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Geleneksel Olarak Uretilmis izmir Tulum Peynirinden Lactococcus lactis
(Lactococcus lactis alttur lactis ve alttir cremoris) Suslarinin Izolasyonu,
Fenotipik ve Molekiiler Teknikler ile identifikasyonu™
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Ozet: Bu galisma, starter kiiltiir kullanilmadan geleneksel usullere gore Uretilmis izmir Tulum peynirinden birtakim
fenotipik testler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanilarak laktokok cinsine ait starter bakterilerin izolasyonu
amaciyla yapilmistir. Bu amagla, 90 adet peynir 6rnedi Aydin ili ve gevresinden toplandi. Mikrobiyolojik ekimler,
nalidiksik asit iceren M17 agarda yapildi. Bu besi yerinde iireyen mikroorganizma sayisinin 1,9 x 10° — 2,1 x 10° kob/g
dizeyleri arasinda degistigi gdzlendi. Her bir peynir érneginden tipik 6zellikleri gosteren bir koloni saflastirilarak basit
biyokimyasal testler uygulandi ve sonug olarak 36 izolatin laktokok 6zelligi gosterdigi tespit edildi. Daha sonra 90 adet
izolatin hepsi lactis ve cremoris altturlerini belirlemek amaciyla alttiirlere 6zgu primerler kullanilarak PZR teknigi ile
analiz edildi ve 18 izolatin laktis primeri ile ve 11 izolatin da kremoris primeri ile pozitif bant verdigi tespit edildi. Bastan
fenotipik testler neticesinde laktokok 0zelli§i gosteren 17 izolat, gerek laktis primeri gerekse de kremoris primeri ile
pozitif reaksiyon vermedi. Fenotipik testler sonucunda laktokok 6zelligi gostermeyen 10 izolat ise laktis primeri ile pozi-
tif bant vermis ve bu izolatlar atipik olarak adlandirildi. PZR teknigi sonucunda pozitif bant veren izolatlar, daha sonraki
calismalarda kullanalabilmek amaciyla koruyucu ajan olarak %15 gliserollii M17 broth igeren tuiplerde —80°C'de saklan-
di.

Anahtar Kelimeler: identifikasyon, izmir tulum peyniri, Lactococcus, PZR

Isolation of Lactococcus lactis (Lactococcus lactis subspecies lactis ve subspecies cremoris) Strains from
Traditionally Manufactured Izmir Tulum Cheese and Identification by Phenotypical and Molecular Technics

Summary: This study was done to isolate strains belonging to the Lactococcus genus from izmir Tulum cheese
manufactured according to traditional techniques without using starter bacteria and to identify the isolates by some
phenotypic tests and Polymerase Chain Reaction (PCR). For this purposes, 90 cheese samples were collected from
Aydin province. M17 agar containing nalidixic acid was used as the medium for the isolation of lactococcal strains. The
number of colonies growing on the medium was found to vary from 1,9 X 107 to 2,1 X 10® cfu/g bacteria. A colony with
typical features of each cheese sample purified and subjected to simple biochemical tests. Consequently, it was
detected that 36 isolates presented lactococcus profile. Then all 90 isolates were analyzed by PCR by using
subspecies-specific primers for defining lactis and cremoris subspecies and 18 isolates gave positive result with lactis
primers, whereas only 11 isolates were confirmed by cremoris primers. 17 isolates that were identified as lactococcus
by simple phenotypic tests did not produce any bands either with lactis nor cremoris subspecies-specific primers. Ten
isolates that were identified as subspecies-lactis by PCR had not showed lactococci profile before by the phenotypic
tests and classified as atypical lactococci. The isolates confirmed by molecular PCR technique were maintained at —
80°C in M17 broth in the presence of 15% (v/v) glycerol as a cryoprotective agent for further study.

Key Words: Identification, izmir tulum cheese, Lactococcus, PCR
Giris arkadaslarinin (47) nikleik asit tabanh yapmis
olduklari ¢calismalar sonucunda yeni bir soy altinda
toplanmistir. Bu htcreler, kire ya da oval olup
0,5-1,2 x 0,5-1,5 um buydkligundedir. Sivi besi
yerlerinde ciftler ya da kisa zincirler halinde bulu-
nurlar. Gram pozitif olup endo spor olusturmazlar.
Hareketsiz ve kapsulsizdirler. Fakiltatif anaerob-
turlar. Fermantatif metabolizma ile birtakim kar-

Fermente gidalarin fermantasyon sireci sirasinda
istenen nitelikleri kazanmalarinda ve daha daya-
nikl bir yapiya donismelerinde laktik asit bakteri-
leri (LAB) etkin bir role sahiptirler (12,13). LAB
grubunda yer alan laktokoklar (9,15) Schleifer ve
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bonhidratlari fermente eder ve baslica L(+)— laktik
asit olustururken gaz olusturmazlar. Katalaz ve

* Bu calisma doktora calismasinin 6zeti olup Adnan Menderes
Universitesi tarafindan VTF06- 003 kodlu projesi olarak des-
teklenmistir.

* Bu calisma 3. Ulusal Veteriner Gida Hijyeni Kongresi (14 -16
Mayis 2009, Bursa)'nde poster bildiri olarak sunulmustur.

oksidaz negatiftirler. Optimal gelisme 1sisi 30°C
olup 10°C’de gelisebilirken 45°C’de gelisememek-
tedirler. Genellikle Lancefield serolojik Grup N’'de
yer almaktadirlar.
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Lactococcus (Lc.) cinsi, Lc. lactis, Lc. garvieae, Lc.
piscium, Lc. plantarum ve Lc. raffinolactis olmak
Uzere 5 tdr icermekle birlikte (40) Cho ve ark. (10),
Lc. chungangensis isimli yeni bir tir bildirmistir.
Mevcut taksonomik verilere gore Lc. lactis turintn
altinda lactis, cremoris ve hordniae alttirleri olmak
Uzere U¢ adet alttir bulunmaktadir. Bunlardan ilk
ikisi Ozellikle sut endustrisi agisindan dnem arz
etmekteyken sonuncu tirin insektlerde bulundugu
rapor edilmistir (40). Lc. lactis subsp. lactis ile Lc.
lactis subsp. cremoris suslarinin birbirlerinden ayirt
edilmelerinde kullanilan fenotipik 6zellikler, pH
9,2'de, 40°C’de ve %4 tuz varhginda gelisme du-
rumlari olarak siralanmaktadir (13,43).

Laktokoklar, st drdnlerinin fermantasyonunda
Ozellikle de birgcok peynir ¢esidinin yapiminda ve
olgunlasmasinda endustriyel bazda o6nem arz
eden mikroorganizmalardir (49). Bu sekilde tanim-
lanmalarinda; aroma olusturma yeteneg@inde olma-
siI (21), bakteriyosin (48) ve ekzopolisakkarit (EPS)
olusturmalari (28,30,32), bakteriyofajlara olan di-
rencliligi (46,48), laktoz ve sitrat metabolizmalarin-
daki Ustinlukleri olarak siralanabilmektedir. (45)

Turkiye'de ¢ok fazla peynir tiri bulunmakla birlikte
bunlardan 3 tanesi (Beyaz, Kasar ve Tulum peynir-
leri) daha fazla bilinmekte ve ekonomik 6nemi bu-
lunmaktadir (22). Tulum peyniri Trakya Bolgesi
hari¢, Tarkiye'nin her bdlgesinde uretiimekle bera-
ber gerek Uretim ve gerekse Uretim sonrasi olgun-
lastirma sekil ve sureleri farkliik gostermektedir.
Tulum peyniri yaygin olarak Uretildigi yorelere gére
farkli isimlerle anilmaktadir. Yaygin olarak bilinen-
leri Erzincan (Savak), Divle, Cimi ve izmir
(salamural) Tulum peynirleridir (25,52,53). Basta
izmir, Aydin ve Manisa illeri olmak tizere Ege Bol-
gesi’nde Uretilen salamurali tulum peyniri, izmir
Tulum peyniri olarak adlandiriimaktadir (53).

Cig sltten yapilan peynirlerin mikrobiyal yukini
baslica LAB olusturmakta ve bu bakterilerin
identifikasyonu amaciyla, fenotipik 6zellikleri g6z
Oonune alinarak yapilan iglemler oldukga zaman
almaktadir. Buna bagh olarak niikleik asit tabanli
molekuler teknikler gelistirilmistir (8). Bunlar ara-
sinda rRNA restriksiyon analizi (17,29), rastgele
arttirlimis polimofik DNA (RAPD) (11), restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) (41), bakteriyel
proteinler icin sodyum dodesil silfat (SDS)-
poliakrilamid jel elektroforesis (39), spesifik proplar
ile DNA hibridizasyonu (4) yer almaktadir. Bu gibi
metotlar, ¢ok iyi kontrol edilmis sistemlere ihtiyac
duymakta ve kullaniminda birtakim sinirhliklar bu-
lunmakta iken PZR teknigi bu anlamda daha kulla-
nishdir. (40)

Sut endustrisi, surekli genisleyen urin yelpazesi
icin LAB havuzundan 6zellikle ¢i§g st ve ¢ig sutten
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yapilan peynirlerden yeni suslar elde etmeyi amag
edinmistir (42). Bu ¢alismada peynir teknolojisi icin
biyiik 6neme sahip Lc. lactis suslarinin izmir Tu-
lum peynirinden izolasyonu ve identifikasyonu
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve
Mikrobiyolojik Testler

Cig sutten kaltar kullanilmaksizin Gretilmis olan 90
adet izmir Tulum peyniri, Aydin ili ve gevresindeki
farkli pazarlardan toplandi ve laboratuvara soguk
zincir altinda getirildi. Homojenizasyon islemi, %
2'lik sodyum sitratta yapildiktan sonra (Bag Mixer),
%0,1 pepton (oxoid) ve %0,85 tuz (oxoid) iceren
dilisyon sivilarinda sulandirma islemi yapilip 10°
ve 10"lik diliisyonlardan, icersinde 40 pg/ml ora-
ninda nalidiksik asit (Sigma N4382) iceren M17
agara (Merck 1.15108) cift kat dokme plak teknigi-
ne gore ekildi ve 30°C’de 48 saat inkilbasyona
birakildi (13). Bu sire sonunda her bir petri kutu-
sunda ureyen tipik kolonilerden (beyaz—krem renk-
te, 2-3 mm capinda yuvarlak—eliptik koloni) bir
tanesi secilip 2 kez M17 agar ve M17 brothda
(Merck 1.15029) saflastirma islemleri gerceklesti-
rildi. Saflastirilan bu izolatlarin fenotipik karakterle-
rinin ortaya konulmasi amaciyla Gram boyama,
10°C’'de ve 45°C’de Ureme, %2, 4 ve 6,5 NaCl
iceren M17 brothda Ureme ve katalaz testlerine
tabi tutuldu. Bu testlerin ardindan Gram pozitif, kok
formunda, katalaz negatif, 10°C’de Ureyen ancak
45°C’de Uremeyen ayrica %2 ve %4 NacCl iceren
besi yerinde Ureyen (Lc. lactis subsp. cremoris, %
2 NaCl iceren besi yerinde Ureyebilirken, %4 NaCl
iceren besi yerinde Ureyememekte, Lc. lactis
subsp. lactis ise %4 tuzu tolere edebilmektedir)
fakat %6,5 NaCl iceren besi yerinde Ulremeyen
koloniler laktokok olarak kabul edildi. Fenotipik
Ozelliklerine gore laktokok profili gostersin ya da
gOstermesin tim izolatlar, Pu ve ark. gore (40)
PZR teknigine goére analiz edildi. izolatlar, daha
sonraki calismalarda kullaniimak tzere —80°C’de
%15 gliserol iceren M17 broth i¢inde saklandi.

DNA Ekstraksiyonu

izolatlar gece boyunca 30°C’de M17 brothda uretil-
di ve logoritmik fazda olan mikroorganizmanin
Uremis oldugu sivi besi yeri, 2 ml'lik eppendorf
tuplerinde 5 dakika, 10.000 devir/sn santriftj edildi
(Eppendorf mini plus). Santriflij sonrasi Ust kisim-
da kalan sivi atildi ve altta toplanan bakteri peleti,
2 defa soguk (+4°C) distile su ile yikanip tekrar
ayni devir ve siirede santrifiij yapildi, st sivi atilip
altta kalan pelet, genomik DNA ayirma Kkiti
(Fermentas, FE—K0512) ile izolasyona tabi tutulun-
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caya kadar —20°C’de saklandi. DNA ayirma proto-
kold, Uretici firmanin talimatlar dogrultusunda ger-
ceklestirildi. Referans suslar, Lc. lactis subsp.
lactis NRRL-B 1821, Lc. lactis subsp. lactis CECT
4432 ve Lc. lactis subsp. cremoris NRRL-B 634,
Yilksek Teknoloji Enstitisi’'nden (Urla—izmir) te-
min edildi.

Oligonikleotitler ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)

Calismada  kullanilan HPLC  saflastiniimis
oligonukleotit primerler; Lc. lactis igin (LacreR:
GGGATCATCTTTGAGTGAT), Lc. lactis subsp.
lactis icin (LacF: GTACTTGTACCGACTGGAT) ve
Lc. lactis subsp. cremoris icin  (CreF:
GTGCTTGCACCGATTTGAA) Pu ve ark. gore
dizenlenmistir (40).

PZR Karisiminin Hazirlanmasi

Kirik buz uzerinde 2.0 ml'lik reaksiyon tlpiinde
asagidaki karisim hazirland:

Lc. lactis subsp. lactis icin: Bidistile su (31,8 pl),
PZR Buffer (10x konsantrasyonunda, 5,0 ul),
MgCl, (25 mM, 3,0 pl), dNTP Mix (10 mM,
Fermentas, FE-R0191, 1,0 pl), Primer 1 (LacreR,
10 pmol/ul, 2,0 pl), Primer 2 (LacF, 10 pmol/ul, 2,0
ul), Hot Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas,
FE-EP0602, 0,2 pl) ve drnek DNA (5,0 ul)

Lc. lactis subsp. cremoris icin: Bidistile su (31,8
ul), PZR Buffer (10x konsantrasyonunda, 5,0 pl),
MgCl; (25 mM, 3,0 ul), dNTP (10 mM, Fermentas,

300
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Sekil 1: 161 bp boyutunda pozitif bant veren suslar.
M: Marker, n: Negatif, p: Pozitif

S. BUYUKYORUK, G.E. SOYUTEMIiz

FE—RO0191, 1,0 pl), Primer 1 (LacreR, 10 pmol/ul,
2,0 ul), Primer 3 (CreF, 10 pmol/ul, 2,0 pl), Hot
Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas, FE-
EP0602, 0,2 pl) ve 6rnek DNA (5,0 pl)

PZR ve Jel Uzerinde Goriintiileme

PZR igin; her bir siklusu 94°C’de 40 saniye
denatiirasyon, 58°C’'de 40 saniye hibridizasyon ve
72°C'de 1 dakika tamamlama islemi 35 siklus ola-
rak uygulandi (40). Bu sikluslarin baslamasindan
dnce 94°C’de 5 dakika asil denatiirasyon gercek-
lestirildi (Eppendorf Master Cycler Personal). Bu-
nun ardindan PZR drlnleri, TAE elektroforez
buffer (Fermentas, FE—B49) iceren %1’lik agaroz
jel (Fermentas, Basica Le, HS-8012) Uzerinde ilk
5 dakika 90 voltta, sonra 60-75 dakika 60 voltta
goOc ettirildi (ThermoEC 250-90) ve 0.03 pl/ml
etidyum bromir (Fermentas, ZD-A1152) ile boya-
narak gorinttlendi. Goruntilemede Spectroline
TC-312E/F UV transilluminator, kamera pulnix
TM-7ETX ve Sony printer kullanildi. 100 bp artis
gOsteren DNA marker (Fermentas, FE-SM1143)
kullanildi.

Bulgular

Toplanan peynir numunelerinin nalidiksik asit ice-
ren M17 agar besiyeri ortamina ekilmesi sonucun-
da tim numunelerde treme sekillendigi tespit edil-
di. Ureyen mikroorganizma sayisinin 1,9 x 107 —
2,1 x 10® kob/g diizeyleri arasinda degistigi goz-
lendi. Saflastinimis izolatlarin %2, 4 ve 6,5 tuzda
Ureme ve 10°C ve 45°C’de ureme gibi fenotipik

161bp

nppppppM"p NN
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testlere tabii tutulmasiyla birlikte 36 adet izolatin
laktokok ozelligi gosterdigi tespit edildi. Fenotipik
Ozelliklerine gore laktokok profili gostersin ya da
gOstermesin tiim izolatlar Lc. lactis subsp. lactis ve
Lc. lactis subsp. cremoris ayrimi igin PZR
primerleri kullanilarak molekiler onaylama islemi-
ne tabi tutuldu ve sonug olarak tiim izolatlardan 18
tanesinin (%20) Lc. lactis subsp. lactis ve 11 tane-
sinin de (%12,8) Lc. lactis subsp. cremoris alttlrle-
ri ile 161 base pare (bp) boyutlarinda bir bant ver-
digi gozlendi (Sekil 1). Bastan fenotipik testler neti-
cesinde laktokok profili gbsteren 17 izolat, gerek
laktis primeri gerekse de kremoris primeri ile pozitif
reaksiyon vermemistir. Fenotipik testler sonucunda
laktokok 0zelligi gostermeyen 10 izolat ise laktis
primeri ile pozitif bant vermis ve bu izolatlar atipik
olarak adlandirilmistir.

Tartisma ve Sonug

Bu ¢alisma ile izmir Tulum peynirine dzgii laktokok
florasinin identifikasyonu amacglanmistir. Standart-
larimizda homojenizasyon isleminde %?2’lik sod-
yum sitratin kullaniimasi gerektigi bildirilmistir (1).
Fosfat buffer dillyentleri mikroorganizmalarin ya-
kalanma sansini azaltmaktadir (9). Laktokoklarin
Uremesine en elverisli besi yerinin saptanmasi
amaclyla yapilan calismalarda ise M17 agarin en
iyi oldugu belirlenmistir (13). Fenotipik 6zellikleri
g0z 6nlune alinarak yapilan identifikasyon islemleri
oldukca zaman aldigi icin (8), fenotipik ve biyokim-
yasal Ozellikleri incelendiginde bastan laktokok
olarak suphenilen izolatlarin hepsinin laktokok
olarak tespit edilmemis olmasindan dolay! (31)
nikleik asit tabanli molekdler teknikler gelistirilmis-
tir (3, 40). Uzun yillar boyunca cremoris ve lactis
alttirlerinin  birbirinden ayriminda biyokimyasal
olarak arjininden amonyak Uretim testi kullaniimis-
tir. Ancak bu test her zaman igin guvenilir sonuclar
vermemektedir (19). Calismamizda kullandigimiz
primerler sadece kendi turlerine 6zgii DNA ile re-
aksiyon vermistir. Bu sonuglar bu iki alttiiriin ayri-
minda PZR'in etkin bir sekilde kullanilabilecegini
gOstermektedir.

Bu calismada uygulanan fenotipik testlerle 36
izolat tipik Lc. lactis profili gostermesine ragmen
bu izolatlardan 17 tanesi gerek Lc. lactis subsp.
lactis gerekse de Lc. lactis subsp. cremoris alttiir-
leri agisindan spesifik primerler ile yapilan onayla-
mada pozitif bir bant vermemistir. Bu cinste yer
alan mikroorganizmalar diger cinslerde, 6zellikle
de enterokok cinsinde yer alan mikroorganizmalar
ile fenotipik 6zelliklerine gére kolaylikla karistirila-
bilmektedir (16). Negatif yanit veren bu izolatlar,
laktokok cinsine ait diger mikroorganizma grupla-
rindan da olabilir. Bu durum ayrica, tiir seviyesinde
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ayirim icin PZR gibi diger ilave analiz tekniklerinin
gerekli oldugunun bir go6stergesidir. Lc. lactis
subsp. cremoris genel olarak peynir ¢esitlerinden
daha nadir olarak izole edilen bir turdir (13). Bu
calismada da benzer sekilde 18 adet lactis alttiru-
ne nazaran 11 adet cremoris alttliri izole edildi.
Ayrica elde edilen 10 adet atipik laktokok izolata
benzer sekilde atipik laktokoklari izole etmis olan
¢alismalar da bulunmaktadir (7, 18, 27, 33, 34, 44,
54).

Ulkemizde tulum peyniri ile ilgili pekgok calisma
yapimistir fakat bunlarin hemen hemen hepsi Er-
zincan Savak Tulum peyniri Gizerine ve genelde de
olgunlasma suresince paketleme materyalinin
(plastik bidon, deri ve cam) duyusal kalite Uzerine
etkisi (5, 25, 38, 50, 51), mikrobiyolojik kaliteleri
(14, 37) ve starter kulttr kullaniminin kalite Gzerine
etkisi bakimindan (2, 6) incelenmistir. Tulum pey-
nirlerinin olgunlasma siresi boyunca LAB florasini
inceleyen (20), tulum peynirinde bulunan aroma
maddelerini saptayan (22) calismalar da bulun-
maktadir. Kiligc ve Géng (26), izmir Tulum peyni-
rinden yapmis olduklari izolasyonlar sonucunda
Lactobacillus (Lb.), Enterococcus (E.) ve
Lactococcus turlerini yiksek oranda tespit etmisler
ve Uretimde starter kiltir kullanilacaksa bu grup
bakterilerden E. faecalis, Lc. lactis subsp. lactis ve
subsp. cremoris ile Lb. casei tirlerinin secilmesini
uygun bulmuslardir. Oner ve arkadaslari (36), tu-
lum peynirlerinden yapmis olduklar c¢alismada
laktobasillerin dominant floray! olusturdugunu tes-
pit ederken laktokoklari %15,8 oraninda tespit et-
mislerdir. Oksiiztepe ve arkadaslar (35), tulum
peynirlerinde Streptococcaceae ailesinde yer alan
Enterococcus turlerinin, Lc. lactis subsp. cremoris
ve Lc. lactis subsp. lactis ile Leuconostoc (Ln.)
mesenteroides subsp. cremoris’in olgunlasmada
baslica sorumlu organizmalar olarak bildirmislerdir.
isleyici ve Akyiiz (23), Van Otlu peynirinden yap-
mis olduklar calismada, laktokok cinsi mikroorga-
nizmalar ylksek oranda identifiye etmisler ve Lc.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis'i bu peynir
yapiminda kullanilabilecek starter kdiltirler arasin-
da gostermiglerdir. Kamber ve Celik (24) ise
Gorcola peynirinden laktokoklart 1,0 X 10’ kob/g
gibi yiksek oranda tespit etmislerdir.

Sonu¢ olarak; Aydin ili ve cevresinde geleneksel
olarak ¢ig sitten Gretilen 90 adet izmir Tulum pey-
nirinden elde edilen izolatlardan 36 tanesi fenotipik
degerlendirmeler sonucunda pozitif sonu¢ verme-
sine ragmen, PZR tekniginden sonra bu 90 izolatin
ancak 29 tanesinin (%32,8) Lc. lactis subsp. lactis
ve Lc. lactis subsp. cremoris agisindan pozitif ol-
dugu tespit edilmistir. Elde edilen bu izolatlarin 18
tanesi (%20) Lc. lactis subsp. lactis, 11 tanesi (%



Erciyes Univ Vet Fak Derg 7(2) 81-87, 2010

12,8) Lc. lactis subsp. cremoris olarak identifiye
edilmistir. Bu c¢alisma ile laktokok alttiirlerinin sag-
hkli bir sekilde ayirt edilebilmesi i¢in PZR gibi mo-
lekuler onaylama tekniklerinin gerekliligi ortaya
konulmustur. Sonuglar agisindan peynir teknolojisi
icin vazgegcilmez bir organizma olan laktokoklardan
atipik olanlarin daha degerli olmasindan dolayi (%
6,5 tuzda ve/veya 45°C'de Ureyebilmesi) bu tiplerin

izole edilmis olmasi

nedeniyle c¢alisma daha

onemli kilinmustir.
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