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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

YOGURT URETIMINDE SORUN OLUSTURAN BAKTERiYOFAJLARIN
iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Feyza ERKAN
Damsman: Prof. Dr. Biilent CETIN

Amag: Calismada, Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
fajlarinin izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirilmeye ¢aligilmistir.

Yontem: Erzurum ve ¢evre illerden temin edilen 57 ¢ig siit, 20 ev tipi yogurt, 21 endiistriyel
yogurt, 4 peyniraltt suyu ve 5 adet fabrika gideri olmak {izere toplamda 107 numune
bakteriyofaj izolasyonu amaci ile kullanilmustir. Tlgili numuneler ile 46 adet konake1 kiiltiir
kullanilarak faj izolasyonu gerceklestirilmistir. Faj izolatlar1t TEM, RAPD-PCR, Klasik PCR
ve HRM islemleri ile morfolojik ve molekiiler olarak karakterize edilmis, fajlarin konake1
Ozgiilliigii belirlenmistir. Konake1 kiiltiirlere Mitomisin C, UV 1s1m1 ve sicaklik uygulanarak
lizojen sus varlig1 aragtirilmistir.

Bulgular: Calismada, 10 adet Streptococcus thermophilus faji izole edilmis ancak
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus faj1 izole edilememistir. TEM ile goriintiilenen tiim
fajlarin Siphoviridae familyasina ait oldugu goriilmiistiir. DNA paketleme mekanizmasina gore
9 adet fajin cos grubuna, 1 adet fajin hi¢bir gruba dahil olmadig1 bulunmustur. Fajlar, RAPD-
PCR’de kullanilan P1 ve OPLS5 primerine gore 4 grup, P2 primerine gore 2 grup olusturmustur.
HRM islemine gore ise fajlarin 4 gruba ayrildigr goriilmiistiir. Lizojen varlig: test edilen higbir
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunda profaja
rastlanmamustir.

Sonu¢: Ulkemizde yogurt iiretiminde kullanilan suslara yonelik faj calismalarimin olduk¢a
kisith oldugu goriilmektedir. Calisma gercevesinde elde edilen faj kiiltiir koleksiyonun bu
yoniiyle onemli bir kazanim oldugu goriilmektedir. Ayrica faj karakterizasyonuna katki
saglamasi agisindan HRM metodunun kullanilabilir oldugu goriilmiistir.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
bakteriyofaj, yogurt, izolasyon, karakterizasyon

Eyliil 2022, 89 sayfa
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ABSTRACT

MASTER'S THESIS

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOPHAGES THAT CAUSE
PROBLEM IN YOGHURT PRODUCTION

Feyza ERKAN
Supervisor: Prof. Dr. Biilent CETIN

Purpose: In the study, it was aimed that isolation and characterization of Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus phages were carried out.

Method: A total of 107 samples were used, including 57 raw milk, 20 homemade yoghurts, 21
industrial yoghurts, 4 whey and 5 factory drainages provided from Erzurum and surrounding
provinces, were used for bacteriophage isolation. In the samples, phage isolation was performed
using 46 host cultures. Phage isolates were morphologically and molecularly characterized by
TEM, RAPD-PCR, Classical PCR and HRM analyse, and the host specificity of phages was
determined. The presence of lysogenic strains was investigated by applying Mitomycin C, UV
and temperature to the host cultures.

Findings: In the study, 10 Streptococcus thermophilus phages were isolated, but Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus phage could not be isolated. All phages imaged by TEM were found
to belong to the Siphoviridae family. According to the DNA packaging mechanism, 9 phages
were found to be included in the cos group, and 1 phage was not in any group. Phages formed
4 groups according to P1 and OPLS5 primer, and 2 groups according to P2 primer used in RAPD-
PCR. According to the HRM process, it was observed that the phages were divided into 4
groups. Prophage was not found in any of the Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus strains tested for lysogenic presence.

Results: In our country, it is seen that phage studies on strains used in yogurt production are
quite limited. Thus it is seen that phage culture collection obtained in this study is an important
achievement. On the other hand, it was seen that the HRM method can be used in terms of
contributing to phage characterization.

Keywords: bacteriophage, yoghurt, isolation, characterization
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GIRIS

Nobel Odiillii ilk virolog Wendell Stanley “Viriisler, yasamin sirrinin anahtarmi elinde
tutuyor: Biyolojik evrimden kanserin ¢oziimiine, kalittmin anlasilmasindan kontroliine her sey
virlislere bagl, belki de, diinyanin gelecegindeki tiim yasami onlar belirleyecek.” demistir.
Rybicki (1990) viriisleri, canlilig1 agisindan yasamin kiyisindaki organizmalar olarak tarif etse
de bu durum bir¢ok mikrobiyolog ve filozofun arastirma konusu haline gelmistir (Farnsworth
2021). Virisler; bitkileri, hayvanlari, bakterileri, algleri, arkealar1 kisacasi1 her tiirli yasam
formunu enfekte edebilmektedir (Ozdogan 2021). Ozellikle bakterileri enfekte eden viriisler;
bakteriyofajlar, ge¢cmisten giiniimiize onem arz etmektedir. Yeryiiziiniin en bol biyolojik
varliklari olan fajlarm sayisinin 10°”’dan fazla oldugu tahmin edilmekle birlikte giiniimiizde

hala yeni tiirleri kesfedilmektedir (Nikolich and Filippov 2020).

Bakteriyofajlar, gesitli etkileriyle hayatimizda yer almaktadir. Ozellikle yasamin temel
ihtiyaclart olan gida ve saglik sektorii agisindan Onemi tartigilmaz bir gercektir. Saglik
alanindaki uygulamalar incelendiginde bakteriyofajlarin, faj tedavisi adi altinda ¢esitli patojen
bakterilere karsi terapotik ajan olarak kullanildig1 goriilmektedir. Bakteriyofajlar bu alanda ilk
olarak, Felix d’Herelle tarafindan 1919°da dizanteriyi tedavi etmek amaciyla 12 yasindaki bir
cocuk Tiizerinde uygulanmis ve tedavi slireci basartyla sonuglanmistir. Buna benzer
caligmalardan elde edilen olumlu sonuglar fajlari, antibiyotiklere kars1 umut vaad edici bir
alternatif olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Giivenli gida iiretimi amaciyla bagvurulan pastorizasyon,
yiiksek basing uygulamalari, 151nlama ve kimyasal dezenfeksiyon gibi yaygin olarak kullanilan
islemler mikrobiyal yiikii farkli oranlarda azaltmanin yani sira gidanin normal florasindaki
mikroorganizmalar1 da hedef almaktadir. Ayrica ilgili tekniklerin uygulanmasi ile iirtinlerin
goriiniimii, besin icerigi ve organoleptik 6zellikleri olumsuz etkilenebilmekte ve kullanilan
kimyasallar ekipmanlar1 asindirabilmektedir.“Bakteriyofaj biyokontrolii” bu anlamda énem
kazanmaktadir (Sulakvelidze et al. 2001; Moye et al. 2018). Bakteriyofajlarin, bakteriye
spesifik olmasi, dolayisiyla yalnizca hedeflenen patojeni enfekte edip insan ve gida
mikrobiyotasindaki ikincil bir enfeksiyon riskini azaltmasi, nispeten ucuz ve hizli bir uygulama

olmasi dikkatleri lizerine ¢gekmistir (Sulakvelidze et al. 2001).

Faj kullaniminin bir dizi olumlu etkilerinin yani sira varliklarinin ciddi problemlere yol
actig1 durumlar da mevcuttur. Standart kalitede, giivenli gida iiretiminde 6nemli rol oynayan

starter kiiltiirlerin kullanimi, faj bulagsmalarin1 da beraberinde getirmistir. Starter kiiltiirlerin faj



tarafindan enfekte olmasi; fermantasyon siiresinin uzamasina ve fermente Uriinlerde diisiik
proteoliz ve laktoz hidrolizine yol agmaktadir. Boylece arzu edilen tat bilesikleri ve tekstiir
olusamamakta dolayisiyla yogurt, peynir ve tursu gibi ¢okea tiiketilen fermente gidalarin

tiretimini sekteye ugratmaktadir (Quiberoni et al. 2006).

Fermente gidalar igerisinde 6zellikle yogurt, binlerce yildir beslenmede 6nemli bir yer
edinmistir. Yiiksek besleyici degeri, bagisiklik sistemini gli¢lendirici etkisi ve sindirim sistemi
tizerindeki diizenleyici faaliyetinden dolay1 fonksiyonel bir gida olarak kabul edilmektedir
(Hokelekli 2021). Ulkemizde yogurt iiretimi, siit {iriinleri iiretiminde ilk sirada yer almaktadir

(TUIK 2022).

Bilindigi iizere yogurt iiretiminde Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus homofermantatif laktik asit bakterileri (LAB) starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Bu iki bakteri arasinda simbiyotik bir iliski s6z konusudur; ihtiya¢ duyduklar
gelisme faktorlerini  birbirlerinin  faaliyeti sonucu karsilamaktadirlar.  Streptococcus
thermophilus’™un tirettigi formik asit ve iire metabolizmasi sirasinda tirettigi CO» Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus’un gelisimini tesvik etmektedir. Proteolitik kapasitesi nispeten
yiiksek olan Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un iirettigi aminoasitler ise proteolitik
aktivitesi diisiik olan Streptococcus thermophilus tarafindan kullanilmaktadir. Bu iki bakterinin
aktivitesi sonucunda siitiin pH’s1 6,3-6,5’ten 4,6’nin altina diismektedir (Aktas 2018). Ayrica
bu mikroorganizmalarin faaliyetleri, iiriinde arzu edilen tat, aroma ve tekstiiriin olugsmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Yogurt iiretiminde kullanilan bu starter kiiltiirlerin faj tarafindan
enfekte olmasi ile birlikte fermantasyon siiresinin uzamasi ve iiriinde diisiik proteoliz ve laktoz
hidrolizi goriilmektedir. Ayrica kullanilan starter kiiltiirlerde goriilen lizojeni, 6nemli bir faj
kontaminasyon kaynagidir. Dolayisiyla rotasyonda kullanilacak starter kiiltlirlerin lizojen

varlig1 test edilmelidir (Quiberoni et al. 2006).

Uluslararast literatiir ile mukayese edildiginde iilkemizde Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ve nispeten Streptococcus thermophilus fajlar ile ilgili ¢alismalarin siirl oldugu
goriilmistiir. Bu durum, yogurt ve ayran gibi iilkemiz agisindan 6nemli iirlinlerimizden fajlarin
izole edilmesi, tanimlanmasi ve arzu edilen nitelikte starter kiiltiirlerin gelistirilmesine yonelik

caligmalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Diger mikroorganizmalar ile mukayese edildiginde fajlar, katt ve sivi besiyerinde
dogrudan gelistirilememesi ve 6zel hiicrelere (kiiltiir) ihtiyag duymasi nedeniyle ¢alisilmasi
daha zordur. Ote yandan hiicresel yapilarinin kiiciikliigii de morfolojik incelemeler i¢in elektron

mikroskobu gibi 6zel ve pahali cihazlara ihtiyag gostermektedir. Genellikle morfolojik



inceleme, siniflandirma agisindan yeterli veri sunmamaktadir. Viriis ve faj karakterizasyonunda
giinimiizde daha ¢ok genetik temelli metotlar kullanilmaktadir. Ancak mevcut metotlar ile
viriis saflagtirma ve DNA izolasyonunun zorlugu, genomik materyalin genel molekiiler testler
icin uygun olmamasi nedeniyle karakterizasyonda sorunlar yasanmaktadir (Comeau et al.

2004).

Belirtildigi iizere fajlarin ¢esitliliginin ortaya konulmasi bakteri ve mayalarda oldugu
gibi kolay ve standart olarak yapilamamaktadir. Ornegin 16S rRNA metodu ile bakterilerde
cins ve tiir seviyesinde tani yapilabilmektedir. Bu tan1 da; ilgili sus agisindan bir¢ok veri,
dogrudan ve dolayli olarak elde edilebilmektedir (Gevers ef al. 2001). Oysa virlislerde, tim
virlis gruplarini kapsayacak evrensel bir metot bulunmamaktadir. Bu nedenle viriislerde
karakterizasyon ¢alismalar ¢esitliligin ortaya konulmasinda 6zel 6neme sahiptir (Ackermann
2009b). Bu amagla en ¢ok kullanilan metotlar; elektron mikroskobu ile goriintiileme (TEM),
konake1 6zgiilliiglinlin belirlenmesi, RFLP ve RAPD gibi genom analiz metotlar1, klasik ve
Multipleks PCR gibi genetik temelli yontemlerdir (Samson and Moineau 2013).

Fajlar, elektron mikroskobunda incelenen ilk virlisler arasinda yer almaktadir.
Transmisyon elektron mikroskobu (TEM), Orneklerin goriintiilenmesi amaciyla ilk kez
1940’larin basinda kullanilmaya baslanmis ve giiniimiizde bir¢ok hiicrede kullanilan 6nemli bir
teknoloji haline gelmistir. TEM ile elektron 1s1ninin kisa dalga boyu sayesinde nanometre alti
¢oOziiniirliik elde edilebilmektedir. Boylece fajlarin kapsid biiyiikliigii ve kuyruk uzunlugu
saptanabilmektedir (Williamson et al. 2011; Ackermann 2012; Winey et al. 2014).

Teorik olarak faj karakterizasyonunda kullanilabilecek bir diger parametrenin konakg1
Ozgilligiinlin belirlenmesi oldugu diisiiniilmektedir. Ancak ilgili verilerin kisitliligi konakgi

araligina gore siniflandirmayi sinirh kilmaktadir.

Streptococcus thermophilus fajlari, DNA paketleme mekanizmasina gore uzun bir siire
cos ve pac olmak iizere iki grupta incelenmekteydi. Yapilan ¢aligmalar 1518inda ilgili gruplardan
farkli 6zelliklere sahip 5093, 987 ve P728 gruplar1 da ortaya ¢ikmistir. Bu gruplarin varligini
belirlemek i¢in farkli primer setleri tasarlanarak fajlar karakterize edilebilmektedir

(Hanemaaijer et al. 2021).

Bir¢cok mikroorganizma grubunda oldugu gibi tiim genomun taranabildigi GTGs ve
M13 benzeri primerler kullanilarak amplikon farkliliklarina gore izolat siniflandirilmasinin
bakteriyofajlar i¢in de yapilabilirligi arastirilmistir. Bakteri ve maya ¢esitliliginin
belirlenmesinde oldugu kadar yaygin olmamakla beraber P1, P2, OPLS5, RAPD-5, Primer 1,
Primer 2, Primer 3, Primer 4, Primer 5, Primer 6, Primer A, Primer B, OPA-11, OPB-11, OPC-



08, OPC-20, OPD-03, OPD-05, OPD-07 gibi bazi primerlerin kullanilabildigi goriilmektedir
(Barrangou et al. 2002; Kumari et al. 2009; Gutierrez et al. 2011; Hassan and Youssef 2011).

Belirtildigi tizere viriis karakterizasyonunda farkli metotlar kullanilmaktadir. Ancak
virislerin ¢esitliligi ve calisma sartlarinin nispi zorlugu yeni metotlara ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. Molekiiler karakterizasyonda da en ¢ok kullanilan metotlardan biri HRM (High
Resolution Melting)’dir. HRM analiziyle DNA’ya baglanabilen floresan boyalar yardimi ile
PCR islemi yapilmis bir amplikonun niikleotit dizisindeki ¢esitlilige bagl olarak spesifik erime
sicakligi belirlenerek farkliliklar ortaya koyulabilmektedir. Boylece metodun bu 6zgiilligii
sayesinde genetik tiplendirme, hastalik teshisi gibi farkli kullanim alanlari bulunmaktadir
(Erdem et al. 2016; Forghani et al. 2016). Bu nedenle metodun konu ile ilgili

kullanilabilirliginin ortaya konulmasi 6zel 6nem arz etmektedir.

Yapilan ¢alisma kapsaminda ilgili 6rneklerde faj varlig1 belirlenerek karakterizasyonu
gerceklestirilmis ve daha kaliteli yogurt suslarinin {iretimine yonelik katki sunulmasi
amaclanmistir. Bu baglamda konakeist Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus olan fajlar ¢ig siit, yogurt, peyniralti suyu ve fabrika atiklarindan
izole edilmistir. Fajlarin  karakterizasyonu morfolojik ve molekiiller metotlarla
gerceklestirilmistir. Ayrica konakg1 Ozgiilliigi ve konakgr kiiltiirlerin lizojen varhig
arastirilmistir. Mevcut literatiir incelendiginde viriis karakterizasyonunun olduk¢a maliyetli,
giic, donaniml1 laboratuvar alt yapist gerektiren bir iglem oldugu goriilmektedir. Proje
kapsaminda, kullanilan HRM metodu ile viriislerin aragtirilmasina yonelik hizli, nispeten

ekonomik ve yeni bir karakterizasyon prosediirii onerilmeye ¢aligilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Bakterileri enfekte eden virlisler “Bakteriyofaj (faj)” olarak isimlendirilmektedir.
Diinyada bakteri sayisinin yaklasik 10 kat1 kadar faj bulundugu diistiniilmektedir (Marco et al.
2012). Fajlarin kesif tarihi iizerine bir¢ok tartisma bulunmaktadir. Bununla birlikte ilk olarak
1896°da Ingiliz bakteriyolog Ernest Hankin tarafindan Hindistan'daki Ganj ve Jumna (Yamuna)
nehirlerinin sularinda Vibrio cholerae’ya kars1 antibakteriyel bir aktivitenin varlig
gozlemlenmistir. Hankin, su kaynatildiginda bu 6zelligini kaybettigini ve bu durumdan bir
canlmin sorumlu oldugunu fark etmistir. Bakteriyofajlar ilk olarak 1915 yilinda Twort
tarafindan tanimlanmis ve faj terimi ilk olarak 1917 yilinda Felix d’Herelle tarafindan ileri
stiriilmiistiir. 1935 yilinda ise Hugh Whitehead ve Geoffrey Cox tarafindan ilk defa Lactococcus
lactic faj1 izole edilmis ve tanimlanmistir (Stanley et al. 2003; Capra ef al. 2018).

Tipik bir bakteriyofajin yapisi incelendiginde (Sekil 1), faj niikleik asidini (DNA/RNA)
cevreleyen bir veya birkag¢ farkli proteinden olusan ikosahedral bir bas (kapsit) bulundugu
goriilmektedir. Faja ait kuyrugu kapside baglayan, ardisik halkalardan olusan konektor adinda
bir yap1 bulunmaktadir. Bu yapi, fajlar icin kilittas1 bir proteindir. DNA paketlemesinde gorev
almaktadir. Enfeksiyon sirasinda, fajin bakteriye baglandigi anda kuyruk araciligiyla birlikte
gonderilen sinyal ile konektor sayesinde faj niikleik asidinin ¢ikist ger¢eklesmektedir (Veesler
and Cambillau 2011; Orlova 2012). Fajlarda bulunan kuyruk, enfeksiyon esnasinda sinyal
verici 0zelliginin yaninda, faja ait niikleik asidin konakg¢1 bakteriye iletilmesini saglamaktadir.
Kuyruklar iki 6zelligi ile incelenmektedir: birincisi kisa veya uzun, ikincisi ise kontraktil veya
kontraktil olmayan kuyruklardir. Fajlarin dahil oldugu familyaya (Siphoviridae, Myoviridae ve
Podoviridae) gore kuyruk ozellikleri degisiklik gostermektedir. En fazla {iyesi bulunan
Siphoviridae familyasina ait fajlarin kuyruklar, farkli gorevler yapan birka¢ proteinden
meydana gelmektedir. Tiim kuyruk tiplerinin ucunda dis uzantilar bulunmaktadir. Genellikle
birkag lifli taban plakas1 ve bir u¢ veya konake1 reseptorlerine spesifik bir igne bulunmaktadir.
Taban plakasi1 ve kuyruk lifleri, fajin konak¢isina baglanmasinda gorev almaktadir. Boylece
geri dondiiriilemez bir baglanma ile faj konektorii agilmakta ve faj genomu kuyruk vasitasiyla
konakg hiicreye aktarilmaktadir. Bazi fajlarda bas ile kuyruk arasinda bir yaka bulunmaktadir

(Orlova 2012).
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Sekil 1. Tipik bir bakteriyofaj yapis1 (Mansour 2018)

Bakteriyofajlarin, konak¢i bakteriye baglanmasinda ve konak¢1 Ozgiilliigiliniin
belirlenmesinde spesifik faj tanima bolgeleri gorev almaktadir. Fajlarda bulunan bu yapilarin
yaninda, konak¢i bakterilerilerin ylizeyinde de fajlarin tutunabilecegi reseptorler
bulunmaktadir. Gram pozitif (+) ve Gram negatif (-) bakterilerin hiicre duvarlari, kalinliklari,
lipid ve lipoprotein muhtevasi, ylizey kimyasi farklilik gostermektedir. Dolayisiyla faj
enfeksiyonunda farkli reseptorlerin varligindan séz edilebilmektedir. Gram (+) bakterilerde
hiicre duvarima bagl protein, teikoik asit, flagella ve kapsiil gibi reseptorler bulunurken; Gram
(-) bakterilerde Tol-C, flagellar ve Omp-F proteini ve porin gibi reseptorler yer almaktadir

(Hussain et al. 2021).

Bakterinin faj tarafindan enfeksiyonu bir dizi olay ile ger¢eklesmektedir; oncelikle faj,
bakteri hiicresinin ylizeyinde bulunan lipopolisakkarit, teikoik asit ve proteinler gibi spesifik
reseptorlere baglanarak adsorbsiyon gerceklesmektedir. Adsorbsiyonu takiben fajin bas
kisminin i¢inde bulunan niikleik asit (DNA veya RNA) bakteri sitoplazmasina aktarilmakta,
daha sonra faj, bakteriye ait DNA/RNA’y1 parcalamakta ve kendi DNA/RNA’smni
sentezlemektedir. Faj DNA/RNA’s1 replike olmakta, faja ait enzim ve proteinler
sentezlenmektedir. Faja ait elementler bir araya gelmekte ve sentezlenen endolizin enzimi ile

bakteri hiicresi pargalanarak fajlar serbest kalmaktadir (Erkmen ve Bozoglu 2016).

Bakteriyofajlar, bakteri hiicresinde litik ve lizojenik olmak {izere iki sekilde
bulunmaktadir. Fajlarin litik ve lizojenik yasam sekli, bir¢ok ¢evresel faktore bagli diizenleyici
proteinlerin (Cro ve CI) ekspresyonuna baglidir. CI diizenleyici proteini lizojenik dongiiyii, Cro

proteini ise litik dongiiyili desteklemektedir. Bu iki protein OL ve OR olmak iizere iki operatore



baglanirlar, proteinlerden hangisi bu operatorlerin dncelik verdigi bolgeye baglanirsa kendi
gelisimlerini tegvik ederken digerinin sentezini baskilamaktadirlar. Lizojenik yasam dongiisiine
sahip olan fajlar temperent faj (1liman) olarak isimlendirilmekte olup genomunu konakgi
bakterinin kromozomuna entegre etmektedir. Bu sekildeki faj DNA’sina profaj adi
verilmektedir. Boylece konakg1 bakterinin (lizojen bakteri) boliinmesi durumunda faj genomu
da replike olmakta ve bir sonraki hiicrelere aktarilmaktadir (Sekil 2). Lizojeni durumunda, CII
proteini litik promotdrlerin transkripsiyonunu baskilayarak kendi sentezini tesvik etmektedir.
Profaj; aglik durumu, ani sicaklik degisimi, UV, kimyasal madde miidahalesi (Mitomycin C)
gibi disaridan gelebilecek bir etkiye maruz kalmasi durumunda aktive edilmis RecA proteini
CI baskilayict etkisini ortadan kaldirmakta ve bakteri genomundan ayrilarak litik dongiliye
girmektedir (Sturino and Klaenhammer 2004; Raya and H’bert 2009).

Litik Lizojenik
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Sekil 2. Bakteriyofaj yasam dongiileri (Batinovic et al. 2019)

Profaj formundaki Streptococcus thermophilus suslarinin yalnizca %1-2,2’lik kadar az
bir kismi mitomycin C tarafindan indiiklenebilmektedir. Bu oranin lizojen formda olan
Lactobacillus suslarinda daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden ¢ok az sayida
Streptococcus thermophilus susunun lizojenik oldugu gosterilebilmistir. Ayrica Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus’u enfekte eden fajlarin Streptococcus thermophilus’a nispeten daha
az oldugu gozlemlenmistir (Sturino and Klaenhammer 2004; Villion and Moineau 2009;

Quiberoni et al. 2010; Aryana and Olson 2017).

Ik faj simiflandirmas1 1943°te Ernst Ruska tarafindan {ic morfolojik tipte sematize
edilmistir. 1948’de Holmes, bir cins ve kirk alt1 tlir iceren konakg¢i araliina dayali bir
simiflandirma yapmistir. 1962°de ise Lwoff, Horne ve Tournier, fajlar1 niikleik asit tiplerine

(DNA veya RNA), kapsid sekline, kapsomer sayisina ve bir zarfin bulunup bulunmamasina



gore smiflandirma yapmustir. 1966°da, virion ve niikleik aside gore siniflandirmay1 benimseyen

ICTV (uluslararas: virlis taksonomi komitesi) kurulmustur. Sekil 3’te fajlarin, 1967 yilinda

Bradley tarafindan 6nerilen morfolojik 6zelliklerine gore (A, B, C, D, E ve F) siniflandirilmasi

gorilmektedir.
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Tip Niikleik asit Ozellik Ornek
A DNA,2, L Polihedral bag, uzun kuyruk etrafinda kontraktil kalif T2, T4, T6
kuyruk levhas: (hegzagonal) kuyruk ignesi ve fibrillen
B DNA, 2,L Polihedral bag, kontraktil kilift olmayan uzun kuyruk T1, TS5, 2
C DNA, 2, L Polihedral bag, kontraktil kilifi olmayan kisa kuyruk T3, T7, P22
D DNA,1,C Kuyruksuz, ikosahedral bag, kapsid Gzerinde gok buyik $X174, S13
kapsomer
E RNA, 1, L Kuyruksuz, ikosahedral bag, kapsid Gzerinde gok kiigik F2R17, Fr, MS2
kapsomer
F RNA, 1,L Fleksibl filamentdz FE, fd, M13

Sekil 3. Bradley siniflandirmasi (Gokge 2010)

Daha sonra 1987°de, Ackermann tarafindan morfolojik 6zelliklerine ek olarak niikleik

asit yapilarina (DNA veya RNA) gore kuyruklu, polihedral, flamentdz ve pleomorfik fajlar

olmak tizere dort grupta smiflandirilmistir (Tablo 1). Bu smiflandirmaya gére Myoviridae,

Siphoviridae ve Podoviridae familyalarinin (Bradley’e gore sirasiyla A, B ve C grubu) iginde

bulundugu kuyruklu fajlar %96 gibi biiyiik bir oranda en genis faj grubunu olusturmaktadir
(Ackermann 2009b).



Tablo 1. Ackermann Siniflandirmasi (Ackermann 2009b)

Morfoloji Niikleik asit Familya Ozellikler Ornek
dsDNA (L) Myoviridae Kontraktil T4
Kuyruklu kuyruk
dsDNA (L) Siphoviridae Kontraktil A
olmayan uzun
kuyruk
dsDNA (L) Podoviridae Kisa kuyruk T7
ssDNA (C) Microviridae Belirgin ®X174
kapsomerler
dsDNA (C, S) Corticoviridae Lipit iceren PM2
kompleks kapsit
dsDNA (L) Tectiviridae Lipit igeren ¢ift PRDI1
Polihedral kapsit, sahte
kuyruk
dsDNA (L) SHI1* Lipit iceren ¢ift  SHI
kapsit
dsDNA (C) STIV* Taret seklinde STIV
cikintilar
ssRNA (L) Leviviridae Polioviriis MS2
benzeri
dsRNA (L, M) Cystoviridae Lipit zarf D6
ssDNA (C) Inoviridae Uzun flament,  MI13
kisa gubuklar
Ipliksi dsDNA (L) Lipothrixviridae  Lipit zarf TTVI
dsDNA (L) Rudiviridae TMYV benzeri SIRV-1
Sert gubuklar
dsDNA (C,S) Plasmaviridae Kapsitsiz lipit L2
zarf
dsDNA (C,S) Fuselloviridae Limon seklinde SSV1
dsDNA (L,S) Limon seklinde  Hisl
dsDNA (C,S) Guttaviridae Damlacik SNDV
Pleomorfik seklinde
dsDNA (L) Ampullaviridae* Sise seklinde, ABV
sarmal
niikleokapsid
dsDNA (C) Bicaudaviridae*  Iki kuyruklu, ATV
sarmal
niikleokapsit
dsDNA (L) Globuloviridae*  Kiiresel, lipid PSV

igeren bir zarf
ve sarmal bir
niikleokapsid

*tanimlanmamig cins
ds: cift sarmal, ss: tek sarmal, L: lineer, C: sirkiiler, S: parcali

Uluslararas1 Virlis Taksonomisi’ne (ICTV) gore, laktik asit bakterilerinin fajlari
kuyrukludur ve ¢ogu Siphoviridae, birkag1 Podoviridae familyasinda yer almaktadir. Yogurt
bakterileri olan Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

polihedral bir basa ve kontraktil olmayan uzun bir kuyruga sahip oldugu icin Bradley



siniflamasinda B grubunda ve Siphoviridae familyasinda yer almaktadir (Ackermann 2009b;

Capra et al. 2018).

Lactobacillus cinsinin 100’den fazla tiirii vardir ve dolayisiyla genis yelpazede bir faj
cesitliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bunun i¢in Lactobacillus fajlarinin birgok 6zelligi dikkate
almarak bir smiflandirmaya gidilmis; konaker tiiriine, morfolojilerine, hibridizasyon ve
karsilastirmali genom analizi ile DNA homolojisine gore (grup a, b, ¢ ve d) siniflandirma
yapilmustir. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajlar1 grup b’de yer almaktadir (Capra et
al. 2018).

Elektron mikroskobunun kesfi viriislerin morfolojisini inceleme imkani sunmaktadir.
Bu cihaz 1930°da, Ernst Ruska ve James Hillier liderliginde, iki bagimsiz grup tarafindan
gelistirilmis ve 1940 yilinda ilk defa kullanilmustir. {lk ¢alismalar fajlarin kiigiik, yuvarlak veya
uzun, koyu parcaciklar oldugunu ileri siirmiistiir. 1950’lerin sonlarinda negatif boyama yontemi
ile fajlarin bas, kuyruk, kuyruk kilifi gibi yapilar1 ayrintili olarak incelenmistir (Almeida et al.

2018).

Fajlar, elektron mikroskobunda incelenmek iizere bakir kapl gridlere damlatilmakta ve
bir numune tutucuya yerlestirilmektedir. Elektron tabancasi tarafindan gonderilen elektronlar,
uygulanan hizlandiric1 voltaj ile kolondan asagiya hareket etmektedir. Elektronik 1s1k
numuneden ge¢cmekte, bu sirada her bir alanin kalinligina ve kirilma indisine bagli olarak
elektronlar sacilmaktadir. Daha sonra elektron 1smm1 numuneden ¢ikmakta ve biylitiilmiis
gorlintiiyli sunan optik mercege ge¢cmektedir. Nihayetinde son biiylitiilmiis goriintii okiiler

lensler sayesinde olusturulmaktadir (Aryal 2022).

Streptococcus thermophilus fajlart 31-45 kb’lik ¢ift sarmalli bir DNA genomu
icermektedir. Kiiciik izometrik kafaya (50-90 nm) ve konraktil olmayan uzun kuyruga (100-

360 nm) sahiptirler (Stanley et al. 2003).

Streptococcus thermophilus fajlart DNA paketleme mekanizmasina gore cos (yapigkan)
veya pac (kiit) u¢ bulundurmalar1 goz Oniine alinarak iki grupta incelenmistir. Yapilan
caligmalar dogrultusunda cos grubu fajlarin genellikle termofilik fermantasyon iirlinlerinde
goriildiigl tespit edilmistir. Bu grubun iiyeleri virulent fajlar1 icerirken pac faj gruplarinin
tiyeleri hem virulent hem de 1liman fajlar1 temsil etmektedir (Lavelle et al. 2018). Mills et al.
(2011), yaptiklart bir ¢alismada, Streptococcus thermophilus 5093 fajinda cos ve pac
bolgelerini tespit edememis, bunun yerine korunmus farkl bir dizinin varligini géstermislerdir.
Dolayistyla 3. bir grup ortaya ¢ikmustir. Siit kokenli olmayan “5093 grup” fajlarin globiiler

taban plakasina sahip olmasi ile benzersiz morfolojik 6zelliklere sahip oldugu gozlemlenmistir
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(Szymczak et al. 2017). McDonnel et al. (2016), Streptococcus thermophilus fajlar1 {izerinde
yaptig1 PCR caligmalar1 dogrultusunda cos ve pac igeren faj saptama primerleri kullanildiginda
amplifikasyon olmadig1 goriilmiis ve izolatlar genom dizilemesine tabi tutulmustur. Bunun
sonucunda 4 {iyesi bulunan “987 grup” fajlar olarak 4. bir grubun varligindan s6z edilmistir.
Philippe et al. (2020), yaptiklar1 ¢alismada faj P728 ve D4446 nin bugiine kadar tanimlanan
Streptococcus thermophilus fajlar1 ile benzerliginin siirl oldugunu saptamis ve dolayisiyla 5.
bir grubun varligin1 gostermislerdir. Fajlarin bu sekilde g¢esitlenmesi ile birlikte, siit ve siit
triinleri Uretiminde karsilagilan faj popiilasyonunun arastirilmast ve ¢oziim yollarinin

gelistirilmesine yonelik ¢alismalarin 6nemini vurgulamaktadir (Lavelle ef al. 2018).

Fajlar1 molekiiler olarak tanimlama ve siniflandirmada Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD-PCR) teknikleri kullanilabilmektedir.
Diger yontemlere kiyasla daha hizli ve ekonomik bir uygulamadir ve kontrollii sartlar altinda
tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmektedir. Bu metotta universal primerler kullanilarak tiim
genom iizerindeki spesifik bolgelerin amplifikasyonu sonucu viriise 6zgii fingerprintler elde
edilmektedir. Bu fingerprintlerdeki ¢esitlilik mukayese edilerek farkliliklar/benzerlikler ortaya
konulabilmektedir (Rossetti and Giraffa 2005; Dias et al. 2020)

Viriis ¢esitliliginin ortaya konuldugu bir diger metot Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) yontemidir. Bu yontem
genel olarak ilgili bolgenin spesifik restriksiyon enzimleriyle kesilmesi esasina dayanir. Bu
amagla hedef bolge PCR islemiyle cogaltildiktan sonra kesme islemi uygulanabilecegi gibi,
yeterli miktara ulastirilan genomda da kesme islemi yapilabilmektedir. Virtislerde genellikle
yiiksek say1ya ulastirilan titrelerde (>10% pob/mL) toplam genomik DNA/RNA saflastirilmakta
ve saflagtirilan DNA uygun restriksiyon enzimleriye kesilerek fingerprintler elde edilmektedir.
RAPD-PCR’de oldugu iizere bu fingerprintlerdeki g¢esitlilik mukayese edilerek
farkliliklar/benzerlikler ortaya konulabilmektedir.

Fajlarin karakterizasyonunda kullanilan molekiiler yontemlerden biri Multipleks
PCR’dir. Bu metot ile her bir grup i¢in genomlarin korunmus bdlgeleri dikkate alinarak
hazirlanan primerler kullanilmaktadir (Labrie and Moineau 2000). Bakteriyofaj
karakterizasyonunda en ¢ok kullanilan primer seti paketleme mekanizmasini hedef alan
primerlerin kullanimidir. Bu primerler ile Streptococcus thermophilus fajlar1 5 grup (cos, pac,
5093, 987 ve P728), laktokok fajlar1 3 grup (936, c2 ve P335) altinda incelenmektedir
(McDonnel et al. 2016; Philippe et al. 2020; Romero 2020). Boylece her primere ait amplikon

uzunlugu, temsil ettigi fajin varligin1 gostermektedir. Nispeten, zamandan tasarruf saglayan bu
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yontem ile ¢ig/pastdrize siitte, iirline islenmeden once faj varlig1 saptanabilmekte, dolayisiyla

rutin kontrollerde kullanilabilmektedir (del Rio et al. 2007).

Genetik varyasyonlarin belirlenmesinde son yillarda kullanilan bir diger metot Yiiksek
Coziiniirlikli Erime (High Resolution Melting, HRM) yontemidir. Bu yontem 2 asamali bir
prosediir icermektedir. Ilk asamada hedef bolge PCR islemiyle ¢ogaltilmakta, ardindan
amplikonlar tedrici artirilan 1s1 ortaminda denatiire edilmektedir. Metot, ger¢ek zamanli olarak
takip edilmekte, bu amagla Real Time PCR (RT-PCR) cihaz1 kullanilmaktadir. Metotta
hassasiyetin arttirilmast amaciyla klasik RT-PCR’de kullanilan SyberGreen boyasi yerine
EvaGreen yer almaktadir. Ancak metot geregi kullanilan amplikon uzunlugu 600 bg hatta daha
fazla olabilmesine ragmen genellikle 150-250 b¢ uzunlugundaki amplikonlarin mutasyon veya

varyasyonlari belirlenmesinde tercih edildigi goriilmektedir (Vossen et al. 2009).
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Sekil 4. Tki asamali HRM-PCR islemi, A: RT-PCR islemi, B: HRM islemi (Tarak¢ioglu 2019)

Sekil 4’te gortildiigl tizere HRM islemi 2 basamaktan olugsmaktadir: ilk basamakta 4
farkli susa ait spesifik bir bolgenin amplifikasyon islemi goriilmektedir. Siklus sayis1 arttikca
amplikonlar daha belirgin olmakta, egride zamanla go6zlenen yiikselme plato ile
sonuc¢lanmaktadir. Islem boyunca ortamda bulunan EvaGreen boyasi ¢ift iplik¢ikli DNA
molekiillerine baglanarak 1s1ma vermektedir. RT-PCR 'nin bittigi noktada cihaza tedrici sicaklik
arttirilmas1 komutu verilmekte ve tiip igerisinde artan kinetik enerji ile DNA iplik¢iklerinde
olusan denaturasyon gozlenmektedir. Bu asamada amplikonlarin olusumu esnasinda cift
iplikcikli DNA’ya baglanan EvaGreen boyasi 1sima olusturma o6zelliginin aksine, olusan
denaturasyonla 1simada azalma gostermekte ve bu durum spesifik bir erime noktasinin
olusmasina sebep olmaktadir. Olusan spesifik erime noktasi, niikleotit dizilimiyle baglantili

oldugundan elde edilen sicaklik degeri mutasyona/cesitlilige 6zgiindiir (Qiagen 2009).

12



Elde edilen erime egrileri arasindaki farkliliklarin netlestirilmesi ve gruplarin
belirginlestirilmesi amaciyla farkli islemler uygulanabilmektedir. Bunlardan ilki ilgili egrilerin
tirevleri alinarak HRM egrilerine ait piklerin elde edilmesidir. Sekil 4’te sunulan HRM
egrilerinin tiirevleri Sekil 5’te verilmistir. ilgili erime noktas1 farkliligina gére HRM sicaklig

ayrimlar1 ve farkliliklar1 daha net olarak gozlemlenmektedir.

dF idT

A

2 /
01 / &
. LAy = G N e AN v A—%ﬁ e — —
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
bl 72 73 74 75 7% 7 8 7% 80 81 8z 83 84 8s 8 a7 88 a3 20 El 92 S 4 £
*C

#|
A: noise (giiriltii) , B: DNA’nin denature oldugu sicaklik (erime sicakligi), C: treshold (esik)

Sekil 5. Sekil 4'deki HRM islemi i¢in olusturulan tiirev grafigi (Tarak¢ioglu 2019)

Farkli HRM egrilerinin gruplandiriimasinda kullanilan ikinci uygulama ise PCA
(Principal Component Analysis) analizinin kullanilmasidir. Bu yontemde HRM analizi sonucu
elde edilen verilerin islenmesi ve numunelerin bu veriler yardimiyla gruplandirilmasi soz
konsudur. Asagidaki sekilde (Sekil 6) farkli kaynaklardan izole edilmis E.coli suslarinin V3
bolgesi kullanilarak gruplandirilmis hali goriilmektedir. ilgili gérselde HRM islemi boyunca

elde edilen veriler islenerek olusturulan 4 farkli grubun varligi gozlemlenmektedir.
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Sekil 6. HRM verilerinin PCA analizi ile degerlendirilmesi (Tarak¢ioglu 2019)

Fermentasyon islemi gidalarin muhafazasi, lezzetinin gelistirilmesi amaciyla kullanilan
en eski ve saglikli yontemlerden biridir. Fermantasyon siirecinde gorev alan mikroorganizmalar
tirtine probiyotik 6zellik kazandirabilmektedir. Fermente gidalarin kolon kanserini 6nleyen, kan
kolestrol seviyesini diigiiren veya stabilize eden terapotik etkileri; kalsiyum, magnezyum, demir
gibi minerallerin emilimini ve besinlerin biyoyararliligin1 artiran besleyici faydalari

bulunmaktadir (Cetin 2011; Aktas and Cetin 2022).

En eski fermente siit {irtinlerinden biri olan yogurdun kdkeninin Orta Asya oldugu
gorisii kabul edilmektedir. Kasgarli Mahmut, Divan-1 Liigat’t Tiirk adli eserinde Tiirkce bir
sozcik olan yogurdun “yogun” ve “yugurmak (yogunlastirmak)” terimlerinden geldigini
belirtmektedir. Bununla beraber yogurt ve yogurt benzeri; dahi (Hindistan), zabadi (Misir),
mast (Iran), leben raib (Suudi Arabistan), laban (Irak ve Liibnan), roba (Sudan), iogurte
(Brezilya), cuajada (Ispanya), dovga (Azerbaycan) ve matsoni (Giircistan, Rusya ve Japonya)

gibi iirlinler de bilinmektedir (Yurdakok 2015; Fisberg and Machado 2015).

Tirk Gida Kodeksi (TGK) Fermente Siit Uriinleri Tebligi’'ne gore yogurt;
“fermentasyonda spesifik olarak Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus’un simbiyotik kiiltiirlerinin kullanildig1 fermente siit {iriinii” olarak ifade

edilmektedir.

Yiiksek besleyici degeri nedeniyle yogurt, tliketiciler tarafindan siklikla tercih edilen

fermente bir gidadir. Genellikle siite kiyasla yogurtta laktoz miktar1 daha diisiik; galaktoz, laktik
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asit, serbest amino asit, peptitler ve serbest yag asitleri daha fazla bulunmaktadir. Kalsiyum,
fosfor, magnezyum, Bi, B2 ve Bi2 vitamini agisindan zengin olan yogurdun protein igerigi
yiiksek, yag icerigi ve glisemik indeksi diigiiktiir (Meydani and Ha 2000; Fernandez et al. 2017).
Yogurt olusumu esnasinda yogurt kiiltiirleri tarafindan laktozu kullanmak tizere {iretilen laktaz
enzimi lriinde laktoz miktarini azalttig1 gibi, yogurdun sindirimi siliresince de mide pH’sindan
etkilenmeden kalin bagirsaga gecebilmekte ve laktozun 6nemli bir kismi1 hidrolize olmaktadir.
Dolayisiyla laktoz intdleransi olan kisilerce tiiketilemeyen siit, bu sayede kolay sindirilebilir
hale gelmektedir. Yogurtta bulunan proteinlerin biyoyararlilig1 yiiksektir. Kiiltiirlerin
proteolitik aktivitesi sayesinde siit proteinleri Onceden bir miktar sindirilerek nispeten
sindirilebilirligi artmaktadir. Siitiin yogurda doniistiiriilmesi sirasinda artan kuru madde ile
yogurt proteinlerinin konsantrasyonu da artmaktadir. Giinliik alinmas1 6nerilen protein miktari,
ortalama 200-250 g yogurt tiiketimi ile karsilanabilmektedir. Yogurdun tam yagli, yarim yaglh
yagli, az yaglh ve yagsiz olarak iiretimi yapilabilmektedir. Boylece, ¢ocuklarin beslenmesinde
ihtiya¢ duydugu enerjinin bir kismi yagli yogurtlar vasitasiyla karsilanabilirken; yashlar i¢in
ise yagsiz yogurtlar bir alternatif sunmaktadir (Ozer 2006; El-Abbadi et al. 2014).

Yogurt ile ilgili yapilan ¢alismalarda saglik iizerine potansiyel olumlu etkileri ortaya
konulmustur. Yogurt olusumundan sorumlu Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus’un metabolizmas1 sonucu sentezlenen hidroksimetil glutarat
sayesinde serum kolestrol sentezini engelledigi belirtilmistir. Yogurdun, yetiskinlerde immiin
sitemini gliclendirdigi yoniinde bir dizi veri bulunmaktadir. Yogurt kiiltiirlerinin laktozu
metabolize etmesiyle olusan laktik asit, kalin bagirsak pH’sin1 bir miktar diistirerek veya
kiiltiirlerin ~ bagirsak ¢eperlerine tutunup hakim flora haline gelmesiyle zararh
mikroorganizmalarin gelisimini kismen engellemektedir. Yogurt tiikketimi ile konjuge linoleik
asit arasindaki iligkinin onemi bir dizi arastirmaya konu olmustur. Birgok Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Lactobacillus acidophilus susu
serbest linoleik asidi konjuge linoleik aside doniistiirebilmektedir. Konjuge linoleik asidin
tiimor olusumunu engelledigi, insiilin direnci, viicut yag orani, damar sertligi, kolestrol ve
meme kanseri riskini azalttig1, viicudun yag oranini azaltip kas kiitlesini arttirdig1 ve bagisiklik
sistemini giiglendirdigi goriilmiistiir (Kishino et al. 2002; Sieber et al. 2004; Ozer 2006;
Serafeimidou et al. 2012).

Yogurt olusumundan sorumlu Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus laktik asit bakterileri, yogurt tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir.
Bu iki bakteri tarafindan gerceklestirilen glikoliz, proteoliz ve lipoliz reaksiyonlar ile aroma

bilesikleri olusabilmektedir. Yogurt bakterileri laktozu laktik aside doniistiirmesiyle birlikte
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kazein miselleri ¢okerek yogurt pihtisi olugsmaktadir. Bunun yaninda yogurdun tat ve aromasini
olusturan; asetaldehit, diasetil, serbest yag asitleri, aseton, asetoin ve amino asitler olugsmaktadir
(Ozdemir ve Bodur 1994; Chen et al. 2017). Uretim esnasinda bu iki bakteri 1:1 oranda
katilmakta, ancak fermantasyon siliresince bu oran sicaklik ve asitlige bagli olarak degisim
gostermektedir. Streptokoklar yiiksek pH’da gelisim gosterebilirken asitlige toleransi olan
laktobasiller diisiik pH’da iireyebilmektedir. Dolayisiyla baslangicta siitiin pH’s1 6,5-6,6 iken
streptokoklar gelismekte, asitlik diistiik¢e laktobasillerin sayisinda artig goriilmektedir. Diisiik
sicaklikta streptokoklarin gelismesi desteklenirken sicaklik arttikca laktobasillerin gelisimi
uyarilmaktadir. Yogurt tretiminde iki bakterinin birlikte kullanimi, yalnizca birinin
kullanimina kiyasla gelisimi ve faaliyetlerinin daha iyi oldugu bilinmektedir. Yogurt bakterileri
arasinda simbiyotik bir iligski s6z konusudur; gelisimleri i¢in gerekli metabolitleri birbirlerinden
karsilamaktadirlar. Fermantasyonun baslangicinda Streptococcus thermophilus hizla ¢ogalarak
formik asit ve COziiretir ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un gelisimini tesvik eder.
Proteolitik kapasitesi yiiksek olan Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ise iirettigi peptit
ve aminoasitlerle Streptococcus thermophilus’un gelisimini destekler (Hill ez al. 2017; Nagaoka

2019).

Fajlarin, kiiresel olarak bollugu ve Onemi yadsinamaz. Hem organik madde
doniislimiinii hem de bakteri evrimini etkileyen biyolojik varliklardir. Bakteriler ise bu
varliklara yanit niteliginde, faj enfeksiyonundan ka¢inmak amaciyla evrimlesmis ve fajlara
kars1 ¢esitli savunma sistemleri gelistirmistir (Dupuis et al. 2013; Dy et al. 2014). Faj direng
sistemlerinin biitlinii ele alindiginda bu mekanizmalar {i¢ ana baslik altinda toplanabilmektedir:
Reseptor uyarlamalari, konak¢i savunma sistemleri ve faj kaynakli savunma sistemleri (Egido

et al. 2022).

Bakteriler, faj adsorbsiyonundan korunmak icin bir yaris halindedirler. Reseptor
uyarlamalarinda bakteride meydana gelen mutasyonlar ile birlikte hiicre yiizeyindeki
degisiklikler fajin bakteriye tutunmasini engelleyebilmektedir. Hiicre dis1 matris iiretimiyle faj
ve reseptorler arasinda bir bariyer olusturmasi, nokta mutasyonu ile belirli reseptorlerin
yapilarinda degisikliklere yol agarak bakterilerin fajlara direngli hale gelmesi, bakteri hiicre
yiizeyindeki faj reseptorlerini maskeleyen proteinlerin ve tuzak reseptor gorevindeki dis
membran vezikiillerinin liretilmesiyle faj enfeksiyonunun onlenmesi bu uyarlamalara 6rnek

olabilecek sistemlerdir (Egido et al. 2022).

Bakteri savunma sistemlerinden Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik
Tekrarlar (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-Associated
Proteins, CRISPR-Cas), Restriksiyon Modifikasyon (Restriction Modification, RM),
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Kisitlama-Modifikasyonla iliskili Savunma Adas1 Sistemi (Defence Island System Associated
with Restriction-Modification, DISARM) ve Bakteriyofaj Dislama (Bacteriophage Exclusion,
BREX) viriis DNA’sin1 hedeflerken; Abortif Enfeksiyon (Abortive Infection, Abi), enfekte

olmus hiicrenin otolizini indiiklemektedir (Smug et al. 2022).

Restriksiyon modifikasyon, uzun yillardir kapsamli olarak arastirilan ve iyi anlagilmig
faj savunma sistemleridir. Bakteri ve arke genomlarinin biiyiik bir cogunlugunda bulunmaktadir
(Labrie et al. 2010; Egido et al. 2022). Bu sistem, restriksiyon endoniikleaz1 (REase) ve
metiltransferaz (MTase) olmak iizere iki enzimatik aktiviteden olusmaktadir. RM sistemine
sahip bakteri hiicresine giren yabancti DNA’nin (faj DNA’sinin) metilasyon durumu
degerlendirilir. MTase, konak¢t DNA’si1 belirli bolgelerde metilleyerek korurken; REase,
modifiye edilmemis (metillenmemis) yabanci faj DNA’sin1 taniyip parcalamaktadir. Daha az
bir ihtimalle faj DNA’s1 bakteriyel metilaz ile metillenerek litik dongiliye girebilmektedir.
Ancak restriksiyon enzimi genellikle metilazdan daha aktif olmasi sebebiyle konak¢i DNA
metilasyon ile korunurken faj DNA’s1 parcalanmaktadir (Labrie ez al. 2010; Vasu and Nagaraja
2013; Egido et al. 2022).

DISARM, bakteriyi genis yelpazedeki fajlara karst koruyan, yakin zamanda
kesfedilmis, RM ile ilgili bir savunma sistemidir. Bu sistem, faj adsorbsiyonunu engellemeden
bakterideki belirli bir diziyi metillemekte, faj replikasyonunu ve lizojeniyi erken asamada
onleyebilmektedir. DISARM i¢in; metilaz (drmMI, drmMII), helikaz (drmA, drmB drmD),
fosfolipaz-D/niikleaz (drmC) fonksiyonlar1 yaninda islevi tam tespit edilemeyen (drmkE)
genlerin bulundugu bir mekanizma 6nerilmektedir. Gen susturma deneyi ile faja kars1 savunma
icin drmC geninin kismen, diger genlerin ise kesinlikle gerekli oldugu sonucuna varilmistir

(Ofir et al. 2018).

BREX, DNA metilasyonu tabanli bir faj savunma sistemidir. Sistem, bir Lon benzeri
proteaz (brxL), alkalin fosfataz proteini (pglZ), RNA baglayici protein (brx4), DNA metilaz
(pglX), ATPaz proteini (brxC) ve bilinmeyen islevli bir proteini (brxB) kodlayan 6 gen
icermektedir. BREX sistemlerine sahip bakteri DNA’sinin palindromik olmayan dizisinde
metilasyon modelleri olusturarak faj enfeksiyonundan korundugu tespit edilmistir. BREX, faj
adsorbsiyonuna izin vermekte ancak bir mekanizma ile litik ve lizojenik fajlara ait DNA
kopyalariin olusumunu engellemektedir. BREX sistemi, bir RM sistemi degildir. BREX, RM
sistemlerinin aksine faj DNA’sin1 bozmamakta ve metillenme palindromik olmayan bdlgelerde

gerceklesmektedir (Goldfarb et al. 2015).
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En yaygin faj direng¢ sistemlerinden biri olan CRISPR-Cas (Kiimelenmis Diizenli
Araliklarla Kisa Palindromik Tekrarlar), adaptif (uyarlayici) bir savunma mekanizmasidir.
Bir¢ok bakteri ve arke genomu ve nadiren plazmitlerde bulunmaktadir. CRISPR-Cas sistemleri,
Smif 1 (Tip I, Tip I, Tip IV) ve Sif 2 (Tip II, Tip V, Tip VI) olmak tizere 2 farkli simif; Tip
I (Cas3),Tip II (Cas9), Tip III (Cas10), Tip IV (Csfl), Tip V (Cpfl) ve Tip VI (C2c2) olmak
tizere alt1 tipten olugmaktadir. CRISPR-Cas sisteminde, faja ait DNA taninir ve yakalanir,
yakalanan DNA bakteri genomuna uygun sekilde entegre edilerek konak¢inin o enfeksiyonu
tanimas1 ve faj ile bir daha karsilastiginda ona bagisiklik kazanmasi ve direng gdstermesi
saglanmaktadir. Bu mekanizmada cas proteinlerini kodlayan genler rol almaktadir (Li ef al.
2016; Stout et al. 2017). Fermente gidalarin liretiminden sorumlu olan mikroorganizmalarda,
CRISPR-Cas sistemi ile siklikla kargilagiimaktadir. Bu durum, fermentasyon siiresince fajlarin
baskinligindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte CRISPR-Cas igeren suslar, risk olusturan
fajlara tekrar tekrar maruz kalabilmektedir. Fermentasyon teknolojisinin 6nemli bir susu olan
Streptococcus thermophilus st liste 4 farkli faja maruz birakilmis ve sonucunda tekrar eden
palindromik bdlgelerde ilgili fajlara ait dort yeni sekans (spacer) tespit edilmistir. Bu durum,
CRISPR’nin uyarlanmis bagisiklik sisteminin kesin gostergesi olarak degerlendirilmektedir

(Stout et al. 2017).

CRISPR-Cas sistemleri; bakterilerin yaklagik %40''nda, RM sistemleri %75'inde,
BREX ise %10’unda bulunmaktadir (Doron et al. 2018).

Abortif enfeksiyon (Abi) sistemi genel olarak profaj ve plazmitler tarafindan
kodlanmaktadir. Sistemin temel prensibi, diger savunma mekanizmalarindan farkli olarak
enfekte hiicrenin oliimiine dayanmaktadir. Abi sistemleri ile kodlanan bakteri hiicresi, faj
enfeksiyonunu algiladiktan sonra, fajin replikasyon dongiisiinii tamamlamasina imkan
vermeden sadece enfekte hiicreler Olmektedir. Boylece fajin diger hiicrelere yayilim
sinirlanmakta, konak¢i hiicrenin ¢ogunlugu ise hayatta kalmaktadir. Faj enfeksiyonunu
incelemek amaciyla model organizma olarak Escherichia coli (E.coli) kullanilmis ve bir¢ok
Abi sisteminin mekanizmasi arastirilmistir. Bununla beraber, siit endiistrisinde 6nemli
kayiplarin sebebi olmasiyla birlikte laktokok fajlarinin savunma mekanizmalarina dair
calismalar 6nem kazanmustir. Lactococcus lactis fajinda AbiA’dan AbiZ’ye kadar yirmiden
fazla savunma geni veya sistemi tespit edilmistir. Bu mekanizma, E.coli ve Lactococcus
lactis’in yam sira Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Shigella dysenteriae, Streptococcus

pyvogenes ve Vibrio cholerae’de goriilmistiir (Chopin et al. 2005; Lopatina et al. 2020).
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Bakteriler, tirettigi ikincil metabolitlerle de fajlara kars1 direng gosterebilmektedir. Son
yillarda daha bir¢cok konakg¢1 savunma sistemi tanimlanmaya ve karakterize edilmeye devam

etmektedir (Egido et al. 2022).

Faj kaynakh savunma sistemleri konakc¢inin, faj istilasiyla beraber aktiflesen,
Stiperenfeksiyon dislama (Superinfection exclusion, Sie) ve Sie olmayan seklinde
gruplandirilan iki savunma sistemini igermektedir. Ozellikle Sie sistemlerinde profaj kaynakli

proteinlerin etkili oldugu goriilmektedir.

Stiperenfeksiyon dislama (Sie) sistemlerinde; faj DNA’sinin konakg¢1 hiicreye girisini
engelleyen, faj reseptorleriyle etkilesime giren, yabanci fajin enzimlerini inhibe eden ve
konformasyonel bir degisikligi tetikleyen, hiicre membranina sabit veya membran bilesenleri
ile iligkili oldugu disiiniilen proteinler iiretilmektedir. Bu durum, spesifik fajlara karsi
bagisiklik kazandirr. Tlgili proteinleri kodlayan genler genellikle profajlarda bulunmaktadir.
Bazi fajlar ise hiicre yiizeyi reseptorlerini maskeleyici proteinler {ireterek yeni enjeksiyonlari
engellemektedir (Egido et al. 2022). Yalnizca birka¢ Sie sisteminin karakterize edilmesine
ragmen birgok farkli Sie sistemi tanimlanmistir. Sie sistemine sahip iliman faj Streptococcus
thermophilus TP-J34’te tanimlanan bir lipoproteinin, DNA enjeksiyonu icin kanal
olusumundan sorumlu diger fajlarin proteini ile etkilesime girdigi ve faj enjeksiyonunu

engelledigi tespit edilmistir. Ayrica Kolifaj (E.coli faj1), Salmonella enterica ssp. enterica

serovar Typhimurium ve Lactococcus lactis lizojenik fajlarda da Sie sistemlerine rastlanmigtir

(Labrie et al. 2010; Azam and Tanji 2019).

Profajlar, Sie benzer olmayan mekanizmalarla da faj enfeksiyonuna karsi direng
gosterebilmektedir. Mycobacterium smegmatis gibi profajlar yeni enfekte olmus fajlarin
DNA’sin1 hedef alan RM sistemlerinin veya DNA baglayict baskilayici proteinlerin (DNA-
binding repressor proteins) ekspresyonunu saglayarak bakteriye diren¢ kazandirabilmektedir.
RexA-RexB gibi profajlarda goriilen sistemler yeni bir faj enfeksiyonuna maruz kaldiginda Abi
yanitini tetikleyebilmektedir. Konak¢1 savunma sistemlerinde bahsedildigi gibi faj savunma
sistemlerinin de kesfi heniiz devam etmektedir. Bunlardan bir tanesi Faj Anti Restriksiyon

Indiiklenmis Sistem (Phage Anti-Restriction-induced System, PARIS)’dir (Egido et al. 2022).

Fajlar, fermantasyon siiresinin uzamasina ve boylece ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Dolayisiyla fajlar, siit endiistrisi i¢in olduk¢a Onemli bir risk faktorii olarak
goriilmektedir. Bir fabrikada faj kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmesi, yeni fajlarin
tiremesi ve yayiliminin engellenmesi i¢in 6nemli bir adimdir (Capra et al. 2018; Marcé et al.

2019).
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Cig siit, fajlarin en olas1 kaynagidir. Cig siitte faj, 10'-10° pob/mL gibi diisiik titrelerde
bulunmaktadir. Faj kontaminasyonu siitiin toplanmasi, taginmasi, depolanmasi ve iglenmesi
sirasinda meydana gelebilmektedir. Fajlar siit gibi sivi ortamlarda gelisebilmekte ve kolayca
yayilabilmekte, dolayisiyla fermentasyon asamasinda birkag faja duyarl sus ile karsilastiginda
faj sayis1 108-10°°a kadar hizlica artabilmektedir. Siit iiriinlerinin ham maddesi olan ¢ig siitiin
faj icerigi agisindan incelenmesi, bir sonraki agamalar i¢in kritik bir noktay1 temsil etmektedir

(Garneau and Moineau 2011; Szczepankowska et al. 2013; Pujato et al. 2019).

Laktik asit bakterileri iizerinde yapilan calismalar neticesinde LAB fajlarinin genel
olarak termal islemlerden etkilenmeden aktivitelerinin devam ettigi goriilmiis, HTST (yliksek
sicaklik - kisa siire, 72°C’de 15 saniye) ve LTLT (disiik sicaklik - uzun siire, 63°C’de 30
dakika) pastorizasyon normlar1 ile tamamen inaktif oldugu kanitlanamamistir (Capra et al.
2018; Marc6 et al. 2019). Bu sicaklik normlar1 genellikle igme siitii ve peynir {iretiminde
kullanilmaktadir. Yogurt iiretiminde ise karakteristik pihtt olusumunu destekleyen protein
denaturasyonuna ulasmak i¢in en az 85-90°C’de 20-30 dk’lik siire/sicaklik normu
uygulanmaktadir (Ozer 2006). Ancak kullanilan siire/sicaklik normu da bakteriyofajlar

tizerinde her zaman etkili olmamaktadir (Guglielmotti ef al. 2012).

Fabrikalarda tankta bulunan kontamine ¢ig siit veya ylizeylerin etrafindaki hareketler ve
s1v1 sigramalar1 havanin yer degistirmesi ile birlikte aerosol hale gelip diger iirlinleri kontamine
edebilmektedir. Hava kontaminasyonlarinin kaynaginin tam olarak tespit edilememesi ¢6ziim
acisindan biiylik bir zorluk olusturmaktadir. Havada bulunan fajin enfeksiyona sebep olma
potansiyeli enfeksiyon giiciine ve aerosolizasyon stresine dayanmasina baglidir (Verreault et
al. 2008; Verreault ef al. 2011). Siit tesisi ortamindaki merdiven, duvar, kap1 kollari, zeminler,
ofis masalar1 ve ekipman borular1 gibi ylizeyler de faj kontaminasyonu igin kaynak

olusturmaktadir (Marco et al. 2012).

Fermentasyondan once siitii standardize etmek, son {iriiniin tadim1 ve dokusunu
iyilestirmek, besin degerini ve verimini artirmak amactyla peyniralti suyu poteinleri tekrar
kullanilabilmektedir. Fajlar, peyniralti suyu protein konsantresi iiretiminde uygulanan
ultrafiltrasyon isleminde protein ile birlikte filtrede tutulabilecegi ve faj konsantrasyonu
artabilecegi icin ilave edilecegi iirlinlerde tehdit olusturmaktadir (Garneau and Moineau 2011;

Marco et al. 2022).

Ticari suslar dahil olmak tizere siit endiistrisinin en dnemli laktik asit bakterilerilerinden
Lactococcus ve Lactobacillus genomunda ve daha nadir olarak Streptococcus thermophilus’ta

profaj varlig1 belirlenmistir. Suslarda lizojeni bulunmasi durumunda UV 1s1n1, Mitomisin C gibi
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kimyasal ajanlar, tuz, antimikrobiyal, 1s1 ve yetersiz beslenme gibi stres faktorleri ile profaj
indiiklenerek litik dongliye girebilmektedir. Bununla birlikte Lactococcus, Lactobacillus ve
Lacticaseibacillus’ta tespit edildigi gibi profajlar bazi durumlarda ilgili kosullar saglanmadan

da indiiklenebilmektedir (Pujato ef al. 2019; Marc6 and Mercanti 2021).

Bakteriyofajlarin, fermentasyon isleminde sebep oldugu ekonomik kayiplar1 6nlemek,
fajlar1 kontrol altina almak amaciyla fabrika ortami, hammadde ve kullanilan starterlerde cesitli

kontrol yontemleri uygulanmaktadir (Guglielmotti et al. 2012).

Bir fabrika ortami tasariminin, faj enfeksiyonunu Onlemede kritik bir roli
bulunmaktadir. Fermantasyon tanklari ve iiretim yeri ile muhtemel faj varliginin bulundugu ¢ig
siit ve peyniralti suyu atiklarinin islendigi yerler birbirinden ayr1 olmalidir. Bunun yaninda hava
akisinin diizenli olarak analizi ve yeterli bir havalandirma sistemi ile hava kaynakli faj
kontaminasyonunun yayilmasi sinirlanarak nispeten kontrol altina alinabilmektedir (Samson

and Moineau 2013; Marc6 and Mercanti 2021).

Fermente siit iriinlerinin iiretiminde fajlarin  kontrolii amaciyla 1s1l islem
uygulanmaktadir. Fajlarin 1s1ya karst gosterdigi direng ve duyarlilik, konak¢imnin tiiriine degil
fajlara gore degisiklik gostermektedir. Siite uygulanan 1s1l islemin fajlar izerindeki duyarhiligini
degerlendimek amaciyla belirli parametreler hesaplanmaktadir. En fazla kullanilan
parametrelerden bir tanesi; fajlarin %99’unu inaktif etmek i¢in gerekli zamani temsil eden “Too”
degeridir. Bu deger tiim fajlarin yikimimindan ziyade ilgili fajlardan en hassas %99’unu ifade
etmektedir. Baslangicta numunede faj sayisinin yiiksek olmasi 1s1l islem uygulansa dahi kalan
faj partikiillerinin sorun olusturmasina sebep olmaktadir. Bu yiizden tam bir inaktivasyon i¢in
gerekli olan minimum siire de Too degeri ile birlikte degerlendirilmelidir (Guglielmotti et al.

2012).

Temizleme prosediirleri ile fajlar diisiik seviyede tutularak yayilmasi dnlenmekte ve
enfeksiyon riski azaltilabilmekte, bu amagla biyositler kullanilabilmektedir. Siit ve siit tirlinleri
isletmelerinde kullanilan biyositlerin LAB fajlar1 lizerindeki etkisi, kimyasal bilesimindeki
farkliliklara bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Faj kontrolii i¢in kullanilan kimyasallar
icinde; alkoller, kuarterner bilesikler, klorlu maddeler (klor dioksit, sodyum hipoklorit),
perasetik asit ve ¢cok asidik veya ¢ok alkali biyositler sayilabilmektedir. Bunlar; diisiik toksisite
ve maliyet, gida iizerindeki olumsuz etkisinin olmamasi, bakteri ve viriislere kars1 etkili
bulunmasi gibi minimum kriterleri saglamas1 sartiyla saglik yetkilileri tarafindan
onaylanabilmektedir. Biyositler icerisinde izopropanol ve sodyum hipoklorit laboratuvar ve

ekipman ylizeylerinin temizliginde kullanilmakta ve fajlarin kontroliinde daha az etkinlik
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gostermektedir (Marco et al. 2019; Sadiq et al. 2019; Panezai et al. 2021). Perasetik asidin;
hidrojen peroksit ve asetik asit gibi ¢evre dostu iiriinlere bozunmasi, katalaz ve peroksidaza
direngli olmasi, genis sicaklik ve pH araliginda ve sert sularda aktivitesini korumasi sebebiyle
gida endiistrisinde ve yerinde temizlik uygulamalarinda (CIP) kullanilabilmektedir. Siit
endiistrisinde kullanilan biyositler i¢cinde faj inaktivasyonunda pratik, genis c¢apta kullanima

sahiptir (Guglielmotti et al. 2012).

Fajlarin inaktivasyonunda kimyasal ve 1s1l islemler gibi geleneksel yontemler nispeten
fajlarda etkilidir. Ancak uygulanan 1s1l iglemlerde, sicakligin artmasiyla birlikte siit proteininde
denaturasyona, enzimatik olmayan esmerlesmeye, aromatik ugucu maddeler ve vitaminlerde
kayba sebep olabilecegi icin gidalarin kalitesini etkileyebilmekte, ayrica kullanilan
sicaklik/siire normlarinda bakteriyofaj her zaman inaktif olmamaktadir. Benzer sekilde, gidayla
temas eden ylizeye ugulanan kimyasal ajanlarin muhtemel kalintilar1 glivenlik agisindan risk
olusturmaktadir (Fernandez et al. 2017; Sadiq et al. 2019). Siit yan {irlinlerinin {iretiminde
kullanilan sprey kurutmada havanin giris sicakligi 180-200°C olsa dahi peyniraltt suyu
damlaciklarinda sicaklik 60°C ve altina diisecegi icin verimli faj inaktivasyonu
saglanamayabilir (Pujato et al. 2019). Tiim bu sebepler dikkate alinarak son yillarda, ilgili
yontemlere alternatif niteliginde yeni stratejilerin etkinligi arastirilmaktadir. Fotokataliz,
darbeli 151k ve nano veya mikrofiltrasyon membranlari, termal olmayan plazma, yiiksek
hidrostatik basing, darbeli elektrik alani, yliksek basingli homojenizasyon ve UV uygulamasi

yeni stratejilere 6rnek olarak verilebilmektedir (Fernandez et al. 2017; Sadiq et al. 2019).

Gegmiste, fermente siit iirlinlerinin iiretiminde kullanilan ¢oklu kiiltiirler nispeten faja
toleransliyken giiniimiizde DVI (Direct Vat Inoculate), yiiksek konsantrasyonlu (10'° kob/g) ve
faj iliskisiz kiiltiirlerin kullanimiyla birlikte daha giivenli bir iiretim saglanmistir. Bazi
aragtirmacilarin Onerdigi bir diger ¢6ziim de Sie olmayan faj diren¢ mekanizmasina sahip

suslarin rotasyonda kullanilmasidir (Szczepankowska et al. 2013).

Stit ve siit trilinleri tiretiminin yapildig1 isletmelerde ¢ig siit, yogurt, peyniraltt suyu,
starter bulk ve pastorize siit numunelerinden izole edilmis Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajlarinin incelendigi bir g¢alismada elektron
mikroskobu ile morfolojleri arastirilmis (Acar Soykut ve Tunail 2010), replikasyon
parametreleri, kapsid protein profilleri ve restriksiyon endoniikleaz analizleri ile tanimlanmis
ve smiflandirilmistir. Boylece 23 adet Streptococcus thermophilus ve 25 adet Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus fajinin morfolojileri TEM kullanilarak incelenmistir. Elde edilen
sonuglar Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajlart icin

sirastyla; hegzonal bag ¢cap1 53-74 nm, 47-73 nm, kontraktil olmayan kuyruk uzunlugu 182-290
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nm, 131-162 nm, kuyruk genisligi 7-14 nm, 7-13 nm olarak bulunmus ve bu fajlarin
Siphoviridae familyasina ait oldugu goriilmiistiir. Calismada kullanilan fajlar karakterizasyon
amaciyla izolat kaynagi, RFLP ve protein fingerptintleri goz oOnilinde bulundurularak
Streptococcus thermophilus suslarina ait B3-X19, 231-X9, 2B3-A, 231S-A1MO ve 709-X5’in;
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajina ait Y4-X12 olmak iizere toplam 6 fajin
replikasyon parametreleri belirlenmistir. 231S-A1MO, 2B3-A ve B3-X19 Streptococcus
thermophilus fajlarinin plak etkinligi diger 2 faja gére daha diisiik (1’den az), tiim fajlarin artig
donem siireleri birbirine yakin (30-35 dk), latent donem siirelerinin 15-35 dk oldugu ve patlama
bliytikliigliniin 64-620 faj partikiilii arasinda degistigi gorilmiistiir. Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus fajinin ise plak etkinligi 1, latent donem stiresi 85 dk ve patlama biiytikliigiiniin
140 faj partikiilii oldugu bulunmustur. Fajlarin kapsid protein profilleri incelendiginde
Streptococcus thermophilus fajlarinda belirgin bir farklilik goriilmemis, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus fajlarin tamaminin 100,8, 50 ve 26,2 kDa’luk biiytikliiklere sahip
oldugu bulunmustur. Restriksyon endoniikleazlari (EcoRI, EcoRV, Pvull, HindIII, Clal, Haell,
Hhal, Pstl, BamH]I) ile kesilen Streptococcus thermophilus tajlarinda EcoRI ile 5, EcoRV ile 9,
Pvull ile 4, Clal ile 4, Hhal ile 8 farkli bant olusturdugu ancak; Haell, HindIII, Pstl ve BamHI
enziminin bu denemede kesim yapamadig goriilmiistiir. Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus fajlarinda EcoRI ile 2, Pvull ile 2, HindIII ile 8, Hhal 4 farkli bant olugsmus ancak;
bazi faj genomlarinda kesim isleminin ger¢eklesmedigi tespit edilmistir. EcCoRV ve BamHI iyi
bir kesim olusturamamistir. Konakg1 araligina gore incelendiginde; konakgisi B3 susu olan 10
adet Streptococcus thermophilus faj1 44 bakteri susu ile karsilastirilmis ve fajlarin tamamina
direncli oldugu goriilmiistiir. Konakgist 231, V1 ve V2 suslart olan 13 adet Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus faji, ticari Ch-Lb12 susu fajlara tam direng gosterirken digerlerinin

tamamen duyarli oldugu saptanmistir (Acar Soykut 2002, 2007).

Ozyurt (2005), yaptig1 bir ¢alismada 83 adet Streptococcus thermophilus ve 40
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susu ile 9 fajin (2 adet Streptococcus thermophilus, 7
adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) konak¢1 6zgiilliiglinii belirlemistir. 43 tanesi
pastorize siit kokenli ve 30 tanesi ¢ig siit kokenli olan Streptococcus thermophilus suglari tim
fajlara kars1 tamamen direng gostermistir. Geri kalan 10 sustan 7 tanesi her iki susun fajlarina
direngli iken; 2 tanesi kendi fajlarina ve 2 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajina
duyarli bulunmus, 1 tanesinin ise tiim fajlara kars1 duyarli oldugu saptanmistir. Tim
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslarinin genel olarak kendi fajlarina kars1 duyarh
oldugu goriilmiistiir. 12 tanesi pastdrize siit kdkenli, 22 tanesi ¢ig siit kdkenli suslar tiim fajlara
kars1 denenmis; ¢ig siit kokenli 8 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susu 2 adet

Streptococcus thermophilus fajina, 9 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susu ise 1
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adet Streptococcus thermophilus fajina duyarhi oldugu goriilmiistiir. 7 adet Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus susu her iki susa ait fajlar tarafindan lize olmustur.

Yogurt iiretiminde sorun olusturan bakteriyofaja direngli kiiltiirlerin tespit edilmesi
amactyla Izmir’in cesitli bolgelerinden toplanan yogurt oOrneklerinden 60’ar adet S.
thermophilus ve L.bulgaicus susu izole edilmis ve elde edilen izolatlarin konakgi olarak
kullanilmas:1 ile ¢ig siit, yogurt ve peyniralti suyundan 6 adet faj (2 L.bulgaicus ve 4
Streptococcus thermophilus) izole edilmistir. Faj izolatlarinin identifikasyonu ve konakg1
Ozgilliglinlin belirlenmesi ile karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Fajlarin kullanimini test
etmek amaciyla faja direngli suglarin kombinasyonu ile iiretilen 63 adet yogurt Ornegi
biyokimyasal testlerden gecirilmis ve 7 panelistin degerlendirmesine sunulmustur. Sonug

olarak 16 yogurdun tiiketici tercihine uygun oldugu goriilmiistiir (Kavas 1997).

Stit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirlerde goriilen lizojeni, 6nemli bir faj
kontaminasyon kaynagidir. Dolayisiyla rotasyonda kullanilacak starter kiiltiirlerin lizojen
varligi test edilmelidir. Yapilan bir calismada 30’u ¢ig siit, 43’ pastorize siit, 10’u endiistriyel
kokenli 83 adet Streptococcus thermophilus susu; 12’°si pastorize siit, 22’si ¢ig siit, 5’1
endiistriyel kdkenli Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 1 adet Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus ATCC 118 ve 1 adet Ch-1b12 endiistriyel Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus susu ile toplamda 123 adet sus kullanilarak indiiksiyon ¢alismalar1 yiirtitiilmiistiir.
Bu amagla 123 susun tamami farkli konsantrasyonlarda (0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 ve 1,0 pg
MC/mL) Mitomisin C, UV ve ani sicaklik degisimine maruz birakilarak indiiklenmistir.

Yapilan analizler sonucunda suslarin hi¢birinde lizojeniye rastlanmamistir (Kahraman 2006).

Baska bir calismada da benzer sonuglara rastlanmustir. ilgili arastirma kapsaminda 30’u
cig siit kokenli, 9’u ise liyofilize karisik yogurt kiiltiiriinden izole edilen Streptococcus
thermophilus suslar1 indiiklenmis ve lizojen sus varligr belirlenmistir. Profaj indiiksiyon
caligmalarinda lizojen Streptococcus thermophilus CNRZ 1205 susu kontrol olarak kullanilmas,
uygun mitomisin C konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla kontrol sus 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5
ve 1,0 pg MMC/mL ile muamele edilmis ve en uygun konsantrasyonlarin 0,05, 0,1 ve 0,2 pg
MMC/mL olduguna karar verilmis, diger suslar i¢in bu konsantrasyonlar kullanilmistir. Analiz

sonucunda MMC ile indiiklenen suslarin hi¢birinde lizojeniye rastlanmamistir (Kaleli 2001).

Glimiistas (2015), bir calismasinda 4 adet ¢ig siit, 1 adet peyniralt1 suyu, 4 adet fabrika
ve nehir atik suyu ve 2 adet matsoni 6rneklerinden laktik asit bakterileri ve fajlar1 izole etmistir.
Lactobacillus ve Streptococcus suslarina ait 59 adet laktik asit bakterisi konakgi olarak

kullanilarak Matsoni orneklerinden MR3, 2C ve ¢ig siit 6rneklerinden SR3, 3C fajlar1 izole
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etmistir. Fajlarin plak morfolojilerine bakildiginda plak c¢aplar1 1-3 mm arasinda oldugunu
goriilmiistiir. izole edilen laktik asit bakterilerinde lizojen varlig1 arastirilmistir. Bu amacla
suslar, siv1 besiyerine (MRS/M17) son konsantrasyon 0,1g/mL olacak sekilde mitomisin C
ilave edilerek indiiklenmis ve Lactobacillus suslarindan Lactobacillus 59, Lactobacillus 53S,

Lactobacillus 58B’de lizojeniye rastlamistir.

Fajin konakgisina adsorsiyonunda pH, sicaklik, katyonlarin varligi gibi birgok faktor
etkili olabilmektedir. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajlart (BYM, YAB ve 1b3)
tizerinde yapilan bir ¢alismada fajlarin pH duyarlilig1 incelendiginde oda sicakliginda (25-30
°C) tiim fajlar i¢in optimum pH 4-8 oldugu bulunmustur. BYM i¢in Ca*? yoklugunda dahi
adsorbsiyon goriiliirken, Ca*? varliginda ise BYM adsorbsiyonu hizla yiikselmistir. YAB ve
1b3’{in adsorbsiyonu i¢in Ca*? iyonunun zorunlu oldugu bulunmustur. Sicakligin adsorbsiyon
tizerindeki etkisi YAB ve Ib3 iizerinde belirgin degilken sicakligin artis1 BY M’nin, konakg¢isina

adsorbsiyonunu artirdig goriilmiistiir (Quiberoni et al. 2004).

Tayyarcan vd (2018), yaptiklar1 ¢alismada ¢ig siitte Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus fajlarinin tespiti amaciyla raman spektroskopisi ve
kemometrik analizin beraber kullanildigi bir metot gelistirmeyi amaglamislardir. Ilgili
caligmada 6nerilen metodun Streptococcus thermophilus tajlarinin tespitinde nispeten basarili
oldugu Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus faj tespitinde ise daha diisiik bir basar1 elde
edildigi belirtilmistir.

Faj karakterizasyonunda kullanilan bir diger metot genom analizidir. Genom analizi tiim
genetik  yapiyr icerecek sekilde yapilabildigi gibi kismi genom analizleri de
gerceklestirilebilmektedir. Streptococcus thermophilus 231-X10 fajinin kismi genomik
karakterizasyonunun gerceklestirildigi bir calismada dizi analizi yapilmis olan bolgede 13 farkl
fonksiyonu kodlayan gen bolgesinin olabilecegi ortaya koyulmustur. Ilgili fajin cos paketleme

sistemine sahip bir faj oldugu ifade edilmistir (Acar Soykut 2017).

Ma et al. (2015) tarafindan gergeklestirilen bir aragtirmada, yogurt iiretimi esnasinda faj
enfeksiyonundan kaginmak amaciyla kiiltiir tasarim1 yapmuslardir. Ilgili tasarlama, 1:1 kok-
cubuk orami saglayacak sekilde, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 1b3 ile 1 adet
Streptococcus thermophilus (Ib3-St1 veya 1b3-St9) veya Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus 1b3 ile 2 adet Streptococcus thermophilus (Ib3-St1-St3 veya 1b3-St3-St9) olmak
tizere iki sekilde planlanmistir. Boylece 4 adet yogurt 6rnegi olusmustur. Faj enfeksiyonu test
etmek amaciyla numunelere, 1x10° pob/mL titrede $101 ve $109 fajlar1 ilave edilmistir.

Arastirma sonucunda; Streptococcus thermophilus’un faja duyarl, direngli ve Lactobacillus
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delbrueckii ssp. bulgaricus’dan olusan yogurt 6rneklerinde asitlesmenin yavas, kok/cubuk
oranlarinin dengesiz ve viskozitenin diigiik oldugu goriilmiistiir. Streptococcus thermophilus’un
faja duyarlt ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’dan olusan yogurt drneklerinde ise

tahrip edici etki gozlenmistir.

Havada bulunan viriislerin tespiti ic¢in standart bir prosediir gelistirilememistir.
Verreault ef al. (2011) yaptiklar bir calismada, peynir liretim tesisinde faj varligini belirlemek
amaciyla 0,4um Polikarbonat filtreler (PC), 0,3um politetrafloroetilen (PTFE) filtre, NIOSH
(National Instute for Occupational Safety and Health) tarafindan gelistirilen iki asamali
biyoaerosol siklonu, Coriolis siklon 6rnekleyicisi ve BioSamplers kullanarak hava 6rneklemesi;
svap ile de yiizeyden numune almiglardir. Numuneler, Lactococcus lactis faj varligi icin gPCR
ile test edilmistir. Siirlintii alinan yiizey 6rneklerinin ¢ogunda 936 ve c2 grubu laktokok fajlari
tespit edilmis, hava drneklerinde ise en az 10° genom/m® hava konsantrasyonda fajlar tespit

edilmistir. En verimli 6rnekleyicinin iki asamali biyoaerosol siklonu oldugu bulunmustur.

Wagner et al. (2017), yaptiklar1 bir ¢alismada 13 adet peyniralti suyu tozu ve 5 adet
peyniralti suyu tozu formiilasyonlarindan izole ettikleri 55 adet Streptococcus thermophilus,
Lactococcus  lactis  ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc
pseudomesenteroides ve Leuconostoc mesenteroides fajinin stabilitelerini test etmislerdir. Bu
amacla peyniralti suyu tozu numuneleri 4°C’de, peyniraltt suyu tozu formiilasyonlar1 oda
sicakliginda 4 yil depolanmistir. Birinci yilinin sonunda ikiser peyniralti suyu tozu ve
formiilasyonunda faj tespit edilememistir. Dort y1l boyunca bir adet peyniraltt suyu tozu
formiilasyonu ve on bir peyniraltt suyu tozunda fajlar yiiksek konsantrasyonlarda hayatta
kalabilmislerdir. Yedi adet peyniralti suyu tozunda ise neredeyse hi¢ titre kaybi olmadan

canliliklarini1 devam ettirebildikleri gozlenmistir.

Campagna et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, siit bakteriyofajlarina karsi
dezenfektanlarin etkisi aragtirilmistir. Calismada, etanol ve izopropanolun yani sira peroksit ve
peroksiasit (PPA) karisgimlari, klorlu ajanlar, kuaterner amonyum bilesikler (QAC;
benzalkonyum kloriir bazli), amfoterik bilesikler, iyot bilesikler (iyot bazl asitler) ve anyonik
asit (fosforik asit bazli) kimyasal ailelerinden se¢ilen 21 tanesi gida siifi olmak tizere 23 adet
kimyasal iiriin kullanilmistir. {lgili kimyasallar laktokok P008 fajina kars1 iki farkli
konsantrasyonda ve oda sicakliginda, 2 veya 15 dk siire ile uygulanmistir. Secilen en etkili
dezenfektanlar; Oxi-B, Oxi-D, Anyonik-B, Anyonik-D ve QAC ise en diisiik konsantrasyonda
6 Laktokok (P001, P1532, AF6, CBI13, Q54 ve 1358) Lactobacillus plantarum Bl ve
Streptococcus thermophilus 2972 fajina kars1 test edilmistir. Arastirma sonucunda; laktokok

Q54 ve 1358, P001 fajlarina ve Streptococcus thermophilus 2972 fajina tiim dezenfektanlar etki
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ederken Lactobacillus faj Bl'e Anyonik-B hari¢ tiim dezenfektanlarin oldukga etkili oldugu
bulunmustur. Ayrica siit endiistrisindeki fajlar kanalizasyonda da bulunabileceginden su
dezenfektan1 olarak yaygin kullanima sahip Cl—triazintrion ve BCDMH, laktokok POOS,
laktokok CB13 ve Streptococcus thermophilus 2972°ye uygulanmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde kuarterner amonyum bilesikleri ve perasetik asit ve asetik asit karisimlari
en etkiliyken; izopropanol, hipoklorit, iyot, klorlu maddeler ve amfoterik bilesiklerin en etkisiz
oldugu bulunmustur. Yapilan benzer bir calismada Streptococcus thermophilus fajlar1 (021-4,
021-5, OBJ, 031-D ve CYM) iizerine denenen biyositler icinde perasitik asidin en etkili oldugu
tespit edilmistir (Binetti and Reinheimer 2000). Lactobacillus delbrueckii (BYM, YAB, 1b3 ve
LL-H) fajlar1 i¢in yapilan bazi ¢alismalar da bu sonucu desteklemektedir (Quiberoni et al.

2003b; Ebrecht et al. 2010).

Bu yontemlere alternatif olarak fotokatalitik iglemler ortaya ¢ikmistir. Bu uygulamaya
ornek olan titanyum dioksit (TiOz) diisiik maliyeti ve toksik etki gdstermemesi gibi 6zellikleri
ile dikkat ¢ekmistir. Yontemin test edildigi bir ¢alismada; TiO; bulunan numuneler 180 dk
boyunca UV-A 1sinlarina maruz birakilarak 10 faj (ATCC 15807-B1, 832-B1, 0241, 204, 342,
MLC-A, J-1, OBJ, CHD ve QF9) iizerinde fotokatalitik inaktivasyon verileri incelenmistir.
Bunun sonucunda her faj farkli performans egrileri olusturmus; en yiiksek inaktivasyon
etkinligi bakteriyofaj J-1’de, en diisiik inaktivasyon etkinligi faj 342°de gozlenmistir. Sonuglar
genel olarak degerlendirildiginde ise UV-A/TiO, muamelesi ile fajlarin inaktivasyonu
saglanabilmistir. Ayrica bu ¢alismada, UV-C yerine giivenli kullanim saglayan UV-A
1sinlarinin denenmesi, basarili bulunmasi ve personel varliginda dahi kullanilabilir olmasi ile

isletmelerde pratik bir kullanim sunacag: fikri ortaya konmustur (Marcé et al. 2011).

Yapilan arastirmalar ¢ercevesinde fajlarin kontrolii amaciyla korunmus bdlgelerin
inhibisyonunun hedeflendigi tespit edilmistir. Siit endiistrisinde 6zellikle yogurt ve cesitli
peynirlerin iiretiminde 6nemli rol oynayan Streptococcus thermophilus susunu enfekte eden
fajlarin bertaraf edilmesi amaciyla tasarlanan antisens RNA plazmit uygulamasi buna bir
ornektir. Bu islemde Streptococcus thermophilus fajinda korunan helikaz geninin
translasyonunun engellenmesi hedeflenmektedir. Elde edilen mutantlar incelendiginde plak
olusturma etkinliginin %40-70 oraninda azaldig1 gézlemlenmistir (Sturino and Klaenhammer
2002). Antisens teknolojisi, ana kapsit proteininin hedeflenmesi ile faj F4-1’e kismi direncin
saglandig, faj replikasyon bolgesinin hedeflenmesi ile de P335 grubu fajlara direng saglandigi
bir¢ok laktokok suslar1 ve fajlarinda da gézlemlenmistir (Murphy et al. 2017).

Common et al. (2019), tarafindan yapilan bir ¢alismada, 30 giin boyunca Streptococcus

thermophilus ve bir litik faj yliksek oranda cogaltilmis ve faj-konak¢r arasindaki evrim
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incelenmistir. CRISPR kaynakli direng ve faj enfeksiyonunun bir yaris i¢inde oldugu ve bu

yarisin fajin yok olmasi ile sonuglandigi goriilmistiir.

Faj enfeksiyonunda, konak¢ilarin genom ¢apinda incelenmesi yogun emek gerektirdigi
icin nispeten daha az sayida faj ve konake¢i birlikteligini inceleyen c¢alisma oldugu
goriilmektedir. Ayrica ylizlerce faj bu sekilde karakterize edilememekte, yontemler sinirh
kalmaktadir. Mutalik et al. (2019), bu kisitlamalara ¢6ziim niteliginde RB-TnSeq, CRISPRi ve
DubSeq olmak fizere ii¢ yeni yontem gelistirmistir. Yapilan ¢alisma, faj enfeksiyonu ve
bakteriyel direng i¢in konakgiya ait kritik genleri tespit etme esasina dayanmaktadir. Bu sekilde

daha hizli, diisiik maliyetli ve genom capinda kismi veriler elde edilebilmektedir.

Bakteriyofajlar, olumsuz etkilerinin yaninda siit endiistrisinde bazi patojenlerin
kontaminasyonunu baskilamak amaciyla da kullanilabilmektedir. Bu amacla yapilan
mikrokapsiilasyon islemleri de giinlimiizde olduk¢a 6nem kazanmistir. Ergin (2019), calistigt
patojenlerin antibiyotige diren¢ kazanmasina karsin sodyum aljinat ve sodyum kazeinat
kaplama 1ile yiiksek verimlilik saglayan ve diisik pH’ya dayamikli bakteriyofaj
mikrokapsiilasyonunu amaglamistir. Mikrokapsilasyon isleminde konak¢ist Salmonella
enterica ssp. enterica (DSM 18522) olan Felix O1 faj1 kullanilmistir. Calisma esnasinda model
gida olarak yogurt se¢ilmis ve icerisine mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1 faj1 ilave
edilerek depolamanin 1, 15 ve 30. giiniinde 5, 60 ve 120 dakika araliklar ile yapay mide
ortaminda etkinligi incelenmistir. Izleme sonucunda, baslangic degerine kiyasla Felix O1
sayisinda azalma meydana gelmis, 30. giinde serbest formdaki Felix O1 tespit edilememistir.
Serbest formdaki Felix Ol igeren yogurt orneklerindeki titresi mikrokapsiile Felix O1 igeren
yogurt 6rneklerine kiyasla daha diisiik oldugu bulunmus ve elde edilen sonuglar mikrokapsiiliin
zarar gormeden yogurt ile viicuda tasinabilecegini, dolayisiyla mikrokapsiilasyon isleminin

basarili oldugunu kanitlamaktadir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calisma kapsaminda; 57 adet ¢ig siit, 20 adet ev tipi yogurt, 21 adet endiistriyel yogurt,
4 adet peyniralti suyu ve 5 adet fabrika gideri olmak {izere toplamda 107 numune kullanilmistir.
Temin edilen numuneler steril numune kabinda ve uygun kosullarda Atatiirk Universitesi, Gida
Miihendisligi Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilmis ve en kisa siirede analize

baslanmistir. Tablo 2’de numune ¢esidi ve temin edildigi yerler goriilmektedir.

Tablo 2. Calismada kullanilan numune ve temin edildigi yer

Numune No

Numune Cesidi

Temin Edildigi Yer

1 Cig siit Yakutiye / Erzurum

2 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum

3 Cig siit Aziziye / Erzurum

4 Cig siit Yakutiye / Erzurum

5 Fabrika gideri Yakutiye / Erzurum

6 Fabrika gideri Yakutiye / Erzurum

7 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum

8 Peyniralt: suyu Yakutiye / Erzurum

9 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum
10 Fabrika gideri Yakutiye / Erzurum
11 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum
12 Cig siit Yakutiye / Erzurum
13 Cig siit Yakutiye / Erzurum
14 Cig siit Aziziye / Erzurum

15 Cig siit Palandoken / Erzurum
16 Cig siit Palanddken / Erzurum
17 Endiistriyel yogurt Palanddken / Erzurum
18 Cig siit Palanddken / Erzurum
19 Endiistriyel yogurt Palanddken / Erzurum
20 Cig siit Yakutiye / Erzurum
21 Ev yapimi yogurt Yakutiye / Erzurum
22 Endiistriyel yogurt Palanddken / Erzurum
23 Cig siit Palanddken / Erzurum
24 Cig siit Palanddken / Erzurum
25 Ev yapim1 yogurt Yakutiye / Erzurum
26 Ev yapim1 yogurt Aziziye / Erzurum

27 Cig siit Palandoken / Erzurum
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Tablo 2. (devami)

28 Cig siit Palandoken / Erzurum
29 Cig siit Palanddken / Erzurum
30 Cig siit Yakutiye / Erzurum
31 Cig siit Yakutiye / Erzurum
32 Cig siit Yakutiye / Erzurum
33 Cig siit Yakutiye / Erzurum
34 Cig siit Yakutiye / Erzurum
35 Cig siit Yakutiye / Erzurum
36 Cig siit Yakutiye / Erzurum
37 Cig siit Yakutiye / Erzurum
38 Cig siit Yakutiye / Erzurum
39 Cig siit Yakutiye / Erzurum
40 Cig siit Yakutiye / Erzurum
41 Cig siit Tortum / Erzurum

42 Cig siit Asgkale / Erzurum

43 Cig siit Askale / Erzurum

44 Cig siit Askale / Erzurum

45 Cig siit Askale / Erzurum

46 Cig siit Pasinler / Erzurum

47 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum
48 Cig siit Yakutiye / Erzurum
49 Cig siit Yakutiye / Erzurum
50 Cig siit Yakutiye / Erzurum
51 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum
52 Cig siit Yakutiye / Erzurum
53 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum
54 Cig siit Yakutiye / Erzurum
55 Cig siit Yakutiye / Erzurum
56 Ev yapim1 yogurt Palandodken / Erzurum
57 Cig siit Pasinler / Erzurum

58 Cig siit Aziziye / Erzurum

59 Cig siit Aziziye / Erzurum

60 Cig siit Aziziye / Erzurum

61 Endiistriyel yogurt Aziziye / Erzurum

62 Cig siit Yakutiye / Erzurum
63 Ev yapimi yogurt Palanddken / Erzurum
64 Endiistriyel yogurt Yakutiye / Erzurum
65 Cig siit Askale / Erzurum

66 Cig siit Yakutiye / Erzurum
67 Cig siit Yakutiye / Erzurum
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Tablo 2. (devami)

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

Cig siit

Cig siit

Cig siit

Ev yapim1 yogurt
Ev yapimi yogurt
Fabrika gideri

Cig siit

Ev yapimi yogurt
Ev yapim1 yogurt
Endiistriyel yogurt
Endiistriyel yogurt
Ev yapim1 yogurt
Ev yapimi yogurt
Ev yapimi yogurt
Cig siit

Peyniralt1 suyu
Peyniralt1 suyu
Cig siit

Fabrika gideri
Fabrika gideri

Ev yapimi yogurt
Ev yapimi yogurt
Ev yapimui yogurt
Ev yapim1 yogurt
Endiistriyel yogurt
Endiistriyel yogurt
Endiistriyel yogurt
Ev yapimi yogurt
Endistriyel yogurt
Endiistriyel yogurt
Endiistriyel yogurt
Endiistriyel yogurt
Cig siit

Cig siit

Cig siit

Cig siit

Ev yapimi yogurt
Ev yapimi yogurt
Ev yapim1 yogurt
Endiistriyel yogurt

Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Palandéken / Erzurum
Palandéken / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Askale / Erzurum
Merkez / Igdir
Merkez / Bingdl
Merkez / Igdir
Merkez / Igdir
Merkez / Bingdl
Merkez / Bingo6l
Merkez / Bingo6l
Aziziye / Erzurum
Aziziye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Aziziye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Merkez / Erzincan
Merkez / Erzincan
Merkez / Erzincan
Merkez / Erzincan
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Palandéken / Erzurum
Palandéken / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Yakutiye / Erzurum
Merkez / Trabzon
Merkez / Trabzon
Merkez / Trabzon
Akgaabat / Trabzon
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Bakteriyofaj izolasyonu amaciyla konake¢r kiiltiir olarak, fizikokimyasal analizleri,
makroskobik, mikroskobik ve molekiiler tanisi gerceklestirilmis 20 adet Streptococcus
thermophilus ve 26 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susu Atatiirk Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Sus
secimi, koleksiyonda bulunan 294 sustan GTGs genetik fingerprint farkliliklar1 gz Oniinde
bulundurularak yapilmistir. Konaker olarak kullanilacak suslara tekrar canlandirma islemi
uygulanmis ve saflik kontrolleri gergeklestirilmistir. Ayrica ¢alismada, 5 adet Streptococcus
thermophilus (ST1, ST3, ST4, ST5 ve ST6) ve 6 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
(M1, M3, M4, M5, M6 ve M7) ticari susu kullanilmistir. Calisma kapsaminda konaker kiiltiir
olarak kullanilan Streptococcus thermophilus suslart ve Lactobacillus delbrueckii ssp.

bulgaricus suglar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan sus ve kodlari

Streptococcus thermophilus suslari Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslari
izolat Temsil Ettigi izolat Kodu izolat Temsil Ettigi izolat Kodu
numarasi numarasi
1 4351 1 34M2
2 S42 2 SM5
3 4851 3 34M1
4 37S1 4 12M2
5 1853 5 10MS5
6 1S3 6 ™1
7 1S4 7 IM1
8 2054 8 31M1
9 S10 9 4M2
10 S36 10 26M2
11 20S1 11 16M3
12 YS1 12 Ml
13 ST1 13 M3
14 ST3 14 M4
15 ST4 15 M5
16 STS 16 Mo
17 ST6 17 M7
18 11M1 18 YL1
19 S32 19 L14
20 4481 20 L15
21 L50
22 L52
23 35M3
24 SM1
25 15M1
26 L12
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Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslarindan
hazirlanan stok kiiltiirler i¢in, fajlarin izolasyonu, titrelerinin yiikseltilmesi, profaj indiiksiyonu
ve konakg1 araliginin belirlenmesi amaciyla Laktobasiller icin MRS broth, MRS agar ve MRS
yumusak agar; Streptokoklar icin M 17 broth, M17 agar ve M17 yumusak agar kullanilmistir.

Metot

Faj ¢aligma metotlar1 genellikle farkli deneylerin birka¢ basamaktan olusan islemlerini

icermektedir. Bu amacla ¢calismamizda kullandigimiz deneyler asagida sunulmustur.

a) Konakei kiiltiirlerin hazirlanmasi
b) Fajlarm On Saflastirilmasi ve Izolasyonu
¢) Faj Varligimin Belirlenmesi
d) Fajin Saflastirilmasi
e) Fajin Zenginlestirilmesi
f) Titre Belirleme
g) Konake1 Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi
h) Bakteriyofaj Karakterizasyonu
v TEM
v RAPD
v" DNA paketleme mekanizmasinin belirlenmesi
v HRM islemleri
1) Konaker Hiicrelerde Lizojen Sus Varliginin Belirlenmesi
v' UV (Ultraviyole) ile Profaj indiiksiyonu
v Mitomisin C ile Profaj Indiiksiyonu
v" Sicaklik ile Profaj indiiksiyonu

Konake kiiltiirlerin hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii  kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen 20 adet Streptococcus thermophilus susu M17 (Merck)
besiyerine, 26 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susu ise MRS (Merck) besiyerine
3’li ¢izim yapilarak canlandirma iglemine tabi tutulmustur. Petriler 37°C’de, 2-3 giin boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda olusan kolonilerin safligi kontrol edilmis,
makroskobik ve mikroskop olarak incelenmistir. Tipik Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus morfolojisine sahip suslar calismada kullanilmistir.
5 adet liyofilize yogurt kiiltilirii Streptokoklar i¢in M17 s1v1 besiyerinde, Laktobasiller i¢in ise
MRS siv1 besiyerinde 18 saat boyunca c¢ogaltilmis ve besiyerine (M17/MRS) 3’li ¢izim
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yapilarak 37°C’de 2-3 boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben her sus i¢in tek
koloni yeni besiyerine (M17/MRS) ¢izilerek saflastirma islemi gergeklestirilmis ve 37°C’de 2-
3 giin boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda olusan kolonilerin saflig1 kontrol
edilmis, makroskobik ve mikroskop olarak incelenmistir. Tipik Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus koloni goriintiisiine sahip suglar calismada

kullanilmastir.

Fajlarin on saflastirilmasi ve izolasyonu

Cig siit numunelerine, kazeinin ¢oktiiriilmesi amaciyla 100 mL siite %10’luk laktik
asitten 6 mL ilave edilmis ve bir siire ¢okmesi beklenmistir (Sekil 7) (Lembke et al. 1980).
Yogurt ornekleri %50 oraninda saf su ile seyreltilmis, peyniralti suyu 6rneklerine herhangi bir
on islem uygulanmamistir. Hazirlanan ornekler, 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve
siipernatant 0,45 um siringa filtreden gecirilmistir. Steril tiiplere; 1 mL elde edilen siiziintii, 0, 1
mL 4 saatlik konake1 kiiltiir ve 0,5 mL 3x siv1 besiyeri (MRS/M17) ilave edilerek 37°C’de 18
saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda siiziintiiler 6000 rpm’de 10 dk santriflij edilmis ve
slipernatanta hacminin %10’u kadar kloroform ilave edilmistir (Durlu 1991; Acar Soykut
2007). Boylece, islem sonunda iiriinde var olabilecek fajlarin 6n gelistirme asamasi

tamamlanmustir.

Sekil 7. Denemede kulanilan siit 6rnekleri. A: laktik asit ilavesiz B: Laktik asit ilaveli

Faj varhginin belirlenmesi

Onceden hazirlanmis besiyeri (MRS/M17) iizerine, iginde 0,1 mL 4 saatlik inkiibsyona
tabi tutulmus konakg1 bakterinin bulundugu 3 mL yumusak agar (%0,2 agar ilaveli) (Merck)
yayillmis ve katilagmasi i¢in bir siire beklenmistir. Katilasan karisim iizerine, elde edilen
siipernatanttan 5 uLL damlatilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda damlatma
islemi yapilan noktada olusan berrak zonlar (plak) faj varhi@inin gostergesi olarak

degerlendirilmistir (Quiberoni et al. 2003a).
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Fajin saflastirilmasi

“Fajlarin On Saflastirilmasi ve Izolasyonu” asamasinda elde edilen siipernatantin 10°
%ya kadar SM buffer (100mM NaCl, 8mM MgSOa, 50mM Tris-HCI; pH 7.5, %0,01 jelatin, 1
mL dH»0) ile diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyondan 0,2’ser mL steril tliplere alinmis
ve lizerine 0,2 mL 4 saatlik konakei kiiltiir eklenerek adsorbsiyonu i¢in 10 dk beklenmistir. Elde
edilen karisim 3 mL yumusak agara (MRS/M17) ilave edilip 6nceden hazirlanmis besiyerine
(MRS/M17) dokiilmiis ve 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda plaklar, tek
distiigi bolgeden pipet yardimiyla kesilerek i¢cinde 1 mL SM buffer bulunan steril tiipe
alimmustir. Fajin s1vi ortama gegmesi i¢in 150 dev./dk’da 2 saat boyunca ¢alkalama igslemine
tabi tutulmustur. Ardindan tiip icerisine 1 mL siv1 besiyeri ve 20 uL konake1 kiiltiir ilave
edilerek 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre artiklarini
uzaklagtirmak amaciyla karistm 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Karisim 6nce 0,45 pm
siringa filtreden, daha sonra 0,22 um siringa filtreden gegirilmistir (Gencay et al. 2017).

Fajin zenginlestirilmesi

Saflastirilan fajin zenginlestirilmesi amaciyla; igerisinde konakg1 bakterinin bulundugu
3 mL yumusak agar, 6nceden hazirlanmis olan besiyeri iizerine dokiilmiis ve katilagmasi i¢in
bir siire beklenmistir. Saf faj filtrati, katilagan karisim {izerine yogun olarak damlatilmis ve
37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda besiyeri {izerine 3 mL SM buffer ilave edilmis
ve calkalamali inkiibatérde 120 rpm’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda ylizey,
drigalski spatiilii ile kazmarak 15 mL’lik falkona alinmigtir. Falkon, 10000 rpm’de 10 dk
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Elde edilen siipernatant 6nce 0,45 um siringa filtreden, daha

sonra 0,22 um siringa filtreden gegirilmistir (Cahan 2019).

Titre belirleme

Zenginlestirilmis faj siispansiyonlarmimn 10%’e kadar SM buffer iginde diliisyonlar1
hazirlanmstir. Icerisinde 0,1 mL konakg1 bakterinin bulundugu 3 mL yumusak agar, énceden
dokiilmiis besiyeri (MRS/M17) iizerine ilave edilmistir. Ust tabakanin katilasmasini takiben
hazirlanmis olan her bir faj diliisyonundan 10’ar pL damlatilmis ve 37°C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Faj titresi pob/mL (plak olusturan birim/mL) cinsinden, diliisyon
faktorii goz oniinde bulundurularak asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Mazzocco et al. 2009)
Faj silispaniyonlari, 0,45 pm siringa filtreden gegirilerek 4°C’de, %50 gliserol ve s1v1 besiyeri

(MRS/M17) ile -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Faj titresi (pob/mL)= diliisyon faktorii x faj plak sayis1 x kullanilan hacmin mL seyrelme faktorii
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Konakge ozgiilliigiiniin belirlenmesi

Fajlarin konake¢1 ozgiilliiklerinin belirlenmesi icin izole edilen fajlar ile Atatiirk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonunda bulunan
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslar1 kullanilmistir.
Calisma kapsaminda her bir Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus faji, koleksiyondaki her iki cinse ait suglar ile test edilmistir. Bu amagcla, i¢inde
Streptococcus thermophilus veya Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus konakgisinin
bulundugu 3 mL yumusak agar 6nceden hazirlanmis besiyeri (MRS/M17) iizerine dokiilmiis ve
katilagmast beklenmistir. Yumusak agarin katilagsmasini takiben her bir faj siispansiyonundan
10’ar pL damlatilarak 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda plaklarin goriilmesi
konakg1 bakterinin faja karsi duyarli oldugunu; plak olusmamasi ise direngli oldugunu
gostermektedir. Boylece faja direncli suslar tespit edilerek, konakg1 araligi saptanmis ve cinsler

arasinda heterolog konak¢i1 varligi da belirlenmistir (Kutter 2009).

Bakteriyofaj karakterizasyonu

Calismada izole edilen viriislerin karakterizasyonunda, morfolojilerinin belirlenmesi ve
molekiiler yontemlerle cesitlilikleri ortaya koyulmaya calisilmistir. Bu amacla; TEM, RAPD,
DNA paketleme mekanizmasinin belirlenmesi ve HRM islemleri gergeklestirilmistir. Caligma

kapsaminda kullanilan bu metotlar asagida sunulmustur.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile viriislerin goriintiilenmesi

Zenginlestirme islemi tamamlanmis (>10% pob/mL) faj siispansiyonundan 100 pL
alimarak tliplere konulmus ve hizmet aliminin gerceklestirilecegi ilgili laboratuvara
(DAYTAM, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi) ulastirilmistir.
Karbon kapli bakir gridler tizerine her bir faj 6rneginden 5 L damlatilmis ve kurumasi i¢in 10
dk beklenmistir. Ardindan gridler 5 pL ddH>O su ile yikanmistir. Fazla su filtre kagidi ile
uzaklastirilmistir. Suyla yikama islemi toplam iki defa olmak tlizere gergeklestirilmistir. Yikama
islemini takiben gridlere 5 pL %2’lik (pH 4) Uranil asetat boyas1 damlatilarak negatif boyama
yapilmistir. Hazirlanan numuneler 1 gece boyunca kurumaya birakilmistir. Kuruma islemi
tamamlanan numuneler TEM ( Hitachi HT-7700, Japonya) ile 100 kV hizlandirici voltaj altinda
70.000x biiyiitme elde edilecek sekilde goriintiillenmistir (Suarez ef al. 2002; Nale et al. 2012).

Rasgele Cogaltilmig Polimorfik DNA PCR (RAPD PCR) analizi

Genetik temelli DNA analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla saflastirilan

bakteriyofajlarin DNA’s1 izole edilmistir. DNA izolasyonu amaciyla QIAamp DNA Mini Kit
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(Cat. No. 51304) kullanilmistir. Kitte onerilen protokole gore; S00 uL faj siispansiyonu 1,5
mL’lik tiipe alinmgtir. Uzerine 180 pL ATL buffer ve 20 pL Proteinaz K eklenerek 1sitic1 blok
yardimi ile 56°C’de tamamen parcalanana kadar (1-3 saat) inkiibe edilmistir. Siire sonunda
tizerine 200 uLL AL buffer ekleyerek 15 s vortekslenmistir. Karigim 70 °C’de 1sitic1 blokta 10
dk inkiibe edilmistir. Kapaktaki damlalar1 gidermek amaciyla tip kisa siireligine
santrifiijlenmistir. Uzerine 200 pL %96-100’liik etanol eklenerek 15 s vortekslenmistir.
Kapaktaki damlalar1 gidermek amaciyla tiip kisa siireligine santrifiijlenmistir. Tiip icerigi 2
mL’lik spin kolona aktarilarak kolon toplama tiipiine yerlestirilmis ve 6000g’de (8000 rmp) 1
dk santrifiijlenmistir. Siire sonunda toplama tiipli atilmistir. Spin kolon ise yeni bir toplama
tiipiine yerlestirilmistir. Uzerine 500 pL AW1 buffer eklenerek 6000g’de (8000 rmp) 1 dk
santrifiijlenmistir. Islem sonunda toplama tiipii atilmistir. Spin kolon ise yeni bir toplama
tiiptine yerlestirilmistir. Kolon tizerine 500 pL. AW?2 buffer eklenerek tam hizda (20000g ya da
14000 rpm) 3 dk santrifiijlenmistir. Siire sonunda toplama tiipii atilmistir. Spin kolon ise yeni
bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Tam hizda 1 dk santrifiijleme islemine tabi tutularak AW?2
buffer’in kolonda kalma olasilig1 ortadan kaldirilmistir. Spin kolon yeni bir 1,5 mL’lik tiipe
yerlestirilmistir. Uzerine 200 pL distile su eklenerek oda sicakliginda 1 dk inkiibasyona
birakilmistir. DNA’y1 ayristirmak i¢in 6000g’de (8000 rpm) 1 dk santrifiijlenmistir.

Yukarida belirtildigi tizere elde edilen faj DNA’lart RAPD PCR analizi ile karakterize
edilmistir. Bu amagla virlis genom analizinde kullanilan P1 (5'-CCGCAGCCAA-3"), P2 (5'-
AACGGGCAGA-3") ve OPLS5 (5-ACGCAGGCAC-3') olmak iizere 3 adet primerden
yararlanilmistir (Guitérrez et al. 2011). PCR islemi master mix {iretici firmanin Onerdigi
protokol cergevesinde gerceklestirilmistir. Bu amagla PCR karisimi; 2 pL. primer (P1, P2 ve
OPLS5) 2 uL template DNA, 12,5 uL master mix (2X HS Mastermix Clear) ve 8,5 pL deiyonize
su ile toplam hacim 25 pL olacak sekilde hazirlanmistir. PCR islemi protokolii ise; 94 °C’de 5
dk ilk denatiirasyon, ardindan 35 siklus olacak sekilde 94 °C 30 saniye denatiirasyon, P1 ve
OPLS5 i¢in 41 °C, P2 i¢in 43 °C’de 30 saniye baglanma, 72 °C’de 3 dakika uzama ve son olarak
72 °C’de 5 dakika son uzama seklinde uygulanmistir. PCR isleminin ardindan yiikleme
tamponu ilave edilen karisim %]1°lik agaroz jele yliklenmis ve marker esliginde (Thermo
Scientific, SM0333) 70V’luk gerilimde 3 saat boyunca yiiriitilmiistiir. Agaroz jel ortaminda
mevcut bantlar UV 151k altinda gézlenmistir (Sigma, T2202).

DNA paketleme mekanizmasina gore faj karakterizasyonu

Elde edilen bakteriyofajlarin total genomik DNA’lar1 yukarda belirtildigi lizere kit

sistemi kullanilarak izole edilmistir. Template DNA’lar mevcut literatiir 1s18inda faj
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karakterizasyonunda kullanilan 4 farkli DNA paketleme mekanizmasiin hedef alindigi bolge

primerleri kullanilarak incelenmistir. Calismada kullanilan primerler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan 4 farkli DNA paketleme bolgesi primerleri ve 6zellikleri

Faj Primer 5°-3° Amplikon Baglanma  Referans

grubu uzunlugu sicakhig
(be) O

F: GGTTCACGTGTTTATGAAAAATGG (Quiberoni

Cos R: AGCAGAATCAGCAAGCAAGCTGTT 170 60 et al. 2006)

F: GAAGCTATGCGTATGCAAGT (Quiberoni

Pac R: TTAGGGATAAGAGTCAAGTG 427 54 et al. 20006)

F: TCTGTACCTGTCTTGTTG (Szymczak

987 R: GTTTGGGGAGATGGTATT 641 51 etal.2019)

F: CTGATGCTGGACAAAACT (Szymczak

5093 R: CACCTCCGAATTTAACAAC 321 51 et al. 2019)

Bu amagla PCR karigimi; ilgili DNA paketleme bdlgesi primerlerinden F ve R olmak
tizere 1’er uL primer, 1 pL template DNA, 15 pL mastermix (2X HS Mastermix Clear) ve 13
uL deiyonize su ile toplam hacim 30 pL olacak sekilde hazirlanmistir. PCR prosediirii 95 °C’de
10 dk ilk denatiirasyon, ardindan 35 siklus olacak sekilde 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
ilgili sicaklikta (Tablo 4) 45 saniye baglanma, 72 °C’de 45 saniye uzama ve son olarak 72 °C’de
10 dakika son uzama seklinde uygulanmistir. Ardindan PCR karisimi yiikleme tamponu ile
%0,8’lik agaroz jele yiliklenmis ve marker esliginde (Solis BioDyne, 07-11-00050) 70V luk
gerilimde 3 saat boyunca yiiriitiilmistiir. Yirlime sonrasi agaroz jel transilluminator
kullanilarak goriintiilenmistir (Sigma, T2202). Denemede lizojenik Streptococcus thermophilus

ATCC 19258 susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Real-Time PCR HRM ile faj karakterizasyonu

Fajlarin karakterizasyonu i¢in RT-PCR HRM islemi gergeklestirilmistir. Bu amagla
“DNA Paketleme Mekanizmasina Gore Faj Karakterizasyonu” basliginda belirtilen analiz
gergeklestirilmis, izole edilen fajlardan 9’unda sadece cos bolgesi tespit edilmis, diger 1
tanesinde ise calisilan bolgelerden higbiri belirlenememistir. Bu nedenle calismada, DNA
paketleme mekanizmasi uc bolgelerinden ve karakterizasyonda kullanilan “cos” sekans1 hedef
alinmistir. Bu amagla PCR karisimi; 0,5 uL F 5-GGTTCACGTGTTTATGAAAAATGG-3' ve
0,5 uL R 5'-AGCAGAATCAGCAAGCAAGCTGTT-3" primerleri, 1 pL template DNA, 3 pL
EvaGreen PCR master mix (5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR SuperMix) ve 10 pL deiyonize
su ile toplam hacim 15 pL olacak sekilde hazirlanmistir. PCR prosediirii 95 °C’de 12 dk ilk
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denatiirasyon, ardindan 35 siklus olacak sekilde 95°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 30
saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama ve son olarak 72°C’de 10 dakika son uzama
seklinde uygulanmistir. PCR islemini takiben ger¢eklestirilen HRM prosediirii; 70°C’den 90
°C’ye 0,5°C/2 sn tedrici sicaklik artis1 olacak sekilde uygulanmistir. HRM analizi sonucu elde
edilen verilerin islenmesi ve numunelerin bu veriler yardimiyla gruplandirilmasi amaciyla faj
izolatlarinin PCA (Principal Component Analysis) islemi ScreenClust software package
programi (Rotor-Gene ScreenClust HRM Software, Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
gergeklestirilmistir. HRM metodunun kullanildigi ¢alismalarda farkli amplikon uzunlugunun
calisildigr goriilmekle beraber kullanmis oldugumuz 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR
SuperMix iirlin kilavuzunda 500 b¢’ye kadar yiiksek performans alinabilecegi belirtilmistir
(Solis BioDyne).

Lizogen sus varhginin belirlenmesi

Lizojen suslarin varlig1 3 farkli indiiksiyon metodu kullanilarak tespit edilmistir. Bunlar
asagida sunulmustur. Lizojen suslarin varligimi belirlemek amaciyla Streptococcus
thermophilus ATCC 19258 susu kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan tiim
konakgi suglari lizojeni varliginin tespiti amaciyla pac primerleri kullanilarak PCR islemine tabi
tutulmustur. PCR protokolii “DNA Paketleme Mekanizmasina Gore Faj Karakterizasyonu”

basliginda belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

UV (Ultraviyole) ile profaj indiiksiyonu

Bu amagla Kahraman (2006), tarafindan oOnerilen metot modifiye edilerek
kullanilmistir. Analizde kullanilan her bir Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus susunun 18 saatlik aktif kiiltiirii 5 mL s1v1 besiyerine (MRS/M17)
%?2 oraninda ilave edilmis ve 600 nm’de optik yogunlugu 0,2 absorbansa gelinceye kadar
37°C°de inkiibe edilmistir. istenen absorbansa ulasildiginda tiip, 5000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Islem sonunda siipernatant uzaklastirilmis, bakteri peletleri 1,12 mL 0,1 M MgSO4
coOzeltisi ile siispanse edilmistir. Ardindan 6 adet 96’lik mikroplate’lere her bir bakteri
stispansiyonundan 0,1 mL ilave edilmistir. Mikroplate’ler sirasiyla 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 saniye
siireyle 35 cm mesafeden 254 nm dalga boyundaki UV’ye maruz birakilmigtir. 1 adet
mikroplate ise negatif kontrol amaciyla UV’ye maruz birakilmamigtir. UV igleminin ardindan
kuyucuklara 0,1 mL 2x siv1 besiyeri (MRS/M17) ilave edilmis ve kiiltiirler 151k tamir
mekanizmasindan kaginmak iizere 15 dk karanlik ortamda bekletilmistir. Indiiklenen kiiltiirler,

8 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilarak 1 saatlik periyotlar ile 600 nm’de absorbansi
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Olclilmiistiir. Siire ve absorbans degerleri ile olusturulan grafikte absorbans degerlerinde

gozlenen diisiis, lizis olarak degerlendirilmistir.

Mitomisin C (MMC) ile profaj indiiksiyonu

Indiiklenecek her bir Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus susunun 18 saatlik aktif kiiltiirinden %2 oraninda besiyerine (MRS/M17) ilave
edilmis ve optik yogunlugu OD=600 nm’de 0,2 absorbansa ulasana kadar 37°C’de inkiibe
edilmistir. Tiim konake1 suslar1 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ve 1,0 ug/mL oraninda MMC ilaveli sivi
besiyerinde 37°C’de mikroplatelerde inkiibasyona birakilmistir. 1 saatlik periyotlar ile 8 saat
boyunca 600 nm’de absorbanslar1 Sl¢iilmiistiir. Siire ve absorbans degerleri ile olusturulan
grafikte absorbans degerlerinde gozlenen diisiis, lizis olarak degerlendirilmistir. Calismada

Streptococcus thermophilus ATCC 19258 susu kontrol olarak kullanilmistir (Kahraman 2006).

Sicaklik ile profaj indiiksiyonu

5 mL siv1 besiyeri (MRS/M17) igeren tiiplere, 37°C’de 18 saat gelistirilmis aktif
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslarindan %2
oraninda ilave edilmis ve 45°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince
spektrofotometre ile 600 nm’de 8 saat boyunca 1 saatlik periyotlar ile absorbans1 6l¢iilmiistiir.
Siire ve absorbans degerleri ile olusturulan grafikte absorbans degerlerinde gozlenen diisiis,

lizis olarak degerlendirilmistir (Kahraman 2006).

Istatistiksel analizler

Calismada elde edilen veriler SPSS for Windows Release ver. 16.00 paket programi
kullanilarak istatistiksel analiz sonuglar1 elde edilmistir (SPSS Inc. Chicago, IL. ABD). Faj
izolatlarinin cos boélgesine kullanilarak elde edilen HRM wverileri igin PCA (Principal
Component Analysis) islemi ScreenClust software package programi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calisma kapsaminda Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus fajlarinin izolasyonu amaciyla Erzurum, Bingol, Erzincan, [gdir ve Trabzon illeri ve
ilgelerinden temin edilen 57 adet ¢ig siit, 20 adet ev tipi yogurt, 21 adet endiistriyel yogurt, 4
adet peyniralt1 suyu ve 5 adet fabrika gideri olmak iizere toplamda 107 adet numune faj varligi
acisindan incelenmistir. Calismada kullanilan numunelerin 6 tanesinde faj tespit edilmistir. Bu
durumda o6rneklerin %35,6’sinda faj varliginin tespit edildigi goriilmektedir. Elde edilen fajlar
izolasyon, zenginlestirme, konak¢i araliginin belirlenmesi acisindan incelenmis ve
karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan konake1 bakteriler lizojeni

acisindan test edilmistir.

Faj izolasyonu ve zenginlestirilmesi

Materyal yontem kisminda sunulan asagidaki basliklar konu biitiinligli g6z Oniinde

bulundurularak bu baslik altinda sunulmustur;

a) Konakei kiiltiirlerin hazirlanmasi

b) Fajlarin On Saflastirilmas1 ve izolasyonu
¢) Faj Varliginin Belirlenmesi

d) Fajin Saflastirilmasi

e) Fajin Zenginlestirilmesi

f) Titre Belirleme

Konakg1 olarak kullanilan 20 adet Streptococcus thermophilus susundan 3 tanesi faj
tarafindan enfekte olurken; 26 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susundan
hi¢birinde faj enfeksiyonu goriilmemistir. Fajlarin 6n saflastirilmasi islemi ardindan elde edilen
orneklere ait muhtemel faj varhigimi gosteren plaklarin gozlendigi besiyeri Sekil 8’de

gorilmektedir.

41



Sekil 8. Fajlarin ilk belirlenmesi asamasinda konakg1 hiicreye (Streptococcus thermophilus
ST5) etki eden ve muhtemel faj varlig1 saptanan numuneler (77,78 ve 79)

Calismada 107 adet numune kullanilmis olup bunlardan Tablo 5’te 77, 78, 79, 86, 94 ve

97 numarali 6rneklerde faj tespit edilmistir. Calismada kullanilan Lactobacillus delbrueckii

ssp. bulgaricus suslarinin herhangi birini lize eden faja rastlanmamistir. Ote yandan

Streptococcus thermophilus suglarindan ise ST1, ST3 ve STS i¢in faj hassasiyeti goriilmiis ve

6 farkli ornekten izolasyon gerceklestirilmistir. Bakteriyofaj izolasyonu gergeklestirilen

orneklerin biiylik bir cogunlugunun (%90) yogurt kaynakli oldugu dikkat cekmektedir.

Tablo 5. Faj izolasyonunun gergeklestirildigi konake1 hiicre ve numuneler

Faj kodu Konakgi hiicre Numune kaynagi - kodu
ST1-78 Streptococcus thermophilus ST1 Endiistriyel yogurt - 78
ST3-86 Streptococcus thermophilus ST3 Fabrika gideri - 86
ST3-94 Streptococcus thermophilus ST3 Endiistriyel yogurt - 94
ST3-97B Streptococcus thermophilus ST3 Endiistriyel yogurt - 97
ST3-97K Streptococcus thermophilus ST3 Endiistriyel yogurt - 97
ST5-77 Streptococcus thermophilus ST5 Endiistriyel yogurt - 77
ST5-78 Streptococcus thermophilus ST5 Endiistriyel yogurt - 78
ST5-79 Streptococcus thermophilus ST5 Ev yapim1 yogurt - 79
ST5-94B Streptococcus thermophilus ST5 Endiistriyel yogurt - 94
ST5-94K Streptococcus thermophilus ST5 Endiistriyel yogurt - 94

Denemede sadece Streptococcus thermophilus konakgisina 6zgilin 10 adet faj izole edilebilmis

olup Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’a 6zglin faj izole edilememistir. Benzer durum
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bazi ¢alismalarda da goriilmekle beraber (Acar Soykut 2007), her iki faj grubunun da izole
edilebildigi ¢aligmalar da mevcuttur (Suarez et al. 2002). Ancak konu ile ilgili ¢calismalarda
Streptococcus thermophilus fajlarinin daha yogun izole edilebildigi goriilmektedir. Yogurt
fajlarma yonelik arastirmalarin biiyiik bir ¢ogunlugu Streptococcus thermophilus susuna
yogunlasmaktadir (Marco et al. 2019). Ote yandan Lactobacillus fajlarinda tam faj
partikiillerinin daha az siklikla izole edildigi de bilinmektedir (Ebrecht ez al. 2010).

Calismada ilk asamada faj varlig1 tespit edilen 8 adet faj siispansiyonunun diliisyonlari
hazirlanmis ve ¢ift tabakali agar yontemiyle faj plaklariin tek diismesi saglanmistir. Fajlar her
bir siispansiyondan “tek plak izolasyonu” yontemiyle saflastirilmistir. Tek faj plaklarinin

gorlntiisii Sekil 9°da verilmistir.

Sekil 9. ST5-77 fajina ait saflagtirma isleminde M 17 besiyerinde gézlenen plaklar

Konakgist ST3 olan 97 numarali ve konak¢ist STS olan 94 numarali yogurt 6rneginden
elde edilen faj slispansiyonlarinda biiyiik ve kiiciik olmak tizere iki farkli boyutta plak goriilmiis

ve farkli bir faj olabilecegi diisiiniilerek saflagtirilmistir.

Faj varligiin belirlenmesinde kullanilan 43S1, 48S1, 1S4, 1S3, S10 ve ST6 suslar ile
inokule edilmis besiyerlerinde plak benzeri yapilar gozlenmis ancak tekrarlanabilir sonuglar
elde edilemedigi i¢in ¢caligmaya dahil edilememistir. Bu durumun 6rneklerde antibiyotik varlig

gibi nedenlerden olugabilecegi diislinlilmiistiir.

Ilgili literatiir incelendiginde &rneklerden elde edilen ve saflastirilan bakteriyofajlarin
ileriki asamalarda kullanilmak iizere zenginlestirildigi goriilmektedir. Asagidaki gorselde

(Sekil 10) zenginlestirme islemi ardindan elde edilen besiyerleri ve ilgili plaklar goriilmektedir.
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Sekil 10. ST5-94B ve ST5-77 fajlarinin zenginlestirme islemine ait besiyeri ve plaklari

Bakteriyofaj calismalarinda bir¢ok deneyin saglikli olarak yapilabilmesi ig¢in faj
titresinin (say1) belirlenmesi ve gerektigi durumlarda ilgili titre seviyesinin saglanmasi
gerekmektedir. Asagidaki sekilde (Sekil 11) ST5-77 ve ST5-79 faj suslarina ait petri plaklari
goriilmektedir. Ilgili gorselde (Sekil 11) 2. zenginlestirmeye ait plaklar incelendiginde ST5-77
fajinin titresi 2x10® ve ST5-79 fajinin titresi 9x10® pob/mL seviyesinde oldugu gériilmektedir.

Sekil 11. ST5-77 ve ST5-79 fajlarina ait 2. zenginlestirme plaklar

Calismada elde edilen ve ilgili deneylerde kullanilan faj titre degerleri asagidaki tabloda
(Tablo 6) sunulmustur. Tabloda gériildiigii iizere ST5-78 ve ST5-79 suslarmin 10° seviyesine
ulasabildigi ancak digerlerinin ise genel olarak 10% seviyesinde kaldig1 gériilmektedir. Ote
yandan ST3-97B fajinin titre yiikseltme ¢alismalarina digerlerine gore nispeten daha az cevap

verdigi tespit edilmistir.

Tabloda gozlenen bir diger durum denemede kullanilan toplam 20 Streptococcus

thermophilus susundan 3’Uniin (ST1, ST3 ve ST5) faj hassasiyetine sahip oldugudur.

44



Tablo 6. Calismada elde edilen fajlar ve zenginlestirme sonrasi titre degerleri

Faj kodu Faj titresi (pob/mL)
ST1-78 2,0x108
ST3-86 1,0x108
ST3-94 3,0x108
ST3-97B 5,0x107
ST3-97K 1,0x108
ST5-77 5,0x10®
ST5-78 1,1x10°
ST5-79 1,0x10°
ST5-94B 4,0x108
ST5-94K 6,0x10"

Konakgr ozgiilliigiiniin belirlenmesi

Calismada izole edilen fajlarin konakgr 6zgiilliiklerinin belirlenmesi amaciyla Atatiirk
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonunda bulunan 20
adet Streptococcus thermophilus ve 26 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus olmak
lizere toplam 46 yogurt bakterisine duyarlilik testi gerceklestirilmistir. Ilgili sonuclar asagidaki
tablolarda (Tablo 7 ve Tablo 8) sunulmustur. Tablolar incelendiginde Streptococcus
thermophilus suslarinin  %70’inin izole edilen fajlara direngli oldugu goriilmektedir.
Streptococcus thermophilus STS susu 7 farkli fajin enfeksiyonuna maruz kalmasiyla birlikte en

hassas sus oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 7. Bakteriyofaj izolatlarinin Streptococcus thermophilus konake1 6zgiilliigi

Faj Kodu
Sus Kodu ST1- ST3- ST3- ST3- ST397K ST577 ST578 ST579 ST594B  ST594K
78 86 94 97B
YS1 - - - - - - - - - -
STS - - - + + + + + + +
20S1 - - - - - - - - - -
ST4 - - - - - - - - - -
4381 - - - - - - - + - -
S36 - - - - - - - - - -
1883 - - - - - - - - - -
1S3 - - - - - - - - - -
3781 - - - - - - - - - -
ST6 - - - - - - - + - -
ST4 - - - - - - - - - -
184 - - - - - - - - - -
STI + - - -
ST3 - + + +
S10 . - - - - - - - - +
48S1 - - - - 4 - - - - -
S42 - - = - - - - - - -
11M1 - - - - - - - - - -
S32 - 4 - £ - - - - - -
4481 - - . - - - . - - -
Gruplandirma* a b b [¢ d e e f e g

+: faja hassas, -:faja direngli, *:ayn1 harfler benzer konakg¢1 6zgiilligiinii géstermektedir

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslarmin ise Streptococcus thermophilus

fajlarina karsi1 direncli oldugu belirlenmis ve heterolog konake1 varligi tespit edilmemistir.

Tablo 8. Bakteriyofaj izolatlarinin Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus konake1 6zgiilliigii

Faj Kodu

KS“dS ST178 ST386 ST394 ST397B ST397K ST577 ST578 ST579 ST594B ST594K
odu

34M2 - - - - - - - - - -
5M35 - - - - - - - - - -
34M1 - - - - - - - - - -
12M2 - - - - - - - - - -
10M5 - - - - - - - - - -
7M1 - - - - - - - - - -
9M1 - - - - - - - - - -
31M1 - - - - - - - - - -
4M2 - - - - - - - - - -
26M2 - - - - - - - - - -
16M3 - - - - - - - - - -
15M1 - - - - - - - - - -
L12 - - - - - - - - - -
YLI - - - - - - - - - -
M4 - - - - - - - - - -
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Tablo 8. (devam)

M5 - - - - - - - - - -
M6 - - - - - - - - - -
M7 - - - - - - - - - -
L14 - - - - - - - - - -
L15 - - - - - - - - - -
L50 - - - - - - - - - -
L52 - - - - - - - - - -
35M3 - - - - - - - - - -
SM1 - - - - - - - - - -
+: faja hassas, -:faja direngli

Bakteriyofaj izolatlarinin karakterizasyonu

Calismada bakteriyofaj izolatlarmin karakterizasyonu amaciyla; TEM, RAPD, DNA
paketleme mekanizmasinin belirlenmesi ve HRM islemleri gergeklestirilmistir. Denemeler

cercevesinde elde edilen veriler asagida sunulmustur.

Streptococcus thermophilus fajlarinin Caudovirales takimi ve Siphoviridae familyasina
ait, polihedral bir bag ve kontraktil olmayan uzun esnek bir kuyruga sahip oldugu bilinmektedir.
Bu gruba ait fajlarda kapsit ¢apt 50-90 nm, kuyruk uzunlugu ise 100-360 nm aralifinda
degismektedir. Sekil 12°de izole edilen fajlara ait elektron mikroskop goriintiileri sunulmustur.
Igili gorsellerde polihedral bas ve uzun kuyruk kisimlari ile beraber 100 nm uzunlugunda dlgii

birimi goriilmektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. Calismada izole edilen bakteriyofajlara ait TEM goriintiileri




TEM ile elde edilen goriintiilerde Ol¢ctim islemi gerceklestirilmis ve Tabloda 9°da

uzunluklar1 sunulmustur.

Tablo 9. Bakteriyofaj izolatlarinin boyutlar

Bakteriyofaj Ozelligi

Bakteriyofaj Kodu Kapsit (bas) Biiyiikliigii Kuyruk Uzunlugu
(nm) (nm)
ST1-78 53+2 246+5
ST3-86 64,543 286+6
ST3-94 53+4,1 24347
ST3-97B 61,3+3,2 316+5,2
ST3-97K 64=+0,5 248+3,3
STS5-77 50+3,5 246+7,2
ST5-78 53,8+0,3 237+1,4
ST5-79 60,6+0,1 239,3+7,1
ST5-94B 64,3+3,5 248,8+1,2
ST5-94K 62,8+2,8 257+5,6

Quiberoni et al. (2003a) tarafindan yapilan bir calismada yogurt 6rneklerinden izole
edilen on bir adet Streptococcus thermophilus fajinin (¢1, p2, @3, p4, @5, 96, ©7, 8, p9, p10
ve @p11) Siphoviridae familyasina ait oldugu belirtilmistir. Tiim faj izolatlarinin uzun ve esnek
210,5 ila 330 nm kuyruga sahip oldugu, bas ¢aplarinin ise 50-71,2 nm arasinda degistigi
bildirilmistir.

TEM ile morfolojileri incelenen bir ¢alismada dort adet Streptococcus thermophilus

SW11, SW13, SW27 ve SW16 fajinin kuyruk uzunluklar sirasiyla; 228,1 = 9,1 nm, 231,9 +

5,5 nm, 242,1 £ 6,9 nm ve 124,9 + 3,2 nm olarak bulunmustur. Kapsit ¢aplarinin ise 55 ile 59

nm arasinda degistigi bildirilmistir (Lavelle ef al. 2018).

Capra et al. (2013) inceledikleri dort adet Siphoviridae familyasinin iiyeleri olan
Streptococcus thermophilus fajlarinin (031-D, CGL-3, CGL-4, WPC-1) yaklagik 55 nm’lik

izometrik bas ve 240 nm uzun kuyruga sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Ulkemizde gergeklestirilen ve Streptococcus thermophilus’a spesifik yirmi bes fajmn

elektron mikroskobu ile incelendigi bir calisma sonucunda kapsit ¢aplarmin 53-74 nm,
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kontraktil olmayan kuyruk uzunluklarinin ise 182-290 nm arasinda degistigi goriilmiistiir (Acar

Soykut ve Tunail 2010).

Calismamizda elde edilen fajlarin bas cap1 ve kuyruk uzunluguna ait veriler

incelendiginde ilgili literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Calismada bakteriyofaj karakterizasyonu i¢cin RAPD-PCR islemi uygulanmistir. Bu
amacla litertiirde faj karakterizasyonu amaciyla kullanildig1 gériilen P1, P2 ve OPLS primerleri
tercih edilmistir. Ilgili primerler kullamilarak elde edilen fingerprintlere ait gérseller (Sekil 13,

Sekil 14 ve Sekil 15) asagidaki sunulmustur.

P1 primeri kullanilarak elde edilen fingerprint (Sekil 13) incelendiginde 4 farkli grup
oldugu gériilmektedir. ilk grubu ST1-78, ikinci grubu ST3-86, ST3-94 ve ST3-97K, iiciincii
grubu ST3-97B ve son olarak dordiincii grubu da ST5-77, ST5-78, ST5-79, ST5-94B ve ST5-
94K izolatlar1 olusturmustur. Ilgili gruplar incelendiginde benzer gruptaki fajlarin, ayni konakg1

susuna sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 13. Bakteriyofaj izolatlarina ait P1 primer RAPD-PCR agaroz jel goriintiisii
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P2 primeri kullanilarak elde edilen fingerprintler Sekil 14°te verilmistir. Sekil
incelendiginde ST3-97-B fajina ait herhangi bir bant goriilmemis ancak; diger tiim suslar i¢in
yaklagik 1700 bg¢ boyutunda tek bir bant tespit edilmistir. Bu durumda P2 primeri kullanilarak
elde edilen RAPD-PCR fingerprint dagilimina gore iki grup gozlenebildigi anlasilmaktadir.

ST3-97B
ST3-97K
ST5-77
ST5-78
ST5-79
ST5-94B
ST5-94K

® e =T
£ 0% 3
- n en
MH =
LN NN

2000
1500

Sekil 14. Bakteriyofaj izolatlarina ait P2 primer RAPD-PCR agaroz jel goriintiisii

OPLS primeri kullanilarak elde edilen fingerprintler Sekil 15°te verilmistir. Buna gore
faj izolatlarinin 4 farkli gruba ayrildigi tespit edilmistir. ST1-78’in birinci grupta, ST3-86, ST3-
94 ve ST3-97K’nin ikinci grupta, ST3-97B nin ii¢lincli grupta, ST5-77, ST5-78, ST5-79, ST5-
94B ve ST5-94K’nin dordiincii bir grupta toplandig goriilmiistiir. Gruplar incelendiginde, ST3-
97B faj1 disinda ayn1 gruba dahil olan fajlarin konakg¢isinin da ayni oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 15. Bakteriyofaj izolatlarina ait OPLS primer RAPD-PCR agaroz jel goriintiisii

Calismada kullandigimiz primerlerin farkli arastirmalarda da kullanildigi ve benzer
gruplandirma performansi gosterdigi gézlenmektedir. (Shivu et al. 2007; Gutierrez et al. 2011;
Cortes et al. 2015; Dias et al. 2020; Coskun 2021).

Calismada faj karakterizasyonu amaciyla her bir grubu temsil eden dort adet (cos, pac,
987, 5093) primer seti kullanilmistir. Sekil 16’daki fingerprintler incelendiginde ST1-78, ST3-
86, ST3-94, ST3-97K, ST5-77, ST5-78, ST5-79, ST5-94B ve ST5-94K fajlarinin cos grubuna
dahil oldugu, ST3-97B fajinin ise denenen gruplarin higbirine ait olmadig1 goriilmiistiir.
Calismada kullanilan ve lizojen karakterde oldugu bilinen Streptococus thermophilus ATCC
19258 susu kontrol amaciyla kullamlmustir. ilgili profajin pac grubuna dahil oldugu

gorilmiistir.
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Sekil 16. DNA paketleme mekanizmasi agisindan faj izolatlarinin degerlendirilmesi

Sit ortamlarindaki  Streptococcus thermophilus fajlarinin = gesitliligi  incelenen

caligmalarda cos tipi fajlarin yayginligi dikkat ¢ekmektedir (Wagner ef al. 2017).

Yakin zamana kadar dizilenmis Streptococcus thermophilus fajlarinin %61 nin cos

grubuna, %25’inin ise pac grubuna dahil oldugu bildirilmistir (Hanemaaijer et al. 2021).

Streptococcus thermophilus’n enfekte eden yiiz yetmis ii¢ fajin incelendigi bir
caligmada altmis ikisinin cos, iki tanesinin pac ve dokuzunun 5093 grubunda yer aldig

goriilmiistiir (Briggiler Marcé et al. 2022).

Lavelle et al. (2018) on iilkedeki yirmi yedi farkli fabrikadan izole ettikleri yiiz yetmis
iki Streptococcus thermophilus faj izolatim1 karakterize etmis ve yiiz kirk yedi fajin cos, on
birini pac, dokuzunu 987 ve besini ise 5093 Streptococcus thermophilus faj gruplari olarak

tanimlamisglardir.

DNA paketleme mekanizmasi agisindan karakterizasyon isleminin gergeklestirildigi bir
diger calismada izole edilen yirmi alt1 Streptococcus thermophilus fajinin yirmi bes tanesinin

cos, bir tanesinin pac grubuna ait oldugu bulunmustur (Zinno et al. 2010).

Literatiirde gozlenen yukardaki bulgularin c¢alismamizda da tespit edildigi

goriilmektedir.
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Belirtildigi lizere izole edilen fajlarin karakterizasyonunda kullanilan bir diger metot
RT-PCR HRM analizidir. Bu amagla izole edilen ve cos geni tespit edilen 9 bakteriyofaj 170
b¢ uzunlugundaki ilgili bolge icin RT-PCR HRM islemine tabi tutulmustur. Denemede
oncelikle RT-PCR islemi uygulanmis (Sekil 17A) ardindan HRM analizi gergeklestirilmistir
(Sekil 17B). Sekil 17B incelendiginde 3 farkli grup oldugu gériilmektedir. Ik grubu ST1-78 ve
ST5-78, ikinci grubu ST5-77, ST5-79, ST5-94B ve ST5-94K, iigiincii grubu ST3-86, ST3-94
ve ST3-97K olusturmaktadir. ST3-97B izolat1 cos geni igermedigi icin HRM analizine tabi

tutulamamustir.

A B

Sekil 17. Faj izolatlarinin iki asamali HRM-PCR islemi, A: RT-PCR islemi, B: HRM islemi
Elde edilen HRM egrilerinin farkliliklarinin ortaya konulmasi ve gruplandirilmasi
amactyla PCA (Principal Component Analysis) islemi ScreenClust software package programi
(Rotor-Gene ScreenClust HRM Software, Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
gerceklestirilmistir. ilgili program kullanilarak elde edilen PCA sonucu Sekil 18’de verilmistir.
Sekil incelendiginde yukarida belirtilen HRM gruplandirilmasi iki boyutlu olarak

goriilmektedir.
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Sekil 18. HRM verilerinin PCA analizi ile degerlendirilmesi

HRM analizinin RAPD fingerprint sonuclariyla karsilatirilmasi ve olusan gruplarin
dagilimi Tablo 10’da verilmistir. Tablo (Tablo 10) ve Sekiller (Sekil 17B ve Sekil 18)

incelendiginde HRM analizinin RAPD analiz sonucundan farkli olarak ST5-78 izolatin1 ST1-

78 ile aynm1 gruba dahil ettigi goriilmiistiir. Bununla beraber PCA analizinde bu iki izolatin

benzerligi diger gruplardaki gibi degildir. Ote yandan RAPD analizinde oldugu gibi HRM nin

de genel olarak konakg¢1 benzerligi iizerinden gruplandirma yaptigi; ancak ST5-78’1 konakg1

ozgiilliigiinden ayirip 6rnek benzerligi temelinde degerlendirdigi goriilmektedir.
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Tablo 10. RAPD ve HRM analizler sonuglarina gore fajlarin gruplandirilmasi

Grup P1 P2 Opl5 HRM
ST1-78 ST1-78 ST1-78 ST1-78
ST3-86 ST5-78
ST3-94
ST3-97K
1. Grup ST5-77
ST5-78
ST5-79
ST5-94B
ST5-94K
ST3-86 ST3-97B* ST3-86 ST3-86
2. Grup ST3-94 ST3-94 ST3-94
ST3-97K ST3-97K ST3-97K
3. Grup ST3-97B ST3-97B ST397B**
ST5-77 ST5-77 ST5-77
ST5-78 ST5-78 ST5-79
4. Grup ST5-79 ST5-79 ST5-94B
ST5-94B ST5-94B ST5-94K
ST5-94K ST5-94K

*: ST3-97B P2 primeri ile amplifikasyon/bant gézlenmemistir.
**: ST3-97B izolat1 cos geni icermedigi i¢in farkl: bir grup olarak degerlendirilmistir.

Literatiirde viriis karakterizasyonu iizerinde benzer bir caligmaya rastlanilmamakla
beraber Hinsberger et al. (2019) iki elma kurdu viriisii (CpGV-M ve CpGV-R5) ilizerinde
yaptiklar1 ¢aligma, metot benzerligi agisindan degerlendirilebilir. Bu c¢aligmada elma kurdu
virlistiniin RT-PCR ve HRM ile hizli ve giivenilebilir olarak belirlenmesi ve tanilanmasi
gerceklestirilmistir. CpGV  p38 geninin  hedef alindigi calismada genel itibariyle

karakterizasyon yapilmamistir.

Lizogen sus varhginin belirlenmesi

Siit {irtinleri tiretiminin gergeklestirildigi fabrikalarda starter kiiltiir olarak kullanilacak
bakterilerde lizojen suslar, 6nemli bir tehdit unsuru olusturmaktadir. Lizojen sus varliginin
tespit edilmesi amaciyla farkli indiiksiyon metotlar1 bulunmaktadir. Bu asamada, indiiksiyon

i¢in uygun yontemlerin kullanilmasi 6nem arz etmetedir (Marco et al. 2012).

56



Arastirmamizda lizojen suslarin varliginin tespit edilmesi amaciyla Mitomisin C, UV
ve sicaklik uygulamasi ile indiikksiyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ancak denemede
kullanilan Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslariin
higbiri bahsedilen indiiksiyon metotlar ile indiiklenememistir. Arastirma sonucu elde edilen
verilere ait ornek sekil (Sekil 19-Sekil 24 arasi) ve tablolar (Tablo 11 - Tablo 16 arasi1) asagida

sunulmustur.

Mitomisin C ile indiiksiyon c¢alismalarinin yiiriitiildiigli bakterilerden biri olan
Streptococcus thermophilus 43S1 susuna ait Tablo 11 ve Sekil 19 incelendiginde; uygulanan
en diisiik MMC konsantrasyona (0,1 pg/mL) ait gelisim egrisinin kontrol susa olduk¢a yakin,
en ylksek MMC konsantrasyonuna ait egrinin ise en diisiik asorbans degerlerini verdigi
gorilmiistiir. Dolayisiyla MMC konsantrasyonundaki artigla birlikte Streptococcus

thermophilus 43S1 susunun gelisiminin de sinirlandigr ve indiiklenmedigi tespit edilmistir.

Tablo 11. Farkli konsantrasyonlarda MMC ile indiiklenen Streptococcus thermophilus 43S1
susunun absorbans degerleri

Mitomisin C

Konsantrasyonu Siire (saat)
(ng/mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol 0,25 043 053 062 068 0,73 0,75 0,76 0,77
0,1 0,25 043 052 061 067 0,73 074 0,75 0,75
0,2 0,23 042 051 059 064 069 071 0,72 0,73
0,3 0,24 036 044 051 056 059 061 061 0,60
0,4 0,25 036 045 0,50 055 058 0,60 0,61 0,61
0,5 0,24 034 040 044 046 048 049 050 0,50
1 0,23 030 035 037 039 040 041 040 0,40
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Sekil 19. Farkli konsantrasyonlarda MMC uygulamasinin Streptococcus thermophilus 43S1
susunun gelisimi iizerine etkisi

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 12M2 susuna ait Tablo 12 ve Sekil 20

incelendiginde MMC’deki artisla beraber susun gelisiminin sinirlandigi goriilmektedir.

Tablo 12. Farkli konsantrasyonlarda MMC ile indiiklenen Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus 12M2 susunun absorbans degerleri

Mitomisin C

Konsantrasyonu Siire (saat)
(ng/mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol 0,23 038 05 0,63 0,73 084 092 099 1,03
0,1 0,23 032 04 0,48 0,56 0,64 0,71 0,75 0,77
0,2 0,24 032 039 046 055 062 0,69 0,72 0,74
0,3 0,23 031 038 044 052 058 063 0,66 0,68
0,4 0,23 031 037 043 05 0,57 0,61 0,64 0,65
0,5 0,23 0,3 0,36 041 048 0,54 058 0,6 0,61
1 0,23 029 033 037 042 046 048 049 0,49
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Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 12M2

1,2
g 1
(=
g
g 08 Kontrol
O
3 0,1 pg/mL MMC
O
< 06 0,2 pg/mL MMC
Eﬁ 0,3 pg/mL MMC
D —0,4 pg/mL MMC
>? 0.4 ng
2 —0,5 pg/mL MMC
& —— 1 pg/mL MMC

0,2

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Siire (Saat)

Sekil 20. Farkli konsantrasyonlarda MMC uygulamasimin Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus 12M2 susunun gelisimi iizerine etkisi

UV 1sm ile uyarilan Streptococcus thermophilus (Tablo 13 ve Sekil 21) ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Tablo 14 ve Sekil 22) suslarinda kontrole kiyasla
yaklagik ilk bir saatlik siire boyunca UV etkisiyle gelisim goriillmedigi; ancak bu siireden sonra
gelisimine devam ettigi tespit edilmistir. Farkl siireler boyunca UV 1sinina maruz birakilan
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 8M6 susu negatif kontrolii ile yakin bir gelisme egrisi
olustururken; UV 1511 uygulanan Streptococcus thermophilus S42 susunun negatif kontrole

kiyasla daha diisiik absorbans degerleri ile gelisimine devam ettigi goriilmiistiir.
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Tablo 13. Farkl: siirelerde UV 1511 ile indiiklenen Streptococcus thermophilus S42 susunun
absorbans degerleri

UV isilarina

maruz kalma Siire (saat)
siiresi (saniye) 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol 0,28 047 066 0,78 083 087 089 090 0091
5 0,28 032 047 056 061 063 065 0,67 0,67
10 0,27 032 046 056 065 067 069 071 0,71
15 0,28 032 046 055 060 063 0,66 0,66 0,67
20 0,28 030 041 056 063 069 072 0,74 0,75
25 0,26 029 040 054 063 068 0,70 0,72 0,73
30 0,27 029 042 050 054 057 059 060 0,61

Streptococcus thermophilus S42

0,9
~ 0,8
g
c
0,7
O L —
é —_ Kontrol
S06
5 — 5 g
3
<05 10s
ﬁ 15s
s 04
B —20s
S 25
o 0,3 S
g —30s
o2

0,1

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Siire (saat)

Sekil 21. Farkl siirelerde UV 151m1 uygulamasinin Streptococcus thermophilus S42 susunun
gelisimi iizerine etkisi
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Tablo 14. Farkli siirelerde UV 1s1n1 ile indiiklenen Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
8M6 susunun absorbans degerleri

UV isilarina

maruz kalma Siire (saat)

siiresi (saniye)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol
027 035 045 05 054 056 057 058 058
3 028 029 044 047 052 054 056 057 058
10 029 03 043 046 049 051 053 054 055
15 026 026 044 048 052 054 056 057 057
20 026 028 043 047 051 053 054 055 056
25 025 026 044 048 052 054 055 056 056
30 026 027 043 046 049 052 053 054 054
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 8M6
0,7
0.6
£l
o
205
\O
é Kontrol
O
é 0,4 5s
g 10s
ﬁ 0,3 —- 15s
)a = _20S
= —25
9 0,2 S
g —30s
o

0,1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Siire (saat)

Sekil 22. Farkli stirelerde UV 1s1m1 uygulamasinin Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
8M6 susunun gelisimi {izerine etkisi

Sicakligin yiikseltilmesi ile gergeklestirilen indiiksiyon caligmalarinda kullanilan dort
farkli Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslarina ait

veriler tablo ( Tablo 15 ve Tablo 16) ve sekillerde (Sekil 23 ve Sekil 24) gosterilmistir.
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Tablo 15 ve Sekil 23 incelendiginde Streptococcus thermophilus 43S1 susunun 3.
saatten itibaren, ST1 ve ST3 suslarinin 2.saatten itibaren ve S10 susunun ise 4. saatten itibaren
duragan faza gecmeye basladigi goriilmiis ancak absorbans degerlerinde herhangi bir diisiis

gbozlenmemistir.

Tablo 15. Sicaklik uygulamasi ile indiiklenen dort farkli Streptococcus thermophilus suglarinin
absorbans degerleri

Streptococcus Siire (saat)

thermophilus 0 1 2 3 4 5 6 7 3
suslari

S10 0,24 042 056 0,65 0,71 0,74 0,77 0,79 0,8

43s1 0,28 047 0,69 085 0.8 089 09 0,91 091

ST1 0,26 035 046 049 0,51 0,52 0,53 054 0,54

ST3 023 035 043 047 049 051 0,52 0,53 0,52

Streptococcus thermophilus suslar

—_

=)
Nej

o
o0

=)
~

=)
=)}

S10
43S1
ST1
ST3

Optik Yogunluk (Absorbans 600 nm)
L = = =
[\S] w N ()]

o
—

(=]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Siire (saat)

Sekil 23. Sicaklik ile indiiksiyon uygulamasinin Streptococcus thermophilus suslarinin gelisimi
lizerine etkisi

Tablo 16 ve Sekil 24 incelendiginde Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 34M1 ve
26M2 suslarinin 5.saatten itibaren duragan faza gegmeye basladigi, 31M1 ve 10MS5 suslarinin

ise 3. saatten itibaren daha diisiik bir absorbans degeri ile duragan faza gegmeye baslayip daha
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uzun siirede ilgili gelisme egrisini tamamladig gériilmiistiir. Devam eden olc¢limler ile birlikte

absorbans degerlerinde belirgin bir diisiis gozlenmemistir.

Tablo 16. Sicaklik uygulamasi ile indiiklenen dort farkli Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus suslarinin absorbans degerleri

Lactobacillus
delbrueckii Siire (saat)
ssp.

bulgaricus 0 1 2 3 4 5 6 7 8
suslari
34M1 025 035 055 086 1,02 1,20 1,24 1,26 1,28
31M1 0,25 041 0,62 0,8 0,87 092 096 097 0,98
10M5 0,24 032 0,4 0,47 0,5 0,53 0,56 057 0,58
26M2 0,28 0,34 0,5 0,81 1,1 1,29 1,33 1,35 1,36

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

1,6
1,4

—_
[\S]

—_—

/ —34M1
31M1

Optik Yogunluk (Absorbans 600 nm)
S
o

0.6 10M5
26M2
0,4
-
0.2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Siire (saat)

Sekil 24. Sicaklik ile indiiksiyon uygulamasinin Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
suslarinin gelisimi lizerine etkisi

Yahya and Naeima (2014)’nin izole ettigi 60 adet Streptococcus thermophilus susunu
0,05-0,5 ng/mL arasindaki konsantrasyonlarda Mitomisin C ile indiiklenmis ve ii¢ adet (TP-
YAI1, TP-YA2 ve TP-YA3) lizojenik faj izole edilmistir. Calismada kullanilan YA1 ve YA3
suglarinin optimum indiiksiyon konsantrasyonu 0,1 pg/mL iken YAl susunun 0,05 pg/mL

oldugu bildirilmistir.
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Basmechi et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada siit iiriinlerinden izole edilen 65
adet Lactobacillus susuna karst Mitomisin C, UV 1sm1 ve sicaklik uygulanmistir. Her bir
indiiksiyon analizinin sonucunda farkli oranlarda profajin indiiklenerek faj izole edilebildigi

gorilmistir.

Guo et al. (2016) tarafindan yapilan bir calismada yogurttan izole edilen Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus SDMCC050201 susu Mitomisin C (0,25, 0,50, 0,75, 1,0 ve 1,25
png/mL) ve UV 151 (30, 60, 90 ve 120 s) ile indiiklenerek faj vB_LdeS-phiJB izole edilmistir.
Her iki metotla izole edilen fajlara ait genomik DNA BamHI enzimi ile kesilmis ve elde edilen
fingerprintlerin ayn1 oldugu gosterilmistir. izole edilen thman faj, Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus SDMCC050201 ve 7 farkli Lactobacillus delbrueckii susuna karsi

gergeklestirilen plak testi sonucunda higbir susa kars1 zon olusturmadigi tespit edilmistir.

On sekiz adet Streptococcus thermophilus susunun 0,2 pg/mL Mitomisin C’ye maruz
birakildigr bir ¢alismada ise CHCC2070 susunun indiiklendigi; ancak denemede kullanilan
higbir Streptococcus thermophilus susuna karsi herhangi bir plak olusturmadigi bildrilmistir

(Zinno et al. 2010).

Quiberoni et al. (2003a) tarafindan Mitomisin C ile indiiksiyon testinin yapildig1 bir
caligmada 11 Streptococcus thermophilus susunun higbirinde profaj varligina rastlanmamustir.
Kahraman (2006) tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada, 83 adet Streptococcus
thermophilus ve 40 adet Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susu farkh
konsantrasyonlarda Mitomisin C ve farkli silirelerde UV’ye maruz birakilmis, tiim suslar
sicaklik ile indiiksiyona tabi tutulmustur. Deneme sonucunda higcbir Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus susunun indiiklenmedigi

bulunmustur.

Yukarida belirtildigi {izere, calismada elde edilen bakteriyofaj izolatlariin
karakterizasyonu amaciyla TEM, RAPD-PCR, DNA paketleme mekanizmasi, HRM ve
konake1 Ozgiilliigii testleri yapilmistir. Bu metotlar ortak bir tabloda (Tablo 17) biraraya
getirilerek farkl faj izolatlarina 6zel bir gruplandirma yapilmaya c¢alisilmis ve boylece fajlarin

birbirleri arasindaki farkliliklar olusturulan karakterizasyon kodu ile ortaya konulmustur.
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Tablo 17. Farkli karakterizasyon analiz sonuglarina gore bakteriyofaj izolatlarinin
gruplandirilmasi

Bakteriyofaj TEM RAPD-PCR DNA HRM  Konakel Bakteriyofaj
Kodu P1 P2 OPLS Paketleme Ozgiilliigii  karakterizasyon
Mekanizmasi kodu
ST1-78 S* A 1 X c a a SAlxcaa
ST3-86 S B 1 y c B b SBlycpb
ST3-94 S B 1 y c B b SBlycpb
ST3-97B S c 2 z - Y c SC2z-yc
ST3-97K S B 1 y c B d SBlycpd
STS-77 S D 1 t c ) e SD1tcde
ST5-78 S D 1 t c a e SDl1tcae
ST5-79 S D 1 t c ) f SD1tcof
ST5-94B S D 1 t c ) e SD1tcde
ST5-94K S D 1 t c 1) g SD1tcdg

*: karakterizasyon amaciyla yapilan gruplandirma kodlar1 asagida sunulmustur.
TEM: Tiim faj izolatlarinin tek bir gruba (Siphoviridae, S) ait oldugu goriilmiistiir.
P1: A,B,CveD

P2:1ve2

OPLS: x,y,zvet

DNA Paketleme Mekanizmasi; Cos: c, Pac: p, 5093: 5 ve 981: 9

HRM: o, B,y ve &

Konake 6zgiilliigii: a, b, c,d, e, fve g

Tablo 17°de goriildiigl lizere konak¢1 6zgiilliigii dikkate alindiginda izole edilen 10 fajin 8
farkli gruba ayrilabildigi goriilmektedir. Ancak bakteriyal faj diren¢ mekanizmasindan dolay1
degisebilmesi ve farkli fajlar i¢in standart bir konak¢1 kiiltiir koleksiyonunun
olusturulmasindaki zorluklar nedeniyle konak¢1 O6zgilliigiine dayali bir siniflandirmanin
yapilmasi nispeten zor goriinmektedir. Konaker 6zgiilliigli dikkate alinmadiginda ise 5 farkl
grubun olustugu goriilmektedir. Bu durumun, herhangi bir karakterizasyon metodunun tek
basina degerlendirilmesinden daha iyi oldugu gériinmektedir. Ilgili tablo (Tablo 17)
incelendiginde karakterizasyon kabiliyetinin artirilmasinda HRM analizinin etkili oldugu

goriilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Calismada; Erzurum ve ¢evre illerden temin edilen 57 ¢ig siit, 20 ev tipi yogurt, 21 endiistriyel
yogurt, 4 peyniralti suyu ve 5 adet fabrika gideri olmak iizere toplamda 107 numune
kullanilmistir. Sirast ile konaker kiiltiirlerin hazirlanmasi, fajlarin 6n saflagtirilmasi ve
izolasyonu, faj varligimin belirlenmesi, saflastirilmasi, zenginlestirilmesi ve titre belirleme
islemleri gerceklestirilmistir. Bu islemler sonrasinda 10 adet Streptococcus thermophilus faj
izole edilmis olup Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus faj1 tespit edilememistir. Izole
edilen fajlarin karakterizasyonu amaciyla ilk olarak TEM ile goriintiileme gergeklestirilmis ve
tiim faj izolatlarinin Siphoviridae familyasina ait oldugu goriilmiistiir. Ardindan molekiiler
karakterizasyon amaciyla; cos, pac, 5093 ve 987 grup primerleri ile DNA paketleme
mekanizmasina gore PCR temelli gruplandirma; P1, P2 ve OPLS primerleri ile RAPD-PCR ve
cos primerleri ile RT-PCR HRM islemi gerceklestirilmistir. Islem sonucunda 9 adet fajin cos
grubuna ait oldugu, birinin ise hi¢bir gruba dahil olmadig1 belirlenmistir. Fajlarin P1 ve OPLS5
RAPD-PCR sonuglarina gore 4, P2 RAPD-PCR sonucuna gore 2 grup olusturdugu tespit
edilmistir. Amplikon uzunlugunun uygun oldugu goriilen cos grubu fajlar i¢in de ilgili primer
kullanilarak yapilan RT-PCR HRM analizi ile 3, cos olmayan faj dikkate alindiginda toplam 4
grubun varlig1 tespit edilmistir.

Fajlarin yogurt bakterilerini lize edebilme yeteneklerinin tespiti amaciyla Atatiirk
Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvar1 Kiiltiir
Koleksiyonunda bulunan 294 Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus susundan makroskobik, mikroskobik ve molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinda
(Aktas 2018; Firat 2019) gozlenen farkliliklar1 dikkate alinarak 20 adet Streptococcus
thermophilus ve 26 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus olmak iizere toplamda 46 sus
kullanilmistir. Calismada izole edilen 7 farkli bakteriyofaj tarafindan lize edilebilen
Streptococcus thermophilus ST5 susu en hassas yogurt bakterisi olarak degerlendirilmistir.
Streptococcus thermophilus suslarinin = %70’inin izole edilen fajlara direngli oldugu

gorilmiistiir.

Denemede kullanilan 46 sus i¢in lizojeni varligit UV, Mitomisin C ve sicaklik
uygulamalari ile aragtirilmigtir. Arastirma sonucunda ¢alismada kullanilan hicbir susta lizojeni
tespit edilememistir. Bununla beraber kullanilan suslar, lizojen varliginda gézlenen paketleme

mekanizmasi olmasi nedeniyle pac grubu agisindan PCR temelli olarak degerlendirilmistir.
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Benzer sekilde higbir sus, pac primerleri icin PCR islemi sonucunda amplifikasyon

gostermemistir.

Calismamizda viriis karakterizasyonunda HRM analizinin kullanilabilirligi test edilmis
olup 6zellikle uygun genlere yonelik HRM temelli metot optimizasyonunun konuyla ilgili

caligmalara katki saglayacagi goriilmiistiir.

Konu ile ilgili literatiir incelendiginde, Lactobacillus tajlarinin izolasyon sikliginin daha
az oldugu goriilmektedir. Bizim c¢alismamizda da Streptococcus thermophilus fajlarinin

izolasyonu bu bilgiyi teyit eder niteliktedir.

Calismada dikkat ¢eken bir diger husus, faj hassasiyeti olan suslarin tiimiiniin ticari
yogurt kiiltiirii izolatlar1 olmalaridir. Bu durum; belirli araliklarla, faj direnci olan suslarin

sektore kazandirilma ihtiyacini da ortaya koymaktadir.

Literatiir caligmalarinda gozlenen bir durum gida sektdrii agisindan tehdit olusturan
fajlara yonelik diren¢ mekanizmalar1 c¢alismalarinin olduk¢a az oldugudur. Oysa direng
mekanizmalarinin aydinlatilmas1 hem faj direngli starter kiiltilirlerinin iretilmesi i¢in hem de
patojen ve bozucu mikroorganizmalarin kontrol altina alinabilmesi acgisindan oldukga

onemlidir.

Yogurt, 6zellikle lilkemizde toplam beslenmesindeki yeri ve saglik tizerindeki olumlu
etkileri ile liretim, dolayisiyla tiiketim miktarinin fazlilig1 nedeniyle iizerinde ¢calismalar yapilan
ve daha bir¢ok ¢aligmanin yapilmasi gereken milli bir {irliniimiizdiir. Bu ¢alismayla ilgili
literatlire ve ozellikle Streptococcus thermophilus fajlarima yonelik yapilan karakterizasyon
metotlarina katki saglanmaya calisilmistir. Calismada kullanilan HRM  metodunun
karakterizasyon agisindan sagladigi katki 6nemli bulunmus olup hem yogurt fajlari ile ilgili
caligmalar agisindan hem de diger fajlarin karakterizasyonu agisindan kullanilabilir oldugu

goriilmiistiir.
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