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Bu calismada, Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan yogurtlardan izole edilen ve
K.S.U. Ziraat fakiiltesi Zootekni Boliimii BIGEM mikrobiyal kiiltiir koleksiyonuna
bulunan 106 adet Streptococcus thermophilus’un konjugasyon potansiyellerinin molekiiler
olarak belirlenmesi amaclanmistir. Kullanilan izolatlardan 45 tanesinde konjugasyona
tesvik edici gen olan comX’in varligt PZR teknigi ile belirlenmigtir. Elde edilen 45
izolattan 6 tanesi konjugasyon ile referans E. coli’de bulunan pNZ276 plazmitini degisik
frekanslarda kazanmislardir. Dolayisi ile gida agisindan baslangig kiiltiirti olarak kullanilan
Streptococcus thermophilus izolatlarinin digaridan konjugasyonla gen kazanimlari lizerinde

comX geni rol oynamaktadir.
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ABSTRACT

The Aim of this study was to determinate conjugation potentials of S. thermophilus
strains which were isolated from yoghurt samples that have been collected from different
regions of Turkey. 106 isolates were used which have been in KSU Agriculture Faculty
Department of Animal Science, BIGEM laboratory culture collection. Out of the 106, in 45
isolates has been shown existence of comX gene which has stimulatory effect on
conjugation by polymerase chain reaction. Out of 45 isolates 6 were selected as a
transconjugant colony which is transfer E. coli pNZ276 plasmid. comX gene from this
isolates has been analysed and gene exprexision and sequence data has proved that it is

responsible for conjugation in S. thermophilus strains.
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DOGAL Streptococcus thermophilus IZOLATLARINDA HORIZONTAL
KONJUGASYONUN INCELENMESI

OZET

Streptococcus  thermophilus slit endiistrisinde Onemli yere sahip ve siit
fermentasyonunda baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilmaktadir. Gida giivenligi agisinda
baslangi¢ olarak kullanilan kiiltiirlerin disaridan gen transferine karsi korunakli olmasi
istenmektedir. Dolayis1 ile bu calismada, dogal yogurtlardan izole edilmis 106 adet
Streptococcus thermophilus’un izolatinda PZR ile konjugasyon potansiyelleri comX geni
tizerinden molekiiler olarak belirlenmistir. Toplam 45 izolatta comX geni varlig1 tespit
edilmistir. Bu 45 izolatin tamaminda transkonjugant kolonilerinin olusup olugmadiginin
teyidi yapilmistir. Kolonilerde konjugasyon referans E.coli’de bulunan pNZ276 plazmiti
kullanilarak yapilmistir. Bu plazmit hem FE.coli hemde S.thermophilus’larda replike
olabilme 6zelligine sahiptir. Konjugasyon E. coli ve Streptococcus thermophilus tiirlerinin
aynu petride biitiilmesi ile gergeklestirimistir. Trans konjugasyon secimi pNZ276
plazmitinin Eritromisin direng 6zelligine gore secilmistir. Ayrica iki tiirii birbirinden
ayirmada katalaz testi kullanilmistir. 45 izolatin 6 tanesinde (7, 24, 30, 36, 37, 46)
transkonjugasyon belirlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda comX gen varlig

konjugasyon tlizerinde rol almaktadir.
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ANALYSIS of HORIZONTAL CONJUGATION IN NATURAL ISOLATES of
Streptococcus thermophilus

SUMMARY

S. thermophilus has very important place in milk industry and used as starter culture for
fermantation. Interms of the food saftey the starter cultures must have protection system
against forein gene transfer. Therefore in this work, Conjugation potentials of 106 species
of S. thermophilus which were isolated from natural yoghurt samples were identified for
the existence of comX gene, using PZR tecnique. Totally, existence of comX gene in 45
isolates were determined. Being transconjugant colony for all these isolates has been
verified. Verifying of transconjugant colonies was determined by pNZ276 plasmid which
present in E. coli. This plasmid naturally presents in E.coli and has able to replicate in S.
thermophilus. Conjugation was performed in same petri dishes by growing up both E.coli
and S. thermophilus. Transcongugants were selcted by erythromycin resitance which iz
encoded by pNZ276 plasmid. Catalase test also used to distinguish these two species. 6
of 45 isolates were determined as transconjugant (7, 24, 30, 36, 37, 46 ). In additions,
expresional analysis of comX gene showed that it is presence in bacteria responsible for the

high conjugation frequency between strains by comparing with control group.
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1. GIRIS

1.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) karbonhidrat fermantasyonu sonucu biiyiik oranda
laktik asit olusturan, gida ve biyoteknolojik caligmalarda model olarak kullanilan ve
fermentasyon endiistrisinde biiyiik 6neme sahip mikroorganizmalardir. Laktik asit ismini
Latince siit anlamina gelen “lac” kelimesinden almistir (Sudheer ve ark., 2006). Et, siit
tirlinleri, sebzeler, icecekler ve unlu mamiiller gibi bir¢ok fermente iiriinde bulunmustur
(Aukrust ve Blom, 1992; Jay, 2000). Fermente gidalara ilaveten toprak, su, glibre ve atik
sularda da LAB tespit edilmistir (Beasley, 2004). Ayrica insan ve hayvanlarin sindirim
sistemlerinin mukozal yiizeylerinde dogal olarak bulunmaktadirlar (Axelsson, 2004).
LAB’nin gida ile etkilesimi, bilim adamlarmin dikkatini ¢ekmis ve 1857°de Pasteur’iin
laktik asit fermantasyonu ve ardindan 1873’de Lister’in eksimis siitten ilk saf bakteri
kiiltiirinii (Bacteriumlactis) izole etmesiyle sonu¢lanmistir (Stiles ve Holzapfel, 1997;
Matsuzaki, 2003). Orla-Jensen (1919) “gercek laktik asit bakterileri’nin Gram pozitif, spor
olusturmayan, hareketsiz, ¢cubuk ve koklar halinde, karbonhidratlar1 ve yiiksek alkolleri
fermente ederek genellikle laktik asit olusturan dogal bir grup olduklarini ifade etmistir

(Sharpe, 1979).

Metabolik baz1 6zelliklerinden dolayr LAB genellikle, fermente gidalarin mikrobiyal
giivenligine lezzet, doku, besin degeri agisindan 6nemli 6l¢iide katkida bulunur (Settanni
ve Corsetti, 2008). Et, sebze, balik, siit, tahil gibi ¢ig gidalarin genelinde hem es zamanh
hem de biiyiik 6l¢ekli fermentasyonun korunmasi ve doniisiim siirecgleri i¢in onemlidir
(Gardner ve ark., 2001; Vogel ve ark., 2002). Laktik asitin etkisiyle gida asitlenir ve
bozulmaya neden olacak mikroorganizmalarin biiyltimesi engellenir, yada oldiiriilebilir.
Ayni sekilde silaj yapiminda kullanilan yesil otlarin, silolara doldurulup oksijenle temasi
kesildiginde ortamda biiyliyen laktik asit bakterileri ortami asitlendirerek silajin

bozulmasina neden olabilecek diger organizmalarin biiytimesine engel olur.

Laktik asit bakterileri fermentasyon boyunca organik asit, hidrojen peroksit, diasetil
ve antimikrobiyal maddeler iiretmektedirler (Lindgren ve Dobrogosz, 1990). Bu
bilesiklerin gidanin tadi ve tekstiiriinde istenilen 06zellik kazandirmasina ilaveten,
istenmeyen patojenik mikroorganizmalarin engellemesi ve iiriin raf dmriiniin uzatilmasinda

onemli etkiye sahiptir (Nettles ve Barefoot, 1993).



Laktik asit bakterileri bagirsak mikroflora dengesini olumlu yonde degistirerek,
zararli bakterilerin gelisimini inhibe etmekte, sindirim sistemine olumlu yonde katki
saglamakta, immiin fonksiyonunu destekleyerek, enfeksiyon direncini arttirmaktadir

(Melnikova ve ark., 1993).

Laktik asit bakterileri morfolojik ve fiziksel olarak, Gram pozitif (+) olup, katalaz
enzim sistemini igermeyen, spor olusturmayan, diisik G+C igerigi (% 33-55) bulunan
anaerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. LAB, homofermentatif ve heterofermentatif
olmak tizere iki gruba ayrilirlar ve karbonhidratlar1 fermentasyona ugrattiklarinda esas
tirtin olarak laktik asit iiretirler. Homofermentatif bakteriler glikozu parcaladiktan sonra %
90 laktik asit, %10 COz2 olusturan bakterilerdir. Heterofermentatifler ikincil iirlin olarak etil
alkol, asetik asit,CO2, diasetil, asetonin gibi bilesikleri olustururlar (Prescott ve Dunn,

1987; Halkman,1991).

LAB’nin 6nemi ve Ozellikleri; ortamda LAB’in biiylimesi, besin maddesinin
karbonhidrat miktarin1 ve bakterinin laktik asit iiretimine bagli olarak ortamin pH diizeyini
distirmektedir. Ortam pH’smi1 hizli bir sekilde diisiirmesi LAB’in istenilen Onemli
Ozelliklerinden biridir. LAB diisik pH’da (~ 4) canliliklarim1 ve biiylimelerini
stirdiirebilmekte ve patojen mikroorganizmalar {izerindeki baskilayici 6zelligi sayesinde

gidalarin raf dmriinii uzatmakta ve patojen kontaminasyonunu engellemektedir.

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

LAB’ nin cins ve tiirlere gore degismekle birlikte genel olarak kok, diizgiin ¢ubuk ve
diizensiz ¢ubuk olmak iizere ili¢ farkli morfolojik yapida mezofilik mikroorganizmalardir
(Holt ve ark., 1994). LAB’1n yapilan fizyolojik tanimlamalar sonucu, taksonomik olarak
yaklagik 20 cins icerdigi belirlenmistir (Aarnikunnas, 2006). Bilinen baslica LAB cinsleri;
Aerococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Melisococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella’dir (Davidson ve ark., 1995; Axelsson 2004). Yaklasik 80 adet
tanimlanmis tiir iceren Lactobacillus en genis cinstir (Axelsson, 2004). Bifidobacterium
ise, genellikle LAB ile ayni cins igerisinde incelenmesine ve bazi tipik Ozelliklerini de

tagimasina ragmen filogenetik olarak diger cinslerden ayridir (Ballongue, 2005).

Cins ve tiirler fenotipik ve taksonomik kriter olarak: morfolojik goriiniim,
fermentasyon son iiriinii, karbonhidrat metabolizmasi, bliylime sicaklig1 araligi, laktik asit

formasyonu ve tuz toleransi1 kullanilmaktadir. Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus
2



ve Leuconostoc cinsleri siit fermentasyonunda kullanilan suslar1 igermektedir.

Enterococcus ¢ok nadiren baslangi¢ kiiltiirli olarak kullanilmaktadir.

LAB’nin pek ¢cogu insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlarda bulunurlar. Belirli bir
cevreye adapte olmus gibidirler ve hemen hemen her dogal habitatta bulunurlar. Bu
alandaki bilgiler eksik olmasina ragmen sdyle bir genellestirmeye gidilebilir. Streptococcus
genusu tiirlerine; insan, hayvan ve kuslarda rastlanabilir. Lactobacillus genusu tiirleri daha
cok insan, hayvan ve bitkilerle beraber bunlarin bulundugu dogal ortamlarda bulunabilir.
Pediococcus genusu tiirleri ise ancak bitkilerde bulunurlar. Leuconostoc tiirleri de
genellikle siit liriinlerinde ve sebzelerden izole edilebilir. Bazi LAB alt tiirleri insan

sindirim sisteminde ve fermente gidalarda bulunur (Klein ve ark., 1998).

1.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gidalarda Kullanimi

Insanlarin tiikettikleri gidalarin giivenilir olmasi, saglikli biiyiime ve gelismelerinde
onemlidir. Gidalara eklenen katki maddeleri, gidalarin fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik
ozelliklerinin gelistirilmesi ve muhafaza siirelerinin uzatilmasi gorevlerini listlenmektedir.
Ancak bu ilave edilen katki maddelerinden bazilarinin sagliksiz olusu ve kullanim oranina
bagl olarak toksik veya kanserojenik etki gosterebilirler. Bu nedenle dogal ve giivenilir
katki maddelerinin elde edilmesi ve kullanim1 6nemli hale gelmistir. Gidalarin giivenligi
konusunda proses uygulamalarindan kaginilmasi ve miimkiin oldugunca dogal katki

maddelerinin kullanilmasi tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir (Kurt ve Zorba, 2005).

LAB ile fermente edilen gidalar ve yemler insan ve hayvan diyetinde 6nemli bir yere
sahiptirler. Saglik, beslenme, organoleptik 6zellik ve gidalarin korunmasinda temel rol
istlenen LAB’1n diinya gida iiretimindeki islevsellik ve yarayishiliklari, son yirmi yilda
akademik arastirma gruplart kadar, endiistrideki Ar-Ge calismalarinda gorev alan

arastiricilar tarafindan da biiyiik bir ilgiyle takip edilmektedir (Siezen ve ark., 2002).

Gidalarda bulunan yararli mikroorganizmalar aracilifi ile sentezlenen ¢ogu madde
antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ozellikle organik asitlerin oldukca islevsel oldugu
bilinmektedir. Laktik asit ve asetik asit de koruyucu olarak kullanilan asitler arasinda yer
almaktadir. Bu asitlerin etkileri genelde ortamin pH degerini diisiirmeye bagli olsa da,
asetik asidin ayrica hiicre duvarini asarak hiicreye girmesi ve plazmayr denatiire etmesi
seklinde de etki yaptig1 saptanmigtir. Asetik asit daha ¢ok sebze konserveleri, mayonez,
sos, tursu, ketcap ve etin olgunlastiriimasinda kullanilirken, laktik asit; tursular,

salamuralar, sebze ve zeytin iiriinlerinde en fazla kullanilmaktadir (Coskun, 2006).

3



Koruyucu olarak kullanilan organik asitler ve {irettikleri antimikrobiyal peptitler
nedeni ile laktik asit bakterileri ve diger bakteriler arasindaki etkilesimler ¢esitli gidalarin
iiretiminde Ozellikle de fermente gidalarda ve silaj olusumunda oldukga genis bir sekilde
arastirilmistir. Bunun disinda laktik asit bakterilerinin insanlar tarafindan kullanilmasi gii¢
olan ve toksik etkisi bulunabilen bilesenleri daha kii¢iik molekiillli, sindirilebilen ya da
toksik etkisinin ortadan kalkti§i molekiillere pargalayabilme 0zelligi de gidalarda
kullanilmalari1 i¢in avantaj saglamaktadir (Visser, 1986; Arici, 2005).

Laktik asit bakterileri farkli tiirden gidalarin besin degerinin artirilmasinda ve raf
Omriiniin uzatilmasinda kullaniminin yaninda, medikal alanda da intestinal enfeksiyonlarin
ve baz1 kanser tiplerinin kontroliinde de &zellikle son yillarda 6nem kazanan bir konu

haline gelmistir (Gilliland, 1990).

Laktik asit bakterileri sucuk, tursu, sarap, zeytin, boza, yogurt gibi fermente gidalarin
tiretiminde ¢ok eski zamanlardan beri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fermente
tirlinlerin kalitesinin belirlenmesinde de son derece onemlidir. Laktik asit bakterileri sebze,
meyve ve siit iriinlerinde de bulunmaktadir. Bu bakteri grubunun bir kismi insan

viicudunun dogal florasini olusturmaktadir (Deet ve Tamime, 1981).

1.4.  Laktik Asit Bakterilerinde Konjugasyon Ozellikleri

Konjugasyon alict hiicrelerden verici hiicrelere DNA transferinin oldugu karmasik
fonksiyonlar1 ile kontrol edilen bir olaydir. Bakteriler arasinda genetik materyal transferi
transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon ile olmaktadir. Konjugasyon ile
kendiliginden transfer olabilen plazmitler baslangi¢ kiiltiirii lactococci suslarina 107 gibi
yiiksek frekansta transfer olabilmektedir (Coakley ve ark., 1997). Bakteriyosin (Mills ve
ark., 2002), proteinaz (Kok, 1990), polisakkarit iiretebilen (van Kranenbug ve ark., 2000),
fajlara kars1 direnglilik (Coakley ve ark., 1997) ve latoz katabolit 6zellikleri tasiyan

konjugatif plazmitler siit endiistrisinde kullanilmaktadir.

Bazi yogurt ve peynir tiirlerinde kulanilan Streptococcus thermophlus tiirlerinin
fermantasyon Ozelliklerininin artirllmasindan genetik caligmalar yapilmakta ve bu alanda
yeni suslarin  gelistirilmesinde Onemli mesafeler katedilmektedir. Bu bakterinin
konjugasyon 06zelligi kullanilarak siit endiistrisinde kullanilabilecek yeni ve Onemli
fermantasyon Ozelliklerine sahip  Streptococcus  thermophilus’lar  gelistirilmistir.

(Blomgqvist ve ark, 2006 ).



Konjugasyon ile DNA transferi gidaya uygunlugu acisindan kabul edilebilir
oldugundan daha iyi baglangic kiiltiirii olusturabilmek i¢in kullanilabilmektedir.
Konjugasyonun ger¢eklesmesi i¢in alici ve verici hiicre yiizeylerinin etkilesmesi
gerekmektedir. Gram negatif bakterilerde bu etkilesim seks piluslari ile gergeklesmektedir.
Konjugasyon transfer sistemi bircok gram pozitif tiirde goriilse de gram pozitif bakterilerde
hiicre-hiicre interaksiyonu mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir (Francia ve ark.
2004). Gram pozitif ve negatif bakterilerdeki farklilik konjugasyon transferini baslatan

hiicre-hiicre etkilesimidir.

Konjugasyon, plazmitin transfer orjinindeki spesifik bdlgede fosfodiester baginin
kesilmesi ile baslamaktadir (Grohmann ve ark. 2003). Konjugasyon ile plazmitin tek
zincirinin transfer edildigi diistiniilmektedir (Lanka ve Wilkins 1995). Konjugasyon sistemi
tic temel islemi icermektedir. i-konjugasyon pilusunun sentezlenmesi, ii-kompleks
proteinler ile DNA’nin oriT bdlgesinin islenmesi ve iii-iki hiicre arasinda baglantinin
kurulmasidir. Konjugasyon esnasinda, plazmitin transfer zinciri olarak isimlendirilen tek
zinciri 5’—3’ yoniinde verici hiicreden alic1 hiicreye transfer olmaktadir. Transfer zinciri
verici hiicrede iken oriT bdolgesi i¢cindeki “’nic’” bolgesinden kesilmektedir. Kesilen oriT
pargast plazmit kodlamay1 diizenleyen proteinler ile 5° ucuna DNA-protein yapisi
olusturmaktadir (Lanka ve Wilkins 1995). Basarili bir konjugasyon hiicre-hiicre birlegsmesi

ile olugsmaktadir.

DNA’nin tasinmasi olan konjugasyon onemli bir genetik degisim olayidir ve bunun
ile antibiyotige direng genleri rastgele yayilmakta ve faydali bakteri suglar1 patojen forma
doniisebilmektedir. Bu sasirtict  durum patojen Ozellikli  organizmalarin = sayisin
arttirabilmektedir (Filutowicz ve ark. 2008). Bununla beraber potansiyel bazi bakteriyal
plazmitler kendilerine ait konjugasyon Ozelliklerinden dolayr ajan olarak kodlayan
plazmitler kullanilarak hastaliklar kontrol edilebilir. Plazmitin kendini bile elemine
edebilecek oOzellikleri alict hiicrede ekspres ederek patojen hiicreler elemine edilebilir
(Peng ve ark. 2006). Ayrica tiirler arasinda toksin iiretebilen plazmitlerin konjugasyonu ile
bakterilerin oldiiriilebilecegi rapor edilmistir (Rodriguez ve ark. 1995). Biitiin bunlarin
yaninda faydali konjugasyonlarin olabilecegi ve endiistriyel Oneme sahip suslarin

konjugasyon ile olusabilecegi ger¢egi goz ardi edilmemelidir.

Streptococcus  genusunda genetik transformasyon c¢ok c¢alisilmamis ancak
Streptococcus pneumoniae’in dogal olarak genetik transformasyon yapilabildigi ve bu

transferin comABCDE regulonu tarafinda kontrol edildigi gosterilmistir (Claverys ve
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Havarstein, 2002). Streptococcus thermophilus’ta dogal ve hizli bir genetik modifikasyon
(Blomgqvist ve ark. 2006) tarafindan gdsterilmistir. Klonlanan comX promotor aktivitesinin
biliylime fazinin baslangic doneminde oldugunu dolayisi ile genetik modifikasyonun dogal

sartlarda olusabilecegi fakat bunun biiylime fazinda bagl oldugu gergektir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Herman ve Mckay (1985) , 23 adet S.thermophilus susunda plazmit izolasyonu
yapmislar, bunlardan 5 tanesinin kiiclik kriptik, tek plazmit igerdigini ve pHMI den,
pHMS5‘e kadar adlandirildigimi, bu 5 plazmitle ilgili olarak restriksiyon endoniikleaz
haritasint ve DNA-DNA hibridizasyonu incelemisler. Bunlarin her biri i¢in 1.4- 2.2 mega
dalton biiytikliigiinde ve 4- 18 kopyaya sahip plazmite sahip olduklarmi belirtmislerdir.
pHMI1 ve pHMS plazmitlerinin oldugu kadar, pHM2 ve pHM4 plazmitlerinin de iyi bir
sekilde tanimlandigini, tek kesme bolgesi icin Pvull ve Mbol kesme enzimlerini pHM2 ve
pHM3 plazmitleri i¢cin H1A1 ve pHMI1 plazmiti i¢in Hindlll kesme enzimini
kullandiklarini belirtmislerdir. Bu plazmitlerin, 6zellikle tizerinde ¢alisilan S.thermophilus
suslarinin klonlama vektorlerinin gelismesi agisindan faydali olacagini dnermislerdir.

Kocger ve ark., (2004) konjugal aktarim calismalar1 sonucu, Lactococcus lactis subsp.
Lactis ELL23 susunda 27.2 kb, L. lactis subsp. cremoris ELCS5 susunda 32.7 kb ve L.lactis
subsp. cremoris ELC19 susunda 31.1 kb biiyiikliikte plazmidlerin ekzopolisakkarit iiretimi
(Epst) ve laktoz fermentasyonu (Lac+) ozelliginden sorumlu oldugunu belirlemislerdir.
Agregasyon morfolojisine sahip (Agg+) dogal tip verici suslar ile, Agg+ alici sus L. lactis
subsp. lactis LLT40 kullanilarak gerceklestirilen eslestirmelerden sonra; Lac+/Eps+
plazmidlerin konjugal aktarim sikligi, verici hiicre bagina, 1.0 x 10-2 2.8 x 10-3,
konjugantlardaki stabilite oranlar1 ise % 80-96 arasinda 1.5 x 10-3 B 4.5 x 10-4,
stabiliteleri ise % 65-88 oranlarinda gergeklestirilmistir.

Girard ve Moineau (2007), S.thermophilus’dan pSMQ-308 plazmitini izole etmisler
buna ek olarak iki yeni 0 replikasyonuna sahip pSMQ- 312b ve pSMQ - 316 plazmitlerinin
karakterizasyonu iizerinde c¢alismislardir. pSMQ- 312b ve pSMQ-316’nin niikleotid
sekansii belirleyerek 6.710 bg¢’de bant verdigini gozlemlemisler ve iki farkli
S.thermophilus susundan izole edilen plazmitleri PFGE ile belirlemisler. Bu ikisini ve daha
onceden izole ettikleri pSMQ-308 plazmidini (8.144 bg) karsilastirmiglar. Plazmit stabilite
testleri sonucu pSMQ- 312b/316 LM17 ortaminda ¢ok stabil bulunmustur. Endiistriyel
islemlerde plazmitlerin varliginda sicaklik ve zamana baglh sartlar altinda S.thermophilus
suglarinin siit iiriinlerinin yapiminda kullanilmasinda asidifikasyon profilinin modifiye
edilmedigini belirtmisler. Bu 0 replikasyon plasmitlerinin, S.thermophilus’un endiistriyel
suslarmin stabil klonlama vektorlerinin yapilandirilmas: igin tek genetik materyal oldugu

bildirilmistir.



Tiirkiye’deki farkli kdy ve kasabalardan toplanan yogurt 6rneklerinden 34 adet sus
S.thermophilus olarak teshis edilmistir. S.thermophilus susunun antibiyotik direnglilikleri
ve plazmit igerikleri incelenmistir. Bir¢ok S.thermophilus susunun gentamisin (%79) ve
penisiline karst (%64) direnglilik gosterdigi belirlenirken, suslarin %88 oraninda
tetrasikline, %94 oraninda da kloramfenikole duyarlilik gdsterdigi tespit edilmistir.
S.thermophilus 'un bazi suslarinda antibiyotik direnglilik ve plazmit igerigi arasinda bir
etkilesimin oldugu gézlenmistir. Bunun yani sira bazi suslar ise; plazmit DNA igerikleri ile
antibiyotik direnclilikleri arasinda korelasyon belirlenemedigi bildirilmistir (Ashm ve

Beyatli, 2004).

Tanimlanan 115 S. thermophilus ve 35 Lb.bulgaricus izolatinin plazmit DNA
izolasyonlar1  yapilmig, tiim izolatlar igerisinde S.thermophilus’larm 78, Lb.
bulgaricus’larin ise 26 tanesinin degisen sayilarda plazmit tasidigi belirlenmistir. S.
thermophilus’larin plazmit igeriginin (1-4), Lb.bulgaricus’lardan (1-2) daha fazla oldugu
tespit edilmistir. izolatlarda antibiyotik direngliligi ortaya koymak iizere; kanamisin,
kloramfenikol, eritromisin, ampisilin, rifampisin, tetrasiklin, vankomisin ve gentamisin
antibiyotiklerinin dort farkli konsantrasyonu kullanilmistir. Izolatlarin en fazla direngliligi
kanamisin (% 53)’e gosterdigi, rifampisin (%17)’e kars1 ise duyarli olduklari tespit
edilmistir. Antibiyotik diren¢ Ozelliklerinin, izolatlarin plazmit icerigi ile dogrusal bir

iliskisi tespit edilememistir (Gezging, 2010).



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Tez calismas1 Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni
Boliimii, Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi Laboratuvarinda yapilmistir. Caligmanin
temel kimyasallari, Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya) grubundan; molekiiler biyoloji
sarf malzemeleri Fermentas (USA), Promega (UK), Vivantis (Gliney Kore)’den temin

edilmistir.

3.1.2.Laktik Asit Bakterileri

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan 106 adet Streptococcus thermophilus bakteri suslar
Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii,

Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1.Bakteriyel besiyerinin hazirlanmasi ve inkiibasyon kosullar1

Streptococcus thermophilus suslart SM17 besiyerinde biiyiitiilmiistiir. 1000 ml saf su
icerisinde 42,5 g M17 (Terzaghi ve Sandine, 1975) ve %1 (w/v) slikroz eklenerek s1v1 besi
ortami hazirlanmistir. Katt SM17 hazirlamak i¢in besiyerine %1,5 agar ilave edilmistir.
Streptococcus thermophilus suglar1 42 °C’de kiiltiire alinmistir (Niive EN110). Hazirlanan
SM17 besiyeri 121 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Calismada kullanilan
M17 besi ortaminin kimyasal igerigi Cizelge 1 ‘de verilmistir. E.coli suslar1 Lauria Broth
(LB) besi yerlerinde biiyiitiilmiistiir. 100 ml saf su igerisinde 5 g NaCl, 10 g Triptone ve 5
g Yeast extract (graniilli maya 0ziitll) c¢oziindiirilerek pH 7,5 olarak hazirlanmistir

(Sambrook ve ark., 2001).



Cizelge 3.1. Laktik asit bakteri kiiltiirleri i¢in kullanilan M17 besi ortaminin kimyasal

icerigi
Kimyasallar Miktar (gr/l)
Bacto tripton 5
Bacto soyton 5
Et oziitii 5
Maya oziitii 2.50
Askorbik asit 0.50
Magnezyum siilfat 0.25
Disodyum-f-gliserol fosfat 19

3.2.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR islemi toplam 40 pl hacimde gerceklestirilmistir. Reaksiyon i¢in; 4 pl buffer
(10X) [500 mM Tris-HCI (25°C’de pH 8,0), 50 mM MgCl,, 10 mM DTT], 1 pul ANTP (1
mM), ileri ve geri primerlerden 1’er pl (20 pmol), 0,5 ul DNA polimeraz (5 u/pl) [25 mM
Tris-HCI1 (pH 7,5), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 ul kalip DNA
(~400 ng/ml) ve 40 ul’ye tamamlamak tizere 31,5 pul dH,O ile karistirilarak hazirlanmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu isleminde, 94 °C de 1 dak DNA’nin denatiirasyonu, 55 °C de
30 sn primerlerin yapigmasi, 72°C de 1 dak uzama sicakligi olarak ayarlanmistir ve PZR 35
dongii olarak yapilmistir. Koloni PZR isleminden 6nce koloniler 95 °C de 5 dakika
muamele edilip daha sonra PZR isleminde kalip DNA olarak kullanilmistir. PZR ¢alismada
kullanilan comX bolgesi ( sekil 3.2 ) NCBI’dan tespit edilmis ve gen bankasindaki dizilere

gore primerler olusturulmustur (Cizelge 3.2 ).
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Sekil.3.1. comX gen bolgesinin sematik gosterimi.

Cizelge 3.2. S. thermophilus tiirlerinin comX geni i¢in tasarlanan primerlerin

niikleotid dizileri ve yapisma sicakliklari

Primer Oligoniikleotid Dizisi 5’ — 3’ Uzunlugu GCoramm Tm (°C)
ComXF ATGGAACAAGAAGTTTTTGTTAAGGC 26 bg %34.62 64.95
ComXR TCAGTCTTCTTCATTACATGGATCAA 26 bg %34.62 64.47

3.2.3.DNA’nin Jel Elektroforezi

Agaroz jel hazirlamak tlizere; %1 oraninda agaroz, 1X Tris, Borik asit, EDTA (TBE)
tampon ¢ozeltisinde [ 1000 ml TBE (1X) tampon ¢6zeltisi hazirlamak i¢in; 5,5 g Borik asit,
10,8 g Trizma base ve EDTA (500 mM) ¢6zeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile
kanstirilir] ¢ozdiiriilmiistiir. Analiz edilecek DNA ornekleri 1/5 (loading buffer/DNA)
oraninda yilikleme soliisyonu [10 ml DNA loading buffer i¢in; 0,025 mg bromophenol blue,
%40 siikroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yiiklemeye hazirlanmistir.
Favorgen DNA marker 100 baz ciftlik ya da 1000 baz c¢iftik DNA markorleri

kullanilmistir. Elektroforez tankinda, jel 120 volt ve 60 mA’da kosturulmustur. Kosturulan
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agaroz jel Et-Br (0,5 pg/ml) ile 15 dakika boyanmistir. DNA 6rnekleri UV 15181 (312 nm)

altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

3.2.4.Bakterilerin stoklanmasi

Bakteriler kisa siireli stoklamalar i¢in %30’lik gliserol igerisine alinarak -20 C’de
saklanmigtir. Uzun siireli saklama ise, besiyerinde 16 saat biiyiitiilen bakterilerden 200 pl
almarak 12.000 rpm (14,515 g)’de 3 dakika ¢oktiiriilerek supernatant kisminin
uzaklastirllmas1 ve peletlerin %40 gliserol igeren SM17 besi yerinde c¢ozdiiriip, sok

sogutma ile -80°C’de gerceklestirilmistir.

3.2.5.1zole edilen bakterilerin tasidigi plazmitlerin konjugasyon ozelliklerinin

belirlenmesi

Genetik tanimlamasi yapilan bakterilerden izole edilen plazmitlerin herbirinin
konjugasyon ozellikleri E.coli ve S.thermophilus arasinda belirlenmistir. comX geni varligi
izole edilen biitiin kolonilerde olup olmadigi PZR ile test edilmis ve bu sonuca gore
konjugasyon ve gen transferinde kullanilacak bakteriler bu genin varligina gore secilmistir.
Plazmitlerin konjugasyon 0&zelliklerinin belirlenmesi sivi besi yerinde ve agarli besi
yerlerinde belirlenmistir. S1vi besiyerinde transkonjugant susu belirlemek i¢in susun ve
plazmitin indikator Ozellikleri kullanilmistir. Sus 6zelligi PZR ile plazmit 6zelligi de
antibiyotik direnclilik veya metabolit Ozelliklerinden faydalanilaraktan yapilacaktir.
Konjugasyon isleminde plazmit alict ve verici hiicreler birlikte besiyerinin %1 oraninda
inokiile edilip bakteriler ¢ogalincaya kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince
plazmit degisimi olmustur. Transkonjugant koloniler segici petrilerden seg¢ilmistir. Alic1 ve
verici suslar kontrol olarak secici petrilere ekilmistir. Segici petriden alinan transkonjugant
kolonilerin plazmit igerikleri ve alic1 hiicre agisindan teyitleri plazmit izolasyonu ve PZR

ile yapilmustir.
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Sekil 3.2. Kendiliginden transfer olabilen plazmitlerin konjugasyonlarinin belirlenmesinin

sematik gdsterimi.

Petrilerde konjugasyon Sekil 3.2.°de gosterildigi gibi yapilmistir. Alict hiicreler
kendi 6zelligine gore segici petrinin ylizeyi tamamen kaplanacak sekilde c¢ogaltilmistir.
Verici hiicreler kiimeler halinde ¢ogaltilmistir ve hiicreler disk kullanilarak steril kadife
parcasina bastirilarak transfer edilmistir. Verici hiicrelerin transferinden sonra alici
hiicreler ayn1 sekilde aymi kadife pargasina bastirilarak transfer edilmistir. Transfer
isleminden sonra transformant kolonileri se¢ecek olan petri alict ve verici hiicrelerin
transfer edildigi kadife lizerine baskilanarak hiicrelerin transformat secici besiyerine
gecmesi saglanmistir. Petrilerin inkiibasyonundan sonra transformant koloniler se¢ilmis ve

teyidi yapilmastir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. PZR ile Streptococcus thermophilus izolatlarmda comX gen varhginin

belirlenmesi:

BIGEM koleksiyonundan temin edilen 106 adet Streptococcus thermophilus
suslarinda konjugasyon varliginin tespit edilmesi i¢in, konjugasyondan sorumlu genin
amplifikasyonu, tasarlanan ComxF ve ComXR primerleri kullanilarak PZR ile
belirlenmistir. Bakteriler 6ncelikle -20 °C stoktan alinarak SM17 sivi besiyerinde
bliyiitiilmiis, daha sonrada petrilere ¢izilerek tek koloni oliismasi saglanmis, koloni PZR
icin steril ortamda koloniler alinarak kullanilmigtir. PZR islemini takiben PZR
reaksiyonlart jel elektroforezinde yiiriitiilerek daha sonra fotograflanmis ve Sekil 4.1;

4.4°de gosterilmistir.

M 1 3 4 6 7 8 12 13

500 b

200 be

Sekil 4.1 ComX primerleri ile elde edilen jel goriintiisii
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Sekil 4.2. ComX primerleri ile elde edilen PZR {iriinlerine ait jel goriintiisii

M 30 33 34 35 36 37 38 42 43 44 45 46 47 48 57 58

500 bg —»

100bg —»

Sekil 4.3. ComX primerleri ile elde edilen jel goriintiisii
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500b¢ —»

100bg —»

Sekil 4.4. ComX primerleri ile elde edilen jel goriintiisii

Sekil 4.1 4.2 4.3 4.4°de gorildiigi tizere, kullanilan 106 Streptococcus thermophilus
suslarindan 46 tane izolatta yaklasik uzunlugu 497 bg olan comX gen bolgesi ¢ogaltilmistir.
Jel goriintiilerindeki comX gen bolgesine sahip bakteri ornekleri %30’luk gliserol stoga

alinarak -20 °C’de saklanmistir.

4.2. comX pozitif izolatlarin konjugasyon ozellikleri:

comX gen bolgesine sahip bakteriler konjugasyon 6zelligi bakimindan konjugasyona
daha yatkin olarak kabul edilmistir. Pozitif sonu¢ alinan 46 izolat SM17 agarl1 besiyerine
yayma ekim ile ekilmistir. Yayma isleminin ardindan petrilere esit uzaklikta bulunan 4
farkl1 noktaya FE.coli susundan 10 microlitre damlatilarak kullanilmistir. Damlatma
isleminin ardindan 37°C de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Biiyiiyen bakteriler steril
kadife parcasina iizerine bastirilarak aktarilmistir. Sonra eritromisin (5pug/ml) igeren
besiyeri ayni kadife iizerine bastirilarak bakteriler alinmis ve tekrar 37 °C de inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin petrilerden sec¢ilen S.thermophilus’lar 1ml bakteri 9ml dH,O
seklinde 3 kere seyreltilmistir (10”) ve 37°C de inkiibasyona birakilmistir. Bakteriler
biiylidiikten sonra iizerlerine H,O, damlatilarak katalaz (-) oldugu goriilen bakterilerin
secim yapilmigtir. Hem antibiyik direngli hemde katalaz negatif Streptococcus
thermophilus kolonilerinde konjugasyon isleminin gerceklestigi kabul edilmistir. Plazmid
gecisi E.coli’de var olan pNZ276 plazmiti kullanilarak denenmistir. pNZ276 Ery direngli
4.2 kb biiyiikligiinde lacA promoter bolgesine sahip bir plazmittir. Bu plazmid aym

zamanda S.thermophilus’ta replike olabilme yetenegine sahiptir.
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Sekil 4.5.. Konjugasyon islemi basarili olan 6rnekler

Sekil 4.5. de goriildiigii iizere PZR sonuglarina gére comX gen bdlgesini igeren
izolatlarda plazmit alim frekanslar1 arasinda farklililik goriilmektedir. Lee ve ark (1999).
yaptig1 bir calismada Streptococcus pneumoniae ait comX gen bolgesinin birden fazla
kopyasi oldugunu belitmislerdir. Gen ifadesinde kopya sayisindaki farkliklar genin ifade
edilme oOzelligini artirmaktadir. Dolayis1 ile PZR islemi sonucuna gore kesin bir sonuca
varilmasi yanilgiya sebep olabilir. comX gen amplifiye edilmis izolatlarda bu genin

kromozom iizrindeki kopya sayist Eszamanli PZR teknigi ile detaylica arastirilabilir.
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izole edilen bazi Streptococcus thermopilus suslarmin LAB’da temel 6zelliklerini
gosterip gostermedigini ortaya koymak amaciyla katalaz testleri yapilmistir (Cizelge 4.1).
106 bakteri 6rnegi taranarak koljugasyon 6zelligine sahip 45 susun tamami denenmistir. 7,
24, 30, 36, 37 ve 46 nolu izolatlar konjugasyon 6zelliginin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
Normal sartlarda Eritromisinli besiyerinde gelisemeyen Streptococcus thermophilus
bakterileri pNZ276 plazmitini tasiyan E.coli bakterileri ile Eritromisin igeren besiyerine
ekildiginde gelisme gostermislerdir (Sekil 4.5.). Bunun sonucunda comX bdlgesine sahip

bakteri suslarinin plazmit kazanimlarinin yiiksek frekansta olduklar1 belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Konjugasyondan sonra elde edilen koloni sayilari

[zolat No Katalaz" Katalaz’ Toplam
BioSt7 87 (%74) 32 (%27) 117
BioSt 24 76 (%77) 23 (%23) 99
BioSt 30 95 (%58) 70 (%42) 165
BioSt 36 85 (%74) 30 (%26) 115
BioSt 37 54 (%90) 6 (%10) 60
BioSt 46 44 (%79) 12 (%21) 56

Yukaridaki 6 izolata yapilan konjugasyon islemi sonucu olusan koloniler igin
hidrojen peroksit ile katalaz testi yapilmistir. Katalaz pozitif sayis1 toplamdaki E.coli
sayisin1  (Yiizdesini) katalaz negatif say1 ise Streptococcus thermophilus sayisini
gostermektedir. comX gen bolgesine sahip 46 izolat igerisinde 30 nolu 6rnek konjugasyon
ozelligi bakimindan digerlerinde daha fazla 6ne ¢ikmaktadir (Cizelge 4.1). Ancak Cizelge
4.1. sonucuna bakilinca comX gen varligi bakimindan pozitif olan izolatlar arasinda

konjugasyon oranlar1 agisindan onemli farklar goriinmektedir. Bu durum konjugasyon

18



frekansimnin sadece comX gen varligi ile agiklanmasi sinirhdir. Bu genin kromozom

tizerindeki sayilar1 konjgasyon frekansi iizerinde etkili olabilir.

Ayrica konjugasyon frekanslari farkli olab bu alt1 farkli izolatin com.X genleri
sekanslanarak bu gen iizerinde niikleotid farkliliklarinin tespit edilmesi amaciyla PZR
tiriiniinlerinden sekans yapilmigtir (Sekil 4.8.). Ancak sekans dizi analizi sonuglarina gore
herhangi bir dizi farklilig: tespit edilmemistir. Kromozom iizerinde bu genin tekrar sayilari
farl frekanslarin olugsmasina sebep sayilabilir. Ayrica comX geni konjugasyonda diger

genlerle beraber fonksiyon gosterebilir.
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NC_006449 comX 1 atggaacaagaagtttttgttaaggcatatgaaaaggtaaggccaattgtacttaaggct
Forward | @ e
Rewerse 1 atggaacaagaagtttttgttaaggcatatgaaaaggtaaggccaattgtacttaaggct
NC_006449 comX 61 tttaggcaatactttattcagctttgggatcaagctgacatggagcaagaggcgatgatg
Forward | @ e
Rewerse 61 tttaggcaatactttattcagctttgggatcaagctgacatggagcaagaggcgatgatg
NC_006449 comX 121 actttgtatcagcttttaaaaaagtttcctgatttagagaaagatgatgataagttacgt
Forward 1 - aaagatgatgataagttacgt
Rewerse 121 actttgtatcagcttttaaaaaagtttcctgatttagagaaagatgatgataagttacgt
NC_006449 comX 181 cgttactttaaaactaagtttaggaatcgacttaatgatgaagtgaggcggcaggagtca
Forward 22 cgttactttaaaactaagtttaggaatcgacttaatgatgaagtgaggaggcaggagtca
Rewerse 181 cgttactttaaaactaagtttaggaatcgacttaatgatgaagtgaggaggcaggagtca
NC_006449 comX 241 gtaaaacgtcaagctaatagacagtgctatgttgaaatttcagatattgccttttgtatt
Forward 82 gtaaaacgtcaagctaatagacagtgctatgttgaaatttcagatattgccttttgtatt
Rewerse 241 gtaaaacgtcaagctaatagacagtgctatgttgaaatttcagatattgccttttgtatt
NC_006449 comX 301 cccaataaggagctagatatggttgatagacttgcttatgatgaacagcttaatgcattt
Forward 142 cccaataaggagctagatatggttgatagacttgcttatgatgaacagcttaatgctttt
Rewerse 301 cccaataaggagctagatatggttgatagacttgcttatgatgaacagcttaatgctttt
NC_006449 comX 361 cgtgagcagttatcatcggaagattctcttaagttggatcgattgttgggtggtgaatgc
Forward 202 cgtgagcagttatcatcggaagattctcttaagttggatcgattgttgggtggtgaatgc
Rewerse 361 cgtgagcagttatcatcggaagattctcttaagttggatcgattgttgggtggtgaatgc
NC_006449 comX 421 tttaggggaaggaaaaagatgatacgagagttaagattttggatggttgactttgatcca
Forward 262 tttaggggaaggaaaaagatgatacgagagttaagattttggatggttgactttgatcca
Rewerse 421 tttaggggaaggaaaaagatgatacgag-------—-—-—-——-——————————————————
NC_006449 comX 481 tgtaatgaagaagactga-
Forward 322 tgtaatgaagaagactga-
Rewerse | 0 —emmmmmmee
Forward frIiiiziiiiiiiiiiiiiiiiriritiiiiiaoel
WMM
Rewerse

Sekil 4.8. Com.X gen sekansi
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5.  SONUC VE ONERILER

Streptococcus thermophilus yogurt sanyisinde kullanilan 6nemli bir starter kiiltiirdiir.
Bu bakteri starter olma 6zelligini devam ettirmesi disaridan gen tranferine kapali olmasina
baghdir. Ayrica bu bakterininn disaridan dogal olarak plazmid kazanimi gida giivenligi
acisindan da onem tasimaktadir. Ciinkli konjugasyonla bakteriler patojen ve antibiyotik
direng ozellikleri kazanabilirler. Dolayisi ile konjugasyon frekansinin diisiik oldugu dogal

izolatlarin starter olarak Onerilmesi onem tasimaktadir.

Bu ¢alismada 106 adet dogal izolat1 comX gen varlig1 agisindan taranmis ve bunlarin
45 tanesinde gen amplifiye edilmistir. Konjugasyon denemesinde ise sadece 6 izolatta
konjugasyon tespit edilmistir. Gozlenen konjugasyon frekanslarn  farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar ancak konu iizerinde daha detayli ¢alismalar ile acikliga

c¢ikarilabilir.

Oncelikle comX geni kromozom iizerinde kag farkli yerde bulunmakta ve bu gen
plazmit tarafindan da kodlanmaktamidir sorususuna cevap bulunmalidir. Bunun i¢in comX
tasiyan izolatlardan plazmit DNA izole edilerek bu plazmitler iizerinden PZR yapilmali ve
plazmitlerin bu geni tasiyip tasimadiklar1 ortaya konmalidir. Ayrica kromozom {izerindeki

kopya sayilar1 es zamanli PZR yaklagimi ile aydinlatilmalidir.

Diger taraftan genin konjugasyondaki rolii, eger comX tek kopya sayili ise molekiiler
delesyonla mutasyona ugratilarak ve kontrol grubu ile olan konjugasyon frekans farklar ile
acikliga kavusturulabilir. Sonucta konjugasyon ve comX iligkisinin gii¢lii bulunmasi

halinde potansiyel starter kiiltiirler bu gen kriter alinarak yapilabilir.
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