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URETIMININ FAJ DIRENCLILIK iLE iLiSKisi

RELATIONSHIP BETWEEN EXOPOLYSACCHARIDE PRODUCTION AND
PHAGE RESISTANCE IN LACTOCOCCUS LACTIS
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OZET: Tirkiye kiskenli 90 Lactococcus lactis susunun 25 laktik faja karg! test ediimesi sonucy, 7 adet sugun tGm fajlara kargl tam direng
gisterdii belirlendi. Yed! sustan ait adedi ekzopolisakkarit iiretme yeteneginde buluncu. Bu suglardan ¢ adedinin kapsiiler, 2 adadinin ise
hicre duvart ile gevgek liskili ekzopolisakkaritler lrettii saptandi. Tim ekzopolisakkarit Ureten L. /actis suglaninda, faj direnglilik fenotipinin
faj adsorbsiyonunun engelienmesi suretiyle olusturuldugu tespit edildi.

ABSTRACT: Seven of 90 strains of Lactococeus factis, originated from Turkey, showed complete resistance against 25 lactic phages. Six
srains of totally 7 were determined as exopolysaccharide producers. Capsular exopolysaccharides and exopolysaccharides which are loosely
associated to the cell wall were identified far four and two strains, respectively. It is determined that phage resistance phenotypes are formed
by inhibition of phage adsorpticn in all exepolysaccharide producer strains.

GiRig

Ekzopolisakkarit olusturma yetenegindeki Lactococcus factis suglar; digik pihtilagma kapasitesine
sahip, kivamll ve kati-sivi faz ayniminin olmadidi yan sert peynirler, tereyag), kefir, dahi, laktofil ve tetemelk gibi
dzel fermente siit Grinlerinin eldesinde starter kiltiirler olarak kullaniimaktadir (LITOPOLOU-TZENETAK! ve
TZENETAKIS 1999, ROGINSKI 1899). Starter kiiltirier tarafindan lretilen ekzopolisakkaritler, fermente stit
griinlerinin yapisal, aromatik ve reolojik 8zellikleri tizerinde etkin rol oynamaktadir (DUBOC ve MOLLET 2001,
LAWS ve MARSHALL 2001),

Son yillarda, zellikle L. factis suglarinda, ekzopolisakkaritierin faj direnglilik fenotipinin olusumunda da rol
aldiginin belirlenmest; bu metabolik dzelligin, starter kiltiir suglan izerinde gahgilan aragtinciiarin baglica ilgi alan
haline gelmesine yol agmistir (VALYASEV! ve ark. 1991, GARVEY ve ark. 1995, O'SULLIVAN ve ark. 2001). ilk
aragtirmalar, tiretilen ekzopolisakkarit tipinin, bakteride faj duyarl ya da faj direngli fenotipin olugumunda belirleyici
rol oynadigina isaret etmigtir (LINDBERG 1977, CERNING 1890). Halen bu konu ile ilgili sinirh saytda literatir verisi
bulunmaktadir. Bu aragtirmalarda da, kapsiiler ekzopolisakkarit treten suglarn gogunlukla faj duyarl, hiicre duvan
ile gevsek iliskili bir gekilde ve dig ortama salgilarimig (LAM) ekzopolisakkarit tireten suglarin ise faj direngli oldugu
belirlenmistir { VALYASEV! ve ark. 1991, GARVEY ve ark. 1995, DALY ve ark, 1996, AKCELIK ve SANLIBABA
2002). Endistriyel 8nemi nederiiyle bu duyarlik ya da direnglilik fenotipinin genetik ve biyokimyasal dogas
{izerindeki aragtirmalar detaylandirilarak stirdtirdimektedir.

Bu arastirmada Tirkiye' nin dedigik bdlgelerinden izole edilerek ekzopolisakkarit Uretim Bzelligi
tanimlanan L. /actis suglarinda, soz konusu &zelligin faj direnglilik ile iligkisinin aragtinimasi amaglanmigtir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Aragtirmada kullanilan L. /actis suglan ve laktik fajlar KOGER ve AKCELIK (2002) tarafindan izole
edilmis ve tanimianmigtir. Bakteri ve fa] stoklan %40 oraninda steril gliserol ilave edilen M17 broth ortamlarinda
(TERZAGHI ve SANDINE 1975) —18 °C’ de saklanmigtir.
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Yéntem

L, lactis suglannda ekzopolisakkarit Gretim 6zellidinin tarus igin, morfolojik ve kaltirel karakterler esas
alinmighr (CERNING 1890, DUBOC ve MOLLET 2001). Suglann (rettigi ekzopolisakkarit tipinin
belirenmesinde ise, kapsil boyama yénteminden yararlaniimigtir. Bu yontemde; steril bir 6ze ile lam Uzerine
yayilan bakteri kiiltirleri havada kurutulmusg ve 1si tespit iglemi yapilmaksizin %1 kristal viyole gdzeltisi ile 2 dk
boyanmigtir. Bu siire bitiminde lartiar %20 oraninda bakr silifat igeren ¢dzelfi ile yikanmis ve preperatlar faz
kontrast mikroskopta 1500X bilyitmede incelenmigtir. Hilcre ¢evresinde saptanan agik mavi zon, kapstler
ekzopolisakkarit yapisi olarak dederlendirilmistir (NCRREL 1990).

izole edildikten sonra, ardistk pasajlarla titreleri 107 pfu/mL ya da yukarisina yikseltilen faj lizattaninin
L. lactis suslarina karg! etkinlikleri M17 gift tabaka agar ortamlarinda saptanmigtir (TERZAGHI ve SANDINE
1975). L. lactis suglarina kargl mutajen ajan olarak akriflavin (Sigma Chem. Co. USA) uygulanmis ve
ekzopolisakkarit tiretme yetenegi kaybolmug mutantlar M17 broth ve agar ortamlarinda segilmigtir (McKay ve
ark. 1972, TERZAGHI ve SANDINE 1975, CERNING 1990). Faj adsorbsiyon oramnin saptanmasi icin, 30°C’
de 18 saat gelistirilen bakteri klltirlerinden 0.7 mL alinarak, titreleri 10% pfu/mL diizeyine kadar seyreltilen 0.75
mL faj siispansiyonu ve 37.5 mL CaCl,.6H,0 {0.185M) ¢ozeltisi ile kanstinlmigtir. Bu kangimlan igeren steril
eppendorf tipler, 30°C su banyosunda 15 dk tutulmug ve son agamada 5000 devir/dk hizda 3 dk santrifdj
edilmistir. Ust fazdan hazirlanan seri dilisyonlar duyarl bakterilere karg denenerek elde edilen sonuglar % faj
adsorbsiyonu formiiliine uygulanmistir (LUCEY ve ark. 1982).

. ] (Baglangig faj titresi — Adsorbsiyondan sonraki titre)
Faj adsorbsiyonu % = — x 100
Bagtangig faj titresi

BULGULAR ve TARTISMA

L. lactis suglarinin ekzopolisakkarit Uretme karakteristikleri; M17 agar ortamlarinda geligtirilen kolonilerin
siinme yetenedi ile M17 broth oamlarinda kditire edilen hicrelerin, santriflj ¢keltilerinin yapisi ve saf suda
ghziinme ézellikleri incelenerek saptandi. Ekzopolisakkarit Uretme yetenefindeki suglarda, tretilen ekzopolisakiarit
tipi ise, kapsil boyama yéntemi kullanitarak belilendi. Tum bu testler sonucunda ekzopolisakkarit Uretme
yetenedindeki 6 sugtan L. lactis subsp. factis ELL4, ELL6 ve ELL38 le L. lactis subsp. cremoris ELC19’ un kapsiler
ekzopolisakkarit, L. factis subsp. factis ELL23 ve L. factis subsp. cremoris ELCS' in ise hilcre duvar ile kovalent
olmayan gevsek baglarla iligkilenmis ekzopolisakkarit (LAM) dretti§i tespit edildi (Cizelge 1).

Faij direnglilik testlerinin ik agamasinda, aragtirmada kullanitan 90 adet L. factis sugunun timi 25 faja
karsi denendi. Bu testler sonucunda 7 adet L. factis susu, 25 fajin timiine karg! direng gdsterdi (Cizelge 2).
Tam direng fenctipi gdsteren suslardan 6 adedi ekzopolisakkarit tretme yeteneginde bulundu (Gizelge 1 ve
Cizelge 2). Bu suslardan sadece L. lactis subsp. cremoris ELC27 ekzopolisakkarit lretme &zelligi
gostermemektedir. Diger 83 L. factis sugunda ise %4 ile %96 arasinda degigen dizeylerde faj direng saptandr.
Tum fajlara karg direngli sugfar harig, higbir sugta birbiri ile ayni direng profili belirlenmedi (Gizelge 2).

Cizelge 1. L. lactis Suslarinin Ekzopolisakkarit Uretim Ozelliklerinin ve Urettikleri Ekzopolisakkarit Tipinin Tanisi

Bakteri Kod No. Hiicre Cokeltisi Yapiss (10000 devir  Hitere Cokeltisinin saf suda giziinme M17 agarda Kapsiil
fdk da 10 dk santrifiijden sonra) ozelligi (mekoanik karigterier 30 sn) siinme Boyama

L.lactis subsp. lactis

ELL4 Gevsek + + +
ELL6 Gevgek + + +
ELL23 Gevgek + +

ELL39 Gevsek + + +
L.lactis subsp. cremoris

ELC5 Gevsek + .

ELC19 Gevsek + + +
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Cizelge 2. Lactocaccus lactis Suglarmm Faj Duyarhiiklart

Faj Kod No |
ke |2 e S 2SS SHN8883:222333888388¢%
KodNo | 2 2 8 8 B 8 E 2 E 2 E 222 L8 88858888 E8 8
ELLI e e T . T T R R T
ELL2 T T e T T S S SRR
IELL3 + - - - - . -+ - -+ - - -+ - - .

F1.1L4 S
BLLS |- = - + - o — o e e o e e e o e 4 e
[ELLS T T T R R
[ELL7 - + - - - - -+ + B T e N e o
ELL8 + + - o+ o+ - - -+ - + + 4+ 4+ - - o+ + - o+ + F
ELLS T T T T T
FILIO |- + - 4 - =« « =« +«+ -« « -« 4 - = 4+ - - 4+ + + + + + +
ELLIT |- - - - B T T O e .
ELLI12 |+ + + + + - - - - 4+ + + + + 4+ + + + - 4+ + 4+ + +
ELL13 | - e T T S
ELL14 + - + N e T T T T (T R N R S

BLLIS (- - - + « « == - « 4+ « « « - - - + - - e e - e+
FLi1 |- - - - + - + + + + - - - + + - - + + - o+ -+ -
ELL17 |- - + - + - T e . e S L -
ELLI8 |- - + - + « « + - - - - +« - -4 - - + - % + - -+
ELL19 | - e L T T S T R
E11.20 - F e e T T T .
BLi21 | - - + e T T e L R
[BLL22 |+ - - =~ e . T R I I
ELL23 [ - - - =« = = =« = - - = = = « = - - - - - - = - - -
[ELL24 T T . T S R T S T S
ELL2ZS |- - + - == + - =« =« « « « F « « - F - + - + - + + -
[E1L.26 - 4+ - - . T T T e A T T S SR S
ELL27 - -+ P T L T T
ELL28 |- - - T e L T e L T
ELL29 |- + - - - - % « 4 - - - - « 4 - 4 - 4 - - + - - +
E1130 |- - + - - % = « « « - 4 = o+ o« 4 o« - - F + - - 4+ -
ELL31 [- - + + + T T e e T
124 0 .y A T A A S T (S S R
ELI33 j+ + - - == == - + - - - e . T TS
ells4 |- -+ - - -+ - - 4 - -+ - . T
ELL3S |- - - - - - - < - 4 < - - - 4+ - - . - .-+ -
ELLI6 |- - - - - e T T T TR T
ELI37 |- + - - + - + - + - - R S T
ELLIR |- + 4+ 4+ - + + + + + + + 4+ + 4+ 4+ + + - + + 4+ + + +
BLIA® |- - = = o o a4 e e e e e e e e e e e o e e e e
F1140 .1 - + - + - 4+ - « + 4+ 4+ - + - 4+ . + - + + - + + - +
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Cizelge 2. Lactecoccus lactis Suglarimin Faj Duyarhliklan (devami)

Faj Kod No

’ ~ S v o o D —
ks (8 = = 2588823883288 53393d33T8y3
Kod N T 3 T ET R T TR T BT T EF T TORETDOWL TR T

o |0 oA S 0000668060 0-00-0000000 0
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1
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1
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]
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ELL42 |- + - -
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EILL44 [ - + - + + - + + + - + + + - + F - + + + -

1
]

1

1
+
+
+
t
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1

+
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[ELL45 e T T SR R . B
ELLA6 PO T L e T e ST T I S I I
[ELIA47 I . T L L S S . S T B 4
E1 T 4% o T S . T N L T
ELCI e T T T
ELC2 R T T T e
ELC3 T T T T . R e
@LCd R O T S T T I e O R
ELC5 T T T T R
[ELC6 T T S T S S T S I ST S
ELC7 T e . .
ELCS e T T N
ELC9 F e T . T S A . A R T
ELCIO |+ - - - =« 4 % - - - - <« -« % - + - - - - 4 - - - -
EICIl |+ - +« + - - - « = = « =« =« - - =« % = =« « - - - + +
ELCI1Z |- - - =« + < -« < - <« - 4+ - « - - « 4+ - - - + - + +
ELC13 . S T R A T S
BLCI4 §- - - 4 - 4 = 4 4 « o =« - % <« <« « # = =4 - - - « *
ELC15 P T T LA T T S S N S S T S S T
[ELC16 e T e T T
ELCI7 - - - + - - - == = =+« - =« =« = = - = - - - = = = = =
ELCI18 |- - - - == =« =« « =« =« = - =« -4 = - & #+ - = « - - - -
ELCIS [~ - = - - - - - - - = - - - - - = s s s
ELC20 e . S T Y R R L T T T N 4
ELC21 T e S S T . N S
ELC22 |- + - + - + - «+ + - 4+ - 4+ + - 4+ - - -+ - - 4+ - +
ELC23 T T S A S A S
ELC24 e T T S S . T T T I
ELC25 R e e L . T T P
ELC26 + o+ + 4+ 4 o+ o+ o+ o+ o+ F F o+ o+ F 4+ o+ o+ o+ o+ F
ELC27 |- - - - - « - - = + . - - - - - = = = = - =~ = = -

FLC28 [- - - « « + + + + - 4+ + - + + + - + + + - & + - +

FEC29 |+ - - 4+ - 4+ - 4+ - 4+ + - + 4+ - + + - + 4+ + - - - +
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Cizelge 2. Lactocaccus lactis Suglarimin Faj Duyarhliklar: (devami)

Faj Kod No

Baeri |05 S 2585888832225 33388 3883
KodNo | ZE B 2 2 3 2 S 33 Z 388282388333 88Z%3
[ELD1 s+ o+ 4+ o+ 4+ + + -+ + 4+ -+ 4+ -+ o+ + + + o+ o+
IELD2 J e L T T T e T N T
FLD3 T T T S S .- o+
E1.D4 e T L T S R T R N P
[ELDS T T e S A T T N
[ELDé6 T T T T S e T
ELD7 T T e TR
ELD8 |+ - + -« = = 4+ - - < -« < - 4 4 4 - 4+ 4+ - - - 4+ - 4+
ELD9 + - o+ - - - - B T 1
BIDIO | - + - + - + - + - 4+ 4+ - + 4 a4 4 4 o 4+ o - - - -
ELDII |- - + - - « « -« <« 4+ «+ + + F - - - < + 4+ + - + + +
BLD12 [ - + - + - + + + - - - + + . - + + - - - - *
ELDI3 [- - + + - + + « + -« 4+ 4+ - + - + + + - + - + + + -

ELL : Lactococcus lactis subsp. lactis

ELC : Lactococcus lactis subsp. cremoris

ELD : Lactococcus lactis subsp. lactis biovar, diacetylactis

+ : Duyarh

- : Direngli

Tum fajlara karg! direngli bulunan L. factis suglarinda, faj direnglilik fenotipinin, adsorbsiyon ile iligkisini
aragtirmak igin; 90 adet L. /actis suguna karg! en genig konakg! dizgesi saptanan 9 adet faj segildi (Gizelge 2
ve Cizelge 3). Arastirmada kullanilan 25 laktokok fajimin higbirinde alt tir ya da biyovaryete spesifitesi
saptanamadidi igin {Gizelge 2), direngli suglar igerisinde L. lactis subsp. /actis biovar. diacetylactis suglari
bulunmamasina ragmen, siz konusu biyovaryete suglan kullamlarak izole edilen fajlar da adsorbsiyon
testlerine dahil edilmigtir (Cizelge 2 ve Cizelge 3).

Cizelge 3. Tiim Fajlara Karg Direng Gosteren L. lactis Suglarinda, 9 Laktokok Fajinin Adsorbsiyon Karakteristikleri

Sus Kod No. Adsorbsiyon (%)

Dell15 Dell22 Del27  Delcl0  Pelcl8  Delc23  Delc25  Deldd Jeidl1

L. lactis subsp. lactis - - -
ELL4 - - - - - - -
ELL6 - - - - - - -
ELL23 - - - - - - - -
ELL39 - - - - - - -

L. lactis subsp. cremoris
ELC5 - - - - -

ELCI9 - - - - -
ELC27 94.6 92.8 96.2 985 915 95.4 938 986 96.4
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Tum fajlara kars! direnglilik fenotipi gésteren 7 adet L. Jactis sugunun, 9 laktokok faji ile yUritilen
adsorbsiyon testlerine verdigi yanit incelendiginde; ekzopolisakkarit Gretim dzelligi igeren suglarin higbiri faj
adsorbsiyon spesifitesi gdstermemigken, ekzopolisakkarit Uretmeyen L. Jactis subsp. cremoris ELLG27 susunun
tim fajlara karsl %92.8-98.6 gibi yiksek oranlar arasinda degigen dizeylerde adsorbsiyon spesifitesi
gosterdidi saptandi (Gizelge 3). Bu sonuglar ekzopolisakkarit ireten 4 adet L. lactis subsp. lactis (ELL4, ELLS,
ELL 23, ve ELL39) ve 2 adet L. factis subsp. cremoris sugunda (ELC5 ve ELC19) faj direng fenotipinin, faj
adsorbsiyonunun engellenmesi suretiyle meydana geidigini gdstermektedir. Ekzopolisakkarit Uretmeyen sug L
lactis subsp. cremoris ELC27' de ise faj direnglilik, adsorbsiyondan sonraki agamalarda olugmaktadir.
Laktokoklarda adsorbsiyondan sonra, faj enfeksiyon dongiisii sirasina gore; faj DNA enjeksiyonunun
engellenmesi, restriksiyon/modifikasyon ve abortif enfeksiyon yolu ile direnglilik meydana gelebilmektedir
(ALLISON ve KLAENHAMMER 1898, AKCELIK ve ark. 2001, TUNCER ve AKCELIK 2002). L. /actis subsp.
cremoris ELC27'de yiiriitilecek ileri analizler ile s6z konusu direnglilik sistemlerinden hangisinin etkin
oldugunun saptanmast, bu bakterinin starter kiiltir sugu ofarak kullarim potansiyelinin tarmlanmasi
agisindan zorunludur.

Ekzopolisakkarit Greten suglarda faj direnglifik sisteminin faj adsorbsiyonunun engellenmesi suretiyle
meydana geidiginin kesinlik kazanmast amaci ile; akriflavin uyguianan dogal sugtarin ekzopolisakkarit dretme
yetenegini kaybeden mutantian M17 agar ortamlarinda segilerek, bunlara karsi, denemeye alinan 9 fajin
adsorbsiyon karakteristiklerindeki degismeler incelendi (Cizelge 4). Bu testler sonucunda ekzopolisakkarit

Cizelge 4. Ekzopolisakkarit Ureten L. lactis Sugtarmm Bu Ozeltigi Giderilmis Mutantlarinda, 9 Laktokek Fajimn Adsorbsiyon
Karakteristikleri

Mutant Kod No. Adsorbsiyon (%)
Dell15 Zell22 Pell27  Delcl0 Delct8  Dele23 Delc25 Celdd Deidi1

L. lactis subsp. lactis

ELL4-22 90.8 92.5 83.0 88.2 94.2 98.0 96.5 86.2 98.0
ELL6-10 94.2 914 93.5 85.0 95.5 94.2 94.6 98.6 94.2
ELL23-27 98.4 96.8 95.2 91.5 94.3 96.5 94.0 96.4 50.2
ELL39-63 92.5 90.4 95.4 92.8 90.0 91.8 95.5 93.0 94.6

L. lactis subsp. cremoris
ELC5-8 85.5 94.3 90.8 96.2 95.6 96.2 91.4 928 90.7
ELC19-65 93.6 954 85.5 94.2 928.1 98.2 90.0 94.5 85.0

iiretme yetenegini yitiren mutantlarin timiinde 9 fajin adsorbsiyonunun %85.0-98.6 gibi yilksek dilzeylerde
meydana geldigi ve tim mutantiarda faj plaklannin olugtugu saptandi. Bu bulgular; ekzopolisakkarit (reten
suglarda, sdz konusu materyalin faj aimag bélgeleri maskelemek suretiyle faj adsorbsiyonunu engelledigine
kesinlik kazandwrmgtir. Literatir verilerinin aksine (DALY ve ark. 1986, DUBQC ve MOLLET 2001,
O'SULLIVAN ve ark. 2001) sadece hiicre duvan ile gevgek iligkili ekzopolisakkaritlerin degil, kapsiler
ekzopolisakkaritlerin de faj adsorbsiyonunu engelleyici rol oynadiginm belirlenmesi dikkat gekici bir bulgudur.

Bakteri faj interaksiyonuna olanak tamnimamasi &zelligi nedeniyle, starter kiltiir suglaninda tercih edilen
en etkin faj direnglilik sistemi faj adsorbsiyonunun engellenmesidir (FITZZGERALD ve ark. 1996, ALLISON ve
KLAENHAMMER 1998, KRAUS ve GELLER 1998, O'SULLIVAN ve ark. 2001). Aragtirmamizda tanimlanan
ekzopolisakkarit tiretim yetenegindeki L. lactis sugtari, bu agidan blyiik énem tagimaktadir.
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