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OZET

KEFIRDEN iZOLE EDIiLEN BAKTERI VE MAYALARIN
MOLEKULER TEKNIKLER iLE TANIMLANMASI

Kefir, beslenme ve saglik lizerindeki olumlu etkileri her gegen giin daha iyi anlasilan
fermente bir siit Uriinlidiir. Kefirin karakterisitk 6zellikleri ve saglik iizerindeki etkilerinin
mikroflora kompozisyonuna bagli oldugu anlagilmistir. Son yillarda fermente iiriinlere 6zgii
nitelikler kazandiran mikroorganizmalarin tanimlanmasi1 amaciyla yogun arastirmalar
yapilmakta ve DNA’ya dayali tanimlama teknikleri, 6zellikle Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) bu iiriinlerin karmasik mikroflorasinin tanimlanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Bu arastirmada farkli iiniversitelerden saglanan kefir taneleri ve piyasadan temin
edilen farkli marka kefirlerin laktik asit bakteri profili, PCR-DGGE ve 16S rRNA tam sekans
analizi ile kullanilarak incelenmistir. Calismanin ilk asamasinda, kefir ve kefir tanelerinden
direkt DNA izole edilerek PCR-DGGE analizine tabi tutulmus ve sonugta, Lactobacillus
kefiranofaciens, Aeromonas media, (Lb. Buchneri, Lb. Kefiri, Lb. Sunkii, Ib. Otakiensis).
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lc. Raffinolactis, Paenibacillus apiarius,
Bacillus sp., Aeromonas hydrophila, Bifidobacterium, Lb. Helveticus, Lb. Jensenii olmak
lizere 12 farkli bakteri tespit edilmistir. Ikinci asamada ise, MRS ve M17 agar ortaminda
gelistirilen saf bakterilere ait DNA’larin 16S rRNA tam sekans analizi yapilmigtir. Tam
sekans analizi sonucunda Lc. lactis, leuconostoc mesenteroides, St. Epidermidis, St.
Thermophilus, Leu. Pseudomesenteroides, Lb. Casei, Lb. Kefiri, Pseudomonas sp.
Acetobacter ghanensis, Lb. diolivorans, Lb. acidophilus olmak iizere toplam 11 adet farkli
bakteri tespdit edilmistir.

Sonug olarak kefir ve kefir tanelerinin bakteriyel florasim1 tanimlamada PCR-DGGE
oldukca gii¢lii bir teknik olmakla beraber sonuclarin giivenilirliginin arttirilmasi ve ortamin
gercek bakteri profilinin ortaya c¢ikarilmas: icin diger molekiiler tekniklerle birlikte

kullanilmasinin gerekli oldugu anlasilmistir.

Anahtar kelimeler : Kefir, Laktik Asit Bakterileri, PCR-DGGE, 16S rDNA



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF BACTERIA AND YEASTS ISOLATED FROM KEFIR
MICROFLORA BY MOLECULAR METHODS

Kefir is a fermented diary product whose positive effect on nutrition and health are
understood better day by day. It has been realized that Kefir’s characteristic features and
effects on health depend on microflora composition. But it is also pointed out that this flora is
not stable and changes more or less depending on a number of factors. Therefore, it is of

paramaount importance that kefir’s microflora be described in detail in studies on kefir.

Several studies are carried out in order to define the microorganisms that bring in the specific
features of fermented products and definition techiques based on DNA especially Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) is commonly used in definition of the complicated
microflora of these products.

In this study, lactic acid bactery profiles, PCR-DGGE and 16S rRNA supplied from kefir
grains from different universities and different kefir brands from the market were examined
using full sequence analysis. In the first step of the study, DNA was directly isolated from
kefir and kefir grains afterwards it was analysed consequently 12 different bacteries namely
Lactobacillus kefiranofaciens, Aeromonas media, (Lb. buchneri Lb. kefiri, Lb. sunkii, Lb.
otakiensis), Streptoccocus. thermophilus, Lactococcus lactis, Lc. raffinolactis, Paenibacillus
apiarius, Bacillus sp, Aeromonas hydrophila, Bifidobacterium, Lb. helveticus, Lb. jensenii
have been determined. In the second step full sequence analysis was carried out for 16S rRNA
of DNAs belonging to pure bacteries cultivated in MRS and M17 agar medium. At the end of
the full sequence analysis 11 different bacteries namely Lc. lactis, Leuconostoc
mesenteroides, St. epidermidis, St. thermophilus, Leu. pseudomesenteroides, Lb. casei, Lb.
kefiri, Pseudomonas sp, Acetobacter ghanensis, Lb. diolivorans, Lb. acidophilus were

determined.

Consequently PCR-DGGE is a quite reliable technique in defining the bacterial flora of kefir
and kefir grains but it should be used with the other molecular techiques for the reliability of

the results and for determining the real bacteria profile of the medium.

Key  words: Kefir, Lactic Acid Bacteria, PCR-DGGE, 16S rRNA



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Kefir, etil alkol ve laktik asit fermentasyonlar1 sonucu elde edilen, tadi ¢ok hos olan i¢imiyle
canlilik veren, tarihi gecmise sahip fermente bir siit {riiniidir. Cok uzun zamandir
Kafkasya’da bilinen ve yoresel olarak tiretilip tiiketilen kefir, besleyici degerinin ve fizyolojik
Ozelliklerinin anlagilmasindan sonra 19. ylizyilin sonlarina dogru Dogu ve Orta Avrupa

iilkelerinde de iiretilmeye baslanmistir.

Kefir siitten yapildigi icin, siitteki proteiOin, yag, laktoz, mineral maddeler ve vitaminler gibi
besin maddelerinin hepsini yapisinda bulundurmaktadir. Hatta olusumu sirasinda bazi
vitaminlerin sentezlenmesi, proteinler ve laktozun da kismen pargalanmasi kefirin besleme
degerini artirmaktadir. Kefirin yapisinda bulunan mikroorganizmalar siitte meydana
getirdikleri degisikliklerle onu daha kolay sindirilebilir hale getirirler. Boylece kefirdeki besin
elementlerinin viicut tarafindan kolayca emilmesi saglanir. Ozellikle siitteki laktozun laktik
aside dontismesiyle, kefir laktoz intolerans Kkisiler tarafindan da rahatca tuketilmektedir.
Ayrica kefir, kalsiyum, fosfor, aminoasitler, folik asit ve B vitaminleri bakimindan oldukca

zengin bir siit irlintidiir.

Kefir, diger fermente siit tirlinlerinden, liretiminden sadece laktik asit bakterilerinin metabolik
faaliyetinin sorumlu olmamasiyla ayrilmaktadir. Geleneksel kefirin kendine 6zgii tat ve
aromasi kefir kiiltiirli icinde bulunan degisik tiirde bakteri ve mayalardan kaynaklanmaktadir.
Kefir danelerinin mikroflorast cok sayidaki bakteri ile mayanin kompleks bir sekilde
birlesmesiyle olusmustur. Daneler; mikrobiyel hiicreler, bunlarin metabolik {iriinleri,
pihtilagsmis siit proteinleri ve karbonhidratlardan olusur ve 0,3-2,0 cm ¢apinda, irili ufakli

diizensiz sekillerdedir.

Kefir danelerinin bakteriyel florasinin en onemli bolimiinii homofermentatif laktobasillerden
Lactobacillus kefir olusturur. Son yillarda kefirde yeni bir Lactobacillus tiirii olan
Lactobacillus kefiranofaciens de tanimlanmistir. Kefir danesinin dis polisakkarid katmaninin
daha ziyade bu bakteriler tarafindan iiretildigi bildirilmektedir. “Kefiran™ olarak bilinen bu
polimer esit oranlarda glikoz ve galaktoz icermekte ve kefir danesinin en az % 25’ini
olusturmaktadir.  Kefir danesinde  Laktobasillerden baska homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit streptokoklar1 ve asetik asit bakterileri ile laktozu fermente

edebilen ve fermente edemeyen mayalar (Kluyveromyces marxianus, Torulaspora



delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae, Candida kefir gibi) da bulunmaktadir. Genel olarak
dane mikroflorasinin % 65-80’ini Laktobasiller, % 20’sini Streptokoklar, % 5’ini de mayalar

olusturmaktadir.

Kefir siirekli i¢ildiginde viicuda alinan yararli bakteriler, Ozellikle de laktobasiller
bagirsaklara yerleserek buradaki mikroflorayr diizenlemekte ve firettikleri asit, hatta

antibiyotik bilesiklerle hastalik yapan bakterilerin ortadan kalkmasina yol agabilmektedirler.

Kefir, diinyanin ¢ok degisik bolgelerinde tiiberkiiloz, kanser ve gastrointestinal bozukluklar
gibi hastaliklarda tedaviyi destekleyici unsur olarak genis capta kullanilmaktadir. Bugiine
kadar kefirin gastrointestinal rahatsizliklar {izerine etkilerinin arastirildigi ¢cok sayida galisma
yapilmistir. Ayrica son yillarda kefirin bazi kanser tiirlerini kontrol etme 6zelligi, kolesterol
diisiiriicti etkisi ve bagisiklik sistemi iizerine etkileri ile ilgili olarak pek ¢ok ¢alisma yapilmis

ve bu yonde olumlu sonuglar elde edilmistir.

Yapilan aragtirmalardan kefirin karakteristik Ozellikleri ve saglik {izerindeki olumlu
etkilerinin mikroflora kompozisyonuna bagli oldugu anlasilmaktadir. Ancak bu floranin sabit
olmayip bircok faktdre bagli olarak az ya da cok degisebildigi de bildirilmektedir. Bu
durumda Oncelikle kefir mikroflosinin detayli olarak ortaya konmasinin kefirle ilgili

aragtirmalarda kritik dnem arz ettigi bir gergektir.

Kefir mikroflorasini aciga c¢ikarmak amaciyla selektif besiyeri ortami, morfolojik ve
biyokimyasal karakteristiklerin belirlenmesine dayanan c¢ok sayida caligma mevcuttur.
Bununla birlikte, bu c¢alismalarda kompleks mikroflora i¢indeki mikroorganizma tiirlerinin
identifikasyonu, besiyeri ortaminda geligebilen tiirler ile sinirlidir. Diger taraftan son yillarda
molekiiler biyoloji alaninda yasanan gelismelere paralel olarak mikroorganizmalarin tani ve
teshisinde son derece hasssas ve giivenilir sonuglar veren DNA dizlerinin analizine dayanan
yeni yontemler gelistirilmis ve yogun olarak bu tip {irlinlerin mikrobiyal florasini belirlemek

amaciyla kullanilmaya baglanmistir.

Ulkemizde ise kefirden izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi amactyla sinirl
sayida aragtirmalar yapilmis ve bu arastirmalarda da geleneksel kiiltiire alma metotlari

kullanilmistir. Oysa bu tip metotlar, uzun zaman almasi, fenotipik Ozelliklerin ortaya



cikmasindaki yetersizlikler ve kiiltiire alinamamig canli hiicrelerin belirlenmesinin imkansiz

olusu gibi ciddi dezavantajlara sahiptirler.

Sonug olarak geleneksel fermente siit liriinleri igerisinde segkin bir yere sahip olan kefire
karaktesitik nitelikler kazandiran mikrobiyal floranin hassas ve giivenilir teknikler ile ortaya
konulmasi gerekmektedir. Bu amagla bu calismada farkli tiniversitelerden saglanan kefir
taneleri ve piyasadan temin edilen farkli marka kefirlerin laktik asit bakterileri ve maya
profili, PCR-DGGE yontemi kullanilarak incelenmistir. Boylece fenotipik metotlarin
yetersizligini elemine eden genotipik metotlar kullanilarak kefirin karmasik mikroflorasinin
daha detayli olarak agiga c¢ikarmak ve farkli kaynaklardan temin edilen kefir ve tanelerinin

mikrofloralarini karsilastirmak amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kefirin Tanimi ve Tarihgesi

Kefir, tarihi bir ge¢misi olan, i¢imiyle canlilik veren, hos bir tada sahip fermente bir siit
tiriiniidiir. Inek, koyun veya kegi siitiine kefir tanelerinin ilave edilmesiyle elde edilen kefir,
asidik ve alkolik fermentasyonlarin bir arada olustugu bir {iriinidiir. Dolayisiyla kefir,

geleneksel fermente siit tiriinleri igerisinde segkin bir yere sahiptir [1, 2, 3, 4, 5].

Kefirin tarihgesi hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamakla birlikte 18. yiizyildan beri evlerde
yapilip tiiketildigi bilinmektedir. Kafkasya orijinli oldugu bilinen kefirin ilk olarak nerede
tiretildigi hakkinda farkli bilgiler mevcuttur. Bazi kaynaklarda kefirin Kafkasya’da Elburus
Daglar eteklerinde yapildigi ve yapiminin gizli tutuldugu, bildirilmektedir [4]. Ayrica kefirin
Gilineybat1 Asya’da Tirkler tarafindan yapildigi da agiklanmistir. Dr. Sipowitz, kefirin ilk
tiretildigi yerin 2500 m yiikseklikteki Karatsccajeff dag kdyii oldugunu, tiretiminin uzun yillar
bu yorede gizlilik igerisinde siirdiiriildiigiinii bildirmistir [1, 2, 3, 4].

Kefir, 6zellikle kuzey Kafkasya’da uzun yasamin sirr1 olarak kabul edilmektedir. Gliniimiizde
bu yonii ile bir¢ok iilkede biiyiik ilgi gormekte ve saglik acisindan son derece yararli bir
kaynak olarak kabul edilmektedir. Bugiin diinyada yogurttan sonra en fazla taninan fermente
siit trtinii kefirdir. Halen diinyada kefir tiiketimi, 6zellikle Birlesik Devletler, Macaristan,
Polonya, Norveg, Isve¢, Finlandiya ve Almanya’da kiiciimsenmeyecek diizeydedir.
Ulkemizde de halk arasinda kefire duyulan ilginin, &zellikle konu ile ilgili haberler ve

yayinlar sayesinde giin gectikge arttig1 belirtilmektedir [6].

Kefir tiretiminde kefir taneleri (kefir danesi), kullanilmaktadir. Kefir tanelerinin ne zaman ve
nasil olustugu, nasil elde edildigi kesin olarak bilinmemektedir. Siitii fermente edici rolii olan
kefir taneleri, fermentasyon sonrasinda siiziilerek yeniden kullanilabilmektedir. Kaynaklarda
Kafkasya’da, geleneksel olarak hayvan postlarindan yapilan deri tulumlarin igerisinde siitiin
fermente edildigi ve fermentasyondan haftalar sonra tulumun i¢ yiizeyinde tabaka seklinde
biriken protein pihtilarinin (siingerimsi karnabahar benzeri) alinip bdliinerek kurutuldugu ve
kuruma sonucunda olusan kiiciik pihtilarin  kefir taneleri olarak isimlendirildigi

aktarilmaktadir [1,4].



2.2. Kefir Tanesinin Fiziksel Yapis1

Kefir tanesi, sarimtirak renkte, ¢apt 1-2 mm’den 3-6 mm’ye kadar degisen minyatiir
karnabahar goriinlimiindedir (Sekil 1). Taneler bezelye veya findik biiyiikliglinde kiictik,
diizensiz sekilli, kivrimli, yiizeyi piiriizlii , elastik ve yar1 sert yapiya sahiptir. Ag benzeri lifsi
uzantilarin birlesmesi ile olusan tabaka seklindeki yapilardan ibarettir. Gorliniim olarak

ozellikle tanenin merkezindeki lif kiitlesinin dallanma ve uzun baglar gosterdigi belirtilmistir

[7].

Sekil 2.1. Kefir tanesinin gortiniimii [8].

Kefir tanelerinin mayalanmis siitten bir sonraki fermentasyon igin siiziilerek geri kazanilmasi
gerekmektedir. Fermentasyon sonunda geri kazanilan taneler suyla yikandiginda biiyiikliikleri
degiskenlik gostermektedir (0.5 ile 3.5 cm arasinda). Taneler dayanikli ve esnek olup
koparildiginda elastikiyet gosterirler ve 6zel bir kokuya sahiptirler. Kefir taneleri suda

erimemekle birlikte, siite katildiklarinda sismekte ve renkleri beyazlagsmaktadir [4].

2.3. Kefir Tanesinin Kimyasal Ozellikleri

Kefir taneleri, kazein ve mikroorganizmalarin olusturdugu jelatinimsi kolonilerdir. Kefir
tanesi, ¢ozlinmeyen tipte proteinler; kazein, polisakkarit ve yag icermektedir. Kefir tanesinin

kuru maddesi % 10-16, protein oran1 % 30, karbonhidrat igerigi % 25-50 arasindadir.



Dolayisiyla kefir tanesinin kiitlesini, mikrobiyal hiicreler, otoliz iiriinleri ile siit proteinleri ve
karbonhidratlarin par¢alanmasi sonucu meydana gelen {irlinlerin olusturdugu sdylenebilir [7,

9, 10].

Kefir tanesinde, kefiran adi verilen polisakkarit bulunmaktadir. Kefiran laktozun mikrobiyal
metabolizmasi sonucu olusan glukoz ve galaktoz zincirlerini icermektedir. Dolayisiyla
kefiranin, baz1 bakterilerin metabolik faaliyetleri sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Kefiran,
kefir tanesinin % 24’iinii olusturur ve suda ¢6ziinmez. Kefiranin kimyasal yapisi; bir ya da iki
seker molekiiliiniin rasgele baglandig1 pentasakkarit linitelerinden olusan tekrar edilmis hekza
veya hepta tiniteleridir. Esit miktarda glukoz ve galaktoz igeren kefiranin, gida katki maddesi

olarak kullaniminin yararh olacagi diistiniilmektedir [11].

Kefirin bilesimi ve kimyasal ozellikleri kefir yapiminda kullanilan siitiin niteliklerine,
inkiibasyon siliresine ve soguk odada muhafaza siliresine bagli olarak degisim
gosterebilmektedir. Kefir bilesimi, tadi ve aromasi lizerinde siitiin mayalama sicakligi ve
bekleme siiresi etkili olabilmektedir. Kefirdeki kuru madde miktar1 kullanilan siitiin kuru

maddesine bagli olarak degismektedir [6].

Kefirin kimyasal oOzellikleri kefirin duyusal oOzellikleri ilizerine direkt etki etmektedir.
Kimyasal degisiklikler fermentasyon sirasinda olugmaktadir. Laktik asit fermentasyonu
yiiksek, alkol fermentasyonu ise diisiik sicaklikta meydana gelmektedir. Kimyasal
ozelliklerdeki degisimin, kullanilan kefir tanesinin veya kiiltiiriin aktivitesine bagli oldugu
belirtilmektedir. Kefir iiretimi sirasinda baglayan bu biyokimyasal olaylarin muhafazasi

sirasinda da devam ettigi bilinmektedir [4].

Kefirler farkli 6zellikleri dikkate alinarak farkli arastirmacilarca farkli gruplandirmalara tabi
tutulmaktadir. Nitekim Kocgak ve Giirsel [12], kefiri asit, alkol ve CO, igeriklerine gore zayif,
orta ve kuvvetli kefir olarak siniflandirilmaktadir. Bu gruplandirmaya gore; zayif kefir, asit,
alkol ve COy’ce fakirdir. Kuvvetli kefir ise, asit ve alkolce zengin, CO, miktar1 fazla
dolayisiyla ¢ok kopiikliidiir. Sahan [7] ise kefiri yag oranlarina gore; yagsiz stit kefiri (en az %
0,3 yag), yagca fakir kefir (% 1.5-1.8 yag), kefir (en az % 3.5 yag), krema kefiri (en az % 10
yag) seklinde smiflandirmiglardir. Sezer ise kefirin bilesimini seker ve etil alkol miktari

dikkate alinarak tatl sert, orta sert, sert, ¢ok sert olarak siiflandirmistir (Tablo 1) [4].



Tablo 2.1. Farkli Sertlikteki Kefirlerin Bilesimi [4].
Tath Sert Kefir  Orta Sert Kefir  Sert Kefir  Cok Sert Kefir

(%) (%) (%) (%)
Su 88.2 88.9 89.4 89.0
Siit Asidi 0.8 0.6 0.7 0.9
Etil Alkol 0.6 0.7 0.8 1.1
Siit Sekeri 2.7 2.9 2.3 1.7
Kazein 2.9 2.7 2.9 2.5
Albumin 0.3 0.2 0.1 0.1
Yag 3.3 3.1 2.8 3.3
Kiil 0.8 0.6 0.7 0.6

Kefirde fermentasyon sirasinda laktozdan laktik asit, etil alkol ve CO, olusmaktadir. Laktoz,
laktik asit bakterilerinin salgiladig1 laktaz enzimi sayesinde parcalanmaktadir. Bu nedenle,
kefirdeki laktoz orani azaldigi igin, laktoz intoleransi olan kisiler rahatlikla igilebilecegi
bildirilmigtir. Kefir {iretiminde alkol ve CO, miktari, iiriniin olgunluguna bagl olarak

degisiklik gostermektedir [7].

Kefirde, baz1 laktik asit bakterilerinin iirettikleri enzimler araciligiyla parcalanan laktozdan,
laktik asit ve CO,’in yani sira aroma maddeleri olan asetaldehit, asetoin, diasetil ve aseton
meydana geldigi bilinmektedir. Kefirde asetaldehitin diasetile oran1 3:1 oldugunda en uygun
lezzet dengesinin saglandig1 tespit edilmistir. Bu nedenle; kefirin tipik aromasinin
olusmasinda ugucu yag asitleri, alkoller, karbonil bilesikler, diasetil, propiyon aldehit,

asetaldehit, n-propanol ve izoamil alkoliin rol oynadig1 bilinmektedir [4].

2.4. Kefir Tanesinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Kefire islenecek olan siitte katilan kefir taneleri, laktik asit ve etil alkol fermentasyonunu
gerceklestirecek mikroorganizmalart igerir ve kompleks bir mikrofloraya sahiptir. Kefir
tanesinde bulunan mikroorganizmalarin sayisi, cinsi, tiirleri ve birbirine oranlar1 kefirden
kefire farklilik gostermektedir. Bu nedenle kefir tanesindeki mikroorganizma tiirleri ile ilgili

arastirma sonuglar1 birbirinden farkhidir [7,9].

Kefir florasi tanenin orjinine, iiretim teknigine bagl olarak degismektedir. Ozellikle
bakteri/maya orani kKefirin duyusal 6zellikleri tizerinde etkilidir. Kefirde, kontamine mayalarla

dogal mayalarin birbirinden ayirt edilebilmesinin oldukg¢a zor oldugu bildirilmektedir [4,6].



Kefirin karakteristik &zellikleri ve saglik iizerindeki olumlu etkilerinin mikroflora
kompozisyonuna bagli oldugu anlasilmistir. Ancak bu mikrofloranin sabit olmayip bir¢cok

faktore bagl olarak az veya ¢ok degisebildigi bildirilmektedir [6, 7, 13].

Kefirde yer alan mikroorganizmalarin temel fonksiyonlar1 laktik asit, hidrojen peroksit
(H20,), antibiyotik ve bakteriyosin tiretmeleridir. Kefirde mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan asetik asit, hidrojen peroksit ve antibiyotiklerin E. coli ve Salmonella gibi patojen
bakteriler iizerine antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir. Kefir, pek ¢ok faydali bakteri
ve mayay1 icermesi nedeniyle probiyotik 6zelliktedir. Kefirin 107 kob/g’dan daha yiiksek
oranda faydali mikroorganizma igerdigi i¢in probiyotik o6zelligi mevcuttur. Kefir
mikroflorasini olusturan bakterilerin pek ¢ogu bakteriyosin iiretme 6zelligene sahiptir. Ayrica

kefir mikroflorasi fekal enzim aktivitesini de azaltmaktadir [2, 3].

Kefir mikroflorasinda, tanenin orijinine baglh olarak laktozu fermente eden veya etmeyen
mayalar ile homofermentatif ve heterofermentatif laktik asit bakterileri ve asetik asit
bakterileri bulunmaktadir. Kefirden izole edilen laktik asit bakterilerinin patojen Gram (-) ve

(+) bakteriler iizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmektedir [3, 4, 14].

Ergiillii ve Ugiincii [10], kefir mikroflorasinin ana kaynagmn Lactobacillus ve Leuconostoc
cinslerinin olusturdugunu bildirmislerdir. Kefirden izole edilen mikroorganizmalar Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2.2. Kefirden izole Edilen Mikroorganizmalar.

Simova ve ark. [15] Ergiillii ve ark.[10] Akkuzu [9],
Lc. lactis Enterococcu faecalis Lb. helveticus
St. thermophilus Lc. lactis Leu.lactis
Lb. delbrueckii Lc. cremoris Leu. dextranicum
Lb. bulgaricus Leu. cremoris Leu. cremoris
Lb. helveticus Leu. mesenteroides E. faecalis
Lb. casei subsp. Lb. kefir E. faecium
Lb. brevis Lb. casei E. durans
Lb. brevis E. hirae
Lb. caucasicum Lc. lactis

Lc. raffinolactis

St. thermophilus

St. acidominimus
Candida sphaerica
Candida parapisilopis
Candida famata
Candida kefir




Bazi kefir 6rneklerinde enterokoklarin ve koliform grubu bakterilerin bulundugunu belirten
aragtirmacilar bu iki gruptaki mikroorganizmalarin dogal olarak kefir mikroflorasinda
bulunmadigini ve c¢esitli kaynaklardan bulagmis olabilecegini bildirmislerdir. Diger taraftan
sirke asidi bakterileri (Acetobacter spp.) normal kefir florasi igerisinde yer almakla birlikte,
diisiik 1s1 derecelerinde gogalarak kefirin eksi bir tat olusumuna neden olduklarindan, yabanct

mikroflora olarak kabul edilebilecegi belirtilmektedir [3,6].

Kefir tanesine bulasabilen en 6nemli mikroorganizmalar; koliform grubu bakteriler, Kahm
mayalar1 (Candida ssp.) ve Geotrichum candidum’dur. Bu bulasmanin kefir tanesindeki
orijinal mikroorganizmalarin islevini bozmadigi, ancak bunlarin tespit edilebilmesinin

oldukca zor oldugu bildirilmektedir [4].

2.4.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri Gram (+), hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz (-), mikroaerofil veya
anaerob bakterilerdir. Sporolactobacillus inulinus hari¢ higbiri spor olusturmaz. Laktik asit
bakterileri, siit ve siit irlinlerinde, bitkilerde, bitki atiklarinda, insan, hayvan ve diger
canlilarin barsak mukozasinda bulunabilirler. Su ve toprakta hemen hemen hi¢ bulunmazlar.
Laktik asit bakterileri, laktik asitin yani sira hidrojen peroksit, CO,, bakteriosin gibi
antimikrobiyal maddeler olusturmaktadirlar. Laktik asit eksi, kokusuz zayif bir asit olup, iyi

bir ¢oziiciidiir. Besin maddelerinin korunmasini saglar [16].

Bu organizmalar dogal ortamlarinda insanlar hayvanlar ve bitkileri kapsar. Birgok ilging
metabolik karakteristik 6zelliklerinden ve uzun zamandir giivenle kullanilmalarindan dolay1
genis endiistriyel kullanima sahiptirler. Peynir, yogurt, eksi hamur ve yem gibi bircok
fermente gidada aroma tekstlir ve bozulmayr dnlemek amaciyla kullanilan yedi LAB tiirii
belirlenmistir. Bunlar; Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus,
Enterococcus ve Streptococcu’tur. Filogenetik olarak LAB den olmadiklart halde
Bifidobacterium, Bropionibacterium ve Bervibactrium cinslerinin LAB ile benzer 6zellik
gosteren bazi tiirleri de gida endiistrisinde kullanilirlar. Son zamanlarda biyokimyasal ve
biyoteknoloji ile iiretilen biyopolimer ve biiyiime enzimleri gibi agiz yoluyla alinan iiriinlerin

tiretiminde de LAB’lar kullanilmaktadir [20].

Laktik asit bakterileri glukozu fermente etmelerine goére; homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakterileri olarak ikiye ayirilirlar. Homofermentatif laktik asit

bakterileri, Embden Meyerhoff Parnas (EMP) yolu ile (Fruktoz Di Fosfat —FDP-yolu)
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glukozu parcalayarak % 90 oraninda laktik asit olustururlar. Heterofermentatif laktik asit
bakterileri ise, Hekzos Mono Fosfat (HMF) yolu ile glukozu pargalarlar ve % 50 oraninda
olusan laktik asitin yani sira etanol, asetik asit, gliserol, mannitol, fruktoz ve CO, gibi yan

tirlinler meydana getirirler [6, 13].

Laktik asit bakterileri gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin gelisimini engeller. Bu
Ozellik insan saglig1 agisindan da onemlidir. Laktik asit bakterilerinin {iretmis oldugu laktik
asit, asetik asit, formik asit, propiyonik asit ve hidrojen peroksitin birgok mikroorganizma

tizerine inhibitor etkisi oldugu bilinmektedir [17].
2.4.2. Asetik Asit Bakterileri

Kefir tanesinde, kefir viskozitesini ve kivamini artiran, kefir yapisint diizenleyici rol oynayan
asetik asit bakterilerinin (Acetobacter aceti ve A. raseus) onemli bir role sahip oldugu
bildirilmektedir [4, 6].

2.4.3. Mayalar

Mayalar diger mikroorganizmalarla simbiyotik yasam siirerler. CO2 olusumunda ve aroma
gelisiminde rol oynarlar. Maya fermentasyonuyla diasetil olustugu bilinmektedir. Fazla maya
fermentasyonu sonucunda, CO; olusumlari artar, hacim artis1 ve bu nedenle ambalajlama

sorunu ortaya ¢ikar [4, 6, 11].

Kefir iiretiminde laktozu fermente edemeyen mayalarin da mevcut oldugu bilinmektedir. En

¢ok izole edilen mayalarin C. kefir ve S.cerevisiae oldugu belirtilmektedir [6].

2.5. Kefirin Beslenme Degeri ve Saghk Uzerine Etkileri

Kefirdeki CO;’in sindirimi kolaylagtirdigi belirtilmektedir. Sindirimi kolay ve proteince
zengin olmasi nedeniyle hastalar ve c¢ocuklar igin uygun bir besindir. Kefirin diizenli
tiikketildiginde iyilesmeyi tesvik ettigi ve agirlik artis1 sagladigina da dikkat cekilmektedir.
Kefirin saglk iizerindeki olumlu etkilerinin mikroflora kompozisyonuna bagli oldugu

anlasilmaktadir [17,18].

Fermente gidalarda antimikrobiyal etkiyi olusturan en Onemli faktorlerden biri

bakteriosinlerdir. Laktik asit bakterilerinin bakteriosinleri bazi Gram (+) ve (-) bakterilere
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karst inhibisyon etkisine sahiptir. Yapilan aragtirmalarda Lactobacillus acidophilus ve L.
bulgaricus igeren fermente siit fUriinlerinin tiiketilmesi ile midedeki koliform grubu

mikroorganizmalarin sayisinda azalma oldugu ve bagirsak sikayetlerinin kayboldugu

bildirilmektedir [14].

Kefir mikroflorasindaki mayalar ve asetik asit bakterileri de patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ayrica Kefirin antifungal etkisinin de bulundugu
bildirilmektedir. Bu kapsamda; C. albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. crusei, C.
albicans klaur, S.cerevisiae, Rhodotula, Torulapsis glabrata, Microsporium nanum ve
Tirubrum mentagrophytes, Trichopyton rubrum’a karsi antifungal etkisinin bulundugu
bilinmektedir [4].

Kefir tanesinde bulunan kefiranin antitiimor aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir. Kefirin

kolon kanserine kars1 koruyucu etkiye sahip olduguna dair cesitli hipotezler ileri siiriilmiistiir

[4].

Kefirin kolestrolii azaltabilecegi, anemi {izerine olumlu etkisi oldugu ve kandaki hemoglobini
artirdigi, diyareye karsi yararli oldugu, istahsizlik, uykusuzluk, tiiberkiiloz, sarilik, ekzama,
bobrek ve safra bozukluklar1 ile mide iltihaplari, kronik barsak iltihaplari, kalbin
atardamarlart ile ilgili hastaliklari, yiiksek tansiyon, kabizlik gibi bazi hastaliklarda basarili bir
sekilde kullanilabilecegi bildirilmektedir [14].

Kefir tanesinde bulunan LAB’ne olan yogun ilginin sebepleri bu organizmalarin saglik
tizerinde olumlu etkileri ve besleyici veya kaliteyi artirict 6zellikleri nedeni ile pek ¢ok gida
tirtiniine katilmalari, yasal ya da endiistriyel birimlerin ve tiiketicilerin, saglik, etiketleme ve
patentle ilgili talepleridir. En fazla calisilan ve kabul edilmis probiyotik tiirler Lb. acidophilus
LA1L, Lb. acidophilus NCFB 1748, Lb. rhamnosus GG, Lb. casei Shirota, Lb. gasseri ADH ve

Lb. reuteri 'yi igerir.

2.6. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

Laktik asit bakterilerin tanimlanmasinda, mikroorganizmalarin karakteristik 06zelliklerini
tespit etmeye dayanan fenotipik metotlar ile mikroorganizmalarin kromozomal ve
ektrakromozomal genetik elementlerinin  analizine dayanan genotipik  metotlar

kullanilmaktadir [21]. Tanimlamalarda farkli metotlarin birbirlerine gore genis bir aralikta
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tanimlama giicii, gli¢lii ayrim, tekrarlanabilirlik ve is yiikii yonlinden goreceli lstiinliikleri

mevcuttur [20].

2.6.1. Fenotipik Metotlar

Fenotipik yoOntemler, genetik bilginin ekspresyonu ile ortaya ¢ikan Ozelliklere gore
mikroorganizmalarin  birbirleri ile olan iligkilerini ortaya koymaktadir [20].
Mikroorganizmalarin karakterizasyonunun da kullanilan geleneksel metotlar genellikle

fenotipik test metotlarina dayanmaktadir [23].

Ozellikle endiistriyel ya da uygulamali mikrobiyoloji birimlerinde gidalarda bulunan laktik
asit bakterilerinin tanimlanmasinda hala fenotipik metotlar rutin olarak kullanilmaktadir [20].
Tanimlamada kullanilan fenotipik yoOntemler arasinda biyotiplendirme, serotiplendirme,
bakteriyofaj tiplendirme, bakteriyosin tiplendirmesi, antimikrobiyal direng testleri, faj tipi ya

da bakteriyosin duyarlilik profili gibi yontemler yer almaktadir [23].

Fenotipik tiplendirme metotlarnin temel dezavantaji mikroorganizmalarin fenotipik
ozelliklerini degistirme egilimleridir. Fenotipik 6zelliklerde meydana gelen bu degisiklikler
degisen cevre kosullarina bir yanit olabilir ve dnceden fark edilmemektedir. Ayrica tek bir
niikleotitte meydana gelen degisiklik fenotipten sorumlu olan herhangi bir genin
fonksiyonunu bozabilmektedir. Boylece genotipik olarak farkli fakat fenotipik olarak ayirt

edilmez izolatlar meydana gelebilmektedir [22].

Yapilan bir ¢alismada eksi hamurdan elde edilen ve morfolojik ve fizyolojik analizler
neticesinde LAB olarak tanimlanan 317 izolatin APISO CHL sistemiyle sadece % 38’1 tiir
seviyesinde tanimlanabildigi belirtilmistir. Benzer bir yontem Uganda’nin geleneksel
fermente bir iceceginde 113 LAB izolatinin tanimlanmasinda da kullanilmistir [24]. Bu
caligmalarin tekrarlanabilirliklerinin diisiik olmasi, siiflandirmada karsilasilan giicliikler ve
tanimlamalarin sadece soy seviyesinde ger¢eklestilebilmesi gibi nedenlerle fenotip metotlarin

ayirma giiclerinin siirl oldugu belirtilmektedir [20].

Ayrica fenotipik yontemlerin is yiikiinlin fazla olmasi, uzun zaman almasi, ¢ogunlukla
degisken sonuglar veren yontemler olmasi nedeniyle genotipik yoOntemlere olan ilgi

artmaktadir [20].
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2.6.2. Genotipik Metotlar

1990’lardan sonra DNA’ya dayali pekcok tabanli tanimlama metodu gelistirilmistir [20, 25,
26]. Ogzellikle polimer zincir reaksiyonuna (polymerase chain reaction, PCR) dayanan
yontemler mikroorganizmalar1 karakterize etmek ve tiplendirmek i¢in hizli, giivenilir ve basit
yontemler olarak 6ne ¢ikmistir. PCR temelli tiplendirme metotlart mikrobiyal genom
yapisinin tamamini veya bir kismini tarama yetenegine sahiptir [23].

Amann ve ark. [27] tarafindan yapilan calismada degisik habitatlarda kiiltiire alinabilen
bakterilerin toplam sayilarinin karsilastirilmasi biiyiik farkliliklar gostermistir. Bu farkliligin
nedenlerinden bir tanesi degisik organizmalarin birbirine bagimli olmasi, digeri ise
bakterilerin ¢ogunun dogal ortamlarindaki biiylime kosullarinin tam olarak bilinememesidir.
Dolayisiyla mikrobiyal gesitliligin ekosistemlerin devamindaki roliinii daha iyi anlamak igin
geleneksel mikrobiyal prosediirlere ek olarak baska yontemler de gerekmektedir.
Mikroorganizmalarin tespit edilmesi ve tanimlamasi i¢in, 16S rRNA, ya da onu kodlayan gen
gibi bazi molekiiler markirlarin (isaretleyicilerin) kullanildig1 molekiiler biyolojik teknikler,
mikrobiyel ¢esitliligi arastirmak ve mikrobiyal topluluklarin yapilarini analiz etmek i¢in artik

daha siklikla kullanilmaktadir.

Stiphesiz, bu metotlarin en Onemli avantajlarindan birisi mikroorganizmalarin biiylime
kosullarindan bagimsiz olmalaridir. Genotip metotlar tiir seviyesinden sus ve biyovaryete

seviyesine kadar cesitli seviyelerde ayrim yapabilme giiciine sahiptirler. [19,20].

Cogu genotipik metodun dayandigi PCR, molekiiler biyolojide genis ¢apta uygulanan bir
teknik olup, basitce bir gen ya da DNA bolgesinin ug¢ bdlgelerine baglanan oligooniikleotid
primerler aracilig1 ile bir dizi replikason gecirerek ¢cogaltilmasi esasina dayanir. PCR, bir gesit
"in vitro replikasyon" islemidir. PCR, reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklikta
birbirinden ayrilmasindan (denatiirasyon) sonra sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya
baglanmas1 (hibridizasyonu) ve daha sonra zincirin uzamasindan olusan bir dongiiniin

(polimerizasyonu) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanmaktadir [29].

Bir gida matriksindeki bakteriyel izolatlarin cins seviyesinin Otesinde, tiir seviyesinde
tanimlanmasi ic¢in, 16S rRNA {izerinde tiire 6zgii primerler dizayn edilebilmektedir.
Bilinmeyen bakteriyel izolatlar tanimlanacagi zaman, 16S ya da 23S rRNA dizilerinin analizi

tanimlama giicii yiiksek bir yontem olarak degerlendirilmektedir [30].
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Genetik parmak izi teknikleri mikrobiyal topluluklardaki genetik gesitliligin belirlenmesini
saglar. Gida orneklerinden ekstrakte edilen diisiik molekiiler agirlikli rRNA molekiillerinin
(5S rRNA, tRNA) yiiksek ¢oziintirliiklii poliakrilamit jellerde elektroforetik ayrimi mikrobiyal
ekolojide 1990 lardan beri kullanilan parmak izi tekniklerinden bir tanesidir [26].

Son on yilda PCR ve 16S rRNA dizi analizinin yaygin kullanimi, klinik mikrobiyolojide yeni
bakterilerin bulunmasi ve bakteriyel izolatlarin dogru olarak tanimlanmasinda ¢ok 6nemli rol
oynamistir. 16S rRNA genomun olduk¢a korunmus bir bolgesi olup ayrica degisken bolgeleri
de icermektedir [31].

Mikroorganizma tiirlerin tanimlanmasinda ve filogenetik analizlerinin yapilmasinda 16S
rRNA’nin degisken V1-V3 bolgelerinin dizi analizi azalan maliyetle birlikte uygun bir
secenek haline gelmistir [27]. Ancak Lb. plantarum, Lb. paraplatarum, Lb pentosus gibi
yakin iligkili tiirlerin ayrlmasi i¢in 16S rRNA tam sekans analizi yeterli degildir. Alternatif
olarak arasinda tRNA genlerininde bulundugu 16S-23S rRNA bdlgesi dizi analizi uygun bir
secenek olabilir [32, 33].

PCR’m kesfi DNA fingerprint metotlart i¢in 6nemli bir gelismedir. Bu yontemle ¢ogaltilan
herhangi bir DNA molekiiliiniin hedef fragmentleri, daha sonraki analiz basamaklarinda
kullanilmaktadir. Yiiksek oranda korunmus bolgelerin cogaltilmas: ile akrabalik iliskileri
tanimlanabilir. Degisken DNA segmentlerinin ¢ogaltilmasi ise, yakin iligkili tiirler arasindaki

farkliliklar1 belirlemede kullanilmaktadir [33, 34].

PCR’a bagli DNA fingerprinting teknikleri; Randomly Amplified Polimorfik DNA (RAPD),
repetitive  exstragenic palindrom (rep)-PCR, PCR- Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Amplified
rDNA Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis (ARDRA)’y1 igerir [19, 20].

Restriksiyon enzimleri (RE) ¢ift zincirli DNA’y1 belli niikleotit dizilerinden taniyan ve kesen
enzimlerdir Spesifik primerlerle gerceklestirilen segici PCR reaksiyonundan sonra elde edilen
toplam DNA ya da amplikonlar restriksiyon enzimleri (RE) tarafindan da kesilebilir. Bu da
boyutca birbirinden farkli bir fragment karisimimin ortaya c¢ikmasma neden olmaktadir.
RE’lerin DNA analizinde kullanilmasi ile ayrim giicii oldukca yiiksek bir teknik olan
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analizi gelistirilmistir [34]. Genellikle

izolatlan tiir seviyeinde tanimlamak i¢in kullanilan bu DNA fingerprint metodunun ayrim
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giicii ¢ok yiiksektir. Bu yilizden laktik asit bakterileri starter kiiltlirlerinin se¢iminde ¢ok
yararhidirlar [20].

Daha geligsmis bir parmak izi belirleme teknigi ise, PCR Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP)’dir. AFLP yontemi aslinda PCR ve RFLP yontemlerinin bir
kombinasyonudur. Bu teknik genomik DNA’nin restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra
olusan DNA pargalarinin bir grubunun selektif amplifikasyonuna dayanir. Bakteriler i¢in ¢ok
etkili bir parmak izi metodu oldugu belirlenmistir. Bu yontem bakterilerde hem tiir hem de
sus seviyesinde tanimlama yapabilir. AFLP epidemiolojik calismalarda ve gida kokenli
patojenlerde, DNA viruslari, hiicre i¢i bakteriler, gram negatif ve pozitif bakterilerin tespit
edilmesinde siklikla kullanilmaktadir [19,20,23]. Hedef organizmanin DNA dizisinin
bilinmesine gerek yoktur. AFLP’nin performans: 2 faktore baglidir bunlar; DNA saflig1 ve
konsantrasyonudur [23]. Tekrarlanabilirligi yiiksektir ve biitiin polimorfizimlerin hizlica
taranmasina olanak saglar. AFLP tekniginin genomdaki Lb. pentosus, Lb. plantarum ve Lb.

paraplantarum tiirleri arasinda iyi bir ayrim sagladig: bildirilmistir [19].

Ribotyping’in bir ¢esidi olan ARDRA’nin prensibi, PCR ile ¢ogaltilmis ribozomal genlerin
restriksiyon enzimleri ile kesilmesine dayanmaktadir [23]. Kesim i¢in sik kesen tetramerik
restriksion enzimleri kullanilmaktadir [23]. 16S rRNA fragmentlerinin restriksiyon enzim
analizi yontemidir. ARDRA yontemi Lactobacillus tiirleri arasinda tiir seviyesinde ayrim
yapabilmektedir. 16S-23S rRNA spacer bolgesinin ARDRA analizi ile Lb. alimentarius ve
Lb. farciminis [35] gibi yakin iliskili tiirlerin ya da Lb. casei ve Lb. acidophilus’u i¢ine alan
diger Lactobacillus tiirlerinin ayrimi yapilabilmektedir. Ancak tiim genomdaki farkliliklart
inceleyen Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemine gore ayrim giicii daha diisiiktiir
[36].

Rep-PCR AFLP tiplendirmesine alternatif olan daha az karisik bir tiplendirme metodudur. Bu
metotta prokaryotik genomdaki karakteristik bolgelerde bulunan tekrarlanan DNA
elemanlarma yonelik primerler kullanilmaktadir [23]. Tekrarlanan bakteriyel DNA
elementlerinin PCR amplifikasyonu, yiiksek ayirma giicii ve hizi, disiik maliyeti nedeni ile
PCR tabanli giiclii bir tanimlama teknigi olarak ortaya ¢ikmistir. Berthier ve Beuvier [37]
yaptiklar1 bir ¢alismada, Rep-PCR ile sosisde bulunan Lb. pentosus, Lb. plantarum, Lb.
paraplantarum ve Lb. alimentarius ve Lb. paralimentarius tiirlerinin ayrimini

yapabilmislerdir.

15



RAPD rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA metodudur [19]. Biitiin genomlara
uygulanabilen bu teknikte, tek bir primer yardimi ile hedef bakteriyel genomun rastgele
amplifikasyonu sonucunda olusan farkli uzunluktaki amplifikasyon triinleri, kompleks bir
fingerprint olusturur. Teknigin en biiyiik avantajlarindan biri genom dizisi hakkinda detaylh
bilgiye ihtiyag duymamasidir. Digeri ise, ¢ok miktarda yiiksek saflikta DNA
gerektirmemesidir. En Onemli dezavantaji ise nonspesifik primerler kullanildigindan
duyarhiliginin reaksiyon kosullarina bagli olmasidir. Patojenik ve patojenik olmayan suslarin
ayrimi ve smiflandirilmasinda RAPD’in uygun bir yontem oldugu bildirilmistir [23, 38]. Bu
teknik 16Sr RNA tam sekans analizi ile birlikte gidalarda bulunan laktobasilleri karakterize

etmede kullanilan en yaygin tekniklerden biridir [19].

PCR’a dayali olmayan molekiiler teknikler ise Genetik prolar/DNA dot blot teknigi,
ribotiplendirme, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)’dir [19].

Genetik problar/DNA dot blot tekniginde, bakteriyel genomik DNA’daki hedef tanimlama
sekansina baglanacak oliigoniikleotit problar sentetik olarak hazirlanirlar. Genelde problar
16S ya da 23S rRNA genlerine yonelik olarak hazirlanirlar. Ancak 16 S rRNA (1.5 kbp) 23 S
rRNA’dan (2.3 kbp) daha kii¢iik oldugu i¢in daha ¢ok tercih edilir [19].

Ribotiplendirme bakterilerin rRNA’daki farkliliklarina dayanarak tiir seviyesinde tanimlama
ve smiflandirma yapmaktadir. Bu teknik bakteriler arasindaki filogenetik iliskinin
anlagilmasma olanak vermektedir. Ribotiplendirme bir¢cok bakterinin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir [20, 39]. Popularitesinin temel nedeni tanimlama giicii ve tekrarlanabiliginin
yiiksek olmasidir. Ancak pahali ve uzun zaman alabilen bir tekniktir. Lb. acidophilus, Lb.
casei, Lb. delbrueckii, Lb. fermentum, Lb. helveticus, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb.

rhamnosus, Lb. sakei ve Lb. gasseri tiirlerinin tanimlanmasinda oldukga iyidir.

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) agaroz i¢inde karistirilan bakteri hiicrelerinin
deterjan ve enzim yardimi ile parcalanarak DNA izolasyonu yapildiktan sonra bakteriyel
DNA’nin nispeten az sayida ve biiyiik parcalar olusturan bir RE ile kesimine dayanmaktadir.
Elektroforez sonucunda elde edilen bant profilleri bilgisayar progamlar1 yardimi ile
degerlendirilerek suslarin birbiri ile olan iliskileri ortaya konulmaktadir. PFGE analizi diger
parmak izi stratejilerine gore daha zaman alict olmakla birlikte, bu teknik biitiin genomu
temsil eden biiylik DNA fragmentlerini analiz ettiginden, ¢ok iyi tanimlama giiciine sahiptir.

Pek ¢ok mikroorganizmanin alt tiir seviyesinde ayrimi ¢ok dogru bir sekilde yapilabilmektedir
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[40]. PFGE, pek c¢ok tiiriin karakterize edilmesinde, genom biiyiikliigii hakkinda bilgi
edinmede, bakteri kromozomlarinin genetik haritalarinin olusturulmasinda biiyiikk oranda
kullanilan bir metottur [41]. Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii ve 3 alt tiiriiniin
(bulgaricus, delbrueckii ve lactis), Lb. fermentum, Lb. helveticus, Lb. plantarum, Lb.

rhamnosus ve Lb. sakei’nin ve bazi probiyotik tiirlerin ayriminda basarili bir tekniktir.

2.6.2.1. Kiiltiirel Olmayan Teknikler

Kiiltiirel metotlarin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi, Ornekten izole edilen izolatlarin
ornegin mikrobiyal kompozisyonunu tam olarak yansitamamasi gibi bazi sinirlamalar1 vardir.
Daha spesifik olarak bakterinin kiiltiirel metotlar ile saptanmasinda izolasyon ortamlarinin
yetersizliginden kaynaklanan problemler nedeniyle kiiltiirel olmayan tekniklerin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur [20].

Molekiiler biyoloji hizla gelisen bir alandir. Bu bilim dalindaki branslardan birisi de
mikroorganizmalarin dogal ekosistemde gozlemlenmesi ve tanimlanmasina dayali metotlarin
gelistirilmesidir. Hizlilik ve giivenirlilik molekiiler metotlarin en 6nemli 6zelliklerindendir.
Egilim genellikle kiiltiirel olmayan metotlara yoneliktir. Kiiltiirel olmayan tekniklerin tercih
edilmesindeki temel neden, birgok bakterinin gelistigi dogal ortamla ilgili bilginin yetersiz
olmasi ve bu ortamlara benzeyen sartlarin saglanma zorlugudur. Ciinkii dogal ortamlardan
bakteriyel DNA’nin direkt izolasyonu ile, segici kiiltiirle ilgili sorunlarin {istesinden

gelindigine inanilmaktadir [20].

DNA, tiirler arasinda ve zaman i¢inde genetik bilginin korunmasindan sorumlu bir
molekiildiir. Niikleotit denilen kimyasallarin anlamli bir sekilde siralanmasindan olusur. Bu
niikleotitler; A, T, G, C ile sembolize edilir. Bu dizilimler organizma ya da birey hakkinda
bilgi verir. Dizilimdeki herhangi bir degisime mutasyon denir ve bu mutasyonlar ¢gogunlukla
rastgele olurken, bazi organizmalarda yeni bir ortama alisirken meydana gelir. Dolayisiyla, bu
degisimlerin gozlemlenmesi ve anlasilmasi ile ortamdaki organizmalarin tanimlanmasi

saglanir. DGGE bunu yapmay1 deneyen bir tekniktir [42].

2.6.2.1.1. PCR-DGGE

PCR-DGGE molekiiler bir parmak izi metodudur ve ayni1 boyuttaki farkli dizilimdeki PCR

tirtinlerinin ayrilmasinda kullanilan bir elektroforetik metottur [20, 43].

17



DGGE Kkiiltiirel olmayan tekniklerinden en yaygin kullanilanidir. Tip, ¢evre, endiistri,
farmakoloji gibi alanlarda bircok uygulamasi olan bu teknik, son zamanlarda yaygin olarak
gida mikrobiyolojisinde de kullanilmaya baglamistir. PCR-DGGE ile gidalarin dogal
ekosisteminde bulunan mikroorganizmalarin populasyon dinamikleri izlenebilmektedir [20].
Bu teknik  mikroorganizmalarin  kiiltire = alinmadan  bulunduklar1  ortamlarda
tanimlanabilmesini saglayabildigi gibi, kiiltiire alinan mikroorganizmalarin tanimlanmasinda

da siklikla kullanilabilmektedir.

DGGE kompleks mikrobiyal topluluklarin tanimlanmasi i¢in en uygun ve en fazla kullanima
sahip olan bir metottur [25]. Cift sarmallli DNA  (dsSDNA) molekiiliiniin dogrusal
denaturantlar (iire ve formamit karisimi) gradiyenti igeren poliakrilamit jellerdeki azalan
elektroforetik mobilitesi bu ayrimin nedenidir [26]. PCR tabanli bu teknik amplifiye edilmis
DNA parcalarindan olugsmus karisimin, denatiire edici bilesenler igeren poliakrilamit jel
icinde ayrilmasini saglar. Normalde agaroz ya da akrilamid jel elektroforezinde her bir DNA
pargasinin elektronik mobilitesi onun boyutu ile orantilidir. DGGE’de ayni boyuttaki DNA
pargalar1 denaturasyon profillerine gore jel tizerinde ayrilir. Cift zincirli DNA (dsDNA) artan
denatiirasyon sartlarina maruz kalinca tek zincirli DNA (ssDNA) haline doniisiir [44].
dsDNA’nin denatiirasyonunda fragmentler erime bolgeleri denen yerlerde kademe kademe
denatiire olurlar ve sonucta dsDNA, ssDNA’ya doniisiir. Erime bolgeleri, ayn1 sicaklikta
eriyen baz dizilerinin olusturdugu alanlardir. Denature edici gradiyent jelin belli bir
noktasindaki erime sicakligi ¢ift zincirli DNA’nin erime sicakligina ulastig1 zaman sarmallar
kismi olarak acilir ve molekiiliin ilerleyisi pratik olarak durur. Sekans varyasyonu erime
sicakliklarmin farkli olmasina neden olur ve farkli dizilime sahip molekiillerin ilerleyisi jelin
degisik noktalarinda sonlanir ve boylelikle farkli jel goriintiileri olusturur. dsDNA
parcalarinin eriyip tek zincirli haline geldigi nokta niikleotid dizilimine ve G-C yiizdesine

baglidir [20, 26].

PCR-DGGE’yi mikrobiyal ekolojiye Muyzer kazandirmigtir [43]. Bu ayrimin teorik yonleri
ise Fisher ve Lerman tarafindan ortaya konmustur. PCR-DGGE’nin ¢alisma prensibi Sekil

2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. PCR-DGGE nin ¢alisma prensibi [46]

DGGE jellerine yiiklenen DNA pargalart genellikle PCR iiriinleridir [20]. Bu teknikte
oncelikle bir¢ok organizmayi iceren bir drnektekten direkt DNA izolasyonu yapildiktan sonra
hedef bolgeler PCR teknigiyle amplifiye edilir. Hedef bolge olarak 16S rRNA’nin degisken
bolgeleri yaygmn bir se¢imdir. Bu fragmentler daha sonra DGGE analizine tabi
tutulurlar. DGGE jelindeki denaturasyon kosullarini lire ve formamid olusturur. % 100
denaturasyon jeli % 40 formamid ve 7M fiire igerir. Akrilamid solusyonuna diisiik ve yiiksek
konsantrasyonda denatiirantlar eklenip diislik soliisyondan yiiksege dogru asamali denaturant
gradienti olusturmak i¢in cam plakalar arasina dokiliir. Jel dokiildiikten sonra 6rneklerin
yiiklenecegi kuyucuklari olusturacak tarak yerlestirilir ve jelin polimer yapisi belirli bir stirede
olusur. DGGE, DNA molekiillerinin ¢6ziilmesini saglamak i¢in 60°C civarinda sabit bir
sicaklikta gerceklestirilen jel elektroforez tipidir. Dolayisiyla DNA, proteinler ve RNA gibi
molekiillerin elektriksel yiik ve molekiil agirligina dayali bir aywrma teknigi olan
elektroforezin temel prensipleri gegerlidir. [20, 44]. DGGE’de negatif yiikli DNA pozitif
yiikli elektrot tarafindan ¢ekilir ve poliakrilamid jelin porlarindan (gézeneklerinden)

gegmeye zorlanir (Sekil 3) [20].
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Sekil 2.3. Calismada kullanilan D-code mutasyon tespit sistemi

En yiiksek ¢oziiniirliik molekiiller 6zelliklerini tamamen kaybetmedikleri zaman kaydedilir.
Bu nedenle 16S rDNA fragmentlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR primerlerinden birisine
30-40 GC’lik parg¢a eklenmesi DNA parcasinin kismen iki sarmalli kalmasini ve hedef
bolgenin en diisiik erime alani i¢inde kalmasini saglar [42]. PCR primerlerinin birinin 5’
ucuna guanin ve sitozinlerden olusan bir dizi eklenir. G ve C yoniinden zengin olan bu diziye
GC klemp (clamp) denir ve yiiksek erime bolgesi gibi davranip iki sarmalli DNA’nin
birbirinden tamamen ayrilip tek sarmal haline doniismesini engeller. GC klempinin uzunlugu
30-50 niikleotit arasinda degisir. GC klemplere alternatif olarak kimyasal klemplerde
kullanilmastir [26].

DGGE parmak izindeki bantlar etidyum bromiir boyama ile ortaya ¢ikarilabilir. Bunun
yaninda syber green boyama da DGGE bantlarinin goriintiilenmesinde alternatif olarak
kullanilabilir [20]. SYBR Green’in avantaj1 arka bolge lekelerinin olmamasidir bu da daha az
miktardaki DNA parcalarinin gézlemlenebilmesine imkan saglar. Daha hassas bir belirleme
metodu ise glimilis boyamadir. Ama giimiis boyama tek bantli DNA’lar1 da boyar ve giimiis
boyali jeller daha sonra yapilan hibridizasyon analizinde kullanilamazlar [26]. DGGE
profilindeki bantlar jelden kesilerek alindiktan sonra dizi analizi ile mikroorganizma tiirleri
tanimlanir. Jelden kesilen bantlara saflastirma ya da klonlama yapilabilir. Elde edilen saf
bantlar dizi analizi i¢in hazirdir [26]. Dizi analizi sonucu elde edilen baz dizileri online veri
tabanlarindaki DNA dizileri ile karsilastirilir. Bu veri tabanlarindan en 6nemlileri EMBL ve
Genbank veri tabanlaridir. Bu veri tabanlarinda elde edilen dizileri daha 6nce depolanmig tiim

dizilerle karsilagtirmak i¢in BLAST ya da FASTA gibi algoritmalar kullanilir. Ribosomal
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genlerin dizi analizi eldeki veri tabanlarmin kapsamina ve giivenilirligine ¢ok baghidir

[20,45].

ABD’nin Ulusal Bioteknoloji Enformasyon Merkezinin biinyesindeki (National Center For
Biotechnology Information NCBI) BLAST programi, internet erisimiyle kullanilabilmesi, hizt
ve hassasiyeti sebebiyle daha popiilerdir. Protein ve niikleik asit dizilerinin farkl
kombinasyonlarla karsilagtirmalar1 veri tabanindaki farkli BLAST tipleriyle miimkiin

olmaktadir [45].

DGGE analizinden 6nce DNA pargalarinin erime 6zelliklerini belirlemek gerekmektedir.
Ayrica DNA pargalarinin en iyi sekilde ayrimini saglamak icin elektroforezin gadiyentini ve

stiresini optimize etmek gerekmektedir [26].

Denaturant ya da sicaklik gradiyenti, elektroforez yoniine paralel olarak yukardan asagiya
dogru artan jeller, “paralel gradiyent jeller” olarak isimlendirilir. Paralel gradiyent jellerde bir
¢ok Ornegin analizi ayni anda yapilabilir. Paralel jeldeki 6rneklerin analizinden once, farkli
dizilimdeki DNA parcalar1 arasindaki maksimum ayrimi saglamak icin gerekli olan
elektroforez zamani1 belirlenmelidir. Bu amagla sabit zaman araliklarinda 6rnekler teker teker
paralel jele yiiklenirler buna “zaman yolculugu deneyi (time travel experiment )”
denilmektedir [26]. Elektroforez i¢cin optimal zaman, paralel gradiyent elektroforez ile
belirlenirken, paralel jellerdeki ¢oklu bant analizi ig¢in optimal denaturant gradiyent araligi

dikey (perpendicular) gradiyent jel elektroforezi ile belirlenir.

DNA parcalarmin erime ozellikleri ve en iyi gradiyent araligi, dikey gradiyent jeller ile
deneysel olarak belirlenebilir. Dikey jellerde, soldan saga artan denaturantlar ya da sicaklik
gradiyenti vardir ve bu elektroforez yoniine diktir. Ornek jele enine uygulanir ve 3 saat
boyunca 200 V da elektroforeze tabi tutulur. Jel etidyum bromide ile boyandiktan sonra UV
151k altinda elektroforetik pattern S seklinde bir egri olarak goriiliir. Denaturant
konsantrasyonu ya da sicaklifin diisiik oldugu jelin sol tarafindaki DNA molekiilleri ¢ift
sarmallit DNA olarak go¢ ederler. Denaturant konsantrasyonu ya da sicakligin yiiksek oldugu
jelin diger tarafindaki molekiiller ise, jel i¢inde eriyerek zincirleri kirilacagindan jeldeki
ilerleyisleri durur. Orta seviyedeki denaturant konsatrasyonlarinda, degisik erime derecelerine
sahip molekiiller degisik sekillerde ilerlerler. Fragmentin en diisiik erime bdlgesinin erime

sicakligina karsilik gelen denaturasyon konsantrasyonunda, molekiiliin ilerleyisinde dikey

21



yonde bir gecis meydana gelir. Perpendekiiler jeller DNA parcalarinin erime davranislarini

belirlemek i¢in kullanilir [26].

Bugiin PCR-DGGE teknigi yaygin bir sekilde mikrobiyal ekolojide kullanilmaktadir.
Karmasik mikrobiyal topluluklarin bakteriyel profilini aciga ¢ikarmak i¢in, dogal ortamlardan
bakteriyel genomik DNA ekstrakte edildikten sonra genellikle 16S rDNA’nin V1, V2-V3, V3
ve V6-V8 gibi degisken bolgeleri PCR ile amplifiye edilmektedir. Boylece 6rnekte bulunan
farkli bakterilere ait PCR f{iriinlerinin bir karisimi olugsmaktadir. PCR {iriinleri daha sonra
DGGE ile birbirinden ayrilarak sonugta her bir 6rnek i¢in bir dizi bant elde edilmektedir. Bu
bantlarin her biri ise, bakteriyel topluluklardaki baskin bir bireye tekabiil etmektedir [26].

Gida mikrobiyolojisinde PCR-DGGE’nin ilk uygulamalari 1999 yilinda Ampe ve ark.
tarafindan yapilmis ve bir tiir fermente misir hamuru olan pozol kiirelerdeki mikrobiyal
dagilim belirlenmistir [47]. Daha sonra yapilan ¢alismalarda da basta fermente iiriinler olmak
tizere pek ¢ok gidanin mikrobiyal profili PCR-DGGE teknigi kullanilarak incelenmistir.
Omegin Cecilia ve ark. kuru fermente geleneksel Arjantin peynirinin mikrobiyal
populasyonunu incelemislerdir. Sonugta bu teknik kullanilarak Lb. sakei, Lb. plantarun, Lb.
pentosus, Lb. curvatus, St. saprophyticus, St. equorum, Pediococcus acidilactici, E. faecalis,
E. flavescens, E. faecium, E. mundtii and E. durans tiirlerini tanimlayabilmislerdir [28]. Baska
bir calismada ise bu teknik fermente Italyan sosislerindeki Micrococcaceae tiirlerini
belirlemek igin kullamlmustir [33]. Yine fermente Italyan sosislerinin fermentasyon

sirasindaki bakteriyel populasyonundaki degisim bir¢ok arastrimaci tarafindan incelenmistir
[48, 54].

PCR-DGGE analizi, direkt 6rnek matriksine uygulanabildigi gibi kat1 ya da sivi besiyeri
ortaminda kiiltiire alinan bakteri topluluklarinin gesitliligini hizli bir sekilde kontrol etmek
icin de kullanilabilir. Bu amacla petride gelistirilen kolonilerin tamami toplanarak DNA
izolasyonunu ve ardindan PCR-DGGE analizine tabi tutulur. Sonugta her bir kiiltiir ortami
veya besiyeri i¢in bir DGGE parmak izi profili elde edilir. Kiiltiir ortaminda gelisebilen
mikrobiyal topluluklari arastirmak i¢in kullanilan bu metodun gida mikrobiyolojisinde iyi bir

potansiyele sahip alternatif bir yontem oldugu ortaya konmustur [20].

PCR-DGGE yaklagimi gida fermentasyonlarinda dnemli rol oynayan okaryotik topluluklarin
incelenmesinde de kullanilmaktadir [20]. Okaryotlar igin genellikle 26S rRNA ya da 18S
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rRNA’nin hedef bolgelerini amplifiye edecek primer ciftleri dizayn edilmistir. Ornegin
Cocolin ve ark. 26S rRNA geninin PCR-DGGE analizi ile ¢ig siitlerin maya populasyonunu
arastirmistir [53]. Baska bir ¢alismada ise, bu yontem Saccharomyces cerevesia’nin sarap

fermentasyonundaki etkinligini incelemek i¢in kullanilmistir [68].

Sonug olarak birgok arastirmaci tarafindan gida ve i¢eceklerdeki mikrobiyal ¢esitlilik PCR-
DGGE ile analiz edilmistir. Ortaya ¢ikan mikrorganizma profilleri, gida {irlinlerinin
mikrobiyolojik 6zelliklerinin tanimlanmasina ve kalite kontrollerinin yapilmasma imkan

saglamistir.

Gidalarin  karmasik yapilarindan dolayr niikleik asitlerin izolasyonu bazen c¢ok zor
olabilmektedir. Ayn1 gida matriksi igerisinde bulunan farkli tiir mikroorganizmalarin hepsi
lysis ajanlarmma karst ayni hassasiyete sahip degildir ve bu farklilik genel olarak
mikrorganizmalarin hiicre duvari yapisindan kaynaklanmaktadir [20]. Bu durum DNA
izolasyonuna dayali analizlerin sonucu tizerinde oldukga etkilidir. Ciinkii analiz igin
ortamdaki biitiin mikroorganizma tiirlerine ait DNA’lar yiiksek verimde igeren bir karigimin

kullanilmasi gerekmektedir.

Diger taraftan gidanin karmasik bir yapiya sahip olmasi, amplifikasyon asamasini da olumsuz
yonde etkileyeceginden tiim kirliliklerin uzaklastirilmast gerekmektedir. Gida matriksleri
lipit, protein, karbonhidrat ve tuzlar gibi pek cok dogal bileseni igerir. Bu molekiillerden
bazilar1 izolasyonun sonuna kadar pargalanmayarak kirlilik meydana getirebilirler. izole
edilen DNA, PCR i¢in bir kalip olarak kullanilacagindan gida bilesiminden kaynaklanan
kirlilikler, PCR analizinde inhibitor olarak etki edebilir [44]. Bu amacla izolasyonda yiiksek
verimde ve reaksiyonlarda kalip olarak kullanilabilecek kadar saf bir DNA elde etmek igin

DNA izolasyon yonteminin optimize edilmesi gerekir.

DGGE ile ayrilacak DNA parcalar1 500 baz ciftinden (b¢) uzun olmamasi bazen mikrobiyal
tiirlerin giivenilir olarak tespitini zorlasmaktadir. Cilinkii veri tabani ile karsilastirilacak olan
DGGE bantlarina ait baz dizisi nispeten kisadir. 16S rRNA’nin amplifiye edilen hedef
parcalarinin dizilimleri, bazen farkl tiirler arasinda bile farklilik gostermeyebilir. Hedef baz
dizisi farkli olmayan tiirleri DGGE ile ayirmak her zaman miimkiin degildir. Ayn1 zamanda
dizilim farkli olsa bile 16S rRNA parcalar1 ayn1 erime davranigini gosterebilir ve bu ylizden
DGGE’de ayrilamazlar. Bu durum elektroforetik sartlardan ve amplifikon-spesifik erime

alanlarinin olusumundan oldukga etkilenir [20].
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Sonug olarak, iilkemizde kefirden izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla
smirli sayida arastirmalar yapilmis ve bu arastirmalarda genellikle geleneksel kiiltiirel
metotlar kullanilmistir. Ancak iilkemizde kefir mikroflorasini olusturan fermentatif LAB’nin
molekiiler teknikler ile tanimlanmasina yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Iste
bu nedenle kefire karakteristik nitelikler kazandiran fermentatif bakterilerin hassas ve
giivenilir  yontemlerle tanmimlanmasi1  gerekmektedir. Iste bu calismada, Kefirin
mikroflorasindaki LAB’nin  tanmimlanmasinda;  kompleks bakteriyel topluluklarin
inclenmesinde bir¢ok istiinliik saglayan, yiiksek bir giiven araliginda tanimlanmalarin
yapilabildigi, zaman ve is yiikii agisindan da biiyiik kolaylik saglayan PCR-DGGE yontemi,
olduk¢a giivenilir diger bir yontem olan 16S rRNA tam sekans analizi ile birlikte

kullanilmustir.

Bugiin diinyada fermente siit iiriinlerine 6zgii nitelikleri kazandiran mikroorganizmalarin
tanimlanmast amaciyla yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu amacla son yillarda molekiiler
biyoloji alanindaki gelismeler yakindan takip edilerek fermantasyonda aktif rol alan
bakterilerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Ozellikle, DNA’ya dayali tanimlama
teknikleri, Ozellikle denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) bilinmeyen
mutasyonlarin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem, ayni1 boyuttaki
DNA dizilimleri arasindaki tek bazlik farki ayirt edebilecek hassasiyete sahip olabilmekle
birlikte kisa siirede c¢ok sayida numunenin karsilastirilmasina olanak saglamaktadir.
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE); tek zincirli isaretli prob dsDNAile ayn
ortamda denatiire ve renatiire edildikten sonra DGGE uygulanir. Denaturasyonla dsDNA
molekiilii ayrilir ve proba komplemanter olan zincir, renaturasyon asamsinda probla
hibridizasyon yapar. Renaturasyona katilmayan probu ortamdan uzaklastirmak icin disardan
proba komplementer olan tek zincirli halkast DNA eklenir. Mutasyon nedeni ile olusan
‘mismatch’ler denature edici ortamda normalden daha yavag hareket ederler. Mutant/ normal
DNA heterodubleksi varsa erime 6zellikleri ve migrasyonu normale gore degisiktir. Boylece
hangi mutasyon oldugu saptanamamakla birlikte ilgili bdlgede mutasyonlarin varlig
gosterilebilir. Bu nedenle gilinlimiizde hiz ve hassasiyet agisindan en avantajli mutasyon
tarama sistemi olarak kabul edilmektedir

Ulkemizde ise kefirden izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi amaciyla sinirh
sayida arastirmalar yapilmig ve bu aragtirmalarda da geleneksel kiiltiire alma metotlar

kullanilmistir.  Ancak  {lilkemizde  kefir =~ mikroflorasin1  olusturan  fermentatif
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mikroorganizmalarin molekiiler biyolojik teknikleri ile tanimlanmasina yonelik herhangi bir
calismaya rastlanmamstir. Iste bu nedenle kefire karaktesitik nitelikler kazandiran fermentatif

bakteri ve mayalarin hassas ve giivenilir yontemlerle tanimlanmasi gerekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kefir ve Kefir Tanesi Temini

Bu calismada kullanilan taneler, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi (A), Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi Boliimii (C), Ortadogu Teknik Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii (D) ve Uludag Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’nden (B) temin
edilmis ve ayrica piyasadan toplanan farkli marka [Eker (E), Icim (F), Altmkili¢ (G) ve Kefir
Aktivya (H)] kefir igecegi satin alinarak kullanilmistir. Kefir taneleri koyu renkli cam siseler

ve siteril fizyolojik su i¢inde, icecekler ise orijinal ambalajlarinda laboratuara ulastirilmistir.

3.2. METOT

3.2.1. Kefir Tanelerinin Aktiflestirilmesi

Arastirmada kullanilan kefir taneleri 1/5 oraninda UHT siite steril sartlarda mayalanarak 25
°C’de yaklasik 12 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda taneler steril siizgec
vasitasiyla siizlilerek iirlinden ayrilmig ve elde edilen taneler saf su ile yitkanmistir. Mayalama
islemine siitte gaz olusumu gozlenene kadar devam edilmistir. Siitte gaz olusumu tanelerin

aktif hale geldiginin gostergesidir.

Tanelerin aktif durumda muhafazasi buzdolabinda +4 °C’de bekletilerek saglanmistir. Kisa
siire icerisinde kullanilacak taneler +4 °C’de, uzun siirede kullanilacak olanlar ise, -80 °C’de

muhafaza edilmistir [49].

3.2.2. Kefir ve Kefir Tanelerinden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

3.2.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Kefir tanelerinden 10 g’lik 6rnek alinarak 90 ml ringer soliisyonu ile siispanse edilmis ve
laboratuar kurallarina uygun olarak stomacher (Masticator IUL Instruments/Spain) yardimiyla
homojenize edilmistir. Hazirlanan homjenatta (10" lik diliisyon) maya ve kiif gelisimini
onlemek amaci ile 200 ppm cycloheximide ilave edildikten sonra 10" "den 10® ye kadar seri
diliisyon hazirlanmistir. Kefir igecek numunlerinden ise 1 ml 6rnek alinmis ve 9 ml lik ringer

soliisyon iceren tiiplere ilave edilerek 10" den 10" ye kadar seri diliisyon hazirlanmustr.

Kefir tanesi ve i¢cecek numunelerinin igerdigi laktobasillerin izolasyonu ve mikrobiyolojik

sayimi i¢gin MRS agar ile laktokoklar ve streptokoklar i¢in ise M17 agar besiyerleri
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kullanilmistir. Her bir diliisyonundan yiizeye yayma yontemi ile MRS ve M17 agar bulunan
petrilere ekim yapilmistir ve 30 + 1 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir [50]. MRS agarali petriler
2.5 litrelik aneorobik kavanoza yerlestirilmis ve igerisine bir adet Aneorocult C atilarak
olusturulan anerobik ortamda inkiibasyona birakilmistir [51]. Inkiibasyon sonunda MRS ve
M17 agar lizerinde gelisen ve sayilabilir yogunlukta koloni igeren petrilerde sayim yapilmis
ve morfolojik goriiniimleri birbirinden farkli diiz, sekilsiz, yuvarlak, siskin, yaygin, konveks,
mat, parlak, seffaf, beyaz, renksiz, kiiciik ve biiyiik atipik koloniler belirlenmistir. Secilen
kolonilerden MRS agarda gelisenler MRS agar ortamina, M17 agarda gelisenler ise M 17 agar
ortamina 3 faz gizilerek saflagtirllmistir. Bu isleme saf koloniler elde edilinceye kadar devam
edilmistir. Saflagtirma islemi sirasinda segilen koloniler tekrar agarli ortama ¢izilirken
kodlama yapilmistir. Bu kodlamalarda ilk olarak 6rnek kodu, ikinci olarak diliisyon numarasi
ve iiciincii olarak da o diliisyondan segilen bakterinin sayis1 verilmistir. Ornek olarak A62
kodu Ankara Universitesininden elde edilen kefir tanesi numunesinin 6. diliisyonundan ekim
yapilan petriden segilen 2. bakteri kolonisini ifade etmektedir. Saflastirilan bakteri kolonileri,
igerisinde 150 um capinda steril cam boncuklarin bulundugu tiiplerde %20 oraninda gliserol

iceren MRS broth igerisine aktarilarak -80 C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Gram Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Gram reaksiyonu icin 18-24 saatlik geng kiiltiirler kullanilmistir. Oze ile temiz bir lam iizerine
secilen kiiltlirlerden alinmistir. Lama bir damla serum fizyolojik damlatilmis kiiltiir ince bir
tabaka olusturacak sekilde lam iizerine 6ze ile yayillmistir. Preparat oda sicakliginda
kuruduktan sonra lamin alt yiizeyi lic kez buzen beki alevinden gegcirilmistir. Daha sonra
preparata kristal viyolet damlatilmis 1-2 dakika bekletilmis sonra lugol ¢ozeltisi ile yikanarak
kristal viyolet uzaklastirilmis ve ardindan tekrar lugol ¢ozeltisi damlatilmis ve 1-2 dakika
bekletilmistir. Saf su ile yikanarak lugol ¢ozeltisi uzaklastirilmig ve preparata % 95 lik etil
alkol damlatilarak 10-15 saniye bekletilmistir. Lam tekrar damitik su ile yikanmis ve sulu
fiiksin ¢ozeltisi damlatilmis 20-30 saniye bekletilmistir. Son olarak peraparatlar damitik su ile
yikanmig ve kuruduktan sonra mikroskopta incelenmistir. Mor bakteriler Gram pozitif (+),

pembe bakteriler Gram (-) olarak degerlendirilmistir [52].

3.2.2.3. Katalaz Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Bakteri kiiltiirlerinden 6ze ile alinip temiz bir lam {izerine yayilmistir. Bunu iizerine 1-2 damla
baktident katalaz damlatilmistir. Hava kabarciklar1 ¢ikist  katalaz (+) olarak
degerlendirilmistir.
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3.2.2.4 Laktik Asit Bakterilerinin 16 S rRNA Tam Sekans Analizi ile Tanimlanmasi

3.2.2.4.1. Saf Bakterilerden DNA izolasyonu

DNA izolasyonununda ticari izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilmis ve islem
asamalarinda tiretici firma tarafindan gram pozitif bakteriler i¢in onerilen izolasyon posediirii
takip edilmistir. Buna gore; MRS ve M17 agara ekim yapilan petrilerden saflastirilan ve gram
pozitif, katalaz negatif 6zellik gosteren tipik kolonilerden toplanan 2-3 6ze dolusu bakteri,
icerisinde 180 pl lizozimli sukroz ¢6zeltisi bulunan 2 ml hacmindeki tiipe aktarilmistir. Tiipler
5 saniye vortekslenerek 37 °C’de 45 dakika 1sitic1 blok igerisinde (Thermo Cell-HB-202,
Bioer /Chine) inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 25 ul proteinaz K ve 200 ul AL buffer
(lysis buffer) eklenmis 15 saniye vortekslenmis ve 56 °C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 95 °C’de 15 dakika daha inkiibasyon uygulanmistir. Tiipler oda
sicakhigina kadar sogutulduktan sonra 4 °C’de 10 dakika 5.000 x g hizda santriifiij (Hettich
22R Zentrifugen/ Germany) edilmis ve iist faz temiz bir tiipe alinip alt faz uzaklastirilmistir.
Ust faza 200 ul etanol ilave edilmistir. Tiipteki karisim spin kolona almmus 4 °C’de 1 dakika
6.000 x g hizda santriifiij edilmistir. Santriifiij sonunda tiiplere 500 ul AW1 buffer (1. yitkama
tamponu) ilave edilmis ve tekrar 4 °C’de 1 dakika 6.000 x g hizda santriifiij edilmistir. Daha
sonra tiipe 500 pl AW2 buffer (2. yikama tamponu) ilave edilmis ve 4 °C’de 3 dakika 23.000
x g hizda santriifiij edilmistir. Santriifiij sonrasinda altta kalan siv1 atilmis ve spin kolonlar
agizlart agilarak kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra spin kolona temiz ependorf tiipii
yerlestirilmis, iizerine 50 ul AE buffer (elusyon buffer) ilave edilmis ve 4 °C’de 1 dakika
6.000 x g hizda santriifiij edilmis. Santrifiij sonrasinda ependorf tiipiine gecen DNA’nin
miktar ve safligi, spektrofotometrede (Shimadzu/ UV-1700 Pharma Spec/ Japan) 260 nm
(DNA i¢in) ve 280 nm (protein i¢in) dalga boylarinda Olclilmiistiir. PCR reaksiyonlarinda
izole edilen DNA’lardan A260/A280 degeri 1.8 ile 2.0 arasinda olanlar kullanilmistir.

Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, 1 optik dansitenin (OD) 50pg/ml’ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA’nin miktarinin belirlenmesinde asagidaki formiil

kullanilmastir.

DNA(png/ml) = Az x seyreltme orant x 50
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Lizozimli soliisyonunun hazirlanmasi:

- 40 mM Tris base’in hazirlanmasi: 0,484 gr tris base (Sigma/ T6066) tartilip tizerine 100 ml

ultra saf su ilave edilirek pH s1 HCl ile 8’e ayarlanmistir.

-20 mM EDTA’nin hazirlanmasi: 0.74 gr EDTA (Sigma/ E5134) tartilip iizerine 100 ml ultra

saf su ilave edilmis ve pH‘s1 NaOH ile 8’e ayarlanmistir

- Lizozimli soliisyon i¢in 40 mM tris base’den 50 ml, 20mM EDTA’dan 10 ml alinmistir ve
1.2 ml Triton X-100 (Sigma T 8787) ilave edilmistir. Cozeltinin hacmi saf su ile 100 ml ye
tamamlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Daha sonra soguyan ¢dzeltiye

300 mg lizozim ilave edilmistir.

3.2.2.4.2. 16S rRNA Bdlgesinin PCR ile Amplifikasyonu

M17 ve MRS agarda gelisen saf bakterilerin DNA’lar1 izole edildikten sonra 16S rRNA
bolgesinin tamami1 LPW57 ve LPW205 primerleri kullanilarak amplifiye edilmistir (Tablo
3.1). PCR iglemi 25 pl ticari PCR master mix (Qiagen, GmbH / Germany) , 19.4 ul dH,0O, 0.8
pl ileri primer ve 0.8 pl geri primer, 4 pl kalip DNA’y1 iceren toplam 50 pl hacimde
gerceklestirilmistir. PCR protokolii (Line-gene II, Bioer/ Chine); 95 °C’de 15 dakika ilk
denatlirasyonun ardindan, 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 58 °C’de 1 dakika yapigsma ve 72
°C’de 2 dakika uzama asamasi olmak toplam iizere toplam 35 dongii uygulanmis ve en son 72

°C’de 15 dakikada final uzamasi gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1. 16S rRNA tam sekans analizi igin kullanilan primerlerin baz dizilimi

Oligoniikleotid Dizi (5°-3°) Amplikon Literatiir
uzunlugu

Ileri pimer (LPW57) 5’>-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

Geri primer (LPW205) 5’-CTTGTTACGACTTCACCC-3’ 1515 69

3.2.2.4.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii

Elde edilen PCR fiiriinleri, 25 pl etidium bromide iceren % 1,5’lik agaroz jele 20 ul
yiiklendikten sonra 1 x TAE tamponunda, 80 V’da 30 dakika yiiriitme islemi

gerceklestirilmistir. Elektroforez sonucu DNA’larin varligi ve boyutlar1 kontrol edilmistir.
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3.2.2.4.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimas

PCR iirlinleri ticari saflagtirma kiti (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, GmbH,
Germany) kullanilarak saflagtirilmistir.
Saflastirma isleminde takip edilen basamaklar su sekildedir:

e PCR iirlinline hacminin bes kat1 kadar PB buffer (250 pul) eklendikten sonra karigim
spin kolona aktarilmistir.

e Spin kolonlar 4°C’de 45 saniye 17.900 x g hizda santriifiij edilerek DNA nin kolona
tutunmasi saglanmastir.

e Alta gecen sivi kisim uzaklastirilmis ve spin kolon temiz bir tiip i¢ine yerlestirilmistir.

e Spin kolonlarm igerisine 750 pl PE buffer eklendikten sonra, 4°C’de 45 saniye 17.900
x g hizda santriifiij edilmistir.

e Spin kolonlarin altina gegen sivi uzaklastirildiktan sonra ayni hizda tekrar santrifiij
edilmis ve kapaklar agilarak kurumasi i¢in oda sicakliginda yaklasik 30 dakika kadar
bekletilmistir.

e Daha sonra temiz bir tiip icine yerlestirilen spin kolonlara 30 pl EB buffer ilave
edilmistir.

e Spin kolonlar 4°C’de 1 dakika 17.900 x g hizda santrifiij edilerek DNA fragmentleri

kolonlardan eliie edilmistir.

3.2.2.4.5. Dizi Analizi

Saflastirmis PCR iiriinleri dizi analizi icin REFGEN’e (Teknokent, ODTU, Ankara)
gonderilmistir. REFGEN’den gonderilen dizi analizi sonuglart BLAST sistemi kullanilarak

veri tabani ile karsilastirilmistir.

3.2.3. PCR-DGGE Teknigi ile Kefir Florasindaki LAB ve Mayalarin Tanimlanmasi

3.2.3.1. Kefir Tanelerinden ve Kefir Orneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda ticari izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilmis ve islem
asamalar1 {retici firma tarafindan Onerilen izolasyon prosediirii takip edilerek
gerceklestirilmistir. Kefir Orneklerinden 2 ml alinarak 2 ml’lik tiiplere aktarilmistir.
Tanelerden ise 10 g numune aseptik kosullarda steril stomacher torbasina (AND/GR-200

/Germany) tartilmis ve 10 ml ringer ¢ozeltisi ile birlikte stomacher yardimi ile homojenize
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edilmistir. Bu homojenizattan steril otomatik pipet yardimi ile 2 ml alinarak 2 ml’lik ependorf
tiipe aktartlmustir. Tiipler 4 °C’de 10 dakika 10.000 x g hizda santriifiij edilerek hiicreler
coktiirilmiistiir. Sivi faz uzaklastirildiktan sonra c¢okelti tizerine 180 pl lizozimli sukroz
cozeltisi ilave edilmis ve 5 saniye vortekslenerek 37 °C’de 45 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra 25 pl proteinaz K ve 200 pul AL buffer (lysis buffer) eklenmis 15
saniye vortekslenmis ve 56 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 95 °C’de 15
dakika daha inkiibasyon uygulanmistir. Tiipler oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra 4
°C’de 10 dakika 5.000 x g hizda santriifiij (Hettich 22R Zentrifugen/ Germany) edilmis ve iist
faz temiz bir tiipe almip alt faz uzaklastirilmistir. Ust faza 200 pl etanol ilave edilmistir.
Tiipteki karisim spin kolona alinmis 4 °C’de 1 dakika 6.000 x g hizda santriifiij edilmistir.
Santriifiij sonunda tiiplere 500 ul AW1 buffer (1. yikama tamponu) ilave edilmis ve tekrar 4
°C’de 1 dakika 6.000 x g hizda santriifiij edilmistir. Daha sonra tiipe 500 ul AW2 buffer (2.
yikama tamponu) ilave edilmis ve 4 °C’de 3 dakika 23.000 x g hizda santriifiij edilmistir.
Santriifiij sonrasinda altta kalan sivi atilmig ve spin kolonlar agizlart agilarak kurumaya
birakilmistir. Kuruduktan sonra spin kolona temiz ependorf tiipii yerlestirilmis, tizerine 50 pl
AE buffer (elusyon buffer) ilave edilmis ve 4 °C’de 1 dakika 6.000 x g hizda santriifiij
edilmis. Santrifiij sonrasinda ependorf tiipiine gegcen DNA’nin miktar ve safligi,
spektrofotometrede (Shimadzu/ UV-1700 Pharma Spec/ Japan) 260 nm (DNA ig¢in) ve 280
nm (protein i¢in) dalga boylarinda Olgililmiistir. PCR reaksiyonlarinda izole edilen

DNA’lardan A260/A2e0 degeri 1.8 ile 2.0 arasinda olanlar kullanilmistir.

3.2.3.2. Laktik Asit Bakterilerinin 16 S rRNA V3 Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu

DGGE ile analiz i¢in 16S rRNA geni tizerindeki V3 bolgesi, V3GCF ve V3r primerleri
kullanilarak amplifiye edilmistir (Tablo 3.2). PCR islemi 20 pl ticari PCR master mix
(Qiagen, GmbH, Germany), 14.02 ul dH,0O, 1.32 ul ileri primer, 0.66 ul geri primer, 4 ul
DNA toplam 40 pl hacimde gergeklestirilmistir. 16S rRNA’nin V3 bolgesinin amplifikasyonu
i¢in, touchdown (inis kademesi) PCR dongii sartlar1 optimize edilmistir: Buna gore; 94 °C
sicaklikta 1 dakika denaturasyon, sonrasinda, yapisma sicakligi toplam 20 dongiide 61 °C’den
51 °C’ye diisiiriilmiis ve 51 °C sicaklikta 10 dongii daha gerceklestirilmistir. Uzama agamasi
72 °C sicaklikta 3 dakika uygulanmis ve amplifikasyonu sonlandiran final uzama, 72 °C

sicaklikta 30 dakikada gerceklestirilmistir (Tablo 3.3) [53,54].
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Tablo 3.2. V3 bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerin baz dizilimi.

Oligoniikleotid

Dizi (5°-3°)

Amplikon | Literatiir
uzunlugu

Tleri pimer V3f

5’ACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3°

Geri primer V3r

5’ATTACCG CGGCTGCTGG-3’

GC clamp

5’CGCCCGCCGLCGCGGLCGGEGCGEGEGCEGEGEHEE-3°

193 be 57

Tablo 3.3. V3 bolgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan Touchdown PCR dongii sartlari

islem basamag Sicaklik °C Siire Déngii sayisi
[k denatiirasyon 95 10 dak. 1
Denatiirasyon 95 1 dak.
Yapisma 61—51 (0.5 °C/dongii) 50's 20
Uzama 72 3 dak
Denatiirasyon 95 1 dak.
Yapisma 51 50s 10
Uzama 72 3 dak
Final uzama 72 30 dak. 1

3.2.3.3. Mayalarin 26S rRNA D1 Bélgesinin PCR ile Amplifikasyonu

DNA izolasyonununda ticari izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilmis ve iglem

asamalarinda {retici firma tarafindan mayalar i¢in Onerilen izolasyon posediirii takip

edilmistir. Kefir mikroflorasinda bulunan mayalarin PCR-DGGE yontemi ile analizi i¢in 26S

rRNA geninin D1 bolgesi lizerinde yaklagik 250 baz ¢iftlik (bg) bir fragmenti mayalara

spesifik NL1 ve LS2 primerleri kullanilarak amplifiye edilmistir (Cocolin et al. 2000) (Tablo

3.4). PCR karigimi bakterilerin DNA amplifikasyonunda oldugu gibi hazirlanarak ve dongii

sartlar1 optimize edilmistir.

Tablo 3.4. Mayalarin 26S rRNA geni D1 boélgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan
primerlerin baz dizilimi.

Oligoniikleotid

Dizi (5-3°)

Amplikon
uzunlugu

NL1GC

5’GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATATCAATAAGCGG

AGGAAAAG-3’
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NL1 5’- GCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ 250 be

LS2 5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’

3.2.3.4. DGGE Analizinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

% 40 hk akrilamid/bis (37.5:1) hazirlanmasi: 38.93 g akrilamid (Sigma/ A9099) ve 1.07 ¢
bis-akrilamid (Sigma/ M7279) tartilmistir ve dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmustir. 0.45ul’lik
filtreden gegirilerek 4 °C’de muhafaza edilmistir

50 x TAE tamponunun hazirlanmasi: 242 g tris base (Sigma/ T6066), 57.1 ml glacial asetik
asit (SigmaA 9977), 100 ml 0.5 M EDTA (Sigma/ E5134) (pH 8.0), dH,0O ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. Karistm 120 °C’de 15 dakika otoklav edildikten sonra oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

1 x TAE yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 140 ml 50 x TAE tamponuna 6860 ml dH,0

ilave edilerek toplam hacim 7.000 ml tamamlanmustir.

% 10 luk amonyum persulfat hazirlanmasi: 1 g amonyum persulfat (Sigma/ A9164) tartilip
dH,0 ile 10 ml’ ye tamamlanmistir, -20 °C’de muhafaza edilmis ve bir hafta boyunca

kullanilmistir.

Dcode Boyama Soliisyonunun hazirlanmasi: 0.1 g bromfenol blue-xylene cyanol (Sigma/
B3269), 1 x TAE tamponu ile 10 ml’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

Dcode 2x Jel Yiikleme Boyasi Soliisyonu hazirlanmasi: 0.50 ml %2lik bromfenol blue-
xylene cyanol (Sigma/ B3269), 7 ml gliserol (Sigma /G5516), 2.5 ml dH,0 ile 10 ml’ ye

tamamlanmaistir.

% 8 lik % 55 denatiirant iceren jelin (high jel) hazirlanmasi: 20 ml % 40 akrilamid / bis
(37.5:1), 22 ml deiyonize formamid (Sigma/ F9036), 23.1 g iire (Sigma/ U5378) ve 2 ml 50 x
TAE tamponu dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su

banyosunda 20 dakika degaz edilmis ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.
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% 8 lik % 15 denatiirant iceren jelin (low jel) hazirlanmasi: 20 ml % 40 akrilamid / bis
(37.5:1), 6 ml deiyonize formamid, 6.3 g iire ve 2 ml 50 x TAE tamponu, dH,0 ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su banyosunda 20 dakika degaz edilmis ve

koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.

% 8 lik % 60 denatiirant iceren jelin (high jel) hazirlanmasi: 20 ml % 40 akrilamid / bis
(37.5:1), 24 ml deiyonize formamid (Sigma/ F9036), 25.2 g iire (Sigma/ U5378) ve 2 ml 50 x
TAE tamponu dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon ultrasonik su

banyosunda 20 dakika degaz edilmis ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.

% 8 lik % 30 denatiirant iceren jelin (low jel) hazirlanmasi: 20 ml % 40 akrilamid / bis
(37.5:1), 12 ml deiyonize formamid, 12.6 g iire ve 2 ml 50 x TAE tamponu, dH,O ile 100
ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan sollisyon ultrasonik su banyosunda 20 dakika degaz

edilmis ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir.

3.2.3.5. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Laktik asit bakterileri i¢in yiiksek konsantrasyonlu (% 55) ve diisiik konsantrasyonlu (%15)
soliisyonlarin, mayalar i¢in ise yiiksek konsantrasyonlu (% 60) ve diisiik konsantrasyonlu
(%30) soliisyonlarm her birinden 20 ml kullanilmistir. Yiiksek konsantrasyonlu soliisyona jeli
renklendirerek goriiniirliigliini saglamak amaci ile 400 pul Dcode Boyama Soliisyonu ilave
edilmistir. Her iki soliisyonada jellesmeyi saglamak amaci ile 14 pl TEMET
(Tetrametilendiamin/ Sigma) ve 140 pl % 10’luk APS (Amonyum Persiilfat/ Sigma)

eklenmistir.

Gradient jel oluturmak i¢cin DGGE (Dcode Universal Mutation Detection System /BioRad)
sisteminin 6zel jel dokme aparatindan faydalanilmistir. 30 ml’lik enjektorlerden birine %15,
digerine %55 denaturant iceren jel enjektorle ¢ekilerek gradiyenti jel olusturacak olan aparata
yerlestirilmistir. Denaturant konsantrasyonu jelin altindan iistiine dogru azalacak (%55 —
%15) sekilde cam plakalar arasina yaklasik 10 ml/dak hizla jel dokiilmiis ve ardindan
kuyucuklari olusturacak olan tarak yerlestirilmistir. Jelin polimerlesmesi i¢in minimum 2 saat
beklenmistir. Diger taraftan DGGE tankina 7 litre 1 x TAE tampon konulmus ve 60 °C sabit
sicakliga ulasincaya kadar 1sitilmistir. Jel polimerlestikten sonra iizerindeki tarak ¢ikarilarak

tanka yerlestirilmis ve olusan kuyucuklar 6nce 1 x TAE tamponla yikanmistir. Daha sonra 40

34



pul PCR firiinleri ve 7 pl jel yiikleme boyast karisimi kuyucuklara sirast ile yliklenmistir.
Tampon sicakligi 60 °C’ye ayarlanmis ve sistemin pompa calistirilmistir. Sistem gii¢
kaynagina baglanarak 6rneklere once 50 V’da 10 dakika ardindan 200 V’da 3.5 saat elektrik
akimi uygulanmustir. Elektroforez sonunda tanktan ¢ikarilan jel 50 pg/ml etidyum bromide
(Sigma / E1510) igeren 1xTAE buffer icerisinde 20 dakika bekletildikten sonra 5 dakika saf
icerisinde bekletilerek yikanmistir. Olusan bantlar jel goriintilleme sisteminde (GelDoc

XR/BioRad) goriintiilenmistir.

3.2.3.6. DGGE bantlarinin jelden alinmasi ve saflastirilmasi

DGGE jelinde ayrilan bantlar steril pipet ucu ile kesilerek jelden alinmistir. Kesilen bantlar,
icerisinde 50 ml steril saf su bulunan tiiplere aktarilmis ve DNA fragmentlerinin suya gecmesi
icin iki giin 4°C’de bekletilmistir. Suya gecen DNA fragmentleri kullanilarak laktik asit
bakterileri i¢in V3 bolgesi V3GCT ve V3r primerleri ile, mayalar igin D1 bolgesi NL1GC ve
LS2 primerleri ile tekrar amplifiye edilmis ve PCR iiriinlerinin safligt DGGE ile kontrol
edilmistir. Tek tek yiiriiyen bantlar jelden kesilerek alinmis ve yine 50 ml steril saf su bulunan
tiiplere aktarilarak DNA fragmentlerinin suya ge¢mesi i¢in iki giin 4°C’de bekletilmistir. Suya
gecen DNA fragmentleri bu kez laktik asit bakterileri i¢in V3f ve VV3r primerleri ve mayalar
icin NL1 ve LS2 primerleri ile tekrar amplifiye edilmistir. PCR islemi i¢in 25 pl ticari PCR
master mix (Qiagen, GmbH, Germany), 0.8 ul V3f primer, 0.8 ul V3r primer, 4 ul DNA
kullanilmis ve toplam dH2O ile 50 pl hacime tamamlanmistir. PCR termal dongii sartlari; 95
°C’de 10 dakika boyunca ilk denaturasyon, sonrasinda 95 °C’de 1 dak. denaturasyonla birlikte
57°C’de 50 sn. yapisma ve 72 °C’de 1 dak. uzama 40 dongii siiresince uygulanmstir. Final

uzama asamas1 72 °C’de 15 dak. olarak gergeklestirilmistir.

PCR diiriinleri 0.5 pg/ml etidyum bromide igeren % 2’lik (w/v) agaroz jelde 80 V’de 1 saat

yiiriitiilerek amplifikasyon tirtinlerinin varligi ve biiyiikliigii kontrol edilmistir.

3.2.3.7. PCR Uriinlerinin Saflastirnimasi ve Dizi Analizi

PCR iirilinleri ticari saflastirma kiti (QIAquick PCR Purification KIT, Qiagen, GmbH,
Germany) kullanilarak 3.2.2.7.’de bildirilen sekilde saflagtirilmistir. Saflastirilmis PCR
triinleri dizi analizi i¢in REFGEN’e gonderilmistir. REFGEN’den goénderilen dizi analizi

sonuglart BLAST sistemi kullanilarak veri tabani ile karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

a. LAB Sayim Sonugclari
Bu calismanin ilk asamasinda, dort farkli iiniversiteden temin edilen kefir taneleri ve

piyasadan temin edilen dort farkli marka kefirden alinan numunelerin seri dilisyonlari
hazirlanarak MRS ve M17 besiyerlerine ekim yapilmistir. inkiibasyon sonunda petrilerde
gelisen koloniler sayilmis ve koloni sayim sonuglarinin ortalama degerleri, numunelere gore

asagida Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Orneklerin LAB Sayim Sonuglart

Besiyeri A B C D E F G H
MRS 7.5x10° 4.6x10° 4.7x10° 1.08x10° 3.3x10° 3.9x10° 1.03x10° 7.5%x10"
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml
M17 3.5x10° 3.6x10° 3.2x10° 5.7x10° 2.0x10° 3.7x107 2.3x10° 3.4x107
kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml kob/ml

MRS ve M17 besiyerinde morfolojik goriiniimleri birbirinden farkli tipik ve atipik koloniler
secilmis ve MRS agarda gelisenler MRS agar ortamina, M17 agarda gelisenler ise M17 agar
ortamma 3 faz cizilerek saflastirilmistir. Saflastirilan kolonilere Gram boyama ve katalaz
testleri uygulanmis ve sonugta toplam 44 adet bakteri izolatinin tiimiiniin gram pozitif, 38

tanesinin de katalaz negatif oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1).

b. Kefir Mikroflorasinin PCR-DGGE Analiz Sonuclari

Kefir ve kefir tane orneklerinde direkt DNA izolasyonu yapilarak amplifiye edilen 16S
rRNA’nin degisken V3 bolgelerinden elde edilen DNA fragmentleri DGGE analizi ile
tanimlanmistir. Sekiz ornege ait DGGE profiline ait jel goriintiisii Sekil 1 ve Sekil 2’de,

tanimlanan mikroorganizmalar ise Tablo 4.3’de verilmistir.

Kefir ve kefir tane 6rneklerinin PCR-DGGE analizine gore toplam 26 bant analiz edilmistir.
Bunlardan 5 tanesini 16 S rRNA tam sekans analizi ile tespit edilmeyen Lb. kefiranofaciens
subsp. kefiranofaciens olusturmustur. Diger banlarin 5 tanesini Lc. lactis subsp. lactis, 2
tanesini ise St. thermophilus olarak tanimlanmis Lb. Kefiri, Lb. buchneri, Lb. sunkii ve Lb.
otakiensis in V3 bolgesinin baz dizilimi homolog oldugundan bu bakterilerin ayrimi miimkiin
olmamistir. Kefir ve kefir tane orneklerinde tespit edilen diger laktik asit bakterilerini Lc.

jensenii, Lc. raffinolactis, Lb.helveticus olusturmustur. Bunlarin disinda Aeromonas media,
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Aeromonas hydrophila, Paenibacillus apiarius, Bacillus sp ve Bifidobacterium sp, gibi laktik

asit bakterilerinin diginda diger tiirlere ait bakteriler de tespit edilmistir.

Kefir ve kefir grain 6rneklerinin PCR-DGGE analizi sonucunda toplam 10 farkli bakteri tiirti
tespit edilmistir. Kefir tanelerinde Lb. kefiranofaciens ve Lb. kefiri/ Lb. buchneri/ Lb. sunkii/
Lb. otakiensis en dominant tiirler oldugu tespit edimistir. Bu c¢alismada Lb. kefiri/ Lb.
buchneri/ Lb. sunkii/ Lb. otakiensis tiirleri DGGE ile birbirinden ayrilamamistir. PCR-DGGE
analizinde 16 S rRNA’nin yaklasik 193 bp’lik bir fragmenti analizi edildigi i¢in baz tiirleri
ayirmak i¢in bu bolgedeki degiskenlik yetersiz olabilmektedir. Ancak saf bakteri izolatlarinin
16 S DNA sequence analizi sonucunda bu tiirlerden yalnizca Lb. kefiri tespit edildigi i¢in elde
edilen bu DGGE bandinin biiyiik bir ihtimalle Lb. kefiri olabilecegi disiintilmiistiir. Kefir
numunelerinin timiinde Lc. lactis tespit edilmesine ragmen kefir tanelerinin yalnizca bir
tanesinde (A) Lc. lactis tespit edilmistir. Diger taraftan kefir 6rneklerinin hi¢ birinde Lb.
kefiranofaciens tespit edilmemistir. Kefir numunelerinin 2 tanesinde (E,G) St. thermophilus
ve bir tanesinde (H) Lb. kefiri/ Lb. buchneri/ Lb. sunkii/ Lb. otakiensis ve Lc. raffinolactis, bir
tanesinde de (F) Lactobacillus acidophilus ve Lb. helveticus tespit edilmistir. Ayrica {ig farkl
tir Bifidobacterium sp., Aeromonas spp. and Paenibacillus sp. Kefir ve kefir tane

orneklerinde tespit edilmistir (Sekil 4.1).

DGGE analizi kefir ve kefir grain 6rneklerinden izole edilen ve 16S rRNA sekans analizi ile
tanimlanan LAB izolatlarina uygulanmistir. Biitiin LAB tiirleri tek bir band vermis ve tim
tiirler birbirlerinden farkli bir DGGE profili gostermislerdir (Sekil 4.2). PCR-DGGE analizi
ile Lb. kefiranofaciens, Lc. lactis, St. thermophilus, Lb. helveticus, Lc. raffinolactis, Lb. casei,
Lb. kefiri, Leuconostoc pseudomesenteroides, Leu. mesenteroides basarili olarak DGGE ile

ayrilimistir.
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Sekil 4.1. Kefir ve kefir tane 6rneklerinin V3 bolgesine gore PCR-DGGE analizi.
(D1:Paenibacillus apiarius, D2: Bacillus sp., D3: Lb. kefiranofaciens, H1: Lb. buchneri, Lb. sunkii,

Lb. kefiri, Lb. otakiensis, H2: Lc. lactis, H3: Lc. raffinolactis, F1: Lc. jensenii, F2: Lc. lactis, F3:
Lb. helveticus, F4: Bifidobacterium sp., C1: Lb. buchneri, Lb. sunkii, Lb. kefiri, Lb. otakiensis, C2:
Lb. kefiranofaciens, E1: St. Thermophilus, E2: Lc. Lactis, B1: Aeromonas media, B2: Aeromonas
hydrophila, B3: Aeromonas hydrophila, B4: Tammlanamad: B5: Lb.Kefiranofaciens, Al: Lb.
kefiranofaciens, AZ2: Lc. Lactis, A3: Lb. buchneri, Lb. sunkii, Lb. kefiri, Lb. otakiensis, G1:
Aeromonas hydrophila, G2: St. thermophilus, G3:Lc. lactis)

S.thermophilus

Le. lactis

Lb. kefiranofaciens

Leu. pseudomesenteroides
Lb. diolivorans

Lb. casei
Leu. me:

Sekil 4.2. Kefir ve kefir tanelerinden izole edilen bakterilerin DGGE profili.
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Kefir ve kefir tane 6rneklerinin maya florasini belirlemek amaciyla direkt DNA izolasyonu
yapildiktan sonra NL1 ve LS2 primerleri ile amplifiye edilen 26S rRNA’nin D1 boélgesine ait
DNA fragmentleri DGGE ile analiz edilmistir. Orneklerin DGGE profiline ait jel goriintiisii
Sekil 4.3’de verilmistir. Kefir ve kefir tane Orneklerinin PCR-DGGE analizine gore

Galactomyces geotrichum, Kluyveromyces marxianus, Candida sake, Kazachstania exigua,

Saccharomyces cerevisiae olmak iizere toplam 5 farkli maya tiirii tespit edilmistir.
D B C H A

Sekil 4.3. Kefir ve kefir tane 6rneklerinin 26S rRNA D1 bolgesine gére PCR-DGGE analizi.

Al: Galactomyces geotrichum, A2: Kluyveromyces marxianus, H1: Candida sake, C1:
Kazachstania exigua, B1l: Saccharomyces cerevisiae, D1: Galactomyces geotrichum, D2:
Kluyveromyces marxianus

4.3. Rep-PCR Fingerprint Analizi

Kefir taneleri ve icecek numunelerinden izole edilen laktik asit bakterilerin (GTG)s-PCR
fingerprint analizi kullamlarak bakteriyel dagilimi belirlenmistir (Sekil 4.4). Orneklerden
MRS agara anaerobik sartlarda ve M17 agara da aerobik sartlarda ekim yapilmistir. Her iki
ortamdan saflagtirilan izolatlara uygulanan GTGS analizi sonucunda farkli bant profili veren
izolatlardan rastgele 3-5 adet segilerek ve toplam 43 izolat 16 SrRNA sekans analizine tabi
tutulmustur. Toplam 43 adet izolatin 16 S rRNA sequence analizi sonucunda Leu.
mesenteroides (12 adet), Lc. lactis (10 adet) ve L. kefiri (10 adet)’nin dominant tiirler oldugu
tespit edilmistir (Sekl 4.5). Tlging bir sonug olarak, DGGE analizi ile kefir grainlerin tiimiinde
tespit edilen L. kefiranofaciens, culture-dependent method ile detecte edilememistir. Benzer
olarak PCR-DGGE ile L.helveticus (F) ve L. rafinolactis (H) sirasiyla F ve H 6rneklerinde

tespit edilmesine ragmen kiiltir bagimli yontemle tespit edilememistir. Bu durumun
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muhtemelen bu tiirlerin gelismesi i¢in gerekli supplementlerin besiyerinde bulunmamasindan
ileri geldigi diistiniilmektedir. Bu sonug, kefir tanelerinin taginmasi sirasinda bu tiirlerin hasar

gbrmesi veya inaktive olmasi ile agiklanmustir.

DGGE analizinde oldugu gibi 16 SrRNA sekans analizi ile de L. acidophilus yalnizca F
numunesinde tespit edilmistir. Diger taraftan DGGE analizi ile yalnizca E ve G 6rneginde
tespit edilen St. thermophilus, 16 S rDNA anazi ile bu 6rneklerin disinda bir de F 6rneginde
tespit edilmistir. 16 S rDNA sequence analizi ile tanimlanan tiirlerin %30’nu olusturan
Leu.mesentreoides ve yalnizca bir kefir Orneginde tespit edilen L.casei, PCR-DGGE
analizinde tespit edilememistir. Bu durum bu 6rneklere ait DNA’larin kalitelerinin PCR igin

uygun olmamasi ile agiklanmistir.
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»p B 8 B B $.% 2 B B 8

B22621 Lb. acidophilus
N B — b2z Lo acoptivs
- B22631 Lb. acidophilus

B13421 Lb. casei
B13441 Lb. casei
B12511 Lb. casei
B12512 Lb. casei
G32741 Lb. kefir
B11532 Lb. kefir
G11631 Lb. kefir
B42511 Lb. kefir
B31742 Lb. kefir
B11521 Lb. kefir
B31741 Lb. kefir
G32831 Lb. kefir
G32832 Lb. kefir
B12521 Lb. kefir
G21662 Lb. kefir
B11531 Lb. kefir
G31811 Lb. kefir
G11611 Lb. kefir
B41661 Lb. kefir
G31812 Lb. kefir
B21711 Lb. kefir
G11612 Lb. kefir
B21741 Lb. kefir
G21621 Lb. diolivorans
G11612 Lb. kefir
G21591 Lb. kefir
B23581 Leu. pseudomesentereoides
: G23421 not identified
— B43611 Lb. mesenteroides
G32512 Lb. mesenteroides
B42611 Lb. mesenteroides
G13711 Lb. mesenteroides
G13712 Lb. mesenteroides
G13713 Lb. mesenteroides
R G32711 Lb. mesenteroides
G32721 Lb. mesenteroides
G32511 Lb. mesenteroides
G13811 Lb. mesenteroides
G13812 Lb. mesenteroides
G23421 Lb. mesenteroides
G23422 Lb. mesenteroides
B42612 Lb. mesenteroides
B42613 Lb. mesenteroides
B12411 Lb. mesenteroides
B12611 Lb. mesenteroides
B42615 Lb. mesenteroides
B32411 Lb. mesenteroides
B32412 Lb. mesenteroides
G12621 Lb. mesenteroides
G12622 Lb. mesenteroides
B21621 Lb. mesenteroides
G33621 Lb. mesenteroides
G33622 Lb. mesenteroides
B21622 Lb. mesenteroides
i B23621 S. thermophilus
] 4'——: B23622 S. thermophilus
) B23631 S. thermophilus
B33731 S. thermophilus
B43811 S. thermophilus
B43812 S. thermophilus
B23632 S. thermophilus
B33631 S. thermophilus
B43831 Lc. lactis
B43832 Le. lactis
B33831 Lc. lactis
B42621 Lc. lactis
G32611 Lc. lactis
B32611 Le. lactis
B32651 Le. lactis
612621 Lc. lactis
B42651 Lc. lactis
B32652 Lc. lactis
G32841 Le. lactis
B12841 Lc. lactis
B12661 Lc. lactis
B22661 Lc. lactis
G32611 Lc. lactis
B13511 L. lactis
B42652 L. lactis
G13511 Lc. lactis
G32621 Lc. lactis
B12621 L. lactis
G32842 Lc. lactis
B12662 Lc. lactis
B22611 Le. lactis
B13512 Le. lactis
B22651 Lc. lactis
G22611 Lc. lactis
B22612 Lc. lactis
G22651 Le. lactis
B32651 Lc. lactis
B33711 Lc. lactis

Sekil 4.4 Kefir 6rneklerinden izole edilen LAB’nin Dendrogram ve rep-PCR bant profili.
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E Lb. kefiri

8 S.thermophilus
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B Lb. acidophilus

O Leu.pseudopseudomesenteroides

@ Lb.diolivorans

Sekil 4.5. Kefir drneklerinden izole edilen kiiltiir bagimli metodalarla tanimlanan LAB’nin

dagilim frekansi
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5. SONUC

Gida bulunan mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve tespiti gida endiistrisinde hijyen ve
izlenebilirlik  agisindan  ¢ok  Onemlidir.  Farkli  labaratuarlarda gida  kaynakli
mikroorganizmalarin tanimlanabilmesi icin DNA tabanli farkli yontemler gelistirilmistir. Bu
teknikler bakterilerin 16S rRNA’lar1 iizerindeki V3 bolgeleri ve 26S rRNA’nin D1, D2
domainlerinin farkliliklarina gére mikrobiyal ¢esitliligi degerlendirmek igin gelistirilmis ve
genis kullanim alan1 bulmustur. [55,56,57,58,59].

Genetik parmak izi teknikleri belirli bir bolgedeki mikroorganizmalarin genetik cesililigini
gosterebilmektedir. DGGE Kkiiltiirel olmayan genetik parmak izi teknikleri arasinda en yaygin
kullanilanidir. Gida numunelerinden elde edilen DGGE profillerinin analizi ile bakteriyel
tiirlerin tanimlanmasiin miimkiin olusu, gida mikrobiyolojisi alanindaki analiz metotlarina

onemli bir yenilik getirmistir [20].

Farkli yontemlerle kefirin mikroflorasinin belirlendigi bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Bu
caligmalarin bir ¢ogunda kefir ve kefir tanesinde bulunan mikroorganizmalar geleneksel

metotla tanimlanmaya ¢alisilmistir [9. 10, 15].

Oysaki DNA ve PCR temelli genomik fingerprint metotlarinin, mikroorganizmalari
karakterize etmek ve tiplendirmek i¢in hizli, giivenilir ve basit yontemler oldugu agiktir. Bu
calismada da kefir ve kefir tanelerinde kiiltiire alinmadan direk izole edilen bakteri DNA’lari,
PCR-DGGE sistemi ile analiz edilmistir. Diger taraftan kiiltiire alinan orneklerden izole
bakteriler, yine genotipik bir metot olan 16S rRNA tam sekans analizi ile tanimlanmistir. Ayn1

zamanda PCR-DGGE analiz sonuglari, sekans analizi ile desteklenmistir.

Kefir ve kefir tanelerinden direkt DNA izolasyonu yapilarak gergeklestirilen PCR-DGGE
yontemi ile farkli tiirlere ait 12 bakteri tamimlanmigtir. Bunlar: Lb. kefiranofaciens,
Aeromonas media,( Lb. buchneri Lb. kefiri, Lb. sunkii, Lb. otakiensis), St. thermophilus, Lc.
lactis, Lc. raffinolactis, Paenibacillus apiarius, Bacillus sp, Aeromonas hydrophila,

Bifidobacterium, Lb. helveticus, Lb. jensenii dir.

Kiiltiire alinarak saflastirilan bakterilerin 16S rRNA tam sekans analizi ile tanimlanmasi
sonucu, MRS ve M17 agarda gelisen toplamda 11 farkli bakteri tiirii tanimlanmistir. Bunlar:

Lc. lactis, Leu. mesenteroides, St. epidermidis, St. thermophilus, Leu. pseudomesenteroides,
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Lb. casei, Lb. kefiri, Pseudomonas sp, Acetobacter ghanensis, Lb. diolivorans, Lb.
acidophilus’dur. Bu  bakterilerden Leu. mesenteroides, St. epidermidis, Leu.
pseudomesenteroides, Lb. casei, Pseudomonas sp, Acetobacter ghanensis, Lb diolivorans, Lb.
acidophilus tiirleri, PCR-DGGE yo6ntemi ile tanimlanamamustir. Calisma sonucunda farkli
kefir ve kefir tane 6rneklerinde toplamda 14 farkli laktik asit bakterisi, bir asetik asit bakterisi

ve 5 patojen bakteri tanimlanmustir.

Bu calismada kefir tane ve kefir 6rneklerinden Kkiiltiire alinarak ve alinmadan tanimlanan
toplam 63 bakteriden 14 ¢esit laktik asit bakterisi tanimlanmistir [Lb casei, Lb acidophilus,
(Lb kefiri, Lb buchneri, Lb. Sunkii, , Lb. otakiensis), Lb diolivorans, Lb kefiranofaciens, Lb
jenseni,  Lc.lactis, Lc.raffinolactis, Leu.mesenteroides, Leu.pseudomesenteroides,
St.epidermidis, St. thermophilus, Lb.helveticus, Bifidobacterium sp.. Ayni sekilde mayalarin
tanimlanmasi i¢in 26S rRNA’nin D1 bdlgesine ait DNA fragmentleri analiz edilerek 5 farkli
maya tiri ( Galactomyces geotrichum, Kluyveromyces marxianus, Candida sake,

Kazachstania exigua, Saccharomyces cerevisiae)

Kefir tanelerindeki mikrobiyal floranin incelendigi pek ¢ok ¢alismada en yaygininin
Lactobacillus tiiriine ait bakterilerin oldugunu belirlenmistir [60]. Laktik asit bakterileri,
metabolizmalar1  sirasinda  laktozu  pargalayarak  baslica laktik asit  olusturan
mikroorganizmalar1 kapsar. Bu bakteriler siitte bulunan laktozu pargalayarak galaktoz ve
glikoz olustururlar [9,10]. Calismamizin sonucunda laktik asit bakterilerinin % 53’linii

laktobasillerin olusturdugu gézlemlenmistir.

Simova ve ark. [15] kefirde bulunan LAB ve mayalar izole etmis ve tanimlamislardir.
Sonugta toplam mikrobiyal floranin %58-70’ne tekabiil eden Lc. Lactis’in dominant
mikroorganizma oldugu bulunmustur. Yaptigimiz ¢alismada da hem 16S rRNA tam sekans
analizi, hem de PCR- DGGE yontemi ile yapilan tanimlamalarda dominant tiiriin Lc. lactis
oldugu belirlenmistir. 16S rRNA tam sekans analizine gore tanimlanan tiirler arasinda Lb.
kefirin’nin, PCR-DGGE de tanimlanan tiirler arasinda ise Lb. kefiranofaciens in ikinci
derecede dominant tiir oldugu belirlenmistir. Yapilan arastirmalarda homofermentatif
laktobasillerden Lb. Kkefiri’nin bakteriyel floranin en onemli boliimiini olusturdugu
bulunmustur. Kefirde tanimlanan diger bir Lactobacillus tiirii olan Lb. kefiranofaciens’in

tanenin dis polisakkarid katmanini irettigi bildirilmektedir. “kefiran” olarak bilinen bu
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polimer esit oranlarda glikoz ve galaktoz igermekte ve kefir danesinin en az % 25’ini

olusturmaktadir [65].

Bu calismada, Lb. kefiri 16 S rRNA sekans analizine gore tanimlanan toplam bakterilerin
%22 sini olusturdugu belirlenmistir. Ancak bu bakterinin V3 bdlgesinin baz dizisi,
Lb.buchneri Lb. kefiri, Lb. sunkii ile homolog oldugu i¢in PCR-DGGE yontemi ile tek basina
tanimlanmas1 miimkiin olmamistir. Bu durum PCR-DGGE tekniginin zayif yonlerinden biri

olarak diistiniilmektedir

Jianzhong ve ark [55] Tibet kefir tanelerinin mikrobiyal gesitliligini PCR-DGGE kullanarak
incelemistir. incelenen kefir tanelerinin bakteri toplulugunun mayadan ¢ok daha karmasik
oldugunu bildirilmislerdir. Yaptiklari ¢alisma sonucu Pseudomonas sp., Leu. mesenteroides,
Lb. helveticus, Lb. kefiranofaciens, Lc. lactis, Lb. kefiri, Lb. casei ve Kazachstania unispora,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyce cerevisiae, Kazachstania exigua tiirlerini
tanimlanmistir. Tibet’in {i¢ farkli bolgesinden temin edilen kefir taneleri arasinda %78-84
oraninda benzerlik gdsteren bu bakteri profilinde, dominant mikroorganizmanin Lc.lactis
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar diger dominant tiirin Leu.mesenteroides oldugunu
bildirmislerdir [55].

Bu c¢alismada da kefir ve kefir tane orneklerinin 16 S rRNA tam sekans analizine gore
tanimlanan bakterilerin %20’sini Leu. mesenteroides’in olusturdugu bulunmustur. Bu bakteri
aroma tUreten bir heterofermentatif laktik asit bakterisidir, laktozu laktik asit, asetik asit,
etanol ve karbondioksite ve sitrik asidi diasetile indirgeyebilir ve bu sirada arzu edilen bir
aroma Tlretir. Bu nedenle bazi {ilkelerde siit dirlinlerinin fermentasyonunda Leu.

mesenteroides, Lb. lactis ile birlikte kullanilmaktadir [55].

Yapilan ¢alismada yalnizca bir kefir 6rneginde Lb. casei tiiriine rastlanmistir. Xiao ve Dong
[61] da siit irtinleri tizerine yaptiklari bir ¢alismada Lb. casei ve Lactobacillus sp. grubu (Lb.
acidophilus ile homolog) mikroorganizmalarin, Lb. lactis ve Leu. mesenteroides’den sonra
diger dominant homofermentatif laktobasiller oldugunu bildirmislerdir.. Bunlar, laktik asitten
siit asiti iireten bu mikroorganizmalar probiyotiktir ve intestinal sistem Tlizerinde faydali

etkileri oldugu gozlemlenmistir.

Garbes ve ark. [57] kefir tanelerindeki mikroorganizmalart PCR-DGGE yontemi ile
incelemislerdir. Bakteriyel DGGE profilindeki bantlar Lb. brevis, Lb. helveticus, Lb.
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fermentum, Lb. Crispatus, Lb. Curvatus, Lb. gallinarum olarak tanimlanmistir. Daha once
yapilan calismalardan farkli olarak Lb. crispatus ve Lb. gallinarum kefir tanelerinden izole
edilmistir [57]. Literartiirde bu bakterilerle genotipik olarak farklilik gdstermesine ragmen
fenotipik testlerle ayrilmasi olduk¢a zor olan Lb. acidophilus’un, kefir tanelerinden yaygin
olarak izole edildigi bildirmistir. Bu durum geleneksel tanimlama metotlariyla aslinda kefir
tanelerinde mevcut olan bu bakterilerin Lb. acidophilus olarak tanimlanmis olabilecegi fikrini
akillara getirmistir. Diger taraftan arastirmacilar [57] V3 bdlgesinin PCR tabanli DGGE
analizi ile higbir asetik asit bakterisinin gozlenemedigini bildirmislerdir.  Yaptigimiz
calismada da kiltire alman Orneklerin 16S rRNA tam sekans analizi ile Acetobacter
ghanensis’in varligi belirlendigi halde bu bakteri DGGE analiz ile tespit edilememistir.

Calismada orneklerden anaerobik sartlarda MRS agara ve aerobik sartlarda M 17 agara ekim
yapilmistir. Her iki ortamda da Lc. lactis, Leu. mesenteroides, Leu. pseudomesenteroides
bakterileri tanimlanmistir. Sadece M 17 ortaminda tanimlanan bakteriler St. epidermidis, St.
thermophilus, Lb. casei iken sadece MRS ortaminda gelisen bakteriler ise Acetobacter
ghanensis, Lb. kefiri, Lb. diolivorans’dir. Chen ve ark. [60], Tayvan orijinli kefir tanelerinden
aerobik ve anaerobik sartlarda MRS agara ve aerobik sartlarda M17 agara ekim yapmislardir.
Lb. kefiranofaciens ve Lc. lactis her ii¢ ortamda da gelistigi halde Lb. kefiri ve Leu.

mesenteroides yalnizca aerobik sartlarda inkiibe edilen MRS agardan izole edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada 16S rRNA tam sekans analizi ile hem kefir hem de kefir tane
orneklerinde Leu.mesenteroides, Lc.lactis, Lc.casei, Lb.kefiri tanimlanirken St.thermophilus,
St.edidermis, Leu.pseudeomesenteroides, Lc.casei, Lb.acidophilus yalnizca kefirde,
Lb.diolivarans, Acetobacter ghanensis, Pseudomonas sp ise yalnizca tanelerde,

tanimlanabilmistir.

Kefir ve kefir tanelerinin PCR-DGGE ile yapilan analizinde ise; kefirlerde (St. thermophilus
Lc.lactis, Lb.jenseni, Lb.kefiranofaciens, Lb.kefiri, Lc.raffinolactis, Aeromonas hydrophila,
Lb.helveticus), tanelerde (Lc.lactis, Lb. kefiranofaciens, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
media, Lb.bunchneri, Lb.sunki, Lb.kefiri, Paenibacillus apiarius, Bacillus sp.) tespit

edilmistir.

Gidalardaki mikrobiyal topluluklarin 6n zenginlestirme adimlari olmadan DGGE analizi ile
belirlenmesi i¢in farkli primerler dizayn edilmistir [20]. 16S rRNA’nin V3 bdolgesi kompleks

mikrobiyal topluluklarin tanimlanmasinda oldukca yaygin kullanilan bir bolgedir. Birgok
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mikrobiyolojik ekim prosediiriiniin kismen segici olmasi ve mikroorganizmalarin bir kisminin
bu besiyerlerinde gelisememesi nedeniyle, kefir tanelerindeki bakteri tiirlerinin direkt
tanimlanmasinda PCR-DGGE teknigi kullanilmaktadir [53]. Chen ve ark. [60] tarafindan
yapilan bir ¢alismada llan kefir 6rneginde kiiltiirel yontemlerle saptanamayan Lc. lactis PCR-
DGGE teknigi ile saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise Lb. kefiranofaciens, Lb. buchneri, Lb.
jenseni, Lc. raffinolactis, Lb.helveticus tiirleri direk ornekten izole edilen DNA’larin PCR-
DGGE sisteminde analiz ile tespit edilmistir. Chen ve ark.[60] ayrica laktik asit bakterisi
olmayan olmayan E. coli ve Pseudomonas spp tiirlerini de kefirde tamimlamislardir.
Yaptigimiz ¢alismada benzer olarak Paenibacillus apiarius, Bacillus sp, Aeromonas media,
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas spp olmak iizere bes farkli patojen mikroorganizma
tanimlanmistir. Bu durum arastirmacilar tarafindan 6rneklerin ¢evreden kontamine olmasiyla
aciklanmaktadir. Ayn1 sekilde Kourkoutas ve ark. [62] da feta tipi peynir {iretiminde starter

olarak kefir kullanimin arastirdiklari bir ¢alismada Pseudomonas cinsine rastlamislardir.

Wang ve ark. [49] kefir tanesi ve vili startedeki mayalari, PCR-DGGE yontemi ile
incelemislerdir. Sonugta 26S rRNA geni D1 domainin PCR-DGGE analizi ile Kluyveromyces
marxianus, Saccharomyces turicensis ve Pichia fermentans tiirii mayalar basarili bir sekilde tespit
edildigi halde baz1 mayalar bu yontemle tespit edilememistir. Bu durum bazi maya tiirlerinin
hiicre sayisinin DGGE ile tespit edilen alt limitten daha az oldugu ya da ortamda ayni primer
ciftine baglanmak icin rekabet edecek diger tiirlere ait tampletelerin fazla miktarda oldugu
seklinde yorumlanmistir. Nitekim Cocolin ve ark.[68] DGGE yontemi ile mayalarin tespiti i¢in

deteksiyon limitini 10 hiicre/ ml olarak bildirmislerdir.

Van Beek ve Priest [67] Lactobacillus gen tiirleri siralamasi arasindaki yiiksek heterojenlik
sayesinde bir¢ok tiirlin ¢ozlinlirliigiinii daha iyi ortaya koymustur ve 16S rRNA nin V6-V8
bolgelerini bir hedef olarak kabul ederek DGGE deki lactbacillus ayrimini optimize
etmislerdir. Farkli yogurt mayalar1 kullanarak mayalanan eksi hamurlar1 Lactobacillus cinsine
O0zgi 16S rRNA primerleri kullanilarak PCR analizi, ardindan da DGGE analizi ile
izlenmislerdir. Her bir hamurun mayalanmas: sirasinda Lactobacillus populasyonundaki
degisiklikler tespit edilebilmis ve siire¢ sonuna kadar baskin olan tiirler; Lb. sanfanciscensis,
Lb. pontis, Lb. mindensis, Lb. crispatus, Lb. johnsonii, Lb. frumenti ve Lb. reuteri olarak

tanimlanmaistir.

16S rRNA’nin ¢ogaltilmis farkli V3 bdlgelerinin analizi gida da bulunan farkli LAB’nin

tanimlanmasinda ve ayrilmasinda kullanilmaktadir. Farkliliklar Enterecoccus, lactococcus,
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pediococcus ve leuconostoc tiirlerinin taninmast ve ayrilmasinda daha 6nce kullanilmistir.
Birbirine yakin ayrilmis Bacillus tiiri iiyleride son zamanlarda PCR-DGGE yoluyla tiir
diizeyinde ayrilabilmistir [20]. Guerrini ve ark.[63] Leuconostoc tiirline bagli tiirlerinde
Oenococcus oeni’nin PCR-DGGE yontemiyle ayrilabilecegini gostermistir. Ayrica DGGE
Micrococcaceae’nin fermente sosislerde ayrilmasinda kullanilmigtir. Blaiotta[66] son
zamanlarda fermente sosislerden staphylococci’nin tanimlanmasinda ayni yOntemi
kullanmustir. Fakat staphylococcal tiirlerinin ¢ogunun 16S rRNA V3 bolgesi DGGE analizi
yoluyla ayrilabilirken bazi tiirler ayirt edilememistir. Boylece tiim farkli tiirlerin DGGE ile

ayirt edilemeyebilecegi goriilmiistiir.

Ampe ve ark. [47] bir tir fermente musir hamurundaki mikrobiyal dagilim {izerinde
calismalarda bulunmuslardir. Laktik asit bakterileri 6rneklerin DNA’nin izole edilmesi ve 16S
rDNA’nin degisken bolgelerinin ¢ogaltilmasindan sonra elde edilen DGGE profilindeki DNA
bantlarinin saflastirilmas1 ve siralanmasiyla elde edilmistir. DGGE analizi ile Ampe ve
arkadaslar1 mikroorganizmalarin misir hamurundaki biyolojik rolleri ve fermentasyondaki
gelisimleri ile ilgili ¢esitli bilgiler edinmislerdir. Ayrica bakteriyel florayt DGGE analizinden
elde edilen sonuglar ve geleneksel mikrobiyolojik analizlerden elde edilen sonuglar
kiyaslayan yazarlar, kiltirel olmayan metotlarin fermente gidalarin geleneksel olarak
incelenmesine yonelik metotlardan daha iyi oldugu sonucuna varmislardir. Omar ve Ampe
fermantasyonu saglayan mikrofloray1 da arastirmislardir. Yazarlar, fermentesyon sirasindaki
baskin olan tiirii de tespit etmisler ve fermentesyon siirecini daha az tiire indirgemislerdir.
Streptococcus spp. fermentasyon siireci boyunca baskin gelmistir. Lactobacillus gibi
heterofermentatif laktik asit tilirleri fermentasyon basinda mevcutken, ancak sonrasinda

homofermentatif laktik asit bakterileri bunlarin yerini almistir.

16S rRNA’nin PCR ile ¢ogaltilan V3 bolgelerinin analizi gidalarda bulunan laktik asit
bakterilerinin ayrilmasi ve taninmasinda kullanilir. Bizde c¢alismamizda kiiltiirel olmayan
tekniklerle tanimladigimiz bakterileri V3 bolgelerine gére PCR-DGGE analizine tabi tuttuk.
Randazzo ve ark. [64] Lactobacillus i¢in 6zel primerler kullanip V1-V3 bélgelerini tarayarak
Sicilya peyniri tiretimi boyunca ki baskin mikroflorayr incelemislerdir. Stilton peynirindeki
mikrobiyal topluluk ve 16S rDNA dizisinin V3, V4 ve V5 bolgelerine gore PCR-DGGE
analizi ile incelenmistir. Geleneksel Ingiliz peynirlerini Lb. plantarum, Lb.curvatus, Lc.lactis,

Sc.equorum, Enterococcu faecalis, and Leu.mesenteroides iceren karisik bir mikrofloraya
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sahip oldugu gozlenmislrdir. Ayrica 16S rDNA’nin degisken V6-V8 bolgelerini toplam
mikrofloray1 bulmaya yonelik yapilan DGGE analizinde kullanilmiglardir.

Genel olarak 16SrRNA sekans analizi ile birlikte kullanildiginda DGGE kefir tanelerinin
mikroflora ¢esitliligi analizinde etkilidir. PCR-DGGE fermentasyonu izleyebilir bu sirada

gercek zamanli bilgi ve starter gelisimi i¢in bir teori zemini sunar.

Bu calismadan c¢ikarilan Onemli noktalar su sekilde oOzetlenebilir: PCR-DGGE analizi,
kesinlikle gida mikrobiyolojisi i¢in iyi bir potansiyele sahiptir. Gidadaki mikroorganizmalarin
bulunmasi amaciyla kullanilan mevcut analiz metotlar1 pahali ¢ok zaman alan ve bazen de
kesin olmayan sonuglar veren metotlardir. Molekiiler metotlarin gittik¢e artan bir sekilde daha

hizli ve giivenilir sonuglar ortaya koydugu diistiniilmektedir [20].

PCR-DGGE analizi, gidalarin olgunlagsmasi siirecinde mikrobiyal fermentasyonun hizli bir
sekilde gozlemlenmesini, gida {irlinlerinde mikrobiyal topluluklarin degerlendirilmesini ve
cevresel degisikliklere cevaben gidadaki mikrobiyal topluluklarin analizini saglamaktadir.
Bilim adamlar elbette mikrobiyal fermentasyonlar iizerinde c¢alismaya ve g¢alismalarinda
fermente trlinlerin analizini, gida {irlinlerinin yapisini ve aromasini incelemek icin bu teknigi
kullanmaya devam edecektir. Boylelikle bizlerde fermentasyonda rol oynayan
mikroorganizmalarin gerg¢ek rolleri hakkinda bilgi sahibi olabilecegiz. Bu teknikle gidaki
mikrobiyal topluluklar ile ilgili tam ve daha giivenilir bilgi verebilmek i¢in daha birgok

caligmanin yapilmasi gerekmektedir [20].

PCR-DGGE teknigini baska tekniklerle birlikte kullanmak bir¢cok ¢alismada avantaj
saglayabilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada PCR-DGGE teknigi kiiltiir bagimsiz bir teknik
olmasina ragmen kiiltiire aldigimiz mikroorganizmalar1 da 16S rRNA tam sekans analizi ile
tanimladik. PCR-DGGE teknigini baska bir teknikle kombine halde kullanarak daha fazla
bakteriyi tanimlayabildigimizi gozlemlemis olduk [20].

PCR DGGE yontemi gida sanayinde bilesenlerin ve nihai driinlerin  kalite
degerlendirmesinde uygulanabilir. Analiz metotlar1 degistirilerek iiretim zinciri daha hizli ve
daha dogru bir sekilde kontrol edilebilir. Ayrica teknigin protokolleri gelistirilerek {iretim
araclan yiizeyleri ve donanimlarindaki mikrobiyolojik analizi i¢in de kullanilabilir. Ancak
mevcut durumda PCR-DGGE teknigi heniiz sanayi Olgeginde kontrol araci olarak

kullanilmaya hazir degildir. Ciinkii teknik heniiz yenidir ve iiretimdeki rutin analizlere cevap
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verebilecek nitelikte degildir. Elde edilen deneyim hala yetersizdir. Biiyiik 6lgekli liretime
uyarlanabilen ve cok sayidaki orneklerin rutin analizlerine uygun protokoller heniiz

gelistirilememistir [20].

Aslinda teknik gida iiriiniinii mikrobiyolojik kalitesinin kontrol edilmesinde ve gida iiriiniinde
bulunan ve etikete gore var olan, arasindaki farkin bulunmasinda kullanilabilir. Ayrica PCR-
DGGE, gida fermentasyonu siirecinde hizli bir seklide starter kiiltiirlerin verimliligini ve

dinamiklerinin kontrol edilmesinde kullanilabilir [20].

PCR-DGGE ile baz1 gida iirlinlerinin mikrobiyal kompozisyonu analiz edilerek, bunlarin
cografi kokenlerinin de bulunmasinin miimkiin oldugu ortaya konmustur. Bu durum, 6zellikle
sahtekarlig1 onleyerek, gida iiriinlerinin kalitesi, iiretim kosullar1 ve kdkenlerini tanima ve

onaylamada da kullanilabilir [20].

Sonug ve Oneriler:

» Bu calismada PCR-DGGE yontemi ile 16S rRNA nin V3 bolgesine gore ve 16s rRNA
tam sekans analizi ile kefir tanesi ve kefir icecegindeki farkli bakteriler tanimlanmastir.

» Kefir tanesinde Lc.lactis, Leu.mesenteroides, Lb.kefiri, Pseudomonas sp, Acetobacter
ghanensis, , Lb.diolivorans, Lb.kefiranofaciens, Aeromonas media, Aeromonas
hydrophila, Lb.buchneri tirleri tanimlandi. Kefir igeciginde St.epidermidis,
St.thermophilus, Leu.mesenteroides, Lc.lactis, Lb.caseli, Lb.acidophilus,
Leu.pseudomesenteroides, Lb.amylovorus, Lc.raffinolactis, Paenibacillus apiarius,
Bacillus sp., Aeromonas hydrophila tiirleri tanimlandi.

» Bu bakterilerden Lb. kefiranofaciens, Leu. mesenteroides, Lb. Kefiri, Lc. Lactis,
Sc.thermophilus, Lb.delbrueckii, Lb.helveticus, Lb.casei, Pseudoplantarum Lb.brevis
daha once farkl kiiltiire alma teknikleri ile kefir tanesinde tanimlanabilmistir.

> llk kez bu ¢alismada Acetobacter ghanensisi, kiiltiire aldigimiz 6rneklerde 16S rRNA
tam sekans analizi ile tanimlanmustir.

» 16S rRNA tam sekans analizi ile Lc. lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Lactobacillus casei, Lactobacillus kefiri, Pseudomonas sp,
Acetobacter ghanensis, Lactobacillus diolivorans, Lactobacillus acidophilus
bakterileri tanimlanmustir.

» PCR-DGGE ile tespit edilen; Lactobacillus kefiranofaciens, Aeromonas media,

Lactobacillus buchneri, Lactobacillus amylovorus Lc. raffinolactis Paenibacillus
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apiarius, Bacillus sp, Aeromonas hydrophila bakterileri 16S rRNA ile tespit
edilememistir. Bu bakterilerin kiiltiire alinamamis olabilecegine hiikkmedilmistir.

» 16S rRNA ile tespit edilen Leu.mesenteroides, St.epidermidis,
Leu.pseudomesenteroides, Lb.casei, Pseudomonas ssp, Acetobacter ghanensis,
Lb.diolivorans, Lb. acidophilus bakterileri PCR-DGGE ile tepit edilememistir. Bu
durumun DGGE yo6nteminin deteksiyon limitinin nisbeten yliksek olmasindan ileri
gelebilecegi gibi tiim bakteriler i¢in tek bir lysis protokiiniin uygulanmasinin da neden

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bu g¢alismada, kefir ve kefir tanelerinin bakteriyel florasi, 16S rRNA’nin V3
bolgesinin PCR-DGGE ve 16S rRNA tam sekans analizi ile incelenmistir. Bu bdlge, laktik
asit bakterileri tiirleri igin degisken diziler igermekle birlikte, nisbeten kisa olmasi (yaklagik
160 bp) nedeniyle bazen farkli bakteriler ayn1 sonucu vermislerdir. Bu durum DGGE ile
tanimlanan toplam laktik asit bakterilerinin yalnizca %7’°si i¢in gerceklesmistir. Bunun
disinda geriye kalan bakterilerin kiiltiire alimasina gerek duyulmadan ¢ok kisa siirede ve
yiiksek glivenilirlikle tespiti miimkiin olmustur. Bildirilen bu olumsuzlugun ortadan
kaldirimast igin yapilan caligmalarda birden fazla degisken bolgenin taranmasi tavsiye
edilmektedir. Ayrica 16S rRNA tam sekans analizi ile tanimlanan baz1 bakterilerin DGGE ile
tespit edilememesi DGGE’nin diger molekiiler tekniklerle desteklenmesi gerektigini
gostermistir. Nitekim son yillarda yapilan arastirmalarda da molekiiler tekniklerin kombine

uygulanmasi tavsiye edilmektedir.
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