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Laktokok Fajlarinin Sicaklik Uygulamalari ve Biyositlerin Kullanimi Yolu ile
Inaktivasyonu

OZET

Bu calismada, endiistriyel iiretim siire¢lerinde hammaddeye (siit) uygulanan 1sil
islemlerin ve alet ve ekipmanlarin dezenfeksiyonu i¢in kullanilan belli bash biyositlerin,
laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerindeki etkileri arastirildi. Temel biyomateryal olarak 10
adet faj ile bu fajlarin homolog konakgilar1 olan 5 adet Lactococcus lactis subsp. lactis , 3
adet Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve 1 adet Lactococcus lactis
subsp. cremoris susu kullanmildi. Laktokok fajlar1 ve homolog konak¢i suslart Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Kiitiir Koleksiyonundan saglandi. Calismada
kullanilan diger L. lactis alt tiirleri ve biyovaryetesi, Tiirkiye’ nin degisik yorelerinden
saglanan ¢ig siitlerden izole edildi. Izole edilen laktokok suslari icerisinde, 21 adet L. lactis
subsp. lactis, 10 adet L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve 18 adet L. lactis subsp.
cremoris susu tespit edildi. Bu suslarin, denemelerde kullanilan 10 adet laktokok fajina karsi
direnclilik 6zellikleri belirlendi.

Laktokok fajlarinin etanole ve izopropanole duyarlilik diizeyleri; bu alkollerin % 10,
% 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlar: i¢in ayr1 ayr tespit edildi. % 10 etanol ve % 10
izopropanol uygulamasinin fajlar iizerinde inhibisyon etkisi olmadig1r belirlendi. Bu
arastirmada, denenen 10 laktokok faji i¢in en etkin etanol konsantrasyonu, % 75 olarak
saptandi. % 50 etanol konsantrasyonunda, @pll62 ve @pld6737 fajlarinin disindaki tiim
fajlarin litik etkinlikleri 4. dakika sonunda tamamen kayboldu. Etanol uygulama
konsantrasyonu % 100 oranina ¢ikarildiginda ise, yalmz @pld6636 faji, 60 dakika sonunda
tamamen inaktivasyona ugradi. % 50 izopropanol uygulamasinda 15. dakika sonunda
Dplc6158 ve Apll3614; 20. dakika sonunda @pld6737 ve Bplc6154 fajlar1 tamamen
inaktive oldugu saptandi. % 75 izopropanol uygulamasinda 15 dk sonunda @pld6434 ile
@pll356 fajlar1 disinda kalan 8 faj tamamen inaktive oldu. % 100 izopropanol
konsantrasyonunda, 60 dakika sonunda bile hicbir laktokok faji homolog konak¢isina karsi
tam aktivite kaybina ugramadi. Laktokok fajlarina kars1 etkinligi denenen son biyosit olan
sodyum hipoklorit icin; 2000, 3000, 4000, 5000 ppm olmak iizere, 4 farkli uygulama
konsantrasyonu kullanildi. Sodyum hipoklorit uygulamasinda da, diger etkin biyosit
uygulamalarinda oldugu gibi, zamanin artis1 ile dogru orantili olarak faj titrelerindeki
diismeler artt1. Tiim fajlarin tamamen inaktivasyonu ic¢in gereken konsantrasyon ve minimum
siire; 2000 ppm’ de 45 dakika, 3000 ppm’ de 30 dakika, 4000 ppm’ de 20 dakika ve 5000
ppm’ de 15 dakika olarak belirlendi. Tez kapsaminda kullanilan fajlarin sicaklik
duyarhliklari; 63 °C’ de 30 dakika, 72 °C’ de 15 dakika ve 90 °C’ de 5 dakika uygulanmalari
sonucu tespit edildi. Bu arasirmada da, denenen tiim fajlarin inaktivasyonunu
gerceklestirmek icin yeterli olmamakla birlikte, en etkin sicaklik uygulamasi ve siiresi 63 °C’
de 30 dakika olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Lactococcus, Faj, Biyosit, Sicaklik, Inaktivasyon



Inactivation of Lactococcal Phages by Heat Treatment and Biocides

ABSTRACT

In this study, the effect of heat treatment applied to raw material (milk) during
industrial manufacturing processes and biocides used for disinfection of process equipments
in the inactivation of lactococcal phages were investigated. 10 phages and their homologous
host strains of 5 Lactococcus lactis subsp. lactis , 3 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis and 1 Lactococcus lactis subsp. cremoris were used as the main biomaterial.
Both lactococcal phages and their homologous host strains were obtained from Ankara
University, Faculty of Science, Department of Biology Culture Collection. Other than the
strains above, L. Lactis subspecies and biovarieties were isolated from raw milk obtained
different regions of Turkey. Among the isolates, 21 L. lactis subsp. lactis, 10 L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis and 18 L. lactis subsp. cremoris strains were determined.
Resistance of these strains against 10 lactococcal phages used in the experiments was also
examined.

Susceptibility of phages to ethanol and isopropanol were detected with the 10 %, 50
%, 75 % and 100 % concentrations of these alcohols respectively. It was determined that, 10
% ethanol and isopropanol had no inactivation effect on lactococcal phages. In this research,
the most effective ethanol concentration was observed to be 75 % against 10 lactococcal
phages examined. At the 50 % concentration of ethanol, all phages lost lytic effectiveness at
the end of fourth minute, except the phages @pll62 and @Bpld6737. When ethanol
concentration was increased to 100 %, only the phage @pld6636 was totaly inactivated after
60 minutes. With 50 % isopropanol concentration, complete inactivation was observed after
15 minutes for Pplc6158 and Ppl13614; 20 minutes for Bpld6737 and Pplc6154. At the 75
% 1isopropanol concentration, all phages are totally inactivated after 15 minutes , except the
phages @pld6434 and Bpll356. None of the lactococcal phages lost effectivity completely
against their respective host strain with 100 % isopropanol concentration even at the end of
60 minutes. The last biocide examined for its effectivity against lactococcal phages was
sodium hypochlorite for which 4 different concentrations used: 2000, 3000, 4000 and 5000
ppm. As for the other biocides used, there was found a positive correlation between phage
titer reduction and application time increase for sodium hypochlorite. 2000 ppm for 45
minutes, 3000 ppm for 30 minutes, 4000 ppm for 20 minutes and 5000 ppm for 15 minutes
were the required concentration and minimal time for complete inactivation of all phages.
Heat susceptibility of the phages used in the thesis was investigated at 63 °C for 30 minutes,
72 °C for 15 minutes and 90 °C for 5 minutes. In this research, the most effective temperature
and time was determined as 63 °C for 30 minutes, although it was not as effective as to
inactivate all phages examined.

Key Words: Lactococcus, Phage, Biocide, Temperature, Inactivation
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri; hububat, sebze, et ve siit gibi degisik hammaddelerden fermente
gidalarin iiretiminde kullanilan baglica starter kiiltiir suslarim1 iceren ve Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella olarak adlandirilan 11 cinsten
meydana gelen genis bir gruptur. Starter kiiltiir suslarinin, fermente gida iiretiminin temel
araglar1 olmasi nedeni ile bu grup bakteriler; biyokimyasal, genetik ve fizyolojik calismalarin
odagi haline gelmistir. Bu arastirmalar, o6zellikle starter kiiltiir suslarimin laktik asit
olusturma, aroma, tat ve yapi bilesiklerinin iiretimi, fajlara ve cevresel stres kosullarina
diren¢ ve bakteriyosin sentezi gibi endiistriyel acidan Onem tasiyan yetenekleri iizerinde
yogunlasmistir. Endiistriyel iiretim siireclerinde verimliligi ve iiriin kalitesini etkileyen
kosullarin optimizasyonu, iiretim ekonomisinin temel sorunudur. Starter kiiltiir suslarinin
endiistriyel ozelliklerinin tanisi, gelistirilmesi ve iiretim kosullarina uyumunun saglanmast,
fermente gida iiretiminde iiriin kalitesi ve tiretim verimliligi tizerine etkili kritik unsurlar

teskil etmektedir.

Lactococcus (laktokoklar) cinsi iiyeleri (L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis); Ozellikle yar1 sert peynirler (Gouda, Edam ve
Cheddar gibi) basta olmak iizere cok farkli peynir tiirlerinin ve diger fermente siit iiriinlerinin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu bakterilerde, endiistriyel iiretim siireclerinde karsilasilan ve
starter kiiltir performansin etkileyen faktorler arasinda en Onemlisi bakteriyofaj (faj)
kontaminasyonudur. Yiiksek diizeyde konak¢i adaptasyonu yetenekleri, laktokok fajlarinin
genis konakg¢1 dizgesine sahip olmasina yol agmaktadir. Fermente siit endiistrisinde kullanilan
hammaddenin sterilizasyona uygun olmamasi ve fajlarin fiziksel ve kimyasal ajanlara kars1
hiicresel organizasyon iceren biyosistemlerden daha yiiksek diren¢ 6zelligi icermelerinden
dolay1, faj kontaminasyonlar1 tam anlami ile engellenememektedir. Faj kontaminasyon
kaynaklari; hammadde, fabrika havasi, alet ve ekipman yiizeyleri gibi dis ¢evre yaninda,
dogrudan starter kiiltiir suslar1 da olabilmektedir. Zira laktokoklarda lizogeni ¢ok yaygin
olarak rastlanilan bir 6zelliktir ve lizogenik-litik dongii ¢cevrimi, iiretim kosullarinda tesvik
edilmektedir. Kontaminasyon diizeyi (enfektif faj sayisi) ne kadar diisiik olursa olsun, duyarl
sus lizerinde verimli enfeksiyon yeteneginin ¢ok yiiksek olusu; laktik fajlarin kisa siirede
starter kiiltiirlerinin onemli bir boliimiinii par¢alamasi sonucu fermentasyonun yavaslamasina
ve giderek durmasina yol agmaktadir. Laktokok fajlar1 halen fermente siit endiistrisinde en

yiikksek diizeyde iiriin kayiplarina yol acan sorun olma 6zelligini siirdiirmektedir.



Siit endiistrisinde faj sorununun kontroliinde temel yaklasim; dominant faj tiplerine karsi
etkin direnclilik ©zellikleri iceren starter kiiltiir suslarinin se¢imi yaninda, fermentasyon
ortamlarinda faj kontaminasyonlarim1 ve faj gelisimini sinirlayan fiziksel ve/veya kimyasal
ajanlarin kullanimini esas almaktadir. Bu tez caligmasinda, endiistriyel iiretim siireglerinde
hammaddeye (siit) uygulanan 1s1l islemlerin ve alet ve ekipmanlarin dezenfeksiyonunda
kullanilan belli basl biyositlerin, laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerindeki etkilerinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Lactococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Schleifer et al. (1985), hiicre duvari yapisi, yag asidi ve menakinon kompozisyonunu esas
alarak; iki Streptococcus (Str. lactis ve Str. raffinolactis) ile iki Lactobacillus (Lb. hordniae
ve Lb. xylosus) susunu Lactococcus (laktokoklar) cinsi altinda yeniden simiflandirmastir (L.
lactis, L. raffinolactis, L. hordniae). Lb. xylosus, ileri molekiiler analiz ¢calismalarindan elde
edilen veriler 15181nda, L. lactis subsp. lactis alt tiirii olarak simiflandirilmistir (Schleifer et al.
1985, Williams et al. 1990). Daha sonra laktokoklara dahil edilen iki tiir ise, balik parazitleri

olan L. gavriae (eski ad1 Enterococcus seriolicida) ve L. piscium’ dur (Williams et al. 1990).

Gram pozitif, spor olusturmayan, hareketsiz, fakiiltatif anaerob, katalaz ve oksidaz enzim
sistemleri icermeyen laktokoklar homofermentatif 6zellikte olup, hekzozlarin fermentasyonu
sonucunda L(+) laktik asit iiretirler. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ayrica
asetaldehit, diasetil ve asetoin olusturma yetenegindedir. Oval hiicreler 0,5-1,5 pm
biiyiikliigiinde olabilmektedir. Ureme ortamlarinda genellikle ¢iftler ya da kisa zincirler
halinde bulunurlar. Laktokoklarin optimum gelisme sicakliklar1 30 °C’ dir. 10 °C’ nin
altinda, 45 °C’ de, % 6,5 NaCl ve % 40 safra tuzu varliginda tireyemezler (Holt ef al. 1994,
Boumerdassi et al. 1997). Basta cok sayida vitamin ve amino asit olmak iizere, degisik
gelisme faktorlerine gereksinim duyarlar. Bu cinsin tiim iiyeleri, serolojik acidan Lancefield’

in N grubuna dahil edilmistir (Boumerdassi et al. 1997).

Laktokoklarin siniflandirilmasinda klasik tani testlerinin kullanimi, 6zellikle atipik tiyelerin
cok sayida olmasi ve biyokimyasal agidan yiiksek diizeyde benzerlik icermeleri nedeniyle
bircok durumda kesin sonu¢ vermemektedir. Giiniimiizde klasik tani testlerine ilave olarak;
16 S ve 23 S rRNA sekanslari, siiperoksit dismutaz enzimlerinin ve rRNA’ nin immunolojik
analizleri de dogrulama testleri olarak kullanilmaktadir. Tiir diizeyinin altindaki
siniflandirmada ise, ribotiplendirme ve rastgele c¢ogaltilan polimorfik DNA (RAPD)
tekniklerinden de yaygin bir sekilde yararlanilmaktadir (Pot et al. 1994, Lauridsen et al.
2003).

2.2. L. lactis Tiiriiniin Endiistriyel Acidan Onemi

Mezofilik laktik asit bakterilerine dahil olan Lactococcus cinsi liyelerinin primer habitati
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yesil bitkiler ve baliklardir. Bu tiirler icerisinde 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)
giiniimiizde; tiim diinyada iiretilen fermente iiriinlerin, ekonomik deger agisindan % 20’ sinin
tiretiminde starter kiiltiir suslar1 olarak kullanilmaktadir ( Hill and Ross 1998, Kleerebezem et
al. 2002). Bu bakterilerin fosfoenol piruvata bagh fosfotransferaz sistemi (PEP-PTS)
icermesi, laktozun transferi ve etkin bir sekilde fermente edilmesini garanti altina almaktadir.
Diger bir ifade ile, PEP-PTS sistemleri s6z konusu bakterilerin siit ortamina adaptasyonunda
anahtar rol oynamustir. Sadece L. lactis subsp. hordniae PEP-PTS sistemine sahip

olmadigindan starter kiiltiir susu olarak kullanilmamaktadir (Kleerebezem et al. 2002).

PEP-PTS sistemine sahip laktokoklarin siit fermentasyonlarindaki ana rolii; siit sekeri
laktozdan hizh bir sekilde laktik asit iiretimi ve iiriin olusumunda dogrudan bir etkiye sahip
olmayan H,O, gibi metabolitlerin sentezi sonucu ortam pH’ sim 4.0-5.6 arasina
diistirmeleridir. Ortam pH’ sinin diigmesi, fermentasyonun baslatilmasi ve ortamda bulunan
patojen ve ciiriik¢iil mikroorganizmalarin gelisiminin engellenmesi gibi iki ana islev
gormektedir. Diger yandan, bu bakterilerin icerdigi proteolitik aktivite, sitrat metabolizmasi
ve hiicre dis1 polisakkaritlerin iiretimi, s6z konusu fermente siit iiriinlerinin yapisal ve
aromatik Ozelliklerinin gelisiminde anahtar rol oynamaktadir (Sanlibaba ve Akgelik 2000,
Vereecken and Van Impe 2002). Laktokoklarda faj direnglilik ve bakteriyosin iiretimi gibi
ozellikler ise, starter kiiltiir performansim belirleyen diger karakterlerdir. Starter kiiltiir
suglarinin faj direnclilik 6zelligi iiriin ekonomisi, bakteriyosin iiretimi ise iiriiniin mikrobiyel
giivenligi bakimindan kritik bir 6nem tasimaktadir (Akgelik 1999a, Mills et al. 2002, Smid et
al. 2005).

Laktokoklarin gida fermentasyonlar1 agisindan onem tasiyan Ozelliklerinin plazmid DNA
kokenli oldugunun ve konjugasyon ile ya da kromozomal DNA iizerinde yaygin olarak
bulunan insersiyon (IS) elementleri tarafindan sustan susa aktarilabildiginin belirlenmesi,
laktokoklar1 endiistriyel starter kiiltiir susu gelistirme caligmalarinda model organizmalar

haline getirmistir (Smid et al. 2005).

2.3. Laktokok Fajlarimin Biyolojisi

Laktokok bakteriyofajlari, ilk kez Whitehead ve Cox tarafindan 1935 yilinda siitten

izole edilmistir (Sandine 1979). Faj morfolojisi esas alinarak yiiriitiilen siniflandirma



caligmalarinda, laktokok fajlarinin biiyiik bir boliimiiniin Siphoviridae familyasinin B1 ve B2
morfotiplerine ait oldugu saptanmistir (Klaenhammer 1984, Jarvis and Meyer 1986, Sanders
1988). B1 morfotipleri, izometrik bir bas, uzun ve kasilma yetenegi icermeyen bir kuyruk
yapist ile karakterize edilmektedir. Yaka, taban plagi ve kuyruk fibrilleri gibi yapilar bu fajlar
icin ayiric1 ozellikler olarak tanimlanmamistir. B2 morfotiplerinin tanimlayici unsurlar ise;
prolat bir bas ve kasilma yetenegi icermeyen bir kuyruk yapisi olarak belirlenmistir. Bu
fajlarda da yaka, taban plagt ve kuyruk fibrilleri, morfotiplendirme kriteri olarak
kullanilabilecek bir stabilite gostermemektedir (Sanders 1988, Jarvis ef al. 1991, Moineau et
al. 1996). Laktokok fajlarinin Siphoviridae familyas1 disindaki iiyeleri, Podoviridae
familyasinin C1 ve C3 morfotipleri igerisinde siniflandirilmistir. C1 morfotipleri izometrik
bir bas ve kisa bir kuyruk, C3 morfotipleri ise uzamis prolat bir bas ve kisa kuyruk yapisi ile
karakterize edilmektedir. Bu fajlarda da diger yapisal faj elemanlart morfolojik
siniflandirmada kullanilmamaktadir (Jarvis ef al. 1991, Ackermann 1999). Laktik fajlarda bas
biiytikliigii; izometrik olanlar i¢in genellikle 45-65 nm, prolat fajlar i¢in ise 45-65 x 40-50 nm
arasinda degisme gostermektedir. Kuyruk uzunluklari ise, 80-300 nm arasinda tespit

edilmistir (Moineau et al. 1996, Ackermann 1999, Madsen et al. 2001).

Gerek morfolojik 6zelliklerinin cok benzer olusu ve gerekse konakc etkinliklerinin degisken
bir karakter tasimasi, laktik fajlarin siniflandirilmasinda molekiiler tekniklerin kullanimini
zorunlu hale getirmistir. Yeni siniflandirma calismalarinda bu klasik kriterlere ilave olarak,
DNA homolojileri ve faj protein profilleri uyumu kullanmilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
laktik fajlar oniki tiir altinda toplanmistir. Bunlar igerisinde tiim diinyada siit endiistrisinde
sorun yaratan baslica fajlar @936, @¥c2 ve @P335 tiirleri olarak tanimlanmistir (Jarvis et al.
1991, Ackermann 1999, Coffey and Ross 2002). 3936 ve @c?2 tiirleri yalniz viriilent yasam
tipine sahip fajlardan olusurken, @P335 tiiriiniin hem viriilent hem de temperent yasam tipine
sahip iiyeleri belirlenmistir. Bu fajlarda temperent-viriilent yasam dongiisii siklikla rastlanilan
bir durumdur (Desiere et al. 2002, Moineau et al. 2002). Laktik faj genomlar iizerinde
yiriitillen molekiiler analizler sonucu, genom biiyiikliiklerinin genellikle 15-60 kb, % GC
oranlarinin ise % 32-40 arasinda degisme gosterdigi tespit edilmistir (Lawrence et al. 2002,
Proux et al. 2002). Molekiiler genetik calismalar, laktik fajlarin konak¢t uyumunun ¢ok
yiiksek olmasinin, soz konusu patojenlerin genetik elastikiyetleri ile iliskili oldugunu
kanitlamistir. Ozellikle son yillarda yiiriitiilen calismalarda; diinyanin degisik bolgelerinde
siit endiistrisinde sorun yaratan bircok litik (viriilent) fajin, homolog temperent fajlar
tanimlanmistir. Bu bulgular, laktokoklarda lizogenik 6zelligi endiistriyel agidan ¢ok dnemli

bir konuma getirmistir (Madsen et al. 2001, Rohwer and Edwards 2002).



Laktokok fajlar1 ile konakgilar1 arasinda; litik, lizogenik ve pseudolizogenik olmak iizere
baslica ii¢ tip etkilesim so0z konusudur. Litik yasam dongiisii genel hatlar ile; fajin bakteri
hiicresi ylizeyinde yer alan almag (reseptor) bolgelere geri doniigsiiz bir sekilde tutunmasi
(adsorbsiyonu), faj DNA’ sinin hiicre yiizey proteinleri ve faj lisinleri yaninda, kasilabilir
kuyruk kilift iceren fajlarda ayrica kasilma mekanizmasi yardimi ile hiicre i¢ine sokulmasi
(enjeksiyon), hiicre icine giren faj DNA’ s1 ve yardimci enzimlerin konaker hiicre replikasyon
sistemini kendi replikasyonu icin yonlendirmesi, faj RNA ve proteinlerinin sentezi, faj
yapisal elemanlariin (bas, kuyruk, yaka ve kuyruk fibrilleri gibi) sentezi, ayr1 sentezlenen
tim faj elemanlarinin montesi (asemblasyon) ve olgun faj partikiillerinin (virion) salinimu,
asamalarini icermektedir (Sanders 1988, Kraus and Geller 1998, Lauridsen et al. 2003). Litik
dongii i¢in kritik bir parametre olan faj tutunmasi; birincisi hiicre duvarinda ve ikincisi ise
hiicre membraninda olmak iizere iki asamada gerceklesmektedir. Ik asamada fajlar geri
doniisebilir bir mekanizma ile bakteri hiicre duvarinda bulunan ve karbohidrat 6zellikte olan
almac bolgeye tutunmakta, ikinci asamada ise faj DNA’ s1 hiicre membrani ile iligkili bir
tasiyict proteine baglanmaktadir. Bu ikinci baglanma tutunmayr geri doniigsiiz hale
getirmekte ve enjeksiyonun gerceklesmesini saglamaktadir (Monteville et al. 1994,
Lauridsen et al. 2003). Tutunma, 1/1 faj/bakteri dengesi esas alinarak hazirlanan ortamlarda
en yiiksek diizeye ulagsmaktadir. Bu ortamlarda fajlarin % 98’ inin 12 dakika sonunda bakteri
yiizeyine tutunmayr tamamladigi belirlenmistir. DNA’ nin replikasyonu ve olgun faj
partikiillerinin meydana gelmesi i¢in gerekli olan siire; laktokok fajlarinin tipine bagl olarak,
30 °C inkiibasyon sicakliginda 3-109 dakika arasinda degisme gostermektedir. Bu fajlar icin
ortalama litik dongii siiresi 50-70 dakika olarak tamimlanmaktadir (Klaenhammer 1984,
Dinsmore and Klaenhammer 1995, Coffey and Ross 2002, Micklic and Rogelj 2003). Olgun
faj partikiillerinin gelistikleri konak¢1 bakteriyi parcalamasi; faj kusaginin iiretimi sonucu
bakteri hiicresinde meydana gelen ozmatik basing ile hiicre membrani ve duvarinda porlar
acma Ozelligindeki faj enzimleri (lizinler) tarafindan saglanmaktadir. Bakteri basina bir
enfeksiyon siiresince iiretilen enfektif faj sayis1 (patlama biiyiikliigii) 9-105 adet arasinda
degisme gostermektedir (Shaerman et al. 1989, Dinsmore and Klaenhammer 1995, Lauridsen

et al. 2003).

Lizogeni ve pseudolizogeni, faj enfeksiyonundan sonra litik dongiiniin baglatilmadigi
durumlarda meydana gelen konakgi-faj interaksiyonlaridir. Lizogenik yasam dongiisiinde
hiicre icine giren faj, icerdigi entegraz enzimlerinin yardimi ile konak¢i genomuna bir
bolgeden baglanir. Bu durumdaki fajlara profaj ya da temperent faj adi verilmektedir.

Laktokoklarda birden fazla faj DNA’ sina sahip polilizogenik suslarin tanimlanmasi, bu



bakterilerde faj cevriminin modifiye olduguna isaret etmektedir. Profaj, kromozomal DNA
ile birlikte eslenerek bakteri kusaklar1 boyunca siirekliligini korur. Pseudolizogeni ise
entegraz sistemi icermeyen ya da bozulmus olan fajlarin; kromozoma entegre olmadan, hiicre
stoplazmasinda bulunmas1 halidir. Bu durumdaki faj DNA’ lar1 her hiicre boliinmesinde
yalmiz bir dole gecer. Faj tasiyict durum olarak da adlandirilan pseudolizogeni, bakteriye
diger faj enfeksiyonlarina karsi direnglilik saglamaktadir (Klaenhammer 1984, de Vos 1989,
Allison and Klaenhammer 1998, Devlieghere et al. 2004, Rakonjac et al. 2005).

2.4. Laktokok Fajlarimin Yarattig1 Endiistriyel Sorunlar

Laktokoklar binlerce yildir gida fermentasyonlarinda kullanilmakta ve siirekli fajlarla karsi
karsiya gelmektedir. Fajlarin, bakterilere oranla daha yiiksek bir genetik adaptasyon yetenegi
icermesi; bakterilerin gelistirdikleri direnclilik sistemlerini, faj enfeksiyonlarindan tam
anlami ile korunmada yetersiz hale getirmektedir. Laktokok fajlari; toprak, giibre, ahir
havasi, saman, peyniralti suyu, fabrika alet-ekipmani ve havasinda bulunabilmektedir. Bu
fajlarin bir diger kontaminasyon kaynagi ise, lizogen laktokok suslaridir. Fermentasyon
ortaminda lizogeniden litik hale gecis, enfektif faj kusaginin olusumuna yol a¢gmaktadir

(Stadhouders 1986, Mclntyre et al. 1991).

Ozellikle laktokoklarin yaygin olarak kullanildigi fermente siit endiistrisinde, fajlarin biiyiik
ekonomik kayiplara yol agmasinin iki ana nedeni bulunmaktadir. Bunlarin ilki, hammaddenin
(siit) faj cogalmasi icin cok uygun bir kaynak teskil etmesidir. Siit, yukarida ifade edilen tiim
kaynaklardan kontamine olabilmektedir. Siit endiistrisinde hammaddeye uygulanan
pastorizasyon sicakliklart ya da diger 1s1l islemler, kontaminasyon giiciine bagli olarak, faj
inaktivasyonunda yetersiz kalmaktadir. Sicaklik uygulamalarinda siitiin dogas1 geregi
kisitlama zorunlulugu bulundugu i¢in, faj kontaminasyonlarindan tam anlami ile korunma
cogu durumda saglanamamaktadir. Isil islem etkisinden kagan enfektif faj sayisi ne kadar az
olursa olsun, hammaddeye ilave edilen laktokok starter kiiltiir suslar1 iizerinde cogalarak,
hizli bir sekilde ortama yayilmasi miimkiin olur. Cogalan fajlar, peyniralti suyu kalintilar1 ve
hava yolu ile hizla fabrika ortamina yayilir. Laktokok fajlarinin biiyiik endiistriyel kayiplara
yol agmasinin ikinci bir nedeni, kisa bir latent donem ve yiiksek patlama biiyiikliigiine sahip
olmalaridir. Bu sayede enfekte ettikleri konak¢r suslarda cok kisa siirede ve ¢ok sayida yeni
enfektif faj olusturabilmektedirler (Svensson and Christiansson 1991, Batt et al. 1995,
Pedersen et al. 2000).



Fermentasyon ortamlarinda cogalan fajlarin tasiyici sistemler araciligi ile hizli bir sekilde
fabrika ortamina yayilmasi, yeni iiretim donemlerinde de kontaminasyonu siirekli hale
getirmektedir. Bu nedenle faj kontaminasyonlarindan korunmak i¢in, hammaddenin kontrolii
yaninda, isletme ortaminin sanitasyonu da biiyiik onem tagimaktadir (Klaenhammer 1993,
Allison and Klaenhammer 1998, Forde and Fitzgerald 2003). Fermentasyon ortamlarinda
laktokok fajlarinin kontaminasyonunun birincil isareti, asitlik gelisiminde yavaslama ve
kontaminasyonun giiciine bagli olarak durmadir. Ozellikle asitlik gelisiminin siit
ortamlarinda yavaslamasi, siitiin pithtilasmasin1 geciktirmektedir. Buna paralel olarak {iiriine
Ozgii yapisal ve aromatik 6zellikler kismen olusturulabilmekte ve iiretim siiresi uzamaktadir.
Yiiksek diizeyde faj kontaminasyonlar ise, fermentasyonun temel etmenleri olan starter
kiiltir suslarin1 tamamen parcalamakta ve {iriin olusumundan O©nce fermentasyonu

durdurmaktadir (O’Sullivan et al. 2001, Lauridsen et al. 2003, Domingues et al. 2004).

Yukarida Ozetlenen karakteristiklerinden dolay1, laktik fajlar halen tiim diinyada siit
endiistrisinde meydana gelen ekonomik kayiplarin ana nedeni olma 6zelligini
stirdiirmektedir. Bu nedenle siit endiistrisinde faj kontaminasyonunun kontroliine yonelik
arastirmalar artan bir 6nem kazanarak siirmektedir. Diger yandan laktokok fajlari, yiiksek
genetik elastikiyetlerinden dolayr molekiiler evrim ¢alismalarinin vazge¢ilmez materyalleri

haline gelmistir (Briissow and Desiere 2001, Madera et al. 2004, Rakonjac et al. 2005).

2.5. Endiistriyel Fermentasyon Siireclerinde Laktokok Fajlarimn inaktivasyonu Amaci

ile Kullamlan Stratejiler

Endiistriyel fermentasyonlarin faj kontaminasyonlarindan etkilenmesi sonucu meydana gelen
biiylik ekonomik kayiplarin ortadan kaldirilmasina yonelik calismalarda iki temel strateji
mevcuttur. Bunlardan ilki, faj direncli starter kiiltiir suslarinin secimi ve endiistriyel
tiretimlerde kullanilacak sekilde modifiye edilmesi, ikincisi ise fabrika ortaminda faj
kontaminasyonlarinin ve yayilmasmin sanitasyon yontemleri kullanilmak sureti ile

kontroliidiir (Everson 1991, Mclntyre et al. 1991, Moineau et al. 1994).

Faj direnclilik sistemleri iceren laktokok suslarinin secimi ve genetik diizenlemelere tabi
tutularak gelistirilmesi, ozellikle son 25 yilda molekiiler genetikte ve laktokok faj-konakei
iligkilerinde saglanan bilgi birikimi sonucu biiyiik olciide olanakli hale gelmistir. Ancak
genetik modifiye organizmalarin starter kiiltiir suslar1 olarak kullanimlar1 ile ilgili izinlerin

verilmemis olmasi, bu caligmalardan elde edilen sonuglarin endiistriyel uygulamalarda



kullanimina engel teskil etmektedir. Giiniimiizde yalmiz konjugasyon sistemlerinden
yararlanilarak modifiye edilen starter Kkiiltiir suslarinin fermente gida endiistrisinde
kullanimina izin verilmektedir (Alatossova and Klaenhammer 1991, Moineau et al. 1994).
Konjugasyonel aktarim yolu ile genetik diizenleme, kendi aktariminmi yapabilen plazmidler
ile sinirli oldugu i¢in, bu ¢alismalardan bugiine kadar tatmin edici bir verim alinamamustir.
Zira laktokoklarda degisik faj direnglilik sistemlerini kodlayan ¢ok sayida plazmid
bulunmasina ragmen, bunlarin pek azi konjugatif 6zelliktedir (Hill et al. 1991, Moineau et
al. 1994). Diger yandan laktokok fajlarinin giiclii faj direnglilik sistemleri iceren konakel
suslara karst bile hizli bir sekilde litik etkinlik gelistirme yetenegi; faj direnclilik
sistemlerinin, starter Kkiiltiirlerin faj kontaminasyonlarindan etkilenme riskini tek basina
ortadan kaldirmada yetersiz kaldigim1 kanmitlamaktadir. Laktokoklarda faj-konakgi
interaksiyonlar1 iizerinde yiiriitiilen calismalarda; degisik faj direnclilik sistemleri aktarilarak
giiclendirilmis suslarin, laktik fajlarin genetik modifikasyonunda segici bir baski olusturdugu
tespit edilmistir (Bouchard and Moineau 2000, Briissow and Desiere 2001, Lauridsen et al.
2003). Bu secici baski, degisik bakteriyel faj direnclilik sistemlerine karsi, ¢coklu korunma
mekanizmalar1 gelistiren etkin fajlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. S6z konusu secici
baski, hem faj DNA’ sinin kendi i¢inde diizenlemelerine ve hem de konakgt hiicre kromozom
fragmentleri ile rekombinasyonuna neden olmaktadir. Bu molekiiler mekanizmalar sonucu
ortaya cikan genetik elastikiyet; fajlarin, diren¢ sistemleri iceren bakterilere karsi litik
etkilerini siirdiirmesini saglamakta ve faj direngli starter kiiltiir suslari kullanilarak faj
kontaminasyonlarinin engellenmesi stratejisini bir ¢cok durumda yetersiz hale sokmaktadir
(Durmaz and Klaenhammer 2000, Mahanivong et al. 2001, O’Sullivan et al. 2002,
Domingues et al. 2004).

Fermente gida endiistrisinde sorun yaratan fajlarin kontroliinde kullanilan ikinci temel
strateji; fajlarin kontaminasyonunun engellenmesi ya da kontamine fajlarin fiziksel ve
kimyasal miicadele ajanlari ile inaktivasyonu caligmalarin1 kapsamaktadir. Bu ¢alismalar; iki
dolum asamasi arasinda tanklarin klorlanmasi, starter kiiltiir hazirlama odalarinin steril hava
ile kontrolii, liriin odalarinin, alet ve ekipmanin hipoklorit ve alkoller gibi faj yapilar tizerine
etkili ajanlarla dezenfeksiyonu yaninda, basin¢ ve sicaklik uygulamalar1 basliklar1 altinda
toplanabilir (MclIntyre et al. 1991, Moroni et al. 2002, Vieira et al. 2005). Faj kontroliinde
Onerilen bir bagka yontem olan hammaddenin ultrafiltrasyonu, siit proteinlerinin de
ultrafiltrasyon membranlar1 tarafindan tutulmas: nedeniyle, siit endiistrisi icin kullanigh
degildir. Basing uygulamalar1 ise, hammaddedeki fajlarin inaktivasyonunu belirli diizeylerde

gerceklestirmekle birlikte, ylizey yapilarindan fajlarin arindirilmasinda kullanilamamaktadir.



Bu nedenlerle bu stratejinin yaygin kullanim alan1 bulan uygulamalari, sicaklik ve biyosit

uygulamalaridir (Vieira et al. 2005).

2.5.1. Sicaklik uygulamalarimin laktokok fajlar iizerine etkisi

Fajlarin sicaklik uygulamasi yolu ile inaktivasyonu iizerinde klinik ve endiistriyel esasl
arastirmalar uzun zamandir siirdiiriilmektedir. Escherichia coli T4 faji ile baslatilan bu
calismalar, 1940’ I1 yillarda siit endiistrisinde sorun yaratmaya baslayan laktokok fajlarin1 da
kapsayarak gelismistir. Bu arastirmalardan elde olunan veriler, diger prokaryot fajlarinda
oldugu gibi, laktokok fajlarinin da sicakliga yiiksek diizeyde diren¢ gosterdigine isaret
etmistir (Chopin 1980). Laktokok fajlar1 ile yiiriitiillen ilk calismalardan elde edilen bu
sonuglar, pastorizasyon isleminin fajlarin inaktivasyonunda kullanilamayacagi fikrini
dogurmus ve birka¢ siirli calisma disinda, bu konu {izerinde uzun siire arastirma
yiriitilmemistir. Ancak sicaklik uygulamalarinin etkinliginin; denenen faj tipine, sicakligin
diizeyi ve siiresine bagl olarak biiyiik ol¢iide degiskenlik gosterdiginin tanimlanmasi ile, bu

caligmalar tekrar onem kazanmustir.

Endiistriyel starter kiiltiir suslar1 olarak kullanilan iki Lactococcus tiiriine 6zgii fajlarin
tiplendirilmesi yapildiktan sonra, sicaklik direng ozellikleri incelendiginde; L. lactis subsp.
lactis’ e 0zgii fajlarin L. lactis subsp. cremoris’ e 0zgii fajlardan daha yiiksek sicaklik direng
yetenegi gosterdigi saptanmustir. Arastiricilar, ¢alismada kullandiklart L. lactis subsp.
cremoris fajlarinin inaktivasyonu i¢in 65 °C sicakligin, 1.25-3 dk siireyle uygulanmasinin
yeterli oldugunu belirlemistir. Diger yandan c¢alisilan L. lactis subsp. lactis tajlarinda 65 °C
uygulamasinda tam inaktivasyon i¢in gerekli siire, 45 dk olarak tespit edilmistir. Ancak, ayni
calismada bir L. lactis subsp. lactis fajinin 72 °C’ de 5 dakikada tamamen inaktive oldugu
gozlenmistir (Gallmann and Eberhard 1993, Moroni et al. 2002). Dort farkli L. lactis subsp.
lactis fajimin 63 °C ve 72 °C sicaklik uygulamalarina verdigi yanitin incelendigi bir diger
arastirmada; 72 °C sicaklik uygulamasinda % 99 diizeyinde faj inaktivasyonu i¢in gerekli
siirenin, tiim fajlarda 63 °C sicaklik uygulamasindaki ayn siirelere oranla diisiik oldugu
belirlenmistir. Tiim fajlarin inaktivasyonu i¢in 72 °C’ de inkiibasyon siiresi M17 broth
ortamlarinda 5 dakika olarak tespit edilirken, 63 °C i¢in bu siire 45 dakika ve iizerine
cikmistir. Arastiricilar ayrica, faj saklama ortamlarina bagli olarak da sicaklik direncinin

degisim gosterdigini saptamistir (Sudrez and Reinheimer 2002).

Sicaklik uygulamalarinin yeni bir alan1 da, sicakligin yiiksek basin¢ teknolojileri ile kombine
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edilerek kullanimimi esas almaktadir. Ozellikle siitiin pastorizasyonu icin kullanilan
endiistriyel sicaklik uygulamalarina direng gosteren laktokok fajlarinin inaktivasyonunda bu
yontem Onerilmektedir. 25 °C ve 30 °C’ de 200-350 Mpa (Mega paskal) basing uygulamasi
laktokok fajlarinin inaktivasyonu icin yeterli olmaktadir. Pastorizasyon ile birlikte kombine
edilmesi halinde ise, siit endiistrisinde sorun yaratan dominant fajlarin 100 Mpa basing
uygulamasi sonucu inaktive edildigi tespit edilmistir (Moroni et al. 2002, Avsaroglu et al.
2006, Miiller-Merbach et al. 2005a). Ancak ozellikle bir¢ok geleneksel iiriinde bir 6n 1s1l
islem uygulanmasina ragmen basin¢ uygulamasmin miimkiin olmayisi, bu iki yontemin

kombine edilmesini kisitlamaktadir (Miiller-Merbach er al. 2005a).

Bugiine kadar yiiriitiillen sinirli caligmalardan elde edilen veriler sicaklik uygulamalarinin
etkinliginin, ozellikle laktokok fajinin tipine bagli olarak degistigine isaret etmektedir. Bu
nedenle degisik bolgelerde ve hatta farkli karakteristikler iceren iiretim birimlerinde bile
dominant faj tiplerinin belirlenmesi ve bu fajlarin sicaklik duyarlilik diizeylerinin tespiti,
uygulama acisindan biiyiik onem tasimaktadir. Sicaklik ya da sicaklik ile kombine edilmis
diger faj kontrol sistemlerinin, faj inaktivasyon kinetiklerinin tiim diinyadaki endiistriyel
tiretim birimleri i¢in etkin bir bicimde tanimlanmasi, bu ¢alismalarin yayginliginin artmasi ile
miimkiin olacaktir (Moroni et al. 2002, Oriani and Yokoya 2004, Miiller-Merbach et al.
2005b).

Ultra Yiiksek Sicaklik (UHT) teknolojisi, siit endiistrisinde kullanilan bir baska sicaklik
uygulama yontemidir. Pastorizasyon uygulamasinda daha etkin bir inaktivasyon saglamasina
ragmen, Ozellikle peynir teknolojisinde tercih edilmemektedir. Zira UHT islemi gormiis
siitiin peyniralti suyu proteinlerinin % 80’ i1 denatiire olmaktadir. Dolayis1 ile laktokok
suslarinin  starter Kkiiltiir olarak kullanildigi ve bu nedenle faj kontaminasyonlarindan
kaynaklanan en yiiksek ekonomik kayiplarin meydana geldigi peynir iiretiminde bu yontemin

kullanimi1 sinirhidir (Dannenberg and Kessler 1988c, Miiller-Merbach et al. 2005b).

2.5.2. Biyosit uygulamalarinin laktokok fajlar iizerine etkisi

Biyositler; stoplazma membrani, hiicre duvari, enzim, koenzim, protein yada diger
makromolekiiller iizerinde dogrudan yapisal deformasyona yol acma ya da bu hiicresel
elemanlarin sentezini bozma, protoplazmanin koagiilasyonu, elektron transportu ve oksidatif
fosforilasyon sistemlerinin inhibisyonu gibi coklu etkiler sonucu aktivite gosteren

antimikrobiyel ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Biyositlerin bu aktiviteleri, uygulanan
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mikroorganizmanin hiicre yapisi ve fizyolojisine bagh olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bir biyosit
etkinligini yukarida ifade edilen birden ¢ok mekanizma ile gosterebilir ve degisik tipte
mikroorganizmalari inaktive edebilir (Chambers and Hadley 1998, Russell 1998, McDonnell
and Russell 1999).

Biyositler, hiicre ya da viriis ylizeyine adsorbsiyondan sonra yapiya niifuz eder ve
biyosisteme dahil olur. Bu asamalardan sonra hedef bolgede biyosidal etkinlik genellikle kisa
sirede ortaya cikar. Biyosidal aktivite; etkinlik giicline gore iic seviyeli olarak
tanimlanmaktadir. Birinci seviye; bakteri sporlari, viriisler, mantar ve mikobakterileri
kapsayan en yiiksek etki diizeyidir. Ikinci seviyede (orta seviye) mikobakteri, mantar ve
viriislerin; iiclincii seviyede (diisiik seviye) ise sadece sporsuz bakterilerin (mikobakteriler
hari¢) ve zarfl1 viriislerin inaktivasyonu s6z konusudur ( Klein and Deforest 1983, Chambers

and Hadley 1998, Maillard 2001, Russell 2002).

Biyosit olarak kullanilan kimyasalari; alkoller, hidrojen peroksit, sodyum hipoklorit,
perasetikasit, fenoller, kuaterner amonyum bilesikleri, aldehitler, biguanitler, diamidinler,
iyot ve iyodoforlar ve giimiis bilesikleri basliklar1 altinda toplamak miimkiindiir. Endiistriyel
sanitasyon uygulamalarinda en yaygin olarak kullanilan biyositler, alkoller ve hipoklorit ya
da bunlarin tiirev bilesikleridir (Russell 1999, Estrela et al. 2002, Li et al. 2002, Russell
2003).

2.5.2.1. Alkoller

Bir cok alkol tiirii, etkin antimikrobiyel ajan olarak goriilmekle birlikte, en yaygin kullanim
alan1 bulan alkoller etil alkol, izopropil alkol, ve n-propanol’ diir. Alkoller, vejetatif bakteri
formlarina, mantarlara ve viriislere kars1 hizli ve genis spektrumlu antimikrobiyel aktivite
gostermektedir. Alkoller sporisidal aktivite gostermediklerinden, sterilizasyon i¢in uygun
degillerdir. Ancak sert yiizey dezenfeksiyonu ve cilt antisepsisinde yaygin bir kullanim
alanina sahiptirler (Yasuda-Yasuki er al. 1978, Morton 1983, Russell 1991). Viriislerin
alkollere olan duyarliligi, viriis lipit zarf yapisinin bulunup bulunmamasi ve viriisiin
biiytikliigli ile dogrudan iligkilidir. Alkollerin hedefi olan baslica viral yapilar; lipit zarf,
protein kapsid ve viriis niikleik asididir. Lipit zarf yapisi iceren viriisler alkollere karsi, zarf
yapisina sahip olmayan viriislerden daha duyarlidir (Chambers and Hadley 1998, Russell
1999). Alkollerin antiviral etkinligini belirleyen bir diger husus, kullanilan alkoliin

konsantrasyonudur. Laktokoklar ve diger laktik asit bakterilerinin fajlar1 ile yiiriitiilen
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calismalarda; faj tipine baglh olarak, % 50 yada % 75 etil alkoliin % 100 etil alkolden daha
disiik etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Bu arastirmalarda izopropanoliin etkinligi
etanole oranla cok diisiik bulunmus ve yine en etkin konsantrasyonun % 100 oldugu
saptanmistir (Maillard er al. 1996, Quiberoni et al. 1999, Binetti and Reinheimer 2000,

Suarez and Reinheimer 2002).

Alkollerin laktokok fajlar1 iizerine etkinligi, yukarida 6zetlenen calismalar ile sinirlidir.
Ozellikle laktokok fajlarinda yiiksek diizeyde morfotip farklilagmasinin goriilmesi, degisik
laktokok fajlart i¢in, sz konusu bulgularin farklilik gosterebilecegine isaret etmektedir

(Russell 2003, Oriani and Yokoya 2004).

2.5.2.2. Sodyum hipoklorit

Klor periyodik cetvelde halojenler grubu icerisinde yer alan ve aktif oksitleyici ozelligi
nedeni ile virlisler ve hiicresel form igeren tiim mikroorganizmalara karsi giiclii bir
dezenfektan etkisi gosteren bir elementtir. Klorun sivi (sodyum hipoklorit) ve toz (kalsiyum
hipoklorit ve sodyum diklorisosayanurat) preparatlari dezenfektan olarak kullanilmaktadir.
En fazla kullanilan formu si1vi sodyum hipoklorittir (McKenna and Davies 1988, Denyer and
Stewart 1998). Hipoklorit, proteinlerin amino ve tiyol gruplarina etkisi nedeniyle giiclii bir
antiviral ajan olarak, tibbi ve endiistriyel amaglh sanitasyonlarda kullanilmaktadir. Viriis bas
yapisinin igerisine girdiginde ise, Oncelikle niikleik asit bazlarinin klorlanmis tiirevlerinin
olusumuna yol acarak, replikatif ve transkriptif Ozellikleri bakimindan inaktif bolgeler

meydana getirmektedir (Hugo and Russell 1999).

Laktokok fajlarinin, sodyum hipoklorit kullanilarak inaktivasyonu iizerinde yiiriitiilen
caligmalarda, siit ya da peyniralti suyunda hazirlanan faj siispansiyonlarinin, M17 broth
ortamlarinda hazirlananlara oranla ¢ok daha direncli oldugu saptanmistir. Siit ve peyniralti
suyu ortamlarinda denenen laktokok fajlarinin tamamen inaktivasyonu icin 500 ppm iizerinde
sodyum hipoklorit oranina gereksinim duyuldugu ve bazi L. lactis subsp. lactis fajlar1 i¢cin bu
oranin 1000-2000 ppm diizeyine ¢iktig1 belirlenmistir. Ayni fajlarin M 17 broth ortamlarinda
inaktivasyonlart i¢in gerekli oran 100-300 ppm diizeylerine diismiistiir (Binetti and
Reinheimer 2000, Parada and Fabrizio 2001). Suirez ve Reinheimer (2002) tarafindan
yiiriitilen calismada; Arjantin’ de endiistriyel siit fermentasyon ortamlarindan izole edilen

dort farkli fajin ikisinin 200 ppm, birinin 300 ppm hipoklorit konsantrasyonunda tamamen
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inaktive oldugu, ancak dordiincii fajin denenen konsantrasyonlara direnc gosterdigi

belirlenmistir.
Klor kullanimi ile viriis inaktivasyonu iizerinde bilgi birikimi arttikca, gerek gida

endiistrisinde sorun yaratan fajlarin ve gerekse insanlarda enfeksiyonlara yol acan viriislerin

kontroliinde 6nemli adimlar atilacaktir (Li et al. 2002, Estrela et al. 2002, Estrela et al. 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1. Bakteriler ve Fajlar

Bu ¢alismada, temel biyomateryal olarak 10 adet faj ile bu fajlarin homolog konakcilar1 olan
5 adet Lactococcus lactis subsp. lactis , 3 adet Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis ve 1 adet Lactococcus lactis subsp. cremoris susu kullanildi. Laktokok fajlar
ve homolog konak¢i suslart Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Kiitiir
Koleksiyonundan saglandi. Calismada kullanilan diger L. lactis alt tiirleri ve biyovaryetesi,
Tiirkiye’ nin degisik bolgelerinden saglanan ¢ig siitlerden izole edildi. Bu bakterilerin izole

edildigi bolgeler Cizelge 3.1° de verilmistir.

Bakteriler, M17 broth ortamina % 20 oraminda steril gliserol ilave edilerek —20 °C’ de
saklandi. Fajlar ise, M17 broth ortamina % 40 oraninda steril gliserol ilave edilerek —20 °C’
de muhafaza edildi. Denemeler icin siirekli kullanilan bakteriler, gliserol ilave edilmemis
M17 broth ortaminda + 4 °C’ de haftalik pasajlar yapilarak korundu. Fajlar ise M17 broth
ortamina kloroform ilave edilerek veya steril membran filtrelerden gecirilerek + 4 °C’ de

muhafaza edildi.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan laktokok suslarinin izolasyon materyalleri ve izolasyon

materyallerinin saglandigi bolgeler

Bakteri Kod No. izolasyon Materyali Bolge

LLL1 Cig Siit Ankara (Kazan)
LLL2 Cig Siit Trabzon (Tonya)
LLL3 Cig Siit Trabzon (Caykara)
LLL4 Cig Siit Ordu (Golkoy)
LLLS Cig Siit Ordu (Unye)
LLL6 Cig Siit Samsun (Bafra)
LLL7 Cig Siit Ankara (Cubuk)
LLLS Cig Siit Nevsehir (Acigol)
LLLY Cig Siit Antalya (Bozova)
LLL10 Cig Siit Bursa (Seydigol)
LLL11 Cig Siit Burdur (Varollar)
LLL12 Cig Siit Nevsehir (Avanos)
LLL13 Cig Siit Sanlurfa (Ceylanpinar)
LLL14 Cig Siit [zmir (Odemis)
LLL15 Cig Siit [gdir (Aralik)
LLLI6 Cig Siit Denizli (Civril)
LLL17 Cig Siit Kars (Susuz)
LLL18 Cig Siit Sinop (Kargi)
LLL19 Cig Siit Yozgat (Sorgun)
LLL20 Cig Siit Kilis

LLL21 Cig Siit Bilecik
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Cizelge 3.1. (devam)

Bakteri Kod No. Izolasyon Materyali Bolge

LLD1 Cig Siit Gilimiighane (Torul)
LLD2 Cig Siit Balikesir (Gonen)
LLD3 Cig Siit Antalya (Bozova)
LLD4 Cig Siit Nevsehir (Avanos)
LLD5 Cig Siit Bilecik

LLD6 Cig Siit Bursa (Seydigol)
LLD7 Cig Siit Ankara (Kazan)
LLDS8 Cig Siit Nevsehir (Acigol)
LLD9 Cig Siit Ordu (Unye)
LLDI10 Cig Siit Bolu (Gerede)
LLC1 Cig Siit Corum (Sungurlu)
LLC2 Cig Siit Kilis

LLC3 Cig Siit Usak (Altintas)
LLC4 Cig Siit Trabzon (Akgaabat))
LLCS Cig Siit Bursa (Seydigol)
LLC6 Cig Siit Tekirdag (Muratli)
LLC7 Cig Siit Edirne

LLC8 Cig Siit Kocaeli (Gebze)
LLC9 Cig Siit Antalya (Bozova)
LLC10 Cig Siit Burdur (Varollar)
LLC11 Cig Siit Samsun (Bafra)
LLC12 Cig Siit Nevsehir (Acigol)
LLC13 Cig Siit Konya (Altinova)
LLC14 Cig Siit Kayseri (Pinarbasi)
LLC15 Cig Siit [zmir (Odemis)
LLC16 Cig Siit Sinop (Kargi)
LLC17 Cig Siit Denizli (Civril)
LLC18 Cig Siit Afyonkarahisar




3.2. Metot

3.2.1. Laktokok suslarmin izolasyonu

Cig siit orneklerinin 107 diizeyine kadar hazirlanan seri diliisyonlardan, Neutral Red Chalk
Lactose Agar (NRCLA) (Harrigan and McCance 1966) ortamlarina 0.1 mL aktarilarak,
drigalski spatiilii ile yayildi. 30 °C” de 48 saat inkiibe edilen petri plaklarinda tipik laktokok

kolonileri; koyu kirmizi renkte ve cevrelerinde berrak zon olusumu kriterlerine gore secildi.

Neutral Red Chalk Lactose Agar

Laktoz 10 ¢
Pepton 3 g
Lablemco et ekstrakti 3 g
Maya ekstrakti 3 g
Agar 15 ¢
CaCOs3 IS5 ¢
Neutral red ( % 1’ lik ¢ozelti) 5 mL
Destile su 1000 mL

pH 6.8 £ 0.02 ( sterilizasyondan 6nce)

Pepton, et ekstrakti ve maya ekstrakti destile suda ( buhar banyosunda) ¢oziildiikten sonra pH
6.8 diizeyine ayarlandi. Agar ilavesinden sonra ortam 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi.
Laktoz, CaCO; ve Neutral red ayn ayr1 121 °C’ de 15 dakika sterilize edildi ve igerikler
sirastyla temel besiyerine karistirildi.

3.2.2. izolatlardan laktokok suslarinin tamsi

Laktokok suslarinin tanimlanmasinda Sekil 3.1.” de verilen tam1 semasi, belirtilen sira takip

edilerek kullanildi (Huggins 1984, Holt ef al. 1994).
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/ Gram Boyama

Diger
Kok \ Katalaz Testi
( Cift ya da zincir) +
_ Diger
A 4
Elliker Broth’ ta \
30°C’ de gelisme
Diger
+
A 4
Elliker Broth’ta Gelisme
1- % 6.5 NaCl ve 30 °C
2- pH 9.6 ve 30 °C
3-45°C
~ A 4
M17 Agar’ da Mannitol
Fermentasyonu
_ +
v I )
Reddy Agar’ da Arjinin - gavriae
Hidrolizi ve 40 °C’ de
gelisme \
+ ! L. lactis. subsp. cremoris
Sitrat Fermentasyonu
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis L. lactis subsp. lactis

Sekil 3.1. L. lactis suglarinin tanisinda kullanilan testler ve akim semasi (Huggins 1984, Holt et al. 1994)
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3.2.2.1. Morfolojik tam ve katalaz testi

Bakteri morfolojileri, Gram boyama yontemi ile hazirlanan preparatlarin 1500 x biiytime ile
151k mikroskobunda incelenmesi sonucunda belirlendi. Katalaz testi icin, M17 agar ortaminda
gelistirilen bakteri kolonileri lam iizerine aktarildiktan sonra, % 3’ lilk hidrojen peroksit
cozeltisinden bir damla ilave edilerek, mikroskop altinda 100 x biiyiitmede gaz cikisi olup

olmadig1 gozlendi. Gaz ¢ikist gozlenen lamlarda test pozitif olarak degerlendirildi.

M17 Broth ve Agar

Polipepton 5 g
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 25 g
Et ekstrakti 5 g
- disodyum gliserofosfat 19 ¢
Laktoz (% 10) 50 mL
MgS04.7H,0 (1 M) 1 mL
Askorbik asit 05 g
Agar 15 g
Destile su 950 mL

pH 7.15 £ 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Laktoz hari¢ tiim ortam igerikleri, 950 mL destile su igerisinde ¢oziildii. Sterilizasyon 121
°C’ de 15 dakika siire ile yapildi. Ortam 45 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra, ayr1 sterilize
edilen laktoz c¢ozeltisi (50 mL) ilave edildi (Terzaghi and Sandine 1975).

3.2.2.2. Arjininden amonyak olusumu

Izolatlarin arjininden amonyak olusturma ozelliklerinin saptanmasi amaciyla Reddy agar
(Reddy et al. 1969) ortanm1 kullanildi. izolatlar, Reddy agar ortamina inokiile edildikten sonra
(her bir petri plagi i¢in 1 mL), petri kutular1 30 °C’ de 48 saat tutuldu ve siire bitiminde
gelisen kolonilerdeki renk degisimlerine gore arjininden amonyak olusumu belirlendi.
Arjininden amonyak olusturan kolonilerde, gelisen asitlik amonyak olusumu ile notralize
edilmekte ve asitligin neden oldugu sar1 renk kaybolmaktadir. Arjininden amonyak
olusturmayanlarda ise, asitlik indikatér boya rengini (menekse) sariya c¢evirmekte ve

inkiibasyon boyunca renk degistirmemektedir (Reddy et al. 1969).
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Reddy Agar

Tripton 5 g
Maya ekstrakti 5 g
L-Arjinin monohidroklorit 4 g
K,;HPO, 1 g
CaCO; 3 g
Karboksimetil seliiloz 6 g
Reconstitute skim milk (% 10) 50 mL
Brom krezol purpur (% 0.1) 200 mL
Agar 15 g

pH 6.8 £ 0.02 ( sterilizasyondan énce)

Once 430 mL destile su iceren bir erlenmayer icinde agar, 500 mL destile su iceren bir
digerinde ise karboksimetil seliilloz, kaynar su banyosunda ¢oziildii ve birbirine karistirildi.
Bu ortama tripton, maya ekstrakti, L-Arjinin monohidroklorit, K;HPO, CaCOs ilave edildi
ve erlenmayer aliiminyum folyo ile kaplanarak 10 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. 121
°C’ de 15 dakika sterilize edilen ortam, 55 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra, ayr sterilize

edilen reconstitute skim milk ve brom krezol purpur ilave edilerek petrilere dokiildii.
3.2.2.3. Elliker broth besiyerinde gelisme
Bakteriler Elliker broth ortaminda 30 °C’ de 18 saat iiretildikten sonra, % 6.5 NaCl ilavesi ve

pH 9.6’ ya ayarlanarak yeniden hazirlanan iki ayr1 Elliker broth ortamina inokiile edildi.

Ayrica Elliker broth iginde, suslarin 45 °C” de gelisme ozellikleri de incelendi.
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Elliker Broth (Difco Manual, 1984)

Tripton

Maya ekstrakti
Jelatin
Dekstroz
Laktoz
Sakkaroz
Sodyum kloriir
Sodyum asetat
Askorbik asit

Destile su

20
5
2.5
5
5
5
4
1.5
0.5
1000 mL

ga oo Oa 09 O3 Og Oa O3 09

pH 6.8 £ 0.02 ( sterilizasyondan 6nce)

Sterilizasyon 121 °C’ de 15 dk sicaklik uygulamasi ile yapildi.

3.2.2.4. Sitrat fermentasyon testi

Sitrat fermentasyonu, Kempler ve McKay (1980) tarafindan Onerilen yonteme gore yapildi.

Bakteriler sitrat fermentasyon ortamlarina inokiile edilerek, anaerobik kosullarda (Oxoid

anaerobik sistem) 30 °C’ de 48 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Besiyerinde rengin maviye

doniisiimii pozitif sonug olarak degerlendirildi.

Sitrat Fermentasyon Ortami

Temel Besiveri

Yagsiz siit

Pepton (Siit protein hidrolizati)
Dekstroz

Agar

Destile su

10 mL
25 g
5 g
I5 g
970 mL

pH 6.6 £ 0.02 ( sterilizasyondan 6nce)

Sterilizasyon 115 °C’ de 12 dk sicaklik uygulamasi ile yapildi.

Cozelti A
Potasyum ferri siyanat

Destile su

10 ¢
1000 mL
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Cozelti B

Ferrik sitrat 1 g
Sodyum sitrat 1 g
Destile su 40 mL

100 °C su banyosunda 30 dakika siire tutulan ve 55 °C’ ye kadar sogutulan A ve B
cozeltilerinin her birinden, sterilize edilen temel besiyeri ortamina litreye 10 mL olacak

sekilde ilave edilerek karistirildi ve petrilere dokiildii.

3.2.2.5. Mannitol fermentasyon testi

Mannitol fermentasyon testi, karbon kaynagi olarak yalniz mannitol ilave edilen ( % 10, 50
mL) ve indikator boya (% 0.004 brom krezol purpur, 10 mL) iceren M17 agar ortaminda
yapild1 (Terzaghi and Sandine 1975, Holt ef al. 1994). Suslar bu ortamlara inokiile edilerek
30 °C’ de 18 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire bitiminde, gelismeleri sonucu indikator
boya rengini sariya c¢eviren koloniler mannitolii fermente etme yetenegine sahip olarak

tanimlandi.

3.2.3. Faj Biyodenemeleri

3.2.3.1. Faj titresinin belirlenmesi

Faj titresinin plak olusturma birimi (pfu/mL) esas alinarak saptanmasinda, M17 cift tabaka
agar yontemi kullanildi (Terzaghi and Sandine 1975). Herbirinde, 9 mL steril fizyolojik tuzlu
su (% 0.85 NaCl) bulunan tiiplere, aseptik kosullarda, faj siispansiyonlarindan 1 mL
aktarildiktan sonra bu drneklerden 10 diizeyine kadar seyrelti dizisi hazirlandi. Bakteriler,
10 mL M17 broth besiyerlerine 0.1 mL olacak sekilde inokiilasyonlar yapilarak, 30 °C” de 3
saat inkiibasyona birakildi. M17 broth ortaminda 3 saat siireyle gelistirilen bakteri
kiiltiirlerinden 0.1 mL alinarak, 45 °C su banyosunda tutulan M17 iist tabaka agar (yumusak
agar, 3.5 mL) {izerine aktarildi. Ortam kisa bir siire manyetik karistirma islemine tabi
tutulduktan sonra, alt tabaka iizerine dokiiliip homojen bir sekilde yayilmasi saglandi.
Yumusak agarin katilagmasi icin 5-10 dk beklendikten sonra, camyazar kalem ile ¢izilerek
esit boliimlere ayrilan petri plaklarinin her bir boliimiine, faj siispansiyonlarindan ve
hazirlanan faj seyreltilerinin herbirinden 10’ ar uLL damlatildi. Petri kutular diiz bir zeminde

yaklasik 30 dk bekletildikten sonra, 30 °C’ de 18 saat inkiibasyona birakildi. Son asamada
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petri kutularinda, faj uygulama bolgelerindeki lize plaklar1 (berrak plaklar) incelenerek faj

titreleri belirlendi (Sekil 3.2). Faj titreleri asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi;

Diliisyon Faktorii (DF) x Plak Sayisi

Faj Titresi =
Aktarilan Hacim (102 mL)

Cift tabaka M17 Agar Ortamlarinin hazirlamisi: Faj denemelerinde, M17 alt tabaka agar
ortami (% 1.5 agar) , 121 °C’ de 15 dk sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Bu ortama ayri
sterilize edilen 1 M CaCl,.6H,0 ¢ozeltisinden 10 mL/L ilave edilerek 15-20 mL arasinda
olacak sekilde petrilere aktarildi ve 22-25 °C’ de 18 saat tutuldu. Ust tabaka ortami, M17 alt
tabaka iceriklerinin tiimiiniin katilmasi ile hazirlandi. % 0.45 oraninda agar iceren iist tabaka,
3,5 mL’ lik porsiyonlar halinde tiiplere aktarild1 ve alt tabaka gibi 121 °C’ de 15 dk siire ile
sterilize edildi (Terzaghi and Sandine 1975).
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1ml 1mL 1 ml 1mL 1ml 1ml
—
N R N Ry S R R 9 mL
Faj Suspansiyonu 10 1002 10° 1o 10° 1o FTS
0.01 mL 0.01 mL 0.01 mL
0.01 mL
0.01 ml 0.01 mL

Sekil 3.2. Faj titresinin belirlenmesi
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3.2.3.2. Faj titresinin yiikseltilmesi

Faj biyodenemelerinde, titreleri yiiksek (10" pfu/mL ve iistii) faj siispansiyonlar1 kullanildi.
Faj titresinin yiikseltilmesi i¢in, steril tiiplere 0.1 mL CaCl,.6H,O (1M) ¢ozeltisi, 0.1 mL faj
siispansiyonu ve 0.1 mL homolog konakg1 sus kiiltiirii (30 °C” de 3 saat siireyle gelistirildi)
aktarildi ve etkin faj adsorbsiyonunun gerceklesmesi icin 30 °C’ de 12 dk tutuldu.
Adsorbsiyon siiresi bitiminde, 10 mL steril M17 broth besiyeri bu ortam iizerine aktarilarak
30 °C’ de 18 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda ortamlar, steril
kosullarda santrifiij tiiplerine aktarilip, 6000 devir/dk hizda 15 dk siireyle santrifiij islemine
tabi tutuldu. Son asamada, tiiplerde olusan iist faz alinarak steril membran filtrelerden (0.45
um por capma sahip membran filtre, Sartorius/Germany) gecirildi. Elde edilen faj
siispansiyonu ile aym1 asamalar 2 kez daha tekrarlanarak, titrenin tespit edilecegi nihai
konsantrasyona (10" pfu/mL ve iizeri) ulasildi. Fajlarin, denemelerde kullanilacak calisma
siispansiyonlar1 +4 °C’ de, stoklar ise % 40 oraninda steril gliserol ilave edildikten sonra —20

°C’ de muhafaza edildi (Terzaghi and Sandine 1975).

3.2.3.3. Bakterilerin faj duyarhliklarinin saptanmasi

Titreleri 10 pfu/mL ve yukarisinda elde edilen faj lizatlarimin, izole edilen laktokok suslarina
kars1 etkinlikleri, ¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak belirlendi (Terzaghi and Sandine
1975). 30 °C inkiibasyon sicakliginda 3 saat gelistirilerek hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden
yumusak agar ortamina 0.1 mL aktarilip karistirildiktan sonra, alt tabaka M17 agar iizerine
dokiildii. Yumusak agarin homojen bir sekilde alt tabaka iizerinde yayilmasi saglanip,
katilasmasi i¢in 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Bu siire bitiminde ortama, test edilecek faj
lizatlar1 10 pL olacak sekilde damlatildi. Bu ortamlar 30 °C’ de 18 saat inkiibasyona tabi
tutuldu. Faj plak olusumu ve faj plak etkinligi diizeylerine gore, suslar duyarli ya da direngli

olarak tamimlandi.

3.2.3.4. Fajlarin sicaklik uygulamalarina karsi1 duyarhliginin belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilan fajlarin sicaklik duyarliliklari; 63 °C’ de 30 dakika, 72 °C’ de 15
dakika ve 90 °C’ de 5 dakika uygulanmalar1 sonucu tespit edildi. Oncelikle, test edilecek
fajlarin stok soliisyonlarindan 1 mL alinarak kapiler tiiplere aktarildi1 (Kapiler tiipler, fajlar
aktarilmadan once test edilecek sicaklik degerinde 1 saat tutuldu). Test edilecek fajlari iceren

kapiler tiipler, deney sicakliklarina ayarlanan su banyosunda, belirtilen siirelerde bekletildi.
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Uygulama siiresi bitiminde ornekler, daha ileri diizeyde faj inaktivasyonunun engellenmesi
amaci ile buzlu su banyosunda hizli bir sekilde sogutuldu. Oda sicakligina gelen faj
siispansiyonlarinda, M17 ¢ift tabaka agar yontemi kullanilarak sicaklik uygulamasi sonrasi
titreler saptandi. Her deneme icin, sicaklik uygulanmayan kontrol Orneklerin de titreleri

belirlendi. Tiim denemeler ii¢ paralelli olarak yapildi (Sudrez and Reinheimer 2002).

3.2.3.5. Fajlarin etanol ve izopropanol’ e karsi duyarhiliginin belirlenmesi

Laktokok fajlarinin, alkol uygulamalari sonucu inaktivasyonunun belirlenmesi amaci ile,
izopropanol ( % 10, 50, 75, 100’ lik Merck) ve etanol (% 10, 50, 75, 100’ liikk Riedel-de
Haen®) kullanildi (Suarez and Reinheimer 2002). Yukarida belirtilen etil alkol ve
izopropanol konsantrasyonlari, dogrudan faj siispansiyonlar: kullanilarak, M17 broth ile
hazirlandi. Alkol uygulamalar1 icin belirlenen siireler sonunda, faj ortamlarindan seri
diliisyonlar yapilarak M17 ¢ift tabaka agar yontemi ile uygulama sonrasi titreler belirlendi. %
100 alkol denemesinde dogrudan faj ¢okeltisi kullanildig1 i¢in ultrasantrifiijden (Beckman
Coulter-Optima™ L-100 XP) yararlamld. Fajlarin ¢oktiiriilmesi islemi; 10 °C de 40000 rpm’
de ve 2,5 saat siire uygulanarak yapildi. Bu siire sonunda olusan iist sivi, cokelti zarar
gormeyecek sekilde uzaklastirildi. Daha sonra ¢okelti iizerine % 100 konsantrasyondaki
etanol ve izopropanol uygulandi. % 10 alkol denemeleri i¢in % 20, % 50 alkol denemeleri
icin % 100 konsantrasyondaki alkoller kullanilarak, faj siispansiyonlar1 ile 1:1 oranda
kanigtirildi. % 75 alkol uygulamasinda ise, % 100 konsantrasyondaki alkol ile faj
siispansiyonu 3:1 oraninda karistirildi. Tiim denemeler 25 °C’ de ii¢ paralelli olarak yapildi.
Sonuglar pfu/mL olarak ifade edildi ve zamana kars1 degisimler belirlendi. Her deneme icin,

alkol uygulanmayan kontrol érneklerin de titreleri belirlenerek, sonuglar karsilastirildi.

3.2.3.6. Fajlarin sodyum hipoklorite kars1 duyarhliginin belirlenmesi

Fajlarin ~ sodyum  hipoklorit  (Merck/Germany) ile inaktivasyon ozelliklerinin
tanimlanmasinda; oncelikle 100, 200 ve 300 ppm (% 14 aktif klorin) diizeylerindeki
konsantrasyonlar kullanildi. Ancak bu 6n denemelerde yeterli inaktivasyon diizeylerine

ulasilamadigi icin, daha yiiksek konsantrasyonlara (2000-5000 ppm) ¢ikildi.

Nihai sodyum hipoklorit konsantrasyonlari, alkol denemelerinde oldugu gibi, dogrudan faj
stispansiyonlar1 kullanilarak elde edildi. Bu sekilde hazirlanan ortamlarda faj inaktivasyon

diizeyleri, farkli siireler uygulanarak tespit edildi. Tiim denemelerde hipoklorit
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uygulanmayan faj siispansiyonlar1 kontrol olarak kullamldi. Uc paralelli yiiriitiilen
denemelerde sonuglar pfu/mL cinsinden belirlendi (Schroder 1984, Sudrez and Reinheimer

2002).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. L. lactis Suslarmin Tanis1

Steril 6rnek toplama kaplari igerisinde laboratuvara getirilen ¢ig siitlerden, fizyolojik tuzlu su
(% 0.85 NaCl) ortaminda hazirlanan diliisyonlar, Neutral Red Chalk Lactose Agar (NRCLA)
(Harrigan and McCance 1966) plaklarina 0.1 mL hacimler halinde aktarilarak yiizeye yayildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda (30 °C’ de 48 saat) NRCLA plaklarinda iireyen koloniler
icerisinde; koyu kirmizi renkte olan ve gevrelerinde berrak zon bulunan koloniler, tipik
Lactococcus (laktokok) kolonileri olarak tanimlandi. Bu koloniler NRCLA plaklarindan steril

0ze araciligi ile alind1 ve saflik kontrolleri yapildiktan sonra ileri tani testlerine geg¢ildi.

Izolatlar ile yiiriitiilen biyokimyasal, fizyolojik ve kiiltiirel testler sonucunda; Gram-pozitif,
katalaz negatif, kok morfolojisine sahip, Elliker Broth ortaminda 30 °C inkiibasyon
sicakliginda iireme gosterirken, aym ortamda 45 °C inkiibasyon sicaklig1, % 6.5 NaCl ilavesi
ve ortam pH’ sinin 9.6 diizeyine ¢ikarilmasi (30 °C) gibi ii¢ bagimsiz kosulda da
tireyemeyenler, Lactococcus cinsi iiyeleri olarak ayrildi. Cins diizeyinde tanimlanan
bakterilerin alt tiir ve biyovaryete diizeyinde tanisi i¢in; L. lactis subsp. lactis’ in arjinin
hidrolizi sonucu amonyak olusturma ve 40 °C inkiibasyon sicaklifinda gelisebilme 6zelligi
ile L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’ in sitrat fermentasyonu yeteneginden
yararlanildi. Bu ii¢ testte de negatif sonug¢ veren izolatlar ise, L. lactis subsp. cremoris olarak
tanimlandi. Bu testler sonucunda; Tiirkiye’ nin degisik yorelerinden (Cizelge 3.1) saglanan
cig siitlerden izole edilen bakteriler icerisinde, 21 adet L. lactis subsp. lactis, 10 adet L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis ve 18 adet L. lactis subsp. cremoris susu tespit edildi

(Cizelge 4.1).

Cig siitlerden L. lactis suslarinin izolasyonunu esas alan ¢alismalarda; L. lactis subsp. lactis’
in bu ortamda, L. lactis subsp. cremoris’ den c¢ok daha yiiksek oranda bulundugu
belirlenmistir (Salminen and Von Wright 1993, Kim et al. 1999). Bizim arastirmamizda da
31 adet L. lactis subsp. lactis’ e karsilik 18 adet L. lactis subsp. cremoris’ in tanimlanmasi,
bu bulgular1 dogrulamaktadir. Ancak, bizim ¢alismamizda belirlenen oranlar yukarida ifade
edilen literatiir verilerindeki oranlara gore, L. lactis subsp. cremoris agisindan daha yiiksektir.
Bu durumun ekolojik bir farkliliktan ileri gelip gelmedigi, Tiirkiye’ den izole edilen ve

tanimlanan 6rnek miktarinin artisi ile miimkiin olacaktir.
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Cizelge 4.1.

Laktokok suslarinin tanist

Elliker
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Gelisme

Gram Reaksiyonu
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Arjinin Hidrolizi
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% 6.5 NaCl - 30 °C
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Cizelged.1. (devam)

Gram Reaksiyonu
Katalaz Testi

Mannitol Fermentasyonu
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4.2. Bakterilerin Faj Duyarhhiklar

Arastirmada kullanilan bakterilerin faj duyarliliklari, Tiirkiye’ den izole edilen laktokok
suslarina kars1 en yiiksek konakg¢r etkinligine sahip oldugu degisik calismalarda belirlenmis
olan (Akgelik and Tunail 1992, Akcelik 1999a ve 1999b, Akgelik et al. 2000, Sanlibaba ve
Akcelik 2000) 10 adet laktokok faji kullanilarak saptandi. Cift tabaka M 17 agar ortamlarinda
faj plak olusturma esasina gore yiiriitiilen testler sonucu; 31 L. lactis subsp. lactis susunun 8
adedi (7 adedi L. lactis subsp. lactis ve 1 adedi L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis) ve
18 L. lactis subsp. cremoris susunun 9 adedi, denemede kullanilan fajlarin tiimiine karsi
direnclilik 6zelligi gosterdi. Tiim bakteriler icerisinde yalmiz L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis LLDI1 susu, denenen fajlarin tiimiine kars1 duyarlilik fenotipine sahip bulundu.
Diger yandan, L. lactis subsp. lactis LL1, LL6 ve LLS8, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis LLD7 ile L. lactis subsp. cremoris LLLC4 ve LLCI11 yalmiz bir laktokok fajina
kars1 duyarlilik gosterdi. Bunlarin disindaki duyarli bakterilerde, faj duyarlilik oranlar1 % 20-
50 arasinda tespit edildi. L. lactis suslarina kars1 en yiiksek litik etkinlige sahip faj @pll62
olarak saptandi. @pll62, 12 L. lactis susuna kars1 litik aktivite yetenegi gosterdi (Cizelge 4.2).

Endiistriyel gida fermentasyonlarinda starter kiiltiir suslar1 olarak kullanilan L. lactis
suglarinda, faj direnclilik 6zelligi, iirtin verimi ve kalitesi bakimindan biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle, fermentasyon ortamlarinda sorun yaratan dominant faj tiplerine
kars1 diren¢ fenotipi, diger endiistriyel kriterler ile birlikte, starter kiiltiir susu se¢iminde
kullanilmaktadir (Daly et al. 1996, Allison and Klaenhammer 1998). Ozellikle endiistriyel
starter kiiltiir susu kullaniminin yaygin oldugu iilkelerde, fajlarla karsilagsma olasiliklarinin
cok yiiksek olmasi nedeni ile, laktokoklarda yiiksek diizeyde faj duyarlilik fenotipi tespit
edilmektedir (Moineau 1999, Proux et al. 2002, Lauridsen et al. 2003). Fajlarin, uzun siire
iliskide olduklar1 laktokoklarin direng oOzelligini kiracak mekanizmalar1 gelistirdiginin

molekiiler kanitlarla tanimlanmasi, bu yiiksek duyarlilik diizeylerini a¢iklamaktadir.
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Cizelge 4.2. Bakterilerin faj duyarliliklar:

Faj Kod No.

Bakteri
Kod
No.

Gpll62
@pll105
GplI356
Gpl13614
Gpll4721

@pld6636

@pld6737

Bplc6154

Oplc6158

LLL1 - - -
LLL2 - + -
LLL3 - - -
LLL4 - - -
LLLS + - + + +
LLL6 - - - - -
LLL7 - + + - +
LLLS - - - - -
LLLY - - - - -
LLL10 - - - - -
LLL11 - - - - -
LLL12 +
LLL13 + - - -

+

+

I+
I

LLL14
LLL15
LLL16 - - + - -
LLL17 + + - - -
LLL18 - - - - -
LLL19 - - - - -
LLL20 +
LLL21 -
LLD1 +
LLD2 -
LLD3 -
LLD4 + - - - -
LLD5 - + - + -

+ + +
+
+
+

|
+
|
|

|

|

| | [ | | | I+ I+ | | | | | | | | | |+
+ + Opld6434

+ + + |

+

+ : Litik faj etkinligi (faj duyarl)
— : Faj direncli
LLL: L. lactis subsp. lactis

LLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
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Cizelge 4.2. Devam

Faj Kod No.

Bakteri
Kod
No.

Gpll62
@pll105
GplI356
Bpll4721
@pld6434

@pld6636

@pld6737

Bplc6158

+ @pl13614

LLD6 -
LLD7 - - -
LLDS - - - - - -
LLD9 - - + + -
LLDI0 - - + - - -
LLC1 - - + - -
LLC2 - - - - - -
LLC3 - - - - - -
LLC4 - - - - - -
LLCS - - - - -
LLC6 - - - - - -
LLC7 - - - - - -
LLCS - - - - +
LLC9 - - - - - -
LLCI10 - - - - -
LLCI1 - - - - + -
LLCI12 - - - - - -
LLC13 - - - - - -
LLC14 - - - - - -
LLCI15 - - - + - +
LLC16 - - - - - -
LLC17 - - - - - -
LLCI18 - - - - - -

|
|
+

+ |Pplc6154

+ : Litik faj etkinligi (faj duyarl)
— : Faj direncli
LLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

LLC: L. lactis subsp. cremoris
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Tiirkiye kokenli laktokok suslari ile bugiine kadar yiiriitiilen caligmalarda, bu arastirmada da
belirlendigi gibi, yiiksek diizeyde faj direnclilik 6zelligi tespit edilmistir. Endiistriyel starter
kiiltiir suslan ile yerli laktokok suslarinin karsilastirildigi arastirmalar da, bu calismalar ile
paralellik gostermistir. Tiim diinyada endiistriyel ortamlarda saptanan dominant fajlara karsi
direnclilik 6zelligi esas alinarak segilen starter kiiltiir suslari, Tiirkiye’ den izole edilen
laktokok suslarindan daha yiiksek faj duyarlilik fenotipine sahip bulunmustur (Akgelik et al.
2000, Sanlibaba ve Akgelik 2000, Tuncer and Akgelik 2002, Tiikel et al. 2004, Sanlibaba and
Akcelik 2005). Tirkiye kokenli laktokok suslarinin bu yiiksek faj direnglilik o6zelligi,
endiistriyel starter kiiltiir susu gelistirme ¢calismalari agisindan biiyiik deger tasimaktadir. S6z
konusu ozelligin molekiiler genetik ve biyokimyasal dogasinin degisik suslarda
tanimlanmasi, genetik modifikasyonlar yapilarak cok giiclii direnclilik 6zelliklerine sahip
bakterilerin diizenlenmesini beraberinde getirecektir. Diger yandan bu suslar kullanilarak
yiiriitiillecek faj-konakg1 interaksiyonlarina yonelik calismalar, soz konusu interaksiyonlarin
evrimine 1s1k tutacaktir. Gerek iilkemizde iiretilen geleneksel fermente gidalarin kendine has
yapisal ve aromatik oOzelliklerinin korunmasi ve gerekse ekonomik kayiplarin en aza
indirilmesi nedeni ile, kendi starter kiiltiir sistemlerimizin olusturulmasi zorunludur. Bunun
icin ilk adim, starter kiiltiir olarak kullanilacak oOzelliklere sahip yerli bakteri suslarinin
izolasyonu ve tanisidir. Arastirmamizda kullanilan biyomateryal, bu yonde degerlendirilecek

niteliklere sahiptir.

4.3. Biyositlerin Laktokok Fajlar1 Uzerine Etkisi

4.3.1. Etanol uygulamasi

Laktokok fajlarinin etanole duyarlhilik diizeyleri; % 10, % 50, % 75 ve % 100
konsantrasyonda etanol uygulamalar1 sonucunda tespit edildi. % 10 etanol uygulamasinda;
15, 30, 45 ve 60 dakika olmak iizere dort farkli inkiibasyon siiresi kullanildi. Bu uygulama
stirelerinin higbirinde, kontrol faj titrelerine gore anlamli bir farklilik doguracak faj
inaktivasyonu meydana gelmedi. Uygulama siireleri sonunda tespit edilen faj titrelerinin
kontrol faj titrelerine gore logaritmik degisimi (Logio) (-) 0,19 ile (+) 0,40 arasinda bulundu
(Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1). Etanol konsantrasyonu % 50 diizeyine ¢ikarildiginda, @pll6636 ve
@plc6154 fajlarmin, 1. dakika sonunda tamamen inaktif hale geldigi belirlendi. Bu
konsantrasyonda devam edilen etil alkol uygulamasinin 2. dakikasi sonunda @pll4721,
Dplc6158 ve Bpll356, 3. dakikasi sonunda @pll105 ve Bpll3614 ve 4. dakikas1 sonunda ise
@pld6434 fajlari, homolog konakg¢ilarina karsi litik aktivitelerini tamamen kaybetti.
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@pld6737 ve @pll62 fajlarinin titrelerinde, sirasiyla 4,60 ve 6,42 diizeyinde logaritmik
azalmalar (Log;o) saptanmasina ragmen, bu konsantrasyondaki en yiiksek uygulama siiresi
olan 5. dakika sonunda da homolog konakcilarina karsi tam bir litik aktivite kaybr meydana
gelmedi (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2). % 75 etanol uygulamasmin 1. dakikasi sonunda,
denemede kullanilan 10 laktokok fajinin tiimiinde homolog konakgilarina karsi litik etkinlik
tamamen kayboldu (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.3). Etanol uygulama konsantrasyonu % 100
oranina ¢ikarildiginda ise, yalniz @pld6636 faji 60 dakika sonunda tamamen inaktivasyona
ugradi. Diger laktokok fajlarinin homolog konakgilarina karst belirlenen titrelerinde,
inkiibasyon siirelerine bagli olarak, 2,99 ile 6,00 arasinda logaritmik azalmalar (Log;o) tespit

edildi (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.4).

Klinik ve endiistriyel uygulamalarda, canli ve alet-ekipman yiizeylerinin dezenfeksiyonu
amaci ile kullanilan biyositler; genis aktivite spektrumuna sahip olmalari, kisa zamanda ve
diisik konsantrasyonda hedef biyosistemi ya da organizmay:1 inaktif hale getirmeleri,
kolaylikla noétralize  edilebilmeleri, toksik etki icermemeleri, biyoyikimlarinin
gerceklesebilmesi, uygulanan iiriin ya da yiizeylere diisiik diizeyde zarar vermeleri, ucuz ve
kolay bulunabilir olmalar1 gibi temel kriterler esas alinarak secilmektedir (Quiberoni et al.
1999, Gilbert and McBain 2003, Capra et al. 2004). Bu temel se¢im kriterleri dogrultusunda,
endiistriyel gida iiretim birimlerinde yiizey dezenfeksiyonu amaci ile en genis kullanim alani
bulan biyositler; etanol, izopropanol ve sodyum hipoklorittir. Kullanim amaci ve hedef
organizmaya gore s0z konusu biyositler tek tek ya da degisik konsantrasyonlarda hazirlanan
kombinasyonlar1 halinde uygulama alani1 bulabilmektedir (Maillard 2001, Madera et al.
2004).

Alkollerin viriisler tizerinde etkilerinin arastirildigr degisik calismalarda; zarfli viriislerin,
lipit iceriklerinden dolayi, zarfsiz viriislere gore bu organik c¢oziiciilere kars1 daha duyarh
oldugu saptanmustir. Alkollerin antiviral etkinliginde, kullanilan alkoliin tipi ve
konsantrasyonunun en Onemli kriterler oldugu saptanmistir (Gilbert and McBain 2003,
Madera et al. 2004). Laktokoklar ve diger laktik asit bakterilerinin fajlar iizerinde yiiriitiilen
caligmalarda etanoliin, soz konusu fajlara karsi en yiiksek etkinlik gosteren alkol oldugu
belirlenmistir. Ancak etanoliin etkin uygulama konsantrasyonu, faj tipine gore farklilik
gostermistir. En etkin etanol konsantrasyonu, bazi faj tiplerinde % 75, baz1 faj tiplerinde ise
% 100 olarak tespit edilmistir (Quiberoni et al. 1999, Maillard 2001, Sudrez and Reinheimer
2002, Quiberoni et al. 2003, Capra et al. 2004, Maillard 2005).
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Bu arastirmada, denenen 10 laktokok faj1 i¢in de en etkin etanol konsantrasyonu % 75 olarak
saptandi. Yukarida ifade edilen bazi literatiir verilerinden farkli olarak % 100 etanol
konsantrasyonunun Tiirkiye kokenli fajlara kars1 etkinliginde % 75 etanol konsantrasyonuna
gore belirgin bir azalma meydana geldi. Laktokok fajlarinin etanol ya da diger alkollerin
uygulanmasi sonucu inaktivasyonu, zarf yapisi icermediklerinden dolayi, bu biyositlerin
kapsit yap1 tizerindeki etkinliklerinden kaynaklanmaktadir (Maillard 2005). Bu bilgi 1s181nda,
etanol uygulama konsantrasyonlarina laktokok fajlarinin farkli yanit vermesinin, kapsit
yap1iy1 olusturan proteinlerin farkliligindan ileri geldigini sdylemek olasidir. Bu protein
farkliliklarinin tespiti ve s6z konusu iliskinin biyolojik esasinin detayli bir sekilde
tanimlanmasi; fabrika ortaminda sorun yaratan fajlarin inaktivasyonunda, yeni ve etkin

cOziimlerin bulunmasini beraberinde getirecektir.
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Cizelge 4.3. % 10 etanol uygulamasinin laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 10 Etanol (Log;y pfu/mL)

No. (Logio pfu/mL) 15 dk 30 dk 45 dk 60 dk
Opld6434 8,00 (20,30) 8,19 (20,26) 8,09 (20,29) 7,93 (20,36) 7,95 (x0,31)
Opll105 7,97 (0,12) 8,04  (20,07) 7,86 (0,09) 7,90 (20,00) 7,84 (0,12)
Opll4721 7,77 (#0,07) 7,86 (#0,10) 7,75 (+0,06) 7,45 (#0,14) 7,49 (#0,10)
Opld6737 8,28 (20,35) 8,13  (x0,29) 8,09 (£0,20) 7,95 (£0,22) 8,08 (£0,23)
Opld6636 8,22 (0,38) 8,30  (0.41) 8,19 (20,36) 8,16 (+0,43) 7,95 (£0,23)
Oplc6158 7,99 (0,21) 8,02  (20,12) 7,90 (20,11) 7,70 (£0,23) 7,80 (0,08)
Oplc6154 8,30 (0,30) 8,30  (x0,30) 8,08 (20,35) 8,15 (0,17) 7,94 (0,14)
Opli62 7,70 (20,20) 7,67 (20,09) 7,62 (20,28) 7,56 (20,07) 7,46 (20,19)
Opll356 8,32 (20,28) 8,33 (20,05) 8,15 (20,20) 8,04 (20,15) 7,92 (20,03)
Opli3614 8,39 (20,36) 8,40  (x048) 8,28 (0,39) 8,19 (20,20) 8,13 (0,30)
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Cizelge 4.4. % 50 etanol uygulamasimin laktokok fajlarimin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 50 Etanol (Log;y pfu/mL)

No. (Logyo pfu/mL) 1.dk 2 dk 3 dk 4 dk 5 dk
Opld6434 736 (037 3,09 (x036) 2,00 (*1,73) 1,00 (1,73) 0,00 (20,000 0,00  (x0,00)
Qplllﬂs 8,00 (#0,31) 2,63  (20,35) 1,53 (%1,33) 0,00 (£0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (£0,00)
0pll4721 7,06 (+0,36) 0,77 (x1,33) 0,00 (£0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (£0,00)
Opld6737 7,00  (#0,30) 2,84 (x021) 2,66 (20,32) 2,56 (x024) 2,50 (x0,17) 240 (x0,17)
0pld6636 6,88 (£0,16) 0,00 (0,00 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00) 0,00 (x0,00)
Oplc6158 7,11 *0,31) 0,87 (*#1,500 0,00 (0,000 0,00 (x0,000 0,00 (x0,000 0,00 (+0,00)
Oplc6154 6,70 (0,200 0,00 (+0,000 0,00 (0,000 0,00 (x0,000 0,00 (x0,000 0,00 (+0,00)
Qpll62 7,95 (#0,16) 3,32 (0,31) 3,03 (£0,34) 2,70 (£0,17) 2,40 (£0,17) 1,53 (£1,33)
0pll356 7,41 (£0,14) 1,73  (1,53) 0,00 (£0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00)
0pll3614 7,33 (+0,28) 2,40 (20,17) 1,63 (£1,42) 0,00 (+0,00) 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00)
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Cizelge 4.5. % 75 etanol uygulamasinin laktokok fajlarinin inaktivasyonu itizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 75 Etanol (Log;, pfu/mL)
No. (Logyo pfu/mL) 1dk
Dpld6434 7,58 (20,23) 0,00 (20,00)
Opll105 7,55 (20,29) 0,00 (20,00)
Opll4721 7,65 (£0,33) 0,00 (£0,00)
Opld6737 7,90 (0,16) 0,00 (20,00)
Opld6636 7,45 (20,40) 0,00 (20,00)
Oplc6158 7,23 (£0,48) 0,00 (£0,00)
Oplc6154 7,35 (+0,37) 0,00 (+0,00)
Opll62 7,65 (20,33) 0,00 (20,00)
Opll356 7,27 (20,47) 0,00 (20,00)
Opli3614 7,79 (20,50) 0,00 (20,00)
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Cizelge 4.6. % 100 etanol uygulamasimn laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 100 Etanol (Log; pfu/mL)

No. (Logio pfu/mL) 15 dk 30 dk 45 dk 60 dk

Opld6434 6,41 (20,33) 3,41 (+0,24) 2,84  (x0,19) 2,29 (20,08) 2,19  (20,07)
Opll105 6,46  (2035) 2,58 (£0,51) 2,34 (£0,03) 2,27 (20,13) 2,30 (20,00)
Opll4721 7,43 (£0,37) 3,31 (£0,31) 3,21 (20,22) 2,88 (£0,09) 2,84 (0,12)
Opld6737 6,73 (0,05 2,80  (20.10) 2,33 (20,10) 2,15 (20,20) 2,10 (0,17)
Bpld6636 7,35 (2032) 2,30 (20,00) 1,94  (0,10) 1,52 (20,29) 0,00  (x0,00)
Oplc6158 7,80 (20,17) 4,54 (20,12) 4,55 (20,15) 4,26 (20,27) 4,15 (0,20)
Oplc6154 7,39 (20,11 2,43 (+0,28) 2,60  (£0,03) 2,53 (+0,07) 2,53 (20,08
Opll62 6,82 (0,09 2,82 (20.13) 2,67 (20,14) 2,50 (0.17) 2,19  (2023)
Opll356 7,42 (20.40) 2,19 (£0,18) 2,15 (20,26) 1,63 (20,24) 1,42 (x0,10)

Opli3614 6,55 (20,26) 2,64 (20,18) 2,47 (20,22) 2,28 (20,27) 1,48 (20,24)
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4.3.2. izopropanol uygulamasi

Izopropanol uygulamasinda da, etanol uygulamasinda oldugu gibi, dort farkli biyosit
konsantrasyonunun (% 10, % 50, % 75 ve % 100) laktokok fajlarina kars1 etkinligi tespit
edildi. Denemede kullanilan ilk konsantrasyonda (% 10); 15, 30, 45 ve 60 dakika uygulama
siireleri sonunda, kontrol faj titreleri ile, uygulamaya tabi tutulan fajlarin titreleri arasinda (-)
0,15 ile (+) 0,19 diizeylerinde logaritmik degismeler (Log;o) saptandi. Bu kiiciik farkliliklar,
biyosit konsantrasyonundan bagimsiz rastgele farkliliklardir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.5).
Izopropanol konsantrasyonu % 50 diizeyine c¢ikarildiginda; uygulamanm 15. dakikasi
sonunda @Pplc6158 ve Ppll13614, 20. dakikasi sonunda da @pld6737 ve Dplc6154 fajlarinin
tamamen inaktive oldugu saptandi. Diger 6 laktokok fajinda, uygulama siiresine bagl olarak,
kontrol faj titrelerine oranla 1,76-7,10 arasinda logaritmik azalmalar (Log;o) meydana geldi
(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.6). % 75 izopropanol uygulamasinda, deneme siirelerine bagli olarak
(1 dk, 5 dk ve 10 dk) laktokok fajlarinin titrelerinde giderek artan oranlarda diismeler
meydana geldi ve 15. dakika sonunda @pld6434 ile @pll356 fajlari disinda kalan 8 faj
tamamen inaktive oldu. Bu siire sonunda da litik aktivitesini siirdiiren @pld6434 faj1 igin 6,63
ve @pll356 faji icin de 6,98 diizeyinde titre azalmasi (Logo) tespit edildi (Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.7). Son izopropanol konsantrasyonunda (% 100), yine uygulama siiresine bagh
olarak, artan oranlarda faj titresi diismeleri (1,50-3,54, Log;p) meydana geldi. Bu
konsantrasyonda uygulanan inkiibasyon siirelerinde (15, 30, 45 ve 60 dk), hi¢bir laktokok
faj1 homolog konakg¢isina karsi tam aktivite kaybina ugramadi (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.8).

Biyositlerin antiviral ve antibakteriyel aktiviteleri iizerinde yiiriitilen arastirmalarda;
izopropanoliin bakterilere karsi, etanoliin ise viriislere karst daha etkin ajanlar oldugu
belirlenmistir. Bunun; izopropanoliin, etanolden daha yiiksek lipofilik etki icermesinden
kaynaklandig1, izopropanoliin zarf yapisi igeren belirli viriis gruplarina karsi yiiksek antiviral
aktivitesi tanimlanarak, dogrulanmistir. Etanol ise, hidrofilik ozellikte ve zarf icermeyen
viriislere kars1 daima izopropanolden daha yiiksek etkinlikte bulunmustur. Ozetle,
izopropanol lipit yapilara, etanol de protein yapilara kars1 yiiksek aktivite gosteren
biyositlerdir (McDonnell and Russell 1999, Thompson and Yates 1999, Gilbert and McBain
2003). Laktik asit bakterilerinin fajlari ile yiiriitiilen faj inaktivasyon calismalarinin tiimiinde
izopropanol, etanolden ¢ok daha diisiik etkinlikte tespit edilmistir. Genellikle izopropanol
cok yiiksek konsantrasyolarda bile laktokok fajlarini inaktive edememektedir (Quiberoni et
al. 1999, Sudrez and Reinheimer 2002, Quiberoni et al. 2003, Capra et al. 2004). Bu

arastirmadan elde edilen veriler de, literatiir verileri ile paralel bir sekilde, izopropanoliin
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laktokok fajlarinin inaktivasyonunda kullanilabilecek etkin bir biyosit olmadigina isaret
etmektedir. Laktokok fajlarmin lipit icerigi yiiksek zarf yapisi icermemesi (Vegge et al.

2005) izopropanole direngliligin temel nedenidir.

Etanoliin yiiksek antiviral ve izopropanoliin de yiiksek antibakteriyel aktiviteleri nedeni ile,
gida tliretim birimlerinde ylizey dezenfeksiyonunda etanol/izopropanol karisimlarinin
kullantm1 6nerilmektedir (Quiberoni et al. 2003, Vieira et al. 2005). Boyle bir uygulama
tercih edilmesi durumunda, iilkemiz kosullar1 i¢in bu ¢alismada belirlenen etkin antifaj etanol
konsantrasyonu (% 75) ile uyumlu antibakteriyel etkinligi yliksek izopropanol oraninin tespit

edilmesi gerekmektedir.
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Cizelge 4.7. % 10 izopropanol uygulamasimin laktokok fajlarimin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 10 izopropanol (Logjy pfu/mL)

No. (Logio pfu/mL) 15 dk 30 dk 45 dk 60 dk

Opld6434 7,75 (+0,13) 7,75 (+0,04) 7,75 (+0,05) 7,69 (+0,09) 7,67 (+0,06)
Opll105 8,05 (#0,14) 8,00 (+0,13) 8,08 (#0,07) 7,96 (x0,19) 7,97 (#0,12)
Opll4721 7,39 (#0,27) 7,30 (x0,00) 7,43 (#0,15) 7,28 (£0,04) 7,36 (£0,10)
Opld6737 8,05 (£0,15) 8,00 (x0,00) 7,86 (£0,09) 7,95 (£0,00) 7,95 (+0,09)
Opld6636 7,93 (£0,29) 8,07 (20,21) 8,02 (#0,11) 7,98 (£0,20) 7,96 (20,24)
Oplc6158 8,04 (£0,15) 7,94 (£0,23) 7,97 (+0,32) 8,01 (#0,11) 8,01 (+0,06)
Oplc6154 7,32 (+0,28) 7,32 (£0,28) 7,39 (£0,05) 7,38 (#0,17) 7,32 (£0,28)
Opli62 7,87 (#0,15) 7,93 (+0,13) 7,93 (£0,08) 7,95 (#0,31) 7,89 (#0,11)
Opli356 7,83 (£0,08) 7,80 (£0,04) 7,72 (+0,10) 7,81 (£0,04) 7,80 (+0,08)

Opli3614 8,25 (+0,16) 8,22 (+0,28) 8,31 (£0,06) 8,13 (+0,20) 8,13 (+0,17)
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Cizelge 4.8. % 50 izopropanol uygulamasinin laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 50 Izopropanol (Logy pfu/mL)

No. (Logio pfu/mL) 1dk 5dk 10 dk 15 dk 20 dk
Qpld6434 7,17 (£0,16) 5,41 (x0,24) 4,88 (0,090 3,89 (0,05 3,06 (x0,15) 1,53  (x1,33)
0p11105 7,97 (£0,06) 4,90 (x0,100 4,16 (x0,22) 3,81 (x0,14) 3,28 (0,15 0,87 (*1,50)
0pll4721 7,39 (£0,18) 5,08 (0,200 4,37 (x020) 3,81 (20,07) 3,20 (0,05) 1,53  (+1,33)
Opld6737 7,74  =0,17) 4,99 (x0,27) 4,38 (x037) 2,80 (20,17) 0,77 (x1,33) 0,00 (*0,00)
Qpld6636 8,00 (£0,26) 6,15 (048 4,88 (x0,14) 3,77 (x0,18) 3,11 (x0,13) 2,50 (%0,17)
0plc6158 7,72 (£0,22) 4,79 (x0,05) 3,66 (0,32) 2,70 (=0,17) 0,00 (0,000 0,00 (x0,00)
Oplc6154 7,92 (20,08 5,17 (0,15 3,96 (0,290 2,99 (0,090 0,77 (*1,33) 0,00 (20,00)
0pll62 7,81 (£0,20) 595 (=0,16) 4,79 (x0,17) 3,73 (20,15 3,24 (x024) 2,66 (x0,32)
Opll356 8,05 (0,13) 5,71 (=0,16) 4,79 (20,060 4,33 (x0,14) 3,62 (20,15 1,89 (x1,64)
0pll3614 7,09 (20,19) 4,90 (0,05 3,90 (0,100 2,84 (x0,21) 0,00 (0,000 0,00 (0,00)
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Cizelge 4.9. % 75 izopropanol uygulamaswinin laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 75 Izopropanol (Log;y pfu/mL)

No. (Logyo pfu/mL) 1dk 5 dk 10 dk 15 dk
0pld6434 7,50 (+0,20) 4,98 (+0,03) 4,09 (#0,10) 3,66 (#0,15) 0,87 (*1,50)
Opll105 6,90 (+0,17) 4,50 (+0,17) 3,74 (+0,15) 0,87 (+1,50) 0,00 (+0,00)
0pll4721 7,35 (20,32) 4,53 (£0,17) 3,70 (£0,17) 0,87 (*1,50) 0,00 (£0,00)
Opld6737 7,31 (20,30) 4,54 (£0,08) 3,75 (£0,08) 1,73 (£1,50) 0,00  (20,00)
Opld6636 6,97 (+0,20) 4,65 (+0,24) 3,00 (+0,17) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00)
0plc6158 6,97 (£0,06) 4,42 (£0,11) 2,96 (#0,10) 0,87 (*1,50) 0,00 (£0,00)
Oplc6154 7,62 (+0,20) 4,87 (+0,06) 3,50 (+0,26) 0,87 (+1,50) 0,00 (+0,00)
Opll62 7,89 (20,11) 5,30 (£0,26) 4,14 (20,21) 0,97 (£1,68) 0,00  (z0,00)
Opl1356 7,85 (20,09) 5,34 (0,13) 4,49 (0,14) 3,65 (20,06) 0,87  (£1,50)
Opli3614 8,05 (20,22) 4,52 (20,21) 3,44 (20,06) 1,73 (1,50) 0,00  (%0,00)
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Cizelge 4.10. % 100 izopropanol uygulamasimn laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol % 100 izopropanol (Log;, pfu/mL)

No. (Log:o pfu/mL) 15 dk. 30 dk. 45 dk. 60 dk.
Opld6434 6,47 (20,20) 3,85 (0,16) 3,67 (0,10) 3,24 (£0,24) 3,16 (0,08)
Opll105 6,24 (£0,24) 4,74 (0,14) 4,55 (20,14) 4,49 (£0,54) 4,42 (£0,54)
Opll4721 7,51 (20,45) 4,46 (0,28) 4,10 (20,26) 3,97 (20,28) 4,19 (20,26)
Opld6737 7,53 (0,17) 4,88 (0,05) 4,69 (20,04) 4,40 (0,09) 444  (20,14)
Dpld6636 7,46 (20,19) 4,72 (0,18) 4,63 (20,15) 4,59 (20,21) 4,57 (20,23)
Oplc6158 7,63 (20,06) 5,47 (£0,13) 5,36 (20,11) 5,23 (20,22) 5,25 (20,22)
Oplc6154 7,54 (0,36) 4,52 (0,34) 4,51 (£0,23) 4,44 (0,05) 4,39 (20,09)
Opli62 6,36 (£0,25) 4,47 (20,27) 4,31 (£0,20) 4,16 (20,12) 4,04 (£0,13)
Opll356 7,20 (20,25) 4,43 (20,42) 4,28 (20,37) 4,16 (20,15) 4,12 (20,10)
Opli3614 6,63 (0,29) 4,58 (0,26) 4,07 (£0,24) 3,68 (£0,28) 3,24 (20,19
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4.3.3. Sodyum hipoklorit uygulamasi

Laktokok fajlarina kars1 etkinligi denenen son biyosit olan sodyum hipoklorit icin; 2000,
3000, 4000, 5000 ppm olmak {iizere, 4 farkl1 uygulama konsantrasyonu kullanildi. En diisiik
hipoklorit konsantrasyonu (2000 ppm); 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ve 45 dakika siirelerle
laktokok fajlarina denendi. Bu testte, @plc6154 faji en kisa siirede (15 dk) inaktivasyonu
gerceklesen faj olarak belirlendi. Uygulamanin 20. dakikasi sonunda @pll356, 25. dakikasi
sonunda @pll6434 ve Bpld6636, 30. dakikasi sonunda @pll62 ve Bpll3614, 40. dakikasi
sonunda @pll4721, Dpll6737 ve Bplc6158 ve 45. dakikasi sonunda da @pll105 fajinin,
homolog konake1 suslarina kars: litik aktivitelerini tamamen kaybettigi tespit edildi (Cizelge
4.11 ve Sekil 4.9). 3000 ppm sodyum hipoklorit uygulamasinda da, diger etkin biyosit
uygulamalarinda oldugu gibi, zamanin artisi ile dogru orantili olarak faj titrelerindeki
diismeler artmistir. Bu konsantrasyonda; 15. dakika sonunda @pld6434 ve @plc6154, 20.
dakika sonunda @pll62, @pll356 ve Bpll3614, 25. dakika sonunda @Bpll105, Bpld6636 ve
@plc6158, 30. dakika sonunda da @pll4721 ve @pld6737 fajlarinin homolog konakgi
suglarina kars1 litik etkinliklerini tamamen kaybettigi belirlendi (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.10).
4000 ppm sodyum hipoklorit uygulamasinda, ilk tam faj inaktivasyonunun meydana geldigi
siire 10 dakika olarak tespit edildi. Bu siire sonunda @pld6434, @plc6154, Bpll62, Bpl1356
ve @pll3614 fajlarmin litik etkinliklerinin tamamen ortadan kalktigi saptandi. Kalan bes
laktokok fajindan @pll6636° nin 15 dakika sonunda ve @pll105, @plld721, Bpld6737 ve
@plc6158’ in de 20. dakika sonunda tamamen inaktive oldugu belirlendi (Cizelge 4.13 ve
Sekil 4.11). Denemede kullanilan son sodyum hipoklorit konsantrasyonunda ise (5000 ppm);
5. dakika sonunda @plc6158, @plc6154, Bpll356 ve Opli3614, 10. dakika sonunda
@pld6434, Ppld6636 ve Bpll62, 15. dakika sonunda da @pll105, Gpll4721 ve Bpld6737
fajlarinin tam inaktivasyonlar1 gerceklesti (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.12).

Sodyum hipoklorit gibi klorlu bilesikler; su, atik su ve gida iiretim birimlerinde yiizeylerin
sanitasyonunda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Sodyum hipokloritin antimikrobiyel
etkinliginin esasi; organik c¢oziicii olarak davranmasi, amino asitleri notralize ederek protein
yapisini bozmasi ve nihayet niikleik asitler {izerinde geri doniissiiz bozulmalara neden
olmasindan kaynaklanmaktadir. Farkli mikroorganizma gruplar1 yaninda, farkli viriislere
karst da sodyum hipokloritin etkin konsantrasyonunun sabit olmadigi saptanmistir. Biyosit
uygulamasinin hedef dis1 etkinligini en az diizeye indirmek icin, hedefe kars1 en yiiksek
aktiviteyi gosteren kritik konsantrasyonun tespiti esastir (Estrela et al. 2002, Li et al. 2002,
Duran et al. 2003, Estrela et al. 2003, Virto et al. 2004).
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Laktik asit bakterilerinin fajlar {izerinde yiiriitiilen calismalarda; Streptococcus thermophilus
fajlarinin inhibisyonu icin ideal sodyum hipoklorit konsantrasyonu 200-300 ppm olarak tespit
edilirken, bu diizey L. lactis fajlar1 i¢in bazi istisnalara ragmen 100-300 ppm, Lactobacillus
delbrueckii fajlar1 i¢in ise 1200 ppm diizeyinde belirlenmistir (Binetti and Reinheimer 2000,
Sudrez and Reinheimer 2002, Capra et al. 2004, Maillard 2005). Bu literatiir verileri ile
kiyaslandiginda, Tiirkiye kokenli laktokok fajlarinin, sodyum hipoklorite karsi oldukga
yiiksek diizeyde direng 6zelligine sahip oldugu (tiim fajlarin tam inaktivasyonu i¢cin minimum

diizey 2000 ppm, 45 dk) ortaya ¢ikmaktadir.

Tam faj inaktivasyonu ig¢in yiiksek diizeyde sodyum hipoklorit kullanim zorunlulugu
yaninda, uygulama siiresinin de oldukc¢a uzun olmasi gerekmektedir. Bu durumda, s6z
konusu biyositin ortamda kaliciligi ve yiizeylere zarar verme olasiliglr artacaktir. Bu
sakincalar nedeniyle sodyum hipokloriti, 6zellikle laktokok fajlar1 icin endiistriyel bir

miicadele ajan1 olarak 6nermemekteyiz.
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Cizelge 4.11. 2000 ppm sodyum hipoklorit uygulamasimin laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol 2000 ppm Sodyum Hipoklorit (Log;y pfu/mL)

No. (Logio pfu/mL) 1 dk. 5 dk. 10 dk 15 dk
Opld6434 7,76 (20,15) 6,14 (£0,22) 4,65 (£0,09) 3,76 (0,15) 1,63 (21,42
Opll105 7,24 (20,24) 6,11 (20,22) 5,52 (20,23) 4,57 (20,20) 3,68 (20,20)
Oplld4721 7,54 (0,21) 6,13 (0,13) 5,20 (£0,23) 4,77 (0,17) 3,70 (0,03
Opld6737 7,81 (£0,10) 6,61 (£0,24) 5,75 (£0,13) 4,89 (£0,07) 4,43 (20,11)
Opld6636 7,21 (£0,24) 6,11 (20,15) 5,71 (20,10) 4,89 (0,19) 4,09  (20,20)
Oplc6158 7,87 (0,08) 6,67 (20,19) 5,71 (0,12) 5,07 (£0,21) 4,63  (x0,13)
Dplc6154 7,33 (0,15) 5,22 (0,16) 4,29 (20,21) 2,39 (0,11) 0,00  (x0,00)
Opll62 7,77 (0,16) 6,03 (0,12) 4,46 (0,18) 3,93 (20,05) 3,52 (20,07
Opll356 7,50 (0,17) 6,09 (0,13) 4,47 (0,14) 3,61 (0,15) 2,76 (x0,15)
Opli3614 7,87 (0,03) 6,05 (20,15) 4,87 (0,03) 4,46 (0,08) 3,86 (0,06)
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Cizelge 4.11. devam

Faj Kod 2000 ppm Sodyum Hipoklorit (Log;o pfu/mL)

No. 20 dk 25 dk 30 dk 35dk 40 dk 45 dk
Opld6434 077  +133) 0,00 (000 000 (000 000 (000 000 (000 (00  (£0.00)
Opll105 332 008 3,05 (018 2,66 (0100 1,53 (@133 1,53  *133) 000  (£0,00)
Opll4721 333 (+014) 295 (+016) 266 (032 163 (142 000 (#000) (000 (0,00)
Opld6737 4,11 (022 370 (009 285 (022 173 150 0,00 (000 (00  (£000)
@pld6636 3,07  (+021) 0,00 (000 0,00 (000 000 (2000 000 (000 (00 (£0.00)
Oplc6158 431 (002 3,90 (2006 354 (014) 266 (2032 0,00 (000 (00  (£000)
@plc6154 0,00  (z000) 0,00 (000 0,00 (000 000 (2000 000 (000 (00  (£000)
Opll62 2,99 (2009 2,56 (024) 000 000 0,00 (000 000 000 000 (2000
@plI356 0,00  (z000) 0,00 (000 000 (000 000 (000 000 (000 (00  (£0.00)
OplI3614 348 (013 280 @017 0,00 (000 000 (000 000 (000 (00  (£0.00)
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Cizelge 4.12. 3000 ppm sodyum hipoklorit uygulamasinin laktokok fajlarmin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol 3000 ppm Sodyum Hipoklorit (Log;o pfu/mL)

No. (Logyo pfu/mL) 1k 5dk 10 dk 15 dk 20 dk 25 dk 30 dk

Opld6434 732 035 5,13 =016 3,52 =024 2,776 0,15 0,00 =+0,00 0,00 =000 0,00 0,00 0,00 =0,00
@plllOS 7,66 20,18 476 #026 3,62 =023 3,22 =021 2,776 0,15 1,63 =#1.42 0,00 20,00 0,00 =0,00
Opll4721 7,42 0,17 580 0,09 491 0,12 428 =033 3,83 0,13 3,07 2021 0,77 1,33 0,00 0,00
Opld6737 7,85 0,06 6,11 2020 538 =033 4,64 020 4,16 %022 3,82 0,19 3,20 2042 0,00 0,00
Opld6636 7,40 0,17 4,87 0,14 435 =024 3,60 0,09 3,10 0,17 0,77 1,33 0,00 x0,00 0,00 0,00
Oplc6158 7,92 0,08 6,13 =022 437 =033 3,81 =008 3,35 =+031 2,86 0,07 0,00 x0,00 0,00 =+0,00
Q)p166154 7,75  £0,08 4,64 0,13 3,23 0,13 1,69 1,49 0,00 x0,00 0,00 20,00 0,00 20,00 0,00 0,00
Opll62 7,68 +025 4,87 0,12 424 +021 3,32 +0,31 1,63 =142 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
@pll356 7,54  +0,06 499 0,09 3,57 0,18 2,96 =022 0,77 1,33 0,00 20,00 0,00 0,00 0,00 =0,00

Opli3614 7,55 =005 5,05 0,12 3,47 0,09 2,94 =006 0,77 =£1,33 0,00 0,00 0,00 x0,00 0,00 =+0,00

62



Logio pfu/mL

Oplde434  Qpll105  @pll4721  Opld6737 Bplde636  Dplc6158  Dplc6154

Fajlar
@ Kontrol @1 dk m5 dk @10 dk m 15 dk 220 dk m25 dk E130 dk

opll62  @pli3se  Gpli3ela
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Cizelge 4.13. 4000 ppm sodyum hipoklorit uygulamasinin laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol 4000 ppm Sodyum Hipoklorit (Log;y pfu/mL)

No. (Logio pfu/mL) 1dk 5dk 10 dk 15 dk 20 dk
Opld6434 7,85 (+0,14) 3,61 (0,07 1,63 (#1420 0,00 (0,000 0,00 (20,000 0,00 (£0,00)
Opll105 8,28 (0,25) 4,36  (20,15) 3,46 (x0,21) 2,95 (+0,05) 2,40  (x0,17) 0,00  (x0,00)
Opll4721 7,20 (x0,17) 5,13  (20,28) 4,27 (0,17) 3,56 (+0,08) 2,46 (x0,28) 0,00  (x0,00)
Opld6737 7,67 (20,22 5,81 (0,100 4,51 (£0,06) 3,47 (£0,13) 3,09 (£0,05) 0,00  (x0,00)
Opld6636 7,67 (20,090 4,54 (20,24) 3,99 (20,26) 2,90 (x0,11) 0,00  (20,00) 0,00 (20,00
Oplc6158 7,52 (0,090 521 (0,199 3,79 (x0,08) 3,34 (x0,07) 2,50 (=0,17) 0,00 (£0,00)
Oplc6154 7,55 (+0,05) 3,37 (0200 1,43 (#1,25 0,00 (0,000 0,00 (20,000 0,00 (£0,00)
Opli62 7,33 (#0,23) 3,87 (0,10) 2,88 (x0,09) 0,00  (20,00) 0,00 (20,00 0,00  (x0,00)
Opli356 7,58 (20,08) 4,35 (0,25) 2,93 (x0,13) 0,00  (20,00) 0,00 (20,00 0,00  (x0,00)
Opli3614 7,15 (0,14) 4,87  (20,09) 2,62 (20,15 0,00 (0,00) 0,00 (20,00 0,00  (x0,00)
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Cizelge 4.14. 5000 ppm sodyum hipoklorit uygulamasimin laktokok fajlarmin inaktivasyonu iizerine etkisi

Faj Kod Kontrol 5000 ppm Sodyum Hipoklorit (Log;y pfu/mL)

No. (Logyo pfu/mL) 1dk 5 dk 10 dk 15 dk
Opld6434 7,11 (0,13) 2,94 (x0,31) 0,77 (1,33) 0,00 (0,00) 0,00  (x0,00)
Qplllﬁs 8,08 (#0,18) 4,08 (#0,16) 2,89 (£0,11) 1,53 (£1,33) 0,00 (£0,00)
0pll4721 7,52 (£0,24) 4,70 (#0,13) 3,52 (£0,04) 2,86 (+0,07) 0,00 (£0,00)
0pld6737 7,55 (+0,06) 5,30 (+0,23) 3,67 (#0,10) 2,97 (+0,06) 0,00 (£0,00)
Opld6636 7,33 (0,13) 3,29 (0,19 2,72 (0,10) 0,00 (0,00) 0,00  (x0,00)
Qplc6158 7,40 (£0,10) 3,46 (£0,28) 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00)
Oplc6154 7,42 (0,11) 2,93 (x0,13) 0,00 (20,00) 0,00 (20,00) 0,00  (x0,00)
Opll62 8,16 (20,18) 2,97  (x0,06) 1,53 (1,33) 0,00 (20,00) 0,00  (20,00)
0pll356 7,68 (#0,10) 2,66 (#0,10) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (£0,00)
0pll3614 7,57 (+0,23) 1,69 (£1,47) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (£0,00)
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4.4. Sicakhik Uygulamasi

Laktokok fajlarinin litik aktivitesi iizerine sicakligin etkisi, fermente siit endiistrisinde en
fazla bagvurulan ii¢ farkli pastorizasyon uygulamasi secilerek tespit edildi. 63 °C’ de 30 dk
sicaklik uygulamasma tabi tutulan laktokok fajlarindan sekiz adedi, homolog konakg¢i
suslarina karsi litik etkinliklerini tamamen kaybederken; @pll356 ve @pll6636 fajlarinda,
sirastyla 6,63 ve 7,68 gibi yiiksek diizeylerde logaritmik azalmalar (Log;o) gerceklesti. 72 °C’
de 15 dk sicaklik uygulamasi sonunda, yalmz @pll356 ve @pll3614 fajlar1 tam aktivite
kaybina ugradi. Diger fajlarda da 3.31-6.14 diizeylerinde logaritmik azalmalar (Logio)
saptandi. Arastirmada kullanilan son sicaklik uygulamasinda ise (90 °C’ de 5 dk), bes fajin
(Dpll105, Dplld721, Dpld6636, Bpll62, Gpll3614) homolog konakgilarma karsi litik
etkinliklerini tamamen kaybettigi belirlendi. Diger bes laktokok faji i¢in de, 3,11-6,16
arasinda degisen oranlarda titre kayb1 (Log)o) tespit edildi (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.13).

Viriisler, yapisal 6zelliklerinden dolayr genellikle yiiksek sicaklik direncine sahiptir. Ancak,
biyosit uygulamalar1 ve faj inhibitor ortamlarin etkisinden kacan fajlarin, gida iiretim
stireclerinde inaktivasyonunda kullanilabilecek yardimci kriter olarak sicaklik uygulamasi
kacinilmazdir. Ozellikle siit fermentasyonunda, hammaddenin dogas1 geregi sadece
pastorizasyonun miimkiin olusu, laktokok fajlarinin inaktivasyonunda sicaklik kriterinin
kullantmin1 bu uygulamalar ile sinirlandirmaktadir (Sudrez and Reinheimer 2002, Quiberoni
et al. 2003). Laktik asit bakterilerinin fajlar1 icerisinde en diisiik sicakliga diren¢ ozelligi
gosteren fajlar, laktokok fajlar1 olarak tanimlanmistir. Streptococcus ve Lactobacillus fajlar
63 °C, 72 °C ve 90 °C’ de swrasiyla 30 dk, 15 dk ve 5 dk siireyle yapilan sicaklik
uygulamalarina genellikle yiiksek diizeyde diren¢ gosterirken, Lactococcus cinsine ait tiirlere
Ozgii fajlarin 55 °C—80 °C arasinda, faj tipine bagh farklilik gostermekle birlikte, dnemli
Olciide inaktive oldugu saptanmistir. Basing ve sicaklik uygulamalarinin birlikte yapilmasi
ise, faj inaktivasyon etkinligini arttirmaktadir (Moroni et al. 2002, Capra et al. 2004, Miiller-
Merbach et al. 2005a, Miiller-Merbach et al. 2005b). Laktokok fajlar1 ile yiiriitiilen
caligmalarda en etkin pastorizasyon uygulamasinin 63 °C’ de 30 dk oldugu belirlenmistir
(Suarez and Reinheimer 2002, Quiberoni et al. 2003, Miiler-Merbach er al. 2005a ). Bu
arastirmada da, denenen tiim fajlarin inaktivasyonunu gerceklestirmek i¢in yeterli olmamakla
birlikte, en etkin sicaklik uygulamasi ve siiresi 63 °C’ de 30 dk olarak tespit edildi. Bu benzer
bulgular, faj enfeksiyonunda etkin yiizey proteinlerinin, diinyada fermente siit endiistrisinde
dominant olan laktik fajlar ile ortak olduguna isaret etmektedir. Bu 6ngorii, 6zellikle Tiirkiye

kokenli laktokok fajlar1 ile endiistriyel starter Kkiiltiir suslari arasindaki faj-konakgi
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interaksiyonlarinin tanimlanmasi ile kesinlik kazanacaktir.
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Cizelge 4.15. Sicaklik uygulamasinin laktokok fajlarinin inaktivasyonu iizerine etkisi

Sicaklik Uygulamasi (Log;o pfu/mL)

Faj Kod Kontrol
No. (Logwpfw/mL)  g30c.30qk.  72°C-15dk.  90°C-5dk.

Opld6434 7,83 (+0,20) 0,00  (x0,00) 4,33 (0,090 4,72 (#0,11)
Opll105 7,58 (+0,16) 0,00  (x0,00) 4,28 (#0,21) 0,00 (+0,00)
Opll4721 7,42 (+0,22) 0,00  (+0,00) 3,71 (#0,12) 0,00 (+0,00)
Opld6737 8,16 (+0,19) 0,00  (+0,00) 3,62 (#0,07) 0,67 (£1,15)
Opld6636 8,60 *0,15) 093  (x1,60) 246  (041) 0,00 (0,00
Oplc6158 7,58 (0,25) 0,00 (20,000 321 (0,190 3,13 (2035)
Oplc6154 7,86 *0,03) 0,00 (0,000 2,86  (*0,09 3,01 (0,06
Opll62 7,74 *0,13) 0,00 (20,000 2,62 (20,150 0,00 (0,00
Opll356 7,58 (20,27) 0,95 (21,64 0,00 (0,000 3,35 (£0,35)
Opll3614 6,53 (0,13) 0,00 (0,00 0,00 (0,000 0,00 (20,00)
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