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Özet: Bu çalışma, starter kültür kullanılmadan geleneksel usullere göre üretilmiş İzmir Tulum peynirinden birtakım
fenotipik testler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanılarak laktokok cinsine ait starter bakterilerin izolasyonu
amacıyla yapılmıştır. Bu amaçla, 90 adet peynir örneği Aydın İli ve çevresinden toplandı. Mikrobiyolojik ekimler,
nalidiksik asit içeren M17 agarda yapıldı. Bu besi yerinde üreyen mikroorganizma sayısının 1,9 x 107 – 2,1 x 108 kob/g
düzeyleri arasında değiştiği gözlendi. Her bir peynir örneğinden tipik özellikleri gösteren bir koloni saflaştırılarak basit
biyokimyasal testler uygulandı ve sonuç olarak 36 izolatın laktokok özelliği gösterdiği tespit edildi. Daha sonra 90 adet
izolatın hepsi lactis ve cremoris alttürlerini belirlemek amacıyla alttürlere özgü primerler kullanılarak PZR tekniği ile
analiz edildi ve 18 izolatın laktis primeri ile ve 11 izolatın da kremoris primeri ile pozitif bant verdiği tespit edildi. Baştan
fenotipik testler neticesinde laktokok özelliği gösteren 17 izolat, gerek laktis primeri gerekse de kremoris primeri ile
pozitif reaksiyon vermedi. Fenotipik testler sonucunda laktokok özelliği göstermeyen 10 izolat ise laktis primeri ile pozi-
tif bant vermiş ve bu izolatlar atipik olarak adlandırıldı. PZR tekniği sonucunda pozitif bant veren izolatlar, daha sonraki
çalışmalarda kullanalabilmek amacıyla koruyucu ajan olarak %15 gliserollü M17 broth içeren tüplerde –80oC’de saklan-
dı.
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Isolation of Lactococcus lactis (Lactococcus lactis subspecies lactis ve subspecies cremoris) Strains from
Traditionally Manufactured İzmir Tulum Cheese and Identification by Phenotypical and Molecular Technics

Summary: This study was done to isolate strains belonging to the Lactococcus genus from İzmir 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
Aydın 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 108 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 –
80oC in M17 broth in the presence of 15% (v/v) glycerol as a cryoprotective agent for further study.
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Giriş

Fermente gıdaların fermantasyon süreci sırasında
istenen nitelikleri kazanmalarında ve daha daya-
nıklı bir yapıya dönüşmelerinde laktik asit bakteri-
leri (LAB) etkin bir role sahiptirler (12,13). LAB
grubunda yer alan laktokoklar (9,15) Schleifer ve

arkadaşlarının (47) nükleik asit tabanlı yapmış
oldukları çalışmalar sonucunda yeni bir soy altında
toplanmıştır. Bu hücreler, küre ya da oval olup
0,5–1,2 x 0,5–1,5 µm büyüklüğündedir. Sıvı besi
yerlerinde çiftler ya da kısa zincirler halinde bulu-
nurlar. Gram pozitif olup endo spor oluşturmazlar.
Hareketsiz ve kapsülsüzdürler. Fakültatif anaerob-
turlar. Fermantatif metabolizma ile birtakım kar-
bonhidratları fermente eder ve başlıca L(+)– laktik
asit oluştururken gaz oluşturmazlar. Katalaz ve
oksidaz negatiftirler. Optimal gelişme ısısı 30oC
olup 10oC’de gelişebilirken 45oC’de gelişememek-
tedirler. Genellikle Lancefield serolojik Grup N’de
yer almaktadırlar.
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Lactococcus (Lc.) cinsi, Lc. lactis, Lc. garvieae, Lc.
piscium, Lc. plantarum ve Lc. raffinolactis olmak
üzere 5 tür içermekle birlikte (40) Cho ve ark. (10),
Lc. chungangensis isimli yeni bir tür bildirmiştir.
Mevcut taksonomik verilere göre Lc. lactis türünün
altında lactis, cremoris ve hordniae alttürleri olmak
üzere üç adet alttür bulunmaktadır. Bunlardan ilk
ikisi özellikle süt endüstrisi açısından önem arz
etmekteyken sonuncu türün insektlerde bulunduğu
rapor edilmiştir (40). Lc. lactis subsp. lactis ile Lc.
lactis subsp. cremoris suşlarının birbirlerinden ayırt
edilmelerinde kullanılan fenotipik özellikler, pH
9,2’de, 40oC’de ve %4 tuz varlığında gelişme du-
rumları olarak sıralanmaktadır (13,43).

Laktokoklar, süt ürünlerinin fermantasyonunda
özellikle de birçok peynir çeşidinin yapımında ve
olgunlaşmasında endüstriyel bazda önem arz
eden mikroorganizmalardır (49). Bu şekilde tanım-
lanmalarında; aroma oluşturma yeteneğinde olma-
sı (21), bakteriyosin (48) ve ekzopolisakkarit (EPS)
oluşturmaları (28,30,32), bakteriyofajlara olan di-
rençliliği (46,48), laktoz ve sitrat metabolizmaların-
daki üstünlükleri olarak sıralanabilmektedir. (45)

Türkiye’de çok fazla peynir türü bulunmakla birlikte
bunlardan 3 tanesi (Beyaz, Kaşar ve Tulum peynir-
leri) daha fazla bilinmekte ve ekonomik önemi bu-
lunmaktadır (22). Tulum peyniri Trakya Bölgesi
hariç, Türkiye’nin her bölgesinde üretilmekle bera-
ber gerek üretim ve gerekse üretim sonrası olgun-
laştırma şekil ve süreleri farklılık göstermektedir.
Tulum peyniri yaygın olarak üretildiği yörelere göre
farklı isimlerle anılmaktadır. Yaygın olarak bilinen-
leri Erzincan (Şavak), Divle, Çimi ve İzmir
(salamuralı) Tulum peynirleridir (25,52,53).  Başta
İzmir, Aydın ve Manisa illeri olmak üzere Ege Böl-
gesi’nde üretilen salamuralı tulum peyniri, İzmir
Tulum peyniri olarak adlandırılmaktadır (53).

Çiğ sütten yapılan peynirlerin mikrobiyal yükünü
başlıca LAB oluşturmakta ve bu bakterilerin
identifikasyonu amacıyla, fenotipik özellikleri göz
önüne alınarak yapılan işlemler oldukça zaman
almaktadır. Buna bağlı olarak nükleik asit tabanlı
moleküler teknikler geliştirilmiştir (8). Bunlar ara-
sında rRNA restriksiyon analizi (17,29), rastgele
arttırılmış polimofik DNA (RAPD) (11), restriksiyon
parça uzunluk polimorfizmi (RFLP) (41), bakteriyel
proteinler için sodyum dodesil sülfat (SDS)-
poliakrilamid jel elektroforesis (39), spesifik proplar
ile DNA hibridizasyonu (4) yer almaktadır. Bu gibi
metotlar, çok iyi kontrol edilmiş sistemlere ihtiyaç
duymakta ve kullanımında birtakım sınırlılıklar bu-
lunmakta iken PZR tekniği bu anlamda daha kulla-
nışlıdır. (40)

Süt endüstrisi, sürekli genişleyen ürün yelpazesi
için LAB havuzundan özellikle çiğ süt ve çiğ sütten

yapılan peynirlerden yeni suşlar elde etmeyi amaç
edinmiştir (42). Bu çalışmada peynir teknolojisi için
büyük öneme sahip Lc. lactis suşlarının İzmir Tu-
lum peynirinden izolasyonu ve identifikasyonu
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem

Mikroorganizmaların İzolasyonu ve
Mikrobiyolojik Testler

Çiğ sütten kültür kullanılmaksızın üretilmiş olan 90
adet İzmir Tulum peyniri, Aydın İli ve çevresindeki
farklı pazarlardan toplandı ve laboratuvara soğuk
zincir altında getirildi.  Homojenizasyon işlemi, %
2’lik sodyum sitratta yapıldıktan sonra (Bag Mixer),
%0,1 pepton (oxoid) ve %0,85 tuz (oxoid) içeren
dilüsyon sıvılarında sulandırma işlemi yapılıp 106

ve 107’lik dilüsyonlardan, içersinde 40 µg/ml ora-
nında nalidiksik asit (Sigma N4382) içeren M17
agara (Merck 1.15108) çift kat dökme plak tekniği-
ne göre ekildi ve 30°C’de 48 saat inkübasyona
bırakıldı (13). Bu süre sonunda her bir petri kutu-
sunda üreyen tipik kolonilerden (beyaz–krem renk-
te, 2–3 mm çapında yuvarlak–eliptik koloni) bir
tanesi seçilip 2 kez M17 agar ve M17 brothda
(Merck 1.15029) saflaştırma işlemleri gerçekleşti-
rildi. Saflaştırılan bu izolatların fenotipik karakterle-
rinin ortaya konulması amacıyla Gram boyama,
10°C’de ve 45°C’de üreme, %2, 4 ve 6,5 NaCl
içeren M17 brothda üreme ve katalaz testlerine
tabi tutuldu. Bu testlerin ardından Gram pozitif, kok
formunda, katalaz negatif, 10°C’de üreyen ancak
45°C’de üremeyen ayrıca %2 ve %4 NaCl içeren
besi yerinde üreyen (Lc. lactis subsp. cremoris, %
2 NaCl içeren besi yerinde üreyebilirken, %4 NaCl
içeren besi yerinde üreyememekte, Lc. lactis
subsp. lactis ise %4 tuzu tolere edebilmektedir)
fakat %6,5 NaCl içeren besi yerinde üremeyen
koloniler laktokok olarak kabul edildi. Fenotipik
özelliklerine göre laktokok profili göstersin ya da
göstermesin tüm izolatlar, Pu ve ark. göre (40)
PZR tekniğine göre analiz edildi. İzolatlar, daha
sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere –80oC’de
%15 gliserol içeren M17 broth içinde saklandı.

DNA Ekstraksiyonu

İzolatlar gece boyunca 30oC’de M17 brothda üretil-
di ve logoritmik fazda olan mikroorganizmanın
üremiş olduğu sıvı besi yeri, 2 ml’lik eppendorf
tüplerinde 5 dakika, 10.000 devir/sn santrifüj edildi
(Eppendorf mini plus). Santrifüj sonrası üst kısım-
da kalan sıvı atıldı ve altta toplanan bakteri peleti,
2 defa soğuk (+4oC) distile su ile yıkanıp tekrar
aynı devir ve sürede santrifüj yapıldı, üst sıvı atılıp
altta kalan pelet, genomik DNA ayırma kiti
(Fermentas, FE–K0512) ile izolasyona tabi tutulun-

caya kadar –20oC’de saklandı. DNA ayırma proto-
kolü, üretici firmanın talimatları doğrultusunda ger-
çekleştirildi. Referans suşlar, Lc. lactis subsp.
lactis NRRL–B 1821, Lc. lactis subsp. lactis CECT
4432 ve Lc. lactis subsp. cremoris NRRL–B 634,
Yüksek Teknoloji Enstitüsü’nden (Urla–İzmir) te-
min edildi.

Oligonükleotitler ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)

Çalışmada kullanılan HPLC saflaştırılmış
oligonükleotit primerler; Lc. lactis için (LacreR:
GGGATCATCTTTGAGTGAT), Lc. lactis subsp.
lactis için (LacF: GTACTTGTACCGACTGGAT) ve
Lc. lactis subsp. cremoris için (CreF:
GTGCTTGCACCGATTTGAA) Pu ve ark. göre
düzenlenmiştir (40).

PZR Karışımının Hazırlanması

Kırık buz üzerinde 2.0 ml’lik reaksiyon tüpünde
aşağıdaki karışım hazırlandı:

Lc. lactis subsp. lactis için: Bidistile su (31,8 µl),
PZR Buffer (10x konsantrasyonunda, 5,0 µl),
MgCl2 (25 mM, 3,0 µl), dNTP Mix (10 mM,
Fermentas, FE–R0191, 1,0 µl), Primer 1 (LacreR,
10 pmol/ul, 2,0 µl), Primer 2 (LacF, 10 pmol/ul, 2,0
µl), Hot Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas,
FE–EP0602, 0,2 µl) ve örnek DNA (5,0 µl)

Lc. lactis subsp. cremoris için: Bidistile su (31,8
µl), PZR Buffer (10x konsantrasyonunda, 5,0 µl),
MgCl2 (25 mM, 3,0 µl), dNTP (10 mM, Fermentas,

FE–R0191, 1,0 µl), Primer 1 (LacreR, 10 pmol/ul,
2,0 µl), Primer 3 (CreF, 10 pmol/ul, 2,0 µl), Hot
Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas, FE–
EP0602, 0,2 µl) ve örnek DNA (5,0 µl)

PZR ve Jel Üzerinde Görüntüleme

PZR için; her bir siklusu 94oC’de 40 saniye
denatürasyon, 58oC’de 40 saniye hibridizasyon ve
72oC’de 1 dakika tamamlama işlemi 35 siklus ola-
rak uygulandı (40). Bu siklusların başlamasından
önce 94oC’de 5 dakika asıl denatürasyon gerçek-
leştirildi (Eppendorf Master Cycler Personal).  Bu-
nun ardından PZR ürünleri, TAE elektroforez
buffer (Fermentas, FE–B49) içeren %1’lik agaroz
jel (Fermentas, Basica Le, HS–8012) üzerinde ilk
5 dakika 90 voltta, sonra 60–75 dakika 60 voltta
göç ettirildi (ThermoEC 250–90) ve 0.03 µl/ml
etidyum bromür (Fermentas, ZD–A1152) ile boya-
narak görüntülendi. Görüntülemede Spectroline
TC–312E/F UV transilluminator, kamera pulnix
TM–7ETX ve Sony printer kullanıldı. 100 bp artış
gösteren DNA marker (Fermentas, FE–SM1143)
kullanıldı.

Bulgular

Toplanan peynir numunelerinin nalidiksik asit içe-
ren M17 agar besiyeri ortamına ekilmesi sonucun-
da tüm numunelerde üreme şekillendiği tespit edil-
di. Üreyen mikroorganizma sayısının 1,9 x 107 –
2,1 x 108 kob/g düzeyleri arasında değiştiği göz-
lendi. Saflaştırılmış izolatların %2, 4 ve 6,5 tuzda
üreme ve 10oC ve 45oC’de üreme gibi fenotipik

Şekil 1: 161 bp boyutunda pozitif bant veren suşlar.
M: Marker,  n: Negatif,  p: Pozitif
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Lactococcus (Lc.) cinsi, Lc. lactis, Lc. garvieae, Lc.
piscium, Lc. plantarum ve Lc. raffinolactis olmak
üzere 5 tür içermekle birlikte (40) Cho ve ark. (10),
Lc. chungangensis isimli yeni bir tür bildirmiştir.
Mevcut taksonomik verilere göre Lc. lactis türünün
altında lactis, cremoris ve hordniae alttürleri olmak
üzere üç adet alttür bulunmaktadır. Bunlardan ilk
ikisi özellikle süt endüstrisi açısından önem arz
etmekteyken sonuncu türün insektlerde bulunduğu
rapor edilmiştir (40). Lc. lactis subsp. lactis ile Lc.
lactis subsp. cremoris suşlarının birbirlerinden ayırt
edilmelerinde kullanılan fenotipik özellikler, pH
9,2’de, 40oC’de ve %4 tuz varlığında gelişme du-
rumları olarak sıralanmaktadır (13,43).

Laktokoklar, süt ürünlerinin fermantasyonunda
özellikle de birçok peynir çeşidinin yapımında ve
olgunlaşmasında endüstriyel bazda önem arz
eden mikroorganizmalardır (49). Bu şekilde tanım-
lanmalarında; aroma oluşturma yeteneğinde olma-
sı (21), bakteriyosin (48) ve ekzopolisakkarit (EPS)
oluşturmaları (28,30,32), bakteriyofajlara olan di-
rençliliği (46,48), laktoz ve sitrat metabolizmaların-
daki üstünlükleri olarak sıralanabilmektedir. (45)

Türkiye’de çok fazla peynir türü bulunmakla birlikte
bunlardan 3 tanesi (Beyaz, Kaşar ve Tulum peynir-
leri) daha fazla bilinmekte ve ekonomik önemi bu-
lunmaktadır (22). Tulum peyniri Trakya Bölgesi
hariç, Türkiye’nin her bölgesinde üretilmekle bera-
ber gerek üretim ve gerekse üretim sonrası olgun-
laştırma şekil ve süreleri farklılık göstermektedir.
Tulum peyniri yaygın olarak üretildiği yörelere göre
farklı isimlerle anılmaktadır. Yaygın olarak bilinen-
leri Erzincan (Şavak), Divle, Çimi ve İzmir
(salamuralı) Tulum peynirleridir (25,52,53).  Başta
İzmir, Aydın ve Manisa illeri olmak üzere Ege Böl-
gesi’nde üretilen salamuralı tulum peyniri, İzmir
Tulum peyniri olarak adlandırılmaktadır (53).

Çiğ sütten yapılan peynirlerin mikrobiyal yükünü
başlıca LAB oluşturmakta ve bu bakterilerin
identifikasyonu amacıyla, fenotipik özellikleri göz
önüne alınarak yapılan işlemler oldukça zaman
almaktadır. Buna bağlı olarak nükleik asit tabanlı
moleküler teknikler geliştirilmiştir (8). Bunlar ara-
sında rRNA restriksiyon analizi (17,29), rastgele
arttırılmış polimofik DNA (RAPD) (11), restriksiyon
parça uzunluk polimorfizmi (RFLP) (41), bakteriyel
proteinler için sodyum dodesil sülfat (SDS)-
poliakrilamid jel elektroforesis (39), spesifik proplar
ile DNA hibridizasyonu (4) yer almaktadır. Bu gibi
metotlar, çok iyi kontrol edilmiş sistemlere ihtiyaç
duymakta ve kullanımında birtakım sınırlılıklar bu-
lunmakta iken PZR tekniği bu anlamda daha kulla-
nışlıdır. (40)

Süt endüstrisi, sürekli genişleyen ürün yelpazesi
için LAB havuzundan özellikle çiğ süt ve çiğ sütten

yapılan peynirlerden yeni suşlar elde etmeyi amaç
edinmiştir (42). Bu çalışmada peynir teknolojisi için
büyük öneme sahip Lc. lactis suşlarının İzmir Tu-
lum peynirinden izolasyonu ve identifikasyonu
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem

Mikroorganizmaların İzolasyonu ve
Mikrobiyolojik Testler

Çiğ sütten kültür kullanılmaksızın üretilmiş olan 90
adet İzmir Tulum peyniri, Aydın İli ve çevresindeki
farklı pazarlardan toplandı ve laboratuvara soğuk
zincir altında getirildi.  Homojenizasyon işlemi, %
2’lik sodyum sitratta yapıldıktan sonra (Bag Mixer),
%0,1 pepton (oxoid) ve %0,85 tuz (oxoid) içeren
dilüsyon sıvılarında sulandırma işlemi yapılıp 106

ve 107’lik dilüsyonlardan, içersinde 40 µg/ml ora-
nında nalidiksik asit (Sigma N4382) içeren M17
agara (Merck 1.15108) çift kat dökme plak tekniği-
ne göre ekildi ve 30°C’de 48 saat inkübasyona
bırakıldı (13). Bu süre sonunda her bir petri kutu-
sunda üreyen tipik kolonilerden (beyaz–krem renk-
te, 2–3 mm çapında yuvarlak–eliptik koloni) bir
tanesi seçilip 2 kez M17 agar ve M17 brothda
(Merck 1.15029) saflaştırma işlemleri gerçekleşti-
rildi. Saflaştırılan bu izolatların fenotipik karakterle-
rinin ortaya konulması amacıyla Gram boyama,
10°C’de ve 45°C’de üreme, %2, 4 ve 6,5 NaCl
içeren M17 brothda üreme ve katalaz testlerine
tabi tutuldu. Bu testlerin ardından Gram pozitif, kok
formunda, katalaz negatif, 10°C’de üreyen ancak
45°C’de üremeyen ayrıca %2 ve %4 NaCl içeren
besi yerinde üreyen (Lc. lactis subsp. cremoris, %
2 NaCl içeren besi yerinde üreyebilirken, %4 NaCl
içeren besi yerinde üreyememekte, Lc. lactis
subsp. lactis ise %4 tuzu tolere edebilmektedir)
fakat %6,5 NaCl içeren besi yerinde üremeyen
koloniler laktokok olarak kabul edildi. Fenotipik
özelliklerine göre laktokok profili göstersin ya da
göstermesin tüm izolatlar, Pu ve ark. göre (40)
PZR tekniğine göre analiz edildi. İzolatlar, daha
sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere –80oC’de
%15 gliserol içeren M17 broth içinde saklandı.

DNA Ekstraksiyonu

İzolatlar gece boyunca 30oC’de M17 brothda üretil-
di ve logoritmik fazda olan mikroorganizmanın
üremiş olduğu sıvı besi yeri, 2 ml’lik eppendorf
tüplerinde 5 dakika, 10.000 devir/sn santrifüj edildi
(Eppendorf mini plus). Santrifüj sonrası üst kısım-
da kalan sıvı atıldı ve altta toplanan bakteri peleti,
2 defa soğuk (+4oC) distile su ile yıkanıp tekrar
aynı devir ve sürede santrifüj yapıldı, üst sıvı atılıp
altta kalan pelet, genomik DNA ayırma kiti
(Fermentas, FE–K0512) ile izolasyona tabi tutulun-

caya kadar –20oC’de saklandı. DNA ayırma proto-
kolü, üretici firmanın talimatları doğrultusunda ger-
çekleştirildi. Referans suşlar, Lc. lactis subsp.
lactis NRRL–B 1821, Lc. lactis subsp. lactis CECT
4432 ve Lc. lactis subsp. cremoris NRRL–B 634,
Yüksek Teknoloji Enstitüsü’nden (Urla–İzmir) te-
min edildi.

Oligonükleotitler ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)

Çalışmada kullanılan HPLC saflaştırılmış
oligonükleotit primerler; Lc. lactis için (LacreR:
GGGATCATCTTTGAGTGAT), Lc. lactis subsp.
lactis için (LacF: GTACTTGTACCGACTGGAT) ve
Lc. lactis subsp. cremoris için (CreF:
GTGCTTGCACCGATTTGAA) Pu ve ark. göre
düzenlenmiştir (40).

PZR Karışımının Hazırlanması

Kırık buz üzerinde 2.0 ml’lik reaksiyon tüpünde
aşağıdaki karışım hazırlandı:

Lc. lactis subsp. lactis için: Bidistile su (31,8 µl),
PZR Buffer (10x konsantrasyonunda, 5,0 µl),
MgCl2 (25 mM, 3,0 µl), dNTP Mix (10 mM,
Fermentas, FE–R0191, 1,0 µl), Primer 1 (LacreR,
10 pmol/ul, 2,0 µl), Primer 2 (LacF, 10 pmol/ul, 2,0
µl), Hot Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas,
FE–EP0602, 0,2 µl) ve örnek DNA (5,0 µl)

Lc. lactis subsp. cremoris için: Bidistile su (31,8
µl), PZR Buffer (10x konsantrasyonunda, 5,0 µl),
MgCl2 (25 mM, 3,0 µl), dNTP (10 mM, Fermentas,

FE–R0191, 1,0 µl), Primer 1 (LacreR, 10 pmol/ul,
2,0 µl), Primer 3 (CreF, 10 pmol/ul, 2,0 µl), Hot
Start Taq polimeraz (5 U/ul, Fermentas, FE–
EP0602, 0,2 µl) ve örnek DNA (5,0 µl)

PZR ve Jel Üzerinde Görüntüleme

PZR için; her bir siklusu 94oC’de 40 saniye
denatürasyon, 58oC’de 40 saniye hibridizasyon ve
72oC’de 1 dakika tamamlama işlemi 35 siklus ola-
rak uygulandı (40). Bu siklusların başlamasından
önce 94oC’de 5 dakika asıl denatürasyon gerçek-
leştirildi (Eppendorf Master Cycler Personal).  Bu-
nun ardından PZR ürünleri, TAE elektroforez
buffer (Fermentas, FE–B49) içeren %1’lik agaroz
jel (Fermentas, Basica Le, HS–8012) üzerinde ilk
5 dakika 90 voltta, sonra 60–75 dakika 60 voltta
göç ettirildi (ThermoEC 250–90) ve 0.03 µl/ml
etidyum bromür (Fermentas, ZD–A1152) ile boya-
narak görüntülendi. Görüntülemede Spectroline
TC–312E/F UV transilluminator, kamera pulnix
TM–7ETX ve Sony printer kullanıldı. 100 bp artış
gösteren DNA marker (Fermentas, FE–SM1143)
kullanıldı.

Bulgular

Toplanan peynir numunelerinin nalidiksik asit içe-
ren M17 agar besiyeri ortamına ekilmesi sonucun-
da tüm numunelerde üreme şekillendiği tespit edil-
di. Üreyen mikroorganizma sayısının 1,9 x 107 –
2,1 x 108 kob/g düzeyleri arasında değiştiği göz-
lendi. Saflaştırılmış izolatların %2, 4 ve 6,5 tuzda
üreme ve 10oC ve 45oC’de üreme gibi fenotipik

                300
                200
                100

                    M    n    n    n     n    p    p    p    p    p    p    n     p     n    n

161bp

Şekil 1: 161 bp boyutunda pozitif bant veren suşlar.
M: Marker,  n: Negatif,  p: Pozitif
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testlere tabii tutulmasıyla birlikte 36 adet izolatın
laktokok özelliği gösterdiği tespit edildi. Fenotipik
özelliklerine göre laktokok profili göstersin ya da
göstermesin tüm izolatlar Lc. lactis subsp. lactis ve
Lc. lactis subsp. cremoris ayrımı için PZR
primerleri kullanılarak moleküler onaylama işlemi-
ne tabi tutuldu ve sonuç olarak tüm izolatlardan 18
tanesinin (%20) Lc. lactis subsp. lactis ve 11 tane-
sinin de (%12,8) Lc. lactis subsp. cremoris alttürle-
ri ile 161 base pare (bp) boyutlarında bir bant ver-
diği gözlendi (Şekil 1). Baştan fenotipik testler neti-
cesinde laktokok profili gösteren 17 izolat, gerek
laktis primeri gerekse de kremoris primeri ile pozitif
reaksiyon vermemiştir. Fenotipik testler sonucunda
laktokok özelliği göstermeyen 10 izolat ise laktis
primeri ile pozitif bant vermiş ve bu izolatlar atipik
olarak adlandırılmıştır.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışma ile İzmir Tulum peynirine özgü laktokok
florasının identifikasyonu amaçlanmıştır. Standart-
larımızda homojenizasyon işleminde %2’lik sod-
yum sitratın kullanılması gerektiği bildirilmiştir (1).
Fosfat buffer dilüyentleri mikroorganizmaların ya-
kalanma şansını azaltmaktadır (9).  Laktokokların
üremesine en elverişli besi yerinin saptanması
amacıyla yapılan çalışmalarda ise M17 agarın en
iyi olduğu belirlenmiştir (13). Fenotipik özellikleri
göz önüne alınarak yapılan identifikasyon işlemleri
oldukça zaman aldığı için (8), fenotipik ve biyokim-
yasal özellikleri incelendiğinde baştan laktokok
olarak şüphenilen izolatların hepsinin laktokok
olarak tespit edilmemiş olmasından dolayı (31)
nükleik asit tabanlı moleküler teknikler geliştirilmiş-
tir (3, 40). Uzun yıllar boyunca cremoris ve lactis
alttürlerinin birbirinden ayrımında biyokimyasal
olarak arjininden amonyak üretim testi kullanılmış-
tır. Ancak bu test her zaman için güvenilir sonuçlar
vermemektedir (19). Çalışmamızda kullandığımız
primerler sadece kendi türlerine özgü DNA ile re-
aksiyon vermiştir. Bu sonuçlar bu iki alttürün ayrı-
mında PZR’in etkin bir şekilde kullanılabileceğini
göstermektedir.

Bu çalışmada uygulanan fenotipik testlerle 36
izolat tipik Lc. lactis profili göstermesine rağmen
bu izolatlardan 17 tanesi gerek Lc. lactis subsp.
lactis gerekse de Lc. lactis subsp. cremoris alttür-
leri açısından spesifik primerler ile yapılan onayla-
mada pozitif bir bant vermemiştir. Bu cinste yer
alan mikroorganizmalar diğer cinslerde, özellikle
de enterokok cinsinde yer alan mikroorganizmalar
ile fenotipik özelliklerine göre kolaylıkla karıştırıla-
bilmektedir (16). Negatif yanıt veren bu izolatlar,
laktokok cinsine ait diğer mikroorganizma grupla-
rından da olabilir. Bu durum ayrıca, tür seviyesinde

ayırım için PZR gibi diğer ilave analiz tekniklerinin
gerekli olduğunun bir göstergesidir. Lc. lactis
subsp. cremoris genel olarak peynir çeşitlerinden
daha nadir olarak izole edilen bir türdür (13).  Bu
çalışmada da benzer şekilde 18 adet lactis alttürü-
ne nazaran 11 adet cremoris alttürü izole edildi.
Ayrıca elde edilen 10 adet atipik laktokok izolata
benzer şekilde atipik laktokokları izole etmiş olan
çalışmalar da bulunmaktadır (7, 18, 27, 33, 34, 44,
54).

Ülkemizde tulum peyniri ile ilgili pekçok çalışma
yapılmıştır fakat bunların hemen hemen hepsi Er-
zincan Şavak Tulum peyniri üzerine ve genelde de
olgunlaşma süresince paketleme materyalinin
(plastik bidon, deri ve cam) duyusal kalite üzerine
etkisi (5, 25, 38, 50, 51), mikrobiyolojik kaliteleri
(14, 37) ve starter kültür kullanımının kalite üzerine
etkisi bakımından (2, 6) incelenmiştir. Tulum pey-
nirlerinin olgunlaşma süresi boyunca LAB florasını
inceleyen (20), tulum peynirinde bulunan aroma
maddelerini saptayan (22) çalışmalar da bulun-
maktadır.  Kılıç ve Gönç (26), İzmir Tulum peyni-
rinden yapmış oldukları izolasyonlar sonucunda
Lactobacillus (Lb.), Enterococcus (E.) ve
Lactococcus türlerini yüksek oranda tespit etmişler
ve üretimde starter kültür kullanılacaksa bu grup
bakterilerden E. faecalis, Lc. lactis subsp. lactis ve
subsp. cremoris ile Lb. casei türlerinin seçilmesini
uygun bulmuşlardır. Öner ve arkadaşları (36), tu-
lum peynirlerinden yapmış oldukları çalışmada
laktobasillerin dominant florayı oluşturduğunu tes-
pit ederken laktokokları %15,8 oranında tespit et-
mişlerdir. Öksüztepe ve arkadaşları (35), tulum
peynirlerinde Streptococcaceae ailesinde yer alan
Enterococcus türlerinin, Lc. lactis subsp. cremoris
ve Lc. lactis subsp. lactis ile Leuconostoc (Ln.)
mesenteroides subsp. cremoris’in olgunlaşmada
başlıca sorumlu organizmalar olarak bildirmişlerdir.
İşleyici ve Akyüz (23), Van Otlu peynirinden yap-
mış oldukları çalışmada, laktokok cinsi mikroorga-
nizmaları yüksek oranda identifiye etmişler ve Lc.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis'i bu peynir
yapımında kullanılabilecek starter kültürler arasın-
da göstermişlerdir. Kamber ve Çelik (24) ise
Gorcola peynirinden laktokokları 1,0 X 107 kob/g
gibi yüksek oranda tespit etmişlerdir.

Sonuç olarak; Aydın İli ve çevresinde geleneksel
olarak çiğ sütten üretilen 90 adet İzmir Tulum pey-
nirinden elde edilen izolatlardan 36 tanesi fenotipik
değerlendirmeler sonucunda pozitif sonuç verme-
sine rağmen, PZR tekniğinden sonra bu 90 izolatın
ancak 29 tanesinin (%32,8) Lc. lactis subsp. lactis
ve Lc. lactis subsp. cremoris açısından pozitif ol-
duğu tespit edilmiştir. Elde edilen bu izolatların 18
tanesi (%20) Lc. lactis subsp. lactis, 11 tanesi (%

12,8) Lc. lactis subsp. cremoris olarak identifiye
edilmiştir.  Bu çalışma ile laktokok alttürlerinin sağ-
lıklı bir şekilde ayırt edilebilmesi için PZR gibi mo-
leküler onaylama tekniklerinin gerekliliği ortaya
konulmuştur. Sonuçlar açısından peynir teknolojisi
için vazgeçilmez bir organizma olan laktokoklardan
atipik olanların daha değerli olmasından dolayı (%
6,5 tuzda ve/veya 45oC’de üreyebilmesi) bu tiplerin
izole edilmiş olması nedeniyle çalışma daha
önemli kılınmıştır.
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testlere tabii tutulmasıyla birlikte 36 adet izolatın
laktokok özelliği gösterdiği tespit edildi. Fenotipik
özelliklerine göre laktokok profili göstersin ya da
göstermesin tüm izolatlar Lc. lactis subsp. lactis ve
Lc. lactis subsp. cremoris ayrımı için PZR
primerleri kullanılarak moleküler onaylama işlemi-
ne tabi tutuldu ve sonuç olarak tüm izolatlardan 18
tanesinin (%20) Lc. lactis subsp. lactis ve 11 tane-
sinin de (%12,8) Lc. lactis subsp. cremoris alttürle-
ri ile 161 base pare (bp) boyutlarında bir bant ver-
diği gözlendi (Şekil 1). Baştan fenotipik testler neti-
cesinde laktokok profili gösteren 17 izolat, gerek
laktis primeri gerekse de kremoris primeri ile pozitif
reaksiyon vermemiştir. Fenotipik testler sonucunda
laktokok özelliği göstermeyen 10 izolat ise laktis
primeri ile pozitif bant vermiş ve bu izolatlar atipik
olarak adlandırılmıştır.

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışma ile İzmir Tulum peynirine özgü laktokok
florasının identifikasyonu amaçlanmıştır. Standart-
larımızda homojenizasyon işleminde %2’lik sod-
yum sitratın kullanılması gerektiği bildirilmiştir (1).
Fosfat buffer dilüyentleri mikroorganizmaların ya-
kalanma şansını azaltmaktadır (9).  Laktokokların
üremesine en elverişli besi yerinin saptanması
amacıyla yapılan çalışmalarda ise M17 agarın en
iyi olduğu belirlenmiştir (13). Fenotipik özellikleri
göz önüne alınarak yapılan identifikasyon işlemleri
oldukça zaman aldığı için (8), fenotipik ve biyokim-
yasal özellikleri incelendiğinde baştan laktokok
olarak şüphenilen izolatların hepsinin laktokok
olarak tespit edilmemiş olmasından dolayı (31)
nükleik asit tabanlı moleküler teknikler geliştirilmiş-
tir (3, 40). Uzun yıllar boyunca cremoris ve lactis
alttürlerinin birbirinden ayrımında biyokimyasal
olarak arjininden amonyak üretim testi kullanılmış-
tır. Ancak bu test her zaman için güvenilir sonuçlar
vermemektedir (19). Çalışmamızda kullandığımız
primerler sadece kendi türlerine özgü DNA ile re-
aksiyon vermiştir. Bu sonuçlar bu iki alttürün ayrı-
mında PZR’in etkin bir şekilde kullanılabileceğini
göstermektedir.

Bu çalışmada uygulanan fenotipik testlerle 36
izolat tipik Lc. lactis profili göstermesine rağmen
bu izolatlardan 17 tanesi gerek Lc. lactis subsp.
lactis gerekse de Lc. lactis subsp. cremoris alttür-
leri açısından spesifik primerler ile yapılan onayla-
mada pozitif bir bant vermemiştir. Bu cinste yer
alan mikroorganizmalar diğer cinslerde, özellikle
de enterokok cinsinde yer alan mikroorganizmalar
ile fenotipik özelliklerine göre kolaylıkla karıştırıla-
bilmektedir (16). Negatif yanıt veren bu izolatlar,
laktokok cinsine ait diğer mikroorganizma grupla-
rından da olabilir. Bu durum ayrıca, tür seviyesinde

ayırım için PZR gibi diğer ilave analiz tekniklerinin
gerekli olduğunun bir göstergesidir. Lc. lactis
subsp. cremoris genel olarak peynir çeşitlerinden
daha nadir olarak izole edilen bir türdür (13).  Bu
çalışmada da benzer şekilde 18 adet lactis alttürü-
ne nazaran 11 adet cremoris alttürü izole edildi.
Ayrıca elde edilen 10 adet atipik laktokok izolata
benzer şekilde atipik laktokokları izole etmiş olan
çalışmalar da bulunmaktadır (7, 18, 27, 33, 34, 44,
54).

Ülkemizde tulum peyniri ile ilgili pekçok çalışma
yapılmıştır fakat bunların hemen hemen hepsi Er-
zincan Şavak Tulum peyniri üzerine ve genelde de
olgunlaşma süresince paketleme materyalinin
(plastik bidon, deri ve cam) duyusal kalite üzerine
etkisi (5, 25, 38, 50, 51), mikrobiyolojik kaliteleri
(14, 37) ve starter kültür kullanımının kalite üzerine
etkisi bakımından (2, 6) incelenmiştir. Tulum pey-
nirlerinin olgunlaşma süresi boyunca LAB florasını
inceleyen (20), tulum peynirinde bulunan aroma
maddelerini saptayan (22) çalışmalar da bulun-
maktadır.  Kılıç ve Gönç (26), İzmir Tulum peyni-
rinden yapmış oldukları izolasyonlar sonucunda
Lactobacillus (Lb.), Enterococcus (E.) ve
Lactococcus türlerini yüksek oranda tespit etmişler
ve üretimde starter kültür kullanılacaksa bu grup
bakterilerden E. faecalis, Lc. lactis subsp. lactis ve
subsp. cremoris ile Lb. casei türlerinin seçilmesini
uygun bulmuşlardır. Öner ve arkadaşları (36), tu-
lum peynirlerinden yapmış oldukları çalışmada
laktobasillerin dominant florayı oluşturduğunu tes-
pit ederken laktokokları %15,8 oranında tespit et-
mişlerdir. Öksüztepe ve arkadaşları (35), tulum
peynirlerinde Streptococcaceae ailesinde yer alan
Enterococcus türlerinin, Lc. lactis subsp. cremoris
ve Lc. lactis subsp. lactis ile Leuconostoc (Ln.)
mesenteroides subsp. cremoris’in olgunlaşmada
başlıca sorumlu organizmalar olarak bildirmişlerdir.
İşleyici ve Akyüz (23), Van Otlu peynirinden yap-
mış oldukları çalışmada, laktokok cinsi mikroorga-
nizmaları yüksek oranda identifiye etmişler ve Lc.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis'i bu peynir
yapımında kullanılabilecek starter kültürler arasın-
da göstermişlerdir. Kamber ve Çelik (24) ise
Gorcola peynirinden laktokokları 1,0 X 107 kob/g
gibi yüksek oranda tespit etmişlerdir.

Sonuç olarak; Aydın İli ve çevresinde geleneksel
olarak çiğ sütten üretilen 90 adet İzmir Tulum pey-
nirinden elde edilen izolatlardan 36 tanesi fenotipik
değerlendirmeler sonucunda pozitif sonuç verme-
sine rağmen, PZR tekniğinden sonra bu 90 izolatın
ancak 29 tanesinin (%32,8) Lc. lactis subsp. lactis
ve Lc. lactis subsp. cremoris açısından pozitif ol-
duğu tespit edilmiştir. Elde edilen bu izolatların 18
tanesi (%20) Lc. lactis subsp. lactis, 11 tanesi (%

12,8) Lc. lactis subsp. cremoris olarak identifiye
edilmiştir.  Bu çalışma ile laktokok alttürlerinin sağ-
lıklı bir şekilde ayırt edilebilmesi için PZR gibi mo-
leküler onaylama tekniklerinin gerekliliği ortaya
konulmuştur. Sonuçlar açısından peynir teknolojisi
için vazgeçilmez bir organizma olan laktokoklardan
atipik olanların daha değerli olmasından dolayı (%
6,5 tuzda ve/veya 45oC’de üreyebilmesi) bu tiplerin
izole edilmiş olması nedeniyle çalışma daha
önemli kılınmıştır.
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