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Laktik asit bakterileri (LAB), son uriin olarak laktik asit Uretimi igin karakterize edilen,
fermente edici, aside toleransl bakterilerin bir grubudur. Laktik asit bakterileri Gram
pozitif koklar veya ¢ubuklardir; mikro-aerofilik, aside toleransli, katalaz negatiftir,
genellikle sporsuzdur, diisiik guanin sitozin (GC) igerigine sahip hareketsizdir. Starter
kiltir olarak gida endistrisinde siklikla kullanilan laktik asit bakterilerinden biri
Streptokok cinsi Streptococcus salivarius subsp. thermophilus bakterisi yogurt tiretimi

icin tarih boyunca baslatici kiiltiiriin bir parcasi olmustur.

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ile yapilan ticari fermantasyonlar, tiire 6zgi
faj enfeksiyonuna duyarhidir. Bu mikroorganizmanin yer aldigi siit fermantasyonu
sistemlerinin olas1 bir virtilent fajla kontaminasyonu, ortamda bulunan starter kilttrleri
parcalayarak {iriin kaybina neden olabilmektedir. Bu sebeple Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus’un bakteriyofaj direncinin olusumunu ve tespiti amaciyla CRISPR-
Cas sistemlerinin tespiti biiyilk onem tagimaktadir. CRISPR-Cas sistemleri, ¢ogu

prokaryotta dogal bir bagisiklik sistemi gorevi gbérmesinin yani sira, yeni gelistirilen



genom modifikasyonlar1 ve evrimsel arastirmalarda da bir ara¢ olarak kullanilabilir.
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, CRISPR sistemlerinin incelenmesi ve

uygulanmasi i¢in 6nemli bir model organizmadir.

Bu ¢alismada, dncelikle referans mikroorganizma olarak segilen Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus ATCC 19258 susunun CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip 11-C bolgelerine
ait Cas9 ve Csn2 genlerinin in silico olarak belirlenmistir. Daha sonra CRISPR-Cas Tip
I1-A bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genlerine ve Tip I1-C bélgesine ait Cas9 genine spesifik
primer tasarimi yapilmistir. Son asamada ise Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii FoodOmics Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip 11-A ve Tip I11-C bolgelerinin
tespiti amaciyla kalitatif QPCR uygulamasi yapilarak CRISPR-Cas TIP 1II sisteminin

tespiti ve tanimlamasi tamamlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus thermophilus, CRISPR-Cas Tip lI-A, CRISPR-Cas
Tip 11-C, Cas9, Cas2.
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Lactic acid bacteria (LAB) are a group of bacteria characterized by their ability to produce
lactic acid as the final product. They are fermentative, acid-tolerant bacteria. Lactic acid
bacteria can be Gram-positive cocci or rods; they are microaerophilic, acid-tolerant,
catalase-negative, generally non-spore-forming, and have low guanine-cytosine (GC)
content. One of the lactic acid bacteria commonly used in the food industry as a starter
culture is the Streptococcus genus, particularly the Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus bacterium, which has been a part of starter cultures for yogurt production

throughout history.

Commercial fermentations with Streptococcus salivarius subsp. thermophilus are
sensitive to specific phage infections. Contamination of milk fermentation systems
containing this microorganism with a virulent phage can lead to product loss by breaking
down the starter cultures present in the environment. Therefore, the detection of the
bacteriophage resistance of Streptococcus salivarius subsp. thermophilus is of great
importance for the formation and identification of CRISPR-Cas systems. CRISPR-Cas

systems not only serve as a natural immune system in most prokaryotes but can also be



used as a tool in newly developed genome modifications and evolutionary research.
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus is an important model organism for the

study and implementation of CRISPR systems.

In this study, the Cas9 and Csn2 genes of the CRISPR-Cas Type II-A and Type 1I-C
regions of the selected reference microorganism Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus ATCC 19258 strain were determined in silico. Subsequently, specific
primers for the Cas9 and Csn2 genes of the Type I1-A region and the Cas9 gene of the
Type 11-C region were designed. In the final stage, a qualitative gqPCR application was
performed to detect the CRISPR-Cas Type 1I-A and Type 1I-C regions of Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus strains in the Hacettepe University Food Engineering
Department FoodOmics Laboratory Culture Collection, completing the detection and

characterization of the CRISPR-Cas Type Il system.

Keywords: Streptococcus thermophilus, CRISPR-Cas, Type II-A, Type II-C, Cas9,
Cas2.
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1. GIRIS

Streptococcus salivarius  subsp. thermophilus (Streptococcus thermophilus, S.
thermophilus, St), laktik asit bakterilerinin énemli bir tirtudir ve 6zellikle stt ve sit
tirlinlerinin fermentasyonunda rol oynar; yogurt, peynir ve diger fermente siit {iriinlerinin
tiretiminde kullanilir. Bu bakterinin kesfi, 20. yiizyilin baslarinda ve 6zellikle yogurt
uretimi ile ilgilenen bilim adamlar: tarafindan yapilmistir. Streptococcus thermophilus
bakterisinin hammaddesi olan yogurt, tarih boyunca birgok kiiltiiriin bir pargast olmakla
birlikte son yiizyilda test ve gelistirme c¢alismalari, bu Uriniin daha genis bir sekilde
kullanilmasina ve daha uzun raf émriine yol agmistir. Ancak, bu bakterinin varligi ve
onemi hakkinda bilimsel bir ¢alisma, 19. yiizyilda Fransiz bilim insan1 Elie Metchnikoff
tarafindan yapilmigtir. Metchnikoff, 1908 yilinda yayimladig1 "Yas Hemen Her Derde
Care" adli kitabinda, yogurdun insan saglig1 iizerinde olumlu etkilere sahip oldugunu 6ne
stirmiigtiir. Bu ¢alisma, Streptococcus thermophilus'un saglik tizerinde olumlu etkileri
hakkinda ilk bilimsel kanitlardir. Daha sonra, 20. yilizyilda yapilan arastirmalar,
Streptococcus thermophilus'un sit Grlnlerinin fermentasyon sirecinde laktik asit
irettigini ve bu siirecin iriinlerin lezzetini iyilestirdigini gdstermistir. Ayrica, bu
bakterinin probiyotik ozelliklere sahip oldugu ve bagisiklik sistemi iizerinde olumlu
etkilere sahip olabilecegi de kesfedilmistir. Bugiin, Streptococcus thermophilus, yogurt
tretimi ve diger fermente siit Uiriinleri endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
bakteri, yogurt iiretimi siirecinde diger laktik asit bakterileri ile birlikte ¢alisarak, {irtinlin
kivaminin diizglin olmasini, besin degerinin artmasini ve mikrobiyal gilivenliginin

saglanmasini saglar.

Bilim insanlari, CRISPR-Cas9 sistemlerinin spesifik DNA dizilerini tanimasindan
yararlanmakta ve bunu yeni 6zellikleri olan mikroorganizmalarin gelistirilmesi siirecinde
uygulamaktadir. CRISPR, Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar,
bakterilerin dogal bagisiklik sistemidir ve 6zellikle DNA bazli bakteri viruslerine karsi
savunma mekanizmasi olarak gorev yapar. Ayn1 zamanda CRISPR-Cas9 sisteminin de
temelini olusturur. CRISPR molekiilii, molekiil boyunca tekrarlanan ve diizenli araliklara
sahip kisa palindromik DNA dizilerinden olusur. Bu dizilerin arasinda, daha once

bakterilere saldiran organizmalarin yabanci DNA dizileri olan "aralayicilar" bulunur.



CRISPR molekiilii ayrica CRISPR ile iligkili genleri veya Cas genlerini de igerir. Bunlar,
sirastyla helikaz ve niikleaz adi verilen, DNA'y1 ¢6zen ve DNA'y1 kesen proteinleri
kodlar.

Bu sistem, bakteri genomundaki DNA dizilerini hedefleyebilir ve istenmeyen parcalari
kesip ¢ikarabilir. Bakteriler CRISPR sistemi ile tekrarlanan virlis saldirilarina karsi
bagisiklik kazanir. CRISPR bagisiklik sistemi, bakterileri adaptasyon, CRISPR RNA'nin
uretimi ve hedefleme gibi ti¢ adim araciligi ile korur: Bir virusten gelen DNA, bakterileri
istila ettiginde viral DNA, kisa segmentlere islenir ve tekrarlar arasinda yeni bir
aralayiciya donistiiriiliir. Bunlar 6nceki enfeksiyonlarin genetik hafizasi olarak gorev
yapar. Ikinci olarak, aralayicilar ve Cas genleri dahil olmak iizere transkripsiyona
ugrayarak tek sarmalli bir RNA olusturur. Ortaya ¢ikan tek sarmalli RNA'ya, aralayicida
istilac1 viral DNA dizisinin kopyalarini iceren CRISPR RNA adi verilir. Hedefleme ise,
CRISPR RNA'lar1 viral DNA'y1 tanmimlar ve CRISPR ile iligkili proteinleri onlara

yonlendirir. Protein daha sonra hedeflenen viral materyali pargalayip yok eder.

Bu galismada, Streptococcus thermophilus suslarinda, bakterilerin bakteriyofajlara karsi
gelistirdikleri bir gesit bagisiklik sistemi olan CRISPR-Cas Tip Il bdlgesinin tespiti
amaglanmistr. Bu amagla c¢alismanin deneysel ¢alismalar boliimii iki kisimdan olusacak
sekilde planmistir. Caligmanin birinci kismi; in silico ¢alismalardan olugsmaktadir. Bu
asamada referans olarak seg¢ilen Streptococcus thermophilus ATCC 19258 susunun tam
genom sekansi elde edildikten sonra, susun sahip oldugu CRISPR-Cas sistemlerinin
analizi gerceklestirilmistir. Burada, CRISPR-Cas Tip Il sisteminin tespiti amaciyla
secilen genlerin sekanslar: elde edilmistir. Elde edilen gen sekanslari, diger Streptococcus
thermophilus suslari ile hizalandiktan sonra, gen sekanslarinin son 400 bp’1 ile gPCR
primerleri tasarlanmistir. Tasarlanan primerler, ¢alismanin ikinci asamasimda kalitatif

PCR analizinde CRISPR-Cas Tip II sisteminin tespitinde kullanilmustir.

Calismanin ikinci kismi; in vitro ¢alismalardan olusmaktadir. Bu asamada oncelikle
onceden tanimlanmis ve stoklanmis Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi
FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan Streptococcus thermophilus

suslarinin canlandirilmas: gerceklestirilmistir. Eszamanli olarak, laboratuvar disindan



temin edilen Streptococcus thermophilus ATCC 19258 ve Streptococcus thermophilus
HUF22BDT2034 suslar1 canlandirilmis  ve kiiltiir  koleksiyonuna eklenmistir.
Canlandirilan suslarin  biyokimyasal kontrollerinin gerceklestirilmesinin ardindan
genomik DNA izolasyonu ve tasarlanan qPCR primerlerinin sentezi gergeklestirilmistir.
Primerlerin eldesi ile kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR) ile, Streptococcus
thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip Il sistemi tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, gida endiistrisinde bir¢ok fermente gida iirliniiniin liretiminde
kullanilan 6nemli bakterilerdir ve filogenetik olarak Lactobacillales takimina ait bakteri
grubudur. Laktik asit bakterileri; 6 aile, 30°’dan fazla cins ve 300’den fazla tiirii

barindirirlar [1].

Zheng ve arkadaglar tarafindan 2020 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada laktik asit
bakterilerinden Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae ailelerinin siniflandirilmasi tim
genom dizileme teknikleriyle yeniden degerlendirilmistir. Calismanin sonucu olarak
Lactobacillus cinsinin 25 cinse ayrilmasi 6nerilmistir. Cizelge 1°de 2020 yilinda Zheng
ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan calisma sonucu Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus ve Enterococcus cinsi laktik asit bakterilerinin taksonomik siniflandirilmasi

verilmistir [2, 3]

Cizelge 1. Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus ve Enterococcus cinsi laktik asit

bakterilerinin taksonomik siniflandirtlmasi (2020) [2].

Lactococcus Streptococcus Lactobacillus Enterococcus
Alem Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Sube Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes
Simif Bacilli Bacilli Bacilli Bacilli
Takim Lactobacillales Lactobacillales Lactobacillales Lactobacillales

Aile Streptococcaceae  Streptococcaceae  Lactobacillaceae  Enterococcaceae

Cins Lactococcus Streptococcus Lactobacillus Enterococcus

Laktik asit bakterileri (LAB), ana veya tek son drln olarak laktik asit Gretimi igin
karakterize edilen, fermente edici, aside toleransli bakterilerin ¢ok c¢esitli bir grubudur.

Laktik asit bakterileri Gram pozitif koklar veya ¢ubuklardir; mikro-aerofilik, aside



toleransli, katalaz negatiftir, genellikle sporsuzdur, diisiik guanin sitozin (GC) igerigine
sahip hareketsizdir. LAB, gastrointestinal sistem, agiz boslugu, solunum yolu ve vajinal
bosluk gibi insan bosluklarinin yanisira; siit, et, sebze ve bitkiler gibi ¢evresel ortamlar
dahil olmak iizere ¢ok sayida nis i¢inde yaygin olarak bulunan her yerde bulunan
mikroorganizmalar olmasina ragmen, amino asitler, vitaminler, mineraller, yag asitleri,
peptitler, niikleotid bazlar1 ve karbonhidratlar igin karmasik beslenme gereksinimlerine
sahiptirler [4, 5].

Laktik asit bakterilerinin (LAB); gida, ila¢ ve kimya endiistrilerinde ¢ok uzun yillardir
genis uygulamalart bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda laktik asit
bakterilerinin hiicre dis1 polisakkaritleri veya glukanlar1 salgilama yetenekleri de ¢ok
cesitli alanlarda ilgi uyandirmislardir. LAB’lerin salgiladiklar1 bu glukanlar, endiistriyel
olarak yararll fiziko-kimyasal 6zelliklerinden dolay1 ¢ok biiytik ticari degere sahiptir.
LAB'lerden elde edilen glukanlar; fermente gida formiilasyonlarinin reolojisini,
dokusunu, agizda biraktig1 hissi iyilestirmede ve antitiimor aktivitesi, immiinomodiilator
biyoaktivite ve antikanserojenite gibi insan saglig ilizerinde faydali fizyolojik etkiler

kazandirmada 6nemli bir rol oynamaktadir [6].

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde yogurt, peynir, eksi mayali ekmek, lahana
tursusu, tursu, bira, sarap ve diger fermente gidalar ile silaj gibi hayvan yemlerinin
yapiminda kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri ayrica prebiyotikler, ndtrasotikler,
tatlandiricilar, nemlendiriciler, kolon kanserine karsi ilag ve bagisiklik uyaricisi olarak

uygulamalari olan gesitli fonksiyonel oligosakkaritler tiretebilir [6].

Laktik asit bakterileri bulunduklar ortamin igerigindeki hegzoslari fermente ederek lastik
asit olustururlar. Bu bakteriler, laktik asit fermantasyonu sonucu meydana getirdikleri son
irtine gore iki gruba ayrilirlar: homofermantatif ve heterofermantatik laktik asit
bakterileri. Homofermantatif laktik asit bakterileri, hegzoslardan sadece laktik asit (%90-
100) olustururlar. Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise, laktik asidin (%50) yanisira
etanol, asetat ve CO: olustururlar [7].



Laktik asit fermatasyonu sonucu meydana gelen laktik asit, asetik asit, asetaldehit ve
diasetil gibi aromatik bilesikler; yogurt, peynir ¢esitleri, kefir, eksi krema, fermente ¢ig
sucuk, tarhana gibi gidalarin kendine 6zgii tadin ve aromanin elde edilmesini saglarlar.
Bundan dolay1 segilen bazi laktik asit bakterisi suslarindan starter kiiltiirler, aroma
gelistirici kiiltiirler ve probiyotik kiiltiirler tiretilmektedir. Laktik asit bakterilerinden
starter kiltiir 6zelligi gosteren bakterilerin iirettikleri laktik asit, ortamin asitliginin
artmasin1 saglar. Bu sayede asidi tolere edemeyen mikroorganizmalar bu ortamda
yasayamazlar veya yasamalar1 giiclesir. Laktik asit bakterileri aside tolaeransh
mikroorganizmalar olduklart i¢in bu ortamda rekabet¢i konumdadirlar. Bunun sonucunda
ortamda mevcut olan patojen ve diger mikroorganizmalarin inhibe edilmesini saglarlar.
Buna ek olarak laktik asit bakterilerinin hidrojen peroksit, diasetil, bakteriyosin ve
amonyak gibi metabolitleri, diger mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel 0zellik
gostermektedirler. Dolayisiyla bir gida maddesinde laktik asit bakterilerinin varlig1 ve
metabolik  aktiviteleri ile istenmeyen mikroorganizmalarin inhibe edilmesi

saglanabilmektedir [7].

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde 6zellikle fermente gidalarin iiretilmesinde starter
kiiltiir olarak, gidalarda asitlik ve aroma gelistirici, metabolitleri sayesinde antimikrobiyal
aktivite gostermeleri ve probiyotik Ozelliklerinden dolayr ¢ok &nemli bir yer

tutmaktadirlar [6].

Cizelge 2 Diinya genelinde laktik asit bakterilerinin bazi gidalarda kullanimini
Ozetlemektedir.



Cizelge 2. Diinya genelinde laktik asit bakterilerinin bazi gidalarda kullanimi [6].

Fermente ] . . .
Laktik Asit Bakterisi Ulke Kaynak
Gida
Leuconostoc mesenteroides
Latilactobacillus curvatus* Cin lahanast, turp, kirmizi
] ] ) ] ] biber, sarimsak ve
Kimchi Levilactobacillus brevis* Kore .
zencefilin fermente
Latilactobacillus sakei* karisimi
Lactiplantibacillus plantarum*
Lentilactobacillus kefiri*
Kefir Rusya Fermente sut drunleri
Levilactobacillus brevis*
Lactobacillus delbruckii subsp.
Isvicre lactis* . s .
o actis Isvigre Sut trinleri
Peyniri
Lactobacillus delbrueckii
Weissella cibaria
Naem Tayland Fermente taze domuz eti
Leuconostoc citreum
Leuconostoc mesenteroides
_ N Giiney
Mageu Pediococcus cerevisiae ) Fermente musir lapasi
Afrika
Lactococcus lactis*
Streptococcus sp. Fermente piring ve karides
Balao Balao Leuconostoc sp. Filipinler karigimi
Pediococcus sp.
Lactiplantibacillus pentosus*
Leuconostoc fallax
Gari Nijerya Fermente manyok
Weissella paramesenteroides
Limosilactobacillus fermentum*
Latilactobacillus sakei* Fermente tahil ve siit
Kishk Misir
Leuconostoc sp. karigimi
Laban Rayeb Enterococcus faecalis* Misir Fermente stitler




Lactococcus sp.
Lactobacillus sp.

Ras Peyniri Misir Sut Grdnleri
Enterococcus sp.

Pediococcus sp.

Leuconostoc mesenteroides

Lahana ) o Bat1
Lactiplantibacillus plantarum* ) . Fermente lahana
Tursusu tlkeleri

Pediococcus acidilactici

Limosilactobacillus fermentum*
Levilactobacillus brevis*
Eksi Maya Lactiplantibacillus plantarum* Avrupa Fermente tahillar
Limosilactobacillus panis*

Weissella cibaria

*isaretli suslarin orijinal kaynaktaki isimleri, BacDive veritabanindaki [8] guncel isimleri ile

degistirilmigtir.

2.3. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, bu mikroorganizmanm énemli bir tanimi
Orla-Jensen (1919) tarafindan verilmistir. Tipik S. thermophilus, onu bilinen diger

streptokoklardan agikga ayiran fizyolojik 6zelliklere sahiptir.

S. thermophilus, yalnizca sigir et suyu 6zii (beef extract) ve pepton igeren basit kat1 veya
stvi ortamlarda gelisemez, daha zengin bir ortam veya uygun karbonhidrat ile
desteklenmis bir besiyeri ortami talep eder. S. thermophilus en uygun kati besiyerinde

bile, yalnizca ¢ok kiiciik "igne noktali" koloniler iiretir [9].

Cizelge 3 Streptococcus thermophilus igin BacDive veritabani siniflandirmasini
gostermektedir. BacDive platform sistemi, her bakteri ve arke tiirli igin genis bir meta
veri yelpazesi saglar. Mevcut BacDive siiriimii, 1800'den fazla cins ve 9000'den fazla tiire

dagilmis 23.400'den fazla susu kapsamaktadir. BacDive'daki suslarin 6000'e yakini, kendi



tiirlerinin tip suslarini temsil etmektedir. BacDive, mikrobiyal ¢esitliligin tiim yonleriyle
ilgili bilgi saglamaya ¢alismaktadir ve bu nedenle 400'den fazla 6nceden tanimlanmais veri

alanini kapsamaktadir [8].

Cizelge 3. Streptococcus thermophilus i¢in BacDive siniflandirmasi [8].

Alem Bakteri
Sube Bacillota
Siif Bacilli
Takim Lactobacillales
Aile Streptococcaceae
Cins Streptococcus
Tar Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
Tam bilimsel ad1 (PNU¥) Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
Sinonim Streptococcus thermophilus

S. thermophilus, mandira ortamina yiiksek oranda adapte olmustur ve dogada yalnizca
siitten izole edilebilir. Cesitli hayvanlardan elde edilen ¢ig siitlerde diisiik seviyelerde
bulunur. >40 °C'de biiyiitiilerek secilen koloniler ¢ig siitlerden izole edildiginde, bu
mikroorganizmanin genellikle S. thermophilus oldugu kanitlanacaktir. Inkiibasyon
sicakligi, karigik bir popiilasyondan S. thermophilus'u zenginlestirmenin segici bir
yoludur. Bromokresol moru agar (BCP), S. thermophilus'u karisik bir popiilasyondan
segici olarak izole etmede ¢ok faydalidir. Tiire 6zgii DNA problarinin gelistirilmesiyle,

stipheli klonlarin pozitif tanimlamasi artik kolayca yapilabilmektedir [10].

Starter kiiltir olarak gida endiistrisinde siklikla kullanilan Streptokok cinsi S.
thermophilus ve diger laktik asit bakteri cinslerinin genel ozellikleri Cizelge 4’te

verilmistir.



Cizelge 4. Starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin cinslerinin 6zellikleri

[11].

DNA Rogosa
) Hicre Laktat
Cins __ Fermantasyon | (%G+C Agar’da
Morfolojisi? Izomeri
mol) Gelisim
Zincir sekilli
Lactococcus Homo L 33-37 -
kok
Lactobacillus Cubuk Homo/hetero D/L, D, L 32-53 4P
Leuconostoc Kok Hetero D 38-41 *
Oenococcus Kok Hetero D +
Zincir sekilli
Streptococcus Homo L 40 -
kok
Pediococcus Kok, dortli Homo D/L 34-42 +
Tetragenococcus Kok, dortll Homo D/L +

aK1sa cubuk ile kok arasinda ayrim yapmak zor olabilir. °+ Cogu sus pozitiftir.

Tabloya gore starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinden Streptococcus
cinsi mikroorganizmalarin zincir sekilli kok, homofermentatif ve L laktat izomerine
sahip, DNA’larmin GC igeriginin %40 oldugu ve Rogosa Agar (MRS Agar)’da gelisim
gostermedikleri sGylenebilir.

2.3.1.Morfolojisi ve Hiicre Yapisi

S. thermophilus, bazilar1 ¢ok uzun olabilen giftler ve zincirler halinde meydana gelen,
capt 0,7-0,9 um olan, kiiresel ila oval aras1 hareketsiz bir koktur. Bakterinin optimum
biiyiime sicaklig1 40-45 °C, minimum 20-25 °C ve maksimum 47-50°C civarindadir. S.
thermophilus arginini hidrolize etmez. Laktoz, fruktoz, stikroz ve glikoz dahil olmak
tizere sinirh sayida sekeri fermente eder. S. thermophilus, laktoz metabolizmasi sirasinda
galaktozu fermente etmez. S. thermophilus ayrica antibiyotiklere ve dezenfektanlara
nispeten duyarli olmasi ve diisiik proteolitik aktiviteye sahip olmasiyla da karakterize
edilir. Streptokoklar arasinda gruba 6zgii antijen igermemesi bakimindan benzersizdir

[10].
Streptococcus thermophilus’un morfolojik 6zellikleri Cizelge 5’de dzetlenmistir.
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Cizelge 5. Streptococcus thermophilus'un morfolojik 6zellikleri [8].

Hemoliz tipi Beta

Hemoliz yetenegi -

Inkiibasyon periyodu 1-2 giin

S. thermophilus; beta hemoliz yapabilirler fakat alfa ve gama hemoliz yetenegi bulunmaz
(bu yetenege sahip streptokoklar hastalik etmenlerdir) ve 1-2 gunlik bir inkiibasyon

periyoduna sahiptirler.

2.3.2. Hucresel Gelisimi

S. thermophilus suslarinin biiytimesinde biiyiik bir ¢esitlilik vardir. Bazilar1 siitii hizh
asitlendiren tiirlerdir ve diger suslarin siitte etkili biiylime i¢in karmasik ihtiyaglari vardir.
S. thermophilus suslari, bliylime i¢in serbest amino asitlere ihtiya¢ duyar. Bunlar arasinda
glutamik asit, histidin, metiyonin, sistin, valin, 16sin, izoldsin, triptofan, arginin ve tirozin
bulunur. Bu bakteriler, hidrolize protein veya maya ozleri iceren ortamlarda iyi gelisir.
Cig inek siitiindeki mevcut nitrojenin diisiik seviyesi, bakterinin iyi bir hiicresel gelisimini
desteklemek icin yetersizdir ve takviye gereklidir. Bu dogrultuda ¢ig siitte S.

thermophilus gelisimini desteklemek i¢in sunlar yapilabilir:

e Yogurt iiretimi i¢in siitiin 1sitilmasi (peynir alt1 suyu proteinlerinin ¢okeltilmesi
icin yeterli),

e S.thermophilus "un uygun (proteolitik) bir Lactobacillus kiiltiirii ile eslestirilmesi.

S. thermophilus, sterilize edilmis sulandirilmis yagsiz kurutulmus siitte hizla iirer ve gaz
icermeyen saglam bir piht1 olusturur [10]. S. thermophilus'un gelisimi i¢in gerekli ortam

ihtiyaci Cizelge 6’da 6zetlenmistir.
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Cizelge 6. Streptococcus thermophilus'un gelisimi i¢in gerekli ortam ihtiyaci [8].
Todd-Hewitt Medium (DSMZ Medium 697)

MRS Medium (DSMZ Medium 11)
Gelistigi besiyeri Columbia Blood Medium (DSMZ Medium 693)

Medium 6 - Columbia Agar, 10 % at kan1

M17 Medium
Gelisim sicakhig 37-42 °C
Gelistigi sicaklik aralhigi Mezofilik
Oksijen ihtiyaci Aerob
Oksijen toleransi Mikroaerofil

S. thermophilus gelisimi i¢in Todd-Hewitt Medium (DSMZ Medium 697), MRS Medium
(DSMZ Medium 11), Columbia Blood Medium (DSMZ Medium 693), Medium 6 -
Columbia Agar ve M17 Medium besiyerlerinin icerigine ihtiya¢ duyan, optimum gelisim

sicaklig1 37-42 °C olan mezofilik, aerobik ve mikroaerofil olan bir mikroorganizmadir.

2.3.3. Streptococcus thermophilus’un Biyokimyasal Olarak Tanimlanmasi

Bir bakteri izolatinin herhangi bir analizine baglamadan once, kiiltiiriin safliginin
dogrulanmas1 gerekir. Bir biyokimyasal testin tekrarlanabilirligi, testin bir tanimlama
prosediiriinde giivenilir bir adim olmas1 agisindan temel 6neme sahiptir. Bakterilerin
siniflandirilmasinda kullanilan yontemlerin uluslararas: diizeyde standardize edilmesi ve

dikkatle uygulanmasi oldukga 6nemlidir [12].

2.3.3.1. Bakterilerin Makroskobik ve Mikroskobik Morfolojilerinin Incelenmesi

Bakterilerin morfolojilerinin incelenmesi ic¢in bir¢ok farkli yontem ve teknik
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda makroskobik ve mikroskobik incelemeler yer

almaktadir. Iste bu incelemeleri yaparken kullanilan bazi kaynaklar:
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Mikroskobik incelemeler:

1. Isik mikroskobu: Bakterilerin mikroskobik yapisini, sekil ve biiyiikliiklerini
incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Isik mikroskobu, bakterileri 1s1k
kaynagindan gecirerek objektif lensler ve mercekler araciligiyla biiyiitiir [13].

2. Elektron mikroskobu: Isik mikroskobundan daha yiiksek c¢oziinirlik ve
biiyiitme saglayan bir tekniktir. iki tip elektron mikroskobu vardir: taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope - SEM) ve gecirimli
elektron mikroskobu (Transemission Electron Microscope, TEM). SEM, yiizeyin
detaylarin1 incelemek icin kullanilirken, TEM, kesitlerin i¢ yapisint incelemek
icin kullanilir [14].

3. Floresan mikroskopi: Bakterilerin 6zel boyalarla isaretlenmesi ve floresan
mikroskopi kullanilarak incelenmesidir. Fliioresan boyalar, bakterileri belirli
bilesenlerine gore etiketleyebilir ve bu sayede hiicrenin farkli yapilarin1 veya

organellerini vurgulayabilir [15].

Makroskobik incelemeler:

1. Kiiltiir teknigi: Bakterilerin laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasi ve
kultirlenmesidir. Bu teknik, bakterilerin gozle gorulebilen koloniler halinde
biiytimesini saglar [16].

2. Biyokimyasal testler: Bakterilerin ¢esitli enzimlerini ve metabolizma {irlinlerini
test etmek i¢in kullanilan tekniklerdir. Bu testler, bakterilerin kimyasal profillerini
analiz ederek tanilamaya yardimet olur [17].

3. Molekuler biyoloji teknikleri: Bakterilerin DNA'sin1 analiz etmek ve molekiiler
diizeyde tanilamak icin kullanilan yontemlerdir. Bunlar arasinda PCR, DNA

dizileme, elektroforez gibi teknikler bulunmaktadir [18].

2.3.3.2. 37°C¢de Gelisim Testi

S. thermophilus, laktik asit bakterilerinden biridir ve 37°C sicaklikta optimum gelisme
saglar. Bu bakterinin gelisim testi, S. thermophilus’un belirli bir sicaklikta (37°C) nasil

gelisim gosterdigini degerlendirmek icin yapilir.
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Bu testin amaci, S. thermophilus'un belirli bir sicaklikta optimum biiyiime saglayip
saglamadigin1 belirlemektir. Bu test, laboratuvar ortaminda S. thermophilus'un Uretim
performansin1 ve tiretim siireclerinde kullanilabilirligini degerlendirmek icin de

kullanilabilir.

S. thermophilus'un gelisim testi, farkli besiyerlerine bakterinin ekilmesini ve belirli bir
sicaklikta inkiibe edilmesini igerir. Genellikle M17 Agar gibi bir besiyeri kullanilir. Bu

agar, Streptococcus'larin bliyiimesini destekleyen bir besin kaynagi igerir.

S. thermophilus'un gelisim testi asagidaki adimlari igerebilir [19]:

e M17 Agar besiyerinin hazirlanmasi: M17 Agar besiyeri, iiretici talimatlarina
gore hazirlanir ve oda sicakliginda sterilize edilir.

e Streptococcus thermophilus'un bakteri susunun hazirlanmasi: Iyi karakterize
edilmis bir S. thermophilus susu kullanilir. Bu sus, uygun besiyerinde ekilir ve
inkiibe edilerek ¢ogaltilir.

e Besiyerin inokulasyonu: M17 Agar besiyeri, Streptococcus thermophilus susu
ile bulagtinlir. Bu, steril teknik kullanilarak yapilir ve besiyerine
mikroorganizmanin esit bir sekilde yayilmasi saglanir.

e Inkiibasyon: Besiyerine bulasmis S. thermophilus susu, belirli bir sicaklikta
(37°C) inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi genellikle 24-48 saat arasinda degisebilir.

e Gozlem: Inkiibasyon siiresi sonunda, besiyerinde S. thermophilus kolonileri

gbzlemlenir. Kolonilerin sayisi, morfolojisi ve biiyiikliigii degerlendirilir.

Geligim testi sonuglari, S. thermophilus'un belirli sicaklikta optimum biylime gosterip
gostermedigini gosterir. Kolonilerin yogunlugu ve morfolojisi, bakterinin biiyiime

potansiyelini ve liretim performansini belirlemek i¢in kullanilabilir.

2.3.3.3. Katalaz Testi

Katalaz enzimi, aerobik ve pek ¢ok fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalar tarafindan

olusturulur. Staphylococcus, Micrococcus, Proteus, E. coli, Pseudomonos ve Bacillus
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gibi bakteriler katalaz pozitif mikroorganizmalara 6rnektir. Streptococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus gibi laktik asit bakterileri ve Clostridium’lar genelde katalaz negatif

bakterilerdir.

2.3.3.4. Gram Reaksiyonlar1

Gram reaksiyonlarinin izlenmesi amaciyla uygulanan Gram boyama prosediirii; bakteri
hiicrelerinin boyutu, sekli ve diizeninin gdzlemlenmesi saglar. Ancak morfoloji, boyama
reaksiyonlar1 ve hareketlilik, kiiltiiriin yas1 ve besiyerinin bilesimi gibi ¢esitli faktorlerden

etkilenebilir.

2.3.3.5. Glukozdan Gaz Olusturma Testi

Bakteriler belirli karbonhidratlari, belirli sekillerde metabolize ederler. Ornegin glukoz,
bazi bakteriler tarafindan fermantasyonla pargalanabilmektedir. Buna karsilik, bazi
bakteriler glukozu aerobik oksidasyon, diger bazilari ise hem aerobik oksidasyon hem de
fermantasyonla metabolize edebilirler. Diger taraftan bazi bakteriler glukozu higbir

sekilde kullanamamaktadir.

Karbonhidrat fermantasyon testlerinde karbonhidratlar genellikle tek tek ele alinip
incelenmektedir. Bu amagla test edilecek karbonhidratlar eklenerek hazirlanmis olan
karbonhidrat fermantasyon test broth’larindan yararlanilmaktadir. Test edilecek
karbonhidrat1 (6rnegin glukoz) iceren besiyerine, incelenecek bakteri kiiltiirii inokiile
edilir. Inkiibasyonun bitiminde, besiyerinde asit ve/veya gaz olusumu takip edilerek,

incelenen bakterinin bu karbonhidrat1 fermente edip etmedigi hakkinda karara varilir.

Karbonhidrat fermantasyonu (par¢alanmasi) sonucu olusan asitler, sivi kaerbonhidrat
besiyerindeki indikatoriin rengini degistirecektir. Bu sekilde, test edilen karbonhidrattaan
asit olusturanlarla olusturmayanlar1 ayirmaak miimkiin olmaktadir. Fermantasyon sonucu
gaz olusumu ise, besiyerinde yer alan Durham tiiplindeki gaz birikiminden kolaylikla
anlasilir. Baz1 bakteriler, test edilen karbonhidrattan yalnizca asit, bazilar1 ise hem asit

hem de gaz olusturmaktadir [20].
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2.3.4. Streptococcus thermophilus Bakteriyofajlar:

Olduriicii veya degil olmak iizere tim S. thermophilus bakteriyofajlar1 (faj), boyutu 31
ila 45 kb arasinda degisen bir ¢ift sarmalli DNA genomu igerir. Genellikle kiigiik bir taban
plakasi ile ayn1 temel izometrik kafa morfolojisine (¢ap olarak 65 nm) ve uzun kontraktil
olmayan kuyruklara (230-260 nm uzunlugunda) sahiptirler. Morfolojik grup, Bradley'nin
B grubudur (siphoviridae). Bu, mezofilik laktokoklar icin faj icindeki morfolojik
cesitlilikle celisir. Genetik diizeyde, tim S. thermophilus fajlari, tek bir DNA homoloji

grubuna aittir.

Son aragtirmalar, S. thermophilus'un faj direngli hale gelmek i¢in kisa faj tiirevli dizileri

entegre edebildigini gostermistir.

S. thermophilus fajlari arasinda cografi gesitlilik oldugu goriilmektedir. Isvigre'de yapilan
arastirmalar, peynir fabrikalarina giren sttiin 10 ila 130 pfu ml? arasinda degisen S.
thermophilus faj titrelerine sahip olabilecegini bulmustur. Calismalar, "yeni" endiistriyel
fajin mevcut faj popiilasyonundan tiiretilmedigini, ancak gelen ¢ig siit fajiyla aym
oldugunu gostermistir. Fajlarin endiistriyel olmayan dogal ortamlarindaki degiskenligi

Uzerine ¢ok az caligma yapilmustir.

S. thermophilus ile yapilan ticari fermantasyonlar, tiire 6zgii faj enfeksiyonuna duyarhdir.
Viriilent fajla kontaminasyon, asit liretimini yavaslatmak ve hatta durdurmak i¢in yeterli
starterleri pargalayarak {iriin kaybina neden olabilir. Faj enfeksiyonu asit tiretimini
geciktirmek i¢in yetersiz olsa bile, yogurt starteri olan S. thermophilus bilesenindeki bir
azalma, daha diisiik bir lezzet puani verebilir ve elde edilen yogurdun dokusu {izerinde
blyuk bir etkiye sahip olabilir. S. thermophilus faj, asagidaki nedenlerden dolay1t modern

yogurt fabrikalarinda peynir fabrikalarina kiyasla daha az sorun yaratma egilimindedir:

e Siticin ytiksek 1s1l islem ¢ogu ¢ig siit fajin1 6ldiiriir.

e Peynir yapiminda peynir altt suyunun uzaklastirilmasi ve ayrilmasi, cevre
boyunca faj dagilimini tesvik eder.

e Yogurt fabrikalarinda genellikle bir igleme giiniinde daha az fermantasyon tanki

dolumu olur.
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Siit fabrikalarinda fajin her yerde bulunmasi, onlar1 yok etmeye ¢alismak yerine siit fajini

kontrol etmeye odaklanan arastirma ¢abalarina yol agmustir.

S. thermophilus bakteriyofaji i¢in hizli tespit yontemleri, st ve sut Grtnleri Gretim
isletmelerinde faj saldirisin1 6nlemek i¢in 6nemli bir aractir. Kantitatif, daha hassas ve
daha hizli prosediirlere olan talebin artmasiyla birlikte, gercek zamanli kantitatif

polimeraz zincir reaksiyonunun (QPCR) gelistirilmesi tizerinde durulmustur [11].

S. thermophilus’un bakteriyofaj direncinin olusumunu ve tespiti amaciyla CRISPR-Cas
sistemlerinin tespiti biiyiik onem tasimaktadir. CRISPR-Cas sistemleri, cogu prokaryotta
dogal bir bagisiklik sistemi gorevi gormesinin yani sira, yeni gelistirilen genom
modifikasyonlar1 ve evrimsel arastirmalarda da bir ara¢ olarak kullanilabilir. S.
thermophilus, CRISPR sistemlerinin incelenmesi ve uygulanmasi i¢in dnemli bir model

organizmadir [21].

2.4. CRISPR-Cas Sistemleri

CRISPR (Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar)-Cas (CRISPR ile
iligkili endoniikleaz protein) modiilleri, cogu arke ve birgok bakteri tarafindan kodlanan,
viriisler ve plazmitler gibi istilact genetik elementlere karsi hareket eden adaptif
bagisiklik sistemleridir. Essiz aralayicilarla serpistirilmis farkli kisa tekrar dizileri, bakteri
ve arke genomlarinda yillardir taninmaktadir ve bu tekrar dizilerinin 6nemli bir ortak
fonksiyona sahip olabilecegi one siiriilmesine ragmen, bu fonksiyonun dogas1 ancak son

zamanlarda aydinlatilmistir [22].

CRISPR molekiilii, molekiil boyunca tekrarlanan ve diizenli araliklara sahip kisa
palindromik DNA dizilerinden olusur. Bu dizilerin arasinda, daha d6nce bakterilere
saldiran organizmalarin yabanci DNA dizileri olan "aralayicilar" bulunur. CRISPR
molekiilii ayrica CRISPR ile iligkili genleri veya Cas genlerini de igerir. Bunlar, sirasiyla

helikaz ve niikleaz adi1 verilen, DNA'y1 ¢6zen ve DNA'y1 kesen proteinleri kodlar [23].
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Sekil 1. CRISPR araciligi bagisikligin adimlari [24].

Sekil 1, CRISPR aracili bagigikligin adimlarini gostermektedir. CRISPR'ler bakteri
genomunda istilaci viriislere karst savunmaya yardimei olan bolgelerdir. Bu bolgeler kisa
DNA tekrarlarindan (siyah elmaslar) ve aralayicilardan (renkli kutular) olusur. Daha 6nce
goriilmemis bir viriis bir bakteriyi enfekte ettiginde, mevcut aralayicilarin arasina viriisten
tiretilen yeni bir ayirict eklenir. CRISPR dizisi kopyalanir ve kisa CRISPR RNA
molekiilleri olusturmak igin islenir. CRISPR RNA, bakteriyel molekiiler mekanizma ile
birleserek istilac1 viriisteki eslesen hedef diziye yonlendirir. Molekiiler mekanizma

istilact viral genomu kesip yok eder [24].

CRISPR dizilerine bitisik varsayilan operonlar tarafindan kodlanan Cas proteinleri,
hesaplama yontemleriyle ayrintili olarak analiz edilmis ve birkag niikleaz, bir helikaz, bir
polimeraz ve ¢esitli RNA baglayici proteinlerin karakteristigi olan alanlar igerdigi
bulunmustur. Baslangigta bu proteinlerin yeni bir DNA onarim sistemi olusturdugu
diisiiniilmiis, ancak baz1 benzersiz CRISPR aralayicilariin viriis ve plazmit genlerinin
pargalariyla neredeyse ayni oldugu gozlemi, CRISPR-Cas sistemlerinin arke ve

bakterilerde savunmada rol oynayabilecegi hipotezinin yolunu agmistir [22].

CRISPR-Cas sistemleri, 2 sinif ve 4 tipe ayrilmaktadir. Sinif 1; Tip I, Tip III ve Tip IV
olmak tizere iige ayrilmaktadir. Sinif 2; Tip II, Tip V ve Tip VI olmak iizere iice
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ayrilmaktadir. Sekil 2, CRISPR-Cas Sinif 1, Sinif 2 sistemleri ve 13 ¢ekirdek gen ailesini

gostermektedir.

cas3 GaBVEYE ey cas7 cass cas6 casl cas2 cas4 aralayicilar
. casl0
son [0 Y. IR T
7 bayak kuguk
alt alt CRISPR’lar
birim birim

aralayicilar
Cas9 cas12 veya casl3 casl cas?2 cas4

Tek etkili protein CRISPR ’lar

Sekil 2. CRISPR-Cas Smif 1, Sinif 2 sistemleri ve 13 gekirdek gen ailesi [25].

Sinif 1'de ¢oklu alt birim efektdr kompleksleri ve Sinif 2'de tek protein efektér modiilleri
olmak tizere iki smifa aittir. Smmif 2 CRISPR-Cas sistemlerinin  kapsamli
karakterizasyonuna yonelik ortak genomik ve deneysel ¢alismalar, iki sistemin yeni ve
cesitli alt tirlerin tanimlanmasina yol agmistir. Yeni tanimlanan Tip VI sistemler,
CRISPR-Cas varyantlar1 arasinda yalnizca RNA'y1r hedefleyen ilk sistemdir.
Beklenmedik bir sekilde, bazi smif 2 sistemlerde, efektor protein ayrica dncil-crRNA
isleminden de sorumludur. Efektdr komplekslerinin karsilastirmali analizi, Smif 2
sistemlerin birden fazla bagimsiz durumda mobil genetik unsurlardan evrimlestigini

goOstermektedir [26].

CRISPR-Cas Smuf 1 lokuslarinin organizasyonu Sekil 3’de ve Sinif 2 lokulsarmin
organizasyonu Sekil 4’te ayrintilandirilmistir. Niikleaz aktivitesini gergeklestirmek igin
¢oklu Cas komplekslerine ihtiya¢ duyan sistemler Sinif I CRISPR-Cas sistemine déahil
edilirken, tek bir Cas proteininin gerekli oldugu sistemler Sinif [I’de yer almaktadir [27]
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Archaeoglobus fulgidus AF1859, AF1870-AF 1879

Clostridium kiuyveri CKL_2758-CKL_2751

— Bacillus halodurans BH0336-BH0342

Geobacter sulfurreducens GSU0051-GSU0054
GSU0057-GSU0058

Cyanothece sp. 8802 Cyan8802_0527-Cyan8802_0520

—— Escherichia coli K12 ygcB-YGBf

Yersinia pseudo-tuberculosis YPK_1644-YPK 1649

L ) || Shewanella putrefaciens CN-32 Sputcn32 1819-

E Caany Sputcn32_ 1823
—-— Thioalkalivibrio sp. K90mix TK90_2699-TK90 2703
_ Varyant MR Rhodococcus jostii THA1 RHA1 ro10069-

Y RHA1 1010072

Staphylococcus epidermidis SERP2463-SERP2455

Synechocystis sp. 6803 s117067-s117063

Methanothermobacter thermautotrophicus MTH328-
MTH323

Pyrococcus furiosus PF1131-PF1124

__ Marinomonas mediterranea MMB_1 Marme 0668-
yarsas Marme 0677

Sekil 3. CRISPR-Cas Simif 1 lokuslariin organizasyonu [26].

CRISPR-Cas Smif 1; Tip I, Tip IV ve Tip III’den olugmaktadir. CRISPR-Cas Tip | tipi;
Tip I-A, Tip I-B, Tip I-C, Tip I-U, Tip I-D, Tip I-E, Tip I-F ve Tip I-F (varyant) olmak
lzere 8 alt tipe, CRISPR-Cas Tip IV tipi; Tip IV ve Tip IV (varyant) olmak Uzere 2 alt
tipe, Tip I tipi; Tip I1-A, Tip I11-D, Tip 1I-CC, Tip H1l1-B ve Tip I11-B (varyant) olmak

iizere 5 alt tipe ayrilmaktadir.

Sinif 1 sistemler, ¢cok sayida arkeada temsil edilen ancak bakterilerde daha az goriilen en
yaygin ve ¢esitli Tip I, Tip III'iin yan1 sira adaptasyon modiiliinden yoksun ilkel CRISPR-

Cas lokuslarini igeren nadir Tip 1\V'U igerir [26].

Sekil 3’de yer alan CRISPR-Cas Tip I-E alt tipine sahip olan Escherichia coli, CRISPR-

Cas sistemlerinin kesfinde biiyiikk 6neme sahiptir. 1987 yilinda fosfat metabolizmasina
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yardimci olan genler arastirilirken, Escherichia coli genomunda benzer DNA dizilerinin
tanimlanmasiyla CRISPR/Cas sistemi kesfedildi. Daha sonra bu diziler, halofilik
arkelerin de dahil oldugu diger bakteri genomlarinda da tanimlandi. CRISPR-Cas dizileri,
bir organizmanin evrimsel iligskisinde dnemli bir rol oynar. CRISPR-Cas'in fonksiyonel
karakterizasyonu Cas veya Cas9 ile iliskili proteinlere baglidir. Hipertermofilik arkelerde

Cas proteininin DNA onarim mekanizmasinda rol oynadigi varsayilmaktadir [28].

Legionella pneumophilia str. Paris ipp0160-Ipp0163
Streptococcus thermophilus str0657-str0660

Neisseria lactamica 020-06 NLA_17660-NLA_ 17680

Micrarchaeum acidiphilum ARMAN-1 BK997_03320-BK997 03335

Francisellacf novicida Fx1 FNFX1_1431-FNFX1_1428
Deltaproteobacteria bacteriuim A2Z89 08250-A2Z89 08265
Alicyclobacillus acidoterrestris NO07_06525-N007_06535

Planctomycetes bacteriuon RBG 14 46 _10A2167_01675-A2167_01685

e oo |
— R
.
Bacteriion CG09_39 24 BK003_02070-BK003_02075

—_— T

— Cyanothece sp. PCC 8501 PCC8801_4127
— Rothia dentocariosa M567 HMPREF0734 01291

m_ Cyanothece sp. PCC 8501 PCC8801_2993-PCC8801_2997)
—~ Leptotrichiashahii B031_RS0110445
Ruminococcus bicircidans RBI_RS12820

Fusobacterium perfoetens T364_RS0105110

Prevotella buccae HMPREF6485_RS00335-HMPREF6485_RS00340

Bergeyella-oohelcion HMPREF9699_02005-HMPREF9699_02006

Sekil 4. CRISPR-Cas Simif 2 lokuslariin organizasyonu [29].

Sinif 2 CRISPR-Cas sistemleri Tip II, V ve VI'y1 igerir. Bu tiplerin ayirt edici 6zelligi
efektor komplekslerinin Tip II'deki Cas9 gibi tek, biiyiik, ¢ok alanli bir proteinden
olugmasidir. Kismen potansiyel yeni genom diizenleme araglar1 arayis1 kapsaminda yeni
smif 2 sistemlerin hesaplamali kesfine odaklanan cabalar sayesinde, bu simif 2015

siiflandirmasindan bu yana biiyiik bir genisleme yasadi. 2015 yilinda 2 tip ve 4 alt tipten,
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smif 2, 3 tip ve 17 alt tipe genigletildi. Yeni kesifler, Tip V'in yan1 sira Tip VI sistemlerin
¢ok sayida farkli varyantini igeriyor; bu, yalnizca RNA'y1 parcalayan ilk ve simdiye
kadarki tek CRISPR-Cas sistemi ¢esitidir [29].

2.4.1. Laktik Asit Bakterilerinde CRISPR- Sistemlerinin Kesfi ve Olusumu

1980'lerin sonlar1 ve 1990'larin baslarinda, diizenli araliklarla tekrarlanan diziler hem
bakteriyel hem de arkeal genomlarda tespit edildi. Su anda Kiimelesmis Diizenli Aralikli
Kisa Palindromik Tekrarlar veya CRISPR olarak bilinmektedirler. Biyoteknoloji igin
biyolojik 0nemlerinin ve potansiyel uygulamalarinin anlasilmasinda iki asamali bir
gelisme izlenmistir. Ilk calismalar az sayida olup, bakteri ve arkeada aralikl1 tekrar dizileri
ve birbirleriyle fiziksel olarak baglantili korunmus genlerin betimlendigi ¢caligsmalardir ve

bunlarin birlikte fonksiyonel oldugu diistiniilmektedir [30].

CRISPR-Cas sistemleri, bakteri ve arke genomlarinda dogal olarak bulunan bir savunma
mekanizmasidir. Bu sistemler, mikroorganizmalarin bakteriyofajlara karst korunmasini
saglar. CRISPR olarak adlandirilan bu sistem, bakteri genomlarinda tekrarlanan DNA
dizileridir. Bu tekrarlayan diziler arasinda, viriislere 6zgii DNA pargalar1 da bulunabilir.
CRISPR dizileri, bir tiir molekiil olan Cas enzimleriyle birlikte calisir. Cas enzimleri,
virislerin genetik materyalini algilayarak hedef alir ve yok eder. Bu sekilde, bakteri

virtislerin saldirisina karsi korunur [31].

CRISPR-Cas sistemlerinin tespiti, oncelikle bakteri genomlarinin dizilenmesiyle yapilir.
Genom dizilimi verilerinde CRISPR tekrarlamalarini ve bunlara eslik eden Cas genlerini
arayarak bulunabilir. Bu arastirma, hem yeni CRISPR-Cas sistemlerinin kesfedilmesini
saglar hem de mevcut sistemlerin ¢esitliligini ve yaygmlhigini belirlemek i¢in kullanilir

[32].

Prokaryotik organizmalarin genomlarinda tekrarlayan diziler yaygin bulunur ve bu
bolgelerin taninmasi, tam bakteriyel genom dizilerinin mevcudiyetiyle giderek
kolaylagsmaktadir. Bu dizilerin uzunlugu, siras1 ve konumu genellikle ¢cok degisken olup

tek bir tir icin genellikle benzersizdir. Kisa dizi tekrarlariin (SSR) iki ana sinifi ayirt
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edilebilir; bitisik tekrarlar ve araya serpistirilmis tekrarlar. Bitisik tekrar birimlerinin
sayis1 genellikle tiirden tiire degisir ve bakteriyel populasyonlardaki genetik heterojenite

farkli gen transkripsiyonu veya ¢evirisine bagl olarak fenotipik farkliliklara yol acabilir
[33].

CRISPR aracili otomatik bagisikligin, 6zellikle kromozom kaybinin gézlenen fenotipleri
aciklayabilecegi diisiiniilmektedir. CRISPR'a bagli (Cas) genlerin tanimlanmasi ile
Oonemli bir gelisme yasanmustir; bu da tekrar-aralik dizilerinin daha karmasik bir CRISPR-
Cas protein sisteminin bir parcasi oldugunu gostermektedir. Ilk biyoinformatik
analizlerde Cas protein dizilerinin nikleik asit metabolizmasinda yer alabilecegi tahmin
edilmisse de, onlarin gercek fonksiyonlarina dair ilk anlayis kesfedilen spesifik dizilerin
kokeninden elde edilen bulgulardan ortaya ¢ikmistir. Detayli dizi ¢aligmalari, misafir
genetik elementlerin DNA'sindaki uyumlu olmayan dizilerin (daha sonra protodiziler
olarak adlandirilanlar) degiskenlik gosterdigini gostermis ve bu, CRISPR-Cas
sistemlerinin yabanct DNA'ya kars1 bagisiklik olusturabilecegi hipotezine yol agmistir.
Bu hipotezi destekleyen deneysel kanitlar, firmikiit S. thermophilus'un fajlarla enfekte
edildigi durumlarda ve Staphylococcus epidermidis Uzerinde plazmid konjugasyon
testlerine dayanarak elde edilmistir. Bu nedenle, CRISPR-Cas sistemleri adaptif ve

kalitimsal bir genetik bariyerin benzersiz bir formunu olusturur [30].

Kisacasi, bir genetik element tarafindan enfekte edilme sirasinda, istenilen hiicrenin
genomik CRISPR dizilerine, istenen genetik elementin diziyle ayni dizilere sahip yeni
dizeler eklenir (edinim). Ardindan, CRISPR dizisinden tiireyen ve biiyiik ¢ogunlugu veya
tiim diziye sahip kii¢iik islenmis CRISPR RNA'lar1 (crRNA'lar), Cas proteinleri ile bir
kompleks (ifade) olusturur. Bu riboniikleoprotein kompleksleri daha sonra istilaci niikleik

asitteki tamamlayici bir diziyi hedefleyerek eslenen dizide kesme (girigsim) yapar [30].

Endojen CRISPR-Cas proteinleri, siit baglangic kiiltiirlerini avlayan fajlar gibi istilact
niikleik asit materyallerine kars1 savunmak i¢in adaptif bagisiklik sistemleri olarak islev

goren CRISPR-Cas sistemlerini icerir.
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CRISPR-Cas sistemleri arkelerin yaklasik %85'inde ve bakterilerin %40'inda mevcuttur
ve Ozellikle Lactobacillus'un yaklasik %63"inde, Bifidobacterium'un %77'sinde ve S.
thermophilus suslarinin %100'inde bulunur. CRISPR-Cas sisteminin CRISPR bileseni,
faj ve plazmidler gibi yabanci istilacilarin genetik kayitlari olarak gorev yapan benzersiz

aralayicilart ayiran bir dizi korunmus tekrardan olusur [34].

Laktik asit bakterilerinde endojen ve eksojen CRISPR-Cas uygulamalari, Cizelge 7°de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 7. Laktik asit bakterilerinde endojen ve eksojen CRISPR-Cas uygulamalarina 6rnekler [34].

Endojen / CRISPR-Cas

Cins Tur . Uygulama Referans
Eksojen Bileseni
CRISPR tekrarlart ve aralayicilar tiirler ve suslar arasindaki
Bifidobacterium longum Endojen CRISPR dizisi karsilagtirmalarda temel olarak kullanilir. Aralayict genler, CRISPR [35]
tabanli gerinim tiplemesi i¢in kullanilabilir.
) ) ) Nikaz Cas9P'% 3 plazmid bazli onarim sablonuyla gergeve ici silmeler
Lactobacillus casei Eksojen SpyCas9 ) o - [36]
ve kromozomal gen yerlestirme olusturmak icin kullanilabilir.
Tip I-E sistemi, eklemelerin, silmelerin ve tek baz ikamelerinin
crispatus Endojen Kademeli Cas3 eklenmesi i¢gin plazmid bazli rekombinasyon i¢in yeniden [37]
programlanabilir.
Dogal Tip II-A Cas9'un, plazmit girisim analizlerinde islevsel oldugu ve
gasseri Endojen LgaCas9 daha sonra gesitli tek kilavuz RNA (sgRNA)'larla kendi kendini [38]
hedefleyen analizler icin yeniden tasarlandigi gosterilmistir.
plantarum, ) Tek gen silmeleri ve kromozomal gen degisimi i¢in dSDNA onarim
) Eksojen SpyCas9 . . [39]
brevis sablonlarini kullanan Cas9 genom diizenleme sistemi.
) Birden fazla hedef genin eg zamanli transkripsiyonel yikimi i¢in
plantarum Eksojen dCas9 [40]

gelistirilen uyarilabilir CRISPRi sistemi.
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plantarum

Eksojen

SpyCas9

Heterolog rekombinaz yoluyla ¢ift sarmall1 oligoniikleotid yeniden
birlestirme ve endojen HDR yoluyla plazmid bazli yeniden birlestirme

yoluyla elde edilen mutasyonlar ve silmeler.

[41]

plantarum

Eksojen

SpyCas9

Gen nakavtlarim®, eklemeleri ve nokta mutasyonlarini saglamak igin

Cas9 destekli dsDNA ve ssDNA yeniden birlestirme

[42]

reuteri

Eksojen

SpyCas9

Cas9 diizenlemeyle birlestirilmis ssDNA rekombinasyonu, yiiksek

verimli rekombinant se¢imine olanak sagladi.

[43]

Lactococcus lactis

Eksojen

SpyCas9

Spesifik nokta mutasyonlari, eklemeleri ve silmeleri olan mutantlarin
verimli bir sekilde iiretilmesi i¢in ssDNA, Cas9 bazli kars1 segimle bir

araya getirilir.

[44]

lactis

Eksojen

SpyCas9

Faj enfeksiyonu proteotip tanimlamasinin ardindan, SpyCas9 kendi
kendini hedefleyen ve onarim sablonu plazmidleri, faj enfeksiyonundaki

rollerini incelemek iizere genleri devre dis1 birakmak i¢in kullanilir.

[45]

lactis

Eksojen

SpyCas9

Lactococcus lactis'in farkl alt popiilasyonlari, baskin bir alelin 6ldiiriici

Cas9 hedeflemesi yoluyla segilir.

[46]

Streptococcus  thermophilus

Endojen

Sth3Cas9

Tip 11-A sistemi, kendi kendini hedefleme ve boyutu 8 kb ila 102 kb
arasinda degisen genomik ada (genomic island)® silme islemleri igin

yeniden programlandi.

[47]
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thermophilus

Tip 1l-A sistemi, rekombinasyon verimliligini artirmak ve viriilan faj
Endojen Sth1Cas9 genomuna spesifik nokta mutasyonlari, delesyonlar ve bir [48]

metiltransferaz genini dahil etmek i¢in secici bir baski olarak kullanilir.

thermophilus

Kendi kendini hedefleme i¢in kullanilan CRISPR1 ve CRISPR3 StCas9
Eksojen  Sth1Cas9, Sth3Cas9 niikleazlari, E. coli'de Tip I-E kendi kendini hedeflemeyle [49]

karsilastirildiginda verimlilik saglar.

mutans

) Kendi kendini hedefleme, birden fazla geni diizenlemek i¢in kullanilan
Endojen SmuCas9 ) [50]
Tip ll-A sistemi ¢ift sarmalli onarim sablonlariyla gergeklestirilir.
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3Nikaz Cas9P®: Cas9 geninde bulunan RuvC ve HNH domainlerinden birisinin katalitik aktivitesinin inhibe edilmesi ile, tek sarmalli
DNA kiriklarina neden olan nikaz mutantlar1 olusabilmektedir. Bu genetik ara¢ sayesinde, tek bir adimda transformasyonun

saglanmasiyla tek gen ¢ikarilmasina ya da eklenmesine olanak saglanmustir [51].

4Gen nakavtlari: Genomik ile ilgili olarak nakavt, bir organizmadaki bir veya daha fazla spesifik genin etkisiz hale getirilmesi veya
¢ikarilmasi i¢in genetik mithendisliginin kullanilmasi anlamma gelir. Bilim adamlari, bir organizmadan bir genin ¢ikarilmasinin
etkisini incelemek i¢in nakavt organizmalar yaratirlar; bu da genellikle o genin islevi hakkinda bir seyler 6grenmelerine olanak tanir
[52].

5Genomik ada (genomic island): Genomik adalar (GI'ler), bir popiilasyonda yatay olarak aktarilan genleri olusturan ayr1i DNA
segmentlerini ifade eder. Bu bélge, konagin kromozomuna entegre olabilir; eksize edilir ve transformasyon, konjugasyon veya
transdiiksiyon yoluyla yeni bir konakgiya aktarilir. Bu bolgede kodlanan proteinler muhtemelen alici organizmada yeni islevler sunar
[53].

Cizelge 7’de 6zetlenen bilgiler dogrultusunda laktik asit bakterilerinden biri olan S.

thermophilus’un endojen CRISPR-Cas sistemlerinin tespiti, tez caligmasinin temel

hedeflerinden biridir.

2.4.3. Streptococcus thermophilus’ta CRISPR-Cas Sistemlerinin Kesfi ve Olusumu

S. thermophilus, termofilik bir laktik asit bakterisi olup, yogurt gibi fermente siit
urdnlerinin Gretiminde dnemli bir rol oynar. Bu bakterinin genomunda CRISPR-Cas

sistemlerinin varlig1 ve islevi lizerine yapilmis arastirmalar bulunmaktadir [22, 23, 33].

S. thermophilus’ta bulunan CRISPR-Cas sistemleri, bakterinin viral enfeksiyonlarla
miicadelesinde 6nemli bir rol oynar. Bu sistemlerin yapist ve isleyisi, bakterinin viral
enfeksiyonlara karsi nasil korundugunu anlamada kritik bir noktadir. Arastirmalar, S.
thermophilus'un CRISPR-Cas sistemlerinin viral DNA'y1 keserek inaktive ettigini ve

bdylece bakterinin hayatta kalmasini sagladigini géstermistir.

CRISPR-Cas sistemlerinin énemi oldukca biyuktir. Bu sistemleri anlamak, bakterilerin
nasil viriislere kars1 savunma mekanizmalar1 gelistirdigini anlamamiza yardimci olur.
Ayrica, CRISPR-Cas sistemleri biyoteknolojide gen diizenleme araci olarak
kullanilmaktadir. Teknolojik olarak diizenlenebilir gen zinciri olusturabildikleri i¢in, bir
organizma Uzerinde hedefli genetik degisiklikler yapmak icin kullanilabilirler. Bu,
tarimdan tibba ve biyokimyaya kadar bircok alanda kullanilan gen diizenleme

teknolojilerine olanak saglar.
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2.4.4. CRISPR-Cas Tip Il Sistemi ve Streptococcus thermophilus icin Onemi

Mevcut siniflandirmaya gére CRISPR-Cas Tip 1l sistemlerinin g alt tipi bulunmaktadir.

Tip 11-A sistemleri Csn2 olarak bilinen ek bir geni kapsar. Csn2 proteini aralayict
entegrasyonunda yer alir ancak miidahale i¢in gerekli degildir. Csn2'nin ara parca
entegrasyonundaki spesifik islevi belirsizligini koruyor, ancak Csn2'nin, dsDNA uglarini
baglayan ve onlar1 ekzoniikleolitik bozulmadan koruyan, aynmi zamanda kirilmalari
kapatmak i¢in DNA onarim proteinlerini ige alan bir aksesuar bilesen oldugu

varsayilmistir.

Tip 11-B sistemler Csn2 geninden yoksundur ancak Cas4 ailesinden baska bir ek gene
sahiptir. Cas4 proteinleri PD-(D/E)xK nukleaz ailesine aittir ve 5'-tek sarmalli DNA
eksoniikleaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Csn2'ye benzer sekilde Cas4
proteinlerinin CRISPR-Cas sistemlerindeki gercek roll bilinmemektedir. Yalnizca Tip
I1-A sistemiyle iliskili olarak bulunan Csn2'den farkli olarak Cas4 geni, belirli bir
CRISPR-Cas savunma mekanizmasina siki sikiya bagl degildir ve dolayisiyla iligkili

bagisiklikta rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir.

Orijinal siniflandirmanin gelistirilmesinden bu yana, operonda yalnizca {i¢ gene (Casl,
Cas2 ve Cas9) sahip ¢ok sayida ek Tip Il CRISPR-Cas sistemi tanimlanmis ve ti¢iincii bir
alt tip olan Tip 11-C 6nerilmistir.

Tip Il CRISPR-Cas, CRISPR tekrar-aralayici dizisini ve yalnizca dort (ancak genellikle
ug) Cas genini iceren minimal CRISPR-Cas sistemi olarak kabul edilir, ancak ek
bakteriyel faktorler, 6zellikle trans-aktive edici crRNA (tracrRNA) ve RNaz I1ll, bu
sistemin igleyisine katkida bulunur. Tim Tip Il CRISPR-Cas modiilleri, aralayici (Spacer)
edinimi icin gerekli olan Casl ve Cas2 gen ciftini igerir. Bu iki gen ayn1 zamanda Tip |
veya Tip IlI'te en az bir CRISPR-Cas sistemi igeren genomlarin biiylik cogunlugunda da
mevcuttur. Tip I'e benzer sekilde, Tip 1l CRISPR-Cas sistemleri, hedef olmayan DNA
zincirindeki protospacer'n hemen asagisinda yer alan, iyl tammmlanmis bir kisa
protospacer bitisik motifine (PAM) ihtiya¢ duyar. PAM dizisi hem aralayicinin elde

edilmesi hem de hedefin taninmasi ve boliinmesi i¢in 6nemlidir.
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Tip II sistemlerin imzas1 olan Cas9 geni, istilact DNA'y1 hedeflemek ve parcalamak icin
tek basina yeterli olan biiyiik, ¢ok alanli bir proteindir. Hedef DNA bdliinmesi igin
Cas9'un kolaylikla tanimlanabilen iki boliinmiis niikleaz alani, yani HNH ve RuvC

benzeri nikleazlar gereklidir.

Dikkate deger bir diger gozlem ise Tip 1I-B sistemlerin dar yayilimidir. Bu sistemler,
yayginligmin disiik olmasi nedeniyle su anda istatistiksel analize uygun degildir.
CRISPR-Cas Tip II-B sistemi; c¢ogu patojen veya kommensal olan Francisella,
Parasutterella, Sutterella, Legionella, Wolinella (Proteobacteria) ve Leptospira

(Spirochaeta) gibi ¢esitli bakteri cinslerinin yalnizca bazi temsilcilerinde mevcuttur [54].

Ruver ! o HNH? r , [ 1B
| - I I Legionella pneumophila
st: Paris Ipp0160-Ipp0163
e

2 4
cas9 casl cas. cas: tracrRNA CRISEE

L g

RuvCI o HNH m F. = I-A
| - ‘ l Streptococcus thermophilus
\ ) str0657-s5tr0660
2 2
cas9 casl cas2 csn2 GacrRNA CRISPR
RuvCI n HNH m II- C
| - | I Neisseria lactamica
020-06 NLA_17660-NLA_17680
cas9 casl cas2
tracrRNA CRISPR

RuCI o HNH m II-C varyant
ARMAN-1 BK997_03320-
cas4 cas2 cas1 BK997_03335

tracrRNA CRISER,

Sekil 5. CRISPR-Cas Tip Il sistemi [26].

'RuvC: Escherichia coli RuvC proteini, genetik rekombinasyon ve replikasyon sonrasi onarim sirasinda Holliday

baglantilarini ¢dzer [55].

2HNH: HNH endoniikleazlar1 birgok bakteriyofaj ve profajda mevcuttur. Faj genomlarindaki bir HNH endoniikleaz
geninin konumu, bir terminaz geninin yanindadir ve yiiksek oranda korunmustur; bu, gen déniisiimiinii daha da artiran

DNA'nin kesilmesiyle homolog rekombinasyonun uyarilmasinda olasi bir biyolojik rol oldugunu diisiindiiriir [56].
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2.5. Streptococcus thermophilus icin CRISPR-Cas Sistemlerinin Tespiti igin

Kullanilan Veritabanlari

Mikroorganizmalarin CRISPR-Cas sistemlerinin in  silico olarak tespiti yapilmak
istendiginde, devreye ¢esitli veritabanlar1 girmektedir. Cesitli amaclara hizmet eden bu
veritabanlarinin, arastirilmak istenen konu veya gene  spesifik olarak segilmesi

gerekmektedir.

Bu dogrultuda, CRISPR-Cas sitemlerinin tespiti i¢in en yaygin kullanilan veritabanlari,
Cizelge 8’de belirtilmistir. Cizelge 9 ise farkli amaglara uygun olarak hazirlanmig

araglarin ve veritabanlarinin listesini gdstermektedir.
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Cizelge 8. CRISPR taramalar1 i¢in gen temelli veritabanlarinin detaylart.

Arag Dil Avantaj Dezavantaj Giris Cikis Platform Adres Kaynak
1. CRISPR'leri diger tekrar
1. Web sunucusu tiirlerinden ayirt edemiyoruz
saglar 2. Karmasik sonradan igleme
gerektirir DNA/ Tek Web https://patscan.sec
itli i ekrar e
PatScan C++ 2. Cesitli genomik protein onDarymetabolite [57]
kaliplar1 tahmin 3. Blyiik sorgu kiimesiyle sekanslar sunucusu
sekanslar1 s.org/
etmek igin ugrasirken hizli degil
kullanilabilir 4. Tekrar say1s1 onceden
tanimlanmig olmalidir
L 1. Tekrarlanan mutasyonlari
1. Hem guvenilir
) hesaba katmaz
hem de siipheli
CRISPR'ler saglar 2. Kisa veya dejenere
2. Tahmin edilen CRISPR'lerin tespitinde zayif Tekrar ve https://crispr.i2bc.
i davranir DNA Web _
CRISPRFinder  Perl bazi sonuglar aralayici paris- [58]
] sekanslart sunucusu
3. Blytik sorgu kiimesiyle sekanslari saclay.fr/Server/

dogrudan
CRISPRdb veri
tabanindan

aliabilir.

ugrasirken hizli degil
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1. CRISPR'ler igin
siniflandirma

saglar

2. Tekrarlardaki

1. Orijinal CRISPR'leri ayirt
edecek ozellikleri kullanmaz

1. Tekrar ve
aralayici

sekanslari

) S DNA Bagimsiz  http://www.driveb
PILER-CR C++  silme ve ekleme 2. Tandem tekrar dizileri 2. Benzerlige . [59]
) ) sekanslar1 ' program .com/pilercr/
islemlerini filtrelenemiyor ve konuma
gergeklestirebilir 3. Kullanict dostu degil gore
3. Hizli bir sekilde kumeleme
yuratalar
1. Hiz tekrar
1. Orijinal CRISPR'leri ayirt
sayisindan o
5 edecek ozellikleri kullanmaz
bagimsizdir . Tekrar ve
) ) 2. Kisa veya dejenere DNA Bagimsiz  http://www.room
CRT Java 2. Nispeten yiksek ) N aralayici [60]
o CRISPR'lerin tespitinde zay1f  sekanslari program 220.com/crt/
guvenilirlik sekanslar1
davranir
3. Basit veri
3. Kullanic1 dostu degil
yapisini kullanir
o DNA Web )
1. Dizi yonu ve 1. Muhtemelen daha biyuk 1. Tekrar ve http://crispr.otago.
] ) sekanslari sunucusu
CRISPRDetect  Perl  varyasyonlar: gibi integral CRISPR'leri kiicuk aralayici ac.nz/CRISPRDet [61]
veya tur ve bagimsiz
ek bilgiler saglar dizilere yanlis boldii o sekanslar1 ect/
ismi program
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2. Tahmin edilen 2. Blytik sorgu kiimesiyle 2.

bazi sonuglar ugrasirken hizli degil Mutasyonlar
dogrudan 3. Potansiyel
CRISPRBank veri Cas genleri
tabanindan
almabilir.

3. Kisa ve dejenere

dizilere duyarh

Cizelge 8’de CRISPR taramalari igin gen temelli veritabanlarinin detaylari belirtilmistir. Bu amagla PetScan, CRISPRFinder, PILER-CR, CRT
ve CRISPRDetect veritabanlar1 kullanilmaktadir.

Cizelge 9. Farkli amaglara uygun olarak hazirlanmis araglarin ve veritabanlarinin listesi [62].

Arac / Veritabam Amag Basit arag Platform Adres Kaynak
MinCED Metagenomdan CRISPR CRT Bagimsiz program  https://github.com/ctSkennerton/mi [63]
cesitliligini kesfeder. nced
MetaCRAST Metagenomdan CRISPR CRT, PILER-CR ve Bagimsiz program https://github.com/molleraj/MetaC [64]
cesitliligini kesfeder. CRISPRFinder RAST
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Crass Metagenomdan CRISPR CRT Bagimsiz program  https://ctskennerton.github.io/crass/ [65]
cesitliligini kesfeder.
MetaCRT Metagenomdan CRISPR CRT Bagimsiz program  https://omics.informatics.indiana.ed [66]
cesitliligini kesfeder. U/CRISPR/
CRISPRcompar Farkli tiirlere ait CRISPR'leri CRISPRFinder Web sunucusu https://crispr.i2bc.paris- [67]
karsilastirir. saclay.fr/CRISPRcompar/
CRF Gegersiz CRISPR'leri CRT Bagimsiz program  http://bioinfolab.miamioh.edu/crf/h [68]
filtreler. ve web sunucusu ome.php
CRISPRstrand CRISPR yonelimini tahmin  CRT ve CRISPRFinder Web sunucusu http://ra.informatik.unifreiburg.de/ [69]
eder. CRISPRmap
CRISPRDirection CRISPR y&nelimini tahmin CRISPRDetect Bagimsiz program http://bioanalysis.otago.ac.nz/ [70]
eder. CRISPRDirection/
CRISPRIeader Lideri ve CRISPR CRT Bagimsiz program http://www.bioinf.uni-freiburg. [71]
yonelimini tahmin eder. de/Software/CRISPRIeader/
CRISPRdisco CRISPR/Cas sistemlerini MinCED (CRISPR Bagimsiz program  https://github.com/CRISPRIab/CRI [72]

siniflandirir.

tanimlayici)

HMMER (Cas tespit

edici)

SPRdisco
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CRISPRCasFinder CRISPR/Cas sistemlerini CRISPRFinder Bagimsiz program https://crisprcas.i2bc.parissaclay.fr [73]
siniflandirir. (CRISPR taanimlayict) ve web sunucusu
MacSyFinder (Cas
tespit edici)
CRISPRmap CRISPR/Cas sistemlerini CRT, CRISPRFinder ve Web sunucusu http://rna.informatik.unifreiburg.de/ [74]
siniflandirir. CRISPRstrand CRISPRmap
(CRISPR tanimlayic)
HMMER (Cas tespit
edici)
CRISPRone Tahmin edilen CRISPR'leri, MetaCRT (CRISPR Web sunucusu https://omics.informatics.indiana.ed [75]
Cas genlerini ve yanlig tanimlayici) (veritabani) u/CRISPRone/
CRISPR'leri toplar. HMMER (Cas tespit
edici)
CRISPRCasdb Tahmin edilen CRISPR'leri CRISPRCasFinder Web sunucusu https://crisprcas.i2bc.parissaclay.fr/ [76]
ve Cas genlerini toplar. (CRISPR tanimlayici) (veritabani)
BLAST (Cas tespit
edici)
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Cizelge 9’a gore MInCED, MetaCRAST, Crass, MetaCRT, CRISPRCompar, CRF,
CRISPRstrand, CRISPRDirection, CRISPRIleader, CRISPRdisco, CRISPRCasFinder ve
CRISPRmap veritabanlarinin ¢esitli amaglarla kullanildig1 goriilmektedir. Bu tabloya
gore tez ¢alismasi kapsaminda, CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/)
programi olduk¢a Onemli bir yer edinmektedir. Bu veritabani, kullanici tarafindan
gonderilen dizi verilerindeki CRISPR'lerin ve Cas genlerinin kolayca tespit edilmesini
saglar. Bu, CRISPRFinder programimin gelistirilmis ozgillik ve CRISPR
oryantasyonuna iligkin gostergeler iceren bir giincellemesidir. Bu veritabani; Cas

genlerini, CRISPR-Cas tipini ve alt tipini tanimlamak i¢in kullanilir [77].

2.5.1. ATCC Genome Portal

ATCC Genome Portal, Amerikan Tip Kultir Koleksiyonu Merkezi (ATCC) tarafindan
saglanan bir veritabanidir. Bu veritabani, bircok organizmanin tam genom dizilimini
icermektedir ve arastirmacilara, mikroganizmalarin genetik bilgilerine kolayca erisim
imkan1 sunmaktadir.Veritabani, birgok farkli bilimsel kaynaktan elde edilen verileri
icermektedir. Bu kaynaklara ©rnek olarak, akademik, endustriyel ve hukimet
laboratuvarlarindaki arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen projeler, uluslararasi
konsorsiyumlar ve genetik veri paylasim aglar1 sayilabilir. Bu veritabani, genom
projelerinden elde edilen verilerin bir araya getirilmesi ve depolanmasi islevini

goérmektedir.

ATCC Genome Portal'daki veriler, organizmalarin DNA dizilerinin yani sira,
genomlarinin  dzelliklerine iliskin ayrmtilari da igermektedir. Ornegin, genlerin
fonksiyonlari, genetik varyasyonlar ve evrimsel iligkiler gibi bilgilere ulagsmak
miimkiindiir. Veritabani, arastirmacilarin bu bilgilere eriserek, genetik arastirmalarinda

kullanabilecekleri yeni ipuglar1 ve bilgiler edinmelerini saglar [78].

ATCC Genome Portal, kullanicilarin genom verilerini arastirmalarinda kullanmalaria
olanak saglayan cesitli araclar ve araylizler sunmaktadir. Bu araglar arasinda genetik

varyasyon analizi, gen ekspresyon analizi ve evrimsel filogenetik analizler gibi farkl
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analizler yapabilme imkani bulunur. Ayrica, kullanicilar genom verilerini indirebilir,

gorsellestirebilir ve gesitli analizler yapabilirler [79].

ATCC Genome Portal, genetik arastirmacilar i¢in ¢ok degerli bir kaynak olan tam genom
dizilim verilerini bir araya getirerek, genetik aragtirmalarin gelismesine katkida bulunur.
Ayrica, bu veritabani, genom verilerinin kolayca erisilebilir ve paylasilabilir olmasini
saglayarak, bilim insanlarinin genetik arastirma ve kesiflerinde daha fazla isbirligi

yapabilmelerine olanak tanir.

2.5.2. NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi

NCBI Gen Bankasi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) , ABD Ulusal Enstitiileri
kampiisiinde bulunan Ulusal Tip Kiitiiphanesi'nin (NLM) bir boliimii olan Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan olusturulan ve yayimlanan, niikleotid
dizileri ve destekleyici bibliyografik ve biyolojik agiklamalara iliskin kapsamli bir halka
acik veritabanidir [80].

GenBank verileri, Cizelge 10°da gosterilen gesitli boliimlerde toplanmaktadir.
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Cizelge 10. NCBI GenBank boltmleri [80].

Bolum Aciklama Baz cifti
WGS Tam genom shotgun verileri 17 511 809 676 629
TSA Transkriptom shotgun verileri 511 680 950 707
PLN Bitkiler 484 803 006 831

INV Omurgasizlar 269 338 221 858
VRL Virusler 187 366 647 663
BCT Bakteriler 166 217 792 419
VRL Diger omurgalilar 99 921 122 967
ROD Kemirgenler 66 092 410 483
TLS Hedeflenen lokus ¢aligsmalar1 43 852 280 645
EST Ifade edilen sekans etiketleri 43 330 114 068

MAM Diger memeliler 41720 029 494
PAT Patent sekanslari 30 938 105 095
HTG Yiksek verimli genomik 27 801 878 633
GSS Genom arastirma dizileri 26 380 049 011

PRI Primatlar 15619 743 253
ENV Cevresel ornekler 8 516 518 905
SYN Sentetik 8 030 787 249
PHG Fajlar 1158 493 277
HTC Yiiksek verimli cDNA 740 853 492
STS Sekans etiketli siteler 640 923 137
UNA Aciklamasiz 4436 341

Cizelge 10’da belirtilen NCBI GenBank boélimlerinden WGS (tam genom shotgun

verileri) ve BCT (bakteriler) tez ¢alismasinda oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir.

39



2.5.3. CRISPRCasFinder

CRISPRFinder, CRISPR dizilerinin ydnelimine iliskin iki gosterge saglar. ilk olarak,
oryantasyon, CRISPRDirection tarafindan, Onceki yonelimli homolog sistemlerin
varligmi gerektirmeyen ve diziye eslesen bir tekrarla birlikte kullanilan kiiratorliik
edilmis bir veri seti i¢in tahmin edilmistir. Yiiksek %AT'ye sahip bolgelerin 5’ bolgesi
cogunlukla yonlii bir diziye aittir, bu nedenle diziye komsu olan iki tarafta bulunan
yuksek %AT'li bolge, ikinci bir yonelim gostergesi olarak kullanilir. Ayrica, bagimsiz
calisan bir programda kullanicilarin analiz edilecek yakin bélge uzunlugunu

belirlemelerine olanak tantyan bir se¢enek sunulur [73].
Programin ¢alisma prensibi su sekildedir [73]:

e CRISPRCasFinder web sunucusu, bagimsiz 6n ve arka uglara dayanmaktadir. On
uc, .NET Core (dotnet core) gelistirme platformu ve C# (C sharp) programlama
dilini kullanarak kullanici dostu bir web uygulamasi olarak uygulanmustir.

e  Web uygulamasinin tasariminda Bootstrap ¢ergevesi kullaniimistir.

e CRISPRCasFinder ayrica Linux (Windows Subsystem for Linux dahil) ve

MacOS sistemlerle uyumlu olan bagimsiz bir programa doniistiiriilebilmektedir.

2.5.4. NCBI Blast

Temel Yerel Hizalama Arama Araci (The Basic Local Alignment Search Tool -BLAST),
diziler arasindaki yerel benzerligin bdlgelerini bulan veritabanidir. Program, niikleotid
veya protein dizilerini dizi veritabanlariyla karsilastirir ve eslesmelerin istatistiksel
onemini hesaplar. BLAST, diziler arasindaki islevsel ve evrimsel iliskileri ortaya

¢ikarmanin yani sira gen ailesi liyelerinin tanimlanmasina yardimci olmak i¢in de

kullanilabilir [81].

Bir niikleik veya amino asit dizisinin olusturdugu riski degerlendirmenin en yaygin yolu,
NCBI veritabaninin niikleik asit ve protein veritabanlarindaki hangi dizilerin, s6z konusu
diziyle en yakindan iligkili oldugunu belirlemek icin BLAST algoritma paketini
kullanmaktir. BLAST, yerel hizalamalara dayali olarak bir dizi veritabanina kars1 bir

Algoritmanin sezgisel dogasi, kesin sonuglarinin kararsiz olabilecegi ve 6zellikle ¢cok
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sayida eslesmenin oldugu durumlarda iyi eslesmeleri atlayabilecegi anlamina gelse de,
cok cesitli biyoinformatik kullanim durumlar i¢in oldukea etkili oldugu iyi bilinmektedir.
Bu nedenle sekans riskini degerlendirmeye yonelik tipik bir yontem, sekans icin BLAST"
NCBI'nin yedeksiz protein sekansi (nr) ve niikleotit (nr/nt) veritabanlar1 gibi kapsamli
veritabanlarina karst ¢alistirmaktir. BLAST, sekansin herhangi bir kontrol edilmeyen
sekanstan ziyade kontrollii bir patojen veya toksin ile daha yakindan iligkili oldugunun
bulunmasi halinde, bir uzman sekansin bir istisna kategorisine girdigine karar vermedikge
sekans kontrollii olarak kabul edilir. Bu yontemin alternatifleri arasinda FAST-NA
Scanner24, ThreatSEQ25, SeqScreen26 ve SecureDNA27 dahil olmak tzere tehlikeli
ve/veya kontrollii dizilerin tanimlanmasi i¢in 6zel olarak tasarlanmig yakin zamanda
gelistirilen bir dizi baska ara¢ yer alir. Bununla birlikte, kapsamli sekans veritabanlarina
karst BLAST yoluyla smiflandirma, bir sekansin kontrol edilip edilmediginin

belirlenmesinde fiili standart olmaya devam etmektedir [82].

2.5.5. Primer3web

Oligonukleotid primerleri, DNA sekanslama ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi
cesitli molekiiler biyoloji tekniklerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir primer, DNA
replikasyonu i¢in baslangi¢ noktas1 gorevi gordiigiinden, oligontikleotidin sablon iplik¢ik
uzerindeki hedef diziye spesifik baglanmasi, basarili bir deney igin esastir. Bir primerin
baglanma 6zgiilliigii, erime sicakligi (Tm), GC igerigi ve kendi kendini tamamlayicilik
gibi bir¢ok 6zelligi tarafindan belirlenir. Baglangic primerlerinin tasarlanmasi genellikle
bilgisayar programlarinin yardimiyla yapilir. Gilinlimiizde bu programlarin en yaygini
Primer3 web araylzudir. Primer3 programi, gevrimici ve licretsiz olarak kullanilabilmesi

nedeniyle populerdir [83].

Primer3, bir komut satir1 C programindan ve Perl'de yazilmis bir HTML web
arayiizinden olusur. Web arayiizii tiim olas1 segenekleri gosteren biiyiik bir formdur. Bu
onu giiclii kilar ama aymi zamanda ara sira kullananlar i¢in kafa karistiricidir;
Derinlemesine bilgi olmadan, belirli bir tasarim gorevi i¢in hangi ayarlarin 6nemli
oldugunu soylemek zordur. Pozisyona 0zgii klonlama i¢in PCR primerlerinin
tasarlanmas1 gibi bazi gorevlerin mevcut web arayiiziiyle gergeklestirilmesi kolay

degildir ¢iinkii bu, programin farkli ayarlar altinda birden fazla calistirllmasini
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gerektirmektedir. Mevcut web araylzindeki bu sorunlar nedeniyle ve liberal lisansla
kolaylastirilan bazi akademik ve ticari taraflar, Primer3 i¢in kendi 6zel ihtiyaglarina ve
hedef kitlelerine gore uyarlanmis kendi komut satirlarini ve/veya web arayiizlerini
olusturmuslardir. Bu web arayizlerine EMBOSS', EPRIMER3 ve PCR Suite 6rnek

olarak verilebilir [83].

2.6. gPCR ile CRISPR-Cas Bdélgelerinin Tespiti

PCR, molekiiler biyolojide devrim yaratarak, tek bir kopya kadar diisiik frekanslarda
olusan niikleik asitlerin rutin olarak tespit edilmesini miimkiin kilmistir. Glnlmuzde
PCR, hemen hemen her dogal olarak olusan ve manipiile edilmis biyolojik sistemdeki
genlerin tanimlanmas1 da dahil olmak ftizere cok sayida uygulamanin temelini

olusturmaktadir [84].

DNA ve RNA'nin tespit edilmesi icin PCR ve FISH gibi kantitatif teknikler kullanilmistir.
Ancak amplifiye iirlinlerin kesin miktarin1 6lgmek ve geleneksel PCR tekniklerinde ug
nokta analizi sonuglariyla karsilastirmak zordur. Teorik olarak herhangi bir déngiide
baslangi¢ hedef sekansinin miktari ile PCR {irliniiniin miktar1 arasinda niceliksel bir iliski
vardir. Gergek zamanl kantitatif PCR'nin (RQ-PCR) gelistirilmesi, geleneksel kantitatif
PCR ile iligkili degiskenligi ortadan kaldirmis, boylece PCR iiriinlerinin rutin ve givenilir
bir sekilde oOl¢iilmesine olanak saglamistir. Termal dongii islemi sirasinda floresansin
tespiti iCycler(Bio-Rad), GeneAmp 5700 veya 7700(ABI-PRISM) ve Light-
Cycler(Roche) kullanilarak  gergeklestirilebilir. Ger¢ek zamanli kantitasyonda
kullanilmak tizere iki florojenik prob mevcuttur. Florojenik 5'-niikleaz tahlili (Tagman
yontemi), sekansa 6zgii bir PCR iirliniiniin tespitini miimkiin kilmak i¢in bir florojenik
prob kullanir. Florojenik prob, 5' ucunda raportdr boya ve 3' ucunda sondiiriicii ile
birlestirilir. Ikinci yéntem, oldukca spesifik bir ¢ift sarmalli DNA baglama boyasi olan
SYBR Green I boyasini kullanir. Ger¢ek zamanli PCR, DNA ve RNA'nin ¢ok daha kesin
ve tekrarlanabilir kesin niceliksel 6l¢timiinii miimkiin kilmaktadir ¢iinkii u¢ nokta yerine

PCR'nin iistel asamasi sirasinda elde edilen CT degerlerine dayanmaktadir [85].
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CRISPR-Cas sistemleri, hedef tanima igin bir veya birden fazla RNA kilavuzundan,
bakteri ve arkelerde yabanci viriislere karsi niikleik asitlerini pargalayarak savunma
yapmak igin gelisen bir Cas enziminden olusur. CRISPR-Cas sistemi sadece genom ve
RNA diizenlemesi i¢in degil, son zamanlarda niikleik asit tespiti i¢in de kullanilmaya
baslanmistir. CRISPR-Cas sistemleri iki sinifa (Smif 1 ve 2) gruplandirilmistir ve niikleik
asit tespiti i¢in en yaygin kullanilan arag kutusu, Sekil 2'de ayrintili olarak belirtildigi gibi
smif 2 sistemine ait Cas9, Cas12, Cas13 ve Cas14'i igerir [86].

Genellikle, hedef amplifikasyonunun yoklugunda CRISPR-Cas tespitinin siniri
pikomolar seviyededir ve bu da yanlis negatif hatalara neden olur. Hedeflenen
amplifikasyon, diisiik Ornek konsantrasyonlari nedeniyle hatali negatiflerin ortaya
cikmasinit 6nleyebilir. PCR genellikle mevcut en hassas ve spesifik test olarak kabul
edilir; klinik, gida ve cevre dahil olmak iizere cesitli alanlarda mikrobiyal tespite

uygulanmistir [87].

Dogru, hizli ve uygun maliyetli bir niikleik asit tespit yontemi, yaygin olarak bulasici
patojen teshisinde kullanilir ve 6nemli bir rol oynar. Bu amagla en ¢ok kullanilan yontem
olan PCR bazli teshis, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir. Ancak PCR bazli teshis
ozel alet ve mesleki beceri gerektirir, bu da yaygin uygulamasini sinirlar. Nikleik asit
tespitinin yiiksek karmagikligi ve maliyeti, yontemin hizli enfeksiyon teshisinde
uygulanmasini engellemektedir. Niikleik asitlerin izotermal amplifikasyonu, PCR ile
karsilastirildiginda hizli ve tasmabilir tespitte umut verici bir alternatif olarak ortaya

cikmustir, ancak duyarliliginin ve 6zgiilligiiniin gelistirilmesi gerekmektedir [86].

Bu bilgiler dogrultusunda, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus’un CRISPR-Cas
Tip II sisteminin tespiti ve tanimlamas1 amaciyla gPCR metodu ve Primer3web, tespit

edilmesi amaglanan genlerin primer tasariminda kullanilmastir.

Bu ¢alismada ilk olarak, referans olarak segilen S. thermophilus ATCC 19258 susunun
CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip I1-C bolgelerine ait Cas9 ve Csn2 genlerinin in silico olarak

belirlenmesi amaglanmistir. In silico ¢alismalarin sonucu olarak belirlenen genlerine
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spesifik primerlerin tasarimi yapilmistir. Ardindan FoodOmics Laboratuvart Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan S. thermophilus suslarinin qPCR uygulamasi ile CRISPR-Cas
Tip 11-A ve Tip I1I-C bolgelerinin tespiti amaglanmustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizmalar

S. thermophilus ATCC 19258 susu, orijinal paketi i¢inde, liyofilize halde (0136P -

Microbiologics) ticari olarak temin edilmistir.

S. thermophilus HUF19ZN2M1012 ve S. thermophilus HUF19ZN7M1039 suslari,
Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi FoodOmics Laboratuvar1  Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan elde edilmistir. S. thermophilus HUF22BDT2034 susu ise, ticari
olarak satilan karisik yogurt kiiltiiriinden (Probiyotik Yogurt Starter Kiiltir) izole edilmis,

tanimlanmis ve FoodOmics Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

S. thermophilus izolatlarinin canlandirilmasi, makroskobik ve mikroskobik
incelemelerinin  gergeklestirilmesi, stok kiiltiirlerinin  hazirlanmast ve DNA
izolasyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla Nutrient Broth (1216.00 - Condalab) , M17
Broth (1.15029 - Merck) ve M17 Agar (M929 - HIMEDIA) kullanilmastir.

3.1.3. Kimyasallar

Mikroorganizmalarin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasinda, %50 (h/h) oraninda gliserol

(104094.2500 -Merck) kullanilmustir.

Aseptik kosullarin saglanmasi ve Gram reaksiyonlarinin izlenmesinde %99.,9 saflikta

etanol (64-17-5 - ISOLAB) seyreltilerek kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin biyokimyasal analizlerinden katalaz testinin ger¢eklestirilmesi

amaciyla %34,5-36,5 (a/h)’luk H2O2 (7722-84-1 - Sigma-Aldrich) ¢6zeltisi kullanilmustir.
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Yine biyokimyasal analizlerden glukozdan gaz olusturma testinin gergeklestirildigi

besiyerinin hazirlanmasinda %0,04 liikk bromkresol moru kullanilmistir.

Mikroorganizmalardan genomik DNA izolasyonu kapsaminda, GeneMATRIX
Bacterial&Yeast Genomic DNA Purification Kit (E3580-01 - EURX) icerisinde temin
edilen kimyasallar kullanilmistir. Bu asamada, kit i¢erisinde temin edilen kimyasallardan

Lyse BG tamponuna ek olarak lizozim enzimi (Vivantis) kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin CRISPR-Cas Tip II bdlgesinin tespiti amaciyla uygulanacak gPCR
analizinde FastStart Essential DNA Green Master (06402712001 - Roche) Kkiti

kullanilmustir.

3.1.4. EKipmanlar

Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan ekipmanlara ait ilgili marka ve modeller asagida

verilmis:

e Hassas terazi (Yildirnm KD-TBC 300 g (0,001 g))

e Kuru otoklav (Nuve Stream Art S clss EN 13060 OT 23S)
e Vorteks (Biosan Vortex V-1 Plus)

e Etilv (Nuve — EN400)

e Buzdolab1 (+4° ve -20°C Arcelik)

e Santriflij (NUve NF 800)

e Mikrosantriftj (Neuation i Fuge BLO8VT)

e Biyoguvenlik kabini (Esco Class Il BSC Air Stream)

e Isitict blok (Major Science MD-01N)

e RT-PCR cihazi (Roche Lightcycler 96)

3.1.5. Sarf Malzemeleri

Mikroorganizmalarin canlandirilmalarinda 20 mL’lik cam deney tipleri sivi
besiyerlerinin hazirlanmasinda, 90 mm’lik steril Petri kutular1 (081.02.161 - ISOLAB)
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agarli besiyerlerinin hazirlanmasinda ve mikrobiyolojik analizlerde kullanilmigtir. Stok

kiiltiirlerin hazirlanmasinda 2 mL’lik santrifiij tiipleri (Eppendorf) kullanilmigtir.

Mikroorganizmalarin mikroskobik goriintiilerinin elde edilmesi amaciyla preparat

hazirliginda 25,4 x 76,2 mm’lik tek kullanimlik lam (7102 - Pearl) kullanilmustir.

gPCR uygulamasinda, PCR karigimlarinin hazirlanmasinda 0,1 mL 8’li qPCR strip-
tiipleri ve optik kapaklar1 (Gunster Biotech) kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. in silico Analizler

Bu ¢alismada referans mikroorganizma olarak kullanilan S. thermophilus ATCC 19258

susu temel alinarak gerceklestirilen in silico analizlerin tamami1 Sekil 6’da verilmistir.

Streptococcus thermophilus ATCC 19258
Sugunun Tam Genom Sekansinin Eldesi

CRISPR-Cas Tip II Bolgesindeki
Mevcut Gen Sekanslarinin Eldesi

HOME  GENOMES  SEQUENCE SEARCH  DOCUMENTATION

ATCC

Welcome to the ATCC Genome Portal

A comprehensive collection of high-quality microbial genomics reference data

VIEW/ ALL GENOMES >

Search for 8 genome

Type to search or Alt

ATCC Genome Portal

Streptococcus thermophilus ATCC 19258
referans susunun tam genom sekansi, ATCC
Genome Portal veritabanindan elde edilmistir.

CRISPR-CAS++

CRISPR-Cas Tip II bolgesinin tespiti amaciyla,
Streptococcus thermophilus ATCC 19258 referans
susunun Tip II-A ve Tip II-C bolgelerine ait Cas9 ve
Csn2 genlerinin sekanslart CRISPR-Cas++ |
CRISPCasdb-Taxo veritabanindan elde edilmistir.

!

Secilen Cas Genlerinin Hizalanmasi

National Library of Medicine

BLAsT "

NCBI Blast

Referans susun Tip II-A ve Tip II-C bolgelerine ait
Cas9 ve Csn2 genlerinin sekanslart NCBI Blast
veritabani kullanilarak, veritabaninda kayith tiim

Streptococcus thermophilus suslar ile hizalanmistir.

Primer Tasarim

v

I Primer3web s :6. vispemen oms DA e

Primer3

Secilen ve diger Streptococcus thermophilus
suglari ile hizalanmis olan Cas9 ve Csn2 genlerinin
primerleri, Primer3 kullanilarak tasarlanmistir.

— in vitro Analizler

Sekil 6. S. thermophilus ATCC 19258 susunun CRISPR-Cas Tip Il bolgesinin in silico

belirlenmesi [88].
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3.2.1.1. Streptococcus thermophilus CRISPR-Cas Sistem Secimi igin Veri toplama

CRISPR-Cas sistem seciminin belirlenmesi uygulamasi, 6ncelikle ham veya islenmis

verilere erisebilmeyi gerektirir.

ATCC Genome Portal

Dogrulanmis veri toplama i¢in agik bir veritaban1 olan ATCC: The Global Bioresource

Center (https://genomes.atcc.org/) gen bankasindan bu ¢alismada referans olarak secilen

S. thermophilus ATCC 19258 susunun tam genom sekansi elde edilmistir [89, 90]. Bu

amagla asagidaki adimlar izlenir:

1. ATCC Genome Portal veritabaninin anasayfasinda aratma ¢ubuguna, tam genom
sekans1 elde edilmek istenen ATCC 19258 yazilarak veritabaninda aratma
baslatilir.

2. S. thermophilus ATCC 19258 susunun “FASTA” formatinda 2019 yilna ait 2,1
MB boyutunda olan tam genom sekans verisi indirilir.

3. Ekranda goriilen “Genomic Data” kismindan, susun tam genom sekans analizi

hakkinda ayrintili bilgilere ulagilir.

CRISPRCasFinder

Ayrica CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index)

veritabani kullanilarak referans olarak secilen S. thermophilus ATCC 19258 susuna ait
CRISPR-Cas Tip II-A ve Tip II-C sistemlerinde mevcut olan Cas, aralayici ve tekrar

genlerinin sekanslar1 tanimlanmistir [77]. Bu amagla asagidaki adimlar izlenmistir:

1. Referans susa ait Cas, aralayici ve tekrar genleri ve bu genlerin kanit diizeylerinin
(evidence level) tespiti amaciyla CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-
saclay.fr/CrisprCasFinder/Index) kullanilmistir. Referans susun sahip oldugu
CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip II-C bolgelerine ait Cas9 ve Csn2 genlerinin sekans
verileri CRISPRCasdb-Taxo (https://crisprcas.i2bc.paris-
saclay.fr/MainDb/TaxoTree) ile tespit edilmistir.

2. S.thermophilus ATCC 19258 susuna ait Cas, aralayici ve tekrar genlerinin tespiti

ve kanit diizeylerinin tespiti gerceklestirilmistir.
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3. CRISPRCasFinder veritabanindaki kanit diizeyinde derecelendirme sistemi,
tekrar sayisi, tekrar korumasi ve aralayici ikili kimligine dayanmaktadir. Kanit
duzeyi 3 ve 4 olduk¢a umut verici adaylari; kanit diizeyi 2 varsayilan adaylari ve
kanit diizeyi 1 olas1 olmayan sistemleri isaretler.

4. Bu amagla veritabaninin arama butonunun altinda bulunan “input sequence”
kisminda bulunan “choose file” butonuna basilir. Agilan pencerede, ATCC
Genome Portal araciligiyla FASTA formatinda elde edilen S. thermophilus
ATCC 19258 susunun tam genom sekans verisi buraya eklenerek, sayfanin sol alt
kisminda bulunan “Run CRISPRCasFinder” butonuna basilir.

5. CRISPRCasFinder ile tam genom sekansi taranan S. thermophilus ATCC 19258
susuna ait Cas, aralayict ve tekrar genleri ile birlikte; bu genlere ait kanit
duzeylerini (evidence level) gostermektedir.

6. Burada, kanit diizeyi 3 ve 4 olan veriler Kabul gérmekle birlikte; kanit diizeyi 1
ve 2 olan verilerin kesinligi hakkinda yorum yapilamadigindan dolay1 gegerli bir
sonuc olarak kabul edilmemektedir.

7. Burada kanit diizeyi 3 ve 4 olan veriler segcilip tablonun “details” kismina
tiklandiginda, bu bolgelerdeki aralayici ve tekrar genlerinin sekans verileri elde

edilebilmektedir.

CRISPRCasdb-Taxo

Bundan sonra CRISPRCasdb-Taxo (https://crisprcas.i2bc.paris-
saclay.fr/MainDb/TaxoTree) veritabant kullanilarak S. thermophilus ATCC 19258

susuna ait CRISPR-Cas Tip I1-A sisteminde mevcut olan Cas9 ve Csn2 genlerinin ve Tip

I1-C bolgesindeki Cas9 geninin sekanslari elde edilmistir [77]. Bu amagla asagidaki

adimlar izlenmistir:

1. CRISPRCasdb-Taxo veritabaninda yapilan aramanin sonucu gosterilmistir.

2. Burada ekranin solunda yer alan “Search” kismina, referans susun kodu yazilarak
arama baglatilir. Ekranin sag kismi sonug ekranini gdstermektedir. Bu kisimda,
susun sahip oldugu CRISPR lokuslar1 ve gen sekanslarina ulasilabilmektedir.

3. S.thermophilus ATCC 19258 susu i¢in, susun sahip oldugu CRISPR-Cas Tip |-
Ave Tip lI-C bolgelerine ait genlerin sekanslarina, “CRISPR Id/Cas Type” baslig1

altindaki uzantilara tiklanilarak ulasilmistir.
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4. “CRISPR Id/Cas Type” baghgt altindaki “Cas-Typell-A” uzantisina
tiklanildiginda ulasilan sonug¢ ekranini gostermektedir. Bu ekrandan, CRISPR-
Cas Tip I1-A bolgesinde belirlenmesi amaclanan olan Cas9 ve Csn2 genlerinin
sekanslari elde edilmistir.

5. “CRISPR 1Id/Cas Type” baghgt altindaki “Cas-Typell-C” uzantisina
tiklanildiginda ulagilan sonug ekranini gostermektedir. Bu ekrandan, CRISPR-
Cas Tip 11-C bolgesinde belirlenmesi yapilacak olan Cas9 geninin sekansi elde
edilmistir.

6. Bu asamadan sonra, elde edilen gen sekanslarinin NCBI Blast veritabaninda

mevcut olan diger S. thermophilus suslari ile hizalanmasi gergeklestirilmistir.

NCBI BLAST

CRISPR-Cas Tip II-A sisteminde mevcut olan Cas9 ve Csn2 genlerinin ve Tip 1I-C
bolgesindeki Cas9 geninin sekanslart, NCBI BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak, NCBI veritabaninda mevcut olan

diger S. thermophilus suslarina ait sekanslar ile hizalanmistir [81, 91]. Bu amagla

asagidaki adimlar izlenmistir:

1. CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genleri ile Tip 11-C bolgesine
ait Cas9 geninin hizalanmas1 amaciyla, NCBI BLAST anasayfasinda bulunan
“nucleotide BLAST’’ veritaban1 kullanilir.

2. Acgilan sayfada “Enter Query Sequence’” kismina, CRISPRCasFinder
veritabanindan elde edilen gen sekanslarinin son 400 baz ¢ifti yapistirilir.

3. Sayfanin “’Choose Search Set’” kisminda bulunan ¢’Organism’ kismina,
sekanslar1 hizalanacak olan mikroorganizma olan ’S. thermophilus’’ yazilarak
“BLAST”’ butonuna basilir ve arama baslatilir.

4. Agilan sayfa, arama kutusuna yazilan gen sekansinin, NCBI veritabanina kayitl
S. thermophilus suslarina ait sekanslarinin hizalanmasit sonucu benzerlik

duzeylerini gostermektedir.
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Genlerin veritabanindaki S. thermophilus suslari ile hizalanmasi sonucu, erisim saglanan
benzerlik oranlari ve hizalama puanlar1 degerlendirilmistir. BLAST ile gen dizilimlerinin

benzerlik oranlarinin >%70 olmasi beklenmektedir [92].

BLAST ile gen dizilimlerinin hizalanmasi sonucu hizalama puanlar1 asagida belirtilen

kriterler dogrultusunda degerlendirilir [93]:

e 200 baz cifti boyutundaki karsilagtirmalar i¢in hizalama puani en az 28 olmalidir.

e 800 baz cifti boyutundaki karsilagtirmalardan elde edilen optimal hizalama
puanlari en az 31 olmalidir.

e 1200 baz cifti boyutundaki karsilagtirmalardan elde edilen optimal hizalama

puanlar1 en az 34 olmalidir.

Primer3

Primer3 (https://primer3.ut.ee/) programi kullanilarak, sekanslari elde edilen Cas9 ve

Csn2 genlerinin qPCR primerleri dizayn edilmistir [94]. Bu amagla asagidaki adimlar

izlenmistir:

1. Primer3 veritabaninin anasayfasinda, veri girisi yapilacak olan kutucuga, Cas9 ve
Csn2 genlerinin sekanslarinin son 400 baz dizilimi yazilir.

2. “Pick Primers” butonuna basilarak arama baslatilir.

3. Sonug ekraninda, primerlerin %GC degerleri ve bir sonraki asamada uygulanacak
olan qPCR analizinde maruz kalacaklar1 baglanma sicaklart goéz Oniinde

bulundurularak analize en uygun primerler segillir.

Uygun Primerlerin Secimi

gPCR uygulamasinda kullanilacak olan primerlerin se¢imi asagidaki Kriterler

dogrultusunda gergeklestirilmistir [95].

1. Konum

PCR primerlerinin konumu bazen deneyin amacina gore belirlenir. Deneyin amact

yalnizca dizinin varligini veya yoklugunu belirlemekse, amplifikasyon iyi ¢aligtig: siirece
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konumun hicbir énemi yoktur. Ancak deney, bir genin belirli bir aleline yonelik bir

tahlilin parcasiysa, o zaman amplikonun ilgilenilen bolgeyi igermesi gerekli olacaktir.

2. Amplikon Uzunlugu

Genel olarak amplikonlarin uzunlugu 100 ile 1000 bp arasindadir. Alt simir,
amplikonun agaroz jel Uzerinde gorsellestirilebilmesine yonelik tipik ihtiyagtan
kaynaklanmaktadir. Ust smir, biiyiik dizilerin amplifikasyonundaki zorluklarin
sonucudur. Minimum amplikon boyutu gerektirmeyen bir test kullanilirsa teorik olarak

minimum amplikon boyutu yoktur.

3. Guanin/Sitozin Icerigi (%GC)

Primerdeki G (guanin) veya C (sitozin) olan bazlarin orani olarak tanimlanan iyi PCR
primerleri genellikle %40 ile %60 arasinda bir G/C igerigine sahip olacak sekilde segilir.
Ancak bunun iyi tanimlanmig bir nedeni yoktur, yalnizca tercih edilir oldugu

distintilmustiir [96].

4. Erime Sicakhg: (Tm)

Ideal primerlerin erime sicakligi (Tm) degerlerinin 45°C ila 65°C arasinda olmasi

primerler arasindaki maksimum fark 5°C olmasi 6nerilmektedir [96, 97].

5. Baz Dizisi Uzunlugu

Ideal primerler; tekrarlanan dizilerden olusmayan, sentetik olarak kolayca

hazirlanabilen ve 18-26 bazdan olusmaktadir [96]

Bu bilgiler dogrultusunda Primer3 ile tasarlanan primerlerden, yukarida belirtilen
kriterlere uygun veya en yakin 6zellikteki primerler sec¢ilmis ve qPCR uygulamasinda

kullanilmak tizere sentezlenerek ticari olarak temin edilmistir.
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3.2.2. in vitro Analizler

Bu calismada CRISPR-Cas Tip II sisteminin tespiti ve tanimlamasinin saglanmasi
amaglanan Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii FoodOmics Laboratuvari
Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan S. thermophilus suslari temel alinarak gergeklestirilen

in vitro analizler Sekil 7°de verilmistir.

Tammlanmis Suslarn Kontroli

N
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Suslann Canlandinlmas: Makroskobik Morfolojilerin Mikroskobik Morfolojilerin Biyokimyasal
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in silico Analizlerde CRISPR-Cas Tip
I1-A ve Tip II-C Bolgesine ait Cas9 ve
Csn2 Genlerinin Tasarlanan Primerleri

Sekil 7. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II bolgesinin tespiti amaciyla
uygulanan in vitro analizler [88].
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In silico ¢alismalar ile CRISPR-Cas Tip 1I-A sisteminde mevcut olan Cas9 ve Csn2
genlerinin ve Tip I1-C bolgesindeki Cas9 geninin sekanslari kullanilarak primer tasarimi
gerceklestirilmistir. Buna gore ¢alismanin bu asamasinda S. thermophilus suslarinda
CRISPR-Cas Tip II sistemi saptanacaktir. Bu amagcla suslardan DNA izolasyonu

yapilacak ve daha sonra qPCR yontemi kullanilarak saptama islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Streptococcus thermophilus Suslarinin Canlandirilmasi

Bu ¢alismada yer alan S. thermophilus suslarinin canlandirilmasinda M17 Broth ve M17

Agar besiyerleri ile 37°C’de 18-24 saat surede aerobik inkiibasyon kosullari saglanmustir.

S. thermophilus suslarinin canlandirilmasinda asagidaki islemler uygulanmstir:

1. Bu calismada kullanilan referans sus i¢in tiretici firmanin canlandirma prosediirii
uygulanmistir [98].

2. -20 °C’de santrifiyj tiiplerinde muhafaza edilen S. thermophilus suslarindan 100
ML alinarak, steril M17 Broth besiyerine aseptik kosullarda inokiile edilmistir.

3. Besiyeri, 37 °C’de aerobik kosullarda 16-18 saat inkiibe edilmistir.

4. Bulaniklik gbzlenen sivi besiyerinden 1-2 6ze kadar alinmis ve steril M17 Agar
besiyerine tek koloni diislirme yontemi ile inokiilasyon gerceklestirilmistir.

5. M17 Agar besiyeri, 37 °C’de aerobik kosullarda 36-48 saat inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon sonunda tespit edilen saf kolonilerden 2 &ze alinarak tekrar M17
Broth besiyerine inokiile edilmistir. Besiyeri, 37 °C’de aerobik kosullarda 16-18
saat inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda iireme gdzlenen M17 Broth besiyerindeki kulttirlerden 0,75
ul alinarak, igerisinde 0,75 ul steril gliserol bulunan santrifiij tiiplerine %50 (h/h)
oraninda olacak sekilde eklenmistir.

8. %50 (h/h) gliserol/besiyeri bulunan santriflyj tiplerine, M17 Agar besiyerinde saf
kolonileri tespit edilmis olan tum S. thermophilus suslarindan 4-5 6ze kadar
alinarak hiicre yogunlugu arttirilmistir.

9. Santriftj tapleri; gliserol, besiyeri ve S. thermophilus hiicreleri iyice karisana
kadar vorteklenmistir.

10. Stok kiiltiirler, tez ¢alismas1 kapsaminda yiiriitiilen diger analizlerde kullanilana
kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2.2. Mikroorganizmalarin Stok Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Mikroorganizmalarin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasinda asagidaki adimlar izlenmistir

[99]:

1.

Petri kutusunda kat1 besiyerinde inkiibe edilmis, ireme gozlenen ve saf kolonileri
tespit edilen mikroorganizmalar ile birlikte sivi besiyerleri de kullanilmistir. Bu
amacla kat1 besiyerinde saf kolonileri tespit edilen mikroorganizmalardan tekrar
stvi besiyerine inokiilasyon yapilmis ve 16-24 saat inkiibe edilmislerdir. Kati
besiyerinden mikroorganizma inokiile edilmis olan sivi besiyerleri stoklamada
kullanilmuistir.

Stok kiiltiirlerin hazirlanmasinda, 2 mL’lik santrifiij tiiplerine 0,75 mL gliserol
eklenmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Sterilizasyonun ardindan, kati besiyerinden mikroorganizma inokiile edilmis ve
iireme gozlenmis olan s1v1 besiyerinden 0,75 mL besiyeri, gliseroliin lizerine ilave
edilmistir.

Stok kiiltiirdeki mikroorganizma yiikiinii arttirmak amaciyla santrifiij tiiplerine,
kat1 besiyerlerinde tespit edilen saf kolonilerden 2 6ze kadar ilave edilmis ve
tipler vorteklenmistir.

Iyice karigmasi saglanan gliserol-besiyeri karisimi, -20°C°de, DNA izolasyonuna

kadar muhafaza edilmistir.

3.2.2.3. Biyokimyasal Testler ile Onceden Tanimlanmis Suslarin Kontrolii

Bir bakteri izolatinin herhangi bir analizine baslamadan once, kiiltiiriin safliginin

dogrulanmasi gerekir. S. thermophilus izolatlarinin biyokimyasal olarak tanimlanma

dogrulamasi i¢in uygulanan testler Cizelge 11°de verilmistir.
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Cizelge 11. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinin dogrulanmasinda uygulanan

biyokimyasal testler.

Hedef Bakteri Makroskobik Morfoloji Streptokoklar i¢in Ayrim Testleri

Makroskobik Morfoloji
Mikroskobik Morfoloji
Streptococcus M17 Agar 37°C*de Gelisim Testi
thermophilus 37°C*de Aerobik Katalaz Testi
Gram Reaksiyonlari

Glukozdan Gaz Olusturma Testi

S. thermophilus izolatlarinin biyokimyasal olarak tanimlanma dogrulamasinda Cizelge
11’de belirtilen ayrim testlerinden faydalanilacaktir. Bu amagla uygulanacak testler
makroskobik ve mikroskobik morfolojilerin incelenmesi, 37°C*de gelisim testi, katalaz
testi, Gram reaksiyonlarinin incelenmesi ve glukozdan gaz olusturma testi seklinde

listelenmistir.

Makroskobik Morfoloji

S. thermophilus  suslarmin makroskobik morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla,
oncelikle tipik kolonilerin tanimlanmasi yapilmistir. Bu amagla uygulanan protokol
asagida belirtilmistir [100, 101]:

1. M17 Broth besiyerinde 37°C‘de aerobik kosullarda 18-24 saat inkiibe edilmis
suslar, M17 Agar besiyerine tek koloni diislirme yontemiyle inokiile edilmistir.

2. Agarl besiyeri ayni kosullarda 36-48 saat inkiibe edilmistir.

3. Inkilbbasyon sonunda M17  Agar besiyerinde gelisim  gdsteren
mikroorganizmalarin tipik koloni ozelliklerini gdsteren koloni rengi, boyutu,
koloni sekli, agar egimli biiylime, yiikseklik gibi parametreler kullanilarak

belirlenmistir.
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Mikroskobik Morfoloji

S. thermophilus suslarinin mikroskobik morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla basit

boyama teknigi kullanilmigtir [102].

Bu amacla uygulanan metot asagida belirtilmistir:

Temiz bir lam tizerine piset yardimiyla 1 damla damitik su damlatilmstir.
Damutik su iizerine M17 Agar besiyerinde gelisim gosteren 18-24 saatlik geng
kilturlerden standart koloniler secilerek 1 6ze 6rnek alinmis ve koloni, lam
tizerindeki damitik su tizerinde ¢ozdiiriilmiis ve yiizeye yaydirilmistir.

Lam yuzeyi kuruyana kadar bekletilmistir.

Lam ytlizeyi kuruduktan sonra hizlica bek alevinden gegirilerek tespit yapilmistir.
Hazirlanan preparat {izerine, yiizeyi tamamen kaplayacak sekilde metilen mavisi
eklenip 1 dakika beklenmistir.

Preparat, damitik suyla iyice yikanmis ve tekrardan kurumaya birakilmistir.
Kuruyan preparat {izerine immersiyon yagi damlatilarak basit 151k mikroskobunda
100X merceginde incelenmistir. Basit boyama ile mikroorganizmalarin hiicresel

sekillerinin gézlenmesi amaglanmaistir.

37°C’de Gelisim Testi

S. thermophilus suslarinin segici s1vi besiyerinde 37°C’de gelisimleri incelenmistir [103].

Bu amacla uygulanan yontem asagida belirtilmistir:

1.

-20°C'de stoklanmis olan izolatlarindan 100 pL alinarak M17 Broth besiyerine
inokile edilmistir.

Tipler 37°C’de aerobik kosullarda 18-24 saat inkube edilmistir.

Inkiibasyon sonunda saf kiiltiir olusumunu tespit etmek amaciyla iireme gdzlenen
besiyerlerinden 2-3 6ze alinarak M17 Agar besiyerine tek koloni diisiirme
yontemiyle inokile edilmistir.

M17 Agarli Petri kaplari, 37°C’de aerobik kosullarda 36-48 saat inkibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda saf kolonileri tespit edilen suslarin 37°C’de gelisim testi

sonuglar1 pozitif olarak kaydedilmistir.
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Katalaz Testi

Katalaz testi, bakterilerde katalaz enziminin saptanmasini amaciyla uygulanir. Testin

temel prensibine iligkin biyokimyasal gsosterim asagida verilmistir:

2H202 + KatalaZ = 2H20 + 02 [104]

Testin uygulanisi:

1.

Incelenecek kiiltiirden 6ze ile drnek alinarak, bir lam iizerinde damitik su ile
slispanse edilmistir.
Stispanse edilmis hiicre kiiltiirii tizerine bir 6ze dolusu %30’luk (a/h) H20> ilave

edilip karigtirilmistir.

Test sonunda hava kabarciklarmin ¢ikist test sonucunun pozitif oldugunu, hava

kabarciklarinin ¢ikmamasi ise negatif oldugunu gostermistir.

Gram Reaksiyonlar:

Mikroorganizmalari, Gram pozitif ve Gram negatif olarak ayristirmak amaciyla Gram

boyama tekniginden yararlanilmistir [105].

Bu amagla uygulanan yontem asagida belirtilmistir:

1.

M17 Agar besiyerinde gelisim gosteren 18-24 saatlik geng kulturlerde inceleme
yapilmistir. Bu amagla temiz bir lam {izerine piset yardimiyla 1 damla damitik su
damlatilmistir.

Damutik su iizerine, M17 Agar besiyerinde gelisim gosteren 18-24 saatlik geng
kiiltiirlerden standart koloniler segilerek 1 6ze ornek alimimis, lam (zerindeki
damutik su lizerinde ¢ozdiiriilmiis ve lam ylizeyine yaydirilmistir.

Lam yuzeyi kuruyana kadar bekletilmistir.

Lam ytlizeyi kuruduktan sonra hizlica bek alevinden gegirilerek tespit yapilmustir.
Hazirlanan preparat iizerine, yilizeyi tamamen kaplayacak sekilde kristal viyole
eklerek 1 dakika beklenilmis ve preparat damitik su ile yitkanmustir.

Ardindan preparat yiizeyi liigol ¢ozeltisi ile kaplanip 1 dakika beklenilmis, stireg

sonunda yuzey damitik su ile yikanmistir.
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7. Daha sonra preparat ylizeyi %96’lik etil alkol ile kaplanarak 15 saniye
beklenmistir.

8. Sire¢ sonunda alkol hizlica akitilarak yiizey damitik su ile yikanmustr.

9. Son olarak preparata, yiizeyi kaplayacak sekilde safranin boyasi eklenerek 30
saniye beklenilmis ve siire¢ sonunda yiizey damitik su ile yikanmistir.

10. Preparat yiizeyindeki su tamamen kuruduktan sonra {izerine immersiyon yagi
damlatilarak basit 151k mikroskobunda 100X mercegi ile mikroorganizma

kolonileri incelenmistir.

Gram reaksiyonu sonucu Gram pozitif olan bakteriler menekse moru, Gram negatif

bakteriler ise kirmizi olarak gozlenmistir.

Glukozdan Gaz Olusturma Testi

Karbonhidrat fermantasyon test besiyerlerinin hazirlanmasinda Tryptone water veya
uygun diger bir s1vi temel besiyerinden yararlanilmaktadir [106]. Bu temel besiyeri, belli
bir indikator ve test edilecek karbonhidrati igerecek sekilde ve Durham tiipii bulunan test
tiplerinde, genel olarak 4,5-5 mL miktarlarda hazirlanmaktadir. Brom kresol moru,
besiyeri bilesiminin %0,04’ii oraninda (a/h), glukoz ise besiyeri bilesiminin %0,0025°1

oraninda (a/h) eklenmistir [107].
Testin uygulanilisi su sekildedir:

1. Incelenecek bakteri kiiltiiriinden karbonhidrat fermantasyon test broth’larma sivi
kulttrden 0,1 mL ekim yapilmistir.
2. Tip, optimum iireme sicakliginda (37 °C) 2-10 giin inkube edilmistir.

Besiyeri renginin (indikator renginin) degismesi asit olusumunu, Durham tiiplinde gaz

birikimi ise gaz olusumunu gosterir.

Besiyerinde asit olusumu gozlendiginde test sonucu pozitiftir ve sonu¢ “+” ya da “A”
olarak kaydedilir. Ancak test sonucunun pozitif olmasi durumunda, gaz olusumu pozitif
veya negatif olabilmektedir. Eger Durham tiipiinde gaz varlig1 saptanmigsa sonu¢ “AG”

olarak kaydedilir. Besiyerinde asit olusumu gézlenmemisse sonug negatiftir ve sonug

olarak kaydedilir.
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3.2.2.4. DNA Izolasyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu amaciyla GeneMATRIX Bacterial&Yeast Genomic DNA
Purification Kit (E3580-01 - EURX) kullanilmigtir [108]. Kit protokolinde mindr

degisiklikler yapilarak genomik DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. DNA izolasyou

3 asamadan olusmaktadir. Ilk asama 6rnegin hazirlanmasi, ikinci asama lizis ve son

asama DNA ekstraksiyonudur.

Ornegin hazirlanmast;

1. -20°C’de muhafaza edilen saf bakteri suslari, stivi M17 Broth (1.15029 - Merck)
besiyerine inokiile edilmistir. Ornekler 37°C'de 18-24 saat inkiibe edilmistir.

2. 200 pL bakteri kalturi 11000 x g’de 3 dakika santrifiij edilip ve daha sonra
slipernatant toplanmustir.

3. Hiicre sayisini arttirabilmek adina tekrardan 200 pL bakteri kiltir(i 11000 x g’de
3 dakika santrifiij edilmis ve daha sonra stipernatan toplanmustir.

4. Ardindan bakteri hiicreleri %0,9 steril normal tuzlu su i¢inde yikmis ve ayni
kosullar altinda santrifiijleme ile toplanmistir.

Lizis;

1. Bakteri pelletine 300 pL Lyse BG tamponu stispanse edilir ve Eppendorf tupiinde
karigtirilmagtir.

2. Lizozim enziminin BL tamponu ile kullanilir. Stispansiyon hiicresine 50 pL BL
tamponu ve 40-50 pL lizozim eklenmistir. Ardindan 2 L. RNase A eklenip birkag
defa pipetleyerek karistirilmistir.

3. Numune 37°C'de 15 dakika inkibe edilmistir.

DNA ekstraksiyonu;

1. Yeniden siispanse edilmis hiicre peletine 15 pL Proteinaz K eklenmistir. Birkag
kat ters gevrilerek veya 15 saniye vorteks ile karistirilmistir.

2. Numune 55°C'de 30 dakika inkiibe edilmis ve inklbasyon suresi boyunca tup
birkag kez ters cevirerek karistirilmistir.

3. Numuneye 350 pL Sol BG tamponu eklenmis ve birkac kere ters cevirerek
karigtirilmastir.

4. Numune 5 dakika boyunca 55°C'de inkiibe edilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

Inkiibasyon sonunda numune 15 saniye vortekslenmistir.

DNA spin kolonuna 30 pL Buffer BG eklenmis ve lizat dondiirme kolonuna
aktarilana kadar oda sicakliginda en az 15 dakika tutulmustur.

Lizat, 11000 x g’de 2 dakika santrifijlenmistir.

Santrifiijiin ardindan 600 pL kadar berrak supernatant, DNA spin kolonuna
dikkatlice aktarilmistir.

Spin kolonu, 11000 x g’de 1 dakika santrifijlenmistir.

Spin kolonu ¢ikarilir. Toplama tiipiinde biriken akiskan atilir ve spin kolonu,
toplama tiipline geri yerlestirilmistir.

Kalan karigim aynt DNA spin kolonuna aktarilmig ve 11000 x g’de 1 dakika
boyunca santrifiijlenmistir.

Spin kolonu ¢ikarilmig, slipernatant bosaltilmis ve kolon alici tiipline geri
yerlestirilmistir.

Dondurme kolonuna 450 pL Wash BGX tamponu eklennis ve 11000 x g’de 1
dakika boyunca santrifjlenmistir.

Dondurme kolonu ¢ikarilmis, toplama tiipiinde biriken akiskan atilmis ve kolon,
ayn1 toplama tuptine geri yerlestirilmistir.

Spin kolona 450 pL Wash BGX tamponu eklenmis ve 11000 x g’de 1 dakika
boyunca santrifijlenmistir.

Spin kolon ¢ikarilmis, toplama tiipiinde biriken akigkan atilmis ve kolon toplama
tlplne geri yerlestirilmistir.

Wash BGX tamponun kalintilarinin giderilmesi igin lizat 11000 x g’de 1 dakika
boyunca santirfiijlenmistir.

Spin kolonu 1,5 pL’lik yeni alici tiipe yerlestirilirmistir. Kolona bagli DNA'y1
elute etmek icin, 80°C sicakliga kadar 1sitilmig 50 pL ellisyon tamponu, spin
kolonuna eklenmistir.

Spin kolon/toplama tiipii diizenegi oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.
Spin kolonu ve toplama tupt, 11000 x g’de 1 dakika santrifujlenmistir.

Spin kolon ¢ikarilip DNA izolatinin bulundugu alici tiipiin agz1 kapatilmistir.
Ekstraksiyonu tamamlanan genomik DNA, -18°C'de saklanmustir.

62



3.2.2.5. Kalitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR)

S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip I1-C bolgelerinin tespiti amaciyla

analiz edilecek olan Cas9 ve Csn2 genlerinin qPCR uygulamasinda Roche FastStart
Essential DNA Green Master (katalog numarasi: 06 924 204 001) kiti ve kit protokoli
kullanilmustir [109].

Kit protokoliine gore izlenecek adimlar su sekildedir:

1.

-20 °C'de muhafaza edilen FastStart Essential DNA Green Master ve H20 PCR
Grade ¢ozdiiriilmiistiir.

PCR primerlerinin 10x konsantre soliisyonu hazirlanmstir.

Buz kalib1 tizerindeki 1,5 mL'lik santrifiij tiipiine, Cizelge 12’de listelenen
bilesenler sirayla ekleyenek bir reaksiyon igin 20 pl'lik PCR karisimi

hazirlanmstir.

Cizelge 12. gPCR protokolu

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Master Mix 10 uL 2X
Primer Forward 1 uL 0,5 uM
Primer Reverse 1 uL 0,5 uM
H>O PCR Grade 3uL
Toplam Hacim 20 uL

Her bilesen pipetleme yapilarak dikkatlice karistirilmistir.

LightCycler® 8°li strip tiiplerinin her birine 15 ul PCR karisimi dagitilmistir.
8’11 striplere dagitilan PCR karigiminin tizerine 5 pl (50 ng/ pL) DNA sablonu
ilave edilmis ve dikkatlice pipetlenmistir.

8’li striplerin kapaklari kapatilmistir.

LightCycler® 8’li strip tiipleri, uygun adaptorle birlikte 2500xG 'de 2 dakika

santriftijleyin yerlestirilmistir.
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9. Reaksiyon tipleri LightCycler® 96 cihazina yiiklenmis ve Cizelge 13’de
belirtilenlere gore gPCR programi baglatilmistir.

Cizelge 13. qPCR kitinin LightCycler® 96 cihazina optimize edilmis protokolii

Dongii Adim Sicaklik (°C) Zaman (°C/s) Dongu
[lk aktivasyon 95 4.4 1
95 4.4
3 adiml
. 60* 2,2 45
amplifikasyon
72 44
95 44
Erime 65 2,2 1
97 0,1
Sogutma 66 2,2 1

“60°C: Sicaklik segimi, PCR kiti protokoliinde primere bagl oldugu belirtilmistir.
Prokole gore dnerilen uygulama, ilk deneyler igin hedef sicakligin, hesaplanan primer Tm

sicakligmin 5°C altina ayarlanmasi yoniindedir [109].

Cizelge 13, gPCR kitinin LightCycler® 96 cihazina optimize edilmis protokoliinii
gostermektedir. Analiz Oncesi cihaz, burada belirtilen sicaklik, zaman ve dongii

programlarina gore ayarlanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alisma sonuglari ii¢ temel baslikta 6zetlenmistir, bu kapsamda:

I.  Referans olarak secilen S. thermophilus ATCC 19258 susunun CRISPR-Cas Tip

I1-A ve Tip II-C bolgelerine ait Cas9 ve Csn2 genlerinin in silico olarak

belirlenmesi,

ii. insilico ¢alismalarin sonucu olarak CRISPR-Cas Tip 1I-A boélgesine ait Cas9 ve

Csn2 genlerinin ve; Tip 11-C bdlgesine ait Cas9 geninin primerlerinin tasarimi,

iii.  FoodOmics Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan S. thermophilus

suslarinin CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip 11-C bolgelerinin tespiti amaciyla kalitatif

gPCR uygulamasi yapilmistir.

4.1. in silico Analizler

4.1.1. Streptococcus thermophilus ATCC 19258 Susunun Tam Genom Sekansinin

Eldesi

Susun Ticari Ozellikleri

Referans olarak secilen S. thermophilus ATCC 19258 susunun tam genom sekansi,

ATCC Genome Portal (https://genomes.atcc.org/) veritabanindan elde edilmistir. S.

thermophilus ATCC 19258 susunun dizileme 6zeti Cizelge 14°de verilmistir.

Cizelge 14. S. thermophilus ATCC® 19258™ susunun ticari dzellikleri [90].

Organizma Ozeti

Isim ATCC® 19258™
Izolasyon Pastorize siit
Etiket Tip sus
Biyoguvenlik Seviyesi 1
Tip Sus Evet
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ATCC Genome Portal veritabanindan referans susun tam genom sekansi ile birlikte;
susun ticari ismi, izole edildigi yer, etiket bilgisi, biyogiivenlik seviyesi ve tip sus olup
olmadigina dair bilgilere de ulasilmistir. Susa ait tam genom dizileme bilgileri Cizelge

15°de belirtilmistir.

Cizelge 15. S. thermophilus ATCC 19258 susunun dizileme 6zeti [90].

Dizileme Ozeti

Yayinlanma Tarihi 20 Aralik 2019

Uzunluk 2,102,268 nikleotit

Illumina + Oxford Nanopore Hybrid
Sekans Teknolojisi

Assembly
Bitis Sayis1 1 (halkasal)
Dizileme Diizeyi Tam Genom Sekanslama
N50 2,102,268 nt
%GC Igerigi 9039,02

ATCC Genome Portal veritabanindan elde edilen ve bir sonraki adimlarda kullanilacak
olan tam genom dizilemenin tarihi, dizinin uzunlugu, kullanilan sekans teknolojisi,
dizinin bitis sayisi, dizileme diizeyi, N50 degeri ve %GC igerigine dair bilgilere de
ulasilmigtir. N metrikleri, genom diizeneklerini degerlendirmek i¢in siklikla kullanilan bir
dizi dizinin bitisikliginin bir Sl¢ilistidiir. N50, bir seri dizinin medyan ve ortalama
uzunluguyla ilgilidir. Degeri, dizi kiimesindeki niikleotidlerin (en az) %50'sini birlikte
temsil eden en uzun diziler grubundaki en kisa okumanin uzunlugunu temsil eder. N50
degeri, bir siralama ¢aligmasinin okuma uzunlugu dagilimimnin agirlikl orta noktasi olarak
gorulebilir. Yine tabloya gore ATCC 19258 susunun %GC igerigi %39,02°dir. Bir
genomun baz bilesiminin, 6zellikle yiiksek %GC igeriginin, uzun zaman dilimleri
boyunca siirekli degisen ¢evresel kosullarda, genomun baz bilesiminin belirli bir diizeyde
stabiliteye isaret ettigi literatirdeki ¢alismalarda belirtilmistir [110]. Buna gére hem N50
degeri (2,102,268 nt) bakimindan hem de % GC (%39,02) oran1i bakimindan S.

thermophilus ATCC 19258 susunun ham okuma verilerinin kalitesini gostermektedir.
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4.1.2. CRISPR-Cas Tip II Bolgesindeki Mevcut Gen Sekanslarimin Eldesi

Referans sus S. thermophilus ATCC 19258 susuna ait CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip II-C

lokuslarinin analizi i¢in CRISPRCas++ veritaban1 kullanilmistir.

S. thermophilus ATCC 19258 tipi susuna %99,9 benzerlik gosterdigi belirtilen bir
calismada [111] S. thermophilus susuna ait dairesel genom haritasi Sekil 8’de
verilmigtir. Burada c¢emberin disindan igine dogru COG kategori atamasiyla
renklendirilmis ileri sarmaldaki kodlama dizileri (CDS), ortolog gruplar kiimesi (COQG)
kategori atamasi, RNA, GC oraniyla renklendirilmis ters sarmalda verildigi

gorulmektedir.

COG Fonksiyonel Kategorileri
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Sekil 8. S. thermophilus susuna ait dairesel genom haritasi.
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Cizelge 16. S. thermophilus CKDBO027 susunun COG fonksiyonel kategorileri ile iligkili
gen sayis1 [111].

Q]figr Islev Say1 Y(‘j/f)‘;'e
S Islev bilinmiyor 439 23.8
L Replikasyon, rekombinasyon ve onarim 254 13.8
E Amino asit tasinmasi ve metabolizmasi 200 10.9
J Translasyon, ribozomal yap1 ve biyogenez 148 8.0
M Hiicre duvari/membrani/zarfi biyogenezi 99 5.4
K Transkripsiyon 96 5.2
G Karbonhidrat taginmasi ve metabolizmasi 95 5.2
P Inorganik iyon tasinmasi ve metabolizmasi 87 4.7
F Niikleotid tasinmasi ve metabolizmasi 74 4.0
A Translasyon sonrasi modifikasyon, protein doniisiimii, 63 34

saperonlar
V Savunma mekanizmalari 59 3.2
H Koenzim taginmasi ve metabolizmasi 44 2.4
C Enerji liretimi ve donilisiimii 42 2.3
T Sinyal iletim mekanizmalari 42 2.3
| Lipid taginmasi ve metabolizmasi 32 1.7
U Hiicre igi trafik, salgi ve vezikiiler tasinma 29 1.6
D Hucre dongusu kontroli, hiicre bélinmesi, kromozom 17 0.9

bolinmesi ’
Q Ikincil metabolitlerin biyosentezi 15 0,8
N Hiicre hareketliligi 5 0,3
Z Hucre iskeleti 1 0,1

Bu calismada CRISPR bdlgesini dogrulamak i¢cin CRISPRCasFinder kullanilarak elde
edilen gen sekanslarina gore tiim genom, biri 14 aralayiciya sahip CRISPR-Cas Tip 11-C
sistemi ve digeri 23 aralayiciya sahip CRISPR-Cas tip I1-A sistemi olmak Uzere iki adet
CRISPR-Cas lokus kiimesi gostermistir (Sekil 9).

Cas Tip II-C (konum: 877,270 — 882,048 bp)
Cas9 Casl Cas2 CRISPR1 dizisi: 17 aralayici (1,155 bp)
- 912 bp 324 bp

DR (36 bp): GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC

Cas Tip II-A (konum: 1,630,039 — 1,637,940 bp
CRISPRS dizisi: 23 aralayici (1,555 bp) Csn2 I Csn2 Casl Cas9

(=)
3
g
w
3
g
0

DR (36 bp): GTTTTGGAACCATTCGAAACAACACAGCTCTAAAAC

Sekil 9. S. thermophilus’daki CRISPR-Cas lokuslarinin yapist [111].
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Dort farkli dogrudan tekrar (DR) mavi renk kodludur ve ara pargalar diger renk kodludur.

Her DR'nin konsensiis dizisi ve boyutu, her lokusun altinda gosterilir. Lokustaki her Cas

proteininin boyutu her besgende gosterilir (bp = baz ¢ifti). Tez ¢calismasinda, Sekil 9°da

gosterilen Tip 11-A bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genleri ile Tip I1-C bdlgesine ait Cas9

genlerinin taramasi yapilmistir.

Arama sonucu elde edilen sekans verilerinden, kanit diizeyi 3 ve 4 olan genlerin sekans

verilerine ulasmak igin CRISPRCasdb-Taxo kullanilmistir. Bu dogrultuda Cizelge 17
CRISPRCasFinder ile elde edilen gen sekanslarinin son 600 baz ciftini (bp)
gostermektedir.

Cizelge 17. CRISPRCasFinder ile elde edilen gen sekanslarinin son 600 baz cifti (bp).

Gen

Sekans (Son 600 bp)

Tip lI-A
Cas9

ACTATTCTCAAGTGATAAATCCGATTCAAAAATAGCATTATAAGTGTCCA
AAAAGTCTTGAAAATTCTTCTGAATATCATTATTTTTTGAATTAAACTCTC
CTTCAATTAAGAAGTGACCTCTATATTTAATCATATGAGCCAATGCAAGA
TAAACTAGACGCAAATCTGCTTTTTTAGTACTATCTGCTAAATATTTCCTT
AAATGATAGATAGTTGGAAATTCATCATGATAGGCTTTTTCTTCTACTAA
GTTTCCAAATATCGGATACTTACTATCACGTTTATCATCAGGAACTAAAA
ACGAATCGTCAAGTCTTTGAAAGAAAGCATCATCTAATGTAGCCATCTCT
GTGCTAAAAATTTCCTGCAAATAAAGGATACGATTACGGCGTCTAGTATA
ACGTCTTCTTGCAGTACGCTTCAATCTTCTTCCTTCTGCTGTGATTCCAGA
GTCAAAGAGTAATACACCTAACAGGTTCTTTTTGATATACTTTTTACTCGT
ATTTCCTAAGACTTTCATTTTTTTAGACGGAACCTTGTAATTATCAGTTAT
TACAGCCCATCCAACACTATTCGTTCCAATATCAAGTCCAATTGA

Tip lI-A
Csn2

TTGTTGAATCCCTTCAATCTGTCTAGGTTCCAAAAATAATACATCAGCTTG
TGATAACTTTGTATATTCCAAGATTTGATAAATTTCATCTTTAGAAAAATA
CGACAAGCTATTGACGAATACTAAAATTCTCTTTTTAACTAAATATTTAA
AAATCTGTAAAATCTCAAATATTTTTTCAAAAACCGTACAAGACTTAGTT
TCGATTCTGACACCTAATGCTTTAATTAGTTCTAAAAGTGTAATCTCATCA
TACTCTATATCTAGTTCATTTTCTATACACTCTGCCATTATAATATCAGTA
ATTAATGATACCAAAGAATCTATTTCTGATCTAACTTCAGGTTTATCATTC
AACTGGCTTACAATATCTGTGTGAAGCAACTTTAATACCTGAGAAGTATT
AATATCGTAACCTAAAATATCCGTTATTAAAAGTAATTCAGAGGACCTTA
TACTCCTTATTTTACTATCAAATATTGTTAAATTCGATTGTTCATCATACT
GATAGAATTCCTTGACTAACTGAGCAAACACACTCACATCCTCAATTACG
AGAACTGTCCCCAGATTAACCTCCATAGGCTCATCCAAAAGTGA

Tip 1I-C
Cas9

CATGGCTATATTCGTAAATATAGTAAAAAAGGCAATGGTCCTGAAATCAA
GAGTCTTAAATACTATGATAGTAAGCTAGGCAATCATATTGATATTACTC
CGAAGGATAGTAACAATAAAGTTGTCTTACAGTCATTAAAACCTTGGAGA
ACAGATGTCTATTTCAATAAAAATACTGGTAAATATGAAATTTTAGGACT
GAAATATTCTGATATGCAGTTCGAGAAAGGTACTGGGAAGTACTCTATTT
CAAAAGAACAATATGAAAATATTAAGGTTAGAGAGGGTGTAGATGAAAA
TTCTGAATTTAAGTTTACACTTTATAAAAACGATTTATTACTGCTTAAGGA
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TTCCGAAAATGGCGAGCAAATCCTATTGAGGTTCACTTCTCGAAATGATA
CTTCTAAACATTATGTGGAATTAAAACCTTATAATAGACAGAAATTTGAA
GGAAGTGAATATCTGATTAAATCATTAGGGACTGTTGCCAAAGGAGGTC
AATGCATAAAAGGGCTAGGAAAATCAAATATTTCTATTTATAAAGTAAG
AACGGATGTTCTAGGAAATCAGCATATCATCAAAAATGAGGGTGATAAG
CCT

Elde edilen gen sekanslarinin kanit diizeyi 4’e ait oldugu, veritabani araciligiyla tespit
edilmistir. Sekanslarin son 400 baz ¢ifti, primer tasariminda kullanilmistir. Genlere ait

tam sekans dizilimleri EK 1°de verilmistir.

Bu asamadan sonra, elde edilen gen sekanslarinin NCBI Blast veritabaninda mevcut olan

diger S. thermophilus suslari ile hizalanmasi gergeklestirilmistir.

4.1.3. Segilen Cas9 ve Csn2 Genlerinin Hizalanmasi

Hacettepe Universitesi FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu’na ait S.
thermophilus suslarmin CRISPR-Cas Tip I1-A ve Tip I1-C bolgelerinin tespiti amaciyla
qPCR uygulamasinda kullanilacak olan primerlerin dizayn1 Oncesi, gen sekanslarinin
NCBI veritabaninda tam genom sekanslari mevcut olan S. thermophilus suslar ile
hizalanmasi hedeflenmistir. Burada NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

kullanilmistir.

CRISPR-Cas Tip II-A bdlgesine ait Cas9 ve Csn2 genleri ve Tip I1-C bolgesine ait Cas9
genlerine ait sekanslarin, NCBI BLAST veritabanina kayitli S. thermophilus suslar ile
hizalanmasi amaciyla, 3.2.1.1. bashig1 altinda belirtilen adimlar izlenmistir. BLAST

hizalanmas1 sonucu elde edilen sonuglar, EK 2’de verilmistir.

BLAST ile yapilan hizalamalar, hizalama puani ile degerlendirilir. Bir hizalamanin puant,
her hizalanmis baz c¢ifti i¢in tanimlanan ikame puanlart ve bir segmentteki bos
karakterlerle digerine eklenen her harf dizisi i¢in bosluk puanlari toplanarak hesaplanir

[93].
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CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genlerinin ve Tip I1-C bolgesine ait
Cas9 geninin benzerlik oranlarina ait hizalamanin sonug tablolar1 EK 2’de verilmistir.
Grafiklerde kirmiz1 ile isaretli bolgelerin hizalanma puani >200, pembe ile isaretli
bolgelerin hizalanma puanmi ile 80-200 araligindadir. Hizalama sonucu elde edilen

benzerlik oraninin >%70 oraninda olmasi beklenmektedir [92].

200 baz cifti boyutundaki karsilastirmalar icin hizalama puani en az 28, 800 baz ¢ifti
boyutundaki karsilagtirmalardan elde edilen optimal hizalama puanlari en az 31, 1200 baz
cifti boyutundaki karsilastirmalardan elde edilen optimal hizalama puanlar1 en az 34
olmalidir. BLASTn ile yapilan hizalamalarin sonucglarii bu bilgiler dogrultusunda

degerlendirilmistir.

CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Cas9 geninin, NCBI veritabanina kayitl 65 tekrar ile
Blast Hit dagilim1 sonuglar1 Sekil 10°da gosterilmistir.

Alignment Scores <40 [W40-50 [O50-80 [@80-200 [H>=200

Distribution of the top 65 Blast Hits on 65 subject sequences

| I e | |
1 80 150 240 320 400

Sekil 10. CRISPR-Cas Tip II-A Cas9 geninin, NCBI veritabanina kayitli 65 tekrar ile
Blast Hit dagilimu.
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CRISPR-Cas Tip Il-A bdlgesine ait Cas9 geni, NCBI BLASTn veritabani kullanilarak S.
thermophilus suslar1 ile hizalanmis ve 65 tekrar ile yapilan hizalama sonucu, hizalama
puaninin >200 oldugu saptanmustir. Sekil 10°da gosterilen hizalama haritas1 Cizelge

18’de 6zetlenmistir.

Cizelge 18. CRISPR-Cas Tip II-A Cas9 geni BLAST hizalamasi 6zeti.

Tur Hizalama Puam Hit Sayis1
Streptococcus 65
Streptococcus thermophilus 739 58
Streptococcus thermophilus LMD-9 739 2
Streptococcus thermophilus MN-ZLW-002 739 1
Streptococcus thermophilus ND03 739 1
Streptococcus thermophilus ASCC 1275 728 1
Streptococcus salivarius 686 2

CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine ait Cas9 geni igin BLAST hizalamasi, NCBI
veritabanina kayitli 65 tekrar ile gerceklestirilmis ve sekans benzerlik oraninin >98,75
oldugu saptanmustir. Bu sonug, yiiksek oranda niikleotit sekans benzerliginin oldugu

seklinde degerlendirilmistir.

400 baz ¢ifti ile yapilan hizalama sonucu CRISPR-Cas Tip II-A bdlgesine ait olan Cas9

geninin hizalama puaninin uygun degere sahip oldugu saptanmustir.

CRISPR-Cas Tip 11-A bolgesine ait Csn2 geninin, NCBI veritabanina kayitli 63 tekrar ile
Blast Hit dagilim1 Sekil 11°de gosterilmistir.
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Alignment Scores  [ll<40 [l40-50 [J50-80 [H80-200 [H>=200

Distribution of the top 63 Blast Hits on 63 subject sequences

| | | a |
1 30 160 240

|
400

Sekil 11. CRISPR-Cas Tip IlI-A Csn2 geninin, NCBI veritabanina kayitli 63 tekrar ile

Blast Hit dagilima.

CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Csn2 geni, NCBI BLASTn veritabani kullanilarak S.

thermophilus suslari ile hizalanmis ve 63 tekrar ile yapilan hizalama sonucu, hizalama

puaniin >200 oldugu saptanmistir. Sekil 11°de gosterilen hizalama haritas1 Cizelge

19°da 6zetlenmistir.

Cizelge 19. CRISPR-Cas Tip Il-A Csn2 geni BLAST hizalamasi 6zeti.

Tar Hizalama Puam Hit Sayis1
Streptococcus 63
Streptococcus thermophilus 739 58
Streptococcus thermophilus ASCC 1275 739 1
Streptococcus thermophilus LMD-9 739 2
Streptococcus thermophilus MN-ZLW-002 739 1
Streptococcus thermophilus ND03 739 1
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CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine ait Csn2 geni icin BLAST hizalamasi, NCBI
veritabanina kayith 63 tekrar ile gergeklestirilmis ve sekans benzerlik oraninin >98,25
oldugu saptanmistir. Bu sonug da yiiksek oranda niikleotit sekans benzerliginin oldugu

seklinde degerlendirilmistir.

400 baz gifti ile yapilan hizalama sonucu CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine ait olan Csn2

geninin hizalama puaninin uygun degere sahip oldugu saptanmaistir.

CRISPR-Cas Tip 11-C bolgesine ait Cas9 geninin, NCBI veritabanina kayitli 94 tekrar ile
Blast Hit dagilim1 Sekil 12°de gosterilmistir.

Alignment Scores <40 W40-50 [50-80 [WS0-200 [W>=200

Distribution of the top 96 Blast Hits on 94 subject sequences

| | 1 | I 1
1 20 160 240 320 400

Sekil 12. CRISPR-Cas Tip II-C Cas9 geninin, NCBI veritabanina kayitli 94 tekrar ile
Blast Hit dagilima.
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CRISPR-Cas Tip I1-C bolgesine ait Cas9 geni, NCBI BLASTn veritabani kullanilarak S.
thermophilus suslar1 ile hizalanmis ve 94 tekrar ile yapilan hizalama sonucu, hizalama
puaninin 80-200 araliginda ve >200 oldugu saptanmistir. Sekil 12°de gosterilen hizalama

haritas1 Cizelge 20°de 6zetlenmistir.

Cizelge 20. CRISPR-Cas Tip I1-C Cas9 geni BLAST hizalamasi dzeti.

Tar Hizalama Puam | Hit Sayisi
Streptococcus 94
Streptococcus thermophilus 739 86
Streptococcus thermophilus LMD-9 739 2
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 248 1
Streptococcus thermophilus ASCC 1275 243 1
Streptococcus thermophilus MN-ZLW-002 243 1
Streptococcus thermophilus JIM 8232 243 1
Streptococcus thermophilus ND03 243 1
Streptococcus thermophilus LMG 18311 193 1

CRISPR-Cas Tip 1I-C bolgesine ait Cas9 geni igin BLAST hizalamasi, NCBI
veritabanina kayith 65 tekrar ile gergeklestirilmis ve sekans benzerlik oraninin >77,28
oldugu saptanmistir. Bu sonug, >%70 niikleotit sekans benzerligine sahip olmasu

dogrultusunda uygun degerde oldugu seklinde degerlendirilmistir.

400 baz ¢ifti ile yapilan hizalama sonucu CRISPR-Cas Tip II-C bdlgesine ait olan Cas9
geninin hizalama puaninin uygun degere sahip oldugu saptanmistir.Bu durumda suglarin

hizalama puanlarinin uygun degerlere sahip olduguna ulagilmistir.

75



BLAST hizalamas1 sonucu kontrol edilen benzerlik oranlar1 ve hizalama puanlarinin
uygunluguna karar verilmesinin ardindan, Primer3 ile primerlerin tasarimi

gergeklestirilmistir.

4.1.4. Primer Tasarimi

S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II-A ve Tip II-C sisteminin tespiti icin

uygulanacak qPCR primerleri, Primer3 kullanilarak tasarlanmaistir.

Primer3 programi ile primer tasarimi amaciyla 3.2.1.1. basligi altinda belirtilen adimlar
izlenmistir. ileri (forward) primer 5'-3' yoniinde, geri (reverse) primer 3°-5° ydniindedir.

Primer3 ile elde edilen oligo primerler ise EK 3’de gosterilmistir.

Cizelge 21. CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine ait primerler.

Gen Primer %GC Tm  Uzunluk (bp)
F: TCTTCCTTCTGCTGTGATTCC 47,62 57,66 21
. R: ACGAATAGTGTTGGATGGGC 50,00 57,96 20
F: TCAGGTTTATCATTCAACTGGCT 39,13 58,08 23
e R: TGAGGATGTGAGTGTGTTTGC 47,63 58,78 21

Cizelge 21, CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine ait olan Cas9 ve Csn2 genlerinin, Primer3

ile tasarlanan ve gPCR analizinde kullanilan primer dizilerini gostermektedir.

Buna gore CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Cas9 geninin ileri (F) primer dizisinin
%GC oran1 47,62, Tm sicaklig1 57,66, baz ¢ifti uzunlugu 21 ve geri (R) primer dizisinin
%GC oran1 50, Tm sicakligi 57,96, baz ¢ifti uzunlugu 20’dir. Tip II-A bélgesine ait Csn2
geninin ileri (F) primer dizisinin %GC oran1 39,13, Tm sicaklig1 58,08, baz ¢ifti uzunlugu
23 ve geri (R) primer dizisinin %GC oran1 47,63, Tm sicaklig1 58,78, baz ¢ifti uzunlugu
21°dir.
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Ideal primerlerin %GC igeriginin %40-60 araliginda olmasi, Tm degerlerinin 45°C ila
65°C arasinda olmasi ve 18-26 bazdan olusmasi Onerilmektedir. Bu kriterlere gore
CRISPR-Cas Tip II-A bélgesine ait Cas9 geni icin tasarlanan primerler bu kriterlere

uymaktadir.

Csn2 geni i¢in Primer3 programi ile tasarlanan primerler (EK 3), ideal primer 6zelliklerini
tam olarak karsilamamaktadir. Ideal primer igin belirtilen kriterlerin birlikte
degerlendirilmesi ile primer secimi gerceklestirilmistir. Tasarlanan primerlerin
uzunluklart uygun araliktadir. Bu durumda primerlerin %GC igerigi ile birlikte Tm
sicakliklart birlikte degerlendirilmistir. Tm sicakligi daha yiiksek ve primerler (ileri ve
geri) arasinda miminum fark bulunan primer, tez calismasinin qPCR analizinde

kullanilmak iizere secilmistir.

Cizelge 22, CRISPR-Cas Tip 1I-C bolgesine ait olan segilen genlerin, Primer3 ile

tasarlanan ve gPCR analizinde kullanilan primer dizilerini gostermektedir.

Cizelge 22. CRISPR-Cas Tip I1-C bolgesine ait primerler.

Gen Primer %GC Tm Uzunluk (bp)
F: TTCCGAAAATGGCGAGCAAA 45,00 59,04 20
Cas9
R: GCATTGACCTCCTTTGGCAA 50,00 59,03 20

Buna gore CRISPR-Cas Tip 11-C bolgesine ait Cas9 geninin ileri (F) primer dizisinin
%GC oran1 45,00, Tm sicaklig1 59,04, baz ¢ifti uzunlugu 20 ve geri (R) primer dizisinin
%GC orant 50, Tm sicakligr 59,03, baz ¢ifti uzunlugu 20’dir. CRISPR-Cas Tip I1-C
bolgesine ait Cas9 geni igin tasarlanan bu primer uygun %GC igerigine, Tm degerine ve

baz uzunluguna sahiptir ve qPCR uygulamasinda kullanilmak iizere secilmistir.

Tasarlanan primerler sentezlendikten sonra, in vitro analizlerde kullanilmak tizere

Hacettepe Universitesi FoodOmics Laboratuvari’nda -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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4.2. in vitro Analizler

4.2.1. FoodOmics Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu’na ait olan Streptococcus

thermophilus Suslarimin Canlandirilmasi

FoodOmics Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’na ait olan S. thermophilus suslarinin

canlandirilmasi, 3.2.2.1. basliginda belirtilen metoda gore gergeklestirilmistir.

Buna gore S. thermophilus suslarinin makroskobik morfolojilerine ait tipik koloni

goruntusu Sekil 13’de verilmistir.

Sekil 13. Makroskobik inceleme sonuglari. Soldan saga ve yukaridan agagi olmak {izere;
S. thermophilus ATCC 19258, S. thermophilus HUF19ZN2M1012, S. thermophilus
HUF19ZN7M1039, S. thermophilus HUF22BDT2034.

S. thermophilus suslar1t M17 Agar besiyerinde gelistiginde dairesel, beyaz, parlak veya

opak olmak Uzere tipik gelisim 6zelliklerini gostermistir.
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S. thermophilus suslarinin mikroskobik morfolojilerinin belirlenmesi, M17 Agar
besiyerinde gelisim gosteren tipik kolonilerin basit boyanma yontemi ile
gerceklestirilmistir.  S. thermophilus suslarinin boyanmasinin ardindan, basit 151k
mikroskobunda 100X mercegi ile incelenmesi sonucu elde edilen goriintiileri
gostermektedir. Bu goruntiler, S. thermophilus suslarinin standart bir gérinimi olan kok

sekilli ve zincir halindeki koloniler olarak gozlenmistir.

Cizelge 23°de S. thermophilus suslarmin gelisme Ozellikleri ve makroskobik,

mikroskobik morfolojileri ayri ayri1 verilmistir.

Cizelge 23. S. thermophilus suslarinin gelisme 6zellikleri ve makroskobik, mikroskobik

morfolojileri.
Mikroorganizma Makroskobik  Mikroskobik
Sus Kaynag Gelisme B B
Kodu Morfoloji Morfoloji
] Pastorize ) Beyaz, parlak, Zincir halinde
ATCC 19258 S. thermophilus Iyi o
sut plrizsuz koklar, tipik
Starter
] kaltdr . Beyaz, parlak, Zincir halinde
HUF19ZN2M1012 S. thermophilus Cok iyi o
eklenmisg plrizsuz koklar, tipik
sut
] Tekne ~ Beyaz, parlak, Zincir halinde
HUF19ZN7M1039 S. thermophilus ] Cok iyi o
ylizeyi plrizsuz koklar, tipik
Ticari
) yogurt ~ Beyaz, parlak, Zincir halinde
HUF22BDT2034 S. thermophilus Cok iyi o
starter plrizsuz koklar, tipik
kulturd

Buna gore gelisme durumlari iyi ya da ¢ok iyi, makroskobik ve mikroskobik morfolojileri
S. thermophilus ile uygun olan suslarin biyokimyasal testlerle kontrol edilmesi

planlanmugtir.
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4.2.2. Biyokimyasal Testler ile Onceden Tanimlanmis Suslarin Kontrolii

S. thermophilus izolatlarinin safliginin dogrulanmasi amaciyla bazi biyokimyasal testler

uygulanmistir.

S. thermophilus izolatlarinin biyokimyasal olarak tanimlanma dogrulamasi igin

uygulanan testler 3.2.2.3. baslig altinda bulunan Cizelge 11°de verilmistir.

37°C’de Gelisim Testi

Mikroorganizmalarin  37°C’de  gelisim testinin  gergeklestirilmesi amaciyla S.
thermophilus suslari, M17 Broth besiyerinde 16-24 saat siireyle aerobik kosullarda

inkiibe edilmistir.

Sekil 14. Mikroorganizmalarin 37°C’de gelisim testi sonuglari. Soldan saga ve yukaridan
asag1 olmak iizere; S. thermophilus ATCC 19258, S. thermophilus HUF19ZN2M1012,
S. thermophilus HUF19ZN7M1039, S. thermophilus HUF22BDT2034.

Sekil 14, S. thermophilus suslarinin M17 Broth besiyerinde 37°C’de aerobik
kosullardaki gelisimini  gostermektedir. Sekilde; solda bulunan seffaf tiip,
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mikroorganizma inokiilasyonu yapilmamis besiyerini, sagdaki tiip ise mikroorganizma
inokiilasyonu yapilmis besiyerini gostermektedir. Mikroorganizma inokiilasyonu
yapilmis ve inkiibasyonu tamamlanmis tiiplerde lireyen mikroorganizmalarin, steril M17
Broth besiyerinin seffaf kahverengi rengini turuncu renge ¢evirdigi gozlenmistir. Testin

sonucu, tim S. thermophilus suslari igin pozitif olarak degerlendirilmistir.

Katalaz Testi

Katalaz testi, bakterilerde katalaz enziminin saptanmasini amaciyla gergeklestirilmistir.

S. thermophilus suslarina uygulanan katalaz testi, 3.2.2.3.2. nolu baglikta belirtilen

metoda gore gergeklestirilmistir.

Sekil 15. Mikroorganizmalarin katalaz testi sonuglari. Soldan saga olmak {izere; S.
thermophilus HUF19ZN2M1012, S. thermophilus HUF19ZN7M1039, S. thermophilus
ATCC 19258, S. thermophilus HUF22BDT2034.

Sekil 15, M17 Agar besiyerinde gelisim gosteren ve spesifik koloni olusumu gosteren S.
thermophilus suslarinin se¢ilmesiyle hazirlanan preperatlar {izerinde uygulanan katalaz
testi sonuglarin1 gostermektedir. Katalaz enzimine sahip olan mikroorganizmalar,
preperat tizerinde mikroorganizma iizerine damlatilan H2O3 ile reaksiyona girdiginde gaz
olusumu (O2) gozlenir. Katalaz enzimine sahip olmayan mikroorganizmalarda gaz
olusumu gozlenmez. Katalaz testi uygulanan S. thermophilus suslarinda gaz olusumu
beklenmemektedir ve test sonucunda da herhangi bir gaz olusumu gdzlenmemistir.

Dolayisiyla test sonucu, tiim suslar i¢in negatif olarak degerlendirilmistir.
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Gram Reaksiyonlari

S. thermophilus suslarinin Gram reaksiyonlarinin incelenmesi testi, deneysel ¢alismalar

3.2.2.3.3. basliginda belirtilen metoda gore gerceklestirilmistir.

Sekil 16. Mikroorganizmalarin Gram reaksiyonu sonuglari. Soldan saga ve yukaridan
asag1 olmak iizere; S. thermophilus ATCC 19258, S. thermophilus HUF19ZN2M1012,
S. thermophilus HUF19ZN7M1039, S. thermophilus HUF22BDT2034.

Sekil 16, S. thermophilus suslarinin, Gram boyama teknigi ile boyanmas1 sonrasi, basit
151k mikroskobunun 100X mercegi ile goriintiilenmesi sonucu elde edilen sonuglar
gostermektedir. Gram pozitif bakterilerin Gram reaksiyonu sonucu mor-menekse rengi
goriintii gézlenmesi beklenmektedir. Bu dogrultuda S. thermophilus suslarinin test

sonucu Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Glukozdan Gaz Olusturma Testi

S. thermophilus suslarinin glukozdan gaz olusturma testi, deneysel caligmalar 3.2.2.3.4.

basliginda belirtilen metoda gore gerceklestirilmistir.

Sekil 17. Mikroorganizmalarin glukozdan gaz olusturma testi sonuglari. Soldan saga ve
yukaridan asagi olmak tizere; S. thermophilus ATCC 19258, S. thermophilus
HUF19ZN2M1012, S. thermophilus HUF19ZN7M1039, HUF22BDT2034.

Sekil 17, mikroorganizmalarin igerisinde Durham tiipii bulunan Nutrient Broth
besiyerindeki gelisimini gostermektedir. Besiyeri bilesimine, tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilan metotta belirtilen oranda glukoz ve indikatdr eklenmistir. Test sonucunda
besiyerinin renginin degismesi ve Durham tiipiinde gaz olusumun gozlenmesi test
sonucunun pozitif oldugunu, renk degisimi ve gaz olusumu gozlenmemesi ise test
sonucunun negatif oldugunu gostermektedir. Cogu Streptococcus thermophilus susu
glukozu metabolize etmez veya zayif bir sekilde metabolize ederken [112], calisma

kapsaminda yer alan suslarin glukozu fermente etmedigi saptanmistir.
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Sekil 17, 2 paralel olarak gerceklestirilen testin sonucunu gdstermektedir. Burada,
Nutrient Broth besiyerinin seffaf sar1 renginin bulaniklastigi, ancak indikator kaynakli
herhangi bir renk degisimi veya Durham tiiplerinde gaz oluiumu goézlenmemistir.
Dolayisiyla testin sonucu tim Streptococcus thermopilus suslari igin negatif olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 24, S. thermophilus suslarmin safliginin kontrolii amaciyla gerceklestirilen

biyokimyasal testlerin sonucunu 6zetlemektedir.

Cizelge 24. Mikroorganizmalarin biyokimyasal testlerle safliginin dogrulanmasi

testlerinin sonuglari.

Suslar 37°C’de Katalaz Gram Glukozdan Gaz
Gelisim Testi Testi Reaksiyonlar1  Olusturma Testi
ATCC 19258 Pozitif Negatif Pozitif Negatif
HUF19ZN2M1012 Pozitif Negatif Pozitif Negatif
HUF19ZN7M1039 Pozitif Negatif Pozitif Negatif
HUF22BDT2034 Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Referans sus ATCC 19258 ile FoodOmics Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan

S. thermophilus suslari, biyokimyasal dogrulamalarda beklenen sonuglart gostermistir.
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4.2.3. DNA lizolasyonu

S. thermophilus suslarindan genomik DNA izolasyonu, deneysel ¢alismalar 3.2.2.5.

basliginda belirtilen metoda gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 25, tez galismasi kapsaminda qPCR analizi gergeklestirilecek olan tiim S.
thermophilus suslar1 igin gergeklestirilen genomik DNA izolasyonu sonuglarini

gostermektedir.

Cizelge 25. Tiim mikroorganizmalar ve tiim genler i¢in qPCR analizinde kullanilan DNA

izolatlar1.
DNA
Suslar Konsantrasyonu Ortalama DNA DNA Safhig
Konsantrasyonu +SD (A260/A280)
(ng/pL) (ng/pL)
108,50 1,89
ATCC 19258 114,75 + 8,842
121,00 1,89
106,50 1,88
HUF19ZN2M1012 107,75+ 1,778
109,00 1,87
113,90 1,86
HUF19ZN7M1039 117,95 +5,73?
122,00 1,86
122,30 1,86
HUF22BDT2034 122,95 + 0,928
123,60 1,87
Ortalama 114,90

S. thermophilus ATCC 19258, S. thermophilus HUF19ZN2M1012, S. thermophilus
HUF19ZN7M1039 VE S. thermophilus HUF22BDT2034 suslarina ait DNA

konsantrasyonlart istatistiksel olarak karsilastirilmistir (p<0.05).

Mikroorganizmalarin genomik DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA konsantrasyon
degerlerine gore bir grup igerisinde karsilagtirildiginda, ayni harflere sahip degerler
(ortalama = SD, n=2) nedeniyle Tukey testine gore aralarinda anlamli bir fark

bulunmamaktadir (p<0.05). Bu c¢alismada qPCR protokoliine gore, kullanilacak DNA
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konsantrasyonun 50-100 ng/puL olmasi gerekmektedir. Dolayisiyla genomik DNA

izolatlarinin konsantrasyon degerleri, qPCR analizinde kullanilmaya uygun niteliktedir.

Genomik DNA izolatlarinin safliginin kontrolii i¢in A260/280 oraninin 1.8-2.0 aralifinda
olmasi gerekmektedir [113]. Bu kriter goz oniinde bulunduruldugunda, izolatlarin saflig

belirtilen aralikta oldugundan dolayi ileri analizler i¢in kullanilabilir durumdadir.

Elde edilen uygun miktar ve saflik degerlerine sahip genomik DNA izolatlari, gPCR
uygulamasi gerceklestirilene kadar Eppendorf tiiplerinde -18 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2.4. Streptococcus thermophilus izolatlarinda CRISPR-Cas Tip Il Bdlgesinin
Tespiti Amaciyla qPCR Uygulamasi

S. thermophilus izolatlarinin CRISPR-Cas Tip Il bolgesinin tespiti; Tip 11-A bolgesine ait
Cas9 ve Csn2 genlerinin ve Tip 1I-C sistemine ait olan Cas9 geninin 4.1.4. Primer

Tasarimi basliginda tasarlanan qPCR primerleri ile gerceklestirilmistir.

S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 1I-A ve Tip I1-C bolgelerinin tespiti amaciyla
uygulanan qPCR analizi sonucu elde edilen verilerin Cq degerleri ve Tm sicakliklari,

referans sus ile karsilagtirilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

4.2.4.1. CRISPR-Cas Tip I1-A Bolgesi Cas9 Geni i¢in gPCR Analizi

S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip II bdlgesinin tespiti amaciyla ilk olarak,
CRISPR-Cas Tip Il bolgesine ait Tip I1-A alt tipine ait Cas9 geninin gPCR analizi
gerceklestirilmistir.

Cizelge 26, S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesi Cas9 geni icin

gPCR analizi sonuglarin1 gostermektedir.
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Cizelge 24. S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip 11-A bolgesi Cas9 geni i¢in g°PCR
analizi sonuglar1 (16.05.2023)

Ortalama Ortalama
Suslar Cq Tm Sonug
Cq+SD Tm + SD
NTC - - - - Negatif
33,45 76,18
ATCC 19258 3294 3306+035 7618  76,19+0,01 Pozitif
32,79 7620
34,21 76,18
HUF19ZN2M1012 33,95 34,20+025 76,15 76,16 +0,02 Pozitif
34,20 - 76,16
33,85 76,19
HUF19ZN7M1039 3344 3390+049 7618  76,12+0,10 Pozitif
34,41 7599
32,87 76,17
HUF22BDT2034 32,99 3221+059 7617 7599+ 0,20 Pozitif
31,77 - 7592

Cizelge 26, ayni tarihte ve bir operator tarafindan yapilan analizin sonuglarini
gostermektedir. Elde edilen Cq degerlerinin ve Tm sicakliklarinin grafikleri

incelenmistir.

Cizelge 26’ya gore CRISPR-Cas Tip II-A bdolgesine Cas9 geninin qPCR analizi
sonucunda; ATCC 19258 S. thermophilus susunun ortalama Cq degeri 33,06 + 0,35,
HUF19ZN2M1012 susunun ortalama Cq degeri 34,20 + 0,25, HUF19ZN7M1039
susunun ortalama Cq degeri 33,90 * 0,49 ve HUF22BDT2034 S. thermophilus susunun
ortalama Cq degeri 32,21 + 0,59 olarak elde edilmistir. Cizelge 27°de bu sonugclara iliskin

amplifikasyon egrileri goriilmektedir.
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Yine Cizelge 26’ya gore CRISPR-Cas Tip II-A bolgesine Cas9 geninin gPCR analizi
sonucunda; ATCC 19258 susunun ortalama Tm degeri 76,19 £ 0,01, HUF19ZN2M1012
susunun ortalama Tm degeri 76,60 = 0,02, HUF19ZN7M1039 susunun ortalama Tm
degeri 76,12 + 0,10 ve HUF22BDT2034 susunun ortalama Tm degeri 75,99 £ 0,20 olarak

elde edilmistir. Cizelge 27°de bu sonuglara iliskin erime egrileri goriilmektedir.

Mikroorganizmalarin qPCR analizi sonucu elde edilen Cq ve Tm degerlerine gore bir
grup igerisinde referans sus S. thermophilus ATCC 19258 ile karsilastirildiginda, diger

suslar ile arasinda fark bulunmamaktadir.
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Cizelge 25. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip I1-A bdlgesi Cas9 genine ait

qPCR amplifikasyon ve erime egrileri

Suslar Amplifikasyon Egrisi Erime Egrisi
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4.2.4.2. CRISPR-Cas Tip I1-A Bolgesi Csn2 Geni i¢in qPCR Analizi

S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip II bolgesinin tespitinin ikinci adimi olarak,

CRISPR-Cas Tip Il bolgesine ait Tip II-A alt tipine ait Csn2 geninin gPCR analizi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 28, CRISPR-Cas Tip II-A bolgesi Csn2 geni i¢in qPCR analizi sonuglarini, JPCR

analizi sonucu elde edilen Cq ve Tm degerlerini ve bu degerlerin ortalamalarini

gostermektedir.

Cizelge 26. S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesi Csn2 geni icin gPCR

analizi sonuglari. Analiz tarihi 16.05.2023.

Ortalama Ortalama
Suslar Cq Tm Sonug
Cq + SD Tm + SD
NTC - - - - Negatif
38,18 77,37
ATCC19258 39,51  3872+0,70 7576 76,30 £0,92  Pozitif
3848 7578
37,05 75,59
HUF19ZN2M1012 37,71  37,65+057 7578  7569+0,10  Pozitif
3818 7872
35,83 75,74
HUF19ZN7M1039 37,95  3681+107 7532  7553+0,21 Pozitif
3666 7553
37,24 75,53
HUF22BDT2034 36,13  3625+094 757  7563+0,09  Pozitif
3537 - 7567
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Cizelge 28, S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesi Csn2 geni i¢cin gPCR
analizi sonucglari gostermektedir. Cizelge, ayn1 tarihte ve ayn1 anda yapilan analizin
sonuglari gostermektedir. Elde edilen Cq degerlerinin ve Tm sicakliklarinin grafikleri

incelenmistir.

Cizelge 28’e CRISPR-Cas Tip II-A bdlgesine Csn2 geninin gPCR analizi sonucunda;
ATCC 19258 susunun ortalama Cq degeri 38,72 + 0,70, HUF19ZN2M1012 susunun
ortalama Cq degeri 37,65 + 0,57, HUF19ZN7M1039 susunun ortalama Cq degeri 36,81 +
1,07 ve HUF22BDT2034 susunun ortalama Cq degeri 36,25 + 0,94 olarak elde edilmistir.

Yine Cizelge 28’e gore CRISPR-Cas Tip II-A bdolgesine Csn2 geninin qPCR analizi
sonucunda; ATCC 19258 susunun ortalama Tm degeri 76,30 + 0,92, HUF19ZN2M1012
susunun ortalama Tm degeri 75,69 + 0,10, HUF19ZN7M1039 susunun ortalama Tm
degeri 75,53 + 0,21 ve HUF22BDT2034 susunun ortalama Tm degeri 75,63 + 0,09 olarak

elde edilmistir.

Cizelge 27, CRISPR-Cas Tip II-A bolgesi Csn2 genine ait gPCR amplifikasyon ve erime
egrilerini gostermektedir. Mikroorganizmalarin qPCR analizi sonucu elde edilen Cq
degerleri, referans sus S. thermophilus ATCC 19258 ile karsilastirildiginda, kendi
iclerinde fark bulunmamaktadir. Tm degerlerine gére de referans sus S. thermophilus
ATCC 19258 ile c¢alismada kullanilan diger suslar karsilastirildiginda, bir fark

gbzlenmemistir.

91



Cizelge 28. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-A bdélgesi Csn2 genine ait

qPCR amplifikasyon ve erime egrileri.
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4.2.4.3. CRISPR-Cas Tip I1-C Bolgesi Cas9 Geni i¢cin gPCR Analizi

S. thermophilus suslarinin CRISPR-Cas Tip Il bolgesinin tespitinin son adimi olarak,

CRISPR-Cas Tip Il bolgesine ait Tip II-C alt tipine ait Cas9 geninin gPCR analizi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 30, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C boélgesi Cas9 geni icin

gPCR analizi sonuglarin1 gostermektedir. Cizelge, qPCR analizi sonucu elde edilen Cq

ve Tm degerlerini ve bu degerlerin ortalamalarini gostermektedir.

Cizelge 31, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II-C bolgesi Cas9 geni

amplifikasyon ve erime egrileri gostermektedir. Suslarin qPCR

degerlendirmek i¢in bu tabloda egrileri verilen degerlerden yararlanilmistir.

analiz sonuglarini

Cizelge 30. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C boélgesi Cas9 geni icin

qPCR analizi sonuglari. Analiz tarihi 16.05.2023.

Sus No Cq OrtalamaCq+SD Tm OrtalamaTm+SD  Sonug
NTC - - - - Negatif
34,27 76,33
ATCC 19258 33,94 34,19+0,23 76,30 76.25+0,12 Pozitif
34,37 76,11
37,40 76,14
HUF19ZN2M1012 34,54 35,60 + 1,57 76,14 76.13+ 0,02 Pozitif
34,85 76,11
34,74 76,35
HUF19ZN7M1039 33,89 34,09 + 0,57 76,13 76.20+0,13 Pozitif
33,65 76,13
32,12 75,8 -
75.8 £ 0,03 Siipheli
HUF22BDT2034 32,78 32,55+ 0,37 75,78 78,60 -
78.69+0,03  Pozitif
32,75 75,74 78,77
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Cizelge 30, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C bolgesi Cas9 geni igin
gPCR analizi sonuglarin1 gostermektedir. Cizelge, ayni tarihte ve ayni anda yapilan
analizin sonuglarin1 gostermektedir. Elde edilen Cq degerlerinin ve Tm sicakliklarinin

grafikleri incelenmistir.

Mikroorganizmalarin qPCR analizi sonucu elde edilen Cq ve Tm degerlerine gore
referans sus S. thermophilus ATCC 19258 ile diger suslar karsilastirildiginda S.
thermophilus HUF19ZN2M1012 ve S. thermophilus HUF19ZN7M1039 aralarinda bir
fark olmadig1 sdylenebilir. S. thermophilus HUF22BDT2034 susu ise erime egrisi profili
bakimindan digerlerinden farkli goériinmektedir. Daha onceden yapilmis olan bir tez
caligmasma gore [114] CRISPR lokuslart bulunduklari mikroorganizmalarda
polimorfizm gostermektedir. Bu ¢alismada kullanilan primer ile S. thermophilus
HUF22BDT2034 susu icin iki farkli bolgede amplifikasyon oldugu ve bunun olasi
polimorfizme dayandig1 diisiiniilebilir. Ancak bu susun 75,8 °C’de bir Tm vermesi

nedeniyle erime egrisi sonuclari siipheli pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 31. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II-C bolgesi Cas9 geni

amplifikasyon ve erime egrileri.
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4.3. Streptococcus thermophilus izolatlarinda CRISPR-Cas Tip 11 Bélgesinin Tespiti

Amaciyla Uygulanan qPCR Analizinin Dogrulanmasi

S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip-II bdlgesinin tespiti amaciyla uygulanan
gPCR analiz sonuglariin dogrulanmasi amaglanmistir. Cizelge 32, S. thermophilus
suslarinda qPCR analizinin dogrulanmasi1 amaciyla farkl tarihlerde uygulanan analizleri

gostermektedir.

Cizelge 32. S. thermophilus suslarinda qPCR analizinin dogrulanmasi amaciyla

uygulanan analizler.

Cizelge 21 ve 22°de verilen primerler kullamlarak

Suslar
qPCR uygulama tekrar
ATCC 19258
HUF19ZN2M1012 Tip ll-A Csn2 Tip I1-C Cas9
Tip 11-A Cas9 tarama
HUF19ZN7M1039 - -
HUF22BDT2034 - Tip 11-C Cas9

Cizelgeye gore S. thermophilus qPCR analizinin dogrulanmas: amaciyla ATCC 19258 ve
HUF19ZN2M1012 suslarinda Tip [I-A bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genleri ile;
HUF19ZN2M1039 susunda Tip II-A bdlgesi Cas9 geni ile, HUF22BDT2034 susunda
Tip 11-A bolgesi Cas9 geni ve Tip II-C bolgesi Cas9 geni ile dogrulama analizleri
gerceklestirilmistir.

Cizelge 33, CRISPR-Cas Tip Il- A Bolgesi Cas9 geninin qPCR analizinin dogrulamasi
icin farkli tarihlerde tekrarlanan analizleri gostermektedir. Bu dogrultuda CRISPR-Cas
Tip 11-A bdlgesine ait Cas9 geninin varliginin dogrulanmasi amaciyla tiim suslarda
dogrulama analizi gerceklestirilmistir. CRISPR-Cas Tip 11-A bolgesine ait Csn2 geninin
varliginin dogrulanmasi amaciyla ATCC 19258 ve HUF19ZN2M1012 suslarinda;
CRISPR-Cas Tip II-C bolgesine ait Cas9 geninin varliginin dogrulanmasi amactyla
ATCC 19258, HUF19ZN2M1012 ve HUF22BDT2034 suslarinda dogrulama analizleri
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 33. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II- A Bolgesi Cas9 geninin

qPCR analizinin dogrulamasi.

Ortalama Cq + Ortalama Tm
Sus No Cq Tm Sonug
SD +SD

18,24 76,58

ATCC 19258 18,24+ 0 76,59 +0,7 Pozitif
18,24 76,59
35,37 76,18

HUF19ZN2M1012 34,79 +0,83 76,09 £ 0,13 Pozitif
34,20 76,00
33,65 76,18

HUF19ZN7M1039 33,67 £ 0,03 76,10+ 0,12 Pozitif
33,69 76,01
39,53 75,99

HUF22BDT2034 36,95 + 3,66 75,90 £ 0,13 Pozitif
34,36 75,80

*Farkli tarihlerde gerceklestirilne dogrulama analizlerinin tamaminda NTC kullanilmig

ve negatif sonug elde edilmistir.
Mikroorganizmalarin qPCR analizi sonucu elde edilen Cq ve Tm degerlerine gore

referans sus S. thermophilus ATCC 19258 ile diger suslar karsilastirilmis, ve aralarinda

kalitatif analiz uygulanmasi bakimindan bir fark olmadig1 gézlenmistir.

Cizelge 34, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II-A bolgesi Cas9 geninin

analizinin dogrulanmasina ait amplifikasyon ve erime egrilerini gostermektedir.
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Cizelge 34. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II-A bolgesi Cas9 geni i¢in

dogrulama analizinin amplifikasyon ve erime egrileri.
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Cizelge 35, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11- A Bolgesi Csn2 geninin farkl

tarihlerde uygulanan qPCR analizinin dogrulama sonuglarini gostermektedir.

Cizelge 35. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II- A Bdolgesi Csn2 geninin

qPCR analizinin dogrulamasi.

Ortalama Ortalama
Sus No Cq Tm Sonug
Cqg+SD Tm +SD
20,21 75,76
ATCC 19258 20,25 + 0,05 75,85+ 0,12 Pozitif
20,28 75,93
40,11 75,78
HUF19ZN2M1012 39,74 £ 0,53 75,70+ 0,11 Pozitif
39,36 75,62

NTC - - - - -

Mikroorganizmalar igin tekrarlanan gqPCR analizi sonucu elde edilen Cq ve Tm
degerlerine gore referans sus S. thermophilus ATCC 19258 ile diger suslar
karsilagtirilmis, ve aralarinda kalitatif analiz uygulanmas1 bakimindan bir fark olmadig:
gozlenmistir. Cizelge 36°da ise ¢alismada elde edilen amplifikasyon ve erime egrileri

verilmistir.
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Cizelge 29. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesi Csn2 geni igin

dogrulama analizinin amplifikasyon ve erime egrileri.

Sus No Amplifikasyon Egrisi Erime Egrisi
]
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Cizelge 37, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C Bdlgesi Cas9 geninin farkli

tarihlerde uygulanan gPCR analizinin dogrulamasina ait sonuglar1 gostermektedir.
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Cizelge 30. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C Bolgesi Cas9 geninin gPCR

analizinin dogrulamasi.

Ortalama Cq + Ortalama Tm
Sus No Cq Tm Sonug
SD +SD

18,76 76,39

ATCC 19258 18,75 £ 0,02 76,27 £ 0,17 Pozitif
18,73 76,15
35,42 76,19

HUF19ZN2M1012 35,68 + 0,37 76,08 + 0,16 Pozitif
35,94 75,97

HUF22BDT2034 33,31+0 75,570 Pozitif
33,31 75,57

NTC

Mikroorganizmalar icin tekrarlanan qPCR analizi sonucu elde edilen Cq ve Tm
degerlerine gore referans sus S. thermophilus ATCC 19258 ile diger suslar
karsilagtirilmis, ve aralarinda kalitatif analiz uygulanmasi bakimindan bir fark olmadig:

gbzlenmistir.

Cizelge 38, S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C bolgesi Cas9 geni igin

dogrulama analizinin amplifikasyon ve erime egrilerini gostermektedir.
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Cizelge 31. S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip 11-C bolgesi Cas9 geni igin

dogrulama analizinin amplifikasyon ve erime egrileri

Sus No Amplifikasyon Egrisi Erime Egrisi
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Bu boliimde elde edilen dogrulama analiz sonuclart degerlendirildiginde asagida

stiralandig1 bicimde 6zetlenebilir:

e HUF19ZN2M1012, HUF19ZN2M1039 ve HUF22BDT2034 suslari, CRISPR-
Cas Tip 11-A bolgesine ait Cas9 geninin gPCR dogrulama analizi sonucunda elde
edilen hem Cq hem de Tm degerleri, referans sus ATCC 19258 ile
karsilastirildiginda, aralarinda fark bulunmamaktadir. Dogrulama analizleri aym
zamanda 16.05.2023 tarihinde gergeklestirilen qPCR analizi ile de

karsilastirilmis, sonuclarin birbirleri ile tutarli ve pozitif olduklari sdylenebilir.
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HUF19ZN2M1012 susu, CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Csn2 geninin gPCR
dogrulama analizi sonucunda elde edilen hem Cq hem de Tm degerleri, referans
sus ATCC 19258 ile karsilastirildiginda, aralarinda fark bulunmamaktadir.
Dogrulama analizleri ayn1 zamanda 16.05.2023 tarihinde gerceklestirilen gPCR
analizi ile de karsilastirilmis, sonuglarin birbirleri ile tutarli ve pozitif olduklari
sonucuna varilmistir.

HUF19ZN2M1012, HUF19ZN2M1039 ve HUF22BDT2034 suslari, CRISPR-
Cas Tip 11-C bdlgesine ait Cas9 geninin gPCR dogrulama analizi sonucunda elde
edilen hem Cq hem de Tm degerleri, referans sus ATCC 19258 ile
karsilastirilmustir. Karsilastirma sonucu HUF19ZN2M1012 ve
HUF19ZN2M1039 suslarina ait degerler ile referans sus ATCC 19258 arasinda
fark bulunmamaktadir. HUF22BDT2034 susu ile ATCC 19258 susuna ait Tm
degerleri arasinda belirgin bir fark oldugu goriilmektedir. Dogrulama analizleri
16.05.2023 tarihinde gerceklestirilen gqPCR analizi ile de karsilastirilmis,
sonuclarin birbirleri ile tutarlh, HUF19ZN2M1012 ve HUF19ZN2M1039
suslarinin pozitif olduklari, HUF22BDT2034 susunun ile siipheli pozitif oldugu

sonucuna varilmistir.
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5. YORUM

Bu caligma, yerel bir siit isletmesinden izole edilen ve endiisriyel siit iiriinlerinin
tiretiminde yaygin olarak kullanilan S. thermophilus suslarinin bakteriyofaj direng
genlerine sahip olup olmadiklarinin tespiti ile ilgili bir bakis agisi sunmaktadir. Gida
endiistrisinde kullanilacak olan mikroorganizmalardan uygun suslarin belirlenmesinde
CRISPR-Cas sistemlerinin tespitinin, gida kayiplariin 6nlenmesi ve fermantasyon

prosesisinin kesintisiz siirebilmesi agisindan 6nemli olabilecegini diistiniilmektedir.

Tez ¢alismasinin sonuglar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1. Calismanin in silico kismu ile, referans olarak segilen S. thermophilus ATCC 19258
susunun, kanit diizeyi 4 olan CRISPR-Cas genlerine sahip oldugunun tespit
edilmesinin ardindan, CRISPR-Cas Tip II sistemlerinin tespiti amaciyla Tip II-A
bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genleri, Tip I1-C bdlgesinin tespiti icin ise Cas9 genlerinin
sekanslar1 elde edilmistir. Genlere ait sekanslar NCBI veritabanina kayitli S.
thermophilus suslar ile hizalanmis ve en uygun &zellige sahip qPCR primerleri

tasarlanarak in vitro ¢alismalarda kullanilmak tizere sentezlenmistir.

2. Calismanin in vitro kisminda ise, Hacettepe Universitesi FoodOmics Laboratuvari
Kiiltir Koleksiyonu’nda yer alan ve yerel bir siit isletmesinden izole edilen S.
thermophilus  suslarinin ~ canlandirilmasinin =~ ardindan,  tanimlanmalarinin
dogrulanmas1 amaciyla biyokimyasal testler uygulanmis ve elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, suslarin S. thermophilus’un spesifik 6zellikleri ile Ortligtiigii

tespit edilmistir.

3. Biyokimyasal testler ile tanimlamasi dogrulanan suslardan uygun saflik ve niikleik
asit degerlerine sahip genomik DNA izolatlar, qPCR uygulamasinin

gerceklestirilmesi amaciyla elde edilmistir.

4. S. thermophilus suslarmin CRISPR-Cas Tip II-A bdlgesinin tespiti amaciyla segilen
Cas9 ve Csn2 genleri ve Tip II-C bolgesi igin secilen Cas9 genlerinin var-yok
analizinin saglanmasi amaciyla qPCR uygulamasi gergeklestirilmistir. Bu analiz

sonucu genlerin var-yok analizinin 6zeti Sekil 18°de gosterilmistir. HUF22BDT2034
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susu icin elde edilen sonuglar siipheli pozitif durumu isaret ettiginden bu tabloda

negatif olarak degerlendirmeye alinmistir.

Genlerin Var-Yok Analizi

e Tip |1-A Cas9 e Tip |1-A Csn2 Tip 11-C Cas9
1 1 1 1
1

0

Streptococcus Streptococcus Streptococcus Streptococcus

thermophilus thermophilus thermophilus thermophilus

ATCC 19258 HUF19ZN2M1012 HUF19ZN2M1039 HUF22BDT2034

e===Tip |I-A Cas9 1 1 1 1
e Tip |I-A Csn2 1 1 1 1
Tip 11-C Cas9 1 1 1 0

Sekil 18. S. thermophilus suslart igcin CRISPR-Cas Tip Il bolgesine ait segilen genlerin
var-yok analizi.

S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II sistemlerinin tespiti amaciyla uygulanan
gPCR analizi sonucunda; S. thermophilus ATCC 19258 susunda CRISPR-Cas Tip II-A
ve Tip I1-C sistemlerinin varligs; in silico olarak veritabanlari araciligiyla, in vitro olarak
ise secilen genlerin qPCR analizinin pozitif sonug gostermistir. HUF19ZN2M1012 ve
HUF19ZN2M1039 kodlu S. thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II-A ve Tip 1I-C
bolgelerinin varligi, segilen primerler ve qPCR analiz sonuglari ile kanitlanmigtir. S.
thermophilus HUF22BDT2034 susu i¢in CRISPR-Cas Tip II-C bdlgesinin tespiti
amaciyla secilen Cas9 geninin amplifikasyon ve erime egrileri referans sus ile
karsilastirildiginda, Tm sicakliklar1 arasinda bir fark oldugu, ayrica susa ait erime
egrisinin de omuz yaptig1 gézlemlenmistir. HUF22BDT2034 susunda bu bdlgenin tespiti

i¢in siipheli pozitif sonucu elde edilmistir.

Bu c¢alismada CRISPR-Cas Tip Il sistemlerinin tespit edilmesinde burada tanimlanan
primer tasarlama metadolojisi ve bu primerlerin qPCR metodu ile S. thermophilus
suglarinda CRISPR-Cas Tip II-A ve Tip II-C bolgelerinin varligini kanitlamak igin

kullanilabilirligi ve etkinligi gosterilmistir.
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Bunun yanisira ileri ¢alismalar i¢cin CRISPR haritalarinin ve lokuslarinin tespit
edilmesinde yeni jenerasyon dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) yapilmasi
onem arz etmektedir. NGS ve biyoinformatik analizler ile CRISPR-Cas sistemlerinin
ayrintili dagilim ve tespitinin gercgeklestirilmesi, adaptif bagisiklik sistemlerinin varligi
dogrulanan suglara bakteriyofaj muamelesinin uygulanmasi ile diren¢ genlerinin

aktifliginin test edilmesi onerilir.

106



5. KAYNAKLAR

[1] A. Endo, Y. Tanizawa, M. Arita, Isolation and identification of lactic acid bacteria
from environmental samples, Lactic Acid Bacteria: Methods and Protocols, (2019) 3-13.

[2] J. Zheng, S. Wittouck, E. Salvetti, C.M.A.P. Franz, H.M.B. Harris, P. Mattarelli, P.W.
O’toole, B. Pot, P. Vandamme, J. Walter, A taxonomic note on the genus Lactobacillus:
Description of 23 novel genera, emended description of the genus Lactobacillus
Beijerinck 1901, and union of Lactobacillaceae and Leuconostocaceae, International
journal of systematic and evolutionary microbiology, 70 (2020) 2782-2858.

[3] Z.G. Cerit, Beyaz Peynir ve Siit isleme Tesisinden Izole Edilen Mikrobiyotanin
Karakterizasyonu, (2020).

[4] P. Horvath, A.-C. Codté-Monvoisin, D.A. Romero, P. Boyaval, C. Fremaux, R.
Barrangou, Comparative analysis of CRISPR loci in lactic acid bacteria genomes,

International journal of food microbiology, 131 (2009) 62-70.

[5] L. Ruiz-Rodriguez, J. Bleckwedel, M. Eugenia Ortiz, M. Pescuma, F. Mozzi, Lactic
acid bacteria, industrial biotechnology: microorganisms, 1 (2017) 395-451.

[6] D. Das, A. Goyal, Lactic acid bacteria in food industry, Microorganisms in sustainable
agriculture and biotechnology, (2012) 757-772.

[7] Z. CeriT, M.C. Baloglu, R. Yilmaz, BEYAZ PEYNIR MIKROBIYOTASINDA
KULTUROMIK VE  SHOTGUN METAGENOMIK  TEKNOLOJILERIN
DEGERLENDIRILMESI, Gida, 46 (2021) 566-582.

[8] C. S6hngen, B. Bunk, A. Podstawka, D. Gleim, J. Overmann, BacDive—the bacterial
diversity metadatabase, Nucleic acids research, 42 (2014) D592-D599.

[9] J.M. Sherman, The streptococci, Bacteriological reviews, 1 (1937) 3-97.

[10] J. Harnett, G. Davey, A. Patrick, C. Caddick, L. Pearce, Lactic Acid Bacteria |
Streptococcus thermophilus, in: J.W. Fuquay (Ed.) Encyclopedia of Dairy Sciences
(Second Edition), Academic Press, San Diego, 2011, pp. 143-148.

[11] W.M.A. Mullan, STARTER CULTURES | Importance of Selected Genera, in: C.A.
Batt, M.L. Tortorello (Eds.) Encyclopedia of Food Microbiology (Second Edition),
Academic Press, Oxford, 2014, pp. 515-521.

107



[12] A. Holding, J. Collee, Chapter | Routine biochemical tests, Methods in
microbiology, Elsevier1971, pp. 1-32.

[13] A.E. Yousef, C. Carlstrom, Food microbiology: A laboratory manual, John Wiley &
Sons2003.

[14] M.A. Hayat, Principles and techniques of electron microscopy. Biological
applications, Edward Arnold.1981.

[15] U. Kubitscheck, Fluorescence microscopy: from principles to biological

applications, John Wiley & Sons2017.

[16] L.M. De la Maza, M.T. Pezzlo, C.E. Bittencourt, E.M. Peterson, Color atlas of
medical bacteriology, John Wiley & Sons2020.

[17] S.T. Cowan, Cowan and Steel's manual for the identification of medical bacteria,

Cambridge university press1993.

[18] L. Cocolin, D. Ercolini, Molecular techniques in the microbial ecology of fermented
foods, Springer Science & Business Media2007.

[19] S. thermophilus Growth Test Procedure, Culture Collection University of
Gothenburg, 2023.

[20] W.F. Harrigan, M.E. McCance, Laboratory methods in microbiology, Academic
press2014.

[21] T. Hu, Y. Cui, X. Qu, Characterization and comparison of CRISPR Loci in
Streptococcus thermophilus, Archives of microbiology, 202 (2020) 695-710.

[22] K.S. Makarova, D.H. Haft, R. Barrangou, S.J.J. Brouns, E. Charpentier, P. Horvath,
S. Moineau, F.J.M. Mojica, Y.l. Wolf, A.F. Yakunin, Evolution and classification of the
CRISPR—Cas systems, Nature Reviews Microbiology, 9 (2011) 467-477.

[23] R. Barrangou, C. Fremaux, H. Deveau, M. Richards, P. Boyaval, S. Moineau, D.A.
Romero, P. Horvath, CRISPR provides acquired resistance against viruses in prokaryotes,
Science, 315 (2007) 1709-1712.

[24] R. Barrangou, L.A. Marraffini, CRISPR-Cas systems: prokaryotes upgrade to
adaptive immunity, Molecular cell, 54 (2014) 234-244.

[25] E.V. Koonin, K.S. Makarova, Origins and evolution of CRISPR-Cas systems,
Philosophical Transactions of the Royal Society B, 374 (2019) 20180087.

108



[26] E.V. Koonin, K.S. Makarova, F. Zhang, Diversity, classification and evolution of
CRISPR-Cas systems, Current opinion in microbiology, 37 (2017) 67-78.

[27] O. Kilig Tosun, Z. Kesmen, CRISPR-Cas uygulamalar1, potansiyel riskler ve yasal
diizenlemeler, Helal ve Etik Arastirmalar Dergisi| Journal of Halal and Ethical Research,

(2022).

[28] Z. Khan, Z. Ali, A.A. Khan, T. Sattar, A. Zeshan, T. Saboor, B. Binyamin, History
and Classification of CRISPR/Cas System, The CRISPR/Cas Tool Kit for Genome
Editing, (2022) 29-52.

[29] K.S. Makarova, Y.l. Wolf, J. Iranzo, S.A. Shmakov, O.S. Alkhnbashi, S.J. Brouns,
E. Charpentier, D. Cheng, D.H. Haft, P. Horvath, Evolutionary classification of CRISPR—
Cas systems: a burst of class 2 and derived variants, Nature Reviews Microbiology, 18
(2020) 67-83.

[30] R. Barrangou, J. Van Der Oost, CRISPR-Cas systems, RNA-Mediated Adaptative
Immunity in Bacteria and Archaea. 1010079783642346576th ed. Heidelberg SVB,
editor, (2013).

[31] S. Shmakov, A. Smargon, D. Scott, D. Cox, N. Pyzocha, W. Yan, O.0O. Abudayyeh,
J.S. Gootenberg, K.S. Makarova, Y.l. Wolf, Diversity and evolution of class 2 CRISPR-
Cas systems, Nature reviews microbiology, 15 (2017) 169-182.

[32] R. Jansen, J.D.A.v. Embden, W. Gaastra, L.M. Schouls, Identification of genes that
are associated with DNA repeats in prokaryotes, Molecular microbiology, 43 (2002)
1565-1575.

[33] P. Horvath, R. Barrangou, CRISPR/Cas, the immune system of bacteria and archaea,
Science, 327 (2010) 167-170.

[34] A. Roberts, R. Barrangou, Applications of CRISPR-Cas systems in lactic acid
bacteria, FEMS Microbiology Reviews, 44 (2020) 523-537.

[35] A.E. Briner, G.A. Lugli, C. Milani, S. Duranti, F. Turroni, M. Gueimonde, A.
Margolles, D. Van Sinderen, M. Ventura, R. Barrangou, Occurrence and diversity of
CRISPR-Cas systems in the genus Bifidobacterium, PloS one, 10 (2015) e013366.1.

[36] X. Song, H. Huang, Z. Xiong, L. Ai, S. Yang, CRISPR-Cas9D10A nickase-assisted
genome editing in Lactobacillus casei, Applied and Environmental Microbiology, 83
(2017) e01259-01217.

109



[37] C. Hidalgo-Cantabrana, Y.J. Goh, M. Pan, R. Sanozky-Dawes, R. Barrangou,
Genome editing using the endogenous type | CRISPR-Cas system in Lactobacillus
crispatus, Proceedings of the National Academy of Sciences, 116 (2019) 15774-15783.

[38] A.B. Crawley, E.D. Henriksen, E. Stout, K. Brandt, R. Barrangou, Characterizing
the activity of abundant, diverse and active CRISPR-Cas systems in lactobacilli,
Scientific reports, 8 (2018) 11544.

[39] H. Huang, X. Song, S. Yang, Development of a RecE/T-assisted CRISPR—Cas9
toolbox for Lactobacillus, Biotechnology Journal, 14 (2019) 1800690.

[40] 1.S. Myrbraten, K. Wiull, Z. Salehian, L.S. Havarstein, D. Straume, G. Mathiesen,
M. Kjos, CRISPR interference for rapid knockdown of essential cell cycle genes in
Lactobacillus plantarum, Msphere, 4 (2019) e00007-00019.

[41] R.T. Leenay, J.M. Vento, M. Shah, M.E. Martino, F. Leulier, C.L. Beisel, Genome

editing with CRISPR-Cas9 in Lactobacillus plantarum revealed that editing outcomes can

vary across strains and between methods, Biotechnology Journal, 14 (2019) 1700583.

[42] D. Zhou, Z. Jiang, Q. Pang, Y. Zhu, Q. Wang, Q. Qi, CRISPR/Cas9-assisted
seamless genome editing in Lactobacillus plantarum and its application in N-
acetylglucosamine production, Applied and Environmental Microbiology, 85 (2019)
e01367-01319.

[43] J.-H. Oh, J.-P. van Pijkeren, CRISPR—Cas9-assisted recombineering in Lactobacillus
reuteri, Nucleic acids research, 42 (2014) e131-e131.

[44] T. Guo, Y. Xin, Y. Zhang, X. Gu, J. Kong, A rapid and versatile tool for genomic
engineering in Lactococcus lactis, Microbial Cell Factories, 18 (2019) 1-12.

[45] M.-L. Lemay, A. Otto, S. MaaB, K. Plate, D. Becher, S. Moineau, Investigating
Lactococcus lactis MG1363 Response to Phage p2 Infection at the Proteome Level*[S],
Molecular & Cellular Proteomics, 18 (2019) 704-714.

[46] S. van der Els, J.K. James, M. Kleerebezem, P.A. Bron, Versatile Cas9-driven
subpopulation selection toolbox for Lactococcus lactis, Applied and Environmental
Microbiology, 84 (2018) e02752-02717.

[47] K. Selle, T.R. Klaenhammer, R. Barrangou, CRISPR-based screening of genomic
island excision events in bacteria, Proceedings of the National Academy of Sciences, 112
(2015) 8076-8081.

110



[48] B. Martel, S. Moineau, CRISPR-Cas: an efficient tool for genome engineering of
virulent bacteriophages, Nucleic acids research, 42 (2014) 9504-9513.

[49] A. Gomaa, H. Klumpe, M. Luo, K. Selle, R. Barrangou, C. Beisel, Programmable
removal of bacterial strains by use of genome-targeting CRISPR-Cas systems. MBio 5,
€00928-00913, 2014.

[50] T. Gong, B. Tang, X. Zhou, J. Zeng, M. Lu, X. Guo, X. Peng, L. Lei, B. Gong, Y.
Li, Genome editing in Streptococcus mutans through self-targeting CRISPR arrays,
Molecular Oral Microbiology, 33 (2018) 440-449.

[51] O.K. Ilikkan, Laktik Asit Bakterilerinde CRISPR/Cas Sisteminin Biyoteknoloji ve
Genetik Miihendisliginde Kullanimi, Akademik Gida, 18 (2020) 303-311.

[52] N.H.G.R. Institue, KNOCKOUT, Web Page, 2023.

[53] S. Sulaiman, N.S. Yusoff, N.S. Mun, H. Makmur, M. Firdaus-Raih, Inference of
horizontal gene transfer: Gaining insights into evolution via lateral acquisition of genetic
material, (2019).

[54] K. Chylinski, K.S. Makarova, E. Charpentier, E.V. Koonin, Classification and
evolution of type Il CRISPR-Cas systems, Nucleic acids research, 42 (2014) 6091-6105.

[55] R. Shah, R.J. Bennett, S.C. West, Genetic recombination in E. coli: RuvC protein
cleaves Holliday junctions at resolution hotspots in vitro, Cell, 79 (1994) 853-864.

[56] L. Zhang, D. Xu, Y. Huang, X. Zhu, M. Rui, T. Wan, X. Zheng, Y. Shen, X. Chen,
K. Ma, Structural and functional characterization of deep-sea thermophilic bacteriophage
GVE2 HNH endonuclease, Scientific Reports, 7 (2017) 42542.

[57] M. Dsouza, N. Larsen, R. Overbeek, Searching for patterns in genomic data, Trends
in Genetics, 13 (1997) 497-498.

[58] I. Grissa, G. Vergnaud, C. Pourcel, CRISPRFinder: a web tool to identify clustered
regularly interspaced short palindromic repeats, Nucleic acids research, 35 (2007) W52-
W57.

[59] R.C. Edgar, PILER-CR: fast and accurate identification of CRISPR repeats, BMC
bioinformatics, 8 (2007) 1-6.

111



[60] C. Bland, T.L. Ramsey, F. Sabree, M. Lowe, K. Brown, N.C. Kyrpides, P.
Hugenholtz, CRISPR recognition tool (CRT): a tool for automatic detection of clustered

regularly interspaced palindromic repeats, BMC bioinformatics, 8 (2007) 1-8.

[61] A. Biswas, R.H. Staals, S.E. Morales, P.C. Fineran, C.M. Brown, CRISPRDetect: a
flexible algorithm to define CRISPR arrays, BMC genomics, 17 (2016) 1-14.

[62] Y. Zhang, G. Zhao, F.Y.H. Ahmed, T. Yi, S. Hu, T. Cai, Q. Liao, In silico method
in CRISPR/Cas system: an expedite and powerful booster, Frontiers in Oncology, 10
(2020) 584404.

[63] C.T. Skennerton, MinCED: Mining CRISPRs in Environmental Datasets., 2016.

[64] A.G. Moller, C. Liang, MetaCRAST: reference-guided extraction of CRISPR

spacers from unassembled metagenomes, PeerJ, 5 (2017) e3788.

[65] C.T. Skennerton, M. Imelfort, G.W. Tyson, Crass: identification and reconstruction
of CRISPR from unassembled metagenomic data, Nucleic acids research, 41 (2013)
€105-e105.

[66] M. Rho, Y.-W. Wu, H. Tang, T.G. Doak, Y. Ye, Diverse CRISPRs evolving in
human microbiomes, PL0S genetics, 8 (2012) e1002441.

[67] I. Grissa, G. Vergnaud, C. Pourcel, CRISPRcompar: a website to compare clustered
regularly interspaced short palindromic repeats, Nucleic acids research, 36 (2008) W145-
W148.

[68] K. Wang, C. Liang, CRF: detection of CRISPR arrays using random forest, PeerJ, 5
(2017) e3219.

[69] O.S. Alkhnbashi, F. Costa, S.A. Shah, R.A. Garrett, S.J. Saunders, R. Backofen,
CRISPRstrand: predicting repeat orientations to determine the crRNA-encoding strand at
CRISPR loci, Bioinformatics, 30 (2014) i489-i496.

[70] Y. Naito, K. Hino, H. Bono, K. Ui-Tei, CRISPRdirect: software for designing
CRISPR/Cas guide RNA with reduced off-target sites, Bioinformatics, 31 (2015) 1120-
1123.

[71] O.S. Alkhnbashi, S.A. Shah, R.A. Garrett, S.J. Saunders, F. Costa, R. Backofen,
Characterizing leader sequences of CRISPR loci, Bioinformatics, 32 (2016) i576-1585.

112



[72] A.B. Crawley, J.R. Henriksen, R. Barrangou, CRISPRdisco: an automated pipeline
for the discovery and analysis of CRISPR-Cas systems, The CRISPR Journal, 1 (2018)
171-181.

[73] D. Couvin, A. Bernheim, C. Toffano-Nioche, M. Touchon, J. Michalik, B. Néron,
E.P. Rocha, G. Vergnaud, D. Gautheret, C. Pourcel, CRISPRCasFinder, an update of
CRISRFinder, includes a portable version, enhanced performance and integrates search
for Cas proteins, Nucleic acids research, 46 (2018) W246-W251.

[74] S.J. Lange, O.S. Alkhnbashi, D. Rose, S. Will, R. Backofen, CRISPRmap: an
automated classification of repeat conservation in prokaryotic adaptive immune systems,
Nucleic acids research, 41 (2013) 8034-8044.

[75] Q. Zhang, Y. Ye, Not all predicted CRISPR—Cas systems are equal: isolated cas
genes and classes of CRISPR like elements, BMC bioinformatics, 18 (2017) 1-12.

[76] C. Pourcel, M. Touchon, N. Villeriot, J.-P. Vernadet, D. Couvin, C. Toffano-Nioche,
G. Vergnaud, CRISPRCasdb a successor of CRISPRdb containing CRISPR arrays and
cas genes from complete genome sequences, and tools to download and query lists of
repeats and spacers, Nucleic acids research, 48 (2020) D535-D544.

[77] CRISPRCas++, in: U.P.-S. Institut Pasteur (Ed.)https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/
2021.

[78] A.G. Portal, ATCC Genome Portal User Guide, https://www.atcc.org/-

/media/resources/instruction-quides/genome-portal-user-
guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a, 2022.

[79] A.G. Portal, Standards for Next Generation Sequencing Applications,
https://www.atcc.org/-/media/resources/instruction-quides/genome-portal-user-
guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a, 2022.

[80] E.W. Sayers, M. Cavanaugh, K. Clark, K.D. Pruitt, S.T. Sherry, L. Yankie, I. Karsch-
Mizrachi, GenBank 2023 update, Nucleic acids research, 51 (2023) D141-D144.

[81] NCBI Blast, in: N.L.o.M. National Center for Biotechnology Information
(Ed.)https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, 2023.

[82] J. Beal, A. Clore, J. Manthey, Studying pathogens degrades BLAST-based pathogen
identification, Scientific Reports, 13 (2023) 5390.

113


https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/
https://www.atcc.org/-/media/resources/instruction-guides/genome-portal-user-guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a
https://www.atcc.org/-/media/resources/instruction-guides/genome-portal-user-guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a
https://www.atcc.org/-/media/resources/instruction-guides/genome-portal-user-guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a
https://www.atcc.org/-/media/resources/instruction-guides/genome-portal-user-guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a
https://www.atcc.org/-/media/resources/instruction-guides/genome-portal-user-guide.pdf?rev=adbd956e7e6e48da9d8d961df7c50c2a
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

[83] A. Untergasser, H. Nijveen, X. Rao, T. Bisseling, R. Geurts, J.A. Leunissen,
Primer3Plus, an enhanced web interface to Primer3, Nucleic acids research, 35 (2007)
W71-W74.

[84] K. Becker, D. Pan, C.B. Whitley, Real-time quantitative polymerase chain reaction
to assess gene transfer, Human gene therapy, 10 (1999) 2559-2566.

[85] D. Kim, Real time quantitative PCR, Experimental & molecular medicine, 33 (2001)
101-109.

[86] X. Wang, X. Shang, X. Huang, Next-generation pathogen diagnosis with
CRISPR/Cas-based detection methods, Emerging microbes & infections, 9 (2020) 1682-
1691.

[87] M. Yuan, R. Ding, S. Chen, G. Duan, Advances in field detection based on crispr/cas
system, ACS Synthetic Biology, 10 (2021) 2824-2832.

[88] B. Yilmaz, Retrieved and created from https://www.biorender.com/, 2023, pp.

https://www.biorender.com/.

[89] B. Benton, S. King, S.R. Greenfield, N. Puthuveetil, A.L. Reese, J. Duncan, R.
Marlow, C. Tabron, A.E. Pierola, D.A. Yarmosh Jr, The ATCC Genome Portal: microbial
genome reference standards with data provenance, Microbiology Resource
Announcements, 10 (2021) e00818-00821.

[90] ATCC Genome Portal, in: A.T.C.C.A.W. Page (Ed.)https://genomes.atcc.org/, 2023.

[91] J.A. Schuster, R.F. Vogel, M.A. Ehrmann, Characterization and distribution of
CRISPR—Cas systems in Lactobacillus sakei, Archives of microbiology, 201 (2019) 337-
347.

[92] D.R. Arahal, Whole-genome analyses: average nucleotide identity, Methods in
microbiology, Elsevier2014, pp. 103-122.

[93] S.F. Altschul, R. Bundschuh, R. Olsen, T. Hwa, The estimation of statistical
parameters for local alignment score distributions, Nucleic Acids Research, 29 (2001)
351-361.

[94] Primer3web, in: E.M.o.E.a.R.a.b.C.0.E.i.G.aT.M.a.U.o. Tartu
(Ed.)https://primer3.ut.ee/, 2019.

[95] J.M. Bartlett, D. Stirling, PCR protocols, Springer2003.

114


https://www.biorender.com/
https://www.biorender.com/
https://genomes.atcc.org/
https://primer3.ut.ee/

[96] E. ULU, C. CACINA, Polimeraz Zincir Reaksiyonu, UCD Giincelleme Serileri, 37.

[97] T.B.T.B. Staff, PCR Primer Design Tips, ThermoFisher SCIENTIFIC,
https://www.thermofisher.com/blog/behindthebench/pcr-primer-design-tips/, 2019.

[98] Instructions for use - microbiologics,
https://www.microbiologics.com/core/media/media.nl?id=516&¢c=915960&h=belfe2ee
bf3be3ec26d4& _xt=.pdf.

[99] L. Ruangpan, E. Tendencia, Bacterial isolation, identification and storage,
Laboratory manual of standardized methods for antimicrobial sensitivity tests for bacteria
isolated from aquatic animals and environment, Aquaculture Department, Southeast
Asian Fisheries Development Center2004, pp. 3-11.

[100] S. Rybka, K. Kailasapathy, Media for the enumeration of yoghurt bacteria,
International Dairy Journal, 6 (1996) 839-850.

[101] R.B. Guevarra, V.L. Barraquio, Viable counts of lactic acid bacteria in Philippine

commercial yogurts, Int J Dairy Sci Process, 2 (2015) 24-28.

[102] T.J. Beveridge, J.R. Lawrence, R.G. Murray, Sampling and staining for light

microscopy, Methods for general and molecular microbiology, (2007) 19-33.

[103] D. Roychowdhury, M. Paul, S. Kumar Banerjee, Isolation identification and
characterization of phosphate solubilising bacteria from soil and the production of
biofertilizer, Int J Curr Microbiol App Sci, 4 (2015) 808-815.

[104] K. Reiner, Catalase test protocol, American society for microbiology, (2010) 1-6.

[105] T.J. Beveridge, Use of the Gram stain in microbiology, Biotechnic &
Histochemistry, 76 (2001) 111-118.

[106] K. Reiner, Carbohydrate fermentation protocol, Energy, 11 (2012) 12.
[107] A. Temiz, Genel mikrobiyoloji uygulama teknikleri, Hatiboglu Yayinevi2010.

[108] EURX GeneMATRIX Bacterial & Yeast Genomic DNA Purification Kit,
https://eurx.com.pl/docs/manuals/en/e3580.pdf, 2019.

[109] Roche FastStart Essential DNA Green Master,
https://lifescience.roche.com/global/en/products/others/faststart-essential-dna-green-
master-381632.html.

115


https://www.thermofisher.com/blog/behindthebench/pcr-primer-design-tips/
https://www.microbiologics.com/core/media/media.nl?id=516&c=915960&h=be1fe2eebf3be3ec26d4&_xt=.pdf
https://www.microbiologics.com/core/media/media.nl?id=516&c=915960&h=be1fe2eebf3be3ec26d4&_xt=.pdf
https://eurx.com.pl/docs/manuals/en/e3580.pdf
https://lifescience.roche.com/global/en/products/others/faststart-essential-dna-green-master-381632.html
https://lifescience.roche.com/global/en/products/others/faststart-essential-dna-green-master-381632.html

[110] W. Teng, B. Liao, M. Chen, W. Shu, Genomic legacies of ancient adaptation
illuminate GC-content evolution in bacteria, Microbiology Spectrum, 11 (2023) e02145-
02122.

[111] M.-S. Kim, B. Min, 1. Kim, Y.-J. Kwon, S.-Y. Park, B.-Y. Kim, B.-K. Kim, S.S.
Park, Complete genome sequencing and comparative genomic analysis of Streptococcus
thermophilus CKDBO027, a promising probiotic bacterial strain, Food Supplements and
Biomaterials for Health, 1 (2021).

[112] A. Cochu, C. Vadeboncoeur, S. Moineau, M. Frenette, Genetic and biochemical
characterization of the phosphoenolpyruvate: glucose/mannose phosphotransferase
system of Streptococcus thermophilus, Applied and environmental microbiology, 69
(2003) 5423-5432.

[113] S. Florczak, K. Kempka, K. Holderna, E. Stanek, J. Baszynski, P. Kaminski, M.
Bogdzinska, DNA isolation method from human blood with MasterPure DNA
Purification Kit™-—review article, World Scientific News, (2017) 69-76.

[114] A.E. Eren, Lactobacillus plantarum'un molekiiler yontemler ile tanilanmasi ve

genomik anti-faj sistemleri, Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisti, 2019.

116



EKLER

EK 1 - Referans sus Streptococcus thermophilus ATCC 19258’e¢ ait primer

tasariminda kullanilan gen sekanslar:

FoodOmics Laboratuvar1 Laktik Asit Bakteri Kiiltiir Koleksiyonu’na ait Streptococcus
thermophilus suslarinda CRISPR-Cas Tip II bdlgesinin tespiti amaciyla Tip II-A
bolgesine ait Cas9 ve Csn2 genleri ile Tip 11-C bolgesine ait Cas9 geni, analiz edilmek
tizere se¢ilmistir. Referans olarak segilen Streptococcus thermophilus ATCC 19258’¢ ait
olan bu genlerin CRISPRCasdb-Taxo veritabanindan elde edilen gen sekanslar1 asagida

verilmistir.

CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Cas9 geninin sekansi:

CTCCAACCTGCCATTAACCCTCTCCTAGTTTGGCAAGGTCTATTCGTGTTTCA
TAGAGGCCTGTAACAGATTGATGAATAAGTGTGGCATCTTTTAATAGGGAT
GATGGGGTATAGTCTCTATACCTTGGAATTTTAACACCTAAAAATTCAAAAT
CAGCAGCACTTCCACGAGAGGTTAATTCAAATAGCCCCTTTCTTTCACTTCC
GGTAGGTCCTATAAAACTACTACAGAGTTCATCTATACTATGATTTTGCCAA
GATTGAAAGGCAGAGTTTAAAAGTTTACCATTCTTTTTAGCTCCAACATAAT
TCTCATTAAACTCAAGAATGTAGTAAAATAATTCTTCAAACTCTTTTTTATG
GTTCTCAACATATTTTCTATGATTCTCATTAATTGTGTTACTTATTCTCTTAG
CATGATAAAGTAATTTCACAAACTTCTGTGAAAGAAAAATCTGATTTCCTTT
GTGAATCTCTCCCCTCTTATTATTCGTTGACAAAATACTAGCCAACATACGA
CGTGAACCATCTGAAAGTTCAAATAAACTATATTTAGGTAGTTCAATAATTA
ACTCAATATCTTTATAACCTTTTTCAAGTAAAAAATTAAGTTTATCTTTTCTA
TAATTAATCCTATCTAAAATAGAAATACCTTGAAATTCTAGTACATTTGTTA
TTTTTTTCTTAGCACCTTTTTCAATTGTCCCTTTAACAAGAACAGCAAAAGA
ATTAGAAATTCCAGCATACCCCCCATACTTTTTGGGGTCAAGATACTCTTTA
GCACCTACTAAATTTTCATTACTATTTGGTTTTGGCTTTGAGGAAAGATTTCC
ATTAAACAATCCCTTTGGTTTTCCTCTATCCAATCCGTGATTCTGTTCCTCAA
CTTTTTTCACAACATTTACTTGCGGATAAGAGAGTACTCTCCTTACAGTTGCT
AAATCAGATTCTTTATTCCAAACGGATTCGCCGGTCTCCTCATTTACCTCAA
TAAGTGGTCTTTCAATAACTCTACCATCAGCTAAAGAAATAGATTTTTTAAA
GATATTCATGATATTTGAATAGAAATATACCTTTTCTGTAGCGGACTTTCTTT
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CTCTAAAACTATTGTATTTTGGATAATCACCGTACACAAATTCTGGCTCTAG
TTTAGGGTATTTCTTAAGTAAAGCACTTGCTATAACGGCATTCAAGTAAGCA
TCATGAGCATGATGAAAATCATTGATTTCACGAACTTTATAAAGTTCAAAAT
CCTTACGAAATTGAGAAACTAAGGTAGATTTCAAGGTAATAATTTTTACTGT
TCGTACCGCTCTATTATTTTCATCTTTTTTATTATTAAATTTCTCATCAAGTA
AACGAGCTACATGTTTTGTTATTTGACGTGTTTCAACCAACTGGCGTTGAAT
AAAACCAGCTTTGTCCTCAGGTAACAATCCTCCCCGTTCAGCTTTTGTCAGA
TTATCAAATTTTCGTTGAGAAATTAATTTTGATTTCAATAATTGATACCAAA
ATGTCTTTCTTTTTTTGACAACCTCTAAACTTGGAAAATCATCTGATTTACCA
CGGTTACTAGCAGATGAAACAAGTACTTTATTGTCAATAGAATTATCTTTCA
AAAAAGCTTGAGGAATAATATGATCAATATCATAATTACTTAATCTATCAAT
ATCTAAATCATCTCCGGTATACATATCTTTTCCATTTTGAAGATAGTATAAG
TAAAGTCGATCATTTTGAAGTGCGTTATTGTCTATTTTAGAAAGTTTTGCAG
GAATATTTTCCTTAAGTATCTTACTACCTAACTCTTTGAGAGATTTTTCTAAA
CGTTTCAAGCGTTGTTGGGAATTAGACTTACCTTGATTGGTATATTGATTTTC
ACGAGCCATCTCAACAACAATTGACTCGGGTTTTCTTCCTCCCATTACTTTG
ACCAATTCATCTACAATTTTTATGCTTTGTAAAATACCTTTTTTAATCGCAGG
ACTACCTGGCAAAGACTTAACGACCTCTTTAATATTACCTTTATCTTCGTCA
CCAATAATTTGTGCTTTCTGTATCTTCTTTTTAAAAGAAAGAGCATCATCGT
GAATAAGTTGCATGAAATTACGGTTAGAAATACCATCATCAATTAAGTAAT
CAAGAATAGTATTACCAGATTTTTCATCTCGAATACCATTAATAAGCTTAGC
AGATAACTTACCCCAGCCAGTGTAATGTCTACGAGATAACTTTTTCAAAACG
GATTTATCGAATATATTCTCAAATTTTGAAAGACGTTGTTTTATCATCTCTCT
ATCTTCAAAAATTGTCAAAGTATGGATAATTTCTTCGATAATCGCTTCATTT
GAACTATCATCCAAAAACTCTTTATCATTAATAATATTTAAAAGATCGTGAT
AAGTAGATAAACTAGAATTAAACTGTTTCTCTATGCCTTTTAATTCAATTCC
ATCATACCCATAAATTGCATGTAAATATTCAATAATATCCTTATCAGTAACT
TTCCTTTTATCTTTAAAATAAAGTCTAACAATATCTTTCTTCTGCTTACTATC
TAAAAATTGATAATCTCTCATACTTTCGGCAATAAATCTAACTTTTGTTAATT
CATTATATACATTAAAAGTTTCGTATAAGAGACTATGCTTTGGAAGTACCTT
CTCTTCTGGCAAATACAAATCAAAACTAGTCATTCGATTAATGAAAGCCTCT
GCCGAAGATTCTTTGTCAATAACGTCCTCAAAATTCCAAGGTGTAATTTTTT
CATTTCGTTTTCTTATTGACCAGGCAAAATCACTATTCCCTCTCGCAAGTGG
ACCTACATAATAAGGAATTCGGAAGGTTAAAATCTTCTCGATTCTTTCTTTA
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TTTTTAGCCAAGAAAGGATAAAATTTAGCTTGCTTATCAAGAATTGCTCTCA
TTTCTTGAAGATGAATCTGATATGGTATCGAACCATTGTCAAATGTACGTTG
CTTTCTCAAAAAATCTTCTCGATCAATTTTTTCAAGAAAATAATCCGCACCT
TCAAATTCAGCCAATAGGTTTTTTAGATATACGTAGAAATCTTCCTGATTTG
TTTTTCCATCAATATAACCAGCATAACCATTTTTGGTGTCATCTTTAAATACT
TCATTATACGTTTTTAGTGAAATATTTCTTATATATTCCTTTAGTAACGCTAA
ATCTTCTTTGTGTTCATTATATCGCTTTATCATAGCAGAAGAGAGAGGTGCT
TCTGTCTCATTATCAGTTACAGTCAGAAAACCCGATAAAAGAATAGCATCAT
AAAGTTTCTTTGCTTTGAGAAAGACATCACTGTAATCATCTCCAATATAACC
TAACAAAGTCTCTAAATCTTCATCATAGCTTTCTTTGGAAAAATGTAAGGAG
GCTTTTTCGTCTAAATTAAAACATTTCCTAAAATCAGCTTGATTTCCTACAAT
CAACTTTAGAAACTCTGAAAAAATCCCCGAATTCTTCTCCCCAGGGAAGAG
TTTTAAAATACGATCTTTCTTTTCTAATTTACTAATCTTATCTTTAACAATTTC
CTCAAGTTGTTTACTATTCTCAAGTGATAAATCCGATTCAAAAATAGCATTA
TAAGTGTCCAAAAAGTCTTGAAAATTCTTCTGAATATCATTATTTTTTGAATT
AAACTCTCCTTCAATTAAGAAGTGACCTCTATATTTAATCATATGAGCCAAT
GCAAGATAAACTAGACGCAAATCTGCTTTTTTAGTACTATCTGCTAAATATT
TCCTTAAATGATAGATAGTTGGAAATTCATCATGATAGGCTTTTTCTTCTACT
AAGTTTCCAAATATCGGATACTTACTATCACGTTTATCATCAGGAACTAAAA
ACGAATCGTCAAGTCTTTGAAAGAAAGCATCATCTAATGTAGCCATCTCTGT
GCTAAAAATTTCCTGCAAATAAAGGATACGATTACGGCGTCTAGTATAACG
TCTTCTTGCAGTACGCTTCAATCTTCTTCCTTCTGCTGTGATTCCAGAGTCAA
AGAGTAATACACCTAACAGGTTCTTTTTGATATACTTTTTACTCGTATTTCCT
AAGACTTTCATTTTTTTAGACGGAACCTTGTAATTATCAGTTATTACAGCCC
ATCCAACACTATTCGTTCCAATATCAAGTCCAATTGA

CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Csn2 geninin sekansi:

TATTACTAATTTACTAGTTATTATAGGGCATCAAAATATAATCCTTGTCTAA
AATAAATTGTTGAATCCCTTCAATCTGTCTAGGTTCCAAAAATAATACATCA
GCTTGTGATAACTTTGTATATTCCAAGATTTGATAAATTTCATCTTTAGAAA
AATACGACAAGCTATTGACGAATACTAAAATTCTCTTTTTAACTAAATATTT
AAAAATCTGTAAAATCTCAAATATTTTTTCAAAAACCGTACAAGACTTAGTT
TCGATTCTGACACCTAATGCTTTAATTAGTTCTAAAAGTGTAATCTCATCAT
ACTCTATATCTAGTTCATTTTCTATACACTCTGCCATTATAATATCAGTAATT
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AATGATACCAAAGAATCTATTTCTGATCTAACTTCAGGTTTATCATTCAACT
GGCTTACAATATCTGTGTGAAGCAACTTTAATACCTGAGAAGTATTAATATC
GTAACCTAAAATATCCGTTATTAAAAGTAATTCAGAGGACCTTATACTCCTT
ATTTTACTATCAAATATTGTTAAATTCGATTGTTCATCATACTGATAGAATTC
CTTGACTAACTGAGCAAACACACTCACATCCTCAATTACGAGAACTGTCCCC
AGATTAACCTCCATAGGCTCATCCAAAAGTGA

CRISPR-Cas Tip I1-C bolgesine ait Cas9 geninin sekansi:

AGGGGATTATTAAATGAGTGACTTAGTTTTAGGACTTGATATCGGTATAGGT
TCTGTTGGTGTAGGTATCCTTAACAAAGTGACAGGAGAAATTATCCATAAA
AACTCACGCATCTTCCCAGCAGCTCAAGCGGAAAATAACCTAGTACGTAGA
ACGAATCGTCAAGGAAGACGCTTGACACGACGTAAAAAACATCGTATAGTT
CGTTTAAATCGTCTATTTGAGGAAAGTGGATTAATCACCGATTTTACGAAGA
TTTCAATTAATCTTAACCCATATCAATTACGAGTTAAGGGCTTGACCGATGA
ATTGTCTAATGAAGAACTGTTTATCGCTCTTAAAAATATGGTGAAACACCGT
GGGATTAGTTACCTCGATGATGCTAGTGATGACGGAAATTCATCAGTAGGA
GACTATGCACAAATTGTTAAGGAAAATAGTAAACAATTAGAAACTAAGACA
CCGGGACAGATACAGTTGGAACGCTACCAAACATATGGTCAATTACGTGGT
GATTTTACTGTTGAGAAAGATGGCAAAAAACATCGCTTGATTAATGTCTTTC
CAACATCAGCTTATCGTTCAGAAGCCTTAAGGATACTGCAAACTCAACAAG
AATTTAATCCACAGATTACAGATGAATTTGTTAATCGTTATCTCGAAATTTT
AACTGGAAAACGGAAATATTATCATGGACCCGGAAATGAAAAGTCACGGA
CTGATTATGGTCGTTACAGAACGAATGGAGAAACTTTAGACAATATTTTTGG
AATTCTAATTGGGAAATGTACATTTTATCCAGAAGAGTTTAGAGCAGCAAA
AGCTTCCTACATGGCTCAAGAATTCAATTTGCTAAATGATTTGAACAACCTA
ACAGTTCCTACTGAAACCAAAAAGTTGAGCAAAGAACAGAAGAATCAAATC
ATTAATTATGTCAAAAATGAAAAGGCAATGGGGCCAGCGAAACTTTTTAAA
TATATCGCTAAGTTACTTTCTTGTGATGTTGCAGATATCAAGGGATACCGTA
TCGACAAATCAGGTAAGGCTGAGATTCATACTTTCGAAGCCTATCGAAAAA
TGAAAACGCTTGAAACCTTAGATATTGAGCAAATGGATAGAGAAACGCTTG
ATAAATTAGCCTATGTCTTAACATTAAACACTGAGAGGGAAGGTATTCAAG
AAGCCTTAGAACATGAATTTGCTGATGGTAGCTTTAGCCAGAAGCAAGTTG
ACGAATTGGTTCAATTCCGCAAAGCAAATAGTTCCATTTTTGGAAAAGGAT
GGCATAATTTTTCTGTCAAACTGATGATGGAGTTAATTCCAGAATTGTATGA
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GACGTCAGAAGAGCAAATGACTATCCTGACACGACTTGGAAAACAAAAAA
CGACCTCGTCTTCAAATAAAACAAAATATATAGATGAGAAACTATTAACTG
AAGAAATCTATAATCCTGTTGTTGCTAAGTCTATTCGCCAGGCTATAAAAAT
CGTAAATGCGGCGATTAAAGAATACGGAGACTTTGACAATATTGTCATCGA
AATGGCTCGTGAAACAAATGAAGATGATGAAAAGAAAGCTATTCAAAAGA
TTCAAAAAGCCAACAAAGATGAAAAAGATGCAGCAATGCTTAAGGCTGCTA
ACCAATATAATGGAAAGGCTGAATTACCACATAGTGTTTTCCACGGTCATA
AGCAATTAGCGACTAAAATCCGCCTTTGGCATCAGCAAGGAGAACGTTGCC
TTTATACTGGTAAGACAATCTCAATCCATGATTTGATAAATAATCCTAATCA
GTTTGAAGTAGATCATATTTTACCTCTTTCTATCACATTCGATGATAGCCTTG
CAAATAAGGTTTTGGTTTATGCAACTGCTAACCAAGAAAAAGGACAACGAA
CACCTTATCAGGCTTTAGATAGTATGGATGATGCGTGGTCTTTCCGTGAATT
AAAAGCTTTTGTACGTGAGTCAAAAACACTTTCGAACAAGAAAAAAGAAT
ACCTCCTCACAGAAGAAGATATTTCAAAGTTTGATGTTCGAAAGAAATTTAT
TGAACGAAATCTTGTAGATACAAGATACGCTTCAAGAGTTGTCCTCAATGCC
CTTCAAGAACACTTTAGAGCTCACAAGATTGATACAAAAGTTTCCGTGGTTC
GTGGCCAATTTACATCTCAATTGAGACGCCATTGGGGAATTGAGAAGACTC
GTGATACTTATCATCACCATGCTGTCGATGCATTGATTATTGCCGCCTCAAG
TCAGTTGAATTTGTGGAAAAAACAAAAGAATACCTTTGTAAGTTATTCAGA
AGATCAACTCCTTGATATTGAAACAGGTGAACTTATTAGTGATGATGAGTAC
AAGGAATCTGTGTTCAAAGCCCCTTATCAACATTTTGTTGATACATTGAAGA
GTAAAGAATTTGAAGACAGTATCTTATTCTCATATCAAGTGGATTCTAAGTT
TAATCGTAAAATATCAGATGCCACTATTTATGCGACAAGACAGGCTAAAGT
AGGAAAAGATAAGGCGGATGAAACTTATGTCTTAGGGAAAATCAAAGATAT
TTATACTCAGGATGGTTATGATGCCTTTATGAAGATTTATAAGAAGGATAAG
TCAAAATTCCTCATGTATCGTCACGACCCACAAACCTTTGAGAAAGTTATCG
AGCCAATTTTAGAGAACTATCCTAATAAGCAAATGAATGAAAAAGGGAAAG
AGGTACCATGTAATCCTTTCCTAAAATATAAAGAAGAACATGGCTATATTCG
TAAATATAGTAAAAAAGGCAATGGTCCTGAAATCAAGAGTCTTAAATACTA
TGATAGTAAGCTAGGCAATCATATTGATATTACTCCGAAGGATAGTAACAA
TAAAGTTGTCTTACAGTCATTAAAACCTTGGAGAACAGATGTCTATTTCAAT
AAAAATACTGGTAAATATGAAATTTTAGGACTGAAATATTCTGATATGCAG
TTCGAGAAAGGTACTGGGAAGTACTCTATTTCAAAAGAACAATATGAAAAT
ATTAAGGTTAGAGAGGGTGTAGATGAAAATTCTGAATTTAAGTTTACACTTT
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ATAAAAACGATTTATTACTGCTTAAGGATTCCGAAAATGGCGAGCAAATCC
TATTGAGGTTCACTTCTCGAAATGATACTTCTAAACATTATGTGGAATTAAA
ACCTTATAATAGACAGAAATTTGAAGGAAGTGAATATCTGATTAAATCATT
AGGGACTGTTGCCAAAGGAGGTCAATGCATAAAAGGGCTAGGAAAATCAA
ATATTTCTATTTATAAAGTAAGAACGGATGTTCTAGGAAATCAGCATATCAT
CAAAAATGAGGGTGATAAGCCT
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EK 2 -NCBI BLAST ile genlerin Streptococcus thermophilus suslarina ait sekanslar

hizalamasi

CRISPR-Cas Tip I1-A bdlgesine ait Cas9 geninin BLAST sonucu. Tabloda benzerlik
orani %100 olan hizalamalara yer verilmistir. BLAST hizalamas1 sonucu benzerlik
oranlar1 %98,75 ile %100 arasindadir.

- Benzerlik | Erisim Erisim
Tamm Bilimsel Ad
(%) Uzunlugu | Numarasi
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir CS9 kromozom, tam ] 100 1860988 | CP030927.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir ATCC 19258 kromozom, _ 100 2102268 | CP038020.1
thermophilus
tam genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir EUO1 kromozom, tam _ 100 1948689 | CP047191.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tlr ST109 kromozom, tam ) 100 1788866 | CP031545.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
) Streptococcus
tlr N4L genom derlemesi, _ 100 1831756 | LS974444.1
thermophilus
kromozom
Streptococcus thermophilus,
) Streptococcus
tir NCTC12958 genom _ 100 2102271 | LS483339.1
] thermophilus
derlemesi, kromozom
Streptococcus thermophilus,
) Streptococcus
tir GABA kromozom, tam ) 100 1857468 | CP025399.1
thermophilus
genom
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Streptococcus thermophilus,

Streptococcus
tlr ST3 kromozom, tam _ 100 1865056 | CP017064.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus, | Streptococcus
_ 100 1839134 | CP019935.1
tir APC151, tam genom thermophilus
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir EG007, kromozom, tam ] 100 1860782 | CP069275.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir CNRZ385 kromozom, _ 100 1897009 | CP065495.1
thermophilus
tam genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tlr STO57 kromozom, tam ] 100 1831529 | CP102797.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
) Streptococcus
tir VHProbi RO8 kromozom, ) 100 1848461 | CP094945.1
thermophilus
tam genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir 4078 kromozom, tam ) 100 1837840 | CP065477.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus | Streptococcus
LMD-9 FDAARDOS 1574 | thermophilus 100 2125064 | CP086001.1
kromozom LMD-9
Streptococcus thermophilus, | Streptococcus
_ 100 1807478 | CP075363.1
tir Moz109 kromozom thermophilus
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir DMST-H2 kromozom, 100 1879014 | CP063275.1

tam genom

thermophilus
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Streptococcus thermophilus,

) Streptococcus
tlr 24740 kromozom, tam ) 100 1880058 | CP061020.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
) Streptococcus
tlr 24739 kromozom, tam ) 100 1934999 | CP061021.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tlr 24738 kromozom, tam ) 100 1885982 | CP061022.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tlr 13499 kromozom, tam ) 100 1885735 | CP061023.1
thermophilus
genom
Streptococcus thermophilus,
) Streptococcus
tlr 12496 kromozom, tam ] 100 1895875 | CP061025.1
thermophilus
genom
) Streptococcus
Streptococcus thermophilus ]
thermophilus 100 1848520 | CP003499.1
MN-ZLW-002, tam genom
MN-ZLW-002
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir STH_CIRM_ 1055 izolatt, _ 100 1839159 | LR822036.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir STH_CIRM_ 1051 izolatt, _ 100 1857575 | LR822035.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir STH_CIRM_ 1049 izolati, ) 100 1865349 | LR822034.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir STH_CIRM_ 1048 izolati, 100 1865360 | LR822033.1

genom derleme, kromozom

thermophilus
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Streptococcus thermophilus,

‘ Streptococcus
tir STH_CIRM 1046 izolati, ) 100 1889796 | LR822030.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
Streptococcus thermophilus,
‘ Streptococcus
tir STH_CIRM_1035 izolati, _ 100 1819445 | LR822029.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
Streptococcus thermophilus,
Streptococcus
tir STH_CIRM_32 izolatt, _ 100 1860069 | LR822013.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
Streptococcus thermophilus,
' Streptococcus
tir STH_CIRM_18 izolati, _ 100 1860070 | LR822008.1
thermophilus
genom derleme, kromozom
) Streptococcus
Streptococcus thermophilus _
thermophilus 100 1831949 | CP002340.1

NDO3 tam genom

NDO3
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CRISPR-Cas Tip I1-A bolgesine ait Csn2 geninin BLAST hizalamasi sonucu. CRISPR-
Cas Tip I1-A bolgesine ait Cas9 geninin BLAST sonucu. Tabloda benzerlik orani %100
olan hizalamalara yer verilmistir. BLAST hizalamasi sonucu benzerlik oranlar1 %98,25
ile %100 arasindadir.

N Benzerlik | Erisim Erisim
Tanmim Bilimsel Ad
(%) Uzunlugu | Numarasi
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tiir CS18 _ 100 1858890 | CP030928.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir CS5 ) 100 1857164 | CP028896.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
thermophilus, tir Streptococcus
_ 100 1831074 | CP049053.1
ST64987 kromozom, tam | thermophilus
genom
Streptococcus
thermophilus, tir ATCC | Streptococcus
_ 100 2102268 | CP038020.1
19258 kromozom, tam thermophilus
genom
Streptococcus
thermophilus, tir EUO1 Streptococcus
) _ 100 1948689 | CP047191.1
genom derlemesi, thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
thermophilus, tir Streptococcus
100 1794836 | CP035306.1
IDCC2201 kromozom, thermophilus
tam genom
Streptococcus
] Streptococcus
thermophilus, tir ST109 ) 100 1788866 | CP031545.1
thermophilus
kromozom, tam genom
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Streptococcus

thermophilus, tir N4L Streptococcus
_ 100 LS974444.1
genom derleme, thermophilus 1831756
kromozom
Streptococcus
thermophilus, tar Streptococcus
_ 100 2102271 | LS483339.1
NCTC12958 genom thermophilus
derleme, kromozom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir GABA, _ 100 1857468 | CP025399.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
thermophilus, tir DGCC | Streptococcus
_ 100 1851207 | CP025216.1
7710 kromozom, tam thermophilus
genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tiir ST3 _ 100 1865056 | CP017064.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tar ) 100 1839134 | CP019935.1
thermophilus
APC151, tam genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir NDQO7 ) 100 1869510 | CP016394.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
thermophilus, tur CICC Streptococcus
_ 100 1852351 | CP132900.1
20372 kromozom, tam thermophilus
genom
Streptococcus
Streptococcus P 100 | 1856787 | CPO16026.1

thermophilus, tar

thermophilus

128




KLDS_SM kromozom,

genom derleme

Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tur ) 100 1865206 | CP123436.1
thermophilus
DGCC7710 kromozom
Streptococcus
] Streptococcus
thermophilus, tir MN- _ 100 1876516 | CP012588.1
thermophilus
BM-AO01, tam genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir EG007 ] 100 1860782 | CP069275.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir MN- ] 100 1850434 | CP010999.1
thermophilus
BM-A02, tam genom
Streptococcus
thermophilus, tir Streptococcus
] 100 1897009 | CP065495.1
CNRZ385 kromozom, thermophilus
tam genom
Streptococcus
thermophilus, tir Streptococcus
_ 100 1794115 | CP101646.1
UCCSt95 kromozom, tam | thermophilus
genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir ST057-1 _ 100 1831529 | CP102797.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
thermophilus, tir Streptococcus
100 1848461 | CP094945.1

VHProbi RO8 kromozom,

tam genom

thermophilus
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Streptococcus

_ ) Streptococcus
thermophilus, tir CS6 _ 100 1856658 | CP050870.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus Streptococcus
thermophilus thermophilus 100 1845495 | CP006819.1
ASCC_1275, tam genom ASCC_1275
Streptococcus
) ) Streptococcus
thermophilus, tir 4078 ) 100 1837840 | CP065477.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
] Streptococcus
thermophilus LMD-9, _
thermophilus 100 2125064 | CP086001.1
FDAARGOS_1574
LMD-9
kromozom
Streptococcus
] Streptococcus
thermophilus, tir Moz109 _ 100 1807478 | CP075363.1
thermophilus
kromozom
Streptococcus
_ ) Streptococcus
thermophilus, tir 24740 _ 100 1880058 | CP061020.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
_ ) Streptococcus
thermophilus, tir 24739 _ 100 1934999 | CP061021.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
_ ) Streptococcus
thermophilus, tir 24738 _ 100 1885982 | CP061022.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus
_ ) Streptococcus
thermophilus, tir 13499 100 1885735 | CP061023.1

kromozom, tam genom

thermophilus
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Streptococcus

) Streptococcus
thermophilus, tir 13496 _ 100 1895875 | CP061025.1
thermophilus
kromozom, tam genom
Streptococcus Streptococcus
thermophilus MN-ZLW- | thermophilus 100 1848520 | CP003499.1
002, tam genom MN-ZLW-002
Streptococcus
thermophilus, tur
Streptococcus
STH_CIRM 1055 izolati, _ 100 1839159 | LR822036.1
- - thermophilus
genom derleme,
kromozom
Streptococcus
thermophilus, tar
Streptococcus
STH_CIRM 1051 izolati, ] 100 1857575 | LR822035.1
thermophilus
genom derleme,
kromozom
Streptococcus
thermophilus, tr
Streptococcus
STH_CIRM 1046 izolati, ) 100 1889796 | LR822030.1
thermophilus
genom derleme,
kromozom
Streptococcus
thermophilus, tar
Streptococcus
STH_CIRM_32 izolati, _ 100 1860069 | LR822013.1
thermophilus
genom derleme,
kromozom
Streptococcus
thermophilus, tar
Streptococcus
STH_CIRM 18 izolati, 100 1860070 | LR822008.1

genom derleme,

kromozom

thermophilus
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Streptococcus
thermophilus, tir DGCC
7710 SerB (serB) geni,

Streptococcus
kismi kodlama sekanlari, ) 100 7655 HQ712120.1
thermophilus
CRISPR3 gen lokusu, tam
sekans ve olas1 protein
geni
Streptococcus Streptococcus
thermophilus NDO3, tam | thermophilus 100 1831949 | CP002340.1

genom

NDO3
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CRISPR-Cas Tip 11-C bolgesine ait Cas9 geninin BLAST hizalamasi sonucu. Tabloda
benzerlik oran1 %100 olan hizalamalara yer verilmistir. BLAST hizalamasi sonucu

benzerlik oranlar1 %77,28 ile %100 arasindadir.

FDAARGOS_1574

kromozom

thermophilus

N Benzerlik | Erisim Erisim
Tanim Bilimsel Ad
(%) Uzunlugu | Numarasi
Streptococcus
thermophilus, tir ATCC | Streptococcus
] 100,00 2102268 | CP038020.1
19258 kromozom, tam thermophilus
genom
Streptococcus
) Streptococcus
thermophilus, tir )
thermophilus 100,00 2102271 | LS483339.1
NCTC12958 genom
LMD-9
derleme, kromozom
Streptococcus
thermophilus, tir LMD-9 | Streptococcus
100,00 2125064 | CP086001.1
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EK 3 - Primer3 ile tasarlanan oligo primerler

Tip 11-A bdlgesine ait Cas9 geninin oligo primerleri

Primerler  %GC Tm  Baz Sayisi Baz Dizilimi
ileri 43,48 59,00 23 ACGCTTCAATCTTCTTCCTTCTG
Geri 47,62 58,00 21 GAATAGTGTTGGATGGGCTGT
Tleri 43,48 58,68 23 CAATCTTCTTCCTTCTGCTGTGA
Geri 43,48 58,73 23 AGTGTTGGATGGGCTGTAATAAC
ileri 4545 57,67 22 TCTAATGTAGCCATCTCTGTGC
Geri 43,48 58,48 23 GTTGGATGGGCTGTAATAACTGA
fleri 43,48 58,50 23 CAGTACGCTTCAATCTTCTTCCT
Geri 40,91 57,20 22 ATAGTGTTGGATGGGCTGTAAT

Tip 11-A bdlgesine ait Csn2 geninin oligo primerleri

Primerler %GC Tm Baz Sayisi Baz Dizilimi

Mleri 50,00 57,86 22 CCCTTCAATCTGTCTAGGTTCC
Geri 40,91 57,53 22 AGCATTAGGTGTCAGAATCGAA
fleri 40,91 57,53 22 TCGATTCTGACACCTAATGCTT
Geri 39,13 58,08 23 AGCCAGTTGAATGATAAACCTGA
Mleri 43,48 57,38 23 GAATCCCTTCAATCTGTCTAGGT
Geri 40,91 57,16 22 TCGAAACTAAGTCTTGTACGGT
fleri 40,91 57,16 22 ACCGTACAAGACTTAGTTTCGA
Geri 47,62 57,40 21 GGGGACAGTTCTCGTAATTGA
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Tip 11-C bolgesine ait Cas9 geninin oligo primerleri

Primerler %GC Tm Baz Sayisi Baz Dizilimi
Tleri 50,00 58,45 20 CGAAAATGGCGAGCAAATCC
Geri 45,45 58,97 22 AGCCCTTTTATGCATTGACCTC
Tleri 50,00 58,33 20 AGGATTCCGAAAATGGCGAG
Geri 45,45 58,20 22 TGCTGATTTCCTAGAACATCCG
Tleri 40,91 57,53 22 TGATATGCAGTTCGAGAAAGGT
Geri 45,00 59,04 20 TTTGCTCGCCATTTTCGGAA
Tleri 45,45 58,29 22 GCTTAAGGATTCCGAAAATGGC
Geri 43,48 58,97 23 CCCTTTTATGCATTGACCTCCTT
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EK 4 - Tezden Tiiretilmis Bildiriler

1. Uluslararast Biyoteknoloji Calismalar1 Kongresi (1st International Congress On
Biotech Studies)

November 9-11. 2022

In Silico CRISPR-Cas Based Screening of Lactecoccus lactis ASM2046375v1

Bilge Yilmaz' , Remziye Yilmaz'

'Hacettepe University, Ankara, TURKIYE

It is of great importance to ensure the quality of food, which has become one of the most important
factors in the food industry today, and to prevent both food and raw material losses. Considering lactic
acid bacteria such as Lactococcus factis, which is frequently used in the cheese industry, it is very
important to eliminate the bacteriophage problem. The bacteriophages to which bacteria can be exposed
are one of the biggest problems in the industry and directly affects the use of bacteria in the food
production process. For this reason, CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats)-Cas (CRISPR-related endonuclease protein) technology, which was developed based on the
autoimmune system developed by bacteria against bacteriophages, has gained preat importance,
especially in recent vears. The detection of CRISPR-cas loci that affect the phage immunity of bacteria
that are frequently used in the industry plays a critical role in the selection of cultures used in the
production process, the control of the fermentation process, and the prevention of food losses. It aimed
to perform an analysis of the formation of CRISPR-Cas systems in the genomes of L.lactis
ASM20463735v1 (NZ_CPO39048.1) bacteria in silico phase of this study. As a result of the study, it is
important to determine the Endonuclease Cas9 gene regions which are unique for CRISPR Type 1l-A
systems. For this purpose. various databases such as NCBI (US National Biotechnology Information
Center) and CRISPRCasFinder were used in this study. Thanks to the databases: whole genome
sequences, spacers, and Cas contents of bacteria can be obtained easily. For further study, it will be
possible to investigate the CRISPR-Cas loci of lactic acid bacteria with instrumental studies to be carried
out following DNA isolation and a comparative analysis of the obtained information on the database.
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22 Uluslaras1 Katilimli Biyoteknoloji Kongresi

Streptococcus thermophilus Suslarmda Cl‘lsrel'-tﬁs Tip I-c Alt Tipine Ait Cas? Geninin Rt-gper
ile Tespiti

Bilge ¥1lmaz", Remziye Yilmaz"™

' Fopdomics Laboramvan, Grda Mihendiclisi Bafimi, Hacetepe Universitesi, (6500, Ankara, Tiirkiye
*Gada Miihendislig Balims, Fen Bilimlerf Enstinisti, Hacerrepe Unirersites, 08800, Ankara, Trirkive

* Uusisras: Grda Bivegtivenlik ve Bivoraknolofi Arestrma ve Yayum Merkesi (ifbbc), Hacerrepe Universitesi, 06800,
Ankars, Tiirkive

TEMEVE] eeduir

Baktenilenn bakteriyofajlara karsi gelistirdizi otoimmin sistem femel almarak gelistinlen CERISPR (Dhizenli Arahkh
Palindromik Tekrar Eameleri)-Cas (CERISPR ile iliskili endonnkleaz protein) teknolojisi som yillarda mida ve
hammadde kayiplanmn onlenmesi afismdan iiyiak onem ksrsmmistr. Bakienlerin mamz kalabilecegi bakteryofajlar,
bakterilerin knllanmnm dogmdan etkiler. Soeptococous thermophilos (5 thermophilus)'ta kesfedilen CRISPR-Cas Tip-
I bélgecinin tespit; gida aredm ve fermantasyon sirecinds kullamlan suslann seciminde ve kontrolimde kridk rol
ovnar. Bu cabizmada 5 thermophilus suslannda CREISPR-Cas Tip I-C alt tipinin varhfima dair bir kamt olan Cas
Feninin var-yok analizing gerceklestimmeyi amaglanmmgnr.

Gerecler ve Yontemler

o sifico: Feferans olarak secilen 5 thermophiles ATCC 19258 sugunun fam genom sekans: ATOC Genome Portal
veritabamndan elds adilmiztir. Tam genom sekansi elde edilen susun szhip oldufu Cas, aralavic ve tekrar genleri
CRISPR CasFinder ile tespit edilmigrir. CRISER-Cas Tip II-C bolgesine ait secilsn Cas? geninin sekansi
CRISPRCazdb-Taxe veritabami kullamlarak elde edilmistir. Sekans verileri kullamlarsk Primear3 ile B T-gPCE
primerleri dizayn edilmisiir. Primerler WCBI BLAST knllamlarak diger 5 thermophilus sekanslan ile hizalsmmsir in
virre; Onceden tammilanmug 5. thermophifns suglan, M17 Broth ve agar basiverlerinde canlandinbmug ve genomik DHA
izolasyonlan EURY GeneMATEIX Bacterial kiti kullamilarak gergeklestinilmistir. Ardindan in zilico analizlerin soonom
olarak tazarlanan primerler ile BT-qPCE. analizi, Foche FastStart Essential DA Green Master kin kollamlarak
smglann CRISPR-Cas Tip II-C bolgesine aif Cas® geninin tespiil gergeklesanlmistir.

Bulgular

Smeprococcns thermoplilus suglanmda CRISPE-Cas Tip II-C bdlgesinin tespiti amacryla uygulanan ET-gPCE
snalizinde smplifikasyon egrilennden elde edilen Cg degerlen ve erime egrlermden elde edilen Tm degerlen tespit
edilmistir. RT-gPCE. analizi sonucundas Streproceccus thermophilps ATCOC 19258, HUFI9ZM2IMIOL2 wve
HUF19ZWN7M103% kodlu suglan pezidf sonug vermigtir. HUF22ZBDT2034 kodln snsun ise erime efrisinin ommz
vaphif gozlenmis, bu sebeple bu susa ait somg sipheli pozitif olarsk degerlendinlmistir. Delayisiyla CRISPR-Cas Tip
O-C bolzesinin tespiti amaciyla birden fazla gen bilgesi secilmesinin, potansiyel sipheli pozifif soonglann ortadsn
kaldmlmasinds Gnemli bir kriter oldufunu gostermistis.

Sonug ve Tarhsma

Bu ¢absmamn sonnounds, Sgeprococcus thermophifns suglanndas poziiif ve sapheli pozitif sonng veren suglarm, Tip O-
C bilgesine ait Cas, aralayicl veya tekrar genled il dofrulanmas: gerektifi yonummn yapulmigtr.

Anahtar Kelimeler: Streptococons themmophilis, CRISER-Cas, Cazh, ETqPCE
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