamasina olanak saglayan genetik bilgileri icermektedir. Ornegin
antibiyotiklere karsi direnglilik 0Ozelligi kazandiran R (resistant) plazmitine sahip
bakteriler, ayni plazmiti tasimayan bakterilerin yasayamadigi antibiyotik iceren
ortamlarda geligsebilmekte ve bu sekilde de digerlerinden ayrilabilmektedirler (16).

Laktik asit bakteri turlerinin bir cogunun birkag tane plazmit icerdigi bilinmektedir. Bir
gruptaki bakterilerin; bakteriyosin dretimi, laktoz, amino asit, sitrat metabolizmasi ve
antibiyotiklere kargi diren¢ gibi 6nemli bazi 6zellikleri genellikle bu ekstrakromosomal
DNA tarafindan belirlenmektedir (63). Bir Lactococcus turinde buyuklikleri 2 ile 82
kb arasinda degisen 11 adedin Uzerinde plazmit formuna rastlanabilmektedir (64).
Akcelik (65)'da da bir Lactococcus lactis subsp. lactis susuna ait 36 kb buyukliginde
bir plazmit saptandigi bildiriimektedir. Buna karsilik S. thermophilus'da plazmitler gok
yaygin degildir ve plazmit icerigi agisindan daha fakir oldugu sdylenebilir (1, 13).
Dikkat c¢ekici olan bu 6zelligin yogurt Uretiminde S. thermophilus ile birlikte kullanilan
L. bulgaricus i¢in de gegerli oldugu kabul edilmektedir (13). Cig sutten izole edilen ve
starter kaltur olarak kullanilan birgok S. thermophilus susunun plazmit igerigine iligkin
cizelge asagida verilmigstir (13) (Cizelge 3).

Cizelge 3. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus suslarinin plazmit igerigi

(13)
Analiz edilen sus Plazmit iceren sus Endustriyel starter Plazmit bUyukligu
sayisl sayIs| sayIs| (kb)
23 15 5 2.2-35
35 - 13 2.2-14.7
10 3 1 2.2
50 20 9 2.9-7.6
1 - 9 2.2-3.4-255
30 25 4 2.2-6.9

4. Laktikasit Bakterileri ve Protein Profilleri

Klasik yontemlerle gergeklestiriien ¢alismalar genelde zaman alicidir ve elde edilen
sonuglarin degerlendiriimesinde ¢ogu kez kesin bir taniya varilamamaktadir. Bu ve
benzeri nedenler, endustriyel agidan onemli olan laktik asit bakterilerinin hizli ve
guvenilir olarak tanimlanmasi ve karekterize edilmesi amaciyla alternatif bazi
molekuler biyolojik ydntemlerin gelistiriimesi ve bunlarin uygulamaya konulmasi
uzerinde yapilan calisilmalari artirmigtir (47). SDS-PAGE (Sodyum dodesil sulfat-
polyakrilamid jel elektroforezi) laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu amaciyla saf kualturler kullanilarak toplam hucre proteinlerine ait
parmakizinin  ¢ikarildigi hizli ve alternatif bir yontem olarak bilinmektedir (18).
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Standardize edilmis kosullarda uygulanan bu molekiler biyolojik yontem, laktik asit
bakterileri igin tanimlama, tUrler arasi karsilastirma ve karakterizasyon amaclariyla
genis bir kullanim alani bulmaktadir (48). Toplam hicre proteinlerinin bu amacla
kullaniminin diger yontemlere gore daha basit, ekonomik ve yuksek duyarlilikta bir
uygulama oldugu bildiriimektedir (66).

Protein karisimlarini analiz etmede kullanilan SDS-PAGE, poliakrilamid jel
elektroforezinin degisik bir uygulama seklidir. Bu yontem protein molekullerinin
bayukluklerine gore ayrilmasi prensibine dayali bir yontem oldugu igin, yontemden
proteinlerin molekul agirliklarinin belirlenmesi amaciyla da yararlanilabilmektedir.
Proteinler amfoter bilesiklerdir ve net yukleri ortamin pH’sina baglidir. Bir ¢ozeltide
pH proteinin izoelektrik noktasindan yuksek ise, proteinin net yuku negatiftir ve
elektrik alani altinda anoda dogru, c¢ozelti pH’si proteinin izoelektrik noktasindan
dusuk ise net yuk pozitif olacak ve protein katoda dogru hareket edecektir. Proteinin
net yukl molekul yapisina ve molekul buyukligune bagh olarak degismektedir. SDS
(CH3-(CH,)10-CH,OSO3Na") anyonik bir deterjandir ve polipeptit omurgasinin etrafini
sararak proteini denatlre etmektedir. Proteinlere baglanirken segici olmayan SDS,
polipeptide negatif ylk saglamaktadir. SDS-PAGE uygulanacak ornekler, -
merkaptoetanol ve SDS i¢eren tamponda 5 dakika kaynar su banyosunda isil isleme
tabi tutulmaktadir. Boylece proteinler denatlirasyona ugratilarak disulfit baglarinin
kirlmasi saglanir. Karisimdaki her protein bu sekilde SDS molekuleriyle bagl zincir
seklinde bir polipeptide dontismektedir (67). Bundan sonra proteinlerin elektrik alani
etkisi altinda toplanmasini saglayan ¢ok genis gozeneklere sahip olan “6n ayirici jel”
ve bunun hemen ardindan da daha kuguk gozenek caplari olan ve proteinlerin
ayrilmasini saglayan “ayirici jel’de, protein-SDS bilesiklerinin anoda dogru hareket
etmesi elektrik alani altinda saglanmaktadir. Buna gore de, denatlre edilmis
proteinler elektrik ylUklerine gore degil yalnizca molekul agirliklarina goére
ayrilmaktadir (68).

Cesitli yogurt ve peynir érneklerinden izole edilen L. bulgaricus ve S. thermophilus
suslarinin SDS-PAGE ile toplam hucre protein profillerinin ¢ikarlidigi bir calismada,
sivl kulturleri hazirlanan bakterilerin hucre protein izolasyonlari 5 dakika sure
sonikasyon islemi uygulanarak gerceklestirilmisti. On ayirici jel akrilamid
konsantrasyonu % 4 ve ayirici jel akrilamid konsantrasyonu da % 10 olarak
ayarlanmigtir. Kullanilan ayirma jelinin boyutlari 85x60x0.75 mm olarak verilmistir.
Uygulanan SDS-PAGE islemi sonunda elde edilen jellerde 25 ile 30 adet arasinda
bant varligina rastlanmistir. Degerlendirmeler her bakteriye ait bantlar igin tipik bant
varligi ya da yoklugu seklinde tek tek karsilastirilarak yapilmigtir. Butun L. bulgaricus
suslarinin benzer bir sekilde 69, 65, 56, 50, 48 ve 43 kDa’da gorunen tipik bantlar
vermesine karsin kontrol olarak kullanilan ve kultur koleksiyon merkezinden
saglanmis iki adet susun 48 kDa buyuklugunde bir bant vermedigi kaydedilmistir. S.
thermophilus suglari ise 100, 49, 47, ve 41 kDa buyuklugunde dort tipik bant vermis
ve kontrol suglari ile aralarinda bir farklilik gézlenmemistir. Farkli iki cinse ait olan bu
bakteriler arasinda 32 ve 26 kDa ile 63 ve 59 kDa arasinda kalan bantlarla 100 kDa
blayukligundeki protein bantlari agisindan farkliliklar oldugu bildiriimektedir. SDS-
PAGE tekniginin laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu igin
yararli bir teknik oldugunu bildiren arastirmacilar, standardize edilmis deney
kosullarinda kuguk bant farklilklarinin da géz 6nltne alinabilecedi ve daha fazla
sayida farkli cinse ait turlerin de incelemeye dahil edildigi yeni bir calismaya gerek
oldugu sonucuna varmislardir (66). Bir diger calismada, Beyaz peynir érneklerinden
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izole edilen 77 adet laktik asit bakterisini fenotipik yontemlerin yanisira SDS-PAGE
yontemi ile tanimlanmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde birbirinden farkl
ve ilging biyoteknolojik profiller veren laktik asit bakteri izolatlarinin peynir yapiminda
starter kultur olarak kullanilabilecedi vurgulanmaktadir (69).

Heterofermantatif Lactobacillus tirlerinin incelendigl ve tirler arasi farkliliklari ile
molekduler iliskinin ortaya konulmasini amaglayan bir baska ¢alismada da SDS-PAGE
tekniginin  kullanildig1 gorulmektedir (70). Protein profilleri sonuglari protein
bantlarinin varligi/yoklugundan hareketle numerik analiz yapilarak degerlendirilmistir.
Elde edilen verilere; genel amaci gruplanmamig verileri benzerliklerine gore
siniflandirmak (kiimelemek) ve bireyler arasi farkliliklari ve ait olduklari kitleleri
beliremek olan kumeleme analizi uygulanarak dendogramlari gikariimistir.
Dendogramlar incelendiginde L. buchneri, L. brevis ve L. fermentum suslarindan
olusan 3 ayri kume tespit edilmigtir. Bu calismada incelenen suslarin birbirleri
arasinda ve kendi iglerinde benzerlikleri ortaya konulabilmigtir. Sonug olarak da;
toplam hucre protein profillerinden yola c¢ikilarak suglar arasi akrabalik iligkisinin
ortaya konulabilecegi, ancak sonuglarin DNA’ya dayali molekller yoéntemlerle
desteklenmesi gerekliligi vurgulanmigitir.

5. Sonug

Yogurt bakterileri olan S. thermophilus ve L. bulgaricus’a ¢i§ sut ve pastorize sitte
sik olarak rastlanmaktadir. Bu iki yogurt bakterisi termodurik 6zellik gostermekte ve
bu nedenle de pastorize sutten izole edilebilen bakteriler arasinda énemli bir yer
tutmaktadir (8, 71). Fermente st trlnlerinden biri olan yogurt, genellikle homojenize
edilmis pastorize sute eklenen S. thermophilus ve L. bulgaricus’'un birlikte
gerceklestirdikleri laktik asit fermentasyonu ile elde edilen ve bu yodurt starterlerini
canl olarak igeren bir arundur (72). Yogurt Balkan ve Orta Dogu ulkelerinde gok
tUketilen bir Grin olmakla birlikte ginimuzde dinyanin pekg¢ok ulkesine yaylimis ve
tuketimi de artmigtir (73, 74). Yogurt Turkce kokenli bir kelime olup, degisik ulkelerde
farkl isimlerle anilabilmektedir (72). Yogurt Uretimi sirasinda, isil igslem uygulanan
sutte, denatlre olan serum proteinleri ile k-kazein ve B-laktoglobulin interaksiyonlari
olusmaktadir. Bu nedenle yogurt olusumunda goérulen pihti-jel, gercekte kazein ve
denatire serum proteinlerinin birlikte koagulasyonu sonucu ortaya c¢ikmaktadir.
Denature serum proteinleri ile birlikte asidik ortamda bir araya gelerek kimelesen
kazein parcaciklari yogutta kime ve filament seklinde olusumlar meydana
getirmektedir. Boylece proteinlerin U¢ boyutlu ag olusumu, yag tanecikleri ve suda
¢ozUnen maddelerle birlikte sut serumunu sararak yogurdun kendine o6zgu jel
yapisini olusturmaktadir (75).

Yogurtta aranan en onemli ozellikler vyapi, tat, koku, asitlik ve gorunis olarak
siralanabilmektedir. Bu 6zelikleri etkileyen faktorler ;

- kullanilan hammaddenin kalitesi,

- toplam kurumadde,

- hammaddeki protein icerigi

- kazein ve kazein olmayan proteinler arasindaki oran,

- asitlik,

- katki maddeleri,

- 1sil islem normuna bagl olarak denatlre olan serum proteinleri orani,
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- denature serum proteinleri ile kazein arasindaki interaksiyon,
- homojenizasyon,

- kullanilan starter kulturlerin 6zellikleri ve inokulasyon oranlari,
- inkUbasyon normlari, sogutma ve depolama sartlari

olarak siralanabilir (76,77).

Ancak bilindigi gibi, fermente sut UrlUnlerinin standart ve yuksek kalitede
uretilebilmesi, buyuk Olgide guvenilir starter kadltlrlerinin  kullanimina baghdir.
Starterler UrGne istenen yapi, tat, koku ve aroma gibi 6zellikleri kazandirmak, belli ve
standart kalitede Urun elde etmek amaciyla kullanilan, bilinen ozelliklere sahip
mikroorganizma kulturleridir. Laktik starterlerin temel fonksiyonlari; laktozun
fermentasyonuyla laktik asit Uretimi, asetaldehit ve diasetil gibi aroma saglayan
ugucu bilesiklerin Uretimi, proteolitik ve lipolitik aktivite, Grind patojen ve bozulma
etmeni mikroorganizmalardan koruyan asidik ortamin olusturulmasi olarak
siralanabilir (72).

S. thermophilus ve L. bulgaricus'tan sut endustrisinde laktik starter olarak ayri ayri
yararlanilabilmektedir. Ancak bu bakterilerin sut endustrisi agisindan 6nemi, daha
¢ok ikisinin bir arada yogurt starteri olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. S.
thermophilus ve L. bulgaricus bir arada yogurt Uretiminden sorumlu olan laktik
starterlerdir. Bu iki starterin temel fonksiyonunu sutte sinerjistik etki ile laktik asit
uretimi ve yogurt yapi ve aromasini olugturmaktir (72).

Yogutta starter bakterilerin fonksiyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikan kalite kriterlerinin
baslicalar ise; asitlik, aroma bilesikleri, proteolitik aktitivite, viskozite, toplam canli
hicre sayisi ve organoleptik karakteristik olarak siralanabilir (78, 79).

Yogurt dUretimi esnasinda olusan laktik asit kazein misellerinin kararhligina yardimci
oldugu gibi, sUt proteinlerinin kaogulasyonu ve yogurt jelinin olusumunu da
saglamaktadir. Laktik asit, yogurda tipik hosa giden asit tadi da vermektedir. Asitlik
gelisimi, soguk depolama kosullarinda belli dizeyde sturmektedir. Asitlik, proteinlerin
su tutma kapasitelerini etkilediginden pihtinin reolojik Ozellikleri olarak belirtilen
konsistens, viskozite, serum ayrilmasi (sineresis) Uzerinde de oldukga etkilidir.
Yogurda iglenen sutun pihtilasmasi pH 5.3'de baglamakta, pH 5.0’'de
belirginlesmekte ve pH 4.7'de ise tamamlanmaktadir. Depolamadaki asitlik gelisimi
uzerine etkili faktorlerden birisi de kullanilan kaltirian aktivitesidir (12).

Asetaldehit, yogurt starterlerinin Griinde olusturdugu ve yogurt icin karekteristik olan
en Onemli aroma bilesenidir. Bunun yanisira aseton, asetoin veya diasetil gibi
karbonil bilesikleri ile dimetil sulfur, butanon ve duguk karbonlu yag asitleri de yogurt
aromasini olusturan diger bilesiklerdir. S. thermophilus ve L. bulgaricus sinerjistik
akvite sonucunda, yogurtta bireysel aktivitelerine gore daha fazla miktarda
asetaldehit olusturmaktadir. Asetaldehit olusumunda yogurt starterindeki sus
farklihginin etkili oldugu da belirlenmistir (12).

S. thermophilus ve L. bulgaricus genellikle zayif bir proteolitik aktiviteye sahiptirler.

Ancak bu dusuk proteolitik aktivite bile Grlnln fiziksel yapisinda énemli degisikliklere
yol agcabilmekte ve aroma bilesiklerinin olugsumuna da yardimci olmaktadir (12).
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Butun bu aciklamalar, yogurt starterlerinin yogurt Uretimi ve kalitesindeki onemini
acikca ortaya koymaktadir. Geleneksel bir fermente Grinimdz olan yogurt,
gunumuzde Ulkemizdeki ileri teknolji uygulayan sinirli sayidaki firma tarafindan
yurtdisi kaynakh ticari yogurt starter kulturleri kullanilarak uretilmektedir (80). S6z
konusu bu firmalar, yogurt kultdrlerini uluslararasi ticari 6neme sahip olan starter
kaltar dreticisi Chr. Hansen’s (Chr. Hansen’s Laboratorium, Danmark A/S,
Danimarka), Labor Wiesby (Laboratorium Wiesby GmbH & Co., Almanya) ve NIZO
(Hollanda) gibi kuruluglardan saglamaktadir. Bu starter kaltr Ureticisi kuruluglar,
yogurt bakterilerini tek tek veya bir arada yogurt starteri olarak hazirlayip, genellikle
liyofilize formda pazarlamaktadir.

Ulkemizde ileri teknolji uygulayan firmalar, yogurt (retiminde c¢ogunlukla yogurt
bakterilerini kombine olacak sekilde igeren liyofilize formdaki hazir ticari yogurt starter
kllturlerinden yararlanmaktadir. Liyofilize formdaki ticari yogurt starter kulturleri
genelde Ug¢ tipte hazirlanip pazarlanmaktadir. Birinci tipteki kulttrler (Chr. Hansen’s
Dri-Vac), ilkk agsamada yogurt uUreticisi tarafindan aktiflestiriimekte ve daha sonra bu
aktif kdlturden "ara", "ana" ve "bulk" kdlturler hazirlanmakta ve elde edilen bulk
kiltirden yogdurt Uretiminde yararlanilmaktadir. ikinci tipteki liyofilize kdltiirler (Chr.
Hansen’s Redi-Set), direkt bulk kiiltiirleri hazirlanarak kullaniimaktadir. Uglinc tipteki
liyofilize kultarler (Chr. Hansen’s DVS-Direct Vat Set) ise aktiflestirilip ara, ana ve
bulk kultlrleri elde edilmeden, yogurda islenecek site direkt olarak asilanmaktadir.
Bunun yanira yogurt Ureticisi firmalar, yogurt bakterilerini tek tek liyofilize formdaki S.
thermophilus ve L. bulgaricus kulturleri seklinde de satin alabilmektedir. Bu kulttrler
ayri ayr aktiflegtirdikten sonra belli oranlarda bir araya getirilerek yogurt starter
kiultlra elde edilmekte ve bundan da ara, ana ve bulk kultirler hazirlanip, bulk kultar
uzerinden uretime gegilmektedir.

Chr. Hansen’s ve Labor Wiesby gibi kuruluglarin pazarladiklari bireysel S.
thermophilus ve L. bulgaricus kulturleri ile bunlari kombine sekilde igceren yogurt
kalturleri sug farkhhidindan kaynaklanan bazi temel niteliklere sahiptir. Firmalar
uretilecek yogurtta istenilen Ozelliklere bagimli olarak birbirinden oldukga farkli
kiltiirleri 6nermektedirler (80). Ornegin, Chr. Hansen firmasinin CH-1 koduyla
pazarladigi liyofilize formdaki S. thermophilus kaltirinin temel 6zelligi normal asitlik
saglama, CH-3 (filant) kadlturGnin temel Ozelligi ise Uurline viskoz karekter
kazandirmadir. Labor Wiesby’'nin Yoghurt 2 yogurt kultGrinden normal, Yoghurt
2'den ise viskoz yogurt Uretimlerinde yararlaniimaktadir. Bireysel bakteri kulturleri ve
yogurt kultlrlerindeki bakterilerin fajlara duyarliliklari ve asetaldehit Uretme
kapasiteler de farkl farkhdir.

Ulkemizdeki ileri teknoloji uygulayan yogurt Ureticisi bazi firmalar yogurt starter
kaltaruna, farkh starter Ureticisi kuruluslara ait iki veya veya daha fazla sayidaki S.
thermophilus ve L. bulgaricus kultirana belli oranlarda karistirarak da elde
edebilmektedir. Diger taraftan, yogurt Ureticileri, Gretimde sUrekli olarak ayni yogurt
starter kalturinu kullanmamakta ve zaman zaman ayni kurulusun farkh tipteki bir
starterini ya da farkl kurulusa ait bir starteri rotasyona sokmaktadir. Rotasyondaki
temel amag ise, isletmedeki olasi bakteriyofaj sorununun ustesinden gelmektir.

Ulkemizde genellikle yerel retimin sdz konusu oldugu kiigiik 6lgekli ve ilkel Gretim

yapan bir ¢ok yogurt Ureticisi firma ise gogunlukla, ileri teknolji uygulayan firmalarin
urettigi yogurtlari kendi Uretimlerinde yogurt kultira olarak kullanmaktadir. Bu durum
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evlerde yapilan yogurt Uretimleri icin de gecerlidir. Kiguk yerel igletmeler bunun da
Otesinde, ¢gogu zaman bir 6nceki Uretimlerindeki yogurttan da yogurt kultlrd olarak
yararlanabilmektedirler. Ancak bu igletmelerde, herzaman igin kaliteli yogurt uretimi
s6z konusu olamamakta ve kalite surekliligi bulunmamaktadir. Kalitenin
yakalanamamasinin en onemli nedeni, ileri teknoloji uygulayan yogurt Ureticilerinin
kullandigi ticari starter kaltirlerin sahip oldugu 6zelliklerdir. Ticari starter kulturlerin
¢ok sayida pasaj yapmaya uygun olmadigi ve birka¢ pasajdan sonra Kkaliteyi
belirleyen niteliklerini kaybettigi bilinen bir gergektir. Bu durumun buyuk ol¢lide, ticari
yogurt starteri pazarlayan kuruluslarin bu ozellikleri tasiyan bakteri suslarini secip
kullanmasindan veya secilen bakteri suslarina bu yonde kazandirilan genetik
Ozelliklerden kaynaklandigi dustnutlmektedir.

Bu agiklamalar genel olarak degerlendirildiginde; Ulkemizdeki yogdurt dUretimlerinde,
dolaysiz veya dolayli olarak uluslararasi ticari starter Ureticisi kuruluslara ait yogurt
starter bakteri suslarinin kullanildi§i ortaya ¢ikmaktadir. Turkiye’'de ilk modern st
fabrikasi 1957 yilinda Atatirk Orman Ciftligi'nde kurulmus ve faaliyete gecmigtir.
1963 yilinda ise o&rnek tesisler kurmak ve isletmek yoluyla Turkiye’de st
endustrisinin gelismesine katkida bulunmak amaciyla Turkiye Sut Endustrisi Kurumu
kurulmus ve bu kurulusun ilk fabrikalari istanbul, izmir ve Adana’da 1968 yilinda
faaliyete gecmigtir. Turkiye’de gergcek anlamda saf kultir kullanimina bu modern
tesislerde 1970’li yillarda baslandigi bildiriimektedir. Buna karsin, Chr-Hansen’s
Danimarka’da 1890 yilinda, Amerika Birlegik Devletleri’'nde ise Marchall laboraturlari
1906 yihinda peynir ve tereyadi icin tek ticari saf kllturi Uretip pazarlamaya
baslamigtir (81).

Bu tarihsel gelisime paralel olarak Ulkemiz arastiricilari tarafindan yogurtlardan izole
edilen laktik asit bakterilerinin starter olarak secilme ve kullaniima olanaklari Gzerine
calismalar yapildigi da gorulmektedir. Ankara piyasasindan toplanan farkh yogurt
orneklerinden izole edilen yogurt bakterilerinin tanimlanmalari fenotipik yontemlerle
yapilmis ve elde edilen suslarin aktifliklerinin saptanmasi amaciyla proteolitik aktivite
ve laktik asit Uretimi gibi Ozellikleri incelenmigtir. Bundan sonra starter sus
kombinasyonlari  olusturularak  yogurt Uretimine uygunluklari  organoleptik,
mikrobiyolojik ve aroma maddelerinin olugmasi agisindan incelenerek ortaya
konmaya calisiimistir (82). Bir bagka calismada ise izmir ve gevresinden toplanan
yogurt Orneklerinden izole edilen ve fenotipik yontemlerle tanimlanan yogurt
bakterilerinin Ozelliklerinin belirlenmesi ve saf kultir halinde Uretilmesi konusunda
arastirmalar gergeklestirildigi gortlmektedir (83).

Bu belirlemeler dogrultusunda, dlkemizde yerel ve orjinal yogurt starter bakterilerinin
izolasyonu ve karakterizasyonu ve bunlardan yogurt Gretimine uygun olanlarin segimi
konusundaki arastirmalarin, izolasyon i¢in uygun ve orjinal kaynaklarin secilmesi ve
genetik calismalara da agirlik verilerek gergeklestriimesi gerekliligi ortaya
clkmaktadir.

Ulkemiz acisindan énemli olan diger bir konu ise, siit ve Urlinleri sanayiinin gelisimine
bagl olarak yogurt Uretimi icin starter kultur temini agisindan yurtdigi kaynaklara
bagimli olmamiz ve bunun igin ¢ok buylk ekonomik harcamalar yapma
zorunlulugunda kalmamizdir.

37



Kaynaklar

1. Axelsson, L.T., 1993, Lactic acid bacteria : classification and physiology, Lactic Acid
Bacteria. Salminen, S., vonWright, A. (eds), Marcel Dekker, Inc., Newyork, 433s

2. Schleifer, K.H., Ehrmann, M., Beimfohr, C., Brockmann, E., Ludwig, W., Amann, R.,1995,
Application of molecular methods for the classification and identification of lactic acid
bacteria, Int.Dairy Journal. 5,1081-1094

3. Low, B.A.,Hansen,E.B.,1997,Microbiology and Biochemistry of cheese and fermented
milk , Low, B.A. (eds), Blackie Academic and Professional, London, 337s.

4. Scheleifer, K.H., Ludwig, W., 1994, Phylogenetic relationships of lactic acid bacteria. The
Lactic Acid Bacteria, Vol 2, The Genera of Lactic Acid Bacteria, Wood, B.J.B., Holzapfel,
W.P. (eds), Chapman and Hall, London.

5. Ludwig, W., Neumaier, J., Klugbauer, N., Brockmann, E., Roller, C., Jilg, S., Reetz, K.,
Schachtner, |I., Ludwigsen, A., Wallner, G., Bachleitner, M., Fischer, U., Scheleifer, K.H.,
1993, Phylogenetic relationships of bacteria, Antonie van Leeuwenhoek. 64, 285-304

6. Davidson, B.E., Kordias, N., Dobos, M., Hillier, A.J., 1996, Genomic organization of lactic
acid bacteria, Antonie Van Leeuwenhoek International Journal of General and Molecular
Microbiology. 70, 161-183.

7. Vuyst, E.D.,Vandamme, B., 1994, Bacteriocins of Lactic Acid Bacteria, Blackie
Academic,London,1-91p.

8. Krieg, N.R., Holt, J.G., 1984, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Williams and
Wilkins, Baltimore, pp 1043-1234.

9. Farrow, J.A.E., Collins,M.D., 1984, DNA base composition, DNA-DNA homology and
long—chain fatty acid studies on Streptococcus thermophilus and Streptococcus salivarius,
J.Gen.Microbiology. 130, 357-362

10. Wood, B.J.B., Holzapfel, W.H., 1995, The Genera of Lactic Acid Bacteria, Vol.2, Blackie
Academic and Professional, London, 398 p.

11. Marshall, V.M.E., 1987, Fermented milks and their future trends: microbiol aspects.
Journal of Dairy Research, 54, p 559-574.

12. Tamime, A. Y., Deeth, B.C., 1980, Yoghurt: Techcnology and Biochemistry, Journal of
Food Protection, Vol. 43, No : 12, p 939-977.

13. Mercenier, A., 1990, Molecular genetics of Streptococcus thermophilus, FEMS Microbiol.
Reviews, 87, 61-78.

15. Parker, M.T.,1983, Streprococcus and Lactobacillus : Principles of Bacteriology, virology
and immunity. Topey and Wilson, G.S. (Eds), London, 173-211.

16. Wang ,T.T., Lee, B.H., 1997, Plasmids in Lactobacillus, Critical Rewiews in
Biotechnology, 17(3) 227-272.

17. Rademaker, J.L.W., De Bruijn, F.J., 2000, Characterization and classification of
microbes by rep-PCR genomic fingerprinting and computer —assisted pattern analysis,

18. Busch, U., Nitschko, H., 1999, Methods for the differentiation of microorganisms, Journal
of Chromatography B. 722,263-278

19. Moschetti, G., Blaiotta, G., Aponte, M., Catzeddu, P.,Villani, F., Deiana, P., Coppola,S.,
1998, Random amplified polymorphic DNA and amplified ribosomal DNA spacer
polymorpism : powerful methods to differantiate Streptococcus thermophilus strains,
Journal of Applied Microbiology. 85,25-36

38



20. http//w.w.w.msu.edu.edu./user/debruijn/dna1-4.htm.

21. Rogosa, M., Wiseman, R.F., Mitchell, J.A., Disraely, M.N., Beaman, A.J.,1953, Species
differantation of oral lactobacilli from man including description of Lactobacillus salivarius
nov. spec. and Lactobacillus cellobiosus nov. spec., Journal of Bacteriology, 65, p 681-698.

22. Sharpe, M.E., 1979, Identification of lactic acid bacteria. Identification Methods for
Microbiologists. eds. Skinner, F.K. and Lovelock, D.V., Academic Press, London, p 233-259.

23. Collins, C.H., Taylor, C.E.D., 1967, Microbiological Methods, 2" edition, Butterworth Co.
Ltd., London, 404 p.

24. Hitchener, B.J., Egan, A.F., Rogers, P.J., 1982, Characteristics of lactic acid bacteria
isolated from vacuum-packaged beef, Journal of Applied Bacteriology. 52,31-37

25. Surmeli, G., Tunail, N., Késker, O., 1982, Laktik asit bakterilerinin izolasyonunda
kullanilan besiyerlerinin karsilastirilmasi Uzerinde arastirmalar, Gida, 1, 3-9.

26. Schillinger, U., Lucke, F.K., 1987, Identification of lactobacilli from meat and meat
products, Food Microbiology, 4, 199-200.

27. Temiz, A., Yilmazer, A.N., 1998, Identification of lactic acid bacteria isolated from tarhana
during fermentation, Acta Alimentaria. 27 (3), 277-291.

28. Mannu, L., Comunian, R., Scintu, M.F., 2000, Mesophilic Lactobacilli in Fiore Sardo
cheese : PCR-identification and evolution during cheese ripening, International Dairy
Journal. 10, 383-389

29. Sharpe, M.E., Fryer, T.F., Smith, D.G., 1966, ldentification of lactic acid bacteria.
Identification Methods for the Microbiologistseds. Gibbs, B.M. and Skinner, F.K., Academic
Press, London, 145 p.

30. Tunail, N. 1982, Yodurtlardan izole edilen bazi termobakterilerin identifikasyonlari ve
izolatlarin DNA homolojileri, Mikrobiyoloji Bulteni. 16,113-123

31. Oyewole, O., Odunfa, S.A., 1990, Characterization and distiribution of lactic acid bacteria
in cassava fermentation during fufu production, Journal of Applied Bacteriology.68,145-152

32. Lick, S., Keller, M., Heller, K.J. , 1996, Identification of starter cultures in thermally treated
yogurt, Journal of Dairy Research, Vol. 163, Iss 4, pp 607-613.

33. Khaled, D.K., Neilan, B.A., Henriksson, A., Conway, P.L., 1997, Identification and
phylogenetic analysis of Lactobacillus using multiplex RAPD-PCR, FEMS Microbiology
Letters. 153,191-197

34.Falsen, E., Pascual, C., Sjéden, B., Ohlen, M., Collins,M.D.,1999, Phenotyping and
phylogenetic characterization of a novel Lactobacillus species from human sources :
description of Lactabacillus iners sp. nov., Int. Journal of Systematic Bacteriology. 49, 217-
221.

35. Kilijn, N., A.H., Weerkamp, De Vos, W.M., 1991, Identification of mesophilic lactic acid
bacteria by using polymerase chain rection amplified variable regions of 16S rRNA and
specific DNA probes. Appl. Environm. Microbiol., 57, p 3390-3393.

36. Stefan, R. 1., Atlas, R.M., 1991, Polymerase Chain Reaction,Application in
Environmental Microbiology.45,137-161

37. Gasson,M.J.,De Vos,W.M., 1994, Genetics and Biotechnology of Lactic Acid Bacteria,
Blackie Academic and Professional,London,398p

38. Swamithan, B., Feng, P. , 1994, Appl. Environ. Microbiol., 48, pp 401-426

39. Watson, J.D., Gilman, M., Witkovski, J. Zoller, M., 1992, Recombinant DNA, Scientific
American Books, USA.

39



40. igcan, M., Acik, L., Ozkara, A., Kocagbz, T., Akbiyik, F., Hizel, N., 2000, Klinik
Laboratuvarlarda molekiler yontemler, Turk Biyokimya Dernegi, Ankara

41. Griffin,H.G.,Griffin,A.M., 1994, PCR : Technology Current Innoviations, CRC Press, USA.

42. Maniatis, R.; Fritsh, E.F.; Sambrook, J.,1982, In Molecular Cloning : A laboratory Manual,
Cold Spring Harbos, New York.

43. Moschetti, G., Blaiotta, G., Aponte, M., Mauirello, G., Villani, F., Coppola, S., 1997,
Genotyping of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus an determination of the number
and forms of rm operons in L. delbrueckii and its subspeices, Research
Microbiology.148,501-510

44. Salzano, G.,Moschetti, G.,Villani, F., Pepe, O., Mauirello, G., Coppola, S. 1994,
Genotyping of Streptococcus thermophilus evidenced by restriction analysis of ribosomal
DNA , Research Microbiology. 145, 651-658

45.Collins,M.D.,Rodriuges,U.,Ash,C.,Aquirre,M.,Farrow,J.A.E.,Martinez,M.A.,Phillips,B.A., Wil
liams,A.M.,Wallbanks,S.,1991, Phylogenetic analysis of the genus Lactobacillus and related
lactic acid bacteria as determined by reverse tranacriptase sequencing of 16S Rrna, FEMS
Microbiology Letters. 77,5-12

46. Rudtong,S.,Tannock,G.W.,1993,Differentiation of Lactobacillus strains by ribotyping,
Applied and Environmental Microbiology.59(10),3480-3484

47. Hertel, C., Ludwig, W., Pot, B., Kersters, K., Schleifer, K.H., 1993, Differentiation of
Lactobacilli occuring in fermented milk products by using oligonucleotide probes and
electrophoretic protein profiles, System. Appl. M.16

48. Pot, B., Hertel, C., Ludwig, W., Descheemaeker, P., Kersters, K., Schleifer, K.H.,1993,
Identification and classification of Lactobacillus acidophilus L.gasseri and L. johnsonii
strains by SDS-PAGE and rRNA-targeted oligonucleotid probe hybridization, Journal of
General Microbiology. 139,513-517

49. Tannock, G.W., Tilsala, T.A., Radtong, S., Ng, J., Munro, K., Alatossava, T., 1999,
Identification of Lactobacillus isolates from the gastrointestinal tract, silage and yoghurt
by 16S-23S rRNA gene intergenic spacerregion sequence comparisons, Applied and
Environmental microbiology. 65,4264-4267

50. Senini, L., Coppa, F., Cocconcelli, P.S., 1997, Use of rRNA — targeted oligonucleotide
probes for the characterization of the microflora from fermentation of Fontina cheese, Food
Microbiology. 14, 469-476

51. Drake, M., Small, C.L., Spence, K.D., Swanson, B.G., 1996, Rapid detection and
identification of Lactobacillus spp. in dairy products by using the polymerase chain
reaction, Journal of Food Protection. 59 (10) 1031-1036.

52.Chen,D.,Coulan,J.,Funel,A.L.,Chan,Y.N.,2000, Comprative analysis of the genes
encoding 23S-5S Rrna intergenic spacer regions of Lactobacillus case I-related strains, Int.
Journal ofSystematic and Evoluti onary Microbiology .50,471-478

53. Sohier, D., Coulan, J., Funel, A.L., 1999, Molecular ident_ification of Lactobacillus
hilgardii and genetic relatedness with Lactobacillus  brevis, Int. Journal of Systematic
Bacteriology. 49, 1075-1081.

54. Chagnaud, P., Machinis, K., Coutte, L.A., Marecat, A., 2001, Rapid PCR based
procedure to identfy lactic acid bacteria: application to six common Lactobacillus species,
Journal of Microbiological Methods. 44,139-148

55. Escalante, A., Wacher, C., Forres, A., 2001, Lactic acid bacteria diverst in the traditional
Mexican fermented dough pozol as determined by 16S rDNA sequence analysis, Int.
Journal of Food Microbiology. 64, 21-31

40



56. Corsetti, A., Lovermicocca, P., Morea, M., Baruzzi, F., Tosti, N.,Gobbetti, M., 2001,
Phenotypic and molecular identification and clustering of lactic acid bacteria and yeasts
from wheat (species Triticum durum and Triticum aestivum) sourdoughs of southern ltaly,
Int. Journal of Food Microbiology.64,95-104

57. Sineo, L., Martini, R., Borghi, G., Failli, M., 1993, Analysis of genetic markers by
random amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-PCR), Boll. Chim.
Farmaceutico. 132, 201-202

58. Brown, T.A., 1995, Gene clonning an introduction, Chapman & Hall, London,334s

59. Torriani,S.,Zapparol,G.,Dellaglio,F.,1999, Use of PCR-Based methods for rapid
differentiation of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and L. delbrueckii subsp.
lactis, Applied and Environmental Microbiology . 65(10),4351-4356

60. Dicks, L.M.T., Silvester, M., Lawson, P.A., Collins, M.D., 2000, Lactobacillus fornicalis
sp. nov., isolated from the pasterior fornix of the human vagina , Int. Journal of
Systematic and Evol. Microbiology. 50, 1253-1258.

61. Gillespie, B.E., Jayarao, B.M., Oliver, S.P., 1997, |dentification of Streptococcus species
by randomly amplified polymorphic deoxribonucleic acid fingerprinting, Journal Dairy
Science. 80, 471-476

62. Zourari, A., Desmazeaud, M.J., 1990, Studies of S. thermophilus and L. bulgaricus
strains isolated from Greek yoghurts. Processing and Quality of Foods. Zeuthen,P., Cheftel,
J.C., Eriksson, C., Gormley, T.R., Linko, P., Paulus, K.(eds),1. Food processing, Comission
of the European Comminities, Elsevier, New York, 2.46-2.51.

63. Ruiz-Barba, JL., Piard, J.C. and Jimenez-Diaz, R., 1991, Plasmids profiles L.plantarum,
J. Appl. Bacteriol. 71, 417-421.

64. Leenhouts, K.J., Kok, J., Venema, G., 1990, Stability of Integrated plasmids in the
chromosome of L. lactis, Appl. and Environ. Microbiology. 56(9), 2726-2735

65. Akgelik, M., 1999, The conjugal plasmid pLL 10236 encodes lactose fermentation
ability, restriction/modification activity, bacteriocin production and immunity in Lactacoccus
lactis subps.lactis, LL102, Food Microbiology. 16(5), 487-494

66. Tsakalidou, E., Zoidou, E., Kalantzopoulos, G., 1992, SDS-polyacrilamide gel
electrophoresis of cell proteins from Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus strains isolated from yoghurt and cheese ,
Milchwissenchaft. 47 (5), 296-298.

67. Dunn, M.J., 1993, Gel electrophoresis : Proteins. Bias Scientific . Oxford,U.K.

68. Hames, B.D., Rickwood, D., 1990, Gel electrophoresis of proteins-A pratical
Approach,2nd edn., IRL Press, Oxford

69. Durlu, O.F., Xanthopoulos, V., Tunail, N., Litopoulou, T.E., 2001, Technologically
important properties of lactic acid bacteria isolates from Beyaz cheese made from row
ewes milk, Journal of Applied Microbiology. 91 (5), 861-870

70. Dicks, L.M.T., van Vuuren, H.J.J., 1987, Relatedness of heterofermentative La_ctobacil/us
species revealed by numerical analysis of total soluble cell protein patterns, Int.Journal
of Systematic Bacteriology. 37 (4),437-440

71. Buchanan, R.E., Gibbons, N.E., 1974, Bergey’s manual of determinative bacteriology . g
Ed.,The Williams and Wilkins Company, Baltimore, 490-593s

72. Tamime, A.Y., Robinson, R.K., 1989, Yoghurt : Science and Technology. Pergamon
Press, Oxford, p 431.

73. Kosikowski, F., 1982, Cheese and Fermented Milk Foods, Edwards Brothers, Inc., Ann
Arbor, Michigan.

41



74. Yaygin, H., 1999, Yogurt Teknolojisi, Akdeniz U.Z.F. yayinlari, Antalya, 331s.

75. Konar, A., 1995, Yogurda islenecek sutin isitiimasi ve kaliteli yogurt Ure_’giminde
uygulanabilecek sicaklik ve slrenin belirlenmesi. Yogdurt, 3. Milli Sit ve St Urlnleri
Sempozyumu, Milli Prodiktivite Merkezi yayinlar , no:58, Ankara

76. Rasic, J., Kurman, D.A., 1978, Yoghurt :Technical Dairy Publishing House , 39, DK-
2720 Vanise, Copenhagen, Denmark

77. Barrantes, E., Tamime, A.Y., Sword, A.M., 1994, Production of low colorie yogurt using
skim milk powder and fat substitue, Milchwissenschaft. 49 (5), 263-266.

78. Robinson, R.K., Tamime, A.Y., 1976, J.Soc. Dairy Technol., 29, 48.

79. Kneifel, W., Ulberth, F., Erhard, F., Jaros, D., 1992, Aroma profiles an sensoryproperties
of yogurt and yogurt products. |. Screening of commercially avaliable starter cultures,
Milchwissenschaft - Milk Science International, 47, 6, p 362-365.

80. Atamer, M.,Oner, Z., Cavusg,A., 1989, Chr. Hansen yogurt kdiltirlerinden yararlanilarak
uretilen set-tipi yogurtlarin bazi kalite 6lgutlerinin karsilastiriimasi, Gida. 14 (2), 99-103

81. Yaygin, H., Kilig, S., 1993, Sit Enduistrisinde Saf Kiiltir,Altindag Matbaacilik, izmir,105s.

82. Beyatl, Y.A.H., 1982, Yogurtlardan izole edilen kimi bakterilerin starter olarak segilme
olanaklari, Doktora Tezi, A.U.Z.F.,Ankara

83. Yaygin, H., 1980, Yogurtlardan izole edilen Lactabacillus bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus bakterilerinin 6zellikleri ve saf kiltlr halinde Uretilmesi Uzerinde arastirmalar,
Doga, 4,122-127

42



