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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus VIRULENT FAJLARININ IZOLASYONU ve
YOGURT STARTER KULTURLERI UZERINE LiTiK ETKILERININ BELiRLENMESI

Deger KALELI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitilsii
Gida Mithendisligi Anabilim Dali

Damigman: Prof. Dr. Nezihe TUNAIL

Bu galigmada &ncelikle Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ( S. thermophilus )
fajlarinin, ¢ig sitlerden izolasyonuna caligilmigtir. Farkls kaynaklara ait siit 8rneklerinden daha
Snceden izole edilerek tanilanan 30 adet doBal (yerel) S. thermophilus susunun konakg1, 19 adet
¢i sOt SrneBinin de faj izolasyon materyali olarak kullamldify denemelerde, Chr. Hansen
Laboratuvant ATL faj testi ile faj izole edilememigtir. Bunun iizerine yogurt fabrikalarindan
saBlanan 9 adet liyofilize miks yoZurt kiiltiriinden izolasyonlan basarilan 9 ayn S. thermophilus
susu; yojurt, bulk, peyniralts suyu ve ayrandan olugan 34 adet faj izolasyon materyali igin
konakg1 olarak kullamilmigtir. 709, 231 ve B3 suglan ile 23 adet S. thermophilus faj
izolasyonunun gergeklestirildifi denemelerde Modifiye M17 (thM17) Broth ve thM17 Agar
besiyerlerinden ve ¢ift tabaka agar ybnteminden yararlamlmigtir.

Denenen fajlara kars1 yerel S. thermophilus suglarinin hepsi direngli bulunurken starter kdkenli
suglardan 709, 231 ve B3’ lin hemen hemen biitiin fajlara kars:i gok duyarli, buna kargilik V1,
V2, Y1, Y4, 632 ve CH-1 suslannin ise yerel suglar kadar direngli olduklan saptanmigtir.

Fajlarin homolog konakgilannin diginda diger iki sugu da heterolog konakg: olarak kullandiklar
belirlenmigtir. Starter kékenli S. rhermophilus suglar 0i¢ farkh litik spektrum sergilemiglerdir.
Aynica, tim S. thermophilus suslarimin, partneri olan Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus’ un fajlan ile lize vermedikleri, dolayisiyla heterolog konakgi olarak
davranmadiklan gosterilmigtir.

S. thermophilus temperent fajlarinin izolasyonu amaciyla suglarda profaj indiksiyonu igin
mitomisin C (MC) kullamlmg, referans lizogenik sug S. thermophilus CNRZ 1205 ile belirlenen
etkili MC konsantrasyonlari (0,05; 0,1; 0,2 pg/ml) tilm S. thermophilus suglarina uygulanmigtir.
Ne yerel suglar ne de starter kdkenli suglar lizogenik karakterde bulunmamugtir. Starter ireten
firma prospektiisiinde, faj ataginda rotasyona sokulmak fizere onerilen killtiriin yerel fajlara
gbre yanhs bir 8neri oldugu da bu galisma ile gdsterilmistir.

2001, 78 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, virulent faj,
lizogeni



ABSTRACT

Master Thesis

VIRULENT PHAGES ISOLATION OF Streptococcus salivarius subsp. thermophilus AND
DETERMINATION OF LYTIC ACTIVITY ON YOGHURT STARTER CULTURES

Deger KALELI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Nezihe TUNAIL

Phages of Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (S. thermophilus) from raw milk were
isolated. 30 native S. thermophilus strains which were previously isolated from raw milk were
used as host and 19 raw milk samples used as phage isolation material. However no isolates
could be obtained by using Chr. Hansen Laboratory ATL phage test. After this result, 9
different S. thermophilus strains were isolated successfully from 9 lyophilized mixed yogurt
cultures taken from different dairy factories. Then, those 9 strain were used as host for isolation
of phages from 34 different materials including yogurt, bulk, whey, airan. In experiments, 23 .
thermophilus phages could be isolated by 3 of 9 strains; 709, 231 and B3. Modified M17 (th
M17) Agar and th M17 Broth medias and double layer agar method were applied for growth
and isolation.

It is noteworthy that while all native strains of S. thermophilus were found to be resistant for
phages which were tested, starter originated strains 709, 231 and B3 were found to be very
sensitive against almost all phages. Opposingly V1, V2, Y1, Y4, 632 and CH-1 strains were
found to be resistant as native strains.

Other than their homolog hosts, phages were also detected using other two strains as heterolog
host. Starter originated S. thermophilus strains exhibited three different lytic spectrum. Also it
was shown that the phages of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus did not produce any
lysis on any S. thermophilus strains meaning not to use as their heterolog hosts.

In order to isolation of temperate phages mitomicin C (MC) concentration (0,05; 0,1; 0,2 pg/ml)
were determined by using reference lysogenic strain of S. thermophilus CNRZ 1205 and these
concentrations applied for all of S. thermophilus strains. Neither native strains nor starter
originated strains found in lysogenic character. By this study it was shown that the culture
which was suggested in prospectus of starter producing company for the rotation, is a wrong
suggestion when the native phages are regarded.

2001, 78 pages

Key Words: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, virulent phage, lysogeny
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1. GIRiS

Gida endiistrisinde starter kiiltiir veya yalnizca kiilttir olarak amlan mikroorganizmalarin
segimine ve kullanimina en fazla gereksinme duyan dal, siit teknolojisidir. Ciinki siitten
tiretilen farkli lezzet ve yapidaki iirilnlerin her biri, farkh kltiirleri talep eder. Segilmis
kuittirler siitlin yofurt, peynir, tereyag vb. iriinlere doniisdml igin amaglanan
fermentasyonlar1 gergeklestirir ve teknolojik proses parametreleri ile birlikte iriiniin
kendine 8zgii kalitesini belirler. Kiltiirlerin kendilerinden beklenen islevleri
bagarmalari, onlarin fizyolojik verimlilikleri ve lireme yetenekleri yliksek, aktif kiltiirler
halinde proses siitiine katilmalariyla olanaklhdur.

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (S. thermophilus), gubuk : kok oram 1:1
veya 1:2 olacak sekilde Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulgaricus) ile
kangtinlarak klasik yogurt tiretiminde starter kiiltiir olarak kullamlir. Simbiyotik iliskiye
bagh olarak gelisen kiiltiiriin olusturduBu laktik asit ve L. bulgaricus tarafindan
sentezlenen asetaldehit yogurdun olusumunda ve 6zel aromasimn gelisiminde en
belirleyici unsurlardur. Koagulasyonuxi gergeklesmesinde, konsistensin saglanmasinda,
aroma olusumunda ve driindin dayanakl hale gelmesinde asitlik geligimi (pH diigiigi)

esastir,

Simbiyotik iligkinin yaminda, yogurt kiltiirlinde L. bulgaricus’ un fizyolojik agidan
istenmeyen D (-) laktik asit, S. thermophilus’ un ise metabolize olabilen L (+) laktik asit
olugturmas, killtiirde bakteri oranlarimin korunmasina &zen gosterilmesi igin bir bagka
nedendir. Bu oran, proses siitine % 3 aktif kiltiir katlmas: ve 43 °C’ da kontrollil
fermentasyon ile saglamir. Inkiibasyon sicakhiamn yilkselmesi veya stiresinin uzamasi
dengeyi laktobasillerden yana, tersi kosullar ise S. thermophilus’ dan yana bozar ve

iiriin kalitesinin diigmesine neden olur.

S. thermophilus, yogurt kiltirinden bagka peynir pihtisina 44 °C’ 1n Uizerinde 1s1l iglem
uygulanan Isvigre ve Italyan tipi peynirlerin tiretiminde termofilik laktobasillerden bir
veya birkag1 ile kombine edilerek peynir kiltiirii olarak da kullamlir. Yogurt
bakterilerine ek olarak kiltire veya L. bulgaricus yerine Lactobacillus delbrueckii



subsp. helveticus (L. helveticus) ve/veya Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (L.
lactis) suglarnin katilmasmin nedeni; peynirde yogurt lezzetinden kaginmak igindir.
Son iki laktobasil asctaldehit iretmedifinden tercih edilir. Termofilik peynir
kitlttirlerinde de simbiyotik iligkiye bagli olarak gdriilen gok hizlhi asit diretimi ve
laktobasillerin proteolitik aktiviteleri, liriin i¢in 6nde gelen Snemli kriterlerdir.

Kaliteli, arzulanan &zelliklere sahip, standart tiriin elde etmek igin fizyolojik verimliligi
yiiksek kiiltilrlerin segimi, oram1 ve proses parametrelerinin 8nemi agiktir. Ancak en az
bunlar kadar 6nemli bir diger kriter ise, kitltiirlerin bakteriyofajlara direngleridir. Yogurt
ve peynir isletmelerinde kullammlarindan vazgegilmesi asla miimkiin olmayan
kiiltiirler, 8zellikle bulk (kiitle) iretim agamasinda virulent fajlarla enfekte olmakta, kisa
slirede lize olan bakteri populasyonu fermentasyon siirecinde fonksiyonlarim yerine
getirememektedir. Kullamlan kiltirlerin dis kaynakh olmasina kargilik igletmelerde
bulunan yerel virulent fajlarin veya kdkenini lizogen bakterilerden alan litik déngiiye
baglanan temperent fajlarin, ki bunlar da artik virulent fajlardir, konak¢tya rastlayip
stiratle replike olmalan bulk kiiltiirlin hazirlanma agamasinda gergeklesmektedir. O
nedenle fajlar en yogun olarak bulk kiltllr, yofurt, pihtilagmis silt ve peynirde
bulunurlar. Ayrica peynir bask: bezlerinde, peyniraltr suyu (PAS) ve havada da faj
titreleri belli bir diizeye kadar ¢ikabilir,

Faj enfeksiyonunun ilk gostergesi ve siddeti, ortamdaki faj titresine, fajin latent periyot
siiresine ve patlama bilyikligtine bagh olarak kendini gosteren asitlik gelisiminin
yavaglamasidir. Kiiltiir igindeki partnerlerden birinin, rnegin S. thermophilus’ un 8zgil
fajinin saldirisina uframasi, killtiirde bakteri dengesinin bozulmasina dolayisiyla hizli
asit olusumunun engellenmesine neden olur ve sonugta kalitesiz iirlinler ortaya ¢ikar.
Siddetli faj ataklaninda veya her iki partnerin de fajlarla enfekte olmas: halinde iiriin hi¢
olugmayabilir.

Lizogen bakterilerin iginde profaj olarak varlifim siirdiiren temperent fajlarin,
isletmelerin faj sorunlarindaki pay, hala tartigmali konular arasindadir. O nedenle fajlar
kadar, starter bakterilerinin de lizogeni nedeniyle aragtiriimalan gerekmektedir.



S. thermophilus fajlarina iligkin bilgiler, laktokok fajlari ile kiyaslandifinda hayli
simurhdir. Bunun nedenlerinden biri; laktokok fajlarimin g¢ok uzun yillar 8ncesinden
baslayarak gok daha siklikla sorun yaratmalan ve kegfedildikleri 1935 yilindan beri
aragtirllmalandir. Termofilik fajlar ise daha az siklikla faj ataklarina neden
olduklarindan ve ancak 1952’ de S. thermophilus ve 1974’ de L. bulgaricus fajlanmin
kesfinden sonra aragtirilmaya baglandifindan bunlar iizerine daha az bilgi toplanmigtir.
Ikinci neden olarak, bunlarm izolasyonunda ve faj plaklarimn gosterilmesindeki
giiglikler sayilabilir. Bununla beraber son yillarda gerek ABD’ de gerekse Orta Avrupa’
da S. thermophilus fajlan igletmelerde daha sik sorun olmaya baslamigtir. ABD’ de
termofilik starter kiltiirlerin kullamldig: tirtinlerde % 350-400 oranindaki artig, iiretimde
mekanizasyon ve rasyonellige gidilmesi sonucu bilyitk 6lgekli ve modern igletmelerin
dogusu termofilik faj sorununun artisina neden olarak gosterilmektedir.

Ulkemizde S. thermophilus fajlanma iligkin ¢aligmalar son birkag yidir A.U.Z.F. Gida
Mitihendislizi Boliml Mikrobiyoloji Birimi’nde baglamustir. Son 6 yildir yogurt
fabrikalanimizda zaman zaman ¢ok Snemli boyutta yaganan faj probleminin igletmelerin
Gida Milbendisleri tarafindan ¢6zillememesi, konunun detayll olarak aragtinlmasim
glindeme getirmistir. Her ne kadar kiiltilr tireten firmalar, bakterilerin fajlara direnclerini
belirleyip faj ataklarinda bir 5nlem olarak rotasyona girebilecek, faj akrabali: olmayan
suslan onerseler de isletmelerin faj probleminden kagigi miimkiin olmamaktadir. Bu
konuda en anlamh yaklapm; difer tim Onlemlerin yam sira yogurt iretiminde
kullamlacak kiltiirlerin, igletmelerin yerlesik dominant ve bitylik olasihikla yerel
fajlarina karg1 periyodik olarak test edilmesi, faj-konak¢1 spektrumunun belirlenmesi ve
rotasyonda kullamlacak kiiltiire, igletme kosullarina gére karar verilmesidir,

Yiksek Lisans Tezi olarak sunulan bu calijma, yofurt isletmelerinde gbrillen
bakteriyofaj problemine kisa ve uzun vadede ¢8ziim iiretmek amaciyla baglatilan, maddi
olarak Tibitak ve DanoneSA-Birtat $ti. tarafindan desteklenen TARP-2106 nolu
“Yogurt fabrikalarinda faj probleminin ¢ziimiine yonelik aragtirmalar” konulu projenin
bir bolumiidiir. Bu ¢aligmada; isletmelerde yogurt kiiltiri olarak kullamlan 9 adet
liyofilize miks kitltlirden S. thermophilus suglar izole edilmis ve bu suglar cesitli siit
iirinlerinden fajlarin izolasyonunda konakgi olarak kullamlmuglardir. Yitksek titreli



fajlara kars1 yerel ve starter killtiir kékenli S. thermophilus suglarimin direng durumlan
test edilmig, fajlann titr i¢i homolog ve heterolog konakgilan belirlenmigtir. S.
thermophilus suslarinda lizogeni, mitomisin C (MC) indiksiyonu ile aragtinlmugtir.
Eldeki tiim S. thermophilus suslanimin L. bulgaricus fajlarina kars1 heterolog konakg1
olarak davramp davranmadiklari da test edilmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Termofilik Starter Kiiltiirleri ve Iglevleri

Optimum gelisme sicakliklar1 37 °C iizerinde olup yaklasik 45 °C civarnda geligen
termofilik laktik asit bakterileri (LAB) siit teknolojisinde 6nemli bir yere sahiptirler.
Bunlar, kiiltire bagh olarak 42-45 °C’ larda 2-3 saat icinde pH 4,0’ e kadar asitlik
gelistirirler. Bu dzellikleriyle mezofil LAB’ lerine gore asit olugturma ydniinden daha
aktiftirler (Riemelt vd 1996). S. salivarius subsp. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis ve L. delbrueckii subsp. helveticus bakterilerinin
kullanildip gesitli termofilik starter kiiltirler, yogurt diginda ftalyan ve Isvigre tipi
peynir. Uretiminde de kullanilmaktadir (Sozzi vd 1976, Lawrence 1978, Reinbold vd
1982, Cluzel vd 1987a, Neve vd 1989, Brilssow vd 1994).

L. bulgaricus ve S. thermophilus’tan hazirlanan starter killtlirler yogurt yapmminda
kullanilmaktadir. Bu iki bakteri arasinda simbiyotik bir iliski vardir. S. thermophilus,
L. bulgaricus’ tan daha izl geligerek laktozdan laktik asit olusumu yaninda iirenin
{ireaz tarafindan paralanmasiyla siite CO, ve genellikle formik asidin (40 pg/ml kadar)
salinmasim saglar. Boyle bir ortam L. bulgaricus’ un geligmesini ve metabolizmasin
stimiile eder. Bundan sonra L. bulgaricus kazeinin bir kismum hidrolize ederek ve
(hazir) hale getirir. Proteince zengin habitatlarina ragmen S. thermophilus suglan swnirh
proteolitik yetenegie sahiptirler. Bakterinin nitrojen kaynaf siitte dogal olarak bulunan
veya sicaklik uygulamas: silresince ortama salinan serbest aminoasitlerdir. Ancak
glutamik asit, histidin, sistin, metionin, valin veya 16sin gibi belirli serbest aminoasitler
siitte S. thermophilus’ un gelismesini saglayacak diizeyde degildir. L. bulgaricus,
S. thermophilus’ tan farkli olarak kazeini, 8zellikle P-kazeini, hilcre duvarina bagh
proteinaz yardimiyla polipeptidlere hidrolize edebilmektedir. Ancak L. bulgaricus’ un
da peptidaz aktivitesi simrhdir. Bu agamada S. thermophilus kisa zincirli peptidleri
absorbe ederek serbest aminoasitlere hidrolize etmektedir. Bu serbest aminoasitler daha
sonra bazi durumlarda L. bulgaricus tarafindan da kullanmlabilmektedir.



Bu simbiyoz yasamin sonucu olarak;

®

(i)

Her iki tiir de, laktozu laktik aside kadar aktif olarak metabolize ederek
fermentasyonun 3-4 saat iginde tamamlanmasini saglar.

Her iki tiir tarafindan ortama salinan metabolitler, diger fermente siit tiriinlerinden
tamamen farkli olan yogurt tadim olustururlar. Yopurtta karakteristik aroma
komponenti asetaldehittir. 40 mg/kg seviyelerine kadar bulunabilen asetaldehit
yaygin olarak L. bulgaricus tarafindan tiretilmektedir. Asetaldehit tretimindeki

temel yol, treoninin treonin-aldolaz tarafindan glisine gevrilmesidir.

COOH
|
NH, -C—H COOH 0
| Treonin — aldolaz | Il
H-C—OH ————® NH,—C—-H + CH;—C-—H
I I
CH; H
Treonin Glisin Asetaldehit

Asetaldehit olusumu genellikle pH 5,0° de baslar. S. thermophilus ve
L. bulgaricus’ un alkol-dehidrogenaz igermemeleri durumunda asetaldehit, tiirlerin
sahip olduklan difer metabolik yollara bagh olarak belli bir diizeye kadar
yiikselebilir. Ornegin; pritvatin dekarboksilasyonu da asetaldehit dretimi ile
sonuclanir. Asetaldehit S. thermophilus tarafindan da olusturulmakla beraber,
metabolitin miktan1 inkiibasyon sicaklifs ile dogrudan iligkilidir. 30 °C’ 1n
iizerindeki sicakliklarda ftreonin-aldolaz enzim aktivitesi &Snemli 6lgiide
distiigtinden asetaldehit olusumu gok diistik diizeyde gerceklesir. Diger taraftan, L.
bulgaricus’ ta bulunan aym enzim ise, sicakliktan etkilenmediginden L. bulgaricus,
ticari yogurtlardaki asetaldehitin esas kaynagidir. Serbest yag asitleri, aminoasitler,
aseton, diasetil ve keto/hidroksi asitler gibi starter orijinli difer bilesiklerin de
yogurdun son andaki tadina katkida bulundugu bildirilmekle birlikte, bu

metabolitlerin tat ve aroma agisindan 8nemleri tam olarak anlagilamamigtir,

(iii) Her iki tiiriin baz1 suslar1 tarafindan fark edilebilir oranda ekstraseliiler polisakkarit

(farkh glikan) maddeleri tiretilmekte ve bu metabolitlerin varlifi, yogurdun

viskozitesini artirmaktadir. L. bulgaricus’ un “sakiz benzeri” bir materyal

v | o .



sentezlemesine karsin S. thermophilus “yapigkan”, “glikan benzeri” bir polimer
iiretmektedir, Diger taraftan S. thermophilus’ un bazi suslan polisakkaritleri
hidrolize eden glikohidrolaz enzimine sahiptir ve kullamlan kiiltiirlerdeki sonuglara
bagli olarak bu tiir bir aktivite vizkozitenin azalmasina neden olmaktadir (Riemelt
vd 1996, Robinson 1999).

L. bulgaricus ve S. thermophilus homofermentatif siit asidi bakterileri olmalarina karsin
laktozun  fermentasyonu sonucunda farkli  konfigiirasyonlarda laktik  asit
olugturmaktadirlar. S. thermophilus L (+) laktik asit olugtururken, L. bulgaricus
fizyolojik agidan arzulanmayan D (-) laktik asit olugturmaktadir (Robinson 1999).
Geleneksel yogurt igin % 45-60 L (+) laktik asit, % 40-55° de D (-) laktik asit degerleri
gereklidir. Bunu saglamak igin klasik yogurt kiltiiriinde gubuk : kok orany; 1:1 veya 1:2
olarak kullamlir. Kiiltlirdeki bireylerin oramina veya metabolik aktivitelerine bagl
olarak yogurdun lezzeti yumusak, az asitli (% 0,8 laktik asit) veya kuvvetli, yiksek
asitli (% 1,3 laktik asit) olur. YoZurdun lezzeti kiiltlire bagh olarak diizenlenebilir.
Yiiksek inokiilasyon miktari, uzun inkiibasyon siiresi ve yiiksek inkiibasyon sicaklig ile
laktobasiller ortama hakim olurlar ve buna bagh olarak da laktik asit miktan artar.
Dilgiik inokiilasyon oram, daha diigiik sicakhikta kisa stireli inkiibasyonda ise ortama
streptokoklar hakim olacagindan yumugak asitli Girtinler olugur. Diger siit drtinlerinde
oldugu gibi yogurtta da dayamklilfin saflanmasinda laktik asit bakterilerinin
olugturdugu laktik asidin rolt bliyiiktiir. Asit olusumu (pH degerindeki diigilg) sitlin
koagiilasyonunu olanakli kilan enzimlerin aktivitesi i¢in optimum kogullar1 yaratir.
Ayrica olgunlagma, aroma olugumu ve konsistensin saglanmasinda da pH diisiigii esastir
(Riemelt vd 1996, Robinson 1999).

Siitiin 1sitilmast ve iirlin eldesi igin kultirle inokiilasyonu yogurt dretimi igin en
belirleyici adimdr. 80 °C’ da 20-30 dk, 90 °C’ da 10-15 dk, 95 °C’ da veya 134 °C’ da
4-6 sn sicaklik uygulamalan patojen ve teknolojik agidan zararhi mikroorganizmalarin
oldiirillmesi  igin kullamlabilmektedir. Ayrica siit serumundaki k-kazein ile
interaksiyona giren proteinlerin denatilre olmasi nedeniyle iiriin konsistensi de pozitif
etkilenir, Sttiin 1sitilmas) aynica oksijenin ¢ikmasina da olanak  sagladigindan
mikroaerofilik olan yogurt kiiltiiriintin gelisimi de stimule olur (Riemelt vd 1996).
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Fermentasyon tamamlamp siitfin asitligi % 1,2 - 1,4 laktik aside (pH 4,2 — 4,3 civar)
yitkseldigi zaman, starter igindeki her bir tiirin populasyonu 2 x 107 hiicre/ml’ yi
gegmektedir. Bu asitlik diizeyi birgok tiiketici tarafindan tercih edilmektedir. Fazla
asidifikasyondan kaginmak igin triin, 2 - 4 °C’ a sogutulur. Eger bu kontrol yapilmazsa,
tirlinde agin oranda keskin, eksi bir tat gelismekte ve protein jeli gekmeye (toplanmaya)
baglayabilmektedir. B8yle bir durum serumun farkli bir tabaka olarak yopurt yiizeyinde
ayrilmasina sebep olmaktadir.

Yogurt yapilacak siite sicaklik uygulamas: ile birlikte son firtindeki digitk pH, halk
saghifn agisindan yofurdu glivenilir kilmaktadir. Ciinkdl bilinen patojenlerin higbiri
pH 4,3’ iin altinda hayatta kalamamakta ve gelisememektedir. L. bulgaricus® a ait bazi
suslarin * bulgarikan” isimli bir antibiyotik salgiladify saptanmistir. S. thermophilus ise
bakterisidal 6zellikte ve diigitk molekiiler agirha sahip bir bilegik salgilayabilmektedir.
Ancak, bu bakteriyosinlerin aktiviteleri sinirh olup etkileri, gelisen asitliin etkisinden
¢ok daha diigiiktiir (Robinson 1999).

Termofilik peynir kiiltiirleri ise, Isvigre ve Italyan tipi peynirlerin tiretimine hizmet
etmektedirler. Bunlar hizh asit gelistiren kiiltiirler olup, karakteristikleri ve islevleri
yogurt killtirilne esdegerdir. Ancak asetaldehit direten L. delbrueckii subsp. bulgaricus
yofun yogurt aromasina neden oldugundan bundan kaginmak igin L. delbrueckii subsp.
helveticus ve L. delbrueckii subsp. lactis ya L. bulgaricus’ a katilir ya da sadece bu
suglar kullamlir (Riemelt vd 1996). Baz1 peynirler laktik asit bakterilerine ilaveten diger
bakteri ve kilflerin metabolik aktivitesi sonucu olgunlagtinlirlar. Bu mikroorganizmalar,
triinde karakteristik 8zelliklerin olugumuna katkida bulunan sekonder flora olarak
adlandinhirlar. Omnegin; Isvigre peynirlerinin Gretiminde L. lactis, L. bulgaricus,
L. helveticus ve S. thermophilus tiirlerinin yaminda, {iriinde tat ve aromanin gelistirilmesi
ve karakteristik gdzenek olusumunun saglanabilmesi igin Propionibacterium shermanii
de ilave edilmektedir (Turantag 1998).

Siit asidi bakterileri Bacillus, Pseudomonas, Proteus, Enterococcus cinsleri ile
kiyaslandiklaninda zayf proteolitik aktivite gOstermelerine ragmen, peynir
olgunlasmasinda merkezi bir role sahiptirler. Lactococcus lactis tiiriinfin proteolitik



sistemi detayl aragtirilmig ve agikha kavusmustur. Bu sistem hiicre duvarina bagh
proteinazdan ve ortalama 8 peptidazdan olugmaktadir. In-vitro olarak proteinazin B-
kazeine spesifik oldugu gdsterilmistir (Riemelt vd 1996). Omegin; olgunlastinlmis
peynirlerin fermentasyon agamasinda kullanilan kiiltiire gére, Lactococcus lactis subsp.
lactis kazeinin koagillasyonu igin belirli dizeyde asit {Uretmekte ve bu
mikroorganizmaya Lactobacillus casei gibi diger LAB’ leri de eslik etmektedir.
Fermentasyon ilerledikge L. casei dominant hale gegmekte ve gevresel kogullara gére
L. bulgaricus ve S. thermophilus gibi diger LAB de florada yer almaktadir

(Turantag 1998) .
2.2. 8. salivarius subsp. thermophilus’ un Ozellikleri

flk kez 1919 yilinda Beijerink ve Orlo-Jensen tarafindan laktik asit bakterileri (LAB)
karakterize edilmis ve taksonomik olarak simiflandinlmigtir. Bu simflama daha sonraki
caligmalara 151k tutmugtur (Riemelt vd 1996). Sherman’ 1n 1937 yilinda, streptokoklann
fizyolojik ézelliklerine gore yaptifi stmflamada S. thermophilus viridans grup iginde yer
almigtr (Unliteiirk vd 1998). Daha sonra Streptococcus cinsi “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” kitabinda; piyogenik, oral, enterokok, laktik ve diger
streptokoklar olarak 5 gruba ayrilmus, S. thermophilus diger streptokoklar grubuna dahil
edilmistir (Sneath vd 1986). Nitkleik asit ¢aligmalar1 ve uzun zincirli yag asitleri esas
alinarak S. thermophilus, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus olarak yeniden
isimlendirilmistir (Farrow ve Collins 1984).

S. thermophilus 0,7 — 0,9 pm capinda, yuvarlak (kok) veya oval formlu giftler veya 10-
20 hiicrelik uzun zincirler halinde bulunan Gram pozitif bakterilerdir. Minimum gelisme
sicakligr 20 °C, maksimum geligme sicaklifr 52 °C, optimum geligme sicaklig ise 40-45
°C arasindadir. 60 °C’ da 30 dk ve 75 °C’ da 15 dk isiildifinda canlihifim
koruyabilmektedir. Bu mikroorganizma hakiki termofil karakterde olmayip termodurik
olarak nitelendirilmektedir. 45 °C’ da inkiibe edilen Litmus Milk besiyerinde hizli bir
gelisme gostermektedir (Sneath vd 1986, Riemelt vd 1996, Robinson 1999).



pH 4,5-4,0’ e kadar asitlik geligtirebilmekte, % 2’ ye kadar NaCl’ i tolere edebilmekte
ve arjininden amonyak Uretebilmektedir. Kanl agar besiyerinde S. thermophilus suslart

zay1f hemoliz g8stermektedir.

% 40 safra tuzu veya % 0,04 potasyum tellurit igeren agarli ortamda gelisememesinin
yaninda, pH 9,6 olan ortamlarda veya % 0,1 metilen mavisi iceren siitte de

gelisememekte ve tetrazoliumu indirgeyememektedir.

S. thermophilus’ un DNA’ sindaki % G+C oram % 40 olarak belirlenmigtir.
Peptidoglikan yapis1 S. faecalis ile tamamen aym olup peptid iinitesi iginde sirasiyla
L-alanin, D-glutamin, L-lisin, D-alanin bulunmaktadir. S. thermophilus, diger birkag
Streptococcus tiiri ile birlikte spesifik antijeni bulunmayan streptokoklar arasinda yer
almaktadir (Sneath vd 1986).

S. thermophilus siitte bulunan laktozu hiicre membraninda bulunan galaktozit-permeaz
enzimi yardimiyla, hiicre iginde laktozu glikoz ile galaktoza hidrolize eden §-
galaktozidaz enziminin bulundugu bélgeye tagimaktadir. Glikoz, Embden Meyerhof
Parnas (EMP) yolu ile priivata kadar katabolize olmakta, priivat laktat-dehidrogenaz
enzimi ile laktik aside gevrilmektedir, Baz1 suglarda galaktoz, Leloir yolu ile glikoza
déniisilp aym sekilde katabolize olurken, S. thermophilus® un birgok susunda laktik asit
ile birlikte galaktoz da hiicreden ayrilmakta ve ortamda birikmektedir (Robinson 1999).
S. thermophilus glikoz, friiktoz ve mannozu katabolize edebilmesine karyin galaktoz,
maltoz ve sakkarozun fermentasyonu susa spesifiktir (Sneath vd 1986).

Stit sanayinde S. thermophilus, yogurt yapimu igin L. bulgaricus ile birlikte starter kiiltiir
olarak kullamlarak yogurda temel 8zelliklerini kazandirmaktadir. Yine klasik yogurda
benzeyen asidofilus yogurdu i¢in Lactobacillus acidophilus ile, bifidus yogurdu igin ise
Bifidobacterium bifidum veya Bifidobacterium longum ile birlikte kullapilmaktadir.
Ayrica S. thermophilus tek kiiltlir olarak veya diger LAB’ leri ile birlikte kullanilarak
cegitli peynirlerin yapiminda 8nem kazanmaktadir. Feta, Emmental, Permesan, Swiss,
Mozzarella, Provolone peynirleri bunlardan bazilandir (Turantag 1998).
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Starter kiiltiirlerin antimikrobiyel 6zelligi laktik asit, asetik asit, HyO, ve bilinmeyen
diger bilegenlere baghdir. Omegin; Salmonella inaktivasyonu igin laktik asit en §nemli
metabolittir. pH deferini 4,5-4,0° e kadar diiglirebilen S. thermophilus, Salmonella
inaktivasyonunda etkilidir. S. thermophilus’ un yourt tiretiminde 45 °C’ da § saatlik
inkitbasyon stiresinde tirettigi asitlikle Listeria monocytogenes’ i de inhibe eiti3i
belirtilmigtir. Bunlara ilaveten S. thermophilus, S. lactis, L. acidophilus ve L. bulgaricus
tilrleri siitte geligimleri siiresince Bacillus cereus’ un geligimini ve spor ¢imlenmesini
azaltabilmektedirler (Ray 1992).

Mastitis hastahifimn kontrolii igin yaygin olarak kullamlan penisilin, streptomisin,
neomisin ve ampisilin gibi antibiyotiklere kars1 S. thermophilus’ un duyarli oldugu
bulunmugtur. 0,04 International Unit (IU) dilzeyindeki az bir penisilin kontaminasyonu
bile hiicre duvan geligimini inhibe etmektedir (Robinson 1999).

Starter kiiltiirlerin kullanimi sliresince yapilan rutin pasajlar sonucunda kiiltiiriin
aktivitesi, asit iretim oram veya salgilanan tat ve aroma bilesiklerinin seviyesi
depisebilmekte, genellikle dilglis kaydedilmektedir. Inokiilasyonun ardigik transferlerine
baglhi bu degisikliklerin neden kaynaklandii tam olarak agiklanamamusgtir. Proteolitik
aktivite, antibiyotik direnglilii veya glikoproteinlerin salgilanmas: gibi teknolojik
Onemi olan karakteristiklerin kodlandig1 plazmidler Lactococcus spp. kiiltivasyonlar
i¢in iyi belgelenmigse de ne L. bulgaricus’ un ne de S. thermophilus’ un metabolik
Oneme sahip harhangi bir plazmide sahip oldugu gésterilememistir (Daly vd 1996,
Robinson 1999). Herman ve Mc Kay (1985) ise inceledikleri 23 adet S. thermophilus
sugundan 5 adedinin birer kiigiik plazmid igerdigini bulmuglar, restriksiyon endoniikleaz
ve DNA-DNA hibri&izasyon analizleri ile bu 5 plazmidin ¢ok yakin iligkili oldugunu
gostermiglerdir.

Laktokoklarda yaygin olan plazmid bazli faj direng sistemlerinin S. thermophilus
suglarinda bulunmamasina karsin farkh faj direng mekanizmalarimin oldufu kabul
edilmektedir. Benbadis ve arkadaglaninin 1991° de yaptiklan: ¢aligmalarda restriksiyon /
modifikasyon (R/M) sistemlerinin varligi, ¢esitli tip II restriksiyon endoniikleazlarin
saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu ile desteklenmektedir. 42 °C° da en yiiksek aktiviteyi



gbsteren bu enzimlerin, Jaktokokal restriksiyon endontikleazlar, ScrFI ve Llal, gibi aym
temel tamma sekanslarina sahip olduklari ve bu nedenle izogizomer olduklar
bildirilmigtir. Larbi ve arkadaglan ise 1992°de S. thermophilus NST3 ve NST5
suslarinda farkli faj savunma sistemleri bulmuslardir. Bu sistemlerin R/M aktivitelerine
ve Abortif enfeksiyona bajh olabilecegini ve 30 °C’ da geliyme sirasinda etkilerinin
oldukga azaldifim bildirmislerdir (Neve 1996). Sebastiani ve Jager (1993) inceledikleri
6 adet S. thermophilus sugunda 5 adedinin GATC sekansindaki sitozini metilleyen R/M
sistemine sahip oldugunu bulmusglardir. Bu sisteme gdre GATC sekansindaki sitozin

metilazlar tarafindan 5-metil sitozine metillenerek modifiye edilmektedir.

Moineau vd (1995) 3-GATC-5 sekansini taniyan ve kesen, laktokokal plazmidde kodlu
Lactococcus lactis Llall R/M sisteminin S. thermophilus’® a aktarilmasim ve bu yolla
fajlara duyarh S. thermophilus suslarina direnglilik kazandirmay1 amaglamiglardir. 78
kb biiyukligiindeki laktokokal plazmid, pSRQ700, faja duyarh L. lactis susuna
aktarildiB1 zaman Llall sistemi tarafindan kuvvetli bir faj direnci saglanmigtir. Ancak bu
calismada, pSRQ700 la](tdkokal plazmidin S. thermophilus tizerinde replike olmadif
gosterilmigtir. Bunun tizerine L1all genleri, hem L. lactis hem de S. thermophilus’ da
replike olabilen pNZ123 tasiyici vektdr tizerine klonlanmigtir. Bu wvektér S.
thermophilus suglanna aktarilarak dogal Llall sistemi ifade edilmis ve gesitli yogurt ve
Mozzarella peynir alti sulanindan izole edilen fajlara karst kuvvetli faj direngliligi

saflanmgtir.
2.3. S. salivarius subsp. thermophilus ve Fajlan Arasmdaki Konake: Iliskileri
2.3.1. Litik yagam ¢emberi

Litik yasam gemberi; fajin konakg1 bakteride, duyarh yiizeye (hiicre duvarina) kuyruk
bélgesinden adsorbsiyonu ile baglamaktadir. Oldukca spesifik olan bu olay, konaker
hiicre duvarinda uygun faj reseptSrlerinin varligina baglidir. Konakgr hiicreye
adsorbsiyondan sonra fajin kapsid igindeki DNA’ s1 kuyruktan gegerek bakteriyel
hiicreye enfekte olur. Bos kapsid bir siire hiicre yiizeyinde kalir ve daha sonra
baglandif yerden ayrilir. DNA’ nin bakteriyel hiicreye enfekte olmasindan
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(penetrasyon) sonra normal bakteriyel metabolizma durur ve Gglincii agama olan latent
dénem baglar. Fajlara gore degismekle birlikte, bu dénem baglica iki evreden meydana
gelmektedir. Birincisi, higbir olgun faja rastlaniimadig: ve latent periyodun ilk yarisim
tegkil eden eklips evresi, ikincisi ise sentezlenen faj komponentlerinin birlestirilerek
olgun faj partikiillerinin meydana getirildigi olgunlagma evresidir. Birinci evrede, yeni
faj DNA molekiillerinin sentezi (DNA replikasyonu) i¢in gerekli enzimler ve yeni faj
proteinleri (erken proteinler) sentezlenir. Olgunlagma evresinde ise fajin bag, kuyruk,
bazal taban plagi, fibril gibi difer komponentlerinin (geg¢ proteinler) sentezleri
tamamlamir. Yeni sentezlenmis faj DNA’ lar1 kapsid iginde paketlenerek komponentier
birlestirilir ve olgun enfektif faj partikiilleri meydana getirilir, Ddrdiincli ve son agama,
konakg: bakteriyel hiicrenin lizizidir. Litik dongii, konakg1 hiicre duvarimn faj lisini ile
lize olmasiyla tamamlanmaktadir. Yeni faj partikiilleri ortama saliurlar ve saglam
bakteri hilcrelerine yapigmak suretiyle litik yasam gemberini tekrar ederler (Tunail ve
Kosker 1989, Arendt vd 1993, Neve 1996, Arda 1997).

Fajin replikasyonu (kopyalannin gikmasi) ¢evresel parametrelerden (6r; pH ve sicaklik)
ve konake hiicrenin sartlarindan (6r; kiltiirtin gelisme agamasi) etkilenmektedir. Genel
olarak, faj replikasyonu igin uygun olan optimum sicaklik, konak¢i sus ile aymdir.
Restriksiyon / Modifikasyon (R/M) sistemleri veya abortif enfeksiyon (Abi)
mekanizmalar da ayrica konakei hiicrede faj geligmesinde etkilidir (Neve 1996). Faj
¢ogalmasi; konakg1 hiicrenin faj replikasyonu ve hiicre lizizinde etkili olan maddeleri
yeterli oranda igermesine ve elektrolit kapasitesine baghdir (Arentd vd 1993). S.
thermophilus faji replikasyon igin Ca™ iyonlarma mutlak ihtiyag gostermesinin
yaminda, ortamdaki Ca™ iyonlarinin konsantrasyonu bakteriyel alanda olugacak plak
biyukligil ve plak sayisim da etkilemektedir (Reinbold ve Reddy 1973).

Enfeksiyona ufirayan her bir bakteriden salinan serbest faj sayisina patlama biyikligi
denmektedir. S. thermophilus virulent faji igin patlama biiyiikltigiiniin 34 partikiil, latent
periyodun ise 80 dk. oldugu belirtilmistir (Cibilis 1970). Bruttin ve Briissow (1996)
genomda meydana gelen site-spesifik (bblgeye &Ozel) spontan delesyonlann
(kopmalarin) litik ¢ogalma iizerine etkisini tek adim (one-step) gelisme deneyleri ile
degerlendirmigtir. S. thermophilus wt faj1 i¢in eklips periyodunu 30 dk, meydana ¢ikig
periyodunu 20 dk, patlama biylkligtinti ise yaklapk 170 (140-200) partikitl
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bulmuglardir. Sfi 21 S. thermophilus temperent fajinin genomunda meydana gelen
kopmalarla olugan tiim varyant (mutant) fajlar litik olarak ¢ogalabilmigtir. Bu varyantlar
wt litik faj ile kiyaslandiklannda, eklips periyotlarinin degismemesine karsin patlama
bilyiikligiinde ditgiiy goriilmiigtiir. Yapilan diger bir ¢alismada ise S, thermophilus Sfi
19 virulent fajimn lisini ile Lactococcus lactis subsp. lactis BK5-T faji ve Streptococcus

pneumoniae Dp-1 faji lisinlerinin benzer oldugu agiklanmigtir (Desiere vd 1998).

2.3.2. Lizogenik yagam ¢emberi

Fajin adsorbsiyonu ile faj genomunun penetrasyonu, litik déngii ile benzer olmasina
ragmen lizogenik déngilde faj gogalmasi yerine, bakteriyel kromozoma entegrasyon sz
konusudur, Bu birlesme, faj entegraz enzimleri tarafindan katalize edilmekte ve spesifik
ya da spesifik olmayan faj-konak¢i DNA bélgelerinde meydana gelmektedir. Buna gre
faj genomu hiicreye enjeksiyondan sonra attP (faj genomu ilzerinde, faj tutunma
bolgesi) ve attB (bakteriyel konakgi DNA’ s1 iizerinde, bakteriyel tutunma bolgesi)
olarak adlandirilan 2 bblge arasindaki rekombinasyon ile bakteriyel kromozoma entegre
olmakta, sonug olarak konakeida liziz gorillmemektedir. Bakteri genomuna entegre
olmug faj formu profaj olarak tammlanmaktadir. Profaj, bakteriyel DNA ile ayni
zamanda replike olarak lizogenik hiicrelerin nesline neden olmaktadir. Bakteriyel hiicre
lizizine neden olmayan bu tiir fajlara temperent fajlar denilmektedir (Arendt vd 1993,
Neve 1996). Laktik asit bakterilerine ait lizogenik suslarin izolasyonu ilk kez 1949' da
Reiter tarafindan gergeklestirilmistir (Davidson vd 1990).

Duyarly S. thermophilus hiicrelerinin (SFi 21, W3, SFi 1) SFi 21 faji ile
enfeksiyonundan sonra, enfeksiyonun ilk 6 saati boyunca gelisme g8zlenmemigtir.
Bundan sonra hilcrelerin geligmesi yeniden baglamigtir. Genel olarak lizogeni konakg1
hiicreye immiinite kazandirarak g¢ok yakin iligkili fajlar tarafindan hilcrenin enfekte
olmasim (stiper enfeksiyon) engellemektedir. Lizogen bagigiklik olarak adlandinlan bu
durum faj diren¢ mekanizmalarindan biri olarak da kabul edilmektedir (Sanders 1988,
Sebastiani ve Jiger 1993, Brilssow ve Bruttin 1995, Neve 1996).
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Profajin konak¢1 kromozomundan ayrilmas: ve bunu takiben temperent fajin serbest
kalmas: ya spontan olarak ya da yiiksek sicakhk uygulamasi ile, UV 1s1if1yla inditksiyon
veya mitomisin C (MC) gibi mutajenik ajanlarla muamele yoluyla gorillmektedir.
Ornegin, S. thermophilus susunun geligme sicakhi1 40 °C' dan 45 °C' a giktifs zaman
baza lizogenik suslar lize olmaktadir (Neve 1996). Fayard vd (1993) 120
S. thermophilus susu ile yapms olduklan indiksiyon galigmasinda indiiksiyonu 0,2
pg/ml MC konsantrasyonu ile saglamiglardir. Konakei hilcreden serbest hale gegen
temperent fajlar relizogenize olabildikleri gibi indikat®r suslar olarak tanimlanan duyarli
suglar iizerinde virulent faj olarak da gogalabilmektedirler (Neve 1996).

Fayard vd (1993) indiiksiyon ¢aligmalan swasinda 120 S. thermophilus sugundan
12' sinin lizogen oldugunu saptamslardir. Baslangigta faj lizizi sadece sivi igerisinde
goriilmily, MC lizatlari kat1 ortamda indikat6r suslar iizerinde denendifi zaman plak
olugturmamuglardir. Buna kargin, siv1 ortamda bir pasajdan sonra 5 temperent faj (0701,
01358, 01598, 01599 ve 01601) indikatdr suslar iizerinde liziz plaklar olugturma
kabiliyeti g6stermistir.

Teuber ve Lembke (1983) de, genel olarak elektron mikroskobunda goriilen laktik
streptokoklara ait faj partikillleri igin duyarh indikatér bakteri bulmamn zorluguna
dikkat gekmiglerdir. Diger taraftan Jarvis (1989), laktik streptokoklara ait temperent
fajlara uygun indikator suglarn bulunmasinda genel olarak elde edilen dilgitk bagan
oranlarim, elektron mikroskobu ile incelenen fajlarin kusurlu olabilecekleri ve bu
nedenle indikator suglarda replike olamadiklari geklinde yorumlammstir. Buna kargin
indikat6r suslarn temperent fajlara karp duyarh olmama olasihfimu da gbz ardi
etmemisgtir.

Faj-konakg spesifikligi ¢aligmalar: sirasinda da lizogenik sug tarafindan banndirilan
profajin MC ile indiiksiyonundan hemen sonra, dogal temperent fajlari replike edebilen
cok az sayida indikatér sug bulunmugtur. Daha detayh galigilan 7 temperent faj,
indikattr susta gogaldiktan sonra 120 S. thermophilus suguna denenmis ve 44 susa (%
37) etkili bulunmustur (Fayard vd 1993). Temperent fajlar kendi indikatér
konakgilarinda gogaltildiklars zaman DNA restriksiyon profilleri farkh bulunmug fakat
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DNA biiyiikliiginde Snemli bir farkhilik saptanmamigtir. Bu ¢aligmalarin sonucunda
dogal temperent fajin inditksiyon sonras: kendi indikatdr susu igerisindeki pasajinin, faj

dzelliklerini ve davramslarm etkiledigi gériilmektedir,

Temperent ve litik S. thermophilus fajlart arasindaki benzerligin veya farklilifin
aragtirildig: tiim galigma sonuglarindan, bunlar arasinda yakin bir iligkinin varlig birgok
aragtirmaci tarafindan belirtilmigtir (Davidson vd 1990, Fayard vd 1993, Briissow ve
Bruttin 1995). S. thermophilus' a ait temperent fajlarin da virulent fajlar gibi hegzagonal
yapida izometrik basa, esnek (kontraktil olmayan) kuyruga, bazal taban plag1 ve degisen
uzunlukta fibrile sahip olduklar: gosterilmistir (Fayard 1993, Sebastiani ve Jager 1993,
Briissow vd 1994). Bu durumda tiim S. thermophilus fajlan Bradley' in B grubuna veya

Ackermann' 1n Siphoviridae familyasina aittir.

S. thermophilus suglarinda lizogeni ¢ok yaygin olmamakla birlikte (Brissow vd 1994,
Neve 1996) yapilan ¢alismalar gok farkli sonuglar vermistir. Smaczny, hepsi ¢ig siitten
izole edilerek incelenen 24 sus arasindan 6 adet indilklenebilen lizogenik sus bulmugtur
(% 25) (Fayard vd 1993). Neve vd’ nin 17 sugtan 2 tanesinin lizogen oldugunu
gostermelerine karsin (% 12) Carminati ve Giraffa 45 adet S. thermophilus susu
arasindan sadece 1 adet MC ile indiiklenebilen lizogenik sus elde edebilmislerdir (% 2)
(Fayard vd 1993). Fayard vd (1993) 120 S. thermophilus sugundan 12' sinin MC ile
muameleden sonra lizogenik oldugunu bulmugtur (% 10). Briissow vd (1994) 100 adet
S. thermophilus starter susundan 2 adedinin lizogen olduBunu belirtmiglerdir (%2).
Briissow ve Bruttin (1995) test edilen 196 S. thermophilus sugundan sadece 3 adedinin
(% 1,53) lizogen oldugunu goéstererek sus kolleksiyonlarinda lizogeninin seyrek bir
fenomen oldugunu savunmuglardir. Bu farkliliklarin, suslarin gesitliliginden veya
degisik arastiricilar tarafindan kullanilan metodlardan ileri geldigi diglintilmektedir
(Fayard vd 1993).

2.4. S. salivarius subsp. thermophilus Fajlan

Bakteriyofaj veya faj olarak adlandirilan bakterilere 6zgti viriisler, yaklasik 80 yil énce
tammlanmalarina karsilik (Prescott vd 1993), S. thermophilus faj ilk kez 1952 yilinda
Pette ve Kay tarafindan gdsterilmis (Rasic ve Kurmann 1978), S. thermophilus fajinin
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elektron mikrograflar1 ve &lglleri ise ilk kez Deane ve arkadaglar tarafindan 1953' te
yaymlanmigtir (Deane vd 1953). Kisa bir siire sonra 1955' de Kiuru ve Teybeck
Finlandiya' da Isvigre tipi peynirlerin yapiminda kullamlan starter kiiltiirlerden S.
thermophilus yamnda Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ve  Lactobacillus
delbrueckii subsp. helveticus' u lize eden fajlar1 da izole etmiglerdir (Reinbold ve Reddy
1973, Sechaud vd 1988, Fayard vd 1993).

Degisik bakteri tilrlerine ait 3400 faj, elektron mikroskobu ile incelenmis ve genel
olarak Bradley ve Ackermann simflarina gére taksonomileri yapilmugtir. S. salivarius
subsp. thermophilus fajlan ile yapilan morfolojik ¢aligmalar bir siire stnirli kalmig ancak
1980' lerin ikinci yansinda iz kazanmigtir (Kivi vd 1987, Krusch vd 1987, Neve vd
1989, Benbadis vd 1990). Peynir veya yogurt yapimu boyunca asidifikasyon zorluklari
nedeni ile izole edilen ve bugfine kadar ¢aligilan tiim fajlar nispeten homojen bir grup
olugturmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar isiginda S. thermophilus igin Ackermann' n
Siphoviridae familyasina veya Bradley' in B grubuna ait olan baskin bir morfotip
bulunmugtur. Reinbold ve Reddy (1973) cesitli peynir isletmelerinden alinan
orneklerden S. thermophilus faj1 izolasyonu sirasinda faj plaklannin elde edilmesindeki
zorluklar nedeniyle izolasyonun her zaman gergeklesmedigini belirtmiglerdir. Ancak
daha sonraki gahigmalarda byle bir zorluktan bahsedilmemektedir (Krusch vd 1987,
Benbadis vd 1990, Sebastiani ve Jiger 1993).

Krusch vd (1987) Isvigre' den (10 faj), Almanya' dan (28 faj) ve Fransa' dan (21 faj)
olmak itzere, birgok yogurt ve Isvicre tipi peynir érneklerinden elde edilen toplam 59 faj
toplamuglar ve fajlarin morfolojilerini elektron mikroskobu ile incelemislerdir. Incelenen
fajlarda izometrik bag (48-63 nm), kontraktil olmayan gesitli uzunluklarda (213-265
nm) ve kalinliklarda (10-12 nm) kuyruk yapisi ile kiigiik taban plag1 goriilmigtiir. Yaka
benzeri yapilara rastlanmazken, bazen tek bir uzun ve ince kuyruk fibrili gorillmugtiir.
Bu 6zellikleri ile fajlarin Bradley' in B grubunda yer aldiklar: bildirilmigtir.

Neve vd (1989) tarafindan elektron mikroskobu ile incelenen 12 S. thermophilus

virulent fajin, 60-65 nm g¢apinda izometrik bir bas, 222-290 nm uzunluklarinda ve 10
nm ¢apinda, kontraktil olmayan kuyruk ile karakterize olduklam ve aym temel
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morfolojiyi gosterdikleri bildirilmigtir. Kuyruk uglarinda, tizerinde esit uzakliklarda en
az 3 nodiil (yumru) bulunan uzun bir kuyruk fibriline sik¢a rastlanmigtir. Kivi vd (1987)
ise Finlandiya peynir isletmelerinden izole edilen 9 adet S. thermophilus faj ile
yaptiklan elektron mikroskopisi galigmalart sonucunda bu 9 fajin hepsinin aym
morfolojik tipe sahip oldugunu, buna gSre fajlarin Bradley' in B grubunda veya
Ackermann simflamasina gére Siphoviridae familyasinda yer aldiklarim belirtmiglerdir.
Benbadis vd (1990) ¢alistiklar: 7 S. thermophilus virulent faji temsilen 2 tanesinin (¢ 57
ve ¢ 17) morfolojilerini incelemisler ve her ikisinin de ikosahedral bag ve kontraktil
olmayan kuyruk yapilar: ile Bradley' in B grubuna girdigini belirtmislerdir. Ancak bas
bityiikliikleri (42 ve 49 nm) Krusch vd (1987) tarafindan Slgiilen bag biiyiiklitklerinden
(50-70 nm) daha kiigiik bulunmugtur. Her iki fajda da kuyrufun basa tutundufu noktada
tapa benzeri bir yap: goriilmiigtiir. ¢ 57 fajinda ise kuyruk ucunda merkezi bir kuyruk
fibrili gdsterilmistir.

Diger bir ¢alismada da farkh litik gruplara ait olan 24 S. thermophilus faji elektron
mikroskobu ile incelenmig ve hepsi de Bradley' in B grubuna dahil edilmigtir (Briissow
vd 1994). Fayard vd (1993) ise 12 S. thermophilus temperent fajimi mitomisin C
inditksiyonunu takiben rutin konak¢ilarinda ¢ogalttiktan sonra aragtirmuglardir.
Hegzagonal yapida izometrik baga (45-65 nm ¢apinda), esnek kontraktil olmayan
kuyruBa (220-245 nm boyunda), bazal taban plaf ile defisen uzunluklarda kuyruk
fibriline sahip olan temperent fajlarin da virulent fajlar gibi Bradley' in B grubunda veya
Ackermann' in Siphoviridae familyasinda siniflandirilabilecegi bildirilmistir. Neve
(1996) de, tiim S. thermophilus virulent ve temperent fajlarin aymt morfolojik yaprty1
gosterdigini belirtmistir. Sonug olarak, mezofilik laktik streptokoklarin (laktokoklarin)
cesitli morfolojik farkliliklar ve degisik faj tipleri gdstermelerinin aksine, termofilik
streptokoklarda tek bir morfolojik tip bulunmustur (Krusch vd 1987).

S. thermophilus fajlarinin genetik materyal olarak ¢ift zincirli DNA' ya sahip olduklar
ve bu DNA' daki G+C oraninin % 30-40 arasinda degistigi gdsterilmigtir (Kivi vd
1987). S. thermophilus virulent fajlarnin genom bityitklikleri Uizerine yapilan gesitli
galigmalar sonucunda, genom biiyiiklitklerinin 30-44 kb arasinda degistigi ve genellikle
38 kb’ 1n altinda oldugu bildirilmistir (Kivi vd 1987, Neve 1989, Benbadis vd 1990,

18



Scbastiani ve Jiger 1993). Neve vd (1989) tarafindan genom biytikliikleri 40 kb' mn
iizerinde bulunan P6 ve P8 fajlari istisna olarak kabul edilmis ve farkli bir grupta
siflandirnlmigtir.

Neve vd (1989) 12 adet S. thermophilus virulent faj ile yaptiklari galigmalarda fajlarin
hepsinde homolog DNA bolgeleri bulmuglar, ancak homoloji orammn ve
fragmentlerinin farkliliklar gosterdigini belirtmiglerdir. Benbadis vd (1990) ise 7 adet S,
thermophilus virulent fajin, hibridizasyon galigmalan ve yapisal proteinlerin analizleri
ile 2 gruba ayirmuglardir. Bu 2 grubun temsilcileri ile Neve vd (1989)' nin grup
temsilcilerini hibridizasyon ¢aligmalar: ile karsilagtirmiglar ve fajlarin degisen oranlarda
iligkili olduklarim géstermiglerdir. Bu g¢alismanin sonucuna gére laktokokal fajlar igin
var olan durumdan farkh olarak (Mata ve Ritzenthaler 1988) karsilagtinlan tiim
S. thermophilus fajlarimn tek bir DNA homoloji grubuna ait oldugu ve muhtemelen
temel bir atadan tiiredikleri gOsterilmektedir. Brilssow vd (1994) yine benzer bir
¢aligmada tiim kolleksiyonlarindaki S. thermophilus fajlatinin, S. thermophilus virulent
faj1 ¢ S1 ile hibridize oldugunu bildirmis, sonu¢ olarak da S. thermophilus fajlarimn
DNA homolojisini paylaghklarim ve genetik olarak iligkili olduklarimi gostererek
Benbadis vd (1990) ni dogrulamustir. Birgok aragtirmaci (Mata ve Ritzenthaler 1988,
Neve vd 1989) DNA/DNA hibridizasyon ve temel protein analizleri ile elde edilen faj
simiflamas: arasinda temel bir korelasyon oldugunu vurgulamaktadir.

Krusch vd (1987) Isvigre, Fransa ve Almanya' daki yofurt ve Isvigre tipi peynir
Orneklerinden elde edilen 90'dan fazla S. thermophilus faji ve 70' ten fazla
S. thermophilus sugunu kullanarak konakg1 spesifiklerini incelemiglerdir. Genelde, farkhi
itlkelerden gelen fajlar, farkli konak¢: alam gdstermigler ve birkag faj/konaker sistemi
disinda diger tilkelerden izole edilen konakg1 bakteriler iizerinde replike olmamuglardir.
Elektron mikroskobu ile yapilan morfoloji ¢aligmalari sonucunda elde edilen
tekdiizelige kargin, ilging bir tilke orijin-spesifik konake1 alam gézlemlenmigtir. Fransa,
Isvigre ve Almanya' dan elde edilen faj ve streptokokal materyalde gozlenen kesin faj-
konak¢1 spesifikligi, bu cografik bdlgelerin her birinin yogurt ve peynir iretimi
sirasinda  diger bolgelerde kullamlanlardan daha farkli, spesifik termofilik
streptokoklarin kullanimi ile agiklanmigtir. Krusch vd (1987)' ne gore bundan dolay: siit
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iriinlerinin iiretildigi isletmelerde faj havuzunun sadece tilkeye 6zel streptokokal suglara
kars1 gelistirilebilecegi ileri stiriilmiigtiir,

Fajlarin konake1 spektrumlar: tizerine diger bir galigma da Kivi vd (1987) tarafindan
yapilmistir. Finlandiya peynir igletmelerinden izole edilen 9 adet S. thermophilus faj1, 6
adet starter kokenli S. thermophilus susuna kars: denenmis, S. thermophilus fajlarinin
homolog ve heterolog konakgilar: fizerine adsorbsiyonu ve plak olusturma etkinligi
incelenmistir. Konakgi-faj kombinasyonlarina bagh olarak farkli suslar farkls fajlar i¢in
degisen etkenlikle konakgi olarak davranmuslardir. Fajlar ve homolog konakgilart
Cizelge 2.1." de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Finlandiya peynir igletmelerinden izole edilmis olan S. salivarius subsp.
thermophilus fajlart ve homolog konakeilart

. Fxu Fio Fio
Fa_] kodu 101 FY 101 FA 101 F]( 10 FK 11 FKo 74 140/76 Ths FE Ths
f:;‘fk‘?‘ 101 | 101 | 101 | 10 11 74 | 140/76 | Ths/41 | Ths/41

Fku 101, Fy 101, F4 101, Fx 11, F, Ths ve Fg Ths fajlart kendi homolog konakgilarina
etkili olmuslardur.

Fx 10 ve Fgo, 74 fajlann birbirleri ile benzer olup sadece kendi ve birbirlerinin
konakgilarma degil 101 susuna da etkili olmuglardur.

Fi, 140/76 kendi homolog konakgisi yaninda heterolog olan 101 susuna ve daha az
oranda 74 ve 10 suglarmna da etkili olmustur.

Gorilldiigit Uzere starter suglannin hepsi sadece homolog degil heterolog fajlan da
adsorbe etmiglerdir. Ths/41 sugunun ise konakgi-faj reaksiyonunda homolog fajla en
¢ok sinirh kalan sug oldugu gériilmiigtiir.

Sebastiani ve Jager (1993) de S. thermophilus fajlarim konake1 alamina gére 3 alt gruba
ayirmigtir. Buna gore;

Grup 1' deki P16 ve Py23; fajlart sadece 106 ve 1232 suglarina etkili bulunmugtur.

Grup 2' deki Py304 ve Py314 fajlan kendi konakgilan olan 1304 ve 1314 suslan yamnda

birbirlerinin konakgilarim da enfekte edebilmektedirler.
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Grup 3' teki Prio ve Pysy fajlart ise 106, 1232, 1304 ve 1314 suslarina karsi hemen
hemen hig liziz gostermemektedirler. Bu grubun konakgilari olan 19 ve 51
suslar1 diger fajlara karg1 direnglilik gostermektedir.

Fajlarin konak¢i alam ile restriksiyon enzim profilleri arasinda, genel olarak iyi bir
korelasyon bulunmus ve yapilan simflama bu korelasyon ile desteklenmigtir. Ozellikle
P304 ve P13y fajlan Hind III ile kesildikten sonra gok benzer restriksiyon fragment
profilleri gostermigler ve diger fajlardan agik¢a ayrilmsglardir.

Neve vd (1989) tarafindan 12 S. thermophilus virulent faji konake: spesifikliine gore
ayrilmugtir. Bu gruplamada farkli konakg1 spesifikligi gosteren 8 faj bir grup iginde
toplanirken, aym konake spesifiklikleri gosteren 2 faj ¢ifti de diger 2 grubu
olugturmugtur. Buna gore, DNA homoloji testlerine gre farkli gruplar i¢inde yer alan
P6 ve P8 ile al0/j9 fajlan konak¢: spektrumuna gore aym grup iginde yer almiglardir.
Neve vd (1989) de genel olarak faj-k(;nakgl iliskileri ile restriksiyon enzim fragment
profilleri arasinda bir korelasyon bulmuslardir. Buna karsilik benzer fakat aym olmayan
konakg1 alamna sahip olan Ps; ve Pss fajlar1 benzer restriksiyon fragment profilleri
gostermiglerdir. Bunun yaminda, her iki fajin da farkli konak¢1 alam géstermesine kargin
71/45 ve 124/44 fajlan restriksiyon analizlerine gbre ayrilamamuglardir. Farkli olarak
litik spektrumu aym olmasina kargin 50/34 ve 124/44 fajlannmin DNA' lan igin farkly
restriksiyon fragment profilleri bulunmustur.

Benbadis vd (1990) DNA homoloji gruplamasi ile konak¢i alam arasinda tam bir
korelasyon eksikliginin bulundugunu savunmaktadirlar. ¢ 57 ve ¢ 11 fajlarinin DNA
homoloji dzelliklerine gére farkli alt gruplarda yer almalarma kargin her ikisi de S.
thermophilus BSN 1 susuna etkili olabilmektedir. Bunun yaninda ¢ 15, ¢ 29 ve ¢ 57
fajlani aymt DNA homoloji alt grubunda simflandinimalanna kargin tamamen farkhi bir
konak¢1 spesifiklifine sahiptirler. Benbadis vd (1990) de daha once Mata ve
Ritzenthaler (1988) tarafindan belirlendiBi gibi, konak¢1 alammin faj siniflamasi igin
giivenilmez bir kriter olmasina kargin endilstriyel bakteriyel suglarin klasifikasyonu igin
gegerli oldugunu kabul etmektedirler.
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Fajlarda konakg1 dzgiilliikleri; R/M sistemleri, faj mutasyonlari, almag bblge degisimleri
ve faj proteinlerinin modifikasyonlani gibi nedenlerle degigime ugrayabilmektedir

(Akgelik 1996).
2.5. Faj Enfeksiyonunun Onlenmesi I¢in Onlemler

Siit isletmelerinde fermentasyon bozukluklanna, dolayisiyla firlin kaybma sebep olan
fajlanin kaynagim kesin olarak g8stermek zordur. Lembke ve Teuber (1981) yaptiklan
¢ahigmalanyla faj kontaminasyonunda ¢ig siit ve orijinal starter killtlirlerin zayif bir
kaynak oldugunu, buna kargilik isletmede hazirlanan starter kiiltlirde, peyniralt: suyunda
salamurada ve slt {riinlerinde diizenli olarak yofun faj kontaminasyonlan
belirlendiginden, bu substratlarin esas kaynaf olugturdugunu ileri stirmektedirler.
Ayrica peynir baskilama bezleri yaninda salamura sularinda 10° pfu/ml ve havada ise
10° pfw/m* ten fazla faja rastlanmasi, peynir ustalannm 6nliiklerinde faj titresinin
oldukca yitksek olusu ve yikanmayan ellerde fajlarin 7x10* pfu/ml olarak bulunmast
tiretim esnasinda substratla temasa gegildiginde personel, ekipmanlar ve havamin primer
faj enfeksiyon kaynaklan oldugunu g8stermektedir. Reinbold ve Reddy (1973)’ de faj
izolasyon materyali olarak yogurt, Isvi¢re peyniri, yumusak peynir ve Gorgonzola
tiretimi stiresince alnan peyniralti suyu 6rneklerini kullanmglardir. Bunlarin yaninda
igletmedeki havadan ve ekipmandan da faj izole etmiglerdir. Neve (1996) ise ¢ig siitten
ara sira faj izole etmigse de ¢ig stitdl nemli bir faj kaynag olarak grmemektedir.
Tunail vd (1998) L. delbrueckii subsp. bulgaricus fajlanmin izolasyonu igin
kullandiklann 95 ¢ig stt drneginden 24 ¢if sit izolatina karsi faj izolasyonunu
basaramamuglardir. Oysa S. thermophilus fajlan tembel fermentasyon gdsteren bulk
kitltirden, olusumu geciken yopurtlardan ve yopurt sularindan kolaylikla izole
edilebilmistir (Durlu Ozkaya vd 1999).

Fayard vd (1993)' ne gbre ise faj saldirtlanna kars: gerektigi kadar 6nlem alinmayan siit
iirtinleri igletmelerinde, fajlarin gorillmesi ve yayilmasinda lizogenik suglar hayati bir
role sahiptir. Lizogenik starterlerin potansiyel kaynak oldugu gériisit Brissow vd (1994)
tarafindan da desteklenmektedir. Ayrica yopurt starterinden izole edilen bazi S.
thermophilus temperent fajlarinin, yogurt fermentasyonlarindan izole edilen litik fajlarla
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genetik agidan yakin iliskili oldufu ve baz S. thermophilus virulent fajlarin,
genomlarinda spontan kopmalarla temperent fajlardan meydana gelmis olabilecegi
belirtilmektedir (Bruttin ve Brilssow 1996). Bununla beraber laktik asit bakterilerinde
(LAB) lizogeninin olduk¢a yaygin olmaswna karsilik, S. thermophilus suslarinda
lizogeniye, laktokoklara ve laktobasillere oranla daha ender rastlanmaktadir (Sechaud
vd 1988, Brilssow vd 1994, Neve 1996).

Faj enfeksiyonlanmn dogurdugu tehlikeyi miimkiin oldugu kadar seyrek ve dar
smirlarda tutmak igin hijyen 6nlemlerini almak temel kuraldir. Bulk kiiltiir tanklarimin
dizaym, kullamlan alet ve ekipman igin dofru bir yerlesim plam ve etkili sanitasyon
uygulamas ile faj gelisimini bilylik oranda inhibe etmek miimkiindiir (Lawrence 1978).
Bu amagla, starter iiretim {initesinin difer proses alanlarindan uzakta olmasi, ayr bir
béliime alinmasi, 0,1 bar pozitif basing altinda tutulmas: ve ortam bavasinin faj tutan
filtrelerle sterilize edilmesi gereklidir. Kiiltir tanklari dezenfektanlarin kullanimina
dayamkli materyalden uygun sekilde dizayn edilmeli ve starter hazirlama tanki
maksimum kapasitede doldurularak @ist kisimda bosluk birakilmamahdir. Uretimden
Snce tim iiretim ekipmam (starter tanklan, proses tanklar, akim sistemi, proses
tekneleri) esash bir gekilde temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir (Smaczny ve
Kridemer, 1984). Perasetik asit ve aktif klor fajlara karsi en etkili dezenfektanlardir
(Lenibke ve Teuber 1981). Isletmedeki personelin hijyenine de 6nem verilmelidir.
Laktik asit bakterileri fajlarmin pek ¢ofu pastérizasyon sicakhiina dayanikh
oldugundan kilttir hazirlamada kullanilacak siit, en az 90 °C' da 30 dak. isitilmahidir
(Riemelt vd 1996).

Tasarim ve sanitasyona iligkin alinacak énlemlerin yaninda, bulk starter hazirlarken faj
inhibe eden ortamlarin (PIM) kullamimi da etkilidir. PIM, laktik asit bakterileri fajlarimun
gogunda konakg: hiicre yilzeyine adsorbsiyon igin gerekli olan Ca™ iyonlari baglayan
fosfat veya sitrat igermektedir (Lawrence 1978, Sandine 1979, Daly vd 1996, Neve
1996, Riemelt vd 1996). Bu besiyeri ABD’ deki peynir fabrikalarinda yaygin olarak
kullamlmaktadir (Daly vd 1996). Ancak Ca*™ iyonu eksikliginde bazi laktik asit
bakterilerinin geligimi 8zellikle Leuconostoc’ larin gelisimi yavasladifindan ortama
amonyum ve sodyum fosfat tuzlar1 gibi geligmeyi tegvik edecek maddelerin konulmasi
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6nerilmektedir (Sandine 1979, Neve 1996). Diger taraftan bazt laktik asit bakteri
fajlarmin adsorbsiyon igin Ca™ iyonuna gereksinim duymadiklari da bilinmektedir
(Sandine 1979). Sozzi vd (1976) yaptiklan ¢aligmalarinda, Reinbold ve Reddy (1973)’
nin bulgularinin aksine baz L. bulgaricus, L. helveticus, L. lactis ve S. thermophilus
suglarma  ait fajlann  Ca™ jyonuna gereksinim duymadan iireyebildiklerini
g6stermislerdir.

Isletmede kullamlacak starterin {iretiminde, proses siitiine direkt agilamay1 olanakli
kilacak kiiltdrlerin kullamlmasi da etkili olmaktadir. Bu durumda fajlarin seri
inokiilasyonlar sonucu ¢ogalmasi Snlenecek, sayilar simrlanacaktir (Lawrence 1978,
Sanders 1988, Riemelt vd 1996). Starter kiiltiirin se¢imi ve kullammi da faj
kontrolilnde en énemli unsurlardan biridir. Starter kiiltiir olarak &zellikleri tam olarak
bilinen bakterilerden olugan miks (kangik) kiiltliriin se¢imi uygundur (Lawrence 1978,
Sanders 1988, Daly vd 1996). Ancak bdyle bir kiiltiirin kullamlmasi durumunda
lizogen olmayan, faja direngli ve faj duyarhlik profilleri farkh suslar segilmelidir ki
suglardan birinin faj atag ile lizizi durumunda diger, faj akrabalii olmayan sus
fermentasyonu ylriitebilsin (Méller ve Teuber 1988).

Faj kontroliinde kullanilan en etkin ySntem rotasyon sistemidir. Bunun igin isletmede
faj diizeyi siirekli kontrol edilmeli, isletmeye yerlesen dominant fajlara kars: test edilen
ve direngli bulunan suslar rotasyonla devreye sokulmalidir (Sandine 1979, Sanders
1988, Daly vd 1996). Faj ataklarimin yasandign donemde, igletmedeki faj
populasyonunun belirlenmesi ve dominant yerel fajlara kars1 gesitli yogurt starter
kiiltiirlerinin duyarlilig test edildikten sonra rotasyona sokulmasi, rotasyon konusunda
kiiltdr iireten firmalarmn bildirimlerine fazlaca itibar edilmemesi Snemli gériilmektedir
(Tunail vd 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1, Faj izolasyon materyali

Siit ve triinlerini isleyen cegitli igletmelerden saflanan 19 adet ¢ig siit, 15 adet bulk
(kiitle) starter, 9 adet kasar ve beyaz peynir piht1 serumu (peyniralt1 suyu = PAS), 7 adet
yoBurt ve 3 adet ayran olmak izere toplam 53 6rnek, faj izolasyon materyali olarak
kullamlmigtir.

3.1.2, Mikroorganizmalar

Bu ¢ahsmada A.UZF. Gida Mihendislizi Bolimii Mikrobiyoloji Biriminde
yiiritilmekte olan TUBITAK/TARP-2106 nolu proje kapsaminda Tirkiye' nin degisik
bolgelerine ait ¢ig siit Srneklerinden K.Ayhan ve F.Durlu Ozkaya tarafindan izole edilen
ve tamlanan 30 adet dopal (yerel) Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
(S. thermophilus) susu (Tunail vd 1998) ile ticari liyofilize miks yogurt kiiltirlerinden
bu ¢aligma iginde izolasyonlan yapilan 9 adet S. salivarius subsp. thermophilus susu
kullamlmigtir. Kullamlan yogurt starter kiiltiirlerinden bazilarmin karakteristikleri
Cizelge 3.1 de verilmistir. Lizogeni ¢aligmalarinda kullanilan referans sug, S.
thermophilus CNRZ 1205 (French Collection of Lactic Acid Bacreria) Dr. Patrick
Tailliez (Fransa)' den saglanmugtir.

3.1.3. Bakteriyofajlar
30 adet yerel ve 9 adet starter kdkenli S. thermophilus sugunun konake: olarak vazife

gordiigil denemelerde 23 adet faj izole edilmiy ve faj-bakteri galigmalarinda
kullamlmagtir.
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Cizelge 3.1. Yogurt starter kiiltirlerinin karakteristikleri (Wisby Starter Cultures and
Media isimli katalogtan almmustir)
g |8
: ¥ |3 Ozellikleri
§ $ |5
N LR
s813¢
Y2 | e | & s Hyzhasitlik
Y4 ° e |* Kuvvetli yogurt tadi (yiiksek
asetaldehit olugumu)
Y1 | e | e |« Digiik viskozte
709 o o Kiiltiirlerin teknolojik karakterleri ayni,
faj akrabali farkh.
231 h . Faj ataginda rotasyona sokulur.
632 A - * Orta hizda asitlik
* Orta kuvvette yogurt tadi (Yiiksek
asetaldehit olugumu)
* Diisiik viskozite
V1 ° e |* Orta hizda asitlik
* Orta kuvvette yogurt tad: (Yiiksek
asetaldehit olugumu)
V2 . ® |* Giglit viskozite
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3.2. Yontem

3.2.1. Liyofilize miks yogurt kiiltiirlerinden S. salivarius subsp. thermophilus

suglarinin izolasyonu

Liyofilize miks yogurt killtiirleri 10 ml steril Skim Milk (Ek-1) besiyeri igeren tiiplerde
43 °C' da 18 saat aktiflestirilmiy ve li¢ ayn besiyeri kullanilarak, S. thermophilus
izolasyonu igin en uygun besiyeri aragtinlmigtir. Laktik streptokoklarin izolasyonlari
i¢in Gnerilen, bilesimleri ve hazirlamglar1 Ek-1' de verilen LAPT 10 Agar (Amorosa vd
1988), Neutral Red Chalk Lactose (NRCL) Agar (Harrigan ve McCance 1966) ve M17
Agar (Terzaghi ve Sandine 1975) besiyerleri kiyaslandifinda, iglerinde LAPT o Agar’
m S. thermophilus' un izolasyonuna daha uygun bulunmasi nedeniyle, izolasyon
caligmalar1 bu besiyeri ile stirditrGilmiigtiir.

Aktiflegtirilen kiiltiirlerden LAPT 150 Agar' a stirme y&ntemi ile ekim yapildiktan sonra
petri kutular1 43 °C' da 18-24 saat inkilbasyona burakilmistir. Gelisen koloniler
binokiiler altinda incelenerek koloni morfolojisine ve aym koloniden hazirlanan basit
boyama preparatlarinin mikroskopta incelenmesi sonucu hiicre morfolojisine gore
segilmiglerdir. Segilen koloniler S. salivarius subsp. thermophilus suslan igin geligtirilen
Modifiye M17 Broth (thM17 Broth) besiyerine (Krusch vd 1987) (Ek-1) alinarak
43 °C' da 18 saat inkitbe edilmislerdir. Gelisen kiiltiirlerin saflik kontrolleri yapildiktan

sonra suglar korunmaya alinmigtir.

3.2.2. S. salivarius subsp. thermophilus fajlarinin izolasyonu

3.2.2.1. Orneklerin faj izolasyonuna hazirlanmasi

Degisik kaynaklardan saglanan Srnekler iginde ¢ig siitlere ayn bir islem uygulanmugtir,
100 ml siite % 10’ luk laktik asitten 6 ml katilarak kazeinin goktiiriilmesi saglanmg,
kaba filtre kagidindan siiziilen filtrata gofu durumlarda % 10 kloroform katilarak veya

filtrat 0,45 pm porlu filtrelerden (Sartorius, Germany) gegirilerek bakteriden ari filtrat
elde edilmigtir (Lembke vd 1980). Bulk, yogurt, ayran ve PAS 6rnekleri ise higbir islem
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uygulanmadan, dogrudan kaba filtre kagidindan siiziilmiiglerdir. Aym sekilde kloroform
uygulamasi veya membran filtre ydntemiyle 8rnek filtratlan elde edilmigtir.

3.2.2.2. Faj izolasyonunda kullanilan yéntemler

Chr.Hansen Laboratuvar1 ATL Faj Testi (Anonymous 1993)

Sekil 3.1." de sematik olarak gdsterilen bu test, faj sorunu yasanan igletmelerde zellikle
bulk kiiltirlerde, gerektiginde firtinlerde ve difer faj izolasyon materyallerinde faj
varhifinin belirlenmesi ve izolasyonu igin Snerilen bir ydntemdir. Testin toplam siiresi,
Skim Milk (SM) veya siit tozundan % 10 kuru madde (KM) i¢erecek sekilde hazirlanan,
Rekonstitilye Skim Milk (RSM) bulunan tliplerde 43 °C' da 4 saatlik bir inkiibasyon
stiresi ile inkitbasyon baglangicinda ve sonunda pH degerlerinin 8lgiim stiresini kapsar.
Bu caligmada ATL Faj Testi yalmzca degisik kaynakli 19 ¢ig stit 8rneginden faj izole
etmek amaciyla kullamlmistir. Izolasyon materyali olarak 3.2.2.1' de anlatiidip1 gekilde
hazirlanan ¢ig siit filtratlan (19 adet), konake: killtiir olarak ise yerel S. thermophilus
suglar1 (30 adet) kullamlmig ve ayn ayn birbirleriyle karsilagtirilmaglardir.

Yonteme gore 100 ml RSM, 18 saat RSM' de aktiflestirilmis yerel S. thermophilus
kuiltiirit ile % 2 orarunda inokiile edilerek inokiiliimiin homojen dagilum saglanmig ve
hemen 10' ar ml olarak 6 steril tiipe pipetlenmistir (Kontrol A;, Kontrol A,, B, B,
B1/90 °C, B,/90 °C). Kontrol A; ve Ay tiipleri, 4 saatlik inkiibasyon sfiresi sonunda
RSM besiyerinde pH digiisiiniin belirlenmesinde kullamlmusgtir. Kontrol A; tiptnde
inkiibasyon baslangig, A, tlipiinde bitis pH' s1 8l¢tilmiigtiir. B, ve B, tiiplerine 0,1' er ml
ornek (faj) filtratindan, B1/90 °C ve B2/90 °C tiiplerine de 0,1' er m! 90 °C' da 5 dk
isitilan aym 8rnek (faj) filtratindan ilave edilmigtir. Ayrica Kontrol C; ve C, tilplerine
yalmzca steril 10' ar ml RSM ve 0,1' er m! &rnek (faj) filtrat pipetlenmistir. Biittin
tiipler es zamanl inkilbasyona birakilmigtir. By, B,/90 °C ve C, tiplerinde inkiibasyon
baglangig pH' s1, By, B»/90 °C ve C, tilplerinde bitig pH' s1 §l¢iilmtistiir.

B, titpiine katilan 8rnek (faj) filtratinda faj meveut ise asitlik gelisimi engellenecepi igin

A tilpilne gére gok daha yilksek pH degeri saptanir. Bu iki tiip arasindaki pH farki
(ApH) faj varliBs ve yogunlugu hakkinda fikir verir (Sekil 3.1.).
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B»/90 °C tlipiinde ise fajlar 1s1l iglemle yikima ugradifindan inkiibasyon, Kontrol A,
tilplindeki gibi pH diistisit ile sonuglamr. pH dilistt goriilmezse faj disinda bir
inhibittriin (antibiyotigin) bulunma olasilip1 artar. i¢inde yalnizca RSM ve 6mek (faj)
filtrati bulunan Kontrol C; ve C, tilplerinde ise inkiibasyon baglangici ve bitis pH'
lariin aym olmas: gerekir. Eger C, tiiptinde pH degeri diiserse bu durum 8rnek (faj)
filtratinin bakteriden arindirilmadigina isaret eder. Faj olasilif bulunan B; titplerinden
¢ift tabaka agar plaklarina damlatitarak liziz kontrol edilir ve fajin tek plak izolasyonuna
gegilir.

Cift Tabaka Agar Yéntemi
Bu yontem ¢ig stitlerden faj izolasyonunda ATL Faj Testi ile birlikte faj plaklarimn

gosterilmesi amaciyla paralel olarak kullanilmug, ayrica ticari liyofilize yogurt kiiltiirii
kokenli 9 adet S. thermophilus' un konakg olarak vazife gérdiigii 34 adet Srnekten
(bulk, yogurt, ayran, PAS) fajlarin izolasyonunda, iyi sonug vermesi nedeni ile, tek

ybntem olarak kullamlmigtir.

Terzaghi ve Sandine (1975) tarafindan onerilen ydntem esas olmakla beraber ,
S. thermophilus' un gelistirilmesinde bilesimi ve hazirlanisi1 Ek-1' de verilen Modifiye
M17 (thM17) Broth, ¢ift tabaka agar yonteminde ise Modifiye M17 Agar ve Modifiye
M17 Yumugak Agar kullanmitmistir (Krusch vd 1987, Neve vd 1989).

3.2.2.1' de anlatildify gibi hazirlanan Srnek (faj) filtratlarindan steril tiiplere 1' er ml
alinarak lzerlerine konak¢i bakterilerden birinin Modifiye M17 Broth iginde
gelistirilmis 4 saatlik kiiltiirinden 0,1' er ml ilave edilip kangtirilmig, adsorbsiyonun
saflanmasi igin oda sicaklifinda 10 dk tutulmustur. Bu siire sonunda bakteri-filtrat
karigimi tizerine 10 ml steril Modifiye M17 Broth pipetlenmistir. 43 °C' da 18 saat stiren
inkiibasyonun ardindan hiicreler ve partikiiller 10 dk siiren bir satrifttj iglemi (5000
dv/dk) ile ayrilmislardir. Stipernatantlar steril tiiplere alinarak % 10 oraninda kloroform
ilave edilmistir (Billing 1969). Stpernatantlardaki faj varliimin belirlenmesinde; 4
saatlik konake¢1 bakteri killtliriinden 0,1' er ml alinarak i¢inde 3' er ml Modifiye M17
Yumusak Agar (% 0,6 agar) bulunan tliplere aktarilip kanigtirilmis ve petrilerde daha
6nceden hazirlanmig olan alt tabaka (th M17 Agar) lizerine dékiilerek homojen olarak
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yayimgtir. Katilagan agar tizerine, faj varhii kontrol edilecek olan slipernatantlardan
mikroenjektdr yardimiyla 10 pl damlatilmmg ve 43 °C' da 18 saat inkitbasyona
birakilmigtir. inkiibasyon sonunda damlatilan alanlardaki berrak plak olugumu (liziz) faj
varlif olarak tanimlanmagtir.

3.2.2.3. Faj titresinin belirlenmesi

Faj titresi ¢ift tabaka agar yontemiyle belirlenmigtir. Iginde 9" ar ml fizyolojik tuzlu su
(FTS) bulunan tiiplerden ilkine aseptik kosulda 1 ml faj slispansiyonu aktanlmg ve
10" lik diliisyon hazirlanmistir. Daha sonra ardigik aktarimlarla 10 ya kadar seyrelti
dizisi elde edilmigtir. Iginde 3 ml th M17 Yumusak Agar bulunan tiipe, konake1 susun 4
saatlik kiiltliriinden 0,1 ml ile 6nceden hazirlanmus olan steril % 10' luk SM' den 0,1 ml
ilave edilerek kdpiirmeyecek gekilde hafif¢e karigtinlmig ve petrilerde daha dnceden
hazirlanan alt tabaka {izerine homojen olarak yayilmistir. Katilagmas: igin bir siire
beklendikten sonra faj siispansiyonu ve seyreltilerinden petri plaklarnin gizilerek
ayrilan boliimlerine 10’ ar pl damlatilmigtir. 43 °C' da 18 saat stiren inkiibasyonun
sonunda petri kutularinda liziz incelenmis ve liziz plaklarinin sayilabilecegi seyreltiden
hareketle faj siispansiyonunun titresi, plak olugtwrma birimi/ml (pfu/ml) olarak
belirlenmigtir. Ornegin 10 lik faj seyreltisinin damlatildign yerde 5 adet faj plag
olusmusgsa, orijinal faj siispansiyonunda faj titresi 5 x 10° x 100 = 5 x 107 pfu/ml olarak
hesap edilmigtir (Sekil 3.2.).



1ml 1 ml 1ml 1ml 1ml 1ml

| [ | [ ;f
v.oY %
N
Faj 9 ml FTS
Siispansiyonu } j
10° 10° 102 10° 107 10°* 10°
10 1l 10 104l 10l 10t 10 ul 10 ul
\

Sekil 3.2. Faj titresinin (pfu/ml) belirlenmesi
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3.2.2.4. Saflagtirma, zenginlestirme ve faj stoklarinin hazirlanmasi

Cift tabaka agar ySntemi ile belirlenen fajlarin saflagtinlmasi tek plak izolasyonu ile
gergeklestirilmigtir. Bunun igin 3.2.2.3' de anlatildifs gibi, faj stispansiyonu seyreltilerek
seyrelti dizisi hazirlanmus, bu seyreltilerin her birinden 0,1' er ml ahnarak iclerinde 3' er
ml thM17 Yumusak Agar bulunan tiiplere ayn ayn aktarildiktan sonra, 4 saatlik konakg1
kiiltiirden ve 6nceden hazirlanmg steril % 10' luk SM' den 0,1' er ml ilave edilmigtir.
Hafifce kangtinldikian sonra alt tabaka olarak thM17 Agar igeren petri kutularina
homojen yayilmasina Ozen gosterilerek dokillmiigtiir. Katilagmas: igin bir stire
beklendikten sonra petri kutular1 43 °C' da 18 saat inkiibasyona birakilmigtir.
inkiibasyon sonunda faj lize plaklar1 agisindan uygun olan petriden steril enjektdr ignesi
yardimyla tek bir lize plag kesilerek steril bir tiipe alinmigtir. Uzerine 0,5 ml thM17
Broth besiyeri aktarilarak iyice karigtirtldiktan sonra 4 saatlik konake1 kiilttirden 0,1 ml
ilave edilmis ve oda sicakliinda 10 dk bekletilmistir. Stire sonunda tiipe 10 ml thM17
Broth besiyeri aktarilmig ve 43 °C' da 18 saat inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonunda
bakteriyel lizizin tamamlanmasimn ardindan ortamlar 10 dk siireyle santrifiij edilmis
(5000 dv/dk), siipernatantlar 0,45 pm porlu filtrelerden gegirilmis veya % 10 oraninda
kloroform ilave edilmigtir. Titrenin yilkseltilmesi igin faj siispansiyonu birkag kez
yeniden konakgi bakterileri ile sivi ortamda karsilagtinlmig ve membran filtreden
gecirilmigtir. En son elde edilen filtrattan hazirlanan seri diliisyonlar, yine ¢ift tabaka
agar yontemiyle faj titrelerinin belirlenmesinde kullantlmigtir. Titresi 10® pfwml ve

iizerinde olan faj siispansiyonlar1 korunmaya alinmgtir.

3.2.3. izole edilen S. salivarius subsp. thermophilus suslarinm ve fajlarinm
korunmasi

izole edilen ve saflagtnlan S. thermophilus suslar1 Modifiye M17 Broth besiyerinde
% 15-20 steril gliserol ilave edilerek -18 °C ve - 40 °C' larda ayn ayn korunmaya
alinmiglardir (Krusch vd 1987, Kraus ve Geller 1998). Bakterilerin yitirilmesini
Onlemek ve transferin sayisim azaltmak amaciyla bagka bir dnlem olarak; 7 ml steril
Litmus Milk (Oxoid) besiyerine, 18 saatlik aktif kiiltiirden 0,5 ml ilave edilmig, 43 °C’
da 2-4 saatlik inkilbasyondan sonra heniiz pihti olusumu baglamadan gelisen kiltir
ependorf kapgiklarina 1’ er ml porsiyonlar halinde dafitilarak -40 °C' da korunmaya
almmgtir (Friedrich 1979).
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Fajlar Modifiye M17 Broth' lu ortamlarda yiiksek titreye (10% - 10° pfu/ml) getirildikten
sonra 0,45 um porlu filtrelerden gegirilmis ve filtratlara % 15 oraninda gliserol ilave
edilerek - 18 °C ve - 40 °C' larda korunmaya alinmigtir (Lembke vd 1980, Kraus ve
Geller 1998). Belli araliklarla titre kontrolleri yapilarak diisitk titre gosteren faj
slispansiyonlan tekrar zenginlestirilmis ve yitksek titreye getirilmigtir.

3.2.4. Fajlarm liyofilize yogurt kiiltiirii kdkenli homolog konakeilarmin

belirlenmesi

Homolog konakeilarin belirlenmesi amaciyla titreleri 108 pfu/ml ve lizerinde olan faj
filtratlan, liyofilize yogurt killttirlerinden izole edilmis 9 adet S. thermophilus susu ile
dncelikle dogrudan gift tabaka agar izerinde karsilaghrlmgtir. Petri kutularma thM17
Yumusak Agar iginde st tabaka olarak yayilan her bir bakteri zeminine faj filtratlan
damlatilmak suretiyle homolog konakeilar belirlenmigtir. Ikinci bir uygulama olarak;
fajlarla konakeilar ayn ayrt Modifiye M17 Broth besiyerinde karsilagtinlmis ve bu
kargilagtirma ardigik olarak ii¢ kez tekrarlanmigtir. 3. kargilagtirmadan sonra ¢ift tabaka
agar yontemi ile homolog konakgilar tekrar saptanmigtir. Bu amagla faj filtratindan ve 4
saatlik konake: kiiltiiriinden 0,1' er ml alinarak steril bir tiipte karigtirnlmig ve faj-bakteri
karisim 10 dk oda sicaklifinda bekletildikten sonra iizerine 10 ml Modifiye M17 Broth
ilave edilerek 43 °C' da 18 saat inkiibasyona birakilmgtir. Inkilibasyon bitiminde faj-
bakteri siispansiyonu 10 dk santrifitjlenerek (5000 dv/dk) siipernatanta 1 m! kloroform
ilave edilmigtir. Bu siipernatant 2. ardigik kargilagtirmada faj filtrati olarak
kullamlmigtir. 3. kargilagtirmadan sonra faj filtratinin seyreltileri hazirlanmig ve ¢ift
tabaka agar yontemi ile fajlarin homolog konakgilari belirlenmistir.

3.2.5. Fajlarin dogal (yerel) suglardan homolog konakgilarimin belirlenmesi

Titreleri 10° pfu/ml olacak gekilde zenginlestirilen faj filtratlari, ¢esitli Srneklerden izole
edilmis olan 30 adet dogal (yerel) S. thermophilus susu ile 8ncelikle ¢ift tabaka agar
tzerine dogrudan damlatma yapmak suretiyle kargilagtirilmig, faj liziz durumuna
bakilmigtir. Daha sonra sonucu dofrulamek amaciyla, yerel suslarla faj filtratlar ayn
ayr1 sivi ortamlarda (Modifiye M17 Broth) ardisik olarak 3 kez karsilagtirilmig,
3. kargilastirmadan sonra elde edilen faj filtratlan ¢ift tabaka agar plaklarna
damlatilarak liziz durumu kontrol edilmigtir.
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3.2.6. Dogal (yerel) ve starter kikenli S. salivarius subsp. thermophilus suglan ile
L. delbrueckii subsp. bulgaricus fajlar1 arasindaki faj-konake spesifikliginin test
edilmesi

TUBITAK/TARP-2106 no’ lu proje kapsaminda M. Akgelik, H. B. Dogan ve C. Tiikel
tarafindan izole edilen 25 adet L. delbrueckii subsp. bulgaricus fajiun (Tunail vd 1998),
faj-konake iligkisi ¢ift tabaka agar yoniemine gore araginlmigtr. Petri kutularinda
thM17 Yumugak Agar iginde iist tabaka olarak yayilan her bir S. thermophilus bakteri
zeminine mikropipetle faj filtratlani damlatilmig ve liziz incelenmigtir.

3.2.7. Faj indiiksiyon (lizogeni) caligmalari

Elde mevcut olan tiim S. salivarius subsp. thermophilus suslarinin lizogen karakterli
olup olmadiklan, indiiksiyon ajam mitomisin C (MC) (Sigma, St Louis Mo63178,
USA) uygulanarak kontrol edilmigtir. Denemelerde kullamlacak uygun MC
konsantrasyonu kontrol (lizogen) sus S. thermophilus CNRZ 1205 ile saptanmigtir. Bu
amagla temel olarak Cluzel vd (1987a) ile Fayard vd (1993) nin kullandiklan
ydntemlerden yararlanilmigtir.

3.2.7.1. Uygun MC konsantrasyonunun belirlenmesi

Profaj inditksiyonu igin uygun MC konsantrasyonunu belirlemek amaciyla kontrol
(lizogen) susun 18 saatlik aktif kiltlirdl, iginde 300 ml Modifiye M17 Broth bulunan
erlene % 2 oraminda aglanmugtir. 37 °C' da gelimeye birakilan killtiiriin optik
yogunlugu 650 nm' de (Spektronic 20, Bousch Lamb) 0,2 Eks. deferine ulagtiginda
(yaklagik 3 saat), ki bu deger kiltiirlin logaritmik gelisme evresine gecis degeridir,
kitltiir 40 ml’ lik porsiyonlar halinde 7 kiigtik steril erlene dagitiimug ve 6 erlenin her
birine sirasiyla 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 ve 1,0 pg MC/ml ilave edilmistir. MC ilave
edilmeyen, sadece lizogen susun kiltiiriini igeren erlen kontrol olarak kullamlmigtr.
37 °C’ da inkiibasyona birakilan erlenlerden baglangi¢ amindan itibaren 5,5 saatlik siire
boyunca her 30 dakikada bir 6rnekler alinmig ve spektrofotometrede optik yogunluklari
Slgiilmugtiir. Erlendeki kiltiirlerin liziz ile sonuglanan gelisim grafiklerinden en etkili
konsantrasyonlar belirlenmigtir. Sekil 3.3. uygun MC konsantrasyonunun belirlenmesini
sematik olarak gostermektedir.



% 2 Inokiitim

l

Asso= 0,2 Ext
300 ml
40’ ar ml
v \ 4 \ 4
1 3 5 7

Kontrol 0,1 pgMC/mi 0,3 ugMC/ml 1 pgMC/ml
MC Yok

2 4 6

0,05 pgMC/mi 0,2 pgMC/ml 0,5 ugMC/mi
37°C’ da 5,5 saat inkiibasyon
30 dakika araliklarla optik yoguntok 8lgimi

l

Zamana karsy optik yofunluk degerlerinin grafige islenmesi

Sekil 3.3. Uygun MC konsantrasyonumn belirlenmesi
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3.2.7.2. Dogal (yerel) ve starter kikenli S. salivarius subsp. thermophilus suglarinda
profaj indiiksiyonu

Elde bulunan 30 adet dogal (yerel) S. thermophilus susu ile 9 adet starter kokenli S.
thermophilus sugunda profaj indiiksiyon ¢aligmalar1 her bir sus i¢in 0,05; 0,1 ve 0,2
pg/ml MC konsantrasyonlari ile yliriitilmiigtitr. Suslanin her birine bu iglemler ayn ayn
uygulanmigtir. Suglardan herhangi birinde lizogeni belirlenmesi halinde MC
indiiksiyonundan sonra elde edilecek lizatlarin 0,45 pm porlu filtrelerden gecirilmesi ve
filtratta bulunan temperent fajin indikatdr bakterilerle (konakgilarla) ¢ift tabaka agar
ydntemine gore kargilastinlmasinin ardindan zenginlegtirilmesi $ng6riilmigttr (Cluzel
vd 1987a).

32.8. Ornek olarak secilen baz S. salivarius subsp. thermophilus fajlarin
elektron mikroskopta gosterilmesi

Faj konsantratlanmn hazirlanmasinda Kivi vd (1987) ile Bhimani ve Freitas (1991)
tarafindan Onerilen yontemlerdeki santrifiij devri ve siiresi gibi parametreler modifiye
edilerek kullamlmugtir. 10%-10° pfw/ml’ lik faj lizatlan 6ncelikle 0,45 pm porlu
filtrelerden (Sartorius, Germany) gegirilmis ve daba sonra 1 saat siireyle 50000 dv/dk’
da santrifiijlenerek konsantre edilmigtir. Stipernatant dikkatlice uzaklagtirildiktan sonra
faj pelletleri 10ul 0,3 M amonyum asetat (Merc) i¢erisinde ¢6ziilmiigtir.

Elektron mikroskop preparatlar igin konsantre faj siispansiyonlar;; 10 ul sodyum
fosfotungstat (% 2, pH 5,0 £ 0,02) (Sigma Chem.Co., USA) ve 10 pl amonyum
molibdat (% 2, pH 5,0 £ 0,02) (Sigma Chem.Co., USA) ile karigtinilarak elektron
mikroskop gridleri (3,05 mm, 400 mesh Agar Scientific Ltd. U.K.) lizerine damlatilmug,
15 dk oda sicakliinda bekletilen gridler kurulama kagidi yardimiyla kurutulmugtur.
Gridler Jeol-JEM S-100 transmission elektron mikroskobunda incelenerek farkli
bilyiitmelerde fajlann fotograflar alinmgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Liyofilize Miks Yogurt Kiiltiirlerinden S. salivarius subsp. thermophilus

Suglarmm izolasyonu

Yogurt kiiltiirlerinden S. thermophilus suglarinin izolasyonu amaciyla kullamilan Neutral
Red Chalk Lactose (NRCL) Agar, M17 Agar ve LAPTy o Agar besiyerlerinden
LAPTy 0 Agar en iyi sonucu vermistir. Karbonhidrat kaynagi olarak laktoz igeren
LAPTy ;0 Agar besiyerine Skim Milk iginde aktiflestirilen liyofilize yogurt
kiiltiirlerinden stirme ydntemiyle ekim yapilmug ve 43 °C’ da 18 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu siirenin sonunda S. thermophilus suglan yuvarlak veya mercimege
benzeyen, diizgiin ve kaygan goriiniislit S (smooth) formlu koloniler olustururken, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus suslar1 aym stire sonunda gok kiigiik, piiriizlii ve dumanh
gériiniimde R (rough) formlu koloniler gelistirmiglerdir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).
Binokiiler altinda incelenen kolonilerden yuvarlak, hafif konveks S formlu olanlarin
yarisindan basit boyama yapilms ve mikroskopta 100 X biiyiitme ile kolonilerin hiicre
morfolojileri incelenmigtir. Hiicreleri kok formunda olan kolonilerin diger yarilan agarl
ortamdan &ze ile alinarak Modifiye M17 Broth iginde ayn ayr gelistirilmigtir. Tek
koloni saflagtinlmasi i¢in aym iglemler birka¢ kez tekrarlanmig ve saf kiiltiirler
korunmak lizere stoga alinmigtir,

S. thermophilus izolasyonunda kullanilan liyofilize miks yogurt kiiltiirleri ve tretici
firmalan ile izole edilen suslarin kodlan Cizelge 4.1.” de gosterilmigtir. S. thermophilus
suslaninin  izolasyonu zorlukla baganlabilmigtir. Stofa almnan saf kiiltiirlerin
geligtirilmelerinde de siklikla sorunlar yasanmigtir. Ticari amagla {iretilen bu
kiiltiirlerden, alic1 ilkelerin igletme ve mandiralarinda stirekli starter iiretimini nlemek
amaciyla Uretici firmamin aldigs bir dnlem nedeniyle bu durumun ortaya giktig:
ditstiniilmektedir. izolasyonun bu denli zor gergeklesmesi ve stok kiiltiirlerin
iiretilmesindeki gligliikler, konake: olarak kullanilan bu bakterilerle galiymalarin zaman
zaman yavaglamasina neden olmugtur. Uretici firmalar tarafindan 6nlem olarak
bakterilerin oksotrof mutantlarin  kullamlmig olabilecegi veya bazi genetik
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manipiilasyonlar sonucu bakterilerin 1-2 pasaj sonra iiremelerinin engellendigi

olasiliklari akla gelmektedir.

Sekil 4.1. Vi miks yogurt Kiiltiiriindeki S. salivarius subsp. thermophilus ve
I..delbrueckii subsp. bulgaricus kolonilerinin TAPTy 1o Agar tizerinde
goriintimii

L.bulgaricus S.thermophilus

V, izole edilen S. salivarius subsp. thermophilus ve L.

Sekil 4.2. Miks yogurt Kiiltiiri
i iizerindeki

delbrueckii  subsp. bulgaricus kolonilerinin LAPT 0 agar

goriinimil




Cizelge 4.1. S. salivarius subsp. thermophilus suslanimn izole edildigi liyofilize miks
yogurt kiiltiirleri (starter) ve ait olduklari firmalar

Izole Sus Miks Starter Uretici Firma

S. thermophilus 231 231 Wiesby (Almanya)

S. thermophilus 632 632 Wiesby (Almanya)

S. thermophilus 709 709 Wiesby (Almanya)

S. thermophilus V1 Vi Wiesby (Almanya)

S. thermophilus V2 V2 Wiesby (Almanya)

S. thermophilus Y1 Y1 Wiesby (Almanya)

S. thermophilus Y4 Y4 Wiesby (Almanya)

S. thermophilus  CH-1 CH-1 Chr.Hansen Lab. (Danimarka)
S. thermophilus B3 B3 Chr.Hansen Lab. (Danimarka)

Izolasyonu  gergeklestiren 9 adet S. thermophilus susu yamnda A.U.Z.F. Gida
Miihendisligi Bolimii Mikrobiyoloji Biriminde yiiriitiilen "Yogurt Fabrikalarinda Faj
Probleminin Coziimiine Yénelik Aragtirmalar" kapsaminda ¢ig siitlerden izole edilmis
ve tanilanmig 30 adet yerel S.thermophilus susu (Tunail vd 1998) da kullamlmistir. Bu

suslanin izolasyon kaynaklan ve sus kodlari Cizelge 4.2.° de gosterilmistir.

4.2. 8. salivarius subsp. thermophilus Fajlarinin Izolasyonu

Oncelikle ¢ig siitlerden izole edilmis olan 30 adet yerel S. thermophilus susunun
(Cizelge 4.2.) zgiil yerel fajlarint yakalamak amaciyla, faj izolasyon materyali olarak
19 adet ¢ig siit 6rnegi (Cizelge 4.3.) kullaniimis, her bir i siit filtrat bakterilerle ayri
ayn kargilagtinlmigtir. Ancak Chr.Hansen Laboratuvari ATL faj testi ve ardindan cift
tabaka agar iizerine damlatilarak gergeklestirilen denemelerde, ¢ig siitlerden faj
1zolasyonu bagarilamanugtir. Siirekli faj ataklan yagayan bir yogurt isletmesinde bulk
starter ve yogurtlardan S. thermophilus fajlaninin kolaylikla izole edilebildiginin (Durlu
Ozkaya vd 1999) bilinmesine kargin boyle bir yol izlenmesinin nedeni ¢ig siit kokenli

verel fajlarin koleksiyonunun olusturulma gabasindan kaynaklanmigtir.
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Cizelge 4.2. Izole edilmiy olan S. salivarius subsp. thermophilus suslan ve ¢iff sit
kaynaklan

Izolasyon Izolasyon Materyali

S. thermophilus suslar1

Materyali No. Kaynagi

1 AOC (Avanos, Nevsehir) St.1.2,, St.1.4.

2 ACC (Varollar, Burdur)

3 AOC St.3.1., St.3.2.i, St.3.3.

4 AOC (Bozova, Antalya)

5 AOC (Varollar, Burdur) St.5.3.4

6 TIGEM  (Polath, Ankara)

7 AOC (Bozova, Antalya) st.7.1,,8t.7.5., St.7.6. 81.7.7.,5t.7.8.
8 AOC (Avanos, Nevsehir)

9 AOC (Altmnova, Konya)

10 AOC (Seydik8y, Burdur)

11 AOC (Avanos, Nevsehir)

12 AOC St.12.2,, St.12.4., 81.12.5.
13 AOC (Seydikdy, Burdur)  St.13.5., St.13.6.

14 BIRTAT (Samsun) St.14.3,, St14.5.

15 BIRTAT (Bozova, Antalya) St.154.

16 BIRTAT (Kastamonu)

17 BIRTAT

18 BIRTAT (Bozova, Antalya)

19 BIRTAT
20 BIRTAT $t.20.1., St.20.3.
21 BIRTAT
22 BIRTAT
23 BIRTAT $t.23.1,, $t.23.3., St.23.5.
24 BIRTAT St.24.2,24 b
25 BIRTAT
26 BIRTAT $t.26.2., St.26.5.

27 SOKAK SUTU (Kahramanmarag) MR27a
28 SOKAK SUTU (Ankara)

29 AUZF
30

TH3

TH3 8. salivarius subsp. thermophilus sugu daha dnceki ¢aligmalarda izole edilmigtir,
AOC : Atatiirk Orman Ciftligi St Isletmesi
AUZF : Ankara Universitesi Ziraat Fakllltesi Stt Isletmesi
TIGEM, BIRTAT : Diger Stit Isletmeleri
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Cizelge 4.3. Faj izolasyonu amaciyla kullamilan izolasyon materyalleri ve kaynaklan

1zolasyon 1zolasyon Materyali Izolasyon Materyali
Materyali No. Kaynaf Cesidi
1 AUZF Cif siit
2 AUZF Cig stit
3 AVANOS (Nevsehir) Cig sit
4 VAROLLAR (Burdur) Cig siit
5 ALTINOVA (Konya) Cig siit
6 VAROLLAR (Burdur) Cig stt
7 TIGEM (Polath) Cig st
8 AVANOS (Nevgehir) Cig sit
9 SEDIKOY (Burdur) Cig sit
10 BOZOVA (Antalya) Cig sit
11 TiIGEM (Konya) Cig siit
12 AUZF Cig st
13 AUZF Cig siit
14 AVANOS (Nevgehir) Cig siit
15 VAROLLAR (Burdur) Cig siit
16 BOZOVA (Antalya) Cig st
17 HAYMANA (Ankara) Cig st
18 HAYMANA (Ankara) Cig sut
19 AUZF Cig sat
20 AOC CH-1 Bulk
21 AOC B3 Bulk
22 AUZF Bulk
23 AUZF Yogurt
24 AOC Yogurt
25 BIRTAT Kagar PAS
26 GUVEN Beyaz peynir PAS
27 GUVEN Kagar PAS
28 GUVEN Bulk
29 AUZF 709 Bulk
30 HITIT 709 Bulk
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Cizelge 4.3. (devam)

Izolasyon Izolasyon Materyali ‘ Izolasyon Materyali
Materyali No. Kaynagh Cegidi
31 HITIT V1 Bulk
32 HITIT 709+V1 Yopurt
33 AUZF 709 Yogurt
34 ONCE Beyaz peynir PAS
35 ONCE Beyaz peynir PAS
36 ONCE Kagar PAS
37 GUVEN Beyaz peynir PAS
38 BIiZIM Kagar PAS
39 BiziM Beyaz peynir PAS
40 TATAL 6.36 Bulk
41 TATAL 6.38 Bulk
42 AOC 231 Bulk
43 AQC FYS$-43 Bulk
44 ACCG FYS-43+231 Yogurt
45 TATAL Ayran
46 TATAL Yogurt
47 AOC 709 Bulk
48 AOC 709 Bulk
49 AOC CH-1 Ayran
50 AUZF 231 Bulk
51 AUZF 231 Yopurt
52 HITIT 709 Bulk
53 HITIT 709 Ayran

AUZF : Ankara Universitesi Ziraat Fakaltesi Stit Igletmesi
AOC : Atatiirk Orman Giftligi Stt Igletmesi
HITIT, TATAL, BIRTAT, BiZIM, ONCE, GUVEN : Diger Stit Isletmeleri

Bulk : Listede verilenlerden sadece 41. materyal ayranlik bulk olup, diferlerinin hepsi
yogurt bulk killtiiriidir.

PAS : Peynir alt1 suyu.



Lembke ve Teuber (1981); siit isletmelerinde ortaya ¢ikan faj kontaminasyonlarinda ¢ig
siit ve orijinal starter killtiirlerin zayif bir kaynak oldugunu, buna karsilik bulk kiiltiir,
PAS, salamura ve siit tirlinlerinin esas kaynaklan olusturdugunu belirtmis, Neve (1996)
tarafindan da ¢if siit, ara sira faj izole edilse de, 6nemli bir faj kayna@i olarak
gdriilmemistir. Bununla birlikte laktokok fajlar ¢ig stitlerden, ¢ig siit kokenli ve depisik
kokenli konakeilar kullamlarak birgok kez kolaylikla izole edilmistir. Ornegin Lembke
vd (1980), bu amagla yéntem 6nermisler ve bu ybnteme gore laktokok fajlarm ¢ig
siitlerden izole etmiglerdir. Tunail ve Agkin (1991) Tiirkiye' nin degigik bdlgelerinden
alman 68 ¢i siit ornefinin 33’ inde (%49) laktokok faj izolasyonunu
gergeklestirmislerdir,. Aym sekilde ¢ig siitlerden lakiokok fajlarimin izolasyonunu
gergeklestirenler arasinda Durlu (1991), Aydar (1992) ile Sanlibaba ve Akgelik (2000)
bulunmaktadur,

Cig sitlerden S. thermophilus fajlanmn izolasyonu basarlamadify gibi, es zamanh
yiirGititlen bir bagka ¢aligmada 90 adet ¢ig siit 6rneginden L. bulgaricus fajlannin
izolasyonu da gergeklestirilememigtir (Tunail vd 1998). Bu durum termofilik laktik asit
bakteri fajlannin izolasyonunda ¢ig siitlerin uygun materyal olmadifim gdstermistir.
Cig sittlerde biiyiik olasilikla termofilik faj titresi laktokok faj titresine oranla ¢ok daha
diisiik diizeydedir veya bu sonug yerel konakg: bakterilerin ¢ig siitlerde sayisal azhi
yaninda kuvvetli faj-direng sistemleri ile ilgilidir. Diger taraftan S. salivarius subsp.
thermophilus 6zglil fajlarinin Pette ve Kay tarafindan 1952 yilinda kesfedilmesine
karsin, bu fajlarm laktokok fajlarina oranla daha az aragtinimasina, daha geg
bulunmalarinin  yam sira faj plaklannin elde edilmesindeki giiglitkler gerekce
gosterilmigtir (Reinbold ve Reddy 1973). Yapilan bu aragtirma siiresinde de termofilik
fajlardan olan S. thermophilus fajlarimin gerek izolasyonlarinin gerekse titre artimlarimn

laktokoklara oranla daha zor gergeklestigi soylenebilir.

Cig siitlerden faj izolasyonunda bagarisiz kalinmasi fizerine hem ¢ig siitler hem de ATL
faj testi terkedilerek, faj izolasyonu igin ¢ift tabaka agar ytntemi ile isletmelerin faj
titreleri yliksek olan materyallerine ydnelinmistir. Bu amagla, liyofilize miks yogurt
kiltitrlerinden izolasyonu basarilan S. thermophilus suglan (Cizelge 4.1.) konaket olarak
kullamlmig ve 15 adet yogurt bulk killtiirl, 9 adet PAS, 7 adet yogurt ve 3 adet
ayrandan olusan 34 adet faj izolasyon materyali ile (Cizelge 4.3.) ayn ayn



kargilagtinimastir. Sonugta izole edilen 23 adet fajin 5 adedi konakei olarak kullanilan S.
thermophilus 709 susu ile, 8 adeti S. thermophilus 231 susu ile ve 10 adedi de S
thermophilus B3 susu ile elde edilmisgtir. izole edilen 23 adet virillent S. thermophilus
faj izolatimn homojen faj suspansiyonunun olugturulmas amaciyla, her bir fajin
konakgisina kargi olusturdugu tipik tek plaklar segilmig (Sekil 43), aym konaket
suslara kargi ardigik transferler yapilarak zenginlestirilmis ve titreleri 10% pfu/ml
diizeyine gikariimigtir (Sekil 4.4.) (Terzaghi ve Sandine 1975, Krusch vd 1987, Neve vd
1989).

Sekil 4.3. 8. salivarius subsp. thermophilus fajimin konakgisma kargi olugturdugu tek
plakiar
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Cizelge 4.4. S. salivarius subsp. thermophilus fajlarmin kodlari, konakgilan, titreleri ve

izolasyon kaynaklar
Faj Kodu Konake1 Bakteri Titre (pfivml)  Kaynak
709.x1 & S.thermophilus 709 3x 108 CH-1 Ayran (AOG)
709.x2 ¢ S.thermophilus 709 1x10° 231 Bulk (AUZF)
709.x3 ¢ S.thermophilus 709 1x108 231 Yopurt (AUZF)
709.x4 ¢ S.thermophilus 709 1x10° 709 Bulk (HITIT)
709.%5 ¢ S.thermophilus 709 1x10° 709 Ayran (HITIT)
231.x6 ¢ S.thermophilus 231 4x10° CH-1 Ayran (AOC)
231.x7 ¢ S.thermophilus 231 1x10° 231 Bulk (AUZF)
231.x8 § S.thermophilus 231 1x108 231 Yogurt (AUZF)
231.x9 ¢ S.thermophilus 231 1x10° 709 Bulk (HITIT)
231x10 ¢ S.thermophilus 231 6x10° 709 Ayran (HITIT)
B3.xl11¢ S.thermophilus B3 1x10° CH-1 Ayran (AOQ)
B3.x12 ¢ S.thermophilus B3 2,5x10° 231 Bukk (AUZF)
B3x13 ¢ S.thermophilus B3 1x10° 231 Yogurt (AUZF)
B3.x14 ¢ S.thermophilus B3 1x10° 709 Bulk (HITIT)
B3.x15 ¢ S.thermophilus B3 4x10° 709 Ayran (HITIT)
B3x16 ¢ S.thermophilus B3 1x10° CH-1 Bulk (AOG)
B3.x17 S.thermophilus B3 1x108 B3 Bulk (AOC)
B3.x18 ¢ S.thermophilus B3 2x10° Yogurt (AUZF)
B3.x19 ¢ S.thermophilus B3 2x 108 Yogurt (AQC)
B3.x20 ¢ S.thermophilus B3 2x10° Yopurt (AOC)
231.x21 ¢ S.thermophilus 231 1x10 Yogurt (TATAL)
231.x22 ¢ S.thermophilus 231 6x10° Yogurt (AOC)
231.x23 ¢ S.thermophilus 231 4x10 Kasar PAS (BIRTAT)

AUZF : Ankara Universitesi Ziraat Fakiitesi Stt Igletmesi
AOC : Atatiirk Orman Ciftlii Sot Isletmesi

HITIT, TATAL, BIRTAT : Diger Stt Igletmeleri

Bulk : Listede verilenlerin hepsi yogurt bulk killtdriidar.
PAS : Peynir alt1 suyn



4.3, Fajlarin Starter Kékenli Homolog Konakgilarinim Belirlenmesi

Bir tiiriln spesifik fajlarinin izolasyonunda her bir faj igin 6ncelikle bir konake1 ortaya
¢ikarsa da , farkli suglar da aym faja konake1 olarak hizmet edebilirler. Bu durumda bir
faj deBisik S. thermophilus suslarina degisik plak etkinligi (pfu/ml) gdsterebilmektedir.
Bu farkh etkinlik faj konak¢1 uyumuna baghidir (Kivi vd 1987).

Bu ¢aligmada elde edilen 23 fajin homolog ve heterolog konakgilarim belirlemek
amaciyla Oncelikle 9 adet liyofilize miks yofurt kiltlirinden izole edilen S.
thermophilus suglan (709, 231, B3, CH-1, 632, Y1, Y4, V1, V2) ile titreleri 10® pfu/ml
duzeyinde bulunan 23 adet faj filtrati ¢ift tabaka agar lizerinde damlatma yontemiyle
kargilagtirniimigtir. Denen fajlara kargt 709, 231 ve B3 suglariun duyarls, diger 6 susun
ise (CH-1, 632, Y1, Y4, V1, V2) hepsinin diren¢li oldupu saptanmistir. Bu 6n
bulgulardan sonra yapilan ikinci bir denemede; tiim suglar 23 faj ile ayr ayn sivt
besiyerinde 3 kez ardigik transferle kargilagtirnilmmg ve faj titreleri (pfu/ml) ¢ift tabaka
agar ySntemi ile belirlenmigtir. Yukanda direngli olduklan ifade edilen suglarn
bulundugu petrilerde, fajlarin plak etkinligi yine gérillmemistir. Aym denemelerde 709,
231 ve B3 kodlu suglar tizerinde fajlar farkli plak etkinligi (pfu/ml) gostermislerdir
(Cizelge 4.5.). 709 sugunun; izolasyonda konake1 olarak gdrev yaptif1 ve izolasyonunu
olanakl kildig: 709-x1, 709-x2, 709-x3, 709-x4 ve 709-x5 fajlarinm yanisira B3-x15
fajinin da homolog konakeisi oldugu, diger iki susla izole edilen fajlara da, 231-x7, 231-
x10, B3-x17, B3-x19 fajlan harig, heterolog konakg1 grevi yaptign anlagiimistir. 231
susu ise izolasyonunda konakgr olarak gdrev yaptifi 231-x6, 231-x7, 231-x8, 231-x9,
231-x10, 231-x21, 231-x22, 231-x23 fajlarimin yamisira B3-x13 fajmin da homolog
konakgist oldugunu géstermis, difer fajlara ise heterolog konake1 olarak davranmugtir.
Bu iki sustan, ait oldugu firma nedeniyle aynlan (Cizelge 4.1.) B3 susu da benzer
sekilde izolasyonunu olanakli kildign fajlarin (B3-x11, B3-x12, B3-x13, B3-x14,
B3-x15, B3-x16, B3-x17, B3-x18, B3-x19, B3-x20) ve aym zamanda 231-x10 fajimn
homolog konakeisi, diger biitlin fajlarin heterolog konakgisi olarak davramg
sergilemigtir. Ancak higbir konak¢r kendi homolog fajlarina gosterdigi etkiden daha
fazlasint heterolog fajlarina kars: gostermemistir.
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Finlandiya peynir igletmelerinden izole ettikleri 9 adet S. thermophilus fajim, 6 adet
starter kékenli S. thermophilus susuna karst deneyen Kivi vd (1987)' nin, fajlarin
homolog ve heterolog konakgilart tizerine adsorbsiyon ve plak etkenliklerini
inceledikleri ¢aligmalarinda; farkl suglar farkh fajlara degisik plak etkenlikleriyle
karakterize konake1 olarak davranmuglardir. Fg,101, Fyl01, FAl01, Fxl11, Fi,Ths ve
FeThs fajlarinin plak etkenlikleri yalmz kendi homolog konakgilan ile belirlenirken,
Fxol0 ve Fko74 fajlan yalmz kendi homolog konakgilarina degil birbirlerinin
konakgilarnina ve ayrica 101 kodlu susa da kendi konakgilarina oldugu kadar etkenlik
gostermiglerdir. Yine Fr; 140/76 faji homolog konakgisina oldugu gibi 101 kodlu susa
da etken bulunmugtur. Sebastiani ve Jiger (1993) benzer bir ¢alismada S. thermophilus
faj izolatlannin S.thermophilus suslan {iizerinde gosterdikleri plak etkenliklerini
incelemiglerdir. Buna gére, P106 ve P1232 fajlan sadece kendi homolog konakgtlarina
etkili olurken, P1304 ve P1314 fajlan ise homolog konakgilan yaninda birbirlerinin
konake¢ilarint da enfekte etmiglerdir. PT19 ve PT51 fajlan ise 106, 1232, 1304 ve 1314
suslan iizerinde neredeyse hig liziz vermezken PT19 ve PT51 konakg: suslan da diger

fajlara kars1 kuvvetli bir direng g8stermiglerdir.

Bu tez galismasinda izole edilen fajlarin tamaminin yalmzea 3 sus ile izole edilebildigi
ve bu fajlarin morfolojik, stritktiirel ve genom farklihiklarina iligkin higbir verinin henliz
elde bulunmadif diisiindiliirse, bu fajlann ayn materyalden izole edilseler de identik
olma olasiliklan yiiksektir. Bununla beraber identik fajlar nedeniyle izole faj sayisinin
rediikte olacag varsayilsa bile 709, 231 ve B3 konakeilarinin faj akrabalifimn yitksek
oldugu kamsi degigmeyecektir. Ciinkit Cizelge 4.4." ten de goriilecegi tizere yapiminda
231 kiltiirit kullamlan bulktan faj izolasyonu 231 susu ile baganldigt gibi B3 ve 709
suglar ile de gergeklesmis veya aksi durumlar kaydedilmistir. Homolog konakgilarin
belirlenmesine iligkin deneme sonuglar, faj izolasyon bulgulanyla drttismektedir.

Fajlarin karakterizasyonu ve siniflandinimasi agisindan faj-konak¢1 zgitlligtintin bir
kriter olusturmasi s6z konusu degildir (Mata ve Ritzenthaler 1988, Benbadis vd 1990).
Bugiln fajlarin simflandinlmasinda genom karakterizasyonu, DNA homolojisi, yapisal
protein profilleri ve restriksiyon enzim analizleri gibi daha temel kriterler dikkate
alinmaktadir (Mata ve Ritzenthaler 1988, Neve vd 1989, Benbadis vd 1990).
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Buna kargilik konak¢1 spektrumunun belirlenmesi pratik uygulamalarda bilytik yarar
saﬁlamaktadu. Loutier ve Novel tarafindan 2 farkh litik grupta yer alan mezofilik
streptokok virulent fajlarin DNA hibridizasyonu ve konakgi spektrumu arasinda
korelasyon saptanamamasma (Mata ve Ritzenthaler 1988), benzer gekilde, konakg:
spektrumuna gére aym grupta yer alan S. thermophilus fajlannmn DNA homolojisine
gbre farkl gruplara girmesine karsilik (Neve vd 1989, Benbadis 1990), konakgi
spektrumlari ile restriksiyon anahiz sonuglan arasinda genelde iyi bir korelasyon
bulundugunun agiklanmasi (Neve vd 1989, Sebastiani ve Jiger 1993) bu ¢alismada
belirlenen faj gruplarnin da ileride yapilacak restriksiyon analizleri ¢aligmalarninda
(Tunail vd 1998) kullamlmasini 8ngdrmektedir.

Denemelerde belirlenen faj konake iligkilerine gore; bakteriler tim fajlara duyarl,
231.x7, 231.x10, B3.x17, B3.x19 fajlan haricindekilere duyarl ve direngli olmak iizere
{ig grup altinda toplanirken, fajlar da 709 konake: susla gelisemeyen, ancak 231 ve B3
konakgilariyla geligebilenler (231.x7, 231.x10, B3.x17, B3.x19) ve her (¢ konak¢ susla
da geligebilenler (diger tiim fajlar) olmak iizere konakg1 Szgiilliiklerine gore iki grup
olugturmuglardir (Cizelge 4.5.). Bu iki faj grubu arasinda farkhliklar bulunup
bulunmadii restriksiyon analizleri yapilarak aragtinlabilir (Neve vd 1989, Sebastiani ve
Jager 1993).

Pratige yarar agisindan incelendiginde; isletmelerde rotasyona sokulacak kiiltiirler belli
olmugtur. 709 kiltirii ile bir faj atagl yasandifinda, rotasyona sokulacak kiltiir
kesinlikle 231 ve B3 olmainah, direngli suglardan biri segilmelidir. Faj problemi
atlatildiktan sonra teknolojik karakterleri nedeniyle tekrar bu duyarh 3 kiltiirden biri
rotasyona girebilir.

S. thermophilus suglannda lizogeninin diger laktik asit bakterilerine (LAB) gére gok
diigiik olmasi (Fayard vd 1993, Briissow vd 1994, Briissow ve Bruttin 1995, Neve 1996)
nedeniyle, bu galigmada izole edilen fajlarin, k8kenini ¢ig siitten alan yerel fajlar olma
olasih@: ¢ok yitksektir. 709 ve 231 kiiltlirlerinin (miks) biitlin teknolojik &zelliklerinin
(uzh asitlik, kuvvetli yogurt tad: = yitksek asetaldehit olugumu ve diyitk vizkozite) aym
oldugu ancak faj akrabah@: bulunmadif: ve faj ataklarinda birbirlerinin yerine rotasyona
sokulabilecegi belirtilmistir (Cizelge 3.1.). Halbuki deneme bulgulan her iki sugun faj
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akrabalify, 4 faj i¢in farkli olsa da, pratikte kullanilmasina olanak tammayacak kadar
yakindir. Bu farkli sonucun biyik olasilikla iiretici firmanin elinde bulunan ve bu
caligmada izole edilen fajlarin koken (illke) farkhiligindan kaynaklandif
diistiniilmektedir (Krusch vd 1987). Ayrica fajlarda konake: dzgiillilkleri de her zaman
kalict bir &zellik olarak gdriilmemelidir. Konak¢1 6zgiillikleri; restriksiyon /
modifikason (R/M) sistemleri, faj mutasyonlari, almag bolge deBisimleri ve faj
proteinlerinin- modifikasyonlarina bagli olarak degisime ugrayabilmektedir (Akgelik
1996). Farkli bakteri tlirleri arasinda yaygin olan bir sistem de GATC sekansindaki R/M
sistemidir. Modifikasyon, DNA' nin ii¢ farkl: restriksiyon enzimi tarafindan kesilmesi
ile olanaklidir. Bu {i¢ enzimin (Dpnl, Nde II ve Sau 3A) hepsi GATC sekansi hedef alan
tamyip kesebilmektedir. Benbadis vd (1990) yogurt starterlerinin streptokok suslarinda
boyle bir R'M éisteminin varlipim ileri sirmiiglerdir. Sebastiani ve Jiger (1993) ise
inceledikleri 6 adet S. salivarius subsp. thermophilus sugundan 5 adedinde, GATC
sekansindaki sitozinleri metilleyen R/M sisteminin oldugunu gostermislerdir.

Bu irdelemelerden anlagilacag ilzere; gerek faj k8keni (iilke) farkliliklarma, gerek faj
mutasyonlan ve konakgidaki modifikasyonlara bagh olarak, fajlann konakgi
ozgillliklerinin veya diger bir deyigle suslarin faj akrabahklarimn degismez kabul
edilmesi olanakli degildir. Bu nedenledir ki uygulamada faj kontroli igin rotasyon
sistemi kullamlirken; igletmedeki yerlesik faj diizeyi siirekli kontrol edilmeli, dominant
yerel fajlara karsi direngleri test edilen kiiltiirlerden direngli olanlar rotasyona
sokulmali, firmalarin bildirimlerine fazlaca itibar edilmemelidir (Daly 1983, Daly vd
1996, Durlu Ozkaya vd 1999, Tunail vd 2000).

4.4. Fajlarin Dogal (Yerel) Suglardan Homolog Konak¢ilarmin Belirlenmesi

Titreleri 10® pfu/ml olacak sekilde zenginlestirilen 23 adet faj filtrats, cesitli Srneklerden
izole edilmis olan 30 adet dogal (yerel) S. thermophilus sugu ile Oncelikle ¢ift tabaka
agar yontemi kullamilarak karmilagtinlmug, ancak inkiibasyon sonrasinda faj plak
etkinligi saptanamarmugtir. Sonuglarin dogrulanmasi amactyla 23 adet faj ayri ayr 30
adet yerel S. thermophilus susuyla siv1 besiyerinde (Modifiye M17 Broth) ardigik olarak
3 kez kargilagtinlmug ve tekrar ¢ift tabaka agar plaklarina faj filtratlan damlatilarak liziz
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kontrol edilmigtir. Denenen dogal suslardan hepsinin, 23 adet S. thermophilus fajina
karst direngli olduklan goriillmistiir. Cizelge 4.6 da sonuglar toplu olarak
gosterilmektedir.

Bu sonuglan Krusch vd (1987)' nin arastirma bulgulan ile de ag¢iklamak olanakli
degildir. Aragtincilar gesitli yogurt ve Isvigre tipi peynir 6rneklerinden topladiklan 59
adet S. thermophilus fajim (10 adedi Isvigre, 28 adet Almanya ve 21 adet Fransa orijinii)
70’ ten fazla S. thermophilus susuna karsi denemisler ve konak¢i spesifikliklerini
incelemiglerdir. Genelde farkli tilkelerden koken alan fajlarin farkli konak¢: alam
gbsterdiklerini ve birkag faj-konake iligkisi harig tutulursa bu fajlarin diger tilkelerden
izole edilen bakterileri konake1 olarak kullanmadiklarin, ilging bir tilke orijin-spesifik
konakg iligkisi saptadiklarimi belirtmiglerdir. Bu galigmada izole edilen ve kullanilan
fajlarin yerel olma olasihg) ¢ok daha fazla oldufuna gbre yerel suslarin bu direngli
durumunu fajlarn iilke orijini ile agiklamak olanaksizdir. Krusch vd (1987)' nin aksine
Oner (1986) gogunlugunu PAS' lardan izole ettigi 132 adet laktokoku (L. lactis subsp.
lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis); Ingiltere,
Avustralya ve ABD' nin aragtirma enstitillerinden temin ettigi 7 adet laktokok faji ile
tiplendirmig, yerel suslarin bu fajlara kars1 % 64-99 arasinda direngli olduklarim (konak
vazifesi gdrmedigini), ancak yabanci orijinli bu fajlara % 1-36 arasinda duyarh suglarin
varhigim da saptamigtir. O nedenle yerel suslarin S. thermophilus fajlarina gosterdikleri
bu direncin detayli olarak aragtinlmasi gerekmektedir. Bu denli kuvvetli direng
sistemine sahip suslarin, alternatif yogurt starteri olarak incelenmeleri ve uygun
olanlarin kullamlmalar gerekir. Bu suglarin ticari kiiltiir olarak siirekli kullanilmalari
halinde direng durumlarmu koruyup koruyamayacaklart konusunda simdiden
degerlendirme yapmak ise miimkiin degildir.
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4.5. Dogal (Yerel) ve Starter Kokenli S. salivarius subsp. thermophilus Suglarimn

L. delbrueckii subsp. bulgaricus Fajlarina Karst Duyarhhklar

9 adet liyofilize miks yogurt kiltiiriinden izole edilen S. thermophilus susu ile Tirkiye'
nin ¢esitli bblgelerinden alinan ¢ig siit 8reklerinden izole 30 adet yerel S. thermophilus
sugu, 25 adet L. bulgaricus faji ile ka:sllastmlarak faj-heterolog konakg1 spesifikligi test
edilmigtir. Cift tabaka agar y8ntemine gire her bir bakteri; Modifiye M17 Yumusak
Agar igerisinde 8nceden hazirlanmiy Modifiye M17 Agar bulunan alt tabaka petri
plaklan tzerine yayilmigtir. Ustteki bakteriyel zemine L. bulgaricus faj filtratlan
damlatilarak faj ile bakteri kargilagtinlmig ve liziz incelenmistir. Tiim S. thermophilus
suglant beklendigi iizere L. bulgaricus fajlani tarafindan lize edilememistir. Sonuglar

Cizelge 4.7. ve 4.8." de gbsterilmistir.

Bu sonug beklenmekle birlikte denemenin yilriitiilmesi iki agidan ¢nemli grilmistir.
Birincisi, liyofilize miks yogurt kiiltiirlerinden izole edilen suslarin tanilarinin kesinlikle
dogru oldugunun kamtlanmasidir ki elde edilen sonuglarla bu saBlanmugtir. Diger
taraftan bazi bakterilerde oldugu gibi S. thermophilus suslanmn farkl tiirlere ait fajlarin
heterolog konakgisi olabilecesi dilgiincesinin eleminasyonudur. Omegin Streptococcus
lactis, Streptococcus cremoris ve Streptococcus diacetylactis fajlanindan bir kisminin
her iig bakteriye de 6zgiil oldugu gosterilmistir (Oner 1986). Gergi bugiin bu ttirlerin tek
bir tiir oldugu, sadece alt tiirlerin heterolog konak¢: grevi yaptiklan bilinmektedir.
Yine eksi hamurdan izole edilen Lactobacillus fermentum' a ait iki virulent fajdan
birinin, kendi konak¢ilannin diginda denenen Lactobacillus brevis ve Lactobacillus
buchneri titrlerinden L.brevis' e konake1 6zgiilliigii gdsterdigi saptanmigtir (Foschino vd
1995). Ayrica Cluzel vd (1987b), L. bulgaricus LT4 (0448) lizogen susa ait olan 0448
temperent faj igin, Lactobacillus lactis CNRZ 326 susunun indikatér oldugunu
gOstermiglerdir. Yapilan ¢alisma ile S. thermophilus suslarinin kendi fajlart diginda,
simbiyotik iliskide oldugu L. bulgaricus fajlari ile iliskili olmadif kesinlik kazanmustir.
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4.6. Profaj indiiksiyon (Lizogeni) Caliymalart

4,6.1. Uygun mitomisin C konsantrasyonunun belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin profaj indiiksiyon ¢aligmalarinda mitomisin C (MC) en etkili
indikkleyici ajan olarak siklikla kullamlmaktadir. Ancak uygulanan bakteriye ve
bakterinin bulundupu fizyolojik duruma bagl olarak etkili (optimum) MC
konsantrasyonu degisebilmektedir. Ornegin laktobasillerde indiiksiyon igin optimum
doz 0,1 pg/ml MC olarak belirlenirken (Mata vd 1986, Cluzel vd 1987a) laktokoklar
i¢in en etkili MC konsantrasyonu Jarvis ve Klaenhammer (1987) tarafindan 1pg/ml
olarak verilmigtir. Lakshmidevi vd (1988) ise ¢aligmalarinda aym cins igin 2,5 pg/ml
MC oramm kullanmiglardir. Aydar (1992) yine dogal laktokok suslarinda optimum
indtiskiyon sikligt i¢in 4 pg/ml MC dozunu saptamislardir, S. thermophilus lizogen
suglarinmin inditksiyon igin Fayard vd (1993) 0,2 pg/ml oraminda MC ile iyi sonug
alirlarken, Briissow ve Bruttin (1995) 0,15 pg/ml MC dozunu yeterli bulmuglardir.

Cluzel vd (1987a) yaptiklan ¢aliymada, profaj inditksiyonunda MC konsantrasyonunun
yaninda hilcrelerin  fizyolojik durumunun da belirleyici bir faktor oldugunu,
denemelerde kullamlan laktobasil suglarinin, eksponansiyel (logaritmik) evrenin
baglangicinda, bir baska ifade ile kiiltiirde optik yogunhigun 650 nm’ de 0,2 absorbans
degerine ulasifn anda MC uygulamasimin etkili indiiksiyonla sonuglandifim
belirtmislerdir.

S. thermophilus suslarina uygulanacak MC konsantrasyonuna iligkin veriler bulunmakla
birlikte, doz yetersizlifi veya doz fazlahiindan kaynaklanabilecek olumsuzluklari
tnlemek amaciyla bu ¢alismada kontrol lizogen sus S. thermophilus CNRZ 1205 ile
optimum MC konsantrasyonunun belirlenmesi yoluna gidilmistir. 3.2.7.1° de anlatildis
iizere logaritmik evrenin baglangicindaki hiicrelere farklh MC konsantrasyonlar:
(0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 pg/ml) uygulanmig, MC katilmayan kiilttir kontrol olarak
kullamlmistir. Logaritmik evrenin baslangici, Durlu Ozkaya vd (1999)' nin
S. thermophilus kiiltitrleri i¢in gelisme egrisine gore kabul edilmistir. Bu bakterilerin
aktif kiiltiirleri 3 saat siiren lag evresinden sonra, optik yogunluklar 0,2 Ekstinksiyon
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degerine ulagtifinda logaritmik evreye gegmektedir. 37 °C” da inditksiyona birakilan
MC katilmig ve katilmarg kiiltiirlerden 30 dk araliklarla alinan drneklerde 650 nm’ de
(Spectronic 20, Bousch Lomb) spektrofotometrik Slgiimler yapilmigtir. Geligmekte olan
kiiltiirlerde absorbans degerlerinin dilgiigii lizizin gostergesi olarak kaydedilmigtir. ~ S.
thermophilus lizogenik kiiltiirliniin, degisik dozlarda uygulanan MC’ den farkh
etkilenerek lizize ugradif1 goriilmistiir (Cizelge 4.9., Sekil 4.5.). MC ilavesinden sonra
2 saat boyunca gelisme yavag bir gekilde devam etmis, bunu takip eden 3,5 saat
igerisinde kiiltiir tamamen lize olmugtur. Iyi bir indiksiyonun klasik gdstergesi, gan
seklinde bir egri kabul edildiinden (Cluzel vd 1987a, Fayard vd 1993), en iyi ¢an
egrileri veren 0,05 ve 0,1 pg/ml MC konsantrasyonlan, optimum MC konsantrasyonlari
olarak belirlenmigtir. Ancak S. thermophilus suslan igin literatiir verileri 0,15 ve 0,2
pg/ml MC dozlan tizerinde yofunlaghfindan, sus farklibklarina gére dozun
degisebilecegi de dikkate alinarak 30 adet dogal ve 9 adet starter kokenli S
thermophilus sugu ile ylritiilen profaj indiiksiyon galigmalarinda 0,05; 0,1; 0,2 pg/ml
MC dozlarimn kullamlmasina karar verilmigtir. Bu dozlann iizerinde, artan MC
konsantrasyonlari ile ¢an egrisi giderek bozulmugtur. En yiiksek doz olan 1,0 pg/ml MC
ile kiiltiiriin gelisiminde genel bir inhibisyon goriilmiigse de lizizi gosteren tipik egri
elde edilememigtir ($ekil 4.5.).

4.6.2. Dogal (yerel) ve starter kokenli S. salivarius subsp. thermophilus suglarinda
profaj indiiksiyonu

30 adet dogal ve liyofilize yogurt kiiltliriinden ktken alan 9 adet S. thermophilus suguna
Modifiye M17 Broth besiyerinde 4.6.1° de belirlenen optimum MC konsantrasyonlari

(0,05; 0,1; 0,2 pg/ml) uygulanmigtir.
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Cizelge 4.9. MC ile inditklenen lizogen S. salivarius subsp. thermophilus CNRZ 1205
kiiltiirlerinde inkiibasyon siiresince izlenen optik yogunluk (absorbans)

degerleri
MC Siire (saat)
Koos 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
(l’gml) . . - . . . . . . . - -
Kont. 033 060 069 082 094 1.10 120 140 140 150 155 1.60
005 033 056 065 074 079 0.77 039 0.14 009 0.07 0.05 0.04
0.1 032 056 065 0.70 073 0.63 024 008 006 005 004 002
0.2 032 055 061 062 062 047 022 009 008 006 0.07 004
0.3 0.32 057 060 0.58 059 0.50 031 0.14 012 1.09 0.15 0.06
0.5 032 055 054 055 055 048 038 023 023 018 0.15 0.11
1.0 033 050 0.53 0.52 0.53 051 051 046 050 050 047 042
1.8
{ —— Kontral j
3 | ——0,05 |
2 =01
é ' —Q—O,Z ;
5 05 |
- &
0 2 3 4 5 6
Sre (sast)
Sekil 4.5. MC konsantrasyonlannin lizogen sus S. salivarius subsp. thermophilus

CNRZ 1205’ in geligimine etkisi
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Suglann herhangi birinin lizogen olarak belirlenmesi durumunda; lize olan killtiiriin
0.45 um porlu membran filtreden (Sartorius, Germany) gegirilerek temperent faj
filtratiun elde edilmesi, ¢ift tabaka agar ydntemi ile denenen indikatSr bakteriler
arasinda konakgisinin belirlenmesi, konakgist ile geligtirilen fajin tek plak izolasyonu ve
titresi arttinlan temperent fajm korunmaya alinmas: planlanmugtir. Ancak yapilan
denemeler sonucunda ne dogal, ne de starter kdkenli S. thermophilus suglarimn
lizogenik karakterli olmadiklan goritlmigtiir (Cizelge 4.10., Cizelge 4.11.).

Dogal S. thermophilus suglarmmn, 23 adet S. thermophilus virulent fajina kars:
gosterdikleri direng ve lizogen karakter sergilememeleri, bu suglarin hentiz endistriyel
kullamma girmedikleri, ¢ig siitlerde faj titresinin diigiikligi (Neve 1996) nedeniyle
fajlarla fazlaca rastlagmadiklant ve henilz duyarhhik geligtirmedikleri seklinde
yorumlanabilir. Ne var ki Smaczny’nin 1983 yilinda hepsini ¢ig sttten izole ettifi ve
inceledigi 24 S. thermophilus susundan 6 adedini (%25) lizogen olarak belirlemesi
(Fayard vd 1993), bu sonuglara boyle bir yorum getirilmesini onlemektedir. Diger
taraftan, endilstride kullanilan starter kdkenli 9 adet S. thermophilus susundan higbirinde
profaj indiksiyonunun bagarilamamasi, smurh sayida S. thermophilus susu
kullanilmasina baglanmigtir. Cilnkii laktik asit bakterilerinde yaygin bir dzellik olan
lizogenin S. thermophilus suglarinda ender rastlanan bir fenomen oldufu sikca
belirtilmigtir (Sechaud vd 1988, Briissow vd 1994, Neve 1996). 17 adet S. thermophilus
susu ile yilriitiilen indilksiyon galigmalarinda 2 sugun (%12) lizogenik karakterde oldugu
Neve tarafindan belirlenirken Carminati ve Giraffa , 45 adet S. thermophilus arasindan
sadece 1 adedinin (%2) MC ile indiiklendigini g6stermigtir (Fayard vd 1993). Fayard vd
(1993)° nin ylriittikleri kendi galiymalarinda 120 S. thermophilus susunu denemeye
almalan sonucu lizogenik sug sayist 12 (%10) olarak belirlenmistir. Buna karsihk
Britssow vd (1994) 100 adet S. thermophilus starter susundan yalmzca 2 adedinin (%2),
Briissow ve Bruttin (1995) de 196 S. thermophilus susundan sadece 3’ tiniin (%1.53)
lizogen oldugunu saptamiglardir. Son aragtiricilar; sug kolleksiyonlarinda lizogeninin
seyrek goriildtigiinin altm gizmiglerdir. Yapilan bu tez ¢aligmasindan yola ¢ikilarak
bundan sonra yapilacak inditksiyon ¢aligmalarinda; starter kokenli suglarn sayilan
artunidigi, dogal suslarin sayilarimn artinlmasi yaninda bu ¢aligmada kullamlan MC
dozlanimn {izerine ¢ikildigs taktirde S. thermophilus suglarinda  lizogeninin



yakalanabilecegi varsayilabilir. Ciinkii kontrol lizogenik susta belirlenen optimum MC
konsantrasyonlarinin dogal suslar igin yetersiz kalmig olabilecegi de bir olasilik olarak
diigiintilmeli ve dikkate alinmalidir.

Cizelge 4.10. 3 farkli MC konsantrasyonu ile indikklenen dogal (yerel) S. salivarius
subsp. thermophilus suglarinin lizogeni durumlar

Bakteri Kod No MC konsantrasyonlan (ug MC/ml)
0.05 [ 0.1 | 02

TH3 - - -
MR27a - - -
24b - - -
St.1.2 - - -
St.14 - - -
St.3.1 - - -
St.3.2. - - -
$t.3.3 - - -
St.5.3.i - - -
St.7.1 - - -
St.7.5 - - -
St.7.6 - - -
St.7.7 - - -
§t.7.8 - - -
St.12.2 - - -
St.12.4 - - -
$t.12.5 - - -
St.13.5 - - -
$t.13.6 - - -
St.14.3 - - -
St.14.5 - - -
St.154 - - -
$t.20.1 - - -
$t.20.3 - - -
St.23.1 - - -
St.23.3 - - -
St.23.5 - - -
St.24.2 - - -
St.26.2 - - -
St.26.5 - - -
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Cizelge 4.11. 3 farkh MC konsantrasyonu ile indiiklenen starter kokenli S. salivarius
subsp. thermophilus suglarinin lizogeni durumlan

Bakteri Kod No MC konsantrasyonlar (g MC/ml)
0.05 T 0.1 L 02
231 - - -
709 - - -
632 - - -
V1 - - -
V2 - - -
Y1 - - -
Y4 - - -
B3 “a =3 -
CH-1 - - -

4.7. Ban S. saolivarius subsp. thermophilus Fajlarnmm Elektron Mikroskobik
Mikrografian

Omnek olarak segilen 231.x21 ® ve 709.x4 ® S. salivarius subsp. thermophilus fajlarina
328 dé anlatilan iglemler uygulanarak elektron mikroskop preparatlan hazirlanmigtsr.
Preparatlarin  Joel-JEM S-100 transmisyon elektron mikroskobunda incelenmeleri
somucunda izometrik, hegzagonal bag ve uzun kuyruk yapilan beliflenmis, cesitli
bityiitmelerde alman fotograflar Sekil 4.6.-4.7." de gosterilmistir. Bu ¢aliyma, fajlarin
morfolojik dzellikleri hakkinda daha detayh bilgi (bas cap1, kuyruk uzunlugu, kuyruk
eni) edinmek tizere yapilacak olan bir sonraki elektron mikroskobu ¢ahgmas: icin bir n
¢alisma, 6n bilgi niteliftinde olmugtur.
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Sekil 4.7. 709.x4 fajinin elektron mikroskobik gbriintiisii
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5. SONUC

1. Bu galigmada starter kokenli 709, 231 ve B3 kodlu S. thermophilus suglan konak¢
olarak kullamilarak cesitli lirtinlerden 23 adet S. thermophilus fajmun izolasyonu
baganlmigtyr. Fajlarm bir kismumn identik olabilecekleri varsayisa bile
S. thermophilus faj kolleksiyonunun niivesi saglanmgtir. Elde edilen fajlar bir bagka
proje kapsaminda sfiren elektron mikroskobik ve faj protein profilleri ¢alismalarimin
materyalini olugturmugtur,

2. Yojurt fabrikalannda kullamlan kiltirlerin elde bulunan fujlara gore konake
spektrumlan belirlenmig; 709, 231 ve B3 suglanmin faj akrabalifimin yiksek
bulunmas1 nedeniyle rotasyonda ardarda kullamilamayacag, herhangi bir faj
ataginda direngli suglann (Vi, V2, Y), Ys, CH-1, 632) rotasyona sokulmastnin uygun
olacag gosterilmigtir.

3. 709, 231 ve B3 suslan ile izolasyonu gergeklestirilen fajlarin tiir i¢i homolog ve
heterolog konakgilart belirlenmig, homolog konakgilardan herbirinin diger iki suga
ait fajlann bilyik gofunluguna veya tamamina heterolog olduklan gésterilmigtir. .
thermophilus suglannin higbiri partneri olan L. bulgaricus’ un fajlanna heterolog
konak¢ olarak davranmamugtr.

4. Dogal (yerel) S. thermophilus suglanmn elde bulunan fajlara kargt 'd‘irenqli olduklan
gosterilmigtir. Bu sonug hem suglarda faj direng mekanizmalarimn aragtirilmasi,
hem de alternatif dofal (yerel) starter sus olarak endiistriyel 6neme sahip
ozelliklerin belirlenmesi agisindan 6nemli bulunmugtur.

S. Starter kokenli ve dogal S. thermophilus suglanimin lizogenik karakterli olmamalar:
her iki grubun da endistride givenle kullamilabileceginin gostergesi olarak Snem
tapimaktadir.
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6. S. thermophilus fajlarmdan 8rnek olarak segilen 709.x4 @ ve 231.x21 @’larmm
elektron mikrokosbik mikrograflan boyutlan heniiz saptanmams olsa da bunlarm
da diger S. thermophilus fajlan gibi Bradley’ in B grubuna veya Ackermann’ m
Siphoviridae grubunun ityesi oldufiunu gdstermigtir.
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EK-1 ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI

1.1, Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)
Sodyum kloriir 85¢g
Destile su 1000 mi

Sodyum klorlir destile su igerisinde ¢bzlllmiy, tiplere 9° ar ml olacak sekilde
dagitildiktan sonra 121 °C’ da 15 dakika siireyle sterilize edilmigtir.

1.2, LAPT; 0 Agar (Amorosa vd 1988)

Pepton 15¢
Tripton 10g
Maya ekstrakti 10g
Tween 80 1mi
Laktoz 10g
Agar 10g
Destile Su 1000ml

Yukandaki maddeler tartidarak destile suda ¢Sziinmily, pH 6,6° ya ayarlanmg,
118 °C’ da 20 dakika siireyle sterilize edilmig ve petrilere dagtilmgtir.

1.3. M17 Agar (Mere)
Ticari olarak bulunan besiyerinden, 1 litre destile suda 42,5 g dehidre M17 Broth
(Merc) ¢bzillmily ve sivi besiyeri olarak hazirlanan bu besiyerine 15 g agar katilarak

121 °C’ da 15 dakika sterilize edilmigtir. pH 7,2 + 0,2 olan besiyeri steril petrilere
dagtilmugtir.
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1.4. Modifiye M17 Broth (Krasch vd 1987)

Fiton pepton 5,0g
Poly pepton 5,0g
Maya ekstrakt: 2,5g
Et ekstrakti 5,08
Laktoz 5,0g
Askorbik asit 0,5¢
Sodyum-p-gliserofosfat 9,5g
1M MgSos. TH,O 1,0ml
1M CaCl, 1,2ml
Destile su 1000m!

M17 Broth (Terzaghi ve Sandine 1975), daha iyi bir bakteri gelisimi saglamak igin
modifiye edilmigtir. Bu modifikasyonda sodyum-p-gliserofosfat miktart 9,5 g’ a
indirilmig, laktoz miktar: 8,0 g’ a ylkseltilmis ve 1 M CaCl, ¢bzeltisinden 1 litre igin
1,2 ml ilave edilmigtir. Tiim bilesenler destile suda ¢dziinditritldiikten sonra tiiplere
dagtilmmg ve 121 °C’ da 15 dakika sterilize edilmistir (pH 7,2 £ 0,2).

1.5. Modifiye M17 Agar (Krusch vd 1987)

M17 Broth besiyerine %1,5 agar ve %0,8 laktoz katilarak elde edilmis ve 121 °C* da 15
dakika sterilize edildikten sonda steril petrilere dagitilarak kullamlmstir (pH 7,2 % 0,2).
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1.6. Modifiye M17 Yumusak Agar

(thM17 Yumusak Agar) (Krusch vd 1987)

Fiton pepton 24g
Poly pepton 24g
Maya ekstrakt: 2,0g
Kasamino asit 2,4
Et ekstrakt: 3,3g
Askorbik asit 0,4g
Sodyum-p-gliserofosfat 12,7g
1 M MgSO, 1,3ml
Agar 6,0g
Elliker Broth (Difco) 16,0g
Destile su 1000ml

Tiim bilegenler katildiktan sonra kaynatmak suretiyle agar eritilip tiplere 3’ er mi
olacak sekilde dagrtilmugtir. 121 °C’ da 15 dakika sterilizasyondan sonra tilplere aseptik
sartlarda 0,1 ml steril Skim Milk ilave edildikten sonra kullanlmstir (pH 7,2 + 0,2).

1.7. Neutral Red Chalk Lactose (NRCL) Agar (Harrigan ve McCance 1966)

Laktoz 10g
Pepton 3g
Lab-Lemco et ekstrakti (Oxoid) 3
Maya ekstrakty 3g
Agar 15g
Kalsiyum karbonat 15g
Neutral red (%1°lik) 5ml
Destile su 1000ml
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Kalsiyum karbonat ve neutral red ¢bzeltileri harig digerleri; destile suda ¢5ziilmiig,
pH 6,8’ e ayarlanrms ve 121 °C’ da 15 dakika sterilize edilmigtir. Besiyeri katilagmadan
hemen 6nce (45-50 °C) yine 121 °C’ da 15 dakika sterilize edilmis olan kalsiyum
karbonat ¢Bzeltisiriden litreye 15g ve %1’ lik neutral red ¢dzeltisinden litreye 15 ml
olacak gekilde aseptik kogullarda katilarak petrilere dagitidmmgtur.

1.8. Skim Milk (Birtat/DanoneSa Ltd’ den)

Skim Milk 100g

Destile Su 1000m!

Skim Milk destile su igerisinde iyice ¢5ziindlikten sonra 10° ar ml olacak gekilde tiiplere
dagitilmug ve 110 °C’ da 15 dakika sterilize edilmistir.
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