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OZET

Lactobacillus delbrueckii BAKTERIYOFAJI LL-H’NIN KONAKCI
SPEKTRUMU

Bu ¢alismada, 7 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, 6 Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ve 5 Lactobacillus helveticus susu kullanilarak Lactobacillus delbrueckii
bakteriyofaji LL-H’ nin konakg¢1 spektrumu incelenmistir. Her bir sus i¢in ¢ift tabakali
plak titresi (double-layer plaque assay) yontemi kullanilarak en az 2 tekrar ile
adsorbsiyon kinetigi incelenmistir. Adsorbsiyon kinetigini incelemek icin 0, 3, 10, 30 ve
50. dakikalar dikkate alinarak adsorbsiyon egrileri olusturulmustur. Lb. delbrueckii ssp.
lactis CRL 539, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus L T4 ve HAMBI1449 suslari, lizojenik
karakter gosterdigi i¢in adsorbsiyon egrisi olusturulamamaistir. Lb. delbrueckii ssp. lactis
ATCC 15808 susu i¢in 1mM CuSOy ilaveli kosullarda ¢alisilarak bakir elementinin
adsorbsiyon kinetigi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Ayrica orta hizli adsorbsiyon
gozlenen Lb. lactis CRL 934 ve mevcut Lb. helveticus suslar1 icinde adsorbsiyon
gozlenmeyen tek sus olan Lb. helveticus ATCC 15009 bakterilerinin sirasiyla
adsorbsiyon hizini1 arttirmak ve adsorbsiyonu miimkiin kilabilmek hedefiyle, alkali
kosullarda (pH 8.5) calisilmistir. Genel itibariyle, Lb. delbrueckii ssp. lactis ve Lb.
helveticus suslarmin Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslarina kiyasla LL-H fajina daha
duyarl olduklar1 gdzlenmistir. Caligma ortamina bakir ilavesi Lb. delbrueckii ssp. lactis
ATCC 15808 susunun gelisme hizini yavaslatict bir etki gdsterirken adsorbsiyon
kinetiginde herhangi bir degisiklige yol agmamustir. Bakteri hiicre duvarindaki D-alanil
miktarim1 azaltarak faj adsorbsiyonunun arttirilmasi i¢in yapilan denemelerde alkali
muamelesinin fajin Lb. delbrueckii ssp lactis CRL 934’e adsorbsiyonunu arttirdig: fakat
Lb. helveticus ATCC 15009’a adsorbsiyonu iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig:
belirlenmistir. Logaritmik fazdaki veya duragan fazdaki bakteri kiiltiirii kullanimi
adsorbsiyon kinetigini etkilememesine ragmen duragan fazdaki kiiltiir faj plaklar:
biiytikliiglinde belirgin bir artisa yol agmaistir.

X



SUMMARY

THE HOST RANGTE of Lactobacillus delbrueckii BACTERIOPHAGE LL-H

The host range of Lactobacillus delbrueckii bacteriophage LL-H was investigated using
7 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, 6 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus and 5
Lactobacillus helveticus strains. For each strain, at least twice adsorption kinetics was
studied by double-layer plaque assay method. To determine adsorption kinetics,
adsorption curves was formed at 0, 3, 10, 30 and 50" minutes. It was not possible to
construct adsorption curves for Lb. delbrueckii ssp. lactis CRL 539, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus L. T4 and HAMBI1449 strains because of the lysogenic properties of these
strains. Adsorption kinetics of Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 in the presence
of ImM CuSO4 was also studied to determine the effect of copper on the adsorption
kinetics of this strain. Moderate adsorption rate was observed for Lb. lactis CRL 934
while no adsorption was found for Lb. helveticus ATCC 15009. To increase the
adsoption rate of the former strain and to improve adsorption property of the latter
strain, adsorption kinetics was studied under alkali conditions (pH 8.5). In general,
strains of Lb. delbrueckii ssp. lactis and Lb. helveticus were more sensitive to LL-H
phage than Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus. The presence of copper reduced the growth
rate of Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808, causing insignificant effect on
adsorption kinetics. Experiments on the improvement of phage adsorption by reducing
D-alanyl content of cell wall indicated that alkali treatment increased adsorption of the
phage to Lb. delbrueckii ssp lactis CRL 934. However, this treatment was ineffective on
the adsorption to Lb. delbrueckii ssp lactis CRL 934. Although the use of bacterial
culture on logarithmic or stationary phases did not affect the adsorption kinetics,
bacterial culture on stationary phases increased the sizes of phage plaques significantly.



1. GIRIS

Bakteriyofaj, Yunanca bir kelime olup “bakteri yiyen” anlamina gelmektedir
(Ergiilli 1982, Kinik vd 2000, Kilic 2008). Bakteriyofaj ya da kisaca faj, bakterilere
adsorbe olarak onlar1 dldiiren spesifik viral patojenik ajanlardir (Kimnik vd 2000, Mc
Grath vd 2007, Kilig 2008). Fajlar, canli bakteri hiicresi i¢inde cogalmaktadirlar ve
bakteri hiicresinden ayrildiklar1 zaman metabolizma faaliyetlerini siirdiirememektedirler
(Kilig 2008). Fajlar bitkiler, hayvanlar ve insanlar gibi okaryotik canlilar1 enfekte
etmemektedirler (Ergiillii 1982, Kimnik vd 2000, Kili¢c 2008).

Fajlarin tahmini 10°' birey ile (Mc Grath vd 2007) yeryiiziinde en ¢ok bulunan
biyolojik varlik oldugu iddia edilmektedir (Stone 2002, Mc Grath vd 2007, Labrie vd
2010). Fajlar dogada; okyanuslar, ¢oller, Antartik gdéller, termal sular, insan bagirsak
sistemi, stit isletmeleri (Mc Grath vd 2007) toprak, giibre, hava ve kirli sular (Ergiillii
1982) gibi ¢ok genis bir alanda bulunabilmektedir.

Bakteriyofajlarin biiyiikliikleri viriislere benzemektedir. Bu nedenle ancak elektron
mikroskobu ile incelenebilmektedirler (Ergiillii 1982, Kinik vd 2000, Kili¢c 2008, 2010).
Orta biiyiikliikte bir fajin hacmi, icinde ¢ogaldigi1 bakteri hiicresinin hacminin 1/1000
kadaridir ve nanometre (nm) ile Olgiilmektedir (Ergiilli 1982, Kilic 2008). Bundan
dolay1 dogrudan degil dolayli olarak gosterdikleri aktiviteleri izlenerek varliklar1 tespit

edilebilmektedir (Kili¢ 2010).

Fajlarmm tanimlanmasi1 ve siniflandirilmasi; fajlarmn  evrimsel gelismelerinin
aciklanmasina, filogenetik ¢alismalarin yapilabilmesine olanak sagladigi gibi, tedavi ve
endiistriyel amacli yararlhi fajlar ile fermentasyon proseslerinde ortaya c¢ikan zararh
fajlarin bir sistematik icinde degerlendirilmesine de yardimei olmaktadir (Acar Soykut

ve Tunail 2009a).

Bakteriyofajlar ile ilgili ilk gozlemler, 1896 yilinda M. Ernest Hankin tarafindan
yapilmistir (Kutter 1997, Stone 2002, Durupmmar 2005, Adhya ve Merril 2006,
O’Flaherty vd 2009). Hankin Hindistan’daki Ganj ve Jumma nehir sularinda Vibrio
cholerae’ye kars1t faj kaynakli antibakteriyel aktivite gozlemlemistir (Stone 2002,



Adhya ve Merril 2006, O’Flaherty vd 2009). 1898 yilinda ise Gamaleya, Bacillus
subtilis ile yaptig1 calismalarla Hankin’i onaylamistir (O’Flaherty vd 2009). Sekil

1.1°de faj tarihindeki 6nemli gelismeler 6zetlenmistir.

Harkin Hindistan'daki nehir
suyunda Vibrio choleras'ya .
kars1 antibakieriyel aktivite ::ﬁnz wndmmm‘
ghzleraledi {1306) Wlolekitler Biyoloji igin (1920'lexden gimiimmitze)
dHerelle faji kegfetti fajlann kallaralmasz
we yapism tanrnlach (1950%rden giniiraiizey [T 7T T T >
(1917
__________________________________ ...
1890( 1900 “V 1920 1940 1960 1980 2000 2010
) ) Fischettiwe
A fajimm 1zolasyronn arkadaglan in vivo
Ctamaleya, Hankin'in (1851} kogullarda faj
gizleralerind Uluslararas: Bakteriyofaj Enstitisiy lisinlerinin aktrvitesing
Barillus subtilis ile Tiflis, CHeistan'da karaldn karatladilar (20013
onaylach (1558) {19273 _ o
Srrith e Huggins'in gahgrnalan l
Batida faj aragtunalanm tekrar
gimdeme getirdi (1950'Tex) FD&, etlerin Listeria
Twort Staphylococous aurens kontaminassyonma
aktivite gizlernledi {1915) faj kullararam
omatylad: (2006}

Sekil 1.1 : Faj tarihinin doniim noktalar1 (O’Flaherty vd 2009)

1915 yilinda Frederick W. Twort mikrokoklarm gelistikleri katibesiyerindeki
kiiltiirlerde meydana gelen erimeleri tespit etmistir (Kutter 1997, Kinik vd 2000, Stone
2002, Adhya ve Merril 2006, Kilic 2008). Bu ¢alismadan 2 yil sonra Felix d’Herelle,
Pastor Enstitiisii'nde Shigella’larla c¢alistigi sirada benzer bir olayla karsilasmistir.
Boylelikle d’Herelle bakteriyofajlar1  kesfetmis ve “bakteri yiyen” anlaminda
isimlendirmistir (Kutter 1997, Kinik vd 2000, Duckworth ve Gulig 2002, Stone 2002,
Adhya ve Merril 2006, Kili¢c 2008).

Fajlar kesfedildikleri 20. yiizyilin basindan sonra insan ve hayvanlardaki cesitli
hastaliklarin  tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Bati’nin  fajlarin  terapotik
kullannrmina olan ilgisi azalsa da Dogu Avrupa iilkelerinde ¢aligmalar siiregelmistir.

Ancak bakteriler arasindaki antibakteriyel aktivitenin hizla artis gdstermesi fajlarin



terapotik amacla kullanimini tekrar tiim diinyada giindeme getirmistir (Duckworth ve

Gulig 2002).

d’Herelle ve calisma arkadaslar1 fajlarin terapi amaciyla kullanimina yonelik olarak
ozellikle Hindistan, Miswr, Amerika Birlesik Devletleri ve Sovyetler Birligi’nde
calismalar yapmislardir (Adhya ve Merril 2006). d’Herelle, bakteriyofajlar1 terapotik
amaclh olarak ilk kez dizanteri tedavisinde kullanmistir (Duckworth ve Gulig 2002,
Stone 2002, Durupinar 2005). Alman Behringwerke sirketi II. Diinya Savas1 boyunca
dizanteri tedavisinde kullanilmas1 amaciyla “polyfagin” adli faj preparati tiretmistir
(Adhya ve Merril 2006). Ayrica Rus askerleri II. Diinya Savasi siiresince yara ya da
dizanteri tedavisi i¢in yanlarinda faj preparatlar1 tasimislardir. Polonya’da da fajlar
terapotik amacli olarak kullanilmistir. Son yapilan ¢alismalar, fajlarin pek ¢ok farkh
bakteri enfeksiyonunun tedavisinde 6nemli diizeyde etkili oldugunu gostermistir. Ancak
tim fajlarin terapdtik etkili olmayacagna dair ¢esitli nedenler vardir. V. vulnificus ile
yapilan calismalar memeli konak¢1 ortaminda bulunan bakterilere karsit bazi fajlarin
aktiviteye sahip olmadigini gostermistir. Ayrica fajlarin terapotik amacli kullanimi bazi
potansiyel problemlere neden olabilmektedir. Temperent fajlarin bakteri hiicreleri
arasinda genetik bilgileri transfer etmesi antibakteriyel ajanlara dayanikli genlerin
bakteri popiilasyonu arasinda yayilmasia neden olabilmektedir. Ancak bu durum fa;j
laboratuvar kosullarinda test edilerek ¢oziime ulastirilabilmektedir. Bununla birlikte
temperent fajlarin faj terapisinde kullanimi sinirhi diizeydedir (Duckworth ve Gulig

2002).

Elektron mikroskobunda ve preparat hazirlama tekniklerinde kaydedilen gelismeler
sayesinde 1967 yilinda Bradley, tasidiklar1 niikleik asit tipine (Acar Soykut ve Tunail
2009a), konake1 araligma (Forde ve Fitzgerald 1999) ve morfolojik yapilarina (Forde ve
Fitzgerald 1999, Acar Soykut ve Tunail 2009a) gore fajlar1 6 basit tipe (A-F) ayirmistir.
1971 yillindan bu yana gecerliligini koruyan Bradley smiflamasmna gore 6 faj
morfotipinin varligi kabul edilmistir (Acar Soykut ve Tunail 2009a). Sekil 1.2°de

Bradley’in faj siniflandirilmasi goriilmektedir.
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Tip Niikleik Asit
A DNA, 2, L

B DNA, 2, L
C DNA, 2, L
D DNA, 1,C
E RNA, 1,L
F RNA, 1,L

1: Tek iplikgik  L: Lineer

(it 5 ~ /

M/ ; T o f,}
, .
!

c D E P

Ozellik

Polihedral bas, uzun kuyruk etrafinda
kontraktil kilif kuyruk levhasi (hegzaganol)
kuyruk ignesi ve fibrilleri

Polihedral bas, kontraktil kilifi olmayan
uzun kuyruk

Polihedral bas, kontraktil kilifi olmayan

kisa kuyruk

Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid iizerinde
¢ok bilyiik kapsomer

Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid iizerinde
¢ok kiigiik kapsomer

Fleksibl filament6z

Ornek

T2, T4, T6

T1, TS5, A

T3,T7, P22

OX174, S13

F2R17, Fr, MS2

FE, fd, M13

Sekil 1.2 : Bradley’in faj siniflandirmasi (Ackermann 2003, Acar Soykut ve Tunail

2009a)

Daha sonraki yillarda fajlarin morfolojik 6zellikleri yaninda niikleik asit yapilarmin

da dikkate alindig1 ”Ackermann Siniflamast” olarak adlandirilan, diger bir siniflama

modeli gelistirilmistir (Tablo 1.1) (Acar Soykut ve Tunail 2009a).



Tablo 1.1 : Faj temel 6zellikleri ve siniflandirilmasi-Ackermann Smiflamasi

(Ackermann 2003, 2007, Acar Soykut ve Tunail 2009a)

Morfoloji Niikleik Asit ~ Takim ve Cins Ornek Uye Ozellikleri
Familyalar Sayisi
Kuyruklu DNA, ds,L  Caudovirales 15 4950
Myoviridae 6 T4 1243  Kontraktil
kuyruk
Siphoviridae 6
pd o A 3011 Uzun kuyruk
Podoviridae 3 T7 696 Kisa kuyruk
Polihedral DNA, ss,C Microviridae 4 X174 40 Lipid  igeren
kompleks
ds,C, T Corticoviridae 1
o PM2 3? Kapsid
ds, L Tectiviridae 1 PRDI1 18 Lipoprotein
kaplh
RNA, ss, L Leviviridae 2 ;
” MS2 39 Kapsid
ds,L,S Cystoviridae 1 o6 . Lipid zarf
Filamentéz DNA, ss, C  Inoviridae 2 Fd 57 Uzun veya
kisa
ds. L Lipothrixviridae 1 TTV1 6? Filament
ds, L Rudiviridae 1 SIRV1 ) Lipid zarf
™V
benzeri
Yapt
Pleomorfik DNA,ds,C,T  Plasmaviridae 1 L2 6 Kapsid Yok,
Lipid Zarf
ds,C, T Fuselloviridae 1 SSV1 8?2 Kapsid Yok,

LimonFormlu

ds: ¢ift sarmal, C: sirkiiler; S: parcali; ss: tek sarmal, L: lineer; T: siiper helikal

Hibridizasyon analizlerinde saglanan gelismeler 0Ozellikle laktokok fajlarimin

smiflandirilmasinda etkili olmustur (Forde ve Fitzgerald 1999). Forde ve Fitzgerald’in

(1999) bildirdigine gore Jarvis vd (1991) morfolojik yapilarina gore 12 laktokok faji

tanimlamiglardir ve siit endiistrisinde ¢ok sik rastlanan fajlarin kiiciik izometrik bas



yapisina (936 tiir) sahip oldugunu belirtmislerdir. 1959 yilindan 1990 yilina kadar 3400,
giiniimiize kadar ise yaklagik 5100 adet degisik bakteri tiirlerine 6zgiil faj; dort yapisal
gruba ayrilmis ve 1 takim, 13 aile ve 31 cins olarak karakterize edilmistir (Acar Soykut
ve Tunail 2009a). Uluslararas1 Virlis Taksonomi Komitesi (ICTV, International
Committee of Taxonomy of Viruses) fajlar1 niikleik asit yapilar1 ve morfolojilerine gore
14 aileye ayirmustir (Anonim 2009). Bugiin i¢in tiim fajlar1 20 morfotipte toplamak
miimkiindiir (Tunail 2009).

Bugiine kadar incelenmis olan yaklasik 5100 adet fajin ¢ogu (%96), Bradley ve
Ackermann smiflamalarma gore Siphoviridae familyasinda bulunmaktadir. Yogurt
yapiminda kullanilan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarma 6zgiil termofilik fajlar
da ikosahedral kapside, kontraktil (kasilabilme 6zelligi) olmayan uzun kuyruga sahip
olmalar1 nedeniyle Bradley smiflamast B grubuna ve lineer cift sarmal DNA
icermelerinden dolayr Ackermann siniflamasi Siphoviridae familyasina dahil
edilmislerdir. Giliniimiizde fajlar, ICTV, tarafindan olusturulan ve politetik tiirler
kavrami olarak adlandirilan, tasmabilir  kriterler seti ile aileye kadar
smiflandirilabilmektedir. Virlislerin cins ve tiir bazinda ayrimi i¢in belirgin bir kriter
bulunmamaktadir. Politetik tiirler kavraminda, bir faj tiirii, belirlenmis 6zelliklerden
tamamin1 veya bir kismini tasiyarak tanimlanabilmektedir. Niikleik asit dogasi, partikiil
yapisi, DNA-DNA hibridizasyonu, niikleotit veya aminoasit dizilimleri gibi
parametreler bu smiflandirma sistemi icin kullanilabilmektedir. Ayrica fajlar, yapilan
farkli arastirmalarda, konake¢1 ozgiilliikkleri, restriksiyon endoniikleaz kesim sablonlari,
DNA hibridizasyon ve sekans analizleri, yapisal protein profilleri ve serolojik test
sonuglarina gore smiflandirilmakta ancak her bir calismada elde edilen sonuglar kendi
icinde degerlendirildikten sonra diger c¢alisma sonuglar1 ile karsilastirilmaya
calisiimaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009a). Laktik asit bakteri fajlarmnin konakg1
Ozgiilliigiinii Guanin + Sitozin igerigi etkilemektedir. Bu durumun laktokok fajlarindaki
etkisi yaklasik % 37 iken Lactobacillus casei fajlarindaki oran1 % 48’dir (Forde ve
Fitzgerald 1999).



1.1 Bakteriyofajlarin Yapisi ve Ozellikleri

Bakteriyofajlarin kimyasal yapisini protein ve niikleik asit olusturmaktadir. Fajlar
ancak bir tip niikleik asit igermektedir. Fajlarin ¢gogunda DNA bulunmakla birlikte baz1
fajlar yalnizca RNA icermektedir. Fajlarin kuru agirhigmin yaklasik %60°1 protein,
%40°1 niikleik asittir ve faj ancak niikleik aside 6zgii sekilde cogalmaktadir (Ergiillii
1982, Kilic 2008). Fajlar, enerji iiretme giiciinde olan ajanlar1 sentezlemeye yarayan
hicbir genetik bilgi liretememektedirler. Bu nedenle zorunlu olarak parazit gibi yasadigi
konake¢1 bakteriye gereksinimi vardir (Kinik vd 2000, Kilic 2008) Yapilarinda lipit
bulunmadig: i¢cin bakterileri hizla 6ldiiren kloforma dayaniklidir. Bu 6zelliginden
yararlanarak fajlar1 bakteri ortamindan ayirmak miimkiin olur. Fajlarin ¢ogu 37°C’de
gelismektedir. Optimum pH istekleri 6-6.5’tur. Bir fajm agirhigi 5 x 10™° gramdir (Kilig
2008).

Tipik bir faj bas, boyun, kuyruk, taban ve taban uzantilar1 gibi kisimlardan
olugsmaktadir. Bas kismi yumak seklinde bir yap1 olusturan niikleik asit molekiillerini
bulundurmaktadir. Niikleik asit molekiilleri bir protein kilif tarafindan sarilmistir.
Kapsit ad1 verilen bu protein kilif, prizma seklinde bir yap1 olusturmak tizere bir araya
gelen, birbirine benzer alt birimlerden meydana gelmistir (Douglas 1975, Ergiillii 1982,
Kilig 2008, 2010). Basin kesiti alindiginda, genellikle altigen bir goriiniim ortaya
cikmaktadir (Ergilli 1982). Sekil 1.3°de tipik bir kuyruklu bakteriyofajin 2 ve 3
boyutlu yapis1 goriilmektedir (Anonim 2010a).

HLryruk | B
iplikn;ikleri Taban Levhasz

2D 3D

Sekil 1.3 : Tipik bir kuyruklu bakteriyofajin 2 ve 3 boyutlu yapisi (Anonim 2010a)



Faj kuyrugu degisik fajlarda biiylik farkliliklar gostermekle beraber, genellikle 50-
100 nm uzunlugunda ve 30 nm kalinhigindadir. Kuyruk ucunda altigen seklinde olan
terminal bir taban levhast bulunmaktadir. Bu levhaya kuyruk dikenleri ve iplikgikleri
yerlesmis durumdadir. Taban levhasinda genellikle 6 adet diken ve / veya 6 adet kuyruk
iplik¢igi yer almaktadir (Ergiillii 1982, Kimnik vd 2000). Bir fajin bas, kuyruk ve kuyruk
tablasindaki farkli yapidaki proteinlerden meydana geldigi tespit edilmistir. Farkl
morfolojik Ozelliklere sahip fajlar ise farkli protein profilleri gostermektedir (Ergiillii

1982, Kimik vd 2000, Kili¢c 2008).

Diger canlilarda oldugu gibi fajlarin da antijenik Ozellikleri onlarm proteinlerine
baghdir. Bu ylizden bir fajda bas, boyun ve kuyruk iplik¢iklerini olusturan proteinler
antijenik yapilar1 bakimindan birbirinden farklidir. Yapilan ¢alismalar bas proteinlerine
kars1 elde edilen antiserumlarin fajlarin adsorbsiyonunu Onlemedigi halde faj
kuyruklarina kars1 hazirlanan antikorlarin fajlarin konakg1 bakterilerine adsorbsiyonunu

etkili bir sekilde engelledigini gostermistir (Kilig 2008).

Fajlar kuyrugun uc¢ yapilarina gore de degisiklik gdstermektedirler. Bazi fajlarda
hicbir 6zgiil u¢ yapisi olmadigr halde, bazilarinda yumru veya topuz seklinde goriilen
bir u¢ yapist bulunmaktadr (Ergiilli 1982). ilk modelde DNA yapiskan uca (cos-
bolgesi) sahipken, digerinde genomun kiit uca (pac-bolgesi) sahip oldugu
goriilmektedir. Bu bolgelerin varhigina gore kuyruklu fajlar, sirasiyla Sfi 21 (cos) ve
Sfill (pac tipi) fajlar olarak birbirinden ayrilmaktadir. Sfi21 grubunda oldugu gibi
sadece S.thermophilus fajlar1 degil, farkli konake¢1 tiirlerini enfekte eden pac bdlgeye
sahip Lactobacillus lactis LL-H faji da Sfill pac-tipi fajlar gurubu igerisinde yer
almaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009a).

DNA ve protein dizilerindeki farkliliklar, fajlarin ¢esitliliginin artmasina neden
olmaktadir. Faj populasyonunun %96’sin1, “kuyruklu fajlar” olusturmaktadir. Yogurt
yapiminda starter kiiltiir olarak kullanilan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus suslarina
ozgil fajlar da kuyruklu fajlar arasinda bulunmaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009a).
Kuyruklu fajlardaki kuyruk, adsorbsiyon organi olarak rol oynamaktadir. Baz1 fajlarda
ise bir kuyruk boliimii yoktur. Ornegin, RNA fajlarinda kuyruk bulunmaz ve bu fajlar
yalniz bir kapsidden olugsmaktadirlar (Ergiillii 1982).



Kuyruklu fajlar, lineer ¢ift sarmal DNA ve bu DNA’y1 ¢evreleyen ikosahedral
kapside ve helikal tasarimli diiz goriintislii uzun veya kisa kuyruga sahiptirler. DNA
biiytiklikleri 17-500 kilobase (kb) kuyruk uzunluklari da 10-800 nm arasinda
degismektedir. Kapsidleri, “kapsomer” adi verilen alt {initelerden, kapsomerler ise 5
veya 6 adet “protemer”’den olusmakta, kontraktil veya kontraktil olmayan kuyruklarmin
sonunda kuyruk plagi, kuyruk ignesi ve / veya fibrilleri bulunabilmektedir. Bu gruptaki
fajlar, monofletik (monophletic) bir evrim grubu olusturmus ve “Caudovirales”
(Cauda=kuyruk) adl tek bir takim igerisinde yer almislardir. Bununla beraber bu fajlar;
biiylikliiklerinin, DNA igerik ve kompozisyonlariin, proteinlerinin, serolojik
ozelliklerinin, konakc¢1 dizgeleri ve fizyolojilerinin farklilik gdstermesi nedeniyle
Myoviridae (%25), Siphoviridae (%61) ve Podoviridae (%14) familyalar1 (Bradley
smiflamasina gore sirasiyla A, B ve C grubu) icerisinde gruplandirilmistir. Kuyruklu
fajlar, cos veya pac uca sahip olmalarina, DNA veya RNA polimeraz varligma, farkl
baz icermelerine, niikleotit dizileri ile konkatamer olusumlarina bakilarak 15 cinse
ayrilmistir. Su anda, izolasyonlar1 gergeklestirilen fajlardan sadece 250 adedinin tiir
bazinda ayrimi yapilabilmistir (Acar Soykut ve Tunail 2009a). Sekil 1.4’de Ackermann

siniflandirmasina gore bakteriyofajlarin morfolojik yapilar1 goriilmektedir.

dsDNA sSDNA
|] . ::I @ Microvirldas
Podoviridas Corticaviridas Tamwmdm e
Myoviridas ‘—L -.: .
Siphoviridas
Lipothrixviridas
* 2
]
Fudiviridae
ssRNA
‘Ampullaviridas’ @ ® O
‘Globuloviridas'  Plasmaviridae Faviiridcg
Q dsRNA
Guitaviridae ‘Bicaudaviridae’ Fusealloviridas Salterprovirus e ovindas

Sekil 1.4 : Bakteriyofajlarin morfolojik yapilar1 (Ackermann 2003, 2007)



Cins ve tiir bazinda smiflandirilmay1 bekleyen ¢ok sayida fajdan, S.thermophilus ve
Lb. bulgaricus’a etkili olanlar da; digerleri gibi sirasiyla kesfedildikleri 1952 (Acar
Soykut ve Tunail 2009a) ve 1972 [LL-H (Alatossava ve Pyhtild 1980, Alatossava vd
1995, Mikkonen vd 1996, Ravin vd 2002)] yillarindan giiniimiize kadar her bir ¢aligma
kapsaminda morfolojik yapilarma, konak¢1 dizgelerine, serolojik 6zelliklerine, protein
profilleri ile restriksiyon kesim sablonlarina ve DNA hibridizasyon sonuglarina gore
karakterize edilmis ve birbirleriyle karsilastirilmistir. Giliniimiize kadar yapilan tiim
calismalarda, morfolojik olarak Bradley smiflamasina gore B grubuna ve Ackermann
siniflamasina gore de Siphoviridae familyasina dahil edilen bu fajlarin kapsid
biiylikliiklerinin 42-74 nm, kontraktil olmayan uzun kuyruklarmin ise 117-330 nm
arasinda degistigi goriilmiistiir (Acar Soykut ve Tunail 2009a).

Mezofilik laktik streptokoklara saldiran bir bakteriyofajla ilgili bilgiler ilk olarak
1935 yilinda Whitehead ve Cox tarafindan elde edilmistir (Whitehead ve Cox 1935).
Fajlar hakkindaki ¢calismalar, daha ¢ok -Whitehead ve Cox tarafindan 1935 yilinda izole
edildiklerinden dolayi- laktokok fajlar1 iizerinde yogunlasmistir. Laktobasil fajlar1 ile
ilgili caligmalar nispeten daha yenidir ve 1970’1i yillarda baslamistir (Kilig 2008, Acar
Soykut ve Tunail 2009a). Laktokok fajlarinin genom boyutlar1 18.1 kb ile 134 kb
arasinda degismesine karsin, laktobasil fajlarinin genom boyutlari, 34-38 kb arasinda
bulunmaktadir (Kimik vd 2000). Forde ve Fitzgerald (1999) fajlarin genom boyutlarmnin
18-55 kb arasinda degisiklik gosterdigini bildirmislerdir. Lb. delbrueckii ssp. lactis,
bulgaricus ve Lb. helveticus fajlari; izometrik bir bas, kasilabilen kuyruk ile kuyruk
dikenleri bulunan kuyruk tabanindan olusmaktadir (Kinik vd 2000, Kili¢c 2008).

S. thermophilus ve Lb. bulgaricus dahil, siit endiistirisinde kullanilan diger cins ve
tiirlere ait fajlarin tamaminin taksonomik durumlari, Tablo 1.2°de verilmistir (Acar

Soykut ve Tunail 2009a).

10



Tablo 1.2 : Siit endiistrisinde karsilasilan bazi fajlarin taksonomik durumlari

(Acar Soykut ve Tunail 2009a)

Konake1 Tiirleri

Faj Tipi

Prototip Faj

Uye Fajlar

Streptococcus termophilus

B1; cos; Sfi21-tiirleri
B1; pac; Sfil 1-tiirleri

Sfi21(T); Sfil9(V)

01205(T); Sfil1(V)

DT1, 7201, Sfil8

Lactococcus lactis B1; cos:936-tiirleri Sk1(V) bIL170, blL41,
blL66,P008, F4-1,

B2;cos:c2-tiirleri C2(V) US3
B1;P335-tiirleri.cos D®31(V); rit(T) c6A, bIL67
B1;P335-tiirleri:pac TP901-1(T)
Biiyiik B1:949-tiirleri Tuc2009
B1;cos:BKS-T-tiirleri  BKS5-T(T) ®111, P0O26

Lactobacillus delbrueckii B1; pac grup a mv4(T); LL-H(V) LL-K, 1b539
B1; cos grup b LL-Ku(V) C5
B3; cos grup ¢ JCL1032

Lactabacillus plantarum B1; pac phigle(T)

Lactabacillus gasseri B1; cos adh(T)

Lactabacillus casei B1; cos A2(T) PL-1
B1; pac FSW

Lactabacillus johnsoni Profaj Lj965

B1: Izometrik kapsid, B2 ve B3: Prolat kapsid, cos: cos bdlge: yapiskan uclu DNA, pac: pac
bolge: kiit uglu DNA, T: temperent, V: virulent

Alatossava vd (1995) yaptiklar1 bir delbrueckii
bakteriyofajlar1 mv4 (temperent), LL-H, LL-K ve JCL1032 (virulent) arasindaki DNA

calismada Lactobacillus

homolojilerini arastirmiglardir. Southern hibridizasyon sonuglarina gére, mv4, LL-K ve
JCL1032 fajlarmin her genomunda homolog element gdzlenmisken LL-H fajinda bu
durum goézlenmemistir. Réisdnen vd (2007)’nin bildirdigine goére LL-H fajinin DNA’s1
belirli oranda JCL1032 fajiyla benzerlik gostermektedir. Alatossava vd (1995)’nin
yaptiklar1 arastirma sonuglar1 gostermistir ki mv4, LL-H, LL-K ve JCL1032 fajlarinin
timii Lb. delbrueckii ssp. lactis LKT susunu enfekte etme kabiliyetindedir.

Insanlarda ve deneysel olarak enfekte edilmis hayvanlardaki bazi enfeksiyonlarin
tedavisinde fajlarin antibiyotiklerden daha etkili olduklar1 rapor edilmektedir. Terapotik
11



fajlar antibiyotikler ile kiyaslandiklarinda, en azindan teorik olarak bazi avantajlar
icermektedirler (Durupmar 2005). Fajlarin fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon
prosediirlerine gdre bazi avantajlar1 olabilmektedir. Ornegin gidalarda bazi fiziksel
muhafaza uygulamalarinin aksine fajlarin, gidanin duyusal 06zelligini etkilemesi
beklenen bir durum degildir. Ayrica fajlar konak¢i 6zgiilliiglinden dolay1 fermente

gidalardaki starter kiiltiirlerin canliligini etkilemeyecektir (Anonim 2009).

Fajlarm lokal kullanimlarinin bazi avantajlar1 vardir. Enfeksiyon durumunda derin
dokulara hizla penetre olmakta ve hedef bakteri 6ldiigiinde de liremeleri durmaktadir.
Antibiyotiklerin aksine fajlarda ikincil diren¢ gelisimi s6z konusu degildir.
Antibiyotiklere diren¢li bakterilerdeki artisin yani sira, etkili yeni smif antibiyotiklerin
gelistirilmesindeki eksiklikler fajlarn enfeksiyonlarn tedavisinde kullanimlarmi
glindeme getirmistir. Litik fajlar, antibiyotiklere benzer sekilde belirgin antibakteriyel
aktiviteye sahiptir (Durupmar 2005). Ayrica fajlar diabetik iilser ve yaniklarin tedavisi

icin umut vaat etmektedir (Stone 2002).

Cesitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi Paris d’Herelle laboratuvarinda hazirlanmig
en az 5 faj preperat1 (Bacte-coli-phage, Bacte-rhino-phage, Bacte-intesti-phage, Bacte-
pyo-phage, Bacte-staphy-phage) bulunmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde de Eli
Lilly firmas1 tarafindan insanlarda kullanilmak {izere tiretilmis terapdtik faj preperatlari
mevcuttur. Bu preperatlar, stafilokok, streptokok, Escherichia coli ve diger patojenlere
kars1 hazirlanmistir. Preperatlar (6rn; Colo-jel, Ento-jel, Staphylo-jel) faj lizatlar1 ve
hedef bakterinin steril s1v1 kiiltiirlerini igerir. Terapotik fajlar, apse, vajinit, tist solunum
yollarmin akut ve kronik enfeksiyonlarinda kullanilmaktadirlar (Durupinar 2005). Fajlar
halen Dogu Avrupa ve Rusya’da terapotik amacli olarak antibiyotiklerin yerine veya
antibiyotikler ile birlikte kullanilmaktadir (Duckworth ve Gulig 2002, Durupmar 2005).

Sekil 1.5°de gida zincirindeki faj uygulamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 1.5 : Gida zincirinde faj uygulamalarina 6rnekler (Garcia vd 2008)

1.2 Bakteriyofajlarin Yasam Sekilleri

Bakteriler fajlar tarafindan ancak 0©zel kosullarda enfekte edilmektedirler.
Enfeksiyon sirasinda fajin bakteriyi enfekte etmesi ve hiicrede fajlarmn geliserek
cogalmalar1 ve hiicreyi parcalayarak bakteriyi oOldiirmeleri bircok asamada
gerceklesmektedir (Tunail 2009). Bakterilere bulasan virulent ve temperent fajlarin,
bakteri faj uyumu, onlarin kosullary, faj tipi gibi etkenlere bagli olarak konakgilar
iizerinde swrasiyla litik ve lizojenik olmak tizere iki tip yasam sekli vardir (Kilig¢ 2008,
Acar Soykut ve Tunail 2009b, Anonim 2009, Tunail 2009). Ortam pH’s1, belirli mineral
maddeler ile bazi onemli aminoasitlerin bulunup bulunmamasi da olusacak yasam
dongiisii ve sonucunu belirlemektedir (Kilig 2008). Sekil 1.6’da bakteriyofajlarda

gozlenen yasam dongiileri sematize edilmistir.
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Sekil 1.6 : Faj yasam dongiisii (Anonim 2010b)

Fajin hangi yasam dongiisiine girecegi ayni operator (Op ve Ogr) bdlgesine
baglanabilen cro ve CI proteinleri arasindaki yarisa baghdir. CI proteini, lizojenik
dongiiniin; cro proteini ise litik dongiiniin baslamasi ve devami icin gereklidir.
Proteinlerden hangisi operatore baglanirsa, kendi sentezini stimiile ederken diger
proteinin sentezini bloke etmektedir. Buna gore de lizojenik veya litik yasam baslamis
olmaktadir. T4 faji, viriilent fajlarm; A faj1 ise temperent fajlarin prototip d6rnegi olarak
kabul edilmektedir. Her iki yasam tipinde de, fajin konakg¢isma adsorbsiyonu ve
DNA’smi1 enjekte etme agsamalar1 ortaktir. Kuyruklu fajlarda fibril, kuyruk plagi gibi
0zel adsorbsiyon yapilari, konak¢i iizerindeki belirli molekiillere baglanmaktadir.
Bir¢ok fajin konak¢iya adsorbe olmasi, adsorbe olma hizi ve etkinligi, baz1 maddelerin
ortamda yiiksek konsantrasyonda bulunmasina ve konak¢min fizyolojik durumuna
baghdir. T4 tipi fajlar, iki ayr1 asamada ve farkli iki reseptore baglanarak konake¢ilarina
adsorbe olabilmektedirler. T4 faji, ortamda L-triptofan olmasi durumunda; A faj1 ise
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maltoz varliginda konak¢isina adsorbe olabilmektedir. S. thermophilus, Lb. bulgaricus
ve T1-T7 grubu fajlarinin da konakg¢ilarina adsorbe olabilmeleri i¢in gereken Ca, Mg,
Mn gibi iyonlarin, optimum konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Fajin doniisiimsiiz olarak
hiicre ylizeyine baglanmasimndan sonra, faj DNA’s1 konak¢i hiicre sitoplazmasina
birakilmaktadir. Hiicre ylizeyine bagl olan kuyruk, DNA’nin, konak¢iya uygun bir
sekilde baglanana kadar kapsidde kalmasini saglamaktadir (Acar Soykut ve Tunail

2009b).

1.2.1 Litik yasam dongiisii

Litik yasam dongiisii;

1. Bakterinin hiicre ¢eperindeki 6zel alicilara bakteriyofajin tutunmasi,

2. Bakteri hiicresine faj kalitim materyalinin enfekte edilmesi,

3. Faj tarafindan bakteri metabolizmasinin faj DNA’s1 ve faj proteinlerinin yapimina
yonlendirilmesi,

4. Bakteri hiicresi igerisinde yeni fajlarin olusumu,

5. Fajin kendine 6zgili enzimi ile konakg1 bakteri hiicresinin parcalanmasi,

6. Olgunlagsmis fajlarin serbest hale gegmesi,

7. Olusan fajlarin diger bakterilere tutunmasi asamalarindan meydana gelmektedir

(Ergiillii 1982).

Bakteriyofajlar metabolik sistemleri olmadigi i¢in, kendi makro molekiillerinin
sentezinde konakg1 bakteri hiicresinin metabolik aktivitesine bagimli bulunmaktadirlar.
Konake¢1 bakteri hiicrelerini enfekte edip onlar1 lize eden (eriten) fajlara virulent faj
denmektedir. Starter kiiltiirlerde bakterilerin erimesi, yeni hiicreleri enfekte edebilecek
yeni viriilent faj partikiillerinin serbest kalmasina yol agmaktadir. Virlilent fajlarm bu
sekilde serbest kalmasi, yani “gelismesi”, faj gelisiminin “litik dongiisii” olarak

isimlendirilmektedir (Kinik vd 2000, Kili¢c 2008).

Litik dongii, lizojenik dongiliden ‘Latent Donem’ olarak adlandirilan periyodun
baslamas1 ile ayrilmaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b). Faj gelisiminin litik
dongiisti, viriilent fajin bakteriyel konakg¢i hiicrenin ylizeyine adsorbsiyonu ile

baslamaktadir. Bu olay, bakteriyel hiicre duvarinda uygun bir faj reseptoriiniin varligina
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bagl olan oldukca spesifik bir olgudur. Genellikle fajlar proteinden olusmus kuyruk
uzantilarmin ucglarmi  kullanarak bakteri hiicre duvarina tutunmaktadirlar. Faj
kuyruklarinin ucundaki taban plakalar1 ve bunun uzantilar1 bakteri hiicre ylizeyindeki
reseptor bolgelerin bulunmasini1 ve taninmasii saglamaktadirlar. Spesifik bir konake¢1
hiicreye fajin basariyla baglanabilmesi, fajin ve faj reseptor yiizeyinin uygun bir kilite
bir anahtarin uymas1 gibi zorunludur. Fajlarin biiyilk ¢ogunlugu, hiicre zar1 {lizerine
sinirli sayidaki reseptor iplikgikleri ile adsorbe olurken, bazi fajlar tiim hiicre yiizeyine
homojen bir sekilde adsorbe olmaktadirlar (Kmik vd 2000, Kiligc 2008).
Bakteriyofajlarin bakteri hiicresine adsorbsiyonu Sekil 1.7°de verilmistir. Adsorbsiyon
islemi fajla  bakterinin birbirine temasmmdan sonra ortalama 5 dakikada

tamamlanmaktadir (Kinik vd 2000).

Sekil 1.7 : Bir bakteriyi enfekte etmek iizere ona baglanmakta olan bakteriyofajlarin
sematik gosterimi (Anonim 2010c)

Laktokoklar {izerinde yapilan c¢alismalarda faj reseptorlerinin proteinli ve
karbonhidrath bilesikleri ortaya ¢ikarilmistir. Lactobacillus casei’de ramnoz’ un reseptor
alanlarindan bir kismimi olusturdugu, Lb. plantarum’un bir susunda ise hiicre
duvarindaki ribitol teikoik asidin glukoz kisminmn onemli bir tutunma yeri oldugu
belirlenmistir (Kilig 2008). Lb. helveticus’taki reseptoriin ise bir protein oldugu tespit
edilmistir (Kmik vd 2000, Kilig 2008).

Genel olarak fajlarin adsorbsiyonu i¢in bazi iyonlarla aminoasitlerin gelisme
ortaminda bulunmalar1 gereklidir. Yapilan caligmalar L-triptofan ile Ca ve Mg

iyonlarinin incelenen fajlarn  bakteriye adsorbsiyonu i¢in gerekli olduklarmni
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gostermistir. Bu maddeler adsorbsiyon sirasinda fajin kuyruk iplikciklerinin acilmasina
ve hiicre c¢eperine tutunmasma yardim ederler. NaCl ve CaCl, gibi tuzlarin da
adsorbsiyon sirasinda bakteri ve fajmn negatif elektrik yiiklerini notralize ettikleri
bilinmektedir. NaCl ve CaCl, bulunmamasi halinde bakteri i¢indeki fajin bakteriyi
eritmedigi yine bazi arastiricilar tarafindan saptanmistir. Zn iyonlar1 bulunan ortamlarda
ise tlim kosullar uygun olsa dahi bazi tiir fajlari konakg1 bakteriye adsorbe olmadiklari

gozlenmistir (Kilig 2008).

Laktik asit bakterilerine ait fajlarn genomlari, proteinden olusan ve faj basi
icerisinde lokalize olan ¢ift sarmalli DNA’dan olugsmaktadir. Fajin uygun bir konak¢1
hiicreye adsorbsiyonundan sonra, faj kilifi bakteriyel yiizeyin disinda kalirken, faj
DNA’s1 faj basindan, faj kuyrugu yolu ile bakteriyel hiicrenin i¢ kismma ge¢gmektedir.
Adsorbsiyon isleminin tamamlanmasindan hemen sonra faj, kuyrugunda bulunan
lizozime benzer bir enzimi, bakterinin hiicre ¢eperi iizerine salgilamaktadir. Bu enzim,
bakterinin hiicre ceperinin biitiinliiglinden sorumlu olan lipopolisakkaritleri eriterek,
fajin sadece DNA’sinin bakteri icerisine girmesine neden olmaktadir (Kmik vd 2000,
Kilig 2008). Bu asama yaklasik 20 saniye ile birka¢ dakika arasinda tamamlanmaktadir
(Kinik vd 2000).

Faj DNA’sinin bakteri i¢ine girmesinden birka¢ dakika sonra bakteri metabolizmasi
durur ve tamamen degismektedir (Kilig 2008). Konak¢1 RNA polimeraz enzimi devreye
girer ve erken genlerin transkripsiyonu baslamaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).
Bakteri ¢ogalmaz fakat solunum enzimleri aktivitelerini siirdiirmektedirler (Kili¢ 2008).
Bu gen {riinleri, faj genomunu konak¢1 tarafindan sentezlenen endoniikleazlara karsi
korumakta ve fajin ihtiyacima gore konakg¢ida tekrar yapilanmayi saglayabilmekte,
konakg1 proteazlarimi ve diger bazi proteinleri inaktive edebilmektedir. Daha sonra, orta
genlerin transkripsiyonu ile yeni faj DNA’sinin sentezi ger¢eklesmektedir. Son olarak,
gec genlerin kodlanmasi ile faj partikiiliiniin kapsid, kuyruk, kuyruk fibrilleri gibi
parcalarinin iiretimi (morfogenez) baslamaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).
Prokapsid olarak adlandirilan tam yapilanmamis ikosahedral protein kilif igerisinde, faj
DNA’s1 paketlenmekte ve kuyruk ile kapsid birlestirilerek tam faj meydana gelmektedir
(Kinik vd 2000, Kilig 2008, Acar Soykut ve Tunail 2009b).
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Litik dongiiniin son asamasi, konak¢t bakteri hiicresinin lizis’i ile ¢evreye yeni
olarak sentezlenmis viriis partikiillerinin serbest birakilmasidir (Kmnik vd 2000, Kilig
2008, Acar Soykut ve Tunail 2009b). Bakteri hiicresinin lizis’1 bir sisme veya bir
gerilme sonucunda olmamaktadir. Latent Dénemin sonuna dogru, yapimi faj genleri
tarafindan yOnetilen lisin enzimi salgilanmaktadir. Bu enzim bakteri hiicre duvarimnin
bilesimindeki peptidoglikan tabakasmin yipranmasina sebep olmaktadir (Kimik vd 2000,
Kili¢ 2008). Enzim, bakteri hiicresi tizerindeki etkisini genis bulanik halelerle ortaya
koymaktadir. Bunlar faj kaynakli plaklardir ve faj lisininin hiicre duvarindaki litik
etkisinden dolayr meydana gelmektedir. Bu durumda ceper, i¢ ozmotik basmca

dayanamayip yirtilmaktadir (Kilig 2008).

Kuyruklu fajlar, lizisin gerceklesmesi i¢in iki bilesen kullanmaktadir. Bunlardan,
‘lisin’ enzimi peptidoglikan matriks icerisinde kesim yaparken; ‘holin’ adli ikinci enzim
de, i¢ membranda porlar acgarak lisin enziminin peptidoglikan tabakaya ulasmasmni ve

hiicre lizisinin gerceklestirilmesini saglamaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).

1.2.2 Lizojenik yasam dongiisii

Lizojenik dongii, faj cogalmasi icin alternatif bir yoldur. Faj, konak¢1 hiicreye
adsorbsiyondan ve onun DNA’sma penetrasyondan sonra, yeni sentezlenmis faj
partikiillerinin olusumu bastirilmakta ve faj DNA’st  bakteri kromozomuna
rekombinasyon yolu ile girmektedir. Boylece konake¢1 hiicrede fajin sebep oldugu lizis
meydana gelmemekte ve faj DNA’s1, lizojenik hiicrelerin karakterini olusturmak tizere,

bakteriyel DNA ile eszamanli olarak replike olmaktadir (Kinik vd 2000, Kilig 2008).

Bu tip iliskilerde bakteri, canliligmi, ireme ve c¢ogalma yetenegini
kaybetmemektedir. Fajin, igerisinde lizojenik bir yasam siirdiirdiigli bakteriye “lizojen
bakteri”, bakteri genomuna entegre olmus 6zgiil ve bulasict olmayan faja “profaj,
temperent faj, ilimh faj, gizli faj” denmektedir. Bakteri hiicresinin diger 6zellikleri gibi
profaj kalitsaldir (Kmik vd 2000, Kilic 2008, Acar Soykut ve Tunail 2009b). Bazi
temperent fajlar duyarl hiicreleri enfekte edip eritecek yetenege sahiptir (Kilig 2008).

Lizojenik durum, CI, CII ve CIII kodlu ii¢ viral proteinin varhigina bagli olarak

ortaya cikmaktadir. Viral DNA’nm hiicreye girisiyle birlikte, CI proteinin iiretimi
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baslamakta ve yeni faj partikiillerinin iiretimi i¢in gereken bilginin genom iizerinden
okunmasi engellenmektedir. Dolayisiyla, litik dongiiye gec¢is miimkiin olamamaktadir.
Sitoplazmada dairesel formda bulunan viral DNA; ya plazmid formunda kalmaya
devam etmekte ya da konak¢1 genomuna entegre olmaya baslamaktadir. Integrasyon,
attP ve attB bolgeleri arasinda gerceklesmektedir. CI proteininden sonra iiretilmeye
baslanan CII proteini, konak¢1 transkripsiyon organellerini kullanarak CI {iretiminin
devammi saglarken; CIII proteini de, CII’'nin konak¢i enzimler tarafindan
parcalanmasina engel olmaktadir. CI proteininin cro proteinine oranla daha fazla
iiretilmesi, viral genomun konak¢i genomuna entegre olmasini indiiklemektedir.
Integrasyon tamamlandiginda ise, sadece CI’in iiretimi s6z konusudur. Artik viral DNA,
konak¢1t DNA’s1 ile ayn1 hizda replike olmakta ve kardes hiicrelere ge¢mektedir.
Konake1 hiicre viral DNA’y1 tasidigindan, infeksiyon durumu da devam etmekte ve
dolayisiyla ayni karakterdeki baska bir faj ile infeksiyon s6z konusu olamamaktadir. Bu
duruma “siiperinfeksiyon” denilmekte ve faj direng¢ sistemlerinden biri olarak da kabul

edilmektedir. (Acar Soykut ve Tunail 2009b).

Lizojeninin laktik asit bakterilerinde yaygin oldugu bilinmektedir (Acar Soykut ve
Tunail 2009b). Laktokoklarn 6nemli bir kisminin lizojenik (%60-70) oldugu
sanilmaktadir. Laktobasillerde bu durum daha seyrek goriilmektedir (Kilig 2008).
Bununla beraber laktokoklara ve laktobasillere oranla S. thermophilus suslarinda

lizojeniye daha ender rastlanmaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).

Distan bir etki olmaksizin lizojen bakteriler ¢ok ender olarak yok olmaktadirlar
(Kilig 2008). Profaj, konak¢1 bakteri DNA’sindan asagidaki yollardan biri ile serbest
kalarak virulent faj durumuna gegmektedir (Kinik vd 2000, Kilig 2008, Acar Soykut ve
Tunail 2009b).

1. Spontan olarak,

2. UV 15181 ile muameleden sonra,

3. Mitomisin C antibiyotiginin diisiik dozdaki uygulamalarindan sonra,
4. Azot gazi uygulamasi,

5. Mutasyon,

6. Inkiibasyon sicakligindaki degisim ile.
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1.3 Faj Gelisme (replikasyon) Parametreleri

Faj gelisme parametreleri denildiginde, fajin konakg¢isina adsorbe olma orani, farkl
konakgilar lizerinde plak olusturma etkinlikleri [EOP-Efficiency of Plating (Singleton
ve Sainsbury 1993), Efficiency of Plaquing (Auad vd 1998)], plak caplari, Latent
Donem ile patlama biiyiikliikleri akla gelmektedir (Acar Soykut ve Tunail 2009b). Fajin
konakgisina adsorbe olma orani besiyeri, pH, sicaklik gibi faktorlere baglidir (Rédisdnen
vd 2007). Bunlardan Latent Donem ile patlama biiyiikliikleri, tek asamali gelisme
egrileri ¢ikarilarak belirlenmektedir (Kinik vd 2000, Acar Soykut ve Tunail 2009b).
Fajlarin tek asamali gelisme egrilerinin ¢ikarilmasi, konakg¢ilarma adsorbe oranlarmin
bulunmasi1 ve titrelerinin artirilmast amaciyla yapilan ¢alismalarda, baslangigta
karstirilan faj ve bakteri sayis1 dnemlidir ve “Infeksiyon Coklugu” (MOI= Multiplicity
of Infection) degeri ile belirtilerek konake¢i basma diisen infektif faj sayisi olarak

tanimlanmaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).

Belli bir faj konakg1 sisteminin litik dongiisti, Latent Donem ve patlama biiyiikligi
ile karakterize edilmektedir. Enfekte edici fajlarm, bakteri hiicresine baglanmasi ile
baslayan ve faj genomlarinin serbest birakilmasi ile biten bu faz, “Latent Donem”
olarak isimlendirilmektedir (Kinik vd 2000). Latent Donem’de, olgun faja
rastlanmamakta ve faj plak sayisi sabit kalmaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).
Latent Donem sonunda hiicrelerin patlamasi ve fajlarin ortama salinmasi ile say1 birden
ylikselmekte ve daha sonra durmaktadir. Lizis sona erdigi zaman elde edilen faj
sayisinin Latent Donem boyunca sabit kalan faj sayisina oranlanmasiyla, ‘“Patlama
Biiyiikliigi” elde edilmektedir. Patlama Biiyiikliigii ve Latent Donem, belirli ve sabit
kosullarda her bir faj tiirtine spesifiktir. Ancak kullanilan konakg¢iya, konak¢inin
boliinme periyoduna, ortama ve sicakliga baglh olarak degisiklik gdstermektedir (Kinik

vd 2000, Kili¢ 2008, Acar Soykut ve Tunail 2009b).

Lb. bulgaricus fajlar1 ile gerceklestirilen bazi arastirmalarda, Latent Dénem
sirelerinin 40 ve 60 dakika; bazilarinda ise 40 veya 30 dakikadan az oldugu
belirtilmistir. Ayrica, bu arastirmalarda tespit edilen patlama biiytikliikklerinin 23 ile 130
faj partikiilii arasinda degistigi gorilmiistiir (Acar Soykut ve Tunail 2009b). Kilig
(2008) Latent Donem siiresini yaklasik 20 dakika, patlama buytikligiinii ise 150-200

kadar olarak belirtmistir.
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Mikkonen vd (1996) LL-H fajmnin transkripsiyonunun erken faz (enfeksiyonun
baslangicindan enfeksiyon sonrasmma kadar 20 dakika) ve ge¢ faz (enfeksiyon
asamasimnin sonundan bakteri hiicrelerinin lizizine kadar 30-40 dakika) olarak ikiye

ayrilabilecegini bildirmislerdir.

Faj plak etkinligi, fajlarin konakgilar1 iizerinde olusturabildigi plaklar olarak
tanimlanabildigi gibi; fajin farkl bir konakg¢ida verdigi titrenin homolog konak¢isinda
verdigi titreye oranlanmasi da ile de hesaplanmaktadir. Genellikle direng sistemi
aktarllan veya bu sistemlere sahip konakc¢ilarda gelistirilen fajlarin titrelerindeki
degisimleri takip etmek amaciyla bu degerler belirlenmektedir (Acar Soykut ve Tunail
2009b). Fajmn farkli konakgilar iizerinde plak olusturma etkinlikleri EOP [Efficiency of
Plating (Singleton ve Sainsbury 1993), Efficiency of Plaquing (Auad vd 1998, Tunail
2009)] olarak gosterilmektedir. Fajin konakgisi ile EOP’si 1.0’dwr. Ayni faj baska
duyarl bir test susu veya 1siya duyarlh faj diren¢ mekanizmasini yitirmis konake1 tiirevi
veya faj direng geni aktarilmis duyarli bir mutant1 ile karsilastirilirsa fajm bu denenen
test bakterisinde verecegi plak sayisi, homolog konakg¢isina gore azalacak veya
artacaktir. Faj i¢cin kisitlayici etkisi kalkan bir mutant sus plak artisina neden olurken,
diren¢ geni aktarilmis bir mutant, plak sayisinin indirgenmesine neden olur. Ayni
sekilde faj homolog konakgisi disinda bir bagka sus ile daha fazla veya daha az plak
olusturabilmektedir (Tunail 2009). Auad vd (1998), calistiklar1 I1b539 temperent fajinin,
Lb. lactis ATCC 15808 susunda ilic kez gelistirilmesinden sonra EOP degerinin
9.4 x 10* ‘ten 1.6’ ya yiikseldigini; LL-H virulent fajinin ise farkli konakgida

gelistirilmesinden sonra EOP degerinin 1.7’ye ¢iktigini saptamislardir.

1.4 Fajlara Kars1 Diren¢ Mekanizmalar

Laktik asit bakterileri hem litik, hem de 1limli fajlar tarafindan enfekte
olmaktadirlar. Bir¢ok farkli 6zellikte faj i¢erdikleri de bilinmektedir. Bunun sonucunda
ozellikle fermente siit lirlinlerinin liretiminde yararlanilan starter kiiltiirlerdeki tiir veya
suslarin zaman zaman faj saldirisina ugramalarma isletmelerde siklikla rastlanmaktadir.
Ancak laktik asit bakterilerinin de farkli fajlara karsi bir savunma mekanizmasi
gelistirdikleri yapilan incelemelerde ortaya konulmustur (Kilic 2008). Laktik asit
bakterilerinin; faj adsorbsiyonunun engellenmesi, restriksiyon/modifikasyon sistemleri,

abortif enfeksiyon ve lizojenik bagisiklik olmak {izere; bilinen 4 adet faj direng
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mekanizmas1 bulunmaktadir (Auad vd 1998, Forde ve Fitzgerald 1999, Kinik vd 2000,
Josephsen ve Neve 2004, Kilig¢ 2008, Labrie vd 2010).

1.4.1 Adsorbsiyonun bloke edilmesi

Homolog faj / konak¢1 sistemlerinde fajlar etkin bir sekilde bakteri hiicrelerine
adsorbe olmaktadirlar. Bu etkinlikleri deneysel olarak belirlenebilir ve genelde %90’dan
fazla adsorbsiyon gostermektedirler. Ne var ki fajlara kars1 dayanikli bazi tiirlerin, faj
reseptOr yiizeyinin, fajin adsorbe olmasima izin vermeyecek sekilde modifikasyona
ugramasi nedeni ile daha diistik adsorbsiyon etkinligi gosterdikleri belirlenmistir. Hiicre
duvar1 komponentleri ile hiicre reseptor alict ylizeyinin maskelenmesi de, faj

adsorbsiyonunu dnleyebilmektedir (Kinik vd 2000, Kili¢c 2008).

1.4.2 Restriksiyon (simirlama, kisitlama) / modifikasyon sistemleri (R / M)

Cogu laktik asit bakterisinin, yabanci faj DNA molekiiliiniin hiicre i¢ine girmesini
engelleyen ve bunlar siiratle parcalayan restriksiyon enzim sistemleri bulunmaktadir
(Kinik vd 2000, Kilig 2008, Acar Soykut ve Tunail 2009b). Restriksiyon enzimi yabanci
bakteriyel veya viral DNA iizerinde kesim yapmaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b).
Ancak, baz1 faj DNA’lar1 bagka bir bakteriyel enzimin (modifikasyon enzimi) etkisi
sonucu degisime ugramis olduklar1 icin, bu savunma mekanizmasimdan
kurtulabilmektedirler (Kinik vd 2000, Kilic 2008, Acar Soykut ve Tunail 2009b).
Modifikasyon enzimi, DNA molekiilii tizerindeki tanima dizisinde bulunan belirli bélge
ya da bolgelere genellikle metil grubu ekleyerek, konak¢t DNA’smi1 yabanct DNA’ya
karst korumaktadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b). Modifiye DNA, bu kisitlayici
enzimler tarafindan yok edilememektedir. Bu savunma mekanizmasi1 R/M sistem olarak
isimlendirilir ve 4 tipi bulunmaktadir (Kmik vd 2000, Kilig 2008, Acar Soykut ve
Tunail 2009b). Ancak T4 gibi diger baz1 fajlar da, kendilerini restriksiyon enzimlerine
kars1 koruyabilmekte, enzimleri inhibe eden proteinler iiretebilmektedirler (Acar Soykut
ve Tunail 2009b). R / M sistemleri; bir¢ok fajin konakg¢1 bakteriler iizerinde
etkinliklerinin zayif olmasina ve sonugta diisiik “plak etkinligi’ne neden olmaktadir
(Kinik vd 2000, Kilig 2008). Laktobasil tiirleri i¢inde Lactobacillus fermentum ve
Lactobacillus helveticus’un restriksiyon / modifikasyon sistemlerine sahip olduklari

kabul gormiistiir (Auad vd 1998).
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1.4.3 Sonucsuz birakilan enfeksiyon (abortif enfeksiyonlar)

Bir¢ok faja dayanikli susta faj DNA’s1 hiicre icine kabul edilmekte, ancak daha
sonra faj DNA replikasyonuna, RNA transkripsiyonuna, translasyona, yapisal
proteinlerin sentezlenmesine veya DNA paketleme sistemine miidahale edilmektedir
(Acar Soykut ve Tunail 2009b). Laktik asit bakterilerinde bu mekanizma tam olarak
anlasilmamis ve abortif enfeksiyonlar olarak adlandirilmistir. R/M aktivite sistemlerine
ya da abortif enfeksiyonlara bagli olan faj dayaniklilik sistemlerinin daha ¢ok ortam
sicakhig ile iliskisi bulunmaktadir. Ozellikle sicakligmm 30°C’den 37-40°C’ye artmas,
laktokok tiirlerinin 6nemli dl¢iide duyarhilik kazanmasi ya da faja dayaniklhiligin tam
anlamiyla kaybolmasi ile sonuglanabilmektedir. Bu konu peynir {iretimi sirasinda
genellikle farkl sicakliklar kullanildigi i¢in pratikte 6zel bir 6neme sahiptir. Bu nedenle
peynir isleme proseslerindeki sicaklik profillerinin dikkate aliacagi bir aktivite testinin

laboratuvar kosullarinda uygulanmasi gerekmektedir (Kinik vd 2000, Kilig 2008).

1.4.4 Lizojenik bagisikhik

Lizojenik bakteri tiirleri, benzer virulent ve temperent fajlara karsi dayanikhidir
(Kiik vd 2000, Kilig 2008, Labrie vd 2010). Ancak profaji aktiflestirildikten sonra bile
bu tiirler baz1 durumlarda faja dayanikliliklarini siirdiirmektedirler (Kilig 2008).

1.5 Bakteriyofajlarin Siit Teknolojisinde Yarattig1 Sorunlar

Stit teknolojisinde saf kiiltiir adii1 verdigimiz starter kiiltiirlerin, siit {dirtinleri
teknolojisinde kullanilmaya baslanilmasindan sonra, bu kiiltiirlerin ¢ok biiyiik olumlu
etkileri goriilmiis ve siit iirlinlerinde standart bir kalite ve arzu edilen tat ve aroma
saglanmistir. Ancak saf kiiltir kullaniminmm yaygmlasmasindan sonra ortaya

bakteriyofaj sorunu ¢ikmistir (Ergiillii 1982).

Bakeriyofaj sorunu 20. yiizyilin baslarinda ilk olarak Avustralya ve Yeni Zelanda’da
kendisini gostermis ve bu llkelerde peynir yapilacak siite katilan saf kiiltiirlerin,
peynirlerde gerekli asitligi olusturmadigi ve buna bagli olarak arzu edilen tat ve
aromanin meydana gelmedigi peynir kalitesinin c¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu

konu iizerine egilen arastirmacilar, peynire islenecek siite saf kiiltiir olarak katilan
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bakterilerde gelismenin kisa siirede sona erdigini, hiicre zarlariin pargalandigini

saptamuslardir (Ergiillii 1982, Kilig 2008).

Starter kiiltiir aktivasyonunu etkileyen cok sayida etmen i¢inde en Onemlisi ve
¢Ozlimii en glic olam bakteriyofaj kontaminasyonlaridir (Sanlibaba ve Akgelik 2000).
Bakteriyofajlar laktik asit bakterilerinin metabolik yeteneklerini ve 0Ozellikle asitlik
iretme kabiliyetlerini olumsuz yonde etkilemekte ve peynir, yogurt ve tereyag
teknolojisinde c¢ok biiylik sorunlar ortaya c¢ikmaktadir (Ergilli 1982, Mc Grath vd
2007). Faj kontaminasyonlari, fermentasyon ortamlarinda %15-20 oranina varan iirlin

kayiplarina neden olabilmektedir (Sanlibaba ve Akgelik 2000).

Farkl siit tirtinlerindeki faj problemleri asagida ayr1 ayr1 tartigiimistir.

1.5.1 Fajlarin peynir teknolojisinde yarattigi sorunlar

Starter kiiltiire bakteriyofajin bulagmasi siit endiistrisinde en 6nemli sorun oldugu
gibi en bilyilk ekonomik kayba neden olan riskli bir durumdur. Ozellikle peynir
iireticilerinin sorunlar1 yogurt ve benzeri iirlin iireticilerine kiyasla ¢ok daha fazladir. Bu
nedenle yapilan ¢aligmalarin 6nemli bir kismi da peynir teknolojisinde yararlanilan
kiiltiirler tizerinde yogunlagmistir (Kilig 2008). Yapilan arastirmalar, fajlarm en biiyiik
bulagma kaynaginin isletmelerde ortaya ¢ikan peynir suyu oldugunu ortaya koymustur
(Ergiillii 1982, Kilig 2008). ilk olarak Whitehead ve Cox (1935) bakteriyofajlar1 peynir
starteri olarak kullanilan bir Streptococcus cremoris kiltliriiniin asitlik iiretme
aktivitesindeki bozulmanin sorumlusu olarak rapor etmistir (Whitehead 1953). ilgili
tarthten bu yana bilimsel ve teknolojik gelismelere ragmen, fajlar hala siit endiistrisinde

fermentasyon problemlerine yol acan en 6nemli sorun olarak dikkati cekmektedir.

Peynirlerde asitligin kisa siirede ve diizenli bir sekilde artmasi bir yandan tat ve
aroma olugsmasi, diger yandan da peynirde bulunabilecek patojen mikroorganizmalarin
veya cesitli hatalara neden olabilen diger mikroorganizmalarin ortadan kalkmasi igin
gereklidir. Faj nedeniyle asitlik artisinin yavaglamasi veya tamamen durmasi,
peynirlerde hem arzu edilmeyen tat ve aroma olusturmakta, hem de olgunlagsma
srasinda  diger zararli mikroorganizmalarm kolaylikla gelisimi s6z konusu

olabilmektedir (Ergilli 1982). Bu hatalarin c¢ogu Cheddar gibi peynirlerde
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goriilmektedir. Ciinkii bu tip peynirlerin yapimmnin ilk safhasinda, mayalanan siite
katilan Lc. lactis ssp. lactis ve Lc. lactis ssp. cremoris’in diizenli bir sekilde asitligi
artirmast gerekmektedir. Bu asitlik olusumu peynir suyunun telemeden uygun oranda
ayrilmasini kolaylastirir ve istenilen sertlikte piht1 tesekkiiliinii saglamaktadir. Yine
piht1 parcalama ve ¢edarlama islemi, asitligin belirli bir seviyeye yiikselmesine baglidir.
Bu bakimdan fajlarin etkinligi peynir yapimimnin daha ilk kademesinde kolaylikla fark
edilebilmektedir (Kili¢ 2008).

Fajlarin gelisme ve ¢ogalmalari, ortam kosullarna bagimli olmakla beraber, fajlar
bakterilere gore ¢ok kisa siirede ve siiratle cogalabilmekte ve peynire islenecek siite
katilan saf kiiltlirlerin gelisimi Onlendiginden peynirde asitlik artis1 durmaktadir
(Ergiillii 1982). Genellikle peynir yapimmin baslangic safhasindan olgunlagsmanin
belirli bir devresine kadar, olusmasi istenen asitligin uygun bir seviyede artmamasi veya
tamamen durmasi halinde tat, koku ve diger kalite Ozellikleri arzulanan diizeyde

olmamaktadir (Kiligc 2008).

Fajlar saf kiiltiir katilarak yapilan peynirlerde zararl etki gostermekte, fakat direkt
olarak ¢ig siitten veya pastorize edilen ancak saf kiiltiir katilmayan siitten yapilan
peynirlerde biiyiik sorun ortaya koymamaktadirlar. Zira ¢ig siitteki laktik asit bakteri
popiilasyonu Lc. lactis ssp. lactis’in degisik suslarindan meydana geldiginden fajlar

farkli suglara ayn1 anda etkili olamamaktadirlar (Ergillii 1982, Kilig 2008).

1.5.2 Fajlarin yogurt teknolojisinde yarattig1 sorunlar

Yogurt teknolojisinde faj etkisi biiylik sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak
peynir kiiltiirlerinde ortaya ¢ikan basarisizliklara oranla bakteriyofajlar yogurt
kiiltlirlerinde daha seyrek bulunurlar ve iiriin bazindaki zararlar1 da sinirli kalmaktadir.
Yogurt yapilacak siite 6nceden faj bulasgsa bile siit yiliksek sicaklik derecesinde bir siire
isitildigindan bu fajlar ortadan kalkar ve enfeksiyon etkisi diismektedir (Kilic 2008).
Kiiltiirde faj bulunmasi ve mayalama sicakligina siitiin sogutulmasi sirasinda ortaya
cikan bulagma ise yogurt olusumu tlizerinde daha ¢ok etkili olmaktadir. Bakteriyofaj tip
ve etkililik derecesine bagli olarak tatlims1 veya eksi, tatsiz, aromasiz yogurt olusumuna
neden olur. Inkiibasyon siiresini uzatmaktadir (Ergiilli 1982, Kilig 2008). Yogurtta

Lb.delbrueckii ssp. bulgaricus fajina gore S. salivarius ssp. thermophilus’un fajmin koti
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etkileri daha ¢oktur. Clnkii S. salivarius ssp. thermophilus faji, pH, 1s1 degisimi ve
kimyasal maddelere daha dayaniklidir (Kilic 2008). Bakteriyofaj etkisinin oranina bagl
olarak inkiibasyon siiresi uzamakta ve ileri diizeydeki bir etkide yogurt yapimi s6z

konusu olmamaktadir (Ergillii 1982).

1.5.3 Fajlarin tereyag teknolojisinde yarattigi sorunlar

Tereyag yapiminda kremay1 olgunlastirma devresinde saf kiiltiir olarak kullanilan
Le. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris ve Leu. mesenteroides ssp.
mesenteroides’in faaliyetleri sonucu asitlik artisiyla birlikte diasetil istenmektedir. Bu
bakterilerin herhangi bir sekilde bakteriyofaj etkisi altinda kalmalar1 durumunda,
kremada asitlik artist durmakta, olgunlasma yavaglamakta, kaymak ve aroma
olusmamaktadir. Baz1 hallerde tereyaginin kendine 6zgii tat ve aromasi yerine, bir malt

aromasi ortaya ¢ikmaktadir (Ergilli 1982, Kili¢c 2008).

1.6 Lactobacillus delbrueckii LL-H Bakteriyofaji

Lactobacillus delbrueckii LL-H bakteriyojaji ilk kez 1972 yilinda Finlandiya’daki
yerel bir siit fabrikasinda iiretilen Emmental peynirinden izole edilmistir (Alatossava ve
Pyhtild 1980, Alatossava vd 1995, Mikkonen vd 1996, Ravin vd 2002). Daha sonra
1970’lerin sonlarinda ilk defa tez olarak Alatossava ve Pyhtild (1980) ve daha sonra da
Prof. Tapani Alatossava’nin arastirma grubu tarafindan ¢aligilmistir (Alatossava 1987).
LL-H faj1 ve ilgili fajlarla ilgili olarak gilinlimiize kadar toplam 4 doktora tezi
yapilmistir. Konu ile ilgili bir doktora tezi daha bu y1l ya da gelecek yil igerisinde Oulu
Universitesi’nden (Finlandiya) Katja Riipinen tarafindan tamamlanacaktir. Giiniimiizde
LL-H faji Lactobacillus fajlarinin model bir fajidir, ciinkii LL-H faj1 Lactobacillus

fajlar1 arasinda genom dizilimi ilk defa tam olarak tanimlanan fajdir (Mikkonen, 1996).

Alatossava ve Pyhtild (1980), Alatossava (1987), Alatossava vd (1995), Mikkonen
vd (1996) ve Ravin vd (2002) Lactobacillus delbrueckii virulent bakteriyofaji olan LL-
H’nin ilk kez 1972 yilinda Finlandiya’daki yerel bir siit fabrikasinda iiretilen Emmental
peynirinden izole edildigini, 50 nm capl kii¢iik izometrik bir basa, 180 nm uzunlugunda
kontraktil olmayan bir kuyruga sahip oldugunu ve bu Ozellikleriyle Bradley

siniflamasina gore B grubuna dahil olabilecegini bildirmislerdir. Mikkonen vd (1996),
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Ravin vd (2002), Riisdnen vd (2007) LL-H fajmnin pac-tipi ¢ift sarmalli DNA
genomunun 34.6 kb boyutunda oldugunu bildirmislerdir. LL-H fajinin genomu pac-tipi
temperent fajlar mv4 ve 1b539 ile benzerlik gostermektedir (Josephsen ve Neve 2004).
Sekil 1.8 LL-H bakteriyofajinin elektron mikroskobundaki goriiniimiinii gostermektedir

(Alatossava ve Pyhtild 1980).

Sekil 1.8 : LL-H bakteriyofajinin elektron mikroskobundaki goriiniimii
(Alatossava ve Pyhtild 1980)

Konu ile ilgili sorulardan bir tanesi, LL-H gibi laktik asit bakteri fajlarinin gida
sistemlerinde yeni uygulamalarda kullanilip kullanilamayacagidir. Diger bir deyisle
LL-H fajinin sadece starterleri 6ldiiren ve fermentasyonu yavaglatarak ya da durdurarak
zarar veren negatif ozelliklere sahip olmadiginin, ve bazi pozitif 6zelliklere sahip olup
olmadiginin sorgulanmasi gerekmektedir. Yeni uygulamalar bulmak i¢in (LL-H faj1 ve
Lb. delbrueckii’nin bakteriyel suslar1 arasindaki etkilesimler iizerinde daha temel
veriler) giiniimiize kadar LL-H fajinin konakg¢1 suslar1 degerlendirilmistir. LL-H faj1
adsorbsiyon proteini ve konakg1 reseptorii konusunda bazi molekiiler veriler mevcuttur:
LL-H fajinin g71 proteini (Ravin vd 2002) ve bakteriyel konak¢1 susun lipoteikoik
asitleri (LTA) (Riisdnen vd 2004) sirastyla bu verilerdir. Bu molekiiler veriler
enfeksiyon dongiistiniin ilk basamaginin (faj adsorbsiyon basamagi) basarisini
anlamamiz i¢in temel bilgileri olusturmaktadir. Simdiye kadar Lb. delbrueckii LL-H
fajinin konakg¢t spektrumu detayli bir sekilde ¢alisilmamistir. Yalnizca Lb. delbrueckii

ssp. lactis ve birkag Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ile diger birkag¢ Lactobacillus tiirii
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test edilmistir. Zira LL-H faj1 reseptor molekiilleri olan lipoteikoik asitler genellikle
Gram (+) bakteriyel tiirler i¢erisinde dagitilmistir. Aktif LL-H faj1 reseptorleri simdiye
kadar bilinenden ¢cok daha yaygim bulunabilmektedir. Bunlara ilaveten basarili bir LL-H
faj1 adsorbsiyonu icin LTA’nmn diisiik D-alanilasyon seviyesinin gerekli oldugu
(Réisdnen vd 2007) ve g71 genindeki tek bir nokta mutasyonun LTA etkilesimlerinin
spesifisitesini (Ravin vd 2002) ve buna bagh olarak da konak¢i spektrumunu
etkileyebilecegi bilinmektedir. Alkali ortam kosullarinda faj reseptorii LTA
molekiillerinde bulunan D-alanil uzaklastirilarak P™ baglar1 serbest hale gegmektedir. Bu

durumda fajin daha iyi adsorbsiyonuna imkan saglamaktadir (Réisdnen vd 2007).

LL-H fajmin gen g71 mutantlar1 ve bakteriyel LTA yer degistirmelerinin
(biyo)kimyasal/fiziksel islemler bazli modifikasyonlar1 LL-H faj1 adsorbsiyon basamagi
icin konake¢1 spektrumunun agiga c¢ikarilmasinda, DNA injeksiyon basamagi/6ldiirme
etkisi ve Lb. delbrueckii ssp. lactis ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslari, diger
Lactobacillus tiirleri, ve siit sistemleri ile ilgili Clostridium, Streptococcus,
Staphylococcus ve Bacillus gibi diger Gram (+) bakteriyel tiirler ile cogalma igin ilave

araglar verecektir.

Ravin vd (2002)’in yaptiklar1 bir calismanin sonuglari, Lb. delbrueckii tiirlerinde
en azindan 3 farkl faj reseptor molekiilii olduguna isaret etmektedir. Bunlardan ikisi
kiiciik izometrik basa sahip fajlar (LL-H gibi) i¢in 6zgiilken, bir tanesi prolat basa
sahip JCL1032 faj1 i¢in 6zgiildiir.

Lb. delbrueckii ssp bulgaricus ve Lb. delbrueckii ssp lactis bakterileri yogurt ve
peynir lretiminde starter kiiltiir olarak genis kullanim alan1 bulmustur (Auad vd 1998).
Lb. delbrueckii fajlarinin da i¢inde bulunabilecegi ¢esitli fajlar siirekli olarak yogurt ve
peynir lretiminde problemlere neden olmaktadirlar. Siit  isletmelerindeki faj
problemlerinin ¢dziimiinde yardimci olabilecek uzman personel gereksinimi olmasina
karsm, giinlimiizde faj biyolojisinin ve gida sistemlerinde fajlarin  gelisiminin
anlasilmas1 konularimda olduk¢a az sayida uzman bulunmaktadir. Biitiin bunlara
ilaveten, son yillarda faj teknolojisi kavrami ortaya ¢ikmis ve fajlarin biyokontrol ve

terapi ajani olarak kullanim ile ilgili yeni faj uygulamalari ticari olarak gelistirilmistir.
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Gilintimiize kadar Lb. delbrueckii LL-H fajinin konak¢1 spektrumu detayli bir sekilde
calistimamistir. LL-H fajmin konake¢1 spekturumunun kapsamli bigimde belirlenmesi ve
konakci-faj etkilesimlerinin molekiiler diizeyde incelenmesi bu konudaki 6nemli bir
eksikligi giderecektir. Ayn1 zamanda c¢alisma sonuglar1 ilgili fajin yeni gelistirilebilecek

biyokontrol ve terapi uygulamalari i¢in de temel arastirma niteliginde olacaktur.

Tezin baslica amaclarmni:

o L. delbrueckii LL-H faj1 ve etkili adsorbsiyon bazinda potansiyel faj reseptorleri
olarak lipoteikoik asitleri (LTA) igeren cesitli Gram (+) bakteriyel suslar kullanarak
faj-konake1 reseptorii etkilesimlerini agiga ¢ikarmak,

e Mikrobiyolojik ekim ¢aligmalariyla faj LL-H’ nin konak¢1 spektrumunu belirlemek,

e LL-H fajmin adsorbsiyonu iizerine hiicrenin gelisme evresinin, bakir ilavesinin ve

alkali kosullarin etkisini belirlemek olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal
2.1.1 Bakteriyofaj

Arastrmada  kullanilan  bakteriyofaj LL-H (Valio, Finlandiya) proje
danismanlarindan Prof. Dr. Tapani Alatossava'nin (Helsinki Universitesi, Gida ve Cevre
Bilimleri B6liimii, Finlandiya) stok koleksiyonundan saglanmstir.
2.1.2 Bakteri kiiltiirleri

Arastirmada; Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp.

bulgaricus ve Lactobacillus helveticus’a ait toplam 18 bakteri susuyla calisilmistir

(Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 : Arastirmada kullanilan bakteri suslar1 ve kaynaklar1

Bakteri Sus Kaynak
ATCC 15808 (CNRZ 326) ATCC?
LKT (CNRZ 700) Valio, Finlandiya
LL23 Valio, Finlandiya
Lb. delbrueckii ssp. lactis LL78 Valio, Finlandiya
CRL 934 (ATCC 8000) CRLP
CNRZ 327 CNRZS
CRL 539 CRL
YC380 Chr. Hansen A/S, Danimarka
LT4 INRAd, Fransa
Lb.delbrueckii ssp. bulgaricus LB120 Helsinki Universitesi, Finlandiya
HAMBI1449 Helsinki Universitesi, Finlandiya
LB S-jarvi Valio, Finlandiya
MK9 Ticari, Finlandiya
ATCC 15009 ATCC
AKI4 Valio, Finlandiya
Lb. helveticus 1518 Valio, Finlandiya
1175 Valio, Finlandiya
1129 Valio, Finlandiya

* ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA

® CRL: Centro de Referencia para Lactobacilos, Tucuman, Argentina

“CNRZ: Centre National de Recherches Zootechniques, Jouy-en-Josas, France
YINRA: Institut National de la Recherce Agronomique, France

2.2 Metot
2.2.1 Bakteriyofaj LL-H’nin aktivasyonu

-20°C'de muhafaza edilen bakteriyofaj LL-H'den 10 puL alinip, 200 uL Lactobacillus
delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 + 10mM CaCl, (Sigma-Aldrich, USA) i¢eren 10
mL de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth'a (LAB M Limited, United Kingdom)
inokiile edilerek, 37°C'de bir gece su banyosunda (Grant SUB Aqua Dual, England)
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda elde edilen lizat 1 mL'lik eppendorf
tiiplerinde +4°C'lik ortamda 13500 rpm’de (14263 g) 5 dakika santrifiijlenmistir (Sigma
Laborzentrifugen 2-15, Germany). Elde edilen siipernatantm (4x10° plak olusturan
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birim - plaque forming unit - pfu/mL) uygun diliisyonu arastirma siiresince faj kaynagi

olarak kullanilmistir. Siipernatant ve diliisyonlar1 +4°C'de muhafaza edilmistir.

2.2.2 Bakteri kiiltiirlerinin aktivasyonu

Bakteri kiltlirlerinin  aktivasyonunda Rodriguez ve Alatossava’nin (2008)
belirttikleri yontem modifiye edilerek c¢alisilmistir. Logaritmik ¢ogalma donemindeyken
%20 gliserol ile -20°C'de muhafaza edilen bakteri suslari, MRS agar (%]1.5 agarli,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) petrilerine 06ze yardimiyla yayilmistir.
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suslari
%35 CO; iceren anaerobik inkiibatérde (WTB Binder Labortechnik Gmbh Tuttlingen,
Germany) 37°C'de 48-72 saat; Lactobacillus helveticus suslar1 ise 42°C'de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda yeterli sayidaki bakteri susu 6ze ile 10
mL MRS broth'a aktariip 37°C'de bir gece c¢ogaltilmistir. Cogaltilan bakteri
kiiltiirtinden 300 pL alinip 10mM CaCl; iceren 10 mL MRS broth'a aktarilarak 37°C'de
bir gece inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen bakteri kiiltiiri kullanilarak adsorbsiyon

testleri gerceklestirilmistir.

2.2.3 Adsorbsiyon testi

Adsorbsiyon testi, Clokie ve Kropinski’nin (2009) belirttikleri ¢ift tabakali plak
titresi  (Double-Layer Plaque  Assay) yonteminin  modifiye  edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Bu amacla, aktive edilen bakteri kiiltiriinden 300 pL alinip 10mM
CaCl, iceren 10 mL MRS broth'a aktarilarak 37°C'lik su banyosunda 6-7 saat siireyle
(bakteri susuna bagli olarak degisen siirede) inkiibasyona birakilmistir. Sekil 2.1'de
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 (tiim ¢aligma siiresince adsorpsiyon
testlerinde petri ekimleri i¢in kullanilan temel bakteri susu) susunun optik
yogunlugunun zamana bagl degisimi gosterilmistir. Bakteri kiltiiriinlin  optik
yogunlugu (OD) spektrofotometrede (Novaspec II Visible Spectrophotometer,
Amersham Pharmacia Biotech, Sweden) 600 nm dalga boyunda Olglilmiistiir.
Adsorpsiyon testine bakteri kiiltiirlinin OD degeri 0.7 ile 1.0 araligindayken
baslanmistir. Boylelikle tiim calisma siiresince, logaritmik donemde bulunan belirli
sayida bakteri iceren kiiltiirle ¢aligilarak, bakteri sayis1 degisiminin adsorbsiyon testini

etkilemesi onlenmeye calisilmistir. Sekil 2.2'de Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
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ATCC 15808 susunun 10mM CaCl, iceren MRS broth’daki cogalma egrisi

gosterilmistir.

14 |
12 |
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06 r
04 r

0.D.600nm

saat

Sekil 2.1 : Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susunun 600 nm’deki optik

yogunlunun zamana bagli degisimi

8,5 r

75

6,5 r

log kob / mL
\l

saat

Sekil 2.2 : Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susunun 10mM CaCl, igeren MRS
broth’daki ¢cogalma egrisi

Istenilen OD degerindeki 10mL bakteri kiiltiirii 15 mL'lik steril falcon tiipe
aktarilarak + 4°C'de 4000 rpm’de (2150.4 g) 15 dakika santrifiijlenmistir (Eppendorf
Centrifuge 5810R, Hamburg, Germany). Santrifiij islemi sonunda silipernatant
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uzaklastirilarak elde edilen pelet lizerine 10mM CaCl, iceren 37°C'deki 10 mL MRS
broth ilave edilmistir. Elde edilen bakteri kiiltiirti 37°C'lik su banyosunda yaklasik 10
dakika bekletilerek sicakligin 37°C'ye gelmesi saglanmaistir.

Adsorbsiyon testi, faj bakteri kiiltiiriine inokiile edildikten sonra 3, 10, 30 ve 50.
dakikalarda gerceklestirilmistir. 0. dakika i¢in 37°C'de bulunan 10mM CaCl, iceren 10
mL MRS broth'a 10™1iik bakteriyofaj diliisyonundan 50 pL ilave edilmistir. 52°C'lik su
banyosunda (daha diisiik sicaklik derecelerinde agar hizla katilastig1 i¢in bu sicaklikta
calisilmistir) bulunan 10mM CaCl, iceren 2.25 mL yumusak MRS agara (%0.7 agarl)
once 100 pL Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 kiiltiirii ilave edilmistir.
S6z konusu karigimin iizerine faji MRS brothtan 100 pL eklenmistir. Karisim
bekletilmeden yaklasik 10 saniye kadar vortekslendikten sonra 10mM CaCl, iceren
MRS agar (%1.5 agarl) petrisine dokiilerek tiim yiizeyin kaplanmasi saglanmistir. Petri
diiz sekilde laminer kabin (Biowizard Kojair Tech Oy, Vilppula, Finland) i¢inde

kurumaya birakilmistir.

Adsorbsiyon testinin 3, 10, 30 ve 50. dakikalar1 i¢in asagidaki prosediir izlenmistir.
37°C'de 10 dakika bekletilen bakteri kiiltiirine 10™'lik faj diliisyonundan 50 pL ilave
edilerek tekrar 37°C'lik su banyosuna birakilmistir. Fajin, kiiltiire eklenmesiyle es
zamanli olarak silire baslatilmistir. Siire baslangicindan 3 dakika sonra faj ilaveli
kiiltiirden 1 mL almip 1.5 mL'lik steril eppendorf tiipe konularak + 4°C'lik ortamda
yaklagik 14263 g'da 5 dakika santrifiijlenmistir. 10mM CaCl, igeren 2.25 mL yumusak
agara once 100 pL Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 ilave edilmis,
ardindan santriflij islemi sonucunda elde edilen siipernatanttan 100 pL ilave edilmistir.
Karisim bekletilmeden yaklasik 10 saniye kadar vortekslendikten sonra 10mM CaCl,
iceren MRS agar petrisine dokiilerek tiim yiizeyin kaplanmasi saglanmistir. Petri diiz
sekilde laminer kabin i¢inde kurumaya birakilmistir. Kuruyan petriler ters cevrilerek
37°C'de bir gece inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra olusan faj plaklar1
sayilarak asagidaki formiil yardimiyla pfu (plak olusturan birim) / mL cinsinden faj

sayis1 (N) hesaplanmustir.

N= plak sayis1 x 20 x 10* pfu / mL

34



Optimal kosullar altinda her faj partikiilii, konak¢1 bakteri bulunan petri kutusunda
bir plagin olugsmasindan sorumludur (Tunail 2009). 0. dakika i¢in pfu/mL cinsinden elde
edilen faj sayist %100 kabul edilerek 3, 10, 30 ve 50. dakikalar icin % degerler
hesaplanmistir. Elde edilen degerler kullanilarak zamana bagli adsorbsiyon egrisi

cizilmistir.

2.2.4 LL-H fajimin adsorbsiyonu iizerine hiicrenin gelisme evresinin etkisi

Calisma boyunca ana sus olarak kullanilan Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808
susu icin gelisme evresinin adsorbsiyon kinetigine olan etkisi incelenmistir. Bu amacla
“2.2.3 Adsorbsiyon testi” bolimiindeki prosediirde herhangi bir degisiklik yapilmadan
logaritmik fazdaki (OD 0.7-1.0) Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susu yerine
duragan fazdaki (OD 1.2-1.4) bakteri kiiltiirii ile caligilmistir.

2.2.5 Bakir ilavesinin faj adsorbsiyonuna etkisinin belirlenmesi

Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susu icin 1mM CuSOy ilaveli kosullarda
calisilarak Cu elementinin fajin adsorbsiyon kinetigi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu
amagla “2.2.3 Adsorbsiyon testi” bolimiindeki prosediirde herhangi bir degisiklik

yapilmadan faj inokiilasyonu dncesinde besiyerine ImM CuSOy ilave edilmistir.

2.2.6 Alkali kosullarin (pH=8.5) faj adsorbsiyonuna etkisinin belirlenmesi

Calismada orta hizli adsorbsiyon gozlenen Lb. lactis CRL 934 ve mevcut Lb.
helveticus suslar1 iginde adsorbsiyon gozlenmeyen tek sus olan Lb. helveticus ATCC
15009 bakterilerinin sirasiyla, adsorbsiyon hizini arttirmak ve adsorbsiyonu miimkiin
kilabilmek hedefiyle, alkali kosullarda (pH 8.5, tampon ¢dzelti olarak 200 mM TRIS

cozeltisi kullanilmistir) calisiimistir.

2.2.2. Bakteri kiiltlirlerinin aktivasyonu” boliimiindeki prosediir izlenerek elde
edilen bakteri kiiltiirler1 10 mL MRS broth i¢cinde 1 gece 37°C'lik su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan Sekil 2.3’deki prosediir izlenmistir. Prosediir,

Réisénen vd’nin (2007) belirttikleri yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Burada
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ayn1 kosullarda alkali ve alkali olmayan gelisme ortaminda caligilarak alkali ortamin

faj adsorbsiyonuna etkisi arastirilmistir.
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Bakteri kiiltiirii (10 mL MRS broth)

300 pL bakteri kiiltiirii 37°C/~7 saat
+ (OD 0.7-1.0)
10 mL MRS broth

2150.4g / 15 dakika

santrifiijleme
Pelet vorteksleyerek homojen
+ hale getirme

10 mL TRiS (200 mM, pH 8.5)

2150.4g/ 15 dakika

santrifiijleme
Pelet vorteksleyerek homojen
+ hale getirme

10 mL TRIS (200 mM, pH 8.5) 1 gece oda sicakliginda

inkiibasyon
2150.4g / 15 dakika
Pelet santrifiijleme
+
10 mM Ca + 10 mL MRS broth

2150.4g / 15 dakika
Pelet santrifiijleme
J’_

10 mM Ca + 10 mL MRS broth  vorteksleyerek homojen

hale getirme
2150.4g / 15 dakika
Pelet santrifiijleme
+
10 mM Ca + 10 mL MRS broth

l vorteksleyerek homojen

hale getirme
OD degeri dlgiilerek

0.7-1.0 araligina ayarlanir

300 pL bakteri kiiltiiri
J’_
10 mL MRS broth

Pelet
J’_

10 mM Ca + 10 mL MRS broth

l

Pelet
J’_

10 mM Ca + 10 mL MRS broth

Pelet
J’_
10 mM Ca + 10 mL MRS broth

Pelet
J’_

10 mM Ca + 10 mL MRS broth

Pelet
J’_

10 mM Ca + 10 mL MRS broth

l

OD degeri dlgiilerek

0.7-1.0 araligina ayarlanir

Sekil 2.3 : TRIS muameleli kiiltiirde adsorbsiyon kinetigi analizi
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Istenilen OD degerine ayarlanan bakteri kiiltiiriiyle “2.2.3. Adsorbsiyon testi”
boliimiindeki prosediir izlenerek adsorbsiyon kinetigi calisilmistir. TRIS ile 24 saat
muamele edilen Lb. lactis CRL 934 susuna ait adsorbsiyon kinetigi incelendikten sonra,
ayn1 bakteri i¢in 2 saat ve 24 saat TRIS muameleli kosullarda 1, 3 ve 10. dakikalar i¢in

analiz tekrarlanmstir.

2.2.7 Faj plak etkinlig¢inin belirlenmesi

Calismada ana sus olan Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susu
disinda diger 17 sus i¢cin faj plak etkinli§i arastirilmistir. Faj plak etkinliginin
arastirilmasinda “2.2.3. Adsorbsiyon testi” boliimiindeki prosediir modifiye edilerek
kullanilmistir. Bunun i¢in 10mM CacCl, igeren 2.25 mL yumusak MRS agar i¢ine 100
uL Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 ilavesi yerine EOP’si arastirilan bakteri susu

eklenmistir. EOP degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmastir.

Incelenen sus ile elde edilen plak sayisi (pfu / mL)

EOP =
Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 ile elde edilen plak sayis1 (pfu/ mL)

38



3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada Lb. delbrueckii ssp. lactis (7 adet), Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(6 adet) ve Lb. helveticus’a (5 adet) ait toplam 18 bakteri susuyla calisilmistir (Bkz.
Tablo 2.1). Arastirmada adsorbsiyon kinetigi calisilarak bakteri suslarinin LL-H fajina
olan hassasiyetleri incelenmistir. Elde edilen tiim adsorbsiyon egrileri Sekil 3.1-Sekil

3.15’de sirasiyla gosterilmistir.

3.1 LL-H Fajimin Konak¢1 Spektrumu

3.1.1 Lb. delbrueckii ssp. lactis suslan ile elde edilen adsorbsiyon egrileri

Arastrmada calisilan 7 adet Lb. delbrueckii ssp. lactis susu ile elde edilen
adsorbsiyon egrileri Sekil 3.1-3.6’da gosterilmistir.

n=4
120
X
) 100
g 80
)
= 60
2 40
S 20
§ 0 = 3
< 200 — 10 20 30 40 50 60
dakika

Sekil 3.1 : Logaritmik fazdaki Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susuna ait

adsorbsiyon egrisi
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Adsorbe edilmeyen faj %
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50
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Sekil 3.2 : Lb. delbrueckii ssp. lactis LKT susuna ait adsorbsiyon egrisi

Cluzel vd (1987)’nin yaptig1 bir ¢alismada Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808

ve Lb. delbrueckii ssp. lactis LKT suslarmmn ayni orjinden geldikleri bildirilmistir

(Auad vd 1998). Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 g6z Oniine alinirsa bu iki susun adsorbsiyon

kinetiklerinin benzer oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar iki susun ayni orjinden

geldigine dair olan goriisii destekler niteliktedir.

Adsorbe edilmeyen faj %

120
100
80
60
40
20
0
20 ¢

n=

10

20

30
dakika

40

50

60

Sekil 3.3 : Lb. delbrueckii ssp. lactis LL 23 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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n=2

120

100
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60

40
20

0 T —
0 10 20 30 40 50 60
dakika

Adsorbe edilmeyen faj %

Sekil 3.4 : Lb. delbrueckii ssp. lactis CNRZ 327 susuna ait adsorbsiyon egrisi

n=3

120
100
80
60
40
20

Adsorbe edilmeyen faj %

0 10 20 30 40 50 60
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Sekil 3.5 : Lb. delbrueckii ssp. lactis CRL 934 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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Sekil 3.6 : Lb. delbrueckii ssp. lactis LL78 susuna ait adsorbsiyon egrisi

Lb. delbrueckii ssp. lactis LL78 susu kendi altkiiltiirleri arasinda en yavas
adsorbsiyon kinetigi gostermistir. Lb. delbrueckii ssp. lactis CRL539 susu lizojenik
karakter gosterdigi i¢in adsorbsiyon egrisi olusturulamamastir.

3.1.2 Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslari ile elde edilen adsorbsiyon egrileri

Arastirmada calisilan 6 adet Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus susu ile elde edilen
adsorbsiyon egrileri Sekil 3.7-3.10°da gosterilmistir.

n=3

< 120
£ 100
C
> 80 ¢
£ 60 |
3
[} 40 ’ —=
2
2 20 F
2 0

0 10 20 30 40 50 60

dakika

Sekil 3.7 : Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus YC380 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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Sekil 3.8 : Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus LB S jarvi susuna ait adsorbsiyon egrisi
n=2
X 300 r
2 250 |-
C
= 200
£ 150 |
3 % %
o 100
2
2 50 -
2 o0
0 10 20 30 40 50 60
dakika

Sekil 3.9 : Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus MK 9 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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Sekil 3.10 : Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus LB 120 susuna ait adsorbsiyon egrisi

Sekil 3.7, 3.8, 3.9 ve 3.10°dan da gorildigi gibi Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus’a
ait suslarda genel olarak orta hizda adsorbsiyon goézlenmistir. Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus 1L T4 ve HAMBI1449 suslar1 lizojenik karakter gdsterdigi i¢in adsorbsiyon

egrileri olusturulamamastir.

3.1.3 Lb. helveticus suslan ile adsorbsiyon egrileri

Bilgilerimize gore Lb. helveticus suslar1 icin LL-H faji’nin konake¢1 spektrumu ilk
kez bu c¢alismada arastirilmistir. Calisilan 5 adet Lb. helveticus susu ile elde edilen

adsorbsiyon egrileri Sekil 3.11-3.15°de gosterilmistir.

n=3
120
= 100
]
c 80
o
5 60 L
E
3 40 -
o
-g 20 +
ﬁ 0 —— # \ =
20 D 10 20 30 40 50 60
dakika

Sekil 3.11 : Lb. helveticus 1129 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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Sekil 3.12 : Lb. helveticus 1175 susuna ait adsorbsiyon egrisi
n=2
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Sekil 3.13 : Lb. helveticus 1518 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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Sekil 3.14 : Lb. helveticus AKI 4 susuna ait adsorbsiyon egrisi
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Sekil 3.15 : Lb. helveticus ATCC 15009 susuna ait adsorbsiyon egrisi

Lb. helveticus ATCC 15009 susu kendi altkiiltiirleri arasinda en yavas adsorbsiyon
gostermistir. Bu sus haricindeki diger 4 adet Lb. helveticus susu (1129, 1175, 1518,
AKI4) hizl1 adsorbsiyon gostermislerdir.

Farkli suslara ait adsorbsiyon egrileri goz Oniine almarak Lb. delbrueckii ssp. lactis
ve Lb. helveticus suslarmin Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslarina kiyasla LL-H
fajina daha duyarh oldugu gozlenmistir. Bu sonug¢ farkliliginda faj adsorbsiyonu i¢in

gerekli olan, hiicre mebraninda bulunan lipoteikoik asit miktarindaki ve yapisindaki

46



farkliligin rol aldig1 diistiniilmektedir. Zira yapilan bir caligmada Réisénen vd. (2004)
Lb. delbrueckii ssp. lactis’den izole edilen lipoteikoik asitlerin Lb. delbrueckii fajlarmin
absorbsiyonunu engelledigini bildirmektedir. Bakterilerin hiicre duvarmda bulunan
lipoteikoik asitlerin yapilarmin farkhiliklar gosterebilecegi de degisik kaynaklarda
bildirilmektedir (Fischer 1988, Fischer vd 1990, Réiisdnen vd 2004).

3.2 Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 Susunun Faj Adsorbsiyonu Uzerine

Hiicrenin Gelisme Evresinin Etkisi

Fajlari konakgiya adsorbsiyonlarmma konakg1 bakterilerin fizyolojik durumlar: etkili
olmaktadir. Genellikle litik fajlar, bakteri metabolizmasinin en aktif ve hiicre
duvarlarmin yeni sentezlenmis oldugu logaritmik gelisme evresindeki bakterilere
kolayca adsorbe olmaktadirlar (Tunail 2009). Calisma boyunca temel sus olarak
kullanilan (LL-H faj1 tarafindan iyi enfekte edildigi bilinen) Lb. delbrueckii ssp. lactis
ATCC 15808 susu icin gelisme evresinin adsorbsiyon kinetigine olan etkisi
incelenmistir. iki farkli kosul (logaritmik ve duragan faz) icin adsorbsiyon egrileri
(Sekil 3.16) degisiklik gostermese de faj plaklari biiyiikliigiinde belirgin degisiklik
gozlenmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.16 : Logaritmik fazdaki (m, n=4) ve duragan fazdaki (A, n=2) Lb. delbrueckii
ssp. lactis ATCC 15808 susuna ait adsorbsiyon egrileri
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Duragan fazla c¢alisildiginda faj plaklarinin sayisi1 azalmig fakat plak buytkligi
artmustir. Ancak bu durumun neden kaynaklandigi tam olarak bilinmemektedir. leride

yapilacak molekiiler ¢aligmalarla konu ile ilgili soru isaretlerine netlik kazandirilabilir.

Yy

a b

Sekil 3.17 : Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susu logaritmik faz (a) ve duragan
faz (b) icin LL-H bakteriyofaji kullanilarak 0.dakikada elde edilen plaklar

3.3 Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 Susunun Faj Adsorbsiyonu Uzerine
Bakar ilavesinin Etkisi

Emmental peynir liretiminde Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis fajlarmin neden
oldugu sorunlar ilk kez 1950’lerde Finlandiya’da bildirilmistir. Bu tarihten sonra Lb.
delbrueckii fajinin siit endiistrisinde 6nemli bir risk oldugu kabul edilmistir (Ravin vd
2002). Diinyanin birgok flilkesinde {iretilip tiiketilen Emmental peynirinin tiiketiciler
tarafindan takdir edilen degeri kullanilan iiretim teknolojisinden kaynaklanmaktadir
(Fox vd 2000). Geleneksel yontemle Emmental peyniri liretiminde bakirin peynir
kalitesi iizerine olumlu katkilar1 nedeniyle, tiretimde geleneksel yontemin (bakir
kazanlarda iiretim) tercih edilmesi veya peynir iiretimi sirasinda peynir siitiine ve/veya

telemeye bakir ¢ozeltisi ilavesi yoluna gidilmektedir (Walstra vd 2006).

Arastirmada, Emmental peyniri iiretimi sirasinda ortamda bakir olabilecegi goz
Oniline almarak temel sus olarak kullanilan Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808
kiltiirti icin ImM CuSOy ilaveli kosullarda calisilarak bakir ilavesinin adsorbsiyon
kinetigine olan etkisi incelenmistir. 1mM CuSOy ilavesi Lb. delbrueckii ssp. lactis
ATCC 15808 susunun c¢ogalmasinda yavaslatici etki gosterirken, adsorbsiyon

kinetiginde herhangi bir degisiklige yol agmamustir (Sekil 3.18). Bu durum bakir
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kazanlar kullanilarak tiretilen Emmental peynirlerinin faj duyarliliginin azaltilmas: i¢in

alternatif bir yontem olabilir mi sorusuna olumsuz yanit olusturmaktadir.
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Sekil 3.18 : Logaritmik fazdaki (m, n=4) ve 1mM CuSOyilaveli (A, n=2) Lb.
delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susuna ait adsorbsiyon egrileri

3.4 Alkali kosullarin (pH=8.5) faj adsorbsiyonuna etkisi

Alkali ortam kosullarinda faj i¢in reseptor olan LTA molekiillerinde bulunan
D-alanil’in uzaklastirilabildigi ve daha iyi faj adsorbsiyonuna olanak saglanabildigi
bilinmektedir (Réisdnen vd 2007). Arastirmada normal calisma kosullarinda fajin iyi
adsorbe olamadig1 (Bkz. Sekil 3.4) Lb. delbrueckii ssp. lactis CRL 934 susu i¢in ortama
alkali ilavesinin faj adsorbsiyon hizin1 belirgin sekilde arttirdigi tespit edilmistir (Sekil
3.19, 3.20).
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Sekil 3.19 : Alkali ortamda 24 saat bekletilen (A) ve bekletilmeyen (m, 10 mM Ca’lu)
Lb. lactis CRL 934 susuna ait adsorbsiyon egrileri

Sekil 3.19 dikkate alinarak adsorbsiyon kinetiginin belirlendigi noktalarda degisiklik
yapilmistir. 2 ve 24 saat alkali ortam muameleli Lb. lactis CRL 934 susu ile 0, 3, 10, 30
ve 50. dakikalar yerine 0, 3 ve 10. dakikalar i¢in adsorbsiyon kinetigi arastirilmistir

(Sekil 3.20).
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Sekil 3.20 : Alkali ortamda 24 saat bekletilen ( A), bekletilmeyen (m, 10 mM Ca’lu) ve
alkali ortamda 2 saat bekletilen () Lb. lactis CRL 934 susu ile 1, 3, 10. dakikalar
icin adsorbsiyon egrileri
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Alkali ilavesinin adsorbsiyon gozlenmeyen Lb. helveticus ATCC 15009 susu i¢in
belirgin bir etkisi olmamistir (Sekil 3.21). Bu durum adsorbsiyon gézlenmeyen ve alkali
muamelesinin belirgin etki etmedigi Lb. helveticus ATCC 15009 susunun hiicre duvari
yapisiin ve hiicre duvarinda bulunan LL-H fajinin bakteriye absorbsiyonunda anahtar
rol istlendigi diisiiniilen lipoteikoik asitlerin kompozisyonunun Lb. delbrueckii ssp.
lactis suslarmin hiicre duvar1 yapis1 ve lipoteikoik asit kompozisyonu farkliligindan
kaynaklanmig olabilir. Zira bilindigi gibi teikoik asitler, lipoteikoik asitler ve
glikolipitler bircok Gram (+) bakterinin hiicre duvari-membran kompleksinin
karakteristik bilesikleridir ve farkli bakteriyel tiirlerin hiicre duvarindaki teikoik asit ve

lipoteikoik asitlerin kompozisyonlar: farklidir (Vasala vd 1995).
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Sekil 3.21: Alkali ortamda 24 saat bekletilen (A) ve bekletilmeyen (m, 10 mM Ca’lu)
Lb. helveticus ATCC 15009 susuna ait adsorbsiyon egrileri

3.5 Faj Plak Etkinligi

Fajlarin konakgilar1 iizerinde olusturabildigi plaklar olarak tanimlanabilen faj plak
etkinligi; fajin farkl bir konakgida verdigi titrenin homolog konakgisinda verdigi titreye
oranlanmasi ile hesaplanabilmektadir (Acar Soykut ve Tunail 2009b). Calismada temel
sus olan Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 susu disinda diger 17 sus i¢in faj plak
etkinligi arastirilmistir. Calisilan suslardan 14 tanesi icin plak gdzlenmemis ve
dolayistyla EOP degerleri O olarak bulunmustur. Lb. delbrueckii ssp. lactis LKT, Lb.
delbrueckii ssp. lactis LL 23 ve Lb. delbrueckii ssp. lactis CNRZ 327 suslar1 i¢in EOP
degerleri sirasiyla 0.76, 0.34 ve 0.27 olarak bulunmustur. Bu sonuclar Lb. delbrueckii
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ssp. lactis suslarmin LL-H fajma, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve Lb. helveticus

suslarina oranla daha duyarli olduguna isaret etmektedir.

Auad vd’nin (1998) yaptig1 calismada Lb. delbrueckii ssp. lactis LKT i¢in EOP
degeri 1.2 bulunmustur. Bu sonu¢ LL-H fajina kars1 iki arastirmada kullanilan Lb.
delbrueckii ssp. lactis LKT susu’nun farkli duyarhilik gosterdigini isaret etmektedir.
Ayni1 sus ve fajla yapilan iki calismanin sonuglari arasindaki farkliligin ¢aligsma
kosullarmin degisikliginden (besiyeri, bakteri-faj karisimmin bekletilme siiresi)

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Genel olarak arastirma sonuglar1 degerlendirildiginde, Lb. delbrueckii ssp. lactis ve
Lb. helveticus suslarmin Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslarma gore LL-H fajina daha
duyarli oldugu goézlenmistir. Bu sonu¢ farkliliginda faj adsorbsiyonu i¢in gerekli olan
hiicre mebraninda bulunan lipoteikoik asit miktarindaki ve yapisindaki farklilik rol
aliyor olabilir. Ik kez bu arastirmayla Lb. helveticus suslar1 kullanilarak LL-H faj1 i¢in
adsorbsiyon kinetigi calistlmustir. Ileride yapilacak olan molekiiler boyuttaki
calismalarla Lb. delbrueckii ssp. lactis ve Lb. helveticus suslarinin benzer, Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus suslarmin ise bunlardan farkli adsorbsiyon kinetigi

gostermesindeki nedenler arastirilabilir.

Logaritmik fazdaki ve duragan fazdaki bakteri kiiltlirii kullanimmin adsorbsiyon
kinetigini etkilememesine ragmen faj plaklar1 biyiikliigiinde belirgin farkliliga yol
actig1 gdzlenmistir. Bunun nedenine tam olarak agiklik getirilememistir. Ileride

yapilacak molekiiler boyuttaki caligmalarla bu duruma netlik kazandirilabilir.

Calisma ortamma ImM CuSOy ilavesi Lb. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808
susunun ¢ogalmasinda yavaslatici etki gosterirken adsorbsiyon kinetiginde herhangi bir
degisiklige yol agmamistir. Bu durum bakir kaplar kullanilarak {tiretilen Emmental
peynirlerinin faj duyarliligmin azaltilmasi i¢in alternatif bir yontem olabilir mi sorusuna

olumsuz yanit olusturmaktadir.

Bakteri hiicre duvarindaki D-alanil miktarim1 azaltarak faj adsorbsiyonunun
arttirilmasi i¢in yapilan denemelerde alkali muamelesinin faji Lb. delbrueckii ssp lactis
CRL 934’e adsorbsiyonunu arttirdig1 fakat Lb. helveticus ATCC 15009’a adsorbsiyonu

iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Konu ile ilgili olarak bundan sonra yapilacak ¢alismalarda,

e Faj adsorbsiyonu ve plak biiyiikliigii lizerine bakterinin gelisme evresinin etkisinin

arastirilmasi,
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e Alkali muamelesinin fajin Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslarina olan etkisinin

arastirilmasi,

e Fajm iyt adsorbe oldugu ve olmadigr suslarn hiicre duvar1 yapilarinin
farkliliklarinin arastirilmast,
e LL-H fajmin gida endiistrisinde 6nemli olan diger laktobasil suslarmi enfekte edip

etmediginin arastirilmasi,

konu ile ilgili soru isaretlerinin ortadan kaldirilmasina katkida bulunacaktir.
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