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OZET

Propiyonik asit bakterileri (PAB) ilk defa Freudenreich ve Orla-Jensen tarafindan Emmantel peynirinden izole
edilmigtir. PAB izolasyon kdkenlerine gore klasik ve deri kdkenli (patojen) PAB olmak Uzere iki temel gruba ayrilirlar.
Klasik PAB ya da diger adiyla “dairy-propionibacteria” genel olarak ¢ig sitte, tereyaginda ve 6zellikle olgunlasma
prosesinde oynadig§i &nemli rolle bilinen isvigre tipi peynirlerde bulunmaktadir. Ozellikle siit end(istrisi agisindan biyiik
6nemi olan bu sinifin izolasyonu ve tanimlanmasi igin klasik tanimlama yéntemleri en yaygin kullanilan prosedirlerdir.
Ancak, Propionibacteria tlrlerinin geleneksel ydntemlerle tanimlanmasi yavas olup, baz tirleri kesin olarak
belirlemede zorluklar ile karsilasilabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle son dénemlerde molekiler yontemler én plana
cikmistir. Molekiler yéntemler sayesinde PAB'yi sinif, tir, sus bazinda siniflandirmak ve P. freudenreichiinin alt
turlerini belirlemek mimkundir. Ancak mikrobiyolojide genetik tanimlama ydntemlerinin, 6zellikle PAB alaninda olan
calismalari oldukga yenidir ve daha fazla ¢alismayla desteklenmesi gerekmektedir. Bu derlemenin amaci molekuler
yontemlerin stt ve sut Urlinlerinden PAB’nin izolasyonu ve tanimlanmasinda kullanimini irdelemektir.

Anahtar Kelimeler: Propiyonik asit bakterileri, Izolasyon, identifikasyon, Peynir

Isolation and Identification of Propionic Acid Bacteria
ABSTRACT

Propionic acid bacteria (PAB) have been isolated first by Freudenreic and Orla-Jensen from Emmantel cheese.
According to their origin of isolation, PAB are divided into two main groups, classical and skin origin (pathogen) PAB.
The former, also known as dairy propionibacteria, is particularly found in raw milk, butter and Swiss-type cheeses,
where they play a major role during ripening. For this group, which is especially important for dairy industry, classical
isolation and identification methods are most widely-used procedures. However, identification of propionibacteria
species by conventional methods is slow and can be difficult to identify the specific types. Therefore, recent scientific
studies have focused on the use of molecular methods. With the help of these methods, it has been possible to
determine propionic acid bacteria classes, species and strain basis and to identify sub-types of P. freudenreichii. But,
genetic methods in microbiology are very new, and need to be supported by more studies. The aim of this review is to
present the use of molecular methods to isolate and identify PABs in dairy products.

Key Words: Propionic acid bacteria, Isolation, Identification, Cheese

GiRiS organizmalar propiyonik asit (retme yetenekleriyle

tanimlanmistir. Bu bakteriler i¢in Propionibacterium
1906 yilinda, Freudenreich ve Orla-Jensen Emmantel sinifi ilk olarak 1909 yilinda Orla-Jensen tarafindan
peynirinden Bacterium acidi-propionici ve Bacillus acidi- Onerilmistir [1]. Propiyonik asit bakterileri pleomorfik
propionici adini verdikleri bakterileri izole etmislerdir. Bu gubuk sekilli, mikroaerofilik veya anaerobik gelisme
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kosullarini tercih eden Gram(+) bakterilerdir. Genom
araliklarinin G+C bilesimi %53-67 mol araligindadir. Bu
oran da onlari yiksek G+C grubu bakteriler arasina
dahil eder. Mezofilik karakterdeki PAB’nin optimum
gelisme sicakliklari 25 ile 32 °C arasindadir. pH 5.0 ile
8.0 arasinda gelisebilen PAB icin optimum pH degeri
6.0—7.5'dir [3]. Biyotin ve pantotenik asit gelismeleri igin
gerekli esansiyel faktorlerdir [4]. Asagidaki formilde
belirtildigi gibi PAB’nin en 6nemli karakteristigi temel
metabolit olarak laktik asitten propiyonik asit ve asetik
asit Gretmeleridir [2].

3 laktat — 2 propiyonat + asetat +CO, + H,O

PAB izolasyon kokenlerine gbére iki temel gruba
aynlirlar: Klasik PAB ve deri kdkenli (patojen) PAB.
Klasik PAB ya da diger adiyla “dairy-propionibacteria”
genel olarak ¢ig sitte, tereyadinda ve 6&zellikle
olgunlasma prosesinde oynadigi 6nemli rolle bilinen
isvicre tipi peynirlerde bulunmaktadir. Modern peynir
yapiminda PAB’nin hem dogal florada, hem de starter
icinde yer almasi bakimindan blyik O6nemi vardir.
PAB’nden Isvigre tipi peynirlerde hem tat olusumunda,
hem de tekstir olusumunda vyararlaniir. Bu tip
peynirlerin karakteristigi olan tipik g6z olusumundan da
PAB sorumludur. Ayrica bu Urtnlerin tat olusumuna
PAB yukarida belirtildidi gibi propiyonik asit ve asetik
asit olusturarak katkida bulunurlar [5-8].

PAB diger bakterilerden farkli olarak homojen bir
taksonomik grup olustururlar. Bu sinif i¢in énerilen 16S
rDNA temelli dizilimdir. PAB Propionibacteriaceae ailesi
icinde yer alan Propionibacterineae alt takiminda yer
alirlar. En yakin taksonomik akrabalari
Propionibacteriaceae ailesinde bulunan Luteococcus,
Microlunatus and Propioniferax cinslerinin Gyeleridir.

Propionibacterium sinifinin genel olara kabul goérmis
tirleri Tablo 1’de verilmigtir. Yeni bir tir olan P.
cyclohexanicum klasik PAB’ne dahil edilmektedir, ¢unki
gidalardan izole edilmigtir ve patojen degildir. Klasik
PAB'’nin izolasyon kaynaklari ve eski isimleri ise Tablo
2'de verilmigtir.

Tablo 1. Propionibacterium sinifinda yer alan tirler [1, 9]
Klasik bakteriler Deri kdkenli bakteriler
P. acidipropionici P.acnes
P. cyclohexanicum P. avidum
P. freudenreichii P. granulasum
P. jensenii P. lymphophilum
P. thoneii P. propionicum

PAB’nin izolasyonu zor ve zaman alicidir. PAB’nin iki
grubu da blyik 6neme sahip oldugundan gerek starter
kaltdr, gerek potansiyel patojen olarak hizli bir
identifikasyon asamasi gerekmektedir. iste, molekiiler
metotlar bu gereksinimden dogmustur. Bu yoéntemlere
Ornek olarak ribotiplendirme, RAPD (rastgele ¢cogaltiimig
poimorfik DNA analizi, PCR analizi, MPCR (¢oklu
PCR), PFGE (darbeli alan jel elektroforezi) verilebilir [1,
11,12].

Bu derlemenin amaci son zamanlarda siklikla
yararlanilan bu molekiler ydntemlerin sit ve sit
UrGinlerinden PAB’nin izolasyonu ve identifikasyonunda
kullanimini aydinlatmak ve konuya gida mikrobiyolojisi
acisindan dikkat cekmektir.

Tablo 2. Sit ve sit Grinleri kaynakl propiyonik asit bakterileri [10]

Tarler

Eski isimleri veya orijinal isimleri

Izolasyon Kaynagi

Propionibacterium freudenreichii

P. freudenreichii
P. shermanii

Cig sit
Isvigre peynirleri

P. globosum Diger st Grtnleri
P. orientum
P.coloaratum
Propionibacterium jensenii P. jensenii Sat drdnleri
P. rafinosum (saceum) Silaj

P. technicum

Enfeksiyonlar

P. peterssonii

P. zeae
Propionibacterium thoenii P. thoneii Emmental peyniri
P. rubrum Diger st Grtnleri

Propionibacterium acidipropionici

P. pentasaceum

Sat drdnleri

P. arabinesum

Propionibacterium cyclohexanicum -
Propionibacterium coccoides -

Bozulmus portakal suyu
Sit ve taze peynir

PROPIYONIK ~ ASIT ~ BAKTERILERI'NIN
IZOLASYONU ve IDENTIFIKASYONU

izolasyonda ve Sayimda Kullanilan Segici
Besiyerleri

PAB’nin izolasyonunda (genellikle peynirden), birkag
besiyeri kullaniimasina ragmen, en populeri YEL (yeast
ekstrakt laktat) besiyeridir. PAB diger bakterilere oranla
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yavas gelisen organizmalardir (1-14 gun). Bunun igin
besiyerine genellikle starter kiltlr olarak kullanilan laktik
asit bakterilerini inhibe etmek icin 4-8 pg/mL kloksasillin
antibiyotigi ilave edilmesi Onerilmektedir. Ayrica, st
Urtnlerindeki PAB'nin sayimi i¢in kullanilan bir diger
segici kati besiyeri “Pal Probiobac’dir. Fakat bu besiyeri
ekonomik olmadigi igin fazla tercih edilmemektedir.
Propionibacterium sinifina ait tdrlerin izolasyonu ve
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sayimi i¢in kullanilan bazi besiyerleri ve bilesimlerinde

yer alan énemli maddeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Propionibacterium genusu tirlerinin izolasyonu ve sayimi igin kullanilan besiyerleri [13]

Parametre YEL' YELA® PYG® TLA® ASLA®

Karbon kaynagi Laktat Laktat Glukoz Laktat Laktat

Vitamin kaynag  Triptikaz Triptikaz Triptikaz Triptikaz Amonyum silfat
Oligoelement Maya ekstrati  Maya ekstrati  Maya ekstrati Biotin PAB  Pantotenat, Tiamin
Digerleri Mn Mg - Mn, Mg, Fe  Mn, Mg, Fe

Azot kaynagi - - Sistein, Tween 80  Sistein Sistein

pH tampon Fosfat-7.0 Fosfat-6.0 CO3HNA Fosfat-6.5 Fosfat-6.5

1: YEL: Yeast ekstrakt laktat, 2: YELA: Yeast ekstrakt laktat agar, 3: PYG: Pepton yeast ekstrakt glukoz broth, 4: TLA:

Triptikaz laktat agar, 5: ASLA: Amonyum siilfat laktat agar

Fermente stt Urlnlerinden &zellikle peynirden PAB’nin
izolasyonu sirasinda Ozel bir sorunla
karsilasiilmamaktadir. Anaerobik jarlarin kullanimi ya da
benzer tekniklerin sodyum laktat iceren ortamlari
PAB’nin iyi gelismesine imkan vermektedir. PAB’nin
deneysel tanimlanmasi, saf kiltlrlerin laktattan asit
Uretme yetenekleri, katalaz pozitif olmalar ve sivi

besiyerlerinin st kisimlarinda gelismemeleri ile
karakterizedir.
Ancak PAB'nin izolasyonunda bazi problemler de

yasanabilmektedir. Orneklerde diger organizmalarin
olup olmamasina gére PAB kolay ya da zor izole
edilebilirler. PAB igin rekabetci floranin laktik asit
bakterileri oldudu sert ve yari sert peynirler digerlerine
nazaran galisiimasi daha rahat 6rneklerdir. Kloksasillin
ilave edilmis YEL broth’dan PAB’nin saf Kkdltdrleri
kolaylikla izole edilebilir. Eger rekabetgi flora PAB’nden
¢ok daha gabuk gelisirse problemler ortaya gikmaktadir.
Ayni  besiyerinde Ozellikle ¢ig sltten izole edilen
Enterokoklar iyi gelismektedir. Besiyerine kloksasillin
harici  antibiyotiklerin ya da dider inhibe edici
substratlarin  katilmasi genellikle mumkin degildir,
¢inkih PAB bu bilesiklere Enterokoklardan cok daha
hassastir.

Sit ve st Grinlerinden PAB’nin izolasyonu ile ilgili
olarak cgesitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalara bir
Ornek verecek olursak; peynirden gerekli miktarda 6rnek
YEL broth igerisinde ¢6ztundurilmis ve stomacherda 5
dakika o6guitilmastir. Seri dilisyonlar YEL brothda
hazirlanmis ve YEL agara alinmistir. Muhtemel hicre
kayiplarini en aza indirmek icin dilisyon sivisi olarak
YEL broth kullaniimistir. Bir haftadan fazla siren
anaerobik inkibasyonun ardindan tipik koloniler (plak
basina 50, her bir izolasyon igin 200) segilmis ve koloni
hibridizasyonu igin hazirlanmistir. Spesifik gen problari
ile hibridizasyonun ardindan saf kiltir elde etmek igin
izolatlardan alinan tek koloniler taze besiyerine (¢ defa
aktariimigtir [1].

BAKTERILERININ

PROPIYONIK ASIT

iDENTIFIKASYONU
Klasik Metotlarla identifikasyon

Kemotaksonomi ve koloni morfolojisine dayali metotlar
PAB’nin identifikasyonunda en yaygin kullanilan
uygulamalar: Katalaz aktivitesinin saptanmasi, Gram
boyama ya da mikroskopi gibi basit test reaksiyonlaridir.
Ancak bu analizlerin uygulanmasi ve sonuglarin
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alinmasi  sirasinda  bazi  6nemli  problemler
¢ikabilmektedir. Ornegin  PAB’nin  Gram boyama
testlerine farkli reaksiyon gdésterebildidi noktasina dikkat
edilmelidir. S6z konusu durumda Gram boyama yerine
KOH testi yardimci olabilmektedir. Ayrica karakteristik
propiyonik asit ve asetik asit Uretimi sinifi belilemede en
kolay yoldur. Bazi arastirmacilar kemotaksonomiyi
kullanarak bu grubu bese ayirmiglardir. Fakat P. avidum
ve P. granulosum tlrleri bu gruba dahil degildir.
Karbonhidrat fermantasyon modellerine dayanan sayisal
siniflandirmanin  kullanilmasi, PAB’nin  karakterize
edilmesinde gegerliligini koruyan bir metot olarak
karsimiza ¢cikmaktadir [14].

Molekiiler Metotlarla identifikasyon

Son donemlerde, molekiler metotlara dayanan
tanimlama teknikleri PAB’nin belirlenmesinde de &n
plana c¢ikmistir. Clnkl, Propionibacteria tirlerinin
geleneksel yontemlerle identifikasyonu yavastir ve bazi
tarleri kesin olarak belirlemekte zorluklarla
karsilasilabilmektedir. Bu teknikler cogunluklia 16S rDNA
genlerinin amplifikasyonuna dayanmaktadir. Bunlarin
ardindan klonlama ve siralama analizleri, teorik olarak
Ornekteki tek bir DNA molekilini saptamaya
yaramaktadir.

Sat Urlnlerindeki propiyonik asit tlrlerinin glvenilir ve
hizli metotlarla belirlenmesi dogal flora tirlerinde de
oldugu gibi kolay degildir, fakat identifikasyon DNA prob

tekniklerini kullanarak kolaylastirilabilir ve
hizlandinlabilir.  Problar tek iplikli, radyoaktif ve
nonradyoaktif maddelerle isaretlenmis, 6rnek

materyallerde kendine 6zdes tek iplikli DNA veya RNA
ile kolayca birlesebilen kisa oligontkleotit sekanslaridir.
PCR yoénteminde isaretli problarin kullaniimasiyla tani
cok kolay hale gelebilmektedir.

Ayrica PAB’nin kromozom blyUkligi PFGE (darbeli
alan jel elektroforezi) kullanilarak belirlenmektedir. Bu
metot bazi klasik PAB’nin tir bazinda belirlenmesinde
kullanilmaktadir.  Klasik tdrler arasindaki farklar
ribotiplendirme kullanarak belirlenmigtir [11, 12]. Ayrica,
RAPD (rastgele cogaltiimis polimorfik DNA) teknigi
turlerin ayriminin yapilabilmesi i¢in incelenmektedir [15].
Bahsedilen molekiler metotlar kullanilarak PAB’nin
sinif, tdr, alt tir ve sus bazinda identifikasyonu
mumkanddr.
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Sinif Diizeyinde identifikasyon

Cesitli arastirmalar sonrasinda PAB'nin sinif diizeyinde
identifikasyonu i¢in  farkli  hibridizasyon problari
dnerilmistir. Ornegin, PAB igin RDR514 primeri test
edilmis ve P. acnes, P. avidum, P. lymphophilum ve P.
granulosu belirlemek amaciyla hibridizasyon probu
olarak kullanilmistir [16]. Fakat bu primer klasik tlrlerde
test edilmemigtir. S6z konusu primerler klasik tirlerde
belirgin olumsuzluklar géstermektedir. Ornegin eger
primer belirli bir uzunlugun Gzerindeyse (25bp), PCR igin
pek uygun olmayabilir. Kisa problar islerin
otomasyonuna ¢ok daha uyumludur. GCUnki uzun
problardan ¢ok daha hizli hibride olurlar ve genellikle
islenmeleri daha kolaydir. Propionibacterium igin 16S
rDNA problari kullaniimaktadir [14], fakat bunlar siniflar
icin spesifik degildir. Ancak bir calismada [1] sinif
spesifik primeri gd1 (5-TGCTTTCGATACGGGTTGAC-
3) ve MPCR stratejisi  gelistiriimigtir.  Gd1’in
hibridizasyon probu olarak kullaniimasi PAB'nin peynir
Orneklerinden izolasyonuna olanak vermistir.

Tir Bazinda identifikasyon

Klasik PAB’nin identifikasyonu igin ribotiplendirme ya da
16S rDNA, 23S rDNA ve intergenik 16S-23S rDNA
bélgesinin  PCR Urlnlerinin restriksiyon analizi gibi
metotlar kullaniimaktadir [14, 17, 18]. Her bir klasik
propionibacteria tUrGnin PCR tespiti igin spesifik
oligonukleotit primerleri kullaniimaktadir (P.
acidipropionici, P. freudenreichii, P. jensenii ve P.
thoenii) [19].

PAB’nin problar bazinda 16S-23S rDNA bdlgeleri P
freudenreichiinin belirlenmesinde belirli bir yere kadar
kullaniimaktadir. Bu problardan ayni zamanda diger
turlerin belirlenmesi igin de yararlanilabilir. Fakat tim
PAB tirlerinin yeterli spesifiklikte belirlenmesi igin
problarin dizin uzunlugu her bir hibridasyonda yeterli
olmalidir. Hibridizasyona dayali metotun temel avantaji
bakteri kolonilerinin direk sayimina imkan vermesidir.

Klasik PAB’nin identifikasyonunda kullanilan protein
profillerinin kargilastirmali analizi gibi diger metotlar da
iyi sonuglar vermektedir [18]. Fakat bu metot diger bazi
metotlarda oldugu gibi saf Propionibacterium kdltirleri
kullanmay!i gerektirmektedir. PAB’nin karisik
klltirlerinden farkl tlrlerin identifikasyonu icin sadece
PCR ya da hibridizasyon teknigi yeterli oimaktadir [1].

P. freudenreichirnin Alt Turlerinin identifikasyonu

Bilindigi gibi P.freudenreichii peynir Uretiminde starter
klltlr olarak gok édnemlidir. P.freudenreichii’nin alt tarleri
olan ssp. freudenreichii ve ssp. shermanii laktoz
fermantasyonu yoluyla ayrilabilir, ¢linki sadece ssp.
shermanii laktozu fermente edebilmektedir. Tilsala-
Timisjarvi ve Alatossava’'nin [15] ¢alismalarinda protein
profilemesi ya da 23S rRNA gen restiriksiyon analizi
yoluyla bu iki alt tdrin ayrimi yapilamazken,
ribotiplendirme metodunun uygun olacag! belirtilmigtir.
Ayrica de Carvalho ve ark.’nin [12] calismasinda
ribotiplendirme metodu kullanilarak P.freudenrichii nin
P. freudenreichii subsp. freudenreichii ve
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P.freudenreichii subsp. shermanii olarak iki alt tire
ayrilmasi saglanmistir.

Sus Bazinda identifikasyon

Molekuller metotlar kullanilarak ayni tirin ayri suslari
arasindaki farkliliklar belirlenebilmektedir. PFGE (darbeli
alan jel elektroforezi) en popller metottur. Bu metot
genomdaki 6zel restriksiyon enzimlerinin  seyrek
tanimlama bdélgelerinin ayrimi prensibine dayanmaktadir
ve yuksek oranda tekrarlanabilir bir yéntemdir. Ayrica
RAPD de sus bazinda identifikasyon igin
kullanilabilmektedir. Ancak RAPD sadece diger
metotlarin yoklugunda kullaniimahdir, ¢unkd sonuglar
farkli laboratuarlarda farkl ¢ikabilmektedir [1].

SONUG

St teknolojisinde gcok dnemli yerleri olan bu bakterilerin
sut Urtnlerinde kullanimi tuz, asitlik gibi 6zel sartlar
gerektirmektedir. PAB  Isvigre tipi  peynirlerde
karakteristik mikroflora icinde yer alirlar, reoloji ve aroma
olusumunda c¢ok blylk etkileri vardir. Yéresel
peynirlerimizden olan Mihali¢ peynirinde de g6z yapisi
ve tipik tat-aroma PAB’nin faaliyetleri sonucunda
olusmaktadir. PAB laktati fermente edip gaz olusturarak
Mihalic peynirine karakteristik &zelliklerini vermektedir
[20, 21]. Aynca PAB sert ve yar sert peynirlerde
koruyucu 6zellikleri ve olgunlagsmaya katkilari nedeniyle
de kullanilabilmektedir. PAB’nin gerek kendileri gerek
lizat preperatlar yogurt, eritme peyniri ve taze peynir
gibi Grlnlerde koruyucu olarak kullaniimaktadir. Gerek
destek kultlr gerek koruyucu olarak slt teknolojisinde
O6nemli yeri olan PAB’nin izolasyon ve identifikasyonu
temel anlamda gdgctlr. Bakteri tanimlamada hizh
ybntemlere olan egilim PAB’nin de identifikasyonunu bir
Olcliide kolaylastirmigtir.  Ancak mikrobiyolojide ¢ag
atlama olarak kabul edebilecegimiz genetik tanimlama
yéntemlerinin &zellikle PAB alaninda olan calismalari
¢ok yenidir ve daha cok calismayla desteklenmesi
gerektigi sdylenebilir.
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