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OZET

Laktik asit bakterileri (LAB) gida endistrisinde genellikle starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadirlar. Bakteriyosin tiretim 6zelliklerinden dolay1 gidalarda raf dmriinii uzatmak
icin potansiyel biyolojik koruyucu roliine sahiptirler. Ayrica, probiyotik {irlinlerin iceriginde
bulunmakta, bazilar1 ise gidalarda bozulmaya sebep olmaktadirlar. Tiim bu o6zellikler bu
bakteri grubunu hem endiistriyel agidan hem de bilimsel arenada iizerinde yogun ¢aligmalarin
yapildigr olduk¢a Gnemli bir grup haline getirmistir. LAB’larin endiistriyel uygulamalari
diistiniildiigiinde, sus bazinda giivenilir tiplendirme yontemleri hem LAB starter kiiltiirlerin
performanslarinin incelenmesinde hem de fonksiyonel gida {iriinlerinde katki maddesi olarak
kullanilacak olan kiiltiirlerin incelenmesinde 6nem kazanmaktadir. Giintimiizde, LAB
identifikasyon/tiplendirme caligmalar ilgi odagi olan fenotipik yontemlerden daha kesin ve
hassas sonuc¢lar veren molekiiler yontemlere (genotipik) dogru kaymistir. Bu derlemede
LAB’larin tiplendirmesinde kullanilan molekiiler yontemler 6zetlenmistir.

Molecular methods used for identification/typing of lactic acid bacteria
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are widely used as starter cultures in the food industry. Because of
their bacteriocin production speciality, they make expire date of the food longer and thought
to be potential biopreservativies. Besides, they are used in probiotic products and some of
them causes food spoilage. All of these properties make this group of bacteria very important
both industrially and scientificaly. As far as the industial applications of LAB are conserned,
reliable strain typing methods will become increasingly important in the study of the
performance of LAB starter cultures and cultures used as additives in functional food type
products. Nowadays, the main focus for the identification/tying of LAB has moved from
phenotypic to molecular (genotypic) methods as they yield more sensitive and accurate
results. In this review, molecular methods used for typing of LAB were summarised.
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1. Giris

Orla-Jensen’a [1] gore “gergek laktik asit bakterileri”
karbonhidrat fermentasyonu neticesinde son iiriin
olarak laktik asit olusturan, ¢ubuk ya da kok seklinde,
spor olusturmayan, katalaz negatif ve Gram-pozitif
dogal bir gruptur. Birkag ayricalik gdsteren iiye
disinda hepsi hareketsizdir. Endiistriyel uygulamalar
dahilinde genellikle yararli ve patojen olmayan alti
anahtar genus kullanilmaktadir: Lactococcus (siit
iiriinlerinde), Lactobacillus (sebzeler, tahil siit ve et
irlinleri), Leuconostoc (sebzeler ve siit lriinleri),
Pediococcus (sebzeler ve et lriinleri), Oenococcus
(sarap) ve Streptococcus (siit iriinleri). Ozellikle
Lactobacillus tirlerinde oldugu gibi LAB’larin bazi
iiyeleri ise insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinel
sistemlerinde 6nemli bir alani1 iggal etmektedir [2].

LAB’lar tiiketiciler tarafindan siklikla kullanilan
fermente gida maddelerinin dogal florasinda baskin
halde  bulunmakla  beraber, ekzopolisakkarit
iiretmekte, gidalarin iiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilmakta ve probiyotik {iriinlerin iceriginde
bulunmaktadirlar [3]. LAB’lar yiizlerce yildir
fermentasyon islemlerinde yeni besinlerin iiretimi ve
bozulabilir gida friinlerini korumak icin siklikla
kullanilmaktadir. Fermente besinlerin ana tipleri
LAB’lar tarafindan gerceklestirilen laktik asit
fermentasyonu sonucu olusturulmaktadir.
Fermentasyon isleminden sonra karakteristik aroma
ve tatlara sahip yeni besinler meydana gelmekte, ham
materyallerin raf dmrii uzatilmis olmakta ve patojenik
veya  gidalarda  bozulmalara  sebep  olan
organizmalarin  gelismesi  Onlenmektedir. Sonug
olarak gida endiistrisinde, LAB’larin gelisimi ile
birlikte olusan asidifikasyon ve enzimatik islemler
cesitli  fermente gidalarin  tat, koku, teksir
Ozelliklerine etki etmektedir. Ayrica, lretmis
olduklar1 peptit yapisindaki “bakteriyosin” molekiili
gidalarda bozulmalara ve gida kdkenli enfeksiyonlara
sebep olan bakterilerin gelisimini engellemekte ve
boylece gidanin raf dmriinii uzatmak i¢in potansiyel
biyolojik  koruyucu (biopreservatif) gorevi
gormektedir [4]. Bakteriyosin iiretme 06zelliginin
genelde plazmid DNA tarafindan kodlanan bir 6zellik
olmasi ise iiretimde bu 6zelligin starter kiiltiir olarak
kullanilacak olan susa aktarilmasina ve bdylece daha
kaliteli iirin eldesine olanak sagladig: i¢in 6nemlidir.
Bununla beraber o&zellikle buzdolabi 1sisinda
geligsebilen bazi LAB’larda gidalarda bozulmaya
sebep olmaktadirlar. Son zamanlarda LAB’lar;
biopolimer  (Leuconostoc  sp.), bulk enzim
(Lactobacillus ~ brevis), ectanol ve laktik asit
(Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb. delbrueckii, Lb.

brevis) igeren endiistriyel, kimyasal ve biyolojik
iiriinlerin {iretilmesinde kullanilmaya baslanmistir.
LAB’lar ayni zamanda sindirim enzimleri ve asi
antijenleri i¢in oral arag olarak gelistirilmede giicli
adaylardir. LAB’larin dogal asit toleransi, gastrik
yolda yasayabilme kabiliyetleri ve insan tiiketimi
sirasindaki giivenilirlik kaydi, biyolojik molekiillerin
hedef lokasyonlara ve dokulara etkili olarak
ulagsmalarinda kullanilan anahtar 6zellikleridir [5].

Tim bu Ozellikler bu bakteri grubunu hem
endiistriyel hem de bilimsel agidan iizerinde yogun
calismalarin yapildigi olduk¢a 6nemli bir grup haline
getirmistir. LAB’larin  endiistriyel uygulamalari
diistiniildiiglinde, arastirmalarin en temel amaci
kullanilabilecek olan LAB suslarmin secimidir.
Bundan dolayi, LAB’larin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu endiistriyel ve bilimsel agidan
gittikce daha fazla 6nem kazanan bir konu haline
gelmistir. Bu nedenle, herhangi bir susun spesifik ve
belirgin  olarak  ayrimimi  saglayan  giivenilir
yontemlerin uygulanmasi olduk¢a onemlidir [6,7].
LAB’larin identifikasyonunda kullanilan yontemler
genel olarak fenotipik yontemler ve molekiiler
(genotipik) yontemler olmak iizere iki temel baslikta
incelenmektedir.

2. LAB tiplendirmesinde kullamlan fenotipik
yontemler

Suslar arasindaki ayrimi saglayabilmek igin gen

ekpresyonunun iriintind karakterize eden
(gozlemlenebilir karakterleri) ve genelde genus-tiir
diizeyinde  identifikasyona  olanak  saglayan

geleneksel fenotipik yontemler arasinda morfolojik,
fizyolojik, metabolik, biyokimyasal ozellikler ve
kemotaksonomik markdrler (hiicresel yag asitleri,
mikolik asit, polar lipitler, quininler, poliaminler,
hiicre duvart bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile
beraber faj tiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki
antijenler, antimikrobiyel duyarlilik profilleri ve
toplam hiicre ya da hiicre duvart proteinlerinin
elektroforetik  patternleri (1D yada 2D) yer
almaktadir.  Farkli  pH, sicaklik ve tuz
konsantrasyonunda gelisme, gaz {iiretimi gibi bazi
basit fizyolojik testler genus identifikasyonunda
kullanilmaktadir. Karbonhidrat fermantasyonu gibi
biyokimyasal testler fenotipik yoOntemler olarak
kullanilmakta ve tir bazinda ayirim
saglayabilmektedir [8,9]. Kullanigli olmasina ragmen,
tirler arast varyasyonlar ve tekrarlanabilirliginin
zaylff olmast gibi baz1 dezavantajlar1  da
bulunmaktadir. Bununla birlikte; standardize edilmis
sonuglardan  olusturulmus  veri  tabanlarindan
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hazirlanmig API CHLS50 gibi ticari amaglh sistemler
yiiksek sayidaki suslarin tanimlanmasinda
kullanilmakla beraber yeni 6zellik kazanmus tiirlerin
veya alt tirlerin tanimlanmasinda  yetersiz
kalmaktadir. ~ Simdiye kadar identifikasyonda
kullanilan fermentasyon ozellikleri ve API Kit
prensibine dayali biyokimyasal testler tiir ve genus
bazinda ayrim saglarken; identifikasyonda kullanilan
fenotipik yontemler arasinda en giivenilir yontemin
protein profil analizi oldugu belirtilmistir. LAB’larda
en iyi bilindik tiirlere ait protein patern veri bankasi
olusturularak bu problemin de iistesinden gelinmeye
calistlmaktadir  [10]. Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforez sisteminde elde edilen
toplam hiicre protein profillerinin kiyaslanmasi, tiir
ve alt tir bazinda identifikasyon igin oldukca
giivenilir bir yontem olmakla beraber baz tiirler i¢in
limitlidir. Dolayisiyla, protein profiline dayali
tiplendirme  tekniginin  yeterli olmadigi  ve
dogrulugunu kanitlamak i¢in molekiiler yontemlere
ihtiyag¢ duyuldugu belirtilmistir [11]. Bununla
beraber, fenotipik yontemler ile gen ekspresyonunun
iirtinii karakterize edildiginden bu &zelliklerin hepsi

sponten mutasyon ve bilylime kosullarindaki
farklilanmalar neticesinde degisim gostermeye
meyillidirler. LAB’larin  ¢ogu olduk¢a benzer

besinsel ihtiyaglara sahip olup benzer gevresel sartlar
altinda gelisim gosterebildiklerinden dolayr tiir
diizeyinde  tamimlanmalarinda  kullanilan  bu
gelencksel kriterler oldukg¢a zaman alici ve ayni
zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan da
¢ogu zaman siiphe uyandiricidir. Bununla beraber

biiytime kosullari hiicre morfolojisini
etkileyebilmekte ve bazi durumlarda genus diizeyinde
dahi identifikasyon islemlerinde zorluk

yaratmaktadir. Bu kriterler kaba bir identifikasyon
amact i¢in yeterli olsalar da net ve kesin bir
identifikasyon amacina yonelik degillerdir. Bundan
dolayidir ki LAB’larin genus ve tir bazinda
identifikasyonunda ~ kullanilan ~ fenotipik  ve
biyokimyasal 0Ozelliklere dayali identifikasyon
sistemlerinin kullanimi genellikle yanlis
identifikasyonlara ve hayal kirikligi yaratan
identifikasyon sonuglarinin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilmektedir [12].

3.LAB Tiplendirmesinde Kullanilan Molekiiler
(Genotipik) Yontemler

Organizmanin genetik yapisinin analizini temel alan
yontemlerdir. DNA temelli yontemler, kullanilan
teknigin tipine bagli olarak mikroorganizmalarin
genus  seviyesinden  sus  seviyesine  kadar
identifikasyonunu  saglayabilmektedir.  Niikleotit
sekanslarinin kullanimini igeren bu teknikler oldukga

hizli teknikler olup besiyerindeki degisikliklerden
etkilenmemeleri bakimindan fenotipik identifikasyon
yontemlerine kiyasla olduk¢a Onemli avantajlar
sunmaktadir [13, 14]. Bununla beraber, genotipik
yontemler  kromozomal =~ DNA  molekiiliiniin
insersiyon ve delesyonu, ekstrakromozomal DNA’nin
kazanilmasi/kaybedilmesi veya restriksiyon
endoniikleaz kesim bdlgelerinin yaratilmasina veya
var olan kesim bdlgelerinin elimine olmasina sebep
olan rastgele mutasyonlardan etkilenmekle beraber
dogal varyasyona daha az maruz kalmaktadirlar.
Fenotipik ya da genotipik olsun, tiim identifikasyon
sistemleri yorum ve performans rahatligi, ayrim giicii,
iiretilebilirlik  ve tiplendirilebilirlik bakimindan
karakterize edilmelidir.

Giliniimiizde, LAB identifikasyon/tiplendirme
calismalarinda ilgi odagi fenotipik yontemlerden
daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler
(genotipik) yontemlere dogru kaymustir [12]. DNA
temelli molekiiler yontemler filogenetik ¢alismalarda
mikroorganizmalarin  birbirleri ile baglantisinin
belirlenmesinde siklikla kullanilan yaklasimlardandir
ve kullanilan yonteme bagli olarak genus diizeyinden
sus diizeyine kadar mikroorganizmalarin farkl
seviyelerde tanimlanmasinda gelismis bir bakis agis1
sunmaktadir. Uygulamali bakis acisindan
bakildiginda, ideal bir tiplendirme sistemi Tablo 1°de
belirtilen bir takim 6nemli 6zelliklere sahip olmalidir

Tablo 1. Ideal bir tiplendirme diizeneginde istenilen
ozellikler

Genis gesitlilikteki izolatlar tiplendirebilmeli

= Ayrim giicii yiiksek olmali

=  Uzun zaman sonra ve farkli merkezlerde elde
edilen sonuclar ‘tekrarlanabilirlik’ bakimindan
basarili sonug¢ vermeli

= Laboratuar koleksiyonlarma ilaveten dogal
izolatlara kolayca uygulanabilir olmali

= Hizli olmali

= Bilgisayara bagli analiz ve elektronik veri tabani
ile uyumlu olmal

*  (Cok kompleks veya pahali olmamali

Molekiiler teknikler, giiclii bir ayrim giiciine sahip
olmalari, tekrarlanabilir olmalari, uygulamasmin
kolay olmasinin  yaninda, sonuglarin  kolay
yorumlanabilmesi gibi nedenlerden dolay1r son
yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir
[13,14]. LAB suslarinin
identifikasyonunda/tiplendirilmesinde kullanilan
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yontemler  karsilastirmali  olarak  Sekil  1’de

gosterilmistir [15,16].
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Sekil 1. Literatiirde kullanilan molekiiler ve fenotipik tiplendirme yontemlerinin taksonomik rezolusyonu

3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Temelli
Olmayan Molekiiler Yontemler

3.1.1 Dalgalh Alan Jel Elektroforezi (PFGE:
Pulsed Field Gel Electrophoresis): Kesime ugramis
kromozomal DNA’nin PFGE’si sergilemis oldugu
yikksek ayrim giicii ve yiiksek tekrarlanabilirlik
ozelliklerinden  dolayr  molekiiler tiplendirme
yontemleri arasinda “altin standart” olarak ifade
edilmektedir [16]. Molekiiler tiplendirme
yontemlerinin en basarilist olarak kabul edilen bu
yontemde sivi veya kati Dbesiyerinde {iretilen
bakteriler, diisiik erime 1sili agarozla karistirilip
kiigiik kaliplar i¢ine dokiilmektedir. Agaroz igine
karigtirilan  bakteri hiicreleri, deterjan ve enzim
yardimiyla pargalanarak DNA izolasyonuna tabi
tutulmaktadir. PFGE’de bozulmamis DNA gerekli
oldugundan DNA’da kirilmalara yol acabilen
geleneksel DNA izolasyonu uygun degildir. Liziz
islemini takiben agaroz kaliplar iyice yikanarak veya
diyalize edilerek protein ve karbonhidrat gibi
kontaminantlarin  uzaklastirilmasi saglanmaktadir.
Kromozomal DNA agaroz jel iginde tutulu
kalmaktadir. Agaroz igindeki bakteriyel DNA
nispeten az sayida ve bilyiik parcalar olusturan bir
restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmaktadir. Daha
sonra iginde kesime ugratilmis DNA pargalar

bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak jel
icindeki uygun cukurlara yerlestirilmekte ve belli
araliklarla yonii degistirilen elektrik akimma tabi
tutulmaktadir. Bu tip bir elektrik akimi 10-800 kb’lik
DNA fragmanlarmm net olarak ayirt edilmesini
saglamaktadir. Elektroforez sonucunda jel etidyum
bromiirle boyanarak her bir izolata ait bant profili
goriiniir hale getirilmektedir. Bu bant profilleri
bilgisayar programlart yardimiyla degerlendirilerek
suslarin birbiriyle iliskileri ortaya konulmaktadir.

Son senelerde, PFGE ile DNA parmakizi
tiplendirmeleri biiyiik restriksiyon fragmentlerinin
karsilastirllmasina imkan vererek cesitli LAB sus
tiplendirmelerinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir [17]. Bununla beraber, oldukg¢a fazla
zaman/is glicli harcanmasini gerekli kilan bu yontem
ayn1 zamanda da tiire spesifik bir yaklasimi gerekli
kilmakta (farkl restriksiyon enzimleri ve elektroforez
kosullar1) ve dolayistyla genelde tiir i¢i ayrim veya
iligkilerin ortaya konulmasinda [14], bakteriyel
suslarin  ayrilmasinda da kullanilmaktadir [18].
PFGE’i yiiksek ayrim giicii gosteren bir ydntem
olarak kabul edilmektedir. PFGE restriksiyon bigimi
zamana kars1 stabildir, tekrarlanabilir ve yorum igin
standart kriterler mevcuttur. Bu nedenle bu yontemin
tirlerin ~ tanimlanmas1  ve  smiflandirilmasinda



66

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(1): 62-74(2011)

kullanigh bir ara¢ oldugu bildirilmistir [19,20,21,22].
Bir¢ok aragtirmact prosediirii hizlandirmak icin ve
zaman tiiketen prosediirlerin istiinden gelebilmek
icin PFGE protokollerinin degisik modifikasyonlarini
tanimlanmis bulunmaktadir [23,24].

3.1.2 Ribotiplendirme (Ribotyping): Bakterilerde,
Okaryotlarda ve  arkelerde  bulunan rRNA
molekiillerinin ~ birgogunun  molekiiler  evrimin
gidisatinda ¢ok az degismis oldugu goriilmektedir
[25], bundan dolayr bu sekanslara spesifik problar
bakterilerin genis bir simniflandirmasini, benzer rRNA
sekanslariyla belirleyebilmektedir. Diger prob tipleri
ise belirli tiirler veya tiir i¢cinde sinirli kalmaktadir.
Ribotiplendirmede  total genomik DNA  bir
restriksiyon enzimiyle daha kiigiik fragmentlere
parcalanmakta ve bu parcalar jel elektroforeziyle
birbirinden ayrilmaktadir. Fragmentler jelden bir
membrana transfer edilmekte ve ribozomal 16S ve
23S rRNA’y1 kodlayan genlerin  korunmus
bolgelerine spesifik isaretlenmis evrensel bir probla
hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Hibridizasyondan
sonra fragmentleri gostermek igin problarin hibridize
oldugu yerde probdaki isaret gdzlenmektedir. Ribotip
denilen bu bantlar, referans bir tiir veri bankasiyla
karsilastirilarak  izolatlarin  tanimlanmasi  igin
kullanilabilmektedir. Ribotiplendirme ayni zamanda
muhtemelen bu yontemin en yaygm kullanim
amacinda oldugu gibi, izolatlarin filogenetik amaclar
icin tiplendirilmesinde de kullanilabilir. Geg¢mis
yillarda bu yontem Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc ve Weissella tiirlerinin veya alttiirlerinin
taksonomik  c¢aligmalarinda  da  kullanilmigtir
[26,27,28,29,30].

Yontemin aywrim giicii  kullanilan oligoniikleotit
problarin ve restriksiyon enzimlerinin sayisina ve
tipine baghdir. PFGE ile Kkarsilastirildiginda
ribotiplendirme, alttiir ve sus identifikasyonu igin
yetersiz kalmaktadir buna ragmen tiirlerin ayriminda
uygulanabilir bir yontemdir [31,32,33].
Ribotiplendirme; arastirmacilarin yanlis bir sekilde
PCR-ribotiplendirme olarak tanimladigi, 16S-23S ara

bolgesinin  PZR  bazli  fragment  uzunluk
polimorfizminden ayrilmalidir [34].
3.1.3 Plazmid profil analizleri: Plazmidler;

ekstrakromozomal, replike olabilen, kiigiik, halkasal
cift iplikli DNA molekiilleridir. Alkali lizis
prosediirlerini  kullanan  geleneksel  plazmid
izolasyonu ve c¢ok sayida tiliretilmis yontemlerin
kullanimi, plazmid izolasyonu ve analizlerini
mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji
labotatuvarlarinda diizenli olarak kullanilan teknikler
haline getirmistir. Bu yiizden, plazmid profilleri

bakteriyel tiplendirme i¢in yardimci analizler olarak
kullanilmaktadir. Ayni tiire ait olan suslarin sahip
olduklar1 plazmidlerin say1 ve biiyiikliiklerindeki
varyasyonlari olarak bilinen plazmid profili analizi,
LAB’larm  tiplendirilmesinde  kullanilan  bir
yontemdir. Clink{i bu gruba ait suslarin ¢ogu bir¢ok
plazmid i¢ermektedir. Plazmid profilleri 6nceleri tiir
ici ayrimin tiplendirilmesinde uygun olarak
goriilmiistiir. Bazi LAB’larda plazmidlerin yiiksek
oranda bulunmasma ragmen bazilarinin plazmid
igerikleri agisindan fakir oldugu goriilmektedir.
Plazmidlerin bulunmamasi ve ekstrakromozomal
DNA’nmn kararsizligina bagli olarak, kromozomal
DNA’yt kullanan yontemler, plazmid profillerine
gore daha {istlin olmaktadir. Suslarin, yagsam siirecleri
boyunca kazandiklar1 ve kaybettikleri plazmid,
yontemin  giivenilirligini  etkilemektedir  [35].
Plazmidler fermentasyon ve diger teknolojik islemler
sirasinda kaybolabilecegi i¢in plazmid profilleri tiirici

tiplendirmede giivenilir bir ydntem olmaktan
cikmaktadir  [36,37]. Ayrica, plazmid profil
analizlerinin birgok durumda diger genotipik

yontemlerden daha diigiik ayrim giicii gosterdigi g6z
oniinde bulundurulmalidir [38,39]. Buna ek olarak

benzer molekiiler agirlikli plazmidlerin  varlig
bunlarin  her zaman ayni plazmid oldugunu
gostermemektedir.  Bu  durumda  restriksiyon

endoniiklez kesimleri kullanilabilmekte, ayni oldugu
diistiniilen plazmid DNA, degisik bolgelerden belirli
bir restriksiyon enzimi ile kesildigi zaman olusan
fragment  bantlarmin  elektroforez  sirasindaki
hareketlerinin farkli olmasi beklenmektedir.

3.14 Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP: Restriction Fragment
Length Polymorphism): Ayni1 zamanda kromozomal
DNA restriksiyon analizi veya DNA
mikrorestriksiyon analizi olarak da bilinmektedir. Bu
yontemde kromozomal DNA izole edilmekte ve
restriksiyon enzimiyle muamele edildikten sonra
olusan  fragmentlerin  agaroz  jelde  ayrim
yapilmaktadir. Restriksiyon enzimlerinin  kesim
sonucunda olusturdugu pargalara  “restriksiyon
parcalari”  denmektedir.  Bunlarin  biyiikligi
kullanilan restriksiyon enzimlerine bagl olarak
degisim gostermektedir. DNA molekiilii farkli kesim
bolgelerine sahip olabilmektedir. DNA pargalarinda
goriilen bu polimorfizmin nedeni nokta mutasyonu
olabilecegi gibi, inversiyon, delesyon,
translokasyondan kaynaklanan biiyiik mutasyonlar da
olabilmektedir. Kisaca; bu yontemde RFLP
analizinde restriksiyon enzimlerinin DNA’daki kesim
noktalarindaki  degismelerden faydalanilmaktadir.
Bantlar ve  bantlar  arasindaki  farkliliklar
kargilagtirilarak her izolatin ayrimi saglanmaktadir
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[40,41]. RFLP; hizli, ucuz ve uygulanmasi nispeten
kolay olan bir yontemdir. Ancak bir¢ok fragmentin

olusmasi ve bunlarin jelde yakin bir sekilde
dizilmesiyle =~ bu  bant  profillerini  ayirmak
giiclesmektedir. Bu nedenle tutarli sonuglarin

olugsmasi icin birden fazla restriksiyon enziminin
kullanimi gerekebilmektedir.

3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Temelli
Molekiiler Yontemler

Tir/tir i¢i seviyede yiliksek ayrim giicii tercih
edildiginde PZR temelli molekiiler parmak izi
tekniklerinin daha yiiksek potansiyele sahip olduklari
diigiiniilmektedir.

3.21 Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RFLP-PZR): Hizli bir yontemdir. Genomdaki

hedef bolgeler, spesifik primerlerin kullanimiyla
cogaltilmakta ve daha sonra restriksiyon enzimiyle
kesilmektedirler. Restriksiyon enzimi hedef bolgenin
bilinen kompozisyonuna dayanarak secilmektedir.
Elde edilen restriksiyon fragmentleri, agaroz jel
elektroforezi neticesinde ayrilmakta ve
karsilagtirilmaktadir. Bu yontemde hedef bolgenin
onceden bilinmesi gerekmektedir. Bu durum teknik
acisindan bir dezavantajdir. Bu nedenle genellikle
evrensel primerler kullanilmaktadir [42].

3.2.2 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PZR
(RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA-
PCR): Geleneksel PZR c¢aligmalar1 belirli bir tiire
veya hatta susa 0zgii DNA sekanslarin1 amplifiye
etmek i¢in kullanilabilmekle beraber sistemin
calisabilirligi spesifik oligoniikleotitlerin varligina
ihtiyag¢  duydugu icin  {izerinde  ¢alisilacak
organizmanin DNA sekansinin bilinmesi
gerekmektedir. Bu da ozellikle iizerinde ¢alistigimiz
organizmanin DNA sekansi hakkinda bilgi sahibi
olmadigimiz durumlarda dezavantaj olarak karsimiza
cikabilmektedir. RAPD analizleri bu gereksinimi
ortadan kaldirmaktadir ¢linkdi primer tasarlamak i¢in
parmakizi analizi yapilacak olan genomun sekansim
bilmeye gerek yoktur [43,44]. Williams ve
arkadaglari, 6zgiil niikleotit dizisini bilmeye gerek
kalmadan PZR ile rastgele bir primer kullanarak
polimorfizmin saptanabilecegini bulmuslardir [44].
Literatiire RAPD-PZR olarak gegen bu yodntemin
analizleri sonucu elde edilen ¢ogaltilmig iriin
polimorfizm gostermekte ve bdylelikle genetik
markorler olarak kullanilabilmektedir. Yontem ayni
yil diger bir ¢alisma grubu tarafindan uygulanmis ve
AP-PZR  (Arbitrarily ~ Primer PCR)  olarak
isimlendirmistir [43].1991 tarihinde ise bu yontemle

aynt temele dayanan fakat farkli olarak 10
niikleotitden daha kisa primerlerle daha kompleks
DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) olarak isimlendirilen
diger benzer bir yontem yaymlanmistir [45]. Bu
teknigi tanimlamak icin kullanilan terminoloji bazi
durumlarda karigiklik yaratmaktadir [46]. RAPD

parmakizlerinin  yaratilmasint  gerekli  kilan
yontemleri tanimlamada ¢esitli farkli  isimler
kullanilmaktadir. MAAP  (‘'multiple  arbitrary

amplicon profiling') ifadesi onerilmekle beraber [45]
her bir yontemin kullanilan primerin uzunluguna gore
siniflandirilabilecegi  de  Onerilmistir.  Bununla
beraber, giiniimiizde Onerilen bu terminolojinin
hicbiri resmi olarak kabul gormemistir ve son
yillardaki yayinlarda kullanilan primerin uzunluguna
bakilmaksizin genel yontem AP-PZR veya RAPD
tiplendirme olarak isimlendirilmektedir.

RAPD parmak izi analizi LAB’larin tiir i¢i ve tiirler
arast1 ayriminda son zamanlarda olduk¢a yaygin
olarak kullanilan PZR-temelli bir tekniktir. Ydntem,
yakin iliskili tiirlerin filogenetik analizleri ve tiir
icinde ayrim potansiyeline sahiptir [43,44]. RAPD,
biitin PZR temelli markorlerin en basitidir. RAPD
markdrleri, kii¢iik (10 baz), %50’den ¢cok Guanin ve
Sitozin’den meydana gelmis, rastgele secilmis
primerler tarafindan PZR ile g¢ogaltilmis nispeten
daha kisa DNA fragmentlerinden (yaklasik 200-2000
baz ¢ifti uzunlugunda) olugmaktadir. Bu ydntemde
bilinen 6zgiil bir DNA bdlgesini ¢ogaltmak yerine,
rastgele segilen bir veya daha fazla primerle
DNA’daki bir¢ok bolgenin ¢ogaltilmasi
gerceklesmektedir. Oligoniikleotit primerleri PZR ’nin
anahtaridir. Olusan pargalarin say1 ve biyiikligii;
primerin niikleotid dizisine ve kalip DNA’da bu
diziye komplamenter dizinin varliina bagli olarak
arastirilan  genoma O6zgli  bir desen (patern)
vermektedir. Bu sistemle, genom dizisi hakkinda
hicbir sey bilinmeyen DNA’lar ¢alisilmaktadir.
Primer baglanmasiyla, polimeraz enzimi 5 —3’
yoniinde g¢alisarak DNA molekiillerini ¢ogaltilmakta
ve bunlar agaroz jel veya poliakrilamid jel
elektroforezi ile birbirinden ayrilip uygun boyalarla
boyanarak izlenebilmektedir. Primerlerin baglanma
yerleri arasindaki uzaklk farkliliklar1 agaroz jelde
saptanabilen farkli sayr ve uzunluktaki (baz c¢ifti)
bantlarin olugsmasina neden olmaktadir. Diisiik
sicaklik  derecesinde  gerceklestirilen baglanma
asamasinda, segilen primerler, kromozom iizerinde
hem kendilerine 0zgiin bolgelere, hem de 06zgi
olmayan bdlgelere baglanmaktadir. Ayni tiir i¢indeki
farkli suslarda primerlerin baglanma yerlerinin sayist
ve birbirlerine olan uzakliklar1 degisik olacagindan
agaroz elektroforezinde, amplifiye edilen pargalarin
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sayt1 ve biiyiiklikleri de farkli olacaktir. Suslar
arasinda primerlerin baglanma yerlerinde
gerceklesmis olan bir mutasyon (delesyon veya
insersiyon) bant polimorfizminin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Amplifikasyon sonucunda jel
elektroforezinde gozlenen her bir izolata ait bant
profilleri birbirleriyle karsilastiriimaktadir. Ayni bant
profili gosteren izolatlar filogenetik olarak iliskili
seklinde yorumlanabilmektedir. Bant profilleri benzer
olan izolatlar yeni primerlerle tekrar test edilmeli
veya diger tiplendirme yontemleriyle ¢alisilmalidir.

RAPD yonteminin giivenilirligini ve
tekrarlanabilirligini etkileyen pek c¢ok farkli degisken
bulunmaktadir. En 6nemli degiskenlerden birisi hedef
DNA'dir. Teknigi etkileyen diger temel degiskenler
arasinda; MgCl, konsantrasyonu, Taq DNA
polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu,
dNTP konsantrasyonu, primer baglanmasi, baslangi¢
denatiirasyonu  ve primer karigimlari  Onem
tagimaktadir [43,44]. RAPD calismalarinda her farkli
tiir i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonu sarttir.
Bunun amaci 6zgiinliigii ve tekrarlanabilirligi kontrol
etmektir. Bu parametrelerin ¢ogu birbirine bagl
oldugundan bir RAPD teknigini optimize etmek
olduk¢a zor olabilmektedir. Caligmalar sonucunda
elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona
giren tim degiskenlere bagli oldugundan diisiik
olabilmektedir. Bunun igin diger karsilastirmali
analizlere girmeden dnce yontemin optimize edilmesi
oldukca 6nemlidir [47]. Uygulanma kolaylig1 ve kisa
siirede sonu¢ verebilme agisindan genis kullanim
alan1 bulan bu yontem diger molekiiler yontemlere
gore daha hizli ve daha ucuzdur. Kullanilan primer
sayis1 artttkga ayrim giicii  artmaktadir [16].
LAB’larin tiirler aras1 ayriminda, bazi tiirlerin
(Enterococci, Pediococci ve Lactobacilli) tir igi
ayriminda ve gidalardan izole edilen suslarin genus
bazinda ayriminda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir [48,49].

3.2.3 Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(AFLP: Amplified Fragment Length
Polymorphism): AFLP; molekiiler —markdr
teknikleri  icerisinde = genetik  karakterizasyon
calismalar igin gelistirilmis ¢oklu lokus parmak izi
analizi tekniklerinden biridir [50]. Genellikle
birbirine yakin tiirlerin karakter analizlerinde

kullanilan AFLP sonuglar1 giiniimiizde bakteriyel
taksonomiyi aciklamakta ve sonuglar1 DNA-DNA
hibridizasyonu gibi teknikler ile desteklenmektedir
[51]. AFLP temelde RFLP ve RAPD-PZR
tekniklerinin bir arada kullanildig: ve
identifikasyonda 6zellikle RFLP ve RAPD-PZR’de
oldugu gibi tiir-sus diizeyinde oldukga yiiksek oranda
basartya ulagan ve son yillarda diger molekiiler
yontemlere alternatif olarak sunulan popiiler bir
tekniktir. Yontem, uygun kosullarda amplifiye
edilecek olan kalip DNA’y1 yaratmak igin DNA
fragmanlarinin uglarma eklenmis olan ¢ift zincir

DNA adaptorlerini taniyan primerlerle segici
amplifikasyonu gerekli kildigindan elde edilen
sonuglar tekrarlanabilir  6zellik  sergilemektedir

[52,53]. AFLP caligmalarinda kullanilan restriksiyon
endoniikleazlarin her biri DNA {izerinde spesifik bir
bolgeyi veya sekansi tanimakta ve kesim islemi
neticesinde DNA fragmanlar1 meydana gelmektedir.
Farkli hedef sekanslari taniyan pek c¢ok farkli
restriksiyon enzimlerinin es zamanli kullanimlar
farkli uzunluklara sahip yiizlerce DNA fragmaninin
olusmasina sebep olmaktadir. Istenilen hedef
fragmani ¢ogaltmak adina pre-selektif amplifikasyon
ad1 verilen bir iglem ile fragmanlar taranmakta ve
daha sonra PZR teknigi kullanilarak istenilen hedef
fragmanin sayis1 binlerce kere arttirilmaktadir [12].
Genelde her bir AFLP reaksiyonunda yaklagik 30-80
restriksiyon fragmani beraber amplifiye oldugundan
ve denatiire kosullarda gerceklesen jel elektroforez
sisteminde tespit edilebildiklerinden teknik DNA
polimorfizmin tespiti i¢in olduk¢a giiclidiir. Tiir ve
alt tiir seviyesinde ayrim saglayan bu teknigin
kullanim: diger DNA tiplendirme ydntemlerine
kiyasla sergilemis oldugu avantajlardan dolay1 (Tablo
2) giin gegtikce artmaktadir [54].

Teknigin ¢cok genis bir alani taramasi, az miktarda is
giicine  gereksinim  duymasi, kisa  siirede
neticelenmesi ve yorumlanabilmesinin oldukc¢a kolay
olusu en temel avantajlarindan olup bu yeni teknige
olan ilgiyi arttirmaktadir. Bununla beraber, analiz i¢in
gerekli olan DNA miktar1 ¢ok az olmakla beraber
ulasilan bilgi oldukga fazladir. Analiz 6ncesi DNA
sekansma ait bir bilgiye gerek yoktur ve diger
tekniklere kiyasla AFLP’nin tekrarlanabilirligi
oldukga yiiksektir [52,52,55].



69

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(1): 62-74(2011)

Tablo 2. AFLP teknigin avantaj ve dezavantajlari

AVANTAIJLARI

DEZAVANTAJLARI

AFLP ile tiim genoma ait polimorfizm kisa siirede
taranabilinir

Cok fazla bant tanimlandifi i¢in her marker
parmakizi hakkinda oldukga fazla bilgi vermektedir
Oldukga giivenilir bir tekniktir

Onceden herhangi bir sekans bilgisine ya da prob
ile ilgili soy bilgisine gereksinim duymaz

Hizli bir sekilde genetik harita yapimina uygundur

AFLP bilgisayar teknolojisi ve otomatik analizlere
ihtiya¢ duyan bir tekniktir

AFLP markerlar1 6nemli rol oynar

Genetik haritalamada sentromer ve telomerlerde
kiimelenme olusturabilir
Data analizlerinde ve laboratuar ¢aligmalarinda

dikkat isteyen bir ¢alismadir

3.2.4 Tekrarlanan Palindromlara dayah PZR
(Rep-PZR: Repetitive Extragenic Palindrome
PCR): Bakteri DNA’s1 igerisinde siirekli
tekrarlayan elementler bulunmaktadir. DNA igindeki
degisken sayida tekrarlayan ve  Okaryotik
organizmalarda Rep olarak isimlendirilen bu
elementler bakteri hiicrelerinde merkezi korunmus
palindromik yaplya sahip sekanslardir.
Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber bu
bdlgelerin kromozomal organizasyonda yer aldiklar
diistiniilmektedir. Versalovic ve arkadaglart 1994°de,
bakteriyel parmakizi igin bakteriyal genomlarin
icinde bulunan bu tekrarlanan DNA elementlerinin
PZR ile amplifikasyonundan elde edilen spesifik
bantlarin incelenmesiyle yapilan bir tiplendirme
yontemi  tamimlamistir  [56]. Rep-PZR  ¢ogu
bakterinin genomunda bircok kopyasinin dogal
olarak bulundugu, olduk¢a korunmus ve tekrarlanan
DNA  sekanslarinin  amplifikasyonu  {izerine
kurulmus bir genomik parmakizi teknigidir [57].
Bugiine kadar tekrarlanan DNA sekanslarinin 3 tiirii
tanimlanmistir [57]. Bunlardan birincisi; tekrarlanan
ekstrajenik palindromik (REP) olarak adlandirilan
35-40 baz cifti biiyiikligiinde ve c¢esitli halkalar
yapisinda bulunduran elementlerdir.
Enterobakteriyal tekrarlanan interjenik palindromik
konsensus (ERIC) ise; 124-127 Dbaz ¢ifti
biiytikliigiinde ve merkezi korunmus palindromik
yapiya sahip sekanslardir. Son olarak BOX dizisi ise
154 baz ciftlik box A, box B, ve box C seklinde
isimlendirilmis korunmus alt {nitelere sahip
elementlerdir. Bakteriler arasinda biitin bu alt
liniteler arasinda sadece box A-1 alt {initesi olduk¢a
korunmustur. Tiplendirme amaciyla primerler
DNA’y1 ¢ogaltmak icin REP ve ERIC’de

tekrarlanan bolgelerin disindan, BOX’da ise box A
alt tnitesinden baslayacak sekilde tasarlanabilirler
[58]. Bu primerlerin kullanimiyla REP, ERIC ve
BOX elementlerinin arasinda yerlesmis ayirici
bolgeler cogaltilabilmekte ve REP-PZR, ERIC-PZR
ve BOX-PZR genomik parmakizi olarak
adlandirilmaktadir.

Toplu halde bu ydntemler Rep-PZR genomik
parmak izi teknigi olarak tanimlanmaktadir [56]. Bu
teknikle tekrarlanan elementler PZR ile degisik
boyutlarda DNA fragmentleri {iretmek igin
cogaltilmaktadir. PZR  {riinleri daha sonra
boyutlarma gore agaroz jel elektroforezinde
ayrilmakta ve spesifik DNA parmak izi bantlar
olusturulmaktadir. Daha sonra bu bantlar tanimlayict
bilgisayar programi kullanilarak analiz edilmektedir.
Rep veya ERIC dizilerinden kaynaklanan
primerlerle yapilan PZR kolay uygulanabilmesi, ¢cok
sayida izolat ile caligilabilmesi, ayirt ediciliginin
yiikksek olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan
molekiiler tiplendirme yontemleri arasindadir [59].
Carson ve ark. 2003’te Rep-PZR’nin
ribotiplendirmeden daha dogru, tekrarlanabilir ve
etkili bir yontem oldugu sonucuna varmislardir [60].
Teknigin uygulanmast kolaydir ayrica hem ¢ok
sayida hem de az sayida Ornege uygulanabilir.
Yontemin en Onemli dezavantaji séz konusu
serilerdeki yiiksek degisimdir. Bu nedenle ¢ogu
durumda tiir ayriminda kullanilamaz. Daha fazla tiire
uygulanabilirlik gostermekte olan Rep-PZR, PFGE
ile kargilastirildiginda daha disik [61] ancak
plazmid profil analizleri veya genomik parmakizleri
ile kargilastirildiginda daha yiiksek ayrim giiciine
sahiptir [62].
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3.2.5 PZR Ribotiplendirme

3.2.5.1 Cogaltilmis rDNA Geni Restriksiyon
Analizi (ARDRA: Amplified rDNA Restriction
Analysis):  Temeli 16S rDNA  bdlgesinin
¢ogaltilmasi esasina dayanan PZR-RFLP esasli bir
yontem olan ARDRA’da 16S rDNA genleri evrensel
primerler veya tiir spesifik primerler kullanilarak
16S rDNA bolgesi ¢cogaltilmaktadir. Daha sonra yine
spesifik  restriksiyon enzimlerin kullanimi ile
amplifiye edilen bolgeler kesilmektedir [63].
Restriksiyon  enzimlerinin  se¢imi, ¢ogaltilmis
bolgenin niikleotit kompozisyonuna gore yapilir, bu
se¢im ayrica genis sayida tiiriin net bir ayrimi igin
gereklidir. Sonugta olusan fragmentler agaroz jelde
goriintiilenerek karsilastirmali olarak
siniflandirmaya tabi tutulmaktadir. 16S rDNA
bolgesi korunmus ve tiirler arast degisken dizilere
sahip oldugundan dolayr mikroorganizmalarin
smiflandirilmasinda  6nemli  belirtegler  olarak
kullanilmaktadir. Bazi yakin tiirler arasinda ayrim
elde edebilmek i¢in birden fazla restriksiyon
profilinin karsilastirilmasi 6nemlidir.

3.2.5.2 16S8-23S i¢ Transkribe Edilen Ayirici
Bolge PZR (16S-23S ITS: Internal Transcribed
Spacer PCR) / Genler Arasi 16S-23S rRNA
Ayiriaa Bolge PZR (ISR: Intergenic 16S-23S
rRNA Spacer Region PCR): Prokaryotlarda
rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak iizere 3
gen bolgesi bulunmaktadir. Bunlar ara bolgelerle
ayrilmakta ve sekansta, hem genus hem tiir
seviyesinde uzunluk acisidan cesitlilik
gostermektedir. 16S ve 23S rRNA bolgeleri yiiksek
derecede korunmus dizileri igeren bolgelerdir. Bu
bolgelere 6zgii primerler kullanilarak PZR islemi
gerceklestirilerek sekanslama iglemi neticesinde
sonuca gidilebilir [64]. 16-23S rRNA arasindaki
bolgesinin ¢ogaltilmasi genellikle ITS-PZR olarak
tanimlanmaktadir. ITS-PZR; 16S-23S rRNA’nin
intergenik  transkripsiyon  bdlgesi icindeki
polimorfizmleri ortaya ¢ikarmakta ve bakteriyal
tirlerin karakterizasyonunda kullanilabilmektedir.
Bu yiizden filogenetik analizler i¢in énemli bir arag
olarak gorev yapabilir [65]. TRNA genleri arasindaki
ara bolge hedef bolge oldugu icin ydntem ayni
zamanda PZR-ribotiplendirme olarak da
adlandirilmaktadir. Agaroz jelde ayrilan g¢ogaltilan
bolgeler karsilastirilmaktadir. Cogaltilmis bdlgenin
restriksiyon analizi veya sekansi, yontemin ayrim
giiciinii yiikseltmektedir [66]. Bununla beraber ¢ok
net olarak farkli olan bazi tiirlerin ayn1 16S rDNA
sekansma sahip olmasi, dolayisiyla veri tabaninda

yer alan bazi sekanslarin giivenilirliginin siipheli
olmasi gibi baz1 giigliikler de mevcuttur [16].

3.3 DNA sekans analizi

Bir DNA molekiiliiniin niikleotid kompozisyonun
belirlenmesidir. DNA tiplendirme yontemleri,
bakteriyel DNA’daki farkliliklarin ayrimi dstiine
kurulmustur.  izolatlarm  ayrimi  igin  DNA
sekanslamanin kullanilmas: en ideal yol olarak
goriilmesine ragmen, her izolatin tiim genomunun
sekanslanmas1  pratik  degildir. 16S  rRNA
sekanslarinin veri bankalar1 olusturulmustur ve bu
sekanslarin karsilastirilmasi tanimlanmasima olanak
saglamaktadir. Aslinda 16S rRNA sekanslari
bakterilerin taksonomik c¢alismalar1 i¢in oldukca
kullanighdir. Bu sekanslara gore evrimsel agaglar
kurulmus olup bakteriyel tiirlerin filogenetik
iligkileri belirlenmektedir [67]. DNA sekanslamasi
icin en popiiler yontem dideoksi veya “Sanger”
yontemi olarak adlandirilmaktadir. Cesitli gen
sekanslarina  ait DNA  dizi analizi  bir
identifikasyon/tiplendirme yontemi olarak umut
vericidir. Birgok laboratuvar i¢in bu teknik su an icin
uygulanabilir olmadigi i¢in daha ucuz DNA sekans
araglarinin uygulanabilirligi bu teknigi gelecekte
daha ulagilabilir hale getirebilir.

PZR teknolojisi ile 16S rRNA genlerinin direk
sekanst bilinmeyen bir susun tek bir basamak ile
tanimlanmasinda olduk¢a etkili bir yontemdir.
Bununla beraber bazi gigliikler de mevcuttur,
ornegin, ¢ok net olarak farkli olan bazi tiirlerin ayni
16S rDNA sekansina sahip olmasi dolayisiyla veri
tabaninda yer alan bazi sekanslarin giivenilirliginin
siipheli olmast gibi [16].

3.4 LAB Taksonomisinde Polifazik Yaklasimlar

Polifazik taksonomi hem fenetik (fenotipik ve
genotipik) hem filogenetik bilgiyi kullanir. Fenetik
veri pratikte toplam “benzerlik konseptine” dayali
niimerik taksonomi ile islenirken filogenetik analiz
“homoloji konseptine” (ortak bir orijine sahip olan)
dayanmaktadir. Adansonian taksonomi olarakta
isimlendirilen niimerik taksonomi 1970 li yillarda
Sneath ve Sokal (1973) tarafindan ortaya
konulmustur [68] ve niimerik taksonomide
karakterlerin hepsi temelde esit olarak muamele
gormektedir. Calismada kullanilmak iizere segilen
numunelerin  taksonomik seviyesi operasyonel
taksonomik tinite’dir (OTU: Operational Taxonomic
Unit) ve calismaya bagli olarak bu OTU tiir,
populasyon, birey vs. olabilir. Organizmalarin
karsilastirilmalarinda (pair-wise) benzerlik
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(similarity) (veya bazen dissimilarity) degerlerinin
Olciimii iki OTU arasinda yapilir. Jaccard, Dice ve
Pearson gibi cesitli formiiller veya katsayilar bu
amag¢ i¢in gelistirilmistir. Bu hesaplamalardan elde
edilen benzerlik degerleri OTU lan tek bir en yakin
komsu veya ortalama (unweighted pair group
method with arithmetic averages, UPGMA) baglanti
gruplandirma  yontemleri ile hiyerarsik olarak
kiimelemek ic¢in kullanilmaktadir. Bu kiimeleme
daha sonra arastirictya bir dendogram seklinde
sunulmaktadir [69].

3.5 Bilgisayar Destekli Veri Analizleri

Insan gozii ve beyni jel iizerinde birbirine komsu
olan iki kuyucuktaki elektroforetik paternlerdeki
farkliliklar1 belirlemede ve teknik problemlerden
dolay1 jeldeki hasarlari diizeltmede oldukga etkilidir.
Bununla  beraber, g¢oklu profillerin  gorsel
karsilagtirilmasi ve gruplandirilmasi olduk¢a zordur,
bu nedenle kompleks elekroforetik paternlerin
analizleri bilgisayar programlarinin kullanimina
baghdir. Bu  durum, otomatize fenotipik
identifikasyon sistemlerinin kullanim1 ile
olusturulabilen ¢ok sayidaki fenotipik karakterin veri
analizleri icin de gecerlidir. En yaygm olarak
kullanilan analitik yontemler; kiime (cluster) yada
patern analizlerini, izolatlarin  ikili gruplar
(pairwise) halinde Kkarsilagtirilmasindan  sonra
benzerlikleri temel alinarak gruplandirilmalarini ve
dendogram olarak adlandirilan agaca benzer yapi ile
anlatimint icermektedir. Fazla sayidaki karakterler
bakimindan toplam benzerlikleri temel alinarak
organizmalarin gruplanmasina ait fikir ilk olarak
botanik¢i Michel Adanson tarafindan Onerilmistir.
Bununla beraber, bu benzerliklerin hesaplanmasinda

yilksek hiza sahip bilgisayarlarin gelisimi ve
mevcudiyeti neticesinde bu uygulama farklh
disiplinlerde  uygulanabilir ~ duruma  gelmistir.

Niimerikal (sayisal) taksonomi olarak isimlendirilen
bu yaklasim  Sneath’in  (1957) c¢alismalar
onderliginde [70] mikrobiyoloji alaninda
kullanilmak tizere gelistirilmis ve ilk olarak (+) veya
(-) olarak skorlanan fenotipik karakterler igin
kullanilmigtir ~ [71].  Niumerikal  taksonomide
morfolojik ve fizyolojik ozellikleri igine alan
fenotipik karakterlerin ne sekilde skorlanacagina
dair detayli tanimlama Lockhart ve Liston’un (1970)
calismasinda bulunabilir [72]. Mikroorganizmalarin
protein  elektroforetik  parmakizi  analizlerine
dayanan otomotize siniflandirilmast ilk olarak
Kersters ve De Ley (1975) tarafindan tanimlanmistir
[73]. 1980’lerden bu yana, mikrobiyel taksonomi ve
filogenetikte elektroforetik parmakizlerinin
analizlerinde  bilgisayar  destekli  sistemlerin

kullanimi giderek artmistir. Baglangicta Kersters ve
De Ley’in grubu tarafindan gelistirilen bilgisayar
programi yerini zaman igerisinde GelCompare ve
BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium)
gibi oldukca geligsmis ticari yazilim paketlerine
birakmigtir. Parmakizi analizlerinde kullanilan diger
ticari yazilim paketleri arasinda Taxotron (Institut
Pasteur, Paris, France), Dendron (Solltech, Oakdale,
IA, USA) ve Bio Image Whole Band Analyser (Bio
Image Inc., Ann Arbor, MI, USA) yer almaktadir.

4. Sonug

Laktik asit bakterilerinin endiistriyel uygulamalari
diistintildiglinde, arastirmalarin en temel amact
kullanilabilecek olan LAB suslarinin se¢imidir. Bu
nedenle, herhangi bir susun spesifik ve belirgin
olarak ayrimini saglayan giivenilir yontemlerin
uygulanmasi oldukca onemlidir. LAB
identifikasyonunda/tiplendirmesinde kullanilan
fenotipik yontemler bakterilerin genus ve tir
bazinda ayrimi i¢in halen dénemli bir rol oynasa da
yorumlamasi olduk¢a zordur. Bu ydntemler aym
zamanda zaman alict olup molekiiler yontemler ile
kargilagtirildiklarinda ise daha az ayrim giiciine
sahiptirler. Gilinlimiizde, LAB
identifikasyon/tiplendirme ¢alismalarinda ilgi odagi
fenotipik yontemlerden daha kesin ve hassas
sonuglar veren molekiiler yontemlere dogru
kaymistir.  Molekiiler  yontemler  (genotipik),
birbirine ¢ok yakin akraba tiirlerin tespiti, tiirlerin
identifikasyonu ve ayrimi, starter kiiltiir analizleri,

gidalarda bozulmalara ve gastrointestinal
enfeksiyonlara neden olan onemli
mikroorganizmalarin karakterizasyonlarinda

kullanilarak énem kazanmistir. Bu yontemler, giicli
bir ayrim giliciine sahip olmalari, tekrarlanabilir
olmalari, uygulamasmin kolay olmasinin yaninda,
sonuglarm kolay yorumlanabilmesi gibi nedenlerden
dolay1 son yillarda siklikla kullanilmakta ve
gelistirilmektedir.

KAYNAKLAR

1. Orla-Jensen, S., In S. Orla-Jensen (Ed.), The
lactic acid bacteria, pp. 1-196, Copenhagen: A.F.
Host and Son, 1919.

2. Axelsson, L., Lactic acid bacteria: Classification
and physiology, Lactic Acid Bacteria, pp. 1-73,
Microbiol. and Funct. Asp., 1998.

3. Rebecchi, A, et al., Physiological and molecular
techniques for the study of bacterial community
development in sausage fermentation, J. of Appl.
Microbiol., 84, 1043-1049, 1998.

4. Kleanhammer, Y.R., Bacteriocins of lactic acid
bacteria, Biochimie., 70, 337-349, 1988.



72

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(1): 62-74(2011)

5. Rademaker, JL.W. and de Brujin, F.J,
Characterization and classification of microbes
by rep-PCR genomic fingerprinting and
computer-assisted patern analysis,
http//www.msu.edu.edu./user/debruijn/dnal -
4htm, Nov. 2000.

6. Dicks, LM.T., et al., Taxonomy of Leuconostoc
species, particularly Leuconostoc oenos, as
revealed by numerical analysis of total soluble
cell protein patterns, DNA base compositions
and DNA-DNA hybridizations, Int. J. of Sys.
Bacteriol., 40, 83-91, 1990.

7. Dykes, G.A., et al., Strain typing in the genus
Lactobacillus, Lett. in Appl. Microbiol., 19, 63-
66, 1994,

8. Khaled, D.K., et al, Identification and
phylogenetic analysis of Lactobacillus using
multiplex RAPD-PCR, FEMS Microbiol. Lett.,
153, 191-197, 1997.

9. Falsen, E., et al., Phenotyping and phylogenetic
characterization of a novel Lactobacillus species
from  human  sources:  description  of
Lactobacillus iners sp. nov., Int. J. of Syst.
Bacteriol., 49, 217-221, 1999.

10. Pot, B., et al., Identification and classification of
Lactobacillus acidophilus, L. gasseri and L.
johnsonii strains by SDS-PAGE and rRNA
targeted oligonucleotid probe hybridization, J. of
General Microbiol., 139, 513-517,1993.

11. Temmermann, R., et al., Identification of lactic
acid bacteria: Culture-dependent and culture-
independent methods, Trends in Food Sci. &
Techn., 15, 348-359, 2004.

12.Babalola, O.0., Molecular techniques: An
overview of methods for the detection of
bacteria, African J. of Biotechnol., 2(12), 710-
713, 2003.

13. Moschetti, G., et al., Random amplified
polymorphic DNA and amplified ribosomal
DNA spacer polymorpism: Powerful methods to
differantiate Streptococcus thermophilus strains,
J. of Appl. Microbiol., 85, 25-36, 1998.

14.Bush, U. and Nitschko, H., Methods for
differentiation of microorganisms, J. of Chromat.
B, 722, 263-278, 1999.

15. Dijkshoorn, L., et al., Strain, clone and species:
comments on three Dbasic concepts of
bacteriology, J. of Medical Microbiol., 49, 397-
401, 2000.

16. Ehrmann, M.A and Vogel, R.F., Molecular
taxonomy and genetics of sourdough lactic acid
bacteria, Food Sci. and Techn., 20, 1-12, 2005.

17. Moschetti, G., et al., Nisin producing organisms
during tradditional Fior di latte cheese making

monitored by multiplex-PCR and PFGE analysis,
Int. J. of Food Microbiol., 63, 109-116, 2001.

18. Prakash, O., et al., Polyphasic approach of
bacterial classifification: An overview of recent
advances, Indian J. of Microbiol., 47, 98-108,
2007.

19. Gordillo, M.E., et al., Comparison of ribotyping
and pulsed-field gel electrophoresis for
subspecies  differentiation  of strains  of
Enterococcus faecalis, J. of Clinical Microbiol.,
31; 1570-1574, 1993.

20. Donabedian, S., et al., DNA hybridization and
contour-clamped homogeneous electric field
electrophoresis for identification of Enterococci
to the species level, J. of Clinical Microbiol., 33,
141-45, 1995.

21. Tenover, F.C., et al. Interpreting chromosomal
DNA restriction pattern produced by pulsed-field
gel electrophoresis: criteria for bacterial strain
typing, J. of Clinical Microbiol., 33, 2233-2239,
1995.

22. Patterson, J.E. and Kelly, C.C., Pulsed-field gel
electrophoresis as an epidemiologic tool for
Enterococci and Streptococci, Methods in Cell
Biol., 20, 233-239, 1998.

23.Matushek, M.G., et al., Rapid preparation of
bacterial DNA  for  pulsed-field  gel
electrophoresis, J. of Clinical Microbiol., 34,
2598-2600, 1996.

24, Turabelidze, D., et al., Improved pulsed-field gel
electrophoresis for typing vancomycin-resistant
Enterococci, J. of Clinical Microbiol., 38, 4242-
4245, 2000.

25.Woese, C.R., Bacterial evolution, Microbiol.
Rev.,, 51, 221-271, 1987.

26.Bjorkroth, K.J., et al., Characterization of
Leuconostoc gasicomitatum sp. nov., associated
with spoiled raw tomato-marinated broiler meat
strips  packaged under modified-atmosphere
conditions, Appl. and Environ. Microbiol., 66,
3764-3772, 2000.

27.Fernandez, E., et al., Streptococcus equi subsp.
ruminatorum subsp. nov., isolated from mastitis
in small ruminants, Int. J. of Evolutionary
Microbiol., 54, 2291-2296, 2004.

28. Kostinek, M., et al., Lactobacillus arizonensis is
a later heterotypic synonym of Lactobacillus
plantarum, Int. J. of Syst. and Evolutionary
Microbiol., 55, 2485-2489, 2005.

29.Schlegel, L., et al., Streptococcus infantarius sp.
nov.,  Streptococcus infantarius subsp.
infantarius subsp. nov. and Streptococcus
infantarius subsp. coli subsp. nov., isolated from
humans and food, Int. J. of Syst. Evolutionary
Microbiol., 50, 1425-1434, 2000.



73

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(1): 62-74(2011)

30. Suzuki, K., et al., Lactobacillus paracollinoides
sp. nov., isolated from brewery environments.
Int. J. of Syst. Evolutionary Microbiol., 54, 115-
117, 2004.

31.Hall, LM.C., et al.,, Typing of Enterococcus
species by DNA restriction fragment analysis, J.
of Clinical Microbiol., 30, 915-919, 1992.

32. Gordillo, M.E., et al., Comparison of ribotyping
and pulsed-field gel electrophoresis for
subspecies  differentiation of strains  of
Enterococcus faecalis, J. of Clinical Microbiol.,
31, 1570-1574, 1993.

33. Woodford, N., et al., Application of resistant
Enterococci, J. of Clinical Microbiol., 31, 653-
658, 1993.

34.Kostman, et al., Molecular epidemiology of
Pseudomonas cepacia determined by polymerase
chain reaction ribotyping, J. of Clinical
Microbiol., 30, 2084-2087, 1992.

35.Duffner, F. and O’Connell, M., Comparative
evaluation of plasmid profiling and ribotyping in
the analysis of Lactobacillus plantarum strain
heterogeneity in silage, J. of Appl. Bacteriol., 78,
20-27,1995.

36.Kondo, JK. and Mc Kay, L.L., Gene transfer
systems and molecular cloning in group N
streptococci: A review, J. of Dairy Sci., 37,
1193-1195, 1985.

37.Neve, H., et al., Conjugation, a common plasmid
transfer mechanism in lactic acid streptococci of
dairy starters, Syst. and Appl. Microbiol., 9, 151-
157, 1987.

38.Maslow, J.N., et al., Molecular epidemiology:
Application of contemporary techniques to the
typing of microorganisms, Clin. Infect. Dis.,17,
153-164, 1993.

39. Hartstein, A.L, et al, In vivo stability and
discriminatory power of methicillin-resistant
Staphilococcus aureus typing by restriction
endonuclease analysis of a plasmid DNA
compared with those of other molecular
methods, J. of Clinical Microbiol., 33, 2022-
2026, 1995.

40.Grimont, F. and Grimont, P.A.D., DNA
fingerprinting. Nucleic Acid Techniques in
Bacterial ~ Systematics, pp-  249-280,

Stackebrandt, E. and Goodfellow, M., John
Wiley and Sons, Chichester, 1991.

41. Giovanetti, L. and Ventura, S., Application of
total DNA restriction pattern analyses to
identification and differentiation of bacterial
strains, Methods in Molecular Biology,Vol 46:
Diagnostics Bacteriology Protocols, pp. 165-179,
Howard, J. and Whitcombe, D.M., Humana
Press, Totowa, New Jersey, 1995.

42.Kabadjova, P., et al., Differentiation of closely
related carnobacterium food isolates based on
16S-23S ribosomal DNA intergenic spacer
region polymorphism. Appl. and Environ.
Microbiol., 68, 5358-5366, 2002.

43.Welsh, J. and Mc Clelland, M., Fingerprinting
genomes using PCR with arbitrary primers, Nuc.
Acids Res., 18, 7213-7218, 1990.

44. Williams, J.G.K., et al., DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as
genetic markers, Nuc. Acids Res., 18, 6531-
6535, 1990.

45. Caetano-Anolles, G., et al., High resolution DNA
amplification fingerprinting using very short
arbitrary oligonucleotide primers, Biotech., 9,
553-557, 1991a.

46. Vaneechoutte, M., DNA fingerprinting
techniques for microorganisms. A proposal for
classification and nomenclature, Mol. Biotech.,
6, 115-142, 1996.

47.Tingey, S.V. and Del Tufa, J.P., Genetic
Analysis With Random Amplified Polimorphic
DNA Markers, Plant Phys., 101, 349-352, 1993.

48. Cocconelli, P.S., et al., Use of RAPD and 16 S
rDNA sequencing for the study of Lactobacillus
population dynamics in natural whey culture,
Lett. in Appl. Microbiol., 24, 8-12, 1997.

49. Taillez, P., et al., Estimation de la diversite parmi
les souches de la collection CNRZ: Application
dfe la RAPD a un groupe de Lactobacilles, Le
Lait, 76, 147-158, 1996.

50.Koeleman, J.G., et al., Nosocomial outbreak of
multiresistant Acinetobacter baumannii on a
surgical ward: epidemiology and risk factors for
acquisition. J. of Hosp. Infect., 37, 113-123,
1997.

51.Janssen, P., et al., Evaluation of the DNA
fingerprinting method AFLP as a new tool in
bacterial taxonomy, Microbiol., 142, 1881-1893,
1996.

52.Huys, G., et al., High-resolution genotypic
analysis of the genus Aeromonas by AFLP
fingerprinting, Int. J. of Sys. Bacteriol., 46(2),
572-580,1996.

53.Vos, P, et al., AFLP: a new technique for DNA
fingerprinting, Nuc. Acids Res. 23(21), 4407-
4414, 1995.

54. Mueller, U.G. and Wolfenbarger, L.L., AFLP
genotyping and fingerprinting, TREE, 14, 389-
394, 1999.

55.Blears, M.J., et al, Amplified fragment length
polymorphism (AFLP): Review of the procedure
and its applications, J. of Indust. Microbiol. and
Biotech., 21, 99-114,1998.



74

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(1): 62-74(2011)

56. Versalovic, J., et al., Genomic fingerprinting of
bacteria using repetitive sequence based PCR
(rep-PCR), Methods in Mol. and Cell. Biol,, 5,
25-40, 1994.

57.Lupski, J.R. and Wolfenbarger, L.L., Short,
interspersed repetitive DNA  sequences in
prokaryotic genomes, J. of Bacteriol., 174, 4525-
4529, 1992.

58.Prakash, O., et al.,, Polyphasic approach of
bacterial classifification: An overview of recent
advances, Indian J. of Microbiol., 47, 98-108,
2007.

59. Van der Zee, A., et al., Molecular genotyping of
Staphylococcus aureus strains: comparision of
repetitive element sequence based PCR with
various typing methods and isolation of novel
epidemicity marker, J. of Clinical Microbiol., 37,
342-349, 1999.

60. Carson, C.A., et al., Comparison of ribotyping
and repetitive extragenic palindromic-PCR for
identification of fecal Escherichia coli from
humans and animals. Appl. and Environ.
Microbiol., 69,1836-1839, 2003.

61.0live, D.M. and Bean, P., Principles and
applications of methods for DNA-based typing
of microbial organisms, J. of Clinical Microbiol.,
37,1661-1969, 1999.

62. Georghiou, P.R., et al., Molecular epidemiology
of infections due to Enterobacter aerogenes:
Identification of hospital-associated strains by
molecular techniques, Cli. Infect. Diseas., 20, 84-
94, 1995.

63. Andrighetto, C., et al., Molecular identification
and cluster analysis of homofermentative
thermophilic lactobacilli isolated from dairy
products, Res. in Microbiol., 149, 631-643, 1998.

64. Leblond-Bourget, et al., 16s fRNA and 16s to
23s internal transcribed spacer sequence analyses
reveal inter and intraspecific Bifidobacterium
phylogeny, Int. J. of Sys. Bacteriol., 102-111,
1996.

65.Toth, 1.K., et al., Rapid identifification and
differentiation of the soft rot Erwinias by 16S-
23S Intergenic transcribed spacer-PCR and
restriction  fragment length  polymorphism
analyses, Appl. and Environ. Microbiol., 67,
4070-4076, 2001.

66.Barry, T., et al., The 16S/23S ribosomal spacer
as a target for DNA probes to identify eubacteria,
PCR Methods and Appl., 151-56, 1991.

67.Klaenhammer, T.R., Genetics of bacteriocins
produced by lactic acid bacteria, FEMS
Microbol. Rev., 12, 39-86, 1993.

68.Sneath, P.H.A., et al., Numerical taxonomy,
Freeman, San Francisco,1973.

69. Mohania, D., et al., Molecular approaches for
identification and characterization of lactic acid
bacteria, J. of Digestive Dis., 9, 190-198, 2008.

70. Sneath, P.H.A., The application of computers to
taxonomy, J. of General Microbiol., 17, 201-226,
1957b.

71.Baumann, P., et al.,, A study of the MoraxeUa
group II. Oxidativenegative species (genus
Acinetobacter), J. of Bacteriol., 95, 1520-1541,
1968.

72.Lockhart, W.R. and Liston, J., Methods for
numerical taxonomy, American Society for
Microbiol., Bethesda, MD, 1970.

73.Kersters, K. and De Ley, J., Identification and
grouping of bacteria by numerical analysis of
their protein patterns, J. of General Microbiol.,
87,333-342, 1975.



