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Ozet: Bu arastirmada, dag koylerinde ¢ig koyun siitiinden iiretilen geleneksel peynirlerin erken olgunlagma déneminde
alinan orneklerinin yeni nesil sekanslama ve metagenomik analiz ile mikrobiyotalar1 saptanmustir. Firmicutes ortalama
%91,5 ile en yogun filum olarak bulunurken, Actinobacteria en seyrek filum olarak (%0,01) bulundu. Peynir drnekle-
rinin metagenomik analizi sonucunda 25 cins belirlenirken bunlardan 23’ tiim 6rneklerde ortak olarak bulundu. Cins
diizeyinde en yiiksek ¢esitlilik 13 cins ile Enterobacteriaceae tamilyasi iginde goriildii. Tiim 6rneklerde en baskin tiir
Lactococcuc lactis (ort.%84) olarak belirlendi. Tiim tiirler referans genlere %99’ un {izerinde homoloji gosterdi.
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Metagenomic Analysis of the Early Ripened Continental Cheese Microbiome

Abstract: In this study, microbiota of early ripened continental cheeses from raw sheep milk collected from moun-
tain villages was determined by next-generation sequencing and metagenomic analysis. Firmicutes was found as the
dominant phylum by the avearge of 91,5%, when Actinobacteria was found as the minor phylum (0,01%). By the
metagenomic analysis of cheese samples 25 genuses were determined, 23 of these genuses were found in all of the
cheese samples. In the genus averages, the highest diversity was viewed in Enterobacteriaceae family as 13 genus.
Lactococcuc lactis was determined as dominant (avr.84%) species in all samples. The all species showed more than 99%
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homology to the referance genes.
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Giris

Peynir, hammaddenin uygun bir pihtilastirici kul-
lanilarak pihtilagtirllmas1 ve pihtidan peyniralti
suyunun ayrilmasiyla ya da siitiin permenantinin
ayrilmasindan sonra pihtilastirilmasiyla elde edilen,
farkl sertliklerde ve yag iceriklerinde, salamura ile
ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da tuzlanma-
dan, starter kiiltiir kullanarak ya da kullanmadan,
telemesi haglanarak ya da haslanmadan, ¢esnili ya
da ¢esnisiz olarak, teknigine uygun olarak iiretilen,
olgunlagtirtlmadan ya da olgunlastirildiktan son-
ra tiiketilen, ¢esidine 6zgl karakteristik 6zellikler
gbsteren siit {iriiniidiir [7]. Ilk peynirin Orta Dogu
insanlar1 ve Orta Asya gocebe Tiirkleri tarafindan
yapildig1 disiiniilmektedir [2]. Peynirin giinliik
beslenmemizdeki 6nemi; kolay sindirilebilme 6zel-
liginin yani sira, yapisinda tretiminde kullanilan
stitteki yag1, ¢oziinmeyen tuzlari, koloidal madde-
lerin tiimiine yakin miktarmi bulundurmasi ve siit
serumundaki ¢6ziinen tuzlar, vitaminler, serum pro-
teinleri ve diger besin unsurlariin da bir dl¢iide ya-
pisina girmesinden kaynaklanir [17].

Geleneksel peynirlerin yapimindaki alisala-
gelmis, geleneksel yontemlerin peynirlerin duyusal
ozellikleri tizerindeki etkisinde mikrobiyotalarinin
cesitliligi ve mikrobiyal aktiviteleri 6nemli yere
sahiptir. Geleneksel peynirlerdeki ¢esitlilik, herbir
peynir tipine gore siit kaynagindan olgunlagmaya
her asamadaki farkliliklar, genis bir mikrobiyotaya
ve gevresel etkilere bagli olarak sekillenen mikroor-
ganizma etkileri sonucu olugmaktadir [9].

Peynir mikrobiyotasinin peynirin organoleptik,
fiziko-kimyasal 6zelliklerinin olusumunda 6nem-
li kilit rolii vardir. Peynirlerin siiflandirilmasinda
peynirin sahip oldugu mikrobiyal ¢esitlilik veya
aktivite dikkate alinmamakta, tekstiirli, olgunlas-
ma sliresi ve benzeri 6zelliklerine gore smiflandi-
rilmaktadir. Peynir, metabolik olarak aktif bakte-
rileri, maya ve kiifleri gibi ¢esitlilikleri yapisinda
barmdiran mikrobiyolojik olarak aktif bir gidadir.
Molekiiler teknikler gida orneklerindeki mikroor-
ganizmalari genetik yapisinin analizinde kullanil-
maktayken, giintimiizde through culture-indepen-
dent metotlar peynir ve diger gidalarin kompleks
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ekosistemlerinin analiz edilerck anlasilabilmesini
kolaylastirmistir [10].

Kiiltiirden bagimsiz teknikler, gida mikrobiyo-
lojisinde 6nemli yere sahip gida sistemlerinin mik-
robiyotalarinin ve mikrobiyal cesitliliklerinin de-
tayl1 arastirilmasini etkin hale getiren yontemlerdir.
Bunlara DNA bazli tekniklerden, denaturing gra-
dient gel electrophoresis (DGGE), temporal tempe-
rature gradient gel electrophoresis (TTGE), single
stranded conformation poly-morphisms (SSCP),
polymerase chain reaction (PCR) 6rnek olarak sa-
yilabilirler. Tiim bu teknikler siit ve siit {irtinlerinin
mikrobiyolojisinin anlasilmasinda énemlidir, ancak
mikrobiyal ekoloji alan1 da siirekli gelismektedir.
Son yillarda kiiltiirden bagimsiz yontemlerin yerini
next- generation sekans sistemlerinin aldigi goriil-
mektedir. Bu sistemler, pekcok cevresel mikrobi-
yotanin basarilt sekilde profillerinin saptanmasini
saglamaktadir [11]. High throughput DNA sekans
(HTS) teknigi ile oldukea diisiik diizeylerdeki bak-
teriler saptanabilir. HTS ydntemi ile patojenik ve
bozulmaya sebep olan bakterilerde saptanabilir. Bu
yontem kullanilarak peynir yapim asamalarinin her
safhasinda olusan ve degisiklikler gdsteren mikrobi-
yota iyi bir sekilde saptanabilir [6]. Son yillarda ge-
ligtirilen yeni nesil DNA dizileme yontemleri yiiksek
dogrulukta olduke¢a hizli dizileme yapabilen, yogun
ve 6zgiin bilgi saglayan yontemlerdir [4]. Yeni nesil
DNA dizileme teknolojilerinin ortak 6zelligi ayni
anda milyonlarca kisa dizilemenin yapilabilmesi ve
oldukca hizli sekilde okunabilmesidir. Ayrica elekt-
roforeze gerek kalmadan ger¢ek zamanli okuma ya-
pabilmesi, daha dogru sonuglar alinabilmesi, daha
az hata egilimli ve daha ekonomik olmasi bu tekno-
lojilerin eski sisteme gdre avantajlari arasinda yer
almaktadir [3,4,14]. Bu arastirmada, dag koylerinde
¢ig koyun siitiinden iiretilen geleneksel peynirlerin
erken olgunlasma doneminde alinan orneklerinin
yeni nesil sekanslama ve metagenomik analiz ile
mikrobiyotalar1 saptanmustir.

Materyal ve Metod

Peynir orneklerinin hazirlanmasi

Aydin ilinin yiiksek rakimli dag koylerinde koyun
stittinden ¢ig olarak iiretilen geleneksel peynir or-
nekleri toplandi. Toplanan 5 adet peynir erken ol-
gunlasma doneminde incelendi. Peynir kalibinin i¢
bolgesinden alinan 1 cm? 6rnek 25 ml steril DNAf-
ree distile suya eklendi ve stomacher ile homojenize

edildi. Bu islemden sonra bulanik siispansiyon for-
mundaki 6rnekler TissueLyser (Qiagen) ile muame-
le edilerek solusyon haline getirildi. 100 mikrolitre
ornek molekiiler islemler i¢in ayrildi. Peynir 6rnek-
lerinin sekans hazirligr icin, DNA ekstraksiyonu
QIAmp DNA Stool Kit (Qiagen) ile iiretici firmanin
talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi. Mikro-
biyal DNA konsantrasyonu Qubit (Thermo) ile 6l-
¢lildii ve minumum 1 -3 ng arasinda olacak sekilde
ayarlandi.

Yeni Nesil Sekanslama

16S Metagenomics Kit (Thermo Scientific, USA)
ile 2 ayr1 PCR mix (1.havuz: 2., 4., 8. varyant bolge;
2.havuz: 3., 6., 7., 9. varyant bolge) hazirlandi. Po-
zitif kontrol olarak 1:20 diliie edilmis (1.5 ng/ul) E.
coli DNA kontrol stogu kullanildi. PCR analizi so-
nucu elde edilen tiriinler, %2’lik agaroz jel elektro-
forezine tabi tutuldu. Jel elektroforezine tabi tutulan
PCR iiriinleri Agencourt AMPure XP beads (Ther-
mo Scientific, USA) ile DynaMag-2 magneti yardi-
miyla kitin 6nerdigi kosullar dogrultusunda piirifiye
edildi. Elde edilen DNA’nin kantitasyonu, lon Uni-
versal Library Quantitation Kit (Thermo Scientific,
USA) ile iiretici firmanin 6nerdigi kosullara uygun
olarak Real-Time PCR analiziyle gergeklestirildi.
DNA konsantrasyonu, diliisyon/konsantrasyon aya-
11 yapilarak gerceklestirildi.

Ion PGM Hi-Q View OT2 Kit ve lon PGM Hi-Q
View OT2 Solutions (Thermo Scientific, USA) ile
firmanin 6nerdigi kosullar altinda emiilsiyon PCR’1
gercgeklestirildi. Bu amagla Ion One Touch 1 (Ther-
mo Scientific, USA) cihazi kullanildi.

Kiitiiphane olusturulmast (uglara tamir en-
zimi uygulama) i¢in lon Plus Fragment Library
Kit (Thermo Scientific, USA) ile iiretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde kiitiiphane olusturul-
du. Barkod ligasyonu, adaptdr ligasyonu (bir ucu
A adaptorii, diger uca P1 adaptorii) i¢in Barcode
Adapters 1-16 Kit (Thermo Scientific, USA) ile
kitin 6nerdigi kosullar dogrultusunda DNA barkod
kiitiiphanesi olusturuldu.

Mikrogipe yiikleme i¢in, PGM analizi igin
hazirlanan &rnekler Ion 318 veya Ion 316 Chip
(Thermo Scientific, USA)’e aktarildi. PGM’de kos-
turma i¢in, 6rneklerin yiiklendigi mikrogipe lon tor-
rent (Thermo Scientific, USA) cihazina yerlestirile-
rek sekans analizi gergeklestirildi.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi 1, 2019, 27-35



Savasan S ve Beyaz D. Erken Olgunlasma Dénemindeki Geleneksel Peynir Mikrobiyomunun Metagenomik Analizi 29

Metagenomik Analiz

fonReporter programi (Thermo Scientific, USA)
tarafindan yapilan bu analizde, okumalarin kalite
kontrolleri, esik degerlerde elde edilen data istatis-
tikleri, her bir kompleksin gen iceriginde degisiklik
olup olmadigi, gen bdlgesinin konumu ve uzunlu-
gu, gen bolgesi ve her bir gen bazindaki homoloji
oranlar1 incelendi. Yeni nesil sekans sisteminin ¢a-
ligsmasi ile iligkili diger biyoinformatik analiz sis-
teme yiiklii programlar tarafindan otomatik olarak
yapildi. Bu agsamadaki islemler 6zetle, kiitiiphane
olusturulmasi ve cihaz ¢iktilarinin dijital ortamda
birlestirilerek dizinin olusturulmasini kapsadi. Son
asama ise, sekanslama sonucunda elde edilen bil-
gilerin ilk asamada yapildig1 gibi analizini, ayrica
BLAST programi ile kendi i¢inde ve GenBankasi
verileri ile kargilastirmasinit kapsadi. Bu islemler
sonucunda Ornekte mevcut tiim prokaryotik orga-
nizmalarin filumdan tiire kadar olan taksonomik
diizeylerde orantisal yogunlugu elde edildi. Ayrica
bu tiim gecerli okumalar OTU (operasyonel takso-
nomik iinite) olarak alindi. Orneklerdeki familya,
cins ve tir diizeyinde alfa-gesitlilik gosterilmesi
icin Chao, Shannon ve Simpson rarefaction algo-
ritmasi kullanildi. Asagida belirtilen okuma kalitesi
esikleri kullanildi; minimal 10 okuma {istii, minimal
150 baz okuma.

Bulgular

Incelenen 5 peynir rneginin yeni nesil DNA sekan-
st sonucunda ornek basina ortalama 480653 okuma
yapilirken, bunlardan 419842 adeti kalite filtrele-
rini gecti. Kalite dis1 okumalar ¢ikarildiktan son-
ra 330851 adeti haritalandirilarak mevcut bakteri
taksonlarindan biri ile eslestirildi. Okuma sayilari
kullanilan degisken bolgeye gore farklilik goster-
di. Haritalanan okumalar i¢inden en yiiksek sayida
okuma 188938 ile V3 bolgesinde yapildi. En diisiik

sayida okuma ise 10844 ile V2 bolgesinde yapildi.
Incelenen peynir drneklerinin tiimiinde 3’er filum
belirlendi. Firmicutes ortalama %91,5 ile en yogun
filum olarak bulunurken, Actinobacteria en seyrek
filum olarak (%0,01) bulundu (Tablo1). Sinif diize-
yinde Gammaproteobacteria (%8,4 ) saptanan tek
Proteobacteria siifi oldu. Tiim peynir 6rneklerinde
Actinobacteria filumu i¢inde 1, Firmicutes filumu
icinde 5, Proteobacteria filumu i¢inde 3 familya be-
lirlendi. En yiiksek oranda bulunan familya %86,2
ile Streptococcaceae oldu. Bunu Firmicutes filumu
icindeki familyalardan Enterococcaceae (%2,7) ve
Lactobacillaceae (2,1) izledi. Enterobacteriaceae
familyasi ise %7,6 oraninda bulundu. Genus diize-
yinde sonuglar Tablo2’de gosterilmistir. Peynir or-
neklerinin metagenomik analizi sonucunda 25 adet
cins belirlendi, bunlardan 23 adeti tiim Orneklerde
ortak olarak bulundu. Cins diizeyinde en yiiksek
cesitlilik 13 cins ile Enterobacteriaceae familyasi
icinde goriildii. Diger tiim familyalar en fazla 2 cins
ile temsil edildi. Cins diizeyinde en yiiksek ortalama
relatif yogunluk gdsteren cins Lactococcus (%85,4)
oldu. Peynir 6rneklerinin metagenomik analizi ile
belirlenen tiirlerin ortalama relatif %oranlari, pozi-
tif bulunan 6rnek sayis1 ve referans genumlara %
homolojisi Tablo3’de gosterilmistir. incelenen &r-
neklerde toplam 59 tiir belirlenirken, bunlardan 20
adeti tiim orneklerde ortak olarak bulundu. Toplam
9 Enterococcus tiri bulunurken, bunu 6 tiir ile La-
ctobacillus, 5 tir ile Buttiauxiella ve 4 tir ile La-
ctococcus ve Citrobacter takip etti. Lactobacillus
lactis tek basina %84 relatif yogunluk ile en baskin
tiir olarak belirlendi. Bundan sonraki en yiiksek di-
ger tilirler Enterococcus italicus (%1,8), Citrobacter
freundii (%]1,7), Lactococcus raffinolactis (%1,35),
Lactobacillus brevis (%]1,1) olarak saptandi. Tiim
tirler referans genlere %99’un {izerinde homoloji
gosterdi.

Tablo1. Peynir 6rneklerinin metagenomik analizi ile belirlenen iist taksonlar ortalama relatif % oranlar1

Filum % oram1 Simf % oram1 Takim % oram1 Familya % orani
Actinobacteria 0,01  Actinobacteria 0,01  Actinomycetales 0,01  Micrococcaceae 0,01
Firmicutes 91,58 Bacilli 91,58 Bacillales 0,24  Staphylococcaceae 0,24
Lactobacillales 91,34 Enterococcaceae 2,77
Lactobacillaceae 2,13
Leuconostocaceae 0,24
Streptococcaceae 86,2
Proteobacteria 8,42  Gammaproteobacteria 8,42  Enterobacteriales 7,69  Enterobacteriaceae 7,69
Pasteurellales 0,66  Pasteurellaceae 0,66
Pseudomonadales 0,07  Moraxellaceae 0,07
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Tablo2. Peynir 6rneklerinin metagenomik analizi ile belirlenen tiim taksonomik tiniteler.

o,
Filum Simif Takim Aile Cins . s Tiirler
harita okuma
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Kocuria 0,01 salcida/varians
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Macrococcus 0,19 caseolyticus/carouselicus
Staphylococcus 0,05 aureus/simiae
italicus
durans
faecium
hirae
Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 2,772 lactis
mundtii
raffinosus
thailandicus
villorum
brevis
fabifermentans
Lactobacillaceae Lactobacillus 2,12 ORI
pentosus
plantarum
xiangfangensis
Pediococcus 0,01 pentosaceus/argentinicus
mesenteroides
Leuconostocacceae Leuconostoc 0,24 lactis
pseudomesenteroides
lactis
lactis
Streptococcaceae  Lactococcus 85,42 raff notactis
garvieae
taiwanensis
Streptococcus 0,78 parauberis/uberis
agrestis
ferragutiae
Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Buttiauxella 0,75 izardii
noackitiae
warmboldiae
murliniae
Citrobacter 3,03 gzllenn' .
freundii
braakii
asburiae
Enterobacter 0,4 cloacae
hormaechei
vulneris
Escherichia 1,23 albertii
fergusonii
Gibbsiella 0,31 quercinecans
Hafnia 0,1 paralvei/alvei
Klebsiella 0,15 oxytoca
Kluyvera 0,34 intermedia/ascorbata
Pantoea 0,13 agglomerans
Serratia 0,76 marcescens
Trabulsiella 0,09 guamensis
Yersinia 0,35
Yokenella 0,65 regensburgei
Pasteurellales Pasteurellaceae Pasteurella 0,01
Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 0,06 Jjohnsonii
Enhydrobacter 0,01 aerosaccus
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Tablo3. Peynir mikrobiyomunun metagenomik analizi ile belirlenen tiirlerin ortalama relatif %oranlari. Tabloda tiirin
bulundugu toplam 6rnek sayisi, okunan sekansin referans genoma % homolojisi ve forward:reverse orani ayr1 siitun-
larda gosterilmistir.

Cins Tiir Pozitif 6rnek sayis1  ort. Relatif % % ID F:R
Kocuria salcida 3 0,005 >99
varians 2 0,005 >99
Macrococcus caseolyticus 5 0,1 99.17 - 100 37.6:62.4
carouselicus 2 0,09 >99
Staphylococcus — aureus 3 0,04 >99
simiae 2 0,01 >99
Enterococcus italicus 5 1,8 99.11 - 100  73.33 :26.67
durans 3 0,67 >99
faecium 2 0,05 >99
lactis 2 0,075 >99
hirae 2 0,04 >99
villorum 1 0,047 >99
mundtii 1 0,039 >99
thailandicus 1 0,03 >99
raffinosus 1 0,021 >99
Lactobacillus brevis 5 1,1 100 - 100 100: 0
fabifermentans 3 0,77 >99
pentosus 2 0,1 >99
paraplantarum 1 0,07 >99
xiangfangensis 1 0,05 >99
plantarum 1 0,03 >99
Pediococcus pentosaceus 3 0,005 >99
argentinicus 2 0,005 >99
Leuconostoc mesenteroides 3 0,1 >99
lactis 2 0,08 >99
pseudomesenteroides 1 0,06 >99
Lactococcus lactis 5 84 99.02 - 100  79.94 : 20.06
raffinolactis 5 1,35 99.11 - 100 90.7:9.3
garvieae 5 0,065 99.14 - 99.14 0:100
taiwanensis 1 0,005 >99
Streptococcus  parauberis 5 0,69 99.1-100 37.27 :62.73
uberis 2 0,09 >99
Buttiauxella ferragutiae 3 0,25 >99
agrestis 2 0,17 >99
izardii 2 0,15 >99
warmboldiae 1 0,1 >99
noackitiae 1 0,08 >99
Citrobacter freundii 5 1,7 99.17-100 43.24:56.76
gillenii 5 0,8 99.08 - 100  27.06 : 72.94
murliniae 5 0,34 100 - 100 42.34:57.66
braakii 1 0,19 >99
Enhydrobacter  aerosaccus 5 0,01 100 - 100 100 : 100

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez Cilt 30, Sayi 1, 2019, 27-35



32 Savasan S ve Beyaz D. Erken Olgunlasma Dénemindeki Geleneksel Peynir Mikrobiyomunun Metagenomik Analizi

Cins Tiir Pozitif 6rnek sayis1  ort. Relatif % % ID F:R
Enterobacter asburiae 3 0,2 >99
cloacae 2 0,1 >99
hormaechei 1 0,1 >99
Escherichia vulneris 5 0,9 99.44 - 100 48.18 :51.82
albertii 3 0,18 >99
fergusonii 2 0,15 >99
Gibbsiella quercinecans 2 0,31 >99
Hafnia paralvei 5 0,08 99.58 - 99.58 0:100
alvei 2 0,02 >99
Klebsiella oxytoca 5 0,15 100 - 100 100: 0
Kluyvera intermedia 5 0,25 99.58 - 99.58 0:100
ascorbata 2 0,09 >99
Pantoea agglomerans 5 0,13 100 - 100 100:0
Serratia marcescens 5 0,76 99.13 -99.15 0:100
Trabulsiella guamensis 5 0,09 100 - 100 0:100
Yersinia sp. 3 0,35 >97
Yokenella regensburgei 5 0,65 99.17 - 99.17 0:100
Pasteurella sp. 2 0,01 >97
Acinetobacter  johnsonii 5 0,06 99.44 - 99.44 100: 0
Enhydrobacter  aerosaccus 5 0,01 100 - 100 100 : 100

Tartisma ve Sonug¢

Peynir mikrobiyolojik olarak aktif bir gidadir ve
mikrobiyotasi organoleptik, fiziko-kimyasal ve ben-
zeri kendine has Ozelliklerinin olusumunda 6nemli
role sahiptir. Kiiltiirden bagimsiz yeni nesil sekans
gibi yontemlerin, peynirin sahip oldugu mikrobi-
yotanin detayli incelenmesinde ve olusumundaki
mikrobiyal aktivitelerin arastirilmasinda etkili hale
geldigi distiniilmektedir.

Oscypek, Polonya’da Tatra daglari bolgesine
0zgl, ¢ig koyun siitiinden, starter kiiltiir kullanil-
madan iiretilen, haglamis-tiitsiilenmis bir peynir
cesitidir. Oscypek peynirinin yapimi ve olgunlag-
mas1 agamalarinda olusan mikrobiyotanin incelen-
mesi amagli yapilan ¢aligmada, hem kiiltiirel hem
de PCR-DGGE ve 16S rRNA gen amplikonlarinin
pyrosekans gibi kiiltiirden bagimsiz metodlar kul-
lanilmigtir. Kiiltiire baglh ve PCR-DGGE teknik-
leri ile peynirdeki predominant mikroorganizma-
lar saptanmis, sekans teknigi (454 pyrosekans) ile
¢ok daha fazla diizeyde bakteri gesitliligi saptan-
mustir. Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Enterococcus gibi bakteri cinsleri her

iic yontemle de saptanmisken, Bifidobacteriaceae,
Moraxellaceae (cogunlukla Enhydrobacter) gibi ai-
lelere bagli subdominant bakteriler ve diisiik diizey-
lerdeki bakteriler pyrosekans ile saptanabilmistir.
Bir peynir bakteri sisteminde bifidobacteria sekan-
simin varligr ilk kez bildirilmistir. Bakterilerin ya-
nisira, yiiksek oranda maya cesitliligi saptanmuistir.
Oscypek peynirinin bakteriyel ¢esitliliginde 6nemli
olan Bifidobacteriaceae, Moraxellaceae (gogun-
lukla Enhydrobacter) %0,71 ve %0,45 gibi diisiik
oranlarda saptanmistir. Bolgesel sartlar, peynirin
yapim asamalar1 gibi sebeplere bagli olarak, barsak
mikrobiyotasina, iiretim alanina (su, personel v.b.)
ait oldugu bilinen Actinobacteria ve Proteobacteria
bakterilerinin bulunmasi sasirtict degildir. Sonug
okumalarinin %20’si gibi yiiksek bir orani simif-
landirilmamis taksonomi olarak belirtilmistir [1].
Polonya’da ¢ig koyun siitii ile yapilan peynirdeki
(Oscypek) saptanan mikrobiyotada bulunan bakte-
riler bu ¢calismada bulunan bakterilerle ayni olup bu
calismada bifidobacteria bulunmamistir.

Azores bolgesinin (Portekiz) ¢ig inek sii-
tiinden {retilen yoresel peyniri Pico ‘nun bakte-
riyel cesitliliginin saptanmasit amaci ile yapilan
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bu ilk calismada, Pico peynirinin mikrobiyotasi-
nin belirlenmesi amaciyla, 16S rDNA’ nin V3-V4
bolgelerinin etiketlenmis amplikonlarinin pyro-
sekanst ve Operational Taxonomic Unit-based
(OTU-based) analizleri yapilmigtir. Pyrosekans
sonucunda, 4 filum (Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteriodetes) ve 54 cins belir-
lenmistir. Predominant cins olarak Lactococcus
(%77) saptanmistir. Staphylococcus %0,5 olarak
belirlenmistir. OTU analizleri ile Lactococcus,
Streptococcus, Acinetobacter, Enterococcus,
Lactobacillus, Staphylococcus, Rothia, Pantoea
ve smiflandirilamamis Enterobacteriaceae ailesine
bagl bakteriler saptanmistir [13]. Bu ¢alismada ise
Bacteriodetes filumu saptanmamis, diger 3 filum
Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria belir-
lenmistir, Lactococcus %85.42 oraninda saptanmis-
tir.

Sicilya’da (italya) iiretilen el yapimi Ragusano
peynirinin mikrobiyal ¢esitliligini arastirmak ama-
ciyla yapilan calismada, PCR, reverse transcripta-
se-PCR ve 16S rRNA genlerinin (rDNA) denature
gradient gel elektroforezis (DGGE) yontemleri kul-
lanilmigtir. Klonlama ve sekans uygulamalar1 son-
rast rtDNA amplikonlari, Leuconostoc, Lactococcus
lactis, Macrococcus caseolyticus tlrlerini kapsa-
yan mezofilik laktik asit bakterilerinin (LAB) ¢ig
siitte baskin oldugu, laktik fermentasyon sirasinda
ise Streptococcus thermophilus un baskin oldugu
saptanmistir. Diger termofilik laktik asit bakteri-
leri (Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fer-
mentum) peynirin olgunlasmasi asamasinda olus-
maya bagladiklar1 belirlenmigtir. Farkli ¢iftliklerde
iiretilen Ragusano peynirlerinin mikrobiyotasinin,
iretim seklinin ve gevresel faktdrlerin benzerligi-
ne paralel olarak saptandigi bildirilmistir [12]. Bu
calismada ise farkli olarak Streptococcus thermop-
hilus saptanmamis, Streptococcus parauberis ve
Streptococcus uberis saptanmistir. Lactobacillus ge-
nusu %2.12 oraninda belirlenmis, tiir diizeyinde ise
Lactobacillus brevis, Lactobacillus fabifermentans,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus paraplanta-
rum, Lactobacillus xiangfangensis, Lactobacillus
plantarum saptanmaistir.

Kontinental tipte salamura peynir yapim asa-
malar sirasinda mikrobiyal degisimlerin saptanma-
st amaciyla yapilan bu aragtirmada 16S rRNA amp-
likon sekansit kullanilmigtir. Peynirin olgunlagma

asamasi boyunca, uzun olgunlagsma gilinline sahip
peynirlerde, kisa siireli olgunlasma glinline sahip
peynirlere gore daha fazla mikrobiyal ¢esitlilige
sahip oldugu belirlenmistir. Pastorize siitten tiretil-
mis kontinental tip peynirlerle iligskilendirilmeyen
Thermus, Pseudoalteromonas, Bifidobacterium ge-
numlarinin tespit edilmesi dikkat ¢ekici bir sonug
olarak bildirilmistir. Klasik kiiltiir analiz yontem-
leri ve PCR teknigi tiim mikrobiyal popiilasyonun
saptanmasinda yetersiz kalmaktadir. High throu-
ghput next generation sequencing (NGS) yiiksek
diizeyde kompleks ekosistemlerde dominant ve
sub-dominant mikrobiyal popiilasyonlarin anlaml
analizlerine olanak saglamaktadir. Analizler sonu-
cunda a-gesitliligin peynirin olgunlasma asama-
sinda azaldig1 saptanmistir. Filogenetik olarak 5
filuma (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Deniococcus-Thermus, Actinobacteria) ait bakte-
rilerin saptandig1 bildirilmistir. Lactobacillus ve
Streptococcus populasyonlart hem kisa olgunlag-
tirma siiresine sahip hem de uzun olgunlastirma
stiresine ait peynir orneklerinde dominant diizeyde
saptanmistir. Acinetobacter ve Pseudomonas sade-
ce erken olgunlagtirma siiresine sahip peynirlerde,
Corynebacterium ve Brevibacterium yalnizca uzun
olgunlastirma siiresine sahip peynir Orneklerin-
de sub-dominant olarak saptanmiglardir [16]. Bu
calismada 3 filum ( Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria ) belirlenmistir.

Gida iiretim alanlarindaki mikrobiyal kontami-
nasyon gida kalitesi ve giivenligi agisindan oldukga
onemlidir. Bu arastirmada bir siit isletmesi iiretim
alanindaki mikrobiyota hem 16S rRNA hem de
26S rRNA bazli high-throughput amplikon sekans
(HTS) ile ¢alisilmistir. Cevresel svaplarin mikrobi-
yotasinin olduk¢a kompleks oldugu, 200’den fazla
taksonomik birim igerdigi bildirilmistir. Orneklerin
%70’inin mikrobiyotasinda laktik asit bakterileri
ozellikle Streptococcus thermophilus baskin ola-
rak saptanmustir. Orneklerin %50’sinin mikrobi-
yotasinda da peynirlerde bozulmaya sebep olan
Pseudomonas, Acinetobacter, Psychrobacter bakte-
rileri belirlenmistir. En yogun olarak saptanan ma-
yalar ise Kluyveromyces marxanius, Yamadazyma
triangularis, Trichosporon faecale, Debaryomyces
hansenii olarak bildirilmistir. Beta-gesitlilik ana-
lizlerinin, maya ve bakteri popiilasyonlarina baglh
olarak gevresel ve peynir 6rnekleri arasindaki ay-
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rimi net olarak gosterdigi bildirilmistir [15]. Bu ca-
lismada Acinetobacter saptanmis, Pseudomonas ve
Psychrobacter saptanmamistir. Moraxellaceae aile-
sinden Acinetobacter johnsonii ve Enhydrobacter
aerosaccus tim peynir drneklerinde bulunmustur.

Yerel siit mikrobiyotasinin, teknolojik ve gevre-
sel parametrelerin olgunlagtirtlmis peynirin mikro-
biyotasi lizerine etkilerini, farkli ortamlarda iiretilen
Gouda peynirinin yapisinda bulunan predominant
mikrobiyal yapimin cesitliligini arastirmak amach
bu ¢aligmada, analizlerde PCR-denaturing gradient
gel electrophoresis (PCR-DGGE) teknigi kullanil-
mistir. Pastorize siitten lretilen Gouda peynirlerin-
deki bakteriyel gesitliligin diisiik diizeylerde oldugu
bildirilmistir. Cig siitten {iretilen peynirlerdeki ente-
rokok ve pediokok ¢esitliligi, pastorize siitten iireti-
len peynirlerdekine gore bir miktar yiiksek diizeyde
saptanmistir. Peynirdeki lezzet olusumunda 6nemli
yeriolan Lactobacillus plantarum yalnizca ¢ig siitten
iiretilen peynirlerde saptanmistir. Bir giinliik olan ve
¢ig siitten iiretilen peynirlerde mastitis etkeni olan
Streptococcus dysgalactiae saptanmistir ve yine
¢ig siitten liretilmis peynirlerde Enterobacteriaceae
genumumda yer alan Gammaproteobacteria yik-
sek diizeylerde bulunmustur [5]. Bu c¢alismada
Lactobacillus plantarum 1 peynir 6rneginde saptan-
misken, Lactobacillus brevis tim peynir 6rneklerin-
de saptanmis, Gammaproteobacteria %8,42 oranin-
da saptanmustir.

Camembert peyniri gibi kompleks bir ekosis-
teme sahip peynirin real-time PCR (qPCR) tek-
nigi ile maya ve kiif yoniinden mikrobiyotasinin
arastirildigi calisma sonucunda peynir ekosiste-
minde, Kluyveromyces lactis az yogunlukta iken,
Penicillium camemberti ve Geotrichum candi-
dum’un hizlica dominant hale geldikleri saptan-
mistir. Peynir ekosistemine katilan Debaryomyces
hanseii’in ise Kluyveromyces lactis’in geligimini
tamamen inhibe ettigi bildirilmistir [8].

Yeni nesil sekans sisteminin ve bununla ilis-
kili bioinformatik aracglarin kalite skorlari, kul-
lanilan filtreler ve yiiksek homoloji diizeyleri,
okumalarin ve sonuglarin %99 {izerinde glivenilir
oldugunu gosterdi. Incelenen peynir &rneklerinde
ortak olarak bulunan mikrobiyomun kompozis-
yonu siitte dogal olarak bulunan bakterilerin yan-
simasi olarak degerlendirildi. Elde edilen bulgular
geleneksel peynirin olgunlasmasinda Lactococcus

lactis’in baskin oldugunu gostermektedir, ayrica
bunun yaninda Lactobacillus, Enterococcus ve di-
ger Lactococcus tirlerinin peynirin tat, koku, aro-
ma gibi 6zelliklerinin olusumunda rol aldig1 diisii-
nlilmiistiir. Muhtemelen peynirin konvansiyonel
kiiltiiriinde ayirt edilemeyen Lactobacillus brevis,
Lactobacillus fabifermentans, Lactobacillus pen-
tosus, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus
xiangfangensis, Lactobacillus plantarum gibi diger
tiirlerinde geleneksel peynir {lizerindeki etkilerinin
incelenmesi gerektigini gostermistir. Siitlin dogal
yapisinda bulunan ve peynir olusumunda rol oy-
nayan bakteriler yaninda, genellikle patojen ve ko-
mensal bakterileri kapsayan proteobakterilerinde
bulunmasi, peynirdeki olas1 kontaminasyonlari ve
halk saglig1 yoniinii akla getirmektedir. Ancak ge-
rek bu gruptaki bakterilerin relatif yogunlugunun
diisiik olmas1 ve gerekse bu bakterilerin taksonomik
dagilimi, bunlarin kaynaginin fekal kontaminasyon
oldugunu diistindiirmiistiir. Tespit edilen proteolitik
bakterilerin dagilimi ruminant fekal mikrobiyomu
ile uyum gostermektedir. Kirsal kesimdeki siit sa-
gim kosullari, koyun sagimindaki bilinen konta-
minasyon olasilig1 gozoniine alindiginda saptanan
proteobakterilerin 6zellikle enterobakterilerin varli-
ginin normal oldugunu diistindiirmiistiir.
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