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LAKTOKOK FAJLARI VE SUT ENDUSTRISINDEKiI ONEMi

LACTOCOCCAL PHAGES AND THEIR IMPORTANCE IN DAIRY
INDUSTRY

i Mustafa AKCELIK
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Bilimi ve Teknolojisi BSliimii 06110 Digkapi-ANKARA

QZET: Laktokok suglar, tereyafl, eksi krema, yaglh siit ve degigik peynirlerin éiretiminde kullamlmaktadir. Bakteriyofaj
etkisi ile starter killtiirlerin zarar gbrmesi halen siit endiistrisinin baglica sorunudur. Biiylik ekonomik &nlemlerinden dolay
laktokok fajlan iizerinde yofun gahigmalar yapilmgtir. Bu dertemede, laktokok fajlarinin bugiinkii taksonomik durumu ve
patojen-konakg! iliskileri Szetlenmigtir.

SUMMARY: Lactococcal strains are used to manifacture butter, sour cream, buttermilk and various cheeses. Starter culture
failures due to bacteriophage attacs is still the main problem in dairy industry. Because of their considerable economic
importance, extensive studies have been carried out on phages of lactococei. In this review, pathogen-host interactions and
the present state of lactoccocal phage taxonomy were summarized.

GIRIS

Laktik fajlarin siit endiistrisinde yarattifz sorunlar 1930°Iu yillardan beri bilinmektedir. Fajlarla
kontamine olan fermentasyon ortalamalarinda starter kiiltiirler hizh bir sekilde pargalanmakta, buna paralel
olarak asitlik geligimi yavaglamakta ve sonugta iiriiniin yapisal ve aromatik Gzellikleri bozulmaktadir. Faj
kontaminasyonlari, fermentasyon ortamlarinda % 15-20 orammna varan {iriin kayiplarma neden
olabilmektedir. Siit endiistrisinde sorun yaratan dominant fajlar, laktokok fajlaridir. Laktokok suglari
(Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. diacetylactis) basta 500’e yakmn
peynir tirii olmak iizerc bircok degisik fermente siit iriiniiniin eldesinde starter Kkiiltiir olarak
kullanilmaktadir, Siit fermentasyonlarinin aseptik olmayan kogullarda gerceklestirilemsi, laktokok suglarinin
yitksek oranda lizogen Hzelilk igermesi ve laktokok fajlarinin genis bir konake dzgiilliigiine sahip olmasi gibi
temel] etkenler, laktokok suglarmun starter kiiltiir olarak kullanildip1 fermentasyon ortamlarimin fajlardan
tamamen armdirdmasini olanaksiz hale getirmektedir. Giiniimiizde bu sorunu bertaraf etmek icin, faj direng
sistemleri i¢eren ve aym zamanda faj iligkisiz olan suglarin tammlanmasi ve geligtirilesi baglica ¢oziim yolu
olarak kabul edilmigtir. Bunun igin, dncelikle laktik fajlarm konakg dizgeleri, morfolojileri, serolojileri,
genetik yapilan ve konakg interaksiyonlan: detayl bir sekilde saptanmalidir, Tiim diinyada bu ¢alismalar
yogun bir gekilde yiiriitilmektedir, Bu derleme, iilkemiz igin vidukga yeni bir konu olan lakiokok fajlarinm
tammlanmasina ik tutmak amaci ile kaleme alinnmstir,

LAKTOKOK FAJLARININ SINIFLANDIRILMASI

Laktokok fajlary; ilk galismalarda konakg: 6zgiilliikleri, morfolojik, serolojik ve fizyolojik dzellikleri
goz oniinde bulundurularak degisik guruplara aynlmigtir, Laktokok fajlarmm Konakg dizgeleri iizerinde
yapilan ¢aligmalarda, bu fajlarm genellikle alt tiir ozgilliigi gostermedigi saptanmigtir (HEAP ve JARVIS,
1980; DANIEL ve SANDINE, 1981; LODICS ve STEENSON, 1990). Bu fajlarda konakq ozgiilliikleri;
klasik restriksiyon/modifikasyon sistemleri, faj mutasyonlari, almag bolge depisimleri ve faj proteinlerinin
modifikasyonu gibi nedenlerle degigime ugrayabilmektedir (POTTER, 1970). Klasik
restriksiyon/modifikasyon sistemine sahip bir konakgida faj modifikasyonu ile konakq dzgiilligiiniin
degisiminde etkili ve konakg: tarafindan kontrol edilen bir diger mekanizma da faj almag bolgelerinin
molekiiler kompozisyonunun degigtirilmesidir (POTTER, 1970; KLAENHAMMER, 1984). Aynica, faj
proteinlerinin konakg: tarafindan modifiye edilmesi sonucu homolog konakei sugtara kargi laktik fajlarm
tutunma ozellikleri kaybolabilmektedir (SANDERS, 1987). Son olarak, laktokok suglarinda lizogeniye ge¢ig
de bu suslarda duyarh olduklari fajlara kargi direng meydana getirebilmektedir (DAVIDSON ve ark., 1990).
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Tiim bu ozellikler gbz dniinde bulunduruldugunda, laktokok fajlarinin sadece konakg ozgilliiklerine gore
suuflandiriimalarinin oldukga sakincah oldugu anlagilmaktadir.

1970°li ylarda Yeni Zelanda’da peynir alti suyundan 6 farkh tipte laktokok faji izoleedilmigtir.
.Bunlar; kiigiik izometrik, yaka igeren kiigiik izometrik, kisa kuyruklu kiigiik izometrik, uzunkuyrukiu kiigiik
izometrik, bilyiik izometrik ve prolat faj tipleri olarak tammlanmistir (LAVRENCE ve ark., 1978). Bu tipler
igerisinde morfolojik yonden aynt ve DNA-DNA homolojileri bityitk dlciide benzer fajlarn farkh konakgl
ozgiilikkleri gosterebilecegi saptanmigtr (LIMSOWTINve ark,, 1978). Yeni Zelanda’da yapilan galigmay
dogrular nitelikte benzer morfotipler, ABD ve Avrupa’da yiiriitillen ¢aligmalarla belirlenmigtir (NIELSEN
ve ark., 1987; RELANO ve ark., 1987; PRECOTS ve ark., 1990).

Serolojik galigmalar, laktokok fajlarimn daha kesin bir sekilde tamimlanmasina yardimer obmugtur.
bu caligmalarda kiigiik izometrik faj guruplarimn 6rnek temsilcileri arasinda gapraz reaksiyonlara
rastlanirken, bityiik izometrik ve prolat fajlar igin aym durum belirlenmemigtir (JARVIS, 1989). Laktokok
fajlari; morfolojik ve serolojik ozellikleri, DNA yapilani, protein profilleri ve DNA-DNA homolojileri
iizerinde bugiine dek elde olunan bilgiler 1ginda 5 grup altinda toplanmigtir. Morfotip Al'in killtiir
kolleksiyonlarinda drnegi bulunmamaktadir (Cizelge 1)(JARVIS ve ark., 1991).

Cizelge 1. Laktokokkal Faj Tipleri (JARVIS ve ark., 1991)

Morfotip Boyutlar (nm) : DNA
) Ayrict Ozellikleri Familya Homoloji
Ormek Faj Bag Cap1 | Kuyruk Grubu
Uzunlugu
Al RZh 90 200 Ayn kapsomerler, Myoviridae -
{izometrik) iki taban plap
949 88 450 Biiyiik izometrik yapt Siphoviridae c
936 49 153 Yaka yok Siphoviridae a/b/853
PO08 53 159 Yaka yok, kuyruk Siphoviridae 853/11
fibrilleri var
Bl . . ..
55 128 Siph d
(izometrik) P59 Iki yaka iphoviridae P270
R,T 53 126 Yaka yok Siphoviridae P270
BK;T 58 233 Uzun kuyruk Siphoviridae i
B58 53 109 Kuyrukta disk var Siphoviridae c
B2 923 63x47 86 Yaka yok : Siphoviridae d
(prolat)
P109 59x42 111 Yaka var Siphoviridae -
c2 P034 65x44 24 Yaka ve kuyruk . -
(prolat) fibrilleri var, kisa Podoviridae
kuyruk
C3 KSsY1 45-55x 23-35 Biiyiik prolat bag Podoviridae -
(prolat) 220-260

Laktokokkal bakteriyofajlar ¢ig siit, pastorize siit, peyniralt: suyu, fabrika ekipmam ve havasmndan
izole cdilebilmektedir. Diinyada fabrika ortammdan en gok izole edilen faj tipi, B1 grubu igerisinde yer alan
kiigiik izometrik fajlardir. Bu fajlarda bag bityiikliigii 45-61 nm, kuyruk wzunlugu ise 100-250 nm arasindadir
(Cizelge 1). Genig bir konake: dizgesine sahip izometrik fajlarin heterodupleks analizleri sonucu bazilarinin
% 67-94 orainda homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Yitksek DNA uyngmalari, s6z konusu fajlarin evrim siiresince aym tipten farkhlaghifma igaret
etmektedir. Prolat fajlara (B2 ve C2 morfotipi, Cizelge 1) Yeni Zelanda’da sadece % 11 oranmda
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rastlanirken, Avrupa’da dominant faj tipi olarak belirlenmistir (KLAENHAMER, 1984). Bu farklilik
kullanilan starter kiltir tipi ile agiklanmaktadir. Ulkemizde yiiriitilen gahgmalarda, Avrupa’nin aksine
dominant faj tipi olarak kiigilk izometrik fajlar belirlenmigtir. Bunun yaninda biyitk izometrik ve prolat faj

.tiplerinin az sayida Ornegi klasik fermentasyon ortamlarindan izole edilerek tammlanmistir (AKCELIK,
1992; AYDAR ve TUNAIL, 1993; AKCELIK, 1994). Tiirkiye kokenli fajlarmn genel olarak genig bir konake
dizgesine sahip oldugu ve sadece L. cremoris subsp. cremoris fajlarinm dighk oranda alt tir dzgilliagi
gosterdigi saptanmigtir. Ayrica bu fajlar Avrupa’da iiretilen ticari starter kiiltiirlere karst % 50 oraninda litik
etki gostermigtir (DURLU ve TUNAIL, 1991; KARAHAN ve TUNAIL, 193). Bu yiiksek etki orany, starter
kultirlerde esas alman fajlardan korunmanm yurtdigindan saglanan kiiltiirlerle iilkemiz kogullarinda
gergeklesemeyecefine igaret etmektedir,

FAJ-KONAKCI INTERAKSIYONLARI

laktokok fajlar: ve duyarli konakeilari arasinda, litik, lizogenik ve pseudolizogenik olmak iizere
bashca 3 tip iligki meveuttur. Litik etki genel hatlan ile, fajin bakteriye tutunmas:1 (adsobsiyon), faj
DNA’sinm hiicre igine enjeksiyonu, faj DNA’stun konakg sistemlerini kullanarak replikasyonu, faj
proteinlerinin sentezi, bas, kuyruk ve kuyruk fibrilleri gibi yapilarm montesi ile olgun faj partikiillerinin
olugturulmasi ve salinma agamalarim igermektedir (SANDERS, 1988). Laktokoklarda faj almag bolgeleri
¢ogunlukla hiicre duvarinda bulunmaktadir. Ancak hiicre membram fizerinde faj almag bdlgesi bulunan
suglar da tammlanmistir (KEOGH ve PETTINGIL, 1983). Almag bdlgeler lipoproteinleric kombine olmug
proteinler ya da protein molekiillerinden olugmaktadir. pH deigimeri, tripsin, pepsin ya da rennet
muamelesinin adsorbsiyon etkinligini diigiirdiii, mono ve divalent katyonlarin ise inditkledigi saptanmigtir
(REITER, 1968; SANDERS ve KLAENHAMER, 1984). Laktokok suglarinda almag bolgelerde protein
kompozisyonunu degigtirmek suretiyle adsorbsiyonun engellenmesinin bir faj direng sistemi oldugmu ve belirli
plazmidler tarafindan kontrol edildigi degigik arastincalar tarafindan tammlanmigtir (SANDERS ve
KLAENHAMMER, 1981; AKCELIK ve TUNAIL, 1992; LODICS ve STEENSON, 1993).

Dinamik denge halindeki faj-bakteri silspansiyonlarinda yaklagk 12 dk igerisinde tamamlanan
adsorbsiyondan (% 98 oraninda) sonra faj DNA's1 hiicreye enjekte edilir. DNA'nmn replikasyonu ve faj
partikiillerinin olugmas: igin gerekli siire laktokok fajlarinin tipine bagh olarak 32°C’de 9-139 dk arasinda
degigmektedir. Ortalama siire ise 40-50 dk civarindadir (KLAENHAMMER, 1984). Bir bakteriden salinan
olgun faj partikiilii olarak tammlanan patlama biiyiikliigii de 9-105 faj partikiilii arasindadir, Bakterinin lize
edilmesi, bakteri icinde iiretilen faj partikiillerinin olugturdugn osmotik basing ve faj lisinleri etkisiyle
saglanmaktadir (SHAERMAN ve ark., 1989). Laktokok suglarinin optimum geligme sicaklign (32°C) igin
tanimlanan bu veriler, yitksek ve diigitk sicakhklarda faj tipine bagl olarak degigmeler gostermigtir. Litik
faj olgunlagmasinda kalsiyum iyonlari, baz fajlar igin zorunludur (SANDERS, 1988). Ozellikle laktokok
suglarinda 37°C’de etki gisteremeyen faj direng sistemlerinin varlgh nedeniyle yiiksek sicakhklarda faj
olgunlagmas, 32°C’de faja direncli suglarda goriilebilmektedir (KLAENHAMMER, 1987; CHOPIN ve
CHOPIN, 1989).

Lizogeni, temperent bir faj ile homolog konakegist arasmda olugan 6zel bir iligkidir. Faj DNA’sun
konakgi hiicreye enjekte edilmesinden sonra litik fajlarin aksine replikasyon siireci baglamaz, faj DNA’s1
konakg kromozomal DNA’sina entegre olarak profaj halini alr, Profaj DNA, kromozomal DNA ile birlikte
eslenerck yeni kugaklarda siirekliligini korur. Bazi durumlarda kromozomal DNA’dan ayrilarak litik faj
haline gecer (KLAENHAMMER, 1984). Lizogeni laktokok suglari arasinda yaygin bir dzelliktir. Bu tip
suglarin, ¢zellikle fermentasyon ortalamalarinda litik fajlara potansiyel kaynak olugturmalar1 bakimmdan
starter killtir olarak kullanilmalann sakincahidir. Ancak faj iligskisiz suglarin se¢iminde temel kriter
olusturmasi bakimindan lizogeninin anlagiimas: izerinde yogun ¢alismalar siirdiiriilmektedir.

Faj tagtyict durum olarak da adlandirilan pseudolizogeni, faj DNA’sinin kromozoma entegre
olmayip, hiicre igerisinde plazmid gibi davranmasi ile tammmlanmaktadir. Bakterilerin yeniden enfeksiyonunu
engelieyerek bir anlamda direnglilik olugturan bu durumun laktokoklardaki mekanizmasi bilinmemektedir.
Ancak gram negatif bakterilerde faj reseptorlerinin limitasyonu, virolisinlerle faj reseptorlernin bozulmas:
ve temperent bir fajmn litikk mutantlarmin bu mekanizmada rol oynadi saptanmugtir (de VOS, 1989).
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Tiirkiye’de izole edilen laktokok fajlari, geligme kinetikleri bakimindan literatiir verileri ile paralellik
gostermigtir, Bunun yamnda lizogen sus oram (% 5), literatiir verilerinden (% 98) oldukea diigiik
bulunmugtur (AKCELIK, 1992; AYDAR ve TUNAIL, 1993). Pseudolizogeni konusunda ise ¢ahsma
bulunmamaktadir.

TRANSDUKSIYON

Transdiiksiyon, genetik bilgisinin temperent ya da virillent fajlar aracihg: ile bakteriler arasinda
aktarimina olanak saglayan bir mekanizmadir. Her iig laktokok susu i¢in de tammlanan bu gen transfer
sistemi ile kromozomal genler yaminda plazmid kokenli genlerin aktarim: da saglanabilmektedir (GASSON,
1983). Bu sayede dogal olarak genetik karisim meydana gelmektedir, Transdiiksiyon, faj-konake iligkilerinin
gonetik diizeyde tammlanmasinda da Gnem tagimaktadi. Diger yandan ozellikle temperent fajlar
kullamlarak plazmid kokenli bir genin kromozomal DNA'ya entegrasyonu ve bu yolla stabilizasyonu olasidir.
Bu yontem kullamlarak L. lactis subsp. lactis C2 susunda laktoz genlerinin kromozomal DNA’ya
entegrasyonu bagaridmistir (McKAY ve BALDWIN, 1978).

SONUC

Siit fermentasyonlarmda laktik fajlarm yarattgn sorunlar halen siit endistrisinin baghca
problemlerinden biri olma dzelligini siirdiirmektedir. Bu sornun limitasyonu igin dnerilen Klasik yontemler
cogu kez basarisiz olmaktadir. zira lizogenin lakokok suglarida yitksek oranda bulunmasi, kapah tanklar
ya da faj direncli suglarin kullamminda amaca ulasmay engellemektedir. Diger yandan faj tipine bagh
olarak geligme ihtiyaglarmn fakhlik gbstermesi, faj inhibitor ortamlarm etkisini bilyik dlgide
diigiirmektedir, Faj-konakg: iligkilerindeki daha 6nce sozii edilen gesitlilik yiiziinden bu sorun yakin gegmigte
tamamen ¢ozillemeyecektir. Ancak fajlarin ve konakgilar ile iligkilerinin detayh bir sekilde tammlanmas
sonucu, sorunun dnemsenmeyccek bir dizeye indirgenmesi olasidir, Endiistriyel starter sug geligtirme
cahgmalarinda hedeflenen diizey, faj iligkisiz suglarin olugturulmasidir. Rekombinant DNA teknolojisinde
bugiin ulagilan nokta bu ¢ozimii olanakh kilmaktadur.

Ulkemizde laktokok suslar1 ve bunlarm fajlar iizerinde saglanan bilgi birimi oldukga diigiik bir
diizeydedir. Ancak bu galigmalar bile yurt digindan saglanan starter killtiirlerle sorunun ¢bzillemeyecegini
agik¢a gostermektedir. Bu nedenle Tiirkiye kokenli Jaktokok suslar1 ve bunfarin fajlarinin ortak ¢aligmalarla
kolleksiyonlarmm olugturulmas: ve genetik diizeyde tamlanmas: galiymalarma hiz verilmelidir. Bir diger
dnemli nokta ise, sorunun dneminin heniiz farkma varmamag olan iireticilerin uyarilmasi ve 6zel girketlerin
bu ¢alismalara desteklerinin saglanmasidur.
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