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Bu tez kapsaminda konakgilart endiistriyel 709, 231 ve B3 S. thermophilus suslari olan 26 adet S.
thermophilus faj1 ile konakgilari ticari Y4, V1 ve V2 olan 24 adet Lb. bulgaricus fajinin protein
profilleri, restriksiyon endoniikleaz sablonlar1 ve faj replikasyon parametreleri belirlenmistir.
Ayrica B3 S. thermophilus ve 231, V1, V2 Lb. bulgaricus fajlarinin konake¢i ozgiilliiklerinin
belirlenmesi amaciyla; her iki tiire ait fajlar, yerel ve starter S. thermophilus suslar ile yerel ve
starter Lb. bulgaricus suslari ile Kkarsilastirilmistir. Fajlarin hemen hemen aymi konakgi
spektrumuna sahip olduklar1 gorilmiistiir. Yerel S. thermophilus suslar1 fajlara tam direng
gosterirken, yerel Lb. bulgaricus suslari hem kendi fajlarina ¢ok duyarli bulunmus hem de
partnerinin kimi fajlarina heterolog konakgi olarak davranmustir. S. thermophilus fajlarinin
birbirine identik protein profili ve 30.6 ile 27.3 kDa biiyiikliigiinde iki adet major protein bantina
sahip oldugu tespit edilmistir. Lb. bulgaricus fajlari ise iki ve/veya li¢ mindr ve major protein banti
icermelerine gore 5 gruba ayrilmistir. Mindr protein bantlarmin biiytikligii 100.8, 65 ve 50 kDa
iken, major protein bantlarinin biiylikligii 29.6, 29.2 ve 26.2 kDa olarak belirlenmistir. Fajlardan S.
thermophilus’ a 6zgiil olanlar EcCoRI, EcoRV, Pvull, HindIll, Clal, Haell, Hhal, Pstl, BamHI
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesime alinmis, olusan fragment dizilimlerine gore
siniflandirilmaya calisilmig, ECORV’e gore 9 grup olusmustur. Genom biiyiikliiklerinin ise 41-45
kb civarinda oldugu saptanmustir. Lb. bulgaricus fajlar1 ise ECORI, ECORV, Pvull, HindIII, Hhal ve
BamHI restriksiyon enzimleri ile kesime alinmig, HindIIl ile kesim sonucu 8 farkli gruba
ayrilmustir. Faj genom biiytikliikleri 29-32 kb olarak hesaplanmustir. S. thermophilus fajlarindan
®B3-X19, ®2B3-A, ®231-X9, ®231S-A ve ®709-X5%in, Lb. bulgaricus fajlarindan ise ®Y4-
X12’nin faj gelisim parametreleri belirlenmistir. S. thermophilus fajlarinin latent dénem siirelerinin
15-35 dk arasinda degistigi goriiliirken, ®@Y4-X12’nin latent donem siiresi 85 dk bulunmustur.
Fajlarin tamamiin artis donem stireleri hemen hemen ayniyken, patlama biiyiikliiklerinde belirgin
farkliliklar goze carpmustir.

2007, 176 sayfa

Anahtar Kelimeler: S. thermophilus, Lb. bulgaricus, viriilent faj, konak¢1 6zgiilligii, protein
profilleri, restriksiyon endoniikleaz analizi, replikasyon parametreleri, siniflama
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In this thesis, we have determined DNA restriction patterns, structural protein analysis and
replication parameters of 26 S. thermophilus (709, 231, B3) and 24 Lb. bulgaricus (Y4, V1, V2)
phages. Furthermore, sensitivities of natural and commercial S. thermophilus and Lb. bulgaricus
strains to both of B3 S. thermophilus and 231 V1, V2 Lb. bulgaricus phages have been
investigated. It has been observed that none of the phages lyse natural S. thermophilus strain while
natural Lb. bulgaricus strains have shown to be sensitive to Lb. bulgaricus phages. Besides, some
of natural Lb. bulgaricus strains show sensitivity to some S. thermophilus phages as a heterolog
hosts. We have also identified that the electrophoretic profiles of the structural proteins of S.
thermophilus phages are related, with two major bands of 30.6 and 27.3 kDa in common for all
phages. Lb. bulgaricus phages, on the other hand, possess two and/or three major (29.6, 29.2, 26.2
kDa) and minor (100.8, 65, 50 kDa) structural proteins. We have classified these phages into five
groups based on major and minor proteins. ECORI, EcoRV, Pvull, HindIII, Clal, Haell, Hhal,
Pstl,and BamHI resriction endoniicleases have been used to digest of S. thermophilus phages.
According to the ECORV digestion, S. thermophilus phages are differentiated into nine subgroups.
The genom size (41-45 kb) of S. thermophilus phage is determined by summing the molecular size
of restriction fragments generated by digestion. Lb. bulgaricus phages are also treated with
restriction endoniicleases (ECORI, ECORV, Pvull, HindIIl, Hhal, and BamHI). The genom size
ranges from 29-32 kb. One-step growth studies show that latent periods of S. thermophilus phages
vary from 15 to 35 minutes and latent period of ®Y4-X12 is 85 minutes. Finally, it has been
observed that all phages have similar rising time whereas they considerably differ in the size of
burst.

2007, 176 pages
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1. GIRIS

Degisik fermente iirlinlerin liretiminde oldugu gibi yogurt sanayiinde de starter kiiltiir
kullanim1 modern teknolojide vazgecilmez bir uygulamadir. Standart tat, aroma ve
kivamda hijyenik {iiriin elde edilmesinde, teknolojik proses parametreleri ne denli
onemli ise iireme yetenekleri ve fizyolojik verimlilikleri yiiksek, bakteriyofajlara
direngli, lizogen olmayan aktif kiiltiirlerin belirlenerek kullanilmasi da o kadar
onemlidir. Ne var ki, bu bakteriler faj infeksiyonlarina karsi ¢ok duyarlidir. Faj
infeksiyonlari, yogurt fabrikalarinda ve termofilik kiiltlirlerin kullanildig1 peynir
isletmelerinde 6zellikle de bulk kiiltiir tiretim asamasinda, siddetli faj ataklar1 seklinde

ortaya ¢ikmakta, iirlin ve zaman kaybina neden olmaktadir.

Faj sorunu ile siklikla karsilagilmasi, bu fajlarin kontaminasyon kaynaklarinin lizogen
suslar m1 yoksa ¢ig siit mii oldugunun arastirtlmasina neden olmustur ve bu konu hala
tartisilmaktadir. Dogal ortamlarinin ¢ig silit oldugu disiiniilen fajlarin, cesitli
pastorizasyon normlarinda aktif kalabildigi goriilmektedir. Diger yandan, molekiiler
caligmalar sayesinde temperent ve viriilent fajlar arasinda sadece lizogeni
modiillerinden kaynaklanan farkliliklar oldugu ve genomlarin birbirlerine ¢ok benzer

oldugu tespit edilmektedir.

Starter kiiltiir kullanimi standart kalitede {iriin eldesini saglamis, ancak faj problemini
de beraberinde getirmistir. Calisilan fajlardan ¢ogunun kullanilan ticari kiiltiirlere
viriilent etkide bulunmasi, bu sekilde diisiiniilmesine neden olmustur. Starter kiiltiir
iireten firmalar bu problemi yasayan siit isletmeleri i¢in, kendi trettikleri kiiltiirlerden
olusan bir rotasyon programi sunmaktadir. Ancak firma tarafindan Onerilen rotasyon
programi, kuvvetli faj ataklarinda sorunu ¢6zememektedir. Bunun baslica iki énemli
nedeni vardir: Eger isletmede uzun siiredir faj sorunu yasaniyorsa ve siklikla degisik

yogurt kiiltiirleri rotasyona sokulmussa, isletme ortaminda fajlar ¢esitlenmis ve



ortamdan tamamen cekilmeden belli faj titrelerinde varliklarini stirdiirmiislerdir. Faj
populasyonu, farkli konak hiicrelere 6zgiil, cok sayida dominant fajin olusturdugu bir
kokteyl haline doniismiistiir. Bu durumda, hangi kiiltiir devreye sokulursa sokulsun,
kendisine 6zgiil bir faj bulma olasih@ yiiksektir. Ikinci neden olarak starter kiiltiir
iireten firmalarin kendi {ilkelerindeki isletmelerden izole ettikleri faj koleksiyonu esas
alarak direngli bulduklarn kiiltiirleri veya ellerindeki fajlara karsi saptadiklari faj
akrabaligr bulunmayan Kkiiltiirleri rotasyon ig¢in Onermeleridir. Starter ithal eden
iilkelerdeki isletmelerin, yerel faj populasyonu bilinmedigi siirece bu oneriler fazla bir
anlam tagimamaktadir. Cilinkii faj-konake1 6zgiilliiglinde fajlarin ekolojilerinin de rol
oynadif1 diisiiniilmektedir. Isletme ortaminda dominant hale gegen fajlarin izole
edilmesi, kullanilan ve Onerilen yogurt kiiltlirlerine karsi konake¢1 ozgilliiklerinin
belirlenmesi ve isletmenin kendisinin planlayacagi bir rotasyon sistemi ile kiiltiirlerin
kullanilmas1 gerekmektedir. Bu islemlerin isletmelerde rutin olarak ve siirekli yapilmasi
sonucunda faj problemi kolaylikla agilabilir. Rotasyon programlarina ek olarak
temizlik, dezenfeksiyon, direkt set kiiltiirler ve faj inhibitér ortamlarin kullanimi da

faja kars1 onlem alinmasini saglamaktadir.

Ulkemizde yogurt isletmelerinde Kkarsilasilan fajlarin  karakterizasyonlarina dair
bilgilere, hem fabrika ortamlarinda hem de bilimsel ¢aligmalarda rastlanmazken son
yillarda diger {ilkelerde termofilik fajlarin molekiiler diizeyde tanimlanmasi ve
siniflamalarina iliskin calismalar yogunlasmustir. 11k olarak fajlar, konake1 dizgelerine,
morfolojik yapilarina ve serolojik ozelliklerine gore karakterize edilmis, ancak bunlar
tanimlama igin yeterli kriterleri olusturamadiklarindan molekiiler diizeyde ¢alismalara
agirlik verilmistir. Bu agigin kapatilmast ve isletmelerin faj problemlerini kolayca
atlatmasi amaciyla izole edilmis yerel fajlarin karakterize edilmesi ve 6zellikleri bilinen

bir koleksiyon olusturulmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu nedenle, TUBITAK-TARP-2106 no’lu "Yogurt Fabrikalarinda Faj Probleminin
(Coziimiine Yonelik Arastirmalar" konulu projede olusturulan koleksiyondaki yerel
fajlar ile Ankara Univ. Biyoteknoloji Enstitiisii-67 no’lu “Yerel (dogal) S. thermophilus

ve Lb. bulgaricus ile 6zgiil fajlarinin endiistriyel 6neme sahip 6zellikler agisindan



tanimlanarak alternatif starterlerin belirlenmesi” adli proje kapsaminda koleksiyona
eklenen diger yerel fajlarin, konak¢i dizgelerinin saptanmasi, protein profillerinin
cikarilmast farkli restriksiyon enzimleri ile kesim sablonlarinin belirlenmesi ve
replikasyon parametrelerinin incelenmesi, doktora tezi olarak seg¢ilen bu arastirmanin
konusunu olusturmaktadir. Bu sekilde yerel fajlarin hem molekiiler karakterizasyonu

hedeflenmis, hem de olasi faj siniflandirmasi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Yogurt Starter Kiiltiirleri, Termofilik Fajlar ve Orijinleri

Laktik asit bakterilerinden Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb. bulgaricus)
ve Streptococcus thermophilus (S. thermophilus), yogurt iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanilmaktadir (Tamime and Robinson 1999). Termofilik karakterde olan bu
bakterilerin en 6nemli teknolojik 6zellikleri, laktik asit tiretim yetenekleridir (Suarez et
al. 2002). Bunun yani sira, starter kiiltlir olarak kullanildiklar: tirtinde standart kalitenin
eldesi i¢in, proteolitik ve antimikrobiyal aktiviteleri, asetaldehit liretim yetenekleri
belirlenmelidir (Tamime and Robinson 1989). Bu ozellikleri bilinen Lb. bulgaricus ve
S. thermophilus suslar1 arasinda olusan simbiyotik iliski sayesinde, yogurda o6zgiil
koku, tat, aroma ve yogunluk olugsmaktadir (Riemelt et al. 1996). Ayrica, istenen
kalitede iiriin eldesi i¢in kiiltiirlerin bakteriyofajlara (faj) kars1 duyarl olup olmadiginin
da kontrol edilmesi gerekir. Aksi takdirde starter kiiltiirlerden birinin bile ortamda
bulunabilecek faj veya fajlara duyarli olmasi durumunda, hiicreler lize olacagindan
fermentasyon yavaslayacak veya durma noktasina gelecek, iiriin kaybi s6z konusu
olacak ve dolayistyla kiiltiirin sahip oldugu diger 6zelliklerin bir anlami olmayacaktir

(Benbadis et al. 1990, Suarez et al. 2002, Quiberoni et al. 2003a, Lamothe et al. 2005).

Yogurt ve diger siit Urlinlerinin iretiminde Chr. Hansen, Danisco, Ezal gibi 6zel
laboratuvarlardan saglanan starter kiiltiirlerin kullanimi, beraberinde faj problemini
getirmektedir (Yaygin and Kilig 1993, Tunail vd. 2000). Bdyle diisiiniilmesinin sebebi,
ticari Lb. bulgaricus ve S. thermophilus suslarindan neredeyse hepsinin, galismalarda
kullanilan yerel fajlara duyarlilik gdsteriyor olmasidir (Kaleli 2001, Suarez et al. 2002,
Tunail vd. 2002, Quiberoni et al. 2003a, Ozyurt 2005, Kahraman 2006).

Siit endiistrisinde fermentasyonlarin basarisizlikla sonug¢lanmasina neden olan bu

viriilent fajlarin kaynaginin, ¢ig siit mii yoksa lizogenik starter kiiltiirler mi oldugu,



giinlimiizde hala tartisilmaktadir. Lactococcus fajlar1 s6z konusu oldugunda; temperent
ve virlilent fajlar arasinda homoloji saptanmadigindan sorunun lizogenik suslardan
kaynaklandig1 soylenemez. Ancak Lactobacillus ve S. thermophilus viriilent ve
temperent fajlar1 arasinda var olan homoloji, kaynagin lizogenik suslar oldugunu
diisiindirmektedir (Mata et al. 1986, Lahbib-Mansais et al. 1988, Mikkonen et al.
1996, Tremblay and Moineau 1999). Lactobacillus lactis (Lb. lactis) viriilent LL-H faj1
ile Lb. bulgaricus temperent mv4 fajinin major kapsid proteinlerini kodlayan genler,
niikleotit seviyesinde incelendiginde % 92 (Desiere et al. 2002), amino asit seviyesinde
incelendiginde ise % 96 oraninda benzer bulunmustur. Ayni sekilde gec genlere ait
sekanslarda da yliksek oranda benzerlik saptanmistir. Tiim bunlarin aksine, integrasyon
elementlerini kodlayan genler arasinda ¢ok biiylik farkliliklar vardir ki; bu da LL-H
fajinin, baska bir faja ait integraz ve faj almag¢ bolgelerinin kalintilarini tasidigini ve
temperent bir fajdan olustugunu diisiindiirmektedir. Ancak, LL-H fajinin mv4’den
olustugunu sdylemek miimkiin goriinmemektedir. Bununla birlikte her iki fajin yine de
ortak temperent bir atadan geldikleri olasiligindan s6z edilmektedir. Litik ve/veya
temperent iki faj genomu arasinda veya bir faj ile konak¢i genomu arasinda
gerceklesebilen rekombinasyonlar sonucunda kiigiik ilaveler ve ayrilmalarin, viriilent
LL-H fajimin su anki genom yapisinin olusmasina ve mv4 faji ile yiiksek benzerlik
gostermesine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Mata ve arkadaslarinin yaptiklari
smiflandirmada, LL-H ve mv4 dahil ‘a’ grubunda bulunan fajlarin tamami Lb. lactis
susunda gelisebilmektedir. Dolayisiyla faj genomunda, rekombinasyonlarin ve yeniden
diizenlenmelerin rahatlikla gergeklesebilecegi anlagilmaktadir (Mikkonen et al. 1996,
Briissow 2001, Briissow and Suarez 2006). S. thermophilus fajlarindan Sfi21 temperent
fajinin da, 6.6 kb biiyiikliigiindeki lizogeni modiiliinde bulunan 2.4 kb’lik bir bolgeyi
kaybederek viriilent faja dontistiigii ve bu fajin Sfil9 litik fajindan sadece % 10
oraninda farkli oldugu rapor edilmistir (Bruttin et al. 1997).

Genel olarak incelendiginde lizogeninin kuyruklu fajlarin etkili oldugu bakterilerde
(Ackermann 2006) ve dolayisiyla laktik asit bakterilerinde yaygin oldugu
goriilmektedir (Neve 1996). Bununla beraber laktokoklara ve laktobasillere oranla S.
thermophilus suslarinda lizogeniye daha ender rastlanmaktadir (Cluzel et al. 1987,
Sechaud et al. 1988, Davidson et al. 1990, Briissow et al. 1994a, Neve 1996, Le Marrec



et al. 1997). Sechaud et al. (1988), 148 adet laktobasil susunda % 27, 105 adet Lb.
bulgaricus susunda da % 9,5 oraninda lizogeni saptamistir. Fayard et al. (1993)’nin
belirttigine gore; Smaczny 1983°te 24 adet S. thermophilus susundan 6 adedinin
lizogenik oldugunu (% 25), Neve et al. de 17 adet S. thermophilus susundan 2’sinin (%
12), lizogenik karakter gosterdigini saptamislar, ancak Carminatti ve Giraffa 1992°de
45 S. thermophilus susunda lizogeni oranin1 % 2 olarak belirlemisler, yani yalnizca bir
susu indiikleyerek temperent faj elde etmislerdir. Ayn1 sekilde Briissow et al. (1994a),
100 adet S. thermophilus susundan sadece 2 adedinin (% 2), yine 196 adet S.
thermophilus susunda indiiksiyon denemeleri yiiriiten Briissow ve Bruttin (1995),
suslardan sadece 3 adedinin (% 1.53) lizogenik oldugunu gostermislerdir ve bu
caligmalarin sonucunda faj varligini starter kiiltiirlere baglamanin dogru olmayacagini
belirtmislerdir. Kaleli ve Tunail (2001), 30 adet dogal (yerel) S. thermophilus susu ile
ticari starter kokenli 9 adet S. thermophilus susundan higbirinin mitomisin C ile,
Kahraman (2006) ise toplam 127 adet yerel S. thermophilus ve Lb. bulgaricus
suslarindan bir tanesinin bile mitomisin C yaninda inkiibasyon sicakliginda artis ve
ultra viyole 1518a maruz birakma sonucunda indiiklenmedigini, dolayisiyla lizogeniye

rastlanmadigini belirtmiglerdir.

Bazi arastiricilarin faj kaynaginin ¢ig siit oldugunu diisiinmelerinin nedeni, dogal
ortamlarinda bulunan laktik fajlarin, o bdlgeye 0Ozgiil yerel suslar sayesinde
cogalabilmeleri ve pastdrizasyon normlarinda bile aktif kalabilmeleridir (Mikkonen et
al. 1996, Moineau 1999, Binetti and Reinhammer 2000, Quiberoni et al. 2003b, Capra
et al. 2004). Viriislerin inaktivasyonu, genel olarak 50-60° C civarinda baglamakta, 32°
C gibi ¢ok diisiik veya 70° C gibi yiiksek sicakliklarda da gergeklesebilmektedir (Luria
and Darnell 1967). Binetti ve Reinhammer (2000), c¢alistiklar1 S. thermophilus
fajlarindan bazilarinin ancak 90° C’de 5 dk. tutulmalari1 durumunda inaktive
olduklarini, Sozzi ve Maret tarafindan ¢alisilan S. thermophilus fajlarindan bir adedinin
de, bir saat boyunca 65° C’ye tabi tutulmasi sonucu bile aktivitesini kaybetmedigi, 72°
C’de bir saat veya 90° C’de yirmi saniye tutulmasi durumunda ancak inaktive oldugunu
belirtmislerdir. Capra vd. (2004) tarafindan calisilan fajlar arasinda ancak 90° C’de bes
dakikalik 1s1l islemle inaktive olabilen (Lb. delbrueckii fajlarindan biri olan 1b3 faj1)
fajlar oldugu gibi, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (Lb. paracasei) ve



Lactobacillus casei subsp. casei (Lb. casei) suslarina 6zgiil fajlardan, 63-72 °C’de 5
dakikadan az bir silirede aktivitesini tamamen kaybeden fajlarin da bulundugu

gorilmistiir.

Faj probleminin 6niine ge¢cmek igin, starter kiiltiirlerin hazirlanmasinda faj inhibitor
ortamlarin kullanimi, yeni bir fabrika dizayni, kiiltiir hazirlama boliimiiniin tamamen
fabrika ortamindan ayrilmasi, DVI (direct vat inoculation) ve DVS (direct vat set)
kullanimi, sanitasyon prosediirlerinin iyilestirilmesi, peynir iiretiminde; peynir yapimi
icin kapali diizeneklerin kullanilmasi, hijyenik ¢alisilmasi ve peynir altt suyunun
bosaltimi sirasinda dikkatli olunmasi gibi pek ¢ok onlem alinabilmektedir. Ancak bu
onlemler faj ¢ogalmasini sadece sinirlandirabilmekte, elimine edememektedir. Bu
ylzden, ortamda baskin bulunan faj/fajlara direncli starter Kkiiltiirlerin rotasyona
sokulmasi tercih edilmektedir (Moineau 1999, Yaygin ve Toklu 2000, Coffey and Ross
2002).

Termofilik fajlar hakkindaki bilgilerimiz, laktokok fajlar1 ile kiyaslandiginda sinirlidir
(Chow et al. 1988, Prevots et al. 1989, Benbadis et al. 1990). Ciinkii laktokok fajlari
White ve Cox tarafindan izole edildikleri 1935 yilindan itibaren yogun bir sekilde
arastirilmaktadir. Termofilik fajlar ise daha az faj ataklarina sebep olduklarindan, S.
thermophilus faji 1952-1953 yillarinda (Rasic and Kurmann 1978), Lb. bulgaricus faji
ise 1974 yilinda (Reinbold et al. 1982) izole edilebilmistir. Dolayisiyla galisilmaya geg
baslanmis ve daha az bilgi toplanabilmistir (Tunail vd. 2000). Buna ek olarak, bu
fajlarin izolasyonlarinin ve plaklarinin goriilmesinin gii¢ oldugu bilinmektedir

(Reinbold and Reddy 1973).

Ulkemizde de starter kiiltiir kullaniminin artisiyla, diger iilkelerde oldugu gibi éncelikle
laktokok fajlar1 iizerinde yogunlasilmis (Oner 1986, Akgelik 1991, Durlu and Tunail
1991, Tunail ve Askin 1991, Akgelik and Tunail 1992, Aydar and Tunail 1995,
Sanlibaba 1999, Tuncer 2000), ancak asil faj atagi 1996 yilinda termofilik kiiltiirlerin
kullanildig1 yogurt isletmelerinde goriilmiis ve 16 adet S. thermophilus faji izole

edilmistir. Bu arastirma, Tiirkiye’de S. thermophilus fajlarinin izolasyonlari, konakg1



ozgiilliiklerinin belirlenmesi ve dolayisiyla rotasyona girecek suslarin tespiti lizerine

yapilan ve ¢dziim getiren ilk ¢alisma olmustur (Durlu-Ozkaya vd. 1999).

2.2 Bakteriyofajlarin Yasam Sekilleri

Cift zincirli DNA’ya sahip fajlarin, konakg¢ilar1 tizerinde litik ve lizogenik olmak iizere
iki tip yasam sekli vardir. Litik yagsam seklini segen fajlar viriilent faj, lizogenik yasam
seklini secenler ise temperent (1liml1) faj olarak adlandirilir (Guttman et al. 2005). Fajin
hangi yasam dongiisiine girecegi cro ve CI proteinleri arasindaki yarisa baglidir. Ciinkii
ikisi de ayni operator (Op ve Or) bolgesine baglanabilmektedir. Cro ve CI, operatdrde
bulunan 3 adet baglanma bdolgesine ters yonlerden tutunabilmektedir. CI proteini,
lizogenik dongiiniin; cro proteini ise litik dongiliniin baslamasi ve devami igin
gereklidir. Proteinlerden hangisi operatoriin dncelik verdigi bolgeye baglanirsa, kendi
sentezini stimiile ederken diger proteinin sentezini bloke eder. Buna gore de lizogenik
veya litik yasam baslamis olur. T4 faji, viriilent fajlarin; A faj1 ise temperent fajlarin

prototip drnegi olarak kabul edilmektedir (Hendrix 2002b, Lerner ve Lerner 2003).

Her iki yasam tipinde de, fajin konakgisina adsorbsiyonu ve DNA’sii1 enjekte etme
asamalar1 ortaktir (Birge 2000, Guttman et al. 2005). Kuyruklu fajlarda fibril, kuyruk
plag1 gibi 6zel adsorbsiyon yapilari, konaker lizerindeki belirli molekiillere baglanir.
Gram negatif bakterilerde proteinler, oligosakkaritler, lipopolisakkaritler faj reseptorleri
olarak gorev yaparlarken; Gram pozitif bakterilerde daha kompleks olan murein
tabakasi, daha farkli baglanma bolgelerini gerektirir. Birgok fajin konak¢iya adsorbe
olmasi, adsorbe olma hizi ve etkinligi, bazi maddelerin ortamda yiiksek
konsantrasyonda bulunmasina ve konakginin fizyolojik durumuna bagldir. Ornegin, T4
tipi fajlar iki ayr1 asamada ve farkli iki reseptdre baglanarak konakgilarma adsorbe
olabilmektedirler. T4 faji, ortamda L-triptofan olmasi durumunda konakgisina daha
etkin sekilde baglanabilirken; A faj1 reseptorii, ancak maltoz varliginda aktive
olmaktadir. S. thermophilus (Le Marrec et al. 1997), Lb. bulgaricus (Yoon et al. 2001)
ve T1-T7 grubu fajlarmm da konakgilarina adsorbe olabilmeleri i¢in gereken Ca®',

Mg®*, Mn*" gibi iyonlarin, optimum konsantrasyonlari belirlenmistir. Fajin



doniistimsiiz olarak hiicre yiizeyine baglanmasindan sonra, faj DNA’st kuyruk
icerisinden gegerek konak¢i hiicre sitoplazmasina birakilir. Kuyruk ucu, hiicre
membraninda bulunan peptidoglikan tabakay1 delici bir enzim sistemine sahiptir. Hiicre
yiizeyine bagl olan kuyruk, DNA’nin, konak¢iya uygun bir sekilde baglanana kadar,
kapsidde kalmasin1 saglamaktadir (Garen and Kozloff 1959, Luria and Darnell 1967,
Guttman et al. 2005).

2.2.1 Litik yasam dongiisii

Litik dongii, lizogenik dongiiden ‘Latent Donem’ olarak adlandirilan periyodun
baglamasi ile ayrilir. Ciinkii faj DNA’siin hiicre i¢ine alinmasiyla, konak¢i RNA
polimeraz enzimi devreye girer ve erken genlerin transkripsiyonu baslar. Bu gen
iriinleri, faj genomunu konake¢1 tarafindan sentezlenen endoniikleazlara Kkarsi
korumakta ve fajin ihtiyacina goére konakgida tekrar yapilanmay1 saglayabilmektedir.
Ayrica, konake1 proteazlarin1 ve diger bazi proteinleri inaktive edebilmektedir. Daha
sonra, orta (middle) genlerin transkripsiyonu ile yeni faj DNA’simin sentezi
gergeklesmektedir. Son olarak, ge¢ genlerin kodlanmasi ile faj partikiiliiniin kapsid,
kuyruk, kuyruk fibrilleri gibi par¢alarinin iiretimi, dolayisiyla faja 6zgiil sekil olusumu
(morphogenesis) baslamaktadir (Hendrix 2002b). Prokapsid olarak adlandirilan tam
yapilanmamis ikosahedral protein kilif igerisinde, faj DNA’s1 paketlenmekte ve kuyruk
ile kapsid birlestirilmektedir (Klug and Cummings 2000). Litik dongiiniin son asamast,
konake1 hiicrenin lizize ugratilmasidir. Kuyruklu fajlar, lizizin gerceklesmesi icin iki
bilesen kullanmaktadir. Bunlardan, ‘lisin’ enzimi peptidoglikan matriks igerisinde
kesim yaparken; ‘holin’ adli ikinci enzim de, i¢ membranda porlar acarak lisin
enziminin peptidoglikan tabakaya ulagsmasini ve hiicre lizizinin gerceklestirilmesini

saglamaktadir (Guttman et al. 2005).

2.2.2 Lizogenik yasam dongiisii



Lizogenik durum, CI, CII ve CIII kodlu {i¢ viral proteinin varligina bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Viral DNA’nin hiicreye girisiyle birlikte, CI proteininin iiretimi
baslamakta ve bu protein sayesinde yeni faj partikiillerinin iiretimi i¢in gereken bilginin
genom {lizerinden okunmasi engellenmektedir. Dolayisiyla, litik dongiliye gecis
miimkiin olamamaktadir. Sitoplazmada dairesel formda bulunan viral DNA; ya plazmid
formunda kalmaya devam eder, ya da konak¢i genomuna entegre olmaya baslar.
Integrasyon, attP ve attB bolgeleri arasinda gerceklesmektedir. CI proteininden sonra
iiretilmeye baslanan CII proteini, konakg¢1 transkripsiyon organellerini kullanarak CI
iiretiminin devamini saglarken; CIII proteini de, CII’nin konak¢1 enzimleri tarafindan
parcalanmasina engel olmaktadir. CI proteininin cro proteinine oranla daha fazla
iretilmesi, viral genomun konak¢i genomuna entegre olmasini indiiklemektedir.
Integrasyon tamamlandiginda ise, sadece CI’in {iretimi s6z konusudur. Buradan,
lizogenik durumun olusumunun ve devaminin, CI, CII ve CIII proteinlerinin varligina
bagli oldugu agik bir sekilde anlasilmaktadir. (Hendrix 2002b, Lerner and Lerner
2003). Bakteri genomuna entegre olmus faj DNA’sina ‘profaj’, profaji tasiyan
bakteriye de ‘lizogen bakteri’ adi verilmektedir. Artik viral DNA, konak¢t DNA’s1 ile
ayni hizda replike olmakta ve kardes hiicrelere ge¢cmektedir. Konak¢r hiicre viral
DNA’y1 tasidigindan, infeksiyon durumu da devam etmekte ve dolayisiyla ayni
karakterdeki baska bir faj ile infeksiyonu s6z konusu olamamaktadir. Bu duruma
‘stiperinfeksiyon’ denilmekte ve faj diren¢ sistemlerinden biri olarak da kabul
edilmektedir. Profajin; UV, mitomisin C, mutajenik maddeler ve inkiibasyon
sicakligindaki degisim ile indiiklenebildigi bilinmektedir (Sanders 1988, Davidson et
al. 1990, Lahbib-Mansais et al. 1992, Arendt et al. 1993, Briissow et al. 1994a, Neve
1996, Birge 2000, Hendrix 2002b, Lerner and Lerner 2003).

2.3 Faj Diren¢ Mekanizmalari

Faj adsorbsiyonunun ve DNA injeksiyonunun engellenmesi, abortif infeksiyon ve
restriksiyon/modifikasyon sistemleri olmak iizere; bilinen 4 adet faj direng
mekanizmasi bulunmaktadir (Moineau 1999). Adsorbsiyonun engellenmesi seklindeki

diren¢ mekanizmasinin genetik isleyisi tam anlagilamamistir. Fiziksel mekanizmast ise,
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hiicre ylizeyindeki faj reseptor bolgelerinin degismis olmasi veya konakgi tarafindan
iiretilen bir madde ile bloke edilmesi seklinde agiklanmistir. Diger bir mekanizma olan
faj DNA injeksiyonun engellenmesi de, yine hiicre ylizeyinden kaynaklanmaktadir.
Abortif infeksiyonda ise, faj DNA’s1 hiicre i¢ine kabul edilmekte, ancak daha sonra faj
DNA replikasyonuna, RNA transkripsiyonuna, translasyona, yapisal proteinlerin
sentezlenmesine veya DNA paketleme sistemine miidahale edilmektedir. (Hill 1993,
Garvey et al. 1995, Forde and Fitzgerald 1999, Coffey and Ross 2002, McGrath et al.
2002). Viriilent ve temperent fajlara karsi Lb. lactis ve Lb. bulgaricus lizogen ve
profajlart indiiklenmis suslarin duyarliliginin tespit edildigi bir ¢aligmada, fajlarin
tamamimin Lb. bulgaricus LT4 susu dahil profajini yitirmis tiim suslarda gelistigi,
lizogenik tiim suslarin ise, fajlarin tamamina direng gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular
dogrultusunda, LT4 lizogen susundan izole edilen mv4 temperent fajinin, bu suslarda
adsorbsiyonunun % 85-% 95 olarak bulunmasi, suglarin direnglilik mekanizmalarinin

adsorbsiyon asamalart ile ilgili olmadigin1 gostermistir (Lahbib-Mansais et al. 1992).

Diger bir faj diren¢ mekanizmasi olan restriksiyon/modifikasyon sistemi, iki enzim
aktivitesinden olusan bir sistemdir ve ayni1 veya farkli protein molekiillerini kodlayan
DNA bolgeleri lizerinde etkili olabilmektedir. Bir enzim, aktivite gosterebilmek icin
tanima dizisinin varligma gereksinim duyar. Bu sekanslar, az veya ¢ok spesifik baz
dizilerinden olusur ve enzim aktivite gosterdiginde her iki tarafta birbirine benzer uglar

olusur (Birge 2000, Blumenthal and Cheng 2002).

Modifikasyon enzimi, DNA molekiilii izerindeki tanima dizisinde bulunan belirli bolge
ya da bolgelere genellikle metil grubu ekleyerek, kimyasal bir degisimin
gergeklesmesini saglar. Boylece, konaket kendi DNA’sin1 yabanct DNA’ya karsi korur.
Restriksiyon enzimi ise, modifiye olmus tanima bdlgesinin olusumu ile uyarilir.
Konakg¢i, kendi metabolizmasini yabanci bakteriyel veya viral DNA’ya kars1 korumak
amaciyla, aktif hale gecen endoniikleaz enziminin bu DNA’lar {izerinde kesim
yapmasini saglar (Birge 2000, Lerner and Lerner 2003). Bu sistemin varligina baglh

olarak, fajlarin plak olusturma etkinliklerinde (EOP) diisiis oldugu tespit edilmistir
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(Garvey et al. 1995, Forde and Fitzgerald 1999, Coffey and Ross 2002, Blumenthal and
Cheng 2002).

Restriksiyon/modifikasyon sistemleri, enzimlerin alt tinitelerinin kompozisyonlarina ve
kofaktor ihtiyaglarina goére siniflara ayrilmistir (Blumenthal and Cheng 2002). Bazi
literatlirde bu enzimler 3 tip olarak gruplandirilmigken (Sambrook et al. 1989, Solow
and Somkuti 2001, Oztiirk vd. 2002, Lerner and Lerner 2003, Simmer and Secko
2003), bazilarinda 4 tip olduklart veya dordiincii grubun eklenmesi gerektigi

belirtilmistir (Birge 2000, Blumenthal and Cheng 2002).

Tip I enzimleri, sadece enterik bakteriler tarafindan iiretilmekte ve tanima bolgelerinin
1000 bp otesinde Ozgiil olmayan bolgelerden kesim yapmaktadirlar (Solow and
Somkuti 2001). EcoBI ve EcoKI enzimleri, bu grup i¢inde en ¢ok calisilan ve bilinen
enzimlerdir. Bu enzimlerin aktivite gosterebilmeleri i¢in ATP, magnezyum iyonlar1 ve

S-adenozilmetionin (SAM)’a ihtiyaclar1 vardir (Birge 2000, Lerner and Lerner 2003).

Tip II enzimleri, kesimleri daima belirli tanima dizilerinden yaparlar. Aktivite
gostermeleri i¢in metilaz ve restriksiyon proteinlerine ihtiya¢ duymazlar. Dolayisiyla,
bu enzimler hakkinda bilgi edinmek ¢ok daha kolaydir ve bilinen 600’den fazla enzim
bulunmaktadir. Bu enzimlerin tanima dizileri 4-7 baz uzunlugundadir. Farkl
organizmalardan izole edilen, ama hep ayn diziyi taniyan enzimler vardir ve bunlar
‘izosizomer’ olarak adlandirilirlar (Birge 2000). Farkli genomlarin restriksiyon
haritalarinin ¢ikarilmasinda ve rekombinant DNA teknolojisinde Tip II restriksiyon

enzimlerinden yararlanilmaktadir (Lerner and Lerner 2003).

Tip III enzimleri, 24-26 bp’lik kisa asimetrik dizileri taniyarak kesim yaparlar. Ancak
bir protein ile kompleks olusturmalari durumunda fonksiyonel hale gecebilmekte ve

kesim yapacagi bolgeyi taniyabilmektedirler (Birge 2000, Lerner ve Lerner 2003).
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Dordiincti tip restriksiyon enzimleri séz konusu oldugunda, konak¢i DNA’sini
metilleyerek yabanct DNA’ya karsi korumak miimkiin olamamaktadir. Ayni baz
dizilimini taniyan (izosizomer) Hpall ve Mspl enzimleri, buna en giizel 6rnektir. Hpall
enzimi, tanima bdlgesinin metillenmesi durumunda kesim yapamazken; Mspl
enziminin kesim yapabilmesi i¢in tanima sekansinin metillenmesi gerekmektedir (Birge
2000). E. coli tizerinde etkili olan T4 fajinda ise, durum biraz daha farklidir. T4 faji
tarafindan infekte olan bir bakteri, kendi DNA’sin1 metilleyerek endoniikleazlara karsi
korumaktadir. Ancak, bu enzimler hidroksimetil gruplan tarafindan bloke edildigi i¢in
T4 DNA’s1 lizerine etkili olamamaktadirlar. Bunun yani sira E. coli, yabanct DNA
tizerindeki 5-hidroksimetilsitozini tantyan niikleaz enzimine sahiptir. Ancak T4 faji,
kendi DNA’sinda bulunan 5-hidroksimetilsitozin gruplarina glukoz baglayarak bu
enzimi de etkisiz hale getirmektedir (Guttmann and Kutter 2002). T4 gibi diger bazi
fajlar da, kendilerini restriksiyon enzimlerine karsi koruyabilmektedir. Enzimler, faj
DNA’s1 tizerinde kesim yapabilmek igin, dncelikle kesim dizilerini tarayip bulmak
zorundadirlar ki; bu zaman alic1 bir iglemdir. Buna ek olarak fajlar, enzimleri inhibe
eden proteinler de iiretebilmektedirler. T7 faji ocr proteini ile tip I enzimlerini bloke
ederek, bazi Bacillus fajlar1 da kendi DNA’larin1 metilleyerek restriksiyon enzimlerden
korunabilmektedirler (Birge 2000). Farkli cinslere ait fajlarda da, buna benzer
durumlarla karsilasilmaktadir. S. thermophilus BSN45 susundan izole edilen SslI adli
restriksiyon enziminin, diger S. thermophilus suslarina 6zgiil faj DNA’larinda 5-12
fragment olusumuna neden olurken; ayni enzimin, kendisinin izole edildigi susun
homolog fajina (@15) etkili olamadig1 tespit edilmistir. Bu durumun, ®@15’in tasidigi
modifikasyon sisteminden kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Ciinkii, SslI enziminin
izosizomerleri olan BStNI ve Mval enzimlerinin @15 DNA’s1 iizerinde etkili oldugu

goriilmistiir (Benbadis et al. 1991).

Endoniikleazlar, kesim sonrasi ili¢ tip fragment olusumuna neden olurlar. Tanima
bolgelerinin ortasindan kesim yapmalari durumunda, olusan fragmentler ‘kiit (blunt,
pac) u¢’ a sahip olmaktadir. Tanima sekanslarinin merkezine gore simetrik bolgelerden
kesim yapildiginda ise, her bir fragmentin sonunda tek bir DNA zincirinin olustugu
goriilmektedir. Fragmentin ucunda olugan kuyruk seklindeki bu tek DNA zincirinde;

eger kesim BamHI’in yaptig1 gibi merkezin solundan olursa 5'ug, PStI’in yaptigi gibi
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merkezin sagindan olursa 3' u¢ olusmaktadir. Bu tip uclar da ‘yapiskan (cohesive, cos)
u¢’ olarak adlandirilmaktadir. Bu DNA pargalari, yapiskan uglar1 sayesinde hidrojen
baglar1 olusturarak farkli fragmentlere baglanabilmektedirler (Birge 2000, Klug and
Cummings 2000, Oztiirk vd. 2002, Lerner and Lerner 2003).

Restriksiyon endoniikleazlar, kendilerini iireten organizmalarin cins ve tiirll ile
adlandirilmakta ve italik yazilmaktadirlar. Bir organizmanin birden fazla restriksiyon
enzimi iiretmesi durumunda, enzimlerin farkliligit Romen rakamlarinin eklenmesi ile
belirtilmektedir (Birge 2000, Lerner and Lerner 2003). Cizelge 2.1°de, bu bdliimde
anlatilan farkli tiplerdeki restriksiyon endoniikleazlar ile tanima dizileri ve izolasyon

kaynaklar1 verilmistir (Birge 2000).

Cizelge 2.1 Restriksiyon enzim tipleri, izolasyon kaynaklar1 ve 6zellikleri

Enzim Kaynag1 Tanima Bolgesi
Tip I
EcoBI Escherichia coli B TGA(Ng)TGCT
Tip II
Simetrik
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H G/GATCC
ECORI Escherichia coli RY13 G/AATTC
PstI Providencia stuartii CTGCA/G
Bgll Bacillus globigii GCC(N4)/NGGC
NotI Nocardia otidis-caviarum GC/GGCCGC
Dejenere Simetrik
Haell Hemophilus aegyptius PuGCGC/Py
Asimetrik
5'GACGC(Ns)/3'
Hgal Hemophilus gallinarum 3'CTGCG(N’ 1)/ 5'
Tip I1I
5'AGACC3'
EcoPI Escherichia coli (PI Lizogen) 3'TCTGGS'
Py: Pirimidin Pu: Purin N: Herhangi bir niikleotit ~: Metilasyon Bolgesi
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Bugiine kadar, Lactococcus lactis ve S. thermophilus suslarinda 21 adet Abortif
Infeksiyon (Abi), 29 adet Restriksiyon/Modifikasyon sistemleri ile Adsorbsiyonun
Engellenmesi (AI) ve DNA injeksiyonunun bloke edilmesi seklindeki direng
mekanizmalarinin tanim1 ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir (Forde and
Fitzgerald 1999, Coffey and Ross 2002). Guimont et al. (1993), ¢alistiklar1 9 adet S.
thermophilus susundan CNRZ 455 kodlu olan susta Tip II restriksiyon/modifikasyon
diren¢ mekanizmasi oldugunu tespit etmislerdir. Solow ve Somkuti (2001), tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada ise ti¢ farkli S. thermophilus susundan 3 adet plazmid
izole edilmis ve bunlardan birinin Tip I restriksiyon/modifikasyon sistemini kodladigi
bulunmustur. Ayrica bagka bir calismada Moineau vd., Madse ve Josephsen, Lubys ve
Januleitis ile Benbadis vd. tarafindan, bazi S. thermophilus suslarinda Tip II
restriksiyon/modifikasyon sisteminin varliginin saptandigt ve plazmidde kodlu
oldugunu belirtilmistir (Geis et al. 2003). Lactobacillus cinsine ait tiirlerden de,
Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus helveticus’da restriksiyon-modifikasyon tipi

diren¢ mekanizmalar1 tanimlanmistir (Auad et al. 1998).

Faj diren¢ mekanizmalari, ¢ogunlukla plazmidde kodludur. Starter kiiltiirler arasinda
yatay gen transferleri ile yer degistirebilen diren¢ mekanizmalari, ayni zamanda
bakteriyel konjugasyonla da bakteriden bakteriye gegebilmektedir (Forde and
Fitzgerald 1999, Coffey and Ross 2002).

Kiicik DNA molekiillerini cabucak karakterize etmek igin restriksiyon haritalarini
cikarmak, iyi bir yaklasimdir. Ciinkii, eger iki tip canliya ait DNA molekiili farkl
enzimlerle kesildiklerinde her bir enzim kesimi i¢in ayni biiyiikliikkte fragmentler
veriyorsa, bu canlilar muhtemelen identiktir. Eger farkli biiytikliikte fragment
olusumlar1 goézlendiyse, bu canlilar bazi DNA dizilerinde heterojenlik gdosteriyor

demektir.

Restriksiyon haritasi, DNA molekiilii iizerindeki farkli restriksiyon endoniikleaz
enzimlerine 6zgiil tanima sekanslarini gostermektedir. Restriksiyon haritasi ¢ikarmak

icin, DNA &nce bir enzimle, sonra daha baska bir enzimle kesilir. Ilk enzimle kesim
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sonucu olusan fragmentlerde, ikinci enzimin tanima dizileri olabilir. Sekil 2.1°de, A
DNA’smnin EcoRI ve BamHI ile kesimleri sonucu olusan restriksiyon haritasi
goriilmektedir. Bu, ¢ok basit bir 6rnektir (Birge 2000, Lerner and Lerner 2003). Sekil
2.2°de, daha fazla enzim kullanilarak cikarilan kompleks bir gen haritas1 verilmistir

(Prescott et al. 1993).

0 20 40 60 80 100
EcoRl | | ] 1 ]

BamHi ' T ' ' '

Sekil 2.1 A fajinin ECORI ve BamHI enzimleri ile elde edilen restriksiyon haritasi (Birge
2000)

2.4 Faj Replikasyon Parametreleri

Faj gelisme parametreleri denildiginde, fajin konakg¢isina adsorbe olma orani, farkl
konakeilar iizerinde plak olusturma etkinlikleri, plak c¢aplari, latent ve arti donem
stireleri ile patlama biiyiikliikleri akla gelmektedir. Bunlardan latent ve artig donemleri

ile patlama biiytikliikleri, tek asamal1 gelisme egrileri ¢ikartilarak belirlenmektedir.

Fajlarin tek asamali gelisim egrilerinin ¢ikarilmasi, konakg¢ilarina adsorbe oranlarinin
bulunmas1 ve titrelerinin artirllmas1 amaciyla yapilan calismalarda, baslangicta
karigtirilan faj ve bakteri sayis1 6nemlidir ve kesin olarak bilinmelidir. Faj ile konak¢1
hiicre arasindaki iliski, ‘Infeksiyon Coklugu (MOI = Multiplicity of Infection)’ degeri
ile verilmektedir. infeksiyon ¢oklugu, konak¢1 basina diisen infektif faj sayisi olarak
tanimlanmaktadir. MOI degeri 1°den kiiclik oldugunda, litik yol avantajlidir. Ciinkii
infekte olmayan c¢ok sayida hiicre, infekte olan hiicredeki birinci kusak fajlara konak
hiicre gorevi goriir. Faj temperent karakterli ise, ki ¢ogu laktik faj boyledir; lizogeninin

onlenmesi, daha agik bir ifadeyle bakterinin ¢oklu infeksiyondan korunmasi gerekir.
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Sekil 2.2 E. coli temperent A fajinin genom haritas1 (Prescott et al. 1993)

Coklu infeksiyon olmasi durumunda latent donemin kisaldig1 ve patlama biiyiikliigiiniin
arttigl savunulsa da, Ellis ve Delbriick (1939), MOI = 4 olacak sekilde deneme
kurduklarinda ortamda dort kat fazla faj olmasina karsin; hem patlama biiyiikliiglinde
hem de latent donem siiresinde dikkate deger bir degisiklik olmadigin1 gérmiislerdir.
Bununla birlikte, 0.00001’den 5’e¢ kadar farkli MOI degerleri ile c¢alisan bir¢ok
arastirmact bulunmaktadir (Sanders and Klaenhammer 1980, Klaenhammer and
Sanozky 1985, Budde-Nickiel and Teuber 1987, Gautier and Chopin 1987, Chow et al.
1988, Larbi et al. 1990, Reyes-Gavillon et al. 1990, Sing and Klaecnhammer 1990,
Suarez et al. 2002).
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Faj titresi (pfu)
MOI (Multiplicity of Infection) =

Bakteri sayis1 (kob)

2.4.1 Tek asamah gelisme egrisi

Tek asamali gelisme egrisinin ¢ikarilmasi ve fajin konakc¢isina adsorbe olma oraninin
tespiti i¢in, MOI degeri belirlenerek belirli sayida faj, konakgisi ile karistirilir. Calisilan
bakterinin gelisme sicakliginda, adsorbsiyonun gerceklesmesi icin belirli bir siire
beklenir. Adsorbsiyondan sonra faj-bakteri karigimi santrifiijlenerek, adsorbe olmayan
fajlar ortamdan ayrilir. Ortaya ¢ikacak olan fajlarin adsorbe olunmamis hiicrelere ve
hiicre kalintilarina tutunmamasi icin, elde edilen pelet 10 ml siv1 besiyerinde ¢oziiliip
diliisyonlar1 hazirlanarak seyreltilir. Belirli araliklarla diliisyonlardan 6rnekler alinir ve
faj sayst (infektif merkez), agar ortaminda belirlenir (Guttman et al. 2005). ‘Latent
Donem’ olarak adlandirilan periyotta, olgun faja rastlanmaz ve faj plak sayisi sabit
kalir. Latent donem sonunda hiicreler patlayarak fajlarin ortama salinmasi ile birden
yiikselen say1, daha sonra sabit kalir. Liziz sona erdigi zaman elde edilen faj sayisinin
latent donem boyunca sabit kalan faj sayisina oranlanmasiyla, ‘Patlama BiyukIligi’
elde edilir. (Mathews 1971, Cann 2001, Guttman et al. 2005). Patlama biiyiikligi ve
latent donem, belirli ve sabit kosullarda her bir faj tiiriine spesifiktir. Ancak kullanilan
konakgiya, konak¢inin bdliinme periyoduna, ortama ve sicakliga bagli olarak degisiklik
gosterir. Ellis ve Delbriick tarafindan yapilan bir denemede, 16.6°C, 25°C ve 37°C
olarak ayarlanmis inkiibasyon sicakliklarinda; patlama biiyiikliginde degisim
olmazken, sicaklik diismesine bagli olarak latent donemin 30 dk.’dan 180 dk.’ya
uzadigr Dbelirlenmistir. Konak¢i hiicrenin  saf sentetik ortamlarda kolayca
gelisebilmesinin  ¢ok Onemli oldugunu belirten aragtiricilar, gelisme ortaminin
miktarinin ve kimyasal ag¢idan bilesiminin iyi tanimlanmis olmasinin, ayrica denemenin

de kontrollii kosullar altinda ger¢geklesmesinin gerekliligini vurgulamiglardir.

Aragtiricilar, E. coli’ye 6zgiil bir fajin tek asamali gelisme egrisini ti¢ farkli giinde
tekrarlamiglar, plak sayilarinda farkliliklar goriilse de hep ayni egriyi elde etmislerdir.

Bunun, tiim preparatlarin ayni kosullar altinda hazirlanmasi1 ve saklanmasi durumunda

18



miimkiin olabilecegini belirtmislerdir. Yaptiklar1 tiim calismalar sonucunda, latent
donem siiresinin; sabit kosullar altinda elde edilen minimum degeriyle bu degerin iki

kat1 arasinda degisiklik gosterebildigini tespit etmislerdir (Ellis and Delbriick 1939).

Chow vd. (1988), c¢alistiklar1 Lb. bulgaricus CH2 susuna etkili ch2 fajinin latent
donemi ile patlama biiyiikligiinii sirasiyla 40 dk. ve 130 adet faj partikiilii olarak
bulmusken; Lahbib-Mansais vd. (1992), mv4 Lb. bulgaricus temperent fajinin bu
degerlerinin, sirasiyla 60 dk ve 45 adet faj partikiilii oldugunu tespit etmislerdir. Diger
bazi Lb. bulgaricus fajlarinda ise, latent donemin 30 dakikadan kisa siirdiigii ve patlama
biiyiikliiklerinin 50 ile 65 arasinda degistigi belirtilmistir (Suarez et al. 2002). Baska bir
aragtirmada, Lb. bulgaricus YSD V, Ab;, LB-1b3 kodlu suslara 6zgiil BYM, YAB ve
b3 fajlarinin patlama biiyiikliiklerinin, sirasiyla 23, 27 ve 48; patlama stirelerinin ise
60, 80 ve 80 dk oldugu saptanmis, latent donemlerinin de 40 dakikadan daha az oldugu
tespit edilmistir (Quiberoni et al. 2004). Farkli Lactobacillus tiirlerine ait fajlarin
patlama biiytikliiklerinin de, optimum kosullarda 20-100 adet arasinda degistigi tespit
edilmistir (Chow et al. 1988, Sechaud et al. 1988, Lu et al. 2003). S. thermophilus
suslarina 6zgiil fajlarin latent donem siirelerine bakildiginda, Lb. bulgaricus fajlarina

benzerlik gosterdigi (25-30 dakika), ancak patlama biiyiikliiklerinin ¢ok daha fazla

oldugu goriilmektedir.

Larbi ve arkadaslari, restriksiyon endoniikleaz kesim sablonlarina gore iki gruba
ayirdiklar1 S. thermophilus fajlarina ait patlama biiyiikliiklerinin 88 ve 56 faj partikiilii,
latent dénemlerinin ise 25’er dk. oldugunu tespit etmislerdir (Larbi et al. 1990). Baska
bir ¢alismada da, S. thermophilus DT1 susuna 6zgiil fajin patlama biiyiikliigii 276+36;
latent donemi de yaklasik 25 dk. olarak bulunmustur (Tremblay and Moineau 1999).
Suarez vd. (2002) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise, S. thermophilus fajlarina
ait patlama biiyiikliiklerinin 300-600 arasinda oldugu ve patlamanin baslangicindan
bitisine kadar 140-200 dk. gectigi belirtilmistir. Termofilik fajlarin aksine, mezofilik
Lactococcus fajlarinda latent donemin 9 dk ile 109 dk arasinda genis bir aralikta

gerceklestigi, agirlikli olarak 20-60 dk. civarinda oldugu ve patlama biiyiikliiklerinin
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10-120, nadiren 235 faj partikiilii olarak bulundugu belirtilmistir (Suarez et al. 2002,
Sanlibaba 2003).

Sicakligin fajlarin konakgilarina adsorbsiyonlar1 iizerinde etkili olup olmadiginin
arastirildigl bir ¢alismada; 0, 10, 20, 30, 37, 45 ve 50°C’lik inkiibasyon sicakliklari
denenmistir. Fajlardan sadece birinde, inkiibasyon sicakligt 0’dan 20°C’ye
yiikseltildiginde, adsorbsiyon oraninin % 77.2°den % 98.2°ye yiikseldigi goriilmiistiir.
30°C’ye cikildiginda bu oran % 99’a ulagsmis ve 50°C’de dahi bu degerde kalmustir.
Diger fajlarin ise (YAB, 1b3 ve LL-H), sicaklik degisiminden etkilenmedikleri tespit
edilmistir (Quiberoni et al. 2004).

Infektif merkez tek bir faj partikiilii olabilecegi gibi; petri plag: iizerinde infekte olan
bir hiicrenin patlamasi sonucu ortama salinan fajlarin irettigi, tek bir liziz plagi da
olabilir. Plagin olustugu her bir bolge, infekte edebilen bir merkez (infective centers)
yani ‘faj’ olarak adlandirilmaktadir. Infektif merkezlerin olusturdugu plaklar da, ‘plak
etkinligi (EOP=Efficiency of Plating)’ olarak belirtilmektedir (Ellis and Delbriick
1939). Buna ek olarak, farkli bir anlam iceren bir plak etkinligi tanimi1 daha vardir.
Genellikle direng sistemi aktarilan veya bu sistemlere sahip konakc¢ilarda gelistirilen
fajlarin titrelerindeki degisimleri takip etmek amaclanmakta ve fajin farkli bir
konak¢ida verdigi titrenin homolog konakgisinda verdigi titreye oranlanmasiyla

hesaplanmaktadir (Sanders and Klaenhammer 1980).

Agar ortaminda plak olusumu, yani lizize baglh olarak plagin genislemesi, bakteri
metabolizmast durdugunda sona erer ve plak biiyilikliigii 6lciilebilir. Plak biiyiikligii,
agar konsantrasyonu arttikca azalir. Agarin artigi, yavas diflizyonu da beraberinde
getirir. Plak biiyiikligi, faj partikiillerinin dlgiilerine de baghdir. Kiigiik partikiiller,
agar ortaminda daha hizli difiize olurlar. Fajlar icin plak morfolojisi, genellikle
karakteristik bir 6zelliktir ve faj genetigi lizerine yapilan ¢alismalarda belirleyicidir. Bir
faj plag: 10° — 10° adet; bazen daha da fazla faj igerir (Ellis and Delbriick 1939, Luria
and Darnell 1967).
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Lizogenik Lb. bulgaricus CRL 539 kodlu sustan, mitomisin C ile indiiklenerek elde
edilen 1b539 temperent faji, Lb. lactis CNRZ 326, LKT ve CRL 934 suslar ile
kargilastirilmis ve i¢ susun da, 1b 539 fajina duyarl oldugu saptanmigtir. ®1b539’un,
CNRZ 326 susundaki EOP degeri 9.4x10” bulunmus, {i¢ pasajdan sonra bu degerin
1.6’ya ¢iktig1 goriilmiistiir. LL-H fajinin titresinin ise, LKT susunda 3x10® pfu/ml iken;
CNRZ 326’da gelistirildiginde 5.3x10° pfu/ml oldugu, dolayistyla EOP degerinin 1.7
oldugu goriilmiistiir (Auad et al. 1998).

Finlandiya peynir isletmelerinden izole edilen 9 adet S. thermophilus faji (F,101,
F.101, Fk,101, Fxo,74, Fxl10, Fxll, FgThs, Fi,Ths ve F.,140/76), 6 adet S.
thermophilus starter kiiltiirii (101, 74, Ths41, 10, 11, 140/76) ile karsilastirilmus, fajlarin
bu suslara adsorbe olma oranlar1 ve plak etkinlikleri belirlenmistir. Fg,101, F,101,
Fa101, Fxl1, F1,Ths ve FgThs fajlari, sadece kendi homolog konakgilarinda % 100
veya % 100’e yakin plak etkinligi gostermislerdir. Fg,74, Fxl10 fajlarinin, aym
heterolog konakg¢ilarda (2 adet) ve kendi homolog konakgilarinda birbirine yakin EOP
degerleri tespit edilmisse de; bu fajlar en yiiksek EOP degerini 101 kodlu heterolog
konakgilarinda gostermislerdir. F,140/76 faji da kendi homolog konakgisinda yiiksek
plak etkinligi gostermis, 74 ve 10 kodlu heterolog konakgilarda ise, 101 konakgisina
gore ¢cok daha diisiik EOP degeri vermistir. Calisilan fajlarin, farkli konakgilarda plak
olusturamadiklar1 halde bu konak¢ilardan ¢oguna adsorbe olabildikleri tespit edilmistir.
Fy101, FA101, Fk,101 ve Fi,140/76 fajlarinin, baglanabildikleri heterolog konakg¢ilara
kendi homolog konakg¢ilarindan daha yiiksek yiizde ile adsorbe olduklar1 tespit
edilmistir. Fg,74, Fx10 ve Fx11 fajlarinin ise, diger konakgilara da adsorbe olmalarina
karsin; en yiiksek orani kendi konakgilarinda gostedikleri belirlenmistir. 6 konak¢iya da
adsorbe olabilen FgThs ve Fi,Ths adli fajlarin, heterolog konakgilarina kendi homolog
konakgilarindan daha az % ile adsorbe olabildikleri gdsterilmistir. Arastiricilar, fajlarin
plak etkinlikleri ve adsorbsiyon oranlarinda goriilen degiskenligin, faj baglanma
bolgelerinin ve/veya hiicre reseptorlerinin yapisal farkliligindan kaynaklanabilecegini
diisiinmiisler; ancak konakgilarin restriksiyon/modifikasyon sistemlerinin incelenmesi

gerektigini belirtmislerdir (Kivi et al. 1987).
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Benbadis vd. (1990), ¢alistiklar1 S. thermophilus fajlarinin farkli konakgilarda ve kendi
homolog konakgilarinda verdikleri titreler ile plak etkinliklerini (EOP) incelemislerdir.
Genetik yonden birbirine yakin olan fajlarin, konak¢1 6zgiilliigli agisindan birbirleriyle
hi¢ de ilgili olmadiklarin1 gérmiislerdir. iki farkli homoloji grubuna dahil edilmis 57
faji ile 11 fajinin konakgilarin ayni oldugu belirlenmistir. @17, P46 ve @56’ n1n ise,
heterolog konakgilarda 3x10”°den 1’e kadar degisen, farkli EOP degerleri verdigi
gorilmiistiir. Cizelge 2.2°de goriildiigii gibi 46 fajinin kendi homolog konakgisinda,
(BSN15 susunda) hazirlanmasi durumunda, BSN9 susundaki EOP degeri 3x107 olarak
bulunmusken; BSN9 susunda hazirlandiginda, homolog konak¢isindaki EOP degerinin
3x10®ya distigii gorilmektedir. Bu siradist geri doniisiimliilik, fajin konakgilara
farkli oranda tutunuyor olmasindan kaynaklanmamaktadir (Cizelge 2.2). Bu durum,
konakgilarda restriksiyon/modifikasyon sistemlerinin varligin1 géstermektedir. Buna ek
olarak, 46 faj1 BSN9 veya BSN15 konak¢isinda hazirlanmis olsa da; HindIIl, Hhal ve
Pwull enzimleriyle kesim sonucu ayn1 fragment sablonunu vermektedir. Ancak, Sau3A
restriksiyon enzimiyle kesime alinmasi durumunda, kendi homolog konakg¢isinda
hazirlandigt zaman 14 fragment olusurken; heterolog konak¢ida (BSNO)
hazirlandiginda faj DNA’sinin  kesilemedigi  goriilmiistiir. Buradan, fajlarin
hazirlandiklar1 konakgilarda farkli restriksiyon/modifikasyon sistemlerinin var oldugu

anlasilmaktadir.

Cizelge 2.2 Baz1 S. thermophilus suslarinin adsorbsiyon oranlari ve EOP degerleri

Faj Konake1 EOP degeri  %Ads.

®46(BSN15) BSN15 1 93
BSN9 3x107 95

D46(BSN9) BSN9 1 81
BSN15 3x10°® 93
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2.5 Bakteriyofaj Siniflama Nedenleri, Yapilar1 ve Taksonomik Durumlari

2.5.1 Neden faj sitmflamas1?

Faj smiflamasi, herseyden oOnce fajlarin birbirleriyle yakinliklarini, dolayisiyla
aralarindaki evrimsel gelismeyi agiklamak i¢in yapilmaktadir. Ayrica, filogenetik
caligmalarin yapilabilmesi icin de faj siniflamasi gerekmektedir. Boylece, bir ¢ok
biyolojik grup tanimlanabilir ve karsilagtirilabilir hale gelmektedir. Sekans analizleri
yapilmis genler veya genomlar tek baslarina diisiiniildiiklerinde bir sey ifade etmezken,

baska organizmalara ait sekanslarla karsilagtirildiginda 6nem kazanmaktadir.

Smiflama ¢alismalar1 sayesinde tanimlanmis olan 5000’den fazla fajin Gzellikleri
kategorize edilerek, izole edilen yeni fajlarin da hangi gruplara ait olduklar
belirlenmistir. Ayrica, tedavide ve endiistriyel calismalarda kullanilabilecek yararh
fajlar ile biyoteknoloji ve fermentasyon proseslerinde zararli olabilecek fajlar
tanimlanmis, koleksiyonlar1 olusturularak kontrol altina alinmistir (Ackermann 2005,

Ackermann 2006).

Starter kiiltiirlere etkili olan fajlar s6zkonusu oldugunda ise, baslica arastirilma nedeni
bu fajlara direngli starter kiiltiirlerin bulunmasi ve iretimi olmaktadir. Ayrica,
direnclilik geni tasiyan plazmidlerin suglar arasinda aktarimi ile fajlara direncli
kiiltiirler elde edilebilmektedir. Lactococcus cinsine ait suslarin c¢ok sayida faj
direnclilik geni tastyan plazmidleri oldugundan, bu islemi gerceklestirmek kolaydir.
Ancak S. thermophilus suslar1 s6z konusu oldugunda, kiiltiirlerden ¢ok azi plazmid
tasidigindan ve bu plazmidlerin ¢ok az1 faj direnglilik genini bulundurdugundan,
direnglilik geninin aktarimi miimkiin goziikmemektedir (Moineau et al. 1995, Briissow
2001, Geis et al. 2003, Briissow and Kutter 2005). Bununla birlikte Solow ve Somkuti
(2001), caligtiklar1 3 S. thermophilus susunda birer adet plazmid varligini
saptamiglardir. Hatta bu plazmidlerden birinin Tip 1 restriksiyon/modifikasyon

sistemini kodladig1 belirlenmistir. Ancak Tiirkiye’de yapilan ¢alismalardan birinde de
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S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarinda plazmid varligina rastlanmadigi
belirtilmistir (Yilmaz 2002). Bu arastirmanin aksine Tiikel ve arkadaslari, calistiklari
MR27a ve St. 7.6 olarak adlandirilan iki yerel S. thermophilus susunda adsorbsiyonun
engellenmesi tipindeki diren¢ mekanizmasini kodlayan plazmidlerin oldugunu tespit
etmislerdir (Tiikel et al. 2004). Baska bir ¢alismada ise Lb. bulgaricus 2001 ve 2004
kodlu yerel suslarda hem adsorbsiyonun hem de faj DNA injeksiyonunun engellenmesi
tipinde faj direng sistemlerinin bulundugu ve bu sistemlerin suslarin plazmid

icermemeleri nedeniyle genomlarinda kodlu oldugu belirtilmistir (Tunail vd. 2002).

2.5.2 Bakteriyofaj yapilar1 ve taksonomik durumlari

Modern faj arastirmalari, kesfedildikleri 1915 yilinda Frederick W. Twort ile baglamus,
Felix d’Herelle ile devam etmistir (Summers 2005). Daha sonra, Felix d’Herelle’nin
Bacteriophagum intestinale olarak adlandirdigi ve tek tip oldugunu diisiindiigii fajlarin;
partikiil biiytikliiklerine, konak¢1 dizgelerine, serolojik ve stabil kalabilme 6zelliklerine
gore alt gruplara ayrildigr goriilmiistiir (Ackermann 2005, Ackermann 2006). 1930
yilinda, viriis taksonomisi ve terminolojisi i¢in ilk girisimlerde bulunulmus, ancak basit
taksonomik bir dayanagin bulunamamasi nedeniyle siniflandirma ¢alismalarinda basari

saglanamamistir (Tikhonenko 1970).

1943 yilinda elektron mikroskobunun kesfiyle, fajlar1 oncelikle iic morfolojik tipe
ayirmak miimkiin olmustur. Daha sonra konak¢1 dizgesi, plak ve partikiil biiytikligi,
sicaklik ve tireye dayanikliliklart dikkate alinmis ve 46 faj sinift olusturulmustur.
Ancak, adi daha sonra ICTV (International Committee of Taxonomy of Viruses,
Uluslar aras1 Virlis Taksonomi Komitesi) olarak degistirilen komite bunu kabul
etmemis ve tim viriislerin kendi fizikokimyasal &zelliklerine bakilarak
siiflandirilmasini uygun gérmiistiir. 1962 yilinda Lwoff, Horne ve Tournier (LHT);
virtslerin igerdikleri niikleik aside, kapsid sekline, zarfi olup olmamasina ve kapsomer
sayisina gore siniflandirilmasini 6nermislerdir. Bunun {izerine, viriislerin dort ¢ift

karakterden olusan kriptogramlarinin ¢gikarilmasi istenmistir.
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Niikleik Asit Partikiiliin D1s

Niikleik Asit Tipi Molekiiler Agirhign | Yapist

Konakg1

Tek/Cift Zincir | Niikleik Asit % | Kapsid Sekli | Vektor

Buna gore, T4 fajinin kriptogrami ¢ikarilmig ve D(DNA) / 2, 169 / 40, X / X, konake1 /
O seklinde tanimlanmigtir. X kompleks bir sekle sahip oldugunu, O ise bilinen bir
vektor olmadigimi anlatmaktadir. Ancak, bu sistem kisa siire sonra terk edilmistir

(Ackermann 2005, Ackermann 2006).

Elektron mikroskobunda ve preparat hazirlama tekniklerinde kaydedilen gelismeler
sonucunda, fajlarin morfolojik olarak smiflandirilmasi miimkiin olmustur (Matthews
1985). 1967 yilinda Bradley, tasidiklar1 niikleik asit tipine ve morfolojik yapilarina gore
fajlar1 6 basit tipe (A — F) ayirmistir. Bradley siiflamasindaki gruplar i¢inde bulunan
faj say1s1 ve tipi; kiibik, flament6z ve pleomorfik fajlarin kesfi ve eklenmesiyle daha da
genislemistir. 1971 yilindan bu yana gegerliligini koruyan Bradley siniflamasina gore;
Sekil 2. 3°de gosterildigi gibi T4, A, PM2, ®X174, MS2 ve fd fajlar1 ile temsil edilen 6
faj cinsinin varligi kabul edilmistir (Arda 2000, Ackermann 2005). Daha sonra, fajlarin
morfolojik 6zellikleri yaninda niikleik asit yapilarinin da dikkate alindig1 ‘Ackermann
Siniflamasi1’ olarak adlandirilan, diger bir siniflama modeli gelistirilmistir (Cizelge 2.3)

(Ackermann 1987).

1959 yilindan 1990 yilina kadar 3400 (Ackermann 1991), giiniimiize kadar ise yaklasik
5100 adet degisik bakteri tiirlerine 6zgiil faj; dort yapisal gruba ayrilmis ve 1 takim, 13
aile ve 31 cins olarak karakterize edilmistir. Cizelge 2.3 ve Sekil 2.3°de gosterildigi
iizere, Bradley ve Ackermann siniflamalarma gore kiibik, filamentdz ve pleomorfik
grupta yer alan faj sayist yaklasik 180°dir ve 10 kiigiik aile iginde toplanmigtir
(Ackermann 2001, Ackermann 2003, Ackermann 2005, Ackermann 2006).
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C D E P

Tip Niikleik Asit Ozellik Ormek

A DNA,2, L Polihedral bas, uzun kuyruk etrafinda T2.T4. T6
kontraktil kilif kuyruk levhasi (hegzagonal)

kuyruk ignesi ve fibrilleri

B DNA, 2, L Polihedral bas. kontraktil kilifi olmavan uzun T1.T3. A
kuyruk
G DNA,2, L Polihedral bas, kontraktil kilifi olmayan kisa T3.T7.P22

kuyruk
D DNA, 1,C  Kuyruksuz, ikosahedral bag, kapsid {izerinde $X174.513

¢ok biiyiik kapsomer

E ENA,1,L Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid iizerinde F2R17, Fr, MS2

¢ok kiigiik kapsomer
F RNA, 1,L  Fleksibl filament&z FE, fd, M13
1: Tek iplikeik L: Lineer
2: Cift iplikgik C: Sirkiiler

Sekil 2.3 Bradley siniflamasi

Viriis siiflamasinda daha 6nce de bahsedildigi gibi, morfolojik yap1 ve niikleik asit
dogas1 o6n plandadir. Ancak, cins ve tiirlerin ayrimi i¢in belirgin bir kriter
bulunmamaktadir. Bu nedenle ICTV, smiflama i¢in uygun 6zellikleri belirlemekte ve
tagiabilir kriterler seti hazirlamaktadir. ‘Polythetic Tiirler Kavrami’ denilen bu
sistemde bir faj tlirt, belirlenmis 6zelliklerden tamamini veya bir kismini tastyarak
tanimlanabilmektedir. Dolayisiyla, ayn1 grupta yer alan fajlarin birbirleri ile birebir

benzerlik gosteremeyecegi bilinmektedir. Niikleik asit dogasi, partikiil yapisi, DNA-
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DNA hibridizasyonu, niikleotit veya aminoasit sekanslar1 gibi parametreler bu
siniflandirma sistemi i¢in kullanilabilmektedir. Su anki sistem aileye kadar tanimlama
yapabilmekte (Sekil 2.4, Cizelge 2.3), daha ayrintili yani tiir bazinda siniflandirmaya
gidememektedir (ICTV, Ackermann 2003, Ackermann 2005).

Cizelge 2.3 Faj temel 6zellikleri ve siniflamasi (Ackermann Siniflamasi)

Morfoloji Niikleik Asit Takim ve Cins Orek Uye Ozellikleri
Familyalar Say1s1
Kuyruklu DNA, ds, L Caudovirales 15 4950
Myoviridae 6 T4 1243 Kontraktil
Siphoviridae 6 A 3011 Kuyruk
Podoviridae 3 T7 696 Uzun Kuyruk
Kisa Kuyruk
Polihedral DNA, ss, C Microviridae 4 OX17 40
ds,C, T Corticoviridae 1 4 3? Lipid igeren
ds,L Tectiviridae 1 PM2 18 Kompleks
RNA, ss, L Leviviridae 2 PRD1 39 Kapsid
ds,L, S Cystoviridae 1 MS2 1 Lipoprotein
®6 Kapli Kapsid
Lipid Zarf
Filamentoz DNA, ss, C Inoviridae 2 fd 57 Uzun veya
ds,L Lipothrixviridae 1 TTV1l 6? Kisa Filament
ds, L Rudiviridae 1 SIRV 2 Lipid Zarf
1 TMV Benzeri
Yap1
Pleomorfik DNA, ds,C, T Plasmaviridae 1 L2 6 Kapsid Yok,
ds,C, T Fuselloviridae 1 SSvl  8? Lipid Zarf
Kapsid Yok,
Limon Formlu
ds: cift sarmal  C: sirkiiler S: pargali
ss: tek sarmal ~ L: lineer T: stiper helikal
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_ ZARFSIZ i _ ZARFLI
ds DNA

ds DNA
Yuzey Gorintsl Kesit

ﬁl‘ )@I
Tectiviridae
(PRD1)
Yi Unisd Kesit
Uzey Gorniisl Plasmaviridae

@ @ (MVL2)

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae Corticoviridae
lzometrik Bag ~ Uzamig Bag (T7) (PM 2)
{P2) {Elongated)
(T2)
55 DNA
. O s5 RNA ds RNA
Inoviridae Microvini
(MV-L1 tipi) ';f:'.:,"{%ae a
0 ©
e e Leviviridae
— (MS2) Cystoviridae
Inoviridae (26)
(fd tipi)
ds : Cift plikgikli DNA ds : Cift Iplikeikli RNA
ss : Tek Iplikgikli DNA ss : Tek Iplikgikli RNA

Sekil 2.4 Bakteriyofaj familyalar1

2.5.3 Kuyruklu fajlar

Faj populasyonunun % 96’sini1, 5100’e yakin {iyesi ile ‘kuyruklu fajlar’ olusturmaktadir
(Maniloff ve Ackermann 1998, Ackermann 2001, Ackermann 2003). Kuyruklu fajlar,
lineer ¢ift sarmal DNA ve bu DNA ’y1 g¢evreleyen ikosahedral kapside ve helikal
yapida kuyruga sahiptirler. DNA biiyiikliikleri 17-500 kb, kuyruk uzunluklari da 10-
800 nm arasinda degismektedir. Kapsidleri, ‘kapsomer’ adi verilen alt {initelerden,
kapsomerler ise 5 veya 6 adet ‘protomer’ den olusmaktadir. Kontraktil veya kontraktil
olmayan kuyruklarinin sonunda kuyruk plagi, kuyruk ignesi ve/veya fibrilleri
bulunabilmektedir (Tikhonenko 1970, Schlegel 1985, Prescott et al. 1993). Biiyiik ve
kompleks olan DNA’larinda, konak¢i DNA’larindan farkli olarak (T4 faj DNA’sinda
oldugu gibi) ‘5-hidroksimetilsitozin’ veya °‘5-hidroksimetilurasil’ bulunabilmektedir
(Ackermann 2006). Birbirleriyle benzer morfolojik, fizikokimyasal ve fizyolojik
ozellikler tasiyyan bu fajlar, ‘monophyletic’ bir evrim grubu olusturmus ve

‘Caudovirales’ (Cauda=kuyruk) adli tek bir takim igerisinde yer almislardir. Bununla
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beraber bu fajlar; biiytikliiklerinin, DNA igerik ve kompozisyonlarinin, proteinlerinin,
serolojik Ozelliklerinin, konak¢i dizgeleri ve fizyolojilerinin farkliliklar gostermesi
nedeniyle Myoviridae, Siphoviridae ve Podoviridae familyalar1 (Bradley siniflamasina
gore swrasiyla A, B ve C grubu) igerisinde gruplandirilmiglardir (Maniloff and
Ackermann 1998). Sekil 2.3 ve Cizelge 2.3’den de goriildigii gibi, Myoviridae
familyasinda bulunan fajlar kontraktil kuyruga sahiptir ve kuyruklu fajlarin % 25°i bu
grupta yer almaktadir. Kuyruklu fajlarin % 14’{inii olusturan, kisa ve kontraktil
olmayan kuyruga sahip Podoviridae familyasinda ise, 700 adet faj bulunmaktadir.
Fajlarin geri kalan kismi (% 61), kontraktil olmayan uzun kuyrugu ile karakterize
edilen Siphoviridae familyas1 iyesidirler (Ackermann 2001, Ackermann 2003,

Ackermann 2005, Ackermann 2006).

Kuyruklu fajlar, cos veya pac uca sahip olmalarima, DNA veya RNA polimeraz
varligina, farkli baz icermelerine, niikleotit dizileri ile konkatamer olusumlarina
bakilarak 15 cinse ayrilmistir (Cizelge 2.4). Simiflandirilmay1 bekleyen ¢ok sayida faj
bulundugundan, var olan cinsler okyanustaki adalar gibi diisiiniilmektedir. Su anda,
izolasyonlar1 gerceklestirilen fajlardan sadece 250 adedinin morfolojik yapilari, DNA—
DNA hibridizasyon oranlari, niikleotit dizi analizleri ve serolojik ozellikleri dikkate
alinarak tiir bazinda ayrimi yapilabilmistir (Ackermann 2003, Ackermann 2005,

Ackermann 2006).

DNA ve protein dizilerindeki farkliliklar, fajlarin ¢esitliliginin artmasma neden
olmaktadir. Cift zincirli DNA’ya sahip kuyruklu faj genomlari, yatay gen degisimleri
(Horizantal Gene Exchange) nedeniyle mozaik yapidadir ve ortak genlerinin de
bulundugu ¢ok biiylik bir havuza sahiptir. Yatay gen degisimi, iki faj genomunun
homolog bolgelerindeki bazi DNA dizilerinin bir boliimiiniin degis tokus edilmesi
seklinde agiklanmaktadir. Bu hipoteze gore, faj evrimi dikey evrim ile degil yatay gen
transferi ile gerceklesmektedir. Bu teori, 30 yil once gelistirilmis klasik modiiler

degisimin gilincellenmis halidir. Siit endiistrisinde kullanilan bakterilere 6zgiil
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Cizelge 2.4 Kuyruklu Faj Cinsleri (Ackermann 2005)

Aileler Cinsler Tir Tir Uye Temel Konake1
Tipleri  Sayisi Sayisi

Myoviridae = T4-benzeri T4 7 47 (+100) Enterobacteria
P1-benzeri P1 3 12 Enterobacteria
P2-benzeri P2 2 16 Enterobacteria
Mu-benzeri Mu 1 2 Enterobacteria
SPO1-benzeri  SPOI1 1 13 Bacillus
®H-benzeri OH 1 2 Halobacterium*

Siphoviridae A-benzeri A 1 7 Enterobacteria
T1-benzeri T1 1 11 (+50) Enterobacteria
T5-benzeri T5 1 5 (+20)  Enterobacteria
L5-benzeri L5 1 4 (+15) Mycobacterium
c2-benzeri c2 1 5 (+200) Lactococcus
YMIl-benzeri  ¥YMI1 1 3 Methanobacterium

Podoviridaec  T7-benzeri T7 3 26 Enterobacteria
P22-benzeri P22 1 11 Enterobacteria
®29-benzeri D29 4 12 Bacillus

*: Arkeabakter
(Parantez igerisindeki degerler, izolasyonlar1 yapilmis fakat karakterizasyon ¢aligmalar: tamamlanmamis

faj sayilarin belirtmektedir.)

fajlarla calisan bazi arastiricilar, fajlarin yapisal gen kiimelerinde dikey evrime dair
belirtilere rastlamigsken, ayni konakei tiirlerini infekte eden fajlarla calisan diger
aragtiricilar ise dikey faj evrimine dair herhangi bir kanit bulamamislardir (Hendrix

2002a, Hendrix 2002b, Hendrix et al. 2003, Hendrix 2003, Briissow and Desiere 2006).

Genlerin yatay degisimi sonucunda, faj genomlar1 bazen kendilerine ait olmayan genler
edinirler ve bu genleri profaj olarak bakteri genomuna tasirlar (Desiere et al. 2002).
Bunun sonucunda yeni gen, bakteri genotipinin bir pargast olur ve fenotipi degisir. Bu
yolla, temperent fajlar kendi konakgilarinin evrim gecirmelerinin en biiyiikk sorumlusu
olurlar. Homolog rekombinasyon ise, iki aym1 veya birbirine ¢ok benzer sekansin
rekombine olmasidir (Hendrix 2002b, Hendrix 2003, Briissow et al. 2004, Briissow
2006).
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Kuyruklu fajlar arasinda, yogurt yapiminda starter kiiltiir olarak kullanilan S.
thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil fajlar da bulunmaktadir (Le Marrec et
al. 1997, Briissow 2001, Coffey and Ross 2002, Tunail vd. 2002, Briissow and Suarez
2006). Bu fajlar icerisinde ICTV kayitlarina ge¢mis, tiim genom dizi analizi yapilmis
ve tanmimlanmig sadece 6 adet S. thermophilus faji bulunmaktadir (ICTV). Dizi
analizleri yapilarak karsilastirilan bu fajlarin genomlarinin, dort biiylik pargadan
olustugu distliniilmektedir. Segmentlerden biri, DNA paketleme genlerinden kuyruk
genlerine kadar uzanan ge¢ gen kiimelerinden olugmaktadir. Bu modiilde iki farkh
genom konfigiirasyonu bulunmaktadir. ilk modelde DNA yapiskan uca (cos-bdlgesi)
sahipken, digerinde genomun kiit uca (pac-bolgesi) sahip oldugu goriilmektedir. Bu
cos- ve pac- bolgelerin varligina gore kuyruklu fajlar, sirasiyla bu gruplar1 temsil eden
Sfi21- ve Sfill- tipi fajlar olarak birbirinden ayrilmaktadir. Bu iki tip fajin yapisal gen
kiimelerinin sekanslar1 karsilagtirilmig ve birbiriyle alakali olmadiklar1 goriilmiistiir. Bu
farkliligin nedeni, her iki gen kiimesinde gergeklesmis olan nokta mutasyonlarin
birikmesi ile aciklanmaktadir. ikinci segmentte kuyruk fibrili, liziz ve lizogeni
modiilleri bulunmaktadir. Bu parcadaki farkliliklar, yeni DNA segmentlerinin
eklenmesi ve ayrilmasiyla ya da bu fragmentlerin yer degistirmesiyle olusmustur. 11k
segmentle karsilastirildiginda, daha az nokta mutasyonun gerceklestigi anlasilmuistir.
Streptococcus faj popiilasyonu iginde litik faj daha fazladir. Litik fajlarin, temperent
fajlarin ikinci segmentinde bulunan lizogeni modiillerindeki kopmalar ve bu bdlge
iizerinde gergeklesen yeniden diizenlenmeler ile varoldugu diisiiniilmektedir. Ugiincii
genom segmenti, DNA replikasyon modiiliinden olusmaktadir ve iki ayr1 gen takiminin
(Sfi21 benzeri ve 7201 benzeri DNA replikasyon modiilii) varligi tespit edilmistir.
Dordiincii genom segmenti ise, genomun 5 kb ’lik kismin1 kapsamaktadir. Orta ve geg
transkripsiyonlar i¢in gerekli proteinlerin kodlandigi bolgedir. Sekanslarin yiiksek
oranda korundugu bu bolgede de ¢esitliligin, ekleme/ayrilma islemlerinden

kaynaklandig1 goriilmiistiir (Briissow and Desiere 2006).

“pac” bolgeye sahip olan Sfill ve O1205 fajlarinin yapisal gen organizasyonlari, agik
bir sekilde A tipi fajlara benzemektedir. Sfi21 faj1 ise, A faj1 ile DNA paketleme, kuyruk
ve kapsid genlerinde birebir korelasyon gostermektedir. Sfi2l gen haritast A gen

haritasindan nerede farklilastiysa, o bolgede HKO97 lamdoid kolifajinin gen haritasina
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benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica A tipi yapisal gen kiimeleri genis bir
evrimsel dagilima sahip oldugundan, ayni1 genlere Archaeavirus ’larda da rastlanmakta
ve bu Ozellikte olan tiim fajlar, Siphoviridae A siipergrubu i¢inde yer almaktadirlar

(Briissow 2001, Briissow and Desiere 2006).

2.5.3.1 Sfi21-tipi (cos-bolgeye sahip) kuyruklu fajlar

S. thermophilus suslarina 6zgiil, cos- bolgeye sahip temperent Sfi2l faj genomu ile
viriilent Sfi19, DT1 ve 7201 faj genomlari karsilastirildiginda, lizogeni modiilii disinda
fajlarin genom haritalarinin hemen hemen ayni oldugu tespit edilmistir (Briissow and
Desiere 2001). Bu fajlar, nokta mutasyonlar, kiigiik eklemeler ve ayrilmalar ile genlerin
yer degistirmesine bagli olarak birbirlerinden farklilagmislardir (Briissow and Bruttin

1995, Tremblay and Moineau 1999, Briissow 2001, Lamothe et al. 2005).

G-C orani diisiik gram pozitif bakterilere etkili olan fajlar ile farkl cinslere etkili olan
diger fajlardan, cos- bdlgeye sahip olanlarin ¢ogunun da DNA dizi analizi yapilmis ve
Sfi21- tipi olduklar1 tespit edilmistir. Bu genomlarin karsilastirilmasiyla fajlar
arasindaki genetik iligkinin seviyesi belirlenmis ve bu iliskinin yaklagik olarak infekte
ettikleri konakgilar arasindaki filogenetik iligkiyi yansittig1 goriilmiistiir (Briisssow and

Desiere 2006).

Alt1 farkli cinse ait gram pozitif bakteriyi infekte eden bu fajlarin, birbirleriyle aym
modiiler genom organizasyonuna sahip oldugu gorilmistiir. Sfi21 DNA’s1 ile, cos-
bolgeye sahip diger S. thermophilus fajlarinin sekanslarmin % 80, Lactococcus BK5-T
fajimin DNA paketleme ve kapsid olusumundan sorumlu gen dizilerinin ise % 60
oraninda benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu genlerin kodladigi proteinler
incelendiginde ise, tamaminin benzer oldugu gorilmistiir. Lactobacillus gasseri (Lb.
gasseri) ve Lactobacillus casei (Lb. casei) suslarina etkili olan, sirasiyla adh ve A2
fajlarmin DNA dizi analizleri, Sfi21 genomu ile karsilastirilmistir. adh fajinin DNA
paketleme, kapsid ve kuyruk genleriyle ve A2 fajinin DNA replikasyon genleriyle, S.
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thermophilus Sfi21 faj genomuna benzedigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, standart
Sfi21 tipi genom haritalarindan farkli genom haritalarina sahip olduklar1 goriilmiistiir.
adh fajinin DNA replikasyon modiiliiniin etrafinda ve A2 fajinin ayni modiiliiniin sol
tarafinda, kiigiikk agik okuma cergevelerinin (orf) bulundugu saptanmistir. Ayrica
Staphylococcus aureus (S. aureus) PVL faji, Bacillus subtilis (B. subtilis) @105,
Clostridium perfringens (C. perfringens) 3626 fajlar1 da, bu grup igerisinde yer
almaktadir. Bu fajlar arasinda ilkinden sonuncusuna dogru azalan bir sekilde genetik
yakinlik oldugu ve bu yakinligin, konakgilarin filogenetik akrabaliklarinin uzakligin
yansittig1 tespit edilmistir (Briissow 2001, Desiere et al. 2002, Briissow and Kutter
2005, Briissow and Suarez 2006).

2.5.3.2 Sfil1-tipi (pac-bolgeye sahip) kuyruklu fajlar

Sfill tipi fajlar1, genom yapilarinin farkli olmasi disinda Sfi21 tipi fajlardan ayiran bir
diger Ozellik de, bir adet biiyiik kapsid proteini yerine iki adet kapsid proteini
icermeleridir. Bu grupta yer alan S. thermophilus fajlarindan O1205 temperent faji,
niikleotit analizine gore Sfill fajindan sadece % 10 oraninda farklidir ve nokta
mutasyonla gerceklesen bu farklilik sadece bir gene 6zgiidiir. Sfi21 grubunda oldugu
gibi sadece S. thermophilus fajlar1 degil, farkli konakg¢1 tiirlerini infekte eden pac-
bolgeye sahip fajlar da bulunmaktadir. Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) profaji,
Lactococcus (TP901-1, Tuc 2009), Lactobacillus lactis (LL-H), Lactobacillus
plantarum (dgle), Bacillus (SPP-1), Listeria (A118) ve S. aureus ETA fajlar1 da, Sfill
pac-tipi fajlar grubu igerisinde yer almaktadir. Ayni konakgilara 6zgiil fajlarda sekans
benzerliginin yiiksek ve yaygin oldugu; farkli konakgilara 6zgiil fajlarda ise yapisal gen
kiimelerindeki dizi benzerliklerinin ¢ok olmadigi ancak birbirlerine 6zdes genom
haritalar1 tagidiklar1 ve protein sekanslarinda da yiiksek benzerlik oldugu gorilmiistiir
(Tremblay and Moineau 1999, Briissow 2001, Desiere et al. 2000, Desiere et al. 2002,
Briissow and Kutter 2005, Briissow and Suarez 20006).
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Yukarida anlatilan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus dahil, siit endiistrisinde kullanilan
diger cins ve tiirlere ait fajlarin tamaminin taksonomik durumlari, Cizelge 2.5°de

verilmistir (Briissow 2001).

Cizelge 2.5 Siit fajlarinin taksonomik durumlari

KONAKCI

TURLERI FAJ TIPI PROTOTIP FAJ UYE FAJLAR
Streptococcus B1; cos: Sfi21-tiirleri Sfi21(T); Sfil9(V)  DT1, 7201,
thermophilus Sfil8
B1; pac: Sfil1-tiirleri 01205(T); Sfil1(V)
Lactococcus lactis B1; cos: 936-tiirleri Sk1(V) bIL170, bIL41,
bIL66, POOS,
F4-1, US3
B2; cos: c2-tiirleri c2(V) c6A, bIL67
B1; P335-tiirleri: cos D31(V); 1I(T)
B1; P335-tiirleri: pac TP901-1(T) Tuc2009
Biiytik B1: 949-tiirleri @111, P026
B1; cos: BK5-T-tiirleri  BKS5-T(T)
Lactobacillus B1; pac grup a Mv4(T); LL-H(V)  LL-K, 1b539
delbrueckii
B1; cos grup b LL-Ku(V) c5
B3; cos grup c JCL1032
Lactobacillus B1; pac phigle(T)
plantarum
Lactobacillus BI; cos adh(T)
gasseri
Lactobacillus casei  B1; cos A2(T) PL-1
B1; pac FSW
Lactobacillus Profaj Lj965
johnsoni

“Bl: izometrik kapsid, B2 ve B3: Prolat kapsid, cos: cos bélge: yapiskan uglu DNA pac: pac bolge: kiit
uglu DNA °T: temperent, V: viriilent

2.5.4 Faj taksonomisine farkh bir yaklasim

Fajlarin taksonomik durumlarinin belirlenmesi i¢in ikinci bir yol da, enzimlerini
kodlayan genler arasinda evrimsel bir iliski olup olmadigini arastirmaktir. Farkl
organizmalardan izole edilmis olsalar da, fonksiyonel agidan birbiriyle alakali olan

DNA polimeraz, aerobik ve anaerobik riboniikleotitrediiktaz, topoizomerazIIl ve bunlar
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gibi bircok enzimin benzer oldugu tespit edilmistir. Bu konuyla ilgili sekans veri ve
analizleri azdir. Ancak, calismalar genisleyerek devam etmekte ve farkli sablonlar
ortaya ¢ikarilmaktadir. Su ana kadar, bes adet DNA polimeraz ailesinin varlifi tespit
edilmistir ve bu aileler arasindaki benzerlikler azdir ya da hi¢ yoktur. T4 DNA
polimeraz enziminin dahil edildigi grupta, dkaryotik hiicre enzimleri ile arkebakterilere

ait enzimler bulunmaktadir (Briissow and Kutter 2005).

2.5.5 Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus fajlar

Cins ve tiir bazinda smiflanmay1 bekleyen ¢ok sayida fajdan, S. thermophilus ve Lb.
bulgaricus’a etkili olanlar da; digerleri gibi kesfedildikleri yillardan giiniimiize kadar
her bir ¢alisma kapsaminda morfolojik yapilarina, konak¢i dizgelerine, serolojik
ozelliklerine, protein profilleri ile restriksiyon kesim sablonlarina ve DNA
hibridizasyon sonuclarina gore karakterize edilmis ve birbirleriyle karsilastirilmistir
(Accolas and Spillmann 1979, Reinbold et al. 1982, Mata et al. 1986, Cluzel et al.
1987, Kivi et al. 1987, Krusch et al. 1987, Chow et al. 1988, Lahbib-Mansais et al.
1988, Prevots et al. 1989, Benbadis et al. 1990, Fayard et al. 1993, Forsman 1993,
Schouler 1996, Le Marrec et al. 1997, Brissow et al. 1994a, Brissow et al. 1994b,
Briissow and Bruttin 1995, Acar 2002, Tunail vd. 2002, Tiikel et al. 2003, Quiberoni et
al. 2004).

2.5.5.1 Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus fajlarimin

morfolojik yapilari ve konakei dizgeleri esas alinarak siniflandirilmasi

Morfolojik yap1

S. thermophilus ve Lb. bulgaricus fajlarinin; kesfedildikleri 1952 ve 1974 yillarindan
glinlimilize kadar yapilan tiim calismalarda, morfolojik olarak Bradley siniflamasina

gore B grubuna ve Ackermann siniflamasina gore de Siphoviridae familyasina dahil

edildikleri goriilmektedir (Tunail vd. 2002). Sekil 2.6 ve Sekil 2.7°de, sirastyla S.
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thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarina ozgiil fajlarin elektron mikrograflar
verilmistir (Acar 2002). Sadece Reinbold ve arkadaslarinin izole ettigi tek bir Lb.
bulgaricus fajinin, Myoviridae familyasina ait oldugu saptanmistir (Reinbold et al.
1982). Iki cinse ait bu fajlarin kapsid biiyiikliiklerinin 42-74 nm, kontraktil olmayan
uzun kuyruklarinin ise 117-330 nm arasinda degistigi goriilmiistiir (Accolas and
Spillmann 1979, Mata et al. 1986, Cluzel et al. 1987, Kivi et al. 1987, Krusch et al.
1987, Chow et al. 1988, Benbadis et al. 1990, Fayard et al. 1993, Briissow et al. 1994a,

Auad et al. 1997, Auad et al. 1999, Tremblay and Moineau 1999, Acar 2002, Quiberoni

et al. 2003a, Quiberoni et al. 2004).

Sekil 2.5 S. thermophilus B3-X18 faji Sekil 2.6 Lb. bulgaricus Y4-X4 faji

Konaker dizgeleri

Prevots vd. (1989), calistiklar1 23 adet faj1, etkili olabildikleri bakterilere gore iki gruba
ayirmiglardir. Ancak, her bir gruba dahil ettikleri fajlarin tamamimin aymi litik
spektruma sahip olmadiklarin1 ve farkli restriksiyon profilleri verdiklerini
belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada, 12 adet S. thermophilus faji, sekiz farkli konakg¢1
dizgesi gostermis ve ti¢ litik gruba ayrilmistir. Ayn1 veya farkli litik spektruma sahip bu

fajlarin, restriksiyon endontikleaz enzimleri ile kesim sonrasinda da birbirlerinden farkl

36



fragment profillerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Fajlardan ikisi (P55 ve P53),
homolog konakgilari ayni olmasina ve benzer fragment profili vermelerine karsin;
farkli konakg¢1 spektrumu gostermislerdir (Neve et al. 1989). Le Marrec vd. (1997)
tarafindan yapilan bir ¢alismada 27 adet faj, 36 adet endiistriyel S. thermophilus susu
ile karsilastirilmis ve fajlara duyarhilik gosteren suglarim, bu duyarlilifi ayrim

yapmaksizin hem cos- tipi, hem de pac- tipi fajlara gosterdigi saptanmustir.

Suarez vd. (2002), diger ¢alismalardan farkli olarak, 22 adet dogal S. thermophilus litik
fajin1 hem ticari kiiltiirlerle hem de dogal suslarla karsilastirmislardir. Ticari kiiltiirlerle
karsilastirildiklarinda genis bir konaker dizgesine sahip olan fajlarin, 16 adet dogal S.
thermophilus susu ile karsilastirllmalari durumunda, sadece bes adet susa etkili

olabildikleri goriilmiistiir.

Tunail vd. (2002), 709, 231 ve B3 ticari S. thermophilus suslar ile izole ettikleri 23
adet faj1, 9 adet liyofilize yogurt kiiltiiriinden elde edilen (709, 231, B3, CH-1, 632, Y1,
Y4, V1, V2) susu ve ¢ig siit izolati olan 30 adet dogal S. thermophilus susu ile
karsilagtirmistir. 9 adet starter kiiltiirden sadece 3 adedinin fajlara duyarlilik gosterdigi
saptanmistir ki zaten bu suslar fajlarin izolasyonunda kullanilan suslardir. Dogal
suslarin ise tamaminin 23 adet faja direncli oldugunu tespit etmislerdir. Ayni sekilde bu
9 adet endiistriyel, 30 adet yerel S. thermophilus susu, farkli siit iiriinlerinden izole
edilmis olan 25 adet Lb. bulgaricus faji1 ile karsilagtirilmis ve tiir bazinda heterolog
konakgisinin olup olmadigi arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda da S. thermophilus

suslarinin tamaminin Lb. bulgaricus fajlarina direngli oldugu bulunmustur.

S. thermophilus suslarinda oldugu gibi Lb. bulgaricus fajlar1 da oncelikle kendi
izolasyonlarinda konakg¢i olarak kullanilan 231, VI, V2 ve Y4 suslarina ek olarak
H709, W709 ve Y1 starter Lb. bulgaricus suslar ile karsilastirilmistir. H709 ticari susu
tiim fajlara diren¢ gosterirken, V1 susunun 4, 231 susunun ise 13 adet faja direngli
oldugu, digerlerinin ise fajlarin tamamina duyarlilik gosterdigi saptanmustir. 25 adet Lb.

bulgaricus fajinin ¢ig siit izolat1 olan 24 adet Lb. bulgaricus susu ile karsilastirilmasi
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durumunda da sadece 2001 ve 2004 yerel suslarinin fajlarin tiimiine direngli oldugu,

digerlerinin ise her faja duyarlilik gosterdigi belirlenmistir (Tunail vd. 2002).

Diger bir ¢alismada ise, endiistriyel iiretimlerde kullanilan 8 adet ticari S. thermophilus
susu ile 11 adet faj izole edilmis ve bu fajlar 20 adet S. thermophilus susu ile
karsilastirilarak, konak¢r dizgelerine goére 5 gruba (SI, SII, SIII, SIV ve SV)
ayrilmiglardir. Ancak, ayni konakgilar lizize ugratan fajlarin yine birbirlerinden farkli

restriksiyon profilleri verdigi goriilmiistiir (Quiberoni et al. 2003a)

Fajlar, konakg¢1 dizgeleri belirlenmek {izere, 30 adet Lb. bulgaricus ve L. lactis susu ile
kargilastirilmistir. Fajlarin tamamu farkli plak etkinlikleri gostermis olsa da, hepsi Lb.
lactis LKT susuna etkili olmuslardir. Fajlardan sadece ii¢ adedinin (c3, c5, 1b4), LB4,
LT1 ve LT4 kodlu Lb. bulgaricus suslarinda gelisebildigi; indikator suslar1 Lb. lactis
LKT olan mvl ve mv4 temperent fajlarinin da, birbiriyle ayn1 konake¢1 dizgesine sahip

olduklar1 saptanmigtir (Mata et al. 1986).

2.5.5.2 Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus fajlarmin
restriksiyon endoniikleaz analizleri ve protein profilleri esas alinarak

siniflandirilmasi

Fajlarin morfolojik yapilarinin tek tip olmasi ve konake¢1 dizgelerinin molekiiler
caligmalarla uyum saglamamasi nedeniyle, sadece bu kriterler baz alinarak
siniflandirmanin miimkiin olamayacagi daha iyi anlagilmis ve molekiiler ¢alismalar
tizerinde yogunlasilmistir (Mata et al. 1986, Prevots et al. 1989, Le Marrec et al. 1997,
Forde and Fitzgerald 1999).

Finlandiya’da yiiriitiilen bir arastirmada peynir fabrikalarindan izole edilen 9 adet S.
thermophilus fajinin morfolojik 6zellikleri, yapisal proteinleri ve konake¢i dizgeleri
arastirtlmistir.  Fajlarin  yapisal proteinleri genel olarak aymi olmasina ragmen,

bazilarinin farkli yogunlukta oldugu goriilmiistiir. Farkli yogunluk ve bazi bantlarin
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olmayisi, profillerin farklilasmasina neden olmustur. Major proteinler 63, 49, 42 ve 11
kDa olarak belirlenirken, mindr proteinlerin 145, 120, 87, 70, 30, 27 ve 14 kDa oldugu
tespit edilmistir (Kivi et al. 1987).

S. thermophilus suslarina 6zgiil 12 adet faj ile ¢alisan Neve ve arkadaslari, fajlarin
tamaminda homolog bolgelerin oldugunu saptamis ve homolojinin miktarina gore
fajlar1 iige ayirmislardir. P6 ve P8 kodlu fajlar birbirleri ile % 100; P6, P8 ve al0/J9
fajlar1 harig, diger fajlar da birbirleriyle % 50°nin lizerinde homoloji gostermislerdir.
al0/J9 faj ise, diger fajlarla gosterdigi hibridizasyon oraninin % 40’1n altinda olmasi
nedeni ile ayr1 bir grup olusturmustur. Fajlarin alt1 adedinin 30.9 kDa ve 24 kDa, dort
adedinin de 30.9 kDa ve 26.3 kDa olan; iki ana protein bantina sahip olduklari
goriilmiistiir. Geriye kalan iki fajin (P6 ve P8) ise; 39.8, 24.0 ve 14.8 kDa’luk {i¢ major
protein bantina sahip oldugu goriilmiistiir. Bu iki fajin gdsterdigi protein profilleri,
genom analizi sonucu diger fajlardan ayrilarak farkli bir alt grup olusturmalarini
desteklemistir. Fajlarin genom biiytikliikleri standart ve dairesel bir faj DNA’s1
kullanilarak, elektron mikroskobuyla 33.8-44.2 kb olarak tespit edilmistir (Neve et al.
1989).

Yogurt ve peynir iiretimde kullanilan 26 adet S. thermophilus susuna etkili 23 adet
viriilent fajla calisan Prevots ve arkadaslari, bu fajlar1 morfolojik yapilari, yapisal
proteinleri, DNA restriksiyon sablonlar1 ve DNA hibridizasyon sonuglarina gore
karakterize etmislerdir. Protein profillerinden, fajlarin ikiser adet major yapisal protein
bantina sahip olduklar1 goriilmiistiir. 80, 96 ve 99 kodlu fajlarda yaklasik 23 ve 40
kDa’luk, geri kalanlarda ise yaklagik 23-29 kDa’luk major protein bantlarinin varlig
tespit edilmistir. Bazi profillerde, bu iki major banta ek olarak 43 ve 58 kDa
biiyiikliigiinde iki minér bantin da ortak oldugu saptanmistir. @81, ®84 ve D85, ek
olarak 26.5 kDa’luk major bir protein bantina sahipken; ayni biiytikliikteki bantin 86 ve
95 kodlu fajlarda daha az yogunlukta oldugu goriilmiistiir. Lineer ¢ift sarmal faj
DNA’lar1 EcoRI ve ECORV restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmis ve olusan
fragmentlerin molekiiler agirliklar1 toplanarak DNA  biiyiikliikleri  (37-43kb)

hesaplanmistir. Konake¢r ozgiilliklerine gére Inci grupta yer alan faj DNA’larinda
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EcoRV ve EcoORI kesimleri sonucunda 83, 86 ve 89 kodlu faj DNA’lar1 harig,
birbirlerine identik fragmentler goriilmistiir. ®83, ®86 ve ®89 DNA’larinda ise,
ECcoRV kesimi sonucu 4 kb’lik fragment yerine 3.4 kb’lik fragmentin; ECORI kesimi
sonucu ise 12.2 kb’lik fragment yerine 10.6 ve 1.6 kb’lik iki adet fragmentin olustugu
goriilmiistiir. Ikinci grupta bulunan fajlar da, hem ECORI hem de ECORV kesimi sonucu
birbiriyle 6zdes restriksiyon profili vermislerdir. Hibridizasyon c¢aligmalarinda ise; yine
80, 96 ve 99 kodlu fajlar hari¢ fajlarin tamaminin tek bir homoloji grubunda olduklari
tespit edilmistir. Ayrica bu fajlar Lb. bulgaricus mv4, Lactococcus lactis T189 ve 936
fajlarinin DNA’lan ile karsilagtirilmis ve aralarinda homoloji olmadigi saptanmigtir
(Prevots et al. 1989). Bu sonuglar, restriksiyon endoniikleaz kesim profilleri ile

hibridizasyon ¢aligsmalarinin birbirini desteklemesi agisindan énemlidir.

Larbi ve arkadaslari, bes farkli iilkeden izole edilmis olan dokuz adet S. thermophilus
fajin;; morfolojik yapilari, gelisme parametreleri, restriksiyon haritalart ve DNA
homolojilerine gore gruplandirmigtir. Faj genomlarinin restriksiyon haritalarini
¢ikarmak i¢in kullanilan enzimlerden Aval, BamHI, BglIl, EcoRI, HindIII, Sacl, Sall,
Pvull ve Xhol ile kesim yapilabilmisken, Kpnl ve Smal enzimlerinin genomlar {izerinde
tanima sekanslarinin olmadigi gortilmistiir. Fajlarin BamHI, EcoRI, HindIII ve Pvull
enzim kesimleri sonucu, iki farkli kesim sablonu elde edilmis ve fajlar iki gruba
ayrilmigtir. Olusan fragment biiyiikliiklerinin toplamindan, faj DNA biiyiikliiklerinin
35.6+0.5 kb ve 36.2+0.5 kb oldugu tespit edilmistir. Hibridizasyon ¢alismalar1 i¢in, faj
DNA’larindan biri prob olarak kullanilmis ve bu probun Pvull, ECoRI ve HindIII
fragmentleriyle yliksek homoloji gostermesi nedeniyle fajlarin ayn1 homoloji grubunda
yer aldig1 sonucuna varilmigtir (Larbi et al. 1990). Kesim sablonlarina gore iki gruba
ayrilan fajlarin ayni homoloji grubuna girmeleri Prevots vd. (1989)’nin sonugclar ile

celismektedir.

Aragstiricilar, caligtiklar1 S. thermophilus faj DNA’larint HindIll, Pvull ve Hhal
restriksiyon enzimleriyle muamele etmislerdir. Farkli konake¢1 dizgesine sahip iki adet
fajin (@11 ve ®57), HindIIl enzimi ile kesim sablonlar1 6zdes iken; Pvull ile kesimleri

sonucu elde edilen iki farkli kesim profiline dahil olmuslardir. Fajlarin genom
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biiytikliikleri, elektron mikroskobik incelemeler ve Pvull enzim kesimiyle olusan
fragmentlerin toplanmasit sonucu; yaklagik 31-45 kb olarak hesaplanmistir.
Hibridizasyon g¢aligmalar1 sonucunda tiim faj DNA’larinin birbirleriyle homolog bdlge
veya bolgeler tasidigi saptanmis ve fajlar i¢cin tek bir homoloji grubu oldugu
diistintilmustiir. Goriilen hibridizasyon derecesine gore de, fajlar kendi icerisinde A
(D15, 29, ®57) ve B (D11, ®46, 17, ®56) olarak iki alt gruba ayrilmigtir. Alt
gruplarda bulunan fajlarin, kendi iglerinde benzer yapisal protein profili gosterdikleri
saptanmistir. A grubunda yer alan fajlardan birinin 32 kDa ve 27 kDa, digerinin ise 31
kDa ve 27.5 kDa’luk yapisal proteinlere sahip oldugu saptanmistir. B grubu igerisinde
de iki farkli profil elde edilmistir. Bu gruptaki fajlarda 43 kDa’luk ortak bir major
protein banti olmasina karsin; 56 ve 17 fajlarinda 25kDa ve 15 kDa biiyiikliigiinde iki
adet; @11 ve ®46°da ise 23.5 kDa biiytikliigiinde bir adet major bantin varlig1 tespit
edilmistir (Benbadis et al. 1990).

Briissow vd. (1994a), 40 adedi yogurttan ve 41 adedi peynir fermentasyonundan olmak
tizere, 81 adet S. thermophilus faji izole etmislerdir. Bu fajlarin konak¢i dizgeleri,
serolojik oOzellikleri ve DNA homolojileri incelenmistir. Yogurt fabrikasindan izole
edilen fajlar konak¢1 dizgelerine gore iki alt gruba ayrilmis; seroloji ve hibridizasyon
testleri de bu sonucu desteklemistir. Ayni durum, peynir fabrikasindan izole edilen
fajlar i¢in s6z konusu olamamistir. Faj DNA’lar1 Pvull ve EcoRI ile kesilmis ve 81 adet
faj, 46 ayn restriksiyon profili vermistir. Yogurt kaynakli 40 faj izolat1 11 ayn
restriksiyon sablonu gostermisken; peynir kaynakli 41 faj, 35 farkli sablon gostermistir.
Pwull ve EcoRI ile kesimleri sonucu olusan fragmentlerin toplanmasiyla, faj DNA
’larinin biytikliiklerinin yaklasik 35 kb oldugu ve yapiskan uca sahip olduklari tespit
edilmistir. DNA hibridizasyon ¢alismalarinda, fajlarin arasinda saptanan homoloji ile
polipeptid sablonlarinin korelasyon gosterdigi, litik sablonlarin ise bagimsiz oldugu

gorilmiistiir.

Lizogenik S. thermophilus SFi21 starter susundan izole edilmis olan, SFi21 temperent
faj1 ile calistlmistir. Pvull, Xbal, EcoRI, HindIIl, Sall, SinI, Srol, Ncol restriksiyon

enzimlerinin, Sfi21 faj DNA ’sinda tanima bolgeleri oldugu belirlenmis ve restriksiyon
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endoniikleaz haritas1 ¢ikarilmistir. Pvull enzim kesimi sonucu olusan fragment
biiytlikliiklerinden, DNA biiyiikligiiniin 38 kb oldugu bulunmustur (Briissow and
Bruttin 1995).

Le Marrec vd. (1997); 30 adet faj1 restriksiyon profilleri, DNA homolojileri, yapisal
proteinleri, paketleme mekanizmalar1 ve konakc¢i dizgelerine goére analiz etmislerdir.
Ayrica, faj genomlarindaki cesitliligin nedenini olusturan belirli genlerin ve DNA
fragmentlerinin var olup olmadigin1 arastirmislardir. 30 adet faj DNA’s1 ECORV,
HindIII ve Pvull enzimleri ile kesime alinmig ve 11 adet farkli restriksiyon profili elde
edilmistir. ECORV kesimi sonucunda benzer restriksiyon profili veren fajlarin, ayni
atadan geldikleri diisiiniilmiistiir. ©7201, ©7203, ©7205, ®7206, ®7209 ve ®8FN’de,
EcoRV kesimleri sonucu olusan dokuz fragmentten yedisinin esit biiyiikliikte oldugu
tespit edilmistir. Ayni sekilde, @83 ve @117’°de bulunan 13 adet ECORV fragmentinden
12’sinin esit biiyiiklikte oldugu gdzlenmistir. ECORV veya HindIIl kesimi sonucu
olusan fragmentlerin toplamindan, faj DNA’larimin yaklasik biiytiklikleri 30-43 kb
olarak bulunmustur. Fajlardan 19’unda paketleme isleminin cos- tipi mekanizma ile
gerceklestigi, digerlerinde ise pac- tipi mekanizmanin oldugu saptanmustir. Yapisal
proteinleri incelenen fajlarin, iki farkli protein profiline sahip olduklar1 goériilmiistiir.
cos- tipi olan 19 adet fajda biiytikliikleri yaklasik olarak 32kDa ve 26 kDa olan iki
major banta rastlanmisken; pac- tipi olan 11 adet fajda molekiiler biiyiikliikleri 41kDa,
25kDa ve 13 kDa olan {i¢ major protein bant1 goriilmiistiir. Her iki profilde de, fajdan
faja nadiren +1 kDa’luk farklilik oldugu gdzlenmistir. Arastiricilar, pac- tipi olan
01205 fajinin ii¢ adet major ve cos- tipi olan 7201 fajinin iki adet major yapisal
proteininden birini kodlayan genlerin; 30 adet faj DNA ’sinin ECORV kesimi sonucu
olusan fragmentler ile hibridize olup olmadigini arastirmiglardir. O1205 fajmna ait
genlerin tiim pac- tipi fajlarla hibrit olusturdugu, cos- tipi fajlarla ise hibridize olmadig1
ortaya ¢ikarilmistir. Tim faj genomlarinin (iki veya ii¢ major yapisal proteine sahip
olsa da) DNA’larinda homoloji goriilmesine karsin; farkli proteinleri kodlayan spesifik

DNA bolgeleri arasinda homoloji olmadigi saptanmistir (Le Marrec et al. 1997).
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Tremblay ve Moineau, Kuzey Amerika’da bulunan bir peynir fabrikasindan izole
ettikleri S. thermophilus DT1 susuna 6zgiil, DT1 olarak kodladiklari litik fajin tiim
genom analizini gergeklestirmislerdir. DT1 kodlu cos- tipi fajin, ¢ift sarmal lineer DNA
biiytikliigiiniin 34.82 kb oldugu ve kirktan fazla kodonu igeren 46 acik okuma
cercevesinin bulundugu, ayrica 26 kDa ve 32 kDa oldugu tahmin edilen iki biiyiik
yapisal proteine sahip oldugu tespit edilmistir (Tremblay and Moineau 1999).

Arastiricilar, 11 adet S. thermophilus faj DNA’sim1 EcoRI, EcoRV, Pstl ve Pvull
restriksiyon enzimleri ile muamele etmislerdir. Kesim sonucu olusan fragment
biiyiikliiklerinin toplanmasi sonucu, fajlarin genom biiyiikliiklerinin 31-35 kb arasinda
degistigi goriilmiistiir. Fajlardan sadece birinin cos- bolgeye sahip oldugunu tespit eden
arastiricilar, GenBank veri tabaninda bulunan 6 adet faj DNA’sinin restriksiyon
profilleri ile calistiklar1 faj DNA’larinin restriksiyon sablonlarini karsilastirmislar,
ancak fragmentler arasinda benzerlik bulamamigslardir. Calisilan fajlardan ®1 ve @3
kodlu olanlarin konak¢1 dizgelerinin ve restriksiyon sablonlarinin, hem birbirlerinden
hem de digerlerinden farkli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 konakgilar lizize ugratan, fakat
iic farklh restriksiyon profili veren fajlarin (2, ®4 ve ®8), konake1 ozgiilliikklerini
belirleyen gen modiillerinin korundugu disiintilmiistiir. Ayni1 restriksiyon profilini
gosteren, ama farkli konak¢i dizgelerine sahip fajlarda (®9, ®10 ve ®11) ise, bu
durumun genomlarda gergeklesen nokta mutasyonlardan kaynaklandigi belirtilmistir.
Hibridizasyon caligmalar1 sonucunda da, caligsilan fajlar arasinda DNA homolojisinin

oldugu tespit edilmis ve bu fajlarin genetik acidan birbiriyle yakin oldugu belirtilmistir
(Quiberoni et al. 2003a).

Mata ve arkadaslari, Lb. bulgaricus ve Lb. lactis suslarina 6zgiil, ikisi temperent olmak
iizere toplam 16 adet faji; protein kompozisyonlarini, restriksiyon kesim profillerini,
DNA-DNA hibridizasyon ve serolojik test sonuclarin1  dikkate alarak
simiflandirmiglardir. SDS-PAGE analizleri sonucu, her bir fajin kapsid ve kuyruga ait
iki adet major protein bantina sahip oldugu goriilmiistiir. ¢3, ¢5, 1b4 kodlu fajlarin 31 ve
23 kDa; Lb. bulgaricus ®mvl ve ®mv4 temperent fajlarinin 34 ve 18 kDa ve
digerlerinin de 34 ve 19 kDa biiyiikliiklerinde, ikiser adet yapisal proteinleri oldugu
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saptanmigtir. Ayrica P2, P18 ve P22 fajlarinda, sekiz protein bantinin daha varlig: tespit
edilmistir. Genom biyiiklikleri 32-37 kb arast degisen faj DNA’larinin kesim
sablonlarinin  ¢ikarilmas1 amaciyla, farkli restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilmistir. ECORI ve Pstl kesimi sonucunda; ®mvl1 ile ®mv4, ®P18 ile P21 ve
®P19 ile ®P22 DNA’larinin birbiriyle ayn1 kesim profili verdigi, diger fajlarin kesim
sablonlarinin ise birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. mvl ve mv4 temperent
fajlarmin  birbiriyle aym1 konake¢1 spektrumlart oldugu gibi 6zdes denebilecek
restriksiyon kesim profili verdikleri ve DNA biiytikliikleri arasinda 1 kb’lik bir fark
oldugu saptanmistir. DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalart sonucunda; mv4 faj
DNA’sinin mvl ile % 100 homoloji gosterdigi; c3, c¢5 ve 1b4 faj DNA’larinin ise diger
faj genomlari ile hibrid molekiil olusturmadig1 saptanmistir. Serolojik testler sonucunda
da, bu fajlarin (c3, c5 ve 1b4) diger fajlardan ayrildig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
dogrultusunda Mata ve arkadaslari, ¢calistiklart fajlar1 ‘a’ ve ‘b’ olmak iizere iki gruba
ayirmiglar; ‘b’ grubuna c3, ¢5 ve Ib4 fajlarini, ‘a’ grubuna ise mvl, mv4 temperent

fajlar ile 11 adet viriilent faj1 dahil etmislerdir (Mata et al. 1986).

mv] ve mv4 fajlan ile yapilan baska bir ¢alismada, DNA’larinin Notl, Apal ve SgrAl
enzimleri ile kesilemedigi; Sall ve PstlI ile kesildiklerinde ise bir veya iki fragmentin
farklilik gosterdigi saptanmistir. mv4 faj genomunda Sall kesimi sonucu olusan 10.5
kb’lik fragmentin yerine, mv1 faj genomunda 8.25 kb ve 2.25 kb’lik iki fragment
bulunmaktadir. Buradan Sall enziminin, mv1 faj genomunun 10.5 kb’lik par¢asinda bir
adet daha kesim bolgesi oldugu anlasilmistir. 34 ve 18 kDa’luk major yapisal
proteinlerin yaninda; 68, 61, 46 kDa biiyiikligiinde mindr proteinlere sahip oldugu

goriilmiistiir (Lahbib-Mansais et al. 1992).

Bagka bir arastirmada Lb. lactis LL23 susuna 6zgiil viriilent LL-H faj1 ile ¢alistlmistir.
Aragstiricilar, LL-H faj genomunun restriksiyon profilini ve haritasim1 ¢ikarmislardir. Bu
amagla Sall, EcoRI, Pstl, BamHI, HindIIl, Pvull, Hpal, Smal restriksiyon endoniikleaz
enzimleri kullanilmistir. Xhol ve Kpnl endoniikleazlar da denenmis, ancak genom
iizerinde tanima dizilerinin olmadig1 anlagilmistir. Kesim sonucu olusan fragment

biiytikliiklerinin toplamindan, DNA biiyiikliigliniin 34 kb oldugu belirlenen LL-H
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fajinin; 34 ve 19 kDa’luk iki adet major, bes adet de mindr proteine sahip oldugu tespit

edilmistir (Trautwetter et al. 1986, Sechaud et al. 1988).

16 adet Lb. bulgaricus ve Lb. lactis faji ile yapilan ¢alismadan sonra (Mata et al. 1986),
fajlar arasina sekiz temperent ve iki viriilent faj daha eklenerek faj sayisi 26’ya
yiikselmis, ‘a’ ve ‘b’ olarak kodlanan faj siniflarina ‘c’ ve ‘d’ olmak iizere iki grup daha
eklenmistir. Yeni fajlardan bes temperent ve bir litik faj, ‘a’ grubuna dahil edilmistir.
Bu gruba dahil edilen fajlar arasinda protein profilleri, serolojik 6zellikleri ve genom
hibridizasyonlar1 dikkate alindiginda az veya cok yakinlik oldugu tespit edilmistir.
Diger ti¢ adet Lb. lactis temperent faj1 ise, hem ‘a’ hem de ‘b’ grubundan ¢ok daha
farkli oldugundan uzamis kapsid yapisina sahip iki faj i¢in ‘c’ grubu, izometrik kapsid
ve kontraktil olmayan uzun kuyruga sahip diger faj i¢in de ‘d’ grubu olusturulmustur.
Yeni izole edilen fajlar, mv4 genomu dahil EcoRI, BamHI, Pstl, HindIIl ve Smal
restriksiyon enzimleri ile kesime alinmislardir. Temperent fajlardan ikisinin (P37 ve
®38) her bir enzim i¢in birbiriyle ayni restriksiyon profili verdigi, 50 ve 51 kodlu faj
DNA’larinda ise EcoRI, BamHI ve Pstl kesimleri sonucu olusan fragmentlerden
bazilarinin ayni oldugu tespit edilmistir. Diger faj DNA’lari ise, ayr1 ayr1 kesim profili
vermislerdir. Ayrica, tiim faj DNA’larinda 1.3 kb’lik HindIII fragmentinin bulundugu
belirlenmistir. DNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda, mv4 faji ile yeni litik fajlar
arasinda yaklasik % 60-70, temperent fajlar arasinda ise % 80 homoloji oldugu
saptanmistir. Koleksiyona yeni eklenen fajlardan, 19 kDa’luk tek bir yapisal proteine
sahip olan 52 faj1 hari¢ tamaminin, mv4 gibi 34 kDa’luk bir major proteine sahip
oldugu goriilmiistiir. @y, ®50, @51 ve ®mv4’ de 18 kDa’luk; ®37 ve ®38’de ise 19
kDa’luk ek bir major protein bantinin varligi tespit edilmistir. Restriksiyon profilleri ve
protein sablonlar1 ayni olan, 37 ve 38 kodlu fajlarin ayrica 85, 79 ve 68 kDa
biiytikliigiinde {i¢ adet mindr protein bantina da sahip olduklar goriilmiistiir. Boylece
koleksiyona yeni katilan bu fajlar da, Mata vd. tarafindan olusturulan ‘a’ grubuna dahil

edilmiglerdir.

Iki tiire ait 5 adet temperent ve 13 adet litik fajin bulundugu ‘a’ grubunda en iyi

tanimlanmis faj, LL-H fajidir. Yapisal proteinlerinin, lisin ve integraz enzimlerinin,
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erken genlerin ve DNA paketleme genlerinin sekans bolgeleri tam olarak belirlenmistir.
‘D> grubunda sadece Lb. bulgaricus’a o6zgiil viriilent fajlar bulunurken; ‘¢’ ve ‘d’
gruplarinda Lb. lactis susuna 6zgiil temperent fajlar bulunmaktadir. ‘a’, ‘¢’ ve ‘d’
gruplarinda yer alan fajlar birbirine benzer konake¢i dizgesi gosterdigi halde;
morfolojik, serolojik ve molekiiler 6zellikleri tamamen farklidir (Lahbib-Mansais et al.

1988, Sechaud et al. 1988, Auad et al. 1999).

Isvigre tipi peynirin peyniralt1 suyundan izole edilen, Lb. bulgaricus CH2 susuna &zgiil
ch2 kodlu fajin morfolojik yapisi, restriksiyon profilleri, yapisal proteinleri
incelenmistir. Lineer olan ch2 faj DNA biiyiikliigiiniin, elektron mikroskobik yontemle
37+£1.6 kb oldugu tespit edilse de; ECORI, Pstl ve Pvull restriksiyon enzimleriyle kesim
sonucu olusan fragmentlerin biiyiikliikleri toplandiginda, 35 kb olarak hesaplanmustir.
SDS-PAGE analizi sonucunda 19.5 ve 12.2 kDa biiytikliigiinde iki adet major; 92, 56,
47, 45, 42, 39.5, 38 ve 16 kDa biiyiikliiglinde sekiz adet mindr protein bantina sahip
oldugu tespit edilmistir (Chow et al. 1988).

Lb. bulgaricus CRL539 susundan izole edilen 1b539 kodlu temperent faj Sall, ECORV,
BamHI, BssHI, EcoRI ve Pstl enzimleriyle kesime sokulmus ve pac- tipi DNA
bliytlikliigiiniin yaklasik 35 kb oldugu tespit edilmistir. Restriksiyon profili LL-H ve
mv4 fajlarindan tamamen farkli olsa da, onlarla 6zdes protein profiline (34 kDa ve 19
kDa) ve yiiksek homolojiye sahip olmasi, onun da Mata vd. (1986) tarafindan
olusturulan gruplardan ‘a’ ya dahil edilmesini saglamistir. Bu nedenle, bu fajlarin ortak

bir atadan geldikleri sonucuna varilmistir (Auad et al. 1997, Auad et al. 1999).

Forsman tarafindan tanimlanan Lb. lactis JCL1032 faji, prolat kapside sahip olmasi
nedeniyle ‘c’ grubuna; yapiskan uca sahip 45.8kb’lik DNA’sinin benzer restriksiyon
kesim boélgeleri (EcoRI, EcoRV, Sacll, Sall, Pstl ve Xhol) vermesi nedeniyle ‘b’
grubuna; LL-H ve mv4 fajlar ile yiiksek homoloji géstermesi nedeniyle de ‘a’ grubuna

dahil edilmistir (Auad et al. 1999).
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Quiberoni ve arkadaslari, Lb. bulgaricus YSD V, Ab; ve LB-Ib3 suslarina 6zgiil,
sirastyla BYM, YAB ve 1b3 kodlu fajlarin lineer ¢ift sarmal DNA’larm1 Bglll ve
HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile muamele ederek, kesim profillerini
cikarmiglardir. DNA biiyiikliiklerinin 31-34 kb arasinda oldugu tespit edilen fajlar, {i¢
farkli kesim profili vermislerdir (Quiberoni et al. 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

TUBITAK/TARP 2106 nolu ‘Yogurt fabrikalarinda faj probleminin ¢dziimiine yonelik
arastirmalar’ adli projede (Tunail vd. 2002) fajlarin izolasyonlari i¢in konakg¢1 olarak
kullanilan 709, 231 ve B3 S. thermophilus ticari suslar1 ile Y4, V1, V2 Lb. bulgaricus
endiistriyel suslari, bu suslara 6zgiil fajlarin, protein profilleri, restriksiyon endoniikleaz
analizleri ve faj replikasyon parametrelerinin belirlenmesi amaciyla hazirlanmalarinda

kullanilmastir.

Ayrica S. thermophilus suslarindan B3 ve Lb. bulgaricus suslarindan V1 ve V2
suslarina ek 231 susundan, bu sugslara 0Ozgiil fajlarin konake¢1 6zgilliiklerinin
belirlenmesi i¢in yliksek titreye sahip hale getirilmelerinde yararlanilmistir. Dr.
Remziye Yilmaz (Yilmaz 2002) tarafindan pastorize siitlerden izole edilmis olan 43
adet yerel, 1 adet endiistriyel (St. 20.1) S. thermophilus susu ile 12 adet yerel, 1 adet
ticari (Ch-Lbl12) Lb. bulgaricus susu, fajlarin litik spektrumlariin belirlenmesi

amaciyla c¢alisilan suslar arasina dahil edilmistir.

3.1.2 Bakteriyofajlar

Tez ¢alismasinin cesitli asamalarinda TUBITAK/TARP 2106 nolu projede (Tunail vd.
2002) olusturulan faj koleksiyonundan yararlanilmistir. S. thermophilus fajlari, 709,
231, B3 kodlu endiistriyel (starter) S. thermophilus suslar1 kullanilarak; Lb. bulgaricus
fajlar1 da Y4, V1 ve V2 kodlu endistriyel Lb. bulgaricus konakeilariyla cesitli
isletmelerin siit {riinlerinden [yogurt, peynir alti suyu (PAS), bulk (kiitle starter
iiretimi)] izole edilmistir. Ayrica Esra Acar’in izole etmis oldugu ¢ig siit kokenli 2 adet

S. thermophilus faji (®1B3-A, ®2B3-A) (Acar 2002) ile bir baska projede (Giirsel vd.
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2004) pastorize siitten (72°C’de 1 dakika) izole ettigi 1 adet S. thermophilus faj
(®231S-AIMO, Al kodlu siitten mayalama Oncesi alinan ornek), ayrica bu tez
konusunun da dahil oldugu A.U. Biyoteknoloji Enstitiisii 67 nolu proje kapsaminda
(Tunail vd. 2006) yine Esra Acar’in Y4, V1, V2 endistriyel Lb. bulgaricus
konakgilarin1 kullanarak ¢ig siitlerden izole ettigi 5 Lb. bulgaricus faji (®Y4L-A,
®dY4L-Z, ®VIL-A, DV2L-A, DV2L-Z) tez calismasinin cesitli asamalarinda

kullanilmustir.

Sonug olarak ¢esitli denemelerde 26 S. thermophilus faji ve 24 Lb. bulgaricus fajindan

yararlanilmistir (Cizelge 3.1-3.2).

3.1.3 Besiyerleri

S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarinin yeni stoklarinin hazirlanmasinda sirasiyla
M17 ve MRS Broth; bu suslara 6zgiil fajlarin izolasyonunda, titrelerinin yiikseltilmesi
ve konake¢r oOzgiilliiklerinin belirlenmesinde ise sirasiyla thM17 ve MRS Broth,
Yumusak Agar (sirastyla % 0.45 ve % 0.6 agar) ve Agar (% 1.5) besiyerleri
kullanilmustir (Sozzi et al. 1976, Krusch et al. 1987). Bu besiyerlerinin bilesimleri Ek-
1’de verilmistir. Lb. bulgaricus fajlart ile galisilirken besiyerlerine fajin konakg¢isina
adsorbe olmasini saglamak amaciyla CaCl, (10 mmol.I"") eklenmistir (Foschino et al.

1995).

3.1.4 Enzim ve ince kimyasallar

Fajlarin protein profillerinin ¢ikarilmasi amaciyla, dncelikle saflastirildiklar1 agamada
DNaz I (Sigma, D-7291), RNaz A (Sigma, R-5503) enzimleri; klasik yontemle DNA
izolasyonu denemelerinde ise bu enzimlere ek olarak kapsid proteinlerini pargalamak
amaciyla Proteinaz-K (Applichem A38330-0100) kullanilmistir. SDS-PAGE ile protein
profillerinin belirlendigi denemelerde fajlarin sahip olduklar1 protein bantlarinin
biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda, Sigma marka Low Range M-3913 (36-6.5 kDa) ve
High Range, M-3788 (205-36 kDa) merdivenlerden (marker) yararlanilmistir.
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Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan S. thermophilus fajlarinin; kodlari, endiistriyel

konakgilari, izolasyon materyali ve saglandigi kaynaklar

FAJ KONAKCI [ZOLASYON KAYNAK
KODU BAKTERI MATERYALI
®1B3-A S.thermophilus B3 Cig siit
O2B3-A S.thermophilus B3 Cig siit Acar (2002)
®B3-X11 S.thermophilus B3 ~ CH-1 Ayran (A.O.C.)
®B3-X12 S.thermophilus B3~ 231 Bulk (A.U.Z.F.)
®B3-X13 S.thermophilus B3 231 Bulk (A.U.Z.F.)
®B3-X14  S.thermophilus B3 709 Bulk (HITIT)
®B3-X15  S.thermophilus B3 709 Ayran (HITIT) TUBITAK/TARP
®B3-X16 S.thermophilus B3 CH-1 Bulk (A.O.C.) (2106) PROJESI
®B3-X17 S.thermophilus B3 B3 Bulk (A.O.C.)
®B3-X18 S.thermophilus B3 Yogurt (A.U.Z.F.)
®B3-X19 S.thermophilus B3 Yogurt (A.O.C.)
®B3-X20 S.thermophilus B3 Yogurt (A.O.C.)
d709-X1 S.thermophilus 709  CH-1 Ayran (A.O.C.)
®709-X2  S.thermophilus 709 231 Bulk (A.U.Z.F.) .
®709-X3 S.thermophilus 709 231 Yogurt (A.U.Z.F.) T&%g%ggﬁ%f
®709-X4  S.thermophilus 709 709 Bulk (HITIT)
D709-X5 S.thermophilus 709 709 Ayran (HITIT)
®231-X6 S.thermophilus 231  CH-1 Ayran (A.O.C.)
®231-X7 S.thermophilus 231 231 Bulk (A.U.Z.F.)
®231-X8 S.thermophilus 231 231 Yogurt (A.U.Z.F.) N
®231-X9  S.thermophilus 231 709 Bulk (HITIT) T(;%g/;gggg
®231-X10  S.thermophilus 231 709 Ayran (HITIT)
®231-X21  S.thermophilus 231 Yogurt (TATAL)
®231-X22  S.thermophilus 231 Yogurt (A.O.C.)
®231-X23  S.thermophilus 231  Kasar PAS (BIRTAT)
®2318S- . o BIYOTEKN. ENS.
AIMO S.thermophilus 231 Pastorize siit (67) PROJESI
A.O0.C. : Atatiirk Orman Ciftligi
AU.ZF. : Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Isletmesi

HITIT, TATAL, BIRTAT: Diger Siit Isletmeleri
: Cizelgede yer alanlarin hepsi yogurt bulk kiiltiiriidiir.

Bulk
PAS

: Peynir alt1 suyu
Not : Izolasyon materyallerinin iiretiminde kullanilan starterin bilinmesi durumunda, kodu {iriiniin

basinda belirtilmistir
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Cizelge 3.2 Arastirmada kullanilan Lb. bulgaricus fajlarmin; kodlari, endiistriyel
konakgilari, izolasyon materyali ve saglandigi kaynaklar

FAJ KODU KONAKCI [ZOLASYON KAYNAK
BAKTERI MATERYALI
DY4-X1 (PH2Y4) Lb.bulgaricus Y4  Kasar PAS (GUVEN)
DY4-X2 (DMY4) Lb.bulgaricus Y4 Bulk (A.U.Z.F.)
DY4-X3 (DIY4) Lb.bulgaricus Y4  Kasar PAS (GUVEN)
DOY4-X4 (DFY4) Lb.bulgaricus Y4 Yogurt (A.U.ZF.) R
DdY4-X5 (PH3-Y4) Lb.bulgaricus Y4  Kasar PAS (GUVEN) gﬁg%ggﬁg’
DY4-X6 (PHIY4) Lb.bulgaricus Y4  Kasar PAS (GUVEN)
DOY4-X8 (DSIYY4) Lb.bulgaricus Y4 Yogurt (A.U.ZF.)
dY4-X9 (®709BY4)  Lb.bulgaricus Y4 709 Bulk
®dY4-X10 (OSIBY4)  Lb.bulgaricus Y4 Bulk (A.U.Z.F.)
DOY4-X12 (DPY4) Lb.bulgaricus Y4 Yogurt (HITIT)
OVI1-X19 (PHV1) Lb.bulgaricus V1 Kasar PAS (GUVEN) F{;Jl%g?gg f?;;f
DOV2-X21 (dGV2) Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.0.C.)
DdV2-X22 (PG1V2) Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.O.C.)
DdV2-X23 (dG3V2) Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.O.C.)
®V2-X24 (PG4V2)  Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.0.C.) TUBITAK/TARP
®OV2-X25 (dG5V2)  Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.0.C.) (2106) PROJESI
DV2-X26 (PGKV?2) Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.U.Z.F.)
DdV2-X27 (PKV2) Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.U.Z.F.)
DOV2-X28 (PLV2) Lb.bulgaricus V2 Yogurt (A.U.Z.F.)
DOY4L-A Lb.bulgaricus Y4 Cig siit .
OY4L-Z Lb.bulgaricus Y4 Cig siit BIY](E)I\%: KN.
OVIL-A Lb.bulgaricus V1 Cig siit 67) PRdJESI
OV2L-A Lb.bulgaricus V2 Cig siit
DOV2L-Z Lb.bulgaricus V2 Cig siit
A.O0.C. : Atatirk Orman Ciftligi '
AUZF. : Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Isletmesi
HITIT, GUVEN : Diger Siit Isletmeleri
Bulk : Cizelgede yer alanlarin hepsi yogurt bulk kiiltiiriidiir.
PAS : Peynir alt1 suyu

Not : Parantez i¢indeki kodlar, daha dnce projede verilen orijinal kodlardir.

On denemelerden sonra klasik yontemle DNA izolasyonundan vazgegilmis onerisi ile
faj DNA izolasyon kitleri (Lambda DNA Mini Isolation Kit, 12154, Qiagen) alinmustir.
DNA izolasyonlarinin tamamlanmasindan sonra bu DNA’larin restriksiyon kesim
sablonlar elde edilmistir. Bu amagla Sigma marka EcoRI (R-6265), Pvull (R-2631),
HindIIl (R-1137), Clal (R-7763), Haell (R-4257), Pstl (R-7023), BamHI (R-0260)
enzimleri ile Fermentas marka EcCORV (ER0301) ve Hhal (ER1851) restriksiyon

endoniikleaz enzimleri kullanilmistir. Kesimler sonrasi olugan fragentlerin biytikliikleri
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ise, A DNA HindlIl/EcoRI (Fermentas, SM 0191) merdiveninden yararlanarak

hesaplanmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Faj izolasyonu, saflastirma ve zenginlestirme

3.2.1.1 Cig ve pastorize siitten faj izolasyonu

100 ml ¢ig veya pastorize siit ornegine % 10’luk laktik asitten 6 ml eklenerek kazeinin
cokmesi icin bir siire beklenmis ve daha sonra kaba filtre kagidindan siiziilmiis ve 5000
rpm (dv/dk)’de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanta, % 10 kloroform (Billing

1969) ilave edilerek bakterilerden arindirilmistir.

3.2.1.2 Cift tabaka agar yontemiyle faj varhi@inin belirlenmesi

Boliim 3.2.1.1°de anlatildig1 gibi elde edilen siizlintiilerden 1’er ml steril tiiplere
alinmis, iizerlerine 4 saatlik konak¢i bakteri kiiltiirlerinden 0.1’er ml eklenmistir.
Adsorpsiyonun ger¢eklesmesi i¢cin oda sicakliginda 10 dk beklendikten sonra sivi
besiyeri eklenerek 43°C’de 18 saat inkiibasyona brrakilmistir. inkiibasyon sonunda,
hiicre artiklarini ve partikiilleri uzaklastirmak i¢in 5000 dv/dk’da 10 dk santrifiij islemi
uygulanmistir. Elde edilen siipernatantlara % 10 kloroform eklenmistir. Faj varligim
belirlemek i¢in igerisinde 4 saatlik konakei kiiltiirtinden 0.1 ml bulunan 3 ml yumusak
agar, Onceden petri kutularma dokiilmiis olan agar iizerine homojen bir sekilde
yayilmistir. Agar katilastiktan sonra mikroenjektor yardimiyla 10’ar pl siipernatant agar
iizerine damlatilmistir. 43°C, 18 saat inkiibasyon sonucunda damlatma yapilan

bolgelerde plak olusumunun (liziz) goriilmesiyle faj varlig1 saptanmistir.
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3.2.1.3 Faj saflastirmasi (Tek plak izolasyonu)

Faj varlig1 saptanan faj siispansiyonlarmi saflagtirmak igin tek plak izolasyonuna
gidilmistir. Faj siispansiyonlarmin 10®ya kadar FTS (fizyolojik tuzlu su) kullamlarak
dilisyonlar1 hazirlandiktan sonra, her bir diliisyondan 0.2°ser ml, i¢erisinde 0.2’ser ml 4
saatlik konake1 bakteri bulunan steril ependorf tiiplere alinmistir. Adsorpsiyon i¢in oda
sicakliginda 10 dk beklendikten sonra, faj-bakteri karisimi 3 ml yumusak agar icine
katilmis ve hafifce karistirllmistir. Daha sonra bu karisim 6nceden hazirlanmis agarli
besiyeri {lizerine dokiilmiis ve homojen bir dagilim saglandiktan sonra 43°C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan plaklarin tek tek diistiigii bir
bolgeden tek bir plak steril enjektor ucuyla kesilip, steril bir tiip i¢erisine alinmistir. Bu
tipe 5 ml sivi besiyeri eklenip iyice karigtirilarak fajlarin besiyerine ge¢mesi
saglanmistir. 4 saatlik konaker kiiltiirden tekrar 0.1 ml alinarak bu tiip i¢ine pipetlenmis
ve adsorpsiyonun gerceklesmesinden sonra 5 ml daha siv1 besiyeri eklenmistir. 43°C’de
18 saat inkiibasyonun ardindan hiicre artiklarim1 uzaklagtirmak i¢in 5000 dv/dk’lik
santrifiij iglemi 10 dk siire ile uygulanmistir. Elde edilen siipernatant, 0.45 pum porlu
filtrelerden (Sartorius, Germany) gecirilerek veya % 10 kloroform eklenerek saf faj

filtrat1 olarak kullanilmustir.

3.2.1.4 Zenginlestirme ve titre belirlenmesi

Saf faj filtratinin zenginlestirilmesi i¢in daha 6nce de anlatildig1 gibi faj ve 4 saatlik
konakg¢1 bakteri, sivi ortamda istenilen titreye ulasincaya kadar pasajlar yapilarak
karsilastirilmistir. Titrenin belirlenmesi i¢in son karsilagtirmaya ait faj siispansiyonunun
10 *ya kadar FTS icerisinde diliisyonlar: hazirlanmis ve yine ¢ift tabaka agar yontemi
kullanilmistir. Bu amacla, 4 saatlik konake kiiltiirtinden 0.1 ml alinarak 3 ml yumusak
agar ile karistirilmis ve dnceden hazirlanmis agarli besiyeri tizerine yayilmistir. Agarin
katilasmasindan sonra faj diliisyonlarindan petri kutusunda belirlenmis olan bdlgelere
mikroenjektor ile 10’ar pl damlatilmistir. 43°C’de 18 saat inkiibasyon sonunda faj

plaklari, damlatildiklar1 boélgelerde sayilmistir. Faj titresi (plak olusturma birimi,
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pfu/ml), 6rnegin 10° diliisyonundan damlatilmis bolgede 3 faj plagi goriilmiisse

3x10°x100=3x10® pfu/ml olarak belirlenmistir.

3.2.2 Fajlarin saklanmasi

S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslari, sirasiyla M17 ve MRS Broth besiyerleri
icerisine % 15-20 gliserol katilarak -18°C’de korunmaya alinmustir (Krusch et al.
1987). Fajlar ise titreleri 10° pfu/ml ve daha yiiksek titreye ulastiktan sonra 0.45 pm
porlu filtrelerden gegirilmis, % 15 gliserol eklenerek -18°C’de saklanmugtir.

3.2.3 Suslarin faj ozgiilliikklerinin belirlenmesi

Onde bahsedilen tamamlanmis iki projede (TUBITAK/TARP 2106 ve A.U.
Bitoteknoloji Enst. 67 nolu proje) ¢ig siit kokenli S. thermophilus ve Lb. bulgaricus
suslarinin tamami ve pastorize siit kokenli suslarin da yaris1 faj ozgiilliiklerinin tespit
edilmesi ¢alismalarinda belirlendiginden (Tunail vd. 2002, Kaleli et al. 2004, Ozyurt
2005, Kahraman 2006) burada yalnizca heniiz tamamlanmamis olan kisma ait
denemeler yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda Dr. Remziye Yilmaz’in izolat1 olan 44 adet S.
thermophilus susu (43 adet pastorize siit kokenli, 1 adet ticari sus, St 20.1) ve 13 adet
yerel Lb. bulgaricus susu (12 adet pastorize siit kokenli, 1 adet ticari sus, Ch-Lb12),
Cizelge 3.1°de goriilecegi lizere B3 konakgist ile izole edilmis 10 adet S. thermophilus
fajina ve Cizelge 3.2°de goriilen V1 ve V2 Lb. bulgaricus fajlarina karsi test edilmistir.
Bunlara ek olarak ¢izelgelerde yer almayan ®231-X17, ®V1-X20, ®V2-X29 ve OV2-
X30 fajlar1 da denemelerde kullanilmistir.

Suslarin fajlara karsi duyarli olup olmadiklarinin anlagilmasi i¢in 6ncelikle logaritmik
fazda olan bakteri, 3 ml yumusak agar ile karistirilarak 6nceden dokiilerek hazirlanmig
agar plaklar iizerine yayilmistir. Agarin katilasmasindan sonra titresi 10%-10° pfu/ml

olan fajlar, 10’ar pl olacak sekilde agar iizerinde belirlenmis bolgelere damlatilmis, 42-
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43°C’de 18 saat inkiibasyon sonunda faj plaklarinin olusup olusmadigi kontrol

edilmistir.

3.2.4 Faj protein profilleri

3.2.4.1 Fajlarin saflastirilmasi ve konsantre edilmesi

Fajlarin saflastirmasi ve konsantre edilmesi amaciyla Sambrook vd. (1989) tarafindan
6nerilen yontem ile ¢alisilmustir. Titresi 10%-10° pfu/ml olan 50 ml faj 6rnegine, son
konsantrasyonlar1 1 pg/ml olacak sekilde DNaz ve RNaz eklendikten sonra, 37° C’de
1-2 saat beklenmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicre artiklarini uzaklastirmak amaciyla faja,
son konsantrasyonu 1 M olacak sekilde NaCl katilarak hizlica karigtirtlmistir. 1 saat
buzlu su igerisinde bekletilen faj ornegi, 15000-18000 g’de 4°C’de 15 dakika
santrifiijlenmis (Sigma 3K-30) ve silipernatant temiz bir erlene almmustir. Hiicre
artiklarindan arinmis faj siispansiyonuna, son konsantrasyonu % 10 (w/v) olacak
sekilde katt PEG 8000 (polietilen glikol, Sigma) eklenmis, ¢dziinmesi i¢in yavas yavas
karigtirilmig ve tekrar buzlu su igerisinde bir gece bekletilmistir. 4°C’de 15 dakika
stiresince 15000-18000 g’lik santrifiij islemi uygulanarak PEG 8000 ile faj partikiilleri
coktiiriilmiistiir. Stipernatant dikkatlice dokiilmiis, pelet, 700 ul SM (Faj Tamponu, Ek-
1) igerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine esit hacimde kloroform eklenerek 4°C’de 9000 g
hizla 15 dakika santrifiij edilmis bdylece hiicre artiklart ve PEG 8000, faj
siispansiyonundan uzaklastirilmistir. Faj partikiillerini elde edebilmek i¢in siispansiyon,

4°C’de 20000 dv/dk hizla 2 saat santrifiijlenerek faj peleti elde edilmistir.

3.2.4.2 Faj protein profillerinin ¢ikarilmasi

Faj protein profillerinin ¢ikarilmasi amaciyla, SDS-PAGE kesikli sistem kullanilmis ve
bu amagla % 5’lik y181lma jeli ile % 12,5’luk ayirma jeli hazirlanmistir (Sambrook et

al. 1989). Boliim 3.2.4.1°de elde edilen faj peleti tizerine 40-100 ul SDS-PAGE 6rnek
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yiikleme tamponu ilave edilmis 100°C’de 5 dakika kaynatildiktan sonra 35-40 pl drnek,
jele yiiklenmistir (Yoon et al. 2001). 25-30 mA 125-150 V’luk elektrik akimiyla SDS-
PAGE (CBS, 190-02) ile gergeklestirilmistir (Laemmli 1970). Protein bantlarinin

tespiti ve boyanmasi i¢in Bushuk vd. (1997) ve Demiralp vd. (2000) tarafindan 6nerilen

yontemler kullanilmistir. Fajlarin sahip olduklar1 protein biiyiikliiklerinin hesabi,

yiiksek (205-66 kDa) ve diisiik protein (66-6.5 kDa) biiyiikliigli araligina sahip

merdivenler kullanilarak, Biasis Ltd. $. tarafindan gelistirilen EJA-09 adli program ile

yapilmistir.

Elektroforez Tamponu (5X)

1000 ml

Glisin
Tris
SDS (% 10)

Ornek Yiikleme Tamponu

9% ¢
15,1 g
50 ml

20 ml

0,5 M TrisClI (pH 6,8)
Gliserol

SDS (% 10)
-merkaptoetanol

Brom Fenol Mavisi
Distile Su

% 5 lik Yig1lma Jeli

2,5 ml
2 ml
4 ml
1 ml
0,5 ml
8 ml

20 ml

Distile Su

% 30 Akrilamid

1 M TrisCl (pH 6,8)
SDS (% 10)

AP (% 10)

TEMED

% 12.5 luk Ayirma Jeli

13,6 ml
3,3 ml
2,5ml

200 pl
200 pl
20 ul

40 ml

Distile Su

% 30 Akrilamid

1,5 M TrisCl (pH 8,6)
SDS (% 10)

AP (% 10)

TEMED

19,8 ml

13,6 ml

12,5 ml
500 pl
500 ul
40 ul
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Tespit Cozeltisi 250 ml

Distile Su 142,5 ml
Metanol 82,5 ml
TCA (% 100) 25 ml

Bova Cozeltisi

Boya 150 ml
TCA (% 100) 25 ml
KOH (10 N) 17,5 ml

3.2.5 Restriksiyon endoniikleaz analizleri

3.2.5.1 Faj DNA izolasyonu

Faj DNA izolasyonlari, Qiagen Lambda DNA Isolation Kit kullanimiyla
gerceklestirilmistir. Bu kitin ¢calisma prensibi, Sambrook vd. (1989) taratindan 6nerilen
ve Boliim 3.2.4.1°de verilen yontemle uyum gostermektedir. Oncelikle 10'°-10"" pfu/ml
titreye sahip faj filtratlari, DNaz ve RNaz enzimleriyle muamele edilmekte ve bakteriye
ait DNA ve RNA’nin pargalanmasi saglanmaktadir. Daha sonra igerisinde PEG 6000
olan tampon ile 4°C’de 1 gece bekletilen faj lizati, inkiibasyonunun ardindan santrifiij
edilerek lizatt olusturan faj partikiillerinin konsantre edilmesi amaclanmaktadir.
Konsantre edilen faj partikiillerine, SDS ilavesiyle faj proteinlerinin pargalanmasi ve
DNA’larin serbest hale gegmesi saglanmistir. Parcalanan faj proteinleri potasyum asetat
ile ortamdan uzaklagtirllmaktadir. Bundan sonraki asamada klasik yontemden farkli
olarak resin kolonlar kullanilmaktadir. Resin kolonlara tutturulan DNA, kolondan geri
alinmis, izopropanol ile goriiniir hale getirilmistir. Son olarak DNA’y1 kalint1 tuzlardan
uzaklastirmak ve daha kolay ¢oziiniir hale getirmek i¢in % 70’lik etanol ile yikama
yoluna gidilmistir. Elde edilen DNA peleti, TE (pH 8, 10mM Tris.Cl,1 mM EDTA)

tamponunda ¢oziilerek saklanmuistir.

Izolasyonlar1 gergeklestirilen DNA’lar, % 0.8-1’lik agaroz jelde 60 V da yiiriitiilmiis,
GEL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM (A.U. Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji Boliimii)

yardimiyla enzim kesimine girecek DNA miktarina karar verilmistir. S. thermophilus
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fajlarimin  filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaciyla, PHLIP 3.6 Version

yaziliminda bulunan Peny adli program ile Philogramlar1 ¢ikarimustir.

3.2.5.2 Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim

S. thermophilus B3, 231 ve 709 kodlu starter suslarina 6zgiil 26 adet faj (Cizelge 3.1),
EcoRI, EcoRV, Pvull, HindIII, Clal, Haell, Hhal, Pstl, BamHI; L. bulgaricus Y4, V1,
V2 kodlu starter kiiltiirlere etkili 24 adet faj (Cizelge 3.2), EcoRI, EcoRV, Pvull,
HindIII, Hhal, BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesime alinmistir. % 0.8-
I’lik agaroz jele yiiklenen DNA fragmentleri GEL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM

(A.U. Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji Boliimii) ile goriintiilenmistir.

Reaksiyon karisimlarinin hacmi 10-15 pl olacak sekilde ayarlanmis, 37°C’de 2 saatlik

inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyon Karisimi

DNA Degisken
Enzim 10-15 u (unit)
Tampon 1 pl

Cift distile su Degisken

3.2.6 Faj replikasyon parametreleri

3.2.6.1 Konake1 suslarin gelisme egrilerinin ¢ikarilmasi

Fajlarin, tek asamal1 gelisme egrilerinin ¢ikarilmasinda ve konakgilarina adsorbe olma
oranlarinin bulunmasinda ortama katilan faj ve bakteri sayisinin bilinmesi, ona gore
MOI (multiplicity of infection) degerinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
konakg¢1 olan suslarin gelisme egrileri ¢ikarilmistir. 18 saatlik aktif kiiltiirden yeni

besiyerine % 1’lik inokiilasyon yapilmis, bir yandan 1-2 saat araliklarla 650 nm dalga
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boyunda absorbans 6l¢iimii yapilirken bir yandan da S. thermophilus suslarindan M17
agara, Lb. bulgaricus suslarindan da MRS agara ekim yapilmistir. Boylelikle faj
denemelerinde kullanilacak olan konakg1 kiiltiiriin logaritmik fazda (lireme fazi) verdigi

hem absorbans degeri hem de sayis1 belirlenmistir.

3.2.6.2 Latent donem siiresinin ve patlama biiyiikliigiiniin belirlenmesi (Tek

asamal gelisme testi)

Fajlarin tek asamali gelisme egrileri Reyes-Gavillon vd. (1990) ve Suarez vd. (2002)
tarafindan Onerilen yontem baz alinarak gerceklestirilmistir. 650 nm dalga boyunda
yaklasik 0.5 absorbans degerini veren logaritmik fazda bulunan konakg¢1 bakteriden 900
ul alinip tizerine titresi 1x10° pfu/ml olan fajdan 100 pl eklenmistir. Bylece MOI
degeri yaklasik 0.1 olarak ayarlanmustir. S. thermophilus fajlari i¢in, 42°C’de 10 dakika
(Duplessis and Moineau 2001); Lb. bulgaricus fajlar1 i¢in, 42°C’de 15 dakika
adsorbsiyonun gerceklesmesi i¢in beklenmis, inkiibasyondan sonra adsorbe olmayan
fajlar1 uzaklagtirmak i¢in 5500 rpm’de 10 dk santrifiij islemi uygulanmig ve siipernatant
dokiilmistiir. S. thermophilus fajlarina ait peletler, 10 ml thM17 Broth besiyerinde; Lb.
bulgaricus fajlarina ait peletler ise 10 ml thMRS Broth besiyerinde ¢6ziildiikten sonra
107°ye kadar sirasiyla thM17 ve MRS Broth besiyerlerinde diliisyonlar: hazirlanmis ve
inkiibasyona birakilmiglardir. Sifirinci dakika dahil S. thermophilus fajlari ile
calisgthirken 5’er dk, Lb. bulgaricus fajlari ile ¢alisirken ise 10-15’er dk arayla

dilisyonlarda 100’er ul alinip ¢ift tabaka agar yontemi ile faj titresi belirlenmistir.

Cift tabaka agar yontemiyle belirlenen faj titrelerinin bir siire sabit kaldig1 goériilmiis ve
buradan fajlarin latent donem siireleri belirlenmistir. Latent dénemin sonunda faj
titresinin artmaya basladigi, daha sonra ise yine artan titrenin sabit kaldig1 goriilmiistiir.
Bu zaman aralig1 ise fajlarin artis donem siirelerinin belirlenmesini saglamistir. Artarak
sabit kalan faj sayisinin latent donemdeki faj sayisina oranlanmasiyla faj patlama

biiytikliikleri bulunmustur.
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Fajlarin latent donem siireleri spektrofotometrik yontemle de saptanabilmektedir. Bu
amacla MOI degeri yaklasik 10 olarak ayarlanmig faj-konakg1 karisimi, inkiibasyondan
sonra santrifiij edilmis ve elde edilen pelet 10 ml s1v1 besiyerinde ¢oziilmiistiir. 42°C’de
inkiibasyona birakilan orneklerin belirli araliklarla 650 nm’de absorbans degerleri

Olciilerek latent donem stireleri bulunmustur.

3.2.6.3 Fajlarin plak etkinlikleri (EOP), % adsorbsiyon oranlar1 ve plak

morfolojileri

Fajin duyarli konakg¢ida wverdigi titrenin homolog konak¢isinda verdigi titreye
boliinmesiyle Faj Plak Etkinligi (EOP) hesaplanmistir (Sanders and Klaenhammer
1980).

Fajlarin konakg1 suslara adsorbsiyon oranlarini belirlemek amaciyla, titresi 10° pfu/ml
olan fajdan 100 pl alinarak 900 pl logaritmik fazda bulunan konake¢i bakteri iizerine
eklenmistir. % 90’1 iizerinde adsorbsiyon igin; S. thermophilus fajlar1 42-43°C’de 10
dakika, Lb. bulgaricus fajlar ise 42-43°C’de 15 dakika bekletilmistir. Inkiibasyondan
sonra bakteri-faj karisimi 5500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve adsorbe olmayan
fajlar1 iceren siipernatanttaki faj titresi belirlenerek asagidaki formiilden % adsorbsiyon

hesaplanmistir (Sanders and Klaenhammer 1980).

(Baslangig faj titresi - Adsorbsiyon sonrasi faj titresi)
% Adsorbsiyon = x100
Baslangig faj titresi

Cift tabaka agar yontemiyle titre belirleme ¢alismalari sirasinda fajlarin olusturduklari

plaklardan, plak morfolojileri belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4. 1 Fajlarin Konakg Ozgiilliiklerinin Belirlenmesi (Litik Spektrum)

Koleksiyonda bulunan fajlardan, konakg¢isi B3 endiistriyel susu olan 10 adet S.
thermophilus faji oncelikle 44 adet S. thermophilus (43 adet pastorize siit kokenli yerel
sus ve 1 adet ticari sus) susu ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.1). Tim S. thermophilus
suslarinin, kendi tiirliniin fajlarina karst direngli oldugu saptanmistir. Aynmi suslar,
yogurt tiretiminde Lb. bulgaricus ile miks halde kullanilmaya aday olduklarindan, yine
koleksiyondan alinan homolog konakgilar endiistriyel Lb. bulgaricus 231, V1, V2 olan
13 adet Lb. bulgaricus faji ile de karsilastirilmistir (Cizelge 4.2). S. thermophilus
suglarindan higbirinin Lb. bulgaricus fajlar1 ile lize olmadigi goriilmistir. Bu
karsilagtirma, S. thermophilus fajlarinin tiirler arasi1 heterolog konakgilarinin bulunup
bulunmadigini test etmek amaciyla yapilmistir. S. thermophilus fajlarinin heterolog

konakgis1 belirlenmemistir.

Bu tez kapsaminda ayrica, pastérize siitlerden izole edilmis olan Lb. bulgaricus yerel
suslari, bir adet ticari sus (Ch-Lb12) ile birlikte, yine oncelikle kendi tiirlinlin fajlar
olan ve 231, V1, V2 konakgilariyla elde edilen 13 Lb. bulgaricus fajina karsi test
edilmistir (Cizelge 4.3). Denenen 13 fajdan, yalnizca ticari starter susu Ch-Lb12 fajlara
tam direng gosterirken, diger tiim yerel Lb. bulgaricus suslar1 tamamen duyarli
bulunmustur. Yukarida belirtilen miks kiiltiir gerekcesiyle ayni suslar bir kez de S.
thermophilus fajlarina karsi denenmistir (Cizelge 4.4). 11 adet Lb. bulgaricus susu, S.
thermophilus fajlarina tam direng sergilerken diger liglinlin baz1 fajlarla liziz plaklar
olusturduklar1 gozlemlenmistir. ®B3-X19, Lb1312-1 susunu; ®B3-X12, ®B3-X13 ve
®B3-X19, Lb1313-1 susunu; ®B3-X15 de Lb1433-1 susunu tiirler arasi heterolog

konake1 olarak kullanmigtir.
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Cizelge 4.1 Pastorize siitlerden izole edilmis 43 adet S. thermophilus susu ile 1 adet ticari susun degisik siit iiriinlerinden izole edilmis 10
adet S. thermophilus fajina kars1 direnglilikleri

Faj Kodu

Sus

Kodu St St St St St St St St St St

®B3-X11 ®B3-X12 ®B3-X13 ®B3-X14 ©®B3-X15 ®B3-X16 ®B3-X17 ®B3-X18 ®B3-X19 ®B3-X20

St 216 — — — — — — — — — —
St 217 - - - — - — - - - -
St 218 — — — — — — — — — —
St 219 - - - — - — - - - -
St 229 — — — — — — — — — —
St 235 - - - — - — - - - -
St 236 — — — — — — — — — —
St 238 - - - — - — - - - -
St 239 — — — — — — — — — —
St 411 — — — — — — — — — —
St 412 — — — — — — — — — —
St 413 - - - — - — - - - -
St 421 — — — — — — — — — —
St 422 — — — — — — — — — —
St 432 — — — — — — — — — —
St 435 - - - — - — - - - -
St 436 — — — — — — — — — —
St 437 - - - — - — - - - -
St 440 — — — — — — — — — —
St 447 - - - — - — - - - -
St 481 — — — — — — — — — —
St 525 — — — — — — — — — —
St 526 — — — — — — — — — —
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Cizelge 4.1 Pastorize siitlerden izole edilmis 43 adet S. thermophilus susu ile 1 adet ticari susun degisik siit iiriinlerinden izole edilmis 10
adet S. thermophilus fajina kars1 direnglilikleri (devam)

Sy Faj Kodu
Kosdu St St St St St St St St St St
®B3-X11 ®B3-X12 ®B3-XI3 ®B3-X14 ®B3-X15 ®B3-X16 ®B3-X17 ®B3-X18 ®B3-X19 ®B3-X20

St 533 — — — — — — — — — —
St 534 — - - — - - — - - -
St 535 — — — — — — — — — —
St 537 — — — — — — — — — —
St 542 — — — — — — — — — —
St 543 — - - — - - — - - -
St 545 — — — — — — — — — —
St 552 — - - — - - — - - -
St 553 — — — — — — — — — —
St 614 — — — — — — — — — —
St 622 — — — — — — — — — —
St 624 — — — — — — — — — —
St 626 — — — — — — — — — —
St 631-1 — — — — — — — — — —
St 634-2 — — — — — — — — — —
St 641 — — — — — — — — — —
St 643 — — — — — — — — — —
St 645 — - - — - - — - - -
St 646 — — — — — — — — — —
St 652 — — — — — — — — — —

St20.1 — - — — - — — — — -
(SK)

SK: Starter Kiiltiir —: direngli
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Cizelge 4.2 Pastorize siitlerden izole edilmis 43 adet S. thermophilus susu ile 1 adet ticari susun degisik siit iiriinlerinden izole edilmis 13
adet Lb. bulgaricus fajina kars1 direnglilikleri

Faj Kodu

Sus

Kodu ®231-  ®dVI-  OdVI-  DdV2-  PV2-  dV2-  PV2-  PdV2-  DV2-  OV2-  DV2-  PV2- DV2-

X17 X19 X20 X21 X22 X23 X24 X25 X26 X27 X28 X29 X30

St 216 — — — — — — — — — — — — —
St 217 — — — — — — — — — — — — —
St 218 — — — — — — — — — — — — —
St 219 — — — — — — — — — — — — —
St 229 — — — — — — — — — — — — —
St 235 — — — — — — — — — — — — —
St 236 — — — — — — — — — — — — —
St 238 — — — — — — — — — — — — —
St 239 — — — — — — — — — — — — —
St411 — — — — — — — — — — — — —
St 412 — — — — — — — — — — — — —
St 413 — — — — — — — — — — — — —
St 421 — — — — — — — — — — — — —
St 422 — — — — — — — — — — — — —
St 432 — — — — — — — — — — — — —
St 435 — — — — — — — — — — — — —
St 436 — — — — — — — — — — — — —
St 437 — — — — — — — — — — — — —
St 440 — — — — — — — — — — — — —
St 447 — — — — — — — — — — — — —
St 481 — — — — — — — — — — — — —
St 525 — — — — — — — — — — — — —
St 526 — — — — — — — — — — — — —
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Cizelge 4.2 Pastorize siitlerden izole edilmis 43 adet S. thermophilus susu ile 1 adet ticari susun degisik siit iiriinlerinden izole edilmis 13
adet Lb. bulgaricus fajina kars1 direnglilikleri (devam)

Faj Kodu

Sus

Kodu ®231- dV1- DdVI-  DdV2-  PV2-  DdV2-  DdV2-  PdV2-  PV2-  DPV2-  DV2-  DV2-  DV2-

X17 X19 X20 X21 X22 X23 X24 X25 X26 X27 X28 X29 X30

St 533 — — — — — — — — — — — — —
St 534 — — — — — — — — — — — — —
St 535 — — — — — — — — — — — — —
St 537 — — — — — — — — — — — — —
St 542 — — — — — — — — — — — — —
St 543 — — — — — — — — — — — — —
St 545 — — — — — — — — — — — — —
St 552 — — — — — — — — — — — — —
St 553 — — — — — — — — — — — — —
St 614 — — — — — — — — — — — — —
St 622 — — — — — — — — — — — — —
St 624 — — — — — — — — — — — — —
St 626 — — — — — — — — — — — — —
St 631-1 — — — — — — — — — — — — —
St 634-2 — — — — — — — — — — — — —
St 641 — — — — — — — — — — — — —
St 643 — — — — — — — — — — — — —
St 645 — — — — — — — — — — — — —
St 646 — — — — — — — — — — — — —
St 652 — — — — — — — — — — — — —
St 20.1 — — — — — — — — — — — — —
(SK)

SK: Starter Kiiltiir —: direngli
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Cizelge 4.3 1 adet endiistriyel, digerleri pastdrize siitlerden izole edilmis toplam 13 adet Lb. bulgaricus susunun ¢esitli siit iiriinlerinden
izole edilmis 13 adet Lb. bulgaricus fajina kars1 direnglilikleri

Sus Faj Kodu
Kodu ®231- OVI- OVI- DdV2-  PV2-  DV2- DV2- DV2- dV2-  DdV2- DV2- DdV2- DV2-
X17 X19  X20 X2l X22 X23 X24 X25 X26 X27 X288  X29 X30
Lb 132 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1312-1 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1313-1 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1319 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1332-1 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1415 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1451-1 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1415-2 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1421-1 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1433-1 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1471 + + + + + + + + + + + + +
Lb 1472 + + + + + + + + + + + + +
Ch-Lbl12 — — — — — — — — — — — — —
(SK)
SK: Starter Kiiltiir —: direngli +: duyarl

66



Cizelge 4.4 1 adet endiistriyel, digerleri pastorize siitlerden izole edilmis toplam 13 adet Lb. bulgaricus susunun ¢esitli siit iiriinlerinden
izole edilmis 10 adet S. thermophilus fajina kars direnglilikleri

Faj Kodu

Sus

Kodu St St St St St St St St St St

®B3-X11 ®B3-X12 ®B3-X13 ®B3-X14 ®B3-X15 ®B3-X16 ®B3-X17 ®B3-X18 ®B3-X19 ®B3-X20

Lb 132 — — — — — — — — — —
Lb 1312-1 — — — — — — — — + —
Lb 1313-1 - + + — — — — — — —
Lb 1319 — — — — — — — — — —
Lb 1332-1 — — — — — — — — — —
Lb 1415 — — — — — — — — — —
Lb 1451-1 — — — — — — — — — —
Lb 1415-2 — — — — — — — — — —
Lb 1421-1 — — — — — — — — — —
Lb 1433-1 — — — — + _ _ _ _ _
Lb 1471 — — — — — — — — — —
Lb 1472 — — — — — — — — — —

Ch-Lb12 - - - - - - - - - -
(SK)

SK: Starter Kiiltiir —: direngli +: duyarl
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4.2 Fajlarin molekiiler diizeyde tanimlanmasi

4.2.1 Yapisal Proteinler

4.2.1.1 S. thermophilus fajlarimin yapisal protein profillerine gore tanimlanmasi

Endistriyel S. thermophilus B3, 231 ve 709 suslarina 6zgiil toplam 26 adet S.
thermophilus faji Bolim 3.2.4.1°de anlatildigi gibi konsantre edilmis, 5 dakika
kaynayan suda bekletilerek denatiirasyonlar1 saglanmis (Yoon et al. 2001) ve SDS-
PAGE yontemiyle yapisal proteinleri belirlenmistir (Laemmli 1970). Fajlarin sahip
olduklar1 protein biiyiikliiklerinin hesabi, yiiksek ve diisiik protein biiyiikliigii araligina
sahip merdivenler kullanilarak, Biasis Ltd. St. tarafindan gelistirilen EJA-09 adli

program ile yapilmustir.

S. thermophilus B3, 231 ve 709 ticari kiiltiirlere etkili fajlarin protein profilleri
incelendiginde ¢ok goze ¢arpan farkliliklarin olmadigi tespit edilmistir. Buna ¢ig ve
pastdrize siitlerden izole edilen fajlar da dahildir. B3 S. thermophilus fajlarinin protein
bantlar1 arasindaki farkliliklar ¢ogunlukla, Sekil 4.1°de gorildigi tizere ilk yogun
bantlarin ardindan gelen proteinlerden kaynaklanmaktadir. B3-X17 ve B3-X18
fajlarinin 52.1 kDa’luk bantlarinin olmadigi, B3-X20 fajinin ise digerlerinde olmayan
94.4 kDa’luk bir banta sahip oldugu dikkati ¢ekmektedir. Birbirleriyle ayni protein
profili veren B3-X13 ve B3-X15 fajlarinin, hepsinde ortak olan 56.8 kDa
biiyiikliigiindeki bantlarin digerlerine gore daha az, yine ortak olan 63.5 kDa
biiytikliigiindeki bantin ise daha yogun oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak ®B3-
X17 ve ®B3-X19’un ilk yogun bantlarinin ardindan gelen ve farklilik yaratan
fragmentlerinin  digerlerinden daha yogun oldugu anlagilmigtir. 52.1 kDa

biiyiikliigiindeki protein bantinin yoklugu, B3-X12 fajin1 1. gruptan ayirmistir.
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Marker
«— 205 kDa

«— 116 kDa
«— 97.4kDa
«— 84 kDa

«— 66 kDa

«— 55kDa

«— 45kDa

«— 36 kDa

«— 29kDa

Sekil 4.1 S. thermophilus B3 suslarina etkili fajlarin protein profilleri

1. ®1B3-A 5. ®B3-X13 9. ®B3-X16  13. ®B3-X20

2. D2B3-A 6. ®B3-X14 10. ®B3-X17 14. Marker (diistik protein agirlig)
3. ®B3-X11 7. Marker (Miks) 11. ®B3-X18

4. ®B3-X12 8. ®B3-X15 12. ®B3-X19

Homolog konakgilar1 709 ve 231 olan S. thermophilus suslarina 6zgiil fajlarin protein
profilleri ayr1 bir jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.2). 709 fajlarinin sahip olduklar1
protein bantlarinin 6zdes, 231 fajlarmin ise B3 fajlarinda oldugu gibi kii¢iik farkliliklar
gostererek birbirlerinden ayrildiklar: tespit edilmistir. Bununla birlikte hepsinde sabit

ve onemli olan 30.6 ve 27.3 kDa biiyiikliiglindeki protein bantlarinin varligidir.

709 fajlarinin tamaminda oldugu gibi 231-X6, 231-X7 ve 231-X23 fajlarinin da ilk

yogun protein bantlarindan sonra gelen ikinci bantlara sahip olmadiklar1 tespit
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edilmigtir. Ayrica 231-X8 ve 231-X23 fajlarinda 52.1 kDa biiyiikliigiindeki bantin

varligina rastlanmamagtir.

Marker
«— 205 kDa

— 116 kDa
— 97.4%kDa
«— 84 kDa

«— 66 kDa

«— 55kDa

«— 45kDa

«— 36kDa

29 kDa
24 kDa

Sekil 4.2 S. thermophilus 709 ve 231 suslarina etkili fajlarin protein profilleri

1. ®709-X1 5. ®709-X5 9. ®231-X8 13. ®231-X22
2. ®709-X2 6. ©231-X6 10. ®231-X9  14. ®231-X23
3. ®709-X3 7. ®231-X7 11. ®231-X10 15. Marker (Miks)

4. ©709-X4 8. Marker (Miks) 12. ®231-X21 16. Marker (disiik protein agirlig)

Elde edilen profillerin birarada degerlendirilmesi durumunda 8 farkli profilin ortaya

ciktig1 gortilmektedir.

231S-AIMO fajmin protein profilinin goriintiilenecegi jele, ®B3-X12, ®709-X3 ve
®231-X7 faj oOrnekleri de yiliklenmistir (Sekil 4.3). Bdyle yapilmasinin nedeni

konakgilar1 farkli ancak birbirine ¢ok benzer profil veren bu fajlardan hangisine

70



benzeyeceginin saptanmasinin kolaylastirilmasidir. Sekil 4.3’den de anlasilacag tizere

bu fajin sahip oldugu protein bantlarinin, ®231-X7 proteinleri ile ayni oldugu

saptanmigtir.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup
D231-X6 231-X8 ®231-X10 ®231-X21
®231-X7 ®1B3-A ®B3-X20

®©231S-AIMO ®2B3-A ®B3-X11
®709-X1 ®B3-X14
D709-X2 ®B3-X16
O709-X3 ®B3-X17
D709-X4 ®231-X10
D709-X5
1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup
153 153 153 153
149 149 149 149
112 112 112 112
82.5 103 97 104
75 82.5 82.5 82.5
63.5 75 75 75
56.8 63.5 63.5 63.5
52.1 56.8 56.8 56.8
47.1 47.1 52.1 52.1
40.8 40.8 47.1 47.1
30.6 30.6 40.8 40.8
27.3 27.3 30.6 30.6
27.3 27.3
5. Grup 6. Grup 7. Grup 8. Grup
®231-X23 ®231-X9 O®B3-X19 O®B3-X12
®B3-X18 ®231-X22
®B3-X13
®B3-X15
5. Grup 6. Grup 7. Grup 8. Grup
153 153 153 153
149 149 149 149
112 112 112 112
82.5 103 103 97
75 82.5 94.4 82.5
63.5 75 82.5 75
56.8 63.5 75 63.5
47.1 56.8 63.5 56.8
40.8 52.1 56.8 47.1
30.6 47.1 52.1 40.8
27.3 40.8 47.1 30.6
30.6 40.8 27.3
27.3 30.6
27.3
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205 kDa—

1. Marker
2. ®231S-A1IMO 116 kDa—
3. ®B3-X12 97.4 kDa—
4, ®709-X3 84 kDa —
5. ®231-X7
66 kDa—
55 kDa—
45 kDa—
36 kDa—

Sekil 4.3 S. thermophilus B3, 709 ve 231 suslarina etkili bazi fajlarin protein profilleri

4.2.1.2 Lactobacillus bulgaricus fajlarimin yapisal protein profillerine gore

tanimlanmasi

Lb. bulgaricus Y4 starter susu ile gesitli siit iiriinlerinden ve ¢ig siitlerden izole edilmis
olan 12 adet fajin SDS-PAGE ile protein profilleri belirlenmis ve Sekil 4.4’de
verilmistir. Fajlarin tamamimin 100.8, 50 ve 26.2 kDa’luk yogunluklar1 fazla olan
bantlara sahip olduklar tespit edilmistir. Y4-X2, Y4-X5, Y4-X8, Y4-X9, Y4-X10, Y4-
X12, Y4L-A ve Y4L-Z fajlarinin profillerinde bu bantlara ek olarak 65 kDa’luk yogun
ek bir bantin varligina rastlanmistir. 5. ve 6. kuyucuklara bakildiginda fajlarin
gosterdigi farkl profiller daha iyi anlasilmaktadir. Bu bantlara ek olarak tiim fajlarin 83
ve 73 kDa’luk proteinlerinin de bulundugu goriilmiistiir. Fajlarin, bu biiylik protein
bantlar1 disinda diisiik molekiil agirligina sahip proteinleri de oldugu tespit edilmistir.
Her bir faja ait protein bantlarinin biiytikliigli asagida verilmistir. Sekil 4. 4’de yer alan
biiyiik jelin yaninda, ayrica ®Y4-X9 ve ®Y4-X10’a ait protein profillerinin gorildiigi
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bir jel bulunmaktadir. Ikinci jelin eklenmesinin nedeni biiyiik jelde Y4-X10 fajina ait

protein bantlarinin tam seg¢ilemiyor olmasidir.

Sekil 4.5 incelendiginde ise, Y4 Lb. bulgaricus fajlarina ait major protein bantlari
gorlilmektedir. Bu bantlar ilk denemede elde edilmistir. Ancak daha yiiksek molekiil
agirhigina sahip bantlar goriilememistir. Bu nedenle yeni faj konsantreleri hazirlanmis
ve Sekil 4.4’de verilen jel elde edilmistir. Fakat en son yapilan Y4 Lb. bulgaricus
fajlara ait bu jelde major protein bantlarinin goriintiileri yakalanamamistir. Bu
bantlarin biiytikliikkleri marker ile karsilastirilarak 29.6, 29.2 ve 26.2 kDa olarak
hesaplanmis ve asagida bu ve diger bantlara sahip faj gruplar1 verilmistir. Sekil 4.5°de
diger jelde bulunmayan Y4-X7 ve Y4-X11 fajlarina ait major protein bantlar1 da
goriilmektedir. Ancak DNA kesim caligmalar1 ve protein profilleri i¢in aym sayida faj
(Cizelge 3.1-3.2) kullanildigindan burada fazladan jele yiiklenen faj protein bantlar

degerlendirmeye alinmamustir.

Cig siitlerden izole edilmis olan Y4L-A ve Y4L-Z fajlarimin diigiik molekiil agirligina
sahip protein bantlar1 gériintiilenememistir. Ug biiyiik yogun bant1 (100, 65 ve 50 kDa)
olan diger fajlarla karsilastirildiklarinda ya 29.6, 29.2 ve 26.2 kDa’luk ii¢ banta yada
29.2 ve 26.2 kDa’luk iki banta sahip olmalar1 gerektigi diislintilmektedir. Boyle olmasi

durumunda 2. veya 4. grupta yer alacagi varsayilabilir.

1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP 4. GRUP
DY4-X1 DY4-X2 DY4-X3 DY4-X5, PY4-X8,
DY4-X6 dY4-X10 DY4-X4 DY 4-X9,0Y4-X12
100.8 100.8 100.8 100.8
&3 83 83 83
73 73 73 73
~65 65 ~65 65
50 50 50 50
29.6 29.6 29.2 29.2
26.2 29.2 26.2 26.2
26.2
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X10X9

«— 116 kDa

«— 97.4kDa
«— 84 kDa

«— 66 kDa

«— 55kDa

«— 45kDa

«— 36kDa

Sekil 4.4 Homolog konakgis1 Y4 olan Lb. bulgaricus fajlarinin protein profilleri

1. dY4-X1 4. ®Y4-X4 7. DY4-X8 10. ®Y4-X12

2. dY4-X2 5. dY4-X5 8. DY4-X9 11. dY4L-A

3. dY4-X3 6. DY4-X6 9. dY4-10 12. ®Y4L-Z
13. Marker

Lb. bulgaricus V1 ve V2 suslarina etkili fajlarin sahip olduklar1 yapisal protein
sablonlar1 da ¢ikarilmis ve bu proteinlerin biiyiikliikleri hesaplanmistir (Sekil 4. 6-4.7).
Cig siit izolatlar1 dahil fajlarin tamaminin 101.07, 64.2 ve 49.5 kDa biiytikliiglinde ti¢
protein bantina sahip olduklar tespit edilmistir. Bu biiyiikliikler, Y4 fajlarinin protein
biiytikliikleri ile karsilastirildiginda ¢ok da farkli bulunmamistir. Biiytikliiklerdeki artig
yada azaliglarin dlgtimlerdeki kiiclik hatalardan kaynaklandigi ¢ok agiktir. Ayni durum
kiiciik bantlar i¢in de gegerlidir. V1 ve V2 Lb. bulgaricus fajlarinin sahip olduklart bu
bantlarin biiytikliikleri 30.17, 29.93 ve 27.2 kDa’dur (Sekil 4.7). Profiller arasindaki
farkliliklar da bu bantlarin olup olmayisina baglidir.
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L 2 3 4 5 ¢ T & 2 11 RS

— 116 kDa
«— 97.4kDa
— 84 kDa

< 66 kDa

«— 55kDa

«— 45 kDa

«— 36 kDa

«— 29 kDa
«— 24kDa

Sekil 4.5 Homolog konakgis1 Y4 olan Lb. bulgaricus fajlarinin major proteinleri

1. ©Y4-X1 4. ®Y4-X4 7. Marker 10. ®Y4-X9

2. 0Y4-X2 5. dY4-X5 8. dY4-X7 11. ®Y4-X10

3. dY4-X3 6. PY4-X6 9. ®Y4-X8 12. ®Y4-X11
13. ®Y4-X12

Fajlardan V1-X19, V2-X21, V2-X22, V2-X26 ve V2-X27 bu bantlarin hepsine sahiptir.
DV2-X24, ®V2-X25 ve ®V2-X28, 30.17 ve 27.2 kDa; ®V2-X23 ise 29.23 ve 27.2
kDa biiyiikliiglindeki bantlara sahiptir. Bu sonuglar dogrultusunda ®V1-X19, ®V2-
X21, ®V2-X22, ®V2-X26 ve ®V2-X27, Y4 fajlarindan Y4-X2 ve Y4-X10’un
bulundugu gruba; V2-X23 faji, ®Y4-X5, ®Y4-X8, DY4-X9, @Y 4-X12’nin bulundugu
gruba dahil edilmis; ®V2-X24, ®V2-X25 ve ®V2-X28 ise Y4 fajlar1 ise kendilerine

birebir uyum saglayan bir grup olmadigindan ayr1 bir sinif olarak diislintilmiistiir.
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Fajlarin ayrica yogunluklar1 az olan 80.8, 71.3, 60.9 kDa biiyiikliigiinde proteinlere de
sahip oldugu tespit edilmistir. Bu proteinler de, Y4 fajlariin sahip oldugu az

yogunluktaki proteinlerle benzerlik gostermektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
L. bulgaricus V1-V2

«— 116 kDa

97.4 kDa
«— 84 kDa

1

«— 66 kDa

«— 55kDa

«— 45 kDa

«— 36kDa

Sekil 4.6 Homolog konakgis1t V1 ve V2 olan Lb. bulgaricus fajlarinin protein profilleri

1. ®VIL-A 4. ®V2-X22 7. Marker 10. ®V2-X27

2. ®VI1-X19 5. ®V2-X23 8. dV2-X25 11. ®V2-X28

3. dV2-X21 6. ®V2-X24 9. ®V2-X26 12. ®V2L-A
13. ®V2L-Z
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«— 116 kDa
«— 97.4kDa
«— 84 kDa
«— 66 kDa

«— 55kDa

«— 45 kDa

«— 36kDa

«— 29kDa
«— 24 kDa

Sekil 4.7 Homolog konakg¢ist V1 ve V2 olan Lb. bulgaricus fajlarinin sahip olduklar

major proteinler
1. ®V1-X19 4. ®V2-X22 7. ®V2-X24 10. ®V2-X27
2. dV1-X20 5. ®V2-X23 8. DV2-X25 11. DV2-X28
3. dV2-X21 6. Marker 9. ®V2-X26

Konakgis1 Y4 olan Lb. bulgaricus fajlar1 gibi, V1 ve V2 konakeilarina 6zgiil fajlarin ilk
denemelerde major proteinleri goriintiilenmis ancak daha sonra farkli yiiriitme kosullar
ve jel konsantrasyonlari denense de basarili olunamamistir. Bu nedenle major
proteinlere ait jel, ilk deneme de elde edilen hali ile verilmistir (Sekil 4.7). Bu jelde V2
Lb. bulgaricus susuna 6zgiil ve V1-X20 fajina ait bantlar da goriilmektedir. Ancak daha
once de belirtildigi gibi ¢aligmalar, DNA kesimleri ile paralel yiiriitiildiiginden bu faja

ait protein profili de degerlendirmeye alinmamustir.
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4. 2. 2 Restriksiyon endoniikleaz kesim profilleri

4. 2. 2. 1 S. thermophilus fajlarmin restriksiyon endoniikleaz kesim profillerine

gore tammlanmasi

Homolog konakgilar1 B3, 231 veya 709 kodlu endiistriyel suslar olan 26 adet S.
thermophilus faji; EcoRI, EcoRV, HindIlIl, Clal, Haell, Hhal, Pstl, BamHI restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesime alinmistir. % 0.8-1’lik agaroz jele yiiklenen DNA
fragmentleri GEL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM (A.U. Veterinerlik Fakiiltesi

Viroloji Boliimii) ile goriintiilenmistir.

PstI kesimi i¢in hem Sigma hem de Fermentas marka enzim kullanilmis ancak saglikli

sonug¢ alinamamustir.

S. thermophilus faj DNA’larmin EcoRI kesimi

26 adet S. thermophilus fajinin ECORI enzimi ile kesim sonucunda 5 farkli fragment
profili elde edilmistir (Sekil 4.8). Kasar peyniri iiretimi amaciyla pastorize edilen siitten
izolasyonu basarilan 231S-A1MO faj1, 25 adet fajdan farkli kesim profili vererek ayr
bir genomik yapiya sahip oldugunu gostermistir. ®B3-X17 ikinci grubu, ®231-X23
ticlincli grubu, ®B3-X20 ile ®231-X6 ise dordiincii grubu olusturmuslardir. Fajlarin
geri kalan 21 adedi ise 5. grup igerisinde toplanmistir. Her bir grubu temsil eden fajin

fragment biiyiikliikleri agagida verilmis ve genom biiytikliikleri hesaplanmistir.
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"y gree-Suy

«—21.2kb
«—5.1kb
«—2.0kb
—1.3kb

«—0.8 kb
«—0.5kb

Sekil 4.8 S. thermophilus faj DNA’larinin ECORI kesimi sonucu olusan fragmentleri

1. ®1B3-A 8. PB3-X16 15. ®231-X8 22. ®709-X2

2. ®2B3-A 9. ®B3-X17 16. ®231-X9 23. ®709-X3

3. ®B3-X11 10. ®B3-X18 17. ®231-X10 24. ©709-X4

4. ®B3-X12 11. ®B3-X19 18. ®231-X21 25. ®709-X5

5. ®B3-X13 12. ®B3-X20 19. ®231-X22 26. ®231S-A1MO
6. ®B3-X14 13. ®231-X6 20. ©231-X23 M: Marker

7. ®B3-X15 14. ®231-X7 21. ©709-X1
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®231-X22

®231S- DB3-X20 -
MARKER ATMO OB3-X17  ®231-X23 o (v2e0 c?a%;er
21226 18320 18320 18320 18320 18320
5148 15995 15995 15995 15995 15995
4268 3635 6116 4809 4674 7085
3530 2838 3291 2838 2838 2838
2027 916 1030 916 916 916
1904 315 315 315 315 315
1584 145 145 145 145 145
1375
947
831
564
DNA 42164baz  45212baz  43338baz 43203 baz 45614 baz
bilyiikliigii

Fragmentlerden ortak oldugu anlasilan 18320, 15995, 315 ve 145 baz biiytikliiglindeki
bu bantlar koyu yazilmstir.

S. thermophilus faj DNA’larimin ECORV kesimi

Fajlar, ECORV enzimi ile kesimleri sonucu 9 farkli fragment sablonu vermistir. ECORI
kesiminde ayni fragment profiline sahip olan ve 5. grupta bulunan ®709-X1, ®B3-
X11, ®B3-X12, B3-X15 ve ®B3-X19’un bu enzim kesimi ile ayr1 gruplarda yer aldig1
goriilmistlir. Bunlar gibi dordiincii grupta bulunan 231-X6 ve B3-X20 fajlarinin da
birbirlerinden farkli profil verdigi saptanmustir. ®231S-A1MO ve ®231-X23 ise yine

ayr1 gruplarda yer almistir.
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Sekil 4.9 S. thermophilus faj DNA’larinin ECORV kesimi sonucu olusan fragmentleri

1. ®1B3-A 8. PB3-X16 15. ®231-X8 22. ©709-X2

2. ®2B3-A 9. ®B3-X17 16. ®231-X9 23. ®709-X3

3. ®B3-X11 10. ®B3-X18 17. ®231-X10 24. ©709-X4

4. ®B3-X12 11. ®B3-X19 18. ®231-X21 25. ®709-X5

5. ®B3-X13 12. ®B3-X20 19. ®231-X22 26. ®231S-A1IMO
6. ®B3-X14 13. ®231-X6 20. ©231-X23 M: Marker

7. ®B3-X15 14. ®231-X7 21. ©709-X1

Tim faj DNA’larinda, ECORV kesimi sonucunda 9 fragmentin ortak oldugu

goriilmektedir.
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Marker ®B3-X11 ®B3-X12 ®B3-X15 ®B3-X19
(diger 17 faj)

21226 10344 10344 10344 17977
5148 8383 8883 8883 10344
4268 6284 6284 6284 8883
3530 4403 4403 4403 6284
2027 3365 3365 2926 4403
1904 2994 2582 2659 2994
1584 1817 1817 2582 2582
1375 1645 1645 1817 1817
947 1441 1441 1645 1645
831 613 613 1441 1441
564 374 374 613 613

374 374

Toplam DNA 41382 baz 41753 baz 44747 baz 59359 baz

Biyiikligii

®B3-X20 ®231-X6 ®231-X23  ®231S-AIMO  ®709-X1
10344 10344 10344 10344 10344
8883 8883 8883 8883 8883
6284 6284 6284 6284 6284
4403 4403 4403 4403 4403
3899 3365 3365 3365 3899
3365 2582 1817 2994 2582
2994 1817 1645 1817 1817
2582 1645 1441 1645 1645
1817 1441 613 1441 1441
1645 1349 374 613 613
1441 613 374 374
1349 374
613
374

46096 baz 43102 baz 39171 baz 42165 baz 42287 baz
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709-X5

709-X4

709-X3

709-X2

231-X22

231-X21

231-X10

231-X9

231-X8

231-X7

231-X6

B3-X18

B3-X17

B3-X16

B3-X14

B3-X13

B3-X12

2B3A

1B3A

B3-X20

B3-X15

231S-A1MO

231-X23

709-X1

B3-X19

B3-X11
0.1

Sekil 4.10 EcoRV kesimi sonucu olusan fragmentlere gore fajlarin filogenetik
uzakliklar

S. thermophilus faj DNA’larmin Pvull kesimi

S. thermophilus fajlarinin Pvull enzimi ile kesimi sonucu 4 farkli fragment dizgesi elde
edilmistir. ECORI ve ECORV kesimlerinde hep ayr1 grupta bulunan ®231S-A1MO,
®231-X23 ve ®B3-X17, fajlarin ¢ogunlugunun bulundugu grupta yer almistir. ECORV
kesimi sonucu ayr1 gruba dahil edilmis olan 709-X1, B3-X15 ve B3-X19 fajlar1 Pvull

enzim kesimiyle de birbirinlerinden ayrilmislardir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 S. thermophilus faj DNA’larinin Pvull kesimi sonucu olusan fragmentleri

. ®1B3-A

. ®2B3-A

. ®B3-X11
. ®B3-X12
. ®B3-X13
. ®B3-X14
. ®B3-X15

NN N R W

8. ®B3-X16

9. ®B3-X17

10. ®B3-X18
11. ®B3-X19
12. ®B3-X20
13. ®231-X6
14. ®231-X7

84

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

®231-X8
D231-X9
®231-X10
D231-X21
®231-X22
®231-X23
®709-X1

22. ®709-X2

23. ®709-X3

24. ©709-X4

25. ®709-X5

26. ®231S-A1MO
M: Marker



Marker ®231S-A1MO ®709-X1 ®B3-X15 ®B3-X19

(diger 20 faj) ®B3-X11 ®B3-X20

21226 20363 20363 20363 20363
5148 13665 13665 13665 13665
4268 4198 4198 4198 4198
3530 3375 2277 3375 3183
2027 2277 885 3183 2277
1904 885 707 2277 885
1584 707 885 707
1375 707
947
831
564

Toplam DNA 43879 45280 48657 45279
Biyiikliigii

S. thermophilus faj DNA’larmin Clal kesimi

Clal restriksiyon enzimi ile kesime sokulan faj DNA’lar1 4 farkli fragment sablon
cikarmiglardir (Sekil 4.12). Diger enzimlerde oldugu gibi ®231-X23 ve ®B3-X19’un
profilleri digerlerinden farklidir. Bununla birlikte 709-X1, 231-X6, B3-X20 ve B3-X17,
stirekli ayn1 profili veren fajlarin bulundugu grupta yer almistir. B3-X14 faj1 ise ilk defa
diger faj DNA’larindan farkli bir profil gdstermistir. ikinci bantlarindan itibaren faj
DNA’larinin birbirlerinden farkli olup olmadigi incelenmistir. Bunun nedeni 17000-
18000 baz civarinda bulunan DNA fragmentlerinde kismi kesim olmasidir. Aralarinda
en uygun olanlar biiyiikliik hesaplamak i¢in secilmistir. Asagida her bir grubu temsil

eden fajlarin DNA’lariin ve fragmentlerinin biiyiikliikleri verilmistir.
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Sekil 4.12 S. thermophilus faj DNA’larinin Clal kesimi sonucu olusan fragmentleri

NN R W

. ®IB3-A

. ®2B3-A

. ®B3-X11
. ®B3-X12
. ®B3-X13
. ®B3-X14
. ®B3-X15

8. ®B3-X16

9. ®B3-X17

10. ®B3-X18
11. ®B3-X19
12. ®B3-X20
13. ®231-X6
14. ®231-X7
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15. ®231-X8
16. ®231-X9
17. ®231-X10
18. ®231-X21
19. ®231-X22
20. ©231-X23
21. ©709-X1

22. ©709-X2

23. ®709-X3

24. ©709-X4

25. ®709-X5

26. ®231S-A1MO
M: Marker



Marker ®B3-X14 ®709-X5 ®B3-X19 ®231-X23

(diger 21 faj) ®231S-A1MO

21226 14769 18134 18134 17639
5148 4268 5148 5148 4400
4268 3913 4400 4400 3785
3530 3424 3785 3785 3390
2027 3049 3390 3049 2894
1904 2868 2894 2631 2631
1584 2808 2631 1970 1970
1375 2508 1970 760 1521
947 1945 1521

831 1429

564

Toplam DNA 40981 baz 43873 baz 39877 baz 38230 baz
Biyiikliigii

26 adet S. thermophilus faj genomunun molekiil agirligi, ECORI, ECORV, Pvull ve Clal
restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu olusan fragmentlerin biiyiikliiklerinin
toplanmasiyla hesaplanmigtir. ECORI kesimine gore ayni grupta olan ve o grubu
temsilen gosterilen 231-X22 fajinin DNA biiyiikliigii 45614 baz olarak bulunmusken,
EcoRV kesiminde birbirinden ayrilan ®709-X1, ®B3-X11, ®B3-X12, B3-X15 ve
®B3-X19’un genom biiyiikliiklerinin ise sirastyla 42287, 41382, 41753, 44747 ve
59359 baz oldugu saptanmistir. B3-X15 fajinin genom biiyiikliigliniin diger dl¢limle
uyum sagladigir goriilmektedir. Fragmentlerden bazilarimin ayni biiyiikliikte olmasi
durumunda agaroz jelde ayni yerde toplanmasi séz konusu oldugundan 45000 bazdan
kii¢iik ¢ikan genom biiyiikliiklerinin nedeni bu olabilir. Ayn1 durum B3-X20 ve 231-
X23 fajlart i¢in de gecerlidir. Bununla birlikte ECORI kesiminde kismi kesimlerden
kaynaklanmis yanilmalar olabilir. Tiim bunlara ek olarak kesim kosullar1 ile enzim
aktivitesi ve kalitesinin énemli oldugu unutulmamalidir. ®231-X6 ve ®231S-A1MO
DNA biiytikliikleri ise neredeyse birebir uyum gostermektedir. B3-X19 fajinin
fragment dizilimi incelendiginde ise digerlerinde olmayan 17977 bazlik bir fragmentin
oldugu goriilmektedir. Biiylik olasilikla bu bantin kesimi tamamlanmamustir.
Dolayistyla bu fragment nedeniyle faj genomunun mol agirligi digerlerine oranla
oldukca yiiksek bulunmustur. Kesimin tamamlanmasi durumunda fajin genom

biiytikliigiiniin digerleri gibi 40000 baz civarinda olabilecegi diistiniilmektedir.
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Pvull ve Clal enzimi ile reaksiyona sokulan faj DNA’larinda da yine kismi kesimlere
rastlanmugtir. Ozellikle ilk iki bantta bu daha ¢ok goze carpmaktadir. Bu iki bantin
buiyiikliikleri asag1 yukari aymidir. Bilgisayar programi tarafindan fragment
biiytikliigiiniin hesabi i¢in isaretin tam olarak nereye konacagina karar vermek zordur
ve kisiden kisiye degismektedir. Bu nedenle DNA biiyiikliiklerinde farkli degerlere
ulasilmaktadir. Olgiimler arasinda 1-6 kb’hik farklhiliklar bulunmaktadir. Buna gore
genom biiyiikliiklerinin 41-45 kb arasinda degistigi sOylenebilir.

S. thermophilus faj DNA’larimin HindIII kesimi

HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesime alinan faj DNA’larmin fragment
profillerine ve biiylikliikklerine kismi kesimlerin fazla olmasi nedeniyle karar
verilememistir (Sekil 4.13). Bu nedenle kesim stiresi 37°C’de 2 saatten 37°C’de bir
geceye cikarilmigtir. Sekil 4.14°de goriildiigii tizere yine basarili olunamamistir. Hatta
709-X5 ve B3-X14 faj DNA’larinda kesim bolgesi bulunan HindIIl enziminin bu
denemede kesim yapamadigr goriilmiistiir. Buradan kesim kosullarinin ve enzim
aktivitesinin ne kadar 6nemli oldugu anlasilmaktadir. Bununla birlikte her iki fotograf
incelendiginde yine ®709-X5, ®231-X9, ®B3-X19, ®B3-X20 ve ®231S-A1MO faj

DNA’larinin bir fragmentle de olsa digerlerinden ve birbirlerinden ayrildig1 goéze

carpmaktadir.

Sekil 4.13 S. thermophilus faj DNA’larinin HindIII kesimi sonucu olusan fragmentleri
(37°C’de 2 saat)
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Sekil 4.13 (devam) S. thermophilus faj DNA’larmin HindIIl kesimi sonucu olusan
fragmentleri (37°C’de 2 saat)

NN DNk W~

. ®IB3-A

. ®2B3-A

. ®B3-X11
. ®B3-X12
. ®B3-X13
. ®B3-X14
. ®B3-X15

8. ®B3-X16

9. ®B3-X17

10. ®B3-X18
11. ®B3-X19
12. ®B3-X20
13. ®231-X6
14. ®231-X7

15. ®231-X8
16. ®231-X9
17. ®231-X10
18. ®231-X21
19. ©231-X22
20. ©231-X23
21. ©709-X1

22. ©709-X2

23. ®709-X3

24. ®709-X4

25. ®709-X5

26. ®231S-A1MO
M: Marker

Sekil 4.14 S. thermophilus faj DNA’larinin HindIII kesimi sonucu olusan fragmentleri
(37°C’de 1 gece)
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M 1 2
HindITiBir gecelik kesim stiresi)

Sekil 4.14 (devam) S. thermophilus faj DNA’larmin HindIII kesimi sonucu olusan
fragmentleri (37°C’de 1 gece)

. Marker 8. ®B3-X15 15. ®231-X7 22. ®709-X2

. ®1B3-A 9. ®B3-X16 16. ®231-X8 23. ®709-X3

. ©2B3-A 10. ®B3-X17 17. ®231-X9 24. ©709-X4

. ®B3-X11 11. ®B3-X18 18. ®231-X10 25. ®709-X5

. ®B3-X12 12. ®B3-X19 19. ®231-X22 26.®B3-X20 kesilmemis
. ®B3-X13 13. ®B3-X20  20. $231-X23 M: Marker

. ©®B3-X14 14. ®231-X6 21. ©709-X1

~N NN kW —

S. thermophilus faj DNA’larimin Pstl ve BamHI kesimleri

Fermentas ve Sigma marka Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile reaksiyona giren
S. thermophilus faj DNA’larinda saglikli bir fragment olusumu gézlenmemistir. Bu
nedenle Pstl enzimi ile kesimden vazgecilmistir (Sekil 4.15). BamHI enziminin ise bu

faj genomlar1 {izerinde tanima dizisinin olmadig1 anlasilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15 S. thermophilus faj DNA’larinin Pstl kesimi

1
2
3
4
5
6
7

. ®1B3-A

. ©2B3-A

. ®B3-X11
. ®B3-X12
. ®B3-X13
. ©®B3-X14
. ®B3-X15

8. ®B3-X16

9. ®B3-X17

10. ®B3-X18
11. ®B3-X19
12. ®B3-X20
13. ©231-X6
14. ®231-X7

15. ®231-X8
16. ®231-X9
17. ®231-X10
18. ®231-X21
19. ®231-X22
20. ©231-X23
21. ©709-X1
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22. ®709-X2

23. ®709-X3

24. ©709-X4

25. ®709-X5
26.0231S-AIMO
M: Marker



Sekil 4.16 S. thermophilus faj DNA’larmin BamHI kesimi

1. Marker 8. ®B3-X15 15. ®231-X7 22. ©709-X1

2. PIB3-A 9. ®B3-X16 16. ®231-X8 23. ®709-X2

3. ©2B3-A 10. ®B3-X17 17. ®231-X9 24. ©709-X3

4. ®B3-X11 11. ®B3-X18 18. ®231-X10 25. ©709-X4

5. ®B3-X12 12. ®B3-X19 19. ®231-X21 26. ©709-X5

6. ®B3-X13 13. ®B3-X20 20. @231-X22 27. ®231S-A1IMO
7. ®B3-X14 14. ®231-X6 21. ©231-X23 28. Marker

S. thermophilus faj DNA’larimin Hhal kesimleri

Hhal kesimi sonucu faj DNA’larinin, kismi kesimlerin varligina ragmen agik bir
sekilde 8 farkli fragment dizilimine sahip olduklar1 gorilmustir (Sekil 4.17-4.18).
Fajlardan 709-X1, B3-X20 ve 231-X6 daha onceki kesimlerde de dikkati cektigi gibi
sadece kendilerinin bulundugu ayr1 birer grup olusturmuslardir. Ilk defa ®231-X7 ve
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®231-X8’in fajlarin ¢ogunlugunun bulundugu gruptan ayrilip ayr1 bir grup
olusturduklart goriilmiistiir. ®B3-X12, ®B3-X18 ve ®709-X4 birleriyle benzer; ®B3-
X15 ve ®B3-X19 birbirleriyle 6zdes; ®B3-X17, ®231S-AIMO ve ®231S-X23
birbirleriyle ayn1 fragment dizilimi gostermislerdir. Geri kalan 13 faj ise baska bir grup

olusturmustur.

1 2 3
S. thermophilus 231 Hhal

Sekil 4.17 S. thermophilus faj DNA’larimin Hhal kesimi

1. Marker 8. ®231-X22

2. ®231-X6 9. ®231-X23

3. ®231-X7 10. ®231S-A1MO
4. ®231-X8 11. ®1B3-A

5. ®231-X9 12. ®2B3-A

6. ®231-X10 13. ®B3-X17

7. ®231-X21
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1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16

S. thermophilus Faj DNA Hha I Kesimi

Sekil 4.18 S. thermophilus faj DNA’lariin Hhal kesimi

1. Marker 5. ®B3-X14 9. ®B3-X18 13. ®709-X2
2. ®B3-X11 6. PB3-X15 10. ®B3-X19 14. ®709-X3
3. ®B3-X12 7. ®B3-X16 11. ®B3-X20 15. ®709-X4
4. ®B3-X13 8. DB3-X17 12. ®709-X1 16. ®709-X5

S. thermophilus faj DNA’larimin Haell kesimleri

26 adet S. thermophilus fajinin Haell restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesime
almmastir. Sekil 4.19°dan da goriildiigii lizere olusan fragmentlerinin 1yi ayrilamamasi
ve denemenin tekrarlanamamasi nedeniyle tam bir sonu¢ alinamamistir. Bununla
birlikte jel fotograflari dikkatle incelendiginde ®B3-X17, ®B3-X18, ®B3-X19, ®231-
X21, ®231-X23 ve ®709-X1 DNA kesim profillerinin birbirlerinden farklilasabilecegi

gorilmistiir.

94



1 12 13

Haell

16 17 18

20

21 22

25 26 M

Sekil 4.19 S. thermophilus faj DNA’larinin Haell kesimi

1
2
3
4
5
6
7

. ®IB3-A

. ®2B3-A

. ®B3-X11
. ®B3-X12
. ®B3-X13
. ®B3-X14
. ®B3-X15

8. ®B3-X16

9. ®B3-X17

10. ®B3-X18
11. ®B3-X19
12. ®B3-X20
13. ®231-X6
14. ©231-X7
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15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

®231-X8
®231-X9
®231-X10
®231-X21
®231-X22
®231-X23
®709-X1

22. ®709-X2

23. ®709-X3

24. ®709-X4

25. ®709-X5

26. ®231S-A1MO
M: Marker



4.2.2.2 Lb. bulgaricus fajlarinin restriksiyon endoniikleaz kesim profillerine gore

tanimlanmasi

Endiistriyel Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil, Cizelge 3.2°de verilen 24 adet faj EcoRI,
EcoRV, Pvull, HindIll, BamHI, Hhal restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesime

alinmis, olusan fragment dizilimlerine gore fajlar siniflandirilmaya ¢alisilmstir.

Kesime alian fajlar arasinda 231 ve V2 ticari Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil sirasiyla
®231-X17 ve ®V2-X29 ile Lb. bulgaricus ATCC 11842 referans susu ile ¢ig siitten
izole edilen ®LbA-Z olarak kodlanan fajlar da bulunmaktadir (Sekil 4.21-4.23). Ancak
bu fajlara ait kesimlerden saglikli sonuglar alinamadigindan Cizelge 3.2°de verilmemis

ve degerlendirmeye alinmamustir.

Lb. bulgaricus faj DNA’larinin ECORI kesimi

Cig siitlerden izole edilmis fajlar dahil 24 adet Lb. bulgaricus fajinin (Cizelge 3.2)
saflagtirilan ve konsantre edilen DNA’lari, ECORI enzimi ile kesime sokulmustur.
Kesim sonucunda Y4-X2, Y4-X4, Y4-X5, Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10 faj DNA’lar
birinci grubu, geri kalan 18 adet faj ise ikinci grubu olusturmustur. Sekil 4.20’de
goriildiigli tizere 3 numarali kuyucukta yer alan Y4-X22 fajinin diger fajlardan 2027
bazlik DNA fragmenti ile ayrildig1 goriilmiistiir. Biiytik olasilikla bu fragmentin varligi,
her fajin DNA fragmentinde goézlenen kismi kesimlerden kaynaklanmaktadir. Jel
fotograflar1 incelendiginde tiim fajlarin yaklasik ayn1 biiyiikliikteki ilk fragmente sahip
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.20-4.21). Ancak kesimin tamamlanmamasindan dolay1
iki bant seklinde karsimiza c¢ikmaktadir. 3. bantin ise yine kismi kesimden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Her iki grubu temsil eden fajlarin sahip olduklar

fragment biiyiikliikleri agagida verilmistir.
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DY4-X4 OV2-X24
(ve diger 5 faj) (ve diger 17 faj)
18320 18320
13379
3305
654 3305
654
22 329 baz 35 658 baz
genom biiytkligi genom biiyukligi

3 4 5 6 7 3 9

1 2 <
L. bulgaricus Eco RI

Sekil 4.20 Lb. bulgaricus faj DNA’larinin ECORI kesimi

1. Marker 3. ®V2-X22 5. DV2-X24 7. 0V2-X26 9. DV2-X28
2. 0V2-X21 4. dV2-X23 6. DV2-X25 8. OV2-X27

) 3 F E
.. bulgaricus Faj DNA Eco RI Kesimi (2)

Sekil 4. 21 Lb. bulgaricus faj DNA’larinin ECORI kesimi
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10 1 1
L. bulgaricus Faj DNA

13 14 15 16 17 18 19 20 21

Eco RI Kesum (2)

Sekil 4.21 (devam) Lb. bulgaricus faj DNA’larmin ECORI kesimi

1. Marker 7. DY4-X6 12. ®231-X17 17. ®Y4L-Z
2. ®Y4-X1 8. dDY4-X8 13. ®V1-X19 18. ®V2L-A
3. dY4-X2 9. ®Y4-X9 14. ®V2-X24 19. ®V2L-Z
4. ®Y4-X3 10. ®Y4-X10 15. ®V2-X29 20. ®VIL-A
5. dY4-X4 11. ®Y4-X12 16. DY4L-A 21. Marker
6. PY4-X5

Ik yapilan kesimlerin sonuglarindan siipheye diisiilmesi nedeniyle Y4-X2, Y4-X3, Y4-
X4, Y4-X5, Y4-X6, Y4-X8 faj genomlari ile tekrar kesime gidilmistir. Inkiibasyon
stiresinin uzatilmasi, kullanilan enzim miktarinin artirillmasi ve kesime giren DNA
miktarinda degisiklik yapilmasi ilk denemeden farkli bir sonucun alinmasini
saglamamistir (Sekil 4.22). Dolayisiyla faj genomlarinin daha once de bahsedildigi

sekilde fragment dizilimine sahip olduklar1 gortilmiistiir.
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Sekil 4.22 Lb. bulgaricus faj DNA’larinin ECORI kesimi (2. ve 3. denemeler)

1. ®Y4-X2 (Kesilmemis) 4. dY4-X4 7.0Y4-X8 10. PY4-X5
2. 9Y4-X2 5. dY4-X5 8. ®231-X17 11. DY4-X6
3. dY4-X3 6. PY4-X6 9. 0Y4-X4 12. PY4-X8

Alt1 ¢izili fajlara ait goriintiiler 3. denemeye aittir.

Lb. bulgaricus faj DNA’larimin ECORYV Kkesimi

Lb. bulgaricus faj DNA’larimin diger enzimlerle kesimlerden ¢ok saglikli olmasa da
sonug alinabiliyorken ECORYV ile kesiminden, jel fotograflarindan da anlasilacagi iizere
DNA kalitesine ve enzim faktoriine bagli olarak iyi bir veri elde edilememistir (Sekil

4.23-4.24).
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[k 2 3
|
L. bulgaricus Eco RV Kesimi

% !uuh&uuuu

(W

Sekil 4.23 Lb. bulgaricus faj DNA’larmin ECORV kesimi

1. Marker 7. DY4-X6 13. ®V1-X19 19. ®V2L-Z
2. PY4-X1 8. DY4-X8 14. ®V2-X24 20. ®LbA-Z
3. dY4-X2 9. ®Y4-X9 15. ®V2-X29 21. ®VIL-A
4. ®Y4-X3 10. ®Y4-X10 16. ®Y4L-Z 22. Marker
5. dY4-X4 11. ®Y4-X12 17. DY4L-A

6. PY4-X5 12. ®231-X17 18. ®V2L-A

2 3
L. bulgaricus Eco RV

c-‘--'bwww
- e——

Sekil 4.24 Lb. bulgaricus V2 X21-X28 faj DNA’larinin ECORV kesimi
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1. Marker 3. ®V2-X22 5. DV2-X24 7. 0V2-X26 9. DV2-X28
2. 0V2-X21 4. dV2-X23 6. DV2-X25 8. OV2-X27

Lb. bulgaricus faj DNA’larinin Pvull kesimi

Lb. bulgaricus faj DNA’larinin, Pvull ile kesime sokulmasi ile ECORI kesiminde alinan
sonuclara ulasilmig, yani iki kesim birbirini dogrulamigtir. Bu sonuca varilmasinin
nedeni Pvull’nin, ®Y4-X2, ®Y4-X4, ®Y4-X5, DY4-X6, PY4-X8 ve OPY4-X10
iizerinde kesim icin ihtiyaci olan tanima sekasnlarinin olmayisi ve ¢ig siit izolatlari
dahil diger tiim faj genomlarinin ECORI kesiminde oldugu gibi ayni profili vermesidir
(Sekil 4.25-4.6). Sekil 4.25°de de goriildiigii lizere ®Y4-X1’de kesim tamamlanamamis
ve 1yi bir kesim profili alinamamistir. Aymi sekilde Y4L-Z faj DNA’sinda digerlerinde
olmayan bir fragmentin varligindan emin olmak i¢in bu fajlarla tekrar kesim karigimlari
hazirlanmistir (Sekil 4.27). Bu kesim ile Y4-X1 fajinin DNA fragmentlerinin olusumu
saglanmis ve goriintiilenmistir. Uglincii bantin  kismi kesimden kaynaklandig:
distiniilmektedir. 1042 baz biiytikliigiindeki 6. fragment ise digerlerinde yoktur. Ancak
ayni sey ®Y4L-Z i¢in gecerli olamamistir. Kesim bolgesinin olmamasi nedeniyle Y4-
X2, Y4-X4, Y4-XS5, Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10 faj genom biiyiikliikleri
hesaplanamamistir. Grubu temsilen ®Y4-X1 ve ®Y4-X3 genomlarma ait fragment

biiytikliikleri asagida verilmistir.

dY4-X1 dY4-X3
14151 14151
9392 9392
2834 2834
1637 1637
1042 804
29056 baz genom biiytikligi 28818 baz genom biiyiikligii
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1 2 3 4 k) 6 7 8 9
L. bulgaricus Faj DNA Pvu IT Kesimi
e e g

Sekil 4.25 Lb. bulgaricus faj DNA’larmin Pvull kesimi

1. Marker 3. ®V2-X22 5. DV2-X24 7. 0V2-X26 9. DV2-X28
2. 0V2-X21 4. PV2-X23 6. DV2-X25 8. OV2-X27

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. bulgaricus Faj DNA Pvu II Kesimi

Sekil 4.26 Lb. bulgaricus faj DNA’larmin Pvull kesimi
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11: 12 13 14 15 16 17 18 19 20
. bulgaricus Faj DNA Pvu 11 Kesimi

Sekil 4.26 (devam) Lb. bulgaricus faj DNA’larinin Pvull kesimi

1. Marker 6. dY4-X5 11. dY4-X12
2. ®Y4-X1 7. DY4-X6 12. ©231-X17
3. dY4-X2 8. DY4-X8 13. ®V1-X19
4. ®Y4-X3 9. ®Y4-X9 14. ®V2-X24
5. DY4-X4 10. ®Y4-X10 15. ®V2-X29

Sekil 4.27 Lb. bulgaricus faj DNA’larinin Pvull kesimi (tekrar)
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16. ®Y4L-A
17. ®Y4L-Z
18. ®V2L-A
19. ®V2L-Z
20. ®VIL-A



1. ®Y4-X3(Kesim yapilmamas) 3. 0Y4-X3 5. DdY4L-Z
2. dY4-X1 4. ©231-X17

Lb. bulgaricus faj DNA’ larimin HindIIT kesimi

EcoRI ve Pvull restriksiyon endoniikleazlarla kesim sonucu Lb. bulgaricus fajlari
ancak 2 gruba ayrilmistir. HindIIl enziminin kullanimi sayesinde Y4-X2, Y4-X4, Y4-
X5, Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10 fajlarn disinda kalan diger fajlar1 da birbirlerinden
ayirmak miimkiin olabilmistir. HindIIl enziminin de, Y4-X2, Y4-X4, Y4-X5, Y4-X6,
Y4-X8 ve Y4-X10 faj genomlar {izerinde tanima sekansinin olmadigi tespit edilmistir.
Bu fajlara ek olarak konakgilart V2 Lb. bulgaricus ticari kiiltiirii olan fajlarda da (®V2-
X21, ®V2-X22, ®V2-X23 ve ®V2-X26) kesim bolgesinin olmadigr gorilmiistiir
(Sekil 4.28-4.29). Hem enzimin tanima bolgesinin olmadigindan hem de diger bazi faj
fragmentlerinin varligindan emin olmak amaciyla kesimler tekrarlanmistir. Ayri
fragment dizilimine sahip fajlardan Y4-X1, Y4-X3, Y4-X9, Y4-X12, V1-X19, V2-
X24, V2-X27 ve VIL-A faj DNA’ lan tekrarlanan denemelerde referans olmalari
acisindan tekrar kesime alinmiglardir. Enzim miktar1 10 u’den 15 u’e, inkiibasyon
siiresi de 2 saatten 3 saate g¢ikarilmistir. Enzim miktarinin ve inkiibasyon siiresinin
uzamasit Y4-X3, Y4-X9 ve Y4-X12 fajlarin fragment olusumunu etkilemezken, 2. ve 3.
tekrarlarda Y4-X1, Y4L-A, Y4L-Z, V2L-A ve V2L-Z faj genom fragmentleri ayirt
edilememistir. VIL-A faj genomunda ise sartlar ayni olmasina ragmen 2. denemede
sonu¢ alinamamus, 3. tekrarda ise fragmentler goriilmiistiir (Sekil 4.30-4.31). Bu
denemeler dogrultusunda ®V2L-A genomunun da Hindlll enzimi tarafindan
kesilemedigi tespit edilmistir. Kesime alinan tiim fajlar; faj fragment profillerine gore 8
grup olusturmustur. Bunlardan biri kesim yapilamayanlarin olusturdugu bir gruptur.
HindIII kesiminde fragment biiylikliiklerinin toplanmasi ile faj genomlarinin 29-37 kb

arasinda oldugu saptanmustir.
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1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup

dY4-X2 OVIL-A dY4-X1 DV2-X27
dY4-X4 dV2L-Z
dY4-X5 10746 15483 10746
dY4-X6 4944 6009 4944
dY4-X8 3499 4944 3499
dY4-X10 2327 2327 2983
dV2-X21 2169 2169 2169
dV2-X22 1409 1409 2118
dV2-X23 1331 1331 1409
dV2-X26 1127 1127 1331
OV2L-A 1092 1092 1127
1039 1039 1092
297 297 1039
111 111 297
111
Kesim yok 30 091 baz 37 338 baz 32 865 baz
5. Grup 6. Grup 7. Grup 8. Grup
dY4-X9 DY4-X12 dVI1-X19 dY4-X3, dV2-X24
dV2-X25.dV2-X28
10746 10028 10746 10028
4606 4606 4606 4606
2983 3825 3825 3825
2169 2983 2983 2169
2118 2169 2169 2118
1409 2118 2118 1409
1331 1409 1409 1331
1127 1331 1331 1127
1092 1127 1127 1092
1039 1092 1092 1039
297 1039 1039 297
111 297 297 111
111 111
29 028 baz 32 135 baz 32 853 baz 29 152 baz
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
. bulgaricus Faj DNA Hind 111 Kesimi

Sekil 4.28 Lb. bulgaricus faj DNA’larinin HindIII kesimi

1. Marker 3. ®V2-X22 5. DV2-X24 7.0V2-X26 9. DV2-X28
2. ®V2-X21 4. dV2-X23 6. PV2-X25 8. OV2-X27

1 z 3 & 5 6 1 8
L. bulgaricus Faj DNA HindIII Kesimi

BRU 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
L. bulgaricus Faj DNA Hind I1I Kesimi

Sekil 4.29 Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil faj DNA’larinin HindIII kesim sonuglari
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1. Marker 7. ®Y4-X6 13. ®V1-X19 18. ®Y4L-Z
2. 0Y4-X1 8. DY4-X8 14. ®V2-X24 19. ®V2L-A
3. 0Y4-X2 9. ®DY4-X9 15. ®V2-X27 20. dV2L-Z
4. ®Y4-X3  10. Y4-X10 16. ®V2-X29 21. dVIL-A
5.0Y4-X4 11. ©Y4-X12 17. ®Y4L-A 22. Marker
6. PY4-X5 12. ©231-X17

Sekil 4.30 Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil faj DNA’larinin HindIII kesim sonuglar1 (2.

deneme)
M: Marker 6. ®PY4-X6 12. ®V2-X29 18. ®Y4-X2 (kesim yapilmamis)
1. dY4-X1 7. DY4-X8 13. ®Y4L-A
2. dY4-X2 8. dY4-X9 14. ®Y4L-Z
3. dY4-X3 9. ®dY4-X10 15. ®V2L-A
4. dY4-X4  10. DY4-X12 16. DV2L-Z
5.DY4-X5 11, d231-X17 17. ®VI1L-A
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Sekil 4.31 Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil faj DNA’larinin HindIII kesim sonuglar1 (3.

deneme)

M: Marker
1. ®Y4-X2 (kesim yapilmamis)
2. dY4-X1
3. dY4-X2
4. dY4-X3
5. dY4-X4

6. ®Y4-X5
7. DY4-X6
8. dDY4-X8
9. ®Y4-X9
10. ®Y4-X10
11. ®231-X17

Lb. bulgaricus faj DNA’larinin BamHI kesimi

BamHI restriksiyon endoniikleaz enziminin, S. thermophilus fajlarinda oldugu gibi Lb.

bulgaricus faj genomlari {izerinde de kesim dizilerinin olmadig: tespit edilmistir (Sekil

4.34).
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12. ®Y4L-Z
13. ®V2L-A
14. ®V2L-Z
15. ®VIL-A
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Sekil 4.32 Lb. bulgaricus faj DNA’larinin BamHI kesimi

1. Marker 7. ®Y4-X6 13. ®V1-X19 19. ®V2-X26  25. ®V2L-Z
2. ®Y4-X1 8. dY4-X8 14. ®V2-X21  20. ®V2-X27  26. DV2L-A
3. dY4-X2 9. ®Y4-X9 15. ®V2-X22  21.®V2-X28  27. DLbA-Z
4. ®Y4-X3 10. ®Y4-X10  16. ®V2-X23  22. ®V2-X29  28. DVIL-A
5.0Y4-X4 11. dY4-X12  17. ®V2-X24  23. ®DY4L-Z 29. Marker
6. PY4-X5 12. ©231-X17 18. ®V2-X25  24. DY4L-A

Lb. bulgaricus faj DNA’larimn Hhal kesimi

Diger kesimlerde oldugu gibi oncelikle Lb. bulgaricus faj DNA’lar1 Hhal restriksiyon
enzimi ile 37°C’de 2 saat siliresince muamele edilmis ancak genomlarin ilk {ig
fragmentleri disinda digerlerinin 1yi ayrilamamasi nedeniyle ikinci bir deneme

kurulmustur. Enzim miktar1 15 u’e, inkiibasyon siiresi de 37°C’de 4 saate ¢ikarilmistir.
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Ancak elde edilen sonug ilkinden farksiz olmustur (Sekil 4.32). Bunun {izerine
reaksiyona giren enzim miktar1 ve inkiibasyon sicakligi ayni kalacak sekilde 3. bir
kesim daha yapilmistir. Olusan fragmentlerin gozlenebilmesi i¢in agaroz
konsantrasyonu % 1.5 olan jel hazirlanmis ve 45 V da gece boyu yiiriitiilmiistiir. Bu
islem sonucu elde edilen jel Sekil 4.33’de verilmistir. Y4-X1 fajinin digerlerinden
farkli oldugu ilk bakista dikkati gekmektedir. ®Y4-X3, ®Y4-X9 ve ®Y4-12 bir grupta,
V1-X19 faj1 da ayr1 bir grupta yer aldig1 goriilmiistiir. Cig siit izolatlar1 olan ®Y4L-Z,
OY4L-A, ®V2L-A, ®V2L-Z ve OVIL-A’nin da dordiincii grubu olusturdugu
saptanmigtir. Boylece Pvull ve ECORI kesimleri sonucunda ayni gruplarda yer alan
fajlar farkli gruplara dagilmistir. Hhal enziminin de ®Y4-X2, ®Y4-X4, ®Y4-X5,
DOY4-X6, DY4-X8 ve DY4-X10 genomlarinda kesim yapamadigr dikkat gekmistir.
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-

Sekil 4.33 Lb. bulgaricus suslarma 6zgiil faj DNA’larinin Hhal kesim sonuglar1 (2.

deneme)
1. Marker 7. DY4-X6 13. ®V1-X19  19. ®V2-X26  25. ®V2L-A
2. dY4-X1 8. dDY4-X8 14. ®V2-X21  20. dV2-X27  26. DV2L-Z
3. dY4-X2 9. ®Y4-X9 15. ®V2-X22  21.®V2-X28  27. ®VIL-A
4, ®Y4-X3 10. ®Y4-X10  16. ®V2-X23  22. ®V2-X29  28. Marker
5. dY4-X4 11. dY4-X12  17. ®V2-X24  23. DY4L-A
6. DY4-X5 12. ®231-X17 18. dV2-X25 24. ®Y4L-Z
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'.‘.J.D‘m -
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
[Lb. bulgaricus Hhal kesimi (bir gece)

M1 2345 6 7 89 101112 1314 1516 171819 20 2122 23 24 M

Sekil 4.34 Lb. bulgaricus suslarma 6zgiil faj DNA’larinin Hhal kesim sonuglari (3.
deneme)
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M: Marker 6. DY4-X5 13. ®V1-X19 20. DY4L-Z

1. ®Y4-X2 (kesim yapilmamis) 7. ®Y4-X6 14. ®V2-X24 21. ® Y4L-A
2. PY4-X1 8. DY4-X8 15. ®V2-X25 22. DV2L-A

3. dY4-X2 9. ®Y4-X9 16. ®V2-X26 23. DV2L-Z

4. ®Y4-X3 10. ®Y4-X10 17. ®V2-X27 24. ®VIL-A

5. dY4-X4 11. ®Y4-X12 18. ®V2-X28

12. ®231-X17  19. ®V2-X29

N

. 3. Faj replikasyon parametreleri

N

. 3. 1 Konakg1 suslarin gelisme egrilerinin ¢cikarilmasi

Fajin konak¢isina veya diger duyarli bir susa adsorbsiyon orani, faj niikleik asidinin
konakgiya infekte olduktan sonra olgun faj partikiillerinin olusumuna kadar gegen
latent periyot siiresi, infekte olan bakteriden liziz ile salinan 1. kusak faj sayis1 (patlama
buytkligii), fajin plak etkinligi ve plak morfolojisi faj gelisim parametreleri olup
standart kosullarda yiiriitiilen denemelerde belirlenir ve fajin daha iyi karakterize
olmasini saglar. Latent periyodun ve patlama biiyiikliigliniin belirlenmesi 1939’da Max
Delbriick ve Emory Ellis tarafindan gelistirilen tek asamali (one step) faj gelisim
denemelerinden sonra miimkiin olabilmistir (Ellis and Delbriick 1939). Faj gelisim
egrileri ¢ikarilmadan once fajin konakgisina % 90 oraninda veya lizerinde adsorbe
olmasi istenir. Gelisme evresinde sayisi (kob/ml) bilinen aktif konak¢1 hiicreler ile
titresi (pfu/ml) belli faj filtrati, faj multiplisitesi (MOI)= 1.0 (1:1) veya bircok halde
onerildigi gibi 0.1 (1:10) olacak sekilde karistirilip belli bir sicaklikta uygun bir siire
adsorbsiyon i¢in bekletildikten sonra tek asamali faj denemeleri igin gerekli islemlere
baslanir. Iste bu nedenle fajlarin konakgilarinin gelisme egrileri ¢ikarilmis, logaritmik
donemdeki aktif hiicre sayis1 ile kiiltlir ortaminin absorbansi arasindaki iligki
belirlenmistir. Bu sekilde MOI degeri i¢in belirli faj sayis1 ile karsilastirilacak olan
konake1 hiicre sayisina, konakgt hiicre siispansiyonunun absorbans degerine bakilarak

karar verilmistir.
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S. thermophilus fajlarinin konakgilarindan B3 ve 709 kodlu endiistriyel suslar ile Lb.
bulgaricus fajlarina konak¢1 gorevi yapan endiistriyel suslardan V1 ve Y4 bakterileri
sirasityla M17 broth ve MRS broth besiyerlerinde uygun sicaklikta (43°C) gelistirilmis,
gelisme siiresince 1 veya 2 saat araliklarla kiiltiirlerin 650 nm dalga boyunda
(Spectronic 20) absorbans degerleri oOlgiilerek gelisimleri takip edilmistir. Ayni
zamanda S. thermophilus suslar1 i¢gin M17 agara, Lb. bulgaricus suslar1 i¢gin de MRS
agara ekim yapilarak, gelisen bakterilerin hiicre sayisindaki degisimler belirlenmis ve
suglarin gelisim egrileri ¢ikarilmistir. Sekil 4.35, B3 S. thermophilus susunun 650 nm
de absorbans Sl¢iimii ile elde edilen gelisim egrisini, Sekil 4.36 ise ayni denemede
optik dansiteye bagli olarak hiicre sayisinin goriilmesini saglayan kalibrasyon egrisini
gostermektedir. 709 S. thermophilus ile yiiriitilen deneme sonuglart da, Sekil 4.37 ve

4.38’de verilmistir. Herbir bakteri i¢cin denemeler {i¢ kez tekrarlanmustir.

Inokiilasyondan hemen sonra, sirastyla 0.03 ve 0.04 absorbans (ekstinksiyon) degerleri
ile baglayan denemelerde, hem B3 hem de 709 kodlu konakgilarin 3. saatten itibaren
logaritmik gelisme fazina gegtikleri ve iiremelerine bagli olarak 0.5 absorbans degerine
ulastiklarinda sayilarmimn yaklasik 1x10® ile 2x10® kob/ml oldugu ve bundan sonra da

hizla artmaya devam ettikleri goriilmiistiir (Sekil 4.36-4.38).

B3 S. thermophilus

2
1,8
1,6 1
1,4
1,2 1

g

14 'S
0,8
0,6 1
0,4 1
0,2 1
06— o ¢

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Absorbans (650 nm)

inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.35 B3 S. thermophilus susunun gelisme egrisi
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B3 S. thermophilus y=21,578x

Hiicre Sayis1 (x10” kob/ml)
[\]
(9,1
L

0 0,5 1 15 2
Absorbans (650 nm)

Sekil 4.36 B3 S. thermophilus susunun hiicre sayisi

709 S. thermophilus
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oo o ¢ 00000000000
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Absorbans (650 nm)

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.37 709 S. thermophilus susunun gelisme egrisi
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709 S. thermophilus y=21,259x

45 /
40 / *
35

Hiicre Saysi (x10” kob/ml)
[\
i

O 1 T T T T

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Absorbans (650 nm)

Sekil 4.38 709 S. thermophilus susunun hiicre sayisi

Lb. bulgaricus suslarinda ise durum biraz daha farklidir. Y4 konakgisinin logaritmik
faza gegisi S. thermophilus suslarina benzer sekilde, V1 susunun ise bu faza gegisi hizli
gorlinse de her iki susun iireme hizlarinin yavas oldugu Sekil 4.39 ve Sekil 4.41°den
anlasilmaktadir. Uremenin yavas olmasina bagli olarak faj ¢alismalarinda kullanilan ve
yaklasik 0.5 absorbans degerine gelen konakgilarin hiicre sayilarinin da az oldugu ve

yaklasik 2.5x10 ile 6x10” kob/ml arasinda seyrettigi tespit edilmistir (Sekil 4.40-4.42).
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Y4 Lb. bulgaricus
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Sekil 4.39 Y4 Lb. bulgaricus susunun gelisme egrisi
Y4 Lb. bulgaricus
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Sekil 4.40 Y4 Lb. bulgaricus susunun hiicre sayisi
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Absorbans (650nm)

V1 L. bulgaricus
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Sekil 4.41 V1 Lb. bulgaricus susunun gelisme egrisi

Hiicre Sayist (x107 kob/ml)

10

V1 L. bulgaricus
y = 4,9569x

0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Absorbans (650 nm)

1,8

Sekil 4.42 V1 Lb. bulgaricus susunun hiicre sayisi
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4.3.2 Latent donem siiresinin ve patlama biiyiikliigiiniin belirlenmesi (Tek asamah

gelisme testi)

Replikasyon parametrelerinin belirlenecegi fajlar segilirken, hem her enzim kesiminde
olusan fragmentleriyle digerlerinden farkli olmalarina hem de fajlarin farkl siit veya
siit iirtinlerinden izole edilmis olmasina dikkat edilmistir. Parametre ¢alismalari i¢in
709-X5 (Ayran), 231-X9 (Bulk), 231S-A1MO (pastérize siit), 2B3-A (cig siit), B3-X19
(yogurt) S. thermophilus ve Y4-X12 (yogurt) Lb. bulgaricus fajlar1 secilmistir.

Fajlarin tek asamali gelisme egrilerinin ¢ikarilmasi amaciyla faj ile konakgist MOI
degeri yaklasik 0.1 olacak sekilde karistirilmig, adsorbsiyonun tamamlanmasindan
sonra santriflij islemi ile adsorbe olmayan fajlar ayrilmistir. Konakg¢iya adsorbe olmus
faj1 iceren pelet ise 10 ml thM17 besiyerinde ¢Oziilmiis diliisyonlar: hazirlandiktan
sonra inkiibasyona birakilmigtir. 5’er dakika arayla diliisyonlardan 6rnek alinmis ve faj
titresi belirlenmistir. Lb. bulgaricus faji s6z konusu oldugunda ise faj-bakteri peleti

MRS broth da ¢oziilmiis ve 10-15 dakika arayla 6rnek alinmistir.

B3-X19 fajina ait tek asamali gelisme egrileri Sekil 4.43, 4.44 ve 4.45°de verilmistir.
Bu fajin latent ve artis donemi ii¢ kez tekrarlanan denemelere gore sirasiyla 25, 25, 20
dk ve 35, 35, 35 dk olarak bulunmustur. Ancak patlama biiyiikliiklerinin sirasiyla 401,
266 ve 143 faj partikiilii oldugu tespit edilmistir. Ayrica B3-X19 fajinin latent donem
siiresi spektrofotometrik olarak da belirlenmis ve yine 20 dk oldugu saptanmistir (Sekil
4.46). Patlama biiytlikligli 140 faj olarak saptanan ®231-X9’un da artig donemi 35
dakika bulunmusken, 35 dakikalik artis donem siiresinin hemen hemen ayni oldugu
tespit edilmis ve bu durum spektrofotometrik yontemle de dogrulanmistir (Sekil 4.47-
4.48). Cig siitten izole edilen ve 2B3-A olarak kodlanan fajin latent donem siiresinin 15
dakika, artis doneminin ise diger fajlar gibi 35 dakika ve patlama biiyiikliigliniin de 64
faj partikiilii oldugu belirlenmistir (Sekil 4.49). Sekil 4.50°de de 231S-A1MO fajina ait
tek asamali gelisme egrisi verilmistir. Latent donem siiresi 15 dk, artis donemi 30 dk
olan fajin patlama biiyiikliigiiniin 264 faj partikiilii oldugu tespit edilmigtir. 231S-

AIMO fajmin spektrofotometrik yontemle de latent dénem siiresi belirlenmeye
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calisilmigsa da c¢ok saglikli bir egri elde edilememistir. Buna egriye gore fajin latent
doneminin 25 dk oldugu Sekil 4.51°de goriilmektedir. Ancak ®709-X5 ve ®231S-
A1MO’nin latent donemlerinin tek asamal1 gelisme egrilerinden hesaplanmasinin dogru
olacagi sirastyla 20 ve 15 dk’lardan sonra plak sayisinda goriilen ani artistan
anlasilmaktadir. Calisilan bu fajlar arasinda 620 faj partikiilii ile en yiiksek patlama
biiytlikliigiine sahip olan fajin 709-X5 oldugu saptanmustir. Latent siiresi ve artig donemi

ise digerlerine oldukca benzer bulunmustur (Sekil 4.52-4.53).

S. thermophilus fajlarmin tek asamali gelisme egrilerinin ¢ikarilmast i¢in 2 kez
denemenin kurulmasi yeterli olmamistir. B3-X19 fajinda da goriildiigii gibi denemeler
ii¢ kez tekrarlanmistir. Genellikle denemelerde latent ve artis donem siireleri arasinda
belirgin farklar goriilmezken patlama biiyiikliikleri dikkate deger bicimde artmis veya
azalmistir. Bazi denemelerde ise latent periyodun tespitine firsat taninmadan faj
sayisinin arttig1 goriilmiistiir. Faj parametlerinin belirlenmesi o tiire 6zgiil fajlarin genel
karakterizasyonuna iligkin onemli bilgiler ortaya koysa da, standart kosullarda
yuriitiilen caligmalarin 6zellikle patlama biiytlikligl verileri bakimindan ¢ok da tutarl
sonuclara gotiirmemesi ve de restriksiyon kesim sablonlarina gére ayr1 gruplardan
secilen fajlarin bu parametrelerle farkliliklarinin ortaya konabilmesinin neredeyse
olanaksiz olmasi sebebiyle S. thermophilus suslarina nazaran daha yavas gelisen ve
daha kompleks besiyeri igerigine ihtiya¢ duyan Lb. bulgaricus fajlarindan sadece biri
bu fajlar temsilen se¢ilmis ve tek agsamali gelisme egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 4.55). Y4-
X12 kodlu bu fajin latent donem siiresi 85 dakika, patlama biiyiikligli ise 140 faj

partikiilii olarak belirlenmistir.
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B3-X19 Faj1 1. deneme
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Sekil 4.43 B3-X19 fajinin tek asamal1 gelisme egrisi (1. deneme)

B3+X19 Faji 2. deneme
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Sekil 4.44 B3-X19 fajinin tek asamal1 gelisme egrisi (2. deneme)
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B3-X19 Faji 3. deneme
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Sekil 4.45 B3-X19 fajinin tek asamal1 gelisme egrisi (3. deneme)
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Sekil 4.46 B3-X19 fajinin latent donem siiresi
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231-X9 Faji
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Sekil 4.47 231-X9 fajinin tek asamali gelisme egrisi
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Sekil 4.48 231-X9 fajinin latent donem siiresi
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Faj titresi (x10” pfu/ml)
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Sekil 4.49 2B3-A fajinin tek asamali gelisme egrisi

Faj Titresi (x10 pfu/ml)
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Sekil 4.50 231S-A1MO fajinin tek asamali gelisme egrisi
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231S-A1IMO Faji
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Sekil 4.51 231S-A1MO fajinin latent donem siiresi

709-XS Faji
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Sekil 4.52 709-X5 fajinin tek agsamali gelisme egrisi
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Sekil 4.53 709-X5 fajinin latent donem siiresi
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Sekil 4.54 Lb. bulgaricus Y4-X12 fajimin tek asamali gelisme egrisi
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Y4-X12 Faji
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Sekil 4.55 Lb. bulgaricus Y4-X12 fajinin latent donem siiresi

4.3.3 Faj plak etkinlikleri (EOP), % adsorbsiyon oranlari ve plak morfolojisi

Tek asamali gelisme egrileri ¢ikarilan fajlarin, plak etkinlikleri, homolog ve heterolog
konakgilarina adsorbe olma oranlar1 hesaplanmis, olusturduklar1 plaklarin morfolojisi

tespit edilmistir.

Fajlarin heterolog konakgilarinda verdikleri titrenin, homolog konakgisinda verdigi
titreye oranlanmasi ile EOP degerleri hesaplanmistir. S. thermophilus fajlarindan 709-
X5 ve 231-X9, heterolog konakgilarindan birinde kiiciik digerinde ise biiyiik EOP
degeri vermistir. ®231S-AIMO, ®B3-X19 ve ®2B3-A’nm ise her iki heterolog
konak¢ida kendi homolog konakgisindan daha diisiik titre verdigi i¢in diisik EOP

degerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge 4.5’ de verilmistir.
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Adsorbsiyon oranlarmin tespiti icin, MOI degeri 0.001 olacak sekilde faj, konakgist ile
karigtirllmistir.  Adsorbsiyonun gergeklesebilecegi silirenin dolumundan sonra, faj-
bakteri karigimi santrifiij edilmis ve silipernatantta bulunan adsorbe olmayan faj titresi
saptanmistir. Titre, hangi faj ile calhisiliyorsa o fajin homolog konak¢isinda
belirlenmistir. Cizelge 4.6’dan da goriildiigii izere fajlar, hemen hemen ayni1 yiizdelerle
hem homolog hem de heterolog konakgilarina adsorbe olmustur. B3, 709 ve 231 kodlu
fajlarin tiim konakgilarda ayn1 plak morfolojisine sahip oldugu, plak ¢aplarinin da 1-1.5
mm arasinda degistigi goriilmistiir. Lb. bulgaricus Y4-X12 faj1 ise, konakg¢1 bakterinin

petri plaginda az veya ¢ok iliremesine bagl olarak degisken plak capr ve morfolojisi

vermistir.

Cizelge 4.5 S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil fajlarin plak etkinlikleri

(EOP)
Faj Kodu  Konake1 Sus Titre (pfu/ml) EOP
®709-X5  709* 2.6x10° 1
231 2.7x10° 1.03
B3 2x10° 0.76
®231-X9 709 2x10° 1.6
231%* 1.2x10° 1
B3 3x10’ 0.25
®2318- 709 1.5x10° 0.38
AIMO 231%* 3.9x10° 1
B3 1x10° 0.25
®2B3-A 709 2.5x10° 0.83
231 1.9x10° 0.63
B3* 3x108 1
®B3-X19 709 3.2x10° 0.32
231 3.1x10° 0.31
B3* 1x10° 1
®Y4L-X12 Y4Lb* 4x10° 1
231Lb 2x10° 0.5
VILb 1.1x10° 0.28
V2Lb 7.5x10° 1.88
Lb. bulgaricus ATCC 11842  9.5x10° 2.38

*: fajin homolog konakgisi
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Cizelge 4.6 S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil fajlarin homolog ve
heterolog konakg¢ilarina adsorbe olma oranlari

) Baslagig Faj Adsorbe ) .
Faj Kodu Titresi Konakg1 Olmayan Faj % Adsorbsiyon
Titresi
®709-X5 1x10° 709%* 1.9x10* 98.1
231 6x10° 99.4
B3 2x10° 99.8
®231-X9 1.2x10° 709 6x10° 99.4
231%* 4x10° 99.6
B3 2x10* 98
®231S-AIMO  1.7x10° 709 2.3x10* 97.7
231%* 2x10° 99.8
B3 9x10° 99.1
®2B3-A 3x10° 709 2x10* 98
231 2x10* 98
B3* 6x10° 99.4
®B3-X19 1x10° 709 6x10° 99.4
231 3x10° 99.7
B3* 1x10° 99.9
DdY4L-X12 4x10° Y4L* 6.3x10° 99.8
231L 6x10° 99.8
VIL 1.9x10° 99.9
V2L 3.6x10° 99.9
Lb. bulgaricus 1.6x10° 99.9

ATCC 11842

*: fajlarin homolog konakgist
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus Fajlarimin Konakgi
Dizgeleri, Restriksiyon Endoniikleaz Analizleri, Protein Profilleri ve Faj

Replikasyon Parametreleri Esas Alinarak Sinmiflandirilmasi

5.1.1 Fajlarin konakgi ozgiilliikleri

Homolog konakgilar1 S. thermophilus B3, Lb. bulgaricus 231, V1 ve V2 olan tim
sirastyla S. thermophilus ve Lb. bulgaricus fajlari, biri starter kiiltiir (St 20.1), digerleri
pastorize siit izolatt olan toplam 44 adet S. thermophilus susu ile karsilagtirilmas,
suslarin tamaminin bu fajlara direncli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Baska
calismalarda da ayn1 durumla karsilagilmistir. Arastiricilar 6 adet ticari ve 30 adet yerel
S. thermophilus susunu, homolog konakgilart 231, 709 ve B3 kodlu ticari S.
thermophilus fajlar ile karsilastirmislar, suslarin, fajlara duyarhilik géstermedigini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte bu fajlarin, izole edildikleri 231, 709 ve B3 starter
kiiltiirleri lizerinde neredeyse esit dlizeyde titre verdikleri tespit edilmistir (Tunail vd.
2002, Kaleli et al. 2004). Baska bir ¢alismada ise, bu tez ¢alismasinda da kullanilmig
olan 44 adet S. thermophilus susu iizerinde, Tunail vd. tarafindan olusturulan faj
koleksiyonundan alinan 709 ve 231 S. thermophilus ve Y4 Lb. bulgaricus fajlarinin
etkili olup olmadig1 arastirilmistir. Suslarin, S. thermophilus fajlarinin tamamina direng
gosterirken; Lb. bulgaricus fajlarindan ®Y4-X5, ®Y4-X6, ®Y4-X7 ve ®Y4-X8’in
447 kodlu S. thermophilus susunu lize ettigi tespit edilmistir (Kahraman 2006).

Suarez vd. (2002) de, Tunail vd. gibi ticari kiiltiirler ile izole ettikleri 22 adet dogal S.
thermophilus litik fajini, hem ticari kiiltiirlerle hem de dogal suslarla karsilagtirmistir.
Aragstiricilar fajlarin, ticari kiiltiirlerin ¢ogunu lize ettigini, 16 adet dogal sus arasindan

ise sadece 5’ine etkili olabildiklerini belirtmislerdir.
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Calismalarda kullanilan fajlar genellikle starter kiiltiirler ile izole edilebilmektedir
(Suarez et al. 2002, Tunail vd. 2002, Quiberoni et al. 2003a). Bu da starter kullanimina
bagl faj probleminin ortaya ¢ikmasimi dogrulamaktadir. Acar (2002) tarafindan ¢ig
siitlerden faj izolasyonu icin 231, 709 ve B3 suslar1 kullanilmis, 2 adet fajin izolasyonu
sadece B3 susu ile basarilmis ancak daha sonra fajlarin, 231 ve 709 suslarina da etkili
oldugu gériilmiistiir. Ayrica A. U. Biyoteknoloji Enstitiisii 67 nolu proje kapsaminda
¢ig siitlerden 5 adet, bulk kiiltiirlerden 17 adet faj yine konakg1 olarak starter kiiltiirlerin
kullanimu ile gergeklesmistir. Ayrica A. U. Ziraat Fakiiltesi Siit Tekolojisi Béliimii’ nde
gerceklestirilen kasar peyniri liretimi ile ilgili bir projede (Giirsel vd. 2004), 72°C’de 1
dakika pastorize olmus siitten, 231 S. thermophilus susu ile bir faj izole edilmistir.
Izolasyon amaciyla 231 kodlu sus yaninda B3 ve 709 kodlu suslar da kullanilmustir.
Daha sonra bu fajin 709 ve B3 heterolog konakcilarinda yiiksek titre vererek

gelisebildigi ve adsorbsiyon oraninin da oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Luria ve Darnell (1967), genel olarak viriislerin, 32°C gibi ¢ok diisiik veya 70°C gibi
yuksek sicakliklarda da inaktive olabileceklerini belirtmektedir. Ancak Binetti ve
Reinhammer (2000), ¢alistiklart S. thermophilus fajlarindan bazilarinin ancak 90°C’de
5 dk. tutulmalar1 durumunda inaktif olduklarini, Sozzi ve Maret tarafindan caligilan S.
thermophilus fajlarindan bir adedinin de, bir saat boyunca 65°C’ye tabi tutulmasi
sonucu bile aktivitesini kaybetmedigi, 72°C’de bir saat veya 90°C’de yirmi saniye
tutulmas1 durumunda ancak inaktif oldugunu saptamislardir. Bu durumda 231S-A1MO
olarak kodlanan fajin bu pastdérizasyon normu ile aktif kalabilmesi ve fajlarin

orijinlerinin ¢ig stitler oldugunun diisiiniilmesi ¢ok dogaldir.

Su an Tirkiye’de starter kiiltiir liretimi yapabilen bir igletme olmadigindan, siit
fermentasyonlarda kullanilan kiiltiirler diger iilkelerden alinmaktadir. Firmalar yerel faj
populasyonunu bilmeden siit isletmelerine rotasyon program dnermektedirler. Ornegin,
Wiesby (Almanya) firmasi tarafindan iiretilen ve birbirine alternatif olabilecek 231 ve
709 kodlu kiiltiirlerin rotasyona sokulmasi miimkiin degildir. Ayrica Chr. Hansen Lab.
(Danimarka) tarafindan tiretilen B3 kodlu S. thermophilus susu da fajlara direngli bir
sus degildir (Tunail vd. 2002).
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Bununla birlikte faj ve konakg1 ekolojisinin bilinmesi veya bilinmemesi tartigmalidir.
Ciinkii, Isvicre, Almanya ve Fransa’dan izole ettigi fajlar1 yine aym iilkelerden izole
ettigi S. thermophilus suslar1 ile karsilastiran Krusch vd. (1987)’nin, fajlarin izole
edildikleri iilkelere gore konaker dizgesi vermesi ile Larbi vd. (1990)’un ¢ok farkl
cografyalardan topladig1 fajlarin tamaminin ayni konakgilara litik etkide bulmasi gibi

birbiriyle ¢elisen arastirma bulgulart vardir.

Bu tez kapsaminda ayrica Bolim 4.1°de anlatildigi tizere Lb. bulgaricus suslari, S.
thermophilus ve Lb. bulgaricus fajlari ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.3-4.4). Lb 12
kodlu starter kiiltiir disinda suslarin tamaminin Lb. bulgaricus fajlarina duyarl oldugu
goriilmistiir. S. thermophilus fajlar ile karsilagtirilmalart durumunda ise Lb 1313-1, Lb
1433-1 ve Lb 1312-1 suslarinin sirastyla, ®B3-X12 ve ®B3-X13, ®B3-X15, ®B3-

X109 tiirler aras1 heterolog fajlara direngli olmadiklar1 anlagilmistir.

Cig siitlerden izole edilmis Lb. bulgaricus suslarini, ayni tiiriin endiistriyel suslarina
ozgil fajlarla karsilastiran Tunail vd. (2002), 2001 ve 2004 kodlu suslar hari¢ diger
suslarin fajlarin tamamina, 3702 kodlu susun ise fajlardan bir kismina duyarlilik
gosterdiklerini saptamiglardir. Ayni sekilde Kahraman (2006), tim Lb. bulgaricus
suslarmin, Y4 Lb. bulgaricus fajlarmin tamamina duyarl oldugunu; Ozyurt (2005) da
calistig1 Lb. bulgaricus suslarinin, yine ayni tiire 6zgiil ancak ¢ig siitlerden izole edilmis

fajlara direng gosteremedigini tespit etmislerdir.

Bu ¢alismalarin sonuglarindan, Lb. bulgaricus suslari s6z konusu oldugunda kendi
tiirline ait fajlara direnglilik gosteremedikleri, S. thermophilus fajlarina kars1 da az da
olsa duyarli olduklar1 anlasilmaktadir. Bu nedenle Lb. bulgaricus suslarmin Ozyurt
(2005) tarafindan da belirtildigi gibi diger 6zellikleri uygun olsa da starter kiiltiir olarak
kullanilmalar1 miimkiin degildir. Ayrica Lb. bulgaricus suslarindan Lb 1313-1, Lb
1433-1 ve Lb 1312-1’nin sirasiyla, St ®X12-B3 ve St ®X13-B3, St ®X15-B3, St
®X19-B3 fajlarina duyarli olmalari, cinsler arasi heterolog konakgilarin varligini teyit
etmistir. Ciinkii, ayn1 duruma Ozyurt (2005) ve Kahraman (2006)’nin ¢alismalarinda da

rastlanmistir. Bu c¢alismalar disinda S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarmnin,

131



bunlarin fajlarina heterolog konak¢i gorevi yapabildigine rastlanmamistir. Ancak E.
coli P2 temperent fajinin, E. coli ve Shigella tiirleri disinda Serratia suslarinda da
gelisebildigi; Pastorella fajlarinin da Salmonella ve Shigella bakterilerini lize
edebildigi rapor edilmistir (Kahraman 2006). Bu da cinsler arasinda heterolog konake1

olan tiirlerin var olabilecegini gostermektedir.

Konake¢r 6zgilligi, siit isletmelerinde rotasyon programlarinin belirlenebilmesi igin
cok 6nemli olmasina ragmen, faj taksonomisi acisindan hi¢ bir 6nemi yoktur (Briissow
et al. 1994a). Bunun nedeni ayn1 konakg1 spektrumuna sahip fajlarin farkli restriksiyon
profili vermeleri veya farkli konakgilara etkili olanlarin ayni kesim profiline sahip
olmasidir. Ayrica Prevots vd. (1989), genom flizerinde fajlarin konake1 6zgiilliigiinden
sorumlu bolgenin ¢ok kiiclik olmasi nedeniyle siniflama i¢in bir kriter olamayacagini
belirtmistir. Quiberoni vd. (2003a)’de calistiklar1 fajlardan ayni konakegilar1 lizize
ugratan fakat ii¢ farkli restriksiyon profili verenlerin, konake¢1 6zgiilliikklerini belirleyen
gen modiillerinin korundugunu; ayni restriksiyon profilini gosteren ama farkli konake1
dizgelerine sahip fajlarin genomlarinda ise, nokta mutasyonlarin oldugunu

diistinmiistiir.

5.1.2 Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus fajlariin protein

profilleri ve restriksiyon endoniikleaz analizleri

5.1.2.1 Streptococcus thermophilus fajlar

B3, 231 ve 709 S. thermophilus susuna o6zgiill 26 adet fajin protein profilleri
cikarilmistir. Fajlarin SDS-PAGE ile elde edilen jelleri incelendiginde genel olarak
hepsinin ayn1 biiylikliikte protein bantlarina sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1-4.2-
4.3). Profillerdeki farkliliklarin, bir iki protein bantinin varligina/yokluguna veya
yogunluklaria bagli oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular dogrultusunda fajlar 8 gruba
ayrilmistir. Konakgilara gore ayrim yapilmak istenirse 709 fajlarinin tamami bir grup

olusturmaktadir. 231 ve B3 fajlar1 ise kendi i¢lerinde 6’sar gruba ayrilmaktadir. ®B3-
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X13 ve ®B3-X15’de profillerinde ¢ok yogun olarak goze ¢arpan 63.5 kDa’luk protein
bantinin altinda ve tstiinde digerlerinde olmayan bantlarin varligina rastlanmigtir. B3-
X17, B3-X18 ve 231-X23 fajlarinda diger profillerde bulunan 52.1 kDa’luk protein
bantinin olmadig tespit edilmistir. Izolasyon kaynaklari ¢i§ ve pastdrize siit olan
sirastyla 1B3-A ve 2B3-A fajlar1 ile 231S-A1MO fajininda birbirlerine ve diger fajlara
cok benzer protein profilleri verdikleri dikkati ¢ekmisgtir.

Hepsinde ortak olan bantlarin yogunluklarinin birbirine ¢ok yakin olmast Lb.
bulgaricus fajlarinda oldugu gibi 2 veya 3 mindr protein bantinin tespitini
zorlastirmaktadir. Bununla birlikte fajlarin major yapisal protein biiytikliiklerinin 30.6

ve 27.3 kDa oldugu acik bir sekilde goriilmektedir.

Kivi vd. (1987), calistiklar1 9 adet S. thermophilus fajinin 63, 49, 42 ve 11 kDa
biiytikliigiinde major, 145, 120, 87, 70 ve 30 kDa biiyiikliigiinde mindr proteinlere sahip
olduklarini belirtmislerdir. Bu calismanin sonuglar1 ile karsilastirildiginda major
proteinlerin uyum saglamadig1 agiktir. Bununla birlikte 26 fajin hemen hemen hepsinde
bulunan 149, 112, 82, 75 ve 65 kDa’luk protein bantlarinin benzer oldugu goriilmiistiir.
Ayrica 9 adet fajin tamaminda mindr protein olan 30 kDa’luk bantin, bu tez

kapsaminda incelen fajlarda major protein olmasi dikkat ¢ekmistir.

12 adet S. thermophilus fajini, gosterdikleri DNA homoloji miktarina gore lige ayiran
Neve vd., 3 farkli protein profili ile karsilasmislardir. i1k grupta 30.9 ve 24 kDa, ikinci
grupta 30.9 ve 26.3 kDa, sonuncu grupta ise 39.8, 24 ve 14.8 kDa biiyiikliigiinde major
proteinlerin bulundugu goriilmistiir (Neve et al. 1989). Prevots vd. (1989) ise 26 adet
S. thermophilus fajindan t¢linde 40 ve 23 kDa, geriye kalanlarda 29 ve 23 kDa
biiytikliigiinde iki adet yapisal proteine rastladiklarini belirtmislerdir. Bu bulgular
dogrultusunda 30.6 ve 27.3 kDa biiytikliiglindeki iki major proteine sahip B3, 231 ve
709 S. thermophilus fajlarinin, Neve vd. tarafindan olusturulan ikinci gruba veya

Prevots vd.” nin ikinci grubuna dahil edilebilecegi miimkiin géziikmektedir.
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A ve B grubu olarak ikiye ayrilan 9 adet S. thermophilus fajinin gruplar i¢inde de farkli
protein profili gosterdikleri belirtilmistir. A grubunda bulunan fajlarin, 32 ve 27 kDa
veya 31 ve 27.5 kDa; B grubunda bulunan fajlarin ise 43, 25 ve 15 kDa veya 43 ve 23.5
kDa biiyiikliigiinde major proteinlere sahip olduklar tespit edilmistir (Benbadis et al.
1990). Le Marrec vd. (1997), genomlar1 cos-tipi olan fajlarda 32 ve 26 kDa, pac-tipi
olan fajlarda ise 45, 25 ve 13 kDa’luk proteinlerin oldugunu saptamislardir. Tremblay
ve Moineau (1999) tarafindan galisilan S. thermophilus DT1 fajinda da 32 ve 26
kDa’luk yapisal proteinlerin varligindan bahsedilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen
sonuglar dogrultusunda, 6l¢iimlerde yapilabilecek kiiclik hatalarin dikkate alinmamast
durumunda, 231, B3 ve 709 fajlarinin literatiire ge¢mis fajlarla ¢ok benzer oldugu
ortaya ¢ikmaktadir.

Tunail vd. (2002)’de bu ¢alismada kullanilan fajlarin protein profillerini ¢ikarmislardir.
Iki c¢alisma arasindaki fark herseyden oOnce faj saflastirma yonteminden
kaynaklanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Sambrook vd. (1989) tarafindan Onerilen,
bakteriden ve besiyerinden kaynaklanan safsizliklar1 miimkiin oldugu kadar
uzaklastirmay1 amaclayan yontem kullanilmistir. Diger ¢aligmada ise fajlar, filtreden
gecirildikten sonra santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. iki ¢alismada elde edilen protein
biiyiikliikleri karsilastirildiginda ¢ok fazla ve Onemli olmasa da farkliliklar oldugu
goriilmektedir. Bunlar i¢inde en Onemlisi, bantlarin yogunluguna bagli olarak major

protein bantlarindan birinin tespit edilemeyisidir.

Bu tez calismasinda molekiiler diizeyde karakterizasyonuna ve siniflandirilmasina
caligilan; konakgilar1 endiistriyel S. thermophilus suslart olan (B3, 709, 231) ve gesitli
stit driinlerinden izole edilen 26 adet S. thermophilus fajinin, ayn1 morfolojik yapiya
sahip olduklar1 bilinmektedir (Acar 2002). Ayrica, sadece S. thermophilus fajlarinin
degil, neredeyse tiim laktik fajlarin aym1 morfotipe sahip olduklar1 artik netlik
kazanmistir (Mata et al. 1986, Cluzel et al. 1987, Benbadis et al. 1990, Fayard et al.
1993, Briissow et al. 1994a, Auad et al. 1997, Auad et al. 1999, Acar 2002, Quiberoni
et al. 2003a). Diger taraftan, farkli litik spektrumlarina gore gruplandirilan fajlarin,

uygulamada starterlerin rotasyona sokulmalarinda biiyiik 6nem tasimalarina karsin, faj
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taksonomisi ag¢isindan bir anlam tagimadigi sik¢a belirtilmistir (Prevots et al. 1989,
Briissow et al. 1994a, Briissow and Bruttin 1995, Le Marrec et al. 1997, Quiberoni et
al. 2003a). Bu nedenle faj siniflandirmasinda en fazla protein profillerine, restriksiyon
endoniikleaz kesim analizlerine ve kesim fragmentlerinin veya faj genomlarinin
hibridizasyonuna giivenilmektedir (Benbadis et al. 1990, Briissow et al. 1994a,
Briissow et al. 1994b). Bununla beraber, fajlarin litik spektrumu ile enzim kesim
sablonlarina gore yapilan gruplandirmalar arasindaki iligkiler; protein profilleri, DNA
fragment profilleri veya homolojiye gore yapilabilecek faj siniflandirmalar1 {izerinde
israrla calisilmaktadir (Neve et al. 1989, Prevots et al. 1989, Larbi et al. 1990, Le
Marrec et al. 1997, Quiberoni et al. 2003a).

Bu tez kapsamina alinan yerel S. thermophilus fajlar1 ayn1 morfolojik yapiya ve ¢ok
benzer litik spektruma sahip olduklar1 gibi, fajlarin belirlenen protein profilleri de ne
yazik ki Kivi vd. (1987) tarafindan yapilan bir arastirmada oldugu gibi fajlarin
gruplandirilmasinda  bir  kriter  olusturamamigtir. O nedenle, bu fajlarin
siniflandirilmasinda, son yillarda olduk¢a kabul goren restriksiyon endoniikleaz enzim

kesim sablonlarindan yararlanilmistir.

Bu tez kapsaminda 26 S. thermophilus faj DNA’simnin kesimi i¢in, dokuz adet
restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilmistir. Restriksiyon enzim kesimlerinde ne
kadar ¢ok enzim kullanilirsa, enzim sayis1 kadar farkli gruplandirma ¢ikacagi ve herbir
enzim ic¢in ¢ok sayida olusacak gruplarin temel smiflandirmay1 zorlastiracagi
diisiiniilebilir. Ancak burada, ayr1 enzimler ile elde edilen enzim kesim sablonlarina
gore olusturulan gruplar karsilastirilarak, en fazla sayida gruplandirmaya olanak
tantyan enzim kesim sablonlari esas alinmis ve diger enzim kesim sablonlarinin
destekleyici, pekistirici veya tekrar ayirdedici gruplarindan yararlanilmistir. Herseyden
once, kesimde kullanilan BamHI enziminin genomlar iizerinde tanima dizisinin
olmadig1 tespit edildiginden ve farkli firma iriinii olan iki Pstl enzimi ile yapilan
kesimlerden sonu¢ alinamadigindan, bu enzimler degerlendirmeye dahil edilememistir.
HindIIl enzimi de kismi kesimler gergeklestirdiginden, bazi sonuglar gosterse de

basarisiz olmustur. Fajlar; ECORI ile kesim sablonlarina gére 5 grupta, ECORV ile 9
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grupta, Pvull ile 4 grupta, Clal ile 4 grupta ve Hhal ile de 8 grupta toplanmislardir.
Enzimlerden ECORV kesim sablonlar1 en fazla gruplandirmaya olanak sagladigindan,
faj siniflandirmasinda bu enzimin kesimleri esas alinmistir. Buna gore; 8 adedi tek
fajlarin yer aldigi, biri ise geri kalanlarin toplandig: toplam 9 grup olusmustur. ®B3-
X12, diger 17 fajla birlikte ikinci grupta yer alirken; @B3-X11 birinci grubu; ®B3-X15
ticlincli grubu; ®B3-X19 dordiincii grubu; ®B3-X20 besinci grubu; ®@231-X6 altinci
grubu; ®231-X23 yedinci grubu; ®231S-A1MO sekizinci grubu ve ®709-X1 de
dokuzuncu grubu olusturmustur. Sekil 4.10, ECORV kesimi sonucu olusan fragmentlere
gore S. thermophilus fajlarinin filogenetik uzakliklarini gostermektedir. ECORV kesim
sablonlari, ECORI kesim sablonlarina olduk¢a benzer bulunmustur. ECORV
kesimlerinde oldugu gibi ®231S-A1MO, ®B3-X17, ®231-X23 fajlar1 kendi baslarina
birer grup olusturmustur. Dordiincii grubu olusturan ®B3-X20 ile ®231-X6 EcoRV
kesimleri ile ayr1 birer faj olarak tanimlanmis, ECORV ayrica EcoRI ile 21 fajin
toplandig1 ayni1 fragment profiline sahip besinci gruptan ®709-X1, ®B3-X11 ve ®B3-

X12 ’nin farkl fragment profilleriyle ayirdedilmesini saglamistir.

Faj DNA’larinin Pvull enzimi ile kesim sablonlari; ®709-X1, ®B3-X15 ve ®B3-X19
fajlarinin ayr gruplarda oldugunu teyit etmesi bakimindan yapilan siniflamaya destek
vermistir. Her ne kadar HindIII kesimleri kismi kesimler olarak gerceklesmisse de, yine
de ®B3-X19, ®B3-X20 ve ®231S-AIMO fajlarmin farkli fragment profilleriyle

digerlerinden ayirt edilir olmas1 6nemli bulunmustur.

Clal ile ilk defa 18 fajin toplu olarak bulundugu ikinci gruptan ®B3-X14"{in, HindIII
ise ®709-X5 ile ®231-X4’lin farkliliklarini ortaya koymasi acgisindan dikkate deger
bulunmustur. Hhal kesim sonuglari; ®709-X1, ®B3-X20 ve ®231-X6’nin sadece
kendilerinin bulundugu ayr1 birer grup olusturduklarini pekistirmistir. Bu enzim ayrica
ilk defa ®231-X7 ve ®231-X8’in c¢ogunlugun bulundugu ikinci gruptan

ayirdedilmesine vesile olmustur.
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Sonug olarak, ECORV enzim kesim sablonlarina gére elde bulunan 26 S. thermophilus
fajinin dokuz grupta toplandigi tespit edilmistir. Ancak, birinci grupta toplanan 18 fajin
da 6zdes olmayabilecekleri gozardi edilmemelidir. Clal, HindIII ve Hhal enzim kesim
sablonlarina gore yapilan gruplandirmalardan, 6zellikle 5 faj DNA genomunun ikinci

grupta yer alan faj genomlarindan farkli olabilecegi, kesin olmasa da ihtimal

dahilindedir.

Neve vd. (1989), calistiklar1 12 adet S. thermophilus fajin1 gésterdikleri homolojiye ve
yapisal proteinlerine gére 3 gruba ayirmistir. 8 farkli konake¢1 dizgesine sahip olan
fajlarin genomlar1 HindIIl enzimi ile reaksiyona sokulmus, elde edilen fragment
profillerinin genel olarak konake¢i dizgeleri ile korelasyon gosterdigi aciklanmistir.
Bununla beraber, ayn1 konak¢1 dizgesine sahip fajlarin farkli profil verdigi veya farklh
konakegilart lize eden fajlarin benzer kesim profiline sahip olduklar1 da bildirilmistir.
Bununla birlikte restriksiyon analizleri baz alinarak bir siniflama yapilamamistir. Bu
tez ¢alismasindan elde edilen verilerin Neve vd. ile karsilastirilmasi miimkiin degildir.
Ciinkii calisilan fajlarin daha 6nce de bahsedildigi gibi ¢ok benzer konake1 dizgeleri

bulunmaktadir.

EcoRI ve ECORV restriksiyon endoniikleaz enzimi ile yapilan kesimler sonucu 26 adet
S. thermophilus fajindan 23 adedinin her iki enzimle de ayni fragment profilini
verdikleri belirtilmistir (Prevots et al. 1989). Fajlardan bazilarinin ECORV kesimi ile
olusan fragmentlerinin, ®B3-X12’ye ait fragmentlerden bazilarina benzer bulunmasi
iizerine her iki fajin ECORI kesimleri karsilastirilmis, fakat birbirinden farkl profiller
oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada ECORI kesimi sonucu olusan 5 farkli profilin,
EcoRYV ile kesim yapilmasi durumunda 9’a ¢iktig1 tespit edilmistir. Bdylece bir grup

icinde toplanan fajlarin aslinda birbirlerinden farkli oldugu goriilebilmistir.

Larbi ve arkadaslari, bes farkli {ilkeden izole edilen dokuz adet S. thermophilus faj
genomunun restriksiyon haritalarini ¢ikarmak i¢in Aval, BamHI, Bglll, EcoRI, HindIII,
Sacl, Sall, Pvull, Xho I, Kpnl ve Smal enzimlerini kullanmiglardir. Ancak enzimlerden

Kpnl ve Smal’ nin genomlar iizerinde tanima dizilerinin olmadig1 goriilmiistiir. Fajlarin
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BamHI, EcoRI, HindIIl ve Pvull enzim kesimlerinden, iki farkli kesim sablonu elde
edilmis ve fajlar 2 gruba ayrilmistir (Larbi et al. 1990). BamHI enzimi bu tez
kapsaminda da kullanilmis ancak genomlar {izerinde kesim bolge veya bolgelerinin
olmadig1 saptanmustir. Ayrica hem HindIIl hem de Pwvull enzimleri ile 4’er farkli

fragment dizilimi elde edilmistir.

Bagka bir ¢alismada 7 adet S. thermophilus faj DNA’s1, HindIll, Pvull ve Hhal
restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir. Hibridizasyon calismalari sonucunda
calistiklar1 fajlar1 tek bir homoloji grubuna dahil eden arastiricilar, farkli konaket
dizgesine sahip iki adet fajin (@11 ve ®57), HindIIl enzimi ile kesim sablonlarinin
ayni; Pvull enzimi ile olusan kesim sablonlarinin farkli oldugunu belirtmislerdir.
(Benbadis et al. 1990). Bu ¢alismada kullanilan fajlar ise ayn1 konakg¢1 dizgesine sahip

olmalarina ragmen farkli enzimlerle farkli fragment dizilimleri gostermislerdir.

Briissow vd. (1994a), 40 adedi yogurttan 41 adedi peynir fermentasyonundan 81 adet S.
thermophilus faj1 izole etmislerdir. Bu fajlarin, konak¢1 dizgeleri, serolojik 6zellikleri
ve DNA homolojileri incelenmistir. Pvull ve ECORI enzimleri kullanilarak yogurt
kaynakl1 40 faj izolatindan 11 ayr restriksiyon sablonu; 41 peynir kaynakl fajdan ise
35 farkli kesim profili alimmistir. Yogurt kaynakli faj genomlarinda tespit edilen ortak
fragmentler olmustur. Buna gore bir fajin, 2 serotipten veya 2 litik gruptan hangisine ait
oldugu bulunabilmistir. Fakat ayn1 sey peynir kaynakli fajlar icin gegerli olamamustir.
Bu nedenle peynir iiretiminden izole edilmis fajlarin enzim kesim profillerine gore
siniflandirilmalart miimkiin olmamustir. Bu nedenle arastiricilar kesim sablonlarinin
belirlenmesinin faj taksonomisi agisindan 6nem tagimadigi kanaatine varmislar ve bu
kadar fazla faj cesitliliginin, restriksiyon sablonu tanimlanmig bir faj genomunda
olusabilecek kiiclik eklemeler ve ayrilmalardan (rekombinasyonlardan) kaynaklandigini
belirtmislerdir (Briissow et al. 1994a). Dolayisi ile bundan sonra gergeklestirilen
caligmalarda asil amac restriksiyon profilleri degil bu profillerdeki hibridizasyon
oranlarinin tespiti olmustur. Nitekim, Briissow ve arkadaglar1 tarafindan yapilan baska
bir ¢alismada Sfil8 faj DNA ’sima ait 2.2 kb’lik ECORI fragmentin, SFi21, SFill ve
BaS19 faj DNA’larinda da bulunan 2.2 kb’lik ECORI fragmentleri ile homoloji
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gosterdigi tespit edilmistir. SFill ve SFil8 faj DNA’larinda bulunan 2.2 kb’lik ECORI
fragmentlerinin dizi analizleri yapilmigs ve 2207 niikleotit pozisyonundan sadece
iiclinde farklilik oldugu dolayisiyla kodlanan sadece ii¢ adet aminoasidin degistigi
goriilmiistiir. SFill faj DNA’sindan alinan 2.2 kb’lik fragmentin, kolleksiyonda
bulunan 41 adet faj ile homoloji gosterip gostermedigine bakilmis ve fajlardan %
59’unun, hibridizasyon sinyali verdigi goriilmiistiir. Ayni sekilde, ®SFi21 ve ®BaS19
DNA’sinda bulunan 2.2 kb’lik fragmentin de dizi analizi yapilmis ve SFil8 faj
DNA’smin 2.2 kb’lik fragmentiyle karsilastirildiginda; iki farkli niikleotit bulundugu,
sekansin % 99.8 korundugu goriilmiistiir (Briissow et al. 1994b). Bu c¢aligmada
kullanilan 26 adet faj arasinda farkli restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesildiklerinde de olusan fragmentlerden ortak olanlari bulunmaktadir. Briissow ve
diger arastiricilarin yaptigr calismalar dogrultusunda, eldeki fajlarin genomlarinda
nokta mutasyonlarin olup olmadiginin anlagilmas: ve taksonomik olarak cins ve tiir
olarak tanimlanan fajlara gére durumlarinin ne oldugunun anlasilabilmesi igin olusan
fragmentlerin faj fonksiyonlarindan hangisinden sorumlu oldugunun bulunmasi,
homoloji miktarinin tespit edilmesi gerekmektedir. Ancak bu sonuglar dogrultusunda
fajlarin gergekten siniflandirilabilecegi anlagilmaktadir. Bununla beraber bu ¢aligmada
gelinen nokta, koleksiyondaki yerel fajlarimizin hi¢ degilse 6zdes olmadiklarini
gostermesi ve ayni litik spektruma sahip olduklar1 halde genomik farkliliklarinin ortaya

konmus olmasi1 agisindan 6nemlidir.

Faj genomlarindaki cesitliligin nedenini olusturan belirli genlerin ve DNA
fragmentlerinin var olup olmadigini arastiran Le Marrec vd. (1997), 30 adet faj
DNA’smi1, EcoRV, HindIll ve Pvull enzimleri ile kesime almis ve 11 adet farkli
restriksiyon profili elde etmistir. Arastiricilar, “pac” tipi olan O1205 fajinin ii¢ major ve
“cos” tipi olan 7201 fajinin ise iki major yapisal proteininden birini kodlayan genler ile
EcCoRV fragmentleri arasinda hibridizasyon olup olmadigini arastirmislardir. 01205
fajina ait genler ile tiim “pac” tipi fajlar arasinda homoloji saptanmigken, “cos” tipi
fajlarla hibridizasyon saglanamamistir. Tiim faj genomlarinin, DNA homolojisi
gostermesine karsin; farkli proteinleri kodlayan belirli DNA bolgeleri arasinda

homoloji olmadigr saptanmistir. Homoloji sonuglart dogrultusunda arastiricilar

139



caligtiklar fajlari, DNA’ lariin cos veya pac tipi paketleme tipine sahip olmasina bagl

olarak ikiye ayirmislardir.

EcoRYV kesimi sonucu elde edilen profillerde benzerligin yiiksek olmasi Le Marrec vd.
(1997)’ne bu fajlarin ayni atadan geldiklerini diislindiirmiistiir. Baz1 profillerde 9
fragmentten 7’sinin, bazilarinda da 13 adet fragmentten, 12’sinin esit biiyiikliikte
oldugu go6zlenmistir. Ayn1 mantikla bu tez calismasinda elde edilen profillerin
karsilagtirilmast durumunda ECORV kesiminde 11 fragmentten 9 adedinin, Pvull

kesiminde ise 7 fragmentten 6 adedinin benzer oldugu goriilmektedir.

Bir bagka arastirmada, 11 adet S. thermophilus faj DNA’s1 EcoRI, ECORV, Pstl ve
Pvull restriksiyon enzimleri ile kesime sokulmustur. Hibridizasyon c¢alismalari
sonucunda da caligilan fajlar arasinda, DNA homolojisinin oldugu tespit edilmis ve bu

fajlarin genetik agidan birbiriyle yakin oldugu belirtilmistir (Quiberoni et al. 2003a).

Fajlarin genom biiyiikliikleri, elektron mikroskobunda biiyiikliigii bilinen bir faj ile
karsilastirilarak tespit edilebilmektedir (Benbadis et al. 1990). Ancak arastiricilarin
cogu restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi olusan fragmentlerin biiyiikliiklerini
toplayarak faj genomlarmin molekiil agirliklarini hesaplamayi tercih etmislerdir.
Bugiine kadar ¢aligilan S. thermophilus fajlarinin genom biiyiikliiklerinin 31 ile 45 kb
arasinda degistigi goriilmektedir (Benbadis et al. 1990, Larbi et al. 1990, Briissow et al.
1994a, Briissow and Bruttin 1995, Prevots et al. 1989, Le Marrec et al. 1997, Quiberoni
et al. 2003a). Bu tez kapsaminda kullanilan fajlarin genom biiyiikliikleri ise ECORI,
EcoRV, Pwull ve Clal enzimleri ile olusan fragmentleri toplanarak hesaplanmis ve

yaklasik 41-45 kb olarak bulunmustur.

Tiikel vd. (2003), bu tez ¢alismasi kapsaminda da kullanilmis olan S. thermophilus B3,
709, 231 ve Lb. bulgaricus Y4, V1, V2 ve 231 suslarina 6zgiil fajlar1 sadece ECORI
enzimi ile muamele ederek restriksiyon profillerini ¢ikarmistir. Bu calismada herseyden
once ECORI kesimi sonucunda S. thermophilus fajlarinin 5 farkli fragment dizilimine

sahip oldugu ve her birinde 7 adet fragment olustugu tespit edilmistir. Diger ¢calismada
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ise 2 veya 4 fragment olusumundan bahsedilmektedir. Ayrica tespit ettikleri en biiyiik
fragmentin biiyiikliigiiniin 21.2 ile 27.6 kb arasinda degistigini belirtmislerdir. Oysa bu
caligmada faj genomlarmin tamaminin yaklasitk 18 ve 15 kb biiylkligiinde
fragmentlere sahip olduklar tespit edilmistir. Ayrica bu tez calismasinda ¢ok net bir
sekilde farkli profillere sahip oldugu tespit edilen fajlarin (Sekil 4.8) diger calismada
ayni gruplarda yer aldiklari goriilmiistiir. Olusan fragmentlerden bazilarinin benzer
oldugu saptanmistir. ®231-X3’e ait 4.8 kb ve ®231-X6’ya ait 4.6 kb’lik fragmentler

her iki calismada da karsimiza ¢ikmaktadir.

Aragtiricilar, ECORI enzimi ile olusan fragment biiyiikliiklerini toplayarak faj
genomlariin molekiil agirliklarinin 25.8-47.3 kb arasinda degistigini belirtmislerdir.
Bu calismada ise aym fajlarin genom biiytkliiklerinin 41-45 kb oldugu bulunmustur.
Elde edilen bu sonug diger enzim kesimlerinden olusan fragment toplamlar: tarafindan

da desteklenmistir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda S. thermophilus suslarina 6zgiil 26 adet fajin hem
protein profilleri hem de restriksiyon endoniikleaz kesim sablonlar1 dikkate alinarak
ortak bir siniflandirilmaya gidilmeye calisilmistir. B3, 231 ve 709 S. thermophilus
fajlar1, farkli restriksiyon enzimleri ile farkli fragment dizilimleri gosterseler de, sadece
major proteinleri dikkate alindiginda bunun miimkiin olamayacag1 anlagilmigtir. Ciinkii
bu fajlarin tamami1 30.6 ve 27.3 kDa biiyiikligiinde iki adet major proteine sahiptir.
Bununla birlikte fajlar, 112 kDa’luk ilk yogun bantlarindan sonra gelen 104, 103, 97 ile
94.4 ve 52.1 kDa’luk protein bantlarinin varligt veya yokluguna goére 8 gruba
ayrilmiglardir. Bu gruplarin restriksiyon kesim sonuclart ile karsilagtirilmasi
durumunda; hemen hemen her enzim kesiminde farkli fragment dizilimi veren ®B3-
X19’un protein profilinin de digerlerinden farkli oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte B3-X19 faji gibi her enzim kesiminde farkli kesim profili veren ®231S-
A1IMO’niin, 231-X6, 231-X7 ve tiim 709 fajlari ile ayn1 protein sablonuna sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayni sekilde ECORV restriksiyon enzim kesimi sonucu ayri gruplarda
bulunan 231-X23 ve B3-X18 fajlarmin, ayni protein profiline sahip oldugu

saptanmigtir. Bu durumun aksine ECORV kesimi ile 18 fajdan olusan grup, 7 farkli

141



protein sablonu vermistir. Fajlar arasinda farkli kesim dizgesine sahip bir fajin aym
zamanda farkli protein profili gostermesi, bu iki kriter arasindaki iligkinin
yakalanabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak bu konuda kesin bir sey sdyleyebilmek i¢in
faj genom fargmentlerinin birbirleriyle homoloji gosterip gostermediginin belirlenmesi
gerekmektedir. Boyle diisiiniilmesinin nedeni daha once yapilmis olan c¢aligmalarda
birbirleriyle homoloji gosteren fajlarin, birbirlerine benzer iki veya {i¢ major proteine
sahip olduklarmin belirtilmesidir (Neve et al. 1989, Benbadis et al. 1990, Briissow et
al. 1994a, Le Marrec et al. 1997). Bununla birlikte Kivi vd. (1987), calistiklar1 9 adet S.
thermophilus fajinda birbiriyle ayn1 4 adet major protein varligindan bahsederken,
Briissow (2001), siit endiistrisinde kullanilan suglara 6zgiil fajlar1 pac- veya cos-tipi
paketleme mekanizmasina sahip olmalarina gore ikiye ayirmis ve bu fajlarin sirasiyla 2
ve 1 adet kapsid proteini icerdiklerini belirtmistir. Tiim bu ¢alismalardan elde edilen
sonuglar dogrultusunda, fajlarin genomik yapilarimin daha detayli incelenmesinin
gerekliligi daha iyi anlagilmaktadir. Ayrica fajlarin konak¢i dizgelerinin molekiiler
diizeyde belirleyici olmadigi Prevots vd. (1989), bu calisma sonuglar1 ile de tekrar
dogrulanmistir. Clinkii fajlarin tamaminin farkli protein profili veya kesim sablonu

gosterseler de ayn1 konakg1 dizgesine sahip olduklari belirlenmistir.

5. 1. 2. 2 Lactobacillus bulgaricus fajlar:

Lb. bulgaricus Y4, V1 ve V2 suslari ile ¢ig siit ve gesitli siit tirtinlerinden izole edilen
toplam 24 adet fajin sahip olduklar1 yapisal proteinler belirlenmistir. Y4 fajlarinin
100.8, 65 ve 50 kDa’luk, VI ve V2 fajlarmin ise 101.07, 64.2 ve 49.5 kDa
biiytlikliigiinde mindr proteinlere sahip olduklar1 saptanmistir. Ancak bu farkliliklar
sadece Olciimlerden kaynaklanmistir ve mindr proteinlerinin  6zdes oldugu
diisiiniilmiistiir. Ayn1 durum major proteinler i¢inde gecerlidir. Y4 fajlar1 i¢in 29.6, 29.2
ve 26.2 kDa olarak bulunan degerler, V1 ve V2 fajlarinda 30.17, 29.9 ve 27.2 kDa
bulunmustur. Fajlarin dahil olduklar1 gruplar ve sahip olduklari minér ve major

proteinler agagidaki gibidir.
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DY4-X2, DY4-

dY4-X5
X10, ®V1-X19, ’
dY4-X1, dV2-X21, dY4-X3 DY4-X8, DV2-X24,
dY4-XO, dV2-X25,
dY4-X6 dV2-X22, dY4-X4
dY4-X12, dV2-X28
DV2-X26 dV2-X23
dV2-X27 )
100.8 100.8 100.8 100.8 100.8
50 65 50 65 65
29.6 50 29.2 50 50
26.2 29.6 26.2 29.2 29.6
29.2 26.2 26.2
26.2

1986 yilinda Mata ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alisma ile baslayan aragtirmalarda;
Lb. bulgaricus ve Lb. lactis suslarina 6zgiil bir ¢ok faj, protein kompozisyonlari,
restriksiyon kesim profilleri, DNA-DNA hibridizasyon ve serolojik test sonuglarina
gore siniflandirilmigtir (Mata et al. 1986, Trautwetter et al. 1986, Lahbib-Mansais et al.
1988, Sechaud et al. 1988, Lahbib-Mansais et al. 1992, Auad et al. 1999).

Lb. bulgaricus lizogenik suslarindan izole edilen mv1l ve mv4 temperent fajlarinin 34
ve 18 kDa, Lb. lactis LL-H susuna 6zgiil LL-H fajinin ise 34 ve 19 kDa biiytikligiinde
iki adet major proteine sahip oldugu bildirilmistir. Fajlardan sadece birinin (©52), 19
kDa’luk tek bir major bant1 bulunmaktadir. Bunlardan ayr1 bir grup olarak karsimiza
¢ikan ve li¢ fajdan olusan grupta ise major proteinlerin 31 ve 23 kDa biiyiikliigiinde
oldugu goriilmiistiir. Bu tez kapsaminda ¢alisilan fajlarin bu gruplardan sadece 3. gruba
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica protein profillerinde goriilen mindr

proteinler de karsilagtirilmig ancak benzerlik bulunamamastir.

Chow vd. (1988) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, bu aragtirmalardan farkli
olarak daha kiiciik bantlarin (19.5 ve 12.2 kDa) major proteinler olarak karsimiza

ciktig1 gorilmiistiir

Tunail vd. (2002)’de S. thermophilus fajlart gibi Lb. bulgaricus fajlarinin da protein
profillerini ¢ikarmiglardir. En biiylik yogun bant1 120 kDa olarak bulan arastiricilarin

bu tez ¢alismasinda silik olarak karsimiza g¢ikan proteinlerin biiytlikliiklerinden farkli
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bantlar1 yogun bant olarak verdikleri goriilmiistiir. Bu iki ¢alisma arasindaki farkin faj
saflagtirma yonteminden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Aciktir ki, fajlarin
konakc¢ilarindan kalmis olan proteinler, profilleri tamamen degistirmistir. Bununla
birlikte kiiclik ama yogun olan bantlardan bir adedinin (~28 kDa) bu ¢alisma ile uyum

sagladigr goriilmiistiir.

S. thermophilus fajlar1 gibi, konakgilar1 endistriyel V1, V2, Y4 Lb.bulgaricus olan, ¢ig
stit dahil ¢esitli siit tirtinlerinden izole edilen 24 adet Lb. bulgaricus faji (Cizelge 3.2)
da, 6 restriksiyon enziminin (ECORI, ECORV, Pvull, HindIIl, Hhal, BamHI) kesim
sablonlarina gore siniflandirilmaya c¢alisilmigtir. Zamanla bu 24 faj, ®231-X17, ®V2-
X29 ve ATCC 11842 konakgisi ile ¢ig siitten izole edilmis olan ®LbA-Z’nin
katilimiyla 27°ye ylikselmistir. Ne var ki, faj DNA’larinin kesiminde 6 endoniikleaz
kullanilmasina karsin, ¢ok da verimli sonuglar alinamamustir. Oncelikle BamHI, ayni S.
thermophilus faj DNA’larinda oldugu gibi Lb. bulgaricus faj DNA’larin1 da, tanima
dizilerinin bulunmamasi nedeniyle kesememistir. ECORV enzimi ile biiyiik olasilikla
DNA miktarima ve DNA-enzim etkilesimine bagl olarak kesim sonucu aliamamustir.
Diger calismalarda bu enzimle kesime hi¢ rastlanmadigindan EcCORV ile sonug
alimamamasina bir agiklama getirmek oldukca giictlir. Bununla birlikte EcoRI, Pvull,
HindIII ve Hhal enzimleri ile elde edilen kesim sablonlarindan fajlar bir miktar da olsa
gruplandirilabilmistir. ECORI ile kesim sonucunda, 6 fajin ii¢ fragmentlik kesim sablonu
ile bir grupta, diger 20 fajin ise dort fragmentlik bir sablon ile diger bir grupta yer aldig1
saptanmistir. Pvull enzim kesim sonuclar1 ise, ECORI sonuglarin1 dogrular nitelikte
bulunmustur. ®Y4-X2, OY4-X4, DY4-X5, DY4-X6, DOY4-X8 ve DY4-X10;
kesilemedikleri i¢in diger fajlardan ayrilmis, diger fajlar ise ECORI kesimlerinde oldugu
gibi aynmi profili vermislerdir. Yalmiz ®231-X17 ile kesim sonucu almmamamustir.
HindIIl ile yine ®Y4-X2, ®Y4-X4, ®Y4-X5, DY4-X6, ®Y4-X8 ve OY4-X10
kesilemedigi gibi, bunlara ek olarak V2-X21, V2-X22, V2-X23, V2-X26 ve V2L-A
fajlar1 da eklenmistir. Kesim sablonlarinin sonuglari; DNA ’s1 kesilemeyenlerin de bir
grup olusturmasiyla diger fajlarin 7 farkli kesim sablonu gdéstererek sonucta tiim
fajlarin sekiz grupta toplanmasini saglamistir. Bu en fazla grup sayisini ortaya ¢ikaran
kesim oldugundan, fajlarin simdilik bu sekilde smiflandirilmasinin uygun oldugu

diistiniilmistiir. Bununla birlikte fajlar1 4 grupta toplayan; birinci grupta ®Y4-X1'i;
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ikinci grupta ®Y4-X3, ®Y4-X9 ve ®Y4-X12’yi; liglincii grupta yine yalnizca tek bir
faji (®V1-X19) ve dordiincii grupta da ¢ig siit izolatlarin1 (DY4L-A, ®Y4L-Z, DV2L-
A, ®V2L-Z ve ®VIL-A) iceren Hhal kesimini de faj smiflamasinda bir bagka
baslangi¢ olarak dikkate almak gerekebilir. Ancak surasi da agiktir ki, fragment
homolojisi ¢alisilmadan veya faj DNA’larmin direkt dizi analizlerine girilmeden
yapilan bu simiflandirmalarin, baslangic olarak kabul edilebilecegi g6zoniine
alimmalidir. Ancak, ayn1 morfotipi gosteren ve litik spektrumlar1 da ¢ok benzer olan,
ayrica protein profillerine gore de smiflandirilmasi pek miimkiin olmayan termofilik
fajlarin restriksiyon analizleri sonucu bu kadar bile ayrilabilir olmalari, onlarin
birbiriyle ayni olmadiklarmin bir gostergesidir. Fabrikalarda kiiltiir rotasyon
sistemlerinde identik olmayan fajlara karsi direncin test edilmesi 6nemli oldugundan,
koleksiyon fajlarinin bu kadar ayrimi bile uygulamada anlam ifade etmektedir. Ayrica,
bu sonuclardan yola c¢ikilarak dizi analizlerinin ve homoloji ¢alismalarinin

strdiirilmesi de miimkiin olabilecektir.

EcoRI kesimi sonucu iki profil elde edilmis ve bu profili temsil eden Y4-X4 ve Y4-X24
fajlarinin genom biiytikliikleri sirasiyla 22 ve 35.6 kb bulunmustur. Pvull restriksiyon
enziminin biitlin genomlar {izerinde ayni biiyiikliikte fragment olusturacak sekilde
kesim yaptig1, genom biiyiikliikleri 29 kb bulunan fajlarin birbirinden ayrilamadig:
goriilmiistiir. Pvull enzimi, ECORI enziminin X4 faj1 ile temsil edilen grubunda (®Y4-
X2, ®DY4-X4, DY4-X5, DY4-X6, DY4-X8 ve PY4-X10) kesim yapmamugtir. HindIII
ve Hhal enzimleri ile kesim yapilmaya calisildiginda yine ayni1 durumla karsilasiimstir.
Buradan bu 6 fajin bu enzimlerle tanimlanmasinin miimkiin olmadig1 ortaya
cikmaktadir. Diger fajlara gelince HindIIl enzimi tarafindan 7, Hhal enzimi tarafindan
secilebildigi kadariyla 4 gruba ayrilmislardir. Hem HindIII enzimi hem de Hhal enzimi
cig siitlerden izole edilen fajlarin ayri bir grup olarak karsimiza ¢ikmasini saglamistir.
HindIIl enzimi ile kesimden elde edilen fragmentler toplandiginda genomlarin
biiyiikliiklerinin tamaminin birbirine ¢ok yakin ve 29-32 kb arasinda oldugu ve Pvull
ile elde edilen genom biiyiikliigl ile uyum sagladigr goriilmiistiir. Burada tek sorun,
EcoRI kesiminde ®@Y4-X24 ile temsil edilen grubun genom biiyiikliigiiniin ¢ok biiyiik
cikmasidir ki, bu durumun kismi kesimlerden veya enzimlerin yildiz aktivitelerinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Lb. bulgaricus ve Lb. lactis suslarina 6zgiil, ikisi temperent olmak {izere toplam 16 adet
fajin, ECORI ve Pstl enzimleri ile kesim profillerinin ve hibridizasyon oranlarinin
cikarilmasi amaciyla yapilan bir ¢alismada, fajlarin genom biiyiikliikleri 32 kb—37 kb
arasinda bulunmustur. ECORI ve Pstl kesimi sonucunda; ®mvl ile ®mv4, ®P18 ile
@®P21 ve ®P19 ile ®P22 DNA’larinin, birbiriyle ayn1 kesim profili verdigi, geriye
kalan 10 adet fajin da her birinin kendine 6zgiil fragment dizilimine sahip oldugu
bildirilmistir. Birbirine ¢ok benzer restriksiyon profili ve % 100 homoloji gosteren mvl
ve mv4 temperent fajlarinin DNA biiyiikliiklerinin arasinda da sadece 1 kb’lik bir fark
oldugu saptanmistir. Farkli fragment profili veren c3, c¢5 ve Ib4 faj DNA’ larinin ise
diger faj genomlari ile hibrid molekiil olusturmadigi saptanmistir (Mata et al. 1986). Bu
tez caligmasinda ise ¢ig siit izolatlar1 dahil 24 adet Lb. bulgaricus Y4, V1 ve V2 fajinin
EcoRI ile kesim sonucunda sadece iki farkli profil verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.20-
4.21) iki farkli profilde bulunan fragment biiyiikliikleri toplanmis ve fajlarin genom
biiyiikliikleri yaklasik olarak 22 ve 35 kb bulunmustur. Pstl enzimi ise S. thermophilus

faj genomlarinin kesiminde saglikli sonu¢ vermediginden kullanilmamustir.

Bagka bir aragtirmada Lb. lactis LL23 susuna 6zgiil viriilent LL-H faj genomunun
restriksiyon profilinin ve haritasininin ¢ikarilmasi amaciyla, Sall, EcoRI, Pstl, BamHI,
HindIII, Pvull, Hpal, Smal restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilmistir. Xhol ve
Kpnl endoniikleazlar da denenmis ancak genom iizerinde tanima dizilerinin olmadigi
anlagilmistir. Kesim sonucu olusan fragment biiyiikliikklerinin toplamindan LL-H
genom biiyiikliigiiniin 34 kb oldugu belirlenmistir (Trautwetter et al. 1986, Sechaud et
al. 1988).

Mata vd. tarafindan olusturulan ve karakterize edilen 16 adet Lb. bulgaricus ve Lb.
lactis fajina yenileri eklenmistir. Yeni izole edilen fajlar mv4 genomu dahil ECORI,
BamHI, Pstl, HindIIl ve Smal restriksiyon enzimleri ile kesime alinmislardir.
Temperent fajlardan ikisinin (@37 ve ®38) her bir enzim ig¢in birbiriyle 6zdes
restriksiyon profili verdigi, 50 ve 51 kodlu faj DNA’ larinda ise ECORI, BamHI ve Pstl
kesimleri sonucu olusan fragmentlerden bazilarinin ayni oldugu tespit edilmistir. Diger

faj DNA’lar ise, ayr1 ayr1 kesim profili vermislerdir. DNA hibridizasyon g¢alismalar1
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sonucunda, mv4 faj1 ile yeni litik fajlar arasinda yaklasik % 60-70, temperent fajlar
arasinda ise % 80 homoloji oldugu saptanmistir. Bu aragtirmaya ait bulgularinin
aksine, tez kapsaminda c¢alisilan 24 faj, ECORI ile sadece iki farkli profil vermis ve
BamHI enzimi ile ise kesilememistir. Lahbib-Mansais vd. tarafindan yapilan bu
calismada genomlarin ECORI ile olusan fragmentleri tezdeki 2 kesim profili ile
karsilagtiritlmis ancak genomlar arasinda uyum goriilmemistir (Lahbib-Mansais et al.

1988).

Isvigre tipi peynirin, peyniralt: suyundan izole edilen Lb. bulgaricus CH2 susuna 6zgiil
ch2 kodlu fajin genom biiyilikliigii, elektron mikroskobu kullanildiginda, 37+1.6 kb;
EcoRI, Pstl ve Pvull restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu olusan fragmentlerin
biiyiikliikleri toplanmasiyla hesaplandiginda ise 35 kb olarak hesaplanmistir (Chow et
al. 1988). Auad vd. (1999) da Lb. bulgaricus CRL539 susundan izole edilen 16539
kodlu temperent fajinin pac tipi DNA biiyiikliiglinlin yaklasik 35 kb oldugunu tespit
etmislerdir. Quiberoni ve arkadaslart ise Lb. bulgaricus YSD V, Ab;, LB-Ib3 suslarina
0zgiil sirastyla BYM, YAB ve 1b3 kodlu fajlarin, lineer ¢ift sarmal DNA’ larinin 31-34
kb arasinda oldugunu belirtmislerdir (Quiberoni et al. 2004).

Tiikel vd. (2003), bu ¢alismada kullanilan S. thermophilus fajlar1 gibi Lb. bulgaricus
fajlarin1 da ECORI enzimi ile kesime almiglardir. Arastiricilar, ECORI kesiminden elde
ettikleri fragmentlerin toplamindan genom biiyiikliikklerinin 21 ve 72.2 kb arasinda
oldugunu belirtmiglerdir. Bu calismada ayni fajlara ait genomlar, EcCORI, Pvull ve
HindIII enzimleri ile kesime alinmis, ECORI ve Pvull enzimlerinin kesim yaptigi biiyiik
grubun hep ayni fajlardan olustugu bulunmus, genom biiyiikliikleri de Pvull ve HindIII
enzimleri ile dogrulanmistir. ®Y4-X2, ®Y4-X4, ®Y4-X5, OY4-X6, OY4-X8 ve
dY4-X10, 22 kb biyiikliikteki genomlara sahipken, fajlarin geri kalaninin genom
biiytikliigii 29-32 kb civarinda oldugu bulunmustur. Buna gore bu ¢alisma sonugclari ile
celisen Tiikel vd. (2003)’nin ¢ok genis sinirlar i¢inde saptadiklari genom biiyiikliikleri
tartistlir hale gelmistir. Arastiricilarin elde ettigi bulgular diger verilerle uyum

gostermedigi gibi en 6nemlisi tekrar1 olan buradaki sonuglara da ters diigmektedir.
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S. thermophilus fajlar1 gibi Lb. bulgaricus fajlar1 da sahip olduklari protein profilleri ve
restriksiyon kesim sablonlar1 birlikte diistiniildiigiinde siniflandirmanin miimkiin olup
olmayacag1 arastirilmistir, ancak kesim sablonlarina gore farkli gruplarda yer alan
fajlarin birbiriyle 6zdes protein profilleri vermesi nedeniyle basarilamamistir. Fajlardan
Y4 Lb. bulgaricus susuna 6zgiil ®Y4-X2, ®Y4-X4, ®Y4-XS5, PY4-X6, DY4-X8 ve
®Y4-X10’a ait, kullanilan restriksiyon enzimlerinden (EcoRI, Pvull, HindIII, Hhal)
hi¢biri ile kesim sablonu elde edilememistir. Bunlardan Y4-X6 fajinin, HindIII ve Hhal
kesimi ile diger 18 fajdan ayrilan Y4-X1 ile ayni protein profili verdigi goriilmiistiir.
Ayni sekilde @Y4-X4’iin, ®Y4-X3 ile; ®DY4-XS5 ile DY4-X8’in, Y4-X9, Y4-X12 ve
V2-X23 faji ile; ®Y4-X2 ile ®Y4-X10"un, ®V2-X24, ®V2-X25 ve ®V2-X28 harig
geriye kalan fajlarin tamamu ile identik proteinlere sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Bununla birlikte HindIII kesimi ile farkli profiller gosteren fajlarin bazilarmin (®Y4-
X1, ®VI1-X19, ®Y4-X9) ayn1 zamanda birbirlerinden farkli protein sablonlarina sahip
olmalari, fajlarin genom ve protein yapilari arasinda bir iligki kurulabilecegini
diistindiirmiistiir. Ancak, ®V1-X19 ile ®V2-X27’nin, ®Y4-X9 ile ®Y4-X12’nin
HindIII kesim sablonlar1 birbirinden farkli olsa da ayni protein profiline sahip olduklar
goriilmiistiir. Mata vd. (1986) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Lb. bulgaricus ve Lb.
lactis suslarma ozgiil fajlarin bu calisgmada oldugu gibi ayni restriksiyon profili
verselerde farkli major protein bantlarina sahip olabildikleri belirtilmistir. Protein
profilleri, restriksiyon kesimleri ile paralellik gdstermezken, birbirleriyle yliksek oranda
hibridize olan genomlarin ayni protein bantlarina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle Bolim 5.1.2.1°de deginildigi gibi bu iliskinin kurulabilmesi ve kesinlik
kazanabilmesi i¢in daha detayli arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. S.
thermophilus fajlar1 gibi, Lb. bulgaricus fajlarinin da aymi konakg¢i dizgesine sahip
olmalarindan dolay1, litik spektrumun bu fajlarin simiflandirilmasinda belirleyici

olmadigi ortaya ¢ikmaktadir.
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5.1.3 Faj replikasyon parametreleri

5.1.3.1 Latent donem siiresinin ve patlama biiyiikliigiiniin belirlenmesi (Tek

asamal gelisme testi)

S. thermophilus suslarma 6zgiil ®B3-X19, ®231-X9, ®2B3-A, ®231S-AIMO ile
®709-X5’in ve Lb. bulgaricus suslarina 6zgiil fajlardan Y4-X12’nin tek asamali
gelisme egrileri c¢ikarilarak, fajlarin latent ve artis donem siireleri ile patlama
biiyiikliikleri belirlenmistir. Bu fajlar arasinda ozellikle B3-X19 ile 231S-A1MO,
restriksiyon endontikleaz analizlerine gore hep digerlerinden farkli ve tek baslarina
grup olusturmuslardir. HindIII restriksiyon enzimi ile kesim sonucu ise ®B3-X19,
®231-X9, ®709-X5 ve ®231S-AIMO’nin farkli gruplarda yer aldiklari tespit

edilmisgtir.

Bolim 4.3.2’de B3-X19 fajina ait 3 adet tek asamali gelisme egrisi goriilmektedir
(Sekil 4.43-4.44-4.45). Her denemede latent donem siiresi 25, artis donemi stiresi ise 35
dakika olarak bulunmustur. Ancak patlama biyiikligiiniin 143 ile 401 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Aslinda patlama biiyiikliiglinlin ve latent donemin, belirli ve
sabit kosullarda her bir faj tiirline 6zgiil oldugu, ancak kullanilan konak¢iya, konak¢inin
boliinme periyoduna, ortama ve sicaklia bagli olarak degisiklik gosterebildigi
belirtilmistir (Ellis and Delbriick 1939). 3 ayn giinde B3-X19 fajina ait tek asamali
gelisme egrilerinin ¢ikarilmast amaciyla kurulan denemelerde, 2 farkli inkiibatoriin
kullanilmas1 s6z konusu olmustur. Birisi yeni digeri eski olan bu inkiibatorlerin
sicakliklarin1 koruyabilme 6zellikleri ayni olmadigindan ve S. thermophilus fajlar i¢in
5 dakika arayla 6rnek alindigindan, konakgilarin sicaklik degisiminden etkilendikleri
diistintilebilir. Ayrica aktif kiiltlirler kullanilsa bile zaman zaman konakgilarin tireme
hizlarinin  degistigi de goriilmiistiir. Denemelerin  kontrollii  kosullar altinda
gerceklesmesi gerektigini belirten Ellis ve Delbriick’iin, inkiibasyon sicakliklarinin
16.6°C, 25°C ve 37°C’ye ayarlanmis denemelerinde; patlama biiyiikliiglinde degisim
olmazken, sicaklik diismesine bagli olarak latent déonemin 30 dk.’dan 180 dk.’ya ¢iktig1

tespit edilmistir. Ellis ve Delbriick, E. coli’ye 6zgiil fajin tek asamali gelisme
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denemelerini ii¢ farkli giinde tekrarlamalar1 sonucunda, plak sayilarinda farkliliklar
gorlilse de, hep ayni egriyi elde etmislerdir. Bunun da ancak tiim preparatlarin ayni
kosullar altinda hazirlanmast ve saklanmasi durumunda miimkiin olabilecegini
belirtmislerdir. Yaptiklar1 tiim calismalar sonucunda, latent donem siiresinin; sabit
kosullar altinda elde edilen minimum degeriyle bu degerin iki kat1 arasinda degisiklik

gosterebildigini tespit etmislerdir (Ellis and Delbriick 1939).

®B3-X19’un minumum patlama biiyiikliigi degeri 143 olarak kabul edilirse, Ellis ve
Delbriick tarafindan belirtildigi gibi farkli denemelerde bu biiyiikliigiin 266 bulunmasi
dogal olmaktadir. Ayni durum minumum deger eger 266 kabul edilirse 401 bulunmast
da kabul edilebilir olacaktir. Ancak calismamizda patlama biiytikliikleri arasinda 4 kat
fark bulunmaktadir. Bu farkliligin varligi dogal olarak olusan plak sayisindan
kaynaklanmaktadir. Ellis ve Delbriick (1939) ile Luria ve Darnell (1967), plak
biiyiikliigiiniin agar konsantrasyonuna bagli oldugunu, agarin fazla olmast durumunda
plak biyiikliigiiniin azaldigin1 belirtmislerdir. Dolayisiyla plak varligimin goriiniir
olmas1 da besiyerindeki agar miktari ile iligkilidir. Calisilan ylizeyin diiz olmamasi ilk
tabaka agarin Petri plaginda esit miktarda dagilimina engel olmaktadir. Daha sonra
ikinci agar tabakasinin dokiilmesiyle Petri’de bir tarafta daha fazla besiyeri dolayisiyla
agar birikimi s6z konusudur ki bu bazen olusan plaklarin goriilmesine bile engel
olmaktadir. Bu durum hemen hemen her deneme ve galigilan her Petri kutusu igin
gecerlidir. Dolayisiyla bir faja ait her tek asamali gelisme egrisi denemesinde ayni
patlama biiyiikligli degerinin bulunamamasinin bir diger nedeninin de agar miktari

olabilecegi diisliniilmektedir.

Cizelge 5.1°de goriildiigii tizere S. thermophilus fajlarmin artis dénem siirelerinin
hemen hemen aymi ve 30-35 dakika oldugu tespit edilmistir. Ancak latent dénem
siireleri 15- 35 dakika arasinda degismektedir. Cig ve pastorize siit izolat1 olan sirasiyla
2B3-A ve 231S-A1MO fajlarmin latent dénem siirelerinin 15’er dakika oldugu, ®231-
X9’un ise 35 dakika ile en uzun latent doneme sahip faj oldugu tespit edilmistir. En
diisiik patlama biyiikliigiine sahip faj, 64 faj partikiilii ile ®2B3-A iken; en yiiksek
patlama biiyiikliigline sahip faj 620 faj partikiilii ile @709-X5’dir. Bulunan bu degerler
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ile diger c¢alismalar karsilastirildiginda latent donem siirelerinde ve patlama
biiytikliiklerinde ¢ok fark olmadigi goriilmektedir. Larbi vd. (1990) ile Tremblay ve
Moineau (1999), galistiklar1 S. thermophilus fajlarin hepsinin latent donem stirelerini 25
dakika, patlama biiyiikliiklerini ise sirasiyla 88 ile 56 ve 276 olarak bulmustur. Yine S.
thermophilus fajlari ile ¢alisan Suarez vd. (2002) artis donem stirelerini 140-200 dakika
olarak belirtmislerdir. Patlama biiyiikliiklerinin de 300-600 faj partikiilii arasinda
degistigini saptamislardir. Bu tez kapsaminda calisilan fajlardan ®709-X5’in ise artis
donemi 35 dakika gibi kisa bir siire de olsa patlama biiyiikliigiiniin 620’ye ulastig1
goriilmiistlir. Dolayisiyla Suarez vd. tarafindan ¢alisilan yiiksek artis donemlerine sahip
fajlarin patlama biiyiikliiklerinin de yiiksek olmasina karsin; bu ¢alismada kullanilan S.
thermophilus fajlarindan 709-X5’in 35 dk gibi kisa bir artis donemi olsa da, patlama
biiytikliigiiniin 620 faj partikiilii olarak belirlenmesi ilging gelmistir.

Lb. bulgaricus fajlarindan Y4L-X12 fajinin ise latent donemi 85 dakika, patlama
bliyliikligii ise 140 faj partikiilii olarak bulunmustur. Lb. bulgaricus fajlar ile
gerceklestirilen diger bazi1 denemelerde, latent donemlerinin 40 ve 60 dakika (Chow et
al. 1988, Lahbib-Mansais et al. 1992); bazilarinda ise 40 veya 30 dakikadan az oldugu
belirtilmistir (Suarez et al. 2002, Quiberoni et al. 2004). Ayrica, bu aragtirmalarda
tespit edilen patlama biyiikliiklerinin 23 ile 130 faj partikiili arasinda degistigi
gorlilmiistiir. Bu durumda, tez kapsaminda calisilmis olan bu fajin hem latent

doneminin hem de patlama biiyiikliigiiniin digerlerine goére daha fazla oldugu

goriilmiistiir.

Cizelge 5.1 S. thermophilus ve Lb. bulgaricus fajlarinin latent ve artis donem siireleri
ile patlama biiytikliikleri

Faj Kodu Latent Donem Artig Donemi Patlama Biytikligii
(dakika) (dakika) (Faj)
®B3-X19 25 35 143-266-401
®2B3-A 15 35 64
®231-X9 35 35 140
®231S-A1IMO 15 30 264
®709-X5 20 35 620
dY4L-X12 85 40 140
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5.1.3.2 Faj plak etkinligi, adsorbsiyon oram ve plak morfolojisi

Faj plak etkinligi, fajlarin konakgilar1 {iizerinde olusturabildigi plaklar olarak
tanimlanabildigi gibi (Ellis and Delbriick 1939); fajin farkli bir konak¢ida verdigi
titrenin homolog konakgisinda verdigi titreye oranlanmasi ile de hesaplanmaktadir.
Genellikle direng sistemi aktarilan veya bu sistemlere sahip konakgilarda gelistirilen
fajlarin titrelerindeki degisimleri takip etmek amaciyla bu degerler belirlenmektedir

(Sanders and Klaenhammer 1980).

Cizelge 4.5’de goriildiigi tizere fajlarin homolog ve heterolog konakeilarindaki titreler
verilmis ve bu degerlerin oranlanmasiyla fajlarin farkli konakg¢ilardaki plak etkinlikleri
belirlenmistir. Fajin homolog konakg¢isindaki EOP degeri 1 kabul edilmistir. ©709-
X5’in kendi homolog konakgist ile kiyaslandiginda heterolog konakgilarindan 231 S.
thermophilus susunda daha fazla plak etkinligi (1.03) gosterirken, B3 susunda diisiik
plak etkinligi (0.76) gdstermistir. Ayn1 sekilde ©®231-X9 heterolog konakgilarindan 709
susunda 1.6 EOP degerine ulagmigken, B3 heterolog konakgisinda 0.25 gibi diisiik bir
plak etkinligine sahip oldugu tespit edilmistir. ®231S-A1MO, ®2B3-A ve ®B3-X19 S.
thermophilus fajlar1 ise diger iki fajdan farkli olarak heterolog konakgilarinda hep
homolog konak¢ilardan daha diisiik titre verdiklerinden EOP degerleri de 1°den diisiik
cikmustir. Lb. bulgaricus Y4L-X12 faji da, ®709-X5 ve ®231-X9 gibi, heterolog
konakgilarinda V2 ve referans Lb. bulgaricus suslarinda, kendi homolog konakgisindan
daha yiiksek plak etkinligi gosterirken; 231 ve V1 Lb. bulgaricus heterolog konakgilari
iizerinde daha diisiik titreye sahip oldugundan EOP degerleri de 1’in altinda ve sirasiyla
0.5, 0.28 cikmistir. EOP degerinin 1’den az ¢ikmasi fajin heterolog konakg¢isinda bu
fajin gelisimine engel olan diren¢ mekanizmalarindan birinin varligina isarettir. Faj
adsorbsiyonunun ve DNA injeksiyonunun engellenmesi, abortif infeksiyon,
restriksiyon/modifikasyon sistemleri faj diren¢ mekanizmalar1 olarak karsimiza
cikmaktadir (Moineau 1999, Forde and Fitzgerald 1999, Coffey and Ross 2002). EOP
degerinin 1’in altinda ¢ikmasi, kullanilan heterolog konakg¢ilarda adsorbiyonun veya
DNA injeksiyonunun engellenmesi tipinde bir diren¢ mekanizmasi varligindan

kaynaklanmamaktadir. Boyle diisiintilmesinin nedeni Cizelge 4.6’dan da goriilecegi
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iizere fajlarin neredeyse tiim konakgilara adsorbe olma oranlarinin % 99 ve her
konakcida gelisebiliyor olmasidir (Cizelge 4.5). Fajlarin EOP degerleri, restriksiyon-
modifikasyon sistemi aktarilan veya bu mekanizmay1 tagiyan suslarda belirlenmektedir
(Sanders and Klaenhammer 1980). Bu nedenle suslarin restriksiyon-modifikasyon
tipinde diren¢ sistemlerine sahip olup olmadiklarinin arastirilmast gerektigi
diistintilmistiir. Tunail vd. (2002), ¢alistiklar1 Lb. bulgaricus yerel suslarindan ikisinin
(2001 ve 2004 suslar1), 30 adet Lb. bulgaricus fajina kars1 direnglilik gosterdigini tespit
etmislerdir. Fajlarin her iki susa degisik oranlarda adsorbe olabildigini tespit eden
arastiricilar, suslarda faj DNA injeksiyonunun engellenmesi tipinde direng
mekanizmasi oldugunu bulmuglardir. Bagka bir aragtirmada ise c¢alisilan dogal S.
thermophilus suslarindan ikisinde (MR27a ve St 7.6) plazmidde kodlu adsorbsiyonun
engellenmesi tipinde direng mekanizmasi oldugu belirtilmistir (Tiikel et al. 2004). Kivi
vd (1987) ise S. thermophilus fajlarinin plak etkinlikleri ile farkli konakgilara adsorbe
olma oranlarini belirlemistir. Bu arastirmanin sonunda fajlardan bazilarinin ¢ok yiiksek
yizde ile konak¢i olarak kullanilan suslara adsorbe olabildigi ancak plak
olusturamadigi, bazilarinin hem homolog hem de heterolog konakgilarda hemen hemen
ayni titreyi vermelerine karsin en yiikksek EOP degerini her birine heterolog olan bagka
bir konakg¢ida verdigi, bazilarinin ise heterolog konakgilarina homolog konakgilarindan
daha yiiksek ylizde ile baglandiklar1 goriilmiistiir. Dolayisiyla arastiricilar konaket
olarak kullanilan suslarin restriksiyon-modifikasyon sistemlerinin incelenmesi
gerektigini vurgulamiglardir. Bu tez ¢alismasinda ise yukarida bahsedilen ¢aligmadaki
kadar degisim olmasa da, fajlarin heterolog ve homolog konakg¢ilarina hemen hemen
ayni yiizdeyle baglanmalarina karsin heterolog konakgilari {izerinde daha az veya daha

yuksek EOP degerleri verdikleri goriilmiistiir.

Ayrica heterolog konakgilarda elde edilen titrenin diisiikliigiiniin Petri’de agar
miktarinin fazlaligindan kaynaklanabilecegi de dikkate alinmalidir. Bu durumdan farkl
olarak S. thermophilus suslarina gore Lb. bulgaricus suslar1 agar ortaminda daha zor
gelismektedir. Dolayisiyla her zaman faj plagimin goriilmesi miimkiin olamamakta ve

her denemede ayni titreye sahip faj kullanilsa bile fakl titreler elde edilebilmektedir.
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Aynt durum her iki cinse ait fajlarin plak morfolojileri ve biiyiiklikleri i¢in de
gecerlidir. S. thermophilus konakgilar1 iizerinde tim S. thermophilus fajlari; Lb.
bulgaricus suslarinda ise tim Lb. bulgaricus fajlar1 ayni tip plak olusturmaktadir.
Plaklarin ¢aplarinin 0.5-1.5 mm arasinda degistigi ve simnirlarinin belli oldugu
morfolojik bir yapiya sahip olduklar: tespit edilmistir. Bu degisimin, Petri iizerindeki
agarli boliimiin fazla olup olmamasina, konak¢1 susun lireme miktarina ve birkag faj
plaginin yan yana geliyor olmasindan kaynaklanabilecegi disiliniilmiistiir. Konakg1
susun az tremesi durumunda ki bu duruma daha c¢ok Lb. bulgaricus suslarinda
rastlanmaktadir, fajlarin plak caplar1 ¢ok biiylik gibi algilanmaktadir. Ancak farklh

zamanlarda elde edilen sonuglardan yukarida bahsedilen bulgularin en dogru bulgular

oldugu sonucuna varilmstir.

Fajlar icin plak morfolojisinin, genellikle karakteristik bir 6zellik ve faj genetigi lizerine
yapilan caligmalarda belirleyici oldugu belirtilmis olsa da (Ellis and Delbriick 1939,
Luria and Darnell 1967), bu calismada kullanilan fajlarin her konak¢ida verdigi plak
yapisinin ayni olmast ve bu fajlarin protein profillerinin ¢ok benzer olma durumu,
restriksiyon endoniikleaz kesimlerine gore ise de bazen ayn1 bazen farkli gruplarda yer
almalari, plak yapisinin genetik acidan aslinda 6dnemli olmadigini diisiindiirmektedir.
Ellis ve Delbriick (1939) ile Luria ve Darnell (1967), latent donem ve patlama
bliytikliigiiniin fajlar i¢in ¢ok belirleyici o6zellikler oldugunu belirtse de yukarida

deginilen nedenlerden dolay1 ¢ok da belirleyici olmadigi goriilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda replikasyon parametreleri belirlenecek fajlar, homolog
konakgilarinda gelistirildikten sonra, heterolog konakeilari ile karsilastirilarak EOP, %
adsorbsiyon oranlart ve plak morfolojileri belirlenmigtir. Benbadis vd. (1990) ise,
calistiklar1 S. thermophilus fajlarint hem homolog hem de heterolog konakgida
hazirlayarak plak etkinligi degerlerini hesaplamistir. Benbadis vd., fajin kendi homolog
konakgisinda hazirlanmasi durumunda, heterolog susta EOP degerini 3x10™ bulmus;
heterolog susta hazirlanmasi durumunda ise homolog konakg¢isindaki EOP degerinin
3x10ya distiigiini gormiistiir. Bu siradisi geri doniisimliliigiin, fajin konakgilara

farkli oranda tutunuyor olmasindan kaynaklanmadigin1 aksine konakgilarda
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restriksiyon/modifikasyon sistemlerinin varliginin gdstergesi oldugunu belirtmistir. Bu
caligmadan farkli olarak Auad vd. (1998), calistiklar1 lizogenik Lb. bulgaricus CRL 539
susundan mitomisin C ile indiikleyerek elde ettikleri 1b539 temperent fajinin, Lb. lactis
CNRZ 326 susunda ii¢ kez gelistirilmesinden sonra EOP degerinin 9.4x10*den 1.6’ya
yiikseldigini; LL-H litik fajinin ise farkli konakgida gelistirilmesinden sonra EOP

degerinin 1.7 ye ¢iktigin1 saptamislardir.
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6. SONUCLARA ILISKIiN ONERILER

1. Yerel S. thermophilus suslarinin tiire 6zgiil test edilen fajlarma ve karigik kiiltiir
olarak kullanilmalar1 halinde partneri olan Lb. bulgaricus’un fajlarina fevkalade
direngli olduklari, bu 6zellikleriyle {istiin starter potansiyeli gosterdikleri anlasilmistir.
Lb. bulgaricus suslarinin ise fajlarina ¢ok duyarli olduklari, hatta partnerinin (S.
thermophilus) kimi fajlarina heterolog konak¢i davranigi sergiledikleri saptanmustir.
Starter se¢imi amaciyla Lb. bulgaricus suslarinda faj direncin test edilmesinin birincil
kriter olarak ele alinmasinin 6nemli oldugu ortaya cikmistir. Bu sonuglar ayrica
isletmelerde goriilen faj problemlerinin daha fazla Lb. bulgaricus suslarindan

kaynaklandigina isaret etmektedir.

2. Faj-konake¢1 6zgiilligiinde en 6nemli ve ilging sonug, S. thermophilus fajlarinin
cinsler arasi heterolog konak¢i kullanma ozellikleridir. Simdiye degin literatiirde
rastlanmayan bu davranist Ozyurt (2005) ve Kahraman (2006) da calismalarinda
belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasi ile de termofilik fajlarin cinsler arasi heterolog konakgi

kullandiklar teyit edilmistir.

3. Termofilik fajlarin ¢ig siitlerden izole edilebilmeleri, ayrica yerel ve endiistriiyel
suslarda lizogeniye rastlanmamasi (Kaleli et al. 2004, Kahraman 2006) yogurt
isletmelerinde bulk {iretimi sirasinda ortaya ¢ikan fajlarin ¢ig siit kaynakli oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan ®231S-A1MO’niin pastdrize siitten izole edilmis
olmasi, pastdrizasyon normlarinin, fajlarin inaktivasyonu igin her zaman yeterli

olmadigimi gostermektedir.

4. Tez kapsaminda protein profilleri ¢ikarilan S. thermophilus fajlarim1 major
proteinlerine gore siniflandirmak miimkiin olmamistir. Mindr proteinlerine gére bazi
ufak farkliliklar sergileyen ve bu sekilde birbirlerinden ayirdedilen fajlar bulunsa da ve
kendi iclerinde 8 gruba ayrilsalar da; protein profilleri ile restriksiyon enzim
kesimlerine gore gruplandirma arasinda su asamada (homoloji calismalar

yapilmadigindan) bir korelasyondan séz etmek olanakli degildir. S. thermophilus
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fajlarinin, iki major protein banti (30.6 ve 27.3 kDa) ile hem Neve vd. (1989)’un {i¢
farkl1 protein bandma goére yaptiklart siniflamada 2. grupta, hem de Prevots vd.
(1989)’nin iki farkli protein profiline gore yaptiklari simniflamada yine 2. grupta yer

alabilecekleri anlagilmustir.

Lb. bulgaricus fajlar1 da; 30.17 kDa, 29.9 kDa, 27.2 kDa (V1 ve V2 fajlari) ve 29.6
kDa, 29.2 kDa ve 26.2 kDa (Y4 fajlar1) agirlikta hemen hemen ayni major protein
bantlar1 vermislerdir. Bu bantlar diger arasgtirmacilarin verileriyle birebir
ortismemektedir. Lb. bulgaricus fajlari ile elde edilen major protein bantlari, daha dnce
iki major protein bant1 (34 kDa, 19 kDa) ile yine iki major proteinin (32 kDa, 23 kDa)
saptandig1 ¢calisma (Mata et al. 1986) sonuglara olduk¢a yakin bulunmasina karsin
yerel Lb. bulgaricus fajlar1 3 major protein bandiyla simdiye kadar belirlenen protein
profillerinden ayrilarak farkli bir grup olusturmustur. Minér proteinlere gore ¢ok kiiciik
farkliliklarla birbirinden ayirdedilen ve 5 grupta toplanan fajlarin, restriksiyon
endoniikleaz kesimlerine gore olusturulan gruplar arasindaki iliskiyi gorebilmek ayni

gerekgee ile olanakli degildir.

5. Fajlarin farkliliklarin1 en iyi ortaya koyan yontem faj genomlariin restriksiyon
endoniikleazlarla kesimi olmustur. Cok sayida (9) enzimin kullanildigi analizlerde
BamHI enziminin S. thermophilus faj genomunu kesmek i¢in tanima dizilerine sahip
olmadigr anlasilmis, diger 8 enzimden en iyi sonuglar ECORI ve ECORV ile alinmustir.
Ancak Clal, HindIIl ve Hhal enzim kesim sablonlari da bazi yorumlara imkan
tanimistir. Faj genomlarinin en fazla ayrimimi saglayan ECORV kesimlerine gore S.
thermophilus fajlar1 18 fajin topluca yer aldigi bir grup ve her birinin ayri bir grup
olusturdugu 8 grup olmak iizere toplam 9 gruba ayrilmigtir. Ayrica biiyiik grubu
olusturan fajlarin da ayni olmayabilecegi, i¢lerinden en az 5 fajin (®B3-X14); (D709-
X5, ®231-X9); (D231-X7, ®231-X8) daha; sirayla Clal, HindIll ve Hhal enzim

kesimleri sonuglarina gore ayirdedilebilecegi sonucuna varilmistir.
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Lb. bulgaricus faj genomlari, BamHI enziminin tanima dizileri bulunmadigi igin
kesilememistir. Diger kullanilan 5 enzimden HindIIl kesim sablonlar1 8 grubun
ayirdedilmesine imkan vermistir. 7 farkli kesim sablonuyla 13 faj 7 ayn grupta yer
alirken, 11 faj da kesimi gerceklestirilemeyen grupta toplanmistir. Ancak
kesilemeyenler grubunda bulunan 11 fajdan 6’sinin genom benzerligi ECORI ve Pvull
ile kesin olarak ortaya konmus sonug olarak tiim Lb. bulgaricus fajlarinin 9 grupta

degerlendirilmesinin daha dogru olacag: diistiniilmistiir.

Faj koleksiyonunda yer alan fajlarin bu siniflandirma ile pratikte starter direncinin test
edilmesine hizmet sunarken diger taraftan da bu fajlar arasindaki homoloji
caligmalarinin yiiriitiilmesi hatta DNA dizi analizlerinin yapilarak kesin farkliliklarinin
ortaya konmasi1 gerekmektedir. Bunun sonucunda restriksiyon endoniikleazlarla
kesimin giivenirliligi test edilebilecegi gibi, kesim fragmentlerinin homolojisi ile de

protein profilleri arasindaki korelasyon varligi veya yoklugu ortaya konabilecektir.

6. Bu calisma sonucunda S. thermophilus fajlarinda genom biyiikliikleri 41-45 kb
arasinda saptanmistir. Bu degerler daha once yapilan ¢alismalarda belirlenen 31-45 kb
degerlerine (Benbadis et al. 1990, Larbi et al. 1990, Briissow et al. 1994a, Briissow and
Bruttin 1995, Prevots et al. 1989, Le Marrec et al. 1997, Quiberoni et al. 2003a)
olduk¢a yakin bulunmustur. Genom biiyiikliikleri 29-32 kb arasinda saptanan Lb.
bulgaricus fajlar1 da literatiir verileriyle (Chow et al. 1988, Auad et al. 1999, Quiberoni
et al. 2004) uyum gostermektedir. Yalnizca aym fajlarla ¢alisan ve ECORI kesimiyle
sonuca giden Tiikel vd. (2003)’nin degerleriyle bagdagsmamaktadir ki bu durum Tiikel

vd.’nin sonuglarini tartismaya agmaktadir.

7. Faj parametrelerinin belirlenmesi i¢in fajlarin farkli izolasyon materyaline ve farkli
restriksiyon gruplarima gore secilmis olmalar1 faj gruplandirmasini destekler nitelikte
farli sonuglar yaratmamistir. Ellis ve Delbriick (1939) ile Luria ve Darnell (1967)’in;
latent donem ve patlama biyiikliigiiniin fajlar icin ¢ok belirleyici parametreler
oldugunu belirtmelerine karsin, deneme sonuglari bu parametrelerin aslinda Snem

atfedildigi kadar belirleyici olmadigmi gostermistir. Bununla birlikte bu faj

158



parametrelerinin  belirlenmesi; koleksiyondaki fajlarin daha iyi tanimlanmasin
saglamig, belirlenen EOP degerleri ve % adsorbsiyon oranlar ileride yiiriitiilecek olan

faj diren¢ mekanizmalarinin aragtirilmasi i¢in 6nemli doneler ortaya koymustur.
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EK-1 ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI ve COZELTILER

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

Sodyum kloriir 8.5g
Distile su 1000ml

Sodyum kloriir distile su igerisinde ¢Ozlilmiis, tiplere 9’ar ml olacak sekilde

dagitildiktan sonra 121° C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

M17 Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan besiyerinden, 1 litre distile suda 42.5 g dehidre M17 Broth
(Merck) ¢oziilmiis ve s1vi besiyeri olarak hazirlanan bu besiyerine 15 g agar katilarak
121° C’de 15 dakika sterilize edilmistir. PH 7.2 + 0.2 olan besiyeri steril petri

kutularma dagitilmistir.

Modifiye M17 Broth (Krusch vd. 1987)

Fiton pepton 50g
Poly pepton 50¢g
Maya ekstrakti 25¢g
Et ekstrakti 50¢g
Laktoz 50¢g
Askorbik asit 05¢g
Sodyum-f-gliserofosfat 95¢g
IM MgSo04.7H,0 1.0 ml
1M CaCl, 1.2 ml
Distile Su 1000 ml

M17 Broth (Terzaghi ve Sandine 1975), daha iyi bir bakteri gelisimi saglamak igin
modifiye edilmistir. Bu modifikasyonda sodyum-f-gliserofosfat miktar1 9.5 g’a
indirilmis, laktoz miktar1 8 g’a yiikseltilmis ve 1M CaCl, ¢ozeltisinden 1 litre igin 1.2
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ml ilave edilmistir. Tim bilesenler distile suda c¢oziindiiriildiikkten sonra tiiplere

dagitilmig ve 121° C’de 15 dakika sterilize edilmistir (pH 7.2 = 0.2).

Modifiye M17 Agar (Krusch vd. 1987)

M17 Broth besiyerine % 1.5 agar ve % 0.8 laktoz katilarak elde edilmis ve 121° C’de
15 dakika sterilize edildikten sonra steril petri kutularina dagitilarak kullanilmistir (pH

72+02).

Modifiye M17 Yumusak Agar (Krusch vd. 1987)

(thM17 Yumusak Agar)

Fiton pepton 24¢
Poly pepton 24 ¢
Maya ekstrakti 20¢g
Kasamino asit 24¢
Et ekstrakti 33¢g
Askorbik asit 04¢g
Sodyum-B-gliserofosfat 127 ¢
IM MgSOg4 1.3 ml
Agar 6.0g
Elliker Broth (Difco) l6g
Distile su 1000 ml

Tim bilesenler katildiktan sonra kaynatmak suretiyle agar eritilip tliplere 3’er ml
olacak sekilde dagitilmistir. 121° C’de 15 dakika sterilizasyondan sonra tiiplere aseptik
sartlarda 0.1 ml steril Skim Milk ilave edildikten sonra kullanilmistir (pH 7.2 + 0.2).

MRS Broth (Merck)
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Ticari olarak bulunan bu besiyerinden 52.2 g alinmig ve 1 litre distile su igerisinde
¢Oziilmiis, 10’ar ml olacak sekilde tiiplere dagitildiktan sonra 118° C’de 15 dakika
sterilize edilmistir (pH 5.7 £ 0.2).

MRS Agar (Merck)

Ticari olarak bulunan MRS Broth besiyerinden 52.2 g alimip 1 litre distile suda
¢coziilmis ve 15 gram agar katilarak 118° C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyondan sonra % 10 steril 1M CaCl, katilmig ve steril petri kutularina

dagitilmistir (pH 5.7 £ 0.2).

MRS Yumusak Agar

Ticari olarak bulunan MRS Broth besiyerinden 52.2 g alimip 1 litre distile suda
coziilmiis ve 6 g agar katilarak once kaynatmak suretiyle agarin erimesi saglanmis,
daha sonra tiiplere 3’er ml olacak sekilde dagitilip 118° C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilizasyondan sonra 0.1 ml steril 1 M CaCl, katilarak kullanilmistir (pH
5.7+0.2).

Skim Milk (Pmnar A.S., Oxoid)

Skim Milk 100 g
Distile Su 1000 ml

Skim Milk distile su igerisinde iyice ¢oziindiikten sonra 10’ar ml olacak sekilde tiiplere

dagitilmis ve 110° C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

173



2.0 SM (Faj tamponu) (Sambrook vd. 1989)

NaCl 58¢
MgS04.7H20 2g

1 M Tris.Cl (pH 7.5) 50 ml
% 2 jelatin ¢ozeltisi Sml
Bidistile Su 1000ml

Faj tamponu 121° C’de 15 dakika siireyle otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda

saklanabilir.
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