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Bu calaigmada, starter kullanilmaksizain liretilen Tiirk
beyaz peynirlerinin peyniralti sularindan izole edilmis olan
Streptococcus lactis suglaranda faj diren¢ mekanizmalara -
arastirilmistir. Virulent laktik fajlar, Tirk ¢i§ silitlerin-
den ve degisik ililkelerin endilistriyel fermentasyon siliregle-
rinde cegitli {iriin ve ortamlardanzizole edilmigtir. 28
Streptococcus lactis sugu, diren¢ 6zelliklerinin belirlenme-
si amaci ile 11 laktik faja karsi denenmig ve bu suslarain
altisinin tiim fajlara karsi tamamen direngli oldudu saptan-

migtir. Bu alta susta faj diren¢ sistemlerinin 32 Kb. ve
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26.1 Kb. (Kilobaz) biiyiikliikte iki farkla plazmidin varlagi-
na bagli oldugu ve 32 Kb.lik plazmidin adsorbsiyonun engel-
lenmesi, 26.71 Kb.lik plazmidin ise isi duyarla, faj direnc
sistemlerini kodladigi belirlenmistir. 32 Kb.lik plazmidin
ayrica proteolitik aktivite, laktoz fermentasyonu ve yliksek

2 _ 4.8x10

siklikta konjugasyon (verici hiicre basina 1.2x10
konjugant) Ozelliklerini de kontrol ettigi &rneklenmistir.
26.1 Kb.1l1ik plazmidin ise Streptococcus lactis suslarinda
1s1 duyarla faj direng¢ disinda bagka hicbir 6zelligi kodla-
madigi saptanmistir. Her iki direng¢ plazmidi de protoplast
transformasyonu y&ntemiyle, plazmid igermeyen Streptococcus
lactis suslarina aktarilarak, plazmid DNA'nin ug.minda
1.4x104 - 2x105 oraninda transformant olusumu saglanmistar.

Ayrica elektronmikroskopik incelemeler sonucu Tiirk faj izo-

latlarinin morfolojik 6zellikleri belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER : Streptococcus lactis, plazmid, faj di-~

reng, transformasyon, konjugasyon
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In this study, the phage resistance mechanisms of
Streptococcus lactis strains, isolated from whey of Turkish
white pickled cheese which produced using without industrial}
starter, were investigated. Virulent lactic phages were
isolated from Turkish raw milk and various products and
media of industrial fermentation processes of different
countries. Twenty eight Streptococcus lactis strains were ;

tested for resistance to eleven different lactic phages and

six of these strains were found to be completely resistant



aganist all the phages. The phage resistance systems in the
six strains were found to be determined by two different
plasmids, having molecular sizes of 32 kilobase and 26.1
kilobase, and they were shown to encode interference of phage
adsorption and heat sensitive phage resistance systems,
respectively, Furthermore, the 32 kilobase plasmid was also
demostrated to be responsable for proteolytic activity,
lactose fermentation and high frequency conjugation (1.2x10_2—
4.8x10m4 conjugant per donor cell) functions. The 26.1 kilobase
plasmid was found to carry none of the pharacters in the
Streptococcus lactis strains except the heat sensitive phage
resistance system. Both of the resistant plasmids could be
transformed into plasmid free Streptococcus lactis strains

by protoplast transformation method with the frequency rate

4. 2x105 transformant per ug of plasmid DNA. In

of 1.4x10
addition, the morphogical characters of the Turkish phage

isolates were determined electronmicroscopically.

KEY WORDS: Streptococcus lactis, plasmid, phage resistance,

transformation, conjugation
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GIRIS

Starter kiiltlirler; fermentasyon slirecinin baslatil-
masli, arzu edilen lirlinlin ylksek ve siirekli standart kalite-
de eldesi amaci ile fermentasyon ortamlarina ilave edilen,
6zellikleri tanimlanmis mikroorganizma kiiltiirleridir. Bu
kiiltiirler, fermentasyon slireg¢lerinde yapi ve aroma bilegik-
lerini olusturmalari yaninda, gida bozulmalarai ve gida ze-
hirlenmeleri etmeni olan bakterilerin geligimlerinin engel-
lenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir. Diinyada fermente gi-
da liretiminin silirekli artisi ve buna paralel olarak degigen
liretim teknolojilerinden dolayi, starter kiiltiir liretimi ve
saklanmasinda uygulanan klasik teknikler, modern gida en-
diistrisinin sorunlarina yanit verememektedir. Glinimiizde, bir
yandan starter kiiltlirlerin canliliklarini kaybetmeden uzun
slire saklanmalarina ¢oziimler aranirken, diger yandan gene-
tik analizleri yapilan mikroorganizmalarda biyokimyasal ve
fizyolojik &zellikler molekiiler seviyelerde yeniden diizenle-
nerek, liretim ve saklama silire¢lerine en uygun suslarin ge-

listirilmesine calisilmaktadar.

Siit endiistrisinde baslicalari; Cheddar, Colby, Blue,
Gorgonzola, Roquefort, Stilton, Camembert, Brick, Limburger,
Feta, Gouda, Edam, Cottage ve Kagkaval olmak ilizere yaklasgik
500 peynir tiirii ile, tereyadi, yagli siit, eksi krema, Quark
ve Viili gibi bircok fermente siit lirtintinlin eldesinde, laktik

streptokok suslarindan starter kiiltiir olarak yararlanilmak-



tadir. Bu starterler, {liriiniin 6zelligine gbre sadece laktik
streptokok suslarindan olusabilecedi gibi, diger laktik asit
bakterileri, 6zellikle de Leuconostoc ve laktobasiller ile
belirli oranlarda kombine edilmis karaisik kiiltilirler olarak
da kullanilabilmektedir. Ayrica, Camembert, Roquefort:benze—
ri peynirlerin olgunlastirilmasinda bazi kiif tiirleri ikincil
florayi olusturmaktadir. Diinyada toplam fermente gida lireti-
minin %21.5 i fermente siit lrilinleridir. 1980 yili rakamlari-
na gdre, sadece "Avrupa Ekonomik Toplulugu"na iiye lilkeler
tarafindan 3,5 milyon ton peynir iiretilmigtir. Bu liretim
icin gerekli starter kiiltlir miktari 350 bin tondur. Bu mik-
tar Devlet Planlama Teskilata'nin 1987 istatistiklerine g&-
re, Ulkemiz icin 289 bin tondur ve iglem i¢in yaklasik 30
ton startere ihtiyag¢ vardir. Birgok geligmig ililke ve liretim
birimi starter kiiltlirlerini kendi liretmekle birlikte, iilke-
miz Orneginde oldugu gibi, diger bazi lilkeler endiistride
kullandiklari starter kiiltlirleri disaridan sadlamaktadir.
Starter kiiltiirlerin ithali iirlin maliyetini etkilemekte ve
ddviz kaybina neden olmaktadir. Ayrica, dogal kosullara ve
geleneksel {irlinlere adapte olmug suslarin kullanilmayisa,
hem {irlinlin kendine has 6zelliklerinde de§ismelere neden ol-
makta, hem de halen siit endlistrisinin baslica sorunlarindan
biri olma &zelli§ini koruyan bakteriyofaj kontaminasyonla-
rindan etkilenme riskini artirmaktadir. Zira bu ticari sus-
lar belli basli faj tiplerine karsgai denenmekte, ancak, dogal
olarak dedisik ekosistemlerde olugsabilecek modifiye fajlara

duyarlaliklari bilinememektedir. Gligclii bir taram potansiye-

-line sahip dlkemizde, geleneksel siit firfinlerimizin yiksek



kalitede ve verimde liretilebilmesi ve diinya pazarlaranda
kabuliinlin sadlanabilmesi ig¢in, kendi starter iiretim birim-

lerimizi kurmak zorunludur.

siit endiistrisinde fermentasyon silireglerinin dogasa
geredi tam anlami ile asepsinin saglanamayisi, laktik
starter kiiltirlerin %98 gibi ylksek bir oranda lizogeni
6zelligi icermesi ve gelistirilen faj inhibitor ortamlarin
tliim litik olaylara onleyememesi gibi baslica etmenler, faj
kontaminasyonlari sonucu olusan iiriin kayiplarinin engel-
lenmesi amaci ile gelistirilen tiim fiziksel ve kimyasal
yontemleri, birgcok durumda ekonomik ag¢idan yetersiz kil-
maktadir. 1930'lu yillardan beri siit fabrikalarinda bakte-
riyofajlarin yarattiga sorunlar bildirilmekte ve dedgisik
onlemler Snerilmektedir. Bakteriyofajlarin fermentasyon
ortamlarinda starter kiiltiirleri etkilemesi sonucu; yapi vé
aroma bilesgiklerinin olusumu yavaslamakta, lriin kalitesi
diismekte ve bir liretim devresinde yaklasik %15-20 oraninda

iriin kaybi meydana gelmektedir.

Son yillarda, laktik streptokoklarda sitrat metabo-
lizmasi, proteolitik aktivite, laktoz fermentasyonu sonucu
hizli asit olusumu ve faj direng¢ sistemleri gibi endiistri-
yel acidan ¢ok Onemli Gzelliklerin genetik kodunun, bu
suslarain icerdidi plazmidler tarafindan tasindiginin be-
lirlenmesi, starter sus gelistirme programlarina yeni bir
yaklasim ve ivme kazandirmistir. Plazmidlerin konakg¢i hiic-
reden kendilidinden kaybinin yiiksek olusu, bu Ozelliklerin

siirekliligi ig¢in stabil hale getirilmelerini ya da olduk¢a



stabil halde bulunduklari konakg¢inin belirlenmesi zorunlu-
lugunu yaratmaktadair. Bununla beraber, bu molekiillerin
kromozomal DNA ya oranla ¢ok kiiclik olmalari ve genellikle
bakteriler arasinda dogal aktarimlarini saglayabilme yete-
nekleri, yapisal analizlerini kolayiastlrmaktadlr. Molekii-
ler Biyoloji'de saglanan gelisgmelerin, genetik analizi ya-
pilmis 6zelliklerin amag¢lanan dogrultuda yeniden diizenlen-
mesini olanakli hale getirisi, starter kiiltlirlerin belli
baslia sorunlarainin kalici ¢ozimilinde biiylik bir potansiyel
olusturmustur. Bu nedenlerle laktik streptokoklarda plaz-
mid kodlu 6zelliklerin belirlenmesi ve analizi galismalara
starter sus gelistirme programlarainin odak noktasi haline

gelmistir.

Bu arastirmada Tiirkiye'de 1i1lk kez, starter olarak
izole ve identifiye edilmis yerli Streptococcus lactis
su;larlnda faj direng sistemleri yaninda laktoz kullanimi
ve proteolitik aktivite gibi 6zelliklerin genetik analizi
yapilmis ve laktik fajlarin morfolojileri tanimlanmistar.
Ulkemizde endiistriyel starter kiiltiir kullanmayan klasik
isletmelerde, peyniraltil suyundan izole edilmis olan
Streptococcus lactis suslarinin, yine bu isletmelerden
saglanan ¢if slitlerden izole edilmig olan bakteriyofajlara
kars; direnglilikleri ile direng sistemlerinih bagli bu-
lJundudu genetik tasaiyicilar ve bunlarin aktarim olanaklari
arastirilarak, genetik galismalara temel olusturacak yon-

tem ve araglar geligtirilmeye caligsilmigtair.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Streptococcus lactis'in Fizyolojik ve Biyokimyasal

Ozellikleri

Streptococcus lactis; Streptococcus lactis subsp.
diacetylactis ve Streptococcus cremoris ile birlikte, lak-
tik streptokoklar grubu icinde siniflandirilmaktadar.

N grup antijenlere sahip bu bakteriler; gram pozitif,
spor olusturmayan, mezofilik, mikroaerofilik ve fakultatif
anaerob O6zellikte belirlenmistir. Homofermentatif olup,
sliitte fermentasyonlari sonucu baslica uriin olarak L(+)
laktik asit ve aroma maddeleri olusturmaktadirlar. Didger
laktik asit bakterileri gibi, laktik streptokoklar da si-
tokromlarin onemli bilesenleri olan hemiporfirinlerini
sentezleme yetenedinden yoksun olduklarindan, sitokroma
bagli oksidadif forforilasyon ve katalaz sistemlerine sa-
hip degildirler. Ancak, diisiik oranda oksijen rediiksiyonu
flavoprotein peroksidaz enzimleri araciligi ile yapilabil-
mektedir. Bu grup bakteriler arasindaki temel biyokimyasal
farkliliklar; Streptococcus lactis 'in arjinin hidrolizi
sonucu amonyak olusturmasi ile Streptococcus lactis

subsp. diacetylactis'in sitrati metabolize etme 6zellikle-
ri olarak tanimlanmigtir. Laktik streptokoklar geligmeleri
igcin, dogal olarak sentezleyemedikleri birgok aminoasit ve
vitamine gereksinim duyarlar. Bu aminoasit ve vitaminlerce
desteklenmis ortamlarda; 30°C'de,\pH 6.0-6.3 arasinda opti-

i

mum geligme gbsterdikleri saptanmistir (Mundt 1986).



Streptococcus lactis susglari 10°C 'nin altinda, 45°¢C
ve istiindeki isilarda ve %6.5 NaCl igeren ortamlarda ge-
lisme gbsterememektedir. DNA'lerindeki %G+C orani %36 olarak
belirlenmistir. Hlicre morfolojileri ovoid olup, c¢aplari
0.5-1.0 um, arasindadir. Genellikle hemolitik Szellikte de-
gildirler. Yalniz birka¢ sus kanli agarda gelistiginde za-
yif 0 hemoliz gostermektedir. Gelisme ortamlarainda ¢ift
ya da kisa zincirler olusturan Streptococcus lactis susgla-

r1, ¢ogunlukla hareketsiz olmakla birlikte, nadiren hare-

ketli formlarina da rastlandidi bildirilmistir. Izolasyon
kaynaklari; ¢ig siit, siit liriinleri, bitkiler, steril olma-
yan dondurulmus veya kurutulmus gidalardir (Mundt 1986).
Son yillarda nukleik asit hibridizasyonlarai ve dizi analiz
yontemlerinden elde olunan verilere dayanilarak,
Streptococcus cremoris 'in de Streptococcus lactis 'e ait

bir alt tiir oldudu belirtilmis ve genus’'un Lactococcus

olarak dedistirilmesi Onerilmistir (Schleifer 1987).

2.2. Laktik Streptokok Fajlari, Siit Endiistrisinde Yarattaiga

Sorunlar ve Kontrolii

Bugiine dek yapilan calaismalarda, tiim laktik strep-
tokok fajlari Bradley'in morfolojik sistematigine gore
"Grup B" iliyeleri olarak fan1mlanm1$t1r. Genellikle;

55-65 X 40-48 nm. boyutlarinda prolate bir bas ve 80-110 nm.
uzunludunda, kasilma yetenedinde olmayan bir kuyruk iger-

mektedirler. Prolate fajlara oranla, daha az siklikta



rastlanan izometrik bas yapili fajlarda bas cgapi 45-65 nm.
kuyruk uzunlugu ise 100-300 nm. arasinda belirlenmistir.
Gerek prolate ve gerekse izometrik bas yapili fajlarain,
yaka, taban plagi ve taban fibrilleri iceren tiplerine
rastlandigi gibi, bu yapilari igermeyen tiplerinin de ol-
dudgu bildirilmigstir (Keogh ve Shimmin 1974, Terzaghi 1976,

Jarwis 1981, Teuber ve Lembke 1983, Davies ve Gasson 1984,
Klaenhammer 1984a, Teuber ve Loof 1987, Braun vd.1989).
Laktik fajlarain sadece g¢ift zincir DNA icerdikleri ve
DNA'da Guanin-Sitozin oraninin %32.7-40 arasinda oldudu
saptanmis (Lawrence vd.1976), genom biiyliklikleri ise,

18-60 kilobaz arasinda bulunmustur (Daly ve Fitzgerald

1987, Teuber ve Loof 1987, Braun vd.1989, Coveney vd.1989).

Streptococcus lactis suslarinda faj almag¢ bSlgele-
ri, hlicre membrani lizerinde bulunabilmekle birlikte
(Oram 1971) bu bdlgelerin genellikle hiicre duvarinda 1dka-
lize oldugu (Teuber ve Lembke 1983) ve fajlarin, hiicre du-
varina etkili faj lisinlerini lirettikleri belirlenmistir
(Mullan ve Crawford 1985, Shaerman vd.1989). Birgok aras-
tirici, laktik streptokok fajlarinin morfolojileri, sero-
lojileri ve DNA homolojilerinde saptanan benzerlikleri
gozoniinde bulundurarak dedisik alt gruplar olusturmustur
(Jarwis 1978, Heap ve Jarwis 1980, Sihna 1980, Jarwis 1984,
Jarwis ve Meyer 1986, Jarwis ve Klaenhammer 1986, Braun
vd.1989). Ancak, bu alt gruplar arasinda konakc¢i ozgiillii-

gline gore kesin bir ayirim yapilamamigtair.



Pearce (1978), 23 farkli Streptococcus lactis ve
Streptococcus cremoris konak¢i susuna 643.ML3 fajinin et-
kinligini arastirmis ve bu fajin 23 farkli sugsa da etkin-
lik gosterdigini saptamistir. Benzer olarak, Boussamaer
vd.{1980) 4 farkli Streptococcus lactis ve Streptococcus
cremoris susuna karsi denedikleri 36 fajin %77'sinin gap-
raz konakgi Ozgiilliigliine sahip oldugunu belirlemigtir. Pa-
rada vd.(1984) ise ¢ig slitten izole ettikleri morfolojik
olarak tamamen benzer 3 fajin, Streptococcus lactis C2
duklarini bildirmislerdir. Laktik streptokoklar arasinda
fajlarin degisken ve genis konak Ozgiilliigline sahip olmasi,
DNA homolojilerindeki bilyiik oranda uyusma, bu fajlarin ay-
n1 kdkenli oldudu ve evrimlerinde mutasyonlarin rol oyna-
dig:r fikrini gliclendirmektedir (Jarwis 1987, Mata ve
Ritzenthaler 1988, Coveney vd.1989). Jarwis (1987) degisik
yillarda Yeni Zelanda ve Amerika Birlesik Devletleri 'nde
endiistriyel isletmelerden sadlanan peyniralti suyundan
izole edilen fajlarin morfolojileri ve DNA homolojilerini
karsilastirmis; her iki iilke izolatlarindan 1975 yalanda
prolate bas yapilia tesbit ettigi 6 fajin, 1985 yilinda
izole edilerek izometrik bas yapisinda bulunan 2 fajla,
tamamen ayni restriksiyon fragmentleri ve yiiksek oranda
DNA homolojisi verdigini saptamistir. Arastarici morfolo-
jisi dedisen fajlarda konakg¢i 6zgiilliigilinin de degigebile-
cedi esasindan hareketle, laktik streptokok fajlarinin be-
lirli birkag¢ faj tiirlinden tiiredigini ileri silirmistiir.

Braun Vvd.(1989) dedisik Streptococcus lactis suglaraindan



izole ederek restriksiyon analizleri, DNA homolojisi ve

protein profillerindeki benzerlidge gore siniflandardaklarz:
7 farkli faj grubundan 36.4 kilobaz biiyiiklilkte DNA igeren
p335‘fajlnln' Streptococcus cremoris 936-1 susunun tempe-
rent faji ile biiylik gapta homoloji verdigini saptamiglar-

dair.

Laktik streptokoklarda lizogeni g¢ok yaygin bir
ozelliktir (Zabriskie vd.1972, Lowrie 1974, Chopin vd.1976,
Reyrolle vd.1982, Klaenhammer 1984a). Bu nedenle, siit fer-
mentasyon silireclerinin yeterince aseptik olmayan kosullar-
da gerceklesmesinden kaynaklanan faj kontaminasyonlari ya-
ninda, temperent fajlarin 1litik hale doniisiimleri de star-
ter kiiltirleri etkilemekte ve iliriin kayiplaraina nedgn ol-
maktadir (Keogh 1973, Terzaghi ve Terzaghi 1978, Baldwin
ve McKay 1987, Mansais vd.1988, Sechaud vd.1988). Siit en-
diistrisinde kullanilan mezofilik starter kiiltirler, laktik
streptokok ve Leuconostoc tiirlerini igermektedir. Bu tiir-
ler, fermentasyon ortamlarinda asit liretimi yaninda, siit
proteinlerinin pargalanmasi, yag asitlerinin hidrolizi ve
sitrat metabolizmasi (Streptococcus lactis subsp.
diacetylactis, Leuconostoc cremoris) sonucu siit iliriinleri
igin onemli yapi ve aroma bilesiklerini de olusturmaktadir
(Lawrence vd.1976, Law 1984, Marshall ve Law 1984). Gilinili-
miizde, tek suslu kiiltiirler, g¢ok suslu kiiltiirler ve karisik
tiir kiiltiirler olmak lizere, baslica 3 tip starter kullanil-
maktadir (Daly 1983a).?Bu starter kiiltiirlerini olusturan
suglarain se¢imi ve kombinasyonu, liretilecek liriinlin cinsine,

onun tad ve aroma Ozelliklerine gére gergeklestirilmektedir
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(Daly 1983b). Bakteriyofajlarin fermentasyon ortamlarina
kontaminasyonu ile, birinci agamada hizli asit olusumu en-
gellemekte ve sonugta slitiin koagililasyonu yavaslamakta, fer-
mentasyon ortaminda yapi ve aroma bilesiklerinin olusumu
engellenmektedir. Ayrica belirli bir susun lizizi ile, fer-
mentasyon ortaminda bulunan, fakat dominasyonu arzu edilme-
yen, ya da gida bozulmasi etmeni bakteriler hakim flora ha-
line gegebilmektedir (Lawrence vd.1976, Marmelstain 1982,

King vd.1983, Sanders 1988).

Siit endiistrisinde faj kontaminasyonlarinin kontroli
amaci ile degisik korunma yontemleri gelistirilmistir. Bun-
larin baslicalari; kapali fermentasyon tanklarinin kullani-
m1, hava filtrasyonu, ortam pastdrizasyonu (Chopin 1980,
Davies ve Gasson 1984), kiitle starterlerin hazirlanmasi ve
direk fermentasyon tanklarina inokiilasyonu (Klaenhammer
1984a), siitliin ultrafiltrasyonu (Mystry ve Kosikowski 1986,
Zottola vd.1987), kalsiyum alginat yapilarda immobilize
edilmis kiltilirlerin kullanimi (Steenson vd.1987), starter
kiiltliirlerin rotasyonu, kimyasallarla desteklenmis faj inhi-
bitor ortamlar, ¢ok suslu starterlerin ve faja direng¢li
suslarin kullanimi (Heap ve Lawrence 1976, Thunnell vd.1982,
Sanders 1988), yontemleridir. Ancak starter kiiltlirlerde ¢ok
sik rastlanan temperent fajlarain litik gevrimi, stabil ol-
mayan faj direng 6zelliklerinin kaybi, faj modifikasyonlarlj
ile konakg¢i Ozgilliugiiniin degigimi ve faj inhibitdr ortamla-
rinain tiim fajlara karsi etkili olamamasi gibi baslica ne-
denler, fajdan korunmak ig¢in Onerilen tim yontemlerin faj

kontaminasyonu sorununa kokli bir ¢oziim getirmesini engel-
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lemektedir (Daly 1983b, Mabbitt vd.1987). Laktik strepto-
koklarda faj direng sistemlerinin genellikle plazmid kodlu
genler tarafindan tasaindiginin saptanmasi ve bu suslaran
detayli genetik analizleri sonucunda alternatif molekiiler
genetik yaklasimlar dogmus, lizogeni 6zelliginin giderilme-
si ve bu durumun siirekliliginin saglanmasi, bakterilere et-
kili ve stabil faj direng sistemlerinin kazandirilmasi gibi

cabalar yodunlasmistir (Sandine 1987, Sanders 1988).

2.3. Plazmidler

6

Plazmidler, 1x10% - 250x10°

Dalton molekiiler agir-
likta, kromozom disi, stabil olmayan DNA elementleri olarak
tanimlanmaktadir. Bu elementler, kromozomal DNA'dan bagim-
s1z replikonlar olmakla beraber, baza durumlarda kromozomal
DNA ile birlestikleri ve beraber eslendikleri de saptanmig-
tir. Bu durumdaki plazmidlere epizom adi verilmektedir
(Forster 11983, Forster 1984). Plazmidler, prokaryot ve
okaryot hiicrelerde gelisme ve ¢odgalma ig¢in zorunlu genleri
tasaimazlar. Agik sirkiiler (OC), lineer (L) veya kovalent
baglarla kapanmis siiper sarmal doniisler (CCC) igeren yapai-
larda bulunabilmektedirler. Bakteriyel plazmidlerin genel
CCC vyap1 oOzellikleri, bu elementlerin yodgunluk gradienti

ve agaroz jelde diger DNA formlarindan farkli davranmasina
neden olmakta ve saflastirilmalarini kolaylastirmaktadar
(Wang 1980, Hintermann vd.1981, Holmes 1982, Grinsted ve

Bennett 1984). Siniflandirilmalari; ya aralarinda birbirinin
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replikasyonunu engelleme esasina gore uyusmazlik gruplari
olusturularak, ya da kopya sayisi ve replikasyonlarina dii-
zenleyen genler disinda tasidiklari karakteristik genlere
gbre yapilmaktadir (Hardy ;981, Forster 19845. Plazmidler,
bulunduklarai hiicrelere sagladigi 6zellikler gdzdniinde bu-

lundurularak, baslica bes grup altinda incelenmektedir:

a- Direnc (R) Plazmidleri: Dedisik antibiyotiklere
karsi, konak hilicrede direng¢ fenotipi olustururlar. Genel-
likle bir antibiyotike karsi direng¢ gen kodu tasimakla bir-
likte, ¢oklu antibiyotik direng genleri tasiyan plazmidler

de saptanmistir (Forster 1983, Willets 1985).

b- Fertilite (F) Plazmidleri: Konjugal transfer gen
kodu tasiyan plazmidlerdir. Bu plazmidleri igeren bakteri-

ler konjugal verici olarak tanimlanmaktadir.

c- Metabolik Plazmidler: Cesitli maddelerin sentezi
ve parcalanmasinda rol oynayan enzimlerin gen kodunu icge-
rirler. Rhizobium tiirlerinde azot tesbiti ile Salmonella,

Serratia, Proteus ve Streptococcusdfardaki laktoz kullani-

mindan sorumlu plazmidler gibi.

d- Bakteriyosin Plazmidleri: Diger bakterilere tok-
sik etki gbsteren antibakteriyel maddelerin liretiminden so-
rumlu plazmidlerdir. Escherichia coli ColEl plazmidi gibi

(01d ve Primose 1985).

e~ Virulenslik Plazmidleri: Bulunduklari konakga
hiicrenin patojenite ©6zelliginin gen kodunu tasiyan plazmid-
lerdir. Agrobacterium tumefaciens 'te bulunan Ti plazmidleri

gibi (Hardy 1981, Watson vd.1987).
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Plazmidlerin, kromozomal DNA'ya oranla g¢ok kiigiik DNA
molekiilleri olusu, basit testlerle saptanabilir fenotipik
ozelliklerin gen kodunu tasimalari, dogal aktarim yetenegi
icermeleri ve birgok bakteride endiistriyel onem tasiyan
ozellikleri kontrol etmeleri; bu molekiillerin, gen analiz-
leri yaninda tir i¢i ve tlirler arasi aktarim ve ifade vek-
térleri olarak kullanimlari ile amaca yonelik suslarin ge-
listirilmesi gibi ¢ok yonli genetik arastirmalarain temel
araclari haline gelmesini saélamlstlr'(Watson vd.1987,

Brown 1989).

2.4. Streptococcus lactis'te Plazmid Kodlu

Ozellikler

Streptococcus lactis suslarinda; laktoz, sakkaroz,
glukoz, mannoz gibi karbonhidratiarin metabolizmasi, pro-
teolitik aktivite, nisin Uretimi ve direngliligi, antibiyo-
tik direngliligi, inorganik iyon direng¢liligi, mukoz yap:
olusumu, bakteriyosin iliretimi ve faj direngliligi o©zellik-
lerinin, bu suslarin ig¢erdidi plazmidlerle iliskide oldudu
fenotipik ve genetik kanitlarla gdsterilmistir. Bu Ozellik-
lerden bazilarinin arastirmamizla dodrudan iliskisi bulun-
mamasl nedeniyle bunlara ait literatiir bilgisi "Plazmidler
Tarafindan Kontrol Edilen Diger Ozellikler" baslidr altinda

topluca verilmistir.
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2.4.1. Karbonhidrat metabolizmasi |

Laktik streptokoklar gelisme ortamlarainda bulunan
laktoz, sakkaroz, glukoz, mannoz gibi karbonhidratlari fer-
mente ederek laktik asit olusturma yetenegindedir. Siit fer-
mentasyon ortamlarinda laktik asit iliretimi sonucu pH diig-
mekte, silitiin koagiilasyonu ve pihti olusmasa igin uygun ko-
sullar yaratilmaktadir (Kandler 1983, Mabbitt vd.1987). En-
diistride arzu edilen hizli asit iUretimi, silit sekeri laktpz
lizerinden olmakta (Anderson ve McKay 1984a, Mabbitt vd.1987)
ve fermentasyon siire¢lerinde faj kontaminasyonunun baslica
indikatorlerinden biri, starter kiltiirlerin asit iretimle-
rindeki diigsliis olarak bildirilmektedir (Davies ve Gasson
1981, Gasson ve Davies 1984, Huggins ve Sandine 1984,

Jarwis 1987).

McKay vd.(1972) Streptococcus lactis C2 susunda lak-
tozu kullanamayan (lac ) mutantlarin kendiliginden olusumu
yvaninda, akriflavin uygulamasi ile yiiksek oranda Lac var-
yantlarain meydana geldigini ve bunlarin tekrar laktozu fer-
mente edebilir (Lac+) hale doniigiimlerinin olasi oldudunu
saptadiklari cg¢alismalarinda, laktoz metabolizmasinin plaz-
midlere badli bir Ozellik olabilecedine isaret etmislerdir.
Lac+ O0zellikte Streptococcus lactis C2 dogal susu ile, bu
susun Lac varyantlarinin plazmid igerikleri karsilastairail-
diginda, dogal susta bulunan 30 Megadalton (MDal.) biiyiik-
lilkte bir plazmidin Lac  varyantlardan elimine oldudu be-
lirlenmigtir (McKay vd.1976, Klaenhammer vd.1978). Genetik

analizler sonucu, tiim laktik streptokok susglarinda laktoz
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kullaniminin plazmidlere bagli bir &6zellik oldudu ve laktoz
metabolizmasinda rol oynayan her iic enzim sistemine iligkin
(fosfoenolpiruvat'a badli fosfotransferaz sistemi,B-galak-
tozidaz, fosfo-B-galaktozid galaktohidrolaz) gen kodunun da
plazmidler iizerinde bulundugu saptanmistir (McKay 1983).
Laktoz kullanimindan sorumlu genetik determinantlar, degi-
sik Streptococcus lactis suslarinda farkli plazmidler lze-
rinde olabilecedi gibi, ayni sus igin genetik determinant-
larin farkli biiylikliklerde olabilecekleri de gosterilmistir
(Gasson ve Davies 1980a, Gasson ve Davies 1984, Novel vd.
1988). Streptococcus lactis ML3 susunda 33 MDal., Cl0 su-
sunda 43 MDal., ve ML3 susunda 45 MDal. (Kuhl vd.1979),
Streptococcus lactis C2 susunda yliksek oranda delesyon ya-
pisa igéren 33 Mbal. (Gasson 198B2), Streptococcus lactis
LMO232 susunda ise 36 MDal. (Harlander ve McKay 1984) bii-
yikliikte plazmidlerin laktoz metabolizmasi genlerini tasi-
digi belirlenmistir. Sét fermentasyonlarainda biiylik onem
tasiyan bu 6zelligin kromozomal DNA'ya integrasyonu ile
stabilizasyonu ya da yiiksek sayida kopya veren vektorler
kullanilarak gen etkinliginin artirilmasi tlizerindeki galisg-
malar siirdiiriilmektedir (McKay ve Baldwin 1978, Harlander
vd.1984, Gasson vd.1987, Simon ve Chopin 1988, Chopin vd.

1989, DeVos |[ve Gasson 1989).

Streptococcus lactis suslarinin lac varyantlarinda
galaktoz ilizerinde gelisimin c¢ok yavas oldudu, degigik aras-
tiricilar tarafindan bildirilmis (McKay ve Baldwin 1974,

Le Blanc vd.1979) ve bu fenotipik dedgisimin, bu suglardaki

6zel galaktoz fosfotransferaz sistemi gen kodunun, laktoz
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plazmidi gen lokusunda bulunmasindan ileri geldigi saptan-
mistir (Maeda ve Gasson 1986, Shimazu-Kodota 1988, DeVos ve
Gasson 1989). Lac varyantlarda tagatoz-6-fosfat yolunun
giris metaboliti galaktoz-6-fosfat engellendidgi i¢in, ga-
laktoz Leloir yolu ile metabolize edilmektedir (Crow vd.

1983, Wolfe ve McKay 1983, DeVos ve Gasson 1989).

Le Blanc vd. (1980) sakkaroz kullanaiminin
Streptococcus lactis suslarinda laktoz plazmidine badli bir
6zellik olabilecedini, ancak bu 6zellidgin bagaimsiz bir
plazmid tarafindan da kodlanabilecedini belirlemistir.
Arastiricalar, Streptococcus lactis 354-07 susunda laktoz-

ve sakkaroz metabolizmasinin 32 MDal Streptococcus

lactis 11454 susunda ise sadece sakkaroz metabolizmasinin
28 MDal. biiyiikliikte bir plazmide bagli oldudgunu bildirmisg-
tir. Ayni g¢alismada, Streptococcus lactis 354-07 susunda
glukoz ve mannoz kullanimi ile ksiloz izerinde gelisme
o6zelliklerinin 23 MDal.luk bir plazmid tarafindan kodlandi-
gini saptamistir. Ayrica, Dodd vd.(1990) genetik analizler
sonucu Streptococcus lactis F15876 susunda bulunan 30 Kb.
bliyiikllikteki plazmidin, sakkaroz metabolizmasi yaninda ni-

sin liretimi ve direngliligi gen kodunu da tasididaini belir-

lemiglerdir.

2.4.2. Proteolitik aktivite |

Laktik streptokoklar, icerdikleri proteinaz sistem-

leri ile siit proteinlerini pargalayarak, geligmeleri igin
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gerekli azotlu bilegikleri olugturma yetene§indedirler. Bu
bakterilerin, proteinaz sistemlerini yitirmeleri halinde
21°'de siitiin koaglilasyonu icin 48 saatten fazla siireye ih-
tiya¢ duyduklari belirlenmigtir (Thomas vd.1974, Exterkate
1975). Proteoliz sonucu laktik streptokoklarin gelisme fak-
torleri yaninda, kazein tlirevi peptidler ve bazi serbest
aminoasitler gibi, fermente siit {iriinleri igin 6nemli yapa
ve aroma bilesikleri de olusturulmaktadir (Law ve Kolstard

1983, Casey ve Meyer 1985, Thomas ve Richard 1987).

N Grup streptokoklarda proteinaz sistemlerinin ken-
diliginden kaybinin ¢ok yiiksek oldugu ve transdiiksiyon sii-
recleri sonucu proteinaz aktivitesini yitirmis varyantla-
rin, bu 6zelligi yeniden kazandigi dedisik arastiricilar
tarafindan bildirilmigtir (McKay ve Baldwin 1974, Molskness
vd.1974, Pearce 1974). ilk kez McKay ve Baldwin (1975)
Streptococcus 1ac£is CZ2 susunda 10 MDal. biiylikliikte bir
plazmidin proteinaz aktivitesinden sorumlu oldudgunu fizik-
sel bulgularla belirlemislerdir. Codu kez -Streptococcus
lactis suslarinda laktoz metabolizmasi (Lac+).ve proteoli-
tik aktivite (Prt¥) 6zellikleri ayni plazmid tarafaindan
kodlanmaktadir (Klaenhammer vd.1978, Kuhl vd.1979, Gasson
1983 a, Kok ve Vanema 1988). Streptococcus lactis C2 sugsunda
30 MpPal. (Klaenhammer vd.1978), ML3 susunda 33 MDal., C10
sugunda 40 MDal. ve M18 susunda 45 MDal. (Kuhl vd.1979),
712 susunda ise 37.5 MDal. (Gasson 1983a) biiyliklikte plaz._
midlerin Lac’ prt? fenotipten sorumlu oldudu saptanmigi,r,
Ayrica Streptococcus lactis suslarinda dedigik proteinay

enzim sistemlerinin gen kodlari kromozomal DNA @zerinde ge
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bulunabilmekte ve plazmid DNA ile kromozomal DNA'nin inter-
aksiyonuna bagli olarak regiile edilebilmektedir (Kok ve

Vanema 1988, Tynkkynen ve Von Wright 1988).

2.4.3. Faj direnglilik

Streptococcus lactis suglarinda plazmid kodlu faj
diren¢glilik mekanizmalari; restriksiyon/modifikasyon, abor-
tif infeksiyon, faj adsorbsiyonunun engéllenmesi O0zellikle-
ri ile tanimlanmis sistemler yananda, 1si duyarla ve faj
plak etkinliginde diisme olmaksizin plak g¢apinin indirgenme-
si gibi henliz biyokimyasal siliregleri tanimlanmamis sistem-

leri igermektedir.

2.4.3.1. Restriksiyon/modifikasyon (kasitlayici/degistirge)

sistemleri

Restriksiyon endonukleazlar, plazmid yada faj gibi
yabanci DNA saldirisaina karsi konakgi hiicrenin dogal savun-
ma mekanizmalaridir. Bu enzimler, hiicreye giren yabanci DNA
molekiiliini belirli serilerden tanima ve kesme aktivitesi
gosterirler (Watson vd.1987). Modifikatdr enzimler ise be-
lirli pozisyonlardaki adenin yada timin bazlaraini metille-
yerek, yabanci DNA molekiiliinii restriksiyon endonukleaz ak-
tivitesinden korurlar (Kruger ve Bickle 1983, Good 1988).

Bu nedenle, laktik streptokoklarda restriksiyon/modifikasyon
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sistemleri yalniz faj infeksiyonunu engelleyici rol 6ynama-
makta, ayni zamanda fermentasyon ortamlaraini infekte eden
fajlarin konakgi ©6zgiilliigliniin genislemesine de neden ola-
bilmektedir (Klaenhammer 1987). Tiim plazmid tamamlama ve
konjugal transfer calismalari, laktik streptokoklarda res-
triksiyon/modifikasyon 6zelliklerinin her ikisinin de ayni
plazmidler tarafindan kodlandigini gdstermektedir (Gasson
1983b, Klaenhammer 1984a, Klaenhammer ve Sanozky 1986,

Vedamuthu ve Neville 1986, Higgins vd. 1989)

Laktik starter olarak kullanilan dedisik suslarain,
kendiliginden olusan adsorbsiyonun engellenmesi ve abortif
infeksiyon sistemlerini igermeyen varyantlarinda, restrik-
siyon/modifikasyon aktivitelerinin gdzlendidgi ve bu dzelli-
gin stabil olmadida bildirilmistir (Pearce 1978, Limsowtin
vd.1978, Boussamaer vd.1980). Laktik streptokoklarda belir-
lenen ilk plazmid kodlu faj direng¢lilik mekanizmasi, res-
triksiyon/modifikasyon sistemleridir (Sanders ve Klaenhammer
1980, Sanders ve Klaenhammer 1981)., Fitzgerald vd.(1982)
Streptococcus cremoris F susundan, ScrFI olarak adlandiri-
lan bir tip II restriksiyon endonukleaz enzimini izole ede-
rek, biyokimyasal ©zelliklerini tanaimlamistir. Chopin vd.
(1984) Streptococcus lactis IL594 susunda restriksiyon/mo-
difikasyon aktivitesinin varligini saptadaklari galismada;
bu 6zellide ait gen kodunun ayni susgta bulunan biri konju-
gasyon yeteneginde 28 Kilobaz (Kb.) digeri ise konjugasyon
yeteneginde olmayan 31 Kb. biiylikliiklerde iki farkli plazmid

tarafindan da tagsindigini bildirmistir. Diger Streptococcus
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lactis suslarindan ME2'de 48 Kb. biiylikliikte konjufatif bir
plazmidin laktoz metabolizmasi ve abortif infeksiyon 6zel-
liklerinin yaninda restriksiyon/modifikasyon sisteminin gen
kodunu da tasidigi (Klaenhammer ve Sanozky 1985), KR5 su-

sunda ise konjugasyon yetenedginde olmayan 42 Kb.lik bir di-
Jer plazmidin abortif infeksiyon ve restriksiyon/modifikas-
yon sistemlerini birlikte kodladigi (Froseth vd.1988a) be-

lirlenmistir.

Streptococcus lactis suslarinda transfer yeteneginde
olmayan plazmidlerin konjugasyon sﬁreglérinde uygun plaz-
midlerle birlegerek aktarimina siklikla rastlanmaktadair
(Gasson vd.1989). Higgins vd.(1989) Streptococcus
lactis N1 susunun transkonjugantlarindan izole ettikleri 96
Megadalton (MDal.) biliyikliikteki plazmidin restriksiyon en-
donukleaz haritasaini ¢ikararak, bu plazmidin dogal susta
bulunan 40 MDal.luk restriksiyon/modifikasyon 6zelliginden
sorumlu plazmid ile 60 MDal.luk konjugal transfer yetene-
ginde, laktoz metabolizmasi ve nisin direnglilik gen kodunu

tasiyan plazmidin birlegmesi sonucu olustugunu saptamigtar.

2.4.3.2, Abortif infeksiyon |

Bbortif infeksiyon, faj infeksiyon slireglerinin en-
gellenmesi olarak tanimlanmaktadar (Duckworth vd.1981). Bu
faj direng¢ tipinde, faj DNA'sinin hilicreye girigi ve erken
gen ifadesi normal olarak meydana gelmekte, ancak geg

(ikincil) gen ifadesi engellenmektedir (Kruger ve Bickle
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1983). Abortif infeksiyon sistemlerini iceren fenotiplerin
morfolojik farklilik gosteren fajlara karsi ayni direngli-
1ligi vermesi, bu tip direng O0zellidini pratikte gok Onemli

kilmaktadir (Sanders 1988).

Sanders ve Klaenhammer (1984) Streptococcus lactis
suslarinin abortif infeksiyon 6zellikte faj direnglilik
sistemlerini igerdidini, Streptococcus lactis ME2 susunda
faj aktivite testleri sonucu saptamigtar.. Klaenhammer ve
Sanozky (1985) bu 6zellidin genetik tasgiyicalarai lizerinde
yaptiklari calismada; litik C2 fajina 30°C ve 40°C'de du-
yarli olan Streptococcus lactis su§lar1na, Streptococcus
lactis ME2 susundan 48 Kb. biiyiikliikte pTR2030 plazmidinin
aktarilmasi halinde, transkonjugantlarda 30°% 'de faj di-
ren¢gli fenotipin olustudgu, bununla beraber 40°c'de faj du-
yarliliginda bir dedgisme olmadidir belirlenmigtir. Dao ve
Ferretti (1985) Escherichia coli pSA3 evrensel vektdr sis-
temlerini kullanarak pTR2030 plazmidi restriksiyon endonuk-
leaz fragmentlerinin faj duyarli konakg¢i hiicrelerde ifade-
sini (expression) saglamis ve bu plazmidin 13.6 Kb. biyik-
likte BglII fragmentinin isi duyarli abortif infeksiyon
6zelliginden sorumlu oldudunu tesbit etmiglerdir. pTR2030
plazmidinde abortif infeksiyon 6zellidginin isi duyarli ol-
masina ragmen, Streptococcus cremoris M43 ve HP suslarina
aktaraimi ile elde olunan transkonjugantlarda homolog fajla-
ra karsa 40°c'de de direngliligin stabil oldugu saptanmis-
tir (Sing ve Klaenhammer 1986). Jarwis ve Klaenhammer (1987)
Streptococcus cremoris Rl susuna pTR2030 plazmidinin akta-

rimi ile faj direngliligin indiiksiyonu yaninda, bu susta
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temperent halde bulunan rlt fajinin mitomisin C uygulamasi

ile litik hale donilisilimiinlin de engellendidini belirlemistir.

Daly ve Fitzgerald (1987) Streptococcus lactis

MG1363 susunda 46 Kb. biiylikliikte bir plazmidin abortif in-
feksiyon sistemlerinin gen kodunu tasidigani ve bu plazmi-
‘din Streptococcus lactis 811 yada Streptococcus cremoris
UC653 susglarina aktarimi halinde faj 712'ye karsi tam di-
renglilik olustudgunu Orneklemistir. Streptococcus lactis
KR5 susundan 42 Kb.lik abortif infeksiyon faj direnglilik
gen kodunu tasiyan plazmidin, faja duygrll suslara ya da
plazmidleri giderilmis suslara transformasyonu ile, prolate
c2, stl5 ve izometrik skl gibi dedisik morfolojik yapi gos-
teren tim fajlara karsi direngli transformantlar elde edil-

migtir (Froseth vd.1988a).

pTR2030 plazmidinin abortif infeksiyon yananda,
restriksiyon/modifikasyon sistemi ve laktoz metabolizmasa
gen kodunu da tasaimasil ve yiiksek siklikta transfer yetene-
ginde olmasi, faj direng¢li sus gelistirme programlaranda bu
plazmidin kullanimina Oncelik kazandirmaktadir (Jarwis ve
Klaenhammer 1986, Sanders vd.1986, Gautier ve Chopin 1987).
Glinlimiizde, laboratuar kosullarainda olusturulmus stabil
pTR2030 transkonjugantlari yaygain bir sekilde silit endiistri-
sinde starter kiiltilir olarak kullanilmaktadir (Klaenhammer

1987, Hill vd.1989a).
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2.4.3.3. Faj adsorbsiyonunun engellenmesi ve tanimlanmamig

direnc¢ sistemleri

Laktik streptokoklarda faj tipine 6zgil almag¢ bdlge-
lerde olusan bir degisim sonucu, fajlarin yilizeylerde tutun-
masinin engellenmesi; hem hiicresel fonksiyonlaran ikincil
bir etkisi sonucu meydana gelebilmekte ve hem de indiiksiyo-
nu plazmid kodlu genler tarafindan kontrol edilen bir ozel-
lik olabilmektedir (King vd.1983, Sanders ve Klaenhammer
1983, 1984, Sijtsma vd.1988). Bu baktefilerde faj adsorbsi-
yonunun engellenmesi yaygin bir faj direng sistemi olmakla
birlikte, genetik determinantlari lizerinde yeterli bilgi

heniiz saglanamamistir (King vd.1983, Sanders 1988),

ilk kez Sanders ve Klaenhammer (1983) tarafindan
Streptococcus lactis ME2 susunda 48 Kb. biiyiikliikte bir
plazmidin faj adsorbsiyonunun engellenmesi ©6zelliginden so-
rumlu oldudu bildirilmistir. Arastiracalar, 4 farkli faja
karsi %40 oraninda adsorbsiyon sikligi ve 10_9 plak etkin-
kinligi veren dogal sustan, 48 Kb.lik plazmidin giderilmesi
ile olusturduklari restriksiyon/modifikasyon aktivitesine
sahip varyantlarda adsorbsiyon sikliginin %99.7, plak et-
kinliginin ise 10—7'ye ylikseldigini belirlemislerdir. Dunny
vd. (1988) Streptococcus lactis LM2301 susunda faj adsorbsi-
yonunun engellenmesi direng gen kodunu tasiyan 90 Kb. bii-
yikliikte bir plazmidin, bu susun hiicre duvarinda bulunan
antijen nitelikli proteinlerle iligkisi lizerine yaptaklara

calismada; sdz konusu plazmidin varliginda, faj almag¢ bol-
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gelerinde lokalize olan 16 ve 20 kilodalton (Kd.)luk iki
6zel proteinin iliretildigini ve 22 Kd.luk bir bagka protei-
nin liretiminin engellendigini saptamistir. Bu arastirma di-
sinda, halen plazmidlerle dogrudan iligkisi belirlenememis
olan adsorbsiyonun engellenmesi seklindeki faj direng¢ 6zel-
liklerinin; laktik streptokoklarda kromozomal DNA lizerinde
meydana gelen g¢ergeve kaymasi (=frame-shift) mutasyonlar
yolu ile olusturulabildigi, bazi durumlarda plazmid‘DNA'51
ile kromozomal DNA'nin interaksiyonuna badgli olarak da re-
giile edilebildigi ileri siiriilmektedir (Klaenhammer 1987,

Sanders 1988).

Streptococcus lactis suslarinda aktivite 6zellikleri
henliz tanimlanmamis plazmid kodlu faj direng¢lilik sistemle-
ri; 1si duyarli sistemler (Jarwis ve Klaenhammer 1986, Hill
vd.1989b, McKay vd.l9§9) ile faj plak etkinligi indirgenme-
den plak c¢apinin kiiglilmesi (Klaenhammer ve Sanozky 1985,
Steenson ve Klaenhammer 1985, Steele vd.1989) olarak bildi-
rilmistir. Bu diren¢ sistemlerinin gen kodu, adsorbsiyonun
engellenmesi, restriksiyon/modifikasyon ya da abortif in-
feksiyon 6zelliklerinden sorumlu plazmidler iizerinde fakat
dedisik lokuslarda bulunmaktadir (Klaenhammer ve Sanozky
1985, Hill vd.1989b, Steele vd.1989). Isi duyarli faj di-
reng sistemleri, 28°c ve 32°C'de aktif olmakla birlikte,
37°9C ve yukarisi gibi maksimum gelisme sicakligina yakin
ortamlarda o6zelliklerini silirdiirememektedir (Sanders ve
Klaenhammer 1984, Jarwis ve Klaenhammer 1987). Hill vd.
(1989b) Streptococcus lactis ME2 susunda pTR2030 plazmidi-

nin kendiliginden delesyonu (fragment kayb:) sonucu,

,.,
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13.6 Kb. biiylikliikte Bgl II bolgesinden 11.5 Kb.luk fragmen-
tin eksilmesi ile, olusan varyantlarda restriksiyon/modifi-
kasyon ve 1si duyarli faj direng¢lilik sistemlerinin kaybol-
dudgunu gbzlemisler ve delesyon fragmenti icerisinde bulunan
3 Kb.}lk%lokusun, valniz i1si duyarli sistemden sorumlu gen
kodunu tasidigini belirlemislerdir.

Faj plak etkinliginde indirgenme olmaksizin yalniz
plak g¢ap biiyiikliigliinliin indirgenmesi tipindeki diren¢ sistem-
leri, bircok arastirici tarafindan Streptococcus lactis
ve Streptococcus cremoris suslarinda 6rﬁeklenmistir (Snook
ve McKay 1981, Snook vd.1981, DeVos vd.1984, Laible vd.1987,
Jarwis 1988, Murphy vd.1988). Steele vd.(1989) bu faj di-
ren¢g sistemini igeren degisik laktik streptokok suslaraindan
elde edilen farkli biyiukliiklerdeki plazmidlerin
(Streptococcus lactis suslari; 1107 ve WM4'ten 88 MDal.,

Streptococcus cremoris suslari; UC653'ten 50 MDal C3'ten

34 MDbal. ve EB7'den 56 MDal.) tiimiinlin 4.1 Kb.luk restriksi-
yon fragment bdlgelerinde birbirleriyle tam homoloji ver-
diklerini saptamiglardar. Arastiricilar, sadece bu frag-
mentin delesyonunu igeren plazmidlerin, bulunduklarai konak-

cida faj plak capinin indirgenmesi &zelligini kontrol ede-

mediklerini bildirmislerdir.

)
/
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2.4.4. Plazmidler tarafindan kontrol edilen difer OGzellikler

Streptococcus lactis suslarinda ayrica, inorganik
iyon direnglilik (Efstathiou ve McKay 1977), nisin liretimi
ve direnglilik (Gasson 1984, Gonzales ve Kunka 1985), bak-
teriyosin liretimi (Scherewitz vd.1983) ve antibiyotik di-
reng 6zelligi (Dobrzanski vd.1982) ile mukoz yapi olusumu-
nun da (Vedamuthu ve Neville '1986) plazmidler tarafindan

kodlanabilecedi saptanmistir.

Birgok Streptococcus lactis su5u; gram pozitif bak-
terilere karsi etkili, peptid yapida bir antibiyotik olan
nisin liretimi ve/veya direnglilik &zelliklerine sahiptir
(Fuchs vd.1975, Froseth vd.1988b, [Klaenhammer 1988). Nisi-
nin, gida bozulmélarlna neden olan bakterilerde spor olusu-
munu (Hurst 1981), Clostridium botulinum, Lysteria
monocytogenes gibi gida zehirlenmesi ve gida kdkenli hasta-
lik etmeni bakterilerin gelisimini engelleme yetenedi
(Taylor ve Somers 1985, Bonkerroum ve Sandine 1988) bu an-
tibiyotigin gida endiistrisinde yaygin olarak kullanimini
tegvik etmektedir (Klaenhammer 1988). Dedisik arastairici-
lar, laktik streptokoklarda nisin iliretimi ve diren¢ ©6zelli-
ginin stabil olmadidina (Hurst 1966, Kozak 1974) ve sustan
sugsa degisebilen biiyiikliiklerde plazmidlerin kontrolii altin-
da bulundugunu saptamislardir (Gasson 1984, Gonzales ve
Kunka 1985).\Ayr1ca, Dodd vd.(1990) sStreptococcus lactis
F15876 susunda nisin liretimi ve sakkaroz metabolizmasindan
sorumlu plazmid lizerinde nisin liretimi gen kodunun, kromo-

zomal DNA iizerinde gok'sayida kopyasi bulunan IS904 insertion
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elementleri ile birlesik oldudunu saptamislar ve bu sonug-
tan hareketle nisin genlerinin kromozomal DNA kdkenli ola-

bilecegini ileri siirmiislerdir.

Scherewitz vd.(1983) Streptococcus lactis subsp.
diacetylactis'te 88 MDal. biiyiiklilkte konjugatif bir plazmi-
din bakteriyosin liretimi 6zellidginden sorumlu oldudunu sap-
tamis ve Streptococcus lactis suglarina aktarami gergekles-
tirmiglerdir. Gram pozitif bakteriler ilizerinde inhibisyon
etkisi go6steren laktoztrepsinler gibi yakain geg¢miste laktik
streptokoklarda tanimlanmis bakteriyosihlerin ve bakteriyo-
sin benzeri proteinlerin genetik determinantlari lizerinde
ise heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir (McKay ve Baldwin

1984, Scherewitz ve McKay 1987, Van Belkum vd.1989).

Efstathiou ve McKay (1977) Streptococcus lactis C2
susundan 30 MDal. biyiikliikte bir plazmidin giderilmesiyle
olusturduklara lac-'varyantlarda, lact dogal susa oranla;
arsenit, arsenat ve kromat iyonlaraina kargi duyarlilidin ve
bakir iyonlarina karsi direngliligin, yiliksek diizeyde artti-
gini belirlemiglerdir. Ayni arastirmada lact transdiiktant-
larda 30 MDal.luk plazmidin, transdiiksiyon siireclerine uyum
igin kiiglildiigli saptanmis ve biiylik bir olasilikla delesyon
bélgesinin bakir duyarlilik gen lokusunda olusmasindan do-
layi, arsenit, arsenat ve kromata karsi direncglilidin plaz-
mid aktarimi ile saglanabilmesine radmen, bakir iyonlarina

duyarliligin yeniden olugturulamadigi bildirilmistir.

N grup streptokoklarda, mastitis tedavisinde kulla-

nilan penisilin gibi B- laktam antibiyotikler disinda yiik-
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sek diizeyde antibiyotik direng¢lilik sik rastlanan bir ozel-
lik degildir (Reinbold ve Reddy 1974, Wulf ve Sandine 1983,
Orberg ve Sandine 1985, Parada ve De Giachi 1986). Bugiine

dedgin bu bakterilerden sadece Streptococcus lactis 71 su-

sunda 4.5 Kb. biiyiikliikte bir plazmiain kanamisine direngli-
likten sorumlu gen kodunu tasidigi saptanmistir (Dobrzanski
vd.1982). Bunun disinda Sihna (1986) Streptococcus lactis

C2 ve ML3 suslarinda yiliksek diizeyde streptomisin duyarlili-
gin 5.5 MDal. biiyiikliikte bir plazmidin varlaginda tesvik

edildigini ve bu plazmidin dogal suslafdan giderilmesi ha-
linde antibiyotik dozuna direncin 20-100 kat arttigini be-
lirlemigtir. Bu bulgular, kromozomal DNA ilizerinde kodlanan
antibiyotik direnglilikten sorumlu genlerin ifade bulmasi-
nin plazmidler*taraflndan engellenmesinin de olasi bir du-

rum oldudguna isaret sayilmaktadar.

Iskandinav iilkelerinde liretilen fermente siit iriinii
Viili'de mukoz yapinin olugumu arzu edilen bir 8zelliktir.
Mukoz yapi, laktik streptokoklarin glukoprotein ya da poli-
sakkarit yapida bir kapsiil materyali tarafindan olusturul-
maktadir (Macura ve Downsley 1983, Vedamuthu ve Neville
1986, Neve vd.1988). Wright ve Tynkkynen (1987), genellikle
Streptococcus ¢€remoris suslari ig¢in tanimlanan bu &zelli-
gin, Streptococcus lactis MGl614 susunda da plazmidler ta-
rafindan kodlandigini saptamistir. Arastaricilar, bu susun
plazmidleri giderilmis mutantlarina, dogal sustan izole et-
tikleri 30 MDal.luk plazmidin transformasyonu ile yeniden

mukoid fenotiplerin meydana geldigini bildirmislerdir.
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Streptococcus lactis subsp. diacetylactis'in,
Streptococcus lactis suslarindan temel ayirici 6zellidi
olan sitrat metabolizmasi da, bu bakterinin biitlin suslarain-
da belirlenen 5.5 MDal. biiyliklliikte bir plazmid tarafindan

kodlanmaktadir (Kempler ve McKay 1979, Gasson vd.1989).

2.5, Streptococcus lactis'te Genetik Aktarim Sistemleri

2.5.1, Transdiiksiyon

Transdiiksiyon, kromozomal ya da kromozom disi gene-
tik materyalin bakteriyofajlar tarafindan, bir bakteriden
digerine aktaramina olanak saglayan silireglerle karakterize
edilmektedir (Malke 1972). Laktik streptokoklarda transdiik-
siyon, lizogen suslarda bulunan temperent fajlarain litik
gevrimi sonucu, ya da dogrudan litik fajlar araciliga ile

meydana gelmektedir (Jarwis 1978, Davies ve Gasson 1981).

McKay ve Baldwin (1973) laktozu metabolize edebilen
(Lact) Streptococcus lactis 2 susunun icerdidi temperent
fajlarai ultraviyole 1sik uygulamasi ile indiikleyerek olus-
turduklari lizatlardan, laktoz metabolizmasi yetenedgini yi-
tirmis (Lac ) mutantlara bu 8zelligin transdiiksiyonunu ger-
ceklestirmigslerdir. Molskness vd.(1974) ise ayni susta lak-
toz metabolizmasi ile birlikte proteolitik aktivite Ozelli-

+

ginin de (Prt') transdikte oldugununu, ancak Lac’ transdiik-

tantlarda proteolitik aktivitenin, dodal susa oranla onemli
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Olcide indirgendigini bildirmislerdir. Proteolitik aktivi-
tesi indirgenmis Lact transdiikktantlaran analizi sonucu,
bunlarin dogal susta bulunmayan iki farkli plazmid igerdik-
leri (McKay vd.1976) ve bu plazmidlerin laktoz plazmidi tii-
revleri oldudu (Klaenhammer vd.1978) belirlenmistir.
Streptoéoccus lactis C2 susunda temperent halde bulunan de-
gisik bas biiyiikliiglinde iki fajin da transdiiksiyonda rol oy-
namasi nedeniyle; 33 MDal. biiylikliikteki laktoz ve proteinaz
ozellikleri gen kodunu tasiyan plazmidin bu faj DNA'laraina
uyum igin bazen 7.4 MDal. bazen de 6.2 MDal.luk fragmentle-
ri delesyona ugramakta, boylece olusan transdiiktantlar de-
gisik biiyiikllklerde plazmidleri igerebilmektedir. (McKay vd.
1976, Klaenhammer vd.1978). Laktik streptokoklarda trans-
diilkte plazmidlerin yeni konakg¢ida kromozoma integre olmala-
ri1 halinde gogu kez laktoz plazmidi lizerinde kodlu olan
proteolitik aktivitenin indirgenmis oldudu, bazi durumlarda
da laktoz gen lokusunda meydana gelen delesyonlardan dola-
y1, plazmid aktarimi saglanmasina ragmen gen ifadesinin ya-
pilamadigi: saptanmistir (McKay ve Baldwin 1978, Davies ve
Gasson 1981, Davies ve Gasson 1983). Streptococcus lactis
712 sugsundan, temperent faj @T712'nin plazmid icermeyen
suslara transdiiksiyonu ile; Lac+, prtt ve Lac+, Prt~ feno-
tiplerin olustudu (Gasson 1982), her iki tip transdiiktantan
da ayni plazmidi igermesine ragmen gen ifadesinin dedisimi-
nin, 30 MDal. biiyiikliikteki plazmidin proteinaz gen bdlge-
sinde tanimlanan delesyon yapisindan ileri geldidgi (Gasson

1983a) belirlenmistir.
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Transdiiksiyon slireglerinde plazmidlerin yaygin ola-
rak delesyona udgramasi ve pCKl gibi 5.5 Kb.lik kiigiik plaz-
mid vektorlerinin faj bas yapisi i¢inde paketlenememesi ne-
denleriyle, bu yontem laktik streptokoklarda gen aktaraima
icin kullanisli degildir. Ancak gen badlanti haritalaranin
yapiminda transdiiksiyon sistemlerinden biiyiik 6lgiide yarar-
lanilmaktadir (Gasson ve Anderson 1985, Fitzgerald ve

Gasson 1988).

2.5.2. Konjugasyon
/

Bakteri hilicrelerinin fiziksel temasi ile genetik ma-
teryalin verici hiicreden alici hiicreye tek yonli aktaram
agsamalarini igceren konjugasyon sistemleri, dedgisik bakteri
gruplari ig¢in tanimlanmaistir (Willets 1984, Willets ve
Wilkins 1984). Konjugasyon, genel hiyokimyasal ve genetik
6zellikleri bakimindan tiim bakteri gruplari arasinda biiyiik
0lclide benzerlikler gostermekte, ancak gram negatif bakte-
rilerde verici hiicrelerin taninmasina olanak sadlayan seks
piluslari, gram pozitif bakterilerde bulunmamaktadir
(Willets 1984). Bu genetik aktarim sistemi genellikle plaz-
mid kodlu genler icin gegerli bir ©zellik olmakla beraber,
bakterilerde konjugatif transpozonlarain varlidgi da belir-
lenmistir (Le Blanc vd.1978, Clewell ve Gavron-Burke 1986,

Fitzgerald vd.1987).

Streptococcus lactis suslarainda ilk kez laktoz meta-

bolizmasi 6zelliginin (Lact) konjugatif plazmidler tarafin-
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dan aktarilabilir bir 6zellik oldudu saptanmistir (Kuhl vd.
1979, Gasson ve Davies 1979, Gasson ve Davies 1980b, Gasson
ve Davies 1980c). Gasson ve Davies (1979) tarafindan,
Streptococcus lactis C2 susunda dodal konjugasyon siklida,

verici hiicre basina 1072 - 1072

arasainda bulunmustur. Lak-
tik streptokoklarda konjugasyon sikliginin, bu bakterilerin
bazi suslarainda saptanan, gelisme ortamlarinda agregat
olusturma dzellikleri (Agg+) ile yakindan iliskili oldugu,
verici hilicrelerin kati ve sivi ortamlarda agregasyonu sag-
landiktan sonra, alici-verici hiicre karisimlarinin membran

filtreler iizerinde gelistirilmesi ile 107 % - 1073

gibi yik-
sek oranlarda transkonjugant olusturulabilecedi belirlen-
mistir (Gasson ve Davies 1980b). Agregasyon fenotipleri ka-
t1 ortamlarda normal kolonilerden daha sert ve yodgun koloni
morfolojisi gostermekte ve ortamdan asi gozi ile alindikla-
rinda bilitiinliiklerini korumaktadirlar. Sivi ortamlarda ise
vapiskanliklarindan dolayi yumaklanmis yapi veren agregatif
koloniler, santrifiij isleminden sonra karastiricilarla ta-
mamen g¢ozlilememektedirler (Gasson ve Davies 1980b, Walsh ve
McKay 1981). Streptococcus lactis suslarinda dier etkili
konjugasyon yontemleri olarak, yiiksek yodunluktaki alici-
verici hilicre karisimlarinin siit gibi sivi ortamlar veya ka-

t1 agar ortamlarinda beraber gelistirilmesi (McKay vd.1980)

yontemlerinden yararlanilmaktadar.

Streptococcus lactis ML3 susundan, plazmidleri gide-
rilmig Streptococcus lactis ve Streptococcus cremoris
mutantlarina, laktoz metabolizmasi ve proteolitik aktivite-

den sorumlu 33 MDal. biliylikllikteki plazmidin (pSKO08) aktarama
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+

sonucu; transkonjugantlarin %87.5'nin Lac’, Agg+, %12.5'nin

de Lac+, Agg fenotipte oldudu saptanmistir (Walsh ve McKay

+

1981). Lac’, Agg+ fenotipteki transkonjugantlarin dogal

+ - .
, Agg transkonjugantlaran

susta bulunmayan 60 MDal., Lac
ise 33 MDal.luk pSKO08 plazmidini igerdidgi belirlenmistir
(Walsh ve McKay 1982). 60 Mpal. biiyiikliikteki plazmidin res-
triksiyon endonukleaz enzim analizleri ile pSK08 ve pSRO1l
plazmidinde hiicre agregasyonu yaninda yiiksek siklikta kon-
jugasyon (lO_l) ozelliklerinin gen kodunu tagiyan 27 MDal.
luk fragmentin birlesmesi sonucu olustudu bildirilmistir
(Walsh ve McKay 1982, Anderson ve McKay 1983a). Anderson

ve McKay (1984a) 60 MDal.luk plazmidi igeren transkonju-
gantlarin bazen Lact Agg  fenotip vermesinde, iki plazmidin
birlesmesi esnasinda hilicre agregasyonunu yoneten gen bdlge-

sinde meydana gelen delesyonunun rol oynadigini, bu gen

bolgesinin fiziksel analizi ile Orneklemisgtir.

Laktik streptokoklarda bulunan bazi konjugatif plaz-
midler, yiiksek siklikta transfer genleri tasimaktadar
(Snook ve McKay 1981, Gasson 1983a). Streptococcus lactis
suglarinda kendi aktarimlarini yonetme yetenedginde olmayan
kromozom digi DNA molekiillerinin, bu plazmidlerle dogal ko-
sullarda birleserek konjugal hareketliliklerinin saglana-
bildigi, birgok arastirici tarafindan belirlenmistir
(Chopin vd.1984, Kondo ve McKay 1985, Sing ve Klaenhammer
1986, Higgins vd.1989, Priebe ve Lacks, 1989). Konjugasyon
sliregleri sonrasi genellikle stabil olmayan yapilar olarak
ortaya ¢ikan birlesik plazmidler (=Co-integre) konakg¢i sus-

larin genel rekombinasyon sistemleri tarafindan kontrol
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edilememektedir (Anderson ve McKay 1983a, Anderson ve McKay
1984b). Hill vd. (1987) streptokokkal transpozon Tn919 'un
Streptococcus lactis pMG600'a aktarimindan sonra, bu susun
verici olarak kullanilmas:i halinde, laktoz plazmidi konju-
gasyon sikliginin 100 ~ 1000 kez arttigini saptamiglardar.
Arastaricilar Tn919'un laktoz plazmidi lizerinde yiiksek sik-
likta konjugasyon seklindeki etkisini, plazmid-transpozon
birlesik yapisi olusturmadan gdsterdigini bildirmislerdir.
Polzin ve Shimazu-Kadota (1987) tarafindan Streptococcus
lactis ML3 susunda konjugasyon silireg¢lerinde birlesik yapa
olusturan pSK08 ve pRS01l plazmidlerinin baz dizileri iize-
rinde yapilan galismada; bu plazmidlerin birlesme bdlgele-
rinde birbirlerini tamamlayici DNA dizileri icerdidgi ve
laktoz metabolizmasi gen kodunu tasiyan pSKOB iizerinde,
 bir1e$ik plazmid yapisi olusmadan eslenen 808 baz ¢ifti bii-
yiikliikte bir insert serinin (ISS1S) varligi tanimlanmisgtair.
Streptococcus lactis pLP712 susunda da laktoz plazmidi ilize-
rinde 3 Kb. biiylikliikte ISS1S benzeri bir insert serinin
yliksek siklikta konjugal transfer gen kodunu tasidigi be-
lirlenmis, ancak bu plazmidin konjugasyon siireglerinde her-
hangi bir plazmidle birlesik yapi olusturmamasindan dolayi,
seks faktorlerinin kromozomal DNA kokenli olabilecedi ileri

sliriilmiistliir (Fitzgerald ve Gasson 1988).

Higgins vd. (1989) Streptococcus lactis ME2 susunda
laktoz metabolizmasi ve nisin direnc¢lilik 6zelliklerinin
gen kodunu tasiyan 71.7 Kb, biiylikliikte plazmidin (pTR1040)
aktaraminin, ayni susun icerdigi 28.4 Kb.lik restriksiyon/

modifikasyon ve yiliksek siklikta transfer 6zelliklerinden
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sorumlu plazmid ile birlesmesi sonucu sadlandigini belirle-
mislerdir. Arastiricilar, birlesik plazmid yapisinda rol
oynayan 3.3 Kb.lik insert serinin pSK08 iizerinde Gzel bol-
gelerle olusturdudgu rekombinasyonlardan dolayi, bu plazmi-
din gen ifadesinin olumsuz yonde etkilendigini ve transkon-
jugantlarda restriksiyon/modifikasyon aktivitelerinin dedi-
sim gosterdigini bildirmislerdir. Jarwis (1988)
Streptococcus lactis subsp. diacetylactis kodkenli 106 Kb.
biiylikliikte birlesik plazmidin aktarildidi Streptococcus
lactis TLM0230, Streptococcus lactis subsp. diacetylactis
T4942 ve Streptococcus cremoris T4854 suslarinin her ilcgilini
de verici olarak kullanarak, bu suslarda dogal kosullarda

2 _1x107° oranlariyla konjugasyon

olusturulamayan 1.6x10"
s1kli1gi elde etmistir. Ayna ¢alismada DNA homolojisi ve
restriksiyon analizi yontemleri kullanilarak 106 Kb.lik
plazmidin; laktoz metabolizmasi, 1si1 duyarli faj direncgli-
lik ve yiiksek siklikta transfer genlerini igeren pAJ2074
ile laktoz metabolizmasindan ve 1si duyarll'faj direngli-
lik sistemlerinden sorumlu pAJ3060 plazmidlerinin birlegme-
si ile olustudu saptanmistir. Bu birlesik plazmidin, pey-
nir yapaminda kullanilan endiistriyel laktik starter suslara
aktarimi halinde, peynir teknolojisinde kullanilan sicaklik
derecelerinde, konjugantlarin peyniralti suyundan izole
edilen degisik morfolojilerdeki tiim fajlara karsi direncli
hale geldigi belirlenmistir (Jarwis vd.1989). Lelie vd.
(1990) tarafindan Streptococcus lactis susglarinda dogal

olarak bulunmayan ve ayrica konjugasyon yetenegine sahip

oimayan plazmidlerin invivo slireglerde konjugal hareketli-
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likleri lizerine yapilan galismada; Streptococcus agalactiae
kokenli, tetrasiklin direng¢lilik gen kodu igeren pMV158
plazmidi Streptococcus lactis JL1403 susuna transformasyon
yontemiyle aktarilmis, elde edilen transformantlar verici
sus olarak kullanilmis ve bu plazmidi icermeyen suslara

konjugasyonu saglanmistir.

Laktik streptokoklarda tiir i¢gi ve tiirler arasi gen
aktarimlarinda genel bir sistem olan konjugasyon, oldukg¢a
karmagik asamalari igermekte ve degisik suslarda genetik
determinantlarina bagli ozgiilliik gésterébilmektedir (Tsai
"ve Sandine 1987, Lelie 1989, Hayes vd.1990a). Bugiine dek
yiksek siklikta transfer vericilerinin genel 6zelligi ola-
rak bildirilen agregasyon yetenedinin bazi suslarda bulun-
mamasina ragmen, verici sus olarak kullanilmalari halinde,
konjugasyon oraninin g¢ok yliksek oldugu saptanmigtir
(M.Gasson 1990, s6zli gOriisme). Plazmidlerin birlesik
transferinde rol oynayan sistemlerin genetik orijini ve re-
gulasyonu lizerinde ise ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Hayes
vd,(lgéoa) Streptococcus lactis IL1404'te pMV158 plazmidi-
nin konjugal hareketliliginin hem transfer yetenedinde
plazmidlerle birlesik yapi olusturarak, hem de kromozomal
DNA tarafindan saglanabildigini belirlemiglerdir. Arastiri-
cilar birlesik yapi olusumunun, yapisal gen kodu pMV158
lizerinde bulunan plazmid rekombinasyon enzimleri aracili-

giyla katalize edildigini bildirmiglerdir.

Streptococcus lactis suslaranda konjugatif plazmid-

lerin, konjugal transfer yetenedinde olmayan plazmidlerle
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dogal kosullarda birleserek aktaraimlarini gergeklestirmele-
ri yaninda; dedisik faj direnglilik sistemleri, laktoz ve
sakkaroz metabolizmasi, nisin Uretimi ve direnglilik gibi
endiistriyel Oneme sahip 6zellikleri tasiyan plazmidlerin
birlesmeksizin beraber transferi ve degigsik faj direng¢lilik
sistemlerinin genetik tasiyicisi durumundaki farkli plaz-
midlerin ayni susa aktaramlari ile arzu edilen gligli feno-
tiplerin gelistirilmesinin miimkiin olusu (Jarwis 1988,
Thompson 1988, Lelie 1989, Lelie vd.1990), bu bakteriler-
de konjugal transfer sistemini kullanisla bir gen aktarim

yontemi haline getirmektedir.

2.5.3. Transformasyon

Serbest DNA molekiillerinin alica hiicrelere aktarimi-
na olanak sadlayan genetik degisim silireglerine transformas-
yon adi verilmektedir (Dobrzanski 1972). Bakteri hilicreleri-
ne 6zel almag¢ bolgelerden tutunan serbest DNA molekiilii,
hiicre membrani ilzerinde bulunan difflize olabilir transfor-
masyon faktdrleri ve otolisin'ler gibi membran gegirgenli-
gini artiran proteinler araciligi ile hilicreye dahil olmak-
tadair (Smith vd.1981, Sounders vd.l1984). Bu asamadan sonra,
yabanci DNA molekiilii ya kromozomal DNA ile rekombine olmak-
ta, ya da hiicrede bagaimsiz bir replikon olarak ifade bul-
maktadir (Sounders vd.1984). Transformasyon sistemleri,

0zellikle kriptik plazmidlerin hilicresel islevlerinin sap-
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tanmasinda onemli Olg¢iide kolayliklar saglamaktadair (Simon

vd.1985).

Laktik streptokok suslari, DNA molekiillerinin alici
hiicrelere geri dénﬁ§ﬁmsﬁz’tutunmalar1 ve penetrasyonlara
igin zorunlu transformasyon faktorlerini igermediklerinden,
bu bakterilerde dodal transformasyon sistemleri engellen-
mistir (Kondo ve McKay 1982, Harlander ve McKay 1984,
Mercenier vd.1987, Mercenier ve Chassy 1988, Holo ve Nes
1989). Kondo ve McKay (1982) mutanolisin uygulamasi ile
olusturduklari Streptococcus lactis ML3 susunun protoplast-
larina, polietilen glikol igeren ortamlarda 33 MDal. biiyiik-
liikteki laktoz plazmidinin (Lac™) transformasyonunu ornek-
lemis ve plazmid DNA molekiillerinin mikrograminda (ug) 8.5
siklikta lac’ transformant meydana geldigini saptamistir.
Laktik streptokoklarda yapay kosullarda transformasyonun
gerceklestirildigi bu ilk galismadan sonra, aynl arastiri-
cilar transformasyon kosullarinin optimizasyonunda polieti-
len glikol miktari ile regenerasyon ortamlarinin etkili ol-
dugunu, ML3 susu ig¢in tampon ortamlarinda %22.5 oraninda
polietilen glikol kullanilmasi ve protoplast regenerasyonu-
nun M17 glukoz list agar ortaminda tegviklenmesi sonucu 10~
100 kat daha yiiksek oranda transformant elde edilebilecedi-

ni bildirmislerdir (Kondo ve McKay 1984).

Protoplast transformasyonu yontemlerinde; proto-
plastlari elde edilecek hiicrelerin gelisme fazi, proto-
plastlarin olusturulmasinda kullanilan maddelerin miktara,
polietilen glikol'ilin miktari ve uygulama sliresi, protoplast

tamponlarainin osmotik stabilite gilicii, catt gibi hiicre
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membraninin ge¢irgenlidgini artiraici iyonlar ve etkili rege-
nerasyon ortamlari onemli rol oynamaktadirlar (Kondo ve
McKay 1984, Simon vd.1985, Wright vd.1985, Simon vd.1986,
Mercenier vd.1987, Badii vd.1989). Wright vd.(1985)
Streptococcus lactis MG1299, MG1l614 ve VS118 suslarinda,
protoplast tamponlarina cat?t iyonlarinin ilavesi ile bu
iyonlaria igermeyen ortamlara oranla 10 kez daha fazla
transformant olusturulabilecegini belirlemislerdir. Simon
vd.(1986) Streptococcus lactis IL1403 susunun, erken loga-
ritmik geligme faza kiiltlirlerine, tampon ortamlarda 10 mg/
ml. lizozim uygulamasiyla elde ettikleri protoplastlarain,
toplam hacimlerinin %30'u oraninda polietilen glikol ile

2 dk. tesviklenmesi halinde Ml17-glukoz regenerasyon ortam-
larainda, 5.5 Kb. biiyilikliikte pILZO4 plazmidinin Hg. 'ninda
5x106 gibi ¢ok yiiksek siklikta transformant elde etmeyi ba-
sarmislardir. Erken logaritmik fazda bakteri kiiltirleri
ozmotik basing¢lara ¢ok direnglidirler ve dedgisik fizyolojik
kosullara gore bu evre farklilik gostereceginden her sus
igin kendi kosullarinda belirlenmesi onem tasimaktadir.
Sanders ve Nicholson (1987) Streptococcus lactis LM0230 su-
sunda plazmid transformasyonu ve faj DNA'sinin transfeksi-
yonunun, 1si1i Soku uygulanan hipertonik ortamlarda daha yiik-
sek bulundudunu, ancak bunun LM0230 susuna has bir 6zellik
olabilecegini bildirhislerdir. DNA molekiillerinin transfor-
masyonu ya da transfeksiyonunda etkili dider faktSrler; ko-
nakg¢i hiicre restriksiyon/modifikasyon sistemleri ve plazmid

uyusmazlik gruplaraidair (Lelie 1987, Lelie 1989). Lelie vd.

(1988) antibiyotik marker plazmidi olan pKGV11l0'un Bacillus |

e

!
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subtilis'ten degisik laktik streptokok sugslarina transfor-
masyonunun saglanmasina radgmen, Streptococcus lactis MG1210
ve Streptococcus cremoris Wg2 suslarina aktarllamadlglnl
saptamislardir. pKGV110'un bu suslarin igerdidi plazmidler
ile homolojileri belirlenerek, her iki susgta da birer degi-
sik plazmidin pKGV110 ile yiikksek oranda homolog oldugu gds-

terilmistir.

Streptococcus lactis suglarinda yiiksek transformant
oranl elde etmek amaciyla elektroporasyon tekniklerinden de
yararlanllmaktadlr. Elektroporasyon ydnteminde esas; serbest
DNA molekiilleri ve hiicre karisimlarina, stabil ozmotik ortam-
larda ve gok kisa siirelerde yiliksek elektrik akimi uyéulaya—
rak, porozitenin artirilmasi suretiyle DNA molekiillerinin
membran yapilardan gec¢isini kolaylastairmaktir (Harlander
1987, Fiedler ve Wirth 1988). Harlander (1987) 19 Kb. biiylik-
liikkte pSA3 plazmidi ve Streptococcus lactis LM0230 susu pro-
toplastlaraina, stabil ozmotik ortamlarda 3-6 salise (ms)
siire ile 8000 volt elektrik akimi uygulayarak, plazmid DNA'
nin mikrograminda hem monomer hem de dimer formlari ig¢in
104 oraniyla transformant olusumunu sadlamistir. Powell vd.
(1988) ise Streptococcus lactis LM0230 ve C6 suslarina
7.4 Kb.lik pMU1328 plazmidinin 6250 voltta etkili transfor-
masyonu yaninda laktik streptokok fajlari c2 ve c6A DNA'la-
rinin transfeksiyonunun da bu y&ntem kullanilarak gercek-
lestirilebilece§ini belirlemis, DNA molekiillerinin mikrogra-
mi basgina; 1x104 - 5x105 arasi siklikta transformant meydana
geldigini bildirmiglerdir. McIyntre ve Harlander (1989)

Streptococcus lactis LM0230 susunda, biiyllk molekiiler afir-
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laktaki plazmidler icin uygun elektroporasyon kosullarinin
arastirildigi calismalarinda; elektroporasyon karigamlari-
nin 1010 gibi yliksek hiicre yodunlugundaki kiiltlirlerden ha-
zirlanmasi-ve 5 ms. siire ile 3000 volt elektrik akimi uygu-

1
lanmasi halinde, 9.8-30 Kb. arasi biiyilikliiklerde plazmidle-
rin transformasyon sikli§inin DNA'nin mikrograminda 103

oranina ylikseltilebilecedini saptamiglardar.

2.5.4. Protoplast fiizyonu |

Streptococcus lactis suslarinda kullanaigli bir di-
Jer genetik aktarim sistemi protoplast haline getirilmisg
hiicrelerin polietilen glikol iceren ortamlarda fiizyona tes-
vik edilmeleridir (Gasson 1980, Okamoto vd.1983, Okamoto
vd.1985). Protoplast flizyonu tekniklerinde; transformasyon,
transdiiksiyon ve konjugasyon sistemlerinden farkli olarak,
aktarilan genetik materyal belirli kromozomal DNA fragment-
leri ve plazmidlerle sinirli dedildir. Fiizyonlarda hiicrele-
rin toplam genom temasinin meydana gelisi; bu ybntem kulla-
nllarak‘plusturulabilen degisik rastgele rekombinantlar
arac111§i ile, kromozomal DNA iizerinde ¢ok sayida gen sis-
temleri tarafindan kontrol edilen &6zelliklerin tanimlanma-

sini kolaylastirmaktadir (Gasson ve Davies 1984).

Gasson (1980) Streptococcus lactis 712 susundan tii-

retilmig mutantlarda olugturdugu tiir ici fﬁzyonlar!sonucu;
|

gen kodu kromozomal DNA {izerinde bulunan maltoz kullanimai

ve streptomisin direnc¢lilik yaninda, eritromisin direng¢li-
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lik gen kodunu igeren vektdr plazmid pAMB1 ile laktoz plaz-
midi pLP712'nin aktarimlarinin da meydana geldiini sapta-
mistir. Laktik streptokok suslarinda protoplast flizyonu
ybnteminin tanamlandi§i bu ilk calismada; plazmid aktarim

sikligdai 1.9x10° > - 3x1073

4+ kromozomal DNA rekombinasyon
sikliga ise 3x107° - 7.1%10"° oranlarinda bulunmustur.
Okamoto vd. (1983) Streptococcus lactis MJ708-1 ve MJ904 sus-
larinin, lizozim ve a-amilaz enzimleri uygulayarak olustur-
duklarai protoplastlarini, polietilen glikol 6000 varliginda
fiizyona tesvikleyerek, maltoz ve galaktoz kullanimi ile
streptomisin direnglilik 6zellikleri bakimindan birlesik
fenotiplerin olustufunu gbstermislerdir. Protoplast fiizyonu
.yontemleriyle laktik streptokoklarda tiirlerarasi gen akta-
rimlarinin da sadlanabilecedi bildirilmistir. Cocconcelli
vd. (1986) tarafindan Streptococcus lactis suslarindan pAMB1
plazmidi ve trehaloz fermentasyonu &zelliklerinin
Lactobacillus reuteri DSM20016 susuna flizyonu basarilmig-
tir. Lelie vd. (1988) degisik Streptococcus lactis ve
Streptococcus cremoris Ssuslarinin Bacillus subtilis suslara
ile filizyonu sonucu, Bacillus subtilis ara konak¢i hiicreden
antibiyotik direnclilik markerleri, pAMB1, ApAMB1 ve pGV21

plazmidlerinin tiirlerarasi aktarimini Srneklemistir.

Son yillarda laktik streptokoklar igin elektroporas-
yon gibi gliglii transformasyon tekniklerinin bulunmasi, bu
suglarda protoplast flizyonu y&nteminin plazmid aktarimla-
rinda kullanimini Snemli &lc¢ilide geriletmistir. Giinilimiizde,
ancak diger transformasyon y6ntemlerinin etkili olmadigi

kogullarda, alternatif bir genetik aktarim sistemi olarak
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protoplast filizyonlarindan yararlanilmaktadir (Gasson ve

Davies 1984, Lelie 1989).

2.6. Faja Direngli Sug Geligtirme Calaismalarai

Endiistriyel sus gelistirme programlari, ticari fer-
mentasyon stireglerinde {iriin mfktarl ve kalitesinin artaral-
ma51nda;cok onemli rol oynamaktadir (Hopwood.1977). Son
ylllardé, DNA molekiillerinin yapisal analizinde kolaylaiklar
sadlayan araclarin bulunmasi, ticari suslarin eldesinde
uzun yallardir kullanilan klasik genetik yotntemlerin &anl-
sira, sadece belirli bir gen ya da DNA fragmentinin izolas-
yonu, vektdrler araciladi ile yeni bir konakg¢i hiicreye ak-
tarimi ve ifade edilmesi asamalarini iceren "Genetik Miihen-
disligi" tekniklerinin uygulanmasina da olanak tanimistar

(Queener ve Baltz 1979, Hopwood 1981, Shortle vd.1981,

Rowlands 1984a, Rowlands 1984b).

Laktik streptokoklarda gen analizleri ig¢in; ya,
Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Streptococcus sangius
gibi ara konakgilarda , Ya da dodrudan Streptococcus lactis
suslaranda olugsturulan gen klonlarindan yararlanilmaktadair
(Devos 1987, Sandine 1987). Uygun vektdr sistemleri kulla-
nllarakﬁ‘bu bakterilerde plazmidler tarafindan kodlanan lak-
toz kullanimi, proteolitik aktivite gibi 6zellikler ile
fosfo-B-D-galaktozidaz sistemi, ultraviyole ve faj direng
sistemlerinin homolog ve heterolog konakg¢ilarda klonlanmasi

saglanmig, ayni zamanda yapisal 6zellikleri belirlenmigtir.
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Bugiine deﬁin, laktik streptokoklarda 10 dedisik promotor
b6lgenin, 7 ribozom baglanma bdlgesinin ve ¢ok y6nli termi-~
natdrlerin baz dizileri saptanmistir. Vektdr sistemlerinin
olusturulmasinda ve gen ifadesinin optimize edilmesinde
anahtar rol oynayan bu bulgular, basarili rekombinant DNA
uygulamalarini beraberinde getirmistir (Kok vd.1984,

Le Blanc ve Lee 1984, Van Der Vossen vd.1985, Herman vd.

1987, Simons ve DeVos 1987, Simon ve Chopin 1988).

Laktik starter olarak kullanilan suslarda, faj di-
rencli fenotiplerin olusturulmasinda genel yaklasim, birden
fazla faj diren¢ genleri ile rekombine edilmig vektOrlerin
aktarimi ve yeni konakta stabil hale getirilmeleri esasana
icermektedir. Aktarimi sa§lanan &zelliklerin stabilizasyonu
sorunu ise ya ylksek kopya sayila vektorlerin kullanimi, ya
da dogrudan kromozomal DNA'ya integrasyonu suretiyle asil-
maya calisilmaktadir (Gautier ve Chopin 1987, Laible vd.
1987, Sandine 1987, Kok 1989). Gautier ve Chopin (1987)
Streptococcus lactis suslarinda tanimlanan pIL103 plazmidi
lizerindeki restriksiyon/modifikasyon &zellikteki, Laible
vd. (1987) ise Streptococcus lactis KR2 susunda abortif in-
feksiyon 6zellikteki faj diren¢ genlerini izole ederek bu
genlerin pGB301 ve pGB305 gibi yliksek kopya sayila
Escherichia coli / Streptococcus evrensel vektdrleriyle ak-
tarilmalarini saglamislardir. Abortif infeksiyon ve isi du-
yarla faj diren¢ sistemlerinin gen kodunu tasiyan pTR2030
ve restriksiyon/modifikasyon sistemi gen kodunu tasiyan
pTN20 plazmidlerinin, bu &zellikler bakimindan stabil olduk-
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slireclerinde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadar
(Klaenhammer 1987, Chopin ve Chopin 1989, Higgins vd.19289,
Hill vd.1989b). Ancak, genetik olarak diizenlenmis rekom-
binant suglarin ticari siireglerde kullaniminda, dogal gevre
ve tilketici lizerinde yaratabilecegi tiim risklerin belirlen-
mesi ve bu kosullarda rhicbir sorun yaratmayacak &zellikte
olmalari zorunlu kilinmistir. Bu amagla Avrupa Topluludu
"Biyolojik Aktivite Program"lari cercevesinde, Fransa, Ingil-
tere, Hollanda ve Federal Almanya‘'da, genetik olarak diizen-
lenmig laktik asit bakterilerinin gida firetiminde kullanima
ve glivenilirliginin belirlenmesi lizerinde ortak projeler
siirdlirlilmektedir. Laktik streptokoklarin ylizlerce yildar
insanlar tarafindan giivenle tiiketilen gidalarda yiliksek oran-
larda bulunusu, patojen dzellikte olmamalari ve 