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1. GIRIS

Starter kiiltiirler, fermentasyonun baslatilmasi, fermente gidalarin tipik yapisal ve aromatik
ozelliklerinin gelistirilmesi amaci dogrultusunda hammaddeye belirli oranlarda ilave edilen
mikroorganizma Kkiiltiirleri olarak tanimlanmaktadir. Bu kiiltiirler, tanimhi tek suslardan ya
da karisik sus kombinasyonlarindan iiretilebilmektedir. Fermente gida endiistrisinde iiriin
kalitesi, standardizasyonu ve iiretim ekonomisinin ana unsurlarinin basinda; starter
kiiltiirlerin fermentasyon siireclerindeki aktivitesi ve kiitlesel iiretimin dogasindan

kaynaklanan teknolojik sorunlara uygunlugu gelmektedir.

Giiniimiizde tiiketiciler gida giivenligine giderek artan bir 6nem gostermektedir. Bu
nedenle fonksiyonel gidalar olarak adlandirilan, saglikli yasama destek veren gidalarin
tiretiminde Onemli bir artis meydana gelmistir. Diger yandan, gida koruma amaci ile
riinlere ilave edilen kimyasal katki maddeleri tiiketici sagligim1 tehdit eder boyutlara
ulasmis ve diinya genelinde tiiketiciler dogal gidalara yonelmistir. Ozellikle fermente
gidalarin  dogal bilesenlerini olusturan starter kiiltiir suglarinin ya da onlarin
metabolitlerinin gida iiretimi ve korunmasinda kullanimi, hem fonksiyonel gidalarin

tiretimi ve hem de gida giivenligi acisindan biiyiik onem tasimaktadir.

Tiim diinyada en fazla iiretimi yapilan fermente siit iiriinii peynirdir. Peynir endiistrisinde
kullanilan starter Kkiiltiirlerin ana bilesenini Lactococcus lactis (L. lactis) suslar
olusturmaktadir. L. lactis starter kiiltiir suslarinin peynir iiretimindeki ana fonksiyonlari;
siit sekeri laktozu kullanarak laktik asit iiretmeleri, kazeini parcalamalari ve kontamine
florayr inhibe etmeleri yaninda, bu iriinler icin tipik aroma ve tat bilesiklerini
olusturmalaridir.  Starter kiiltiir suslarinin  ¢evresel stres kosullarina ve faj
kontaminasyonlarina karsi1 diren¢ yetenekleri; endiistriyel fermente siit iiriinlerinin
tiretiminde temel sorunlardan biri olan ve fermentasyon siireclerinde meydana gelen
yavaslama ya da durmadan kaynaklanan {iiriin kayiplar ile karakterize edilen teknolojik

sorunlar1 en aza indirmektedir.

Endiistriyel siit fermentasyonlarinda kullanilacak starter L. lactis suslarimin segiminde,
yukarida tanimlanan kiiltiirel ve teknolojik ozellikler esas alinmaktadir. Bu ozellikler
bakimindan yiiksek aktiviteye sahip ve genetik agidan stabil suglarin belirlenmesi ve

gelistirilmesi, starter kiiltiir tiretim programlarinin hareket noktasini olusturmaktadir. Bu
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esas dogrultusunda tasarlanan tez calismasinda; Tiirkiye kokenli L. lactis subsp. lactis
MBLLY9 susunda laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite, faj direnglilik ve laktisin 481
tiretimi Ozelliklerinin genetik dogasinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismada ayrica,
genetik determinantlar1 tanimlanan endiistriyel Ozelliklerin yatay gen transferi yolu ile

aktarim olanaklarinin arastirilmasi ve stabilitesinin belirlenmesi de hedeflenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Lactococcus Cinsinin Genel Karakteristikleri

Lactococcus cinsi (laktokoklar); L. lactis, L. piscium, L. gavriae, L. raffinolactis ve L.
plantarum olmak iizere bes farkl: tiir igermektedir. Lactococcus tiirleri; Gram-pozitif, spor
olusturmayan, kok morfolojisinde bakteriler olup, gelisme ortamlarinda tek (0.5-1.5 um),
kok ciftleri ya da kisa zincirler halinde bulunabilmektedir. Optimum gelisme sicakliklar
30 °C olan laktokoklar, 10 °C ve 45 °C arasinda gelisme gosterebilmektedir. Laktokoklarin
metabolizmast gorece basittir. Sekerleri homofermentatif yolla laktik aside doniistiirmek
sureti ile enerji elde etmektedirler (Schleifer 1987, Schlegel 1997, Furet et al. 2002). Bu
kisa ve basit metabolik izyolu, seker molekiiliinden az miktarda enerji elde edilmesine yol
acmaktadir. Yeterli enerji seviyesine ulasabilmek icin, s6z konusu bakteriler metabolik
izyolunu c¢ok hizli bir sekilde kullanirlar. Bu durum da siit iiriinlerinde hizli bir
asidifikasyona neden olmaktadir. Laktokoklarda vitaminler ve aminoasitler gibi
metabolitlerin anabolizmasi ise ¢ok sinirlidir. Dolayisi ile bu gelisme faktorlerinin biiyiik

bir kismi1 ¢cevreden saglanmaktadir (Schleifer 1987, Furet ef al. 2002).

Hareketsiz ve Lancelfield serolojik grup N iiyesi olan Lactococcus cinsine ait bakterilerde
fonksiyonel sitrik asit dongiisii ve solunum enzimleri bulunmamaktadir. Ancak bu
bakteriler flavin tip NADH oksidaz, NADH peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerine
sahip oldugu icin, diisiik oranda oksijeni kullanabilmektedir. Katalaz enzim sistemine sahip
olmadiklarindan, aerobik kosullarda hidrojen peroksit ortamda birikebilmekte ve hiicresel
yapilarin bozulmasina yol acarak bakteriyel gelisimi engelleyebilmektedir. Flavin tip
NADH oksidazlar ve NADH peroksidazlar, diisiik diizeyde hidrojen peroksit
rediiksiyonunu  gergeklestirdikleri i¢in, sdz konusu bakteriler mikroaerofilik olarak
tanimlanmaktadir. Gida fermentasyonlarinda starter kiiltiir olarak kullanilan laktokok
iyeleri, insan ve hayvan tiikketiminde giivenilir olarak tanimlanmakla birlikte; L. piscium ve
L. gavriae basta olmak iizere, baz1 iiyelerinin oportiinistik enfeksiyon ajanlar1 oldugu da
belirlenmistir. Genom biiyiikliikleri ortalama 2.5 Mega baz (Mb) olan laktokoklarda,
% G+C oram1 3442 arasinda degisim gostermektedir (Teixeria et al. 1996, Schlegel 1997,
van Niel et al. 2002). Bu bakteriler dogal olarak siit, siit iiriinleri ve bitkisel materyaller

yaninda, balik ve boceklerin ince bagirsaginda da bulunabilmektedir (Kimoto et al. 2004).
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2.2. Laktokok Starter Kiiltiir Suslar1

Lactococcus cinsine ait bes tiir icerisinde, 6zellikle L. lactis’ e ait iki alt tiir (L. lactis subsp.
lactis ve L. lactis subsp. cremoris) ile bir biyovaryete (L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis) fermente siit iriinlerinin ana starter kiiltiir suslarint olusturmaktadir (Mundt
1986). Odun ile beslenen termitlerin sindirim kanalinin arka kismindan izole edilen ve
laktoz fermentasyon yetenegi icermeyen L. lactis subsp. hordniae ise, L. lactis tiirliniin
gida fermentasyonlarinda kullanilmayan tek iiyesidir (Klijn et al. 1995, Nomura et al.
1999). Bu bakteriler kullanilarak iiretilen temel fermente siit {iriinii, tiim diinyada 2000
civarinda tiirii tammlanan peynirdir. Ulkemizde de 50 civarinda farkli peynir tiiriiniin
endiistriyel ya da geleneksel iiretimi gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de toplam peynir
tiretiminin % 85-89’unu teskil eden beyaz peynir, tulum peyniri ve kasar peyniri
yapiminda L. lactis starter kiiltiir suslar1 kullanilmaktadir. L. lactis alt tiirleri, bu peynirlerin
dogal florasinda da tespit edilmistir (Sweeney et al. 2004, Bulut et al. 2005, Jivadipur and
Tunctiirk 2006). L. lactis tiyeleri, peynirler disinda; eksi krema, yagh siit, tereyagi gibi ¢cok
sayida fermente siit driinii ve degisik bitkisel fermente gidalarin iiretiminde de
kullanilmaktadir. Bu bakteriler, fermentasyonun baslatilmasi, fermente gidalarin besinsel,
duyusal ve yapisal ozelliklerinin gelistirilmesi ve endiistriyel siireclerde yiiksek {iiriin elde

edilmesinden sorumludur (Leroy and de Vuyst 2004, Jivadipur and Tunctiirk 2006).

Aralarinda % 20-30 oraninda DNA baz dizi farkliligi bulunan L. lactis subsp. lactis ile L.
lactis subsp. cremoris’ in klasik tamida kullanilan karakteristikleri; en yiiksek gelisme
gosterdikleri pH ve sicaklik diizeyleri, arjininden amonyak olusturma yetenekleri ve riboz
ve trehaloz gibi sekerlerin fermentasyonu olarak tanimlanmistir. L. lactis subsp. lactis
40 °C’ de, pH 9.2°’de gelisme gosterebilmekte, arjininden amonyak olusturabilmekte ve
riboz ve trehaloz fermentasyonu sonucu L(+) laktik asit olusturabilmektedir. L. lactis
subsp. cremoris ise bu Ozellikleri icermemektedir. Son yillarda L. lactis subsp. lactis’ in
ayrica, glutamat dekarboksilaz enzimini kullanmak sureti ile, glutamattan gama
aminobiitirik asit (GABA) iiretebildigi de tanimlanmastir. L. lactis subsp. lactis ile L. lactis
subsp. diacetylactis arasindaki yegane farklilik ise, bu biyovaryetenin sitrattan diasetil ve
asetoin olusturma 6zelligi olarak tanimlanmistir. Diasetil fermente tereyaginin tipik aroma
bilesigini olusturmaktadir (Nomura et al. 1999, Kimoto et al. 2004, Goncii and Alpkent
2005, Jivadipur and Tungctiirk 2006).
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2.3. L. lactis Starter Kiiltiir Suslarmm Endiistriyel Oneme Sahip Ozellikleri

2.3.1. Laktoz metabolizmasi

Starter kiiltiir suslar1 olarak kullanilan laktokok iiyeleri, laktozu genellikle plazmidler
tarafindan kodlanan ve diger bakteri gruplarinda nadir rastlanan fosfo-B-galaktozidaz
enziminin anahtar rol oynadigi bir izyolu ile metabolize etmektedir. Bu metabolik yolda
laktoz hiicre i¢ine, fosfoenol piruvata bagh fosfotransferaz sistemi izyolunun (PEP-PTS)
enzimleri tarafindan alimir. PEP-PTS sistemi, laktoz fosfatlarin olusumunu katalize
etmektedir. Cok elemanli bir izyolu olan PEP-PTS sistemi; laktoz spesifitesi olmayan
Enzim I, laktoz spesifik Enzim II ve 1s1 stabil bir protein olan HPr icermektedir (Saier and
Reizer 1992). Enzim I PEP’in kullaniminda fosforile olur ve HPr’nin fosforilasyonunu
katalize eder. Bu asamadan sonra HPr, fosfat gruplarinin laktoz spesifik Enzim II'ye
transferini gerceklestirir. Bu sayede Enzim II, sekerin fosforilasyonunu ve transferini
saglar. Hiicre icine alinan laktoz-fosfat, fosfo-f-galaktozidaz enzimi araciligi ile glukoz ve
galaktoz—6-fosfata parcalanir. Bu katabolik yol tagatoz—6-fosfat yolu olarak
adlandirilmaktadir (Monnet et al. 1996). PEP-PTS ve tagatoz—6-fosfat yoluna ait enzimleri
kodlayan genler, L. lactis suslarinda plazmidler tarafindan tasinmaktadir. Laktoz
plazmidleri olarak adlandirilan ve farkli suslarda degisik molekiiler biiyiikliiklerde
saptanabilen bu kromozom dis1 genetik yapilarda laktoz kullanim genleri, lacABCDFEGX
operonu halinde bulunmaktadir. S6z konusu operonun transkripsiyonel regiilasyonunu
kodlayan gen ise, lac operonu promotorunun hemen arkasinda yer almaktadir. /ac operonu
promotoru ve regiilator promotorlar1 farkli yonlerde transkripsiyonu yapilan yakin
promotorlar olarak organize olmustur (van Rooijen and de Vos 1990, de Vos and Vaughan

1994, Monnet et al. 1996).

L. lactis suslarinda daha nadir rastlanan ikinci bir laktoz kullanim yolu, prokaryotlarda
ortak olan ve permeaz sistemleri ile karakterize edilen Leloir yoludur. Permeazlar bu
sistemde laktozu hiicre i¢ine kimyasal modifikasyon yapmaksizin transfer ederler. Bu
izyolundaki laktoz transportunda, proton simportu etkinlik gostermektedir. Hiicre icine
alinan laktoz, B-galaktozidaz enzimi aracilig ile glukoz ve galaktoza parcalanmakta ve

katabolitler Leloir yoluna sokulmaktadir (Monnet et al. 1996).
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Starter kiiltiir susu olarak kullanilan L. lactis liyelerinde yiiriitiilen caligmalar sonucunda;
fosfo-B-galaktozidaz enzim aktivitesine sahip suslarin laktozdan laktat tiretim hizlari, -
galaktozidaz enzimine sahip olanlara oranla daha yiiksek bulunmustur. Bu nedenle fosfo-3-
galaktozidaz enzim aktivitesine sahip suslar, siit ortaminda hizli gelisme gostererek asitligi
disirmekte ve hizli bir pihtt olusumuna neden olmaktadir. Endiistriyel siit
fermentasyonlarinda hizli asit olusumu, Oncelikle pihti olusumunun erken gerceklesmesine
ve dolayisi ile fermentasyon siirecinin kisalmasina yol agcmaktadir. Pihti olusumu ayrica
fermente siit iiriiniiniin tipik yapisal 6zelliklerinin gelisiminde de anahtar rol oynamaktadir.
Asitlik gelisiminin bir diger énemli fonksiyonu, kontamine mikrofloranin inhibisyonuna
yol acarak, iirliniin mikrobiyolojik kalitesini ylikseltmektir (Vaughan et al. 1998, Carbaco
et al. 2004).

L. lactis starter kiiltiir suslar1 fosfo-B-galaktozidaz enzimi icerirken, aym tiiriin starter
kiiltiir susu olarak kullanilmayan dogal tiplerinin B-galaktozidaz enzimine sahip olmalari,
bu bakterilerin evrimine 11k tutmaktadir. Zira bu bakterilerde fosfo-B-galaktozidazlar
plazmidler tarafindan, B-galaktozidazlar ise kromozomal DNA tarafindan kodlanmaktadir.
Molekiiler biyologlar bu durumu; siit ortamina adapte olmus L. lactis suslarinin hizli
metabolik faaliyetlerini, laktoz plazmidlerinin konjugal transfer yolu ile kazandiklarini ileri

sirerek aciklamaktadir (Tamaro et al. 2005).

2.3.2. Kazein hidrolizi

Etkin bir starter kiiltiir performansi, kullanilan sus ya da suslarin kazein ve diger siit
proteinlerini parcalamasi ile dogrudan iliskilidir. L. lactis suslari, proteolitik sistemlerini
kullanmak sureti ile siit proteinlerini kiiciik peptitlere ve amino asitlere pargalayarak
gelismeleri i¢in zorunlu faktorleri saglamaktadir. Diger yandan proteoliz iiriinleri, 6zellikle
peynirlerde tipik tat ve aroma bilesiklerini olusturmaktadir. L. lactis suslarinda proteolitik
sistem, genellikle; kazeinin ilk asama parcalanmasi, 0zgiil tagima sistemleri ve tasinan
peptitlerin, peptidazlar araciligr ile kiig¢iik peptitlere ve amino asitlere indirgenmesi
reaksiyonlarina katilan ve plazmidler tarafindan kodlanan bir hiicre dis1 proteinaz ile

karakterize edilmektedir (Kunji ef al. 1995).

Plazmidler ile proteolitik aktivite arasindaki iligki ilk kez, 1970’1i yillarda klasik mutasyon

denemeleri sonucunda tanimlanmistir. Daha sonra L. lactis suslarinda hiicre dis1 proteinaz
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kodlayan pHPOO03 plazmidinin dizi analizi gerceklestirilerek bu iligkinin molekiiler
kanitlar1 saptanmustir (Christensson et al. 2001). Molekiiler tanis1 yapilan s6z konusu
proteinazlar, laktosepinler olarak adlandirilmistir. Bugiine kadar tanimlanan tiim L. lactis
laktosepinleri plazmid kodlu olarak bulunmustur. Laktosepin plazmidlerinin molekiiler
biiytikliikleri ise, 13.4—100 kb (kilobaz) arasinda tespit edilmistir. Degisik arastiricilar
tarafindan yiiriitillen caligmalarda, laktosepin plazmid biiyiikliigiiniin, bulundugu susun
proteolitik aktivitesi ile dogrudan iliskili oldugu saptanmistir. Laktosepin plazmid
biiytikliigii arttik¢a proteolitik aktivitenin diismesi, kiiciik plazmidlerin yiliksek kopya sayisi
icermeleri ile agciklanmaktadir (Kok 1990, Christensson et al. 2001, Mills et al. 2006).

Laktokoklarda proteolitik sistem ile laktoz metabolizmasinin iliskisi iizerinde yiiriitiilen
caligmalarda, bu iki 6zelligin bazi suslarda ayni plazmidler iizerinde bulundugu tespit
edilmistir. S6z konusu konjugatif plazmidler, gida diizeyli genetik yapisi zenginlestirilmis
sus gelistirme calismalarinda kullanilmig ve iiretilen suslarin endiistriyel uygulamalart
baslatilmistir. Diger yandan, ayni susta farkli plazmidler tarafindan kodlanan laktoz
metabolizmas1 ve proteolitik aktivite 6zelliklerinin, verici suslardan birlikte aktarilabildigi
konjugasyon sistemleri de tanimlanmistir. Bu sistemlerde, konjugasyon siirecinde
aktarilacak plazmidlerin koentegre plazmid yapisi olusturdugu saptanmistir. Bu sistemler

de genetik diizenlemelerde kullanilmaktadir (Mills et al. 2006).

2.3.3. Faj direnclilik

Endiistriyel starter Kkiiltiir olarak kullanilan L. lactis suslarinda en ©6nemli teknolojik
ozelliklerden biri, faj direncliligi icermeleridir. Zira siit fermentasyonlarinin dogasi geregi
tam anlami ile aseptik kosullarin olusturulamamasi, yiiksek diizeyde faj
kontaminasyonlarina yol agmaktadir. Fajlarla kontamine olan duyarh kiiltiirler, hizli bir
sekilde parcalanmakta ve bunun sonucunda ya fermentasyon durmakta ya da biiyiik oranda
tiriin kayiplarina yol acan yavaslamalar meydana gelmektedir (Hill 1993, Dinsmore and
Klaenhammer 1995). Bu iiriin kayiplarini1 engellemenin en etkin yolu, dogal faj direnclilik
sistemleri iceren L. lactis suslarinin tanimlanmasi ve kullanimidir. Bu amag¢ dogrultusunda
yiiriitilen yogun c¢alismalar sonucunda, L. lactis suslarinda bulunan dort farkli faj
direnglilik mekanizmasi tanimlanmistir. S6z konusu sistemler, etkinlik mekanizmasi esas

alinarak; faj adsorbsiyonunun engellenmesi, faj DNA enjeksiyonunun engellenmesi,
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restriksiyon/modifikasyon ve abortif enfeksiyon olarak adlandirilmistir (Akgelik and

Tunail 1992, Moineau 1999, Dupont et al. 2004, Sturino and Klaenhammer 2006) .

2.3.3.1. Faj adsorbsiyonunun engellenmesi

Faj adsorbsiyonunun engellenmesi fenotipi, dogal L. lactis suslarimin faj direngli
mutantlarinda tanimlanan bir direnglilik mekanizmasidir. Bu sistem kromozomal ve
plazmid kokenli genler iizerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda, hiicre yilizeyinde
bulunan karbonhidrat veya protein yapidaki faj alma¢ bolgelerinin bozulmasi ya da
maskelenmesi ile karakterize edilmektedir (Forde and Fitzgerald 1999). L. lactis suslarinda
faj almag bolgeler ile fajlarin temasi sonucu gerceklesen tutunma (adsorbsiyon) siireci, geri
doniisebilir bir asamadir. Ancak, faj ile faj enfeksiyon proteinlerinin temas ettigi ikinci
asama geri doniigsiiz bir interaksiyondur. Kromozomal ya da plazmid kodlu genlerde
meydana gelen mutasyonlar sonucunda her iki asmanin da kesintiye ugratilabildigi
saptanmustir. Faj adsorbsiyonunun engellenmesi tipte direnclilik sistemleri, fajlarin
konakcilar1 ile temasini ilk asamada etkiledigi ic¢in, faj iligskisiz mutantlarin ortaya
cikmasina yol acmaktadir. Bu sayede, laktik fajlarin bu mekanizmayi asacak direng
sistemlerini  gelistirmeleri  engellenmektedir. S6z  konusu  karakteristigi, faj
adsorbsiyonunun engellenmesi sistemini siit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiir suslar

icin cok onemli hale getirmektedir (Garvey et al. 1996, Walker and Klaenhammer 2003).

Giintimiizde, L. lactis suslarinda molekiiler diizeyde tanimlanan faj adsorbsiyon sistemleri
kullanilarak yeni antifaj sistemlerinin gelistirilmesinde ©Onemli basarilar saglanmistir.
Ozellikle faj reseptor bolgeleri maskeleyen proteinler kullanilarak elde edilen antibadilerin
fajlardan korunmada yiiksek etkinlik gostermesi, bu yontemin fermente siit {iriinlerinin
eldesinde kullanimina yonelik ¢alismalara onemli bir ivme kazandirmistir (Spinelli et al.

2006 ).
2.3.3.2. Faj DNA enjeksiyonunun engellenmesi
Bir fajin prokaryotik hiicre yiizeyine tutunmasi, faj DNA translokasyonunun

gerceklesecegi anlamina gelmemektedir. Zira DNA enjeksiyonunun meydana gelebilmesi

icin faj enfeksiyon proteinlerine (PIP) gereksinim duyulmaktadir. ilk kez Watanabe et al.

17



(1984) tarafindan Lactobacillus casei’de tanimlanan PIP proteini, daha sonra L. lactis

subsp. lactis C2’de de saptanmustir (Valyasevi ef al. 1990, Valyasevi et al. 1991).

Faj enfeksiyonlarindan korunmada etkin bir mekanizma olan faj DNA enjeksiyonunun
engellenmesi, laktokoklarda nadir rastlanan bir sistemdir. Bugiine kadar L. lactis suslarinda
biri plazmid (pNP40) ve digeri de kromozomal DNA kokenli olan iki farkli faj DNA
enjeksiyon engelleme sistemi saptanmistir (Garvey et al. 1995, Akgelik 1998, Haard et al.
2005). Soz konusu sistemlerin, izole edildikleri konakg¢ilarda sadece belirli faj ya da faj

gruplari icin etkinlik géstermesi, endiistriyel amagl kullanimlarini kisitlayan ana unsurdur.

2.3.3.3. Restriksiyon/ modifikasyon

Restriksiyon/modifikasyon (R/M) enzimleri; sitoplazmaya giren yabanci DNA
molekiillerini pargalarken, konak¢t DNA iizerinde soz konusu etkiyi gdstermeyen hiicresel
savunma mekanizmalaridir. Bu enzimler; molekiiler yapilari, tanima serileri, kesme
ozgiilliikkleri ve kofaktor gereksinimleri esas alinarak ii¢ grup altinda simiflandirilmistir
(Bickle and Kruger 1993). Schouler er al. (1998) tip I R/M sistemlerinin bazi alt
tinitelerinin gen kodunun L. lactis subsp. lactis 1L1403 kromozomu iizerinde yer aldigini
tespit etmistir. Bu enzimler HsdR (restriksiyon aktivitesi), HsdM (modifikasyon aktivitesi)
ve HsdS (aktivite ozgiilliigii) olarak adlandirilan ii¢ alt {inite icermektedir. IL1403 susu
tizerinde yiiriitiilen ileri analizlerde, tip I restriksiyon/modifikasyon sisteminin HsdS alt
tinitesi gen kodunun plazmid iizerinde bulundugu, HsdR ve HsdM genlerinin ise
kromozomda yer aldig1 belirlenmistir (Schouler et al. 1998). Tip I ve tip III R/M
sistemleri lizerinde gerceklestirilen calismalarda da, tip I R/M sistemleri ile benzer sekilde,
alt iinite genetik determinantlarinin plazmidler ya da kromozomal DNA oldugu
saptanmistir (Moineau et al. 1995, Walker and Klaenhammer 2003, O’Driscoll et al.
2004).

Restriksiyon/Modifikasyon aktiviteleri, yabanci DNA’y1 parcalama spesifitelerinden
dolayr cok giiclii faj direng sistemleri olarak kabul edilmektedir. Ancak, bazi nadir
durumlarda faj DNA’st restriksiyondan Once modifiye edilerek bu sistemlerin
etkinliginden kagabilmektedir. Ozellikle L. lactis suslarinda pTR2030 plazmidinde kodlu
R/M sistemlerinin endiistride sorun yaratan bazi fajlara kars1 etkinliginin diisiik olmasinin;

s0z konusu sistemdeki metilaz aktivitesinin, DNA dizi benzerligi nedeni ile bu fajlarda da
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islev gormesinden kaynaklandigi saptanmistir. Bu nedenle endiistriyel starter kiiltiir
bileseni olarak kullanilan L. lactis suslarinda R/M sistemlerinin, diger faj direng sistemleri
ile kombine edilerek kullanimi1 onerilmektedir. Ozellikle faj adsorbsiyonunun engellenmesi
ya da abortif enfeksiyon tipte direnclilik sistemleri ile kombine edilen
restriksiyon/modifikasyon aktivitelerinin, endiistride sorun yaratan baslica faj gruplarina
kars1 etkin bir koruma sagladigi belirlenmistir. Bu 6zellikler kombine edilerek genetik
yapisi zenginlestirilmis suslar, peynir starter kiiltiirleri olarak kullanilmaktadir (O’Driscoll

et al. 2004, Mills et al. 2006).

2.3.3.4. Abortif enfeksiyon

Abortif enfeksiyon (Abi) sistemleri; hiicre i¢ine giren fajlarin, DNA replikasyonu ya da
transkripsiyon, translasyon, paketleme ve faj elemanlarinin birlesmesi siireclerini bozmak
sureti ile, faj inaktivasyonuna yol agmaktadir. Abi sistemi, enfekte hiicrelerin 6liimii ile
sonuglanan bir siireci katalize eder. Faj cogalmasina olanak tanimayan Abi sistemleri, L.
lactis starter kiiltiir suslarinda tercih edilen faj direnclilik mekanizmalaridir (Allison and
Klaenhammer 1998, Walker and Klaenhammer 2003). Ancak, 6zellikle profajlarin L. lactis
konakgr hiicreleri ile homolog ya da homolog olmayan rekombinasyonlar1 sonucunda, bu
sisteme direngli faj gelisiminin gerceklestigi tespit edilmistir (Walker and Klaenhammer
2003). Faj gelisme siireclerindeki inhibisyon etkinlikleri esas alinarak 21 farkli Abi sistemi
tanimlanmistir. Bu sistemler icerisinde yalniz 3 adedi (AbiB, AbiH ve AbiN) kromozomal
DNA kokenli iken, L. lactis suslarindaki diger 18 Abi sisteminin gen kodunun, degisik
suglarda farkli molekiiler biiyiikliiklerde olabilen plazmidler {izerinde bulundugu
belirlenmistir. Abi sistemlerinin genellikle plazmid kodlu olusu, molekiiler analiz ve
genetik diizenleme caligmalar1 ile giiclii antifaj sistemleri iceren L. lactis suslarinin
gelistirilmesini 6nemli Olciide kolaylagtirmaktadir (Forde and Fitzgerald 1999, Brussow

and Desiere 2001, Yang et al. 2006).

2.3.4. Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosinler, diger bakteri tiirleri lizerinde bakteriyosidal ya da bakteriyostatik etkiye
sahip, ribozomal sentezlenen peptitler olarak tanimlanmaktadir (Klaenhammer 1993). Bu
polipeptitler, gida bozulmasi ve gida kokenli hastalik etmeni bakterlerin gelisimini

engelleme oOzelliklerinden dolayi, gida endiistrisinde biiyiilk Onem tasimaktadir. Diger
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yandan, bakteriyosinler, insan ve hayvan enfeksiyonlarinin tedavisinde gosterdikleri
potansiyel ile, antibiyotiklerin alternatifi olarak 6ne cikmaktadir (Nes and Tagg 1996).
Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler ii¢ ana grup altinda toplanmustir.
Lantibiyotikler olarak adlandirilan 1. grup bakteriyosinler; lantionin, [B-metillantionin,
dehidroalanin ve dehidrobiitirin gibi translasyon sonrast modifikasyonlar ile olusturulan
amino asitleri icermektedir. II. grup bakteriyosinler, 5-30 kDa (kilo Dalton) arasinda
molekiiler agirliga sahip, modifiye olmamais 1s1-stabil peptitlerdir. III. grup bakteriyosinler
ise, molekiiler agirligir 30 kDa yukarisinda ve 1s1 duyarlilik 6zelligine sahip peptitler olarak

karakterize edilmektedir (Sahl et al. 1995, Diep et al. 1996, Nilsen et al. 2003).

Bakteriyosinler, genellikle por olusumuna yol acarak ya da hiicre duvari biyosentezini
bozarak hedef hiicre oliimiine neden olmaktadir. Uretici organizmalar, direnglilik
proteinleri  araciligi ile kendi bakteriyosinlerinin  etkisinden = korunmaktadir.
Bakteriyosinler; gidalarin korunmasinin yaninda, gida kalitesinin ve tiiketici kabuluniin
artirllmasina yonelik endiistriyel uygulamalarda da kullanilmaktadir. Endiistriyel kullanim
acisindan bugiine kadar en genis uygulama alan1 bulan bakteriyosin, lantibiyotik grubu
iyesi olan nisindir (Twomey et al. 2002, Papagianni 2003). Laktik asit bakterilerinin insan
ve hayvan tiiketiminde giivenilir gida diizeyli ajanlar olmalar1 nedeni ile, bu bakterilerin
irettigi yeni bakteriyosinlerin izolasyonu ve kullanim olanaklarinin belirlenmesi iizerinde

yogun arastirmalar siirdiiriilmektedir (Papagianni 2003).

L. lactis suglarinda tanimlanan baslica bakteriyosinler; diplokoksin, laktoztrepsinler (Las 1,
Las 2, Las 3, Las 4 ve Las 5), lantibiyotikler (nisin, laktisin 481 ve laktisin 3147) ve
laktokoksinler (laktokoksin A, B, MN, G, 972 ve MMFII)’dir. Bu bakteriyosinler
icerisinde yalniz nisinin gen kodu kromozomal DNA iizerinde tespit edilmistir. Molekiiler
genetik analizi yapilan diger L. lactis bakteriyosinlerinin tiimii, suslara ve spesifiye ettikleri
bakteriyosinlere gore farklilik gosteren degisik plazmidler tarafindan kodlanmaktadir

(Beasley and Saris 2004, Horn et al. 2004, Diep et al. 2007 ).
2.3.4.1. Laktisin 481
Tiim lantibiyotikler gibi, laktisin 481 de, yapisal bir gen tarafindan kodlanan oncii bir

peptitden sentezlenmektedir. Prepeptit ya da prelantibiyotik olarak adlandirilan bu Oncii

molekiil, C-terminalinde bulunan propeptidin, N-terminal lider peptitten ayrilmasindan
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sonra modifiye edilmekte ve olgun lantibiyotik olusturulmaktadir. Enzimatik
modifikasyonlar serin ve treoninin dehidrasyonu sonucu meydana getirilen 2,3-
dehidroalanin (Dha) ve (Z)-2,3- dehidrobiitirin (Dhb) ile karakterize edilmektedir. Serinin
dehidrasyonu sonucu olusturulan Dha ve treoninin dehidrasyonu sonucu olusturulan Dhb
arasinda tiyoeter capraz kopriilerinin olusturulmasi yolu ile lantiyonin (Lan), Dha ya da
Dhb iizerine bir sistein amino asidinin ilavesi sonucu da 3-metillantionin (MeLan)

olusturulmaktadir (Sahl ez al. 1995, Guder et al. 2000).

DNA dizi benzerlikleri, gen organizasyonu ve protein yapi ve fonksiyonlar1 esas alinmak
sureti ile laktisin 481 ailesi liyesi 13 adet lantibiyotik tanimlanmustir. Bunlar; biitiro
vibrosin (Butyrovibrio fibroselvens), laktisin 481 (L. lactis), makedosin (Streptococcus
macedonicus), mutasin Il (S. mutans), nukasin ISK-1 (Staphylococcus worneri),
ruminokoksin A (Ruminococcus gravus), salvarisin Al (S. salivarius), salivarisin A2, A3,
A4 ve AS (S. salivarius), salivarisin B (S. mitis), streptokoksin A-FF22 (S. pyogenes) ve
variasin (Micrococcus varians)’dir. Laktisin 481 {iyesi lantibiyotiklerin farkli bakteri
tiirlerindeki bu genis dagiliminin, yatay gen transferi yolu ile gerceklestigi

diistiniilmektedir (Piard et al. 1992, Dabard et al. 2001, Tagg 2004).

L. lactis subsp. lactis’in degisik tiirleri tarafindan iiretilen laktisin 481; 6 gen iceren ve
sustan susa molekiiler biiyiiklilk bakimindan farklilik gosteren plazmidler iizerinde,
genellikle Tn5721 transpozonu ters tekrar serileri arasinda yer alan bir operonda
kodlanmaktadir. Operonda ilk gen olan LctA geni 51 amino asit iceren prepeptidi
kodlamaktadir. LctM geni enzimatik modifikasyonlardan sorumlu enzim sistemlerinin,
LctFEG genleri direng proteinlerinin ve LctT geni ise ABC ailesi iiyesi transport

proteinlerinin iiretiminden sorumlu bulunmustur (Xie et al. 2004).

Laktisin 481, diger lantibiyotiklerde oldugu gibi, hiicre membrani iizerinde por olusumuna
yol agarak; pH dengesini, proton motivasyon giiciinii ve sonu¢ta membran biitiinliigiinii
bozmak suretiyle antimikrobiyel aktivitesini gostermektedir. Bu siirecte lipit II'ye
baglandig1 i¢in, hiicre duvar1 biyosentezini engelledigi de saptanmistir (Twomey et al.
2002, Chatterjee et al. 2005). Laktisin 481, yakin akraba ¢ok sayida laktik asit bakterisi
yanminda; Clostridium, Listeria ve Staphylococcus gibi 6nemli gida kokenli hastalik ve
bozulma etmeni bakterilerin de gelisimini engelleme 6zelligi icermektedir (Chatterjee et al.

2005). 100 °C’de 15-30 dakika 1s1l muameleye diren¢ gosteren bu bakteriyosinin pH 4-10
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araliginda antimikrobiyel etkinligini siirdiirdiigii saptanmistir (Sekil 2.1) (Dufour et al.
2007).
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Yiiksek diizeyde antimikrobiyel aktivitesi yaninda, fiziksel ve kimyasal ajanlara karsi
gosterdigi stabilite, laktisin 481’°in gida koruma ajani olarak kullanimin1 6ne ¢ikarmaktadir.
Saflagtinlmigs ya da yar1 saflagtirilmis laktisinin dogrudan gidalara ilavesi yaninda,
fermente edilmis gidalara laktisin 481 iireticilerinin starter kiiltiir olarak kullanim1 iizerinde
pilot calismalar tamamlanmis ve kismi endiistriyel uygulamalar baglatilmistir. Laktisin 481
operonunun konjugatif plazmidler {izerinde bulunmasi, dogal aktarim siire¢leri kullanilarak
starter kiiltiir suslarinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Bu 6zelliginden yararlanmak
suretiyle gida diizeyli rekombinantlar iiretilmis ve endiistriyel kullanima sunulmustur

(Garde et al. 2006, Willey and van der Donk 2007).

2.3.5. Sitrat fermentasyonu

Sitrat1 fermente edebilen laktik asit bakterileri, bircok fermente siit iirliniiniin iiretiminde
kritik rol oynamaktadir. Bu bakteriler icerisinde yer alan tek L. lactis iiyesi, L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis’dir. Sitrat fermentasyonu sonucu iiretilen diasetil, tereyagi ve
yagh siit gibi iiriinlerin tipik aroma bilesigidir. Ayrica sitrat fermentasyonu sonucu
olusturulan CO,, baz1 peynir tiirlerinde arzu edilen gdz olusumu i¢in tercih edilmektedir

(An et al. 2006).

Sitrat fermentasyon 6zelliginin genetik determinantlar {izerinde yiiriitiilen aragtirmalarda;
calisilan tiim L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis suslarinda s6z konusu 6zelligin ~8
kb biiyiikliikte bir plazmid tarafindan kodlandig1 saptanmistir. Bu plazmidin DNA dizi
analizi tamamlanmis ve sitrat kullaniminin genetik regiilasyonunun dogasi belirlenmistir.
Bu molekiiler caligmalar sayesinde starter kiiltiir suslarinda sitrat fermentasyon yeteneginin

stabilizasyonu gerceklestirilmistir (Chang and Yan 2007).

2.3.6. Antibiyotiklere ve metal iyonlarina direnclilik

Laktokoklarda antibiyotik direnclilik yaygin rastlanan bir 6zellik degildir. Ancak, 6zellikle
mastitis tedavisinde kullanilan B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direnglilik gelisimi,
dikkate deger bir artis gostermektedir. Ik kez Perreten et al. (1997), ¢ig siitten iiretilen
yumusak peynirlerden, kromozomal DNA kokenli ¢oklu antibiyotik direnclilik 6zelligine
sahip L. lactis subsp. lactis K214 susunu izole etmistir. Teuber et al. (1999) tarafindan

yiirlitiilen calismada ise, bazi L. lactis suslarinda kloramfenikol, streptomisin ve
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tetrasikline kars1 coklu ila¢ direnclilik yetenegi tanimlanmistir. Plazmid kodlu olan ¢oklu
ilag direnclilik genleri iizerinde yiiriitiilen molekiiler analizler sonucu, laktokoklarin soz
konusu genleri yakin akraba tiirlerden konjugatif gen transferi yolu ile kazandif
saptanmustir (Gajic et al. 2003, Teuber et al. 2003). Antibiyotik direnclilik 6zelliginin
endiistriyel onemi halen tartisilmaktadir. Ancak laktokoklar incebagirsak florasinin kalici
bakterileri olmadig: icin saglik sorunlar ile iliskileri yoktur. Dolayis: ile, ozellikle starter
kiiltiir susu gelistirme programlarinda antibiyotik direnglilik markerlari, rekombinantlarin
secimi asamasinda giivenle kullanilabilmektedir (Teuber et al. 2003). Laktokok suslarinda
organik tuzlar, kadmiyum, bakir, kobalt ve magnezyum direnglilik genleri detayli bir
sekilde calisilmis ve kromozomal ya da plazmid DNA kokenli determinantlar
belirlenmistir. Ozellikle besinsel igerik acisindan limitli kosullarda bu direng 6zelliklerinin
secici avantaj olusturmasi, starter kiiltiir suslar1 ac¢isindan 6nem tagimaktadir (O’ Sullivan

et al. 2001, Gajic et al. 2003, Poole 2005).

2.3.7. Ekzopolisakkarit iiretimi

Gidalarda ekzopolisakkaritler; emiilsiyon stabilizasyonu, ylizey tansiyon oOzelliklerinin
gelistirilmesi ve gidanin su molekiilleri ile etkilesiminin diizenlemesi agisindan 6nem
tasimaktadir (Sinskey et al. 1986). Ekzopolisakkarit iireten L. lactis suslari; kolesterol
diisiirme aktiviteleri ve immiinomodiilatér yeteneklerinden dolay1 prebiyotikler olarak
adlandirilmaktadir. Bu 6zellikleri, s6z konusu suslarin fonksiyonel gidalarin iiretiminde
kullanim olanaklarinin tanimlanmasi calismalarina hiz kazandirmistir. Endiistriyel starter
kiiltiir tiretiminde kullanilan L. lactis suslarinda ekzopolisakkarit iiretiminin plazmid kodlu
olusu, bu ozelligin genetik diizenlemeler ile arzu edilen yonde gelistirilmesine olanak

saglamaktadir (de Vuyst et al. 2001).

24. Gida Diizeyli Konakci-Vektor Sistemleri ve Starter Kiiltiir Suslarinin

Gelistirilmesinde Kullanilan Modern Yaklasimlar

Gida diizeyli vektor sistemleri, antibiyotik marker icermeyen, dogal aktarim sistemleri ile
L. lactis suslart arasinda gecis yapabilen plazmidler olarak tanimlanmaktadir. Bu vektorler
sayesinde, herhangi bir beklenmedik genetik rekombinasyona yol agmadan ve tiiketici
saghigim etkileyecek risk olusturmadan starter kiiltiir suglarinin gelistirilmesi miimkiin

olmaktadir (Bron et al. 2002). S6z konusu vektor sistemlerinde metabolik se¢cim kriterleri
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olarak; LacF geni bozulmus laktoz operonu, laktisin 481 operonu, timidin sintaz, o-
galaktozidaz ve alanin rasemaz genleri kullanilmaktadir. Bu gida-diizeyli vektorler aym
zamanda konjugatif plazmidlerin orijin bolgesi ve transfer genleri ile kombine edilmistir

(Cotter et al. 2003).

Gida diizeyli vektor sistemleri kullamlarak yiiriitilen genetik miihendisligi
uygulamalarinin temel hedefi, starter kiiltiir aktivitelerinin gelistirilmesi ve stabilizasyonu
yolu ile yiiksek iiriin verimi ve kalitesinin saglanmasidir. Bu yonde yiiriitiilen caligmalar
sonucunda; bakteriyosin iiretimi, ekzopolisakkarit sentezi, laktoz katabolizmasi, kazein
hidrolizi ve faj direncliligi gelistirilmis suslar iiretilmis ve endiistriyel siireclerde kullanima
baslanmistir (Bron et al. 2002, Mills et al. 2006, Walling et al. 2005). Diger yandan, faj
lisin genlerinin klonlandig1 starter kiiltiir suslarinda bu genler biyolojik saat olarak
kullanilmak suretiyle, peynir olgunlagmasi hizlandirilmaktadir. Starter kiiltiirlere klonlanan
faj lisin genleri, transkripsiyonel regiilasyon stratejisi ile calisan bir promotordan istenilen
zamanda aktive edilmekte ve hiicre parcalanmasi sonucu proteazlarin peynir yapisina

kiitlesel gecisi saglanabilmektedir (Mills et al. 2006).

L. lactis susglarinin gerek klasik mutasyonel yontemler ya da dogal genetik aktarim
sistemleri kullanilarak ve gerekse genetik miihendisligi uygulamalar1 yolu ile modifiye
edilmesi, bu suslarin endiistriyel acidan onem tasiyan ozelliklerinin detayli genetik analizi
ve plazmid biyolojisinin anlasilmasi ile miimkiin olmaktadir. Halen endiistriyel starter
kiiltiir susu gelistirme programlarinda ana basamak, istenilen 6zellikler bakimindan yiiksek
etkinilik ve stabilite gosteren suslarin dogal ekosistemlerinden izole edilerek
tanimlanmasidir. Bu tanimlama siireclerinde en kritik nokta, iizerinde durulan 6zelliklerin
yapisal ve regiilasyonel diizeyde anlasilmasina olanak saglayacak molekiiler analiz

calismalaridir (Mills et al. 2006, Dufour et al. 2007).

2.5. Konjugasyon

Horizontal (yatay) gen transferi, mikrobiyel evrimin en onemli unsurlarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Yatay gen transferinin dogal mekanizmalari; konjugasyon,
transformasyon ve transdiiksiyondur (Desiere et al. 2001). Transformasyon faktorlerinin
Lactococcus cinsi iiyelerinde bulunmayis1 ve transdiiksiyon siireclerinde konake1

hiicrelerin arzu edilmeyen yonde faj etkisine maruz kalmasi, konjugasyonu genetik
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diizenleme calismalarinda vazgecilmez bir unsur haline getirmistir. Giinliimiizde,
endiistriyel siireclerde kullanilacak starter kiiltiir suslarinda, genetik diizenlemeler i¢in izin

verilen yegane gen aktarimi yontemi konjugasyondur (Stentz et al. 2004).

Konjugasyon; bakteriyel genlerin, verici ve alici hiicrelerin fiziksel yiizey temast yolu ile
olusan konjugasyon kopriilerinden tek yonlii aktarimi olarak tanimlanmaktadir.
Laktokoklarda konjugasyon yolu ile aktarilabilen genetik determinantlar arasinda;
bakteriyosin iiretimi, ekzopolisakkarit sentezi, degisik faj direnclilik sistemleri, laktoz
metabolizmasi, proteolitik aktivite ve sitrat fermentasyonu gibi endiistriyel acidan biiyiik
onem tasiyan metabolik faaliyetlerin genleri de bulunmaktadir. Bu ozelliklerin, dogal
ekosistemlerde populasyon icerisinde ve tiirler arasinda yatay transferi, laktokoklarin
evrimi agisindan biiyilkk ©onem tasimaktadir. Diger yandan konjugasyon sistemleri
kullanilarak, laboratuvar kosullarinda teknik ve endiistriyel ozellikler bakimindan ideal

starter bakterileri gelistirilebilmektedir (Desiere et al. 2001, Stentz et al. 2004).

L. lactis suslarinda yiiksek siklikta konjugasyon yetenegi; plazmid kodlu kiiciik ylizey
peptitlerine baghdir. Seks feromon proteinleri olarak adlandirilan bu ylizey proteinleri,
verici-alict hiicre karisimlarinda agregasyona yol a¢mak sureti ile transfer sikligim
etkilemektedir. CluA olarak adlandirilan konjugasyona yardimci yiizey proteinleri, verici
suglarda daha yiiksek oranda sentezlenmekle birlikte, konjugasyonun gerceklesebilmesi
icin alict suglarda da bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle ideal konjugal verici-alict sus
karisimlari, CluA sentezi yapabilen L. lactis suslarindan olusturulmaktadir. Bu
karisimlarda konjugasyon siklig1 107 gibi yiiksek oranlarda gerceklesebilmektedir (Waters
and Dunny 2001, Belhocine et al. 2005). L. lactis suslarinda konjugal transfer yetenegi,
plazmid ya da transpozon kokenli genlerin kontrolii altindadir. Konjugatif transpozonlar,
ozellikle bakteriyosin iiretimini yoneten genler ile iligkili bulunmustur (Belhocine et al.

2005).

L. lactis suslarinda tamimlanan endiistriyel oneme sahip 6zelliklerin konjugatif yeteneginin
arastirtlmasi, genetik analiz ve diizenleme calismalarinda model sistemlerinin
olusturulmasinin temel hareket noktasinmi teskil etmektedir. Yiiksek siklikta konjugasyon
yetenegine sahip verici-alic1 sus sistemlerinin varligi, arzu edilen yonde diizenlenmis
rekombinantlarin  olusturulmasint miimkiin kilmaktadir. Bu yontem kullanilarak

gelistirilmis ve biinyesinde degisik endiistriyel 6zellikleri bulunduran rekombinant L. lactis
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suslari, starter kiiltiir bileseni olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Belhocine et al.
2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizmalar ve bakteriyofajlar (fajlar)

Bu calismada kullanilan L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu, ®plc 61-50, ®plc 61-52 ve
®pll 98-22 fajlar ile bu fajlarin homolog konakgilari (L. lactis subsp. lactis 98 ve L. lactis
subsp. cremoris 61) Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii kiiltiir
koleksiyonundan saglanmistir. Bakteriyosin denemelerinde kullanilan indikator suslar (L.
lactis subsp. lactis SIK83, L. lactis subsp. lactis JC17, L. lactis subsp. lactis LMG2912, L.
lactis subsp. cremoris 1198, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis NCDO176,
Lactobacillus plantarum 1LMG2003, Leuconostoc carnosum DSM5576, Pediococcus
pentasaceus LMG2001, Listeria innocua LMG2813, Listeria monocytogenes ATCC15313,
Enterococcus faecalis LMG2602, Salmonella enterica Typhimurium S1.1344, Escherichia
coli CFA1, Pseudomonas fluorescens P1, Pseudomonas aeruginosa ATCC15442, Bacillus
subtilis 12, Bacillus licheniformis 40, Micrococcus luteus NCIMB8166, Staphylococcus
aureus ATCC6538, Staphylococcus carnosus MCIB, Clostridium tyobutyricum) Prof. Dr.
Ingolf NES’den (Agricultural University of Norway, As/Norway) alinmstir.

3.1.2. Bakterilerin iiretiminde kullanilan besiyerleri

Dogal tip laktokok suslart M17 broth ve agar ortamlarinda, laktoz fermentasyonu
yetenegini kaybetmis L. lactis mutantlart ise, laktoz yerine 5 g/L olacak sekilde glukoz
ilave edilmis GM17 broth ortamlarinda gelistirilmistir. Indikator bakterilerin diger iiyeleri
olan Leuconostoc, Pediococcus ve Lactobacillus cinslerine ait suslar MRS broth
ortamlarinda, Listeria, Enterococcus, Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, Bacillus,

Micrococcus, Staphylococcus ve Clostridium tiirleri ise LB broth ortamlarinda tiretilmistir.
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MRS Broth

Kazein pepton 10 g
Et ekstrakt1 10 g
Maya ekstrakti 5 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 5 g
Diamonyum sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS04.7H,0 05¢g
MnS0O4.4H,0 02¢g
Tween 80 1 ¢
Destile su 1000 mL

pH 5.7 £ 0.02 (sterilizasyondan once)

Ortam 118 °C’de 15 dakika sicaklik uygulanarak sterilize edildi.

M17 Broth

Polipepton 5 ¢
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 25¢g
Et ekstrakt1 5 g
B-disodyum gliserofosfat 19 g
Laktoz (%10) 50 mL
MgS04.7H,0 1 mL
Askorbik asit 05 ¢g
Destile su 950 mL

pH 7.15 £ 0.02 (sterilizasyondan dnce)
Ortam igerikleri 950 mL destile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121 °C’de 15 dakika siire ile

sterilize edilmistir. Ortam su banyosunda sogutulduktan sonra (45 °C), ayn sterilize edilen

laktoz c¢ozeltisi (50 mL) ilave edilmistir (Terzaghi and Sandine 1975).
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Luria Bertani Broth

Tripton 10 g
Maya ekstrakti 5¢g
NaCl 10g
Destile su 1000 mL

pH 7.0 + 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Ortam icerikleri 1000 mL destile su icerisinde ¢6ziilmiis ve sterilizasyon, 121 °C’de 15

dakika siire ile yapilmistir (Holt ez al. 1994).

3.2. Yontem

3.2.1. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun biyokimyasal metodlarla tanimlanmasinda VITEK
2 sisteminden (bioMerieux, USA) yararlanilmistir. Sistemde bulunan GP kart1 ile karbon
kaynaklarinin  kullanimi, enzimatik aktivite ve antibiyotik direngliligi o6lcen 43
biyokimyasal test sonucunda tiir tantmlamasi yapilmaktadir. Kuyu icerikleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. GP Kuyu icerikleri (bioMerieux, USA)

Kuyu Test Sembol Miktar/Kuyu
2 D-Amigdalin AMY 0.1875 mg
4 Fosfatidilinozitol Fosfolipaz C PIPLC 0.015 mg

5 D-Ksiloz dXYL 0.3 mg

8 Arjinin dihidrolaz 1 ADHI1 0.111 mg

9 Beta-Galaktozidaz BGAL 0.036 mg
11 Alfa-Glukozidaz AGLU 0.036 mg
13 Ala-Phe-Pro Arilamidaz APPA 0.0384 mg
14 Siklodekstrin CDEX 0.3 mg

15 L-Aspartate Arilamidaz AspA 0.024 mg
16 Beta Galaktopiranozidaz BGAR 0.00204 mg
17 Alfa-Mannozidaz AMAN 0.036 mg
19 Fosfataz PHOS 0.0504 mg
20 Losin Arilamidaz LeuA 0.0204 mg
23 L-Proline Arilamidaz ProA 0.0204 mg
24 Beta-Glukoronidaz BGURr 0.0018 mg
25 Alfa-Galaktozidaz AGAL 0.034 mg
26 L-Pirolidonil-Arilamidaz AlaA 0.0216 mg
27 Beta-Glukoronidaz BGUR 0.0378 mg
28 Alanin Arilamidaz AlaA 0.0216 mg
29 Tirozin Arilamidaz TyrA 0.0276 mg
30 D-Sorbitol dSOR 0.1875 mg
31 Ureaz URE 0.15 mg

32 Polimiksin B direnclilik POLYB 0.00093 mg
37 D-Galaktoz dGAL 0.3 mg

38 D-Riboz dRIB 0.3 mg

39 L-Laktat alkalizasyonu ILATk 0.15 mg
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Cizelge 3.1. GP Kuyu Icerikleri (bioMerieux, USA) (devam)

Kuyu Test Sembol Miktar/Kuyu
42 Laktoz LAC 0.96 mg

44 N-Acetyl-D-Glukozamin NAG 0.3 mg

45 D-Maltoz dMAL 0.3 mg

46 Basitrasin direnglilik BACI 0.0006 mg
47 Novobiosin direnglilik NOVO 0.000075 mg
50 % 6.5 NaCl’de gelisme NC6.5 1.68 mg

52 D-Mannitol dMAN 0.1875 mg
53 D-Mannoz DMNE 0.3 mg

54 Metil-B-D-Glukopironidaz MBdG 0.3 mg

56 Pullulan PUL 0.3 mg

57 D-Rafinoz dRAF 0.3 mg

58 0/129 direnclilik (comp.vibrio) | 0129R 0.0084 mg
59 Salisin SAL 0.3 mg

60 Sakkaroz SAC 0.3 mg

62 D-Trehaloz dTRE 0.3 mg

63 Arjinin Dihidrolaz 2 ADH2s 0.27 mg

64 Optokin direnclilik OPTO 0.000388 mg
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3.2.2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun genetik tanisi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun genetik tanisinda, genel bakteriyel primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltilan 16S rDNA bolgesinin
homolojisinden yararlanilmistir. Calismalarda ileri primer olarak
5’-AGAGTTTGATCCCTGGCTCAG-3’ ve geri primer olarak ise
5’-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3’ kullamilmistir (Beasley and Saris 2004). PZR
reaksiyon parametreleri 94 °C’de 1 dk, 54 °C’de 15 sn, 72 °C’de 1 dk ve 30 dongii olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonun sonuna, son zincir uzama asamasi ig¢in
72 °C’de 10 dakikalik bir siire eklenmistir (Blaiotta er al. 2002). Qiagen saflastirma kiti
(Cat. No. 28104) kullanilarak agaroz jelden saflastirilan PZR iiriinlerinin DNA dizi analizi
REFGEN (ODTU Teknokent, Ankara) firmasi tarafindan yapilmustir.

3.2.3. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun plazmidlerinin giderilmesi ve plazmidleri

giderilmis mutantlarin secimi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda plazmid giderme ajani olarak akriflavin
kullamilmistir. Her bir susun gelisebildigi en yiiksek akriflavin oranit deneysel olarak
belirlendikten sonra, suslar bu akriflavin oraninda bes pasaj gelistirilmistir. Bu siire
sonunda gelisen kiiltiirlerden hazirlanan seri diliisyonlardan, laktoz indikator agar
ortamlarina ekimler yapilmis ve 30 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresi sonunda olusturduklar laktik asit sayesinde indikator boya rengini sariya ceviren
koloniler, laktoz fermentasyon yetene8ini siirdiiren (Lac™) koloniler olarak
degerlendirilmistir. Yeterli asit olusturamadigi icin indikatdr boya renginin doniigiimiine
neden olamayan beyaz koloniler ise, laktoz fermentasyon yetenegini kaybetmis mutantlar
olarak secilmis ve % 5 oraninda glukoz ilave edilmis M17 broth ortamina alinmistir
(McKay et al. 1972, Gasson and Davies 1980, Wolfe and McKay 1983). Secilen
mutantlarin plazmid iceriklerindeki degisimler agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir.
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Laktoz indikator Agar

Tripton 20 g
Jelatin 25 g
Laktoz (%1) 100 mL
NaCl 4 g
Sodyum asetat 15 ¢g
Askorbik asit 05 g
Brom krezol purpur (% 0.004) 10 mL
Agar 15 ¢
Destile su 880 g

pH 6.8 + 0.02 (Sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri 880 mL su icerisinde c¢oziilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon
isleminden sonra, ayr sterilize edilen laktoz ve brom krezol purpur ana besiyerine ilave
edilmistir. Besiyeri 45 °C’ye kadar soguduktan sonra, 15 mL’lik hacimler halinde petri

kutularina dokiilmiistiir.

3.2.4. Plazmid iceriklerinin belirlenmesi

3.2.4.1. Plazmid izolasyonu

Elliker broth besiyerinde 30 °C’de 18 saat gelistirilen L. lactis subsp. lactis MBLLO9
kiiltiirlerinden, 10 mL’lik Elliker broth ortamlarina birer mL’lik inokiilasyonlar yapilarak,
tiipler 30 °C’de 3-3.5 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire bitiminde santrifiij
tiiplerine aktarilan bakteri kiiltiirleri, 6000 devirde 15 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre
cokeltisi kurutulduktan sonra, 379 uL sakkaroz tamponunda ¢oziilmiis ve steril mikrofiij
tiiplerine aktarilmistir. 37 °C’ye kadar 1sitilan bu ortama, 96.5 pL lizozim ¢ozeltisi ilave
edilerek 37 °C su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. 48.2 pL  Tris-EDTA-1
uygulamasindan sonra, mikrofiij tiiplerine % 20 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden
27.6 uL aktarilarak karistirilmistir. Bu asamada ortamda viskozitenin artigi, lizizin
basladigim1 gostermektedir. Lizizin tamamlanmasi icin, mikrofiij tiipleri 37 °C su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler mekanik karistiricida ve

yiilksek devirde 30 saniye karistirillarak kromozomal DNA’nin kirilmasi saglanmistir.
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Ortama, yeni hazirlanmis 3 N NaOH cozeltisinden 27.6 uL ilave edilmis ve tiipler diiz bir
zemin iizerinde 10 dakika siire ile yavas bir sekilde ¢evrilerek kromozomal DNA’nin alkali
denatiirasyon kosullar1 olusturulmustur. Ortam pH’sinin uygulama sirasinda 12.1 — 12.3
arasinda olup olmadigi kontrol edilmistir. Denatiirasyon asamasinin sonunda mikrofiij
tiiplerine 49.6 L. 2 M Tris-HCI ¢ozeltisi aktarilarak, 3 dakika siire ile yine diiz bir zeminde
karigtiritlmistir. Ortam pH’sinin 8.5-9.0 arasina diisiisii ile notralizasyonun saglandigi
belirlenmistir. Mikrofiij tiiplerine, +4 °C’de tutulan 5 M NaCl c¢ozeltisinden 71.1 puL ve
% 3 NaCl ile doyurulmus fenol c¢ozeltisinden 700 uL ilave edilerek +4 °C’de 15000
devirde 20 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Tiiplerde olusan iist faz, mikropipet ile
yeni  mikrofiij  tiiplerine  aktarilmis ve deproteinasyonun saglanmasi  icin
kloroform/izoamilalkol (24:1) c¢ozeltisinden 700 uL ilave edilmistir. Tiipler +4 °C’de
15000 devirde 20 dakika santrifiij edilerek iist faz alinmis ve esdeger hacimde izopropanol
uygulanmustir. Ekstraktlar - 20 °C’de 1 gece bekletilmis ve plazmid DNA, 15000 devirde
20 dakika santrifiij edilmek suretiyle coktiiriilmiistiir. Son asamada siv1 faz akitilarak DNA
cokeltisi kurutulmustur. Cokeltiler, 20 pL Tris-EDTA-2 icerisinde ¢oziilmiis ve
elektroforez uygulamasindan énce RNaz A stok c¢ozeltisinden 2 pL ilave edilerek 37 °C’de

45 dakika inkiibe edilmistir (Anderson and McKay 1983).

Elliker Broth

Tripton 20 g
Maya ekstrakti 5 g
Jelatin 2.5 g
Dekstroz 5 g
Laktoz 5 g
Sakkaroz 5 g
Sodyum kloriir 4 g
Sodyum asetat 1.5 g
Askorbik asit 0.5 g
Destile su 1000 mL

pH 6.8 + 0.02 (sterilizasyondan once)
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Oncelikle jelatin, 250 mL su icerisinde, kaynar su banyosunda eritilmis ve soguduktan

sonra besiyeri ortamina ilave edilmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize

edilmistir.

Sakkaroz Cozeltisi

Tris
EDTA
Sakkaroz
Destile su

pH 8.0 £ 0.02

Lizozim Cozeltisi

Tris
Lizozim
Destile su

pH 8.0 £ 0.02

Tris-EDTA-1
Tris

EDTA
Destile su

pH 8.0 £ 0.02

Tris-HCI1
Tris-HCI
Destile su

pH 7.0 £ 0.02

0.655 ¢
0.0372 g
6.7 g
100 mL

03 ¢
0.1 ¢
10 mL

06 g
931¢g
100 mL

31.52 ¢
100 mL
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SDS Cozeltisi

Tris 06 g
EDTA 0.74 g
SDS 20 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Tris EDTA-2

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 g
Destile su 100 mL
pH 7.5 £0.02

%3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cozeltisinin Hazirlanisi: 100 g fenol tizerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 °C’deki su banyosunda ¢oziilmiistiir. Ortama 0.1 g

hidroksiguinolin ilave edilmis ve karistirilarak oda sicakliginda tutulmustur.

RNaz A Cozeltisinin Hazirlamisi: 5 mL steril destile su icinde hazirlanan 0.05 M sodyum

asetat cozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5’e ayarlanmis ve iizerine 5 mg RNaz A ilave

edilmistir. Kaynar su icerisinde 5 dakika tutulduktan sonra, ortam —20 °C’de saklanmistir.

3.2.4.2. Elektroforez

DNA orneklerinin elektroforezi, % 0.7 agaroz iceren jellerde yapilmistir (Meyers et al.
1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, 100 mL tris-asetat elektroforez tamponu igerisinde
ve kaynar su banyosunda coziilmiistiir. 45 °C’ye kadar sogutulan ortam elektroforez
plakalarina 30-50 mL olacak sekilde aktarilmis ve jel taraklar yerlestirilerek 60 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda tampon cozelti, jeli kapatacak sekilde elektroforez
tanklarina dokiilmiis ve jellerin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar cikartilmistir.
37 °C’de 45 dakika inkiibe edilen DNA ornekleri su banyosundan alinarak, 2 uLL marker
boya cozeltisi ile karistirilmis ve mikropipet araciligi ile jel kuyucuklarina aktarilmistir.

Elektroforez, 80 voltta 2—-2.5 saat siireyle yapilmistir. Marker boyanin jel sistemleri terk
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etmesinden sonra, elektrik akimi kesilmis ve ortamdan alinan jeller, kullanilan elektroforez
tamponunun yeni hazirlanmis 0.2 pg/mL etidyum bromit iceren ¢ozeltisinde 1 saat boya
islemine tabi tutulmustur. Boyama islemi bitiminde jeller, 366 nm dalga boyunda
ultraviyole 1sikta incelenmis ve Kodak Gel Logic 200 Imaging System (Kodak, USA)
kullanilarak fotograflar1 alinmistir (Macrina et al. 1982).

TRiS-Asetat Tampon

Tris 484 ¢
Sodyum asetat 4.08 mL
EDTA 0.37 mL
Destile su 1000 mL
pH 8.0 £0.02

Marker Boya

Bromfenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.4.3. Plazmid biiyiikliiklerinin saptanmasi

L. lactis suglarindan izole edilen plazmidlerin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde; molekiiler
biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’larinin  elektroforetik  hareketlilikleri ile
biiytikliiklerinin logaritmalar1 arasinda tanimlanan dogrusal iligkiden yararlanilmistir
(Macrina et al. 1978, Southern 1979, Schaffer and Sederof 1981). Marker ccc DNA
molekiillerinin agaroz jel fotograflar1 {iizerinde Olgiilen go¢ araliklart ile bilinen
biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri cikarilmistir. Istatistik
analizlerle her farkli jel i¢in korelasyon katsayis1 ve egrinin egimi belirlenerek,
bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiyiikliikleri saptanmistir (Campbell 1974, Elder
and Southern 1983, Elder er al. 1983).
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E-(G.C)
Egrinin Egimi (D= B—(G.A)

E—(G.0O)

Korelasyon Katsayis1 (J) =
JID _(H.O)1.[B _(G.A)]

Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilogjo [ I. (a-G) + H |
X = marker DNA molekiillerinin agaroz jel tizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiyiikliigii (kilobaz)

A=X1+Xo+ X3+ v + X,

;350 CRETD' CRETD i S + X,

C=1logioY: +1ogi0Y2 +10g210Y3 + ceeerreeeirennen + logioYx

D = (logioY1 )*+ (10210Y2 )*+ (10210Y3 )+ ceoovvoeeererenane. +(logioY )’

E =X, (logioY1 )+X; (logioY2) + X3 (10g10Y3 )+ cevveeviveenieens +X; (logioYn)

G =Ortalama X =

H =Ortalama Y =

zla z|»

o = Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmidin jel tizerindeki gocii (mm)

3.2.5. Bakteriyosin iiretimi

3.2.5.1. Bakteriyosin etkinliginin tanisi

Bakteriyosin iiretim 6zelliginin tanisinda, van Belkum er al. (1989) tarafindan Onerilen
yontem kullanilmistir. Test edilecek laktokok suslart M17 broth ortaminda 30 °C’de
24 saat gelistirildikten sonra, GM17 agar ortamlarina aktarilmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire sonunda gelisen kolonilerden steril kiirdan
araciligityla GM17 agar ortamina, bir petride bes farkli laktokok susu olacak sekilde nokta
ekim yapilmis ve 30 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. L. lactis subsp. lactis
MBLLO’un antibakteriyel aktivitesi, Boliim 3.1.1.’de belirtilen indikator suslar kullanilarak
tespit edilmistir. MRS broth ortaminda 37 °C’de 18 saat gelistirilen indikator bakteri,
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% 0.7 oraninda agar iceren 5 mL yumusak MRS agar ortamina inokiile edilerek, nokta
ekim yapilan GM17 agar ortamu iizerine ikinci tabaka halinde dokiilmiis ve homojen bir
sekilde yayilmistir. Daha sonra petriler indikator bakterilerin gelisimi icin uygun sicaklik
olan 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda L. lactis subsp. lactis
MBLLY9 mutantlariin  indikatér bakterilere karst inhibisyon zonu olusturup

olusturmadiklari belirlenmistir (van Belkum et al. 1989).

3.2.5.2. Bakteriyosinin kismi saflastirilmasi

Bakteriyosin iireticisi L. lactis subsp. lactis MBLLO sus Kkiiltiiriinden, 100 mL M17 broth
ortamlarina 1 mL ekim yapilmis ve 30 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, gelisen kiiltiirler 5000 devirde 20 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Coken kat1 fazin karismamasina dikkat edilerek yeni tiiplere aktarilan kiiltiir
ist stvilarinin pH’ s1 10 N NaOH kullanilarak 6.5’e ayarlanmistir. Kiiltiir iist sivilarina, son
konsantrasyon oram1 % 40 olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilmis ve eriyinceye kadar
karigtirllmistir. Amonyum siilfat ilave edilen nétralize edilmis kiiltiir {ist sivilar1 santrifiij
tiiplerine aktarilmis ve +4 °C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra ornekler +4 °C’de
15000 devirde 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bitiminde iist faz
dokiilmiis ve c¢okelti kurutulmustur. Kurutulmus cokelti 1 mL sodyum fosfat tampon
icerisinde ¢oziilmiis (pH 6.5) ve tizerine 15 mL metanol/kloroform (1:2 v/v) ¢ozeltisi ilave
edilerek +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler +4 °C’de 15000 devirde
30 dakika santrifiij edilmis, iist faz dokiilmiis ve cokelti kurutulmustur. Son asamada,
kurutulmus ¢okelti 100 pL steril saf suda ¢oziilmiis ve -20 °C’de saklanmistir (Moreno et

al. 2003)

3.2.5.3. Bakteriyosin aktivitesi iizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi

30 °C’de 18 saat gelistirilen L. lactis subsp. lactis MBLLY kiiltiirleri 6000 devirde
15 dakika santrifiij edilmis ve kiiltiir tist sivilarinin pH’ lari, 6 N NaOH kullanilarak 2.0—
11.0 degerleri arasinda ayarlanmistir. pH’ lart ayarlanan kiiltiir iist sivilari, 0.45 pm por
capli membran filtrelerden (Sartorius, Germany) gecirilerek sterilize edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan ortamlar +4 °C’de 24 saat bekletilmistir. pH degisimlerinin bakteriyosinlerin
inhibisyon diizeyleri {izerindeki etkisi; membran filtrelerden gecirildikten sonra hicbir

isleme tabi tutulmayan kiiltiir iist sivilarinin inhibisyon etkilerinin, pH diizeyleri ayarlanan
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kiiltlir tist sivilarinin inhibisyon etkileri ile karsilastirilmast sonucu tanimlanmistir. pH
ayarlamas1 yapilan kiiltiir iist sivilarinda, bakteriyosin aktivitesinin pH degisimlerinden
etkilendigi, bu ortamlara proteinaz K uygulamasi sonrasi antibakteriyel aktivitenin
tamamen kaybi belirlenerek kesinlik kazanmustir. Farkli pH diizeylerinde bakteriyosin
aktivitelerindeki degismeler, duyarli indikator bakteriye karsi kritik dilisyon yontemi
kullanilarak saptanmugtir. Bakteriyosin aktiviteleri; inhibisyon zonu alinan en yiiksek
diliisyon oraninin, 1000/aktarilan miktar ile ¢carpimindan elde edilen arbitrary iinite (AU)

cinsinden hesaplanmustir (kritik diliisyon yontemi).

Notralize edilmis kiiltiir iist sivilarinda bakteriyosin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi; soz
konusu ortamlarin 100 °C’de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121 °C’de 15 dakika siire ile sicakliga
tabi tutulmasindan sonra, bu ortamlardan alinan oOrneklerin duyarli indikator bakteriye
denenmesi sureti ile saptanmistir. Kontrol olarak sicaklik uygulanmamais kiiltiir iist sivilari
kullanmilmistir. Sicakligin bakteriyosin aktivitesi lizerinde yarattigi etki, kritik diliisyon

yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Bakteriyosin aktivitesi lizerine degisik enzimlerin etkisi; pH ve sicakligin etkisinin
saptandig1 testlerde oldugu gibi, kiiltiir tist sivilar1 kullanilarak tanimlanmistir. N6tralize
edilmis kiiltiir {ist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1mg/mL olacak sekilde tripsin
(pH 7.0 Merck, Germany), a-kemotripsin (pH 7.0 Sigma, Chem. Co., USA), a-amilaz (pH
7.0 Sigma, Chem. Co., USA), lipaz (pH 7.0 Sigma, Chem. Co., USA), katalaz (pH 7.0
Sigma, Chem. Co., USA) ve lizozim (pH 7.0 Sigma, Chem. Co., USA) enzimleri ilave
edilmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim aktiviteleri, 100 °C’de
5 dakika 1s1 uygulamasi ile sonlandirilmistir. Denemelerde kontrol olarak, enzim muamele
edilmis kiiltiir st sivilar1 kullanilmistir. Bakteriyosin aktiviteleri, kritik diliisyon yontemi
esas alarak saptanmistir. Tiim denemelerde indikatér sus olarak Micrococcus luteus

NCIMBS8166 kullanilmistir (Franz et al. 1997).

3.2.5.4. Bakteriyosin yapisal genlerinin PZR amplifikasyonu ile tanimlanmasi

Laktisin 481 iiretiminden sorumlu yapisal genlerin tanimlanmas: i¢in Cizelge 3.2 ‘de
verilen primerler kullanilmak suretiyle PZR amplifikasyonu yapilmistir. Reaksiyon
parametreleri 94 °C’de 45 sn, 56 °C’de 45 sn ve 72 °C’de 1 dk olmak iizere 30 dongii

olarak belirlenmistir. Bu reaksiyonun sonuna, son zincir uzamasi i¢in 72 °C’de
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10 dakikalik bir siire eklenmigstir. Cogaltilan fragmentlerin biiyiikliikleri, % 1 agaroz jel
sistemlerinde ve 1 kb marker (Fermentas, Finland) kullanilarak saptanmistir. Elektroforez
islemi 100 voltta 1.5 saat siire ile yapilmis ve 0.2 pg/mL etidyum bromit i¢ceren tampon
cozeltide 30 dk boyama islemine tabi tutulmustur. Boyama islemi bittiginde, jeller 366 nm
dalga boyunda ultraviyole 1sikta incelenmis ve Kodak Gel Logic 200 Imaging System
(Kodak, USA) kullanilarak fotograflar1 alinmistir (Rodriguez et al. 2000). Qiagen
saflagtirma kiti (Cat. No. 20021) prosediirii ile agaroz jelden geri kazanilan PZR
iiriinlerinin DNA dizi analizi REFGEN (ODTU Teknokent, Ankara) firmasi tarafindan
yapilmistir.
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Cizelge 3.2 Laktisin 481 kodlu plazmidin tanimlanmasinda kullanilan oligoniikleotit
primerlerinin sekansi

Primer Spesifite 5 -3 Sekansi PZR Uriin
Biiyiikliigii (‘'bp)
1 (ileri primer) Laktisin 481 TGATTTCGAAGGTAAG
585
2 (geri primer) Laktisin 481 AAAGCTTTACCTGTACT

* bp: baz cifti
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3.2.6. Faj biyodenemeleri
3.2.6.1. Faj titresinin yiikseltilmesi

Faj duyarlilik testlerinde, titreleri 107 plak olusturma birimi (pfu/mL) ve daha yukarisina
yiikseltilen faj stispansiyonlar1 kullanilmistir. Faj titresinin yiikseltilmesi i¢in ilk asamada;
0.1 mL faj siispansiyonu, 0.1 mL homolog konak¢1 sus kiiltiirii ve 0.1 mL CaCl,.6H,O
(1IM) cozeltisi steril bir tiip icerisinde karistiritlmis ve 30°C’de 15 dakika tutularak
adsorbsiyonun tamamlanmas:t beklenmistir. Adsorbsiyonun gergeklestigi faj-bakteri
karigimlari, 10 mL steril GM17 broth ortamlarina aktarilmis ve 30 °C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Bu siire bitiminde ortamlar 6000 devir/dk hizda 15 dakika siireyle santrifiij
islemine tabi tutulmus ve tiiplerde olusan iist sivilar, steril 0.45 pum por ¢apinda membran
filtrelerden (Sartorius, Germany) gecirilmek suretiyle faj siispansiyonlar1 elde edilmistir.
S6z konusu faj siispansiyonlart homolog konakg1 suslara toplam 3 pasaj denendikten sonra,

faj titreleri saptanmugtir.

Faj titresinin belirlenmesinde cift tabaka agar yontemi kullanilmistir (Terzaghi and Sandine
1975). iginde 9 mL fizyolojik tuzlu su bulunan tiiplere, aseptik kosullar altinda steril pipet
yardimiyla faj siispansiyonundan 1 mL aktarilarak, 10° diizeyine kadar seyrelti dizisinin
hazirlanmas1 saglanmistir. 3 saatlik GM17 broth kiiltiirlerinden GM17 yumusak agar icine
0.1 mL ilave edilip kopiirmeyecek bir sekilde karistirilmis ve petri plagina, homojen
yayllmasina 6zen gosterilerek, dokiilmiistiir. Katilagsmast i¢in bir siire beklendikten sonra,
faj siispansiyonlarindan ve hazirlanan faj seyreltilerinin herbirinden, boliimlere ayrilan
petri plaklarina 10’ar uLL. damlatma yapilmistir. 30 °C’de 18 saat inkiibe edilen ortamlarda,

damlatilan bolgelerdeki lize plaklari incelenerek faj titreleri saptanmistir.

Cift Tabaka M17 Agar Ortamlarinin Hazirlamsi: Faj denemelerinde, M17 alt tabaka

agar ortami, ayrt sterilize edilen 1 M CaCl,.6H,O ¢ozeltisinden 10 mL/L ilave edilerek
petrilere aktarilmis (15-20 mL) ve 22-25°C’de 18 saat tutulmustur. Ust tabaka ortamu,
M17 alt tabaka iceriklerinin tiimiiniin yani sira % 0.5 oraninda glukoz katilmasi ile
hazirlanmistir. % 0.45 oraninda agar iceren iist tabaka, 3 mL’lik porsiyonlar halinde

121 °C’de 15 dakika sicaklik uygulamasi ile sterilize edilistir (Terzaghi and Sandine 1975).
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3.2.6.2. Faj duyarhhklarimmin saptanmasi

Titreleri 10 plak olusturma birimi/mL (pfu/mL) ve yukarisinda elde edilen faj lizatlarinin,
izole edilen laktokok suslarina karsi etkinlikleri cift tabaka agar yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Hazirlanan 3 saatlik bakteri kiiltiirlerinden yumusak agar ortamima 0.1 mL
aktarilip kanistirildiktan sonra, alt tabaka M17 agar iizerine dokiilmiistiir. Yumusak agarin
homojen bir sekilde alt tabaka {izerine yayilmasi saglanip, katilagsmasi i¢in bir siire
beklenmistir. Bu siire sonunda test edilecek faj lizatlari, 10 uL olacak sekilde ortama
damlatilmistir. Test ortamlar1 30 °C’de 18 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, faj plak
olusumuna gore suglar duyarli ya da direncli olarak tanimlanmustir (Terzaghi and Sandine

1975).

3.2.6.3. Adsorbsiyonun engellenmesi

Titreleri 10’ pfu/mL diizeyine kadar seyreltilen faj siispansiyonlarindan 0.75 mL alinarak,
0.75 mL faj direngli bakteri kiiltiirii ve 37.5 pL CaCl,.6H,O (0.185 M) c¢ozeltisi ile
mikrofiij tliplerinde karistirilmistir. Tiipler 30 °C’de 15 dakika tutularak adsorbsiyonun
tamamlanmasi saglanmistir. Bu siire bitiminde, test tiipleri 5000 devirde 3 dk santrifiij
edilmis ve st sividan 1 mL alimarak 9 mL’lik fizyolojik tuzlu su ile seri dilusyonlar
yapulmistir. Bu dilusyonlar faj duyarli kontrol suslarina denenmek suretiyle faj
adsorbsiyonundan sonraki titre saptanmistir. % Faj adsorbsiyonu asagidaki formiilden

belirlenmistir:

(Baslangig faj titresi — Adsorbsiyondan sonraki titre) x 100

% Faj Adsorbsiyonu =
Baslangic faj titresi

(Lucey et al. 1992)
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3.2.7. Proteolitik aktivite testleri

3.2.7.1. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin proteolitik aktivite

diizeylerinin belirlenmesi

Dogal sus ve mutantlarin proteolitik aktivite diizeyleri, gelisme ortaminda meydana gelen
tirozin miktarinin spektrofotometrik olarak oOlciimii ile tespit edilmistir. Bu amacla Citti
et al. (1963) tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. Dogal sus ve mutantlar, Elliker
broth ortaminda 30 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, bu aktif
kiiltiirlerden reconstituted skim milk ortamina % 1 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Bu
ortamlarda 30 °C’de 24 saat gelistirilen kiiltiirlerden, 2’ser mL hacimdeki 6rnekler steril
erlenlere aktarilmis ve 1 mL destile su ilave edilerek karistirilmistir. Analiz i¢in hazirlanan
bu 6rneklere 10 mL ¢ozelti A uygulamasindan (10 dakika) sonra, filtrasyon islemi yapilmis
(Whatman No.40) ve filtratlar 5 mL’lik hacimler halinde ayr1 erlenlere alinmistir. Bunlarin
tizerine 10 mL B ¢ozeltisi ve 3 mL C c¢ozeltisi ilave edilip, mavi renk olusumu i¢in
5 dakika beklenmistir. Spektrofotometrik oOl¢iimler, 1 cm 1s1k yoluna sahip kiivetler
kullanilarak 650 nm dalga boyunda yapilmistir (Shimadzu UV-1700 spectrophotometer,
Japan). Elde edilen degerler, tirozin standardi sonuglari ile karsilastirilmig ve tirozin
esdegeri olarak verilmistir. Orneklerin okunmasinda sahit olarak, steril reconstitute skim
milk besiyerinden alinan (2 mL) ve yukarida belirtilen islemler uygulanarak elde edilen

karisim kullanilmustir.

A Cozeltisi: 0.72 N triklor asetik asit (TCA).

B _Cozeltisi: 150 g sodyum karbonat (Na,COs) ve 20 g tetrasodyum-difosfat 1000 mL

destile su igerisinde c¢oziilerek hazirlanmistir.

C Cozeltisi: Kullanilmadan hemen 6nce 1 birim Folin-Ciocalteu (Merck-Germany)

cozeltisi, 2 birim destile su ile karistirilarak hazirlanmastir.

Tirozin _Standart Cozeltisinin_Hazirlanmasi: 100 mg tirozin, 250 mL destile su
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icerisinde ¢oziilmiistiir. Tirozin cozeltisinden 2.5, 5, 10, 15, 20 ve 30 mL hacimlerde
alinmis ve ayr1 ayri her biri 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 5’er mL alinarak
erlenlere aktarilmistir. Cozeltilerin iizerine 1’er mL destile su ilave edilerek hacimleri 6

mL’ye tamamlanmustir.

3.2.7.2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin fast slow
differential agar ortaminda proteolitik aktivite ve laktoz fermentasyon yeteneginin

belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susunun yaninda, dogal susun plazmid giderme
ajanlar1 ile muamele edilmesi sonucu elde edilen mutantlari, Fast-Slow Differential (FSD)
agar ortamina inokiile edilerek 30 °C’de 48 saat, anaerobik kosullarda gelistirilmistir. Bu
siire sonunda gelisen kolonilerde cap ve morfolojik Ozellikler belirlenerek laktoz
fermentasyon yetenegi (Lac") ile proteolitik aktivite (Prt") ozelliklerindeki degismeler
arastirllmistir. Lac™ ve Prt* koloniler; 2-3 mm capinda, beyaz konkav morfolojik yap:
gostermis ve koloni ¢cevresinde kirmizi zon olusturmuslardir. Prt” ve Lac™ koloniler ise; diiz,
yart seffaf olup, caplart Imm den kiiciik bulunmus ve koloni ¢evresinde kirmizi zon
saptanmamustir. Lac™, Prt” kolonilerin Lac’, Prt” kolonilerden baslica farkliligi, koloni
cevresinde kirmizi zonun olusmasi seklinde belirlenmistir (Huggins ve Sandine 1984,

Sanders et al. 1986).

Fast Slow Differential (FSD) Agar

Yagsiz siit tozu 100 g
Sodyum glisero fosfat 19 g
Bakto litmus 1.0 g
Brom krezol purpur (% 0.004) 10 mL
Agar 10 g
Destile su 990 mL

540 mL destile su iceren erlen icerisine aktarilan agar, kaynar su banyosunda ¢oziilmiis,
sodyum glisero fosfat ve litmus ilave edilerek karistirilmistir. 450 mL destile su iceren bir
baska erlende yagsiz siit tozu ¢oziilmiistiir. Erlenler ayr1 ayr1 121 °C’de 17 dakika sterilize

edilmistir. 55 °C’ye kadar sogutulan ortamlar karistirilarak, stok brom krezol purpur
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cozeltisinden 10 mL ilave edilmis ve 20’ser mL hacimlerde petri kutularina aktarilmistir.

Ortamlar, kullanilmadan 6nce 30 °C’de 48 saat tutulmustur.
3.2.8. Antibiyotik duyarhlik testleri

L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve plazmid giderme ajanlari ile muamelesi
sonucu elde edilen mutantlarinin antibiyotik duyarlilik diizeylerinin belirlenmesinde Bauer

et al. (1966) tarafindan onerilen disk difiizyon yontemi, modifiye edilerek kullanilmistir.

Test edilecek MBLLY susu ve farkli plazmid igerigine sahip 7 mutant (M44, M47, M53,
M105, M110, M139, M145) GM17 broth ortaminda 30 °C’de 18 saat gelistirildikten sonra,
107 diizeyinde diliisyonlar hazirlanmis ve GM17 agar ortamlarina, her diliisyondan 5 uL
damlatilarak 30 °C’de 18 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siiresi sonunda
gelisen koloniler sayilmis ve antibiyotik denemeleri i¢cin uygun konsantrasyon olan
1x10° cfu/mL’ye kadar seyreltilmistir. Bakteri kiiltiirleri 100 mL GM17 agar ortaminda
1x10° cfu/mL olacak sekilde inokiile edilmis ve karigtirildiktan sonra, 5 petri plakina
20’ser mL dokiilmiistiir. Agarin katilasmasi beklenmis ve incelenecek olan antibiyotikler 1
petride 5 adet olacak sekilde yerlestirilmistir. Hazirlanan petri plaklart 30 °C’de 18 saat

inkiibe edildimis ve zon ¢aplar dl¢iilerek mm cinsinden kaydedilmistir.
3.2.9. Konjugasyon

Konjugasyonda kullanilacak L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve alict sus olan
L. lactis subsp. lactis MG1363, M17 broth ortamlarinda 30 °C’de 18 saat (alic1 sus i¢in bu
ortamlara 5 pg/mL eritromisin ilave edilmistir) gelistirilmis ve aymi ortamlarda 10~
diizeyinde diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu diliisyonlardan alinan 2 mL verici ve 3 mL alict
sus kiiltiirleri karistirlldiktan sonra, filtrasyon islemi ile steril membran filtreler (0.45 pum,
Sartorius, Germany) iizerinde toplanmistir. Alic1 ve verici sus kiiltiir karisimlarini iceren
filtreler M17 agar plaklarina yerlestirilerek, 30 °C’de 18 saat tutulmustur. Bu siire
bitiminde M17 agar plaklarindan alinan filtreler, 1 mL steril fizyolojik su icerisinde
¢coziilmiis ve 107 diizeyine kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyondan
5 ug/mL eritromisin i¢eren laktoz indikator agar plaklarina siirme ekim yapilarak 30 °C’de
18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen koloniler ortamdan

secilmistir. Laktoz indikator agar iizerinde secilen koloniler fast slow differential agar
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ortamina alinmig, bu ortamda da tiim eritromisin direncli koloniler laktoz fermentasyonu
ve proteolitik aktivite yetenekleri bakimindan incelenmistir. Laktoz fermentasyonu ve
proteolitik aktivite yeteneklerinden yoksun bulunan koloniler son olarak laktisin 481
tiretim Ozellikleri agisindan incelenmistir. Bu asamada indikator bakteri olarak LB broth
ortaminda, 37 °C’de 18 saat gelistirilen Micrococcus luteus NCIMB8166 kullanilmis ve
secilen kolonilerden laktisin 481 iiretme yeteneginde olanlar, konjugant olarak

tanimlanmistir.

3.2.10. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda laktoz plazmidi stabilitesi

L. lactis subsp. lactis MBLLO9 dogal susunda ve mutantlarinda laktoz plazmidi stabilitesi;
herbirinin % 10 reconstitute skim milk (Oxoid Ltd. England) ortaminda 10 pasaj (~ 70
generasyon) gelistirilmesinden sonra segilen kolonilerin, laktoz indikator agarda test
edilmesi ile saptanmistir (Coakley et al. 1997). Bu ortamlarda 30 °C’de 18 saat inkiibasyon
sonucu indikator boya rengini sariya g¢eviren koloniler laktoz fermentasyon yetenegini
siirdiiren (Lac™) koloniler olarak tanimlanmustir. Lac™ kolonilerin populasyondaki orani,

yiizde stabilite cinsinden ifade edilmistir.

3.2.11. L. lactis subsp. lactis MBLLY9 susunun ve mutantlarinin iireme Kinetiklerinin

matematiksel modeli

L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin gelisme egrileri, zamana karsi
Olciilen optik yogunluklar1 (ODgsg) esas alinarak ve modifiye edilmis Gompertz denklemi

kullanilarak modellenmistir.

Modifiye Gompertz denklemi:
y (t) = a. uissel faz {- iissel faz [(u.e/a). (A-t)+1] }

Denklemde y (t), ODgso degerini; e, iissel fazi; a, azami degeri; u, azami 6zgiil biiylime

hizin1 ve A, lag (uyum) zamanini ifade etmektedir (Zwietering et al. 1990, Zwietering et al.

1991).
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Model uygunlugunun degerlendirilmesinde, saptama katsayis1 (R*) ve ortalama hata karesi
(MSE) esas alinmistir. Model parametreleri, sigma Plot 2000 (versiyon 6.00 Chicago, IL,
USA) programi kullanilarak elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. L. lactis subsp. lactis MBLL9 Susunun Genetik ve Biyokimyasal Tanis1

Ozkalp et al. (2007) tarafindan, morfolojik, kiiltiirel ve baz1 biyokimyasal analizler sonucu
tanimlanan L. lactis subsp. lactis MBLLY9 susunda ileri tam testleri olarak, VITEK 2
(bioMerieux, USA) esasli biyokimyasal testler ve 16S rDNA dizi analizleri kullanilmistir.
VITEK 2 sisteminde denenen 43 adet biyokimyasal test sonucunda, test edilen susun % 99
olasilikla L. lactis subsp. lactis oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.1). L. lactis subsp. lactis
16S rDNA primerleri ile yiiriitiilen tanimlayict PZR ve DNA dizi analizleri sonucunda da
(Sekil 4.1), cogaltilan gen bolgesinin L. lactis subsp. lactis genomundaki bolge ile % 100

oraninda homoloji verdigi BLAST analizleri ile saptanmustir.

Giintimiizde bakteriyel tanimlama calismalarinda; klasik tam testleri, detayli biyokimyasal
(hiicre duvan yag asidi kompozisyonu, enzimatik analizler ve immunokimyasal testler
gibi) ve molekiiler genetik analizler (restriksiyon fragment boy polimorfizmi, DNA
homolojisi, 16S rDNA genlerinin tanimlayict PZR uygulamalar1 ve DNA dizi analizleri
gibi) arastirmalar ile desteklenerek yiiriitiilmektedir (Samarzija et al. 2001, Corsetti et al.
2003). Bu sayede ozellikle yakin akraba bakteriler ya da tiirler ve alt tiirler arasinda kesin
bir ayirimin yapilabilmesi miimkiin olmaktadir (Vadeboncoeur and Moineau 2004). Bu
amacla L. lactis alt tiirlerinin ayriminda tani kitlerini esas alan otomatize sistemler ve
tamimlayict PZR primerleri gelistirilmistir. Arastirmamizda da bu elemanlardan
yararlanilarak, ¢alismamizda kullanilan bakterinin L. lactis subsp. lactis oldugu kesinlik

kazanmustir.
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Sekil 4.1. 16S rDNA primerleri ile L. lactis subsp. lactis’in ¢ogaltilan gen bolgesi

GTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTATTGCGTTAGCTGCGATACAGAG
AACTTATAGCTCCCTACATCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGTGTCAGTTACAGGCC
AGAGAGCCGCTTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCT
ACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCTACCAGTTTCCAATGC
ATACAATGGTTGAGCCACTGCCTTTTACACCAGACTTAATAAACCACCTGCGCT
CGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTCGGGACCTACGTATTACCGCGG
CTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGGTAGTTACCGTCACTTGATGAG
CTTTCCACTCTCACCAACGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGATCCGAAAA
CCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGAT
TCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGC
CGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCA
CCAACTAGCTAATACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTC
AAACTTAAAACTTGTGTTTAAAGTTTTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCAAA
TGTTGTCCCCCGCTCAAAGGCAGATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGC
TCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTTCAGCGCTCAACTTGCATGTATAGCAC
GCCGCACGTCTGCGCTCCGGGGCGAAAAATAATATATATAAAAAACCACGCGG
GGAAATGGGTGTGGGAGGGGCGAAGAAGAAGAGGGGCACTACGGCATAAAG
CAAATAGT
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4.2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 Susunun Plazmid Iceriklerinin Tanimlanmasi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda plazmid icerikleri Anderson ve McKay (1983)
tarafindan onerilen alkali denatiirasyon yontemi kullamilarak arastirilmustir. Ozellikle
30 kb’ dan biiyilkk plazmidlerde siklikla rastlanan stabilite sorunu goz Oniinde
bulundurularak, plazmid izolasyonunda 5 mL ile 1 L arasinda degisen baslangi¢ kiiltiir
hacimleri denenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda
standart plazmid izolasyonunun yapilabildigi en diisiik kiiltiir miktar1 10 mL olarak
tanimlanmus ve bu kiiltiir hacmi analizlerde kullanilmistir. Ug paralelli ve iki tekrarli olarak
yiiriitilen plazmid izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi calismalari sonucu, MBLL9
susunun 8 farkli plazmid icerdigi belirlenmistir. Molekiiler biiyiikliikleri bilinen ticari
plazmid marker’ larinin jel go¢ii Olciilerek ¢ikarilan standart egri esas alinmak suretiyle, bu
plazmidlerin biiyiikliikleri; 22.4, 21.5, 20.1, 19.0, 179, 154, 13.9 ve 7.6 kb olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.2).

Laktokoklarda, siit fermentasyonlarinda hayati onem tasiyan bazi fonksiyonlarin gen
kodunun plazmidler iizerinde bulundugunun belirlenmesi, plazmid biyolojisini ¢cok 6nemli
bir calisma alan1 haline getirmistir. L. lactis suslarinda yiiriitiilen fiziksel plazmid analizleri
sonucunda; bu bakterilerin, biiyiikliikleri 1-100 kb, sayilar1 ise 1-15 adet arasinda olan ve
kovalent baglarla kendi {izerine kapanmis (ccc) kromozom dist DNA molekiilleri icerdigi
saptanmugstir (Teuber et al. 2003, Xiang et al. 2003). Arastirmamizda elde edilen bulgular,
bu literatiir verileri ile uygunluk gostermistir. L. lactis subsp. lactis MBLLY susunda
10 mL gibi kii¢iik bir hacimde, stabil plazmid profillerinin alinabilmesi, icerdigi en biiyiik
plazmidin 22.4 kb molekiiler agirlikta olusu ile aciklanabilir. Zira laktokoklarda 1-30 kb
arasindaki plazmidler genellikle yiiksek kopya sayisi icermekte ve bu nedenle izolasyonlar1

kolay yapilabilmektedir (Trotter ef al. 2004).
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kb

22.4
21.5
20.1
19.0
17.9
15.4
13.9

bW

7.6

Sekil 4.2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susunun plazmid igerigi

1,2,3,4,5,6,7 (MBLLY)
(Lac™, Prt*, Bac")

8 (ccc plazmid DNA marker) : 16.2, 14.2, 12.1, 10.1, 8.0, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.0,
2.1kb
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4.3. Laktoz Fermentasyon Yetenegi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu, laktozdan hizli asit olusturma yeteneginde
bulunmustur (Ozkalp et al. 2007). Dogal susun, akriflavin uygulandiktan sonra laktoz
indikator agar ortaminda Orneklenen bazi kolonilerinde, laktoz fermentasyon yeteneginin
kayboldugu (Lac’) saptanmustir. Lac™ koloniler, laktoz indikator agarda 18 saat gelismeleri
sonucunda, ¢cevresinde sararmaya yol agmayan, beyaz koloniler olarak secilmistir (Cizelge
4.1). Laktozu fermente eden (Lac™) ya da edemeyen (Lac’) mutantlarda proteolitik aktivite,

faj direnclilik ve bakteriyosin iiretim 6zellikleri de arastirilmastir.

Laktoz fermentasyon yetenegini kaybetmis mutantlar ile bu 6zelligi siirdiiren ancak farkli
plazmidlerini kaybetmis mutantlarin ve dogal susun plazmid icerikleri bakimindan
karsilastirilmast sonucunda (Sekil 4.3 ve 4.4) 21.5 kb biiyiikliigiindeki plazmidin, soz
konusu susta laktoz fermentasyonu yeteneginden sorumlu oldugu tespit edilmistir. Plazmid
icerikleri, oncelikle 21.5 kb plazmidi kaybeden biitiin mutantlarda Lac™ fenotipin meydana
geldigine isaret etmistir. Daha detayli incelemeler sonucunda Lac™ fenotipteki MBLL9—-44
mutant1 ile Lac® MBLL9-47 mutanti arasindaki yegane plazmid farklibiginin 21.5 kb
biiyiikliikteki plazmid oldugunun tespit edilmesi, bu bulguyu desteklemistir (Sekil 4.4).

Endiistriyel fermentasyon ajanlart olarak kullanilan laktik asit bakterilerinde, genellikle
azot kaynaklar1 bakimindan smirli ve ucuz hammaddenin tam fermentasyonu sonucu
yilksek oranda sterospesifik laktik asit iiretim yetenegi kritik Onem tasimaktadir.
Laktokoklar bu o6zellik sayesinde; fermentasyonun baglatilmasi, siitte pihti olusumu ve
kontamine floranin gelisiminin engellenmesi gibi, son iriin kalitesi ve miktarini énemli
Olciide degistiren unsurlar1 kontrol etmektedir. L. lactis suslarinda, siit sekeri laktozdan
hizli asit olusturma yeteneginin anahtar enzimi olan fosfo-fB-galaktozidaz gen kodu,

plazmidler (laktoz plazmidleri) {izerinde bulunmaktadir (Soomro et al. 2002).

L. lactis suslarinda laktoz plazmidleri, genellikle 20 kb’dan biiyiik ve yliksek stabilite
gosteren kromozom dis1t DNA elementleri olarak tamimlanmaktadir. Bugiine kadar starter
kiiltiir olarak kullanilan L. lactis suslarinda s6z konusu plazmidlerin konjugatif hareketlilik
icerdigi ve laktoz fermentasyonu yaninda; bakteriyosin iiretimi, faj direnclilik ve
proteolitik aktivite gibi ozelliklerin de gen kodonu tasidigr belirlenmistir (Akcelik 1999,
Soomro et al. 2002, Narayanan et al. 2004, Smid et al. 2005). L. lactis subsp. lactis

56



MBLLY susunda belirlenen laktoz plazmidi, bu sustaki en biiyiik plazmid olmamasi ile
nadir rastlanan bir karakteristik gostermektedir. Laktoz plazmidleri iizerinde yiiriitiilen
molekiiler analizlerde nadir rastlanan bu durumun plazmid entegrasyon ve c¢oziilme
siireclerinden kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (Makarova and Koonin 2007). L. lactis
subsp. lactis MBLL9 susunda belirlenen laktoz plazmidi ile yiiriitiilecek molekiiler
analizler dogrultusunda bu durum agikliga kavusturulabilir. S6z konusu analizler, laktoz
plazmidlerinin ve dolayisi ile konakg1 suglarin evrimine 1s1k tutmasi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Tez kapsaminda arastirilmayan bu nokta, konu iizerinde yiiriitiilecek ileri

caligsmalarda ele alinacaktir.
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Cizelge 4.1. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu ve mutantlarinin laktoz fermentasyon
yetenekleri

Bakteri Kod No Laktoz Fermentasyon Y etenegi
MBLL9 +
MBLL9-41 +
MBLL9-43 -
MBLL9-44 -
MBLL9-47 +
MBLL9-52 +
MBLL9-66 -
MBLL9-73 -
MBLL9-76 +
MBLL9-80 +
MBLL9-82 +
MBLL9-86 +
MBLL9-88 +
MBLL9-97 +
MBLL9-105 -
MBLLO9-110 -
MBLLO9-111 -
MBLLO9-118 -
MBLL9-139 -
MBLL9-146 -
MBLLO9-157 -

MBLL: L. lactis subsp. lactis
+ : laktozu fermente eden
- : laktozu fermente edemeyen
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Sekil 4.3. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin plazmid igerikleri

1. MBLL9
(Lac™, Prt", Bac")
2. MBLL9-41
(Lac™, Prt*, Bac")
3. MBLL9-42
(Lac™, Prt", Bac")
4. MBLL9-43
(Lac’, Prt’, Bac)
5. MBLL9-45
(Lac™, Prt*, Bac")
6. MBLL9-—47
(Lac™, Prt*, Bac")
7. MBLL9-66
(Lac’, Prt’, Bac)
8. MBLL9-52
(Lac™, Prt*, Bac")
9. MBLL9-73
(Lac’, Prt’, Bach)
10. MBLL9
(Lac™, Prt*, Bac")

22.4,21.5,20.1,19.0,17.9, 154, 13.9, 7.6 kb
22.4,21.5,20.1, 19.0, 17.9, 7.6 kb
22.4,21.5,20.1,19.0, 13.9, 7.6 kb
15.4,13.9,7.6 kb

22.4,21.5,20.1, 19.0, 17.9, 13.9, 7.6 kb
22.4,21.5,15.4,13.9,7.6 kb

17.9,13.9,7.6 kb

22.4,21.5,19.0,17.9,13.9, 7.6 kb
22.4,154,13.9,7.6 kb

22.4,215,20.1,19.0, 17.9, 154, 13.9, 7.6 kb
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Sekil 4.4. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin plazmid icerikleri

1

2

MBLL9
(Lac™, Prt", Bac")
MBLL9

(Lac™, Prt", Bac®)

MBLL9-41

(Lac™, Prt", Bac")

MBLL9-43
(Lac’, Prt’, Bac")
MBLL9-44
(Lac’, Prt’, Bac")
MBLL9-47

(Lac™, Prt", Bac")

MBLL9-52

(Lac™, Prt", Bac")

MBLL9-66
(Lac’, Prt’, Bac")

22.4,21.5,20.1,19.0, 17.9, 15.4, 13.9, 7.6 kb
22.4,21.5,20.1,19.0, 17.9, 15.4, 13.9, 7.6 kb
22.4,21.5,20.1, 19.0, 17.9, 7.6 kb

15.4,13.9, 7.6 kb

22.4,15.4,13.9,7.6kb
22.4,21.5,15.4,13.9, 7.6 kb
22.4,21.5,19.0,17.9, 13.9, 7.6 kb

22.4,19.0, 17.9, 13.9, 7.6 kb
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4.4. Proteolitik Aktivite

L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susunda yiiriitiilen analizler sonucu proteolitik aktivite
43.35 pg Tirozin/mL olarak saptanmistir (Cizelge 4.2). Bu oran, laktokok starter kiiltiir
suslart i¢in yiiksek proteolitik aktivite diizeyi olarak tanimlanmaktadir (Madera et al.
2003). Peynir iiretiminde tipik aroma ve tat bilesiklerinin temel etmeni olmasindan dolay1
kritik bir 6nem tasiyan proteolitik aktivite 6zelligi, MBLL9 susunda mutasyon ¢alismalar1
sonucu, bazi mutantlarda kaybolmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.3 ve 4.4). Bu durum soz
konusu 6zelligin plazmid kodlu olduguna isaret etmistir. Mutantlarda proteolitik aktivite
(Prt") ve laktoz fermentasyon 6zelliginin (Lac*) FSD agar ortaminda tamimlanan birlikte
kaybi, her iki 6zelligin de ayni plazmid iizerinde oldugunu kanitlamistir. Bolim 4.3’de
ifade edildigi gibi, 21.5 kb biiyiikliikteki laktoz plazmidi kaybi1 ile Lac/Prt" fenotip
olustururken (MBLL9-44), tek farklilik olarak bu plazmidi iceren mutant (MBLL9-47),
dogal susta oldugu gibi, Lac*/Prt" fenotipini muhafaza etmistir (Sekil 4.4).

L. lactis tirleri gelismeleri icin zorunlu birgok faktorii sentezleme yetenegi
icermemektedir. Bu gelisme faktorlerinin en Onemlileri amino asitler ya da Kkiiciik
peptitlerdir. Siitte diisilk oranda bulunan s6z konusu amino asitler ve peptitler, kazein
hidrolizi yolu ile saglanmaktadir. L. lactis tiirleri siitte bulunan dort farkli tip kazeinden
(as1, as2, P ve K-kazein) daha ¢ok B ve K-kazeini kullanmak suretiyle, metabolizmas1 icin
gerekli giris substratlarin1 olusturmaktadir. Kazein hidrolizi, laktokoklarin siit ortaminda
hizli tiremeleri i¢in kritik bir parametre teskil etmesi yaninda, siit fermentasyonlarinda
irinlin tat ve aromasina katkida bulunan bilesiklerin olusturulmasi acisindan da oldukc¢a
onemlidir. Ozellikle peynir iiretiminde kullanilan L. lactis suslari, bu iiriinlerin aroma ve
tat bilesiklerinin olusumunu yoneten proteolitik enzimlerin kaynagini teskil etmektedir. Bu
nedenlerle, soz konusu bakterilerin yiiksek proteolitik aktivite icermeleri, starter kiiltiir
susu olarak kullamimlarinda baglica secim kriterlerinden biri olarak kullanilmaktadir

(Christensson et al. 2001).

L. lactis suslarinda laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite dzelliklerinin ayni plazmid
tizerinde bulunmasi, siit ortaminda sus gelisimi ve stabilite agisindan biiylik 6nem
tastmaktadir. Bu nedenle starter kiiltiir olarak kullanilan L. lactis suslarinda laktoz ve
proteolitik aktivite 6zelligini kodlayan farkli plazmidlerin in-vitro ya da konjugasyonel

siireclerle koentegrasyonu stratejisi kullanilmaktadir (Mills et al. 2006, Donkor et al.
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2007). L. lactis subsp. lactis MBLL9’da etkin laktoz metabolizmasi ve proteolitik aktivite
genlerinin dogal olarak ayni plazmid iizerinde bulunusu, bu susa secici bir avantaj
kazandirmaktadir. Zira bu susta laktik asit iiretimi, plazmid kodlu fosfo-B-galaktozidaz
enzim etkinligi sayesinde yiiksek oranda gerceklesmektedir (Ozkalp et al. 2007). Aym
plazmid tarafindan determine edilen proteolitik aktivitenin de starter kiiltiir suslar1 i¢cin arzu
edilen diizeyde olusu (Cizelge 4.2), soz konusu plazmidin starter kiiltiir susu gelistirme

caligmalari i¢in Onemine igaret etmektedir.

L. lactis subsp. lactis MBLLY susunda tamimlanan 21.5 kb biiyiikliikteki Lac/Prt*
ozelliklerinden sorumlu plazmidin replikasyon fonksiyonlarinin, kopya sayis: etkinliginin
ve DNA baz diziliminin saptanmasi, genetik yapisi zenginlestirilmis suslarin olusturulmasi

caligmalari i¢in zorunludur.
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Cizelge 4.2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin proteolitik

aktivite diizeyleri

Bakteri Kod No Proteolitik aktivite ug Tirozin (Tyr/mL)
MBLL9 43.35
MBLL9-41 42.20
MBLL9-43 <10
MBLL9-44 <10
MBLL9-47 40.63
MBLL9-52 43.30
MBLL9-66 <10
MBLL9-73 <10
MBLL9-76 42.73
MBLL9-80 41.25
MBLL9-82 42.30
MBLL9-86 42.25
MBLL9-88 43.25
MBLL9-97 40.85
MBLL9-105 <10
MBLL9-110 <10
MBLL9-111 <10
MBLL9-118 <10
MBLL9-139 <10
MBLL9-146 <10
MBLL9-157 <10
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4.5. Faj Direnclilik

L. lactis subsp. lactis MBLLO susunda faj direnclilik mekanizmasi Tiirkiye’den izole
edilen ve en genis konak¢1 ozgiilligli gosteren ®plc 61-50, Oplc 61-52, Opll 98-22
(Akgelik and Sanlibaba 2002) fajlar1 kullanilarak arastirilmistir. Dogal susta bulunan tam
direnclilik mekanizmasi, degisik plazmidleri giderilmis mutantlar yaninda (Sekil 4.2, 4.3,
4.4) tiim plazmidleri giderilmis mutantlarla da devam etmistir (Sekil 4.5 ve Cizelge 4.3).
Bu durum, L. lactis subsp. lactis MBLLY susunda bulunan faj direnglilik sisteminin
kromozomal DNA kokenli oldugunu kanitlamaktadir. Dogal susta ®plc 61-50 fajinin
adsorbsiyonu % 8.3 diizeyinde gerceklesirken, bu oran ®plc 61-52, ® pll 98-22 fajlari i¢in
ise % 9.7 olarak saptanmustir. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun degisik plazmidleri
giderilmis ya da plazmid icermeyen mutantlarinda ®plc 61-50, ®plc 61-52 ve dpll 98-22
fajlarinin adsorbsiyonu % 0-13.8 oranlarinda gerceklesmistir (Cizelge 4.3). Mutantlar i¢in
faj adsorbsiyonunda tanimlanan diisiik orandaki ( £ % 5.5-8.3 ) degismeler, dogal sustaki
tam direnclilik fenotipi iizerinde etkili olmamistir. Tiim bu bulgular, L. lactis subsp. lactis
MBLLY susunda iic dominant faja karsi test edilen sistemin, faj adsorbsiyonunun

engellenmesi mekanizmasi ile etkinlik gosterdigini ispat etmektedir.

Faj-bakteri yiizey temasinin (adsorbsiyon) engellenmesi, faj-bakteri etkilesimlerini en aza
indiren temel direnclilik mekanizmasidir. Bugiine kadar L. lactis suslarinda tanimlanan faj
adsorbsiyonunun engellenme sistemlerinin biiyiik bir cogunlugunun gen kodunun, farkli
plazmidler iizerinde bulundugu saptanmistir. Degisik tip nokta mutasyonlarindan
kaynaklandig1 belirlenen kromozomal DNA kokenli faj adsorbsiyon sistemlerine ise L.
lactis suslarinda oldukc¢a nadir rastlanmaktadir. Laktokoklarda tanimlanmis olan faj
adsorbsiyonunun engellenmesi tipte direnglilik sistemleri, ¢ogunlukla sinirli fajlara
(genellikle bir adet) karsi etkinlik gostermektedir. L. lactis subsp. lactis pLL102, ME2,
SK110 ve L. lactis subsp. cremoris UL503 suslarinda tanimlanan s6z konusu sistemlerin
denenen fajlar i¢in adsorbsiyonu % 50-80 oraninda diisiirdiigii tespit edilmistir. Plazmid
kodlu olan bu sistemlerde faj adsorbsiyonunda gerceklesen % 50 oraninda diismelerin bile
faj cogalmasinin engellenmesi icin yeterli oldugu tespit edilmistir (Akgelik and Tunail
1992, Daly et al. 1996, Allison and Klaenhammer 1998, Devlieghere et al. 2004, Tiikel et
al. 2006).
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L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda tanimlanan kromozomal DNA kokenli faj
adsorbsiyonunun engellenme sistemi, Tiirkiye kokenli fajlara kars1 cok yiiksek bir etkinlik
gostermektedir. Literatiir verileri ile karsilagtirildiginda s6z konusu sistemin % 20-50’ye
varan oranlarda yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Allison and Klaenhammer
1998, Devlieghere et al. 2004, Tiikel et al. 2006). Diger yandan bu susta faj
adsorbsiyonunun engellenmesi tipte faj direnglilik sisteminin kromozomal DNA kokenli
olusu, stabilite acisindan biiyiik bir avantaj tegkil etmektedir. Zira plazmid kodlu direnglilik
sistemleri, Ozellikle fermente gida iiretim siireclerinin dogasindan kaynaklanan stres
kosullarinin etkisi ile suslardan elimine olabilmektedir. Bu durum da siit endiistrisinde s6z

konusu suslarin kullaniminmi 6nemli 6lciide kisitlamaktadir (Buzrul et al. 2007).

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun sahip oldugu faj adsorbsiyonunun engellenmesi
direclilik sisteminin, tiim diinyada etkin endiistriyel fajlara kars1 denenmesi ve
kromozomal esasinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi, endiistriyel kullanim olanaginin

belirlenmesine yardimci olacaktir.
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Sekil 4.5. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve tiim plazmidlerini yitirmis mutantlarin
jel goriintiisii

MBLL9 : 22.4,21.5,20.1, 19.0, 17.9, 15.4, 13.9, 7.6 kb
MBLLO9-157 -
MBLLO9-158 : -
MBLLO9-159 : -
MBLLO9-160 : -
MBLLO-161 : -
MBLLO9-162 : -
MBLLO9-163 : -

0NN kW~
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Cizelge 4.3. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin faj duyarhiliklari

Bakteri Kod No Faj Kod No
®plc 61-50
Baslangi¢ Faj Adsorbsiyondan | % Adsorbsiyon | Litik Etki
Titresi Sonraki Titre

MBLL9 7.2x 10 6.6 x 10’ 8.3 -
MBLL9-41 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
MBLL9-43 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-44 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-47 7.2x 10 6.5x 10’ 9.7 -
MBLL9-52 7.2x 10 6.6 x 10 8.3 -
MBLL9-66 7.2x 10 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-73 7.2 x 10’ 6.7 x 10’ 7 -
MBLL9-76 7.2x 10 6.6 x 10 8.3 -
MBLL9-80 7.2x 10 6.8 x 10 5.5 -
MBLL9-82 7.2x 10 6.2 x 10 13.8 -
MBLL9-86 7.2 x 10’ 6.4 x 10’ 11.1 -
MBLL9-88 7.2x 10 6.8 x 10 5.5 -
MBLL9-97 7.2x 10 6.3 x 10’ 13 -
MBLL9-105 7.2x 10 6.3 x 10’ 13 -
MBLL9-110 7.2x 10 6.2 x 10 13.8 -
MBLL9-111 7.2 x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-118 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
MBLL9-139 7.2x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-146 7.2x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-157 7.2 x 10’ 6.6 x 10’ 8.3 -
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Cizelge 4.3. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin faj duyarhliklari
(devam)

Bakteri Kod No Faj Kod No
®plc 61-52
Baslangi¢ Faj Adsorbsiyondan | % Adsorbsiyon | Litik Etki
Titresi Sonraki Titre

MBLL9 7.2x 10’ 6.5x 10’ 9.7 -
MBLL9-24 7.2 x 10’ 7.1 x 10’ 1.4 -
MBLL9-41 7.2x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-43 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL944 7.2 x 10’ 6.6 x 10’ 8.3 -
MBLL9-47 7.2 x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-52 7.2 x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-66 7.2 x 10’ 6.3 x 10’ 12.5 -
MBLL9-73 7.2 x 10’ 6.5 x 10’ 9.7 -
MBLL9-76 7.2 x 10’ 6.4 x 10’ 11.1 -
MBLL9-80 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
MBLL9-82 7.2 x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-86 7.2x 10’ 6.5x 10’ 9.7 -
MBLL9-88 7.2x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-97 7.2x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-105 7.2x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-110 7.2x 10’ 6.2x 10’ 13.8 -
MBLL9-111 7.2x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-118 7.2 x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-139 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-146 7.2 x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-157 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
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Cizelge 4.3. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin faj duyarhliklari
(devam)

Bakteri Kod No Faj Kod No
Opll 98-22
Baslangi¢ Faj Adsorbsiyondan | % Adsorbsiyon | Litik Etki
Titresi Sonraki Titre

MBLL9 7.2x 10’ 6.5x 10’ 9.7 -
MBLL9-41 7.2x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-43 7.2 x 10’ 7.1 x 10’ 1.4 -
MBLL944 7.2x 10’ 6.6 x 10’ 8.3 -
MBLL9-47 7.2 x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-52 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
MBLL9-66 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-73 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-76 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
MBLL9-80 7.2 x 10’ 6.2 x 10’ 13.8 -
MBLL9-82 7.2 x 10’ 6.8 x 10’ 5.5 -
MBLL9-86 7.2 x 10’ 6.5 x 10’ 9.7 -
MBLL9-88 7.2x 10’ 6.5x 10’ 9.7 -
MBLL9-97 7.2 x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-105 7.2x 10’ 6.5x 10’ 9.7 -
MBLL9-110 7.2x 10’ 6.3x 10’ 13 -
MBLLY-111 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
MBLL9-118 7.2 x 10’ 6.9 x 10’ 4.2 -
MBLL9-139 7.2x 10’ 6.2 x 10’ 13.8 -
MBLL9-146 7.2 x 10’ 7.1x 10’ 1.4 -
MBLL9-157 7.2 x 10’ 7.0 x 10’ 2.7 -
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4.6. Bakteriyosin Uretimi

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun iirettigi bakteriyosinin karakterizasyonu igin, ilk
asamada antibakteriyel etki spektrumu belirlenmistir. Degisik indikator bakterilere karsi
test edilen kismi saflastirllmis bakteriyosin, L. lactis subsp. lactis SIK83 hari¢c denemede
kullanilan Gram-pozitif bakterilerin tiimiine karst inhibisyon etkinligi gostermis, ancak
Gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olmadigi bulunmustur.
Testlerde kullanilan kontrol nisin {iiretici sus ile bazi indikator bakteriler ig¢in farkli
etkinlige sahip bulunan L. lactis subsp. lactis MBLL9 bakteriyosini, laktisin 481 {ireticisi
JC17 susu ile tamamen ayni1 inhibisyon aktivitesi gostermistir. Bu testlerde en kritik bulgu,
L. lactis subsp. lactis MBLL9 bakteriyosininin laktisin 481 {ireticisi JC17 susuna etkinligi
saptanmazken, nisin {iireticisi SIK83 susuna karsi orta diizeyde inhibisyon aktivitesine
sahip olmasidir. Diger yandan nisin iireticisi SIK83 susunun, hem MBLL9 ve hem de
laktisin 481 {ireticisi JC17 susuna kars1 orta diizeyde inhibisyon etkinligi gosterdigi tespit
edilmistir. Bu capraz aktivite testleri de, MBLL9 ve JC17 suglarinin iirettigi
bakteriyosinlerin, indikator bakterilere karsi yiiriitiilen testlerden elde edilen sonuglari

desteklemektedir( Cizelge 4.4).

MBLLY susunun iirettigi bakteriyosinin karakterizasyonunda, kismen saflastirilan
bakteriyosinin degisik enzim, sicaklik ve pH uygulamalarina kars1 davranisi belirlenmistir.
Bu denemelerde de nisin ve laktisin 481 kontrol olarak kullanilmigtir. MBLLO9
bakteriyosininin aktivitesi a-kemotripsin, proteinaz K ve a-amilaz uygulamasi sonucu
tamamen kaybolmus, ancak tripsin, lipaz, katalaz ve lizozim uygulamalarindan
etkilenmemistir. Enzim muamelelerine kars1 kontrol nisin ve laktisin’den yegane farklilii,
MBLLO bakteriyosininin a-amilaza kars1 yiiksek duyarlilik gostermesidir (Cizelge 4.5).
Bakteriyosinler protein yapida olmakla birlikte, 6zellikle son yillarda bazi lantibiyotiklerin
agregasyonunda, karbonhidrat capraz kopriilerinin rol aldigr da belirlenmistir (Riley and
Wertz 2002, Akgelik et al. 2006). Enzim denemelerinden elde edilen bu bulgu, MBLL9
bakteriyosininin benzer bir agregasyon mekanizmasina sahip olduguna isaret etmektedir.
MBLLY bakteriyosini ve JC17 tarafindan iiretilen laktisin 481 tamamen ayni 1s1l diren¢ ve
genis pH araliginda (pH 1-11) yiiksek aktivite gostermistir. Kontrol olarak kullanilan nisin
ise, Ozellikle daha dar ve asidik pH degerlerinde yiiksek bakteriyosin aktivitesine sahip

bulunmustur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4. L. lactis subsp. lactis MBLL9 tarafindan iiretilen bakteriyosinin etki
spektrumu

) Test Edilen Bakteri Kod No.
Indikator Sus
MBLL9 SIK83 JC17
L. lactis subsp. lactis
LMG2912 ++ " ++
L. lactis subsp.
. +++ ++ +++
cremoris 1198
L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis
NCDO176 i - i
Lactobacillus
plantarum -+ 4+ ot
LMG2003
Leuconostoc
carnosum DSMS5576 ++ T+t ++
- : inhibisyon zonu yok
+ : inhibisyon zonu < 5 mm
++  :inhibisyon zonu > 5<10 mm

+++ :inhibisyon zonu > 10 mm
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Cizelge 4.4. L. lactis subsp. lactis MBLL9 tarafindan iiretilen bakteriyosinin etki spektrumu
(devam)

Test Edilen Bakteri Kod No.

Indikator Sus
MBLL9 SIKS83 JIC17

Pediococcus
pentasaceus +++ +++ o+
LMG2001

Listeria

monocytogenes +++ +++ 4+

ATCC15313

Enterococcus

faecalis LMG2602

++ +++ ++

Salmonella enterica
Typhimurium - - -

SL1344

Escherichia coli

CFA1 (ETEC)

Pseudomonas

fluorescens P1

Pseudomonas

aureginosa - - -

ATCC15442

Bacillus cereus

LMG2732

++ +++ ++

Bacillus subtilis 12 ++ +++ T+

- : inhibisyon zonu yok

+ : inhibisyon zonu < 5 mm

++  :inhibisyon zonu > 5<10 mm
+++ :inhibisyon zonu > 10 mm
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Cizelge 4.4. L. lactis subsp. lactis MBLLY tarafindan iiretilen bakteriyosinin etki spektrumu
(devam)

. Test Edilen Bakteri Kod No.
Indikator Sus
MBLL9 SIK&3 JC17

Bacillus

++ +4++ ++
licheniformis 40
Micrococcus luteus

+++ +++ +++
NCIMBS&166
Staphylococcus

++ ++ ++
aureus ATCC 6538
Staphylococcus

++ ++ ++
carnosus MCIB
Clostridium

++ ++ ++
tyobutyricum
Lactococcus lactis

++ - ++
SIKS83
Lactococcus lactis

- ++ -

JC17
Lactococcus lactis
subsp. lactis - ++ -
MBLL9

- : inhibisyon zonu yok

+ : inhibisyon zonu < 5 mm
++ :inhibisyon zonu > 5<10 mm
+++ :inhibisyon zonu > 10 mm
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Cizelge 4.5. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunun irettigi bakteriyosinin degisik enzim,
sicaklik ve pH uygulamalarina kars1 davranisi

Uygulama Bakteriyosin Aktivitesi (AU /mL)*
MBLL9™ SIK83™ Ic17
Kontrol 6400 12800 3200
a-Kemotripsin 0 0 0
Tripsin 6400 6400 3200
Proteinaz K 0 0 0
o - Amilaz 0 12800 3200
Lipaz 6400 12800 3200
Katalaz 6400 12800 3200
Lizozim 6400 12800 3200
100 °C 5 dk 6400 12800 3200
100 °C 10 dk 6400 12800 3200
100 °C 15 dk 6400 12800 3200
100 °C 20 dk 6400 12800 3200
121 °C 15 dk 3200 1600 1600
pH
1 6400 25600 3200
2 6400 25600 3200
3 6400 25600 3200
4 6400 25600 3200
5 6400 12800 3200
6 6400 12800 3200
7 6400 12800 3200
8 6400 6400 3200
9 6400 6400 3200
10 3200 3200 1600
11 1600 1600 800
* . Indikator sus olarak Micrococcus luteus NCIMB8166 kullanilmistir
*¥% L. lactis subsp. lactis MBLL9
*¥*k% 1 L. lactis subsp. lactis SIK83 (nisin ireticisi)

**k%% o L. lactis subsp. lactis JC17  (laktisin 481 {ireticisi)
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L. lactis subsp. lactis MBLLY bakteriyosininin genetik dogasinin incelendigi caligmalarda,
ilk asamada klasik mutasyon denemesi sonucu secilen mutantlar kullanilmistir.
Bakteriyosin iiretim 6zelligini siirdiiren tiim mutantlarda 22.4 kb plazmid bulunurken, bu
mutantlardan sadece s6z konusu plazmidin giderilmesi sonucu bakteriyosin iiretim fenotipi
kaybolmustur. Diger yandan sadece 22.4 kb biiyiikliikteki plazmidi iceren bir mutantta da
(MBLL9-118) bakteriyosin iiretim yetenegi devam etmistir (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9 ve
4.10). Bu bulgular MBLL9 susunda bakteriyosin iiretiminin 22.4 kb plazmid tarafindan

kodlandigin1 kanitlamaktadir.

Gerek klasik mutasyon testlerinin kesinlik kazanmasi ve gerekse MBLL9 bakteriyosininin
nihai tanis1 amaci ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve DNA dizi analizi
gerceklestirilmistir. Inhibitor aktivite ve enzim, sicaklik ve pH denemelerine verdigi benzer
yanitlar nedeni ile laktisin 481 oldugu diisiiniilen MBLL9 bakteriyosininin, 22.4 kb
plazmidi kullanilarak PZR esasli tanisinda, laktisin 481 primerleri kullanilmistir. Jelden
kesilerek saflagtirllan 22.4 kb plazmid yaninda, toplam DNA ve plazmid DNA
izolasyonlar ile yiiriitiilen tanimlayic1 PZR testlerinin tiimiinde laktisin 481 primerleri ile
PZR iiriinti (500-700 baz cifti arasinda) elde edilmistir (Sekil 4.11). Bu iiriinlerin DNA
dizi analizine tabi tutulmasi sonucu, ¢ogaltilan bolgenin Tn5721 transpozonunu, LctA
geninin tamamini ve LctM geninin bir kismini iceren operon bolgesi oldugu saptanmistir
(Sekil 4.12). Bu bulgular, MBLL9 susunun {irettigi bakteriyosinin laktisin 481 oldugunu,
hicbir kuskuya yer birakmayacak sekilde kanitlamistir.

L. lactis suslarmin {irettigi bakteriyosinler icerisinde yegane endiistriyel kullanim alani
bulan bakteriyosin nisindir. Ancak nisinin Ozellikle dar pH etkinligi ve saflagtirma
yontemlerinin  diisiik verim karakteristigi, bu bakteriyosinin gida uygulamalarim
sinirlandirmaktadir (Rastall and Maitin 2002, Riley and Wertz 2002). Bunun yaninda,
lantibiyotik siifinin bir bagka iiyesi olan laktisin 481; gerek endiistriyel tiretim siireclerine
uygunlugu ve gerekse tiiketici saglig1 yoniinden herhangi bir yan etki icermemesi nedeni
ile, son yillarda gida diizeyli bakteriyosin uygulamalarinin odag: haline gelmistir (Twomey

et al. 2002).

75



Sekil 4.6. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin plazmid igerikleri

1

2

10

MBLL9
(Bac™)
MBLL9-139
(Bac")
MBLL9-140
(Bac")
MBLL9-141
(Bac")
MBLL9-142
(Bac")
MBLIL9-143
(Bac")
MBLL9-144
(Bac™)
MBLIL9-145
(Bac™)
MBLL9-146
(Bac™)
MBLL9
(Bac™)

22.4,215,20.1,19.0, 17.9, 154, 13.9, 7.6 kb

17.9 kb
17.9 kb
17.9 kb
17.9 kb
17.9 kb
22.4,17.9 kb
22.4,17.9 kb

22.4,17.9 kb

22.4,21.5,20.1,19.0, 17.9, 154, 13.9, 7.6 kb
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Sekil 4.7. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve laktisin 481 iiretim yetenegini
kaybetmis mutantlarin  Micrococcus Iluteus NCIMB8166 indikator susuna karsi
antibakteriyel etkinlikleri

K (Kontrol) : L. lactis subsp. lactis MBLL9
139 (Mutant) L. lactis subsp. lactis MBLL9-139
140 (Mutant) L. lactis subsp. lactis MBLL9-140
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Sekil 4.8. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve laktisin 481 iiretim yetenegini
kaybetmis mutantlarin  Micrococcus Iluteus NCIMB8166 indikator susuna karsi
antibakteriyel etkinlikleri

K  (Kontrol) : L. lactis subsp. lactis MBLL9
142  (Mutant) L. lactis subsp. lactis MBLL9-142
143 (Mutant) L. lactis subsp. lactis MBLL9-143
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Sekil 4.9. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve laktisin 481 iiretim yetenegini
kaybetmis mutantlarin  Micrococcus Iluteus NCIMB8166 indikator susuna karsi
antibakteriyel etkinlikleri

K (Kontrol) : L. lactis subsp. lactis MBLL9

144 (Mutant) : L. lactis subsp. lactis MBLL9-144
145  (Mutant) : L. lactis subsp. lactis MBLL9-145
146 (Mutant) : L. lactis subsp. lactis MBLL9-146
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Sekil 4.10. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve bakteriyosin liretim yetenegi
igeren ve icermeyen mutantlarinin plazmid icerikleri

1

2

10

11

MBLL9
(Bac")
MBLL9-105
(Bac)
MBLL9-100
(Bac")
MBLLO9-111
(Bac")
MBLL9-112
(Bac")
MBLIL9-113
(Bac")
MBLLO9-114
(Bac")
MBLL9-115
(Bac")
MBLL9-116
(Bac)
MBLL9-117
(Bac)
MBLIL9-118
(Bac")

22.4,21.5,20.1,19.0, 17.9, 154, 13.9, 7.6 kb
17.9,13.9,7.6 kb

22.4,179,13.9,7.6 kb

22.4,17.9 kb

22.4,179 kb

22.4,179 kb

22.4,179 kb

22.4,179 kb

17.9,13.9,7.6 kb

17.9,13.9,7.6 kb

22.4 kb
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Sekil 4.11. L. lactis subsp. lactis MBLLO tarafindan iiretilen bakteriyosinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) esash tanisi

Genomik DNA 6rnegi PZR iiriinii

Toplam plazmid DNA 6rnegi PZR iiriinii

22.4 kb plazmid DNA PZR 06rnegi

22.4 kb plazmid DNA PZR 06rnegi

Negatif kontrol

1 kb DNA Marker : 10, 8.0, 6.0, 5.0, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25 kb
22.4 kb plazmid jel saflagtirma 6rnegi

22.4 kb plazmid jel saflagtirma ornegi

0NNk~ W=
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Sekil 4.12 Laktisin 481 primerleri ile cogaltilan gen bolgesinin DNA dizi analizi

5’-GGTCGGCTTTACCAGTACGGGAGTGCTTTAAATGTCAGAACAAAACTCTTTTA
ATCTTCTTCAAGAAGTGACAGAAAGTGAATTGGACCTTATTTTAGGTGCAAAAG
GCGGCAGTGGAGTTATTCATACAATTTCTCATGAATGTAATATGAATAGCTGGCA
ATTTGTATTTACTTGCTGCTCTTAATTTTATTGAAAAGAAATTATATTCTATGGAG
CAATGATTAATTATTGCTCCTTTCTTTTTATAAATCGTAATCTTTAGCAAATGATA
AAAGAGGTGTAATTACCTTTTTAGATGAATAGCAACATAAGGACAAAATAGTGA
AAAAAAAGACTTACCAATTTGAAAAATTTTTAAAAAATACTTTTGATCAATTTTC
TATTAAGCAAAATGAAGTTCTGGTTGAAGATGATTTAAACGATATAATTATGAAC
GTTTGTGGAAAAGCACTTGTTTTGATGATAAATGAAAAAAGAGAAATGAATCTA
TTAATGGGCAATACACCCAGAGGAAAGGTACCAATATTTTGAAAATGAGTATTC
GAGTCGGGGGTAAAAGCTTTAA-3

*Alt ¢izili bolge laktisin 481 yapisal genidir (IctA)
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Lantibiyotiklerin bir liyesi olan laktisin 481 iiretimi ve direngliliginden sorumlu genler,
nisinde oldugu gibi, L. lactis subsp. lactis genomunda operonlar halinde yer almaktadir.
Tamami lanAMTFEG olarak ifade edilen bu gen grubunda, lanA yapisal proteinin (LctA),
lanM geni modifikator proteinin (LctM), lanT geni ABC sinifi transporter proteinin (LctT)
ve lanFEG genleri ise laktisin 481 direnglilik sisteminin (LctFEG) tiretiminden sorumlu
bulunmustur. Cok sayida laktisin iireticisinde bu gen grubunun, konjugatif ozellikteki
kompozit transpozonlarla iligkili oldugu belirlenmistir (Dufour et al. 2000, Uguen et al.
2005). Laktisin 481, ozellikle diisiik pH iceren konserve gidalarin ve fermente siit
tiriinlerinin gida kokenli patojen ve hastalik etmeni bakterilerden korunmasi amaci ile
yaygin bir sekilde kullanilan nisin ile biiyiik Olciide benzer bir antimikrobiyel etkinlik
spektrumu icermektedir. Bunun yaninda nisinle kiyaslandiginda en énemli avantaji, daha
genis bir pH araliginda aktivitesini korumasidir. Bu 6zelligi laktisin 481’°e nisinden daha
genis bir gida uygulama potansiyeli kazandirmaktadir (Dufour et al. 2000, Chen and
Hoover 2003, Florez et al. 2005). Laktisin 481 ile yapilan pilot dl¢ek uygulamalar, bu
bakteriyosinin gida koruma ajani olarak kullaniminin nisine alternatif olusturacak bir
potansiyel tasidigina isaret etmektedir. Halen saflagtirma, geri kazanma ve L. lactis
suslarinda yiiksek laktisin tiretim Ozelligi gelistirme caligmalar siirdiiriilmektedir. Diger
yandan, nisin iiretici suslarin fermentasyon siireclerinde starter kiiltiir bileseni olarak
kullanimi giderek yayginlik kazanmaktadir. Laktisin 481 gen grubunun molekiiler diizeyde
tanisi, gida diizeyli vektor sistemlerin gelistirilmesinde ve bu genlerin peynir olgunlagtirma
stireclerinde biyolojik saat olarak kullannminda yeni uygulama alanlari dogurmustur.
Ozellikle peynir iiretim siireclerinde proteolizin hizlandirilmas: ve olgunlastirma siiresinin
kisaltilmas1 uygulamalarinda laktisin 481 esasli vektor sistemlerinden yararlanilmaktadir

(Florez et al. 2005, Garde et al. 2006, Dufour et al. 2007).

Bu calismada MBLLY susunun laktisin 481 iiretim yetene8i 6400 AU/mL olarak tespit
edilmistir. Bu oran literatiir verilerinde tanimlanan yiiksek bakteriyosin liretim sinirlari
icerisindedir (Dufour er al. 2007). Diger yandan karbonhidrat yan gruplan ile agregat
olusturma yetenegi, iiretim ortaminda bakteriyosinin geri kazanimini ve saflastirilmasini
basitlestirmesi yaninda, etkinliginin arttirilmasinda da uygulama kolaylig1 kazandiracak bir

ozelliktir.
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4.7. Antibiyotik Direnclilik

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu ile yiiriitiilen antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda,
bu susun test edilen 26 farkli antibiyotikten sadece ii¢iine (sulfadiazin, trimethoprim ve
basitrasin) karsi diren¢ gosterdigi saptanmustir. Diger 23 antibiyotige karsi ise degisik
diizeylerde duyarlilik tespit edilmisti. MBLL9 dogal susunun, degisik plazmidleri
giderilmis ya da plazmid icermeyen mutantlarinda ise, antibiyotik direnclilik bakimindan
herhangi bir farklanma meydana gelmemistir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.6, 4.10 ve Cizelge 4.6).
Bu bulgular, MBLLO susunda sulfadiasin, trimethoprim ve basitrasin direngliligin
kromozomal DNA kokenli olduguna isaret etmektedir. Mutantlar ile dogal sus arasinda
bazi antibiyotikler icin belirlenen zon cap1 degisimlerinin ise, duyarlhilik diizeylerini
degistirmeyecek oranlarda oldugu saptanmistir. Bu durum biiyiik olasilikla agarli

ortamlardaki difiizyon degisimlerinden ileri gelmektedir.

L. lactis tiyeleri genellikle Gram-pozitif bakterilere kars1 etkili antibiyotiklere (makrolidler,
basitrasin, eritromisin, linkomisin, novobiosin, teikoplanin ve vankomisin gibi), genis
spektrumlu antibiyotiklere (rifampisin, spektinomisin ve kloramfenikol gibi) ve B-laktam
grubu antibiyotiklere (penisilin, ampisilin, amoksisilin, piperasilin, tikorsisilin ve
imipenem gibi) duyarlilik icermektedir. Tetrasiklin, sefolothin, nitrofurantoin ve sefotetan
duyarhilik sustan susa farklilhik gostermektedir. Diger yandan c¢ogu laktokok susu;
metronidazol, sefoksitin ve trimethoprime, Gram-negatif bakterilere etkili antibiyotiklere
(fusidik asit, nalidiksik asit ve polimiksin B gibi), amigdalinlere, gentamisine ve
kanamisine karsi ise direncli bulunmustur (Tammermann et al. 2003, Florez et al. 2005).
Laktobasillerde belirlendigi gibi, baz1 nadir L. lactis suslar1 kloramfenikol, klindamisin,
streptomisin, eritromisin ve tetrasikline karsi direnglilik icermektedir. Laktokoklarda
tanimlanan antibiyotik direngli suslarin ¢ogunlugunda bu 6zelliklerin kromozomal DNA
kokenli olusu ve genetik aktarimlarinin gerceklesmemesi, bu genlerin populasyondaki
frekansini diisiik tutan ana unsurdur. Bununla birlikte, 6zellikle son yillarda plazmid kodlu
coklu antibiyotik direnclilik yetenegine sahip L. lactis suslarinin tanimlanmasi, s6z konusu
bakterilerde diren¢ gelisimini hizlandirmaktadir. Antibiyotik diren¢ mekanizmalari
tizerinde yiiriitiillen detayli biyokimyasal calismalar sonucunda, bu bakterilerdeki genel
detoksifikasyon sistemlerinin, minimal inhibisyon konsantrasyonlarini indiikledigi de
belirlenmistir (Perreten et al. 1997, Tammerman et al. 2003, Ammor et al. 2007). Bu

calismada L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda tanmimlanan basitrasin direnclilik,
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laktokoklarin genel antibiyotik duyarlilik karakteristikleri ile uyusmamaktadir. Insanlarda
ve bazi kiimes hayvanlarinda tedavi amagli uygulamalar1 bulunan basitrasin direngliligin
MBLLO susunda gelisimi, yeni bir veri niteligi tasimaktadir. insan siitiinden L. lactis
subsp. lactis izolasyonlarinin gerceklestirildigi g6z oniinde bulundurulur ise, basitrasin
direncliligi bu susun kokeninin gozden gecirilme zorunlulugu ortaya c¢ikarmaktadir.
L. lactis subsp. lactis MBLLO susunda tanimlanan sinirli antibiyotik direng¢ 6zelliklerinin
kromozomal DNA kokenli olusu, bu bakterinin gida diizeyli uygulamalarda giivenle

kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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Cizelge 4.6. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinin antibiyotik duyarliliklari

Antibiyotik ad1

Konsantrasyon

Inhibisyon Zonu Capi (mm)

MBLL9 | MBLL9-44 | MBLL9-47 | MBLL9-53 | MBLL9- 105 | MBLL9-110 MBLL9-139 | MBLL9-145

ér/‘ill’\;ls)ﬂmls‘ﬂbmam 20ug 21 23 29 27 25 29 18 25
Rifampisin (RD) Sug 3 3 4 5 3 - 3 4
Novobiosin (NV) Sug 13 11 9 11 13 12 8 14
Eritromisin (E) 15ug 20 18 25 24 20 22 13 21
Gentamisin (GM) 10pg 7 9 12 11 13 13 5 10
Meropenem (MEM) 10ug 27 29 32 30 25 28 22 26
Klindamisin (DA) 2ucg 21 22 25 20 22 22 14 19
Metisilin (MET) Sug 16 18 18 21 14 19 12 16
Azitromisin (AZM) 15pg 19 19 21 20 16 15 9 14
Kloramfenikol (C) 30pg 21 20 23 25 19 20 12 19
Ceftazidim/Klavulanik 30pcg/10ucg

Asit (CZC) 6 6 13 7 6 7 7 9
Streptomisin (S) 10pg 2 2 7 5 5 3 2 4
Spektinomisin (SPT) 100pg 11 9 20 14 14 13 11 15
Sulfadiazin (SD) 0.25mg - 9 - 8 6 - - -
Amikasin (AK) 30ug 4 6 8 8 9 8 4 6
Seftriakson (CRO) 30pg 17 23 27 27 24 25 17 25
Tetrasiklin (TE) 30pug 22 24 25 27 21 25 15 21
Ampisilin (AM) 10pg 21 27 27 27 24 26 19 23
Trimethoprim (TMP) Sug - - - - - - - -
Kanamisin (K) 30pg 7 8 11 9 11 10 5 7
Vankomisin (VA) 30pg 13 15 15 16 15 17 10 14
Penisilin G (P) 10 units 19 26 28 27 24 30 19 23
Sefaklor (CEC) 30pug 14 18 18 19 19 21 13 16
Impenem (IPM) 10pg 25 28 32 33 29 34 25 28
Basitrasin (B) 0.04U - - 3 3 - 3 - -
Sefalozin (KZ) 30ug 14 17 22 22 18 24 14 19

- Direngli
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4.8. Laktoz Fermentasyonu, Proteolitik Aktivite ve Laktisin 481 Uretiminden

Sorumlu Plazmidleri Giderilen Mutantlarin Ureme Kinetikleri

L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susunun ve mutantlarinin M17 ortamlarinda zamana
kars1 gelisme egrileri, iireme ortamindan 15 dakikalik araliklarla alinan 6rneklerin optik
yogunluklar: belirlenerek cikarilmistir (Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 ve Cizelge 4.7).
L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susun ve mutantlarinin gelisme egrileri ¢ikarilirken,
Zwietering et al. (1990, 1991) tarafindan Onerilen matematiksel modelden yararlanilarak
model grafigi olusturulmustur (Sekil 4.13). Bu testler sonucunda dogal susun yaklasik
2 saatlik bir lag faz ve 6 saatlik bir logaritmik faz icerdigi saptanmustir (Sekil 4.14).
Laktoz/proteolitik aktivite ve laktisin 481 {iretimini kodlayan her iki plazmidi de igceren
MBLL9-47 mutantinda gelisme kriterleri, dogal sus ile tamamen ayni bulunmustur
(p< 0.05) (Sekil 4.15). Diger yandan, MBLL9-47" den plazmid profili bakimindan tek
farki laktoz/proteolitik aktiviteden sorumlu plazmidi igermemek olan MBLL9-44
mutantinda lag faz uzamig ve maksimum gelisme oran1 % 45 oraninda diismiistiir (Sekil
4.16). Tum plazmidleri giderilmis MBLL9-162 mutantinda da, benzer sonuclar elde
edilmis ve maksimum gelisme oram1 % 61 diizeyinde diigsmiistiir (Sekil 4.17). L. lactis
subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve mutantlarinda yiiriitiilen gelisme kinetigi calismalar;
laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite 6zelliklerini kodlayan 21.5 kb biiyiikliikteki
plazmidin, bu susun iireme ortamina adaptasyonu ve gelisme yetenegini dogrudan
etkiledigini gostermistir. Diger yandan susun icerdigi laktisin 481 iiretiminden sorumlu
plazmid ya da kriptik plazmidlerin lireme yetenegini etkilemedigi belirlenmistir. Bu
bulgular MBLL9 susunda laktoz fermentasyonu ve proteolitik aktivite Ozelliginden

sorumlu plazmidin dogru tanimlandigini1 kanitlamaktadir.

Degisik arastiricilar tarafindan yiiriitiilen calismalarda, laktoz fermentasyonu ve proteolitik
aktivite 6zelliklerini kodlayan plazmidlerin, L. lactis suglarinin maksimum gelisme hiz1 ve
orani iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bu arastirmalarda laktoz fermentasyonu ve
proteolitik aktivite Ozelliklerini kontrol eden plazmidlerin farkli replikonlar olmasi
durumunda; laktoz plazmidini iceren (Lac®) ancak proteolitik aktiviteyi kontrol eden
plazmidi kaybetmis mutantlarda (Prt), Lac” ve Prt" mutantlara oranla maksimum gelisme
hizi ve oraninin daha az etkilendigi belirlenmistir. Arastirmacilar bu durumu, sinirh
proteolitik aktivitenin kromozomal DNA kokenli proteinaz sistemlerinden kaynaklanmasi

ile agiklamistir. Arastirmamizdaki bulgular ile paralel sekilde, her iki plazmidi de
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kaybetmis mutantlarda L. lactis suslarimin gelisme kinetiklerinde en yiiksek diizeyde
diisme belirlenmistir (Kobayashi ef al. 2002, Kibeom and Seung-Heyon 2003, Kobayashi
et al. 2003). Tiirkiye kokenli L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda laktoz fermentasyonu
ve proteolitik aktivite yeteneginin aym plazmid iizerinde kodlu olusu; 6zellikle stres
kosullarina bagl olarak kaybi halinde, bu bakteride maksimum gelisme hizin1 ve oranini
onemli Olciide diisiireceginden bir dezavantaj olarak goriilebilir. Bununla birlikte, laktoz
plazmidlerinin laktokoklarda yiiksek stabilite icerdigi bilinmektedir (Mills et al. 2006).
Stabilite calismalarindan elde edilecek verilerin, bu literatiir bilgisini desteklemesi halinde
ise, MBLL9 susundaki s0z konusu metabolik 6zellikleri kodlayan plazmid, endiistriyel

uygulamalar i¢in bu bakteriye oncelik kazandiracaktir.
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Cizelge 4.7. Model denklem (Gompertz denklemi) parametreleri. Denklem degiskenleri

+ % 95 giiven aralifindadir. Cizelgede yer alan ifadelerden; R? saptama katsayisini,

MSE ortalama hata karesini, a azami degeri, u azami 6zgiil biiylime hizin1 ve A uyum

stiresini ifade etmektedir. Aymi siitundaki degisik harfler p < 0.05° deki anlaml

farkliliklar1 belirtmektedir.

Dogal  sus Denklem Degiskenleri
mutantlari

a(—) u (b A (h) R2 MSE
MBLL9 1.99+£0.03% 10.64+0.05% [295+0.13* [0.995 |0.0038
MBLL9-47 1.93+£0.03% [0.67+0.06° [250+0.14Y [0.992 |0.0047
MBLL9—44 080+0.02% 10290047 [274+021 [0.984 |0.0017
MBLL9-162 078 +0.02% 1039+008Y [342+022% [0.976 |0.0027
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A Zaman (saat)

Sekil 4.13. Gelisme egrilerinin ¢ikarilmasinda esas alinan model grafigi
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OD g

Zaman (saat)

Sekil 4.14. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susunun zamana kars1 gelisme egrisi
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Zaman (Saat)

Sekil 4.15. L. lactis subsp. lactis MBLL9-47 mutantinin zamana kars1 gelisme

92



2.0

1.5
[—]
& 10 -
=
o
0.5
feTele)
0.0 aglogobl® =
I T T T T 1
0 2 0 8 10 12

Zaman (Saat)

Sekil 4.16. L. lactis subsp. lactis MBLL9-44 mutantinin zamana kars1 gelisme egrisi
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Sekil 4.17. L. lactis subsp. lactis MBLL9-162 mutantinin zamana kars1 gelisme egrisi
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4.9. Konjugasyon

L. lactis subsp. lactis MBLL9’da konjugatif yetenegin belirlenmesi i¢in, bu sus verici
olarak kullanilmig ve eritromisin direnclilik (5 pg/ mL) i¢eren, plazmidsiz L. lactis subsp.
lactis MGI1363 alict susu ile filtre {lizerinde eslestirme denemeleri yiiriitiilmiistiir.
Konjugant seciminde ilk asamada eritromisin iceren laktoz indikator agar kullanilmustir.
Bu ortamda hi¢ laktoz fermentasyon yetenegi iceren koloni tanimlanamamustir. Ikinci
asamada, laktoz indikator agar iizerinde secilen koloniler fast slow differential agar (FSD)
ortamina alinmistir. Bu ortamda da tiim eritromisin direngli koloniler laktoz fermentasyonu
ve proteolitik aktivite yeteneginden yoksun tespit edilmistir. Son asamada s6z konusu
koloniler, indikator sus Micrococcus luteus NCIMB8166’ya karsi denenmis ve bazi
kolonilerin laktisin 481 iiretme yeteneginde oldugu saptanmistir. Bu durum dogal susta
konjugasyonel hareketlilik iceren yegane plazmidin 22.4 kb biiyiikliikteki plazmid
oldugunu kanitlamaktadir (Sekil 4.18). Laktisin 481 plazmidinin konjugasyon sikligi,

verici hiicre bagina 4.6 x 10™ olarak belirlenmistir.

Etkin bir yatay gen transferi olmasi nedeni ile konjugasyon, laktokoklarin evriminde
anahtar rol oynamaktadir. Bu bakteriler bitkisel habitatlarindan siit ortamina gegerken,
laktoz plazmidini konjugasyon yolu ile kazanmistir. Laktoz plazmidleri laktokoklarda
halen biiyiik ol¢iide konjugatif yeteneklerini siirdiirmekte ve bu sayede yiiksek stabilite
gostermektedir. Diger yandan; proteolitik aktivite, faj direnclilik ve bakteriyosin iiretimi
gibi endiistriyel 0zellikleri kodlayan plazmidlerin de laktokoklarda konjugatif hareketlilik
iceren tiirleri tamimlanmis ve konakgilarinda yiiksek stabilite icerdikleri belirlenmistir
(Stentz et al. 2004, Luo et al. 2005). Konjugatif 6zellik iceren plazmidlerin bulunduklar1
konakcilardaki stabiliteleri, yiiksek siklikta aktarim yetenekleri ile dogrudan iligkilidir. Bu
nedenle tanimlanan plazmidlerde konjugatif yetenegin biyokimyasal ve genetik dogasinin
belirlenmesi de 6nem tagimaktadir (Luo ef al. 2005). Arastirmamizda konjugatif 6zellikte
tanimlanan laktisin 481 plazmidinin konjugasyon sikliginin yiiksek olusu, gerek bu
ozelligin stabilitesine ve gerekse endiistriyel starter kiiltiir susu gelistirme c¢alismalari
acisindan tasidig ciddi potansiyele isaret etmektedir. Zira konjugasyonel aktarim, genetik
yapist zenginlestirilmis (GEO) L. lactis suslarinin eldesinde kullanimina izin verilen
yegane genetik aktarim yontemidir (Makarova and Konin 2007). L. lactis subsp. lactis

MBLLY susunda tanimlanan laktoz fermentasyonu/proteolitik aktivite plazmidinin
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konjugal hareketlilik icermemesi, laktokoklarda nadir rastlanilan bir durumdur. S6z konusu

plazmidin DNA dizi analizleri, evrimsel kokeni hakkinda daha detayl bilgi sunabilir.
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<«— 22.4kb

Sekil 4.18. Laktisin 481 iiretminden sorumlu plazmidin konjugal aktarimi

L. lactis subsp. lactis MG1363 alic1 sus
L. lactis subsp. lactis MBLLO verici sus
L. lactis subsp. lactis MN30 (Konjugant)
L. lactis subsp. lactis MBLLO verici sus

N W D =

L. lactis subsp. lactis MG1363 alic1 sus
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4.10. L. lactis subsp. lactis MBLL9 Susunda Endiistriyel Oneme Sahip Ozelliklerinin
Genetik Stabilitesi

L. lactis starter kiiltlir susu gelistirme caligmalarinda, iistiin endiistriyel yeteneklere sahip
bakterilerin tanimlanmasi ve Kkarakterizasyonu kadar, bu Ozelliklerin stabilitesinin
belirlenmesi de onem tasimaktadir. Zira cogunlugu plazmid kokenli olan bu 6zelliklerin,
tiretim kosullarindan kaynaklanan stres faktorlerinin etkisi ile suslardan kaybi sonucu
starter kiiltiir performansi onemli 6l¢iide diismektedir (Venema 1993, O’Sullivan et al.

2001).

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susunda plazmid stabilitesi, % 10 reconstitute skim milk
(Oxoid Ltd., England) ortaminda 10 pasaj (~ 70 generasyon) gelistirilen kiiltiirlerin
plazmid igerikleri tanimlanmasi suretiyle belirlenmistir. Testler sonucunda orneklenen 100
koloninin 98’inde laktoz ve proteolitik aktivite 6zelliklerini beraber kodlayan plazmidin,
96’sinda ise laktisin 481 iiretiminden sorumlu plazmidin varlig tespit edilmistir. Laktisin
481 iiretiminden sorumlu plazmidin aktarildigi konjugant olan L. lactis subsp. lactis
MN30’ da ise 22.4 kb plazmidin stabilitesi % 100 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8).
Gerek dogal sus ve gerekse laktisin 481 plazmidi aktarilan konjugantta belirlenen plazmid
stabilite oranlari, endiistriyel starter kiiltiir suslar1 i¢in tanimlanan diizeylerin cok
iizerindedir (Mills et al. 2006). Ozellikle konjugatif o6zellik icermeyen laktoz
fermentasyonunu ve proteolitik aktiviteyi kodlayan plazmidin ¢ok yiiksek bir stabiliteye
sahip olmasi, susun siit ortaminda gelisme karakteristikleri acisindan hayati Onem
tasimaktadir. Ancak bu stabilite pilot iiretim Olceginde denendikten sonra endiistriyel
tiretim ic¢in kesin bilgi verebilir. Diger yandan laktisin 481 plazmidinin alic1 susta dogal
sustan daha yiiksek bir stabilite oran1 icermesi, yeni konakcida daha yiiksek kopya sayisi
ile regiile ediliyor olusundan kaynaklanabilir. Bu durumun agikliga kavusmasi icin soz
konusu plazmidin replikasyon orijin fonksiyonlarmin ve kopya sayist genlerinin detaylt

analizi zorunludur.
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Cizelge 4.8. Dogal tip L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu ve laktisin 481 plazmidi aktarilmis
konjugantinda endiistriyel ozellikleri kodlayan plazmidlerin stabilitesi

Dogal Sus ve | Plazmid Biiyiikliigii | Kontrol Ettigi | Stabilite %
Konjugant Kod No. | (kb) Ozellik =™

MBLL9’ 224 Lct 4817 96
MBLL9 21.5 Lac™/Prt" 98
MN30™ 224 Let 4817 100

L. lactis subsp. lactis MBLL9 (Dogal sus)
L. lactis subsp. lactis MN30 (Konjugant)
™" Lac™: Laktoz fermentasyonu; Prt*: Proteolitik aktivite; Lct 4817 laktisin 481 iiretimi
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