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OZET

EV YAPIMI ANTAKYA SURK PEYNIRLERINDE BULUNAN KUFLERIN
KLASIK MiKROBIiYOLOJIiK VE MOLEKULER YONTEMLERLE TAYIiNi

Siit, zengin besin Ogeleri igerigine sahip olup hem insanlar hem de mikroorganizmalar
icin 1yi bir besin kaynagidir. Siitliin uzun siire icerisinde tiiketilmesine imkan saglamak
amaciyla peynir gibi daha dayanikli {iriinlere islenmesi binlerce yildir uygulanan bir
tekniktir. Peynirlerin tlirine gore degisen ve arzu edilen belirli fiziksel nitelikleri
bulundugu gibi peynirin mikrobiyolojik icerigi de Onem tasimaktadir. Antakya’da
yaygin olarak iiretilen ve tiiketilen siitk peyniri, igerigindeki zengin baharat ve bitki
karisimlariyla kendine has bir aromaya sahiptir ve ‘dogal antibiyotik kaynagi’ olarak
bilinmektedir. Taze olarak tiiketilebildigi gibi haftalar veya aylarca olgunlastirildiktan
ve hatta iizerinde kiif gelismesi saglandiktan sonra da tiiketilebilmektedir. Bu calismada
Antakya’nin farkli bolgelerinden elde edilen ev yapimi siirk peyniri 6rneklerinin kuf
igerigi yoniinden geleneksel mikrobiyolojik ve yeni nesil sekanslama (NGS)
yontemleriyle molekuler dizeyde analizi amaglanmistir. Calismada olgunlastiriimig
peynir orneklerinin Potato Dextrose Agar (PDA) ve Bazal Medium (BM) besiyerinde
10 giin boyunca gelisimleri gézlenmistir. Petri kaplarinda koloni olusumlar1 izlenmis ve
ardindan gelisen koloniden alinan 6rnekler mikroskopta incelenerek fotograflanmistir.
Fotograflama iglemi 6ncesinde orneklerin tiir bazinda tayinini kolaylastirmak amaciyla
ornekler, metilen mavisi ve melzer ayiract ile boyanmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda analiz edilen peynir 6rneklerinin dis ve i¢ bolgelerinden alinan 6rneklerde
Penicillium roqueforti, Penicillium chrysogenum, Aspergillus flavus, Aspergillus
glaucus, Candida albicans, Candida krusei, Fusarium chlamydosporum, Fusarium
oxysporum ve Pseudallerscheria boydii (Scedosporium apiospermum) tirlerine
rastlanmigtir. DNA izolasyonu gerceklestirilen Orneklerin 18S rDNA sekansinin
tamaminin sekanslanmasina dayali olarak NGS yonteminin uygulanmasi i¢in hizmet
alimi yapilmistir. Ancak oOrneklerden elde edilen DNA Orneklerinin yapilan NGS
analizinden, DNA kalitesinden kaynaklandigi sdylenen sorunlar sebebiyle, sonug

alimamamis ve bu sebeple molekuler tiir tayini gergeklestirilememistir.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF FUNGI SPECIES WITHIN HOME-MADE SURK
CHEESE OF ANTAKYA VIA CULTURE-BASED AND MOLECULAR
METHODS

Milk is a rich source of nutrients and has been a staple food for both humans and
microorganisms for thousands of years. Processing milk into more durable products
like cheese to allow for its consumption over extended periods has been a practiced
technique. Depending on the type of cheese, specific desired physical qualities vary,
and the microbiological content of the cheese is also important. Surk cheese,
commonly produced and consumed in Antakya, has a distinctive aroma due to its rich
blend of spices and herbs and is known as a 'natural source of antibiotics.' It may
consumed freshly or after weeks or even months of maturation, and even after allowing
mold to develop on its surface. This study aims to analyze homemade surk cheese
samples obtained from different regions of Antakya at the molecular level in terms of
their mold content using both traditional microbiological and next-generation
sequencing (NGS) methods. Matured cheese samples were observed for growth on
Potato Dextrose Agar (PDA) and Basal Medium (BM) culture media for ten days.
Colony formations were monitored in Petri dishes, and subsequently, samples from
developed colonies were examined under a microscope and photographed. Prior to the
photography process, samples were stained with methylene blue and Melzer's reagent
to facilitate species-level identification. As a result of the examinations, Penicillium
roqueforti, Penicillium chrysogenum, Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Candida
albicans, Candida krusei, Fusarium chlamydosporum, Fusarium oxysporum, and
Pseudallescheria boydii (Scedosporium apiospermum) species were found in samples
taken from both the outer and inner regions of the cheese. Service procurement for the
application of NGS method based on sequencing the entire 18S rDNA sequence of the
isolated DNA samples was carried out. However, due to the issues attributed to DNA
quality, no results were obtained from the NGS analysis of the samples, thus, fungal

species characterization at molecular level could not be performed.
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SEMBOLLER

%

g/l

mg
mM
nm
pH
rpm

wiv

> Yizde

: Santigrat derece

: Mikrolitle

: Mikro Molar

: Mikron

: Mikrolitre

: Santimetre

: Gram

: Gram bolu litre
: Molar

: Miligram

: Mili molar

- Nanometre

: Potansiyel hidrojen
: Devir/ dakika

: Hacimde agirlik¢a yiizde



KISALTMALAR

(NH4)2 HPO4
AF

be¢

BM

CaCl2

CDA

CREA

CYA

CZ

DNA
EDTA

EDTA

ETS

FTIR

G25N

IARC

IGS1 ve 1GS2
ITS

K2HPOA4

: Diamonyum Hidrojen Fosfat
- Aflatoksin

: Baz cifti (Base pair)

: Bazal Medium

: Kalsiyum klortr

: Czapek Dox Agar

: Ceratine Sucrose Agar

: Czapek Extract Yeast Agar

: Czapek Dox Agar

: Deoksiriboz Nikleik Asit
: Etilen diamin tetra asetik asit

: Etilen diamin tetra asetik asit

: D1s Transkripsiyonlu Ara Bolge

: Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi
: Gliserin Nitrat Agar

- Uluslararast Kanser Arastirmalar1 Ajansi

: Intergenik Ara Bolge

: Internal Transcribed Spacers

: Dipotasyum Hidrojen Fosfat

Vi



KCI : Potasyum Klor0r
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1. GIRIS

Fermente sit urunleri, sutun belirli mikroorganizmalar, 6zellikle laktik asit bakterileri
tarafindan fermente edilmesinden yapilmaktadir. Fermantasyon kosullar1 ve starter
kiltirdeki farkliliklar, triinlerin farkli bir kivam ve aromaya sahip olmasina neden
olmaktadir. Fermente sut Urund, sttin asitligini artirarak elde edilen, biyolojik degeri
yiiksek protein igeren bir siit lirlinlidiir (Biger ve ark.,2021). Peynir, ¢esitli mikrobiyal
tiir topluluklarini barindiran karmasik bir biyolojik ekosistemdir (Afshari ve ark., 2018).
Peynir, slitiin enzimler ya da organik asitler kullanilarak pihtilastirilmasi, olusan pihtinin
baskilanarak peynir alti suyunun ayrilmasiyla olusan, farkli yag oranlarinda ve farkl
sertliklerde olabilen, ¢esidine gore degisen renk, tat ve koku oOzelliklerine sahip bir siit
urindddr (Cerit ve ark., 2021). Beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum peynirleri
Tiirkiye'de en ¢ok bilinen ve en ¢ok tiiketilen, ulusal ve ekonomik degere sahip peynir
cesitleridir (Togay ve ark., 2020). Bunlarin disinda Tiirkiye’de iretilen peynirlerin
%10’luk kism1 yoresel peynirlerden olusmaktadir. 2005 yilinda Cetinkaya A. tarafindan
yayimlanan “Yoresel Peynirlerimiz” kitabinda, peynirlerimiz cografi bolgelere gore

gruplandirilmis ve toplam 193 ¢esit peynirden bahsedilmistir.

Peynirlerin icerikleri ve besin 0Ozelliklerinin yaninda, peynirlerin igerdikleri
mikroorganizma cesitliligi de peynirden peynire farklilik gostermektedir. Mikrobiyom,
belirli bir ortamda bulunan bakteri, arkea, kiif ve mayalardan olusan mikrobiyal
toplulugun olusturdugu mikrobiyotanin toplam genomu olarak ifade edilmektedir
(Knight ve ark., 2018).

Peynirin mikrofloras1 eklenen kiiltiiriin, peynir siitiiniin florasinin (6zellikle pastorize
edilmemis siit kullanildiginda) ve iiretim ortamindan edinilen floranin bir karisimidir
(Broome ve ark., 2011). Ekolojik bir ¢alismada birgok farkl: tiiriin bir arada bulunmasi
miimkiin oldugundan mikrobiyotanin bulundugu konakg¢1 ortami insan, hayvan ve bitki
ornekleri icerebilecegi gibi bunlarin yaninda cevresel bir 6rnek de bulundurmasi
muhtemeldir (Gloor ve ark., 2017). Mikrobiyotanin zaman i¢inde nasil gelistigini
anlamak, gidalarin mikrobiyal ekolojisini incelemek i¢in Onceliklidir. Mikrobiyal
popiilasyonlardaki degisiklikler, dogal fermantasyon dinamiklerini takip etmek, starter

veya yardimcir kiiltiirlerin durumunu izlemek veya gida saklama kosullarina gore



bozulmayla iligkili popiilasyonlardaki degisimleri gdézlemlemek icin yararl bilgiler

saglamaktadir (Ercolini, 2013).

Peynir mikrobiyotasinin yapisi, siitiin hayvansal kokenine ve kullanilan bilesenlere gore
degismekte ve ayrica pastorize ve ¢ig siit arasinda farklilik gostermekte oldugundan
buna gore; bir peynir ¢esidinin iginde bulundurdugu tiim mikroorganizma topluluguna
peynir mikrobiyotast demek dogru kabul edilmektedir (Ercolini, 2013). Tuz igerigi,
olgunlasma derecesi, otlar ve baharatlar gibi bilesenlerin eklenmesi ve diger faktorler de
peynir mikrobiyotasini ve dolayisiyla peynirin organoleptik 6zelliklerini etkilemektedir
(Jonnala ve ark., 2018). Calismalar dogrultusunda endiistriyel olarak iiretilen beyaz
peynirlerin pastorizasyon sonrasinda rahatlikla tiiketilebilir oldugunu fakat iiretim
stirasinda ¢ig slite uygulanan 1s1l islem ile bulunan mikroorganizmalarin tamaminin yok
edilmede yeterli olmadigi ortaya konulmustur (Kable ve ark., 2016). Giinimiizde
market raflarinda bulunan bazi beyaz peynirler olgunlastirilmak yerine taze olarak
tiiketime sunulmaktadir (Cerit ve ark., 2021). Birgok mikroorganizma turuniin peynir
miktobiyotasina gegebildigi varsayilmakta ve bu duruma sebep olan etmenler arasinda
hem {iretim ortaminda bulunan ekipmanlar hem de siitiin kendi mikrobiyotasi oldugu
ifade edilmektedir (Stellato ve ark., 2015). Sevilerek tiketilen tim peynirlerde peynirin
kalitesi tliketici icin oldukca 6nemli iken peynirdeki mikroorganizmalarin bir kisminin
peynirin kalitesini olumlu yonde etkiledigi, bir kismimin ise peynirde olumsuz
degisikliklere sebebiyet verdigi bilnmektedir. Dahasit bOyle durumlarda tiiketicilerde
peynir tilketimine bagli gida zehirlenmeleri ortaya ¢ikabilmektedir (Kaynar, 2011). Gida
zehirlenmeleri gibi saglik sorunlarina sebep olan peynirlerin yapiminda igme siitlerinde
kullanilan yiiksek kaliteye sahip olan siitler yerine iginde bakteri sayisinin yliksek
oldugu disiik kaliteli siitlerin kullanildig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira yoresel
olarak dretilen peynir tlrlerinde iretim yapildigi ortamin, siit sagim seklinin ve
depolamanin yeterince hijyenik olmamasinin kontaminasyonu artirdigi bilinmektedir.
Bundan sonra yapilacak olan 1sil islemin peynirde bulunan patojen mikroorganizmalarin
tamamin1 yok etmeye yeterli olmadig1 kanitlanmistir (Yerlikaya, 2018). Mikrobiyotanin
zaman i¢inde nasil gelistigini anlamak, gidalarin mikrobiyal ekolojisini incelemek i¢in
onceliklidir. Mikrobiyal popiilasyonlardaki degisiklikler, dogal fermantasyon
dinamiklerini takip etmek, starter veya yardimeci kiiltiirlerin durumunu izlemek veya

gida saklama kosullarina gore bozulmayla iligkili popiilasyonlardaki degisimleri



gozlemlemek igin yararl bilgiler saglamaktadir (Ercolini, 2013).
1.1. Suirk Peynirinin Ozellikleri

Peynirlerin  bir kisminin  olgunlastirilmasinda  standart olarak  belirlenmis
mikroorganizmalar kullanilirken, 6zellikle icerisinde bitkisel ilaveler bulunan ve uzun
siire olgunlastirilan ‘otlu peynirler’de gozlenen mikroorganizma ¢esitliligi dikkat
cekicidir.

Ot ve baharatla olgunlastirilan peynir grubu iginde en bilinenlerden birisi de Hatay’in
Siirk peyniri’dir. Hatay ilinin bazi ilgelerinde tiretilen yoresel bir peynir ¢esidi olan siirk,
‘Hatay kuru ¢okelegi’ olarak da bilinmektedir. Siirk peyniri, asitligi artirilmis siitten
elde edilmektedir. Genellikle yogurttan veya yogurt ile elde edilen tereyagindan sonra
kalan ayrana 1s1] iglem uygulanmasiyla iiretilen ¢okelekten yapilmaktadir (Hayaloglu ve
Ozer, 2021). Elde edilmis olan ¢okelegin igerisine ¢drekotu, taze kekik, karanfil, tar¢in,
kimyon, Kisnis, yenibahar, kirmizi pulbiber, karabiber, doviilmiis hindistan cevizi,
mahlep, nane, zencefil, sarimsak ve tuz vb. ilave edildigi belirtilmekle beraber eklenen
baharatlar, damak zevkine goére, evden eve mahalleden mahalleye farklilik
gosterebilmektedir. Siitiin 1s1l isleme maruz birakilmasindan sonra elde edilen ¢okelegin
baharat ve ¢esitli otlarla yogurulmasi isleminden sonra olusan karisima armut bi¢imi
verilmekte ve elde edilen parcalarin tlizerleri tiilbent ile ortiilmektedir. Bazi durumlarda
tilbent ile Ortilerek gilineste kurutmak yerine tercihen 3-4 gun golgede de
kurutulabilmektedir. Peynir, yogurmay: takiben 2-3 gin icerisinde taze olarak
tiiketilebilecegi gibi karanlikta 6 aya varana kadar olgunlagmasi saglanarak da
tiketilebilmektedir. (Unsal, 1997; Kése ve Ocak, 2015; Hayaloglu ve Ozer, 2021). Siirk
peynirinin olgunlastirilmas: bazi durumlarda zeytinyagina daldirilarak bazen de
zeytinyagi ile bulandiktan sonra, Uzeri bir filmle kaplanarak gergeklestirilmektedir
(Hayaloglu ve Fox,
2008).



Kawvnatilan vogurda limon
suyu ve tuz eklenir

Sogutulup suvu sizilerek
cokelek elde edilir

Baharat eklemesi vapilir

[z1l 13leme maruz birakalir

Yogurma iglemi ile birlikte
sekil verilir

3-4 giin icersinde 6 ava kadar
kurutularak taze tilketilir olgunlagtinlarak tiketilir

Sekil 1. 1 Cokelekten Siirk peyniri tiretimi basamaklari.

Genellikle 151k gormeyen sicak bir ortamda olgunlasan siirk peynirinin iizerinde kiif
olusumu goézlenmekte, peynirin taze haline gore belirgin bir renk, koku, aroma
degisikligi farkedilmektedir. Bu degisimden mikroorganizmalarin sorumlu oldugu
belirtilmistir. Geleneksel olarak tiretimi gerceklestirilen bir¢cok peynirde kiif gelisiminin
istenilen bir durum olmasinin sebebi ortamda bulunan fungal enzimlerin peynirin
kalitesini yukselterek peyniri daha lezzetli hale getirmesidir. Bunun yani sira
olgunlastirma asamasinda ortam sartlarina dikkat edilmesi olduk¢a dnem tasimaktadir.
Ortam kosullarinin kontrolsiiz olmasi, istenmeyen kiiflerin ortaya ¢ikmasina sebep
olacagindan bu durum tiiketici i¢in biiytik risk tasimaktadir (Delgado, 2016). Kiflerin
lezzet verici Ozellikleri yaygin olarak bilinse de bazi durumlarda olumsuz sartlar
gelisebilmekte ve ortamda zararli olan mikotoksinler meydana gelebilmektedir. Fakat
kiflerin drettikleri bazi proteinler sayesinde bu zararli yapilarin gelisimlerinin

baskilandig1 ispatlanmistir (Hegediis ve Marx, 2013).



Kiifler, dogada mantarlar alemi igerisinde kendine yer bulmaktadir. Mantarlar, byuklik
ve bi¢gim bakimindan oOnemli farkliliklar gostermekte, ancak U¢ ana gruba
ayrilabilmektedirler: ¢ok hicreli filamentli mantarlar (kufler); tek hicreli mantarlar
(mayalar); ve biiyime kosullarina bagli olarak biiylimelerini ¢ok hiicreli veya tek
hiicreli bir forma degistirebilen dimorfik mantarlardir (Campbell ve ark., 2013).
Tahminlere gore 1,5 ila 5,1 milyon tiir arasinda degiskenlik gosteren kiifler, sapkali
mantarlar, likenler ve mayalarin bulundugu diinyadaki en biiyiik ikinci Okaryotik
organizma grubunu temsil eden mantar alemi, biyosfere, insan endiistrisine, tibba ve
arastirmalara 6nemli katkilarda bulunan, oldukca c¢esitli yasam Oykiilerine sahip
canlilardir (O'Brien ve ark., 2005, Stajich ve ark., 2009). Mantarlarin dogadaki esas
rollerinin  besin elementlerinin  (mikro ve makro elementler) topraga geri
kazandirilmasinda diger bir deyisle madde dongiisiindeki kilit konumda olmalariyla
ilgili oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda mantarlarin dogal triinler olarak bilinen
sekonder metabolitleri tretmeleri, ilag kesfi gibi biiyiikk endiistriyel uygulamalar igin
oldukga 6nemli kabul edilmektedir. Antik ¢aglardan beri sekonder metabolitlerin
insanlar tarafindan bitki 6zlerinden elde edilmesiyle hem bitkisel ilag hem bazi
durumlarda dogal zehir olarak tedavi amacgh kullanilmalar1 s6z konusudur (Aly ve ark.,
2011). Bitkilerin yaygin olarak antik ¢aglardan beri kullanilageldigi bir diinyada,
cogunlukla penisilin, kolesterol diisiirlicli, antibiyotik veya immiinomodiilatér ajan
olarak kullanilanlar da dahil olmak {izere antikanser, antifungal, antidiyabetik ve
immiinosupresan bilesikler iiretebildikleri bilinen mantarlarin da potansiyeli oldukca
yuksek ve yeni bir sekonder metabolit kaynagi olarak ortaya ¢ikmasi olduk¢a heyecan
verici olarak degerlendirilmekte ve yeni mantar sekonder metabolitlerinin kesfi i¢in
yapilan ¢aligsmalar artarak devam etmektedir (Sachin ve ark., 2013, Raja ve ark., 2022).
Bu sebepten gelecek yillarda mantarlardan elde edilecek sekonder metabolit ve
kimyasal bilesiklerin daha fazla sayr ve miktarda Gretilmeleri beklenmektedir.
Mantarlarin bilimsel arastirmalarda yani ekolojik, taksonomik ve uygulamali olarak
genomik ile farmasoétik gibi alanlarda kullanilmasi igin tiir diizeyinde tanimlanmalar: bu
anlamda oldukg¢a 6nemli goriilmiistiir (Raja ve ark., 2017).

Biyoloji tarihinde, bilim insanlar1 canli organizmalar1 tanimlamak i¢in morfolojik,
fizyolojik ve biyolojik veriler de dahil olmak iizere ¢esitli veriler kullanmiglardir.

Mantar tiirlerini dogru ve kesin bir sekilde tanimlama asamasinda morfolojiye dayali



yaklasimin kullanilmasindaki ana smirlayict faktorlerden biri uzmanlik bilgisine
duyulan ihtiyagtir. Ozel Kiiltiir ortamlari, dzel saklama kosullari, sinirh biiyiime hiz1 gibi
mantarlara 6zgii diger bazi1 karakterler de morfolojik yontemlerin sik karsilasilan diger
sorunlaridir (Wengenack ve Binnicker, 2009). Ayrica mantarlar1 siniflandirmada
kullanilan morfolojiye dayali sistem, ayni organizma i¢in birden fazla potansiyel tiir
adimm bir arada kullanabilmekte ve bu sebeple taksonomik karigikliga sebep
olabilmektedir. Buna Ornek olarak lireme asamalar1 sirasinda gozlenen morfolojik
farkliliklar ayn1 organizma i¢in ¢oklu taksonomik siniflandirmalarin yapilmasina neden
olabilmektedir. Bu durumun arastirmacilar igin bir engel olusturdugu, karisikliklara ve
yanlis tanimlamalara sebep oldugu ifade edilmistir (Lopez-Canovas ve ark., 2017). Bu
sebeplerle mantar taksonomisinde fenotipik karakterler yerine veya bunlara ek olarak
belirli genlerin niikleotid dizilerinin karsilagtirmalarina dayanan bir dizi ilave kriterin
getirilmesi icin blyulk caba sarf edilmektedir (Seena ve Pascoal, 2010). Mantar evrimi
ve morfolojik ¢esitliliginin, bakterilerde oldugu gibi, tek bir genetik belirteg (marker) ile

belirlenebilecek durumda olmadig: belirtilmistir.
1.2. Mantarlarin Ozellikleri

Mantarlar, kendilerini diger organizmalardan ayiran 1yi tanimlanmis 6zelliklere sahiptir
(Parker ve ark., 2016). Mantarlar genellikle kiifler olarak adlandirilir ve ayr1 bir alem
olarak kabul edilirler (Crous ve ark., 2009). Bu organizmalar hif ad1 verilen ¢ok hiicreli
filamentler seklinde biiylimektedirler. Boru seklinde dallanan hiflerden olusan bu
baglantili ag, genetik olarak 6zdes birden fazla gekirdege sahiptir ve ‘koloni’ ya da daha
teknik bir ifadeyle ‘miselyum’ olarak adlandirilan tek bir organizma olarak kabul
edilmektedir (Samson, 2011). Hiicreler arasinda duvarlari olan hiflere ‘septat hif’;
hiicreler arasinda duvar ve hiicre zar1 bulunmayan hiflere ‘nonseptat’ veya ‘koenositik
hif> denilmektedir (Parker ve ark.,2016).



Sekil 1. 2 A) Septat hif yapisi B) Koenositik hif yapisi C) Pseudo hif yapisi

(BioRender.com’da hazirlanmuistir).

Mantarlarin ¢cogu eseyli bir yasam dongiisii ve eseyli sporlarin (zigosporlar, askosporlar
ve basidiosporlar) karakteristik olusumu ile gogalmakta ve yasam dongiilerine gére bu
organizmalar Zygomycetes (veya Zygomycota), Ascomycetes (Ascomycota) veya
Basidiomycetes (Basidiomycota) ana takim olarak smiflandirilabilmektedir. Ayrica
gercek miselyum iiretmeyen ve geleneksel olarak tek hiicreli yapilar olarak kabul edilen

mayalar da Ascomycetes veya Basidiomycetes'e aittir (Samson, 2011).

Eseysiz tireme genellikle tomurcuklanma, pargalanma (fragmentasyon) veya sporlar ile
olmaktadir (Samanta, I., 2015). Fungal aseksuel sporlarin dort farkli mekanizma ile
uretildigi bilinmektedir. Bunlar: 1- ‘Artrospor’ veya ‘oidia’ 6nceden var olan hifal
filamentlerin parcalara ayrilmasi ile Uretilmektedir. Belirli bir hifal dalin iretimi
dogrudan pargalanmadan Once gergeklesiyorsa, sporlar ‘artrokonidi’ olarak da
adlandirilmaktadir. 2- Hava hifleri tarafindan iiretilen kalin duvarli ve tek hiicreli
sporlara ‘klamidospor’ denilmektedir ve olumsuz ¢evre kosullarina karsi oldukca
direncli olarak bilinmektedirler. Klamidosporlar tipik olarak 6nceden var olan vejetatif
hifal hicreler iginde, protoplastin biiziilmesi ve i¢ kisminda kalinlagmis ikincil bir hiicre
duvarinin olusumuyla endojen olarak tek Unite halinde meydana gelmektedir. (Fischer
ve Kies. 2006; Samanta, |. 2015). 3- Kese benzeri 6zellesmis sporangium adini alan
tireme hifasi igerisinde sitoplazmik boliinme ile her biri ¢ok sayida tek hiicreli olan
sporangiosporlar olusmaktadir (Etxebeste ve ark.,2019). 4- Konidiyofor denen yapilara
bagli, kucuk ve eseysiz sporlara ‘konidya’ adi verilmektedir. Konidyosporlar ya da
konidya, sporojen hiicresinden lokalize sisme (tomurcuklanma) ve sonrasindaki daralma
yoluyla disaridan gelisen ekzosporlardir. (Fischer ve Kies., 2006). Tomurcuklanma ile
uretilen sporlar ise ‘blastokonidia’ adi1 almaktadir. Eseyli spor tipleri Sekil 1.3’te

verilmistir.
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Sekil 1. 3 Eseysiz spor tipleri. A) Sporangiosporlar B) Zoosporlar C) Artrosporlar D)
Klamidosporlar E) Konidia (Dube,2013).

Mantarlar askospor, basidiospor, zigospor ve oospor seklinde dort tip eseyli spor
uretmektedir. Bunlardan askosporlar, tek hicreli olup ‘askus’ olarak bilinen kese
benzeri bir yapi1 icinde iretilmektedir. Her bir askus ise sekiz askospor igermektedir.
Ikinci tip eseyli spor olan Basidiosporlar ise, basidium olarak bilinen comak seklindeki
bir yapr iginde iiretilmektedirler. Iki uyumlu talusun ya da gametanginin birlesmesi ile
tiglincii eseyli spor tipi, zigosporlar Uretilmektedir. Dordiincii ve son tip eseyli spor olan
oosporlar ise, disi gametangium (oogonium) iginde tiretilmektedir.

Iki uyumlu hifin kaynasmasindan sonra erkek gametler (anteridyumda uretilen)
oogonyuma girmekte ve oosporlart iretmek icin disi gametleri (oosferleri)
dollemektedir (Samanta, 1., 2015).



Sekil 1. 4 Eseyli spor tipleri; a, askospor; b, askus; ¢, basidiospor; d, basidium; e,

zigospor; f, gametangium; g, oospor; h, oogonium; i, anteridyum (Samanta, 1., 2015).

1.2.1. Yasam Déngiileri

Mantarlar aleminin igerisinde bulunan bir¢ok organizmanin yasam dongiilerine
bakildiginda hem eseyli hem de eseysiz iireme evreleri goriilmektedir. Siniflandirma
yapilirken eseyli sathada olusan yapilar baz alinarak géz oniinde bulundurulmaktadir
(Moore-Landecker, 1996). Bu sebeple eseyli evrede gelisen iireme yapilari oldukga
onemli kabul edilmektedir. Eseyli lireme icin gerekli olan bazi yapilar sadece 6zel
kosullar altinda ortaya ¢ikmakta ve bazi durumlarda ise safha tamamen ortadan kalkmis
olabilmektedir. Bunun gibi mantar sistematiginde temel alinan morfolojik karakterlerin
kisith  kullanilighligindan dolayr iki farkli siniflandirma sekli gelismistir. Bunlar,
telomorfik siniflandirma ve anamorfik siniflandirma olarak adlandirilmistir. Telomorfik
simniflandirmada eseyli iireme sathasinda olusum gosteren fruktifikasyon yapilari, eseyli
sporlar1 ve tallus yapilart g6z Oniinde bulundurulurken; anamorfik siniflandirmada
eseyli tireme tam olarak tespit edilmediginden, funguslarin eseysiz sporlar1 ve tallus
yapilar1 kriter alinarak siniflandirma gergeklestirilmektedir (Sneh ve ark., 1991). Fakat
anomorfik olarak yapilan smiflandirmalar genellikle gozleme dayali oldugundan hata
paymin yiiksek oldugu ve zaman alict oldugu kabul edilmektedir. Bu gibi
belirsizliklerin bazi durumlarda ayni taksona iki fakli isim verilmesiyle sonuglandig

goriilmiistiir (Reynolds ve Taylor, 1992).



Zygomycetes olarak bilinen mantar gruplarinda hem eseyli hem de eseysiz yasam
dongiileri goriilmektedir. Eseyli tireme dongiilerinde ilk evrede miseller olusmakta ve +
ile — ¢iftlesme tipleri birbirlerine yakin bulunduklarinda aralarinda gametangia denen
uzantilar meydana gelmektedir. Ciftlesme tipleri arasindaki flizyon sonucu ¢oklu
haploid cekirdekli bir ‘zygosporangium’ olusarak plasmogami evresi tamamlanmis
olmaktadir. Zigosporangiumun kalin, koruyucu bir tabakaya sahip oldugu bilinmektedir.
Sonrasinda karyogami ile meydana gelen zigot diploid ¢ekirdege sahip olmaktadir. Son
evrede mayoz ve ¢imlenme gozlemlenmektedir. Bu asamada bir sporangium haploid
sporlar igererek bir sap tizerinde gelisim gostermektedir (Parker ve ark., 2016).

Zygomycetes Yasam Donglsu
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Sekil 1. 5 Zygomycetes’lerin sematik olarak yasam dongiisii (Parker ve ark.,2016).

Ascomycetes tiirlerinin yasam dongiilerinde eseysel evrelerinde gozlenen haploid safha
baskindir ve ‘asci’ {iretimi ile karakterizedir. Ilk olarak plazmogami evresinde
askogonyum ve anteridyum denen yapilar birbirleriyle kaynagmaktadir. Ardindan mitoz
ve hiicre boliinmesi ile uglarinda askus bulunan dikaryotik hifler meydana gelmektedir.
Bu yap1 aslinda meyve govdesini olusturarak askokarp adin1 almaktadir. Karyogami ile
zigot olusarak asci i¢indeki ¢ekirdek diploid (2n) forma gegmektedir. Bunun ardindan
once mayoz boliinme ile dort ¢gekirdekli askus olugsmakta sonra mitoz bolinme gegirerek

sekiz cekirdekli haploid (1n) askospor meydana gelmektedir. Bunun sonunda eseysiz
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evre olarak kabul edilen siiregte askosporlarin dagilip ¢imlenmesi gergeklesmektedir
(Parker ve ark., 2016).

Ascomycetes Yasam Donglsi
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Sekil 1. 6 Ascomycetes’lerin sematik olarak yasam dongiisii (Parker ve ark., 2016).

Basidiomycetes’lerin yasam dongiilerinde sadece eseyli iireme goriilmektedir. Ilk olarak
cimlenme ile + ve — giftlesme tiplerinde miseller olusmaktadir. Bu iki giftlesme tipleri
arasinda flizyon ile dikaryotik miselyum meydana geldigi gézlenmektedir. Miselyum
uygun cevre kosullar1 altinda tepe kisimlarinda basidia hiicrelerini iceren bir
‘basidiokarp’ denen yapiy1 olusturmaktadir. Karyogami ile basidia diploid gekirdekli
olurken mayoz bolinme gecirdikten sonra dort cekirdekli haploid basidyum meydana
gelmektedir. Ardindan hiice boliinmesi ile dort basidiospor olugsmakta ve bunlarin tekrar

dagilip ¢imlenmesiyle yasam dogiisii devam etmektedir (Parker ve ark., 2016).
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Sekil 1. 7 Basidiomycetes’lerin sematik olarak yasam dongiisti (Parker ve ark., 2016).

Ic mekanlarda bulunan tiirlerin ¢ogunda esey evresi yoktur ve genellikle Fungi
Imperfecti, Deuteromycetes veya Hyphomycetes olarak adlandirilmaktadirlar. Ancak bu
mantarlarin ¢ogu filogenetik olarak Ascomycetes'e aittir. Wallemia, Schizophyllum ve
Sistotrema gibi bazi cinsler ve Sporobolomyces mayalari Basidiomycetes'tir. Mevcut
mikolojik terminolojide eseyli veya miitkemmel durum teleomorf olarak adlandirilirken,
eseysiz (veya kusurlu evre) anamorftur. Cogu aseksiiel igmekan kiifii i¢in bu nedenle

dogru terminoloji, ‘anamorfik mantarlar’ olmaktadir (Samson, 2011).

Anamorfik mantarlarin sporuna ‘konidyum’ denilmektedir. Konidileri tasiyan yapi ise
konidiyofordur. Konidyum olusumu farkli cinsler arasinda degisiklik gosterip, hava
kaynakli propagiil iiretme etkinlikleri esas olarak konidyum olusum modu tarafindan
belirlenmektedir (Cole ve Samson 1979). Ornegin Aspergillus ve Penicillium tirlerinin,
kolayca havayla tasinabilen ¢ok sayida kuru konidyum tiretmeleri, bu mantarlarin ig
ortamda baskin tiir olmalarini agiklar niteliktedir. Diger tiirlerde ise sporilasyon, islak
baglarda veya meyve govdelerinde meydana gelmektedir. Sonu¢ olarak bu ¢esitli
sporlanma sekilleri biiyiik 6l¢lide konidileri iireten 6zel hiicrelere ve ekolojik kosullara

baghidir (Samson, 2011).
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1.2.2. Mantar Tayininde Morfolojik Degerlendirme

Bakteriler veya virlisler gibi diger O©nemli patojenlerin aksine mantarlarin
smiflandirilmasi ve tanimlanmasi esas olarak morfolojik kriterlere dayanmaktadir.
Mantarlar mikroskobik oldugundan morfolojik agidan incelenmelerinde 1s1k
mikroskobuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Klasik 151tk mikroskobu yontemleri Nomarski
diferansiyel interferans kontrast ve floresans mikroskobisi ile sitokimya ve ascus apikal
yapilar1 i¢in gelistirilene benzer yeni boyama tekniklerinin gelistirilmesi ile
iyilestirilmistir. Genellikle enfeksiyon sirasinda ¢ogu patojenik mantar, sportilasyonun
olmadig1 vejetatif faz1 gostermektedir. Konak dokuda bulunan hiflerin pigmentasyonu,
sekli ve septalarinin var olup olmamast gibi durumlar tanimlamada yardimci
olmaktadir. Fakat gozlenen bu yapilar spesifik olmadigindan dogru bir tanimlama i¢in

mutlaka mantar kilttrine ihtiya¢ duyulmaktadir (Guarro ve ark., 1999).

Tablo 1. 1 Mantar Tayini i¢in Yapilan Morfolojik Degerlendirmeler

Morfolojik ve Fenotipik Inceleme
Malt Extract Agar (MEA), Czapek Extract Yeast Agar
Kiiltir hazigfamada (CYA), Czapek Dox Agar (CZ), Potatoes Dextrose Agar
kullanilan besiyerleri (PDA), Yeast Extract Sucrose Agar (YES), Ceratine Sucrose
Agar (CREA)
Makroskobik Degerlendirme Mikroskobik Degerlendirme
e Kolonilerin olusturduklar e Konidi sekli ve baslarinin biiyiikligi
renk, sekil e Konidioforlarin ve konidilerin
e Koloninin alt kisminin rengi uzunlugu, genisligi, blylikligi, ¢api,
e Koloni ¢ap1 dokusu ve rengi
e Koloninin yiizey durumu e Sporlarin ve sporangioforlarin sekli,
e Hiflerin gériintiisii ve koku biyikligi
e Hiflerin pigmentasyonu e Hiflerin yapisal 6zellikleri
e Hiflerin septalarinin varlig e Sklerotia ve klamidosporlarin varlig
e Meyve govdesinin tipi
e Askus tipi
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1.2.3. Mantar Tayininde Yaygin Olarak Kullanilan Molekiiler Yontemler
Gunimduzde canlilarin DNA dizi temelli tanimlanmasi ve smiflandirilmast yaygindir.
Molekdler yontemler hizli teshis, birbirlerine yakin morfolojileri olan farkli tiirlerin
ayriminin dogru bir sekilde yapilmasi, yakindan iliskili olan tiirlerin veya karmasik
organizmalarin tanimlanmasi gibi geleneksel morfolojik yaklasimlardaki bircok
sinirlamalara ¢ozim olmustur (Asemaninejad ve ark.,2016). Mantarlarin morfolojik
Ozelliklerinin tamimlamada yeterli olmadigi durumlarda fizyolojik ve biyokimyasal
teknikler uygulanmaktadir. Ancak az farklilasma gostermis filamentli mantarlarda bu
tarz yontemlerin oldukga zahmetli ve zaman alici oldugu ifade edilmekte ayrica
incelemelerden elde edilecek sonuclarin da birbirleriyle uyumsuz sonug verebilecekleri
ve nihayetinde elde edilecek taksonomik ayrim seviyesinin yetersiz kalacagindan
molekiiler yontemlere bagvurulmaktadir.

PCR yonteminin ortaya ¢ikistyla organizmalarin genlerinin ¢ok daha kolay ve hizli bir
sekilde klonlanmasi ve elde edilen gen dizilerinin birbirleriyle karsilastirilmasi
sistematik alaninda biiyiik bir kolaylik saglamis ve molekiler yonteme yonelimi tesvik
etmistir. PCR’a dayali sitematik analizler, az sayida mantar hiicresinin ve hatta tek
sporlarin, kurutulmus herbaryum materyalinin veya soyu tiikenmis organizmalarin

analiz edilmesine olanak saglamistir. (Guarro ve ark., 1999; Kilicoglu ve Ozkog, 2008).

Mantar Sistematifinde
Eullanilan Molekiiler
Y éntemler

EAPD (Rastgele Amplifive Olmus
Polimorfik DINA),

EFLP (Restniksiyvon Fragmentlerinin
Uzunluk Polimorfizimni),

AFLP (Amplifive Olmus Fragmentlerin
Uzunluk Polimorfizii),

DNA mikrogip yvitemi,

DGGE (Denatiire Edici Gradvan Jel
Elektroforezi),

PFGE (Darbeli Alan Jel Elektroforezi)

Sekil 1. 8 Mantar Tayininde Kullanilan Molekiiler Yontemler (Liu ve ark., 2006; Xu.,
2006; Koloren ve ark., 2017; Green ve Sambrook, 2019;)
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1.2.3.1. DNA Barkodlama

DNA barkodlama, canli organizma tiirlerini hizli ve dogru bir sekilde tanimlama igin
kullanilan sistemdir. Bu sistem bir gene veya az sayida gene ait nikleotid dizisi
verilerinin  kullanilmasina dayanmaktadir. Filogenetik agagtaki niikleotid dizisi
verilerine dayanarak bir mantar turunin filogenetik konumunun belirlenmesi ve hedef
tdr dizisinin yiiksek benzerlige sahip diger tiirlerle karsilastirilmasinin ardindan, tiir igin
DNA barkodu tasarlamak mimkiin olmaktadir. (Hebert ve ark., 2003).

DNA barkodlama prosedirinde ilk asama ornegin dikkatli bir sekilde, cografi konumu
ile yerel gevresi hakkinda etiketleme yapilarak toplanmasidir. Toplanan 6rnekten mantar
DNA’sinin izole edilmesinin ardindan Okaryotik ribozomun blylk ve kiglik alt
birimlerini kodlayan gen bélgelerinin arasinda kalan ve ITS (internal Transcribed
Spacers) olarak adlandirilan kisminin barkod olarak belirlenen bdélgesi PCR ile
cogaltilmaktadir. PCR sonrasinda elde edilen iiriinler (amplikon) bir veya her iki yonde
dizileme igin gonderilmektedir. Dizileme sonuglar1 daha sonra bir DNA veri tabaninda
arama yapmak i¢in kullanilmaktadir. Yapilan BLAST temelli analizde saptanacak bir
eslesme, veritabaninda zaten temsil edilmekte olan bir tlrin hizli bir sekilde
tanimlanmasini saglamis olmaktadir. (Ratnasingham ve Hebert, 2007).

Fungal rRNA gen dizilerinin (veya diger bir deyisle rDNA sekanslarinin) birbirleriyle
kiyaslanarak analiz edilmelerine dayali olarak yapilan mantar tanimlamalart ¢gogunlukla
cins ve familya seviyesinde tiir tanis1 yapilmasina izin vermektedir.

Alternatif olarak fungal ITS bolgelerinin, bu baglamda, rRNA genlerinden daha ylksek
bir taksonomik ¢oziiniirliik sagladigi ve genellikle farkli ortamlardaki fungal topluluk
aragtirmalart i¢in kullanildiklari ifade edilmistir (Anderson ve Cairney, 2004). Ayrica
2007 yilinda ITS bolgeleri, mantarlar1 barkodlamak i¢in kullanilabilecek en uygun aday
bolgeler olarak 6nerilmistir (Seena ve Pascoal, 2010). Sonrasinda yapilan ¢alismalarda
da peynirdeki en Onemli mantarlar arasinda yer alan Penicillium tlrlerinde ITS
dizilerinin benzerliklerinin karsilastirilmasina dayali olarak yapilan analizlerin, rRNA
gen dizisine dayali olarak gergeklestirilen tiir tayininden ¢ok daha iyi sonu¢ verdigi
ifade edilmistir (Jany and Barbier, 2008).

ITS bolgeleri, ITS1 ve ITS2 olarak isimlendirilmis iki degisken ve kodlama yapmayan
bolgeyi ifade etmektedir. Bu bdlgelerden ITS1, yiiksek diizeyde korunmus kiigiik alt
birim(SSU, 18S) ile 5.8S’lik diger rRNA alt birimini kodlayan gen bolgesi arasinda yer
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alirken; 5.8S’lik rRNA alt birimini kodlayan bolge ile blylk alt birimi (LSU, 28S)
kodlayan rRNA genleri arasinda ise, yine kodlama yapmayan ITS2 bolgesi yer
almaktadir (Gardes ve Bruns,1993, Crous et al., 2009; Liu ve Schardl, 1994). LSU
boélgesinden sonra genellikle inter genik sekanslar olarak adlandirilan, IGS1 ve 1GS2
olmak iizere iki boliimden olusan IGS bolgesi yer almaktadir. Bu iki bolge arasindaki
kisimda, bazi gruplarda, 5S bolgesi de bulunmaktadir. Bu bolgeyi farkli mantar
gruplarinda ¢ogaltmak i¢cin VOG / ITS4, ITS1 / ITS4, ITS5 / ITS4 ve ITS1 / ITS4 dahil

olmak {izere ¢ok sayida primer tasarlanmistir (Crous et al., 2009; Schoch et al., 2012).

Eukaryotic cell

rDNA array e — < — - —

rDNA
1GS 5" ETS 188 5.8S 28S 3" ETS

ITS1 1ITS2

Sekil 1. 9 Okaryotlarda i¢ transkripsiyonlu ara bélgeler ve rDNA. ITS bélgeleri 1 ve 2
kirmiz1 renktedir ve protein yapisina dahil olan fonksiyonel rRNA elementleri mavi
renkte gosterilmistir. IGS: intergenik ara bolge, ETS: Transkripsiyonu yapilan dis
kisimdaki (Gen dis1) ara bolge (Stat ve ark.,2012).

Bunlarin  disinda  ribozomal olmayan baska genler de barkod olarak
kullanilabilmektedir. DNA barkodlama igin kullanilan diger alternatif barkod DNA
bolgeleri mitokondriyal sitokrom c oksidaz 1 (CO1), D1/D2 LSU rDNA, Histon spacer,
TUB, ACT, uzama faktori 1-alfa'y1 kodlayan TEF-1/ TEF-1a dizileridir (Das ve Deb,
2015). RNA polimeraz II'nin en buyiik iki alt birimini kodlayan RPB1 ve RPB2 genleri,
b-tubulin A'y1 kodlayan BenA geni, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenazi kodlayan GPD

genleri de ayn1 amag i¢in kullanilan diger gen 6rnekleridir (Berbee vd., 1999; Einax ve
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Voigt, 2003; James ve ark, 2006;). Cogu mantar grubu i¢in LSU kodlayan rDNA
bolgesinin D1/D2 (D: Divergent) kismi da dikkate alinmistir. Ancak D1/D2 bolgesinin

de tlr diizeyinde yeterli olmadigi kanaatine varilmistir (Das ve Deb, 2015).

18S SSU ITS1 5.88 ITS2 28S LSV

NS3
5.85 tRoR |  LR3R
- . — J——e
< o « R «
NS2 LR3 LR6
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC IR3  CCGTGTTTCAAGACGGG
NS2 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC LR3R GTCTTGAAACACGGACC
NS3  GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC IR6  CGCCAGTTCTGCTTACC

NS4  CTTCCGTCAATTCCTTTAAG

Sekil 1. 10 Kicuk alt birim (SSU) nrRNA ve biyuk alt birim (LSU) nrRNA
amplifikasyonu i¢in primerler. Primer dizilerinin yonii 5> — 3’ yoniinde verilmistir

(Raja ve ark.,2017).

Sekil 1.10°‘da SSU alt birim ve LSU alt birimlerine 6zgu primerler gosterilmistir. 18S
SSU bolgesi igin kullanilmasi 6nerilen NS1, NS2, NS3, NS4 primerleri bulunmakta,
bunlardan kutu igerisinde gosterilen NS1 ve NS4’lin birlikte kullanilmasiyla PCR’da
yaklasik 1200 b¢ uzunlugunda bir bolge ¢ogaltilmis olmaktadir. Daha yavas evrilen bir
bolge oldugundan aile seviyesinde yapilan filogenetik c¢aligmalar i¢in uygun
goriilmustiir (Raja ve ark., 2017).

28S LSU bolgesi i¢in kullanilmasi onerilen primerler ise LROR, LR3, LR3R, LR6
seklindedir. Bu primerlerden yine kutu igerisinde gosterilen LROR ve LR6’nin PCR da
birlikte kullanilmasiyla, diger bolgede oldugu gibi, yaklasik 1200 b¢ uzunlugunda bir
bolge ¢ogaltilmaktadir. Cins  seviyesinde tanimlama yapilan ¢alismalarda
kullanilabilecek primerler olduklar1 belirtilmistir. LSU bolgesinin bu kismmin SSU
bolgesinde bulunan ve yukarida bahsi gegen bolgeye kiyasla daha hizli evrildigi
belirtilmis ancak yine de evrilme hizinin ITS bolgesinden daha yavas oldugu ifade
edilmistir. LSU bdolgesinin mantarlar icin, ITS bolgesiyle birlikte, INDS (Integrated
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Navigation Data Service) ’deki en biiyiik veri tabanini olusturdugu ifade edilmistir.
Sonug olarak gerek SSU gerekse LSU bdlgelerinden farkli olarak ITS bdlgelerinin,
filogenetik analizlerde tiir diizeyinde tanimlama sagladig1 goriilmiis ve mantar tayinleri
icin DNA barkodlama markori olarak se¢ilmistir (Raja ve ark.,2017).

Alternatif olarak kullanilabilecek ITS1F (veya ITS5 veya ITS1)- LR3 primer ciftleriyle
Sekil 1.11°de belirtilen ITS1’in tamami, 5.8S, ITS2’nin tamami ve ilave olarak
LSU'daki ilk iki bolge (D1 ve D2) c¢ogaltilabilmekte ve sonugta 1100~1150 bg
uzunlugunda bir amplikon elde edilmektedir. Tercih edilen primer ciftinin ITS1F (veya
ITS5 veya ITS1)- ITS4 olmasi durumunda ise 550~600 b¢ uzunlugunda ve icerisine
ITSI’in tamami, 5.8S, ITS2’nin tamaminin dahil oldugu bir bdlge ¢ogaltilmis
olmaktadir (Raja ve ark., 2017).

ITS5 IT52 ITS4 LR3
— - - -
ITS1F ITS1 ITS3 LROR
——— —— —_—
I ——
185 SsU ITS1 5.88 ITS2 285 LsSU
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAL
Ims1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Ims2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
IT53 GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Sekil 1. 11 ITS bolgesinin amplifikasyonu icin primerler (Raja ve ark., 2017).

1.3 Onceki Calismalar

Esen (2014)’in siirk peyniri tizerine gergeklestirdigi bir ¢alismada; peynirin kimyasal,
fiziksel ve genel mikrobiyolojik 6zelliklerinin incelenmesiyle birlikte olgunlagmis
iriinde baskin olan kiif mikroflorasinin tanimlanmasi yapilmistir. S6z konusu c¢alismada
Antakya bolgesinden satin alinan 36 farkli siirk ile ¢alisiimistir. Olgunlasmis stirklerden
izole edilen kdflerin, genetik 6zellikleri g6z o6nlinde bulundurularak tanimlamalar
gergeklestirilmistir. Izolasyon sonras1 molekiiler tayin igin ITS1 ve ITS4 bolgeleri hedef
alimmistir. Hedef bolgenin amplifikasyonundan sonra sekans analizi yapilmistir. TUm
genetik analizler sonucunda elde edilen 67 izolattan 9 farkl tiire rastlanmistir. Bu kiif

tirleri strk orneklerindeki bulunma oranlarina gore sirasiyla Penicillium commune
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(%55,5), Alternaria alternata (%33,3), Cladosporium cladosporioides (%30,5),
Epicoccum nigrum (%16,6), Aspergillus flavus (%16,6), Penicillium chrysogenum
(%13,8), Aspergillus niger var. awamori (%11,1), Phoma sojicola (%8,3) ve Bipolaris

tetramera (%2,7) turleridir.

Esen (2021)’de siirk peyniriyle ilgili yaptig1 calismada 27 adet olgunlastirilmis siirk
peynirinin mikrobiyolojik Ozelliklerinin ortaya konmasi amaglanmistir. LAB ve non-
LAB, mayalar ve kiiflerin tanimlanmasi yapilmistir. PDA besiyerine ekim yapilarak 9
adet kiif tespit etmislerdir. izole edilen kiiflerin genetik analizleri yapilmamis olup
sadece makro morfolojik ve mikro morfolojik agidan degerlendirme yapilmistir.
Calismanin sonucunda tiim izolatlarin Penicillium cinsine ait 6zelliklerde oldugu tespit

edilmistir.

Metin ve Cebi (2022)’nin yaptig1 bir ¢alismada gelenesel kiiflii peynirler kullanilarak
izole edilen kuflerin hizli ve ekonomik tanimlama teknigi olan Fourier doniisiimli
kizil6tesi spektroskopi (FTIR) ile tanimlanmasi igin metot gelistirmek hedeflenmistir.
Calismada, Konya Kufli Tulum, Divle-Obruk KUufli Tulum, Erzurum Kuafli Civil,
Konya Kifli, Divle-Obruk, Kars yoresi Cegil, Elazig-Bing6l yoresi Tomas, Hatay
yoresi Strk, Akdeniz yoresi Tulum ve Rize-Ardesen Golot peynirleri kullanilmistir. Tlk
asamada izole edilmis daha sonra saflastirilmis ve kiiltiir stoklar1 hazirlanmistir. Koloni
morfolojilerindeki farkliliklar gdzlemlenerek kullanilmak igin 43 kiif secilmistir. ITS
bolgesine gore dizi analizi yapilarak tanimlanmis 40 izolatta, 9 farkli tiirden Penicillium
spp. olusmustur. Bunlar, P. roqueforti (21 izolat), P. corylophilum (6 izolat), P. biforme
(5 izolat), P. crustosum (3 izolat), P. spinulosum (3 izolat), P. rubens (2 izolat) ile daha
onceden B-tubulin genine gore tanimlama yapilmis 3 izolat, P. brevicompactum (1
izolat), P. paneum (1 izolat) ve P. solitum (1 izolat) tespit edilmistir. Filogenetik agag

olusturularak tiirler arasindaki iliski belirlenmistir.

Cakmak¢1 ve arkadaglari (2012)’nin gerceklestirdigi bir c¢aligmada, c¢ecil peyniri
tizerinde morfolojik ve molekiiller yontemler kullanilarak tanimlama ve
mikotoksikolojik analizler gergeklestirilmistir. Bu peynirde olgunlagsma siiresi boyunca

peynirin yiizeyinde ve i¢inde dogal kontaminasyon yapan kiifler gelistigi belirtilmistir.
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Calismanin sonucunda, kullanilan 41 ¢ecil peynirinden 186 kiif susu izole edilmistir ve
bu suslarm 165'i Penicillium roqueforti olarak tanimlanmistir. PCR amplikonlari dizi
analizinde 1TS1-5.8S-1TS4 bolgeleri kullamlmistir. KUfli Cecil peyniri (zerinde
molekiiler yontemlerin  kullanmildigr ilk c¢alisma olarak kabul edilmektedir.
Mikotoksikolojik analizler ince tabaka kromatografisi kullanilarak gergeklestirilmis ve
rastgele cogaltilmis polimorfik DNA genotipleri bir RAPD primeri olan aril primeri
kullanilarak belirlenmistir. 165 izolattan sadece 28'i penisilik asit, P. roqueforti toksini

veya rokforin iiretmemis oldugu belirlenmistir.

Erkol ve Colakoglunun (2018)’te yaymmladiklari bir ¢alismada, geleneksel olarak
iiretilen Erzincan tulum peynirinde dort mevsim boyunca satis1 yapilan yerlerden ve
evlerden toplanan peynir Ornekleri ile calistlmistir. Orneklerde gelisim gdsteren
mikrofunguslarin belirlenmesi hedeflenmistir. Steril kosullar altinda laboratuvar
ortamina getirilen Orneklerin makroskobik ve mikroskobik analizler yapilmistir. 200
izolat tespit edilmis olup 5 cins 6rnegi ve 14 tiir tamimlanmistir. Bunlar; Aspergillus
flavus, A. niger, A. parasiticus, A. versicolor, Fusarium oxysporum, Geotrichum
candidum, Penicillium chrysogenum, P. echinulatum, P. griseofulvum, P. palitans, P.
roqueforti, P. solitum, P. verrucosum ve Cladosporium herbarum tirleri olarak

tanimlanmaistir.

Sivas yoresine ait olan Kup peynirlerinin mikrobiyolojik, kimyasal 6zellikleri ile kif
floras1 arastirilmast yOninde bir calisma yapilmistir. Kiif tanis1 yapilmasi ig¢in
besiyerlerindeki gelisimleri dikkate alinarak, makroskobik ve mikroskobik incelemeler
yapilmistir. Chapek Yeast Ekstrakt Agar (CYA), Malt Ekstrakt Agar (MEA), % 25
Gliserin Nitrat Agar (G25N) ve Patato dextrose agar (PDA) kullanilmistir. Sonuglara
gore 31 kuf izole edilip, 31 sus cins ve tiirlere ayrilmigtir. Tiim suslarin arasinda 29 sus
ve %93.5’lik oranla Penicillium cinsine ait oldugu tespit edilmistir. Bu cins icinde
bulunma yogunluklar1 sirasiyla P.chrysogenum (6 sus), P.roqueforti (5 sus),
P.verrucosum (3 sus), P. aurantiogriseum (2 sus), P. brevicompactum (2 sus), P.
griseofulvum (2 sus) ve birer susla P. arenicola, P. camemberti, P. citrinum, P.
commune, P. fellutanum, P. janthinellum, P. oxalicum, P. palitans, P. solitum seklinde

verilmistir. Diger kiif cins ve tiirleri ise sadece iki susla Aspergillus versicolor olarak
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teshis edilmistir (Pekel, 2008).

Bir baska arastirmada, kiiflii peynir 6rneklerinde mikrobiyolojik ozelliklerin ve kif
florasinin belirlenmesi i¢cin Karaman, Konya, Mersin, Nevsehir ve Nigde olmak iizere 5
il cevresinden toplanan toplam 21 ilden pynir &rnegi toplanmistir. Kdiflerin
tanimlanmasti¢in makroskobik ve mikroskobik analizler sonucunda 35 adet kif izole
edildigi belirtilmistir. Bunlar 8 farkli tiire ait olan, Geotrichum candidum, Penicillium
citrinum, P. chrysogenum, P. expansum, P. roquerfortii, P. verrucosum, Penicillium
spp. ve Thamnidium sp. tiirleridir. En ¢ok izole edilenler arasinda sirasiyla P.
roquerfortii, P. citrinum ve P. chrysogenum olmustur. En az izole edilenin ise

Thamnidium sp. oldugu tespit edilmistir (Sagdi¢ ve ark., 2008).

Geleneksel yontemlerle uretilen peynirler tizerine yapilan bir calismada, I¢Anadolu,
Akdeniz ve Dogu Anadolu bolgelerinde iiretilen peynirlerde kontrolsiiz olarak gelisen
kiflerin, Urettikleri sekonder metabolitler nedeni ile halk sagligi agisindan risk
olusturabilecekleri saptanmistir. Olgunlastirilmis peynirlerde kiifler arasinda en ¢ok
Penicillium spp. saptandigi, baskin tiiriin Penicillium roqueforti oldugu belirlenmistir.
Ayrica Aspergillus, Alternaria, Mucor, Geotrichum, Cladosporium cinslerine ait tirlerin
de izole edildigi belirtilmistir. Ayrica gelisim gosteren tiirlerin arasinda mikotoksin
tireten suglarin oldugu da tespit edilmistir. Bu gibi sebeplerden dolay1 olgunlastirma
asamalarinin kontrollii bir sekilde yapilarak, starter kiif suslarinin se¢imine dikkat
edilmesi gerektigi vurgulanmistir. Genel olarak yapilan ¢alisma kapsaminda geleneksel
yontemler ile iretilen kiifli peynirlerin tiretimi hakkinda bilgi verilmistir. Peynirleri
olusturan kiiflerin hangileri oldugu ve tiiketicinin sagligini etkileyebilecek riskler
tizerinde durulmustur. Ayrica kiifle olgunlastirilmayan diger peynirlerdeki kiif florasina

da deginilmistir (Yalman ve ark., 2016).

Demirer (1974)’in yaptig1 eski bir calismada, Konya Kiiflii Tulum Peynirlerinden ve
Diyarbakir Otlu Beyaz Peynirlerinden 10’ar &rnekte ve kiiflenmis Erzincan tulum
Peynirlerinin kiiflii yerlerinden alinmig 71 Ornekte bulunan kifler izole edilip
tanimlamas1 yapilmistir. Bunlarin aflatoksin yoniinden toksinojenik kontrolleri

saglanmigtir. Analizler sonuncunda peynirlerden 130 Penicillium roquefortii, 2 P.
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chrysogenum, 6. P. notatum, 2 P. crustosum, i Aspcrgillus manginii, 2 A. versicolor, i
Cladosporium herbarum, C. macrocarpum, i C. cladosporioides, i Alternaria alternata
ve Wallemia sebi tespit edilmistir. Bu kiif suslarindan 40 tanesinin kiiltiir ekstraktlari
aflatoksin varligi agisindan ince tabaka kromatografisi ile incelenmis, konrol susu
olarak da Aspergillus flavus kullanilmistir. Sonugta pozitif kontrol olarak kullanilan

Aspergillus disinda higbirinde aflatoksine rastlanmadigi belirtilmistir.

Gergeklestirilen bir baska c¢alismada, 140 kiifli peynir 6rnegi kiif floras1 yoniinden
arastirilmistir. Konya’nin ¢esitli yerlerinden toplanan peynir ornekleri steril kosullar
altinda laboratuvara getirilmistir. Malt Extract Agar (MEA) ve Czapek Dox agar (CDA)
besiyerlerinde kiiltiire alinan 6rnekler sonrasinda makroskobik ve mikroskobik yonde
incelenmistir. Sonuglara gére Penicillium ve Aspergillus cinslerine ait 9 kif tird izole
edilmistir. Sonuglarin %87.16'sini Penicillium, %12.84'Un0 ise Aspergillus cinsi tirler
oldugu belirtilmistir. Izolatlarin arasinda en ¢ok bulunan tiiriin P. roqueforti oldugu
tespit edilmistir. Diger tiirler sirasiyla, %22.30'lilk oran ile P. verrucosum var.
cyclopium, % 5.07’si P. camemberti % 4.72’si P. brevicompactum ve P. chrysogenum,
% 4.05'1 P. frequentans ve % 3.37'si P. echinulatum tiirleri oldugu belirlenmistir
(Ozkalp ve Durak, 1998).

Hayaloglu ve Kirbag (2007)’mn yaptig1 ¢alismada, Tiirkiye'deki farkli marketlerden
rastgele satin alman 30 Kiflu peynir 6rneginin mantar florasi da dahil olmak iizere
kimyasal ve mikrobiyal nitelikleri arastirilmistir. Ornekler, Malt Extract Agar (MEA),
Yeast Extract Sucrose Agar (YESA), Czapek Dox Agar (CDA), Potato Dextrose Agar
(PDA) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) gibi besiyerlerinde kiiltiire alinmig ve
sonrasinda izole edilerek morfolojik yonden incelenmistir. Aragtirmacilar 30 adet kifli
peynirden 24 farkl tiir izole ettiklerini bildirmislerdir. Mikrofloray1 olusturan baskin
kiftin Penicillium cinsi oldu belirlenmistir. Yapilan analizler sonunda, P. commune, P.
roqueforti, P. verrucosum tiirlerinin en baskin oldugu ortaya konmustur. Diger
dominant tirler Geotrichum candidum, Penicillium expansum ve P. chrysogenum olarak
belirtilmistir. Bunlarin disinda izole edilenler Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Geotrichum, Mucor, Rhizopus ve Trichoderma olmustur. Bazi

Penicillum spp. ve Aspergillus flavus dahil olmak Uzere potansiyel olarak toksijenik
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tarler de oldugu tespit edilmistir.

Sert (1992) yaptig1 ¢alismada 14 Erzincan taze tulum peyniri, 13’er Erzurum'un taze
Beyaz ve Civil peynirlerinden ve 11 adet Kasar peynirinden olmak {izere toplamda 51
peynir ornegi ile ¢calisarak kiif izolasyonlar1 ve identifikasyonlart yapmistir. Czapek Dox
Agar (CDA) ve Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerleri kullanilarak gelistirilen
orneklerin tayini, petri kabindaki gelisimleri ve laktofenol ¢ozeltisi ile hazirlanan
preparatlarinin mikroskobik goriiniislerine dayali olarak yapilmistir. Analiz sonucunda
136 kiif susu izole edilmistir. izolatlarin 34’tiniin Penicillium roqueforti, 28> inin P.
verrucosum var. cycolopium, 72’sinin Penicillium sp., 22’sinin P.chrycogenum,
22’sinin P.expansum, 23’inun Geotrichum candidum, 22’sinin Mucor sp., 4’tnin M.
racemous, 2’sinin Cladosporium herbarum, 1’inin Aspergillus niger, 1’inin Alternaria
alternata oldugu sonucuna varilirken 5 sus ise tamimlanamamis Ornek olarak

raporlanmaistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Caligmada materyal olarak kullanilan siirk peyniri 6rnekleri Antakya’nin Karaali, Cars,
Harbiye ve Samandag olmak Uzere 4 farkli bolgesinden temin edilmistir. Her bolgeden
3’er Ornek kullanilarak toplamda 12 peynir 6rnegi ile ¢alisilmistir. Hijyen kurallarina
dikkat edilerek bolgeden toplanan 6rnekler olgunlastirilmak igin yaklasik 4 aylik siire
boyunca ev ortaminda bekletilmistir. Bu drnekler arasinda Carsi bolgesinden alinanlar
ticari olarak tretimi gerceklestirilmis peynirler olup diger bolgelerden alinanlar ise
tamamen geleneksel yontemlerle iiretilen ev yapimi peynirlerdir. Materyal olarak

kullanilan peynir 6rneklerinin goriintiileri Sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil 2. 1 Materyalin goruntileri; a) Karaali bolgesi 1. 6rnek b) Karaali bolgesi 2. 6rnek

c) Karaali bolgesi 3. drnek d) Carsi bolgesi 1. 6rnek e) Carsi bolgesi 2. 6rnek f) Carsi
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bolgesi 3. 6rnek g) Harbiye bolgesi 1. 6rnek h) Harbiye bolgesi 2. érnek i) Harbiye
bolgesi 3. 6rnek j) Samandag bolgesi 1. ornek k) Samandag bolgesi 2. Ornek 1)

Samandag bolgesi 3. 6rnek

Orneklerin alindiklar1 bolgeler ve drneklerin ¢alisildig kisma gére verilen kodlar Tablo
2.1°de belirtilmistir.

Tablo 2. 1 Kodlanmis peynir drneklerinin agiklamast.

Temin edilen bélge  Besiortami Ornek Calisilan kisim
KARAALI PDA 1. KAPI-1 1. 6rnegin i¢ kismi
KARAALI PDA 2. KAPD-1 1. 6rnegin dis kismi1
KARAALI PDA 3. KAPI-2 2. 0rnegin i¢ kismi
KARAALI PDA 4. KAPD-2 2. 6rnegin dis kismi
KARAALI PDA 5. KAPI-3 3. 6rnegin i¢ kismi1
KARAALI PDA 6. KAPD-3 3. 6rnegin dis kismi
KARAALI BM 7. KABI-1 1. 6rnegin i¢ kismi
KARAALI BM 8. KABD-1 1. 6rnegin dis kismi
KARAALI BM 9. KABI-2 2. drnegin i¢ kismi
KARAALI BM 10. KABD-2 2. 6rnegin dis kismi
KARAALI BM 11. KABI-3 3. 6rnegin i¢ kismi
KARAALI BM 12. KABD-3 3. ornegin dis kismu
CARSI PDA 13. CRPi-1 1. 6rnegin i¢ kismi
CARSI PDA 14. CRPD-1 1. 6rnegin dis kismi1
CARSI PDA 15. CRPi-2 2. érnegin i¢ kismi
CARSI PDA 16. CRPD-2 2. 0rnegin dis kismi
CARSI PDA 17. CRPi-3 3. 6rnegin i¢ kismi
CARSI PDA 18. CRPD-3 3. 6rnegin dig kismi1
CARSI BM 19. CRBI-1 1. &rnegin i¢ kism1
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Tablo 2.1 devam

CARSI
CARSI
CARSI
CARSI
CARSI
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
HARBIYE
SAMANDAG

SAMANDAG

BM

BM

BM

BM

BM

PDA

PDA

PDA

PDA

PDA

PDA

PDA

PDA

BM

BM

BM

BM

BM

BM

BM

BM

BM

BM

PDA

PDA

20. CRBD-1
21. CRBI-2
22. CRBD-2
23. CRBI-3
24. CRBD-3
25. LBPi-1
26. LBPD-1
27. LBPG-1
28. LBPi-2
29. LBPD-2
30. LBPG-2
31. LBPi-3
32. LBPD-3
33. LBPG-3
34. LBBIi-1
35. LBBD-1
36. LBBG-1
37. LBBIi-2
38. LBBD-2
39. LBBG-2
40. LBBI-3
41. LBBD-3
42.LBBG-3
43. SDPi-1

44. SDPD-1

. 0rnegin dis kismi
. 0rnegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. 0rnegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. 0rnegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. Ornegin gri kismi
. Ornegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. Ornegin gri kismi
. 0rnegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. Ornegin gri kismi
. O0rnegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. Ornegin gri kismi
. 0rnegin i¢ kismi
. 0rnegin dis kismi
. Ornegin gri kismi
. 0rnegin i¢ kismi
. O0rnegin dig kismi
. Ornegin gri kismi
. Ornegin i¢ kismi

. 0rnegin dis kismi
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Tablo 2.1 devam

SAMANDAG PDA 45, SDPi-2 2. 6rnegin i¢ kismi
SAMANDAG PDA 46. SDPD-2 2. 6rnegin dis kismi
SAMANDAG PDA 47. SDPi-3 3. 6rnegin i¢ kismi
SAMANDAG PDA 48. SDPD-3 3. ornegin dis kismu
SAMANDAG BM 49. SDBI-1 1. 6rnegin i¢ kismi
SAMANDAG BM 50. SDBD-1 1. 6rnegin dis kism1
SAMANDAG BM 51. SDBI-2 2. drnegin i¢ kismi
SAMANDAG BM 52. SDBD-2 2. 0rnegin dis kismi
SAMANDAG BM 53. SDBI-3 3. 6rnegin i¢ kismi
SAMANDAG BM 54. SDBD-3 3. 6rnegin dis kismi1

Steril posetler ile analizlere hazirlanan peynir Ornekleri, iiretim ve analizler

gerceklesene kadar +4°C’de saklanmustir.

2.2.YOntem

2.2.1. Mikrobiyolojik Kultire Alma

Peynir 6rneklerinin tizerinden siyrilarak elde edilen kiif sporlarinin potatoes dextrose
agar (PDA) ve laktoz iceren bazal medium (BM) ortaminda biiylimeleri saglanmistir.
Kiiltiire alim agamasinda Orneklerin gelisimi i¢in kullanilan besiyerlerinin kimyasal

icerikleri Tablo 2.2°de ve Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2. 2 Patato dextrose agar besiyerinin igerigi.

Patato dextrose agar (PDA)

Dekstroz 20 g/l
Patates ekstrakti 4 g/l
Agar 15 g/l
pH=5.6
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Tablo 2. 3 Bazal Medium besiyerinin igerigi.

Bazal Medium (BM)

Laktoz 10.0 g/l
Pepton (type I, SIGMA) 1.5¢/l
Maya ekstrakti 1.0 g/
(NH3)2 HPO4 7.0 g/l
MgSO4 . 7 H20 1.09/l
K2HPO4 1.0 g/
CaCl> 1.09/l
pH=7.0

Sekil 2. 2 Peynir 6rneklerinin ekim agamast.

Hazirlanan iki farkli besiyerlerinde kiiltiire alinan orneklerin ekim asamasindaki
goriintiisi Sekil 2.2°de verilmistir. Sekil 2.3’te goriildiigi gibi en az 10 gun boyunca 25-
27°C’de inkibatorde bekletilerek kaltirlerin  biiylimeleri saglanmistir. Bu  siire
icerisinde koloni olusumu fotograflanarak asama asama kaydedilmistir. Olusan kiif
kolonilerin morfolojisi incelendikten sonra mikroskobik inceleme 151k mikroskobu

yardimiyla yapilmastir.
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Sekil 2. 3 25-27°C’de inkiibatorde kiiltiire alinan 6rnekler.

2.2.2. Boyama islemi

Hazirlanan preperatlar 151k mikroskobunda daha saglikli goriintiiler elde edebilmek
amaciyla boyanmistir. Boyama islemi i¢in metilen mavisi ile melzer ayraci
kullanilmigtir.  Onceden suda c¢ozdirillerek % 0.5 (w/v)’lik metilen mavisi
hazirlanmigtir. Melzer ayraci igin 5 g potasyum iyodur, 1,5 g iyot, ve 100 g kloral hidrat
tartildiktan sonra 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

[lk olarak lam iizerine steril 6ze yardimiyla petri kabinda gelisim gostermis olan drnegin
belirli bolgelerinden bir miktar alinmistir. Sonrasinda bir damla boya damlatilarak lamel
ile istli kapatilmistir. Boyanin iyice niifuz etmesi i¢in 5-10 dakika bekletilen
preperatlar, sonrasinda mikroskopta gériintilenmek igin hazir hale gelmistir.

Tiirlerin tanimlanmasi, Larone (1993), Raper ve ark. (1949), Raper ve Fennel (1965),

Brooth (1971) eserlerinden yararlanilarak yapilmustir.

2.2.3. Genetik Analizler

Surk orneklerinde bulunan maya ve kif tiirlerinin tanimlanmasi i¢in PDA ve BM
besiyerlerinde goriilen tiim farkli makro ve mikro morfolojiye sahip koloni
orneklerinden yeterli biiytikliikte kiif parcalar1 petri yilizeyinden siyrilarak alinmis ve
icerisinde KCI ekstraksiyon ¢ozeltisi bulunan 1.5 mI’lik eppendorf tlplerinde +4°C’de

muhafaza edilmistir.
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Tablo 2. 4 KCI Ekstraksiyon Buffer icerigi.

KCI Ekstraksiyon Buffer icerigi Miktar
1.5 M KCI 22.36¢
100 mM Tris-HCI (pH=8) 3.94¢g
10 mM EDTA (pH=8) 730.6 mg
170 mM NaCl 259

17 mM MgCl; 404.6 mg
0.7 mM CaCl; 25.7 mg
Steril distile su 250 ml

2.2.3.1. DNA izolasyonu

KCI ekstraksiyon ¢ozeltisine alinan 6rneklerle gergeklestirilen DNA izolasyonu, Park ve
ark.’larmin yonteminin modifiye hali kullanilarak gerceklestirilmistir (Park ve ark.,
2014). Tablo 2.5’te detayli bir sekilde belirtilen basamaklara gore DNA izolasyon

islemi gerceklestirilmistir.

Tablo 2. 5 DNA izolasyonu asamalari. (BioRender.com’da hazirlanmistir).

DNA iZOLASYONU

1. 1,5 ml’lik steril eppendorfla bir miktar steril cam
boncuk ve 300 pl KCI buffer eklenir.

2. Steril igne ucu ile besiyeri delinmeden her bir
Ornegin yiizeyi kazinarak tiiplere aktarilir.

3. Tiplerin agiz kisimlar1 parafilmlendikten sonra
MagNa Lyser cihazinda 5000 rpm’de iki kez
tekrarlanarak 30 saniye boyunca fiziksel
parcalamaya ugratilir.

/ 4. Tuplere 10 pl proteinaz K eklenir ve eppendorflar
alt st edilerek karigmasi saglandiktan sonra

konulan enzimin aktiflesmesi i¢in 15 dakika
50°C’de inkubatorde bekletilir.
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Tablo 2.5 devam

PrITEEVRN
=

R

-

50°C

95°C

10.

Proteinaz K enziminin inaktivasyonu igin 95°C’de
15 dakika bekletilir.

Orneklere 300 pl Kloroform eklenir ve yaklasik 30
saniye vorteks uygulanir.

12000 rpm’de 3 dakika, +4°C’de santrifiij islemi
uygulanir.

Santrifiij sonras1 ¢ikan 6rneklerin sadece iist fazlar
200 pl hacminde alinir ve yeni hazirlanan steril
eppendorflara aktarilir. Faz olusumu az oldugu
durumlarda tekrar santrifiij uygulanir.

Her bir 6rnege 120 pl soguk izopropanol eklenir ve
tiip asag1 yukar1 yonde cevrilerek karistirilir.

12000 rpm’de 2 dakika, +4°C’de santrifiij islemi
uygulanir ve ardindan siipernatant yavasca atilir.

31



Tablo 2.5 devam

11. 200 pl %70k soguk etanol eklenir ve 12000
2 dakika,

rpm’de
uygulanir.

+4°C’de

santrifiij

1slemi

12. Santrifiij sonras1 slipernatant atilir ve tiipler agiz
kisimlar1 agik bir sekilde etanol’in u¢masi igin
kurumaya birakilir.

13. Etanol’tin buharlagsmasindan sonra 100 pl didistile
islemi
yapilincaya kadar, -80 °C’de muhafaza edilmesi
saglanir.

su eklenerek DNA orneklerinin,

PCR

2.2.3.2. DNA Safhig1 ve Konsantrasyonunun Ol¢iimii

DNA saflig1 ve konsantrasyonunu belirlemek igin her bir 6rnekten 2’ser pl alinarak

Cytation 3 (BioTek) cihaziyla 6lgiim yapilmistir. PCR deneylerinde kullanilacak DNA

orneklerinin safliklarinin tayininde A260/A280 oranmnin 1,8-2,0 aralifinda olmasina

dikkat edilmis, her bir Ornekten elde edilen DNA miktar1 ng/pul cinsinden

kaydedilmistir. izole edilen DNA o6rneklerinin saflik ve miktarlarmi gdsteren Tablo

2.6’da sunulmustur.

Tablo 2. 6 Orneklerin DNA saflig1 ve konsantrasyon 6lgiimii sonuglari.

K1 K2 K3 C1l C2 C3 L1 L2 L3 S1 S2 S3
A260/2801 5 o4 | 1.9795 | 1,9795 | 1,893 | 19275 | 1,833 | 1.9935 | 2,003 | 196 | 16685 | 15175 | 1.8035
NO/ML | 933 137 | 177,413 [213,5505|291 6515 296,157 |233,1415 261,163 [343,0695| 267,309 | 262,985 | 285,75 |391,4765
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2.2.3.2. Elektroforezde Biitiinliik Analizi (Integrity)

Izole edilen DNA &6rneklerinin elektroforezde biitiinliik analizi i¢in %1 (w/v)’lik agaroz
jel hazirlanmigtir. Agaroz jel hazirligi i¢in 1 g agar tartilarak hazirlanan 100 ml 1X TBE
(Tris Base, Boric Acid, EDTA) c¢ozeltisinde mikrodalga firinda kaynayana kadar
¢Ozdiiriilmiistiir. Sonrasinda biraz sogutularak igerisine 5 ul Etidiyum Bromiir
eklenmistir.

Elektroforez tanklarma dokiiliip hazirlanan jeldeki kuyucuklarin her birine 3 pul DNA
ornegi ile 2 pl Loading Dye olacak sekilde toplam 5 ul yiikleme yapilmistir. Ornekler
yuklendikten sonra 60 dakika 100 voltta yiiriitiilmisiir. Jel elektroforezi sonucunda elde

edilen DNA’nin goriintiileri fotograflanarak kaydedilmistir.

Sekil 2. 4 Surk peynirinden izole edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforezindeki
goruntusi. M) Marker, 1) PDA ve BM’de gelisim gosteren Karaali bolgesine ait 1.
ornek, (K1) 2) PDA ve BM’de gelisim gosteren Karaali bolgesine ait 2. 6rnek, (K2) 3)
PDA ve BM’de gelisim gosteren Karaali bolgesine ait 3. 6rnek, (K3) 4) PDA ve BM’de
gelisim gosteren Cars1 bolgesine ait 1. 6rnek, (C1) 5) PDA ve BM’de gelisim gosteren
Cars1 bolgesine ait 2. drnek, (C2) 6) PDA ve BM’de gelisim gosteren Cars1 bolgesine ait
3. 6rnek, (C3) 7) PDA ve BM’de gelisim gosteren Harbiye bolgesine ait 1. 6rnek, (L1)
8) PDA ve BM’de gelisim gosteren Harbiye bdlgesine ait 2. 6rnek, (L2) 9) PDA ve
BM’de gelisim gosteren Harbiye bolgesine ait 3. 6rnek, (L3) 10) PDA ve BM’de
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gelisim gosteren Samandag bolgesine ait 1. 6rnek, (S1) 11) PDA ve BM’de gelisim
gosteren Samandag bolgesine ait 2. 6rnek, (S2) 12) PDA ve BM’de gelisim gosteren
Samandag bolgesine ait 3. drnek (S3) seklindedir.

2.2.3.3 Orneklerin NGS Analizi

Peynir numunelerinden ekstrakte edilen DNA 6rnekleri, PacBio platformunda V1-V9
arast tim bolgenin sekanslanmasi amaciyla analize gonderilmistir. Calismanin bu
basamagi, ilgili ekipmanin {iniversite biinyesinde bulunmamasindan dolay1 hizmet alim1

seklinde gerceklestirilmistir.

Analizde yeni bir proje igin is akisi, numune hazirlama ve ardindan kalite kontrol ile
baslamaktadir. DNA Orneginin kalitesi dogrulandiktan sonra hedef bdlgeler
(amplikonlar) tizerinde PCR amplifikasyonu gerceklestirilmektedir. Amplikonlar daha
sonra kiitiphane hazirlig1 icin saflagtirma basamagmin ardindan kiitiiphane kalite
kontrolii baslamaktadir. Sentez yoluyla dizileme (SBS) teknolojisi kituphaneyi
dizilemek icin kullanilmaktadir. Dizileme tamamlandiktan ve veri kalite kontroli
yapildiktan sonra yiiksek kaliteli sonucglar elde etmek ve yayma hazir sekiller
olusturmak i¢in biyoinformatik analiz yapilmaktadir (Novogene, 2023). Analiz sirasinda

izlenen tim basamaklar sematik olarak Sekil 2.5’te sunulmustur.

Cogaltilmig pargalarin
tespiti

- R e

Amplikon kitiphanesi
kalite kontrolu

~QOlN CHEN Ol

Sekil 2. 5 NGS teknolojisi akis semas1 (Novogene, 2023).

Ornek kalite kontrol

Veri kalite kontrolu
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Hatay bolgesinden 4 farkli gesit peynir temin edilmistir. Her ¢esit peynir 6rneginden
3’er tekrarli olacak sekilde toplamda 12 adet peynirle c¢alisilmistir. PDA ve BM
besiyerlerinde ekimi yapilan peynirlerin kiiltiirleri olusturulduktan sonra makro
morfolojileri ve mikro morfolojileri incelenmistir. Ardindan DNA izolasyonu

yapildiktan sonra genetik analizler sonucunda tiir tayini gergeklestirilmeye caligilmistir.
3.1. Morfolojik Analizler Sonucu Elde Edilen Kuf Turleri

Morfolojik a¢idan yapilan incelemelerde orneklerin hif yapilarina, konidioforlarin ve
konidilerin uzunlugu ve biyiklikleri, sporlarin ve sporangioforlarin  sekli,
klamidosporlarin varlig1 ve kolonilerin olusturduklar: farkliliklar dikkate alinmistir. Isik
mikroskopu ile ¢ekilen 6rneklerin goriintiileri, kitaplar ve yapilan ¢aligmalardan yardim
alinarak, uzman bir mikologun gézetiminde tayin edilmistir. Sonugta 9 farkl: tiir tespit

edilmistir. Tam Orneklerden elde edilen tirler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1 Tayini yapilan tiirlerin 6rneklerde bulunma dagilima.
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Tablo 3.1 devam
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Candida albicans; Cevresel kosullara bagli olarak in vitro ve in vivo ortamda maya,
psodohif veya gergek hif olarak iireyebilen firsatg1 bir insan patojenidir. Toprakta ve
bitkilerde yaygin olarak goriilse de dogal kaynagi insan olarak kabul edilmektedir.
Hifler, iplik benzeri bir yapiya sahip olan filamentéz mantarlarin vejetatif formudur.
Psodohifler, tek hiicreli mantarlarin yeni boliinmiis hiicre zincirleridir. Hifler ve
psodohifler arasindaki temel fark olusumlaridir. Tek hiicreli olarak goriinen maya
evresinden sonra blastospor olusturmaktadir. Blastospor olusumu konakg¢iya girdikten
sonra tomucuklanma evresinde gorilmektedir. Bu sekilde bifazik oldugu
sOylenilmektedir. C. albicans diploid maya benzeri bir mantardir. C. albicans kulturleri,
gercek hiflerin  uglarinda veya psodohifler boyunca biiylik kalin duvarh
klamidokonidiler olusturmaktadir. (Aydin, 2004; Sachivkina ve ark., 2021). C. albicans
tiirlinii cinsin diger iiyelerinden ayit etmek icin klamidosporlarin ve pseudomiselyumun
varhigma dikkat edilmektedir. Klamidosporlar hiflerin uglarinda, ¢ogunlukla yuvarlak
sekilli, kalin duvarl, 7-13u ¢apinda biiyiik olusumlardir. Genellikle boyama yapmadan
da varliklar1 degerlendirilebilmektedir (Sachivkina ve ark., 2021). 2016’da yapilan bir
caligmada Kareish peynirinde oldugu gibi bir¢ok peynirden C. albicans tirl izole
edilmistir (Hameed, 2016). Geleneksel olarak iiretimi yapilan peynirler arasinda ise
Kaskaval peynirinde C. albicans turune rastlanilmistir (Togay ve ark., 2020).
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Sekil 3. 1 C. albicans turiiniin A) PDA’daki 25-27°C’de 10 giinliuk koloni morfolojisi,
B) ve C) 1sik mikroskobunda elde edilen goriintiisii (100X).

Candida krusei; Genellikle patojen olmayan bir tir olarak kabul edilmekte fakat bircok
Candida tiirii ve diger mayalar ic¢in gegerli oldugu gibi, bu mantarin da ozellikle
viicudun bagisiklik sisteminde bozulma olan hastalarda enfeksiyona neden oldugu
bilinmektedir. Ornegin diyabet hastalarinda ve uzun siireli antibiyotik, kortikosteroid
veya sitotoksik ilaglarla tedavi goren hastalarda gortilmektedir. Ayrica hastalik belirtisi
olmadan da goriildiigii bildirilmistir (Larone, 1993).

Koloni morfolojisi diiz, kuru ve misel gelisimi ile krem renkli bir goriintii olusmaktadir.
Uzun blastokonidiler ve yalanci hifler ile aga¢ benzeri bir goriinim olusturmaktadirlar
(Larone, 1993). Tibbi a¢idan 6nemli Candida spp. ile karsilastirildiginda C. krusei
atmosfer, meyveler, kanalizasyon, silaj, toprak, gidalar (siit ve et iiriinleri, tursu, seker
ve surup bazli {iriinler dahil), sarap ve bira gibi ¢ok cesitli dogal habitatlardan izole
edilmistir. Bu nedenle dogada yaygin olarak bulunur ve fakiiltatif bir saprofit olarak
kabul edilmektedir. Genel olarak, C. krusei'nin insanda ge¢ici bir kommensal oldugu

diisiiniilmektedir. Cesitli hasta gruplarinin mukozal ylizeylerinden ve saglikli

38



bireylerden de izole edildigi tespit edilmistir (Samaranayake ve Samaranayake, 1994).
Yapilan bir calismada geleneksel yontemlerle iiretilen 50 farkli beyaz peynir
kullanilmistir ve bu ¢alismada peynirden izole edilen maya mantarlar: arasinda C. krusei
tirdne rastlaniimistir (Gelen ve Ceylan, 2021). Burdur halk pazarindan toplanan beyaz
peynirler iizerine yapilan bir ¢caligmada elde edilen izolatlarin %14’ C. krusei oldugu

tespit edilmistir (Yurdakul ve ark., 2016).

Sekil 3. 2 C. krusei tirinin A) BM’daki 25-27°C’de 10 gunlik koloni géruntusu, B)
PDA’daki 25-27°C’de 10 gunluk koloni goriintlsu, C) ve D) 1s1k mikroskobunda hif

yapilarinin morfolojik goriintiisii (100X).

Fusarium fusarioides (F. chlamydosporum); Toprakta bulunan bir mantar tiri olarak
bilindigi ve genellikle tropik bolgelerde ve Dogu Avustralya'nin daha sicak bolgelerinde
yaygin oldugu bildirilmistir (Savard ve ark., 1990). Fusarium cinsi, kiiresel bir dagilima
sahip fitopatojenik bir mantar olarak bilinmektedir. Misir, bugday veya arpa ve orkide
bitkileri gibi ¢ok ¢esitli tarimsal Urlinleri enfekte edebilen ve bunun yani sira tahil
kalitesini ve verimini diisiirmekte oldugu belirtilmistir (Siddiquee ve ark., 2010).
Kiiltiirlerde farkli renk olusumu gozlemlense de genellikle bordo ve hafif griye yakin
pembemsi bir tonda goriintii olusturmaktadirlar. Mikrokonidiler tek hucreli, fusoid ve O-
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2 septalidir. Makrokonidiler ise hafif kivrimli, apikal hiicre uglar1 sivri ve bazal
hicreleri ise centiklidir. Genellikle 4-6 septali olduklar1 bilinmektedir. Bu tiirde ortam
sartlar1 uygun oldugunda bol miktarda klamidospor iirettikleri gdzlemlenmistir. Olusan
klamidosporlar yuvarlak sekillerde olup tek veya ¢ift olarak goriilebildigi gibi ayni
zamanda zincir seklide ve kiime halide de bulunmaktadirlar (Kordali, 1997; Booth,
1971). Yapilan ¢alismalarda 1spanak, karpuz, domates ve salatalikta patojen tiir olarak

tespit edilmistir (Asan, 2011).

Sekil 3. 3 F. chlamydosporum tiriinin A) PDA’daki 25-27°C’de 10 ginlik koloni
morfolojisi, B) ve C) makrokonidi ve mikrokonidi yapilarinin mikroskobik goriintiisii

(40X), D) zincir halinde bulunan klamidospor yapisinin goriintiisii (40X).

Fusarium oxysporum; esas olarak toprakta saprofit olarak bulunup kis aylarinda misel
ya da klamidospor halinde hayatta kalmaktadirlar. Yararl bitki endofiti olarak bilinen
bu tliir ¢ogu zaman bitki patojeni olarak da goriilmektedir. Kiiltiirlerin ortamda
blyumeleri 4-5 cm’e ulasabilmektedir. Miselyumlar1 genellikle mor renge yakin bir
tonda gorulmektedir. Mikrokonidiler 0-2 septali ve bol miktarda olup, oval, elipsoid,
silindirik veya dilizden kavisliye dogru degisken sekillerde goriilebilmektedir.

Fialidlerde ya da konidiyoforlar tzerinde bulunurlar. Makrokodiler ise daha ayrintili
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dallanmis konidioforlar {izerinde veya sporodosyum vyiizeylerinde tasirlar. ince
kenarli, 3-5 bolmeli, her iki ucu sivri ve fusoid formdadirlar. Klamidosporlar genellikle
bol miktarda bulunur ve hem terminal hem de interkalar seklinde gelisim gostererek
bazen ¢ifler ya da zincirler halinde de olusabilirler (Booth, 1971).

Yapilan ¢alismalarda; siimbiil, lale, karanfil, frezya, muz, elma, kavun, karpuz, domates,
salatalik, biber, prin¢, nohut, mercimek, lahana, karnabahar, boriilce, misir, keten, yer
fistig1, soya, bezelye, fasulye, pancar, pamuk, patates, sogan ve turuncgillerde patojen
oldugu rastlanmigtir (Asan, 2011).

Sekil 3. 4 F. oxysporum tiriintin A) PDA’daki 25-27°C’de 10 gunluk koloni
morfolojisi, B), C) ve D) konidilerin ve klamidospor yapisinin mikroskop goriintiisii
(40X).

Aspergillus flavus; birgok gida ¢esidinde goriilen saprofitik ve patojenik bir tlrdir.
Toprakta conidia veya sklerotia seklinde, bitki dokularinda ise misel olarak
bulunmaktadir (Sargeant ve ark., 1961). Kiltiirlerde g6zlenen morfolojisi kadifemsi,
saridan yesile veya kahverengi seklindedir. Konidiyoforlar1 degisken uzunluklarda,

renksiz ve puruzlu gibi bir goriinmektedir. Konidiyumlar olgunlastiginda kiiresel ve
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belirsiz bir parizlik gézlemlenmektedir (Raper ve Fennell, 1965).

Aflatoksin (AF) lireten en yaygin tiir oldugu ve esas olarak aflatoksin B1 ve B2 lirettigi
belirlenmistir. Ayrica, Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) tarafindan grup
1 insan kanserojeni olarak belirlenen en toksik dogal bilesik olarak kabul edilmektedir.
Bu mikotoksinlerden AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 bazi yapilan c¢alismalarda
peynirlerde tespit edilmistir. Ancak geleneksel olarak ¢ig siitten yapilan peynirlerin
mikotoksijenik kiifler tarafindan kontaminasyona daha yatkin oldugu bildirilmistir. Bu
sebepten kiif kontaminasyonu ile AF olusumunu belgeleyen az sayida c¢alisma
bulunmaktadir (Casquete ve ark.,2017). Misir, yer fistigi ve pamuk tohumu iizerinde
¢ok yaygindir. Bilinen izolatlarin sadece yaklasik %30-40"min aflatoksin {irettigi tahmin
edilmektedir. Ayrica A. flavus tarafindan kojik asit, siklopiazonik asit, aspergillik asit ve
B-nitropropiyonik asit dahil olmak tzere bircok ekstrolit tretilmektedir. Bu nedenle hem
mantarin hem de ekstrolit profilinin dogru bir sekilde tanimlanmasi, bir 6nleme
programinin basarili olmasi i¢in 6nemli kabul edilmektedir (Dijksterhuis ve Samson,
2007). Sekil 2.4’te Aspergillus flavusun koloni morfolojisi ve mikroskop gorintusu

verilmistir.

Sekil 3. 5 A. flavus’un A) Melzer ayiraci ile boyanmis mikroskop goriintiisii (100X). B)
PDA’daki 25-27°C’de 10 gunluk koloni morfolojisi.

Aspergillus glaucus (Erotium sp.); Eurotium herbariorum adiyla da bilinen,

askosporlar ile iireyen eseyli bir faza ve konidyum iireten eseysiz bir faza sahip

pleomorfik bir mantar oldugu bilinmektedir (Hibbett ve Taylor, 2013). PDA
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besiyerindeki kolonileri beyazdan sar1 renge dogru oldugu, hifler septat olup bir
kleistotesiaya sahip olan bir tirdir (Husain ve ark., 2015). Kleistotesia, ascomycetes
familyasina ait mantarlarda goriilen kapali ve kiiremsi bir askokarpin iginde,
askosporlarin bulundugu yapiya denmektedir. I¢inde bulununan sporlar ya ¢iiriime ya da
askokarpin yirtilmasi ile serbest kalmaktadirlar (Medical Dictionary). Bu tlre ait olan
konidiyalarin baglar1 siitun seklinde yayilmakta ve tipik olarak yesil olarak
gorunmektedir. Konidiyoforlar ise purlzsiz, renksiz veya kubbe benzeri keseciklerle
sonlanan kahverengi tonlarinda pigmentlidir. Konidiler daha ¢ok kiiremsi sekilde ve
karakteristik olarak purdzlidir. Genellikle mevcut olan kleistotesia kiiremsi, ince
duvarli ve kirmizimsi renkte goriillmektedir (Raper ve Fennell, 1965).

A. glaucus politrofik olup bir¢ok farkli besin kaynaginda yer aldigi yapilan ¢alismalarda
gbzlenmistir. Misir, bugday, balik, tereyagi ve yumurta dahil olmak iizere cesitli
gidalarda gelistigi bulunmustur. Ayrica diger mantar tiirlerine gore farkli olarak regel ve
jole gibi gidalarda mevcut oldugu bildirilmistir. Aspergillus glaucus'un bazi suslari
mikotoksin Uretebildigi fakat tiiriin 6limcul etkisi olabilecek ¢ok az vaka oldugu tespit
edilmistir. Patojenik olarak kabul edilmemesinin sebebi 35°C'nin {zerindeki
sicakliklarda biiytimesinin kisitli olup antifungal tedaviye karsi oldukg¢a duyarli olmasi
ve tehlike arz etmemesinden ileri gelmektedir (Amanah ve ark., 2019). 2014 yilinda
peynirle ilgili yapilan bir ¢alismada tayin edilen tiirler arasinda A. glaucus tirine
rastlanimistir (Marin ve ark., 2014). Ayrica Giiney Ispanya'da iiretilen ticari
peynirlerden ve geleneksel italyan peynirinden (Fossa peynirinde) Aspergillus glaucus

izole ve identifiye etmislerdir (Barrios ve ark., 1997; Santi ve ark., 2010).
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Sekil 3. 6 A. glaucus’un A) BM besiyerindeki 25-27°C’de 10 gunlik koloni
morfolojisi, B) 11k mikroskobunda melzer ayiraci ile boyanmis goriintiisii (100X), C)
melzer ayiraci ile boyanmus tiiriin olursturdugu kleistotesyum goriintiisii (100X), D)
metilen mavisi ile boyanmig 6rnekte kleistotesyum yapisinin par¢alanmis ve sporlarin

dagilmaya baglamig goriintiisii (100X).

Pseudallerscheria boydii (Scedosporium apiospermum); Ascomycota'da siniflandirilan
bir mantar turiddr. Eskiden Monosporium apiospermum olarak bilinen Scedosporium
apiospermum, P. boydii'nin anamorfudur. Tipik olarak durgun ve Kirli sularda bulunan
P. boydii, bagisiklik sistemi baskilanmis ve pnémoni hastalarinin enfeksiyonunda rol
oynamustir. P. boydii'nin teshisi, mantarin kiiltiirde izolasyonu veya hastalikli bireylerin
dokularinda sitoloji ve histopatoloji yoluyla miimkiindiir (Ramsperger ve ark., 2014;
Choi ve ark., 2019).

Kolonileri baslangigta beyazdan griye, daha sonra koyu gri veya dumanl kahverengiye
dontisiir ve yiintimsii ila pamuksu bir dokuya sahiptir (Ramsperger ve ark., 2014).
Konidileri tek htcreli, soluk kahverengi ve konidiyoforlarin ug¢larinda kiigiik kiimeler
halinde veya dogrudan hiflerden ¢ikan kisa boyutlarda goérilmektedir. Annelidleri

tagiyan konidiyoforlar degisen uzunluktadir ve vejetatif hiflerden ¢ok az farklilasma
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gostermektedirler. Eseyli P. boydii'nin biyiik (50~250 pm) kahverengi kleistotesiast
2~3 haftalik inkiibasyondan sonra gelisebilmektedir ve genellikle bir koloninin
merkezinde bulunmaktadir. Askosporlar sar1 kahverengi ve elipsoidal sekildedir (Karoll
ve ark., 2008).

Sekil 3. 7 P. boydii tirinun A) PDA’daki 25-27°C’de 10 gunlik koloni morfolojisi, B)
151k mikroskobunda géruntilenen morfolojisi (100X), C) olusturdugu kleistotesia yapisi
(40X).

Penicillium roqueforti; Peynir tiretiminde kullanilan ¢esitli yontemler vardir fakat P.
roqueforti kiifiiniin kullaniminin, mavi peynirlerin tipik gérinimine ve lezzetine blyuk
Olctde katki sagladigi bilinmektedir. P. roqueforti 6zellikle Rokfor, Stilton, Danablu,
Gorgonzola ve Blauschimmelkease gibi yalnizca siit triinleri ortamlarinda degil ayni
zamanda toprak gibi dogal ortamlarda, silajda (gevis getiren hayvan yemlerinde),
dondurularak saklanmis gidalarda, etlerde ve bugday iiriinlerinde yaygin bir bozulma
maddesi olarak gorilmektedir. Bunun sebebi ise diisiik oksijen seviyeleri, diisiik

sicakliklar, yiiksek karbondioksit konsantrasyonlar1 veya organik asitlere ve zayif asit
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koruyuculara karst direngli olmalari1 gibi bir¢ok zor sartlar altinda biiyiime ve gelisme
yeteneklerindendir (Gillot ve ark., 2015).

Koloni morfolojileri tipik olarak koyu yesil tonarinda, hafif kadifemsi ve damarli yapida
gorulmektedir. Mikroskobik goéruntulemede hif saplari septali veya septasiz sekilde
goruntilenebilmektedir. Hifin bas kisminda bulunan konidiyoforlar piiriizli veya
tiberkullidur ve 100-200 pm X 4-6,5 um boyutlarinda olup hem ikili hem de ikiden
fazla dallanma gostermektedirler. Penisillerin hiicresel elemanlar1 da genellikle benzer
sekilde piriizliidiir. Penisiller asimetrik, diizensiz dallanmis, uzun karisik zincirler
halinde veya gevsek siitunlar halinde yapisik konidiler tasimaktadirlar. Konidiler
kiiresel sekilde 4-8 um capindadir. Fiyalid 8-10 um x 2,53 um, metula 10-17 pm x 3-4
pm ve rami 17-33 pm x 3-4 um boyutlarindadir (Raper ve Thom, 1949).

P. roqueforti mikotoksin olarak bilinen rokfortin C, PR-toksin, isogaklavin A ve B gibi
tirettigi bilesiklerin yaninda antitiimor 6zellikte olan mikofenolik asit ve andrastin A
irettigi bildirilmistir. Fakat yapilan ¢alismalar dogrultusunda iirettikleri mikotoksinlerin
aslinda eser miktarda olduklarindan insan sagligi agisindan herhangi bir problem
yaratmadigi ortaya konulmustur (Refai ve ark.,2015). Calismalara bakildignda P.
roqueforti tiriiniin sadece Avrupa’da tiretimi gergeklestirilen mavi peynirlerde degil
ayn1 zamanda iilkemizde geleneksel olarak tiretilen Hatay Siirk peyniri, Erzurum Kiiflii
Civil peyniri, Divle Obruk peyniri, Konya Kuflu peyniri, Kars Cecil peyniri, Elazig-
Bing6l Tomas peyniri, Comlek Tulum peyniri ve Akdeniz Tulum peynirinde de baskin

kiif tiirti oldugu tespit edilmistir (Cakmake1 ve ark., 2012).
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Sekil 3. 8 Penicillium roqueforti tiriiniin A) PDA’daki 25-27°C’de 10 gunluk koloni
morfolojisi, B) mikroskop goruntist (40X), C) metilen mavisiyle boyanmis mikroskop
goruntisi (100X).

Penicillium chrysogenum; Eski adi Penicillium notatum olarak bilinmektedir.
Antibiyotiklerin ve 6zellikle penisilinin kaynagi oldugundan iizerinde yaygin olarak
caligmalar yapilmaktadir. Penisilin 1928 yilinda Sir Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmis c¢esitli enfeksiyonlarn tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Aslinda
glinlimiize kadar gegen siiregte oldukea fazla yontem gelismis olsa da P. Chrysogenum,
hala penisilin ve B-laktam grubu antibiyotiklerin kaynagi olarak kabul edilmektedir
(Andersen ve ark., 2011; Fleming, 1929). Bir¢ok enfeksiyon tedavisinde kullanilan
Penisilin G (Benzilpenisilin/PenG) ve Penisilin VV (Fenoksimetilpenisilin/PenV) dogal
olarak olusan penisilinler arasinda yer almaktadir (Sawant ve ark.,2023).

Penicillium chrysogenum Kkolonileri mavi-yesil bir goriintime sahiptir fakat siire
gectikten sonra ortamda sarimsi pigment olusturdugu da goézlenilmistir. Mikroskobik

olarak bakildiginda, fir¢a seklinde goriinen konidiyoforlarin uglarinda bulunan eseysiz
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sporlar olarak bilinen konidilerle ¢cogalmaktadir. Hif yapilar1 genellikle renksiz, ince,
uzun boru seklinde, dallanma gosteren ve bdlmeli olarak goriilmektedir. Bu hif yapilari
ic ice gecerek ag benzeri bir goriiniime doniisebilen birka¢ miselyum ipliginden
olusmaktadir. Konidyumlar elipsoidal, 2,5-4,0 pm uzunlugundadirlar. Konidiyoforlar
hiflerin {lizerinde uzun tiipler halinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiiplerin ucunda vezikiil
olatak bilinen yapilardan Once birincil sterigmata (phialide) konidiyal sporlar
olusturacak ikincil sterigmata meyda gelmektedir (Pitt ve Hocking, 2009).

P. chrysogenum genellikle 1lman ve subtropikal bolgelerde, topraktan, havadan ve
ciirliyen organik maddelerden kolaylikla izole edilebilmektedir. Gida {iriinleri arasinda
cogunlukla piring, arpa, bugday ve misir gibi tahillarda goriilen bir gida kontaminantidir
(Pitt ve Hocking, 2009). Tiirkiye’de geleneksel peynirler {izerine yapilan ¢alismalarda,
Hatay Surk peynirinde, Sivas Kup peynirinde, Erzurum yoresine ait Civil peynirinde,
Erzincan Tulum peynirinde ve ayni zamanda Konya ve civarinda bulunan bdlgelerden
toplanan kiiflii peynir cesitlerinde P. chrysogenum tirine rastlanilmistir (Ozkalp ve
Durak, 1998; Pekel, 2008; Cakmake1 ve ark., 2012; Erkol ve Colakoglu, 2018; Esen ve
Turgay, 2022;).

Sekil 3. 9 P. chrysogenum tlriinin A) BM’daki 25-27°C’de 10 giinlik koloni
morfolojisi, B) mikroskop goruntisi (40X).

3.2 Molekiiler Analiz Sonuglari

DNA izolasyonu gergeklestirilen Orneklerin  18S rDNA sekansinin  tamaminin

sekanslanmasina dayali olarak NGS yoOnteminin uygulanmasi i¢in hizmet alimi
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yapilmistir. Ancak drneklerden elde edilen DNA 6rneklerinin yapilan NGS analizinden,
DNA kalitesinden kaynaklandig1 sdylenen sorunlar sebebiyle, sonu¢ alinamamis ve bu
sebeple molekiiler tiir tayini gergeklestirilememistir. Hizmet alimi yapilan Novogene

sirketi tarafindan elde edilen sonuglar Tablo 3.2’°de verilmistir.

Tablo 3. 2 Sekans analiz sonuglari.

Sample Name Raw reads(#) | Clean reads(#) | Base(nt) | AvglLen(nt) | Effective%
FKDN230322062 1A 14 3 5270 1756 21.43
FKDN230322071 1A 285 230 389723 1694 80.70
FKDN230322072 1A 0 0 0 0 0
FKDN230322073 1A 28392 28309 47918177 1692 99.71
FKDN230322063 1A 0 0 0 0 0
FKDN230322064 1A 124 6 10543 1757 484
FKDN230322065 1A 73 45 78729 1749 61.64
FKDN230322066 1A 128 62 105902 1708 48.44
FKDN230322067 1A 13 1 1685 1685 7.69
FKDN230322068 1A 38 2 3375 1687 5.26
FKDN230322069 1A 220 204 358489 1757 92.73
FKDN230322070 1A 50 2 3547 1773 4.00
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4. SONUCLAR

Surk peyniri gibi geleneksel olarak {retimi gergeklestirilen her gida iriini
mikroorganizma yonlnden gelisim igin elverigli bir ortam olarak goriilmektedir. Gida
olarak kullanilan iiriinlerde mikrobiyal kontaminasyonun en yaygin sebebi ise genellikle
iiretimin steril olmayan ortamlarda gergeklesmesidir. Yapilan bu calismada, Antakya
yoresine ait olan 4 fakli bolgeden temin edilen 12 adet Siirk peyniri ile ¢alismistir.
Bunlarin arasinda Karaali, Harbiye ve Samandag bolgelerinden toplanan oOrnekler
tamamen ev yapi ile iiretimi gergeklestirilmis olup, Carst adli dérdiinct 6rnek ise ticari
olarak temin edilmistir.

Klasik mikrobiyolojik yontemler ile izolasyonu gergeklestirilen 6rneklerden 9 farkl tiire
rastlanilmistir. Bu turler, Penicillium roqueforti, Penicillium chrysogenum, Aspergillus
flavus, Aspergillus glaucus, Candida albicans, Candida krusei, Fusarium
chlamydosporum, Fusarium oxysporum ve Pseudallerscheria boydii (Scedosporium
apiospermum)’dir.

Literatlire bakildiginda Strk peyniriyle ile ilgili mikrobiyal kiif florasinin incelendigi
tek bir calisma mevcuttur. Genetik analizler yapilan bu ¢alismada ortak olan iki tiirlin
oldugu tespit edilmistir. Bunlardan biri Penicillium roqueforti digeri de Aspergillus
flavus tdrleridir. Bu caligma diginda yapilan arastirmalar peynirin mikrobiyolojik ve
kimyasal 6zellikleriyle ilgilidir. Fakat farkli peynir ¢esitlerinde bu ¢alisma sonucunda
elde edilen tirlere rastlandigi goriilmiistiir. Farkli peynirlerde hangi tiire rastlandigi
Tablo 4.1°de detayli bir sekilde verilmistir.
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Tablo 4. 1 Teshisi Yapilan Tiirlerin Diger Calismalarla Karsilastiriimasi.

-Tulum peyniri -Beyaz peynir -Civil peyniri - Kip peyniri - Kufli
peynir — Konya civari kiifli peynir — Anadoluda ydresel kifli peynirler

-Civil peyniri - Kip peyniri - Kufl peynir — Konya civari kiiflii peynir
— Anadoluda yoresel kiflu peynirler - Tulum peyniri — Siirk peyniri

- KUfli peynir — Konya civari kiiflii peynir - Tulum peyniri — Strk
peyniri

-Beyaz salamura peynirler -Damietta peyniri -Kareish peyniri -
Islenmis peynir

-Damietta peyniri -Kareish peyniri -Islenmis peynir -Beyaz peynir
-Burdur beyaz peyniri

- Tulum peyniri

Siirk peynirinden elde ettigimiz tiirler g6z oniinde bulunduruldugunda, 6zellikle cins
bazinda ele alinacak olursa, Penicillium cinsinin dominant oldugu tespit edilmistir. Halk
tarafindan dogal antibiyotik olarak tiiketildigi sdylenen bu peynirin bir¢ok Ornekte
rastlanan Penicillium tiirlerinin varligiyla dogrulanmaktadir. Antibiyotiklerin ve
Ozellikle penisilinin kaynagi oldugu bilinen Penicillium chrysogenum’un peynirde
bulunmasi antibiyotik etkisi agisinda onemli oldugu diistiniilmektedir. Penicillium
roqueforti tiiriinlin ise zaten peynir 6rneklerinde baskin tiir oldugu ve peyniri olusturan
tiir olarak kabul edildigi bilinmektedir. Ev yapimi ile ticari olarak temin edilen 6rnek
kiyaslandiginda, ev yapimi olan tdrlerde bulunan antibiyotik etkili Penicillium
chrysogenuma ticari olarak temin edilen 6rnekte rastlanmadigi gortilmistiir. Bu tlrler
disinda tayin edilenler bitki patojeni olarak bilinmekte veya ortamda kontaminasyon
sonucu bulunduklar1 diistiniilmektedir. Peynir o6rneginde bitki patojeni tiirlerinin
bulunma sebebi peynire eklenen baharatlardan kaynakli oldugu ihtimaller dahilindedir.
Diger bir degisle peynirin satin alindig1 kaynakta, peynir iiretiminde kullanilan baharat
tiirlerinden veya iiretimin gerceklestigi ortamdaki hastalikli bitki 6rneklerinin ortama

biraktig1 sporlardan bir kontaminasyon s6z konusu olmus olabilecegi diistintilmektedir.
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Ev ortaminda {iretilen bu peynirlerin gerek ¢okelegin yapiminda gerekse olgunlasma
asamasinda bekletilen ortamdan kaynakli olarak, steril olmayan sartlarda bulunmasi
kontaminasyon ihtimalini yukseltmektedir.

Aflatoksin iireten en yaygin tiir olarak bilinen Aspergillus flavus’un Sirk peynirinde
bulunmasinin sebebinin, geleneksel olarak ¢ig siitten yapilan peynirlerin mikotoksijenik
kiifler tarafindan kontaminasyona daha yatkin olmasindan kaynaklandigi sonucuna
vartlmistir. Fakat bu sebepten kif kontaminasyonu ile aflatoksin olusumunu ispat eden
az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Insan sagligina etki edebilmesi icin ortamda belirli
miktarda bulunmasi gerektiginden kesin olarak olumsuz etki yarattigini soylemek
miimkiin degildir.

Tiim bu sonuglar ele alindiginda Siirk peynirinin antibiyotik tretimi agisindan tuketici
icin olumlu yonde etkileri oldugu sonucuna varilmigtir. Genel bir bakis agisiyla,
calismada kullanilan gorece az sayidaki 6rnegin sagladigi veriler 1s18inda bakildiginda
ticari olarak {iretilenlerden ziyade ev yapiminin etikili olabilecegi fakat bu noktada
ortam kosullarinin dikkate alinarak genel hijyen kurallarina 6zen gosterilmesi gerektigi
ortadadir.
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