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Gida mikrobiyolojisinde kullanilan klasik kiltirel yontemler ile gidalarin mikrobiyotalarinin tam olarak
tanimlanamamasi sorunu tzerine kiiltiire baglt olmayan molekuler yontemler gelistirilmistir. Kiltiire bagl
olmayan yontemlerden olan metagenomik ¢alismalarda kiiltiirleme adimi olmaksizin direkt DNA izolasyonu
ile mikroorganizmalarin tanimlamast yapilabilmektedir. Bu sayede mikrobiyota igerisinde yer alan fakat
kiltiire edilemedigi icin tanimlanamayan mikroorganizmalarinda tanimlanmasi miimkiin kilnmaktadir. Gida
mikrobiyolojisi alaninda incelenen kultir ortamlarinin mikrobiyotasinin sahip oldugu mikrobiyel cesitlilik,
amplikon dizileme (hedefli dizileme) ve shotgun metagenomik yaklagimlari kullanidarak belirlenmekte olup
her iki yontemin de avantaj ve dezavantajlart mevcuttur. Metagenomik son yillarda gida endistrisinde
Ozellikle gida mikrobiyolojisi ve gida glivenligi alanlarinda yardimei disiplin olarak siklikla tercih edilmektedir.
Ozellikle fermente gidalarin tiretimindeki karmagtk mikrobiyel aktivitenin tespiti tizerine yapilan calismalar
ve gidalarin bozulmasinda yer alan mikrobiyel topluluklarin incelenmesini hedefleyen calismalarin sayis
giderek artmaktadir.

Anahtar kelimeler: Metagenomik, kiiltiire baglt olmayan yontemler, fermente gida

METAGENOMIC APPROACHES IN FOOD MICROBIOLOGY

ABSTRACT

Molecular methods that do not depend on culture have been developed to address the problem of
not fully identifying the microbiota of foods with the classical cultural methods used in food
microbiology. In metagenomic studies, which are culture-independent methods, microorganisms can
be identified by direct DNA isolation without the culturing step. In this way, it is possible to identify
microorganisms that are present in the microbiota but cannot be identified because they cannot be
cultured. The microbial diversity of the microbiota of culture media studied in the field of food
microbiology is determined using amplicon sequencing (targeted sequencing) and shotgun
metagenomic approaches, and both methods have advantages and disadvantages. In recent years,
metagenomics has been frequently preferred as an auxiliary discipline in the food industry, especially
in the fields of food microbiology and food safety. In particular, the number of studies aimed at
detecting complex microbial activity in the production of fermented foods and the examination of
microbial communities involved in food spoilage is increasing.
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GIRIS

Molekiiler tekniklerin gelismesi ve yaygin olarak
kullanilmasi ile fermente gidalarin mikrobiyotasint
olusturan mikroorganizmalara iligkin c¢alismalar
21. yuzyiin basindan itibaren ciddi bir artig

gostermistir.  Klasik  molekiler  yontemler,
mikroorganizmalarin tanimlanmast ve
karakterizasyonu ile ilgili Gnemli ciktlar

saglamakla bitlikte fermantasyon sireglerinde
birgok  mikroorganizma  kiiltiir  ortaminda
gelisemedigi icin yalnizca kiltlire baglt yontemler
kullanilarak ~ bir ~ mikrobiyel  ekosistemin
dinamiklerinin  tam olarak anlagilamayacagi
bildirilmistir. Bu durum kiltiire baglt olmayan
yontemler tzerinde daha ¢ok aragtirma
yaptmasma yol acmustir (Gindogdu, 2018;
Goolam Mahomed vd., 2021; Ucarli, 2022; Bal
vd., 2022; Soman vd., 2022). Gida
mikrobiyolojisinde klasik kilttrel yontemlerin ilk
basamagi  saf  kiltir  eldesidir.  Ancak,
laboratuvatlarda kullanilan standart kiltiire alma
tekniklerinin, belirli bir gida numunesinin
mikroorganizma ¢esitliliginin ¢ok stnirli bir kismi
hakkinda bilgi sahibi olmamiz1 sagladigi tahmin
edilmektedir. Son ydlarda klasik yontemler ile

kaltira yapilamayan mikroorganizmalarin
gelismesi  noktasinda  6nemli  ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, kiltirden bagimsiz

teknikler, bir mikrobiyal ekosistemde yer alan
bircok tiiriin icerdigi genetik bilgiye erismek i¢in
daha elverisli bir yontem olarak goériilmektedir
(Wang vd., 2021; Billington vd., 2022). Kdlttre
bagli olmayan yontemler, fermente bir gida
driininde yer alan mikrobiyotanin incelenme
seklini degistirmeye yardimct olmus ve mikrobiyel
poptilasyonlarin “konsorsiyumlar” olarak kabul
edilmesini saglamistir. Ytksek verimli dizileme
(High Throughput Sequencing; HTS), polimeraz
zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; PCR-
DGGE) gibi teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi ile
son on yilda mikrobiyel ekoloji konulu ¢alismalar
basta olmak tizere bir¢ok alanda metagenomigin
uygulanmasint artirmis ve daha fazla arastirma
yapilmasint tesvik etmistir (Ferrocino ve Cocolin,
2017; Hora, 2018; Billington vd., 2022).

Metagenomik analizler, amplikon dizileme ve
shoutgun metagenomik olarak iki farkli yaklagimla

gerceklestirilmektedir. Calismanin ilk adimz1 olarak
calismadan beklenen sonuclar ve calismanin
blitcesi gbz O6niinde bulundurularak her iki
teknigin avantaj ve dezavantajlarini hesaba katarak
uygun yontemi belirlemektir.

METAGENOMIK ANALIZ

Metagenomik analiz, mikroorganizma kiltiri
yaptmaksizin ~ numuneden  direkt ~ DNA
izolasyonu ile tir tayininin yapilmasina (Hardwick
vd., 2018; Koutsoumanis, 2019; Gorkem vd.,
2021), genetik gesitliliginin, popiilasyon yapisinin,
bu mikroorganizmalarin  ekolojik  rollerinin
anlagilmasina  olanak saglamaktadir.  Ayrica,
mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri ile
fonksiyonel 6zellikleri hakkinda da faydalt bilgiler
sagladigt ~ bircok  arastirmact  tarafindan
bilditilmigtir (Bal vd., 2022; Cerit, 2022; Chen vd.,
2022; Ugatl, 2022).

Metagenomik, iki farkli yaklasimla mikrobiyotayt
ele  almaktadir. Ilk  yaklasim  incelenen
mikrobiyotanin tiyeleri arasinda var olan karmastk
iliskinin ortaya konmasini hedeflemektedir. Tkinci
yaklasimda ama¢ calismalardan elde edilen
binlerce farkli genleri iceren bir veri bankasinin
olusturulmasidir (Ugatli, 2022).

Mikrobiyel cesitlilik, amplikon dizileme (hedefli
dizileme) ve shotgun metagenomik yaklasimlari
kullanilarak belirlenmektedir. Her iki yéntemin de
birbirine kiyasla avantajlari ve dezavantajlar
mevcuttur. Metagenomik ¢alismaya baslamadan
once hangi teknigin kullanilacagina tanimlanmak
istenilen mikrobiyel toplulugun 6zeliklerine,
calismaya ayrilan biitceye, uygulama agamasinda
gerekli teknik uzmanlik gereksinimlerine karar
verilerek  secim  yapilmalidir.  Ornegin;  bir
fermente bir gidanin mikrobiyotasindaki laktik
asit bakterilerini (LAB) tanimlamak icin hedefli
amplikon metagenomik yaklasimi kullanidmast
daha uygunken; shotgun metagenomik yaklasimi
ile numunenin icerdigi tim mikrobiyotanin
tanimlanmast mimkiindtir (Hora, 2018; EFSA,
2019; Cerit, 2022).

Amplikon dizileme
Amplikon dizilemede, prokaryotlar icin 16S
tRNA geni (EFSA, 2019) ve genler arast
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kopyalanmus aralayicillar (Intergenic Transcribed
Spacers; ITS) veya Okaryotlar icin biyik
ribozomal alt birim (Large Ribosomal Subunit;
LSU) geni gibi taksonomik bilgilendirici primetler
kullanilarak DNA’nin belirli bélgeleri
cogaltlmaktadir (Hora, 2018; Calle, 2019;
Amrouche vd., 2020; Johny vd., 2021). Prokatyot
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda 16S tRNA
bélgesi en ¢ok tercih edilen gen bélgesi olmasina
karsin, 23S tRNA gen bolgesi kullanilarak da
ayrim yapilabilmektedir. Olkaryot
mikroorganizmalarin analizinde ise, 18S rRNA
geni; kif popilasyonlart ile gerceklestirilen
caligmalarda ise ITS tercih edilmektedir. Fakat
ITS dizileri bazt durumlarda tam olarak tirler
arasinda ayrim saglayamadigt icin beta tubulin,
calmodulin gibi gen bolgeleri basarili  bir
filogenetik ayrim  icin  son yillarda  tercih
edilmektedir (Savran ve Erden, 2019; Jagadeesan
vd., 2019; Cerit, 2022, Ezeonuegbu vd., 2022).
Ribozomal genler son yillarda filogenetik markér
olarak kullanilmaktadir, bu markorler hemen
hemen tim mikroorganizmalarda taksonomik
ayrim sagladigt icin bircok veri tabaninda temsil
edilmekteditler (Savran ve Erden, 2019; Ucarl,
2022). Dezavantajlart ise; tir diizeyinde dusik
¢ozuinirlik, ribozomal genler toplam genomun
%0.1’inden daha azini olusturdugu icin 6rnekte
¢ok az miktarda bulunmast ve markérin
amplifikasyonu engellemesi sayiabilir (Savran ve
Erden, 2019; Jagadeesan vd., 2019; Ucarli, 2022).

Aydin vd. (2022), fonksiyonel ve biyogesitlilige
sahip kefir dretimi icin kefire antosiyanin
eklenmesi tzerine yirittiikleri ¢alismada siyah
havuctan elde edilen antosiyanin ekstraktlar
fermantasyon islemi sirasinda kefir karisimina
farkli  konsantrasyonlarda (%1 ve  %)5)
cklemislerdir. Daha sonra bu kefir 6rnekleri
metagenomik analiz ile mikrobiyolojik 6zellikleri
acisindan analiz edilmistir. Calisma sonucunda,
antosiyanin ilavesinin kefir mikrobiyomunun
topluluk yapisi tizerinde 6nemli etkileri oldugunu
ve bunun da icecegin saglk tizerindeki olumlu
etkilerini  dogrudan  artirttigini  gOstermistir.
Antosiyonin igeren kefir 6rneklerinin filogenetik
cesitliliginin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Antosiyanin icermeyen kefirde agirlikli olarak
Lactococeus lactis (%034) ve Lactobacillus kefiri (%034)

gibi probiyotik bakteriler yer aliyorken; %l
antosiyanin iceren kefir 6rneklerinde probiyotik
tirlerin daha dengeli bir dagilimi tespit edilmistir.

Gidalarin bozulmast sonucu olusan kuf turlerinin
belirlenmesi amaciyla yiirttilen bir calismada
cavdar ckmekleri plastik ambalajiyla depolama
siresi dolacak sekilde muhafaza edilmis,
depolama stiresi sonunda ¢avdar ekmeginde
gelisen kiifler M13 primeri ile RAPD-PCR teknigi
ile tanimlanmistir. Calisma sonucunda cavdar
ekmeklerinde gelisen kiaf turleri; _Aspergillus
chevalieri, A. flavus/ oryzae, A. niger, A. tubingensis,
Penicillinm citrinum ve P. corylophilum olarak tespit
edilmistir (Emenli ve Glindiz, 2019).

Shotgun metagenomik

Shotgun metagenomik, bir 6rnegin  icerdigi
genomlarin tamaminin (“meta-") hedefsiz olarak
(“shotgun”)  dizilenmesini ifade eden bir
kavramdir; Sekil 1°de gosterilmis oldugu gibi ilk
calisma tasarimi sonrasinda bes adimdan
olugsmaktadir (Thomas vd., 2012; Hora, 2018;
EFSA, 2019; NIST, 2020).

Shotgun dizileme teknifinin birgok avantajt
bulunmaktadir. Incelenen 6rnegin sahip oldugu

mikrobiyotanin  analiz  edilmesini ve bu
mikrobiyotanin fonksiyonel actdan
kullanilabilirligi ~ belirlenebilir. Ornegin sahip

oldugu metabolik tretme kapasitesi, OGrnegin
mikrobiyotast tespit edildikten sonra daha net bir
sekilde ortaya konacaktir. Shotgun dizileme
sayesinde  bircok  mikroorganizmanin  tir
diizeyinde  daha  aynntili  siniflandiridmas:
yaptlmakla beraber daha 6nce tanimlanmamig
genleri de tespit edilebilmektedir. Calisma konusu
olan Ornege shotgun dizileme uygulandiginda
Ornegin sahip oldugu mikrobiyotanin
genomlarinin net bir sekilde tespit edilmesi
beklenmektedir (Calle, 2019; EFSA, 2019).

Shotgun dizileme tekniginin ayni zamanda bazi
dezavantajlart bulunmaktadir. Bu yontemde her
adimi gerceklestirmek i¢in ¢ok sayida deneysel ve
hesaplamali islem gerektiginden, arastirmacilarin
bu yoéntemleri tercih etme konusunda ¢ekimser
kalmasina neden olmaktadir (Choudhari vd.,
2022). Shotgun metagenomik analizler, basit
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islem strecleri nedeniyle, bazt sinirlamalar
barindirmaktadir (Brown vd., 2019; Ekici, 2019;
Ye vd., 2019; Ucarl, 2022).

gorinmesine  ragmen, deneysel islemlerin
deneyim gerektirmesi, biyoinformatik analizler ve
bunlarin sonuglarinin  yorumlarindaki karmasik

Orneklerin toplanmasi, islenmesi ve dizilenmesi,

ST
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Dizilerin 6n islemesi;

ol "

Mikrobiyomun taksonomik, fonksiyonel ve genomik 6zelliklerini
profillemek icin dizi analizi
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Istatistiksel ve biyolojik islem sonras1 analiz
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Dogrulama

Sekil 1. Shoutgun metagenomik islem basamaklari

METAGENOMIK ANALIZ ASAMALARI

Kiiltiire baglt olmayan bir ¢alisma yiriitiildigiinde
oncelikle uygulanmasi gereken en 6nemli adim
Ornekten niikleik asit izolasyonudur (Thomas vd.,
2012; Hora, 2018; Kaygusuz, 2019). Izole edilen
DNA’nin 6rnekte bulunan tim hiicreleri temsil
etmesi ayrica sonraki adimlar olan dizileme ve
kiitiiphane olusturma icin ytiksek kaliteye sahip ve

yeterli miktarda olmast gerekmektedir (Cerit,
2022). DNA izolasyonu yapilirken DNA’nin
hiicre bilesenlerinden ve cevresel bulagilar ile
kontamine olmamasi gerekmektedir (Tekin ve
Kocaman, 2020; Billington vd., 2022). Sekil 2’de
metagenomik  analizin  islem  basamaklar
gOsterilmistir.

173 .47 JPY F +1592.9%
D06 .52 PN L +9192.07

Deneysel Veri
Ornek tasarimi .. . . Anotasyon | tasarim ve depolama
ve DNA Dizileme | Birlestirme A Grvplandima y istatistiksel P
ekstraksiyonu analiz ve
paylasim

Sekil 2. Metagenomik analiz islem basamaklar
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DNA ekstraksiyonu, calisilan mikroorganizma
cesidine ve tirine gore degismekle bitlikte esas
olarak bes temel asamada gerceklestirilmektedir

(Sekil 3) (Erdogan, 2019; Tekin ve Kocaman,
2020).

1.0rnek 2.DNA'nIn 3.DNA.n|n , > PNA nin
. . ekstraksiyonu 4.DNA'nIn miktar ve
isleme ve hlcreden . L
ve geri saflastiriimasi kalitesinin
toplama ayrilmasi ..
kazanimi kontrolU
Sekil 3. DNA ekstraksiyonu islem basamaklart
Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin 2022). Yeni nesil dizileme teknikleri arasinda
uygulanmaya baslamastyla bitlikte, calisma basinda yapilacak olan se¢im calismanin
mikroorganizmalarin ~ konake¢t  hicre  ile amact ve calismadan  beklenen  ciktlar

etkilesimleri sonucu olusan saglikli veya hastaliklt
bir durumun ortaya ¢ikis mekanizmasi ayrintilt
olarak tespit edilebilmektedir (Albanese ve
Donati, 2017).

NGS teknolojileri, mikrobiyotanin sahip oldugu
tyelerin  belirlenmesi, metabolik aktiviteleri
hakkinda ayrintilt bilgi edinilmesi i¢in etkili ve
O6nemli bir agama olarak karsimiza c¢tkmaktadir.
NGS teknolojilerindeki  ilerlemeler, dogruluk
orant yiksek veri saglamasmn yanisira hizli ve
uygun maliyetli bir yaklasgim da saglamaktadir
(Thomas vd., 2012). Dizileme teknolojisinde
zaman ve maliyet baslica zorluklar olarak
gorilmektedir. NGSnin klasik dizilime gdre
avantajlari ise uygun maliyetli olusu, klonlama
adimi1 olmadigi icin daha az zaman gerektirmesi ve
minimum teknik uzmanhk gerektirmesi olarak
sayilabilir. Bununla birlikte, NGS teknolojisi
sonucunda elde edilen milyonlarca dizinin analizi
asamasindaki fazla is yiki en biyik dezavantaj
olarak kabul edilmektedir. NGS platformlart
mikrobiyom aragtirmalarinin  basarih  sekilde
gerceklestirilmesine biyiik katki saglamaktadir
(Arumugam vd, 2019; Karabudak ve Akkus,

dogrultusunda yapilmalidur.

Birlestirme, okunan kisa DNA dizilerinin anlamli
bir sekilde bir araya getirilerek 6zgiin DNA’nin

olusturuldugu adimdir. Bu adimda yuksek
polimorfizm oldugunda dizilerin
birlestirilmesinde ~ sorunlar  yasanabilmektedir

(Thomas vd., 2012). Gruplama (“Binning”)
adiminda birlestirme adimi sonrast elde edilen
DNA dizilerini, sahip olduklart genomlara gére
gruplandirildigi - asamadir. Anotasyon yapilan
birlestirme sonrasinda elde edilen DNA’nin sahip
oldugu ozelliklerin ortaya kondugu adimdir
(Thomas vd., 2012).

Metagenomik calismalar i¢cin hem verilerin hem
de hesaplama sonuglarinin dogru bir sekilde
paylagilabilmesi igin var olan meta veriler ve
hizmetler (6r. IMG/ M, KAMERA ve MG-
RAST) gelistirilmelidir (Khan vd., 2022).

METAGENOMIK ANALIZLERIN GIDA
ALANINDA KULLANIMI

Metagenomik  yontemlerin  ilag,  biyoyakit,
biyoteknoloji, tarim, ekoloji ve tup gibi bircok
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farkli alanlarla birlikte gida mikrobiyolojisi, gida
biyoteknolojisi ve gida givenligi alanlarinda da
kullanim potansiyeli bulunmaktadir (Kergourly
vd.,2015; Bal vd., 2022).

Metagenomik  yaklagimlarin  gida  glivenligi
alaninda gidalarda bozulmaya sebep olan
mikrobiyotanin tespiti amactyla kullanimi giin
gectikce  yayginlasmaktadir. Gida giivenliginde
metagenomik yontemler ile gida kaynakli salgin
hastaliklarda hangi suslarin yer aldig1 ve tagidiklart
diren¢ faktorleri de tespit edilebilmektedir
(Jagadeesan vd., 2019).

Gida isleme ve depolama sireclerinin gidalarin
mikrobiyotast Uzerinde etkilerinin aydinlatilmast
konusunda yapilan caligmalar bulunmaktadur.
Depolama  siiresince mikrobiyotada yer alan
baskin tir ve alt tirlerin tespit edilmesi,
depolamadaki degiskenlerden nasil
etkilendiklerinin ortaya konmas: metagenomik
uygulamalariyla miimkiindir. Zhuang vd. (2022)
yaptiklari ¢alismada Asyada titketimi oldukea
poptiler olan bir balik tirtinin (Crenopharyngodon
idella) soguk depolanmasi sirasinda, depolamanin

4, 8. ve 12. glnlerinde mikrobiyotasinin
degisimini metagenomik yaklasimla  ortaya
koymuslardir.

Metagenomik tabanlt analizlerin, gida dretim ve
isleme ortamlarinin  mikrobiyolojik  yikiinin
belitlenmesinde  de  kullanim  potansiyeli
bulunmaktadir. Bu tiir yaklasimlart benimseyerek,
mikrobiyel kontaminasyon kaynaklarimi daha
dogru bir sekilde belirlemek, bu tir kitleticiler i¢in
kritik kontrol noktalarim belirlemek, gelecekte
gida kalitesi ve glivenligi saglamada Onemli
katkilar saglayacagi ifade edilmektedir (Aw vd.,
2016; Doyle vd., 2017).

Cerit, (2022) yuruttiigi calismada sit driinleri
tretim tesisinden hem alet ekipmandan hem de
uretilen driinlerden numune alarak Matriks
Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon - Ucus
Zamani Kitle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS)
analizine  dayali  kiltiromik ve  shotgun
metagenomik dizileme yontemleriyle
mikrobiyotanin belirlenmesini gerceklestirmistir.
Sonuglar incelendiginde, metagenomik analizlerle

elde edilen biyogesitliligin, kiltiromik yontemle
edilene kiyasla daha zengin oldugu bildirilmistir.
Metagenomik yontemler ile 6rneklerde Lactococcus
cinsine ait 11 tir, Streprococcus cinsine ait 64 tur
Enterococcus cinsine ait 46 tir, Lactobacillus cinsine
ait 54 tir ve Pediococcus cinsine ait 2 tlr
tanimlanirken, MALDI-TOF MS ydnteminde
Lactococeus cinsine ait 1 tur, Enterococcus cinsine ait
4 tar, Lactobacillus cinsine ait 5 tur, Streptococcus
cinsine ait 1 tir ve Pediococcus cinsine ait 1 tir
tanimlanabilmistit.

Gida iretiminde tarladan sofraya kadar gecen
strecte farkli bircok kaynaktan kontaminasyon
olugabilmekte, bunun sonucunda da gda
givenligi riski olusmaktadir (Aw vd., 2016;
Billington vd., 2022). Klasik kiltirel yéntemler ile
bunlarin timind dogru bir sekilde tespit etmek
hem zaman hem de is glicti agisindan dezavantaj
olusturmaktadir. Bu tir yaklasimlari
benimseyerek, = mikrobiyal ~ kontaminasyon
kaynaklarint daha dogru bir sekilde belirlemenin,
bu tir bulaganlar icin kritik kontrol noktalarint
belirlemenin gelecekte gida kalitesi ve giivenligini
saglamada onemli katkilar saglayacagi
distuntlmektedir. Benzer sekilde, siit Gretiminde
¢ig sttin kontaminasyonu ortamdaki ¢esitli alet
ve ekipmanlarin mikrobiyel yikiine bakilarak,
yaklastk bir degerde tespit edilebilmektedir.
Gelecekte ise ¢ig sut Uretiminin  tim
asamalarindaki (hayvan, ciftci, alet ekipman,
ortam havasi vb.) mikrobiyota tespit edilip
kontaminasyon riskinin en aza indirilebilecegi
distnilmektedir (Doyle vd., 2017), diger taraftan
hayvancilik  ve drinlerinin  Uretiminin  tim
asamalarindaki kontaminasyon sonucu
bulaganlarin tespit edilmesinde teknigin kullanimi
ile mikrobiyel kalitesi yiksek driin Uretimi
saglanabilecektir (Billington vd., 2022). Sarap
tretiminde olgunlastirma agsamasinda kullanilan
ficllarin - mikrobiyotasinin, sarabin olgunlagsma
asamasinda degismesi beklenen degerler tizerine

ne gibi katkilar sagladig;; peynir Gretimde
olgunlasma asamasinda i¢c ve dis faktSrlerden
kaynaklanan mikroorganizmalarin peynit

tzerindeki etkilerinin ne olacag konularinda da
metagenomik yontemlerin kullanim potansiyeli
bulacagt tahmin edilmektedir (Doyle vd., 2017,
Billington vd., 2022).
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Kothe vd. (2022) Brezilya’ya 6zgii geleneksel bir
¢esidinin mikrobiyotasinin metagenomik analizle
ortaya konmasint amacladiklart calismalarinda,
kiltiirel yontemlerle daha 6nce bu peynir tirtinde
tespit edilemeyen Debaryomyces bansenii, Kodamaea
ohmeri, Trichosporon spp. nin varligi tespit
edilmistir.

Gorkem vd. (2021) beyaz peynir 6rneklerinin
mikrobiyotasini kiltire bagl olan ve kiltiirden
bagimsiz teknikleri kullanarak belirlemeye yonelik
yurtttikleri calisma sonucunda; bu tarz geleneksel
gidalarimizin mikrobiyotasinin kiiltirden
bagimsiz tekniklerle daha net ve ayrintili olarak
ortaya koyulabilecegini bildirmislerdir.

Kergourly vd. (2015) ise calisgmalarinda peynir
orneklerinin genetik ve fonksiyonel metagenomik
profilini ¢ikarmislardir. Bu calisma sonucunda,
peynir mikrobiyotasint  olusturan islevsel bir
genomik katalog olusturulmus ve farkli geleneksel
peynirlerin  ylizeyinde bulunan mikrobiyotalar
tespit edilmistir.

Savasan ve Beyaz (2019) ¢ig koyun situ
kullanilarak 6zellikle daglik bolgelerde siklikla
uretimi yapilan peynir 6rneklerinin metagenomik
analiz ile mikrobiyotalarinin tespit edilmesi
amaciyla ytrittikleri calismada Fimmicutes oraninin
ortalama %91.5 ile en yaygin filum oldugu,
Actinobacterianin ise %0.01 ile en seyrek filum
oldugunu belirlemislerdir. Bu c¢alismada peynir
orneklerinin mikrobiyotasinda 25 farkl cins tespit
edilmistit. Bu cinslerden 23 tanesinin tim
incelenen 6rneklerde mevcut oldugu, ayrica
Orneklerden en sik izole edilen tlrlin ortalama
%84 ile L. lactis oldugu belirlenmistir.

GIDA MIKROBIYOTASININ
KARAKTERIZASYONDA
METAGENOMIK ANALIZLERIN
KULLANIMI

Gida mikrobiyel ekolojisinin  belirlenmesinde,
taksonomik 6neme sahip genleri hedef alarak
analiz yapilan amplikon tabanli HTS en yaygin
olarak kullanilan yaklasimdir (Chen vd., 2017).
Gelencksel ve fermente gidalarin tiketiminin
saghgimiz Uzerindeki pozitif etkileriyle ilgili
literatiir bilgileri arttik¢a; bu gidalarin tiketimi de

olduk¢a popiler hale gelmektedir (Bozdemir,
2021). Bu gidalarin mikrobiyotasinin
tanimlanmast ve fermentasyon sirasinda olusan
arinlerin hangi asamada hangi
mikroorganizmalar tarafindan uretildiginin tespiti,
bu alanda en 6nemli arastirma konulart haline
gelmistir. Bu tarz aragtirmalarin artmastyla birlikte
bir yandan geleneksel gidalarin gelecek nesillere
aktariminda daha fazla bilimsel veri uretilirken,
diger taraftan fermente gida iUretimi icin yeni
starter  kiltirler  gelistirilmesinde  6nemli
ilerlemeler saglanmaktadir (Kergourlay vd., 2015).

Fermente gidalarin mikrobiyotasint tam anlamiyla
tanimlamanin bir baska 6nemli katkist ise gidanin
tretim sekli hakkinda bilgi sahibi olunmasint
saglamasidir. Gelenceksel yontemlerle {iretilen
gidalarin  Gretimi esnasinda tim agamalarda
gidanin mikrobiyotasinda cesitlilige neden olacak
asamalar bulunurken; endistriyel yontemlerle
tretilen gidalarin mikrobiyotasindaki ¢esitliligin
nispeten daha az oldugu gérilmektedir (Ercolini,

2013). Fermente gidalarin  mikrobiyotasinin
metagenomik yontemlerle tespiti ilk olarak 2009
yiinda  Burkina’da  dretimi  gerceklestirilen

fermente yulaf ezmesi ile gerceklestirilmistir.
Daha sonra Mogol fermente st tirtinleri, Tayvan
mas fasulyesi, Italyan salami, Cin soya sosu gibi
bircok farkli tilkede ve farklt gidalarda calismalar
yapimistir (Kergoutlay vd., 2015).

Gida enddstrisi i¢in 6nemi yillardir bilinen LAB
Uzerine yapilan aragtirmalar her gecen gln
artmaktadir. Bu bakterilerin stut ve st trtunleri,
fermente  gidalar ve geleneksel  gidalarin
uretimindeki rolleri hakkinda daha fazla aragtirma
yapilarak endiistriyel 6lcekli kullanimlarinda daha
etkili sonuglar elde edilebilecegi diisiintilmektedir.
Bu amagla metagenomik uygulamalarin kullanimi
gittikce  yayginlagmaktadir.  Son  yillarda
metagenomigin gelisimi ve uygulama sahasinin
artistyla birlikte LAB tizerine yapilan calismalarin
genom odakli hale geldigi goriilmektedir. Bu
sayede endistriyel Uretimde kullanilan suslarin
gida dretimindeki rolleri ve temel mekanizmalart
ayrintili olarak incelenebilmektedir (Ektik, 2022).

LAB hali hazirda tek kilttir olarak tanimlamasi ve
tretiminde kullanilan gidada drettigi metabolitleri
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tespit edilebilmektedir. LAB fermente gida baghg:
altinda toplanan tim Urtinlerde bulunmaktadirlar
(Avunca, 2022). Geleneksel fermente gidalarin
dretiminde tek  bir LAB  degil cesitli
mikroorganizmalardan olusan bir mikrobiyota s6z
konusudur (Kavruk vd., 2021; Téth vd., 2020). Bu
nedenle metagenomik analizler bu karmagsik
mikrobiyotalarin  tanimlanmast  ve  islevleri
hakkinda daha fazla bilgi uretilmesine katkt
saglamaktadir.

Eksi mayanin ekmek iretiminde dogal starter
kiltir  olarak  kullanimi  bilinen en  eski
biyoteknolojik uygulamalardan biridir (Karaman
ve Sagdic, 2018; Babaoglu vd., 2021; Aydin,
2023). Genel olarak eksi mayanin mikrobiyotast
hakkinda; LAB ve mayalardan olustugu, LAB
oransal olarak daha fazla oldugu (Aydin vd., 2022;
Aydin vd., 2022a), LAB cesitliliginin mayalardan
daha fazla oldugu, hamurda olusan metabolitlerin
cogunun  LAB  tarafindan  sentezlendigi
bilinmektedir (Palla vd., 2020; Ori ve Ertop,
2021). Fakat eksi hamur mikrobiyotasinin
hamurun gelisimi sliresince nasil degistigi,
hamurun  olgunlasmasi  sirasinda  olusan
metabolitlerin ~ ¢evresel  kosullardan  nasil
ctkilendigi, maya ve LAB sayiari arasindaki
oransal  degisimin nasil oldugu hakkinda
literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadur.

Metagenomik yaklasim, mikrobiyel toplulugun ve
fermantasyon sirasindaki dinamiklerinin daha iyi
anlasilmasint kolaylastirmistir (Kergourlay, 2015).
Ercillini vd. (2013) yaptiklart calismada eksi
mayanin mikrobiyotasint metagenomik yaklagimla
incelemis; sonug olarak ise bir giin sonunda bile
eksi hamurun mikrobiyotasinin 6nemli bir sekilde
degistigini  tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
metagenomik yaklasimlar ve HTS verimli
dizileme teknolojilerinin eksi hamur i¢cin modifiye
edilmesiyle birlikte stire¢ hakkindaki sorularin
cevaplanmaya basladigi ve karmasik mikrobiyota
hakkinda daha fazla bilgi dretildigi rapor
edilmistir.

Cin Halk Cumbhuriyetinde tiiketimi oldukeca
sevilen geleneksel fermente bir gida olan da-
Jiang'in  fermantasyonu sirasinda  bakterilerin
roliinll ve fermentasyondaki 6nemini belitlemek

icin bir calisma yuratilmastir (Xiea vd., 2020). Bu
calismada, 15 ev yapimi da-Jiang O6rneginin,
yiksek  verimli  dizileme  teknolojisi ile
mikrobiyotast  analiz  edilmigtir.  Arastirma
sonuglarina gére Srneklerin mikrobiyotasinda 248
cinse ait 841 bakteri turunden, Lexuconostoc,
Acinetobacter, Enterobacter, Enterococcus, Pantoea,
Lactococcus, Lactobacillus, Psendomonas, Staphylococcus,
Tetragenococcus ve Weissella cinslerine ait tirlerin
baskin  oldugu  tespit  edilmigtir.  Ayrica
fermantasyon strasinda bakterilerin fonksiyonel
genlerinin, karbonhidrat metabolizmasi, amino
asit metabolizmasi, membran  gecirgenligi,
inorganik iyon tasinmasi ve metabolizmasi, sinyal
iletimi ve koenzim ve vitaminlerin metabolizmast
ile iligkili oldugu ortaya konmustur. Pseudomonas
cinsinin da-jiang’in rengiyle; Psexdomonas floresens’in
tiramin ve histamin tretimi ile yakindan iligkili
oldugu tespit edilmistir. Bu bilgiler sayesinde
gelencksel da-Jiang’daki mikrobiyel yapt ve
enzimler hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmis ve
bu mikroorganizmalarin biyolojik
fonksiyonlarinin yant sira yiksek kaliteli da-Jiang
elde etmek icin bir starter kultir olarak
kullamilabilecekleri  rapor edilmistir. Calisma
sonucunda da-jiang mikrobiyotasinda
fermentasyona hakim olup laktik asit Gretiminde
yer alan organizmalar; Leuconostos, Acinetobacter ve
Enterobacter cinsleri olarak tespit edilmistir (Xiea
vd., 2020).

Fermente soya fasulyesi ezmesi olan doenjangin iki
farkli  endiistriyel —dretim  siireci  sirasinda
mikrobiyel cesitliligin ve metabolit profillerinin
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaciyla
Lee vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada
mikrobiyel ¢esitliligin ve ilgili metabolomlarin
fermente Urlnlerin nihai tadini, lezzetini ve
dokusunu Snemli Slgiide  etkiledigi  tespit
edilmistir. Bununla birlikte, mikrobiyel inokultim
cesitliligi ile fermentatif kosullar altindaki ilgili
metabolomlar arasindaki korelasyonlar da ortaya
konulmustur. Bu ¢alismada, endistriyel stirec (IP)
ve modifiye endustriyel sire¢ (mIP) olmak tizere
iki  doenjang Uretim sureci i¢in karsilagtirmalt
metabolomlara karsilik gelen mikrobiyel cesitlerle
birlestiren bir korelasyon modeli olusturulmustur.
Doenjang icin yaygin olarak kullanilan endiistriyel
Uretim sirecinden ikisinin (IP ve mIP) metabolit
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profillerini kargilastirilmis ve biyosiirecin  her
adiminda bu Urlnleri spesifik  mikrobiyel
topluluklarla iliskilendirilmistir. IP ve mIP'deki
mikrobiyota karstlastirmalt olarak
degerlendirilmis, her basamaga 6zgli metabolit
olusumlart belirlenmistir. Sonucta, doenjang'in
bilesenlerinin, lezzetinin ve diger yapisal
Ozelliklerinin her adimdaki mikrobiyel ¢esitlilikten
o6nemli dl¢tde etkilendigi rapor edilmistir.

Fermente sebzelerdeki mikrobiyotanin
metagenomik  yontemle  tanumlanmast  ve
antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesi tzerine
Yasir vd. (2022) tarafindan yapian bir ¢alismada
tursunun  mikrobiyotasint  ve  fermentasyon
sirasinda ve sonrasinda olusan Urlinlerin iretim
yontemlerinin - belirlenmesi amaclanmistir.
CGalisma Orta Dogu ve Asya kitalarinda yaygin
olarak titketilen 18 farkli sebze tursusu ile
gerceklestirilmis olup tanimlama metagenomik
yontemlerle gerceklestirilmistir.  Ayrica  tursu
mikrobiyotasinda  karbonhidrat,  aminoasit,
bakteriyosin ve vitaminlerin Uretim yollari da
tespit edilmigtir. Kimchi, kiiresel olarak popiiler
hale gelen, LAB sebzeleri fermente etmesiyle
tretilen geleneksel bir Kore fermente gidasidur.
Yapilan bir calismada farklt sebzeler kullanilarak
tretilen kimchi’lerin fermentasyon baglangicindan
sonuna kadar olan siirede mikrobiyotalarinda
meydana gelen degisim metagenomik yontemlerle
tespit edilmis ve farkli sebzelerin mikrobiyota
cesitliligi tzerindeki etkisi bu giincel yéntemle
ortaya konmustur (Lee vd., 2015).

Illeghems vd. (2015) tarafindan kakao cekirdegi
fermentasyonu strasindaki mikrobiyotayr net bir
sckilde tespit edebilmek amaciyla
gerceklestirdikleri calismalarinda; fermentasyonda
yer alan tim mikroorganizmalarin trettikleri yan
trtinler tespit edilmis ve en uygun starter kiltir
secimi yapilmustir.

Cin kiltirinin sembolize eden geleneksel
fermente gidalardan biri olan suancai, Cin’de
yuzyilardir yaygin olarak titketilmektedir. Bu
calismada suancai fermentasyonundaki azot
metabolizmast ve bu metabolizmanin hangi
mikroorganizmalar tarafindan yuritildigh meta-
omik yaklasimlarla tespit edilmistir. Bu calisma

sonucunda suancai Uretimi icin en etkili starter
kiltirler belitlenmis, gida giivenligi risklerinin en
aza indirebilecegi ve endstriyel tiretime olumlu
katkilar saglanabilecegi ortaya konulmustur (Song
vd., 2021).

Fermente deniz uriinlerinin mikrobiyel c¢esitliligi
yakin gecmise kadar, diger fermente triinler kadar
net olarak tanimlanmamisken, son yillarda,
metagenomik teknikler Asya’da da fermente deniz
drinlerini  incelemek icin  yaygin  olarak
kullanilmaya baglamistir. Fermente edilmis deniz
trtinleri starter kaltir kullanilmadan
tretildiginden, —mikrobiyotast biiyik 6lciide
bilesenlerinde bulunan mikrobiyel topluluga,
tesadiifen meydana gelen mikrobiyel tirlere ve
fermantasyon sirasinda uygulanan sicakliga bagl
olarak oldukea degiskenlik gdstermektedir. Bu tiir
spontan  fermantasyonla dretilen fermente
triinlerin mikrobiyotasinin, rnegin sarap veya siit
trtanlerininki kadar standart olmadig, ancak LAB
’nin (6zellikle Lactobacillus tirlerinin)
fermantasyon isleminde énemli rol oynadigi tespit
edilmistir (Kergoutlay, 2015).

Wanga vd. (2020) yaptiklari ¢alismada, molekiiler,
duyusal ve metagenomik analizlere dayanan Cin
balik sosunda (Yu-lu) ucucu lezzetin olusum
mekanizmasina metagenomik teknikler kullanarak
yeni bir bakis acist kazandirmayr amaclamiglard.
Calisma sonucunda trinde 12 adet temel ugucu
bilesik  oldugu;  Halanaerobinm, — Halomonas,
Tetragenococcus, ~ Halococens  ve  Frackibacter
cinslerinden olusan 5 mikroorganizmanin balik
sosunda lezzet olusumundan sorumlu oldugu ve
mikrobiyel metabolik agmn balik sosunda lezzet
olusumunu sagladigt tespit edilmistir.

Soyucok  vd. (2021) gerceklestirdikleri
calismalarinda  geleneksel  ve  fonksiyonel
gidalarimizdan olan tarhananin fermentasyonu
stresince mikrobiyotasint  16S  metagenomik
analizle incelemigler ve hamur olusumundaki
baskin turtleti Lactobacillus, Bacillus, Enterococus ve
Streptococcus olarak tespit etmislerdir,
fermentasyonun 4. glintinden sonra Clostridinm ve
Bacillus  titlerinin  baskin  hale geldigi ancak
hamurun kurumasindan sonra inaktive olduklarini
tespit etmislerdir. Ilikkan ve Bagdat, (2021)
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karmastk bir mikrobiyotanin = gerceklestirdigi
fermentasyon sonucunda elde edilen sagliga
yararli iceceklerden olan kefirin tiretiminde starter

olarak kullanilan kefiran tanelerinin
mikrobiyotasint metagenomik tekniklerle
incelemisler ve ilk kez Turkiyede uretilen

kefitlerin baskin mikrobiyotasinda probiyotik bir
mikroorganizma olan  Bifidobacterinm  longumu
tespit etmiglerdir. Ucak vd. (2022) ise fermente
iceceklerimizden olan giizel aromas: ve lezzeti
sayesinde Ozellikle kis aylarinda tiiketimi olduk¢a
poptiler olan bozanin fermentasyonu strecindeki
mikrobiyotasint metagenomik tekniklerle tespit
ederek boza tiretiminde kullanidabilecek en uygun
starterlerin belitlenmesini amaclamislardir.

SONUC

Mikrobiyotanin anlastlmast amactyla saglanan
bilimsel calismalarin en 6nemlilerinden olan
metagenomik, diger yontemlere kiyasla kisa
zamanda ve yiksek dogruluk oraninda yeni
genleri, proteinleri ve kiltire edilemeyen
organizmalarin  kesin  taniarinin  yapidmasint
saglamakla birlikte, metagenomik c¢alismalarda
mikrobiyota ile ilgili tiim sorulart cevaplayabilecek
standart yontemler veya evrensel araclar
bulunmamaktadir. Her ne kadar metagenetik
calismalar son yillarda farkli gida Orneklerinde
farkli amagclar icin kullanihyor olsa da halen

gelistirilmesi  gerecken yonleri bulunmaktadir.
Ozellikle spontan  fermantasyonla {iretilen
geleneksel  gidalarin  mikrobiyotasint  daha

kapsamlt bir sekilde belirlemek ve fermantasyon
streclerini aydinlatmak icin daha fazla calisma
yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla,
metatranskriptomik ve metabolomik iceren multi-
omik yaklagimlarla mikroorganizmalarin
birbirleriyle ve cevreleriyle olan etkilesimlerinin
aydimnlatdmasi gerekmektedir. Béylece farkli meta
verilerin  kombinasyonu, mikrobiyel gidalarin
hticreden topluluk seviyesine kadar incelenmesini
saglayacak ve bu sekilde genom Jlceginde
topluluk modellerinin gelistirilmesi saglanacaktir.
Diger taraftan dizileme ve biyoinformatik
maliyetlerin ~ yitksek  olmast  metagenomik
yontemlerin yayginlasmasini kisitlayan faktorler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Metagenomik
sonucu elde edilen bilgilerin zenginligi, klasik
molekiler yontemlerin yatirim maliyetlerinin

dismesi ve bilim insanlariin  metagenomik
yontemlere ilgisinin artmast ile giin gectikce daha
da yayginlasacagl tahmin edilmektedir. Gelecekte
metagenomik calismalarin, PCR ¢alismalart gibi
rutin laboratuvar uygulamalari haline gelecegi, bu
nedenle metagenomik yontemler hakkindaki bilgi
birikiminin tabana yayilmasi ve gida mikrobiyotast
calismalari ile ilgilenen bilim insanina aktarilmast
gerektigi dustintilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu calismada yazarlar arasinda cikar catismast
bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI
Yazarlar makalenin gerceklesmesinde,
yazilmasinda ve yaymlanmasinda esit katks

saglamiglardir. Yazarlar makalenin son halini
okumus ve onaylamistir.
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