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Lactococcus lactis SUSLARINDA INKUBASYON
SICAKLIGI VE SURESININ PLAZMID STABILITESI
UZERINE ETKISI

Emre UGUZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Bolimii

Danisman: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

Bu calismada, farkli inkiibasyon ve sicaklik siirelerinin L. lactis suslarinda plazmid
stabilitesi iizerine etkileri arastirildi. Optimum gelisme kosullarinda ytiriitiillen plazmid
analizleri sonucunda; L. lactis subsp. lactis U29 susunun biiyiikliikleri degisen 9 adet
(5.7-23.6 kb), L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunun 9 adet
(2.8-24.0 kb) ve L. lactis subsp. cremoris U70 susunun 8 adet (5.2-22.2 kb) plazmid
icerdigi saptandi. Plazmid stabilitesi lizerinde en yiiksek etkinlige sahip sicaklik
L. lactis subsp. lactis U29 ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 suslari i¢in
40°C, L. lactis subsp. cremoris U70 i¢in ise 35°C olarak belirlendi. Bu bakterilerde
plazmid kayiplarinin gergeklestigi inkiibasyon sicakliklarinda en etkin siire 72 saat
olarak tanimlandi. 82 adet faj ile yiiriitiilen duyarlilik testleri sonucu; L. lactis subsp.
lactis U29 susu 12, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 ve L. lactis subsp.
cremoris U70 suslari ise 9 farkli faja karst duyarli bulundu. Bu bakterilerde asit iiretim
diizeyleri 24 saat sonunda % 0.690-0.885 ve proteolitik aktiviteleri ise 0.0141-0.0200
mg Tyr/L arasinda saptandi.

2007, 77 sayfa

Anahtar Kelimeler: Lactococcus lactis, inkiibasyon sicakligl, siire, plazmid stabilitesi



ABSTRACT
Master Thesis

EFFECTS OF INCUBATION TEMPERATURE AND TIME
ON PLASMID STABILITY IN
Lactococcus lactis STRAINS

Emre UGUZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, the effects of different incubation temperature and time on the plasmid
stability in L. lactis strains were searched. Through the plasmid analyses performed
under optimum conditions; it was determined that L. lactis subsp. lactis U29 harbored 9
plasmids (5.7-23.6 kb), L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 harbored 9
plasmids (2.8-24.0 kb) and L. lactis subsp. cremoris U70 harbored 8 plasmids
(5.2-22.2 kb). The most effective temperature on the plasmid stability was detected as
40°C for L. lactis subsp. lactis U29 and L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
and as 35°C for L. lactis subsp. cremoris U70. Moreover, 72 hour was identified as the
most influential incubation time among the incubation temperatures where plasmid
missings were occured. According to the phage susceptibility tests carried with 82
phages; while L. lactis subsp. lactis U29 was found to be sensitive aganist 12 phages,
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 and L. lactis subsp. cremoris U70 strains
were 9 phages. At these strains acid production levels were measured at the end of 24
hour incubation between 0.690-0.885 9% and proteolytic activity between

0.0141-0.0200 mg Tyr/L.

2007, 77 pages
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1. GIRIS

Siit endiistrisinde kullanilan starter kiiltiirlerin ana bilesenlerini teskil eden Lactococcus
cinsi tyelerinde (L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis); konjugal hareketlilik, laktoz fermentasyonu, kazein
katabolizmasi, faj direnclilik, sitrattan diasetil ve asetoin olusturma, bakteriyosin
tretimi ve direnglilik, metal iyonlarma direnglilik, antibiyotiklere direnclilik ve
ekzopolisakkarit iiretimi gibi starter kiiltiir performansi tizerinde dogrudan etkili olan
metabolik ozelliklerinin plazmidler tarafindan kodlandiginin belirlenmesi, plazmid

biyolojisini 6nemli bir aragtirma alani haline getirmistir.

Bagta 1000’in tizerinde peynir tiirii olmak tizere; eksi krema, yaglh siit, kefir ve quark
gibi bir ¢cok fermente gidanin tiretiminde kullanilan laktokokkal kiiltiirlerin geleneksel
fermentasyon siireglerindeki temel fonksiyonu, asit olusturma yetenekleridir. Ancak
endiistriyel fermente gida liretiminin gelisimine paralel olarak; {iretim siireclerinin
optimizasyonu ve yiiksek kalitede {iriin standardizasyonu yaninda, {iriiniin patojen ve
gida bozucu mikroorganizmalardan korunmasi gereksinimleri dogmustur. Bu
dogrultuda, s6z konusu fonksiyonlari saglamaya yardimci bakteriyosin iiretimi, faj
direnclilik, ekzopolisakkarit iiretimi ve proteolitik aktivite yetenekleri de starter kiiltiir
suslarinda aranan nitelikler haline gelmistir. Starter kiiltiir suglarinda enddistriyel tiretim
stiregleri i¢in aranan bir diger 6nemli Ozellik ise, genetik stabiliteleridir. Zira daha 6nce
ifade edildigi gibi, fermente gidalarin yapisal ve aromatik ozellikleri iizerinde etkili
fonksiyonlarin biiylik ¢ogunlugu, laktokok starter kiiltiir suslarinda plazmidler

tarafindan kodlanmaktadir.

Plazmidler; o6zellikle i¢ ve dis ¢evresel kosullarin etkisi altinda, replikasyon
fonksiyonlarinin bloke edilmesi sonucu, ardisik dollere ge¢cmesi engellenen genetik
yapilardir. Fermente siit lirlinlerinin iiretimi esnasinda L. lactis suslarinin karsilastigi en
ciddi stres kosulu sicaklik degisimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle endiistriyel
gida tiretiminde kullanilacak starter kiiltiir suslari, yliksek ve kaliteli iirlin verimini
saglayan Ozelliklere sahip olmalar1 yaninda, bu Ozelliklerini degisik ortam

sicakliklarinda stirdiirebilme yetenegi de igermelidirler. Diger yandan, plazmidleri



giderilmis laktokok suslarinin olusturulmasi; starter kiiltiir susu gelistirme programlari
ve genetik analiz ¢alismalarinin temel hareket noktasimi teskil etmektedir. Bu tiirev
suslarin elde edilebilmesi icin, ¢alisilacak bakterilerde Oncelikle etkin kimyasal ve

fiziksel plazmid giderme ajanlarinin tanimlanmasi gerekmektedir.

Bu bilimsel ve teorik gereksinimler ¢ercevesinde planlanan c¢aligmada; farkli sicaklik
diizeylerinde ve siirelerde inkiibe edilen L. lactis suslarinda plazmid degisimleri
aragtirilarak, genetik stabilite iizerinde inkiibasyon sicakliginin olusturdugu etkinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Lactococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB); spor olusturmayan, asit tolerant, cubuk ve kok
morfolojisinde ve karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu ana son iiriin olarak laktik
asit iireten 6zel bir Gram-pozitif bakteri grubudur (Ross et al. 2002). LAB grubu
icerisinde yer alan Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Streptococcus cinsi iiyeleri gida ve yem fermentasyonlarinda ¢ok eski bir kullanim
gelenegine sahiptir (Carr et al. 2002). Bu bakterilerin aktiviteleri sonucu fermentasyon
ortamlarinda olusturulan; bakteriyosinler, karbondioksit, hidrojen peroksit ve organik
asitler gibi bilesikler, patojen ya da bozulma etkeni organizmalarin gelisimlerini
engellemek suretiyle iirlinlin raf omrii ve giivenilirligini artirmaktadir (Teuber 1990,

Forde and Fitzgerald 2003).

Cok yonlii taksonomik caligmalar (% G+C oranlari, enzimatik analizler, lipit ve
lipotaykoik asit kompozisyonu, immiinolojik karakteristikler, 16S rDNA analizleri gibi)
sonucunda Streptococcus ve Lactobacillus cinslerinin ortak ozellik gosteren tiirleri
Lactococcus cinsi altinda toplanmistir. Bu cins; L. garvieae, L. piscium, L. raffinolactis,
L. lactis ve L. plantarum olmak iizere bes tiirden olugmaktadir. Gida fermentasyonlari
acisindan onem tasiyan tek tiir L. lactis’dir. L. lactis’in iki alt tiirli (L. lactis subsp. lactis
ve L. lactis subsp. cremoris) ile bir biyovaryetesi (L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis) starter kiiltiir suslar1 olarak kullanilmaktadir. Bu tiirlin laktoz
fermentasyon yetenegi igermeyen iiyesi L. lactis subsp. hordniae ise, gida
fermentasyonlart agisindan 6nem tagimamaktadir (Holt ef al. 1994, Boumerdassi et al.

1997, Carr et al. 2002, de Vos and Hugenholtz 2004).

Katalaz negatif, mikroaerofilik ve N grup antijenik yapida tanimlanan Lactococcus cinsi
tiyeleri, genellikle hemolitik reaksiyon gostermemektedir. Ancak bazi L. lactis subsp.
lactis suslarinda zayif a-hemoliz belirlenebilmektedir. Bu bakterilerin en 1yi gelistigi
ortam sicakligi 30°C’dir. Ayrica higbir iiyesi 10°C’nin altinda, 45°C’nin {izerinde,
% 6.5 NaCl varliginda ve pH 9.6 ve yukarisinda gelisme yetenegi icermemektedir.



Izolasyon kaynaklari; ¢ig siit, siit iiriinleri, bitkiler, steril olmayan dondurulmus ve
kurutulmus gidalar yaninda, nadiren (L. piscium gibi) hayvanlar da olabilmektedir

(Caplice and Fitzgerald 1999, Nomura et al. 1999, de Vos and Hugenholtz 2004).

Gida fermentasyonlarinda kullanilan L. lactis alt tiirleri ve biyovaryetesinin fenotipik
olarak birbirinden ayrilmasinda; 40°C inkiibasyon sicakliginda ve % 4 NaCl varliginda
gelisebilme, arjinin  hidrolizi sonucu amonyak olusturma ile sitrat ve riboz
fermentasyonu  Ozellikleri  kullanilmaktadir. L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis 'in ayirici 6zelligi, sitrat fermentasyonu sonucunda tereyaginin tipik aroma
bilesikleri olan diasetil ve asetoin olusturmasidir. L. lactis subsp. lactis alt tiirli ise;
40°C’de, % 4 NaCl igeren ortamlarda gelisebilme yaninda, riboz fermentasyonu ve
arjininden amonyak olusturma yetenegi ile L. lactis subsp. cremoris’den ayrilmaktadir.
Bu alt tiirler ve biyovaryete insan ve hayvan tliketimi agisindan giivenilir organizmalar
sinifinda tanimlanmaktadir (Boumerdassi et al. 1997, Forde and Fitzgerald 2003,

Koort 2006).

2.2 Laktokok Plazmidlerinin Genel Ozellikleri

Laktokok plazmidleri; tiir i¢i ve tlirler arasi genetik materyal degisimi yetenekleri
sayesinde genom elastisitesi saglamalar1 nedeni ile, bu cinsin evriminde biiylik 6nem
tagimaktadir. Bu suslar; siit ortaminda dominant flora haline geg¢melerini saglayan
metabolik 6zellikleri kodlayan plazmidlerin yaninda, kriptik plazmidler de igermektedir
(Leenhouts and Venema 1993, del Solar er al. 1998). Kriptik plazmidler, 6zellikle
genetik analiz ve gida diizeyli vektor gelistirme ¢aligmalarinda biiyilk 6nem
tasimaktadir. Plazmidlerin bulunduklar1 bakterilerde stabil yapilar olmamalari,
replikasyon fonksiyonlarinin analizi ile kopya sayilarmin yiikseltilmesi ya da
kromozoma entegrasyon stratejilerinin gelistirilmesi zorunlulugunu dogurmustur. Her
iki yonde de gelistirilmis laktokok vektorleri, glinlimiizde bilimsel ve endiistriyel
calismalarda kullanilmaktadir (Barriaut and Sylvestre 1999, Perez-Arellano et al. 2001).
Laktokoklarda, biiyiikliikleri 1-100 kb arasinda degisen ve sus basma sayist 1-14
olabilen plazmidlerin stabilitesi, yapisal ya da ayrigsma 6zelliklerine bagli olarak degisim

gostermektedir. Genellikle plazmid biiyiikliigii arttikga kopya sayist diismekte ve buna



bagl olarak plazmid stabilitesi azalmaktadir. Laktokoklarin birgok metabolik 6zelligini
kodlayan 20 kb’den biiyiikk plazmidler bu genel kural c¢ercevesinde davranis
gostermektedir. Ancak laktoz plazmidleri, biiylik plazmidler olmalarina ragmen, yiiksek
stabilite icerir. Diger yandan, teta tip replikasyon orjinine sahip laktokok plazmidlerinin,
donen zincir replikasyon orjinine sahip plazmidlere oranla daha yiiksek ayrisma
stabilitesi gosterdigi belirlenmistir (Grohmann et al. 2003, Teuber et al. 2003).
Laktokok plazmidleri, % 30-40 arasinda G+C igerigine sahip bulunmustur. Laktokok
genomlarinin % G+C oranlarin (% 36-38) igerdikleri plazmidlerden farkli olusu,
plazmidlerin lateral gen transferi yolu ile kazanildigina isaret etmektedir (Mills et al.

2006).

2.2.1 Laktokok plazmidleri tarafindan kodlanan endiistriyel 6zellikler

2.2.1.1 Proteolitik aktivite

Etkin bir siit endiistrisi starter kiiltiiriin performansi, kazein ve diger siit proteinlerini
katabolize etme yetenegi ile dogrudan iliskilidir. Lactococcus cinsi iiyelerinde siit
proteinlerinin proteolitik sistem araciligi ile kiigiik peptitlere ve amino asitlere
yikilmasi; prtP ve prtM genlerinin kodladigt P-I ve P-III tip proteinaz enzimleri
tarafindan gergeklestirilmektedir (Chopin 1993, Guldfeldt et al. 2003). Hiicre
sitoplazmas1 ve duvarinda lokalize olan proteinazlarin (laktosepinler) gen kodu, ayni
susta plazmid ve kromozomal DNA {izerinde bulunabilmektedir. Bu karmasik
sistemlerin genetik yapisi, bazi1 suslarda laktoz plazmidleri ile kombine olmus

durumdadir (Flambard et al. 1998, Malone et al. 2002, Guldfeldt ez al. 2003).

2.2.1.2 Laktoz fermentasyonu

Laktokoklarda siit sekeri olan laktoz; genellikle plazmid kodlu fosfo-B-galaktozidaz
enziminin kullanimini esas alan ve bakterilerde yaygin olmayan fosfoenol piriivata bagh
fosfotransferaz sistemi ile birlikte tanimlanan yolla, metabolize edilmektedir (van
Rooijen et al. 1992). Laktoz fermentasyonu sonucu iiretilen laktik asit, ortamin pH’sini1

hizla diigiirerek, patojen ya da bozulma etmeni mikroorganizmalarin gelisimini engeller.



Laktik asit, siitte piht1 olusumunun yaninda, fermente gidanin temel yapisal ve aromatik
bilesenlerinin gelisimi {izerinde de dogrudan etki etmektedir (Perez et al. 2003).
Laktokoklarda laktoz metabolizmasini yoneten plazmidlerin genellikle konjugatif
Ozellikte olmast; starter kiiltlir suslarinin yatay gen transferi yolu ile arzu edilen yonde

degistirilmesine olanak tanimaktadir (Medina et al. 2001, Cock and de Stouvenel 2006).

2.2.1.3 Faj direnclilik

Laktokoklarda plazmidler tarafindan kodlanan en kritik endiistiriyel 6zelliklerden biri
de, fajlara kars1 gelistirilen direnglilik mekanizmalaridir. Bu sayede  siit
fermentasyonlarinin  dogas1 geregi c¢ok yaygin bir sekilde rastlanan faj
kontaminasyonlar1 sonucu starter kiiltiirlerin parcalanmast ve bu yolla olusan iiriin
kayiplar1 engellenmektedir (Daly et al. 1996, Forde et al. 1999, Moineau 1999).
Laktokoklarda genellikle plazmidler tarafindan kodlanan dort farkli faj direnclilik
mekanizmas1 (faj adsorbsiyonunun engellenmesi, faj DNA girisinin engellenmesi,
restriksiyon/modifikasyon ve abortif enfeksiyon) tanimlanmistir. Bu direnglilik
sistemlerine ait plazmidlerin konjugatif yolla aktarim ile gelistirilmis laktokok suslari,
endiistriyel starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Akgelik and Tunail 1992, Walker and
Klaenhammer 2003, Chopin et al. 2005, Mills et al. 2006).

2.2.1.4 Bakteriyosin iiretimi ve direnclilik

Bakteriyosinler, ribozomal sentezli inhibitdr polipeptitler olarak tanimlanmaktadir.
Inhibitdr etkileri, bakteriyosidal ya da bakteriyostatik yolla olabilmektedir (Ross et al.
2002). Bu polipeptitler, gida bozulmalarin1 engelleme ve gida kokenli patojenlerin
gelisimini inhibe etme oOzellikleri ile biliyilk onem tasimaktadir. Bugiine kadar,
laktokoklarda tanimlanan I. II. ve III. grup bakteriyosinlerin bir ¢ok iiyesinin yapisal ve
regiilator proteinlerinin gen kodunun plazmidler iizerinde tasindig1 belirlenmistir. Nisin
gibi kromozomal DNA kokenli bakteriyosin genlerinin de konjugatif transpozonlar
araciligl ile plazmidlere ya da populasyondaki diger suslara aktarimi, bu 6zelligin
istenilen yonde diizenlenmesine olanak tanimaktadir (Jack et al. 1995, Scannell et al.

2002, Chen and Hoover 2003, Beasley and Saris 2004, Lunde et al. 2005).



2.2.1.5 Sitrat fermentasyonu

Lactococcus cinsine ait bakteriler icerisinde yalmz L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis sitratin fermentasyonu sonucunda diasetil ve asetoin olusturma yetenegine
sahiptir. Diasetil; taze peynirler, krema, tereyagi ve yagh siit iirlinleri gibi fermente
tirlinlerin karakteristik aroma ve tat bilesigidir (Verhue and Tjan 1991). Bugiine kadar
genetik analize tabi tutulan tiim L. /actis subsp. lactis biovar. diacetylactis suslarinda,
sitrat fermentasyonu yeteneginin temel enzimi olan sitrat permeaz geninin 8.0 kb
biiytlikliikteki plazmid tarafindan kodlandigi saptanmistir (Swindell et al. 1996, Martin
et al. 2004).

2.3 Laktokok Plazmidlerinin Stabilitesini Etkileyen Cevresel Faktorler

2.3.1 Hiicresel faktorler (i¢ cevresel faktorler)

Laktokok plazmidlerin stabilitesi tizerine etkili i¢ ¢evresel (hiicresel) faktorler; plazmid
replikasyon tipi, kopya sayisi, kodladigi metabolik 6zellik, fiziksel biiytkligi ve
lokasyonu ile konjugatif yetenek igerip icermemesi olarak tanimlanmaktadir

(van Belkum ef al. 1989, Daly et al. 1996, Coakley et al. 1997).

Laktokok plazmidleri iizerinde yiiriitillen ¢alismalar sonucu, iki farkli tip replikon
tanimlanmistir. Birinci tip, kromozomal DNA replikasyonu ile ayn1 mekanizmaya sahip
teta replikonlaridir. Ikinci tipte ise, déner zincir replikasyonu (RCR) mekanizmasina
sahip plazmidler yer almaktadir. RCR mekanizmasina sahip plazmidlerin higbirinde
kopya sayilarini ardigik dollere esit miktarlarda aktarmayi kontrol eden segregasyonel
genler tanimlanmamustir (Kiewiet et al. 1993, Daly et al. 1996, Meijer et al. 1998)
(Cizelge 2.1). Bu nedenle laktokokkal RCR plazmidlerinin stabilitesinde 6n kosul,
replikasyonun hatasiz meydana gelmesidir. RCR plazmidleri, replikasyon (rep) genleri
ve ¢ift zincir replikasyon orijini (dso) genleri yaninda, optimal aktiviteleri i¢in bir tek
zincir orijin (sso) bolgesine de gereksinim duymaktadir. sso gen bolgelerinde meydana
gelen delesyonlar, replikasyon ortaminda ssDNA (tek zincir) ara {riinlerinin

biriktirilmesine yol agarak, eksiksiz replikasyonun olusumunu engellemekte ve plazmid



stabilite diizeyi diismektedir (Kiewiet 1998, Madera ef al. 2003). Bugiine kadar 14 {iyesi
tanimlanmis olan teta replikasyon tipine sahip laktokok plazmidleri iizerinde yiiriitiilen
calismalarda, s6z konusu plazmidlerin yiiksek diizeyde korunmus replikonlar oldugu
saptanmistir. Ozellikle sinirh konakgi dizgesi icermeleri, bu plazmidleri ideal gida
diizeyli vektorler haline getirmektedir. Cok sayida teta tip replikasyon orijini iceren
laktokokkal plazmidin, replikasyon orijin bdlgelerinde, ters tekrar seriler (iteronlar)
korunmus diziler halinde bulunmaktadir. Bu serilerde meydana gelen delesyon tip
mutasyonlarin, teta plazmidlerin kopya sayisinda artisa yol agtigi deneysel olarak
belirlenmistir. Genelde teta tip replikonlar RCR plazmidlere gore daha stabildir
(Kiewiet 1998, de Angelis et al. 2001, Cotter et al. 2003).

Plazmid stabilitesini etkileyen bir diger yapisal 6zellik, plazmid kopya say1s1 genleridir.
Laktokok plazmidlerinin kopya sayisi ile molekiiler biiyiikliikleri arasindaki iliskinin
arastirildig1 caligmalarda, genellikle fiziksel biiyiikliik arttikca kopya sayisinin diistiigii
belirlenmigtir. Diisiik kopya sayisi, boliinme esnasinda meydana gelen ayrigsma hatalari
(segregasyonel instabilite) ile birlikte, ardisik dollerde plazmid varliginin siirmesini
engellemektedir. Diisiik kopya sayisina sahip plazmidlerde ancak kromozomal DNA ile
paralel islev goren bir ayrigma siireci, stabiliteyi saglayabilmektedir. Yiiksek kopya
sayili plazmidlerde ise ayrisma hatalar1 bile plazmid stabilitesini etkilememektedir

(Leroy and de Vuyst 2004).

Plazmidlerin kodladigi fonksiyonlarin hiicre i¢in 6nemi, bu plazmidlerin stabilitesini
dogrudan etkilemektedir. Degisik arastirmalarda; yiiksek kopya sayisina ya da
molekiiler biiyiikliige sahip ¢ogu laktokok plazmidinin, hiicre gelisimi i¢in ¢ok 6nemli
oldugu saptanmistir. Bu plazmidlerde, laktoz metabolizmasi ve proteolitik aktivite gibi
hiicresel gelisim tlizerinde etkili metabolik 6zelliklerin gen kodu yer almaktadir. Kaybi
halinde hiicrenin gelisimini 6nemli 6l¢lide sinirlayacak olan bu metabolik plazmidler,
evrimsel siiregte kromozomal DNA ayrismasi ile senkronize edildiklerinden, ytiksek
stabilite oranm1 igermektedir (Kobayasi et al. 2002, Madera et al. 2003, Martin et al.
2004). Laktokoklarda nadir olarak rastlanmakla birlikte, epizomal karakterdeki
plazmidler yiiksek stabiliteye sahiptir. Bu bakterilerde plazmid entegrasyon

fonksiyonlari, transpozan kokenli ters tekrar serilerden kaynaklanmaktadir (Nga 2005).



Laktokoklarda tanimlanan konjugatif plazmidlerde aktarim orani, verici hiicre basina
10? gibi yiiksek oranlarda meydana gelebilmektedir. Bu bakterilerde konjugatif
plazmidlerin; laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite, bakteriyosin iiteritimi, faj
direnglilik ve ekzopolisakkarit tiretimi gibi metabolik 6zellikleri kodladig1 bilinmektedir
(Coakley et al. 1997, Mills et al. 2002, Leroy and de Vuyst 2004). Bu plazmidlerin
kendi aktarimlarimi saglama yetenekleri, populasyon igerisindeki frekanslarini
artirmakta ve stabilitelerini garanti altina almaktadir. Diger yandan konjugasyon, gida
diizeyli genetik maniipilasyon olarak tanimlandigindan, endiistriyel starter kiiltiir
gelistirme programlarinda yegane aktarim mekanizmasi haline gelmistir (Mills et al.
2006).



Cizelge 2.1 L. lactis suslarinda replikasyon fonksiyonlarini tanimlayan plazmidler
(Kiewiet et al. 1993)

Replikon Biiyiikliik (kb) Bakteri

RCR* Plazmidleri

pWVO0l 2.2 L. cremoris Wg2
pSH71 2.0 L. lactis 712
pD125 5.5 L. lactis 5136
pWCl1 2.8 L. lactis T1

Teta Plazmidleri

pCL305 8.7 L. lactis UC317
pSL2 7.8 L. diacetylactis B2
pSK11 47 L. cremoris SK11
pWVO02 3.8 L. cremoris Wg2
pWV04 19 L. cremoris Wg2
pWVO05 27 L. cremoris Wg2
pIL7 31 L. lactis 1L594
pUCL22 55 L. lactis CNRZ270
pVS40 7.8 L. diacetylactis SSD207
pCI528 46 L. cremoris UC503
pCT1138 8.3 L. diacetylactis K2
pJW563 11.5 L. cremoris W65
pND611 16.2 L. lactis W12
pAG712 15.5 L. lactis C2

*RCR : Donen zincir replikasyonu



2.3.2 Di1s cevresel faktorler

Laktokok suslari icin stres kosulu olusturacak her tiirlii dis ¢evresel faktoriin plazmid
stabilitesini olumsuz yénde etkiledigi bilinmektedir. Ozellikle endiistriyel iiretim
stireglerinde kullanilan hammadde, ortamin pH’si, azot ve karbon kaynaklari basta
olmak {tizere; makro ve mikro besinlerin arzi, ozmotik dengeyi degistiren faktorler
(tuz konsantrasyonu, Ozellikle yar1 sert peynir iiretiminde bu agidan kritik Gneme
sahiptir) ve ortam sicakligi, plazmid stabilitesini etkileyen baslica dis ¢evresel

faktorlerdir (Elliott ef al. 1991, del Solar et al. 1998).

Laktokoklarda bulunan laktoz plazmidi disindaki plazmidlerin higbiri, bu bakterilerde
yasamsal Onem tasimamaktadir. Bu nedenle spesifik gelisme hizini sinirlayan ya da
durduran g¢evresel faktorler olustugunda, ilave metabolik yiikten kurtulmak i¢in plazmid
replikasyon fonksiyonlar1 bloke edilmekte ve plazmid kopyalarinin ardisik dollere
aktarimi engellenmektedir (Kobayasi et al. 2002, Cotter et al. 2003, Lee 2005).
Depolama sicakliklar1 -20°C ve +4°C olarak segilen laktokok starter kiiltiir suslari ile
ylriitiilen caligmalarda, 15 giin inkiibasyon siiresi sonunda plazmid stabilitesinin
% 15-40 arasinda diistiigii belirlenmistir. pH stresine 2 saat siireyle maruz birakilan
hiicrelerde, alt tlire bagli olarak degismekle birlikte, bu oran % 7-28 diizeyinde
tanimlanmistir (Lee 2005). Lale ve Akgelik (2004) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, tuz
stresi altinda plazmid stabilitesindeki diismeler % 2-17 degerleri arasinda tespit
edilmistir. Tiim laktokok suslarinda azot kaynaklar1 bakimindan limitleme, dogal {ireme
ortamlarinda, sicaklik ile birlikte en fazla karsilasilan stres faktorlerinden biridir.
Besinsel limitlenme kosullarinda plazmid kayb, siireye bagli olarak, plazmid igermeyen
tiirev suglarin olusumu ile sonuglanabilmektedir (Dmowski et al. 2006, Mills et al.

2006).
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2.3.2.1 Laktokoklarda plazmid stabilitesi iizerine ortam sicakhginin etkisi

Starter kiiltiirlerin taginmas1 ve saklanmasindan, iiretilen fermente iirlinlerin pazara
ulagtirilmasina kadar olan siireglerin tiimiinde, bakteriler iizerinde en yliksek etkinlige
sahip stres faktorlerinin baginda ortam sicakligi gelmektedir (Whitaker and Batt 1991).
Starter kiiltliirlerin saklanmasinda ve tasmmmasinda kullanilan diisiik sicaklik
uygulamalari, bakterilerin biyolojik aktivitelerinin yavaslamasina ve plazmid stabilite
fonksiyonlarmin kaybina yol agmaktadir. L. lactis subsp. lactis LMG 1363 susunda,
4°C’de 28 giin inkiibasyon sonunda canli bakteri sayisinin % 30 oraninda diistiigii ve
plazmid iceriklerinde belirgin degisimlerin meydana geldigi saptanmistir (Panoff et al.
1994). Aymi sus ile yiiriitiilen bir bagka aragtirmada, dondurma-¢6zme dongiisiiniin
hiicre canlilig1 ve plazmid stabiliteleri iizerine etkileri incelenmistir. Bakteri kiiltiirleri
-18°C’de bir ay siireyle dondurulmus halde saklandiktan sonra, 8°C’de 48 saat 6n
inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Yapilan canli bakteri sayimlart ve plazmid
analizleri; canli bakteri sayisinin % 25, laktoz plazmidi kaybinin ise % 17 gibi yiiksek
oranlarda gerceklestigini gostermistir (Sanders 1988). Laktokok suslarinda dondurma ve
4-20°C’ler arasinda diisiik sicaklik uygulamalarina karsi1 yiiksek hiicresel dayaniklilik,
bu suslarin soguk sokuna karsi giiclii yanit olusturacak elastik genetik sistemler
icermesinden kaynaklanmaktadir. Soguk soku proteinleri kodlayan plazmidlerin bu
kosullarda stabilitesi artarken, diger plazmidlerin eliminasyonu gerceklesmektedir. Bu
bakterilerde cspA, cspB, cspC, cspD ve cspE olarak adlandirilan bes adet soguk sokuna
dayaniklilig1 kontrol eden gen tanimlanmustir. Degisik L. lactis suslarinda -18°C, -4°C,
4°C ve 20°C sok uygulamalarinda (2 saat) s6z konusu genlerin ifadesinin sirasiyla 60,
40, 15 ve 7 kat arttig1 belirlenmistir. Gen ifade diizeyleri, sok yanit1 olustuktan sonra
stabilite kazanmistir (Wouters et al. 1998, Wouters et al. 1999). Ozellikle
transkripsiyonel regiilasyonunun ortam sicakligindan bagimsiz oldugu tanimlanan cspE
geni lrlinli lizerinde yiritilen caligmalarda; bu genin, protein katlanmasi

fonksiyonlarina sahip bir saperon oldugu tespit edilmistir (Wouters et al. 1999).
Endiistriyel {retim siireclerinde yiiksek sicaklik uygulamalari, bazi kosullarda

kacinilmazdir, bu nedenle de siit fermentasyonlarinda starter kiiltiirler i¢in karakteristik

bir stres faktorii 6zelligi tasimaktadir. L. lactis kiiltiirlerinin 42°C ortam sicakliginda
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hiicresel gelisimi gergeklestiremedigi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda bu sicaklikta
tutulan hiicrelerin, ortam sicakligi tekrar 30°C’ye getirildiginde iireme hizlarinin
diistiigli ve ancak 48 saatte optimum gelisme hizina ulastiklar1 saptanmistir. Bu
hiicrelerin plazmid analizleri; laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite ve bakteriyosin
tiretimini kontrol eden plazmidlerin stabilitesinin sirasiyla % 7, % 20 ve % 35 oraninda
diistiiglinii gostermistir (Hartke et al. 1997, Duwat ef al. 1999). L. lactis subsp. lactis C2
susu ile yiriitillen sicaklik stresi ¢aligmalarinda, bu bakterinin dnce 42°C’de 10 dakika
ve ardindan 50°C’de 2 saat inkiibe edilmesi durumunda yasamda kalma oranimin 1000
kez diistiigli ve tim plazmidleri kaybeden sus oraninin populasyonda % 12 gibi ¢ok
yiiksek seviyelere ulastigi saptanmistir (Kobayasi et al. 2002). Degisik arastirmacilar,
genellikle 30°C ile 35°C arasindaki sicakliklarda ve uzayan inkiibasyon siirelerinde,
laktokok plazmid stabilitesinin, diger artan sicaklik uygulamalarina oranla daha yiiksek
olduguna isaret etmistir. Bu bulgularin hiicresel siireclerde olusan yanitlar ile ilgisi
lizerine yiiriitiilen ¢aligmalarda; 30°C ve 35°C inkiibasyon sicakliklarinda stres yanitini
olusturan proteinlerin, daha yiiksek sicaklik degerlerine oranla, ifade diizeylerinin diisiik
oldugu saptanmistir (Balasubmaranyam and Varadaraj 1998, Lee and Moon 2003).
Sicaklik stresi altinda farkli L. lactis suslarinin incelenmesi sonucu, bu bakterilerin
DnaK, Dnal, GroEL, GroES ve GrpE gibi tipik 1s1 sok (HSP) proteinlerini iirettigi
belirlenmistir. Bu proteinler saperon fonksiyonlarina sahip bulunmustur. Saperonlar,
dogal ya da denatiire proteinlerin katlanmasi (uzaysal konfiglirasyonlarinin saglanmasi)
ve aktif forma sokulmalarindan sorumlu enzimatik yapilardir. S6z konusu proteinlerin
laktokok suslarindaki genetik determinantlar {izerinde yiirlitiilen ¢alismalarda, soguk
sok proteinlerinde oldugu gibi, genellikle kromozomal DNA tarafindan kodlandiklar
belirlenmistir. Bazi nadir durumlarda bu proteinlerin regiilasyonunun plazmid varligina
bagl olarak degistigi de saptanmugtir. Ancak plazmid kokenli bir regiilatér gen heniiz

tespit edilememistir (Thompson ef al. 1999, Cotter et al. 2003, Labrie et al. 2005).

Halen L. lactis suslarinda yiiksek sicaklik stresine karsi olusturulan yanittan sorumlu bir
merkezi regiilasyon sisteminin tanimlanamamis olusu, yiiksek sicaklik direnci
kazandirilan endistriyel suslarin kullanimimi kisitlayan ana sorundur. Bu nedenle
laktokoklarda yiiksek sicaklik uygulamalarina karsi olusturulan hiicresel yanitlar

tizerindeki calismalar, yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler ve fajlar

Aragtirmanin ana biyomateryalini olusturan 3 Lactococccus lactis susu (L. lactis subsp.
lactis U29, L. lactis subsp. cremoris U70 ve L. lactis subsp. biovar. diacetylactis U52)
ile diger laktokok tiirleri, 82 adet laktokok faji ve 23 adet indikator bakteri, Ankara

Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.

L. lactis suglar1 M17 broth besiyerinde % 20 oraninda steril gliserol ilave edilerek
-20°C’de saklanirken, fajlar yine M17 broth besiyerinde % 40 oraninda steril gliserol
ilave edilerek -20°C’de korundu. Caligma materyalleri, gliserol ilave edilmemis M17

broth ortaminda, haftalik transferler yapilarak +4°C’de muhafaza edildi.

3.2 Yontem

3.2.1 Cahisilan bakterilerin ve fajlarin gelisme ortamlar:

Bakterilerin gelistirilmesinde; Lactococcus suslart igin M17, GM17 (laktoz yerine
glukoz ilave edilen M17 besiyeri) ve Elliker broth ve agar, Pediococcus ve

Lactobacillus suslar1 igcin MRS broth ve agar ve Enterococcus, Listeria, Escherichia,

Salmonella ve Staphylococcus suslari igin ise LB broth ve agar besiyeri kullanildi.
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M17 Broth ve Agar

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

pH 7.15 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri (laktoz hari¢), 950 mL destile su icerisinde ¢oziildii ve sterilizasyon
121°C’de 15 dakika siire ile yapildi. Ortam su banyosunda 45°C’ye kadar sogutulduktan
sonra ayri sterilize edilen 50 mL laktoz ¢ozeltisi ilave edildi (Terzaghi and Sandine

1975).

De Man Rogosa and Sharpe (MRS) Broth (Difco Manual, 1984)

Kazein pepton 10 g
Et ekstrati 10 g
Maya ekstrati 5 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 5 g
Diamonyum sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS04.7H,0O 0.5 g
MnS04.4H,0 02 g
Tween 80 1 g
Destile su 1000 mL

pH 5.7 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)
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Ortam igerikleri 1000 mL destile su igerisinde ¢oziildii ve 118°C’de 15 dakika sicaklik

uygulanarak sterilize edildi.

Luria Bertani (LB) Broth (Difco Manual, 1984)

Tripton 10 g
Maya ekstrati 5 g
NaCl 10 g
Destile su 1000 mL

pH 7.0 £+ 0.02 (sterilizasyondan once)

Ortam 121°C’de 15 dakika sicaklik uygulanarak sterilize edildi.

Elliker Broth (Difco Manual, 1984)

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

pH 6.8 = 0.02 (sterilizasyondan once)
Jelatin, 100 mL destile su igerisinde kaynar su banyosunda eritildikten sonra

sogutularak besiyeri ortamina ilave edildi. Ortam 121°C’de 15 dakika tutularak

sterilizasyon gergeklestirildi.
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3.2.2 Laktik asit iiretiminin belirlenmesi

Bakterilerin laktik asit liretiminin belirlenmesi icin 18 saatlik aktif kiiltiirlerden skim
milk ortamlarina % 1 oraninda inokiilasyonlar yapildi ve bu ortamlar 30°C’de 6 ve 24
saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu inkiibasyon siireleri sonunda pH Ol¢iimleri
gergeklestirildi. Ayrica, 24 saatlik orneklerde suslarin olusturdugu laktik asit miktari

titrasyon asitligi cinsinden hesaplandi.

Degerlendirme yapilirken, skim milk besiyerinin baslangic pH degeri ile, inkiibasyon
sonrasi olusan pH degerleri arasindaki fark (ApH) dikkate alindi. Uretilen laktik asit
miktari ise agagidaki formiile gore hesaplandi (Bradley et al. 1992).

[Harcanan NaOH miktari(mL)] x [NaOH’1n Normalitesi]
% Laktik Asit =

Ornek Miktar1 (mL)

3.2.3 Proteolitik aktivite testi

Laktokok suslarinin proteolitik aktivite diizeyleri, gelisme ortaminda meydana gelen
tirozin miktarinin spektrofotometrik olarak o6l¢iimii ile tespit edildi. Bunun i¢in Citti et
al. (1963) tarafindan Onerilen yontem kullanildi. Laktokok suslar1 Elliker broth
ortaminda 30°C’de 24 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, bu aktif
kiiltiirlerden skim milk ortamina % 1 oraninda inokiilasyon yapildi. Bu ortamlarda ve
30°C’de 24 saat siireyle gelistirilen kiiltiirlerden, 2’ser mL hacimdeki 6rnekler steril
erlenlere aktarildi ve lizerine 1 mL destile su ilave edilerek karistirildi. Analiz igin
hazirlanan bu orneklere 10 mL ¢ozelti A uygulandi ve 10 dakika oda sicakliginda
tutuldu. Ardindan Whatman No. 40 filtre kagid1 kullanilarak filtrasyon islemi yapildi.
Filtratlar 5 mL’lik hacimler halinde ayri erlenlere alindi. Bunlarin {izerine 10 mL
B ¢ozeltisi ve 3 mL C ¢ozeltisi ilave edilip mavi renk olusumu i¢in 5 dakika beklendi.
Spektrofotometrik ol¢timler, 1 cm 151k yoluna sahip kiivetler kullanilarak 650 nm dalga

boyunda yapildi (Shimadzu UV-1700 spectrophotometer). Elde edilen degerler tirozin
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standard1 sonuglariyla karsilastirildi ve tirozin esdegeri olarak verildi. Orneklerin
okunmasina sahit olarak 2 mL’lik steril reconstitute skim milk besiyerinden alinan ve

yukarida belirtilen iglemler uygulanarak elde edilen karisim kullanildi.

A Cozeltisi: 0.72 N triklor asetik asit (TCA)

B Cozeltisi: 150 g sodyum karbonat (Na,CO3) ve 20 g tetrasodyum-difosfat, 1000 mL

destile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

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

¢ozeltisi, 2 birim destile suyla karistirilarak hazirlandi.

Tirozin Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi: 100 mg tirozin, 250 mL destile su

igerisinde ¢oziildi. Tirozin ¢ozeltisinden 2.5, 5, 10, 15, 20 ve 30 mL hacimler alind1 ve
ayr1 ayri her biri 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltilerden 5’er mL alinarak erlenlere
aktarildi. Cozeltilerin iizerine 1’er mL destile su ilave edilerek hacimleri 6 mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan standart ¢ozelti 6rneklerinin diger islemleri 3.2.3.’de anlatildigi

gibi gerceklestirildi.

3.2.4 Laktokok suslarimin antibakteriyel aktivitelerinin tanimlanmasi

Laktokok suslarinin antibakteriyel aktivitelerinin tanisinda van Belkum et al. (1989)
tarafindan Onerilen yontemden yararlanildi. Test edilecek laktokok suslart M17 broth
ortaminda 30°C’de 24 saat gelistirildikten sonra, M17 agar ortamina aktarildi ve
30°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda, gelisen kolonilerden steril
kiirdan araciligiyla M17 agar ortamina nokta ekimi yapildi ve 30°C’de 24 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Denenen laktokok suglari icerisinde antimikrobiyel aktiviteye
sahip olanlar1 tespit etmek amaciyla 23 adet indikator bakteri kullanildi. MRS broth, LB
broth, Elliker broth ve M17 broth ortamlarinda gelistirilen indikator bakteriler % 0.7
oraninda agar iceren 5 mL yumusak agar (MRS, LB, Elliker ve M17) ortamlarina
inokiile edilerek nokta ekimi yapilan M17 agar ortamu iizerine ikinci tabaka halinde

dokiildii ve homojen bir sekilde yayildi. Daha sonra petriler indikator bakterilerin

18



gelisimi i¢in uygun sicakliklarda 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
laktokok suslarimin indikator bakterilere karst olusturduklari inhibisyon zonlari

degerlendirildi.

3.2.5 Diasetil iiretiminin belirlenmesi

Arastirmada kullanilan laktokok suslarinin diasetil {iretim diizeylerinin belirlenmesi i¢in
King (1948) tarafindan oOnerilen yontem kullanildi. Buna gore 18 saatlik aktif
kiiltiirlerden skim milk ortamina % 1 oraninda inokiilasyonlar yapildi ve kiiltiirler
30°C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda her bir &rnekten 1’er mL
eppendorf tiiplerine aktarildi ve iizerlerine 0.5 mL % 1’lik a—naftol ve 0.5 mL % 16’lik
KOH ilave edilerek 30°C’de 10 dakika siire ile bekletildi. Bu siire sonunda tiipteki sivi

ylizeyinde kirmizi halka olusumuna gore degerlendirme yapildi.

3.2.6 Faj biyodenemeleri

3.2.6.1 Faj titresinin yiikseltilmesi

Faj duyarlilik testlerinde, titreleri 10’ plak olusturma birimi (pfu/mL) ve daha
yukarisina yiikseltilen faj stispansiyonlar1 kullanildi. Faj titresinin yiikseltilmesi i¢in ilk
asamada 0.1 mL faj siispansiyonu, 0.1 mL homolog konakg¢1 sus kiiltiirii ve 0.1 mL 1 M
CaCl,.6H,O c¢ozeltisi steril bir tiip icerisinde karistirlldi ve adsorbsiyonun
tamamlanmasi igin 30°C’de 15 dakika bekletildi. Adsorbsiyonun gergeklestigi
faj-bakteri karigimlari tizerine 10 mL steril M17 broth besiyeri aktarildi ve 30°C’de 18
saat inkiibe edildi. Bu siire bitiminde ortamlar 6000 devir/dk. hizda 10 dakika siireyle
santrifiij islemine tabi tutuldu ve tiiplerde olusan {ist sivilar steril 0.45 um por c¢apinda
membran filitreden (Sartorius, Germany) gegirilerek faj siispansiyonlar1 elde edildi.
Elde edilen faj siispansiyonlart ile yukarida anlatilan islemler 3 defa daha

tekrarlandiktan sonra, duyarli bakteriler kullanilmak suretiyle faj titreleri saptandi.

Faj titresinin belirlenmesi, c¢ift tabaka agar yontemine gore yapildi. 9 mL’lik steril

fizyolojik tuzlu su bulunan tiiplere aseptik kosullarda steril pipet yardimiyla faj
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siispansiyonlarindan 1 mL aktarilarak 10 diizeyine kadar seyreltiler hazirlandi. M17
broth besiyerinde 3 saat gelistirilen konake1 kiiltiirlerinden M17 yumusak agar igerisine
0.1 mL ilave edilerek karistirild1 ve petri plagina homojen bir sekilde yayildi. Katilasma
gerceklestikten sonra, faj siispansiyonlarindan ve hazirlanan faj seyreltilerinin her
birinden petri plaklari tizerinde ayrilan bolimlere 10 uL. damlatma yapildi. 30°C’de 18
saat inkiibe edildikten sonra damlatilan bolgelerde lize plaklari incelenerek faj titreleri

hesapland1 (Terzaghi and Sandine 1975).

Cift tabaka M17 agar ortamlarinin hazirlanmasi: Faj biyodenemelerinde ¢ift tabaka

halinde hazirlanan M17 agar besiyeri kullanildi. M17 alt tabaka agar ortamina ayri
sterilize edilen 1 M CaCl,.6H,O ¢ozeltisinden 10 mL/L ilave edilerek 15-20 mL olacak
sekilde petrilere aktarildi ve 22-25°C’de 18 saat bekletildi. Ust tabaka ortami, M17 alt
tabaka iceriklerinin tiimiiniin katilmasi ile hazirlandi. % 0.45 oraninda agar iceren
yumusak st tabaka, 3 mL’lik porsiyonlar halinde tiiplere dagitilip 121°C’de 15 dakika

stire ile sterilize edildi (Terzaghi and Sandine 1975).

3.2.6.2 Bakterilerin faj duyarhhklarimin belirlenmesi

Titreleri 107 pfu/mL ve yukarisina yiikseltilen faj siispansiyonlarinin laktokok suslarina
kars1 etkinlikleri c¢ift tabaka agar yontemine gore belirlendi. 3 saatlik bakteri
kiiltiirlerinden yumusak agar ortamima 0.1 mL aktarilip karistirildiktan sonra, bu ortam
alt tabaka M17 agar {izerine dokiildii. Yumusak agarin homojen bir sekilde petri plag
ylizeyine dagitilmasi saglanip bir siire katilagmasi beklendi. Test edilecek faj
siispansiyonlarindan 10 pL hacimler petri plaklarinda belirlenen bolgelere damlatildi.
Bu ortamlar 30°C’de 18 saat tutuldu ve faj plak olusumu esasina gore suslar duyarl

ya da direngli olarak tanimland1 (Terzaghi and Sandine 1975).
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3.2.7 Stabilite testleri, plazmid izolasyonu ve elektroforez

3.2.7.1 Sicaklik stabilite testleri ve plazmid izolasyonu

GM17 broth besiyerinde 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C ve 40°C inkiibasyon
sicakliklarinda 24, 48 ve 72 saat gelistirilen L. lactis kiiltiirlerinden, 10 mL’lik GM17
broth besiyerlerine 1’er mL inokiilasyonlar yapilarak tiipler 30°C’de 3-3.5 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde santrifiij tiiplerine aktarilan bakteri
kiiltiirleri 6000 devirde 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen hiicre c¢okeltisi
kurutulduktan sonra, 380 pL sakkaroz tamponunda ¢oziildii. Bu ortam su banyosunda
37°C’de 5 dakika bekletildi. Uzerine 96.5 pL lizozim ilave edilerek tekrar su
banyosunda 37°C’de 5 dakika tutuldu. Lizozim uygulanan hiicre ¢ozeltisine 48.5 uL
Tris-EDTA-1 (pH 8.0) ve 28 uL. % 20’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) (pH 8.0) ilave
edildi. Lizizin tamamlanmasi i¢in santrifiij tiipleri 37°C su banyosunda 10 dakika
tutuldu. Hiicre lizizinin gerceklestigi tiip igerikleri, mekanik karistiricida ve yiiksek
devirde 30 saniye karistirilarak kromozomal DNA’nin kirilmasi saglandi. Ortama taze
olarak hazirlanmig 3N NaOH c¢ozeltisinden 28 pL ilave edilerek tiipler diiz bir zemin
tizerinde 10 dakika siire ile ve araliklarla karistirildi. Denatiirasyon asamasinin sonunda
santrifiij tiiplerine 50 uL 2M Tris-HCI1 (pH 7.0) ¢ozeltisi eklenerek 3 dakika stire ile
araliksiz, diiz bir zeminde karistirildi. Bu ortama 4°C’de saklanan 5M NaCl
cozeltisinden 72 pL ve %3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinden 700 pL ilave
edilerek, 4°C’de 12500 devirde 20 dakika santrifiij islemi uygulandi. Olusan {ist faz,
mikropipet yardimiyla yeni tiiplere aktarildi. Bu ortama deproteinazyonun saglanmasi
icin, 700 pL kloroform/izoamilalkol (24:1) uygulamasi yapildi. 4°C’de 12500 devirde
15 dakika santrifiij isleminden sonra olusan iist faz yeni tiiplere alinarak, iizerine
esdeger hacimde etil alkol eklendi. Etil alkol ilave edilen tiipler — 20°C’de bir gece
bekletildi ve 4°C’de 12500 devirde 20 dakika santrifiij edildi. Sivi faz dokiilerek
cokeltiler kurutuldu. Kuruyan ¢okeltiler 20 pL. Tris-EDTA-2 (pH 7.5) igerisinde
¢oziildii ve RNaz A stok ¢ozeltisinden 2 pL ilave edilerek 37°C’de su banyosunda 45
dakika inkiibe edildi (Anderson and McKay 1983).
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Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655 ¢
EDTA 0.0372 ¢
Sakkaroz 6.7 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Lizozim Cozeltisi

Tris 0.3 g
Lizozim 0.1 g
Destile su 10 mL
pH 8.0 £0.02

Tris-EDTA-1

Tris 0.6 g
EDTA 931 ¢
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

SDS Cozeltisi

Tris 0.6 g
EDTA 074 ¢
SDS 20 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Tris-HCI

Tris-HCI 3152 ¢
Destile su 100 mL
pH 7.0 £0.02
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Tris-EDTA-2

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

%3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cozeltisinin Hazirlamsi: 100 g fenol iizerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45°C’deki su banyosunda ¢6ziildii. Ortama 0.1 g

hidroksiguinolin ilave edilip karistirildiktan sonra oda sicakliginda tutuldu.

RNaz A Cozeltisi: 5 mL steril destile su igerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat

cozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5’e ayarlandi ve iizerine 5 mg RNaz A (Sigma,
Chem.Co., USA) ilave edildi. Kaynar su igerisinde ortam 5 dakika tutulduktan sonra
—20°C’de saklandi.

3.2.7.2 Elektroforez

Plazmid DNA o6rneklerinin elektroforezi, % 0.7 agaroz orani ile hazirlanan jellerde
gergeklestirildi (Meyers et al. 1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, kullanilan jel
plaka sisteminin biiyiikliigiine gore 30-35 ya da 150-200 mL tris-asetat elektroforez
tamponu igerisinde, kaynar su banyosunda ¢oziildii. 45°C’ye kadar sogumasi beklenen
ortam elektroforez plaklarina dokiildi ve jel taraklari yerlestirilerek, 1 saat bekletildi.
Bu siire sonunda elektroforez tanklarina jelin iizerini kapatacak bi¢imde tampon
coOzeltisi ilave edildi ve jelin zedelenmemesine dikkat edilerek taraklar ortamdan alindi.
RNaz uygulanan DNA 0Ornekleri su banyosundan alinarak, 2 pL marker boya
cozeltisiyle karistirildi ve mikropipet yardimiyla jel kuyucuklarina 20’ser pL olacak
sekilde aktarildi. Elektroforez islemi, 100 voltta ve marker boya jel sistemini terk
edinceye kadar siirdiiriildii. Ardindan elektrik akimi kesildi ve ortamdan alinan jeller,
kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanan 0.2 pg/mL etidyum bromit iceren
cozeltisinde 15-20 dakika bekletildi. Boyama isleminin sonunda jeller 366 nm dalga

boyunda ultraviyole 1sik altinda incelendi (Macrina et al. 1982). Fotograflarin
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cekiminde Kodak Gel Logic 200 jel dokiimasyon sistemi (Eastman Kodak Co., USA)
kullanildi.

Tris-Asetat Tampon

Tris 484 g
Sodyum asetat 408 g
EDTA (0.5 M) 037 ¢
Destile su 1000 mL
pH 8.0 £0.02

Marker Boya

Brom fenol blue 025 g
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.8 Plazmid biiyiikliiklerinin belirlenmesi

L. lactis suslarindan izole edilen plazmidlerin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde;
molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’larinin elektroforetik hareketleri ile,
molekiiler biiytikliiklerinin logaritmalart arasinda tanimlanan dogrusal iligkiden
yararlanildi (Macrina et al. 1978, Southern 1979, Schaffer and Sederoff 1981). Marker
ccc DNA molekiillerinin agaroz jel fotograflar1 lizerinde Olgililen gog¢ araliklar ile,
bilinen biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri ¢ikarild. Istatistiksel
analizlerle her farkli jel i¢in korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek,
bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiyiiklikleri saptandi (Campbell 1974,
Elder et al. 1983).

E-(G.C)

Egrinin Egimi (1) =
B-(G.C)
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E-(G.C)

Korelasyon Katsayisi (J) =

VI[D-(H.C)].[B-(G.A)]

Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilog;o[ . (a0 -G )+ H]
X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiytikligii (kilobaz)

A=X1+ X0+ X34 e + Xa
B=X+X"+X5"+ oo, + X,
C=logioY: +logioY2 +1ogioYs + ccoereennnnnne + logioYn
D = (log10Y1)* + (Iog10Y2)* + (10g10Y3)* + cevvveeenn + (log10Yn)®
E =X (logioY1) + X5 (logioY2) + X5 (10€10Y3) + ceovveeeveeeiene, + X, (logioYn)
A
G =Ortalama X = ———
N
C
H = Ortalama Y = ———
N

a = Molekiiler biiyilikliigii bilinmeyen plazmidin jel tizerindeki gogii (mm)
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Sicakhk Uygulamalarimin Lactococcus lactis Suslarinda Plazmid Stabilitesi

Uzerine Etkisi

Denemede kullanilan dogal L. lactis suslart ile optimum gelisme kosullarinda (GM17
broth besiyerinde ve 30°C inkiibasyon sicakliginda) yiiriitillen plazmid analizleri
sonucunda, L. lactis subsp. lactis U29 susunun, biiyiikliikleri 5.7 ile 23.6 kb arasinda
degisen 9 adet; L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunun, biiyiikliikleri
2.8 ile 24.0 kb arasinda degisen 9 adet ve L. lactis subsp. cremoris U70 susunun ise
biiylikliikleri 5.2 ile 22.2 kb arasinda degisen 8 adet plazmid igerdigi belirlendi
(Sekil 4.10-4.12). Genellikle laktoz fermentasyonu, bakteriyosin iiretimi ve direnclilik,
proteolitik aktivite, diasetil ve asetoin iiretimi ve faj direnglilik gibi endiistriyel gida
iiretimleri acisindan biiylik 6nem tasiyan 6zelliklerin gen kodunun plazmidler iizerinde
tagindiginin belirlenmesi, laktokok plazmidlerini hem bilimsel hem de endiistriyel
acidan ¢cok dnemli hale getirmistir. Belirgin bir fenotipi kodlayan plazmidlerin genetik
analizi, starter kiiltiir susu gelistirme calismalarinin temel hareket noktasini teskil
etmektedir. Zira bu oOzelliklere ait gen bolgelerinin tanimlanmasi, genetik aktarim
yeteneklerinin arastirilmasi ve stabilite kriterlerinin (kopya sayisi genleri, plazmid
uyusmazlik gruplar1 ve kromozomal entegrasyon yetenekleri gibi) belirlenmesi, suglarin
genetik acidan arzu edilen yonde diizenlenmelerini beraberinde getirmektedir. Diger
yandan, laktokoklarda belirgin bir fenotipi kodlamayan kriptik plazmidlerin
tanimlanmas1 da, Ozellikle genetik analiz ve gen miihendisligi calismalarinin temel
araglar1 olan vektorlerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Duan et al. 1999,
Stepanek et al. 2005). Yukarida 6zetlenen nedenlerle laktokoklarda plazmid igerikleri
detaylh bir sekilde arastirilmistir. Bu calismalardan elde edilen veriler, laktokoklarin;
biiytikliikleri 1-100 kb arasinda degisen ve sayilar1 sus bagina 1-14 adet olabilen degisik
plazmidler igerebildigine isaret etmektedir (Leenhouts et al. 1990, Horng et al. 1991,
Ross et al. 2002, Lee 2005). Bizim ¢alismamizda da plazmid say1 ve biiyiikliikleri bu
sinirlar igerisinde tespit edildi. Ancak Tiirkiye kokenli suslarda en biiyiik plazmidin
27 kb civarinda olmasi dikkat ¢ekicidir. Zira genelde laktokok suslarinda bulunan ve en

biiyiikk kromozom dis1t DNA molekiilii olan laktoz plazmidleri, 30 kb’in {izerinde tespit
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edilmistir (Lundin et al. 2005). Bu biiyiilk molekiil yapis1 laktoz fermentasyonunu
kontrol eden operonun biiyiikliiglinden ve s6z konusu plazmidlerin genellikle konjugal
transfer genlerini (fra) tasimasindan kaynaklanmaktadir. Tirkiye kokenli laktokok
suslarinda laktoz plazmidlerinin tanimlanmasi ve detayli analizi, bu farkliligin evrimsel

esasinin tespiti agisindan biiylik onem tagimaktadir.

Laktokoklarda hiicre i¢i kosullar disinda, 6zellikle endiistriyel iiretim ve saklama
stireclerinde plazmid stabilitesini etkileyen en Onemli parametre ortam sicakligidir
(Pillidge et al. 2003, Lee 2005). Starter kiiltiirlerin tasinmasi ve saklanmasi yaninda,
iiretim ve depolama siireclerinde de bakteriler degisik sicakliklara maruz kalmaktadir.
Bu farkli sicaklik kosullarinda plazmid stabilitesinin siirmesi, starter kiiltiir performansi
acisindan kritik 6nem tasimaktadir (van Kranenburg and de Vos 1998, Mills et al.
2006). Plazmid stabilitesinin en yiiksek diizeyde etkilendigi kosullar, bakterilerin
gelisebildigi sicaklik degerleridir. Zira plazmidlerin hiicrelerden eliminasyonu, kopya
sayllarinin  disliriilmesi  ve  replikasyonlarinin =~ bloke edilmesi  sureti ile
gergeklestirilmektedir (Mills et al. 2006). Bu nedenle ¢alismamizda; laktokok suslarinin
tireyebildigi ve endiistriyel iiretim siireclerinde en fazla karsilastigt ortam sicaklik

degerlerinin (15-40°C) plazmid stabilitesi lizerindeki etkileri arastirildi.

Plazmid stabilite testlerinde kullanilan ilk sicaklik degeri olan 15°C’de, GM17 broth
ortaminda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda L. lactis subsp. lactis U29
(Sekil 4.1) ve L. lactis subsp. cremoris U70 (Sekil 4.3) suslarinin plazmid iceriklerinde
bir degisim meydana gelmedi. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunda
ise (Sekil 4.2), kontrol 6rnek ile bu susun 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda
belirlenen plazmid igeriklerinin tamamen ayni oldugu gozlendi. Ancak 72 saat
inkiibasyona tabi tutulan orneklerde 16.4 kb biiyiikliikte ilave bir plazmid tespit edildi.
Denemelerde beklenen plazmid kaybi yerine ilave bir plazmidin uzayan inkiibasyon
stireleri sonunda belirlenmesi, bu plazmidin kopya sayisinin artirilmasi ve bu yolla jel
sistemlerinde tanimlanabilir hale gegmesinden kaynaklanmaktadir. Kesikli tiretimlerde
uzayan inkiibasyon siirelerinde, susun iiremesi sonucu ortamdaki besin maddelerinin
azalmasi ve metobolitlerin birikimi, basta pH ve toksik atik iriinler olmak {izere,

degisik stres kosullar1 yaratmaktadir. Bakteriler bu stres kosullarina direnglilik igin
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degisik yanit mekanizmalar1 gelistirmistir. Adaptif stres yanitinin olusumu, biiylik
Olclide genetik esneklik ile iliskili oldugundan, bu o6zelligin gen kodu genellikle
plazmidler iizerinde kodlanmaktadir (Dmowski et al. 2006, Mills et al. 2006). Bu
literatlir bilgileri 1s18inda L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunda
15°C’de 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda dogal susta belirlenemeyen bir plazmidin
saptanmasit durumu, s6z konusu plazmidin stres yanitindan sorumlu olmasi ile
aciklanabilir. Stres kosulu 24 ve 48 saat siireleri sonunda yanit vermeyi gerektirecek
diizeye ulasmadigindan 16.4 kb biiyiikliikteki plazmid diisiik replikasyon etkinliginde
tutulmus, ancak 72°C’de yasamda kalabilmek i¢in hizli bir yanit gereksinimi ortaya
ciktiginda replikasyon baskisi kaldirilmis ve kopya sayist artirilmistir. Bu sekilde
plazmidin fiziksel tespiti miimkiin olmustur. Bu olast mekanizmanin kesinlik
kazanabilmesi i¢in, s6z konusu plazmidin yanit olusturdugu stres kosulunun ve bu

kosula bagli replikasyon fonksiyonlarinin belirlenmesi zorunludur.

L. lactis suglarinda inkiibasyon sicakliginin 20°C’ye ¢ikarilmasi, L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis U52 (Sekil 4.4), L. lactis subsp. cremoris U70 (Sekil 4.5)
suslarinda; 15°C’den farkli bir plazmid stabilitesine yol agarken, L. lactis subsp. lactis
U29 susunda, 15°C’de oldugu gibi, herhangi bir plazmid degisimine yol agmadi (Sekil
4.6). L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunda 24 saat inkiibasyon siiresi
sonunda, paralel ¢aligmalarin birinde 7.7 kb plazmidin kayboldugu saptand: (Sekil 4.4).
Denemelerin bu siire igin tekrar edilmesi halinde de ayn1 durum meydana geldi. Daha
sonraki inkiibasyon siirelerinde de bu plazmidin siirekli kaybi, 24 saatin s6z konusu
plazmidin populasyondan eliminasyonu igin kritik bir siire oldugunu isaret etti.
1nk1'ibasy0n stiresi 48 saate ¢ikarildiginda, 7.7 kb plazmide ilave olarak, 24.0, 18.6, 5.9
ve 4.6 kb plazmidlerin de kayboldugu saptandi. 20°C’de 72 saat inkiibasyon siiresi
sonunda ise, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunda 48 saat sonunda
belirlenen plazmid stabilite diizeyleri ile ayn1 veriler elde edildi. Bu susta 15°C’de 72
saat inkiibasyon siiresi sonunda belirlenen 16.4 kb biiytikliikteki plazmid (Sekil 4.2),
20°C’de higbir inkiibasyon siiresi sonunda tanimlanamadi. L. lactis subsp. cremoris U70
susunda 20°C inkiibasyon sicaklifinda 24 saat sonunda plazmid igeriklerinde bir
degisim meydana gelmedi. Ayni sicaklikta 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda 22.2, 18.2

ve 12.0 kb biiyiikliikteki plazmidler elimine oldu. Inkiibasyon siiresi 72 saate
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cikarildiginda ise, plazmid igermeyen (tiim plazmidleri giderilmis) varyantlar meydana

geldi (Sekil 4.5).

L. lactis subsp. lactis U29 susunun diisiik diizeyde de olsa, plazmid stabilitesini yitirdigi
ilk inkiibasyon sicakligi 25°C olarak tespit edildi. Bu sicaklikta 24 ve 48 saatler
sonunda plazmid stabilitesi, 15°C ve 20°C inkiibasyon sicakliklarinda oldugu gibi,
etkilenmezken; inkiibasyon siiresi 72 saate ¢ikarildiginda, 12.3 ve 15.0 kb biiytikliikteki
plazmidlerin kayboldugu saptandi (Sekil 4.7). Bu inkiibasyon sicakliginda, L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunun 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda
belirlenen plazmid profillerindeki tek farklilik, 15°C’de 72 saat inkiibasyon siiresi
sonunda fiziksel olarak tanimlanabilir hale gelen 16.4 kb plazmidin belirlenmesidir
(Sekil 4.8). Bu sonug, 15°C’de 72 saat sonunda olusan stres kosulunun 25°C’de
24 saatte meydana geldigine isaret etmektedir. inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda
16.4 kb plazmid yaninda 24.0 kb plazmid de bu sustan elimine oldu. Bu sicaklikta son
inkiibasyon siiresi olan 72 saat sonunda ise, 48 saat sonunda belirlenen plazmid
profillerinden farkli olarak, 18.6 kb plazmidin de kayboldugu saptandi. L. lactis subsp.
cremoris U70 susunun 25°C inkiibasyon sicakliginda, inkiibasyon siirelerine karsi
verdigi yanitlar incelendiginde; 24 ve 48 saat sonunda plazmid igeriklerinde hicbir
degisimin meydana gelmedigi belirlendi. Ancak inkiibasyon siiresi 72 saate

cikarildiginda bu susun icerdigi tiim plazmidler kayboldu (Sekil 4.9).

Laktokoklar i¢in optimum gelisme sicakligi olarak tanimlanan 30°C’de suslarin plazmid
stabilitesi incelendiginde; L. lactis subsp. lactis U29 susunun 24 saat inkiibasyon siiresi
sonunda tiim plazmidlerini yiiksek kopya sayisinda korudugu tespit edildi. inkiibasyon
stiresi 48 saate ¢ikarildiginda bu susun igerdigi biiyiik 4 adet plazmidin (23.6, 22.1, 19.6
ve 16.7 kb) stabil kaldigi, ancak kopya sayisinin c¢ok distiigii saptandi. Kopya
sayisindaki diismeler fiziksel tespitte tanimlanan bant zayiflamasiyla karakterize edildi.
Diger plazmidler (15.0, 12.3, 7.7, 7.1 ve 5.7 kb) 48 saat sonunda populasyondan
hazirlanan DNA izolatlarinda tanimlanamadi. 30°C’de 72 saat inkiibasyon siiresi
sonunda ise bu sug tiim plazmidlerini kaybetti (Sekil 4.10). Bu sicaklik degerinde L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susu, 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri

sonunda plazmid stabilitesi bakimindan tamamen ayni davranigi gosterdi. Bu siireler
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sonunda, 4.6, 5.9, 7.7 ve 18.6 kb biiyiikliikteki plazmidler elimine oldu. inkiibasyon
siiresi 72 saate cikarildiginda bu susun tiim plazmidleri stabilitesini kaybetti (Sekil
4.11). L. lactis subsp. cremoris U70 susu 30°C sicakta 24 ve 48 saat inkiibe edildiginde,
plazmid stabilitesini korudu. Tekrarlanan testler de ayni sonuglari verdi. Inkiibasyon
siiresi 72 saate ¢ikarildiginda ise, higbir Ornekte plazmid igerigine rastlanmadi

(Sekil 4.12).

35°C inkiibasyon sicakliginda 24 saat tutulan L. lactis subsp. lactis U29 sus
kiltlirlerinin plazmid igeriginde herhangi bir degisim meydana gelmedi. Ancak
inkiibasyon siiresi 48 ve 72 saatlere ¢ikarildiginda bu sus tiim plazmidlerini kaybetti
(Sekil 4.13). L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunda 24 saat inkiibasyon
stiresi sonunda 5.9 ve 7.7 kb biiytikliikteki iki plazmid kayboldu. 48 saat sonunda bu
susta yalniz 18.6 ve 4.6 kb biiyiikliiktesi plazmidler tanimlandi. Diger plazmidler ise
elimine oldu. Son inkiibasyon siiresi olan 72 saatte ise, plazmid icermeyen tiirev
meydana geldi (Sekil 4.14). L. lactis subsp. cremoris U70 susunda 24 saat sonunda
sadece 6.7 kb biiyiikliikteki plazmid kaybi belirlendi. 48 saat sonunda bu plazmide ek
olarak 5.2, 6.0 ve 9.5 kb plazmidler de sustan elimine oldu. Inkiibasyon siiresi 72 saate
uzatildiginda diger plazmidler de stabilitelerini kaybetti ve plazmid i¢cermeyen tlirev sus

tanimlandi (Sekil 4.15).

Aragtirmada kullanilan son sicaklik degeri olan 40°C’de L. lactis subsp. cremoris U70
susu gelismedigi icin plazmid stabilitesine ait sonu¢ alinamadi. 40°C inkiibasyon
sicakliginda U70’in gelismemesi tipik bir L. lactis subsp. cremoris susu olduguna isaret
etmektedir. L. lactis subsp. lactis U29 susunda bu sicaklikta ve 24 saat sonunda
plazmid igeriginde bir degisme meydana gelmedi. Ancak 48 ve 72 saat inkiibasyon
stireleri sonunda s6z konusu sus tiim plazmidlerini kaybetti (Sekil 4.16). L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis U52 de ise, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 5.9 ve 7.7 kb
biiyiikliikteki plazmidlerin kayboldugu saptandi. inkiibasyon siiresi 48 ve 72 saatlere
cikarildiginda, U29 susunda oldugu gibi, plazmid igermeyen tiirev sus tanimlandi

(Sekil 4.17).
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Sicaklik uygulamalarina kars1 plazmid stabilitesi agisindan en yiiksek diizeyde direng
gosteren sus L. lactis subsp. lactis U29 olurken, en diisiik plazmid stabilitesi (L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis US2 ile benzer davranig gOstermesine ragmen)
L. lactis subsp. cremoris U70’de belirlendi. Tiim suslarin plazmid stabilitesinin en fazla
etkilendigi inkiibasyon siiresi ise, 72 saat olarak saptandi. Bu sonuglar literatiir verileri
ile biiylik 6l¢iide benzerlik icermektedir (de Vos et al. 1997, Zechner 2000, Grohmann
et al. 2003, Shareck et al. 2004). Ancak Tiirkiye kokenli suslarda 15°C, 20°C ve
25°C’de yiiksek diizeyde stabilite 6zelliginin saptanmasi, literatiir verileri ile zitlik
tagimaktadir. Zira bu giine kadar yiiriitiilen benzer ¢alismalarda 6zellikle 15°C ve 20°C
inkiibasyon sicakliklarinda c¢ok kisa inkiibasyon siirelerinde bile oldukca yiiksek
plazmid kayiplar1 tespit edilmistir (Martin et al. 2004, Simones-Barbosa et al. 2004,
Haga et al. 2006). Tirkiye kokenli laktokok suslarinin bir diger ilging 6zelligi de, bu
bakteriler i¢in optimum gelisme sicakligr olan 30°C’de plazmid stabilitesinin 72 saat
inkiibasyon siiresinde biiyiik 6l¢lide kaybolmasidir. Bu yiiksek degiskenlik, s6z konusu
suslarin stres kosullarina diisiik diizeyde yanit olusturabildiginin kamtidir. Tirkiye
kokenli suslarda; endiistriyel iiretim stiregleri gibi, yiiksek yarisma kosullarinin
bulundugu ortamlara adaptasyon heniiz gerceklesmediginden, stres yanitinin yavas
gelistirilmesi dogaldir. Stres kosullarinin letalite alti degerlerinde, suslarda direnclilik
tesviki yapilarak starter kiiltlir programlarinda kullanilacak bakterilerde bu sorun
asilabilir. 35°C ve 40°C’de Tiirkiye kokenli suslarda ¢ok yiiksek oranda plazmid kaybi
meydana geldi. Literatiir verilerinde de bu inkiibasyon sicakliklarinda laktokok
plazmidlerinin kaybinin yiiksek oldugu saptanmis ve nedeni sicakliga duyarl plazmid
replikasyon karakteristikleri ile agiklanmistir (Shareck et al. 2004, Haga et al. 2006).
Tiirkiye kokenli dogal suslar ve bunlarin degisik plazmidleri kaybetmis mutantlari,
genetik ve biyokimyasal calismalar sonucu plazmid stabilitesi ile replikasyon
fonksiyonlar1 arasindaki iliskinin tanimlanmasi agisindan ¢ok 6nemli bir kaynak tegkil
etmektedir. Diger yandan, bu mutantlarda yiiriitilecek plazmid tamamlama testleri
sonucu; laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite, faj direnglilik, stres kosullarina
direnglilik ve sitrat fermentasyonu gibi 6zelliklerin genetik determinantlar1 kolaylikla

tanimlanabilir.
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Sekil 4.1 15°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis U29 susu plazmid
stabilitesi tizerine etkisi

1 L. lactis U29 (Kontrol) (kb): 23.6,22.1, 19.6, 16.7, 15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7

2 24 saat 1. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7
3 24 saat2. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6, 16.7, 15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
4 48 saat 1. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7
5 48 saat 2. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7
6 72 saat 1. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1, 5.7
7 72 saat 2. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3, 7.7, 7.1, 5.7
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Sekil 4.2 15°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
susunun plazmid stabilitesi iizerine etkisi

1 L. lactis U52 (Kontrol) (kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

~N O Bk W

72 saat 2. paralel

24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 16.4,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 16.4,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
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Sekil 4.3 15°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. cremoris U70 susunun plazmid
stabilitesi lizerine etkisi

N O D AW

L. cremoris U70 (Kontrol)
24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel
72 saat 2. paralel

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5, 6.7, 6.0, 5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7, 6.0, 5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7, 6.0, 5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7, 6.0, 5.2
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Sekil 4.4 20°C sicaklik uygulamasinin L. /actis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
susunun plazmid stabilitesi lizerine etkisi

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

N N D R W =

72 saat 2. paralel

L . diacetylactis U52 (Kontrol) (kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,5.9,4.6, 2.8
22.7,20.5,8.7,2.8

22.7,20.5, 8.7, 2.8

22.7,20.5,8.7,2.8

22.7,20.5,8.7,2.8
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Sekil 4.5 20°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. cremoris U70 susunun plazmid
stabilitesi iizerine etkisi

1 L. cremoris U70 (Kontrol)  (kb): 22.2,20.2, 18.2, 12.0,9.5, 6.7, 6.0, 5.2

2 24 saat 1. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
3 24 saat 2. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
4 48 saat 1. paralel (kb): 20.2,9.5,6.7,6.0,5.2

5 48 saat 2. paralel (kb): 20.2,9.5,6.7,6.0,5.2

6 72 saat 1. paralel (kb): —

7 72 saat 2. paralel (kb): —
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Sekil 4.6 20°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis U29 susunun plazmid
stabilitesi tizerine etkisi

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

N N R BN =

72 saat 2. paralel

L. lactis U29(Kontrol) (kb):

(kb):
(kb):

(kb):

(kb):
(kb):
(kb):

23.6,22.1,19.6, 16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6, 16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6,16.7,15.0, 12.3,7.7,7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6, 16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6, 16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6,16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6, 16.7,15.0, 12.3,7.7,7.1, 5.7
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Sekil 4.7 25°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis U29 susunun plazmid
stabilitesi tizerine etkisi

1 L. lactis U29 (Kontrol) (kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

N O D AW

72 saat 2. paralel

23.6,22.1,19.6,16.7,15.0, 12.3,7.7,7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6, 16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6,16.7,15.0, 12.3, 7.7, 7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6,16.7,15.0, 12.3,7.7,7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6,16.7,15.0, 12.3,7.7,7.1, 5.7
23.6,22.1,19.6,16.7,7.7,7.1, 5.7

23.6,22.1,19.6,16.7,7.7,7.1,5.7
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Sekil 4.8 25°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
susunun plazmid stabilitesi lizerine etkisi

1 L. diacetylactis U52 (Kontrol) (kb): 24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7, 7.7, 5.9, 4.6, 2.8

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

N N AW

72 saat 2. paralel

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24.0,22.7,20.5, 18.6, 16.4,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 16.4,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
22.7,20.5,18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
22.7,20.5,18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8
22.7,20.5,8.7,7.7,5.9,4.6,2.8
22.7,20.5,8.7,7.7,5.9,4.6,2.8
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Sekil 4.9 25°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. cremoris U70 susunun plazmid
stabilitesi tizerine etkisi

N O D AW

L. cremoris U70 (Kontrol)
24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel
72 saat 2. paralel

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7, 6.0, 5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7, 6.0, 5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2
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Sekil 4.10 30°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis U29 susunun plazmid
stabilitesi lizerine etkisi

1 24 saat 1. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7, 7.1, 5.7

2 24 saat 2. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1, 5.7

3 48 saat l. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6, 16.7

4 48 saat 2. paralel (kb): 23.6,22.1, 19.6, 16.7

5 72 saat 1. paralel (kb): —

6 72 saat 2. paralel (kb): —

7 L. lactis U29 (Kontrol) (kb): 23.6,22.1, 19.6, 16.7, 15.0, 12.3,7.7, 7.1, 5.7

8  Marker (kb): 16.2,14.2,12.1,10.1, 8.1, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 2.9, 2.1
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Sekil 4.11 30°C sicaklik uygulamasinin L. /actis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
susunun plazmid stabilitesi lizerine etkisi

1 24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel
72 saat 2. paralel

o0 N AN N B WD

Marker

(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
L. diacetylactis U52 (Kontrol) (kb):

24.0,22.7,20.5,8.7,2.8
24.0,22.7,20.5,8.7,2.8
24.0,22.7,20.5,8.7,2.8
24.0,22.7,20.5,8.7,2.8

24.0,22.7,20.5, 18.6,8.7,7.7,5.9, 4.6, 2.8

16.2,14.2,12.1, 10.1, 8.1, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 2.9, 2.1
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Sekil 4.12 30°C sicaklik uygulamasinin L. /actis subsp. cremoris U70 susunun plazmid
stabilitesi lizerine etkisi

1 24 saat 1. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2

24 saat 2. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2

48 saat 1. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2

48 saat 2. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.7,6.0,5.2

72 saat 1. paralel (kb): —

72 saat 2. paralel (kb): —

L. cremoris U70 (Kontrol) (kb): 22.2,20.2, 18.2,12.0, 9.5, 6.7, 6.0, 5.2
Marker (kb): 16.2,14.2,12.1,10.1, 8.1, 7.0, 6.0, 5.0, 4.0, 2.9, 2.1

o N AN N B W
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Sekil 4.13 35°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis U29 susunun plazmid
stabilitesi lizerine etkisi

1 L. lactis U29 (Kontrol) (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7

2 24 saat 1. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3, 7.7, 7.1, 5.7
3 24 saat 2. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7
4 48 saat 1. paralel (kb): —
5 48 saat 2. paralel (kb): —
6 72 saat 1. paralel (kb): —
7 72 saat 2. paralel (kb): —
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Sekil 4.14 35°C sicaklik uygulamasinin L. /actis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
susunun plazmid stabilitesi lizerine etkisi

1 L. diacetylactis U52 (Kontrol) (kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

N O AW

72 saat 2. paralel

24.0,22.7,20.5,18.6,8.7,7.7,5.9,4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 8.7, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 8.7, 4.6, 2.8

18.6, 4.6

18.6, 4.6
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Sekil 4.15 35°C sicaklik uygulamasinin L. /actis subsp. cremoris U70 susunun plazmid
stabilitesi lizerine etkisi

1 L. cremoris U70 (Kontrol)  (kb): 22.2,20.2, 18.2, 12.0,9.5, 6.7, 6.0, 5.2

2 24 saat 1. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.0,5.2
3 24 saat 2. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0,9.5,6.0,5.2
4 48 saat 1. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0

5 48 saat 2. paralel (kb): 22.2,20.2,18.2,12.0

6 72 saat 1. paralel (kb): —

7 72 saat 2. paralel (kb): —
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Sekil 4.16 40°C sicaklik uygulamasinin L. lactis subsp. lactis U29 susunun plazmid
stabilitesi lizerine etkisi

1 L. lactis U29(Kontrol) (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7

2 24 saat 1. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7
3 24 saat2. paralel (kb): 23.6,22.1,19.6,16.7,15.0,12.3,7.7,7.1,5.7
4 48 saat 1. paralel (kb): —
5 48 saat 2. paralel (kb): —
6 72 saat 1. paralel (kb): —
7 72 saat 2. paralel (kb): —
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Sekil 4.17 40°C sicaklik uygulamasinin L. /actis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52
susunun plazmid stabilitesi lizerine etkisi

1 L. diacetylactis U52 (Kontrol) (kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):
(kb):

24 saat 1. paralel
24 saat 2. paralel
48 saat 1. paralel
48 saat 2. paralel
72 saat 1. paralel

N N AW

72 saat 2. paralel

24.0,22.7,20.5,18.6,8.7,7.7,5.9,4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 8.7, 4.6, 2.8
24.0,22.7,20.5, 18.6, 8.7, 4.6, 2.8
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4.2 Tiirkiye Kokenli L. lactis Suslarimin Faj Direnclilik Diizeyleri

Degisik inkiibasyon sicakliklar1 ve siirelerinde plazmid stabilite 6zellikleri belirlenen
laktokok suslarinda faj direnglilik fenotipleri; Tiirkiye kokenli 82 adet litik faj
kullanilarak arastirildi (Cizelge 4.1). Testler sonucunda L. lactis subsp. lactis U29 susu
12, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susu 9, L. lactis subsp. cremoris U70
susu da 9 faja karst duyarli bulundu. Suslarda belirlenen bu yiiksek diizeydeki faj
direnglilik karakteristikleri, endiistriyel agidan biiyiilk 6nem tagimaktadir. Zira halen
laktokok starter kiiltlir suslarinin kullanildig1 fermente siit endiistrisi uygulamalarinda en
onemli sorun, faj kontaminasyonlar1 yolu ile meydana gelen ekonomik kayiplardir
(Madera et al. 2003, Dupont et al. 2004, Delgado and Mayo 2004). Tiirkiye kokenli
suslarin plazmid stabilite testlerinden elde edilen, plazmid igermeyen ya da degisik
plazmidleri giderilmis tlirev suslarin kiiltiir koleksiyonuna alinmig olmasi nedeni ile, s6z
konusu bakterilerde faj direnclilik ozelliklerinin genetik determinantlar1 kolaylikla

tanimlanabilir ve pratik uygulamalarda kullanilabilir.

Faj denemelerinde belirlenen bir diger onemli nokta, laktokok fajlarinin konakgi
spesifitesi gostermemesidir. Homolog konakgis1 ne olursa olsun, fajlar diger laktokok
alt tiirleri ve biyovaryetesine etkili olabilmektedir (Cizelge 4.1). Bu durum laktokok
fajlarindan korunmada en etkili yontemlerden biri olan starter kiiltiir rotasyonunun

(de Haard et al. 2005, Lunde et al. 2005) kosullarinin tanimlanmasinda esas alinmalidir.
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarhiliklari

Faj Kod No.
on \O 0 [ < < <
<t <t (@] N v [\l < < \O \O < al on o — S N o0 [l
Suslar NN N e N N B N B N N R R R B
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(Duyarl1 sus)

- : Direngli
+ : Duyarh




IS

Cizelge 4.1 Laktokok suglarinin faj duyarhliklari (devam)

Faj Kod No.

)

(@\ N o <t e \O o~ S — N
Suslar =A@

[ee] o0 [ee] o0 [ee] o0 [ee] o0 [ee] o0
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L. lactis subsp. cremoris U70 - - - + - - - - - -
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L. lactis subsp. lactis 11 98 (Duyarli sus) L e i A i o T A S S B S I S S o
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.

S on v (=] o0 [®)) o~ ] < <
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No

— o0 <

nlolon|lolalS|lwvw|lalw| |0
Suslar = | = e nn )N

Cl8 |8l |8 |8 ||| 5
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.
Suslar
®ypld 66.37 ®pld 66.10a ®pld 66.44
L. lactis subsp. lactis U29 - - -
L. lactis subsp. cremoris U70 - - -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 - - -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 1d 66 (Duyarli sus) + + +

- : Direngli
+ : Duyarl
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.
Suslar
Ppll 6.2 | Ppll 6.5a | Ppll 6.6a | Ppll 6.10a | Dpll 6.12a
L. lactis subsp. lactis U29 - - - - -
L. lactis subsp. cremoris U70 - + - - -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 - - - - -
L. lactis subsp. lactis 11 6 (Duyarl1 sus) + + + + +

- : Direngli
+ : Duyarl
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.
Suslar
@pll 35.15a | Dypll 35.47 | dpll 35.13a | @pll 35.6 | Ppll 35.8
L. lactis subsp. lactis U29 - - + - +
L. lactis subsp. cremoris U70 - - - - -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 - - + - +
L. lactis subsp. lactis 11 35 (Duyarli sus) + + + + +

- : Direngli
+ : Duyarl
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.
Suslar
@pld 64.20a | Ppld 64.35 | PDpld 64.34 | Ppld 64.14a
L. lactis subsp. lactis U29 + - - -
L. lactis subsp. cremoris U70 - - + -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 - - + -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 1d 64 (Duyarl1 sus) + + + +

- : Direncli
+ : Duyarl
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.
Suslar
@pll 10.5 @pll 10.12a @pll 10.17a @pll 10.16a
L. lactis subsp. lactis U29 - + - -
L. lactis subsp. cremoris U70 - - - -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 - - - -
L. lactis subsp. lactis 11 10 (Duyarli sus) + + + +

- : Direngli
+ : Duyarl
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Cizelge 4.1 Laktokok suslarinin faj duyarliliklar1 (devam)

Faj Kod No.
Suslar
Ppll 47.21 Ppll 47.16a @pll 47.17a
L. lactis subsp. lactis U29 - + -
L. lactis subsp. cremoris U70 + - -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 - + -
L. lactis subsp. lactis 11 47 (Duyarl sus) + + +

- : Direngli
+ : Duyarh




4.3 Laktokok Suslarimin Endiistriyel Acidan Onem Tasiyan Metabolik Ozellikleri

Aragtirmada kullanilan laktokok suslarinin  endiistriyel ag¢idan Onem tasiyan
Ozelliklerinin tanimlanmasi, bu suslarin starter kiiltiir kullanim potansiyellerinin
belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir (Madera et al. 2003, van Kranenburg et al.
2005). Bu dogrultuda, Tirkiye kokenli laktokok suslarinda, beklendigi gibi, sadece
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis US52 sitrat fermentasyonu sonucu diasetil
olusturma yeteneginde bulundu. Ayrica bu sonug, susun daha Onceki ¢alismalarda

gergeklestirilen tanisinin dogruluguna isaret etmektedir (Cizelge 4.2).

Siit fermentasyonlarinda kullanilan starter kiiltlir suslarinin  temel aktivitesi,
fermentasyon ana iiriinii olarak laktik asit olusturmalaridir. Laktik asit olusumu; sadece
fermentasyonun baslamasi ve iiriiniin yapisal-aromatik 6zelliklerinin gelisimi agisindan
degil, kontamine floranin engellenmesine katkis1 yoniinden de iiriin kalitesi ve verimi
izerine etki etmektedir (Boonmee et al. 2003, Lee 2005). Arastirmamizda 30°C’de 6
saat sonunda ApH degerleri 0.04-0.91 arasinda, 24 saat sonunda ise 1.77-2.11 arasinda
degisim gosterdi (Cizelge 4.3). Endiistriyel fermentasyon siireglerinde yararlanilan
Lactococcus cinsi tiyesi starter kiiltiir suslarinda hizli asit olusturma yetenegi; ¢ig siit
ortamina % 1 oraninda bakteri inokiilasyonu esas alinarak, bakteriyel tiremenin durma
fazina ulastig1 ortalama siireye gore (6 saat) degerlendirilmektedir (Durlu-Ozkaya et al.
2001, Madera et al. 2003, Ziadi et al. 2005). Bu kosullarda; ApH 1.50 ve iizerinde
olanlar yiiksek, 1.00-1.50 arasinda olanlar orta ve 1.00 den diisiik olanlar zayif asit
tireticileri olarak tanimlanmaktadir (Ziadi et al. 2005). Bu esasa gore Tiirkiye kokenli
tiim laktokok suslar1 diisiik asit iireticiler olarak degerlendirildi. Starter kiiltiirlerin asit
tiretme Ozellikleri, tretilecek fermente gidanin karakteristikleri dikkate alinarak
tanimlanmaktadir. Ozellikle uzun olgunlasma siiresine sahip sert ve yari sert peynirlerde
hizli asitlik gelisimi tercih edilmemektedir. Zira bu durumda kontrolsiiz bakteri
par¢alanmas1 meydana gelmekte ve proteolitik enzimlerin zamana bagl olgunlastirma
islevi bozulmaktadir. Bu durumda {irtiniin tipik aroma 6zellikleri degigsmekte ve tiiketici
kabulii diismektedir. Bu kosullarda diisiik ya da orta diizeyde asit olugturma yetenegine
sahip starter kiiltiirlerin kullanimi tercih edilmektedir (Cock and de Stouvenel 2006). Bu

bilgiler dikkate alinarak 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda da Tiirkiye kokenli suslarin
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asit iretimleri degerlendirildi. Bu c¢alisma sonunda; 6 saatte tanimlanan ApH
degerlerinin, 24 saat sonunda 1.20-1.73 arasinda arttig1 ve % 0.690-0.885 laktik asit
oranlarina ulagtig1 saptandi (Cizelge 4.3). Bu degerler dikkate alindiginda, Tiirkiye
kokenli suglarin yavas ya da orta diizeyde asit olusumu ile karakterize edilen fermente

stit tirtinlerinde kullanilabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Daha 6nceki arastirmalarda oldugu gibi (Tiikel ve Akgelik 2000, Ozkalp ve Akgelik
2006) bu calismada kullanilan Tiirkiye kokenli laktokok suslarinda diisiik laktik asit
tiretim diizeylerinin saptanmasi, s6z konusu suslarin endiistriyel liretim siireclerine
adapte olmamasindan kaynaklanmaktadir. Biiyiik bir olasilikla bakteriler yiiksek asitligi
stres kosulu olarak algilamakta ve bu dogrultuda diisiik liretim seviyesinde regiile
etmektedir. Bu 6ngorii, laktik asit stresi altinda laktokok suslarinin olusturdugu genetik

ve biyokimyasal yanitlarin dogasi incelenerek agiklik kazanacaktir.

L. lactis suslarinda proteolitik aktivite 6zellikleri, Citti ef al. (1963) tarafindan onerilen
yontem esas alinarak belirlendi. Buna gore L. lactis subsp. lactis U29 susunda 0.0141
mg Tyr/L, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis U52 susunda 0.0164 mg Tyr/L ve
L. lactis subsp. cremoris U70’de 0.0200 mg Tyr/L arasinda proteolitik aktivite yetenegi
tespit edildi (Cizelge 4.4). Literatiir verilerinde 0.010-0.025 mg Tyr/L diizeyi, orta
diizeyde proteolitik aktivite yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Guedon et al. 2001).
Laktokok suslar1 proteolitik aktivite yetenekleri sayesinde, siitte bulunan ana azot
kaynagi olan kazeini kullanmak suretiyle, bu ortamdaki gelisme hizlarini kontrol
etmektedir. Kazein katabolizmasi esnasinda salinan ara tiriinler, fermente siit tiriinlerinin
aroma ve tat bilesiklerinin olusumunda anahtar rol oynamaktadir. Ancak hizli
proteolitik aktivite yetenegine sahip suslarin, fermentasyon ortamlarinda olusturduklari
ylksek miktardaki peptit kalintilar1 ve aminoasitler nedeni ile ac1 bir tadin gelisimine
yol agtig1 belirlenmistir (Atiles et al. 2000, Helinck et al. 2003, Madera et al. 2003). Bu
nedenle Tirkiye kokenli laktokoklarda tanimlanan orta diizeyde proteolitik aktivite

yetenegi, starter kiiltiir suslari i¢in tercih edilen bir 6zellik olmaktadir.
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L. lactis suslarinda arastirilan son endiistriyel 6zellik antibakteriyel aktivite yetenekleri
olmustur. Indikatdr bakterilere kars: yiiriitiilen testler sonucunda, sadece L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis U52 susu L. lactis T1 susuna kars1 6 mm ve L. lactis subsp.
cremoris U70 susu ise, Bacillus cereus FMI1 susuna karst 5 mm inhibisyon zonu
olusturdugu belirlendi (Cizelge 4.5). Antibakteriyel aktivitenin kontrol bakteriyosin
ireticilerine oranla ¢ok diisiik olmasi, elde edilen zonlarin bakteriyosin dis1 bilesikler

tarafindan olusturulduguna isaret etmektedir.
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Cizelge 4.2 Laktokok suslarinin diasetil tiretme 6zellikleri

Suslar

Diasetil Uretimi

L. lactis subsp. lactis U29

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis US52 +
L. lactis subsp. cremoris U70 -
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 50 * +
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 101 * +
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis 33 * +

L. lactis subsp. cremoris 70 *

L. lactis subsp. cremoris T *

*

Kontrol suslar
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Cizelge 4.3 Laktokok suslarinin laktik asit {iretim diizeyleri

. 6. saat 24 saat 24 saat
6. saat sonundaki . . 24 saat .
Suslar ortalama oH sonundaki sonundaki sonundaki ApH sonundaki %
P ortalama ApH ortalama pH P asitlik
L. lactis subsp. lactis U29 5.57 0.91 4.37 2.11 0.885
L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis US2 6.44 0.04 4.71 1.77 0.726
L. lactis subsp. cremoris U70 6.10 0.38 4.43 2.05 0.690
L lactis JC 17 6.35 0.13 6.05 0.43 0.303

(lactisin 481 {ireticisi)

Baglangi¢ pH: 6.48
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Cizelge 4.4 Laktokok suslarinin proteolitik aktivite diizeyleri

Suglar Proteolitik Aktivite
(mg Tyr/L)

L. lactis subsp. lactis U29 0.0141

L. lactis subsp. biovar. diacetylactis U52 0.0164

L. lactis subsp. cremoris U70 0.0200

L. lactis subsp. cremoris* 0.0180

L. lactis subsp. cremoris* 0.0153

<10 pg Tirozin (Tyr)/mL : Cok diisiik diizeyde proteolitik aktivite
10.00 — 23.55 pg Tyr/mL : Orta diizeyde proteolitik aktivite
26.60 —43.70 pg Tyr/mL : Yiiksek diizeyde proteolitik aktivite

* Kontrol
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Cizelge 4.5 Laktokok suslarinin antibakteriyel aktivite 6zellikleri

Suslar ve Zon Caplan

indikator bakteriler U29 Us2 U70 SIK-83 * JC-17 **
Lactococcus lactis SIK-83 (nisin iireticisi) — — - — 9 mm
Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli) — — - 10 mm 14 mm
Lactococcus lactis IL 1403 (nisin duyarh) — — - 9 mm 26 mm
Enterococcus faecalis (nisin duyarli) — — — — —
Listeria innovia (nisin duyarl) — — - — -
Lactococcus lactis 105 (laktisin iireticisi) — — — 6 mm —
Lactococcus lactis 1 — — — 8 mm -
Lactococcus lactis T1 — 6 mm — 6 mm 7 mm
Lactococcus lactis 731 (laktisin 3147 iireticisi) — — — — —
Lactococcus lactis 2 (laktisin 3147 iireticisi) — — — 8 mm —
Lactococcus lactis 1 (laktisin 3147 iireticisi) — — — 10 mm —
Escherichia coli C1845 CFAI — — - — -
Salmonella enterica serovar. Typhimurium SL 1344 — — - — -
Pseudomonas fluorescens P1 — — — 5 mm 6 mm
Lactobacillus plantarum — — - 13 mm 12 mm
Lactococcus lactis JC 17 (laktisin 481 iireticisi) — — — 9 mm —
Bacillus cereus FM 1 — — 5 mm 7 mm 5 mm
Staphylococcus carnosus MC1, B — — - 19 mm 11 mm
Pediococcus pentasaceus FB B61.1 (pediosin iireticisi) — — - 10 mm 14 mm
Enterococcus faecalis NCDO 581 — — — 5 mm 7 mm
Staphylococcus aureus FRI 100 — — - 7 mm 5 mm
Lactococcus cremoris (Laktisin A + B iireticisi) - - — - —
Lactococcus lactis (Laktisin iireticisi) — — - — 20 mm

U29: L. lactis subsp. lactis

US52: L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
U70: L. lactis subsp. cremoris

* 1 L. lactis subsp. lactis (nisin Ureticisi)

** . L. lactis subsp. lactis (laktisin tireticisi)
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