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Bu ¢alismada, endiistriyel olarak firetilen beyaz peynirin, iiretim siiresince meydana
gelen siit driinlerinin ve iiretimde kullanilan igletme ekipmaninin mikrobiyotasinin
Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon- Ugus Zamani Kiitle Spektrometrisi
(MALDI-TOF MS, Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass
Spectrometry) analizine dayali kiiltiromik ve shotgun metagenomik dizileme
yontemleriyle belirlenmesi ve sonucglarin laktik asit bakterileri acisindan
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, kiiglik olgekli bir siit isletmesinde
gerceklesen beyaz peynir {liretimi siiresince ¢ig siitten itibaren son iiriine kadar cesitli
asamalarda siit Uriinii ornekleri (¢ig siit, starter kiiltliir eklendikten sonra siit, pihti,
teleme ve beyaz peynir) alinmistir. Bunun yaninda iiretimde kullanilan ekipman
yiizeylerinden (tanker, tekne, karistirici, kesme teli, cendere bezi) 6rnekler alinmustir.
Orneklerden elde edilen izolatlardan MALDI-TOF MS analizi ile Lactococcus lactis,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Streptococcus thermophilus,



Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans ve Pediococcus
pentosaceus tiirlerine ait 109 adet laktik asit bakterisi tiir diizeyinde tanimlanmistir.
Izolatlardan 9 adedi cins diizeyinde tanmimlanmis olup Enterococcus olarak
belirlenmistir. Izolatlardan 4 adedi MALDI-TOF MS ile tanimlanamamis olup
“Tanimlama olmadiginda veri tabanina goére bulunan en yakin sus” tanimi ile
Enterococcus faecium, Lactococcus lactis, Enterococcus gallinarum ve Enterococcus
gallinarum/Enterococcus casseliflavus olarak sonu¢lanmistir. Shotgun metagenomik
dizileme ile belirlenen siit tirinii ve ekipman ylizey orneklerinin mikrobiyel profilleri
farklilik gostermistir. Siit tirlinii 6rneklerinde en yogun bulunan filum Firmicutes (%63-
70 arasinda degisen oranlarda) iken, ekipman yiizey orneklerinde Proteobacteria (%84-
89 arasinda degisen oranlarda) en yogun bulunan filum olmustur. Ekipman yiizey
orneklerinde Firmicutes filumu %5-14 oraninda tespit edilmistir. Orneklerde laktik asit
bakterileri i¢ginde en yogun bulunan cins Lactococcus olmustur. Bunu Streptococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Weisella, Lactobacillus ve Pediococcus takip etmektedir.
En yogun bulunan laktik asit bakterisi tiirii ise Lactococcus lactis’tir. Tiim bakteri tiirleri
arasinda siit Urtinii O6rneklerinde baskin tir Stapylococcus aureus (%21-37 arasinda
degisen oranlarda) olmustur. iki yontem birbiriyle karsilastirildiginda, metagenomik
analizlerle elde edilen biyogesitlilik kiiltiiromik ile elde edilen biyogesitlilikten ¢ok daha
yiiksektir. Metagenomik yontemler ile orneklerde Lactococcus cinsine ait 11 tiir,
Streptococcus cinsine ait 64 tiir Enterococcus cinsine ait 46 tiir, Lactobacillus cinsine ait
54 tir ve Pediococcus cinsine ait 2 tiir tamimlanmistir. MALDI-TOF MS ile ise
Lactococcus cinsine ait 1 tiir, Enterococcus cinsine ait 4 tiir, Lactobacillus cinsine ait 5
tiir, Streptococcus cinsine ait 1 tiir ve Pediococcus cinsine ait 1 tiir tanimlanmistir. Bu
calismanin devaminda Orneklerden izole edilip tanimlanan bakterilerin starter kiiltiir
olma potansiyelleri incelenerek bir beyaz peynir starter kiiltiirii elde edilmesi
planlanmaktadir. Ayrica MALDI-TOF MS ile tanimlanamayan 4 izolatin tiim genom

dizileme analizleri ile yeni laktik asit bakterisi tiirli olma potansiyelleri incelenecektir.

Anahtar Kelimeler: beyaz peynir, mikrobiyota, shotgun dizileme, metagenomik
analizler, kiiltiromik, MALDI-TOF MS
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In this study, it was aimed to determine the microbiota of industrially produced white
cheese, dairy products that occur during production and equipment using in production
by culturomics based on Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) and shotgun metagenomic sequencing methods
and evaluate the results in terms of lactic acid bacteria. In this line, dairy samples from
raw milk to final product (raw milk, starter culture added milk, clot, curd, white cheese)
and equipment surface samples using in production (raw milk truck, cheese vessel,
stirrer, cutting wire, cheesecloth) are collected from a small-scale dairy plant. 109
isolates identified at species level belonging to Lactococcus lactis, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus brevis, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Enterococcus durans and Pediococcus pentosaceus and 9 isolates identified as
Enterococcus at genus level by MALDI-TOF MS. 4 of the isolates couldn’t be
identified by MALDI-TOF MS and resulted Enterococcus faecium, Lactococcus lactis,



Enterococcus gallinarum ve Enterococcus gallinarum/Enterococcus casseliflavus as
“The closest strain found by database if there is no identification”. These isolates have
the potential to be new species. Microbial profile of dairy samples and equipment
surface samples determined by shotgun metagenomic sequencing differed. Firmicutes
was found as the dominant phylum (ranging from 63% to 70%) in the dairy samples
while Proteobacteria was found as the dominant phylum (ranging from 84% to 89%) in
the equipment surface samples. Firmicutes was found in the equipment surface samples
by 5-14%. Lactococcus was the most abundant lactic acid bacteria genus for all
samples. Among all bacterial species, the dominant species in dairy samples was
Stapylococcus aureus (ranging from 21% to 37%). This followed by Streptococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Weisella, Lactobacillus and Pediococcus genera
respectively. Lactococcus lactis was the dominant species. The biodiversity obtained by
metagenomics was much higher than the biodiversity obtained by culturomics. 11
species of Lactococcus genus, 46 species of Enterococcus genus, 54 species of
Lactobacillus genus, 64 species of Streptococcus genus and 2 species of Pediococcus
genus were determined by metagenomics while 1 species of Lactococcus genus, 3
species of Enterococcus genus, 6 species of Lactobacillus genus, 1 species of
Streptococcus genus and 1 species of Pediococcus genus were determined by MALDI-
TOF MS. In the continuation of this study, it is planned to examine the potential of
bacteria isolated from samples to be starter culture and obtain a white cheese starter
culture. In addition, the potential of being a new lactic acid bacteria species will be
examined with whole genome sequencing analyzes of 4 isolates that couldn’t be
identified by MALDI-TOF MS.

Keywords: white cheese, microbiota, shotgun sequencing, metagenomic analysis,
culturomics, MALDI-TOF MS
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Bu calisma TAGEM ARGE 31/18 numarali proje ile TAGEM tarafindan maddi olarak
desteklenmistir. Desteklerinden dolayt TAGEM’e ve degerli TAGEM uzmani Ahmet
BUDAKLIER’e tesekkiir ederim.

Vi



ICINDEKILER

A B S T R A C T s iii
TESEKKUR.....ocoiieiecteeieeeeete ettt ettt sttt s st s s s eta st an s snentns v
ICINDEKILER ......oouiiiieiiicecceete ettt sttt ettt s s nesae st anen s aese s vii
SEKILLER DIZINT ..ottt iX
CIZELGELER DIZINT ..ottt Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR ..ottt et eeeeeeeeeeeeeeeseeaeeeeaeeeaessessesseseesnesnesnnanes Xiv
I 128 (T 16
2. GENEL BILGILER .......oouiioeeeeeeeeeeeeee ettt eeeee ettt e n e e, 18
2.1, BEYAZ POYNIT ...ttt re et nne s 18
2.1.1. Endiistriyel Beyaz Peynir Uretimi .........c.cocecevrireisisersiiirerenessnsesesessessseenns 19
2.1.2. Beyaz Peynir MIKrODIYOtaST .......cccvviieriiiiiiieniieieseese e 21

2.2. LaKtik ASIE BAKIEIIEIT ..ottt 24
2.3. Laktik Asit Bakterilerini Tanimlama YoOntemleri.. .. ..ueeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeenn 26
2.3.1. Laktik Asit Bakterilerinin Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Tanimlanmasi ...... 27

2.3.2. Kiiltiiromik yaklasimu ile Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve

TaNIMIANMAST ...eeeiiviiiiiie e 28

2.3.3. Metagenomik ANANIZIEr ..o 30

3. MATERYAL METOT ..t 38

BLL MAALEIYAL ... e 38

B2 MIBLOL. .. e 38

3.2.1. ONEKIEIME. ...ttt 40
3.2.2. Kiiltiiromik yaklagimi ile Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon ve

TaNIMIANMAST ..eeeiiiiiiiiie e 42

3.2.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu..............cccccoeevevrieicereesiicceerenan, 42

3.2.2.2. Izolatlardan Saf Kiiltiir Elde Edilmesi ve Saf Kiiltiirlerin Muhafazast ..... 42

3.2.2.3. Izole Edilen Saf Kiiltiirlerin KodlanmasI..............cccceveveverrererenenceeeenenane. 43

3.2.2.4. Klasik Kiiltiirel Y6ntemlerle Laktik Asit Bakterilerinin Belirlenmesi...... 43

Vil



3.2.2.5. MALDI-TOF MS ile Tanimlama...........ccouveemueeieieeeeeeeieieee e eeeeeeeeeeen e 45

3.2.3. Shotgun Metagenom Dizileme ile Tanimlama.............cccooveviiiiiieniiicnnen, 46
3.2.3.1. Genomik DNA EKStraKSIYONU .........c.cccveieiieiieiieieeie s 47
3.2.3.2. DNA Kiitliphanesi Hazirlama ...........cccccocoeviiiiiiiei e 48
3.2.3.3. Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) ..........cc.ccocveeee 50
3.2.3.4. Biyoinformatik AnalizIer ..........ccooiiiiiiieee e 50
4. SONUCLAR VE TARTISMA ... .o 52

4.1 Kiiltiromik yaklasimi ile Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyon ve Tanimlanmasi52

4.1.1. Laktik Asit Bakterilerinin 1zolasyonu ............ccccoveueivieriicreriieresecre e, 52
4.1.2. Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Laktik Asit Bakterilerinin Belirlenmesi ......... 52
4.1.3. MALDI-TOF MS ile Tanimlama...........cccocueeiiiiiieniiiiiesie e 62

4.2. Shotgun Metagenom Dizileme ile Tanimlama Sonuglart ..........cccecviiiiiiiinnnnn 67
4.2.1. Biyoinformatik Analiz Verileri ... 67

4.3. Kiltiromik ve Metagenomik Analiz Sonuc¢larinin  Karsilastirmali
DeGerlendirmEsT . ....eeiuveeiieiiiieieie st 129

5. YORUM L. 139
6. KAYNAKLAR ..ottt 144
EKLER ..o 155
EK 1 — istatistiksel Bilgiler- Total Stat INfO ...........cccovrieiiireiieiiceeesce s 155
EK 2 -LAB MALDI-TOF MS Spektrumlart...........cccocoiiiiiiniiiiiiiiiciiccen 156
EK 3 — Orneklerin Staphylococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....... 159
EK 4 - Tezden Tiretilmis Bildiriler ..........cccooiiiiiiiiiiii e 163
EK 5 — Orjinallik RAPOIU ......c.coivieieiic e 165
(0746 ) 10)1 1 15T 166

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. Beyaz peyNnir GIETIMI ....cicvvveiieeeiiieeiiieesiie s siee s siee e sir e snee e 20
Sekil 2.2. Kazein zincirinin KIrtlmasi. .......ooceoieiiiiiiieieiceee e 21
Sekil 2.3. Insan Mikrobiyom Projesinin ilk asamast (HMP1).........ccccoeevrveverrrererrnnenne, 21
Sekil 2.4. Del Chierico (2014)’e gore kiiltiiromik yaklagimi ...........ccccceeviiveiiiieniinnnne, 29
Sekil 2.5. MALDI-TOF MS caligsma prensibi .......ccvvevvieeiiiieiiiie s 29
Sekil 2.6. Metagenomik analizlerin ortaya G1KISI ........ccvvviiiiiiiieiiiiiiiiee e 31
Sekil 2.7 Metagenom ¢alisma YONtEMICTT.......ccveiiueriiiiiiieiie et 32

Sekil 3.1. Siit ve peynir mikrobiyotasi: Shotgun metagenomik analiz ve kiitiiromik

VAKLASIMILL 1. 39
Sekil 3.2. Orneklerin alindig siit isleme tesisinin beyaz peynir iiretim iinitesi plant..... 41

Sekil 3.3. Tek koloni diisiirme teknigi ile M17 Agar ve KAA besiyerlerinde elde edilen

SAf KOLONT OINEKICTIL. ..eevviiiiiiiie et 43
Sekil 3.4. MALDI-TOF MS plakas1 ve mikroorganizmalarin cihaza yiiklenmesi. ........ 46
Sekil 3.5. VITEK® MS Acquisition Station ekran gortintlisii..........ccovvvvviiniinienieennnn, 46
Sekil 3.6. NEBNext® Ultra ™ II DNA kiitiiphanesi hazirlig1 is akigt. ......cccccoecvvrvennene. 49
Sekil 3.7. Yeni nesil dizileme (NGS) i aKIS1. ..cccvvveiviieiiiiieece e 50
Sekil 3.8. Veri analizi i aK1S SCMASL. .....cccvvveiiiiiiiieeiiiieeeeciiiee e s e e e ssare e e s ssnrre e e s snrneee e 50
Sekil 4.1. Gram pozitif kok ve basillerin mikroskop goriintiileri. ..........cccoevvviriiernenne. 53

Sekil 4.2. Orneklerin alem diizeyinde 1s1 haritasi. D: Dairy (Siit {iriinii &rnekleri), E:

Equipmant (Ekipman yiizey 0rnekIeri). ..........ccooveriiiiiincien e 68
Sekil 4.3. Orneklerin cins diizeyinde PCOA Grafifi..........ccccovevervierriicrsiiereisssneenns 69
Sekil 4.4. Orneklerin tiir diizeyinde PCOA rafifi.........ccccocevvvivervirereiicreiieeisee e 70
Sekil 4.5. N1 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.............cccocvernennne. 72
Sekil 4.6. N5 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.............cccccvernenne. 73
Sekil 4.7. N6 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel KOmpozisSyonu............c.ccoevveeenne. 75
Sekil 4.8. N8 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu..............ccccevvennee. 76
Sekil 4.9. N1 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ............ 78
Sekil 4.10. N5 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu ........... 78
Sekil 4.11. N6 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .......... 79
Sekil 4.12. N8 o6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .......... 79
Sekil 4.13. Orneklerin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu........... 82

iX



Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.
Sekil 4.22.
Sekil 4.23.
Sekil 4.24.
Sekil 4.25.
Sekil 4.26.
Sekil 4.27.
Sekil 4.28.
Sekil 4.29.
Sekil 4.30.
Sekil 4.31.
Sekil 4.32.
Sekil 4.33.
Sekil 4.34.
Sekil 4.35.
Sekil 4.36.
Sekil 4.37.
Sekil 4.38.
Sekil 4.39.
Sekil 4.40.
Sekil 4.41.
Sekil 4.42.
Sekil 4.43.
Sekil 4.44.
Sekil 4.45.
Sekil 4.46.

N1 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 82
N2 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 83
N3 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 83
N4 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 84
NS5 orneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 84

N6 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu ....... 86

N7 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu ....... 87
N8 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 87
N9 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ...... 88
N10 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ....88

Orneklerin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu......... 89
N1 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.....91
N2 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ....92
N3 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ....93
N4 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.....94
NS 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ....95
N6 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ..98
N7 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ....98
N8 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. ....99
N9 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu...100
N10 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. 101
Orneklerin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu........ 102
N1 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....104
N2 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....105
N3 orneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....106
N4 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....107
NS5 orneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....108
N6 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....111
N7 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....112
N8 orneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....113
NO 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu....114
N10 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu..115
Orneklerin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonlari. ...116

X



Sekil 4.47. N1 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 118
Sekil 4.48. N2 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 119
Sekil 4.49. N3 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 120
Sekil 4.50. N4 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 121
Sekil 4.51. N5 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 122
Sekil 4.52. N6 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 124
Sekil 4.53. N7 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 125
Sekil 4.54. N8 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 126
Sekil 4.55. N9 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. .. 127
Sekil 4.56. N10 drneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu. 128
Sekil 4.57. MALDI-TOF MS ile D- Siit tiriinii 6rnekleri (N1, N2, N3, N4), E- Ekipman

yiizey Ornekleri (N6, N7, N8, N9, N10) ve NS5- Beyaz peynir ornegininde

tanimlanan mikroorganizmalarin daglimi..........c.cecviiiiiniiiciie s 130
Sekil 4.58. MALDI MALDI-TOF MS ile D- Siit iiriinii 6rnekleri (N1, N2, N3, N4), E-

Ekipman yiizey 6rnekleri (N6, N7, N8, N9, N10) ve N5- Beyaz peynir 6rnegininde

tanimlanan mikroorganizmalarin shotgun metagenomik dagilimit. ..................... 130
Sekil Ek 2.1 HUF18ZN1M1002 izolatinin MALDI-TOF MS spektrumu (Lactococcus
1ACHIS, 2099,9). ...eiiiie et nre s 156
Sekil Ek 2.2. HUF19ZNIR1001 izolatinin MALDI-TOF MS spektrumu (Lactobacillus
delbrueckii, %099,9). ......coiiii et 157
Sekil Ek 3.3. HUF19ZN1K1001 izolatinin MALDI-TOF MS spektrumu (Enterococcus
faecalis, %099,9). ...uii i nnees 158

Sekil Ek 3.1. N1 (Cig siit) orneginin Staphylococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
KOMPOZISYONU. ...ttt ettt e te e s teesbe e e e sreesreeneennes 159
Sekil Ek 3.2. N5 (Beyaz peynir) 6rneginin Staphylococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
KOMPOZISYONUL. ..ttt bbb bbb 160
Sekil Ek 3.3. N6 (Tanker) orneginin Staphylococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
KOMPOZISYONU. ...ttt ettt e te e s teesbe e e e sreesreeneennes 161
Sekil Ek 3.4. N8 (Karistiric1) 6rneginin Staphylococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
KOMPOZISYONUL ...ttt bbbttt bbb bbb 162

Xi



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Beyaz peynir mikrobiyolojik Kriterler..........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiciie e, 18
Cizelge 2.2. Beyaz peynir starter Kkiiltiiri olarak kullanilabilecegi bildirilen
MIKrOOrganiZMalar ..........coviiiiiiee e 23

Cizelge 2.3. Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus ve Enterococcus cinsi laktik asit

bakterilerinin taksonomik Siniflandirmast............euevevverivreriririiiriiiriiireerer... 25
Cizelge 3.1. Ornekleme noktalar1 ve isletme elemanlart .............ccoeveveveverevenenenenenenennens 41

Cizelge 3.2. Hedeflenen laktik asit bakterisi, kullanilan segici besiyeri ve inkiibasyon

KOSUITATT ...ttt st nae e e et 42
Cizelge 3.3. Kodlama SISTEMIL. ......c..ueiiueiiiiiiieiie ettt 43
Cizelge 3.4. Hedeflenen laktik asit bakterileri ve ayrim testleri ..........cccooeniiiiieiieennn. 44
Cizelge 3.5. FastQC programi OZellIKIETT. .......c.cveiviiiiiiiiiiiesiesecc e 51

Cizelge 4.1. M17 Agardan izole edilen LAB oldugu degerlendirilen izolatlarin

makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

Cizelge 4.2. MRS Agardan izole edilen LAB oldugu degerlendirilen izolatlarin

makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

Cizelge 4.3. KAA Agardan izole edilen LAB oldugu degerlendirilen izolatlarin

makroskopik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

Cizelge 4.4. M17 Agar’dan izole edilen LAB olmadig1 degerlendirilen izolatlarin

makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

Cizelge 4.5. MRS Agar’dan izole edilen LAB olmadigi degerlendirilen izolatlarin

makroskopik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

Cizelge 4.6. M17 Agardan izole edilen izolatlarn MALDI-TOF MS tanimlama
SOMUGIATT. ..ttt sab e et e e be e e e 63
Cizelge 4.7. MRS Agardan elde edilen izolatlarin MALDI-TOF MS tanimlama

103810 o] ' P PP 64

xii



Cizelge 4.8. KAA Agardan izole edilen izolatlarn MALDI-TOF MS tanimlama
10 11810121 o DR PP TR PP 65

Cizelge 4.9. Schilinger ve Liicke (1987)’ye gore laktik asit bakterisi olmadigi

degerlendirilen izolatlarin MALDI-TOF MS ile tanimlama sonuglart................... 67
Cizelge 4.10. MALDI-TOF MS sonuglarina gore 6rneklerden izole edilen LAB sayilari.
.............................................................................................................................. 131

Cizelge 4.11. MALDI-TOF MS sonuglarina gore orneklerden izole edilen LAB
olmayan mikroorganizmalar. ..o 136

Cizelge 4.12. Orneklerde tanimlanan bazi mikroorganizmalarin BacDive veritabani
DUHGIIEIT. .o 136
Cizelge Bk 1.1 Istatistiksel BIlGILET. .......ccovoviveuereriiirceeieieiie et 155

Xiii



Simgeler

g

mL

ul

Hg

bp

Mbp
Kisaltmalar

MALDI-TOF MS

GMP
MRS
LAB
KAA
PCR
DGGE
RNA
DNA
NGS
Kob
CHCA
CaCl,
Ca2+

H20;

SIMGELER VE KISALTMALAR

Gram
Mililitre
Mikrolitre
Mikrogram
Baz cifti

Mega baz ¢ifti

Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon- Ugus Zamani
Kiitle Spektrometrisi (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry)

Glikomakropeptit

Man Rogosa Sharp

Laktik Asit Bakterileri
Kanamisin Azid Esculin Agar
Polimeraz zincir reaksiyonu
Denaturing gradient gel electrophoresis
Ribo Niikleik asit

Deoksiribo Niikleik asit

Next Generation Sequencing
Koloni olusturan birim
a-siyano-4-hidroksisinamik asit
Kalsiyum klortir

Kalsiyum

Hidrojen peroksit
Xiv



TEPGE Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitlisti Mudiirligii
TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

NGS Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing)

XV



1. GIRIS

Beyaz peynir mikrobiyotasi, peynir iiretim silirecinde 6nemli bir rol oynar ve peynirin
kendine 6zgii tat ve koku gibi organoleptik 6zelliklerinin olusmasinda etkilidir (Jonnala
ve ark., 2018). Endiistride beyaz peynir iiretimi i¢in kullanilan laktik asit bakterilerinden
olusan starter kiiltiir karisimlari, siitte asitlik gelistirmenin yaninda beyaz peynirin tat ve
koku bilesiklerini olusturmada gorev alirlar. Endiistriyel beyaz peynir iiretiminde ¢ig
stite uygulanan 1sil islem ile ¢ig siitte bulunan mikroorganizmalarin tamaminin yok
edilmedigi bildirilmistir (Kable ve ark., 2016). Bunun yaninda beyaz peynir iiretim
isletmelerinde peynirin temas ettigi ekipmandan peynire c¢esitli mikroorganizmalar
gecebilmektedir. Bu sebeple peynir mikrobiyotasina starter kiiltliriin yaninda peynire
islenen siitiin mikrobiyotasi ve isletme ekipmaninin tasidigi mikrobiyel yiikiin de etkisi
olabilecegi bildirilmistir (Wolfe ve ark., 2014; Stellato ve ark., 2015). Starter kiiltiir
olmayan ve ¢ig siit ve/veya gevresel kaynaklardan mikrobiyotaya katilan laktik asit
bakterilerinin de beyaz peynirin organoleptik 6zellikleri ve besinsel igerigininin

gelisimine katki saglayabilecegi bildirilmistir (Fox ve ark., 2000; Wolfe ve ark., 2014;).

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan klasik kiiltiirel yontemlerin yani sira
son yillarda 6ne ¢ikan molekiiler yontemler ve DNA dizileme teknolojilerinde yasanan
gelismeler mikrobiyota ¢alismalarinin daha dogru ve kesin bir sekilde yapilabilmesine
olanak saglamistir (Jonnala ve ark., 2018; Escobar- Zepeda ve ark., 2020).
Metagenomik, c¢evresel bir 6rnekte bulunan tiim genomlarin dogrudan izole edilerek
genetik analizinin gergeklestirilmesi olarak tanimlanabilir (Escobar-Zepeda, 2015; Chiu
ve ark., 2019). Genetik materyalin dizilenmesiyle gergeklestirilen metagenomik
analizlerde yeni nesil sekanslama yontemleri kullanilmaktadir. Metagenomik ¢aligmalar
sonucu yiiksek boyutlu dizi verileri elde edildigi i¢in bu yonteme yiiksek ¢iktili dizileme
teknolojileri (HTS, High Throughput Sequencing) de denmektedir (Ercolini, 2013).
Metagenomik analizler ile elde edilen bu yiliksek c¢iktili diziler ham data olarak
adlandirilmakta ve biyoinformatik araclar ile 6zel yazilim ve veri tabanlar1 kullanilarak

anlaml1 verilere doniistiirilmektedir (Ondov ve ark., 2011).

Metagenomik analizlerin ortaya ¢ikmasi, mikroorganizmalarin tanimlanmasinda 6nemli

bir adim olmustur. Saf kiiltiirlerin izolasyonuna dayali tanimlama tekniklerinin aksine
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metagenomik analizler kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin da tanimlanabilmesine
olanak saglamaktadir (Escobar-Zepeda, 2015). Beyaz peynir agisindan disiiniildiigiinde
bu yontemler; siit, peynir, peynir tretiminin gerceklestirildigi ortam gibi faktorlerin
mikrobiyel kompozisyonlarinin belirlenmesini ve bunlarin son {irlin beyaz peynir
mikrobiyotasina ve peynirin 6zelliklerine olan olas1 katkilarinin incelenmesini miimkiin
kilmaktadir (Ercolini, 2013; Stellato ve ark., 2015; Jonnala ve ark., 2018).

Bu ¢alismanin amaci, omik teknolojiler ile beyaz peynir iiretim siirecine iligkin siit,
peynir ve ¢evre mikrobiyotasinin dinamikleri hakkinda laktik asit bakterileri agisindan
kapsamli genel bir bakis saglamaktir. Bu amagla, bir beyaz peynir iiretim hattindan
alinan siit trtinii ve ¢evresel 6rneklerin mikrobiyel kompozisyonunun toplam DNA’ya
dayali shotgun metagenomik dizileme ile belirlenmesi ve kiiltiromik yaklagim ile
mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanimlanmasi gerceklestirilmistir. Kiiltiiromik,
secici besiyerlerinde farkli ortam sartlarinda gelistirilen ve saf kiiltiir olarak elde edilen
izolatlarin Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon- Ugus Zamani Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile tanimlanmasina olanak saglayan bir yaklasimdir
(Bizzini ve ark., 2010; Garcia ve ark., 2016). Burada bir mikrobiyota ¢aligmasinda
kiiltiire dayali ve kiiltiirden bagimsiz iki yontemin karsilastirilmast miimkiin olmustur.
Beyaz peynirin iiretimi siiresince ¢ig siitten son {irline kadar gerceklesen mikrobiyel
dinamizme 1s1k tutulmasi ve ¢evresel oOrneklerin bu dinamizme katkisinin ortaya

c¢ikarilmasi amaglanmaistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Beyaz Peynir

Peynir, siitiin enzimler ya da organik asitler kullanilarak pihtilagtirilmasi, olusan
pithtinin baskilanarak peyniralti suyunun ayrilmasiyla olusan, farkli yag oranlarinda ve
farkl1 sertliklerde olabilen, ¢esidine gore degisen renk, tat ve koku ozelliklerine sahip
bir siit iriiniidiir. Diinyada 1000’in tizerinde, Tirkiye’de ise 50’ye yakin peynir
¢esidinin oldugu bildirilmistir (Ates ve ark., 2001; Togay ve ark., 2020). TEPGE Siit ve
Siit Uriinleri Durum Tahmin Raporu ve Ulusal Siit Konseyi Siit Raporuna gore
tilkemizde en ¢ok tiiketilen ve pazar payi en yiiksek olan peynir ¢esidi beyaz peynirdir
(Anonim, 2017; Anonim, 2018). TUIK Siit ve Siit Uriinleri Uretim Istatistikleri 2020
Mart ay1 raporuna gore Tiirkiye’de inek siitiinden {iretilen peynir miktar1 bir 6nceki yilin
bahsedilen aymna kiyasla %12,2 artis gostererek 63300 ton, manda, koyun ve keci
stitlerinden tretilen diger peynirlerin tretimi ise %14,8 azalarak 2700 ton olmustur
(Anonim, 2020). Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi (Teblig No: 2015/6) uyarinca beyaz
peynir “Hammaddenin peynir mayasi kullanilarak pihtilagtirilmasi ile elde edilen
telemenin teknigine uygun olarak islenmesiyle iiretilen, iiretim asamalarindaki
farkliliklara gore taze veya olgunlastirllmis olarak tanimlanabilen, cesidine ozgi
karakteristik ozellikler gosteren salamurali peynir” olarak tanimlanmaktadir. Cizelge
2.1’de Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (Teblig No: 2009/68)

uyarinca beyaz peynirin uymasi gereken mikrobiyolojik kriterlere yer verilmistir.

Cizelge 2.1. Beyaz peynir mikrobiyolojik kriterler

Gida Mikroorganizmalar Numune alma plam Limitler ()
n N m M

Peynir (eritme Enterobacteriaceae 5 2 10° 10*
peynir harig diger  S. aureus () 5 2 10° 10°
tiim peynirler) Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL

E. coli O157:H7 5 0 0/25 g-mL

(") : Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir.

(%) : Koagiilaz pozitif stafilokoklar. n: Analize aliacak numune sayisini
c: “M” degeri tastyabilecek en fazla numune sayisini

m: (n — ¢) sayidaki numunede bulunabilecek en fazla degeri

[1P2)

M: “c” sayidaki numunede bulunabilecek en fazla degeri ifade etmektedir.
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2.1.1. Endiistriyel Beyaz Peynir Uretimi

Beyaz peynirin kalitesi peynire islenen siitiin kimyasal kompozisyonuyla yakindan
iligkilidir. Bu sebeple siit kimyasal ve mikrobiyolojik agidan iyi kalitede olmalidir
(Hayaloglu ve ark., 2002). Buna gore isletmeye gelen siit; antibiyotik, deterjan ve
kimyasal kalint1 igermemeli, mastitisli olmamali, kolostrum igermemeli, laktasyonun ilk
ve son safhalarinda elde edilmemelidir. Kimyasal bilesimi normal olmayan, 6zellikle
mastitisli hayvanlardan elde edilen siitlerin serum proteini igerigi yiiksek, kazein igerigi
ise dusiiktiir. Diisiik kazein igerigine sahip siitten liretilen peynirin randimani diismekte
ve peynirde yumusama problemi olusmaktadir (Ugiincii, 1999). Mikrobiyel agidan
peynire islenen siit, koliform, Clostridium ve Bacillus cinsi bakterileri igermemelidir
(Hayaloglu ve ark., 2002).

Endiistriyel beyaz peynir iiretiminde, isletmeye gelen ¢ig siit kalite kontroliinden
gectikten sonra ¢ig siit tanklarma alinir. Siit, liretime alinmadan 6nce ilk olarak basit
filtreler ile gozle goriilen kirliliklerden, daha sonra merkezkag¢ kuvveti ile g¢alisan
seperatorlerle gozle goriinmeyen yabanci maddelerden ayristirilir. Temizlenen siitiin
protein ve yag orani ayarlanarak siitiin standardizasyonu yapilir. Daha sonra siit yliksek
basing altinda 60-65°C sicaklikta ¢ok ince filtrelerden gecirilerek homojenizasyonu
saglanir. Homojenizasyon ile siitiin igerdigi yag globiillerinin ¢ap1 esitlenir. On
islemlerin ardindan siit 72-75°C’de 15 saniye 1s1l isleme maruz birakilir ve hizli bir
sekilde 28-30°C’ye sogutulur. Siitiin bu sicaklifa sogutulmasinin sebebi beyaz peynir
starter kiltiirlerinin mezofilik O6zellikte laktik asit bakterilerinden olusmasi ve bu
sicakliklarda optimum gelismesidir (Akin ve ark., 2003). Starter kiiltlir eklenmesiyle
sitiin asitligi artar. Starter eklendikten sonra siite CaCl, eklenir. Bunun sebebi
pastorizasyonda yilksek sicakligin  etkisiyle ayrilan Ca®’min  yapiya tekrar
kazandirilmasidir. Starter kiiltlirlin etkisiyle pH 5.5’e geldiginde siite rennet enzimi
(peynir mayasi) ilave edilir. Bu pH pihtilasmay:1 saglayan rennet enziminin optimum
aktivite gosterdigi pH’tir. Kazeinin dort alt biriminden biri olan kappa kazeinin siitiin
pihtilasmasinda 6nemli bir yeri vardir. Rennet enzimi kappa kazeinin 105. amino asidi
fenilalanin ve 106. amino asidi metiyonin arasindaki bagi kirar (Sekil 2.2). Kirilan
zincirde hidrofobik olan kisim para kappa-kazein (para kappa-casein) yapidan ayrilir ve
pihtiy1 olusturur. Hidrofilik kisim olan glikomakropeptit (GMP) ise serum kisimda

¢cOziinerek yapidan ayrilir. Pihti olustuktan sonra 1 em® liik kiipler halinde kirilip
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baskilanarak fazla suyunu birakmasi saglanir. Pithi baskilanirken cendere bezine sarilir
ve iizerine agirlik uygulanir. Cendere bezi beyaz peynirin bir yiizeyinde olan piitiirli
seklin olusmasini saglar. Pihtinin fazla suyunun alinmasiyla olusan teleme 7 em®’liik
kiipler halinde kesilir ve 24 saat salamurada (12-14 g/100 g NaCl) bekletilir (Topgu ve
ark., 2005; Hayaloglu ve ark., 2002). Salamurada bekletildikten sonra beyaz peynir,
tercihe bagli olarak olgunlastirilmadan tiiketime sunulabilmektedir. Salamuranin
ardindan taze beyaz peynir ambalajlanarak yine salamura (6 g/100 g NaCl) i¢inde satisa
sunulur. Olgunlastirilarak tiikketime sunulan beyaz peynirin olgunlastirilmasi ise 4-
8°C’de 60-90 giin yapilmaktadir (Topgu ark., 2005).

Siitiin temizlenmesi, standardizasyonu ve homojenizasyonu

Pastdrizasyon ve uygun sicakliga sogutma

Starter kiiltiir inokiilasyonu

CaCl, ilavesi

Siitlin pihtilastirilmasi (Maya ilavesi)

P1iht1 kesimi ve baskilama

Telemenin baskilanmasi ve peynir kalip kesimi

Salamurada bekletme (12-14 g/100 g NaCl)

Ambalajlama

Sekil 2.1. Beyaz peynir iiretimi (Ugiincii, 2015).

20



Ser-Phel05- |_| -Met-Ala

Para kappa-kazein ﬁ Glikomakropeptit

EC
- 3 Hidrolazlar
L 3.4 Peptidazlar

3.4.23 Aspartik endopeptidazlar
LEC. 3.4.23.4 Kimozin (Rennin)

Sekil 2.2. Kazein zincirinin kirilmasi.

2.1.2. Beyaz Peynir Mikrobiyotasi

Mikrobiyota belirli ortamda bulunan mikrobiyel toplulugun tamamina verilen isimdir
(Liu, 2016). Mikrobiyom tanimu, ilk kez Nobel 6diillii mikrobiyolog Joshua Lederberg
tarafindan 2001 yilinda yapilmistir (Prescott, 2017). Buna gore, insan viicudunda
bulunan kommensal, simbiyotik ve patojen mikroorganizmalardan olusan ekosistemi
ifade eden terim “mikrobiyom” olarak tanimlanmistir (Ledenberg, 2001). Daha sonra
mikrobiyota ve mikrobiyom terimleri insan ve mikrobiyomu arasindaki etkilesimi
aciklamay1 hedefleyen Insan Mikrobiyom Projesi (HMP) tarafindan tekrar agiklanmistir
(Proctor ve ark., 2019) (Sekil 2.3). Giiniimiizde mikrobiyom, belirli bir ortamda bulunan
bakteri, arkea, kiif ve mayalardan olusan mikrobiyel toplulugun olusturdugu
mikrobiyotanin toplam genomu olarak ifade edilmektedir (Turnbaugh ve ark., 2007,

Liu, 2016; Knight ve ark., 2018).

Geniz Mikrobiyel Mikrobiyel Konakg1 Mikrobiyel

HMet & Agiz komunite yolaklar genom dizisi genomlar

.. Bagirsak g o~
Vajina | Deri W . - °» 5% / \
. P / \

-, t )

| \ 4

s P Ce

Saglikli insan

/—f‘ ° J Mikrobiyota Karakterizasyonu

Insan Mikrobiyom Projesi

Sekil 2.3. Insan Mikrobiyom Projesinin ilk asamas1 (HMP1) (Proctor ve ark., 2019)

Mikrobiyotanin bulundugu konakg¢i ortami insan, hayvan ya da bitki olabilecegi gibi
cevresel bir ornek de olabilir (Liu, 2016). Bu agiklamadan hareketle, bir peynir
¢esidinin  tasidigi  mikroorganizma toplulugu “peynir mikrobiyotasi” olarak

tanimlanabilir. Peynir mikrobiyotasi, ¢ok biiyiik oranda, kullanilan starter kiiltiire gore
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sekillenmektedir (Ercolini, 2004). Siit mikrobiyotasi, peynir yapiminda tim siirecte
Oonemli bir rol oynar ve peynire 0zgll lezzet ve doku gelisimine katkida bulunur

(Tiloccaa ve ark., 2020).

Starter kiiltlirler iiriine istenilen tat, koku, aroma ve yap1 gibi 6zellikleri kazandirmak
amaci ile kullanilan ve bilinen 6zelliklere sahip karisik mikroorganizma kiiltiirleridir.
Bunun yaninda, peynir iiretiminde isletmeye gelen ¢ig siitiin tasidig1 mikroorganizmalar
da peynir mikrobiyotasi ile iliskilidir. Clinkii ¢ig siitte bulunan mikroorganizmalarin
tamami1 pastorizasyon islemi ile yok edilememektedir (Kable ve ark., 2016). Bu
faktorlerin yaninda peynir iiretim isletmesinde peynirin temas ettigi ekipmandan peynire
cesitli mikroorganizmalar gecebilmektedir. Bu ylizden beyaz peynir mikrobiyotasini
sadece eklenen starter kiiltiir degil ¢ig siit mikrobiyotasi ve isletme ekipmanlarinin

tasidig1 mikroorganizmalar gibi faktorler de etkilemektedir (Stellato ve ark., 2015).

Peynir mikrobiyotasi, baslatict birincil mikroflora ve ikincil mikroflora olarak ikiye
ayrilir (Tunail, 2009). Birincil mikroflora olan laktik asit bakterileri laktik asit
fermantasyonuyla siitiin asitligini arttirirken olgunlasma stirecinde de sahip olduklari
enzimler sayesinde peynirin goriinis, tat, koku, tekstiir gibi karakteristik 6zelliklerinin
olusumunu saglarlar. Ikincil mikroorganizmalar ise olgunlasma siirecinde gesitli organik
asitlerin olusumuna énemli katki saglarlar. Ikincil mikroflora peynir yiizeyinde ve/veya
icinde gelisebilen baslatict kiiltiir dis1 laktik asit bakterileri, maya ve kiiflerden
olusabilmektedir (Beresford ve ark., 2001). Giiniimiizde endiistriyel olarak {iretilen
beyaz peynirler genellikle taze peynir olarak olgunlastirilmadan tiiketime
sunulmaktadir. Bu sebeple beyaz peynirin ikincil mikroflorasi bulunmamaktadir
(Tunail, 2009). Beyaz peynirin mikrobiyotasinin olusumunda ise starter kiiltiir olarak
kullanilan mikroorganizmalarin yaninda ¢evresel mikrobiyotanin, starter kiiltiir olmayan
mikroorganizmalarin da etkisinin olabilecegi bildirilmistir (Jonnala ve ark., 2018).
Literatlir incelendiginde, beyaz peynirde baskin tiir olarak Lactococcus lactis ve
Streptococcus thermophilus’un bulundugu goriilmektedir. Bu mikroorganizmalar
ozellikle peynirin olgunlasmasinin ilk asamalarinda daha belirgindir. Beyaz peynirde
Oonemli tiir olarak bildirilen diger mikroorganizmalar Enterococcus faecalis ve E.

faecium’dur. Lactobacillus fermentum, L. brevis, L. casei, L. plantarum, Leuconostoc
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mesenteroides subsp dextranicum ve Leu. lactis ve tiirleri de beyaz peynirde agirlikli
olarak bulunan bakterilerdir (Karakus ve ark., 1992; Giirsel ve ark., 2003; Citak ve ark.,
2004). Ulkemizde beyaz peynir starter kiiltiirii ile ilgili yapilan c¢alismalar
incelendiginde 6zellikle Lc. lactis subsp. cremoris ve Lc. lactis subsp. lactis 'in, bunlarin
yaninda L. delbrueckii subsp. bulgaricus, St. thermophilus, L. helveticus ve L.
plantarum bakterilerinin beyaz peynir starter kiltiirii olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Beyaz peynir starter Kkiiltiiri olarak kullanilabilecegi bildirilen

mikroorganizmalar

Starter Kiiltiir Kaynak

Lc. lactis subsp. lactis Uysal, 1996

Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. lactis subsp. lactis Ucgiincii, 1999

L. casei

L. plantarum

Lc. lactis subsp. lactis Giirsoy ve ark., 2001
Lc. lactis subsp. cremoris

L. helveticus

Lc. lactis subsp. lactis Dagdemir, 2001

Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. lactis subsp. lactis Hayaloglu ve ark., 2002
Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. lactis subsp. lactis Tunail, 2009

Lc. lactis subsp. cremoris

Mezofilik kiiltir+ E. faecium EF031 (ek Bulat, 2011
kiiltiir)

Mezofilik kiiltiir+ E. faecium M74 (ek

kiiltiir)

Lc. lactis Ertiirkmen ve ark., 2015
E. faecium

L. plantarum

Lc. lactis subsp. lactis/ cremoris Chr. Hansen, 2014
L. delbrueckii subsp. bulgaricus

St. thermophilus

Lc. lactis subsp. lactis Kesenkas, 2015
Lc. lactis subsp. cremoris

Yarrowia lipolytica

Debaryomyces hansenii

Lc. lactis subsp. lactis Danisco, 2019

Lc. lactis subsp. cremoris

St. salivarius subsp. thermophilus

Lc. lactis subsp. lactis Natural Food Culture, 2019
Lc. lactis subsp. cremoris

St. thermophilus
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2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, gida endiistrisinde bir¢ok fermente gida iirliniiniin iiretiminde
kullanilan 6nemli bakterilerdir. Laktik asit bakterileri, filogenetik olarak Lactobacillales
takimina ait, 6 aile, 30’dan fazla cins ve 300°den fazla tiiri barindiran bir bakteri
grubudur (Endo ve ark., 2019). Lactococcus, Lacobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus cinsleri baslica laktik asit bakterileridir.
Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus ve Enterococcus cinsi laktik asit
bakterilerinin taksonomik siniflandirmasi Cizelge 2.3’te verilmistir (KEGG GENOME
Database, 2020). Zheng ve arkadaslar tarafindan 2020 yil1 Nisan ayinda yayimlanan bir
calismada, laktik asit bakterilerinden Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae ailelerinin
smiflandirilmast  tim genom dizileme teknikleriyle yeniden degerlendirilmistir.
Calismanin ¢iktis1 olarak Lactobacillus cinsinin 25 cinse ayrilmasi 6nerilmistir. Bunlar
daha oOnceden de var olan fakat calismada tanimi tekrar yapilan Lactobacillus ve
Paralactobacillus cinsleri ile 23 yeni cins; Levilactobacillus, Lentilactobacillus,
Limosilactobacillus,  Ligilactobacillus,  Furfurilactobacillus, =~ Amylolactobacillus,
Secundilactobacillus, Holzapfelia, Loigolactobacilus, Dellaglioa, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Paucilactobacillus, Agrilactobacillus,
Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Lactiplantibacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Liquorilactobacillus ve, Schleiferilactobacillus
olmustur. Tanimlanan bu yeni cinslerin temsil ettigi eski Lactobacillus cinsi bakterilerin
sadece cins isimleri degismis olup tiir ve sus isimleri aynm kalmistir (Zheng ve ark.,

2020). Cizelge 4.12°de bu ¢aligsma ile yeniden isimlendirilen bakterilere yer verilmistir.

Laktik asit bakterileri Gram pozitif, Sporplactobacillus inulinus disinda spor
olusturmayan, anaerobik, aerobik ya da fakiiltatif aerobik olan, kok ya da ¢ubuk sekilli,
karbonhidrat metabolizmasinin ana fermantasyon iriinlerinden biri olan laktik asiti
tireten oldukga degerli mikroorganizmalardir (Temiz, 1989; Tunail, 2009). Bu bakteriler
ayni zamanda, asidi tolere edebilen, katalaz ve oksidaz negatif olan, nitrati rediikte
edemeyen mikroorganizmalardir (Adams ve Moss, 2004). Laktik asit bakterileri diistik
guanin ve sitozin (G+C) oranma (%35-53) sahiptirler ve genom biiyiikliikleri genel
olarak 1.8-3.4 Mbp arasinda degismektedir (Wyszynska ve ark., 2015, Yilmaz ve ark.,
2015).
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Cizelge 2.3. Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus ve Enterococcus cinsi laktik asit

bakterilerinin taksonomik siniflandirmasi

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 gelismek igin karbonidtratlar, amino asitler, vitamin, mineral ve
bazen de yag asitleri ve peptitler gibi zengin besinlere ihtiya¢ duymaktadirlar. Bundan
dolayr da besin igerigi yiiksek olan ortamlarda bulunurlar. Bunlara, gastrointestinal
sistem; mide ve bagirsak, vajinal yollar, agiz boslugu, bitki ylizeyleri, silaj ve siit ve siit

tirtinleri gibi ¢ok ¢esitli ortamlar 6rnek olarak verilebilmektedir (Endo ve ark., 2019).

Laktik asit bakterileri bulunduklar1 ortamin igerigindeki hegzoslari fermente ederek
lastik asit olustururlar ve fermantasyon sonucu irettikleri son {iriine gore iki gruba
ayrilirlar. Hegzoslardan sadece laktik asit (%90-100) olusturanlar homofermantatif
laktik asit bakterileri, laktik asidin (%50) yanisira etanol, asetat ve CO, olusturanlar ise
heterofermantatif laktik asit bakterileridir.

Laktik asit fermatasyonu sonucu ortaya ¢ikan laktik asit, asetik asit, asetaldehit ve
diasetil gibi aromatik bilesikler sayesinde yogurt, peynir ¢esitleri, kefir, eksi krema,
fermente ¢ig sucuk, tarhana gibi kendine 6zgii tadi ve aromasi olan friinler elde
edilmektedir. Bundan dolay1 secilen bazi laktik asit bakterisi suslarindan starter
kiiltiirler, aroma gelistirici kiiltlirler ve probiyotik kiiltiirler tiretilmektedir. Starter kiiltiir
ozelligi gosteren laktik asit bakterilerinin irettigi laktik asit ile ortamin asitligi artar ve
asidi tolere edemeyen mikroorganizmalarin bu ortamda yasamasi gii¢lesir. Laktik asit
bakterileri asidi tolere edebildikleri igin bu ortamda rekabet¢i konumdadir ve boylelikle
patojen ve diger mikroorganizmalarin inhibe edilmesini saglarlar. Bunun yaninda laktik

asit bakterilerinin metabolitlerinden olan hidrojen peroksit, diasetil, bakteriyosin ve
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amonyak gibi maddeler diger mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal 06zellik
gostermektedir. Boylece bir gida maddesinde laktik asit bakterilerinin varligi ile

istenmeyen mikroorganizmalarin inhibe edilmesi saglanabilmektedir.

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde 6nemli bir yeri olan fermente gidalarin
tiretilmesinde starter kiiltiir olarak kullanilmalari, asitlik ve aroma gelistirici olmalari,
antimikrobiyal aktiviteleri ve probiyotik olmalar1 gibi Ozelliklerinden dolayr gida

endiistrisinde ¢ok dnemli bir yer tutmaktadirlar.

2.3. Laktik Asit Bakterilerini Tamimlama Yontemleri

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi siit endiistrisi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir.
Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ile siit ve siit tiriinlerinin mikrobiyotasi hakkinda
edinilen bilgiler starter kiltiir ve peynir iretim teknolojilerinin gelistirilmesinde
kullanilarak siit endiistrisine ekonomik anlamda katki saglayabilmektedir. Ayrica siit ve
iriinlerinin - mikrobiyotasinin belirlenmesi, siit {rlinlerinin kalitatif ve duyusal
Ozelliklerinin ve giivenilirliginin kontrol edilmesi igin olduk¢a 6nemlidir (Tiloccaa ve

ark., 2020).

100 yil1 askin siiredir mikrobiyolojide, mikroorganizmalarin kat1 besiyeri kullanilarak
izole edilmesi ve uygulanan bazi testlerle bu izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve
fizyolojik oOzelliklerinin belirlenmesiyle tanimlanmasi esasina dayali klasik kiiltiirel
yontemler kullanilmaktadir (Ottman ve ark., 2012; Yarza ve ark., 2014; Escobar-
Zepeda ve ark., 2015). Mikroorganizmalar ile ilgili calismalar, 1676 yilinda
Leeuwenhoek’un agiz mikroorganizmalariyla ilgili raporundan giiniimiizde kullanilan
molekiiler yontemler ile tanimlama c¢aligmalarina kadar uzun bir yol kat etmistir.
Mikroorganizmalarin izolasyonuyla ilgili ¢alismalar ilk olarak bilim insanlarinin patates
dilimleri ve jelatin gibi kat1 besi ortamlarinda mikroorganizmalar kiiltiire etmeleriyle
baslamigtir. Izolasyon ydntemlerinin bulunmasi mikroorganizmalarin “Gériinmeyen
organizmalar” olarak adlandirdigi donemlerde mikroorganizmalarin kesfi, mikroskop
altinda gozlemlenebilmesi ve onlarin fizyolojilerinin anlasilabilmesi adina ilk basamak

olmustur (Escobar- Zepeda ve ark., 2015).
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1970’lerin sonunda ribozomal RNA genlerinin molekiiller markirlar olarak
kullanilabilecegi goriisiiniin ortaya atilmasi ve bunula birlikte Sanger sekanslamanin
ortaya ¢ikist mikroorganizmalarin tanimlanmasinda bir devrim yaratmistir (\WWoese ve
Fox,1977; Sanger ve ark., 1977; Escobar- Zepeda ve ark., 2015). Ardindan Polimeraz
zincir reaksiyonu, rRNA genlerinin klonlanmasi ve dizilenmesi, Denature edici
Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) gibi molekiiler yontemler mikroorganizmalarin
tamimlanmasinda  kullanilmaya baslanmistir (Yilmaz, 2015; Ercolini, 2013).
Metagenomik analizlerin ortaya ¢ikmasi, mikroorganizmalarin tanimlanmasinda énemli
bir adim olmugtur. Saf kiiltiirlerin izolasyonuna dayali tanimlama tekniklerinin aksine
metagenomik analizler kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin da tanimlanabilmesine

olanak saglamaktadir (Escobar-Zepeda, 2015).

2.3.1. Laktik Asit Bakterilerinin Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Tanimlanmasi

Klasik kiiltiirel yontemlerle tanimlamada ilk asama mikroorganizmalarin saf kiiltiir
halinde izole edilmeleridir. Bunun i¢in uygun segici besiyerlerinden yararlanilmaktadir
(Mannu ve ark., 2000). Laktik asit bakterilerinin gelistirilmesi ve izolasyonunda MRS
Agar ve MRS Broth, M17 Agar ve M17 Broth, Kanamycin Esculin Azide Agar gibi
yiiksek besleyici 6zellige sahip secici besiyerleri kullanilmaktadir (Rogaso ve ark.,
1953; Sharpe, 1979). Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda ilk olarak segici
besiyerinden uygun makroskopik morfolojiye sahip koloniler segilerek saf kiiltiir olarak
elde edilir. Ardindan izolatlarin mikroskobik morfolojileri incelenerek kaydedilir.
Sonrasinda izolatlarin Gram reaksiyonu ve katalaz aktiviteleri belirlenmektedir. Sporsuz
cubuk veya kok seklinde, Gram pozitif ve Katalaz negatif 6zellik gosteren izolatlar
laktik asit bakterileri olarak belirlenmektedir (Schillinger ve Liicke, 1987).

Klasik kiiltiirel yontemlerde bakterilerin cins diizeyinde tanimlanmasi amaciyla bir
takim biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanmaktadir (Schillinger ve Liicke, 1987).
Bunlara; farkli sicaklik ve pH degerleri ile farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme,
glukozdan gaz olusturma, karbonhidrat fermentasyon testleri, antibiyotik duyarliligi,
arjininden amonyak tiretimi, indol, Voges-Proskauer, jelatin hidrolizi ve iireaz testleri,
sukrozdan dekstran olusturma gibi testler ornek gosterilebilir (Schlinger ve Liicke,

1987).
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2.3.2. Kiiltiromik yaklasinu ile Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve

Tanimlanmasi

Kiiltiiromik, secici besiyerlerinde farkli ortam sartlarinda gelistirilen ve saf kiiltiir olarak
elde edilen izolatlarin Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon- Ugus Zamani
Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS, Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Time of Flight Mass Spectrometry) ile tanimlanmasina olanak saglayan bir yaklasimdir
(Bizzini ve ark., 2010; Garcia ve ark., 2016, Nacef ve ark., 2017). Sekil 2.4’te Del

Chierico (2014)’nin kiiltiiromik yaklasim1 6zetlenmistir.

MALDI-TOF MS, mikroorganizmalarin proteinlerinin iyonize edilerek bir elektrik
alandan gecirilmesi ile protein profillerinin ¢ikarilmasi esasina dayanir (Garcia ve ark.,
2016). MALDI-TOF MS’te tanimlamanin ilk basamag: saf kiiltiir olarak elde edilen
izolatin hedef plaka tizerinde matriks soliisyonu ile muamele edilip kristallestirilmesidir.
Matriks soliisyonu ile kaplanan ve kurumasi beklenen 6rnek sonrasinda hedef plaka ile
cihaza yiiklenir. Cihaz i¢i vakumu saglandiktan sonra hedef plaka lazer 1sinina maruz
birakilir. Kristalize halde bulunan proteinler lazer i1sminin etkisiyle iyonlasir ve
protonlanmus iyonlar elde edilir. Iyon bulutu bir elektrik alanda hizlandirilarak ugus
tiipiinden gegirilir. Iyonlarin ucus tiipiinde gecirdikleri siire (Time of Flight, TOF) ucus
siiresi analizatorleri ile hesaplanir. Bu siire iyonlarin kiitlesiyle iliskilidir. Iyonlarin ugus
tiiptinde aldiklar1 yol tamamlandiginda, her bir izolat i¢in Kiitle spektrumlar1 elde edilir.
Bu spektrumlar veritabaninda bulunan veriler ile karsilastirilir ve mikroorganizmalarin
tanimlanmasi gergeklestirilir (Bizzini ve ark., 2010; Garcia ve ark., 2016). Sekil 2.5’te
MALDI-TOF MS calisma prensibi gosterilmistir (Patel, 2015).

Kiltiromik  yaklagiminin, — mikrobiyel toplulukta az yogunlukta bulunan
mikroorganizmalarin da tanimlanmasi, hizli ve ekonomik olmasi, yalnizca canlt
mikroorganizmalarin tanimlanmasina olanak saglamasi ve tanimlanan kiiltiirlerin ileri
caligmalar i¢in saklanmasina izin vermesi gibi avantajlar1 vardir. Ancak kiiltiiromik
yontemi ile sadece Kkiiltiire edilebilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi miimkiin

olmaktadir (Nacef ve ark., 2017).
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2.3.3. Metagenomik Analizler

Mikrobiyel topluluk bir ortamda ayni anda birlikte var olan organizmalar grubudur
(Escobar-Zepeda ve ark., 2015). Mikroorganizmalarin fizyolojilerini anlamak igin
kullanilan yontemlerin, Robert Koch’un kati halde besin dgelerini mikroorganizmalarin
sayisin1 belirlemek ve onlari mikroskop altinda goriintiillemek i¢in kullanmasiyla
basladig1 ifade edilebilir. Ancak, Petri kabinda gelisen ve mikroskopta goriintiilenen
mikroorganizma sayist arasindaki biiyiik fark, mikroorganizmalar1 kiiltiire etme
yontemlerinin yetersiz kaldigini gostermistir (Handelsman, 2004; Stewart, 2012; Sielaff
ve ark., 2019). Dokme Plak Yonteminde Biiylik Farklilik (Great Plate Count Anomaly)
olarak isimlendirilen bu vyetersizlik, var olan mikroorganizmalarin yaklasik olarak
yalnizca %1°nin in vitro olarak belirlenebildigini gostermistir (Vartoukian ve ark.,
2010; Stewart, 2012; Escobar-Zepeda ve ark., 2015; Serra ve ark., 2019). Elde edilen bu
veriyle beraber belli bir ortamda bulunan mikroorganizmalarin belirlenmesi ve
tanimlama c¢alismalarinin yapilabilmesi i¢in yeni yontemlerin gerekliligi ortaya

cikmistir (Sekil 2.6).

Metagenomik, c¢evresel bir 6rnekte bulunan tiim genomlarin dogrudan izole edilerek
genetik analizinin yapilmasi olarak tanimlanabilir (Escobar-Zepeda, 2015; Chiu ve ark.,
2019). Genetik materyalin dizilenmesiyle gergeklestirilen metagenomik analizler yeni
nesil dizileme yontemleriyle gergeklestirilir. Yeni nesil dizileme sistemleriyle bitki,
bakteri, maya, kif, viriis gibi mikroorganizmalarin genomlarinin ultra hizli olarak,
yiiksek dogrulukla dizilenmesi miimkiindiir. Giiniimiizde kullanilan yeni nesil dizileme
sistemleri, Illlumina Genome Analyzer, Applied BioSystem SOLID, Complete
Genomics, Helios, Pacific Biosciences ve lonTorrent'tir (Ustek ve ark., 2011; Jongman
ve ark., 2020; Nair ve ark., 2020).

Metagenomik analizler amplikon dizileme ve shotgun olarak ikiye ayrilmaktadir.
Amplikon dizilemede, 6rnekten tiim mikroorganizmalarin toplam DNA ekstraksiyonu
yapildiktan sonra taksonomik bilgi veren belirli gen bolgeleri hedeflenir. Bunlara,
nesiller boyu korunmus ve taksonomik bilgi veren 16S rRNA, 18S rRNA ve ITS genleri
ornek verilebilir (Jorgerson ve ark., 2019, Martin ve ark., 2019; Escobar-Zepeda ve ark.,

2020). Bu hedeflenen genler spesifik primerler yardimiyla elde edilir ve PCR ile
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amplifiye edilirler. Amplifiye edilen gen bolgeleri dizilenir ve biyoinformatik araclarla
bu diziler anlamli verilere doniistiiriilerek mikroorganizmalar tanimlanmis olur (Ranjan,
2016; Breitwieser ve ark., 2019; Serra ve ark., 2019).

Kat1 besiyerinde kiiltiirel yontemler

Dokme Plak Yonteminde Biiyiik Farklilik (Great Plate Count Anomaly)

(Var olan mikroorganizmalarin yalnizca yaklasik %1’nin in vitro diizeyde

belirlenebilmesi)

Molekiiler Yontemler ve Metagonomik Analizler
Sekil 2.6. Metagenomik analizlerin ortaya ¢ikist

Shotgun dizileme ise; ornekte bulunan tiim genomun rastgele parcalarmin dizilendigi
sistemdir. Shotgun dizileme ve amplikon dizilemenin en Onemli farki tim genom
shotgun dizileme ile mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda amplikon
dizilemeyle tanimlamaya kiyasla daha giivenilir sonuglar elde edilmesidir (Ranjan,
2016; Thoendel ve ark., 2019). Tiim genom shotgun dizileme ve amplikon dizilemede
farkli veritabanlar1 kullanimaktadir ve shotgun dizilemede daha biiylik ham veri elde
edilmektedir (Wyres ve ark., 2014; Deurenberg ve ark., 2017; Jagadeesan ve ark., 2019;
Escobar-Zepeda ve ark., 2020). Sekil 2.7°de ayn1 6rnegin mikrobiyotasinin 16S rRNA
dizileme ve metagenomik yontemler kullanilarak belirlenmesini gésteren bir yaklasim
sunulmustur. Burada her resim ayni mikrobiyotayr temsil etmektedir. Ancak
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan her bir yontemin ¢iktis1 fakli bilgiler

sunmaktadir (Whiteside ve ark., 2015).

Tiim genom shotgun dizileme daha ayrintili incelenecek olursa, ilk asama yine ortamda
bulunan mikroorganizmalarin genetik materyalinin dogrudan ekstrakte edilmesidir. Bu
elde edilen genetik materyal o ortamda bulunan tiim mikroorganizmalarin genomunu
kapsamaktadir (Sharpton, 2014; Knight ve ark., 2018). Toplam genom olarak dogrudan
izole edilen DNA’lar dizileme i¢in ¢ok uzundur. Bu yiizden 6ncelikle DNA’larin kiigiik
fragmentlere (200-600 bp) mekanik ya da enzimatik yollarla ayrilmasi gerekir. Kiigiik

parcalara ayrilan DNA fragmentlerinin iki ucuna adaptorler eklenir (Morey ve ark.,
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2013; Jagadeesan ve ark., 2019). Bu adaptorler kiitiiphanenin olusturulmasi sirasinda
DNA fragmentlerinin bir yilizeye baglanmasi igin gereklidir. Daha sonra bu DNA
fragmentleri 95°C’ye 1sitilarak denatiire edilir ve tek zincirli hale getirilir. Tek zincirli
hale getirilen DNA fragmentlerinin bir ylizeye tutunmasi saglanir. Bu ylizey kullanilan
yeni nesil sekanslama teknigine gore degisim gostermektedir (Morey ve ark., 2013).
llumina sistemde bu amag igin oligoniikleotitlerle kaplanmig bir akis hiicresi
kullanilirken, Ion Torentte boncuklar (bead) kullanilir. Yiizeye tutunan DNA parcalari
kiitliphaneleri olusturur. Devaminda bu kiitiiphanelerden kiimeler olusturulur. Bu
amagcla ortama eklenmis olan niikleotitler, polimeraz enzimi, primerler ve buffer ile
DNA'’larin eslenmesi gerceklesir. Cift zincirli hale gelen DNA’lar tekrar denatiire edilir
ve orijinal zincir uzaklastirilir. Sonra kalan zincirler tekrar eslenirler bu dongii defalarca
tekrarlanir ve bu sekilde kiimeler olusturulmus olur. Dizileme asamasina gegildiginde
DNA’larin eslenmesinde floresanla modifiye edilmis niikleotitler kullanilir (Metzker,
2009, Ranjan, 2016; Zhang ve ark., 2019). Boylece her bir niikleotitin eklenmesinde 151k
kaynagi ile birlikte hangi niikleotitin eklendigi goriintiilenir ve bdylece sirayla eklenen
niikleotitler dizilenmis olur. Dizileme isleminden sonra elde edilen dizilerin analizi
biyoinformatik analizler yapilarak gergeklestirilir. Bu analizlerle hedeflenen ortamda
hangi mikroorganizmalari1 oldugu ve bunlarin ne oranda bulundugu tespit edilebilir

(Morey ve ark., 2013; Escobar-Zepeda ve ark., 2015; Jagadeesan ve ark., 2019).

16S rRNA
geni

* Mikrobiyota metabolitleri * Konakg1 metabolitleri
@ Mikrobiyota proteinleri ®  Konakg: proteinleri

Sekil 2.7 Metagenom c¢alisma yontemleri a.16S rRNA yontemi ile yapilan taksonomik
tanimlama c¢alismalar1 b. Metagenom: Mikrobiyotaya ait plazmitleri de iceren gen ve
genomlar, popiilasyonun genetik potansiyelinin belirlenmesi c¢. Mikrobiyom:
mikrobiyota ve konakgiya ait metabolitler ile mikrobiyotanin toplam gen ve genomu

(Whiteside ve ark., 2015).
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Gidalar bakteri, maya, kif gibi organizmalar1 birlikte bulundurur ve bu
mikroorganizmalar birbirleriyle etkilesimde bulunarak gidalarin fermantasyonundan
sorumludur veya bozulmasma sebep olur. Son yirmi yilda gelistirilen kiiltiirden
bagimsiz metotlar ile gida iiretimi, depolamasi ve dagitimi siirecleri fermantasyon ve

bozulma dinamikleri incelenmistir (Cocolin ve Ercolini 2015; Serra ve ark., 2019).
Gidalarda gerceklestirilen bu ¢aligmalarin;

i.  Gida patojenlerinin tayini
ii.  Gidalarda bozulmalara yol agan mikroorganizmalarin tayini
lii.  Fermantasyon siiresince mikroorganizma degisiminin izlenmesi
Iv.  Potansiyel starter ya da yararli mikroorganizmalarin belirlenmesi gibi ¢iktilart

olmaktadir.

Ulkemizde beyaz peynirin mikrobiyel kompozisyonunun belirlenmesine yonelik yapilan
caligmalar incelendiginde genellikle klasik kiiltiirel yontemler ve biyokimyasal testlerin
kullanildigi, bunun yaninda son zamanlarda 16S rRNA dizileme yonteminin 6ne ¢iktigi
goriilmektedir (Karakus ve ark., 1992; Hayaloglu ve ark., 2002; Giirsel ve ark., 2003;
Citak ve ark., 2004; Ertiirkmen ve ark., 2015; Arslan, 2017).

Ertiirkmen ve Oner’in (2015) yaptig1 calismada laboratuvar kosullarinda starter kiiltiir
karigimi kullanilmadan ¢ig siitten iiretilen 7 adet beyaz peynir 6rneginden izole edilen
145 sustan 78 tanesi klasik kiiltiirel yontemlerle tamimlamis ve bunlarin 25 adeti
Lactococcus, 22 adeti Enterococcus ve 30 adeti Lactobacillus olarak belirlenmistir.
Uygulanan biyokimyasal testler sonucunda Lactococcus cinsi olarak tanimlanmis 25
adet izolattan, 19’unun Lc. lactis subsp. lactis, 4’tintin Lc. lactis subsp. cremoris oldugu
tespit edilmistir. Enterococcus cinsi olarak tanimlanmis 22 izolattan 5 adeti E. faecalis,
2 adeti E. durans, 2 adeti E. avium, 4 adeti Pediococcus pentosaceus olarak
tanimlanmistir. Lactobacillus cinsine ait oldugu belirlenen izolatlara uygulanan seker
testleri sonucunda 7 izolat L. plantarum olarak, 7 izolat L. curvatus ve 9 izolat L.

jensenii olarak tanimlanmustir.

Arslan (2017) yaptigi ¢alismada, Erzurum basta olmak iizere Tiirkiye’nin ¢esitli
bolgelerinden topladigi beyaz peynirlerden laktik asit bakterilerinin izolasyonunu ve
API, 16S rRNA gen analizi ve rep-PCR yontemleri ile identifikasyonunu
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gerceklestirmistir. Buna gore Lactobacillus kefiri, L. brevis, L. casei, L. paracasei,
Pediococcus lolii, Prolinoborus fasciculus, Staphylococcus haemolyticus, Lysnibacillus
sinduriensis, P.parvulus, L. paraplantarum, Staphylococcus hominis, L. buchneri, L.
plantarum, Enterococcus faecium, Micrococcus yunnanensis, Microbacterium

paraoxydans ve Rothia dentocariosa tiirlerine ait 42 adet izolat tanimlanmustir.

MALDI-TOF MS analizi ile laktik asit bakterilerinin belirlenmesine yonelik yapilan bir
calisma incelenecek olursa; Dec ve ark. (2016) tarafindan kiimes hayvanlarindan izole
edilen Lactobacillus cinsine ait bakterilerin tanimlanmasi amaciyla yapilan ¢alismada
16S-ARDRA ve MALDI-TOF yontemleri kullanilmis ve sonugta; L. salivarius, L.
johnsonii ve L. ingluviei tiirleri baskin mikroorganizmalar olarak kaydedilmistir. Ayrica
MALDI-TOF MS’in diger yontemlere kiyasla ¢ok daha hizli bir yontem oldugu
bildirilmistir.

Literatiir incelendiginde, cesitli fermante gida tiriinlerinin mikrobiyotasinin belirlenmesi
ve fermantasyon siirecinde rolii olan mikroorganizmalarin aydinlatilabilmesi amaciyla
yiiksek ciktili yeni nesil dizileme yonemleriyle calismalar yapildigi goriilmektedir. Bu
gida trtinleri; kefir (Nalbantoglu ve ark., 2014; Garofalo ve ark., 2015; Walsh ve ark.,
2016; Verce ve ark., 2020), piring sarab1 (Bora ve ark., 2016), tahil sirkesi (Wu ve ark.,
2017), tizim ve sarap (Sternes ve ark., 2017; Wei ve ark., 2018; Cerutti ve ark., 2019),
kakao taneleri (llleghems ve ark., 2015; Serra ve ark., 2019), ¢ig siit (Doyle ve ark.,
2017), sucuk (Greppi ve ark., 2015; Ferrocino ve ark., 2018) ve peynirdir (Wolfe ve
ark., 2014; Garofalo ve ark., 2015; Dalmasso ve ark., 2016; Dugat-Bony ve ark., 2016;
Kable ve ark., 2016; Guidone ve ark., 2016; Escobar-Zepeda ve ark., 2016; Duru ve
ark., 2018; Savasan ve ark., 2019).

Wolfe ve arkadaglarinin (2014) yaptig1 calismada eskitilmis peynirin kabuk kisminin
mikrobiyel c¢esitliliginin belirlenebilmesi, mikroorganizmalarin metabolizmalarinin ve
fonksiyonlarmin arastirilabilmesi ve bu peynirin kabuk kismini olusuran
mikroorganizmalara ait bir model olusturulabilmesi amaciyla, Avrupa’dan Amerika’ya
10 farkli iilkede starter kiiltiir kullanilarak tiretilen ve olgunlastirilan 137 adet eskitilmis

peynirin kabuk kisminda PCR bazli amplikon dizileme yapilmistir. Bakteri komuniteleri

34



icin 16S rRNA ve kiif komuniteleri i¢in ITS bolgeleri dizilenmistir. Calismanin
sonucunda tiim orneklerde %1°den fazla bulunan ve bu oranla baskin mikroorganizma
olan 14 adet bakteri ve 10 adet kiif cinsi tespit edilmistir. Tespit edilen cins sayisinin
sinirlt olmasinin, bu mikroorganizmalarin starter kiiltiir kaynakli olmasindan otiirii
oldugu bildirilmistir. Ancak bunun yaninda bakterilerin %60’ min kiiflerin ise %25°lik
kismmin starter kiiltir olmayan mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir. Starter
kiltir kaynakli olmayan bu mikroorganizmalarin ¢evresel kaynaklardan gelmis
olabilecegi bildirilmistir. Cevresel kaynaklardan gelen bu mikroorganizmalarin
peynirlerin yapi, tat, koku gibi o0zelliklerinin olusmasinda katkisinin olabilecegi

bildirilmistir.

Kable ve ark. (2016) tarafindan yapilan c¢aligmada ticari {iretim yapilan tesislere
tankerlerle transfer edilen ¢ig siitlerin fakli mevsimlerdeki bakteriyel kompozisyonunun
belirlenmesi ve bu transferin ve siit islemesine mikrobiyolojik ag¢idan etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla Kaliforniya’daki iki biiyiik siit isleme fabrikasina
gelen 899 tankerden yaz, ilkbahar ve sonbahar mevsimleri siiresince ¢ig inek siiti
ornekleri toplanmistir ve bu ornekler iizerinde 16S rRNA dizilemesi yapilmistir. Bu
analiz sonucunda mikrobiyel olarak sayica ve gesitlilik yoniinden en yiiksek deger
ilkbaharda toplanan Orneklerde elde edilmistir ve Actinobacteria bu orneklerde en
baskin filum olmustur. Bunun yaninda ¢ig siit Orneklerinde Streptococcus ve
Staphylococcus cinsi bakterilerin ve Clostridiales takiminin tanimlanamayan iiyelerinin
baskin oldugu 29 taksonomik gruptan olusan bir temel mikrobiyota tespit edilmistir.
Ayrica yaz aylarinda 2 giin boyunca 5 adet depolama silosu ve bu silolara siit getiren
tankerlerden de siit drnekleri alinmistir. Analizler sonucunda ulagilan genel sonuca gore
¢ig siitiin iceriginde yogunlukla bulunan bakteri komuniteleri siit iiretim tesislerinde de
tespit edilmistir. Bu sonug isletmelerde uygulanan temizlik ve sanitasyon islemlerinin
yeniden gozden gecirilmesi konusunda bir uyar1 niteliginde olmustur (Kable ve ark.,

2016).

Guidone ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli asidifikasyon yontemleri ile
tiretilen yiiksek nemli Mozzarella peynirlerinden alinan Orneklerin  mikrobiyel

kompozisyonu yiiksek ciktili yontemlerle incelenmistir. Calismada piyasada bulunan 14
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farklt markaya ait 20 adet peynirden 6rnekleme yapilmistir. 14 farkli markadan 5°i
etiket iizerinde sitrik asit, 4’1 starter kiiltiir kullandigin1 belirtirken, diger 5 markanin
etiket lizerinde herhangi bir bilgi bulundurmamakla birlikte bunlardan 3’iiniin igerigi
belirli olmayan starter kiiltiir kullandigi, kalan 2 marka i¢in ise herhangi bir bilgi
olmadig bildirilmistir. Orneklerden yapilan DNA ekstraksiyon isleminin ardindan 16S
rRNA genlerinin V1-V3 bolgeleri amplifiye edilmis ve pirosekanslama yontemi ile
dizilenmistir. Kalite kontrol ve filtreleme islemleri QIIME 1.8.0 yazilimi ile
gerceklestirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, starter kiiltiir kullanilan peynirlerde
Streptococcus thermophilus baskin tiir olarak gézlenmistir. Bunun yaninda diger laktik
asit bakterileri ve %0,01-1 oraninda bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar
gozlenmistir. Sitrik asit kullanilan 5 6rnek ve etiket bilgisi olmayan 5 6rnekte ise laktik
asit bakterileri, psikotrofik mikroorganizmalar ve Enterobacteriaceae ailesine ait
mikroorganizmalardan olusan yiiksek mikrobiyel ¢esitlilik gézlenmistir. Sonug olarak
sitrik asit kullanilan ve etiket bilgisi icermeyen peynirlerin mikrobiyel ¢esitliliginin
daha fazla oldugu bulunmustur. Bu yontemle starter kiiltiirlerle iiretilen Mozzarella
peynirlerinin  ayirt edilebilecegi ve peynir endiistrisinde yapilan hilelerin

anlasilabilecegi belirtilmistir.

Garofalo ve ark. (2015) tarafindan yapilan galismada Italyanin 6 farkli ydresinden 6
farkl1 kefir tanesi Ornegi toplanmis ve klasik kiiltiirel yontemlerle molekiiler
yontemlerin bir arada kullanilmasiyla kefirin maya ve bakteri kompoziyonunun
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla segici besiyerinde canli hiicre sayimi, elektron
mikroskobu analizleri, PCR-DGGE ve pirosekanslama metotlar1 beraber kullanilmistir.
Laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalar icin segici besiyerleri
kullanilarak uygun sicaklik ve oksijen ortaminda ekimler gerceklestirilip mikrobiyel
sayimlar yapilmistir. Daha sonra kefirlerden DNA ekstraksiyonu yapilmistir.
Kefirlerden dogrudan izolasyon i¢in PowerFood™ Microbial DNA Isolation Kit
kullanilmistir. DNA ekstraksiyon kitinin islem mekanizmasi1 kimyasal maddelerin ve
uygulanan sicakligin etkisiyle; hiicreleri liziz etmek, lipid, polisakkarit ve inhibe edici
ajanlar1 ortadan kaldirmak, DNA protein kompleksini kirip saf DNA elde etmektir.
PCR-DGGE analizi i¢in uygun primerler kullanilarak hedef gen bolgeleri ¢ogaltilir.
Bakteri tiirleri icin 16S rRNA geninin V3 bolgesi, asetik asit ve laktik asit bakterileri
icin 16S rRNA geninin V7-V8 boélgeleri, mayalar i¢in 26S rRNA geninin 5’ ucunun son
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240 niikleotiti hedef alinmistir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrolleri gergeklestirilmistir. Elde edilen genetik materyal pirosekanslama yontemiyle
dizilenmisir. Biyoinformatik analizlerde ise okumalar QIIME 1.8.0 yazilim1 kullanilarak
filtrelenmis, RDPII siniflandiric1 kullanilarak siniflandirmalar ve mikroorganizmalarin
birbirlerine gore bulunma yiizdeleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore kefirde
baskin bakteri tiiriiniin Lactobacillus kefiranofaciens maya tiiriiniin ise Dekkera
anomala oldugu bulunmustur. St. thermophilus, Lc. lactis ve Acetobacter tiirleri degisen

oranlarda tespit edilmistir (Garofalo ve ark., 2015).

Verce ve ark (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada, kefir mikrobiyotasinin belirlenmesi
amaciyla shotgun dizileme yapilmis ve yeni bir bakteri tiirii kesfedilmistir. Bunun igin
fermantasyonun 2 farkli asamasinda hem kefir tanelerinden hem de kefirin sulu
kismindan olmak iizere 4 6rnek almmustir. Orneklerden DNA ekstraksiyonu yapilmus,
shotgun dizileme lon PGM cihazinda gergeklestirilmis ve elde edilen diziler BLAST,
Kraken ve Kaiju gibi biyoinformatik araglar kullanilarak anlamlandirilmistir. Calisma
sonunda kefirde Lactobacillus harbinensis, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
nagelii, Lactobacillus paracasei ve ¢esitli Lactobacillus tiirleri bulunmustur. Bunun
yaninda Bifidobacterium aquikefiri ile Saccharomyces cerevisiae ve Dekkera
bruxellensis mayalar1 da tespit edilmistir. Ayrica ¢aligmada Shothun metagenomik
dizileme ile Oenococcus oeni ve Oenococcus kitaharae tiirleri ile iliskili yeni bir
Oenococcus tiirii tespit edildigi ve bu tiiriin Candidatus Oenococcus aquikefiri olarak

isimlendirildigi raporlanmistir.

Bu tez ¢alismasinda, endiistriyel olarak iiretilen beyaz peynir mikrobiyotasinin laktik
asit bakterileri agisindan MALDI-TOF MS temelli kiiltiiromik yaklagimi ve shotgun
dizileme ile metagenomik yontemi kullanilarak belirlenmesi amag¢lanmistir. Bunun
yaninda beyaz peynir mikrobiyotas: lizerine peynirin yapildigi isletme ekipmaninin

mikrobiyel katkis1 da incelenmistir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Mikroorganizmalarin izolasyonunda M17 Agar (Merck) ve M17 Broth (Merck), Man,
Rogosa, and Sharpe (MRS) Agar (Merck) ve MRS Broth (Merck), Kanamycin Esculin
Azide Agar (Merck) ve Nutrient Broth (Merck) besiyerleri kullanilmigtir. Anaerobik
mikroorganizmalarin gelistirilmesinde anaerobik jar (2,5 L hacimdeki kavanoz, Oxoid)
ve Anaerocult® A, standart boydaki belirli hacimde anaerob ortam saglamak igin
kullanilan kagit poset icinde kimyasal madde karisimi, (Merck) kullanilmustir.
Orneklerin seri diliisyonlarin hazirlanmasi igin Ringer soliisyonu (Merck) ve stok
kiltirlerin  hazirlanmasi igin gliserol (Merck) kullanilmigtir. Gram boyama
reaksiyonunda kullanilan Kristal viyole, liigol ¢oOzeltisi ve safranin ile Katalaz
reaksiyonunda kullanilan hidrojen peroksit (H,0;) ¢ozeltisi Merck firmasindan temin

edilmistir.

Genomik DNA ekstraksiyonunda GeneMATRIX Bacterial& Yeast Genomic DNA
Purification Kit (EURx, Polonya) kullanilmistir. Yiiksek verimli DNA Kiitiiphanesi
hazirlamak icin NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina® (NEB
E7645S/L, New England BioLabs ® Inc.) kit kullanilmgtir.

Tim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak distile su kullanilmistir.

3.2. Metot

Bu calismanin amaci, beyaz peynir {iretim siirecine iligkin siit, peynir ve gevre
mikrobiyotasinin dinamikleri hakkinda laktik asit bakterileri agisindan kapsamli genel
bir bakis saglamaktir. Bu amagla, bir beyaz peynir iiretim hattindan alinan gida ve
cevresel orneklerin icerdigi mikroorganizmalara ait toplam DNA’ya dayali shotgun
metagenom dizileme ile mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve kiiltiiromik yaklagimi ile

mikroorganizmalarin izolasyon ve tanimlanmasi yapilmistir (Sekil 3.1).
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Siit tiriinti 6rnekleri (D, N1-N5) Ekipman yiizey 6rnekleri (E, N6-N10)

Sekil 3.1. Siit ve peynir mikrobiyotasi: Shotgun metagenomik analiz ve kiitiiromik

yaklagimi.
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3.2.1. Ornekleme

Arastirma materyali olan siit ve siit triinii (gida) ve yiizey (¢evresel) ornekleri,
Kastamonu ilinde bulunan kiigiik 6lcekli bir siit isleme tesisinden almmistir. Ornek
alian tesise islenmek iizere Kastamonu ilinin Alparslan, Davutga, Daribiikii, Demirci,
Derekdy, Elyakut, Hacibey, Haskdy, Omerli ve Sirasdgutler koylerinden ¢ig siit
gelmektedir. Koylerden tankerle gelen ¢ig siitler ¢ig siit tanklarinda karistirildiktan
sonra beyaz peynire islenmektedir. Isletmede beyaz peynir iiretiminde klasik akis takip
edilmektedir (Sekil 2.1). Starter kiiltiir karisimi olarak Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris ve Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
suslarindan olusan hazir liyofilize kiiltiir kullanilmaktadir. Starter kiiltiir karisiminda
suslarmn karisim orami bilinmemektedir. Ornekleme isletmede beyaz peynir iiretim
stirecinde yapilmis, siit ve siit tirlindi ile ylizey swap ornekleri olmak {izere 10 adet 6rnek

alinmustir (Cizelge 3.1).

Siit ve siit tirtinii 6rnekleri (D), laktik asit bakterilerinin son iiriiniin elde edilmesine olan
katkisin1 ortaya ¢ikarmak amaciyla Ercolini ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada
kullanilan 6rnekleme planinindan yola ¢ikilarak ¢ig siitten beyaz peynir olusana kadar 5
farkli asamada (¢ig siit, starter kiiltiir eklendikten sonra siit, pihti, teleme ve beyaz
peynir) alimmistir (Ercolini ve ark., 2004). Gida ornekleri aseptik kosullar altinda steril
kavanozlara alinmis, daha sonra klasik kiiltiirel yontemlerle laktik asit bakterileri
izolasyonu ve toplam DNA ekstraksiyonu islemleri i¢in buz akiileri iginde (4-8) iki ayr1

laboratuvara gotiirtilmiistiir.

Yiizey swap ornekleri (E) ise beyaz peynir yapimi sirasinda kullanilan ve peynire temas
eden 5 farkli ekipmanin yiizeyinden tek kullanimlik steril pamuklu ¢ubuklar (swap)
kullanilarak alinmistir. Bu ekipmanlar ¢ig siit tankeri, liretimin gerceklestigi tekne,
karistirici, kesme teli ve cendere bezidir. Pamuklu ¢ubuklar her bir ylizeye siirtilmiis ve
daha once deney tiipleri icerisine hazirlanmis olan Nutrient Broth besiyeri igerisine

daldirilmastir.
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Ornek alinan siit isleme tesisine ait, beyaz peynir iiretim {initesinin plan1 Sekil 3.2°de
verilmistir. Cizelge 3.1’de her bir 6rnege iliskin bilgiler ve o 6rnegin alindig1 igletme

eleman1 verilmistir

1 ve 6 Numarali Ornekleme Noktalari

5 Numarali Ornekleme Noktasi

I SALAMURA . CiG SUT DEPOLAMA
TANKLARI CIG sUT [ P
/ ™, 7, | LABORATUVARI TANKER \ f Y
) L) Ci& SUT KANTARI RN
| S N
BEVAZ PEYNIR |PE‘(NiR DINLENDIRME TEZGAHI |V PEYNIR TEKNELERI PASTGRIZASYON
DEPOLAMA .
ALANI SUT TANKLARI
AMBALAILAMA I I o
£ ()
BEYAZ PEYNIR UNITES] N
= .
P
J (¢
- \ S
KREMA DEPOLAMA ALANI N S
N\
. . KOLTOR
= = I | HAZIRLAMA !

2,3,4,7,8,9ve 10 Numarali Ornekleme Noktalari

Sekil 3.2. Orneklerin alindig: siit isleme tesisinin beyaz peynir iiretim {initesi plani

Cizelge 3.1. Ornekleme noktalar1 ve isletme elemanlar

Kod Ornek tipi Ornek adi Isletme elemam
N1 Siit Cig siit Cig siit depolama
N2 Siit Starter kiiltlir eklenmis siit Beyaz peynir iinitesi
N3 Stit tirtinii Piht1 Beyaz peynir iinitesi
N4 Stit tirtinii Teleme Beyaz peynir iinitesi
N5 Siit tirtini Beyaz peynir Beyaz peynir depolama alanm
N6 Yiizey Swap Cig siit tankeri Tanker
N7 Yiizey Swap Tekne Beyaz peynir {initesi
N8 Yiizey Swap Karistirici Beyaz peynir iinitesi
N9 Yiizey Swap Kesme teli Beyaz peynir {linitesi
N10 Yiizey Swap Cendere bezi Beyaz peynir {linitesi

Ornek alimi 17.10.2018 ve 04.09.2019 tarihlerinde olmak {izere iki defa
gerceklestirilmistir. Birinci 6rnek alimindan gelen 6rnekler hem kiiltiiromik hem de
shotgun metagenom analizlerine, ikinci 0rnek alimindan gelen ornekler ise sadece
kiiltiromik analizlerine tabi tutulmustur. Ornek alim tarihlerinin yaklasik ayn1 dénem

olmas1 nedent ile biyolojik tekrar olarak kabul edilmistir.
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3.2.2. Kiiltiromik yaklastni ile Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyon ve

Tamimlanmasi
3.2.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Isletmeden alman oOrnekler (Cizelge 3.1) soguk zincir korunarak laboratuvara
getirilmistir. Izolasyon islemi MAYSA Gida Ar-Ge Merkezi'nde gerceklestirilmistir.
Laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in ilk asama olarak Ornekler Ringer soliisyonu
icinde homojenize edilmis ve seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bunun ig¢in kat1 halde
bulunan beyaz peynir ile yar1 kat1 halde bulunan piht1 ve teleme orneklerinden aseptik
kosullar altinda 10’ar gram alinmig, 90 mL Ringer soliisyonu ile karistirilarak
Stomacher cihazinda (Seward, Almanya) homojenize edilmistir. Stvi halde bulunan siit
ve starter kiiltiir eklenmis siit Orneklerinden ise 10’ar mL alinarak ayni islem
uygulanmistir (Harrigan ve Mccance, 1966). Homojenize edilen siit iiriinii 6rnekleri ile
Nutrient Broth besiyeri iginde bulunan yiizey érneklerinden 1 mL alinarak 10™lik

seyreltme derecelerinde 6rneklerin seri diliisyonlar: hazirlanmistir (Temiz, 2016).

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla 6rneklerin seyreltilmis diliisyonlarindan
secici besiyerlerine ilk olarak ylizeye yayma yoOntemi ile ekimler yapilmistir. Segici
besiyeri hazirlanmis olan Petri kutularina seyreltilmis 6rneklerden 0,1 mL aktarilmis ve
Drigalski 6zesi ile yayilmistir. Daha sonra Petri kutular1 hedeflenen mikroorganizmanin
optimum gelisme sicakliginda inkiibe edilmistir. Cizelge 3.2° de hedeflenen laktik asit

bakterisi, kullanilan segici besiyeri ve inkiibasyon kosullar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. Hedeflenen laktik asit bakterisi, kullanilan se¢ici besiyeri ve inkiibasyon

kosullar1 (Sharpe, 1979).

Hedeflenen LAB Secici Besiyeri Inkiibasyon Kosullari
Laktokoklar o .
Streptokoklar M17 Agar 37°C’de Aerobik
Laktobasiller MRS Agar 37°C’de Anaerobik
Enterokoklar Kanamycin Esculin Azide Agar 37°C’de Aerobik

3.2.2.2. izolatlardan Saf Kiiltiir Elde Edilmesi ve Saf Kiiltiirlerin Muhafazasi

Inkiibasyonun ardindan besiyerinde gelisen kolonilerin morfolojileri incelenmis tipik
koloni morfolojisine sahip koloniler secilerek tek koloni diisiirme teknigi ile segici

besiyerlerine inokiile edilmistir. Kolonilerin saf kiiltiir olarak elde edilebilmesi amaciyla
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tek koloni diisiirme yontemi ile ekim li¢ kere tekrar edilmistir. Sekil 3.3’te tek koloni
diisiirme teknigi ile M17 Agar ve KAA besiyerlerinde elde edilen saf koloni 6rnekleri
verilmigstir. Saf kiiltiir olarak elde edilen mikroorganizmalar segici siv1 besiyerlerinde 24
saat inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltiirlerin uzun siire muhafaza edilmesi i¢in sivi
besiyerinden 0,5 mL alinarak tiipe (Eppendorf, Almanya) aktarilmis ve lizerine 0,5 mL

gliserol eklenerek —80°C’de saklanmustir.

Sekil 3.3. Tek koloni diisiirme teknigi ile M17 Agar ve KAA besiyerlerinde elde edilen

saf koloni ornekleri.

3.2.2.3. izole Edilen Saf Kiiltiirlerin Kodlanmasi

Saf kiiltiir olarak elde edilen izolatlarin muhafazasi ve kayit altinda tutulmasi amaciyla
kiiltiirlerin izole edildigi laboratuvar, tarih, kaynak, sus numarasi, izolasyonu yapan kisi

bilgilerini i¢eren bir kodlama sistemi kullanilmistir (Kurban, 2019).

Cizelge 3.3. Kodlama sistemi.

HU F 18 Z N1- M17-M Petri 00 1
N10 MRS-R Numarasi
Kanamycin-K
Hacettepe Laboratuvar Y1l Kisi Kaynak = Izolasyon Alt Sus
Universitesi ~ Adi Yapilan Kaynak  Numarasi
Besiyeri

3.2.2.4. Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Laktik Asit Bakterilerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlardan laktik asit bakterilerinin ayrimi igin makroskobik ve
mikroskobik morfoloji 0zellikleri incelenmis ve Gram boyama ve Kkatalaz testi

yapilmustir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Hedeflenen laktik asit bakterileri ve ayrim testleri

L aktik Asit Bakterileri Makroskobik Morfoloji Laktik Asit Bakterilerin

Ayrim Testleri
Laktokoklar M17 Agar
Streptokoklar 37°C’de Aerobik Makroskobik Morfoloji
L aktobasiller MRS Agar Mikroskobik Morfoloji
37°C’de Anaerobik Gram Boyama
Kanamycin Esculin Azide Agar Katalaz Testi

Enterokoklar 37°C’de Aerobik

Makroskobik Morfoloji

Makroskobik morfolojinin belirlenmesi i¢in Cizelge 3.4’de verilen besiyerlerine ekim
yapilmis ve Laktokoklar icin M17 Agar besiyerinde gelisen krem rengi, parlak veya mat
Ozellik gosteren koloniler secilmistir. Laktobasiller i¢in anaerobik sartlarda MRS
Agar’da gelisen krem rengi, parlak veya mat koloniler secilmistir. Enterokoklar i¢in ise
KAA’da gelisen ve bu besiyerinde etrafinda siyah zon olusturan koloniler segilerek

ayrilmistir.

Mikroskobik Morfolojinin Belirlenmesi ve Gram Boyama

Mikroorganizmalarin mikroskobik morfolojilerini berlirlenmesi i¢in Gram boyama
tekniginden yararlanilmistir. Segici besiyerlerinde gelistirilen 18 saatlik geng kiiltiir lam
tizerine bir 6ze ile yayilmis, kurutulmus ve bek alevinden hizlica gegirilip tespit
yapilarak preparatlar hazirlanmigtir. Hazirlanan preparatlarin {izerine kristal viyole
eklenip 1 dakika beklenmis ve distile su ile boya akitilmistir. Daha sonra preparatlar
liigol ¢ozeltisi ile kaplanip 1 dakika bekletilmis ve siire sonunda liigol ¢ozeltisi saf su ile
akitilmistir. Sonrasinda preparatlar %95°lik etil alkol ile kaplanip 15 saniye bekletilmis
ve siire sonunda distile su ile yikanmistir. Son asama olarak preparatlarin iizerine
safranin boyas1 eklenip 30 saniye bekletilmis, daha sonra distile su ile yikanmustir.
Preparatlar kuruduktan sonra iizerine immersiyon yagi damlatilarak 11k mikroskobunda
incelenmistir. Inceleme sonunda menekse moru olarak gdzlenen mikroorganizmalar
Gram pozitif, pembe renkte gdzlenen koloniler Gram negatif olarak degerlendirilmistir.
Ayrica mikroorganizmalar hiicre sekillerine gore kok ya da basil olarak da

ayrilmislardir (Sharpe, 1979; Norris ve ark., 1981, Yilmaz ve ark., 2015).
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Katalaz Testi

Mikroorganizmalarda katalaz enziminin bulunup bulunmadigini tespit etmek amaciyla
Katalaz testi uygulanmistir. S1ivi besiyerinde gelisen 24 saatlik geng kiiltiirlerin {izerine
1 mL %30’luk hidrojen peroksit (H»O,) eklenmis ve gaz cikist olup olmadigi
gozlenmistir. Gaz ¢ikist gozlenen koloniler Katalaz pozitif, gaz ¢ikisi gézlenmeyen

koloniler ise Katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Whittenbury, 1964).

3.2.2.5. MALDI-TOF MS ile Tanimlama

Saf kiiltiir olarak elde edilen ve cins dilizeyinde tanimlanan mikroorganizmalarin
MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass
Spectrometry) yontemi ile tiir diizeyinde tanimlanmasi Tarim ve Orman Bakanligi
Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Ulusal Gida Starter Kiiltiir
Gen Bankasi biinyesinde bulunan VITEK ® MALDI- TOF MS (bioMérieux SA,
Marcy- I’E toile, Fransa) cihazi ile ger¢eklestirilmistir (Bereze ve ark., 2013; Lagier ve
ark., 2018). MALDI-TOF MS cihazinda tanimlama i¢in laktik asit bakteri izolatlari
M17, MRS ve KAA Agar kati besiyerlerine ekilmis ve 10 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan kati1 besiyerinde gelisen kiiltiirler incelenmis, her bir Petri
kutusunda gelisen kolonilerden kii¢iik olanlar tercih edilmistir. Secilen koloniler 6ze ile
hedef plaka iizerindeki noktasal hiicrelere alinmis ve kolonilerin {izeri 1 ul CHCA (a-
siyano-4-hidroksisinamik asit) matriks soliisyonu ile kaplanmigtir. Oda sicakliginda
aseptik kosullar altinda 2-3 dakika soliisyonun kurumasi beklenmis ve sonrasinda hedef
plaka cihaza yiiklenmistir (Matsuda, 2012). Sekil 3.4’te mikroorganizma kiiltiirlerinin
VITEK ® MALDI-TOF MS hedef plakasi ile cihaza yliklenmesi gosterilmistir.

Cihazin kalibrasyonu kiitle spektrumu bilinen Escerichia coli ATCC 8739 ile
yapilmistir. Mikroorganizmalarin cihaza yiiklenmesinin ardindan okumalar optimum
ayar ile gergeklestirilmis ve spektrumlar elde edilmistir. Elde edilen spektrumlarin
degerlendirilmesi Shimadzu Biotech Launchpad v.2.9.3 yazilimi kullanilarak
yapilmustir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. VITEK® MS Acquisition Station ekran goriintiisii.

3.2.3. Shotgun Metagenom Dizileme ile Tamimlama

Bu c¢alismada, gida ve gevresel 6rneklerin mikrobiyel kompozisyonlarinin karakterize

edebilmesi amaciyla kiiltiiromik metodu ile kiiltiirden bagimsiz yiiksek ¢iktili yeni nesil

dizileme yontemine dayali shotgun metagenomik analizler eszamanli yiritilmiistiir.

Shotgun metagenom dizileme adimlarindan genomik DNA ekstraksiyonu, DNA

kiitiiphanesi hazirlama, yeni nesil dizileme ve biyoinformatik analizler hizmet alimi ile

gerceklestirilmistir.

46



3.2.3.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu, gida ve ¢evresel oOrneklerinden direkt olarak,

mikroorganizma kiiltiirleri elde edilmeden gergeklestirilmistir (Cerutti ve ark., 2019).
GeneMATRIX Bacterial&Yeast Genomic DNA Purification Kit (EURX, Polonya)

kullanilmis ve kitin protokoliinde mindr degisiklikler yapilarak protokol takip edilmistir

(Anonim, 2019a). DNA izolasyonu protokolii iki asamadan olusmaktadir. ilk asama

ornegin hazirlanmasi ve liziz, ikinci agama ise DNA ekstraksiyonudur.

Ornegin hazirlanmast ve liziz asamasi,

1.

2.

200 pl ornek ve 200 ul Lyse BG 1,5 ml’lik Eppendorf tiipe eklenmistir.
Ardindan karistma 50 pl Buffer BL ve 2 pul RNase A eklenerek pipetleme
yontemiyle karigtirilmigtir.

Tiip 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

DNA izolasyonu asamast;

1.

o o k~ w

10.

Inkiibasyonun ardindan karistma 15 pl Proteinase K eklenmis ve 3 saniye
vortekslenmistir.

Karisim 55°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda tiip birkag
kere karistirtlmistir.

Tiipe 350 pl Buffer Sol BG eklenmis ve vorteks ile 3 saniye karistirilmistir.
55°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan tiip vorteks yardimiyla 15 saniye karigtirilmustir.

Karigim 11000 devirde 2 dakika santrifiijlenmis, 600 pl siipernatant spin kolona
alinmustir.

Spin kolon 11000 devirde 1 dakika santrifiijlenmis ardindan toplama tiipiinde
biriken siiziintli uzaklastirilmistir.

Spin kolon ayni toplama tiipiine yerlestirilerek tekrar 11000 devirde 1 dakika
santrifiijlenmis ve toplama tiiplinde biriken siiziintii uzaklastirilmistir. Ardindan
spin kolon alict tlipe yerlestirilmistir.

Spin kolona 450 pul Wash BGX buffer eklenip 11000 devirde 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Spin kolon cikarilarak siizlinti dokiilmiistiir daha sonra spin kolon tekrar

toplama tiipiine yerlestirilmistir.
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11. Spin kolona tekrar 450 ul Wash BGX buffer eklenip 11000 devirde 1 dakika
santrifiij edilmistir.

12. Spin kolon ¢ikarilarak siiziintli dokiilmiistiir daha sonra spin kolon tekrar
toplama tiiptine yerlestirilmistir.

13. Wash BGX bufferin tiim kalintilarint gidermek igin tiip 11000 devirde 1 dakika
daha santrifiij edilmistir.

14. Spin kolon toplama tiipiinden ¢ikarilarak yeni bir alic1 tiipe yerlestirilir. Spin
kolona DNA’nin membrandan ayirma etkinliginin arttirilmasi i¢in 80°C’ye
1sitilan 50 pl Elution buffer eklenir.

15. Spin kolon ve alici tiip oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

16. Daha sonra 11000 devirde 1 dakika santrifiij edilerek genomik DNA alic tiipte
toplanmustir.

17. Spin kolon alic1 tiipten ¢ikarilarak alici tlipiin agz1 kapatilmis ve ekstraksiyonu
tamamlanan DNA -18°C’de saklanmustir.

Her bir oOrnekten ekstrakte edilen genomik DNA’larin konsantrasyon ve saflik
kontrolleri spektrofotometre (Nanodrop 2000c, Thermoscientific, Almanya) ile

yapilmustir.

3.2.3.2. DNA Kiitiiphanesi Hazirlama

Ekstrakte edilen DNA’lardan kiitiiphane hazirlanirken NEBNext® Ultra™ II DNA
Library Prep Kit for Illumina® (NEB E7645S/L, New England BioLabs ® Inc.) kiti
kullanilmigtir (Kader ve ark., 2016). Tiim genom olarak ekstrakte edilen DNA’lar
dizilenmek icin 350 baz ¢ifti uzunlugunda parcalara ayrilir. Bunun i¢in 1 pg DNA
baslangi¢ materyali olarak alinarak kit protokolii uygulanmis ve DNA rastgele kesim
noktalarindan fragmentlerine ayrilmigtir. Ardindan bu franmentlerin uglari tamir
edilmis, fosforilasyon iglemi uygulanmis ve son olarak A- tailing islemi uygulanmistir.
Daha sonra DNA fragmentlerinin uglarina adaptorler (NEBNext, New England®
Biolabs Inc) baglanmistir. Daha sonra bu DNA fragmentleri uglarina eklenmis
adaptorler sayesinde oligoniikleotitlerle (P5, P7 oligoniikleotitleri) kapli akis hiicresine

baglanmis ve PCR dongiileri ile zenginlestirilmis kiimeler olusturulmustur (Sekil 3.6).

48



Fragmentlerine ayrilmigs DNA

5" 3 5 E— 3
& 5 a5
Uglarin  tamir edilmesi, 5’
fosforilasyon ve dA- Tailing P _=‘53~
AR, 5™
O —, S %}
g Y 3 5

Adaptdr ligasyonu

or

. 5° 3"
g,,/: “ )
3 s’ o

U eksizyon 1
™\ % — _—
/
. 3./ \ 5
USER l

Uygun uzunluktaki fragmentlerin se¢imi
PCR ile zenginlestirme l

Bc P7Z 5
S —— 4;/

p7 BC
3 5
5 3"
37 5
8" 3"

L4
0

—

O W W o
9 ae 9o 9y

— DNA &ew  P5Primeri == Barkod

rh Adaptér
. Enzim (User)

U Urasil B p7primeri

Sekil 3.6. NEBNext® Ultra ™ II DNA kiitiiphanesi hazirhigi is akisi.
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3.2.3.3. Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, NGS)

Hazirlanan kiitiiphaneler NGS platformu Novaseq6000 (Illumina, ABD) kullanilarak
dizilenmistir, 350 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA par¢alarindan okumalar elde edilmistir.
Dizileme islemine ait is akis1 Sekil 3.7°de verilmistir. Novaseq6000 cihazinda okuma
icin ticari bir firma araciligr ile yurt disi hizmet alimi gergeklestirilmistir (Anonim,

2019D).

T —

. ASAMA 1 ASAMA 2 ASAMA 3
Orneklerin Analize Hazirlanmasi Dizileme Veri Analizi
Genellikle 3 ile 5 saat arasinda Bu calismada, bir &mek NGS ile shotgun metagenomik
degisir. Bu ¢alismada genomik kullanima hazir kitler (NovaSeq dizileme, mikrobiyota tiyelerinin
DNA eldesinden sonra DNA Reagent Kits) ve yiikleme || timind —miktardan —ve kiltire
kiitiiphanesi hazirlanmustir. kartuglar1 kullanilarak yaklagik edl]ebllme. Ozel.hfgmden. ba.gl.n.ls.lz
44 saatte dizilenmistir, ?larak tespit edebilir. Veri anahzl"1g1n
Ozel araglar kullanilmigtir  (Bolim
3.2.3.4).

Sekil 3.7. Yeni nesil dizileme (NGS) is akisi.

3.2.3.4. Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik analizlerle yeni nesil dizileme sonucu elde edilen ham veriler (raw data)

anlamli verilere doniistiirilmiistir (Sekil 3.8).

h
Ham verinin Ham verinin Veri analizi Analiz
aktarimi kalite kontroli sonuglarinin
eldesi ve
degerlendirilmesi

Sekil 3.8. Veri analizi is akis semasi.

Bunun i¢in oncelikle ham veriden adaptorler ve ev sahibi (host) genom ayrilmistir.
Daha sonra diisiik kalitedeki okumalarin ayrilmasi amaciyla filtreleme yapilmistir.
Filtreleme ve ham verinin kalite kontrolii i¢in FastQC programi kullanilmistir (Anonim,
2019c). FastQC, ¢oklu modiillerin sonuglarini verir ve normal (yesil onay isareti), hafif
anormal (turuncu iiggen) ve c¢ok siradist (kirmizi ¢arpi) olarak etiketlenmis sonuglarin

kalitesinin hizli bir sekilde degerlendirilmesini saglar (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. FastQC programi 6zellikleri.

Fonksiyon Dizileme verileri i¢in bir kalite kontrol aract

Dil Java

Gereksinim  Java Runtime Environment
Picard BAM / SAM Kiitliphaneler
(Picard arag seti MIT lisans1 altinda acik kaynak kodlu ve tiim kullanimlar
icin iicretsizdir)

Kodlar Genel Kamu Lisansina sahiptir

Assembly asamasinda SOAPdenovo (Anonim, 2019d) ve MEGAHIT (Anonim, 2019e)
uygulamalari kullanilmistir. SOAPdenovo ¢ok biiyiik boyutlu genomlar i¢in bir de novo
taslak dilizenegi olusturabilen yeni kisa okuma diizenegidir. Program, Illumina
cihazindan elde edilen kisa okuma parcalarini birlestirmek ve 6zellikle bitki ve hayvan
genomlart ile calismak icin 6zel olarak tasarlanmistir. Referans dizileri olugturmak ve
uzun genomlarm analizlerini dogru bir sekilde yapmak ic¢in kullanilmaktadir.
MEGAHIT ultra hizli ve hafiza agisindan verimli bir NGS veri birlestiricisidir.
Metagenom verileri igin optimize edilmistir, fakat ayni zamanda jenerik tek genom
diizenegi (kii¢iikk boyutta) ve mikroorganizmalarin dizi verileri iizerinde iyi ¢alisan bir

uygulamadir.

Bu calismada, taksonomik analizler DIAMOND yazilimi ile yapilmis olup sonuclar
Krona grafikleri ve 1s1 haritalar1 ile sunulmustur (Escobar-Zepeda ve ark., 2015;
Anonim, 2019f). Protein sekanslari i¢in de verimli olan DIAMOND, bu ¢alismada DNA
sekanslarini yiiksek hassasiyetle hizalamak igin kullanilmugtir. Illumina’dan elde edilen
100-150 bp uzunlugunda veriler i¢in, hassas modda DIAMOND tiim eslesmelerin
%94'tinden fazlasin1 taksonomik olarak tanimlayabilmektedir (Buchfink ve ark., 2015).

Krona, giiglii bir metagenomik gorsellestirme araci ve anlagilir biyoinformatik
gorsellestirmeler i¢cin HTMLS dilini kullanan bir grafik programidir. Krona grafikleri,
metagenomik analizlerin daha iyi yorumlanmasini saglar, tarayici tabanli bir uygulama
olarak biyoinformatik uzmani olmayanlar tarafindan da kullanilabilir ve mevcut analiz
paketlerine kolayca adapte olabilir. Krona agik kaynakli lisansi ile serbestge
kullanilabilmektedir (Ondov ve ark., 2011; Anonim, 2019g).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Kiiltiromik yaklasini ile Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon ve

Tanimlanmasi

Bu c¢alismada kiiltiiromik yaklagimi, laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi i¢in segici
besiyerinde gelistirilmis saf kiiltiirlerin 6n tanimlamasinin klasik kiiltiirel yontemler ile
yapilmas1 ve matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile tiir diizeyinde tanimlanmasina izin veren bir

yontem olarak ¢ercevelenmistir.

4.1.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Calismanin ¢ercevesi kapsaminda, beyaz peynir liretim siirecine iliskin siit trtinleri,
peynir ve ¢evre mikrobiyotasinin dinamikleri hakkinda kapsamli bir agiklama saglamak
amaciyla beyaz peynir iiretim hattindan gida ve c¢evresel 6rnekler “siit lirtinii 6rnekleri
(D)” ve “ekipman yiizey 6rnekleri (E)” olmak tizere alinmistir. Bu 6rnekler kullanilarak
gerceklestirilen calismada M17 Agar besiyeri, MRS Agar besiyeri ve KAA Agar
besiyeri kullanilarak sirasiyla 117 adet, 64 adet ve 54 adet bakteri izole edilmistir.

4.1.2. Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Laktik Asit Bakterilerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerden laktik asit bakterisi (LAB) olanlarin belirlenmesi amaciyla
Schilinger ve Liicke (1987)’nin tanimlama tablosundan yararlanilmigtir. Buna gore
izolatlarin makroskopik ve mikroskopik morfolojileri incelenmis, Gram boyama ve
Katalaz testi uygulanmigtir. Gram pozitif ve Katalaz negatif olan izolatlar laktik asit
bakterisi olarak degerlendrilmistir. Sekil 4.1’de Gram pozitif kok ve basil sekilli
bakterilerin mikroskop goriintiileri verilmistir. M17 besiyerinden izole edilen
bakterilerin 86 adedi, MRS agar besiyerinden izole edilen bakterilerin 61 adedi ve KAA
agar besiyerinden izole edilen bakterilerin 54 adedi laktik asit bakterisi olarak

degerlendirilmistir.

Bu mikroorganizmalarin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram boyama ve
Katalaz testi sonuglar1 Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verilmistir. Buna gore
M17 agar besiyerinden izole edilen ve laktik asit bakterisi olarak degerlendirilen 86

izolatin, 45 adedi siit triinii 6rneklerinden (D, N1-N5), 41 adedi ekipman yiizey
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orneklerinden (E, N6- N10) elde edilmistir. MRS agar besiyerinden izole edilen ve
laktik asit bakterisi olarak degerlendirilen 61 adet izolatin 37 adedi siit {irlini
orneklerinden, 24 adedi ekipman yiizey Orneklerinden elde edilmistir. KAA agar
besiyerinden izole edilen ve laktik asit bakterisi olarak degerlendirilen 54 izolatin, 26

adedi siit irlinii 6rneklerinden, 28 adedi ekipman yiizey drneklerinden elde edilmistir.

M17 ve MRS agardan izole edilen ve laktik asit bakterisi olmadigi degerlendirilen
bakterilerin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram boyama ve Katalaz testi
sonuglart Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’te verilmistir. KAA agardan laktik asit bakterisi
olmadig1 degerlendirilen bakteri izole edilmemistir. Laktik asit bakterisi oldugu ve
laktik asit bakterisi olmadig1 degerlendirilen izolatlardan MALDI-TOF MS yontemi ile

tiir dlizeyinde tanimlamaya gidilmistir.

Sekil 4.1. Gram pozitif kok ve basillerin mikroskop goriintiileri.

Cizelge 4.1. M17 Agardan izole edilen LAB oldugu degerlendirilen izolatlarin

makroskobik ve mikroskobik &zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

. . - Mikroskobik Gram Katalaz
No Kaynak Izolat kodu Makroskobik Morfoloji Morfoloji reaksiyonu Testi
sonucu
Krem rengi. diizeii Kisa zincir
1. HUF19ZN1M1001 g, duzgtn scklinde dizilmis +
kenarli koloniler
koklar
2 HUE19ZN1M1004 Krem rengi, dﬁggﬁn Z'II}CII" sekln_lde +
kenarl koloniler dizilmis basiller
N1 Krem rengi, diizgiin Toplu halde
3. HUF13ZN1M1005 kenarl koloniler bulunan koklar *
P, Kisa zincir
4, HUF18ZN1M1002 Krem rengi, diizgiin seklinde dizilmis +
kenarl koloniler
koklar
Krem rengi, diizgiin Toplu halde
5 HUF18ZN1M1004 kenarlh koloniler bulunan koklar *
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33

34.

35.

36.

N2

N3

N4

N5

HUF18ZN1M2003

HUF18ZN1M2004

HUF19ZN2M1007

HUF19ZN2M1009

HUF19ZN2M1010

HUF19ZN2M1011

HUF19ZN2M1012

HUF19ZN2M1013

HUF18ZN2M1005

HUF18ZN2M1006

HUF18ZN2M1008

HUF18ZN2M1009

HUF19ZN3M1014

HUF19ZN3M1015

HUF19ZN3M1016

HUF19ZN3M1017

HUF19ZN3M1018

HUF18ZN3M1011

HUF18ZN3M1012

HUF18ZN3M1013

HUF18ZN3M1014

HUF18ZN3M2004

HUF18ZN3M2011

HUF19ZN4M1023

HUF19ZN4M1026

HUF19ZN4M1027

HUF18ZN4M1015

HUF18ZN4M1017

HUF18ZN4M1018

HUF19ZN5M1028

HUF19ZN5M1030

Beyaz, diizgiin kenarlt
koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler
Krem rengi, kenarlar
diizgiin olmayan
koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, kenarlari
diizgiin olmayan
koloniler
Krem rengi, kenarlari
diizgiin olmayan
koloniler
Krem rengi, kenarlari
diizgiin olmayan
koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Krem rengi diizgiin
kenarl kiigiik koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl1 koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarh koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarh koloniler
Krem rengi diizgiin
kenarl kiigiik koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
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Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Zincir seklinde
dizilmis basiller

Kokobasiller
Kokobasiller

Comak sekilli
hiicreler

Uzun zincir
seklinde dizilmis
koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Kokobasiller

Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Kokobasiller

Kokobasiller



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

N6

N7

N8

N9

HUF19ZN5M1031

HUF19ZN5M1032

HUF19ZN5M1033

HUF19ZN5M1034

HUF18ZN5M1019

HUF18ZN5M1021

HUF18ZN5M1022

HUF18ZN5M2007

HUF18ZN5M2020

HUF19ZN6M1035

HUF19ZN6M1037

HUF19ZN6M1038

HUF18ZN6M1025

HUF18ZN6M2009

HUF18ZN6M2024

HUF19ZN7M1039

HUF19ZN7M1041

HUF19ZN7M1042

HUF19ZN7M1043

HUF19ZN7M1044

HUF18ZN7M1027

HUF18ZN7M1028

HUF18ZN7M2010

HUF19ZN8M1045

HUF19ZN8M1046

HUF19ZN8M1047

HUF19ZN8M1049

HUF19ZN8M1050

HUF18ZN8M1030

HUF18ZN8M1031

HUF18ZN8M2029

HUF19ZN9M1051

HUF19ZN9M1052

Krem rengi diizgiin

kenarl orta biiyiikliikte

koloniler

Beyaz diizgiin kenarli
orta biytikliikte koloniler

Beyaz diizgiin kenarli
orta biiytikliikte koloniler

Beyaz diizgiin kenarli
orta biiytikliikte koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarl

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiiciik koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarl1 koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin

kenarli, parlak koloniler
Beyaz, diizgiin kenarl

koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiigiik koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiigiik koloniler
Krem rengi, diizgiin

kenarl1 parlak biiyiik

koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiiciik koloniler
Krem rengi, diizgiin

kenarl koloniler
Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli
orta biiytikliikte koloniler
Beyaz, diizgiin kenarl

koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli

koloniler
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Diplokoklar

Gram pozitif
¢omak sekilli
hiicreler
Gram pozitif
¢omak sekilli
hiicreler

Kokobasiller

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Biiyiik oval
hiicreler

Kokobasiller

Kokobasiller

Toplu halde
bulunan koklar

Kokobasiller

Toplu halde
bulunan koklar
Zincir seklinde
dizilmis koklar

Kokobasiller

Kokobasiller

Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Diplokoklar
Kokobasiller
Kokobasiller

Kokobasiller

Diplokoklar

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Diplokoklar

Kokobasiller



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

N10

HUF19ZN9M1054

HUF19ZN9M1055

HUF18ZN9M1033

HUF18ZN9M2011

HUF18ZN9M2032

HUF19ZN10M1056

HUF19ZN10M1058

HUF19ZN10M1059

HUF19ZN10M1060

HUF19ZN10M1061

HUF18ZN10M1035

HUF18ZN10M1036

HUF18ZN10M1039

HUF18ZN10M2037

HUF18ZN10M2040

HUF18ZN10M2012

HUF18ZN10M2013

+ Reaksiyon sonucu pozitiftir.

- Reaksiyon sonucu negatiftir.

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler
Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler

Kokobasiller

Kokobasiller

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Cizelge 4.2. MRS Agardan izole edilen LAB oldugu degerlendirilen izolatlarin

makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglart.

No

Kaynak

N1

N2

izolat kodu

HUF19ZN1R1001
HUF19ZN1R1002
HUF19ZN1R1003
HUF18ZN1R1001

HUF18ZN1R2025

HUF18ZN1R2026

HUF19ZN2R1004
HUF19ZN2R1005

HUF19ZN2R1006

Makroskobik
Morfoloji

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
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Mikroskobik
Morfoloji

Zincir seklinde
dizilmis basiller
Zincir seklinde
dizilmis basiller
Zincir seklinde
dizilmis basiller
Zincir seklinde
dizilmis basiller
Zincir seklinde
dizilmis basiller
Kisa zincir
seklinde dizilmis
basiller
Zincir seklinde
dizilmis basiller
Zincir geklinde
dizilmis basiller
Zincir seklinde
dizilmis basiller

Gram reaksiyonu
sonucu

Katalaz
Testi



10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

N3

N4

N5

HUF19ZN2R1007

HUF18ZN2R1002

HUF18ZN2R1003

HUF18ZN2R1004

HUF18ZN2R2027

HUF18ZN2R2028

HUF19ZN3R1008

HUF19ZN3R1009

HUF19ZN3R1010

HUF18ZN3R1005

HUF18ZN3R2029

HUF18ZN3R2030

HUF19ZN4R1011

HUF19ZN4R1012

HUF19ZN4R1013

HUF18ZN4R1011

HUF18ZN4R2006

HUF18ZN4R2007

HUF18ZN4R2008

HUF19ZN5R1014

HUF19ZN5R1015

HUF19ZN5R1016

HUF19ZN5R1017

HUF19ZN5R1018

HUF18ZN5R2010

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli orta biiytiklikte
koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Beyaz, diizgiin kenarli
koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin

kenarl: orta biiytikliikte
koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli kiigiik koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl orta biiytikliikte
koloniler
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Zincir seklinde
dizilmis basiller

Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar
Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Toplu halde
bulunan koklar

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir halinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Basiller

Basiller

Kisa basiller

Orta uzunlukta
basiller

Basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Uzun basiller

Basiller



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

N6

N7

N8

N9

N10

HUF18ZN5R2031

HUF18ZN5R2032

HUF18ZN5R1018

HUF19ZN6R1019

HUF19ZN6R1020

HUF19ZN6R1021

HUF18ZN6R1011

HUF18ZN6R1014

HUF19ZN7R1022

HUF19ZN7R1023

HUF19ZN7R1024

HUF18ZN7R1015

HUF18ZN7R2034

HUF19ZN8R1025

HUF19ZN8R1026

HUF19ZN8R1027

HUF19ZN8R1028

HUF18ZN8R2016

HUF18ZN8R2017

HUF19ZN9R1029

HUF19ZN9R1030

HUF18ZN9R1020

HUF18ZN9R2019

HUF19ZN10R1031

HUF19ZN10R1032

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl1 koloniler

Krem rengi diizgiin
olmayan kenarli,
parlak koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
olmayan kenarli
koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler
Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
olmayan kenarli
koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi diizgiin

kenarli kiigiik koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
olmayan kenarli orta
biiyiikliikte koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarh koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarh koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarl koloniler
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Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Toplu halde
bulunan koklar

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Basiller

Kisa zincir
seklinde dizilmis
koklar

Basiller

Basiller

Basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Orta uzunlukta
basiller

Basiller

Basiller

Basiller

Basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Basiller

Basiller



60.
HUF18ZN10R2022

61.
HUF18ZN10R2023

+ Reaksiyon sonucu pozitiftir.
- Reaksiyon sonucu negatiftir.

Cizelge 4.3. KAA Agardan

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin
kenarli koloniler

Zincir seklinde
dizilmis basiller

Zincir seklinde
dizilmis basiller

izole edilen LAB oldugu degerlendirilen izolatlarin

makroskopik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

No Kaynak izolat kodu
L HUF19ZN1K1001
2 HUF19ZN1K1002
3. HUF19ZN1K1003
y N1
: HUF18ZN1K1003
5. HUF18ZN1K1020
6. HUF19ZN1K1022
£ HUF19ZN2K1004
8. HUF19ZN2K1005
9. HUF19ZN2K1006
10. N2 HUF19ZN2K1007
11,
HUF19ZN2K1008
12.
HUF18ZN2K1028
13,
HUF19ZN3K1009
14,
HUF19ZN3K1010
15,
N3 HUF19ZN3K1011
16.
HUF19ZN3K1012
17.
HUF18ZN3K1006
18.
HUF19ZN4K1013
10,
N4 HUF19ZN4K1014
20.
HUF19ZN4K1015

Makroskobik
Morfoloji

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler
Siyah zon olusturmus
siyah koloniler
Siyah zon olugturmus,
krem rengi koloniler
Siyah zon olusturmus
siyah koloniler
Siyah zon olusturmus
gri koloniler
Siyah zon olusturmusg
gri koloniler
Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
siyah koloniler
Siyah zon olugturmus,
gri koloniler
Siyah zon olusturmus
siyah koloniler
Siyah zon olusturmus
siyah koloniler
Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
gri koloniler
Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus,
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
gri koloniler
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Mikroskobik
Morfoloji

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Arka arkaya
dizilmis kisa
basiller
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Kokobasiller

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Gram
reaksiyonu
sonucu

+

+

Katalaz
Testi



21

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

3r.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

N5

N6

N7

N8

N9

HUF19ZN4K1016

HUF19ZN4K1017

HUF18ZN4K1008

HUF19ZN5K1018

HUF19ZN5K1019

HUF18ZN5K1009

HUF19ZN6K1020

HUF19ZN6K1021

HUF19ZN6K1022

HUF18ZN6K1013

HUF18ZN6K1014

HUF18ZN6K1015

HUF19ZN7K1023

HUF19ZN7K1024

HUF19ZN7K1025

HUF18ZN7K1016

HUF18ZN7K1017

HUF19ZN8K1026

HUF19ZN8K1027

HUF19ZN8K1028

HUF18ZN8K1018

HUF18ZN8K1019

HUF18ZN8K1021

HUF19ZN9K1029

HUF19ZN9K1030

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
gri koloniler

Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
gri koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
gri koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
gri koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmug
gri koloniler

Siyah zon olusturmus
gri koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
gri koloniler
Siyah zon olusturmus,
dis1 krem rengi hareli
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
krem rengi koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler
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Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Kokobasiller

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar



46.

47.

48.

49.

50.

51.
52.

53.

54.

N10

HUF18ZN9K1022

HUF18ZN9K1023

HUF18ZN9K1024

HUF18ZN9K1025

HUF18ZN9K1026

HUF19ZN10K1033

HUF19ZN10K1034

HUF19ZN10K1035

HUF18ZN10K1027

+ Reaksiyon sonucu pozitiftir.

- Reaksiyon sonucu negatiftir.

Siyah zon olusturmus
krem rengi koloniler

Siyah zon olusturmus
gri koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olusturmus
siyah koloniler

Siyah zon olugturmus,
siyah koloniler

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Cizelge 4.4. M17 Agar’dan izole edilen LAB olmadig1 degerlendirilen izolatlarin

makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

No

10.

11.

12.

13.

14.

Kaynak

N1

N2

N3

N4

izolat kodu

HUF19ZN1M1002
HUF19ZN1M1006
HUF19ZN1M1003
HUF18ZN1M2001
HUF18ZN1M1001

HUF18ZN1M1003

HUF19ZN2M1008

HUF18ZN2M1007

HUF19ZN3M1019

HUF19ZN3M1020

HUF18ZN3M2003
HUF18ZN3M1010
HUF18ZN3R1004

HUF19ZN4M1021

Makroskobik Morfoloji

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, kenarlari

diizgiin olmayan
koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler

Krem rengi, kenarlar

diizgiin olmayan
koloniler

Krem rengi, kenarlar

diizgiin olmayan
koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiigiik koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiigiik koloniler

Beyaz diizgiin kenarli

kiiciik koloniler

Krem rengi, diizgiin

kenarli koloniler
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Mikroskobik
Morfoloji

Basiller

Basiller

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Basiller

Biiyiik koklar

Toplu halde
bulunan koklar

Diplokoklar

Zincir seklinde
¢ok kisa basiller

Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar
Toplu halde
bulunan koklar

Basiller

Gram
reaksiyonu
sonucu

Katalaz
Testi



Krem rengi, diizgiin

15. HUF19ZN4M1022 . Basiller - +
kenarl koloniler
16. HUF19ZN4M1024 Krem rengi, diizgiin Basiller + +
kenarlt koloniler
17. HUF19ZN4M1025 Krem rengi diizgiin Basiller + +
kenarlt koloniler
18, HUF18ZN4M2006 Beyaz duzgl'm kenarlt Toplu halde + +
koloniler bulunan koklar
19. HUF18ZN4M2005 ~ Deyaz dizgin kenarl Diplokoklar + +
koloniler
2. HUF18ZN4M1016 Beyaz dusz_m kenarl Toplu halde + +
koloniler bulunan koklar
Krem rengi diizgiin Toplu halde
21 N5 HUF19ZN5M1029 kenarli koloniler bulunan koklar * *
22. HUF18ZN5M2008 ~ Deyaz dizgiin kenarl Diplokoklar + +
koloniler
23. HUF19ZN6M1036 Krem rengi, diizgiin Basiller ; +
NG kenarl koloniler
24, HUF18ZN6M1023 Krem rengi, diizgiin Basiller ; +
kenarl koloniler
25, HUF19ZN7M1040 Krem rengi, diizgiin Basiller - +
kenarli parlak koloniler
2. N7 HUF18ZN7M1026 Krem rengi, duzgu‘n Kokobasiller } +
kenarli parlak koloniler
27. N8 HUF19ZN8M104g ey diizgiin kenarl Kokobasiller + +
kiiciik koloniler
Krem rengi, diizgiin Toplu halde
28. HUFL19ZN10M1057 kenarli koloniler bulunan koklar * *
HUF18ZN10M2039 Beyaz, diizgiin kenarli .
29. Kiigiik koloniler Kokobasiller + +
30. N10 HUF18ZN10M1034 Krem rengi, diizgiin Kokobasiller - +
kenarli parlak koloniler
Krem rengi, diizgiin Tetrat
31 HUF18ZN10M1038 gl, duzg olusturmus + +
kenarli koloniler Koklar

+ Reaksiyon sonucu pozitiftir.
- Reaksiyon sonucu negatiftir.

Cizelge 4.5. MRS Agar’dan izole edilen LAB olmadig1 degerlendirilen izolatlarin

makroskopik ve mikroskobik 6zellikleri ile Gram ve Katalaz reaksiyonu sonuglari.

No Kavnak izolat kodu Makroskobik Mikroskobik Gram Katalaz
Y Morfoloji Morfoloji reaksiyonu Testi
sonucu
Krem rengi, diizgiin Toplu halde
L N3 HUF18ZN3R1004 kenarl kiigiik koloniler bulunan koklar * *
2. N4 HUF18ZN4R1009  , Krém rengi, dizgin Basiller ; +
kenarl kii¢iik koloniler
3, N10 HUF18ZN10R1024 | rem rengi, dizgin Basiller . +

kenarl kii¢iik koloniler

+ Reaksiyon sonucu pozitiftir.
- Reaksiyon sonucu negatiftir.

4.1.3. MALDI-TOF MS ile Tanimlama

MALDI-TOF MS analizi sonucunda elde edilen verilere gore, M17 agar besiyerinden
izole edilen ve LAB oldugu degerlendirilen 86 adet izolattan 36 adedi tiir diizeyinde

tamimlanmistir, 1 adet mikroorganizma igin ise “veri tabanina gore en yakin bulunan
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sus” olarak sonug¢ alinmistir (Cizelge 4.6). 49 adet mikroorganizmanin tanimlamasi ise

gerceklestirilememistir.

MRS agar besiyerinden izole edilen ve LAB oldugu degerlendirilen 61 adet izolattan 33
adedi tiir diizeyinde, 1 adedi cins diizeyinde tanimlanmistir. 1 adet mikroorganizma igin
“veri tabanina goére en yakin bulunan sus” olarak sonu¢ alinmistir (Cizelge 4.7). 26 adet

mikroorganizmanin tanimlamasi ise gergeklestirilememistir.

KAA agar besiyerinden izole edilen ve LAB oldugu degerlendirilen 54 adet izolattan 40
adedi tiir diizeyinde, 8 adedi cins diizeyinde tanimlanmistir. 2 adet mikroorganizma igin
“veri tabanina gore en yakin bulunan sus” olarak sonu¢ alinmistir (Cizelge 4.8). 4 adet

mikroorganizmanin tanimlamasi ise gerceklestirilememistir.

Izolatlardan “Tanimlama olmadiginda veri tabanina gore bulunan en yakin sus” olarak
belirtilen bakteriler; Enterococcus faecium, Lactococcus lactis, Enterococcus

gallinarum ve Enterococcus gallinarum/Enterococcus casseliflavus olarak verilmistir.

Cizelge 4.6. M17 Agardan izole edilen izolatlarin MALDI-TOF MS tanimlama

sonuglart.
Tanimlama
olmadiginda
Tanimlama . . .. veri tabanina
Kaynak Kod Yiizdesi (%) Aile Cins/ Tiir gore bulunan
en yakin sus
1. HUF18ZN1M1002 99,9 Streptococcaceae Lactococcus lactis
2. HUF18ZN1M1004 Enterococcus
N1 faecium
3 HUF19ZN1M1001 92.9 Lactobacillaceae Lactococcus lactis
4 HUF19ZN1M1004 92 Lactobacillaceae Lactobacillus
delbrueckii
5. HUF18ZN2M1005 99,9 Enterococcaceae Enterocopcus
faecalis
Enterococcus
6. HUF18ZN2M1006 99,9 Enterococcaceae faecalis
7. HUF18ZN2M1008 75,7 Enterococcaceae Enterogoccus
faecium
8. N2 HUF18ZN2M1009 99,9 Enterococcaceae Enteroco_c cus
faecalis
9. HUF19ZN2M1007 90 Lactobacillaceae Lactobacillus
paracasei
10. Streptococcus
HUF19ZN2M1012 71,7 Streptococcaceae thermophilus
1L HUF19ZN2M1013 92,8 Streptococcaceae Lactococcus lactis
12. N3 HUF18ZN3M1011 90,3 Streptococcaceae Lactococcus lactis
13. HUF18ZN3M1012 99,9 Enterococcaceae Enterococcus
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faecalis

14. HUF18ZN3M1013 91 Streptococcaceae Lactococcus lactis
15. HUF18ZN3M1014 86,2 Enterococcaceae Enterococcus
faecalis
16. HUF19ZN3M1014 92,9 Streptococcaceae Lactococcus lactis
1. HUF18ZN4M1015 99,9 Enterococcaceae Enterococcus
faecalis
18. HUF18ZN4M1017 99,9 Enterococcaceae Enterococcus
faecalis
19. N4 HUF18ZN4M1018 99,9 Enterococcaceae Enterococcus
faecalis
20. HUF19ZN4M1026 99,9 Streptococcaceae Lactococcus lactis
21 HUF19ZN4M1027 85,4 Streptococcaceae Lactococcus lactis
22. HUF18ZN5M1019 99,9 Enterococcaceae Enterococcus
faecalis
23. N5 HUF18ZN5M1021 99,5 Enterococcaceae Enterococcus
faecalis
24. HUF18ZN5M1022 97,1 Streptococcaceae Lactococcus lactis
25. N6 HUF18ZN6M1025 99,9 Enterococcaceae Enterocogcus
faecalis
26. Enterococcus
HUF18ZN7M1027 99,2 Enterococcaceae faecalis
217. Enterococcus
HUF18ZN7M1028 99,9 Enterococcaceae faecalis
28. N7 HUF19ZN7M1039 80,6 Streptococcaceae Streptococ_cus
thermophilus
29. HUF19ZN7M1043 89,4 Streptococcaceae Lactococcus lactis
30. HUF19ZN7M1044 99,9 Enterococcaceae Enterogoccus
faecium
31 HUF18ZN8M1030 99,9 Enterococcaceae Enteroco_ccus
faecalis
32 N8 Enterococcus
' HUF18ZN8M1031 99,9 Enterococcaceae .
faecalis
33. Enterococcus
N9 HUF18ZN9M1033 99,9 Enterococcaceae faecalis
34. HUF18ZN10M1035 93,2 Streptococcaceae Lactococcus lactis
3. HUF18ZN10M1036 99,9 Enterococcaceae Enteroco_ccus
N10 faecalis
36. HUF18ZN10M1039 99,9 Enterococcaceae Enterocopcus
faecalis
37. HUF19ZN10M1058 96,9 Streptococcaceae Lactococcus lactis

Cizelge 4.7. MRS Agardan elde edilen izolatlarm MALDI-TOF MS tanimlama

sonuglart.
Tanmmlama
olmadiginda
Tammlama . . . veri tabanina
Kaynak Kod Yiizdesi (%) Aile Cins/ Tiir gére bulunan
en yakin sus
1 HUF18ZN1R2025 84 Lactobacillaceae Lactobacillus
delbrueckii
2. N1 HUF19ZN1R1001 99.9 Lactobacillaceae Lactobacillus
fermentum
3. HUF19ZN1R1002 96 Lactobacillaceae Lactobacillus
delbrueckii
Lactococcus
4, HUF18ZN2R1002 lactis
5. HUF18ZN2R1003 91 Streptococcaceae Lactococcus lactis
6. N2 HUF18ZN2R1004 99,9 Lactobacillaceae Lactobacillus brevis
7. HUF18ZN2R2027 84 Lactobacillaceae Lactobacillus
delbrueckii
8. HUF19ZN2R1004 9 Lactobacillaceae Lactobacillus
delbrueckii
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10,
11,
12,
= N3
14,
15,
16.
1. N4
18,
19,

20.

N5
21

2.
23.
2.
2. N6
26.
27.
28.
29. N7
30.
31, G
32.
= N9
34,

35, N10

Cizelge 4.8.

sonuglart.

Kaynak

N1

HUF19ZN2R1006

HUF18ZN3R1005

HUF18ZN3R2029

HUF18ZN3R2030

HUF19ZN3R1008

HUF19ZN3R1009

HUF19ZN3R1010

HUF18ZN4R1011

HUF18ZN4R2006

HUF19ZN4R1011

HUF18ZN5R1018

HUF18ZN5R2031

HUF18ZN5R2032

HUF19ZN5R1017

HUF18ZN6R1011

HUF18ZN6R1014

HUF19ZN6R1019

HUF19ZN6R1020

HUF18ZN6R2012

HUF18ZN7R1015

HUF19ZN7R1022

HUF19ZN7R1023

HUF19ZN8R1027

HUF18ZN9R1020

HUF18ZN9R2019

HUF18ZN10R2022

HUF18ZN10R2023

KAA Agardan izole edilen izolatlarin MALDI-TOF

Kod

HUF18ZN1K1003

HUF18ZN1K1020
HUF19ZN1K1022

HUF19ZN1K1001

88
99,9
80
9%
92
99.9
92
90
84
9%
85
82,8
84
9%
84,4
99,9
92
80
84
92,6
84
99,9
99,9
96,5
84
92

99,9

Tammlama
Yiizdesi (%)

86,3
80
99,9
99,9

Lactobacillaceae
Enterococcaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Streptococcaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae
Lactobacillaceae

Lactobacillaceae

Aile

Enterococcaceae

Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
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Lactobacillus
delbrueckii

Enterococcus faecalis

Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
paracasei
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Pediococcus
pentosaceus
Lactobacillus
crispatus
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii

Enterococcus sp.

Enterococcus faecalis

Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii

Lactococcus lactis

Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii

Lactobacillus brevis

Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii

Cins/ Tiir

Enterococcus faecalis

MS tanimlama

Tammlama
olmadiginda veri
tabanina gore
bulunan en
yakin sus

Enterococcus gallinarum

Enterococcus gallinarum

Enterococcus faecalis



O |® N oo

11
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.

42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.

49.

50.

N2

N3

N4

N5

N6

N7

N8

N9

N10

HUFL19ZN1K1002
HUF19ZN1K1003
HUF18ZN2K1028
HUF19ZN2K1005
HUF19ZN2K1006
HUF19ZN2K1007

HUF18ZN3K1006
HUF19ZN3K1009
HUF19ZN3K1010
HUF19ZN3K1011
HUF19ZN3K1012
HUF18ZN4K1008

HUF19ZN4K1013
HUF19ZN4K1014

HUF19ZN4K1015
HUF19ZN4K1016
HUF19ZN4K1017

HUF18ZN5K1009
HUF19ZN5K1018
HUF19ZN5K1019
HUF18ZN6K1013
HUF18ZN6K1014
HUF18ZN6K1015
HUF19ZN6K1020
HUF19ZN6K1022
HUF18ZN7K1016
HUF18ZN7K1017

HUF19ZN7K1023
HUF19ZN7K1024

HUF19ZN7K1025
HUF18ZN8K1018
HUF18ZN8K1019

HUF18ZN8K1021
HUF19ZN8K1026

HUF19ZN8K1028
HUF18ZN9K1022

HUF18ZN9K1023

HUF18ZN9K1024
HUF18ZN9K1025
HUF18ZN9K1026
HUF19ZN9K1029
HUF19ZN9K1030

HUF18ZN10K1027

HUF19ZN10K1033

HUF19ZN10K1034

HUF19ZN10K1035

99,9
99,9
84
99,9
99,9
99,9
81,4
99,9
99,9
99,9
99,9
80
99,9
99,9
99,9
99,9
99,9
99,9
99,9
99,9
88,9
99,9

99,9
99,9
92
75,7
99,9
99,9
99,9
87,3
78,6
99,9
99,9
99,9
99,9

93,2
90,1
84,3
99,9
99,9
75,7
99,9

99,9

99,9

Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae

Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Streptococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae

Streptococcaceae

Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae
Enterococcaceae

Enterococcaceae

Enterococcaceae
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Enterococcus faecalis
Enterococcus durans
Enterococcus gallinarum
Enterococcus gallinarum
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis

Enterococcus sp.
Enterococcus gallinarum

Enterococcus durans

Enterococcus faecium
Enterococcus gallinarum
Enterococcus gallinarum

Enterococcus faecalis
Enterococcus gallinarum
Enterococcus gallinarum

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis
Enterococcus gallinarum

Enterococcus durans

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Enterococcus
gallinarum

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus gallinarum
Enterococcus sp.
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis

Enterococcus gallinarum
Enterococcus sp.

Enterococcus sp.

Lactococcus lactis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

Lactococcus lactis

Enterococcus

gallinarum/

Enterococcus

casseliflavus
Enterococcus sp.

Enterococcus sp.
Enterococcus sp.
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus sp.
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis



Cizelge 4.9°da LAB olmayan mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS analizi sonuglari
verilmigtir. Bu mikroorganizmalarin 17 adedi M17, 3 adedi MRS agardan izole
edilmistir. Toplamda 18 adet mikroorganizma tiir diizeyinde, 2 adet mikroorganizma ise

aile diizeyinde tanimlanmaistir.

Cizelge 4.9. Schilinger ve Liicke (1987)’ye gore laktik asit bakterisi olmadigi
degerlendirilen izolatlarin MALDI-TOF MS ile tanimlama sonuglari.

Tanimlama
olmadiginda
Kaynak Kod gssérerllia(rgoa) Aile Cins/ Tir ;gitsgféﬁgi

en yakin sus

1. HUF19ZN1M1002 86.5 Enterobacteriaceae Enterobacter cloacae

2. N1 HUF19ZN1M1006 75.4 Enterobacteriaceae ND

3. HUF18ZN1M1001 99,9 Staphylococcaceae Staphylococcus aureus

4. HUF18ZN1M1003 78,4 Enterobacteriaceae Enterobacter cloacae

5. N2 HUF18ZN2M1007 99,9 Staphylococcaceae Staphylococcus aureus

6. N3 HUF18ZN3M1010 99,9 Staphylococcaceae Staphylococcus aureus

7. HUF18ZN3R1004 97,2 Staphylococcaceae = Staphylococcus hominis

8. HUF19ZN4M1021 85,8 Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae

9. N4 HUF19ZN4M1022 98,6 Enterobacteriaceae ND

10. HUF18ZN4M1016 99,9 Staphylococcaceae Staphylococcus aureus

11. HUF18ZN4R1009 99.9 Enterobacteriaceae Escherichia coli

12. N5 HUF19ZN5M1029 81,8 Staphylococcaceae S;ZTKL?;S%:S

13. NG HUF19ZN6M1036 99.9 Enterobacteriaceae Escherichia coli

14. HUF18ZN6M1023 99,9 Enterobacteriaceae Proteus mirabilis

15. N7 HUF19ZN7M1040 76,8 Enterobacteriaceae Enterobacter cloacae

16. HUF18ZN7M1026 99,9 Moraxellaceae Acinetobacter pittii

17. HUF19ZN10M1057 82,7 Micrococcaceae Kocuria kristinae

18. N1O HUF18ZN10M1034 99,2 Moraxellaceae Acinetobacter sp.

19. HUF18ZN10M1038 99,9 Micrococcaceae Micrococcus luteus

20. HUF18ZN10R1024 99,9 Enterobacteriaceae Proteus mirabilis

Sit driinii ve yiizey Orneklerinden Lactococcus, Lactobacillus ve Enterococcus
cinslerine ait en yiiksek oranda izole edilen mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS’te

gosterdikleri spektrumlar Ek 2°de verilmistir.

4.2. Shotgun Metagenom Dizileme ile Tamimlama Sonuglari
4.2.1. Biyoinformatik Analiz Verileri

Shotgun Metagenom Dizileme sonucu elde edilen ham verilerin (raw data) anlamli
verilere doniistiiriilmesi amaci ile biyoinformatik analizler gergeklestirilmistir.
Biyoinformatik analizler sonucu elde edilen istatistiksel degerlendirme is akisi EK 1°de
verilmistir. Buna goére, ham veri (31886 Mbp) filtrelenerek adaptorler ayrilmig temiz
data (31781 Mbp) elde edilmistir. Ham datanin etkinligi %99,67 bulunmustur. Temiz
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datadan ev sahibi (host) genom ayrildiktan sonra 30051,8 Mbp’lik dizi elde edilmis ve
bu dizinin guanin (G) ve sitozin (C) oran1 (%GC) %50,17 olarak belirlenmistir.
Taksonomik karakterizasyon, alem diizeyinde %84,30; filum diizeyinde %82,68; sinif
diizeyinde %80,61; takim diizeyinde %78,62; aile diizeyinde %76,27; cins diizeyinde
%70,09 ve tir diizeyinde ise %44,49 oraninda gergeklestirilmistir. Siniflandirma
yapilamayan mikroorganizmalarin oram1 ise %215,70’tir. Taksonomik analizler
DIAMOND yazilimi ile yapilmis ve sonuglar Krona grafikleri ve 1s1 haritalan ile

sunulmustur.

Alem diizeyinde siit iiriinii 6rnekleri (D, N1-N5) ve ekipman yiizey 6rneklerinin (E, N6-
N10) mikrobiyotalarinda belirlenen prokaryot (bakteri ve arkea), 6karyot ve viriislerin
dagilim Sekil 4.2°de verilmistir. iki grupta toplanan drnekler arasinda, bakteri aleminin
intensity degerleri ekipman yilizey 6rneklerinde (E) 0 ile +2 arasinda bulunmaktadir ve
haritada kirmiz1 tonlarinda gosterilmektedir. Bakteri alemi siit tiriinii 6rneklerinde (D)
ise mavi tonlarinda gosterilmis olup bu grupta yiizey orneklerine kiyasla daha az
yogunlukta bulunmaktadir. Okaryot organizmalar ise siit iiriinii érneklerinde kirmizi
tonlarinda gosterilmis olup bu grupta yiizey 6rneklerine kiyasla daha yogun bulundugu
goriilmektedir. Bunun nedeni, filtreleme isleminde toplam genomdan yalnizca bir tiir ev
sahibi genom ayrilmistir. Siit Giriinlerindeki dkaryot oganizmalarin kaynagi ham madde
olarak farkl tiirlerde hayanlarin siitiiniin karistirilip kullanilmasidir.

. ! | | Group ], Group
1 e

0

-1

Bacteria .,2

Archaea

Viruses

Eukaryota
= = z z z z =z z z
= S & £ & & S & o

=z
=)

Sekil 4.2. Orneklerin alem diizeyinde 1s1 haritasi. D: Dairy (Siit iiriinii rnekleri), E:

Equipmant (Ekipman yiizey 6rnekleri).
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Iki grup arasinda cins ve tiir diizeyinde yapilan karsilastirma PCoA grafikleri ile
verilmistir. Buna gore 6rneklerin mikrobiyota dagilimi karsilastirildiginda, cins ve tiir
diizeyinde siit tiriinii 6rneklerinin (D) mikrobiyotasinin birbirleriyle benzer dagilimda
oldugu goriilmektedir. Ekipman yiizeyi ornekleri (E) incelendiginde; N7, N8, N9 ve
N10 orneklerinin mikrobiyotasinin da kendi i¢inde benzer dagilimda oldugu, N6
(Tanker) 6rneginin mikrobiyotasinin ise hem ekipman yiizeyi 6rneklerinden hem de siit
tirtinli 6rneklerinden ayr1 durdugu gozlenmektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). N6 6rnedi ¢ig
stitiin isletmeye getirildigi tankerin yiizeyidir. Tankerin disaridan gelmesi (Harici
numune, External sample), etkin temizlenmemesi, ¢ig siit kalintilarinin yiizeyde
birikmesi ve kalinti olusturmasinin burada kendine 6zgii bir mikrobiyota olusumuna

sebep olabilecegini sdylemek miimkiindiir.

0.2

0.1

on
mo

PC2 (13,38%)

0.0 { ]
N7
[ ]
N8

0.1 49

N10
L]
0.2
T T T T T T

PC1 (80,33%)

Sekil 4.3. Orneklerin cins diizeyinde PCoA Grafigi.
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Sekil 4.4. Orneklerin tiir diizeyinde PCOA grafigi.

Orneklerin mikrobiyotalarinin ayrmtili degerlendirilmesi “Krona” tablolar1 aracilig ile
yapilmistir. Buna gore, oncelikle alem diizeyinde mikrobiyota dagilimlarini incelenmek
lizere siit irlinii 6rneklerinden N1 (Cig siit) ve N5 (Beyaz peynir), yiizey 6rneklerinen
N6 (Tanker) ve N8 (Karistirici) segilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8). Bu
secim ¢ig siit-tanker, ¢ig siit-beyaz peynir, beyaz peynir-karistirici mikrobiyotasi

arasindaki iliskinin alem diizeyinde belirlenebilmesi amaciyla yapilmistir.

Sekil 4.5°te N1 (Cig siit) 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyotasi verilmistir. Buna
gore, c¢ig siitte “Bacteria” alemi Ornekteki toplam mikrobiyotanin %82’sini
olusturmaktadir. Cig siitiin igerdigi toplam bakteri sayismim yaklasik 1.3x10” oldugu
goriilmektedir. Cig siitte laktik asit bakterilerinin dahil oldugu Firmicutes toplam
bakterilerin  %69’unu olusturmakta ve en yogun filum olarak bulunmaktadir.
“Firmicutes” filumu iginde ise “Bacilli” smifi en yogun simf olarak (%96)

bulunmaktadir.

Sekil 4.6’da N5 (Beyaz peynir) 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyotast verilmistir.

Buna gore, beyaz peynirde “Bacteria” alemi 6rnekteki toplam mikrobiyotanin %73 {inii
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olusturmaktadir. Beyaz peynirin igerdigi toplam bakteri sayisiun 8,2x10° oldugu
goriilmektedir. Firmicutes c¢ig siitte oldugu gibi beyaz peynirde de “Bacteria” alemi
icinde en yogun filum (%70) olarak bulunmaktadir. Bacilli sinifi Firmicutes filumu

icinde %95 oranla en yogun siniftir.

N1 ve N5 orneklerinin toplam mikrobiyotasina bakildiginda; ¢ig siitte %82 oranla
bulunan “Bacteria” aleminin yan sira, %17 oraninda “Eukaryota” (Okaryot) alemi
bulunmaktadir. Okaryot alemi igindeki Mammalia (Memeliler) sinifi ise toplam
mikrobiyotanin  %15’ini olusturmaktadir. Beyaz peynir ise %73 oranla icerdigi
“Bacteria” aleminin yaninda %25 oraninda “Eukaryota” (Okaryot) alemi icermektedir.
Memeliler smifi beyaz peynirde toplam mikrobiyotanin %23’linli olusturmaktadir.
Yiizey Ornekleri incelendiginde, Memeliler tankerde toplam mikrobiyotanin %3 ’iinii,

karistiricida ise %2’sini olusturmaktadir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8)
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Sekil 4.5. N1 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.



salelpuIsoD

0FLLPST Iel0L
(= ot

%0 Jopio
%0 BRIy
%0 psaussepun
%C PalIssepun

4o %6G2
10ZE218 ejoL
= s

E00LFELL FBJOL

=

I
0 10 %gL

HEEE

Sekil 4.6. N5 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.7’de N6 (Tanker) orneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gore “Bacteria” alemi tankerin toplam mikrobiyotasinin %94 {inii
olusturmaktadir. Tankerin igerdigi toplam bakteri sayis1 yaklasik 2x107“dir.
Proteobacteria bakteri alemi i¢inde %84 oranla baskin filumdur. Proteobacteria filumu
icinde Gammaproteobacteria sinifi %51, Betaproteobacteria siifi ise %48 oraninda
bulunmaktadir. Firmicutes filumu ise tankerde bakteri aleminin %]14’ini

olusturmaktadir.

Sekil 4.8°de N8 (Karistiric1) 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gore “Bacteria” alemi karistiricinin toplam mikrobiyotasinin %96’sin1
olusturmaktadir. Karistiricinin igerdigi toplam bakteri sayis1 yaklasik 2x107dir.
Proteobacteria bakteri alemi i¢inde en baskin filumdur ve %85 oraninda bulunmaktadir.
Proteobacteria i¢inde Gammaproteobacteria %72 oranla en baskin  smifi

olusturmaktadir. Firmicutes ise karistiricida bakteri aleminin %7’sini olusturmaktadir.

Siit iirtinii 6rnekleri incelendiginde, “Bacteria” alemi ¢ig siitte toplam mikrobiyotanin
%82’sini, beyaz peynirde %72’sini olusturmaktadir. Yiizey 6rneklerinde ise “Bacteria”
alemi tanker mikrobiyotasinin %94’linili, karigtirici mikrobiyotasinin  %96’sin1
olusturmaktadir. Siit lirlinii 6rnekleri ile ylizey ornekleri karsilastirildiginda, drneklerin
bakteri igeriginin toplam mikrobiyotaya oraninin, yiizey Orneklerinde siit {riinii

orneklerine gore yiiksek oldugu goriilmektedir.

Orneklerin “Bacteria” alemi diizeyinde mikrobiyotalari incelendiginde, Firmicutes siit
irtinii 6rneklerinin tamaminda en yogun filum (%63-70) olarak bulunmustur. Yiizey
orneklerinde Firmicutes %5-14 oraninda degisim gostermekte, Proteobacteria ise %84-
89 arasinda degisen oranla en yogun filum olarak bulunmaktadir. Orneklerin bakteri
igerikleri tiir diizeyinde karsilastirildiginda; S. aureus‘un ¢ig siit ve beyaz peynirde en
baskin tiir oldugu goriilmektedir. Cig siitte %24, beyaz peynirde ise %37 oraninda
bulunmaktadir. S. aureus tankerde ve karistiricida %3 oraninda bulunmaktadir (EK 3).
Lc. lactis ¢ig siit ve beyaz peynirde S. aureus’tan sonra ikinci baskin tiir olup tiim
bakteriler arasinda ¢ig siitte %14, beyaz peynirde ise %7 oraninda bulunmaktadir.
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Sekil 4.7. N6 6rneginin alem diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Laktik asit bakterilerinin iiyesi oldugu Lactobacillales takimi diizeyinde inceleme
yapilabilmesi amaciyla yine N1 (Cig siit), N5 (Beyaz peynir), N6 (Tanker) ve N8
(Karistiric1) ornekleri secilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).

N1 (Cig siit) oOrneginde Lactobacillales takimi ‘“Bacteria” aleminin %40’ 1
olusturmaktadir. Lactobacillales takimi i¢inde baskin olan aileler sirasiyla
Streptococcaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae ve Lactobacillaceae’dir ve bu
aileler Lactobacillales takimmin sirasiyla %69, %19, %11 ve %1 ’ini olusturmaktadir
(Sekil 4.9). Lactobacillales takimi N5 (Beyaz peynir) orneginde “Bacteria” aleminin
%26’sin1 olusturmaktadir. Streptococcaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae ve
Lactobacillaceae aileleri Lactobacillales takimininda sirasiyla %69, %16, %13 ve %0.5
oraninda bulunmaktadir (Sekil 4.10).

N6 (Tanker) orneginde Lactobacillales takimi “Bacteria” aleminin  %2’sini
olusturmaktadir. Streptococcaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae,
Lactobacillaceae aileleri Lactobacillales takiminin sirasiyla %80, %16, %2 ve %]1’ini
olusturmaktadir (Sekil 4.11). Lactobacillales takimi N8 (Karistirici) orneginde de
tankerde oldugu gibi “Bacteria” aleminin %2’sini olusturmaktadir. Karistiricida
Streptococcaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae, Lactobacillaceae aileleri
Lactobacillales takiminin sirasiyla %70, %26, %3 ve %0.8’ini olusturmaktadir (Sekil
4.12).

Lactobacillales;  Streptococcaceae, = Enterococcaceae,  Leuconostocaceae  ve
Lactobacillaceae gibi laktik asit bakterilerini iiye olarak bulunduran bir takimdir. Bu
takimm oOrneklerde bulunma oranlart incelendiginde “Bacteria” aleminin, N1’de
%40’1n1, N5’te %26’smi1, N6’da %2’sini ve N8’de %2’sini olusturmaktadir ve Siit tiriinii
orneklerinde laktik asit bakterilerinin orami yliksek iken yilizey orneklerinde bu oran
diismektedir. Buna gore, siit iiriinii drneklerinin laktik asit bakteri iceriginin yiizey

orneklerine kiyasla daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.9. N1 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.10. N5 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
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Sekil 4.11. N6 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.12. N8 6rneginin Lactobacillales diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcaceae ailesinin iiyesi olan Lactococcus cinsi bakterilerin orneklerde hangi
oranlarda bulundugunu goérebilmek amaciyla tiim siit Giriinii 6rnekleri (D, N1-N5) ve
ekipman yiizey orneklerinin (E, N6-N10) Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonlar1 incelenmistir. Lactococcus cinsi siit {irlinii 6rneklerinde “Bacteria”
alemi icinde yiiksek bir oranda bulunmaktadir (N1 ve N4’te %22, N2’de %21, N3’te
%20 ve N5’te %13). Ekipman yiizey orneklerinde ise bu oran dramatik olarak
diismektedir (N6, N7 ve N8’de %1, N9’da %0,4 ve N10’da %0,5).

Tim orneklerde Lactococcus cinsine ait 11 tiir tanimlanmis olup, bu bakteri tiirleri her
ornekte farkli yogunluklarda bulunmaktadir. Lactococcus cinsi bakteriler tiim
orneklerde bu cins i¢inde %0.0007-72 arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. Lc.
lactis siit tiriinii ve yiizey orneklerinde “Bacteria” alemi iginde en yogun bulunan tiirdiir.
Tiim 6rnekler arasinda en yogun bulundugu N4 (Teleme) 6rneginde toplam bakterilerin
%15’ini olusturmaktadir (Sekil 4.17). Orneklerde en az yogunlukta tanimlanan
Lactococcus cinsi bakteri Lc. termiticola olup, tiim Ornekler arasinda en diisiik
yogunlukta N9 (Kesme teli) 6rneginde tanimlanmis, bu 6rnekte Lactococcus cinsinin
%0,02’sini, toplam bakterinin ise %0,00009’unu olusturmaktadir (Sekil 4.22).

Sekil 4.13’te 6rneklerin Lactococcus cinsi diizeyinde bar grafigi verilmistir. Buna gore,
N10 ornegi hari¢ tiim Orneklerde Lc. lactis en yiiksek oranda bulunmaktadir. N10

orneginde ise Lc. piscium en yiiksek oranda bulunmaktadir.

Sekil 4.14’te N1 (Cig siit) Orneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, ¢ig siitte Lc. lactis en yiiksek oranda Lactococcus
cinsi igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %65’ini olusturur. Lc. raffinolactis ve Lc.
piscium %19 ve %12 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %3’lik kism1 basta

Lc. chungangensis olmak iizere diger Lactococcus cinsi bakteriler olusturmaktadir.

Sekil 4.15’te N2 (Starter kiiltiir eklenmis siit) 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde
mikrobiyel kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis starter kiiltiir eklenmis siitte

Lactococcus cinsi igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %68’ini olusturur. Lc.
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raffinolactis ve Lc. piscium %18 ve %11 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan
%3’liikk kismi basta Lc. chungangensis olmak iizere diger Lactococcus cinsi bakteriler

olusturmaktadir.

Sekil 4.16°da N3 (Piht1) Orneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis pihtida Lactococcus cinsi igerisinde en
baskin tiirdiir ve bu cins i¢inde bulunma oran1 %68’dir. Lc. raffinolactis ve Lc. piscium
%17 ve %12 oram ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %3’liik kismi Lc.

chungangensis olmak iizere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.17’de N4 (Teleme) Orneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, telemede de Lactococcus cinsi igerisinde en
baskin tiir Lc. lactis’tir ve %68 oraninda bulunur. Lc. raffinolactis %17 ve Lc. piscium
%12 bulunma orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %3’lik kismi basta Lc.

chungangensis olmak tizere diger Lactococcus cinsi bakteriler olusturmaktadir.

Sekil 4.18’de N5 (Beyaz peynir) 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis son {iriin beyaz peynirde Lactococcus
cinsi igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %55’ini olusturur. Lc. raffinolactis, Lc.
piscium ve Lc. chungangensis %24, %12 ve %5 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri
kalan %4’lik kismi1 basta Lc. reticulitermitis olmak tiizere diger Lactococcus cinsi

bakteriler olusturmaktadir.
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Sekil 4.13. Orneklerin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.14. N1 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Lactococcus sp. DDO1 - 0.01% .

Lactococcus termiticola 0.01% -

Sekil 4.15. N2 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.

Lactosoccus

Total: 2510280

77% of
Streptococcaceae

54% of
Lactobacillales

33% of
Bacilli

31% of
Firmicuates ‘

20% of
Bacteria '

16% of
all g

(x]

Lactococcus chungangensis 2% .

Lactococcus reticulitermitis  0.7% .

Lactococcus garvieae 0.6% .

Lactococcus plantarum  0.2% .
Lactococcus fujiensis  0.2% .
Lactococcus petauri 0.01% .

Lactococcus sp. DDO1 0.01% .

Lactococous termiticola 0.01% -

Sekil 4.16. N3 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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actococcus raffinolactis

Lctococcus

Total: 3093688

78% of
Streptococcaceae

55% of
Lactobacillales

35% of
Bacilli

. 33% of
Firmicutes

22% of
Bacteria “

19% of
all

[x]

Lactococcus chungangensis 2% .
Lactococcus reticulitermitis  0.6% -

Lactococcus garvieae 0.5% .

Lactococcus plantarum  0.1% .
Lactococcus fujiensis 0.2% .
Lactococcus petauri 0.01% .

Lactococeus sp. DDO1 0.01% .

Lactococcus termiticola  0.005% -

Sekil 4.17. N4 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.

Lactococeus

Total: 1080717
74% of
Streptococcaceae
51% of
Lactobacillales
20% of
Bacilli L |

~ 18% of
Firmicutes |

13% of
Bacteria

10% of

all
[x]
Lactococcus reticulitermitis 3% .
Lactococcus garvieae 0.4% .
Lactococcus plantarum  0.2% -
Lactococcus fujiensis 0.2% -
Lactococcus petauri  0.04% -

Lactococeus sp. DDO1  0.006% -

Lactococcus termiticola  0.0007% .

Sekil 4.18. N5 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.19°da N6 (Tanker) orneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis tanker i¢ yiizeyinde Lactococcus cinsi
igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %67’sini olusturur. Lc. raffinolactis ve Lc.
piscium %24 ve %5 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %4’liikk kismi basta

Lc. chungangensis olmak iizere diger Lactococcus cinsi bakteriler olusturmaktadir.

Sekil 4.20°de N7 (Tekne) oOrneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis tekne yiizeyinde Lactococcus cinsi
icerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %71’ini olusturur. Lc. raffinolactis ve Lc.
piscium %18 ve %6 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %5°lik kism1 basta Lc.

chungangensis olmak iizere diger Lactococcus cinsi bakteriler olusturmaktadir.

Sekil 4.21’de N8 (Karistiric1) 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis karistirict yiizeyinde Lactococcus cinsi
icerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %72’sini olusturur. Lc. raffinolactis ve Lc.
piscium, %20 ve %4 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %4’liik kismi basta

Lc. chungangensis olmak iizere diger Lactococcus cinsi bakteriler olusturmaktadir.

Sekil 4.22°de N9 (Kesme teli) 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore, Lc. lactis kesme teli yiizeyinde Lactococcus cinsi
igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %72’sini olusturur. Lc. raffinolactis ve Lc.
piscium %20 ve %4 orani ile Lc. lactis’i izlemektedir. Geri kalan %4°likk kismi1 basta

Lc. chungangensis olmak tizere diger Lactococcus cinsi bakteriler olusturmaktadir.

Sekil 4.23’te N10 (Cendere bezi) 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Diger orneklerden farkli olarak cendere bezi yiizeyinde L.
piscium Lactococcus cinsi igerisinde en yaygin tiirdiir. Lc. piscium bu cinsin %49’unu
olusturur. Lc. lactis ve Lc. raffinolactis %32 ve %17 orami ile Lc. piscium’u
izlemektedir. Geri kalan %2’lik kismi basta Lc. chungangensis olmak tizere diger

Lactococcus cinsi bakteriler olugturmaktadir.
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Orneklerin igerdikleri Lactococcus cinsi tiirler karsilastirildiginda, N10 (Cendere bezi)
ornegi disinda diger tiim 6rneklerde Lc. lactis’in bu cins iginde baskin tiir oldugu ve Lc.
raffinolactis ve Lc. piscium’un Lc. lactis’i izledigi goriilmektedir. N10’da ise bu cins

iginde baskin tiir Lc. piscium’dur ve onu Lc. lactis ve Lc. raffinolactis izlemektedir.

Lactococcus

Total: 228624
73% of
Streptococcaceae
58% of
Lactobacillales

21% of
Bacilli

 8%of
Firmicutes

1% of
Bacteria

1% of

all
Lactococcus chungangensis 2% D
Lactococous reticulitermitis 1% [
Lactococcus garvieae 0.9% I:I
Lactococcus plantarum  0.4% .
Lactococcus fujiensis  0.02% .

Lactococcus petauri 0.01% .

Lactococcus sp. DDOT 0.02% .

Lactococcus termiticola 0.1% .

Sekil 4.19. N6 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
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Lactosoccus

Total: 250342

71% of
Streptococcaceae
50% of
Lactobacillales
20% of

Bacilli |

15% of
Firmicutes ‘

1% of
Bacteria

1% of
all

(x]

Lactococcus chungangensis 2% .

Lactococcus reticulitermitis 1% .

Lactococcus garvieae 0.5% .

Lactococcus plantarum  0.3% .
Lactococcus fujiensis  0.04% .
Lactococcus petauri  0.03% .

Lactococcus sp. DDO1 0.009% .

Lactococcus termiticola 0.2% -

Sekil 4.20. N7 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu

Lactococsus

Total: 212816

70% of
Streptococcaceae

49% of
Lactobacillales
19% of

Bacilli |

 14% of
Firmicutes ‘

1% of
Bacteria

1% of
all
[x]

Lactococcus chungangensis 2% .

Lactococcus reticulitermitis 1% .

Lactococcus garvieae 0.6% .

Lactococcus plantarum  0.01% .
Lactococcus fujiensis  0.02% .
Lactococcus petauri  0.008% .

Lactococcus sp. DDO1  0.009% .

Lactococcus termiticola 0.02% -

Sekil 4.21. N8 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Lactosoccus

Totak 51818

67% of
Streptococcaceae

41% of
Lactobacillales

18% of
Bacilli > |

. 8% of
Firmicutes d
0.4% of
Bacteria
0.4% of
all
[x]

Lactococcus chungangensis 2% .

Lactococcus reticulitermitis  0.9% .

Lactococcus garvieae 0.6% -

Lactococcus plantarum  0.02% .
Lactococcus fujiensis  0.04% .
Lactococcus petauri 0.02% .

Lactococcus sp. DDO1 0.01% .

Lactococcus termiticola  0.02% -

Sekil 4.22. N9 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.

Lactococcus

Total: 105943

46% of
Streptococcaceas

36% of
Q% Lactobacillales .

12% of
Bacilli Y|

 8%of
Firmicutes ‘

0.5% of
Bacteria

0.5% OITI'
actococcus Piseiu™ é

Lactococcus chungangensis 1% .

Lactococcus reticulitermitis  0.05% .

Lactococcus garvieae 0.04% -

Lactococcus plantarum  0.3% .
Lactococcus fujiensis  0.06% .
Lactococcus petauri  0.005% .
Lactococeus sp. DDO1 - 0.002% .

Lactococeus termiticola 0.4% .

Sekil 4.23. N10 6rneginin Lactococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcaceae ailesinin diger bir iiyesi olan Streptococcus cinsi bakterilerin
orneklerde hangi oranlarda bulundugunu gorebilmek amaciyla tiim siit tirlinli 6rnekleri
(D, N1-N5) ve ekipman yiizey 6rneklerinin (E, N6-N10) Streptococcus cinsi diizeyinde
mikrobiyel kompozisyonlar1 incelenmistir. Streptococcus cinsi siit liriinii 6rneklerinde
“Bacteria” alemi i¢inde N1, N2, N3 ve N4’te %6, N5’te %5 oraninda bulunmaktadir.
Ekipman ylizey Orneklerinde ise N6’da %0,4; N7 ve N8’de %0,5, N9’da %0,2 ve
N10’da %0,6 oraninda bulunmaktadir.

Tiim 6rneklerde Streptococcus cinsine ait 64 tiir tanimlanmis olup, bu bakteri tiirleri her
ornekte farklt yogunluklarda bulunmaktadir. Streptococcus cinsi bakteriler tiim
orneklerde bu cins iginde %0.0004-60 arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. S. suis
siit lirlinii ve ylizey O6rneklerinde “Bacteria” alemi i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Tiim
ornekler arasinda en yogun bulundugu N1, N2, N3 ve N4’te toplam bakterilerin %2’sini
olusturmaktadir (Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28). Orneklerde en az
yogunlukta tanimlanan Streptococcus cinsi bakteri St. constellatus olup, tiim 6rnekler
arasinda en diisik yogunlukta N3 6rneginde olup, bu 6rnekte Streptococcus cinsinin
%0,0004’tinii, toplam bakterinin ise %0,00002’sini olusturmaktadir (Sekil 4.27). Sekil
4.24’te orneklerin Streptococcus cinsi diizeyinde (%) bar grafigi verilmistir. Buna gore,
NS5 ornegi harig tiim 6rneklerde S. suis en yiiksek oranda bulunmaktadir. N5 6rneginde

ise St. thermophilus bu cins i¢inde en yiiksek oranda bulunmaktadir.

100 9 -
90 18
4o 24 sl POR 4
80 I - ]
70
21 Z
60
50
56 60
40 . 55 57 60
30 34 30 30
20 4.0
10 14 17 12 2 10 14
0

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10

OS. thermophilus  3S. suis S. parauberis OS. pneumoniae O Diger

Sekil 4.24. Orneklerin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.25’te N1 (Cig siit) Orneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis ¢ig siitte Streptococcus cinsi igerisinde en baskin
tiirdiir ve bu cinsin %39’unu olusturur. St. parauberis ve St. pneumoniae %21 ve %17
orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. thermophilus olmak tizere diger

Streptococcus tiirleri de ¢ig siitte ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.26’da N2 (Starter kiiltiir eklenmis siit) 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde
mikrobiyel kompozisyonu verilmistir. St. suis starter Kkiltiir eklenmis siitte
Streptococcus cinsi igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %34’lini olusturur. St.
parauberis ve St. pneumoniae %25 ve %17 orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun
yaninda bagta St. thermophilus olmak iizere diger Streptococcus tiirleri de starter kiiltiir

eklenmis siitte ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.27°de N3 (Piht1) Orneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis pihtida Streptococcus cinsi igerisinde en baskin
tiirdiir ve bu cinsin %30’unu olusturur. St. parauberis ve St. pneumoniae %24 ve %12
orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. thermophilus olmak tizere diger

Streptococcus tiirleri de pihtida ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.28’de N4 (Teleme) Orneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis telemede Streptococcus cinsi igerisinde en baskin
tiirdiir ve bu cinsin %30’unu olusturur. St. parauberis ve St. pneumoniae %27 ve %18
orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. thermophilus olmak tizere diger

Streptococcus tiirleri de telemede ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.29°da N5 (Beyaz peynir) 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. thermophilus beyaz peynirde Streptococcus cinsi
igerisinde en baskin tiirdiir ve bu cinsin %40’1n1 olusturur. St. suis ve St. parauberis ve
%27 ve %16 orani ile St. thermophilus’u izlemektedir. Bunun yaninda basta St.
pneumoniae olmak iizere diger Streptococcus tiirleri de beyaz peynirde ¢esitli oranlarda

yer almaktadir.
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Streptococcus
Total: 814179
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Sekil 4.25. N1 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcus  —

Total: 782183

21% of

Streptococcaceae

15% of
Lactobacillales

% of
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6% of
Bacteria

5% of
all
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Sekil 4.26. N2 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcus

Total: 782183
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Sekil 4.27. N3 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcus
Total: 847978

22% of

Streptococcaceae = v
15% of ~ />

Lactobacillales

% of 4
acilli

9% of
Firmicutes

6% of _
Bacteria

5% of
all

]

0o

Ko L THT

o
el T

-

WL ML T O LN L S

a-Hu_.

. |
e Y

E Ty

Sekil 4.28. N4 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcus
Total: 388288
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Streptococcaceae = |
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Sekil 4.29. N5 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.30°da N6 (Tanker) orneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis tankerde Streptococcus cinsi igerisinde en baskin
tiirdiir ve bu cinsin %56’sin1 olusturur. St. pneumoniae ve St. thermophilus %18 ve %17
orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda St. parauberis basta olmak tlizere diger

Streptococcus tiirleri de tanker i¢ yilizeyinde gesitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.31’de N7 (Tekne) oOrneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis teknede Streptococcus cinsi igerisinde en baskin
tiirdiir ve bu cinsin %55’ini olusturur. St. pneumoniae ve St. thermophilus %24 ve %12
orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. parauberis olmak iizere diger

Streptococcus tiirleri de tekne yiizeyinde gesitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.32’de N8 (Karistiric1) orneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis karistiricida Streptococcus cinsi igerisinde en baskin
tirdiir ve bu cinsin %57°sini olusturur. St. pneumoniae %24, St. thermophilus ve St.
parauberis %7 orani ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. minor olmak
tizere diger Streptococcus tiirleri de karigtirici yiizeyinde ¢esitli oranlarda yer

almaktadir.

Sekil 4.33’te N9 (Kesme teli) 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis kesme telinde Streptococcus cinsi igerisinde en
baskin tiirdiir ve bu cinsin %60’1n1 olusturur. St. pneumoniae ve St. thermophilus %20
ve %10 oram ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. parauberis olmak
tizere diger Streptococcus tirleri de kesme teli yiizeyinde ¢esitli oranlarda yer

almaktadir.

Sekil 4.34’te N10 (Cendere bezi) 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. St. suis cendere bezinde Streptococcus cinsi igerisinde en
baskin tiirdiir ve bu cinsin %60’m1 olusturur. St. pneumoniae ve St. thermophilus %24
ve %14 oranm ile St. suis’i izlemektedir. Bunun yaninda basta St. parauberis olmak

tizere diger Streptococcus tiirleri de cendere bezinde gesitli oranlarda yer almaktadir.
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Sekil 4.30. N6 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.31. N7 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Streptococcus
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Sekil 4.32. N8 6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.33. N9 6rneginin Streptococcus Cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.34. N10 o6rneginin Streptococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Lactobacillaceae ailesinin iiyesi olan Lactobacillus cinsinin 6rneklerde bulunma
oraninin belirlenebilmesi amaciyla tiim siit tiriinii 6rnekleri (D, N1-N5) ve ekipman
yiizey ornekleri (E, N6-N10) incelenmistir. Lactobacillus cinsi “Bacteria” alemi iginde
stit iirtinti ve ekipman yiizey 6rneklerinde, Lactococcus cinsine kiyasla diisiik oranlarda
bulunmaktadir. Siit tirlini 6rneklerinde Lactobacillus cinsi “Bacteria” alemi i¢inde N1
ve N2’de %0,4, N3 ve N4’te %0,3, N5’te %0,1 yiizey orneklerinde ise N6 ve N8’de
%0,02; N7°de %0,03; N9’da %0,007 ve N10’da %0,004 oraninda bulunmaktadir.

Tim orneklerde Lactobacillus cinsine ait 54 tiir tamimlanmis olup, bu tiirlere ait
bakteriler her drnekte farkli yogunluklarda bulunmaktadir. Lactobacillus cinsi bakteriler
orneklerde bu cins i¢inde %0.002-74 arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. Tim
ornekler i¢inde “Bacteria” alemi i¢inde en yogun bulunan tiir L. helveticus olup en fazla
¢ig siitte bulunmakta ve toplam bakterilerin %0,1’ini olusturmaktadir. Sekil 4.35’te
orneklerin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonlari verilmistir. Buna
gore, orneklerde bulunan Lactobacillus cinsi bakteriler ¢ok ¢esitli olmakla birlikte, bu

cins i¢inde en baskin tiirler L. helveticus, L. brevis ve L. hordei’dir.
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Sekil 4.35. Orneklerin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.36’da N1 (Cig siit) Orneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore ¢ig siitte L. helveticus Lactobacillus cinsinin
%34’1inii olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bunu L. brevis %13, L.
johnsonii ve L. mali %8 orani ile takip etmektedir. Bunun yaninda basta L. plantarum,
L. coryniformis ve L. acidipiscis olmak {iizere diger Lactobacillus tiirleri de ¢ig siitte

cesitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.37°de N2 (Starter kiiltiir eklenmis stit) 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde
mikrobiyel kompozisyonu verilmistir. Buna gore starter kiiltiir eklenmis siitte
Lactobacillus cinsi iginde L. helveticus %26, L. brevis %23 oraninda bulunmaktadir.
Bunlart %10 bulunma orani ile L. mali izlemektedir. Bunun yaninda bagta L.
coryniformis ve L. acidipiscis olmak iizere diger Lactobacillus tiirleri de starter kiiltiir

eklenmis siitte ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.38’de N3 (Piht1) Orneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gére pihtida L. helveticus %27, L. brevis %21, L. mali
%10 oraninda bulunmaktadir. Basta L. plantarum, L. coryniformis ve L. acidipiscis

olmak tizere diger Lactobacillus tiirleri de pihtida gesitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.39°de N4 (Teleme) oOrneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. L. brevis %26 bulunma orani ile telemedeki en yogun
bulunan Lactobacillus cinsi bakteridir. Bunu L. helveticus %20, L. mali %12 bulunma
orani ile izlemektedir. Bunun yaninda basta L. plantarum, L. coryniformis ve L.
acidipiscis olmak iizere diger Lactobacillus tiirleri de telemede ¢esitli oranlarda yer

almaktadir.

Sekil 4.40°ta N5 (Beyaz peynir) 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore son iiriin beyaz peynirde L. brevis Lactobacillus
cinsinin %18’ini, L. helveticus %17’sini, L. plantarum %11’ini olusturmaktadir. Bunun
yaninda basta L. mali, L. coryniformis ve L. acidipiscis olmak iizere diger Lactobacillus

tiirleri de beyaz peynirde ¢esitli oranlarda yer almaktadir.
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Sekil 4.36. N1 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.37. N2 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.38. N3 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.39. N4 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.40. N5 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.41’de N6 (Tanker) oOrneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore tanker i¢ yiizeyinde L. helveticus Lactobacillus
cinsinin %69’unu olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bunu L.
koreensis %5, L. intestinalis, L. mali, L. plantarum ve L. reuteri %4 orani ile takip
etmektedir. Diger Lactobacillus tiirleri de tankeri¢ yiizeyinde cesitli oranlarda yer

almaktadir.

Sekil 4.42°de N7 (Tekne) oOrneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore tekne yiizeyinde L. helveticus Lactobacillus
cinsinin %48’ini olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bu cins i¢inde L.
hordei %20, L. spicheri %13 ve L. salivarus %8 oraninda bulunmaktadir. Basta L.
buncheri, L. nodensis, L. pobuzihii olmak {izere diger Lactobacillus tiirleri de tekne

yiizeyinde ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.43’te N8 (Karistiric1) O6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna goére karisiric1 yiizeyinde L. helveticus Lactobacillus
cinsinin %52’sini olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. L. spicheri
Lactobacillus cinsinin %24’ini, L. salivarus ise %17’sini olusturmaktadir. Basta L.
pobuzihii, L. buncheri, L. rhamnosus olmak {iizere diger Lactobacillus tiirleri de

karistirict ylizeyinde gesitli oranlarda yer almaktadir.

Sekil 4.44°te N9 (Kesme teli) orneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore kesme teli yiizeyinde L. helveticus Lactobacillus
cinsinin %57°sini olusturur ve bu cins iginde en yogun bulunan tirddr. L. spicheri
Lactobacillus cinsinin  %18’ini, L. salivarus %8&’ini L. tucceti ise %6’sin1
olusturmaktadir. Basta L. buncheri, L. hordei, L.rhamnosus, L. nodensis, L. fuchuensis
olmak tizere diger Lactobacillus tiirleri de kesme teli yiizeyinde ¢esitli oranlarda yer

almaktadir.

Sekil 4.45’te N10 (Cendere bezi) 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel

kompozisyonu verilmistir. Buna gore cendere bezi yiizeyinde L. hordei %74 bulunma
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orant ile Lactobacillus cinsinin en baskin turtudir. Bunu %11 bulunma orani ile L.
helveticus ve L. florum takip etmektedir. Basta L. plantarum olmak iizere diger

Lactobacillus tiirleri de cendere bezi yiizeyinde ¢esitli oranlarda yer almaktadir.

Siit triinli 6rneklerinde Lactobacillus cinsi i¢inde en baskin iki tiir L. helveticus ve L.
brevis’tir. Yiizey orneklerinde ise N10 disindaki 6rneklerde baskin tiir L. helveticus,
N10’da ise baskin tur L. hordei’dir.
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Sekil 4.41. N6 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.42. N7 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.43. N8 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.44. N9 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.45. N10 6rneginin Lactobacillus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Enterococcaceae ailesinin iiyesi olan Enterococcus cinsi bakterilerin 6rneklerde hangi
oranlarda bulundugunu goérebilmek amaciyla tiim siit {irtinii 6rnekleri (D, N1-N5) ve
ekipman yiizey orneklerinin (E, N6-N10) Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonlar1 incelenmistir. Buna gore Enterococcus cinsi siit iiriinii 6rneklerinde
“Bacteria” alemi i¢inde N1, N2 ve N3’te %7; N4’te %8 ve N5’te %4, ekipman ylizey
Orneklerinde ise N6, ve N9’da %0,3; N7 ve N&’de %0,5 ve N10’da %0,3 oranlarinda

bulunmaktadir.

Tim 6rneklerde Enterococcus cinsine ait 46 tiir tanimlanmig olup bu bakteri tiirleri her
ornekte farkli yogunluklarda bulunmaktadir. Enterococcus cinsi bakteriler 6rneklerde bu
cins i¢inde %0.0001-63 arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. Buna gore, tiim
orneklerde “Bacteria” alemi i¢inde bu cinse ait en baskin bulunan bakteri E. italicus
olup en yogun bulundugu ¢ig siit ve telemede toplam bakterilerin  %5’ini
olusturmaktadir. Siit triinii Orneklerinde E. italicus’u E. faecium ve E. faecalis
izlemektedir. En az yogunlukta tanimlanan Enterococcus cinsi bakteri E. pallens olup,
en az yogunlukta bulundugu kesme telinde toplam bakterilerin  %0,0002’sini
olusturmaktadir. Sekil 4.46’da Orneklerin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonlari verilmistir. Buna gore, siit iriinii 6rneklerinde en baskin tir E.
italicus tur ve onu E. faecium ve E. faecalis izlemektedir. EKipman yiizeyi 6rneklerinde

ise bu li¢ tiir disinda E. devriesei goze carpmaktadir.
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Sekil 4.46. Orneklerin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonlari.
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Sekil 4.47°de N1 (Cig siit) Orneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore ¢ig siitte E. italicus Enterococcus cinsinin
%63 1inii olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bu cins i¢inde E. faecium
%21 ve E. faecalis %10 oraninda bulunmaktadir. Geriye kalan %6’lik kismi basta E.

pseudoavium ve E. gallinarum olmak tizere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.48’de N2 (Starter kiiltiir eklenmis siit) 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde
mikrobiyel kompozisyonu verilmistir. Buna gore starter kiiltiir eklenmis siitte E. italicus
Enterococcus cinsinin %62’sini olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bu
cins i¢inde E. faecium %22 ve E. faecalis %10 oraninda bulunmaktadir. Geriye kalan
%6’k kismi basta E. pseudoavium ve E. gallinarum olmak iizere diger tiirler

olusturmaktadir.

Sekil 4.49°da N3 (Piht1) Orneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore pihtida E. italicus Enterococcus cinsinin %62°sini
olusturur ve bu cins iginde en yogun bulunan tiirdiir. Bu cins i¢inde E. faecium %22 ve
E. faecalis %10 oraninda bulunmaktadir. Geriye kalan %6’lik kismi basta E.

pseudoavium ve E. gallinarum olmak tizere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.50°de N4 (Teleme) oOrneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore telemede E. italicus Enterococcus cinsinin
%63’1inii olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bu cins ig¢inde E. faecium
%21 ve E. faecalis %10 oraninda bulunmaktadir. Geriye kalan %6’lik kismi basta E.

pseudoavium ve E. gallinarum olmak tizere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.51°de N5 (Beyaz peynir) orneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel
kompozisyonu verilmistir. Buna gore beyaz peynirde E. italicus Enterococcus cinsinin
%49’unu olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. Bu cins iginde E. faecium
%38 ve E. faecalis %10 oraninda bulunmaktadir. Geriye kalan %3’liik kism1 basta E.

pseudoavium ve E. gallinarum olmak tizere diger tiirler olusturmaktadir.
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Sekil 4.47. N1 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.48. N2 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.49. N3 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.50. N4 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.



Enterococcus m

Total: 341145

99% of
Enterococcaceae

amo\o*
Lactobacillales =~

Nm.n_u_“ A~ mzme.m_._mﬁuan:m peeudcavium  0.3%
- Emaﬂﬁ_nnnnnﬁwﬂ_ 10

6% of .. :ﬁﬂmﬁ:mwm%%mta ﬁw
Firmicutes Eﬁmﬂwﬂwﬂemnm m..n 0.
4% of ~ Emimrocogus wangs m%ﬁa:- ”
Bacteria - nieracocous roE 0

Ente i 0.
3% oﬁ —E = .
all 5 s L
_.am-_u.unﬁn_._mﬂm z reus 5
rOCoCCUS

mﬁnﬂuﬁ:m -f

o us

= 5 0.

" W Enterccoccu oratus 0
S ]

o

. Ente fi] s [
Enterococaus i Enterococcus — Ems asﬁm umansnsls §:
nterococcaces — EN S [MASILIm

i i 0.0
MtSroCoCoUS AqUIMEn ..
E = Mas =
— E = herman 1=
MierocoCoLU ns 0.

TR
e

Enterococcus givus §E
Enterccoccus ureilfficus m“...wl

: Ill..lIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIiII“IIIIIIIlI:II:IIlII

Sekil 4.51. N5 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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Sekil 4.52°de N6 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gore tanker i¢ yiizeyinde E. faecium, Enterococcus cinsinin %46’sin1
olusturur ve bu cins iginde en yogun bulunan tiirdiir. Bunu, E. italicus %25, E. faecalis
%18 ve E. devrisei %3 orani ile takip etmektedir. Geriye kalan %8’lik kismi1 basta E.

avium olmak tizere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.53’te N7 orneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gore tekne ylizeyinde E. faecium, Enterococcus cinsinin %33’ini
olusturur ve bu cins iginde en yogun bulunan tiirdiir. Bu cins i¢inde E. italicus %31, E.
devrisei %15 ve E. faecalis %11 oraninda bulunmaktadir. Geriye kalan %10’luk kismi

basta E. avium olmak lizere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.54°te N8 oOrneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gore karisirici yiizeyinde E. italicus, Enterococcus cinsinin %34’ iinii
olusturur ve bu cins i¢inde en yogun bulunan tiirdiir. E. faecium, Enterococcus cinsinin
%27’sini, E. devrisei %17’sini ve E. faecalis %12’sini olusturmaktadir. Geriye kalan

%10’luk kismi basta E. avium ve E. gilvus olmak {izere diger tiirler olusturmaktadir.

Sekil 4.55’te N9 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gére kesme teli yiizeyinde E. devrisei Enterococcus cinsinin %35’ini
olusturur ve bu cins iginde en yogun bulunan tiirdiir. E. italicus, Enterococcus cinsinin
%17’sini, E. faecium %16’sin1, E. faecalis %12’sini olusturmaktadir. Geriye kalan
%20’lik kismi bagta E. malodarutus ve E. gilvus olmak iizere diger tiirler

olusturmaktadir.

Sekil 4.56°da N10 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu
verilmistir. Buna gore cendere bezi yilizeyinde E. italicus, %37 bulunma orani ile
Enterococcus cinsinin en baskin tiiriidiir. Bunu %25 ile E. faecium, %12 ile E. devrisei
ve %5 ile E. faecalis takip etmektedir. Geriye kalan %21’lik kismi1 basta E. malodarutus

ve E. gilvus olmak tizere diger tiirler olusturmaktadir.
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124



Enterococcus
nterococcaces

Enterococcus m

Total: 108304

90% of
Enterococcaceae

21% of
Lactobacillales =~

m.x. of ~.

acilli
7% of

Firmicutes

0.5% of
Bacteria

0.5% of
all

==

[]

Sekil 4.53. N7 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.

EENNEEENOOOSEE

_— mm_—maaﬂim_:m ndicus %
_— _.aﬂg_._mme reus 0.

m:ﬁgm.ﬂmﬁ_ ﬂm

8 5]
e e
Enteracoccus rum 0.0 “

0 h
| EE
! i
%jllII;IIIIE@%I-IIIIII;I;II

125



Enterococcus
nterococcaceae

Enterococcus @

Total: 99911

87% of
Enterococcaceae

23% of
Lactobacillales =

Bacl

7% of
_u_§~oc°8m =

0.5% of
mmonoo_._m

0.5% of
all

Sekil 4.54. N8 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.

—— Enterococcus sp. BE7_DINVO242 O
—— Enterococcus thailandicus 0
Enterococcus sulfureus 0.4
Enterococcus termitis 002
Enterecoccus sp. RITRIE 0,005

Enterococous raffinosus 0

Enterocoocus timonsnsis 05

Enterococcus pallens 0% W
Enterococcus sp. 4G2 0N 59 0%E
Enterccoceus sp. 80127 DNV0197 0B

Enterococeus Sikesiacus 0% 0
Enterocoecus sp. 12E11_DIVOT28 O
Enterococcus sp. C1 n__.ﬁ

126



Enterococcus faeciu

Enterococcus B

Total: 55716

80% of
Enterococcaceae

nmo}oﬁ
Lactobacillales ‘

"Eachl

5% of
Firmicutes .~

0.3% of
Bacteria

0.3% of
all

[x]

Sekil 4.55. N9 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.

mm_.am-g:mnmm = 5 025
e

o e e e

Enterococous rotai m
Enterococcus munois

:E
E—— MErococtis rafnosuz e
—— Enmterococcus sp. 4E1_DINV0G5G 0%

Ente = awium
Enterococcus plantarum

F,

et et e

Enteropei aieboconan B
e 2o 0 84
Enterocosmie Bemaeia |0 24
iy = o eyt

E :nmwv%muﬁmﬂm___.%ﬂmm_mﬂ. H
Enierococeus tp. T0METOIUA4%s B4
e g S gt

ENIEENEEEEEEEEEEEENENEEEEEEEDODODNEEEEEEEOOOOEE

i o P e et et et R

127



malaoooﬂ.om

Total: 58078

90% of
Enterococcaceae

20% of
Lactobacillales | 4

Eod ~

5% of
_u_:z_o:mom [

0.3% of _M_
Bacteria )

Enterococeus pssudoavium 0.1% W
0.3% of Enterococeus sp. CR-Eel 0E

al Enpaoiococous galipaum §:8

—————— Entemococcus wangshanyuanii 030
P m_._ﬁn_auan._m durans 0.049% 0
Enterococcus retai 030

Enterococcus mundtii

SN990920J8)U3

4
E2
Ssaiass

Enterococcus

|
|
i

nterococcaceag

{
E

%é
1
el

g

m:ﬁoﬂgﬂmml__mm:m 0.005
—_— MCOCCUS 5

NSMeCoCoUs S

Lot i-BABIET
————————— Enterococtus Silesia
Enterococcus sp. 12E11_DNVOT
—————  EntenoCoctus sp.
———— Enterococcus sp. HMS 1
Enterococcus sp. GMD

o EvencAeas

B
SESESR ety shot atotyt

snalb sn
SV

auo\l:ln

—

Lix]
. O

—
P

o

ol
m

i
g23;

Sekil 4.56. N10 6rneginin Enterococcus cinsi diizeyinde mikrobiyel kompozisyonu.
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4.3. Kiiltiromik ve Metagenomik Analiz Sonu¢larimin Karsilastirmah

Degerlendirmesi

Calismanin bu bélimiinde kiiltiromik ve yeni nesil shotgun metagenomik analiz
sonuclarinin karsilastirilmali degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amacla, oncelikle
MALDI-TOF MS kullanilarak tamamlanan kiiltiiromik analiz sonuglar Cizelge 4.10 ve
Cizelge 4.11°de derlenmistir. Ayrica, elde edilen metadatanin karsilastirilmasi igin
BacDive (Bacterial Diversity) Bakteriyel Cesitlilik Meta Veritabaninindan
yararlanilmistir (BacDive, 2020). Bu bakteriyel meta veritabani genis bir yelpazedeki
bakteriyel ve arkeal suslar arasinda meta veriyi isler, yapilandirir ve yeniden kullanima
sunar. Cizelge 4.12°de oOrneklerde kiiltiiromik ve yeni nesil shotgun metagenomik
dizileme yontemleri ile tanimlanan bazi mikroorganizmalarin BacDive meta veritabani

bilgileri verilmistir.

MALDI-TOF MS ile orneklerden 118 adet laktik asit bakterisi izole edilip
tanimlanmistir  (Cizelge 4.10). Bunun %13.55’ini  Lactococcus, %25,42’sini
Lactobacillus, %58,45’ini Enterococcus, %1.69’unu Streptococcus ve %0,85’ini ise
Pediococcus cinsine ait bakteri tiirleri olusturmaktadir. Sekil 4.57’de MALDI-TOF MS
ile siit tirtinii 6rnekleri (D- N1, N2, N3, N4), ekipman yiizey ornekleri (E- N6, N7, N8,
N9, N10) ve beyaz peynirde (N5) tanimlanan laktik asit bakterilerinin dagilimi
verilmistir. Buna gore, Lc. lactis, E. faecalis, L. delbrueckii ve E.gallinarum her iig
grupta da tanimlanmistir. L. paracasei ve L. fermentum sadece siit {iriiniin 6rneklerinde
tanimlanmis olup beyaz peynir ve ekipman yiizey 6rneklerinden izole edilmemistir. L.
brevis, St. thermophilus ve E. faecium siit {irlinii ve ekipman yiizey 6rneklerinden izole
edilip tanimlanmstir. E. durans siit {iriinii 6rnekleri ve beyaz peynirden tanimlanmus, L.
crispatus ve P. pentosaceus ise siit iriinii ve ekipman yiizey Orneklerinden izole
edilmemis, sadece beyaz peynirden izole edilip tanimlanmistir. Sekil 4.58’de ise
MALDI-TOF MS ile orneklerden izole edilen bakterilerin shotgun metagenomik ile
elde edilen dagilimlar1 verilmistir. Buna gore L. brevis, St. thermophilus, E. faecium, L.
fermentum ve L. crispatus MALDI-TOF MS ile N5 (Beyaz peynir) 6rneginden izole

edilememistir ancak shotgun dizileme ile bu 6rnekte de bulundugu tespit edilmistir.
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D- Siit Uriinii 6rnekleri E- Ekipman yiizey
(N1, N2, N3,N4) ornekleri (N6- N10)

L. brevis
St. thermophilus
E. faecium

L. paracasei
L. fermentum

Lc. lactis

E. faecalis
L. delbrueckii
E. gallinarum

L. crispatus
P. pentosaceus

N5- Beyaz peynir

Sekil 4.57. MALDI-TOF MS ile D- Siit tirtinii 6rnekleri (N1, N2, N3, N4), E- Ekipman
yiizey ornekleri (N6, N7, N8, N9, N10) ve N5- Beyaz peynir ornegininde tanimlanan

mikroorganizmalarin dagilima.

D- Siit triinii drnekleri E- Ekipman yiizey
(N1, N2, N3,N4) ornekleri (N6- N10)

L. brevis
St. thermophilus
E. faecium
Lc. lactis
E. faecalis
E. gallinarum
E. durans
L. fermentum
L. crispatus

L. delbrueckii
L. paracasei

P. pentosaceus

Sekil 4.58. MALDI-TOF MS ile D- Siit tirtinii 6rnekleri (N1, N2, N3, N4), E- Ekipman
yiizey Ornekleri (N6, N7, N8, N9, N10) ve N5- Beyaz peynir ornegininde tanimlanan

mikroorganizmalarin shotgun metagenomik dagilimai.
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Cizelge 4.10°da MALDI-TOF MS ile orneklerden izole edilen laktik asit bakterisi
sayilart verilmistir. Buna gore, tanimlanan laktik asit bakterileri icerisinde %13.55
oraninda Lc. lactis oldugu ve N6 disinda tiim orneklerden izole edilerek tanimlandig
belirlenmistir. Lc. lactis kiiltiromik yaklasimi ile izole edilip tanimlanan Lactococus
cinsine ait tek tiirdiir. Shotgun metagenom analiz sonuglarma gore ise, orneklerde
Lactococcus cinsine ait 11 ¢esit tiir tanimlanmastir. Lactococcus cinsi Lactobacillales
takimi i¢inde tiim Orneklerde %36 (N10) ile %58 (N6) arasinda degisen oranlarda
bulunmaktadir. Kiltiiromik yaklasimi ile N6 hari¢ tiim O6rneklerden izole edilip
tanimlanan Lc. lactis tiriinin, shotgun metagenom analiz ile tim oOrneklerde
Lactococcus cinsi icinde %32-72 arasinda degisen oranlarda bulundugu tespit
edilmistir. Lc. lactis’in Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris suslar1 gida
endiistrisinde beyaz peynir starter kiiltiiri olarak kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Cizelge
4.12 incelendiginde, Lc. lactis, Alman simiflandirma sistemine gore Risk Grubu 1°de yer
almaktadir. Bu grupta yer alan bakteriler i¢in “Insanda hastaliga yol agma ihtimali
bulunmayan biyolojik etkenler” tanimi yapilmaktadir. Ancak bunun yaninda Lc.
lactis’in bazi suglarinin potansiyel insan patojeni oldugu bilgisi yer almaktadir. Literatiir
incelendiginde, Lc. lactis subsp. cremoris’in sebep oldugu bildirilen koryoamniyonit ve
kolanjit vaka raporlar1 oldugu goriilmektedir (Davies ve ark., 2009; Azouzi ve ark.,
2015). Lc. lactis subsp. lactis’ten elde edilen nisin Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu
(FDA) tarafindan GRAS (Generally recognized as safe) olarak kabul edilmekte ve
patojen bakterilerin ve sporlarinin gelisimini inhibe etmesi 6zelliginden dolay:r gida

katkt maddesi olarak kullanilmaktadir.

Cizelge 4.10. MALDI-TOF MS sonuglarina gére orneklerden izole edilen LAB sayilar1.

LAB N1 N2 N3 | N4 N5 N6 N7 N8 N9 NI10 Toplam
1 Lactococcus lactis 2 2 3 2 1 - 2 1 1 2 16 (%13,55)
2. Lactobacillus delbrueckii 3 3 5 2 2 3 2 1 1 2 24 (%20,34)
3. Lactobacillus paracasei - 1 1 - - - - - - 2 (%1,69)
4. Lactobacillus brevis - 1 - - - - - - 1 - 2 (%1,69)
5. Lactobacillus crispatus - - - - 1 - - - - - 1 (%0,85)
6. Lactobacillus fermentum 1 - - - - - - - - - 1 (%0,85)
7. Pediococcus pentosaceus - - - - 1 - - - - - 1 (%0,85)
8. Streptococcus thermophilus 1 - 1 2 (%1,69)
9. Enterococcus faecalis 3 5 3 6 3 6 4 3 3 5 41 (%34,74)
10. Enterococcus faecium 1 1 1 1 - - 4 (%3,39)
11. Enterococcus gallinarum 2 2 2 3 1 - 2 - - - 12 (%10,16)
12. Enterococcus durans 1 - 1 1 - - - - - 3 (%2,54)
13. Enterococcus sp. - - 1 - - 1 1 2 3 1 9 (%7,62)
Toplam 12 16 16 14 10 10 13 8 9 10 118 (%100)
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Kiiltiromik ile tanimlanan toplam LAB igerisinde Lactobacillus cinsi bakterilerin
%25,42 oraninda oldugu ve bunun i¢inde de 920,34 oraninda bulunan L.
delbrueckii’nin tiim 6rneklerden izole edilip tanimlandig1 goriilmektedir. L. paracasei,
L. brevis, L. crispatus ve L. fermentum tiirlerinin ise yalnizca bazi 6rneklerden diisiik
oranda izole edilip tanmimlandigi goriilmektedir (Cizelge 4.10). Shotgun metagenom
analiz sonuglarina gore, orneklerde toplam 54 cesit Lactobacillus cinsine ait tiir
tammmlanmastir. Lactobacillus cinsi Lactobacillales takimi i¢inde tim 6rneklerde %0,3
(N10) ile %1 (N1, N6, N7) arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. Literatiir
incelendiginde bu cinse ait L. casei, L. plantarum ve L. helveticus tiirlerinin beyaz
peynir starter kiiltiirli olarak kullanimi {izerine ¢esitli ¢alismalar yapildig: goriillmektedir

(Uciincii 1999; Giirsoy ve ark., 2001; Ertiirkmen ve ark., 2015) (Cizelge 2.2).

Kiltiromik ile tim o6rneklerden izole edilip tanimlanan L. delbrueckii’nin shotgun
metagenom analiz sonuglarina gore, siit Uriinii 6rneklerinde %0,7-1 arasinda degisen
oranlarda bulundugu tespit edilmistir. Ekipman yiizey 6rneklerinde ise L. delbrueckii
tespit edilememistir. Cizelde 4.12 incelendiginde, L. delbrueckii’nin yogurt, peynir, siit,
tahil maysesi ve tahil piiresi kaynaklarindan izole edildigi goriilmektedir. Biyogiivenlik
seviyesi Risk Grubu 1’de olup insan ve hayvanlar igin patojen Ozellik
gostermemektedir. L. delbruecki subsp. bulgaricus susunun beyaz peynir starter kiiltiirti
olarak kullanildig bildirilmistir (Cizelge 2.2).

Kiltiromik ile N2 ve N4 o&rneklerinden izole edilip tamimlanan L. paracasei’nin,
shotgun metagenom analiz ile N2 6rneginde tiir iginde %0,02 oraninda, N4 6rneginde
ise tiir icinde %0,1 oraninda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica L. paracasei diger siit
triinii 6rneklerinde (N1, N3, N5) tiir i¢inde %0,05-0,1 arasinda degisen oranlarda
bulundugu tespit edilmistir. Ekipman ylizey Orneklerinde ise L. paracasei tespit
edilmemistir. L. paracasei siit iiriinleri, silaj, kanalizasyon ve insan klinik bulgulari
kaynaklarindan izole edilmistir. Biyogiivenlik seviyesi Risk Grubu 1’de yer almaktadir

(Cizelge 4.12).

Kiiltiiromik ile N2 ve N9 orneklerinden izole edilen L. brevis’in shotgun metagenom

analiz ile N2 orneginde tiir i¢inde %23 oraninda, N9 6rneginde ise %0,07 oraninda
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bulundugu tespit edilmistir. L. brevis, N8 ve N10 drneklerinde saptanmazken, diger
orneklerde tiir iginde %0,02-26 arasinda degisen oranlarda saptanmustir. L. brevis siit,
peynir, lahana tursusu, eksi maya, silaj, inek giibresi, digki, insan ve siganlarin bagirsak
yolu kaynaklarindan izole edilmis olup biyogiivenlik seviyesi Risk Grubu 1’dedir

(Cizelge 4.12).

L. crispatus kiiltiromik ile sadece N5 6rneginden izole edilip tanimlanmistir. Shotgun
metagenom analiz ile L. crispatus’un N5 oOrneginde tiir iginde %0,09 oraninda
bulundugu, N1, N7, N8, N9 ve N10’da bulunmadig, diger 6rneklerde (N2, N3, N4, N6)
iIse %0,02-0,2 arasinda degisen oranlarda bulundugu tespit edilmistir. Biyogiivenlik
seviyesi Risk Grubu 1 olan L. crispatus’un Cizelge 4.12°ye gore goz, hindi diskisi,
insan diskisi, vajina ve idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan izole edildigi

anlasilmaktadir.

Kiiltiiromik ile sadece N1 6rneginden izole edilen L. fermentum’un shotgun metagenom
analiz ile N1 oOrneginde tiir iginde %3 oraninda bulundugu tespit edilmistir. L.
fermentum’un N8, N9 ve N10 6rneklerinde bulunmazken diger 6rneklerde (N2, N3, N4,
N5, N6, N7) tiir i¢inde %0,03-2 arasinda degisen oranlarda bulundugu tespit edilmistir.
L. fermentum siit triinleri, eksi maya, fermente bitki materyali, giibre, kanalizasyon,
insan agz1 ve digki kaynaklarindan izole edilmstir. Biyogiivenlik seviyesi Risk Grubu

1’dedir ve insan ve hayvanlarda patojenite gostermemektedir (Cizelge 4.12).

Kiiltiiromik ile Pediococcus pentosaceus tiirii yalnizca N5 6rneginden, Streptococcus
thermophilus’un ise N2 ve N7 6rneklerinden izole edilip tanimlanmistir (Cizelge 4.10).
Shotgun metagenom analiz sonuglarina goére P. pentosaceus diger tiim 6rneklerde hig
saptanamazken yalnizca N5 Orneginde saptanmis olup Lactobacillales takimi iginde
%0,05 oraninda bulunan Pediococcus tiirtiniin %53’tinii olusturmaktadir. Shotgun
metagenom analiz ile diger Orneklerde saptanan tek Pediococcus tiirii ise P.
acidilactici‘dir. P. pentosaceus Amerikan bira mayasindan izole edilmistir ve
biyogiivenlik seviyesi Risk Grubu 1’dedir. Bunun yaninda potansiyel insan patojeni
olabilecegi bildirilmistir (Cizelge 4.12). Shotgun metagenom analiz ile Streptococus
cinsi Lactobacillales takimi iginde %15 (N2, N4) ile %41 (N10) arasinda degisen
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oranlarda bulunmaktadir. Orneklerde bu cinse ait 65 cesit tiir tanimlanmistir.
Streptococus thermophilus ise biitiin 6rneklerde saptanmistir. St. thermophilus N5
orneginde Streptococus tiirli icinde %40 oraninda bulunmakta olup diger 6rneklerde bu
cins i¢inde %7-17 arasinda degisen oranlarda saptanmustir. St. thermophilus yogurttan
izole edilmistir biyogiivenlik seviyesi Risk Grubu 1’dedir (Cizelge 4.12). St.
thermophilus endiistride kullanilan bazi beyaz peynir starter kiiltiirii karigimlarinin

igeriginde bulunmaktadir (Cizelge 2.2).

Kiltiromik ile tanimlanan LAB icerisinde Enterococcus cinsi %61,45 oranla en fazla
tanimlanan cinstir. E. faecalis tiirii ise tim oOrneklerden tanmimlanmis (41 adet) ve
%37,74 oran1 drneklerde en fazla tanimlanan bakteridir. E. gallinarum, E. faecium ve E.
durans ise tamimlanan diger Enterococcus cinsi bakterilerdir (Cizelge 4.10). Shotgun
metagenom analiz sonuglarina gore, 6rneklerde toplam 46 ¢esit Enterococcus cinsine ait
tir tanimlanmistir. Enterococcus cinsi Lactobacillales takimi iginde tiim O6rneklerde
%15-28 arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. Shotgun metagenom analiz ile E.
faecalis tiirii tim Orneklerde tanimlanmis ve tanimlanma oraninin bu cins i¢inde %5
(N10) ile %18 (N6) arasinda degistigi saptanmistir. Kiiltiiromik ile E. faecium, N2, N3,
N7 ve N8 orneklerinde 1’°er adet olmak tizere genel iginde %3,39 oraninda izole edilip
tanimlanmistir. Shotgun metagenom analiz sonuglarina gore E. faecium tiirii biitiin
orneklerde E. faecilis’ten daha yiiksek oranda saptanmakla birlikte N2, N3, N7 ve N8
orneklerinde sirasiyla %22, %22, %33 ve %27 oraninda saptanmustir. E. faecalis ve E.
faecium tiirlerinin BacDive tarafindan Risk Grubu 2’de gosterilmesi dnemlidir (Cizelge
4.12). Bu biyogiivenlik grubunda yer alan bakteriler i¢in “insanda hastaliga neden
olabilecek ve bulastigi kisiler i¢in tehlike olusturabilecek biyolojik ajan” tanimi
yapilmakla birlikte; toplumda yayilma olasilig1 disiiktiir ve etkili 6nleme veya tedavi
genellikle miimkiindiir. Enterokoklar diisiik virulansli mikroorganizmalar olmalarina
karsin ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda onemli etkenlerdir. E. faecalis ve
E.faecium’un bazi suslar tarafindan iiretilen sitolizin insan ve hayvan eritrositleri igin
hemolizin aktivitesi gosterir. E. faecalis ve E. faecium tiirleri tarafindan iiretilen
agregasyon maddesinin enterokoklarin kalp kapaklar1 ve renal hiicrelere baglanmasini
kolaylastirdig1 bilinmektedir. Ayrica E. faecalis’te goriilen biyofilm olusumu bu
mikroorganizmalarin iiriner sisteme, vaskiiler kateterlere ve kalp kapaklarina kolonize

olmasimi kolaylastirmaktadir (Yildirim, 2007). Literatiirde E. faecium 'un bazi suslarinin
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beyaz peynir starter kiltiri ya da starter kiiltiirle birlikte ek kiiltir olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Cizelge 2.2). E. faecium’un Risk Grubu 2’de oldugu
goriilmektedir ve E. faecium’un giiniimiizde saglig tehdit eden suslarinin da bulundugu
bildirilmistir (Cizelge 4.12). Cok sayida ilaca karsi direngli olmalar1 ve bu direncin
gittikce artmasi rapor edildiginden bir mikroorganizmanin starter kiiltlir 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in asit olusturma yetenegi, proteolitik aktivite ve dekarboksilaz
aktivitelerinin yani sira antibiyotik direng testlerinin de yapilmasi1 gerekmektedir. Bunun
yaninda starter kiiltlir 6zellikleri belirlenirken bakterinin sus diizeyinde tanimlanmis

olmasi 6nemlidir.

Kiiltiiromik ile E. gallinarum tiiri bakteri N1, N2, N3 ve N7 6rneklerinde 2’ser adet, N4
orneginde 3 adet, N5 6rneginde 1 adet olmak iizere genel i¢inde %10,16 oraninda izole
edilip tanimlanmistir (Cizelge 4.10). Shotgun metagenom analiz ile ise, ¢ig siit Grnegi
dahil olmak tizere biitiin siit tirlinli 6rnekleri ile ekipman ylizey 6rneklerinden N6 ve N7
orneklerinde tanimlanmistir. Ttim siit tirlinii 6rneklerinde Enterococus i¢inde %0,4 (N5)
ile %0,9 (N4) oraninda, ekipman 6rneklerinde N6 ve N7°de sirasiyla %0,01 ve %0,007
oraninda bulundugu saptanmistir. Cizelge 4.12 incelendiginde Enterococcus
gallinarum’un Risk Grubu 2’de yer aldigi ve insan ve hayvan igin patojen oldugu
goriilmektedir. E. gallinarum, vankomisin antibiyotigine dogal, diisiik seviyeli bir
diren¢ gostermektedir ve Vankomisine Direngli Enterokok (VRE) 6zelligi tasimaktadir.
Enterokoklarin, bakteriyolojik kaynakli oldugu belirlenmis menenjit ve neonatal sepsis
bulgularinin %13’iinde etken oldugu rapor edilmistir. E. gallinarum, VRE enfeksiyonu
tagidigr belirlenen cocuklar igin hastalik etkeni olabilecegi bildirilen bir tiirdiir
(Y1ldirim, 2007). Kiltiiromik ile E. durans N1, N3 ve N5’ten 1’er adet genel iginde
%2,54 oraninda izole edilip tanimlanmistir (Cizelge 4.10). Shotgun metagenom analiz
ile ise, N7 disindaki tiim Orneklerde tanimlanmistir. N1 ve N3’te %0,2 ve N5’te %0,1
oraninda olmak tizere diger 6rneklerde %0,009 (N8) ile %0,3 (N9) oranlar1 arasinda
tamimlanmistir. E. durans’in daha dnce siit tozundan izole edildigi bildirilmistir
(Cizelge 4.12). Cizelge 4.12 incelendiginde E. durans Risk Grubu 2’de yer almaktadir

ve insan ve hayvan i¢in patojen oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.11°de ise kiiltiiromik ile 6rneklerden izole edilen laktik asit bakterisi olmayan
bakteriler verilmistir. Buna gore, 6rneklerden 20 adet laktik asit bakterisi olmayan ve
patojen olan bakteri izole edilmistir. Staphylococcus aureus N1, N2, N3 ve N4
orneklerinden birer adet izole edilmistir. Shotgun metagenom analiz sonuglarina gore
ise S. aureus tim Orneklerde tanimlanmis olup siit iiriinii 6rneklerinde (D, N1-N5)
yikksek oranda bulundugu tespit edilmistir. N1, N2, N3 ve N4 orneklerinde tim
bakteriler i¢inde sirasiyla %24, %22 ve %21 ve %21 oraninda S. aureus tanimlanmistir.
Staphylococcus cinsi iginde ise S. aureus %95 (N1, N4) ile %99 (N6) oranlar1 arasinda
bulunmaktadir. Kiiltiiromik ile S. hominis N3 6rneginden 1 adet, S. haemolyticus N5
orneginden 1 adet izole edilip tanimlanmistir. Shotgun metagenom analiz sonuglarina
gore ise, S. hominis N3 6rneginde bu cins iginde %0,0008 oraninda, S. haemolyticus N5
orneginde bu cins iginde %0,007 oraninda bulunmaktadir. Orneklerden izole edilen
laktik asit bakterisi olmayan diger mikroorganizmalar Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Acinetobacter

pittii ve Kocuria kristinae’dir.

Cizelge 4.11. MALDI-TOF MS sonuglarina gore Orneklerden izole edilen LAB

olmayan mikroorganizmalar.

Mikroorganizma NI N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 @ Toplam
1. Staphylococcus aureus 1 1 1 1 - - - - 4 (%20)
2. Staphylococcus hominis - - 1 - - - - - - - 1 (%5)
3. Staphylococcus haemolyticus - - - - 1 - - - - - 1 (%5)
4. Enterobacter cloacae 2 - - - - - 1 - - - 3 (%15)
5. Proteus mirabilis - - - - - 1 - - - 1 2 (%10)
6. Escherichia coli - - - 1 - 1 - - - - 2 (%10)
7. Klebsiella pneumoniae - - - 1 - - - - - - 1 (%5)
8. Enterobacteriaceae 1 - - 1 - - - - - - 2 (%10)
9. Micrococcus luteus - - - - - - - - - 1 1 (%5)
10. | Acinetobacter pittii - - - - - - 1 - - - 1 (%5)
11.  Acinetobacter sp. - - - - - - - - - 1 1 (%5)
12. | Kocuria kristinae - - - - - - - - - 1 1 (%5)

Toplam 20 (%100)

Cizelge 4.12. Orneklerde tanimlanan bazi mikroorganizmalarmn BacDive veritabani

bilgileri.
Kod Bilimsel Ad* Onceki Ad1 Biyolojik orijin Patojenite = Biyogiivenlik
Seviyesi **
14702 Lactococcus lactis (Lister 1873) = Lactobacillus xylosus, Siit ve siit tiriinleri Patojenite Risk Grubu 1
Schleifer et al. 1986 Streptococcus (insan)
diacetilactis,
Streptococcus lactis
150688 @ Lactococcus raffinolactis (Orla- = Streptococcus Cig siit - Risk Grubu 1
Jensen and Hansen 1932) Schleifer = raffinolactis
etal. 1988
155285 = Lactococcus piscium Williams et al. = - - - Risk Grubu 1
1990
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24600

14709

6471

134998

151560

6493

138043

135185

6458

6442

6665

6595

6673

6565

6393

Lactococcus fujiensis Cai et al. 2011

Lactococcus chungangensis Cho et
al. 2008

Lactobacillus helveticus (Orla-Jensen
1919) Bergey et al. 1925

Lactobacillus helveticus (Zheng ve
ark., 2020)
Lactobacillus  brevis
1919) Bergey et al. 1934

(Orla-Jensen

Levilactobacillus brevis (Zheng ve
ark., 2020)

Lactobacillus mali Carr and Davies
1970 emend. Kaneuchi et al. 1988

Liquorilactobacillus mali (Zheng ve
ark., 2020)

Lactobacillus  plantarum  (Orla-
Jensen 1919) Bergey et al. 1923

Lactiplantibacillus plantarum
(Zheng ve ark., 2020)
Lactobacillus delbrueckii

(Leichmann 1896) Beijerinck 1901

Lactobacillus delbrueckii (Zheng ve
ark., 2020)

Lactobacillus paracasei Collins et al.
1989

Lacticaseibacillus paracasei (Zheng
ve ark., 2020)

Lactobacillus fermentum Beijerinck
1901 emend. Dellaglio et al. 2004
Limosilactobacillus fermentum
(Zheng ve ark., 2020)

Lactobacillus crispatus (Brygoo and
Aladame  1953) Moore and
Holdeman 1970 emend. Cato et al.
1983

Lactobacillus crispatus (Zheng ve
ark., 2020)

Lactobacillus salivarius Rogosa et
al. 1953

Ligilactobacillus salivarius (Zheng
ve ark., 2020)

Lactobacillus spicheri Meroth et al.
2004

Levilactobacillus spicheri (Zheng ve
ark., 2020)

Lactobacillus hordei Rouse et al.
2008

Liquorilactobacillus hordei (Zheng
ve ark., 2020)

Lactobacillus gallinarum Fujisawa et
al. 1992

Lactobacillus gallinarum (Zheng ve
ark., 2020)
Pediococcus pentosaceus Mees 1934

Lactobacillus
suntoryeus

Lactobacillus
yamanashiensis

Lactobacillus
arizonensis

Lactobacillus
cellobiosus

Lactobacillus salivarius
subsp. salicinius
Lactobacillus salivarius
subsp. salivarius
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Cin lahanasinin dig
yapraklari

Aktif gamur, atik su

Eksi siit, Emmental
peynir, viski malt,
icki fabrikalar1

Siit, peynir, lahana
tursusu, eksi maya,
silaj, inek giibresi,

digks, insan  ve
sicanlarm bagirsak
yolu
Elma, elma suyu,
sarap

Sit drinleri, silaj,
lahana tursusu inek
giibresi, insan agzi,
bagirsak yolu,
diski, kanalizasyon.
Yogurt, peynir, siit,
tahil maysesi ve
tahil piiresi

Sit driinleri, silaj
kanalizasyon, insan
klinik bulgulari

Sit {riinleri, eksi
maya, fermente
bitki materyali,
giibre,

kanalizasyon, insan
agz1 ve digki

Goz, hindi diskisi,
insan diskast,
vajina, idrar yolu
enfeksiyonu  olan
hastalar

Tiikiirik, Insan ve
hamsterin agiz ve
bagirsak yolu,
tavuk ve domuzun
bagirsak yolu, siit
urtinleri

Piring eksi mayasi

Arpa malt1

Tavuk diskist,
tavuk  ve kopek
bagirsagi
Amerikan bira
mayasi

Patojenite
(insan)

Patojenite
(insan)

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1



14784

5342

130943

5301

5314

5278

5348

14487

14636

14544

4373

5058

4907

4959

7673

8146

7637

Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus (Orla-
Jensen 1919) Farrow and Collins
1984

Enterococcus italicus Fortina et al.
2004

Enterococcus faecalis (Andrewes
and Horder 1906) Schleifer and
Kilpper-Bdlz 1984

Enterococcus faecium (Orla-Jensen
1919) Schleifer and Kilpper-Bdlz
1984

Enterococcus gallinarum (Bridge
and Sneath 1982) Collins et al. 1984

Enterococcus durans (ex Sherman
and Wing 1937) Collins et al. 1984

Enterococcus devriesei Svec et al.
2005

Staphylococcus aureus subsp. aureus
Rosenbach 1884

Staphylococcus hominis Kloos and
Schleifer 1975 emend. Kloos et al.
1998

Staphylococcus
haemolyticus Schleifer
1975

Enterobacter cloacae (Jordan 1890)
Hormaeche and Edwards 1960

and Kloos

Proteus mirabilis Hauser 1885

Escherichia coli (Migula 1895)
Castellani and Chalmers 1919

Klebsiella pneumoniae (Schroeter
1886) Trevisan 1887

Micrococcus luteus (Schroeter 1872)
Cohn 1872 emend. Nouioui et al.
2018

Acinetobacter pittii Nemec et al.
2011

Kocuria kristinae (Kloos et al. 1974)
Stackebrandt et al. 1995

Enterococcus
saccharominimus

Streptococcus faecalis

Streptococcus faecium

Streptococcus
gallinarum

Streptococcus durans

Micrococcus
lysodeikticus
Sarcina citrea
Sarcina flava
Sarcina lutea

Micrococcus kristinae

Yogurt

Peynir, insan kani

TCRMOG92-106/1-
As transgenic (RR)
SJL/J fare

Tavuk bagirsag:

Siit tozu

Sigir

Insan plevral s1vist

Insan derisi

Insan derisi

Omurilik s1vist

Idrar

nsan
omurilik s1visi

beyin

Insan derisi

Patojenite
(insan  ve
hayvan)

Patojenite
(insan  ve
hayvan)

Patojenite
(insan  ve
hayvan)

Patojenite
(insan  ve
hayvan)
Patojenite
(insan  ve
hayvan)
Patojenite
(insan  ve
hayvan)
Patojenite
(insan  ve
hayvan)
Patojenite
(insan  ve
hayvan)

Patojenite
(insan)

Risk Grubu 1

Risk Grubu 1

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 1

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 2

Risk Grubu 1

Risk Grubu 2

Risk Grubu 1

*  Lactobacillus cinsine ait bakteri tiirlerinin bilimsel adlarinda Zheng ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayimladigi makalede yer
alan degisiklikler de goz oniine alinmustr.
**  Alman smiflandirma sistemine (https:/www.baua.de/EN/Topics/Work-design/Biological-agents/Classification.html) gére
verilmistir. Risk Grubu 1’deki biyolojik ajanlar en diisiik enfeksiyon riskini gosterirken, Risk Grubu 4’teki biyolojik ajanlar en
yiiksek riski tagir.
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5. YORUM

Bu ¢alismada, bir siit isletmesinde beyaz peynir {iretimi sirasinda olusan siit tirtinlerinin,
beyaz peynirin ve iiretimde kullanilan isletme ekipmaninin mikrobiyotalar1 kiiltiiromik
ve yeni nesil shotgun metagenomik dizileme yaklagimi kullanilarak belirlenmis ve
laktik asit bakterileri agisindan degerlendirilmistir. Calisma ile omik teknolojiler
kullanilarak siit irtinleri, peynir ve ekipman ylizeyinin arastirilmasinda kapsamli bir

bakis agis1 saglanmustir.

Metagenomik yaklasim, cevresel bir ornekte bulunan tiim mikrobiyel komuniteyi
hedefler ve bu komunitenin taksonomik ¢esitliligi ve potansiyel metabolomik bilgileri
hakkinda bilgi vermeyi amaglar. Bu ¢alisma, drneklerde bulunan mikrobiyel DNA’nin
izolasyonu asamasi ile baslamis, DNA’nin dizilenmesi ve dizilerin anlamli verilere
doniistiiriilmesini  kapsayan Yyeni nesil shotgun metagenomik dizileme calismasi
sunucunda biiyiik veri elde edilmistir. Kiiltiire dayali (culture-dependent) bir yontem
olan kiiltiiromik yaklasimi ile elde edilen veriler ile karsilastirildiginda metagenomik

yaklagimi ile 6nemli diizeyde farkliliklar ve ¢ok daha yiiksek c¢iktilar elde edilmistir.

Kiiltiromik yaklagimi ile Orneklerde Lactococcus cinsine ait 1 tir (Lc. lactis),
Streptococcus cinsine ait 1 tiir (St. thermophilus), Lactobacillus cinsine ait 5 tiir (L.
delbrueckii, L. paracasei, L. brevis, L. crispatus ve L. fermentum), Enterococcus cinsine
ait 4 tiir (E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. durans) ve Pediococcus cinsine ait 1
tir (P. pentosaceus) tanimlandigi goriilmektedir. Metagenomik yaklagimi ile ise
orneklerde Lactococcus cinsine ait 11 tiir (Sekil 4.14-Sekil 4.23), Streptococcus cinsine
ait 64 tiir (Sekil 4.25-Sekil 4.34), Lactobacillus cinsine ait 54 tiir (Sekil 4.36-Sekil 4.45)
ve Enterococcus cinsine ait 46 tiir (Sekil 4.47-Sekil 4.56) ve Pediococcus cinsine ait 2
tir (P. pentosaceus, P. acidilactici) tanimlanmistir. Bu sonuglara goére, shotgun
metagenomik dizileme ile elde edilen mikrobiyel ¢esitlilik (biyogesitlilik) kiiltiiromik
yaklasimina gore elde edilen biyogesitlilikten ¢ok daha yiiksektir. Kiiltiiromik
yaklasiminda MALDI-TOF MS analizi ile 6rneklerden, 16 adet Lc. lactis, 24 adet L.
delbrueckii, 2 adet L. paracasei, 2 adet Lb brevis, 1 adet L. crispatus, 1 adet L.
fermentum, 41 adet E. faecalis, 4 adet E. faecium, 12 adet E. gallinarum, 3 adet E.

durans, 1 adet P. pentosaceus ve 2 adet St. thermophilus olmak tizere 109 adet tiir
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diizeyinde ve 9 adet cins diizeyinde (Enterococcus) olmak iizere toplam 118 adet laktik
asit bakterisi tanimlanmigtir. Metagenomik yoOntemlerle Orneklerde diisilk oranda
(toplam bakterilerin ortalama %0,1’1) bulundugu belirlenen Lactobacillus cisine ait
bakterilerin kiiltiiromik yaklagimi ile de izole edilip tanimlanabildigi goriilmektedir.
Buna gore, tanimlanmak istenen mikroorganizma i¢in uygun besiyeri ve ortam sartlari
saglandiginda  orneklerde  baskin  olmayan ve diisik oranda  bulunan
mikroorganizmalarin da Kkiiltiire dayali yontemlerle izole edilip tanimlanabilecegi
gorilmektedir. Bu dogrultuda gida Orneklerinde mikrobiyota belirlenmesine yonelik
calismalarda, oncelikle metagenomik yaklasim ile biiyiikk verinin elde edilip analiz
edilmesi ve mikrobiyotanin belirlenmesi, ardindan ileri ¢alismalar igin kiiltiire dayali
yontemlerle hedeflenen mikroorganizmalarin izole edilip tanmimlanmas: Yyolu

onerilmektedir.

Biiyiik veri eldesi ile sonuglanan dizileme yontemlerinin avantajlarinin yanisira bazi
dezavantajlar1 da vardir. Bunlar; 6rnegin igerdigi canli mikroorganizmalarin yaninda
cansiz mikroorganizmalarin da genetik materyalinin dizilenip tanimlanmasi, ileri
calismalarda kullanilmak tizere kiiltiirlerin saf olarak elde edilememesi ve maliyetinin
yiksek olmasidir. Ayrica bu ¢alisma i¢in kullanimda olan dizileme meta
veritabanlarinda siit ve siit lirlinii mikrobiyotasina dair verilerin halen gelismekte olmasi

biyoinformatik analizler i¢in 6nemli bir dezavantaj olarak gosterilebilir.

Lc. lactis shotgun metagenomik dizileme ile 6rneklerde en baskin oranda bulunan laktik
asit bakterisi olmustur. Kiiltiiromik ile de tanker hari¢ tiim orneklerden izole edilmistir.
Bu ¢aligmada 6rnek alinan isletmede beyaz peynir iiretiminde kullanilan starter kiiltiir
karistmimin Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris ve St. salivarius subsp.
thermophilus suslarini igermesi bakimindan bu beklenen sonugtu. Endiistriyel beyaz
peynir iretiminde ¢ig siite uygulanan 1sil islem ile ¢ig siitte bulunan
mikroorganizmalarin tamaminin yok edilmedigi bildirilmistir. Kiiltiiromik ile siit tiriinii
orneklerinden izole edilen diger laktik asit bakterilerinin varlig1 bu bakterilerin ¢ig siite
uygulanan 1s1l isleme direndigi ve ¢ig siit kaynakli oldugu ya da iiretimde kullanilan

ekipmandan siite gectigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.
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Sekil 4.46°da gosterildigi tizere E. faecalis, L. delbruecki, E. faecium, E. durans, L.
brevis, E. gallinarum, L. paracasei ve L. fermentum starter kiiltiir karisiminda
bulunmayan fakat siit {iriinii 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterileridir. Bu
bakterilerden E. faecalis ve L. delbruecki tiim orneklerden izole edilmistir (Cizelge
4.10). Bu nedenle bu bakterilerin ¢ig siit ya da ekipman yiizeyi kaynakli olabilecegi

sOylenebilir.

E. faecium kiiltiromik ile N2 (Starter kiiltiir eklenmis siit), N3 (Piht1) ve N7 (Tekne)
orneklerinden izole edilmistir. Shotgun metagenomik analiz sonuglart incelendiginde ise
bu bakterinin tiim siit {iriinii ve ekipman yilizey 6rneklerinde bulundugu goériilmektedir.

Bu nedenle bu bakterinin ¢ig siit ya da ekipman yiizeyi kaynakli oldugu séylenebilir.

E. durans kiiltiiromik ile N1 (Cig siit), N3 (Piht1) ve N5 (Beyaz peynir) 6rneklerinden
izole edilmistir. Shotgun metagenomik analiz sonuglarina gore ise tim siit {irlini
ornekleri ve tekne hari¢ diger ekipman yiizey orneklerinde bulundugu goriilmektedir.
Bu nedenle bu bakterinin ¢ig siit ya da ekipman yiizeyi kaynakli olabilecegi sonucuna

vartlmaktadir.

E. gallinarum kiiltiiromik ile tiim siit iiriinii 6rnekleri ve N7 (Tekne) 6rneginden izole
edilmistir. Shotgun metagenomik analiz sonuglarina gore ise tiim siit {irtinii 6rnekleri ile
yiizey orneklerinden tanker ve teknede bulunmaktadir. Buna gore bu bakterinin ¢ig siit

kaynakli ya da tekne yiizeyinden siite gegmis olabilecegi sdylenebilir.

L. brevis kiiltiromik ile N2 (Starter kiiltir eklenmis siit) ve N9 (Kesme teli)
orneklerinden izole edilmistir. Shotgun metagenomik analiz sonuglarma gore ise tiim
stit tirlinli 6rneklerinde ve yiizey drneklerinden N6 (Tanker), N7 (Tekne) ve N9 (Kesme
teli) 6rneklerinde bulundugu goriilmektedir. Buna gore bu bakterinin ¢ig siit tekne ya da

kesme teli kaynakli oldugu sdylenebilir.

L. paracasei ise kiiltiromik ile N2 (Starter kiiltiir eklenmis siit) ve N4 (Teleme)

orneklerinden izole edilmistir. Shotgun metagenomik sonuglart incelendginde bu
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bakterinin siit tiriinlerinde bulunup ekipman yiizey o6rneklerinin hig¢birinde olmadig
goriilmektedir. Buradan bu bakterinin 1s1l isleme direndigi ve ¢ig siit kaynakli oldugu

sonucu ¢ikarilabilmektedir.

L. crispatus ve P. pentosaceus ise kiltiiromik ile yalnizca beyaz peynirden izole
edilmistir. L. crispatus i¢in shotgun metagenomik analiz sonuglar incelendiginde, bu
bakterinin ¢ig siitte hi¢ bulunmadigi ancak diger siit tiriinii 6rneklerinde ve ekipman
yiizey Orneklerinden teknede bulundugu goriilmiistiir. Buradan bu bakterinin tekne
yiizeyinden siite gegmis olabilecegi sonucuna varilabilmektedir. P. pentosaceus ise hem
kiiltiromik hem de shotgun metagenomik analiz sonuglarina gore sadece N5 (Beyaz
peynir) Orneginde bulunmustur. Buna gore bu bakterinin bu g¢alisma kapsamindaki

ornekler disinda baska bir ¢evresel 6rnekten gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu sonuglara dayanarak daha Once literatiirde bildirilen ve beyaz peynir
mikrobiyotasina starter kiiltiir disindaki bakterilerin de etkisinin olabilecegi goriisii
dogrulanmis olmaktadir. Buradan beyaz peynirin kendine o&zgii tat ve koku
ozelliklerinin olusmasinda bu bakterilerin de katkisinin olabilecegi yorumu

yapilabilmektedir.

Cig siit disindaki siit iiriinii 6rneklerinden (starter kiiltiir eklenmis siit, pihti, teleme,
beyaz peynir) izole edilen patojen S. aureus, S. hominis, S. haemolyticus,
Enterobacteriaceae ailesine ait koliform grubu bakterilerden Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae ve ekipman yiizey 6rneklerinden izole edilen
Proteus mirabilis, Acinetobacter pittii, Kocuria kristinae, Micrococcus luteus, E.
cloacae ve E. coli bakterileri isletmede uygulanan 1sil islem uygulamalarinin
yetersizligi, hijyen ve sanitasyon islemlerinin yanlis veya eksik uygulanmasi ve 1sil

islem sonrasi kontaminasyona isaret etmektedir.

Sonug ve gelecek perspektifi; MALDI-TOF MS analizi ile tanimlanamayip “Tanimlama
olmadiginda veri tabanina gore bulunan en yakin sus” olarak sonu¢ alinan ve
Lactococcus lactis olarak belirlenen HUF18ZN2R1002, Enterococcus faecium olarak
belirlenen HUF18ZN1M1004, Enterococcus gallinarum olarak  belirlenen

HUF18ZN6K1015, Enterococcus gallinarum/Enterococcus casseliflavus olarak
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belirlenen HUF18ZN9K1023 izolatlarinin ileri aragtirmalar yapilarak yeni bir laktik asit
bakterisi tiiri olma potansiyelinin belirlenmesi planlanmaktadir. Bunun igin bu
bakterinin tim genom dizisi belirlenecek, ardindan biyoinformatik analizlerle veri
tabaninlarinda da bulunan genom dizileri ile karisilastirilarak yeni bir bakteri tiirii olma

potansiyeli incelenecektir.

Beyaz peynirin endiistriyel boyutta iiretilmesi ve liretimde starter kiiltiir kullaniminin
peynirin gida giivenligi ve kalite standardizasyonu agisindan elzem oldugu
bildirilmektedir. TAGEM/18/AR-GE/31 numarali “Beyaz Peynir ve Siit Isleme
Tesisinden izole Edilen Mikrobiyotanin Karakterizasyonu, Yerli Starter Kiiltiir Eldesi
ve Prototip Uriin Uretimi” projesi kapsamimda bu calisma sonucunda laktik asit
bakterisi olarak tanimlanan izolatlarin starter kiiltlir 6zellikleri incelenerek potansiyel
bir starter kiiltlir olma ihtimalinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bunun igin, Lc. lactis
ve St. thermophilus 'un yan1 sira 6rneklerden izole edilen ve starter kiiltir diginda ¢ig siit
ve/veya c¢evresel Orneklerden kaynaklandigi belirlenen E. faecalis, E. faecium, E.
durans, L. paracasei, L. delbruekcii, L. brevis, L. fermentum, L. crispatus, P.
pentosaceus olarak tanimlanan izolatlarin starter kiiltiir 6zelliklerinin belirlenerek bu
sonuglar 1g18inda kiiltiir kombinasyonlar1 yapilmasi ve bir beyaz peynir starter kiiltiiri

elde edilmesi planlanmaktadir.
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Average Clean
Data

Effective percent
Total Nohost Data
Average Nohost

Data

31886 Mbp
3189 Mbp
31781 Mbp

3178 Mbp

99,67%
30051,8 Mbp

3005,18 Mbp

Taxonomic Annotation

Gene catalogue

Annotated on
Unclassified
Annotated on
Kingdom level
Annotated on
Phylum level
Annotated on
Class level
Annotated on
Order level
Annotated on
Family level
Annotated on
Genus level
Annotated on
Species level

Assigned Phyla

(Top 5)

1543593
15,70%

84,30%
82,68%
80,61%
78,62%
76,27%
70,09%
44,49%

Proteobacteria Firmicutes Chordata
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Sekil Ek 2.1 HUF18ZN1M1002 izolatinin MALDI-TOF MS spektrumu (Lactococcus

lactis, %99,9).
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Sekil Ek 2.2. HUF19ZN1R1001 izolatinin MALDI-TOF MS spektrumu (Lactobacillus
delbrueckii, %99,9).
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Sekil Ek 3.3. HUF19ZN1K1001 izolatinin MALDI-TOF MS spektrumu (Enterococcus

faecalis, %99,9).
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Staphylococcus aureus I

Total: 621812
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Staphylococcus aureus I
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