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Omik teknolojiler; DNA, RNA, genler, proteinler ve metabolitlerin aragtirilmast igin kullanilan araglar ve
metotlardan olusan sistematik yontemler butiinidiir. Son yillarda mikroorganizmalarin tammlanmasinda ve
islevlerinin  beliflenmesinde genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik alanlarda yapilan
calismalar artis gostermektedir. Genomik ve transkritptomik calismalar kapsaminda mikroorganizmalarin
genom dizilerinin belitflenmesinde ve gen ifade analizletinde yeni nesil dizileme sistemleti ile biyoinformatik
araclar birlikte kullamlmaktadir. Bu calismada, beyaz peynirin tagidigt toplam mikrobiyel yikin olusturdugu
beyaz peynir mikrobiyotasinin belirlenmesinde, kiltiirden bagimstz bir yéntem olan shotgun metagenomik
ile kiltire dayalt bir yontem olan ve mikroorganizmalarin tanimlanmasina olanak saglayan kiltiiromik
metotlart lizerinde durulmustur. Calisma ile yakin gelecekte beyaz peynir gibi geleneksel gida triinlerinin yeni
teknikler degetlendirilerek arastirlmast gerekliliginin 6nemi vurgulanmustir. Kiltiromik, metagenomik gibi
yenilik¢i teknikler, geleneksel gida trtinlerinin mikrobiyota tanimlanmast tzetinde daha az belirsizlik ile
calisiimasina olanak saglayabilmektedir.

Anahtar kelimeler: beyaz peynir, mikrobiyota, omik teknolojiler, metagenomik, kiltiromik.

EVALUATION OF CULTUROMICS AND SHOTGUN METAGENOMIC
TECHNOLOGIES IN WHITE CHEESE MICROBIOTA

ABSTRACT

Omics technologies are a set of systematic methods consisting of tools and applications used to
investigate genes, DNA, RNA, proteins and metabolites. In recent years, genomics, transcriptomics,
proteomics and metabolomics have been mainly utilized in the identification and determination of
microorganisms. Within the scope of genomic and transcriptomics studies, next generation
sequencing systems and bioinformatics tools are used together to determine the genome sequences
of microorganisms and gene expression analysis, respectively. In this study, shotgun metagenomics,
the culture-independent method, and culture-dependent culturomics approach that allows
identification of microorganisms are emphasized for the detection of white cheese microbiota. The
study has been emphasized the importance of researching traditional food products such as white
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Beyaz peynirde kiltiromik ve shotgun metagenomik teknolojileri

cheese by evaluating new techniques in the future. Innovative techniques such as culturomics and
metagenomics can enable the study of traditional food products to be studied with less uncertainty

on the microbiota identification.
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GIRIS
Beyaz peynir mikrobiyotasi, peynir lretim
siirecinde Gnemli bir rol oynar ve peynirin
kendine 6zgii tat ve koku gibi organoleptik
Ozelliklerinin olusmasinda etkilidir (Jonnala vd.,
2018). Endustride beyaz peynir idretimi icin
kullanilan laktik asit bakterilerinden olusan starter
kiltir kansimlar, sitte asitlik  gelistirmenin
yaninda beyaz peynirin tat ve koku bilesiklerini
olusturmada gorev alirlar. Endustriyel beyaz
peynir Gretiminde ¢ig siite uygulanan 1sil islem ile
cig stitte bulunan mikroorganizmalarin tamaminin
yok edilmedigi bildirilmistir (Kable vd., 2016).
Bunun yaninda beyaz peynir Gretim isletmelerinde
peynirin temas ettigi ekipmandan peynire cesitli
mikroorganizmalar gecebilmektedir. Bu sebeple
peynir mikrobiyotasina starter kiltiiriin yaninda
peynire islenen sitiin mikrobiyotast ve isletme
ekipmaninin tasidigr mikrobiyel yikiin de etkisi
olabilecegi bildirilmistir (Stellato vd., 2015).
Starter kultir olmayan ve ¢ig sut ve/veya cevresel
kaynaklardan mikrobiyotaya katillan laktik asit
bakterilerinin de beyaz peynitin organoleptik
Ozellikleri ve besinsel icerigininin gelisimine katki
saglayabilecegi bildirilmistir (Wolfe vd., 2014).

Mikrootrganizmalatin tanimlanmasinda kullantlan
klasik kiltirel yontemlerin yant sira son yillarda
omik  teknolojilerde  yasanan  gelismeler
mikrobiyota c¢alismalarinin daha dogru ve kesin
bir sekilde yapilabilmesine olanak saglamstir
(Jonnala vd., 2018; Escobar- Zepeda vd., 2018).
Metagenomik, cevresel bir 6rnekte bulunan tim
genomlarin  dogrudan izole edilerek genetik
analizinin gerceklestirilmesi olarak tanimlanabilir
(Escobar-Zepeda, 2015; Chiu vd., 2019). Genetik
materyalin dizilenmesiyle gerceklestirilen
metagenomik analizlerde yeni nesil sekanslama
yontemleri kullanilmaktadir. Kaltiromik ise segici
besiyerlerinde farkli ortam sartlarinda gelistirilen
ve saf kultiir olarak elde edilen izolatlarin Matriks
Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon- Ugus
Zamant Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS)
ile tammlanmasina olanak saglayan bir yaklagimdir
(Garcia vd., 2010).

Bu ¢alismanin amaci, biitinlesik omik yaklasimi
ile beyaz peynir tiretim stirecine iliskin siit, peynir
ve ¢evre mikrobiyotasinin dinamikleri hakkinda
laktik asit bakterileri acisindan kapsaml genel bir
bakis saglamaktr. Ayrca bir mikrobiyota
calismasinda kiiltiire dayalt ve kiltirden bagimsiz
iki yontemin karsilastinlmasinin 6nemi tzerinde
durulacaktir.

Beyaz Peynir

Peynir, sitin enzimler ya da organik asitler
kullantlarak  pthtilastirilmasi, olusan  pthtinin
baskilanarak peynir altt suyunun ayrilmastyla
olusan, farkli yag oranlarinda ve farkli sertliklerde
olabilen, cesidine gbre degisen renk, tat ve koku
Ozelliklerine sahip bir stt urintdir. Dinyada
1000’in tzerinde, Tiurkiye’de ise 50’ye yakin peynir
¢esidinin oldugu bildirilmistir (Togay vd., 2020).
TEPGE Siit ve Siit Uriinleri Durum Tahmin
Raporu ve Ulusal Sut Konseyi Siit Raporuna gore
tlkemizde en cok tiketilen ve pazar payt en
yiksek olan peynir c¢esidi beyaz peynirdir
(Anonymous, 2017; Anonymous, 2018). TUIK
Siit ve Siit Uriinleri Uretim Tstatistikleri 2020 Mart
ayt raporuna gore Turkiye’de inek sitiinden
tretilen peynir miktart bir 6nceki yilin bahsedilen
aymna kiyasla %12,2 artis gostererek 63300 ton,
manda, koyun ve keci sttlerinden tretilen diger
peynirlerin tretimi ise %14,8 azalarak 2700 ton
olmustur (TUIK, 2020). Tirk Gida Kodeksi
Peynir Tebligi (Teblig No: 2015/6) uyarinca beyaz
peynir “Hammaddenin peynir mayasi kullanilarak
pthtilastirilmasi ile elde edilen telemenin teknigine
uygun olarak islenmesiyle uretlen, tretim
asamalarindaki  farkhihiklara gbre taze veya
olgunlastirilmis olarak tanimlanabilen, ¢esidine
Ozgi karakteristik 6zellikler gésteren salamuralt
peynir” olarak tammlanmaktadir. Cizelge 1°de
Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kritetler
Tebligi (Teblig No: 2009/68) uyarinca beyaz
peynirin uymasi gereken mikrobiyolojik kriterlere
yer verilmistir.
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Cizelge 1. Beyaz peynirin mikrobiyolojik kriterleri

Gida Mikroorganizmalar
Peynir (eritme peynir Enterobacteriaceae
haric  diger  tim 5. amrens ()
peynitler) Salmonella spp.

L. monocytogenes
E. cli O157:H7

Numune alma plan
n

Limitler ()
m M
103 104
102 103
0/25 g-mL
0/25 g-mL
0/25 g-mL

Ul U1 U U1 U
cooNnNZ

(") : Aksi belirtilmedikee limit kob/g-mL olarak degerlendirilir.
(") : Koagitilaz pozitif stafilokoklar. n: Analize alinacak numune sayisini

c: “M” degeri tastyabilecek en fazla numune sayisini

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

M: “c” sayrdaki numunede bulunabilecek en fazla degeri ifade etmektedir.

Endiistriyel Beyaz Peynir Uretimi

Beyaz peynirin kalitesi peynire islenen siitin
kimyasal kompozisyonuyla yakindan iligkilidir. Bu
sebeple stt kimyasal ve mikrobiyolojik acidan iyi
kalitede olmalidir. Buna gére isletmeye gelen siit;
antibiyotik, deterjan ve kimyasal kalinti
icermemeli, mastitisli olmamali, kolostrum
icermemeli, laktasyonun ilk ve son sathalarinda
elde edilmemelidir. Kimyasal bilesimi normal
olmayan, 6zellikle mastitisli hayvanlardan elde
edilen sitlerin serum proteini igerigi ylksek,
kazein icerigi ise distiktir. Disiik kazein icerigine
sahip stitten tretilen peynirin randimani dismekte
ve peynirde yumusama problemi olusmaktadir.
Mikrobiyel agidan peynire islenen siit, koliform,
Clostridium ~ ve  Badcillus  cinsi  bakterileri
icermemelidir (Hayaloglu vd., 2002).

Sekil 1’de endustriyel beyaz peynir tretimi akis
semast verilmistir. Endustriyel beyaz peynir
tretiminde ilk olarak isletmeye gelen ¢ig stit kalite
kontroliinden gectikten sonra ¢ig siit tanklarina
alinir. Stt, Uretime alinmadan 6nce ilk olarak basit
filtreler ile gézle gorilen kirliliklerden, daha sonra
merkezkac kuvveti ile ¢alisan seperatorlerle gozle
gbrinmeyen yabanci maddelerden ayristiriir.
Temizlenen siitin protein ve yag oran
ayarlanarak sutiin standardizasyonu yapilir. Daha
sonra st yiksek basing altinda 60-65°C sicaklikta
cok ince filtrelerden gegitilerek homojenizasyonu
saglanir. Homojenizasyon ile siitin icerdigi yag
globiillerinin ¢apt esitlenir. On islemlerin ardindan
stit 72-75°C’de 15 saniye 1s1l isleme maruz birakilir
ve hizli bir sekilde 28-30°C’ye sogutulur. Sttiin bu
stcakliga sogutulmasinin sebebi beyaz peynir
starter kiltirlerinin mezofilik 6zellikte laktik asit

bakterilerinden olusmast ve bu sicakliklarda
optimum gelismesidir. Starter eklendikten sonra
stite CaCl; eklenir. Bunun sebebi pastérizasyonda
yuksek sicakligin etkisiyle ayrilan Ca*2’nin yaptya
tekrar kazandirilmasidir. Starter kiltiirtin etkisiyle
pH 5.5% geldiginde siite rennet enzimi (peynir
mayast) ilave edilir. Bu pH pihtilasmay: saglayan
rennet enziminin optimum aktivite gosterdigi
pHtr. Kazeinin dort alt biriminden biri olan
kappa kazeinin sitlin pthtilasmasinda énemli bir
yeri vardir. Rennet enzimi kappa kazeinin 105.
amino asidi fenilalanin ve 106. amino asidi
metiyonin arasindaki bagr kirar (Sekil 2). Kirilan
zincirde hidrofobik olan kisim para kappa-kazein
(para kappa-casein) yapidan ayrilir ve pthtyt
olusturur. Hidrofilik kistm olan glikomakropeptit
(GMP) ise serum kistmda ¢6zinerek yapidan
ayrilir. Pihtt olustuktan sonra 1 cm?lik kipler
halinde kirilip baskilanarak fazla suyunu birakmast
saglanir. Ptht1 baskilanirken cendere bezine sarilir
ve Uzerine agirlik uygulanir. Cendere bezi beyaz
peynirin bir yizeyinde olan putirld seklin
olusmasini  saglar. Pithtnin  fazla  suyunun
alinmastyla olugan teleme 7 cm¥’liik kiipler halinde
kesilit ve 24 saat salamurada (12-14 g/100 ¢
NaCl) bekletilir (Hayaloglu vd., 2002). Salamurada
bekletildikten sonra beyaz peynir, tercihe baglt
olarak olgunlastirilmadan tiketime
sunulabilmektedir. Salamuranin ardindan taze
beyaz peynir ambalajlanarak yine salamura (6
g/100 g NaCl) icinde satisa sunulur.
Olgunlastirlarak tiiketime sunulan beyaz peynirin
olgunlastirimast  ise  4-8°C’de  60-90 gin
yaptlmaktadir (Topcu ve Saldamli, 2000).
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Sutlin temizlenmesi, standardizasyonu ve homojenizasyonu

Pastorizasyon ve uygun sicakliga sogutma

Starter kiltdr inokilasyonu

CaCl,ilavesi

Sutln pihtilastiriimasi (Maya ilavesi)

Pihti kesimi ve baskilama

Telemenin baskilanmasi ve peynir kalip kesimi

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

Ambalajlama

2

2

\Z

\Z

\Z

\Z

\

\

Sekil 1. Beyaz peynir tiretimi.

| Ser-Phal 05- | Met-Ala
Para kappa-kazein I Glikomakropeptit
EC
- 3 Hidrolazlar
L 3 4 Peptidazlar

“ 3423 Aspartik endopeptidazlar
LEC. 3.4.23.4 Kimozin (Rennin)

Sekil 2. Kazein

Beyaz Peynir Mikrobiyotasi

Mikrobiyota belitli ortamda bulunan mikrobiyel
toplulugun tamamina verilen isimdir (Liu, 2010).
Mikrobiyom tanimi, ilk kez Nobel odilla
mikrobiyolog Joshua Lederberg tarafindan 2001

zincirinin kirilmast.

yilinda yapimustir (Prescott, 2017). Buna gore,
insan viicudunda bulunan kommensal, simbiyotik
ve patojen  mikroorganizmalardan  olusan
ckosistemi ifade eden terim “mikrobiyom” olarak
tantmlanmistir. Daha sonra mikrobiyota ve
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mikrobiyom terimleri insan ve mikrobiyomu
arasindaki etkilesimi aciklamayt hedefleyen Insan
Mikrobiyom Projesi (HMP) tarafindan tekrar
actklanmistir (Proctor vd., 2019). Gunimiizde
mikrobiyom, belitli bir ortamda bulunan bakteri,
arkea, kif ve mayalardan olusan mikrobiyel
toplulugun olusturdugu mikrobiyotanin toplam
genomu olarak ifade edilmektedir (Knight vd.,
2018).

Mikrobiyotanin bulundugu konaker ortami insan,
hayvan ya da bitki olabilecegi gibi ¢evresel bir
ornek de olabilir (Liu, 2016). Bu aciklamadan

hareketle,  bir  peynir  ¢esidinin  tasidigt
mikroorganizma toplulugu “peynir
mikrobiyotast” olarak tanimlanabilir. Peynir

mikrobiyotasi, ¢ok biyik oranda, kullanilan
starter kultiire gore sekillenmektedir (Ercolini,
2004). St mikrobiyotast, peynir yapiminda tim
stirecte 6nemli bir rol oynar ve peynire 6zgii lezzet
ve doku gelisimine katkida bulunur (Tilocca vd.,
2019).

Starter kultiirler Urtine istenilen tat, koku, aroma
ve yapt gibi Ozellikleri kazandirmak amact ile
kullanilan ve bilinen Ozelliklere sahip karisik
mikroorganizma kiltiitleridir. Bunun yaninda,
peynir Uretiminde isletmeye gelen ¢ig sitin

tagidigt mikroorganizmalar da peynir
mikrobiyotast ile iligkilidir. Cunkd ¢ig sttte
bulunan mikroorganizmalarin tamami

pastOrizasyon islemi ile yok edilememektedir
(Kable vd., 2016). Bu faktétlerin yaninda peynir

Uretim isletmesinde peynitin  temas  ettigi
ekipmandan peynire cesitli mikroorganizmalar
gecebilmektedir. Bu  ylzden beyaz peynir

mikrobiyotasint sadece eklenen starter kiiltiir degil
aynt zamanda ¢ig siit mikrobiyotast ve isletme

ekipmanlarinin  tasidigr mikroorganizmalar gibi
faktorler de etkilemektedir (Stellato vd., 2015).

Peynir mikrobiyotast, baslatict birincil mikroflora
ve ikincil mikroflora olarak ikiye ayriir (Tunail,
2009). Birincil mikroflora olan laktik asit
bakterileri laktik asit fermantasyonuyla siitin
asitligini arttirirken olgunlagma siirecinde de sahip
olduklart enzimler sayesinde peynirin gbriings, tat,
koku, tekstiir gibi karakteristik Gzelliklerinin
olusumunu saglarlar. Ikincil mikroorganizmalar

ise olgunlagsma stirecinde cesitli organik asitlerin
olusumuna 6nemli katki  saglarlar.  Tkincil
mikroflora peynir ylzeyinde ve/veya icinde
gelisebilen baglaticr  kiiltlir  dist  laktik  asit
bakterileri, maya ve kiflerden olusabilmektedir.
Guntmiizde endistriyel olarak {iretilen beyaz
peynitler  genellikle taze  peynir  olarak
olgunlastirlmadan tiiketime sunulmaktadir. Bu
sebeple beyaz peynirin ikincil mikroflorasi
bulunmamaktadir (Tunail, 2009). Beyaz peynirin
mikrobiyotastnin olusumunda ise starter kiltir
olarak kullanilan mikroorganizmalarin yaninda
cevresel mikrobiyotanin, starter kiltiir olmayan
mikroorganizmalarin  da etkisinin  olabilecegi
bildirilmistir ~ (Jonnala vd., 2018). Literatir
incelendiginde, beyaz peynirde baskin tir olarak
Lactococcus  lactis ve  Streptococcus  thermophilusun
bulundugu gérilmektedir. Bu mikroorganizmalar

Ozellikle peynirin olgunlasmasinin ik
asamalarinda daha belirgindir. Beyaz peynirde
Onemli tir olarak bildirilen diger

mikroorganizmalar  Enterococcus  faecalis ve E.
Saeciunr dur. Lactobacillus fermentum, L. brevis, L. casei,
L. plantarum, —Lenconostoc  mesenteroides  subsp
dexctranicum ve Len. lactis titleri de beyaz peynirde
agitliklt olarak bulunan bakterilerdir. Ulkemizde
beyaz peynir starter kualtird ile ilgili yapilan
calismalar incelendiginde 6zellikle L. /actis subsp.
cremoris ve L lactis subsp. lactisin, bunlarin
yanunda L. delbrueckii - subsp.  bulgaricus,  St.
thermophilus, L. belvetions  ve L. plantarum
bakterilerinin beyaz peynir starter killtira olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Cizelge 2).

Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, gida endistrisinde bircok
fermente gida Grininin dretiminde kullanidan
onemli bakterilerdir. Taktik asit bakterileti,
filogenetik olarak Lactobacillales takimina ait, 6
aile, 30’dan fazla cins ve 300’den fazla tiru
barindiran bir bakteri grubudur (Endo vd., 2019).
Lactococcns, Lacobacillus, Enterococcus, Streptococcus,
Lenconostoc ve Pediococcus cinsleri baslica laktik asit
bakterileridir. Lactococcns, Streptococens, Lactobacillus
ve Enterococcns cinsi laktik asit bakteriletinin
taksonomik simflandirmast Cizelge 3’te verilmistir
(KEGG, 2020). Zheng vd. (2020) tarafindan
yaptlan bir calismada, laktik asit bakterilerinden
TLactobacillaceae ve Leuconostocaceae ailelerinin
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siniflandirlmast tiim genom dizileme teknikleriyle
yeniden degerlendirilmistir. Calismanin ¢iktist
olarak Lactobacillus cinsinin 25 cinse ayrilmasi
Onerilmistir. Bunlar daha 6nceden de var olan
fakat calismada tanimi tekrar yapilan Lactobacillus
ve Paralactobacillus cinsleri ile 23 yeni cins;
Levilactobacillus, 1 entilactobacillus, 1imosilactobacillus,
Ligilactobacillus, Furfurilactobacillus,
Ampylolactobacillus, ~ Secundilactobacillus, Holzapfelia,

Loigolactobacilus, Bomibilactobacillus,
Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,
Pancilactobacillus, Agrilactobacillus, Lacticaseibacillus,
Latilactobacillus, Lactiplantibacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Liquorilactobacillus
ve Schleiferilactobacillus olmustur. Tanimlanan bu
yeni cinslerin temsil ettigi eski Lactobacillus cinsi
bakterilerin sadece cins isimleri degismis olup tiir
ve sus isimleri aym kalmistir.

Dellaglioa,

Cizelge 2. Beyaz peynir starter kiiltirl olarak kullamilabilecegi bildirilen mikroorganizmalar (Cerit, 2020)

Starter kiltir
Le. lactis subsp.
Le. lactis subsp.
Le. lactis subsp.
L. lactis subsp.
L. helveticus

L. lactis subsp.
L. lactis subsp.
L. lactis subsp.
L. lactis subsp.
L. lactis subsp. lactis

L. lactis subsp. cremoris

Mezofilik kiiltur+ E. faecium EF031 (ek kiltiir)
Mezofilik kiltur+ E. faecium M74 (ek kiltir)
L. lactis

E. faecinm

L. plantarum

Le. lactis subsp. lactis/ cremoris

L. delbrueckii subsp. bulgaricus

St. thermophilus

L. lactis subsp. lactis

L. lactis subsp. cremoris

Yarrowia lipolytica

Debaryomyces hansenii

Le. Jactis subsp. lactis

Le. Jactis subsp. cremoris

St salivarins subsp. thermophilus

Le. Jactis subsp. lactis

Le. Jactis subsp. cremoris

St. thermophilus

lactis
cremoris
lactis
cremoris

lactis
cremoris
lactis
cremoris

Laktik  asit  bakterileri Gram  porzitif,
Sporplactobacillus innlinus disinda spor
olusturmayan, anaerobik, acrobik ya da fakultatif
aerobik olan, kok ya da ¢cubuk sekilli, karbonhidrat
metabolizmasinin ana fermantasyon triinlerinden
biri olan laktik asiti Greten olduk¢a degerli
mikroorganizmalardir  (Tunail,  2009). Bu

Kaynak
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bakteriler ayni zamanda, asidi tolere edebilen,
katalaz ve oksidaz negatif olan, nitrati redikte
edemeyen mikroorganizmalardir. Laktik  asit
bakterileri diisiik guanin ve sitozin (G+C) oranina
(%35-53) sahiptirler ve genom biiytiklikleri genel
olarak 1.8-34 Mbp arasinda degismektedir
(Yilmaz vd., 2015).
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Cizelge 3. Lactococens, Streptococcus, Lactobacillus ve Enterococcns cinsi laktik asit bakterilerinin taksonomik

siniflandirmast

Lactococcus Streptococeus Lactobacillus Enterococcus
Alem  Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Sube Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes
Stuf Bacilli Bacilli Bacilli Bacilli
Takim  Lactobacillales Lactobacillales Lactobacillales Lactobacillales
Aile Streptococcaceae Streptococcaceae Lactobacillaceae Enterococcaceae
Cins Lactococcus Streptococcus Lactobacillus Enterococcus

Laktik asit  bakterileri  gelismek  icin Bunun yaninda laktik asit  bakterilerinin

karbonhidtratlar, amino asitler, vitamin, mineral
ve bazen de yag asitleri ve peptitler gibi zengin
besinlere ihtiyac duymaktaditlar. Bundan dolayt
da besin icerigi yiksek olan ortamlarda
bulunurlar. Bunlara, gastrointestinal sistem; mide
ve bagirsak, vajinal yollar, agiz boslugu, bitki
yuzeyleri, silaj ve stit ve siit Grtinleri gibi ¢ok cesitli
ortamlar Ornek olarak verilebilmektedir (Endo
vd., 2019). Laktik asit bakterileti bulunduklar
ortamin icerigindeki hegzoslart fermente ederek
lastik asit olusturutlar ve fermantasyon sonucu
urettikleri son uriine gbre iki gruba ayrlirlar.
Hegzoslardan sadece laktik asit  (%90-100)
olusturanlar  homofermantatif — laktik  asit
bakterileri, laktik asidin (%50) yamsira etanol,
asetat ve COs olusturanlar ise heterofermantatif
laktik asit bakterileridir.

Laktik asit fermatasyonu sonucu ortaya ctkan
laktik asit, asetik asit, asetaldehit ve diasetil gibi
aromatik bilesikler sayesinde yogurt, peynir
cesitleri, kefir, eksi krema, fermente ¢ig sucuk,
tarhana gibi kendine 6zgl tadi ve aromast olan
driinler elde edilmektedir. Bundan dolay segilen
bazt laktik asit bakterisi suglatindan statter
kiiltiirler, aroma gelistirici kiltiirler ve probiyotik
kiiltirler tretilmektedir. Starter kiltir 6zelligi
gosteren laktik asit bakterilerinin tirettigi laktik asit
ile ortamin asitligi artar ve asidi tolere edemeyen

mikroorganizmalarin  bu ortamda  yasamast
gliclesir. Laktik asit bakterileri asidi tolere
edebildikleri icin  bu ortamda  rekabetci

konumdadir ve béylelikle patojen ve diger
mikroorganizmalarin inhibe edilmesini saglarlar.

metabolitlerinden olan hidrojen peroksit, diasetil,
bakteriyosin ve amonyak gibi maddeler diger
mikroorganizmalara karst antimikrobiyal 6zellik
gostermektedir. Béylece bir gida maddesinde
laktik asit bakterilerinin varligi ile istenmeyen
mikroorganizmalarin inhibe edilmesi
saglanabilmektedir. Laktik asit bakterileri gida
endistrisinde O6nemli bir yeri olan fermente
gidalarin  Uretilmesinde starter kiltir olarak
kullantlmalari, asitlik ve aroma gelistirici olmalart,
antimikrobiyal aktiviteleri ve probiyotik olmalar
gibi 6zelliklerinden dolayt gida endistrisinde cok
Onemli bir yer tutmaktaditlar.

Laktik  Asit Bakteriletini  Tanimlama
Yontemleri
Laktik asit bakterilerinin  tanimlanmast st

endustrisi icin biylik 6nem arz etmektedir. Laktik
asit bakterilerinin tanimlanmast ile sit ve st
driinlerinin - mikrobiyotast hakkinda edinilen
bilgiler ~starter kiltir ve peynir Uretim
teknolojilerinin gelistirilmesinde kullaniarak stt
endistrisine ekonomik anlamda katk1
saglayabilmektedir. Ayrica st ve driinlerinin
mikrobiyotastnin  beliflenmesi, st triinlerinin
kalitatif =~ ve  duyusal  Ozelliklerinin = ve
guvenilirliginin  kontrol edilmesi igin olduke¢a
6nemlidir (Tilocca vd., 2019).

100 yit  askin  stredir  mikrobiyolojide,
mikroorganizmalarin  katt besiyeri kullanilarak
izole edilmesi ve uygulanan bazi testletle bu
izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
Ozelliklerinin ~ belirlenmesiyle  tanimlanmast
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esastna  dayalt  klasik  kiltirel — yontemler
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar ile ilgili
calismalar, 1676 yilinda Leeuwenhoek™un agiz
mikroorganizmalariyla ilgili raporundan
ginimiizde kullamlan molekiller yéntemler ile
tanimlama calismalarina kadar uzun bir yol kat
etmistir. Mikroorganizmalatin izolasyonuyla ilgili
calismalar ilk olarak bilim insanlarinin patates
dilimleri ve jelatin gibi katt besi ortamlarinda

mikroorganizmalati kultire etmeleriyle
baslamistir. Izolasyon yontemlerinin bulunmast
mikroorganizmalarin “Gorinmeyen

organizmalar” olarak adlandirdigt dénemlerde
mikroorganizmalarin  kesfi, mikroskop altinda
gbzlemlenebilmesi ve onlann fizyolojilerinin
anlagilabilmesi adina ik basamak olmustur

(Escobat- Zepeda vd., 2015).

1970’lerin  sonunda tibozomal RNA (rRNA)
genlerinin molekiiler markirlar olarak
kullanilabilecegi goriisiiniin ortaya atilmasi ve
bunula birlikte Sanger sekanslamanin ortaya cikist
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda bir devrim
yaratmistir  (Escobar- Zepeda vd., 2015).
Ardindan Polimeraz zincir reaksiyonu, rRNA
genlerinin klonlanmast ve dizilenmesi, Denature
edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) gibi
molekiler  yontemler  mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda  kullanilmaya  baglanmistir
(Excolini, 2013; Yilmaz vd., 2015). Metagenomik
analizlerin ortaya c¢tkmasi, mikroorganizmalarin
tantimlanmasinda 6nemli bir adim olmustur. Saf
kiltitlerin  izolasyonuna  dayali  tamimlama
tekniklerinin  aksine metagenomik analizler
kiltire edilemeyen mikroorganizmalarin da
tanimlanabilmesine olanak saglamaktadir (Zhang
vd.,, 2019).

Laktik Asit Bakterilerinin Klasik Kiiltiirel
Yontemlerle Tanimlanmasi

Klasik kiltiirel yontemlerle tamimlamada ik
asama mikroorganizmalarin saf kultir halinde
izole edilmeleridir. Bunun i¢in uygun segici
besiyetlerinden yararlanidmaktadir. Laktik asit
bakterilerinin gelistirilmesi ve izolasyonunda MRS
Agar ve MRS Broth, M17 Agar ve M17 Broth,
Kanamycin Esculin Azide Agar gibi yiksek
besleyici ~ &zellige sahip  segici  besiyerleri
kullanilmaktadir.  Laktik asit  bakterilerinin

tanimlanmasinda ik olarak segici besiyerinden
uygun makroskopik morfolojiye sahip koloniler
secilerek saf kultiir olarak elde edilir. Ardindan
izolatlarin mikroskobik morfolojileri incelenerek
kaydedilir. ~ Sonrasinda  izolatlarin ~ Gram
reaksiyonu ve katalaz aktiviteleri belirlenmektedir.
Sporsuz cubuk veya kok seklinde, Gram pozitif ve
Katalaz negatif 6zellik gésteren izolatlar laktik asit
bakterileri olarak belitflenmektedir. Klasik kiiltirel
yontemlerde  bakterilerin - cins  diizeyinde
tanimlanmasi amaciyla bir takim biyokimyasal ve
fizyolojik testler uygulanmaktadir. Bunlara; farkl
sicakhk  ve pH degetleri ile farklh tuz
konsantrasyonlarinda gelisme, glukozdan gaz
olusturma, karbonhidrat fermentasyon testleri,
antibiyotik  duyarliigi, atjininden amonyak
tretimi, indol, Voges-Proskauer, jelatin hidrolizi
ve ureaz testleri, sukrozdan dekstran olusturma
gibi testler 6rnek gosterilebilir.

Kiltiiromik yaklagimi  ile Laktik  Asit
Bakterilerinin Izolasyonu ve Tanimlanmast

Kiltiromik, secici besiyetlerinde farkli ortam
sartlarinda gelistirilen ve saf kiltiir olarak elde
edilen izolatlarin  Matriks  Destekli Lazer
Desorpsiyon Iyonizasyon- Ucus Zaman Kiitle
Spektrometrisi  (MALDI-TOF ~ MS, Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time of
Flight Mass Spectrometry) ile tanimlanmasina
olanak saglayan bir yaklasimdir (Garcia vd., 2016;
Nacef vd., 2017). Sekil 3’te kiltiromik yaklagtmi
Ozetlenmistit. MALDI-TOF MS,
mikroorganizmalarin  proteinlerinin  iyonize
edilerek bir elektrik alandan gecirilmesi ile protein
profillerinin ¢ikartlmast esasina dayanir (Santos
vd., 2016). MALDI-TOF MS’te tanimlamamn ilk
basamagi saf kiltiir olarak elde edilen izolatin
hedef plaka tzerinde matriks solisyonu ile
muamele edilip kristallestirilmesidir
(Harnpicharnchai vd., 2020). Matriks soliisyonu
ile kaplanan ve kurumasi beklenen 6rnek
sonrasinda hedef plaka ile cihaza yiiklenir. Cihaz
ici vakumu saglandiktan sonra hedef plaka lazer
1sinina maruz brrakilir. Kristalize halde bulunan
proteinler lazer 1sinimin etkisiyle iyonlasir ve
protonlanmis iyonlar elde edilir. Iyon bulutu bir
elektrik alanda hizlandinlarak ugus tiptinden
gegirilir. Tyonlarn ucus tipiinde gegirdikleri siire
(Time of Flight, TOF) ucus stiresi analizatérleri ile
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hesaplanir. Bu siire iyonlarin kitlesiyle iliskilidir.
Iyonlarin  ucus  tiipiinde  aldiklart  yol
tamamlandiginda, her bir izolat icin kiitle
spektrumlart elde edilir. Bu spektrumlar veri

tabaninda bulunan veriler ile karsilastirlir ve
mikroorganizmalarin tanimlanmasi gerceklestirilir
(Lagier vd., 2018).

[

R I
"'!ﬂ_'l;q

Kultiromik

Orneklerin toplanmasi

Segici besiyerinde
kilturlerin gelistiriimesi

izolatin cihaza yiiklenmesi

MALDI-TOF MS analizi

Sekil 3. Kiiltiiromik yaklasiminin sematik gésterimi (Orijinal resimler kullanilmustir).

Kultiromik yaklasiminin, mikrobiyel toplulukta
az yogunlukta bulunan mikroorganizmalarin da
tantmlanmast, hizli ve ekonomik olmast, yalnizca
canlt mikroorganizmalarin tanimlanmasina olanak
saglamast ve tanimlanan kiiltiitlerin ileri caligmalar
icin saklanmasina izin vermesi gibi avantajlar
vardir. Ancak kiltiromik yontemi ile sadece
kalttre edilebilen mikroorganizmalarin

tanimlanmast mimkin olmaktadir (Nacef vd.,
2017).

Metagenomik Analizler
Mikrobiyel topluluk bir ortamda ayni anda birlikte
var olan organizmalar grubudur.

Mikroorganizmalarin fizyolojilerini anlamak igin
kullamulan yéntemlerin, Robert Koch’un kati halde
besin  Sgelerini  mikroorganizmalarin  sayisint
belitlemek  ve onlart  mikroskop  altinda
gorintilemek icin kullanmastyla basladigi ifade
edilebilir. Ancak, Petri kabinda gelisen ve
mikroskopta goriintiilenen mikroorganizma sayist
arasindaki biiytk fark, mikroorganizmalan kiltire
etme yontemlerinin yetersiz kaldigini g6stermistir
(Handelsman, 2004; Sielaff vd., 2019). Dokme
Plak Yonteminde Biyik Farklilk (Great Plate
Count Anomaly) olarak isimlendirilen bu
yetersizlik, var olan mikroorganizmalarin yaklagik
olarak  yalnizca  %1’nin  #  witro  olarak
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belirlenebildigini g&stermistir (Escobar-Zepeda
vd., 2015; Serra vd., 2019). Elde edilen bu veriyle
beraber belli bir ortamda bulunan
mikroorganizmalarin belirlenmesi ve tanimlama
calismalarinin yapilabilmesi i¢in yeni yontemlerin
gerekliligi ortaya cikmustir (Sekil 4).

Metagenomik, cevresel bir 6rnekte bulunan tim
genomlarin  dogrudan izole edilerek genetik
analizinin yapilmast olarak tanimlanabilir (Chiu
vd., 2019). Genetik materyalin dizilenmesiyle
gerceklestirilen metagenomik analizler yeni nesil
dizileme yontemleriyle gerceklestirilir. Yeni nesil
dizileme sistemleriyle bitki, bakteri, maya, kif,
virts gibi mikroorganizmalarin genomlarinin ultra
hizli  olarak, yiksek dogrulukla dizilenmesi
mimkindiir. Glinimizde kullanidan yeni nesil
dizileme sistemleri, Illumina Genome Analyzer,

Genomics, Helios, Pacific Biosciences ve
IonTorrent'tir (Jongman vd., 2020; Nair ve Bhat,
2020).

Metagenomik analizler amplikon dizileme ve
shotgun olarak ikiye ayrlmaktadir. Amplikon
dizilemede, Ornekten tiim mikroorganizmalarin
toplam DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra
taksonomik bilgi veren belirli gen bolgeleri
hedeflenir. Bunlara, nesiller boyu korunmus ve
taksonomik bilgi veren 765 rRINA, 185 rRNA ve
ITS genleri 6rnek verilebilir (Parente vd., 2020).
Bu hedeflenen genler spesifik primerler yardimiyla
PCR ile amplifiye edilitfler. Amplifiye edilen gen
bélgeleri dizilenir ve biyoinformatik araclarla bu
diziler anlamlt  verilere donusturilerek

mikroorganizmalar tanimlanmis olur (Ranjan,
2016; Breitwieser vd., 2019; Serra vd., 2019).

Applied  BioSystem  SOLID,  Complete
Kati besiyerinde kiiltlirel yontemler
N2
Dékme Plak Yonteminde Blyuk Farklilik (Great Plate Count
Anomaly)

(Var olan mikroorganizmalarin yalnizca yaklasik %1'nin in vitro
diizeyde belirlenebilmesi)

\

Molekiler Yontemler ve Metagonomik Analizler

Sekil 4. Metagenomik analizlerin ortaya ctkist

Shotgun dizileme ise; Ornekte bulunan tim
genomun  rastgele  parcalartin  dizilendigi
sistemdir. Shotgun dizileme ve amplikon
dizilemenin en 6nemli fark: tim genom shotgun
dizileme ile mikroorganizmalarin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda amplikon dizilemeyle
tanimlamaya kiyasla daha giivenilir sonuglar elde
edilmesidir (Ranjan, 2016; Thoendel vd., 2019).
Tim genom shotgun dizileme ve amplikon
dizilemede farkli veri tabanlart kullanimaktadir ve
shotgun dizilemede daha buyik ham veri elde
edilmektedir (Deurenberg vd., 2017; Escobat-
Zepeda vd., 2018; Jagadeesan vd., 2019).

Tum genom shotgun dizileme daha ayrintils
incelenecek olursa, ilk asama yine ortamda
bulunan mikroorganizmalarin genetik
materyalinin dogrudan ckstrakte edilmesidir. Bu
elde edilen genetik materyal o ortamda bulunan
tim mikroorganizmalarin genomunu
kapsamaktadir (Zhou vd., 2019). Toplam genom
olarak dogrudan izole edilen DNA’lar dizileme
icin ¢ok uzundur. Bu ylzden 6ncelikle DNA’larin
kiiciik fragmentlere (200-600 bp) mekanik ya da
enzimatik yollarla ayrilmasi gerekir. Kiigiik
pargalara ayrilan DNA fragmentlerinin iki ucuna
adaptorler eklenir. Bu adaptérler kiitiiphanenin
olusturulmasi sirastnda DNA fragmentlerinin bir
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ylzeye baglanmast icin gereklidir. Daha sonra bu
DNA fragmentleri 95°C’ye 1sitilarak denatiire
edilir ve tek zincirli hale getirilir. Tek zincirli hale
getirilen DNA  fragmentlerinin  bir  ylizeye
tutunmast saglanir. Bu yiizey kullanilan yeni nesil
sekanslama teknigine gbre degisim
gostermektedir (Kader vd. 2016, Jagadeesan vd.,
2019). Illumina sistemde bu ama¢ icin
oligontikleotitlerle kaplanmus bir akis hiicresi
kullanilirken, Ion Torentte boncuklar (bead)
kullandlir.  Yiizeye DNA  pargalarn
kiitiphaneleri  olusturur.  Devaminda  bu
kiitiphanelerden kiimeler olusturulur. Bu amacla
ortama ecklenmis olan niikleotitler, polimeraz
enzimi, primerler ve buffer ile DNA’larn
eslenmesi gerceklesir. Cift zincirli hale gelen
DNA’lar tekrar denatiire edilir ve orijinal zincir
uzaklastirilir. Sonta kalan zincitler tekrar eslenitler
bu doéngl defalarca tekrarlanir ve bu sekilde
kimeler olusturulmus olur. Dizileme asamasina
gecildiginde DNA’larin eslenmesinde floresanla
modifiye edilmis niikleotitler kullamulir (Ranjan,
2016; Zhang vd., 2019). Boylece her bir
niikleotitin eklenmesinde 15tk kaynag: ile birlikte
hangi nikleotitin eklendigi gbriuntilenir ve
béylece sirayla eklenen niikleotitler dizilenmis
olur. Dizileme isleminden sonra elde edilen
verilerin dizi analizi biyoinformatik araclar
yardimiyla  gerceklestirilir. ~ Bu  analizlerle
hedeflenen ortamda hangi mikroorganizmalart
oldugu ve bunlarin ne oranda bulundugu tespit

edilebilir (Jagadeesan vd., 2019; Weiss vd., 2019).

tutunan

Gidalar bakteri, maya, kif gibi organizmalar
birlikte bulundutur ve bu mikroorganizmalar

birbirleriyle etkilesimde bulunarak gidalarin
fermantasyonundan sorumludur veya
bozulmasina sebep olur. Son yirmi yilda

gelistirilen kultirden bagimsiz metotlar ile gida
tretimi, depolamast ve dagitumui siiregleri
fermantasyon ~ ve  bozulma  dinamikleri
incelenmistir (Cocolin ve Ercolini 2015; Serra vd.,
2019). Gudalarda gerceklestirilen bu ¢alismalarin;
gida patojenlerinin tayini, gidalarda bozulmalara
yol acan mikroorganizmalarin tayini,
fermantasyon stiresince mikroorganizma
degisiminin izlenmesi, potansiyel starter ya da
yaratli mikroorganizmalarin  belitflenmesi  gibi
ciktilart olmaktadir.

Ulkemizde beyaz peynirin mikrobiyel
kompozisyonunun belirlenmesine yonelik yapilan
calismalar incelendiginde genellikle klasik kiltirel
yontemler ve biyokimyasal testlerin kullanildigy,
bunun yaninda son zamanlarda 16S tRNA
dizileme yonteminin 6ne ¢iktigr goérilmektedir
(Hayaloglu vd., 2002; Ertirkmen vd., 2015;
Arslan, 2017).

Arslan (2017) yaptigt calismada, Erzurum basta
olmak Uzere Turkiye’nin cesitli bolgelerinden
topladigt  beyaz  peynirlerden lakttk  asit
bakterilerinin izolasyonunu ve AP, 765 rRINA
gen analizi  ve rep-PCR  yontemleri ile
identifikasyonunu gerceklestirmistir. Buna gore
Lactobacillus fefiri, 1. brevis, 1. casei, 1. paracasei,
Pediococcus loliz, Prolinoborus fasciculus, Staphylococcns
haemolyticns, 1ysnibacillus sinduriensis, P. parvulus, 1.
paraplantarum, Staphylococcus hominis, 1. buchneri, L.
plantarum, — Enterococens — faecium, — Micrococeus
yunnanensis, Microbacterium paraoxydans ve Rothia
dentocariosa  tutlerine ait 42 adet izolat
tanimlanmistir.

Dec vd. (2016) tarafindan kiimes hayvanlarindan
izole edilen Lactobacillus cinsine ait bakterilerin
tanimlanmasi amactyla yapilan calisgmada 16S-
ARDRA ve MALDI-TOF yontemleri kullanilmig
ve sonugcta; L. salivarius, L. johnsonii ve L. inglnviei
turleri  baskin  mikroorganizmalar  olarak
kaydedilmistir. Ayrica MALDI-TOF MS’in diger
yontemlere kiyasla ¢ok daha hizli bir yéntem
oldugu bildirilmistir.

Literatiir incelendiginde, cesitli fermante gida
trinlerinin - mikrobiyotasinin  belitflenmesi  ve
fermantasyon stirecinde rold olan
mikroorganizmalarin aydinlatlabilmesi amactyla
yuksek ctktili yeni nesil dizileme yonemleriyle
calismalar  yapildigr goriilmektedir. Bu gida
trtnleri; kefir (Nalbantoglu vd., 2014; Garofalo
vd., 2015; Walsh vd., 2016; Verce vd., 2020),
piring sarabt (Bora vd., 2016), tahul sitkesi (Wu
vd., 2017), Gztm ve sarap (Sternes vd., 2017; Wei
vd., 2018; Cerutti vd., 2019), kakao taneleri
(Agyirifo, 2019; Serra vd., 2019), kahve (Pothakos
vd., 2020), ¢ig stt (Kable vd., 2016; Doyle vd.,
2017), sucuk (Ferrocino vd., 2018) ve peynirdir
(Wolfe vd., 2014; Dalmasso vd, 2016; Dugat-
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Bony vd., 2016; Guidone vd., 2016; Escobat-
Zepeda vd., 2016; Domingos-Lopes vd., 2017;
Duru vd., 2018; Savasan ve Beyaz, 2019).

Wolfe vd. (2014) yapug calismada eskitilmis
peynirin kabuk kisminin mikrobiyel ¢esitliliginin
belitlenebilmesi, mikroorganizmalarin
metabolizmalarinin ve fonksiyonlarinin
arastirlabilmesi ve bu peynirin kabuk kismim

olusuran mikroorganizmalara ait bir model
olusturulabilmesi amactyla, Avrupa’dan
Amerika’ya 10 farkll tlkede starter kiltir

kullanilarak Gretilen ve olgunlagtirilan 137 adet
eskitilmis peynirin kabuk kisminda PCR bazli
amplikon dizileme yapilmustir. Bakteri
komuniteleri icin 765 rRIN.A ve kuf komuniteleri
icin ITS bolgeleri dizilenmistir. Calismanin
sonucunda tim O6rneklerde %1°den fazla bulunan
ve bu oranla baskin mikroorganizma olan 14 adet
bakteri ve 10 adet kiif cinsi tespit edilmistir. Tespit
edilen cins sayisinin  siurh olmasinin,  bu
mikroorganizmalarin  starter  kiltir kaynakli
olmasindan 6tirti oldugu bildirilmistir. Ancak
bunun yaninda bakterilerin %060’1min kiiflerin ise
%251k  kismunin - starter  kiltiir  olmayan
mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir.
Starter  kiltir  kaynakli  olmayan  bu
mikroorganizmalarin  ¢evresel  kaynaklardan
gelmis  olabilecegi  bildirilmistir. ~ Cevresel
kaynaklardan gelen bu mikroorganizmalarin
peynitlerin  yap1, tat, koku gibi O&zelliklerinin
olugmasinda katkisinin olabilecegi bildirilmistir.

Guidone vd. (20106) tarafindan yapilan ¢alismada,
farklt asidifikasyon yontemleri ile tretilen yiiksek
nemli Mozzarella peynitlerinden alinan 6rneklerin
mikrobiyel — kompozisyonu  yiksek  cktli
yontemlerle incelenmistir. Orneklerden yapilan
DNA ckstraksiyon isleminin ardindan 765 rRINA
genlerinin V1-V3 bélgeleri amplifiye edilmis ve
pirosekanslama yoéntemi ile dizilenmistir. Kalite
kontrol wve filtreleme islemleri QIIME 1.8.0
yazthimi ile  gerceklestirilmistir.  Calismanin
sonuglarina  gore, starter kiltir kullanilan
peynitlerde  Streptococcus  thermophilus baskin  tir
olarak gézlenmistir. Bunun yaninda diger laktik
asit bakterileri ve %0,01-1 oraninda bozulmaya
sebep olan mikroorganizmalar g6zlenmistir. Sitrik
asit kullamilan 5 6rnek ve etiket bilgisi olmayan 5

ornekte ise laktik asit bakterileri, psikotrofik
mikroorganizmalar ve Enterobacteriaceae ailesine
ait  mikroorganizmalardan  olusan  yiksek
mikrobiyel ¢esitlilik gbzlenmistir. Sonu¢ olarak
sitrik asit kullanilan ve etiket bilgisi icermeyen
peynitlerin mikrobiyel cesitliliginin daha fazla
oldugu bulunmustur. Bu yontemle starter
kiltirlerle retilen Mozzarella peynirlerinin diger
yontemlerle tretilen peynitlerden mikrobiyel
acidan  farkliigi  kanutlanmis  ve  peynir
endustrisinde yapilan hilelerin  anlasilabilecegi
belirtilmistir.

Verce vd. (2020) tarafindan yapilan calismada,
kefir mikrobiyotasinin  belirlenmesi amactyla
shotgun dizileme yapilmis ve yeni bir bakteri tiri
kesfedilmistir. Bunun i¢in fermantasyonun 2 farkls
asamasinda hem kefir tanelerinden hem de kefirin
sulu kismindan olmak tzere 4 6rnek alinmustir.
Orneklerden DNA  ekstraksiyonu  yapilmis,
shotgun  dizileme Ion PGM  cihazinda
gerceklestirilmis ve elde edilen diziler BLAST,
Kraken ve Kaiju gibi biyoinformatik araclar
kullanilarak anlamlandirilmistir. Calisma sonunda
kefirde  Lactobacillus  harbinensis,  Lactobacillus
hilgardis, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus paracasei ve
cesitli  Lactobacillus titleri bulunmustur. Bunun
yanunda Bifidobacterinm aquikefiri ile Saccharomyces
cerevisiae ve Dekkera bruxellensis mayalari da tespit
edilmistir. Ayrica calismada Shothun
metagenomik dizileme ile Oenococcns oeni ve
Oenococcns  kitaharae turled ile iligkili yeni bir
Oenococens  turt  tespit edildigi ve bu tirin

Candidatus Oenococcus aquikefiri olarak
isimlendirildigi raporlanmustir.

SONUC

Son yillarda mikroorganizmalarin

tanimlanmasinda klasik kiltiire]l yontemlerin yant
sira genetik materyale dayalt molekiler teknikletin
kullammi olduk¢a yayginlasmistir. Kiltiire dayali

molekiiler yontemlerin  yaninda  kiltirden
bagimsiz metagenomik  teknolojisi  ¢evresel
Ornegin  tagidigt mikrobiyel yikin toplam

genomunun dizilenmesine olanak saglamasi ile
mikroorganizmalarin tanimlanmasina ve
mikrobiyota calismalatina yeni bir bakis agist
getirmistir. Bu nedenle, endiistriyel olarak iiretilen
beyaz peynir mikrobiyotasinin beliflenmesinde
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MALDI-TOF MS temelli kiiltiromik yaklasimi ve
shotgun  dizileme  temelli  metagenomik
teknolojilerin  birlikte  kullandmast  6nemli
goriilmektedir. Bunun yaninda beyaz peynir
isletmesinde tretim stresince peynire dogrudan
ve/veya dolayll yoldan temas eden eckipman
mikrobiyotasinin belirlenmesi ve bunun beyaz
peynir mikrobiyotasina katkisinin aydinlatilmast
endistriyel agidan 6nem arz etmektedir. Ayrica,
amact gelencksel gida Uriinlerinin  mikrobiyal
cesitliligini kesfetmek ve bu cesitliligin  insan
sagligt acgisindan Onemini ortaya koyacak ileri
calismalar icin yenilik¢i yontemlerin
degerlendirilmesi gereklidir.

TESEKKUR

Bu calisma TAGEM ve MAYSA GIDA
tarafindan TAGEM/18/AR-GE/31 nolu sayilt
proje ile maddi olarak  desteklenmistir.
Desteklerinden doyali TAGEM Kurumuna ve
MAYSA GIDA’ya tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI
Bu calismada tim yazatlarin katkist esittir.
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