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Lactobacillus bulgaricus FAJLARININ RESTRİKSİYON FRAGMENT 
UZUNLUK POLİMORFİZMİ, PROTEİN PROFİLLERİ VE 
KONAKÇI ÖZGÜLLÜKLERİNE GÖRE TANIMLANMASI

Özet
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sufllar›na etkili 19 adet faj, restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi  (RFLP),  yap›sal  protein  flablonlar›  ve  konakç›  spektrumlar›na  göre  tan›mlanm›fl  ve
s›n›fland›r›lm›flt›r. Fajlar, farkl› süt ürünlerinden L. bulgaricus starter kültürleri (Y4, V1 ve V2) ile izole
edilmifltir. Konakç› spektrumunun belirlenmesi için; do¤al ve ticari L. bulgaricus sufllar›n›n L. bulgaricus
V1  ve  V2  fajlar› ile S. thermophilus B3 fajlar›na duyarl›l›klar› test edilmifltir. Do¤al L. bulgaricus
sufllar›n›n tamam›n›n, L. bulgaricus fajlar›n›n hepsine duyarl›l›k gösterdi¤i tespit edilmifltir. Bununla birlikte
baz› do¤al L. bulgaricus sufllar›n›n, S. thermophilus fajlar›na duyarl› oldu¤u ve heterolog konakç› görevi
gördü¤ü anlafl›lm›flt›r. Çal›fl›lan bu L. bulgaricus fajlar›n›n yap›sal protein profilleri ortaya ç›kar›lm›fl, fajlar›n
iki veya üç major (29.6, 29.2, 26.2 kDa) ve ortak olan üç minor (100.8, 65, 50 kDa) yap›sal proteine sahip
olduklar› tespit edilmifltir. Bu fajlara ait DNA’lar EcoRI, PvuII, HindIII, HhaI ve BamHI restriksiyon enzimleri ile
kesime al›nm›flt›r. Oluflan fragmentler do¤rultusunda fajlar gruplara ayr›lm›flt›r. Kesim sonucu oluflan
fragmentlerin toplam›ndan faj genom büyüklüklerinin 29–34 kb aras›nda oldu¤u tespit edilmifltir.  
Anahtar kelimeler: Lactobacillus bulgaricus, faj, konakç› spektrumu, protein profilleri, restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi 

IDENTIFICATION OF Lactobacillus bulgaricus PHAGES
ACCORDING TO  THEIR RESTRICTION FRAGMENT LENGTH

POLYMORPHISIM, PROTEIN PROFILES AND HOST SPECTRUM

Abstract
Restriction fragment length polymorphism (RFLP) and structural protein patterns and host spectrum
analysis were used for identification and classification of nineteen Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
phages. They were isolated from different dairy product using L. bulgaricus starter cultures (Y4, V1,
and V2). For the determination of host spectrum, natural and commercial L. bulgaricus strains to both
of L. bulgaricus V1, V2 phages and Streptococcus thermophilus B3 have been investigated. It has
been observed that natural L. bulgaricus strains have shown to be sensitive to L. bulgaricus phages.
Besides, some of natural L. bulgaricus strains show sensitivity to some S. thermophilus phages as a
heterolog hosts. We have also identified that the electrophoretic profiles of the structural proteins of
L. bulgaricus phages. They have possess two and/or three major (29.6, 29.2, 26.2 kDa) and minor
(100.8, 65, 50 kDa) structural proteins. We have classified these phages into three groups based on major
protein bands. These phage DNA’s were digested with EcoRI, PvuII, HindIII, HhaI, BamHI restriction
enzymes. The phages have been divided into groups according to fragment profiles. The genome size
that ranges from 29-32 kb was calculated according to DNA fragment sizes.  
Keywords: Lactobacillus bulgaricus, phage, host spectrum, protein profiles, restriction fragment
length polymorphism
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GİRİŞ

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus ile birlikte yo¤urt
üretiminde starter kültür olarak kullan›lmaktad›r.
Bir kültürün yo¤urt üretiminde starter kültür
olabilmesi için baz› özelliklerinin belirlenmesi
gerekir. Bu özellikler; bakterilerin, laktik asit ve
asetaldehit üretim seviyeleri ile proteolitik ve
antimikrobial  aktiviteleridir  (1).  Ayr›ca  sufllar›n
lizogenik karakterde olmamas› ve fajlara dirençli
olmas› istenmektedir (2, 3). 

Termofilik fajlar hakk›ndaki bilgilerimiz, laktokok
fajlar› ile k›yasland›¤›nda s›n›rl›d›r (4–6). Termofilik
fajlar o dönemlerde daha az faj ataklar›na sebep
olduklar›ndan, S. thermophilus faj› 1952-1953
y›llar›nda (7), L. bulgaricus faj› ise 1974 y›l›nda
(8) izole edilebilmifltir. Dolay›s›yla çal›fl›lmaya
geç bafllanm›fl ve daha az bilgi toplanabilmifltir (9).
Buna ek olarak, özellikle L. bulgaricus fajlar›n›n
izolasyonlar›n›n ve plaklar›n›n görülmesinin güç
oldu¤u bilinmektedir. Buna ra¤men L. bulgaricus

fajlar›n›n s›n›fland›r›lmas› ve tan›mlanmas› için
yap›lan çal›flmalar bulunmaktad›r. Bu çal›flmalar
kapsam›nda fajlar, morfolojik yap›lar›na, konakç›
dizgelerine, serolojik özelliklerine, protein profilleri
ile  restriksiyon  kesim  flablonlar›na  ve  DNA
hibridizasyon sonuçlar›na göre karakterize edilmifl
ve birbirleriyle karfl›laflt›r›lm›flt›r (4, 8, 10–16).
Günümüze kadar yap›lan tüm çal›flmalarda, bu
fajlar morfolojik olarak Bradley s›n›flamas›na göre
B grubuna ve Ackermann s›n›flamas›na göre de
Siphoviridae familyas›na dâhil edilmifltir. Sadece
Reinbold  ve  arkadafllar›n›n  izole  etti¤i  tek
bir L. bulgaricus faj›n›n, Myoviridae familyas›na
ait oldu¤u saptanm›flt›r (8). 

Faj tan›mlama ve s›n›flama çal›flmalar› fajlar›n evrimsel
geliflimlerini belirlemek için yap›lmaktad›r. Ayr›ca
t›p ve endüstride kullan›labilecek faydal› fajlarin
tespiti  için  de  s›n›flama  yap›lmaktad›r  (17).
Fermentasyon  proseslerine  gelince  ise  faja
dirençli kültürlerin belirlenmesi, bu kültürden faj
direnç  geninin  duyarl›  sufllara  aktar›lmas›  ve
rotasyon program›n›n yap›labilmesi için s›n›flama
ve tan›mlama yap›lmaktad›r. 

Ülkemizde  faj  izolasyonu,  tan›mlanmas›  ve
s›n›flamas›na yönelik çal›flmalar oldukça azd›r.
Bu çal›flma ile hem bu eksikli¤i gidermek hem de
süt  fabrikalar›n›n  yaflad›¤›  faj  problemlerinin

çözümüne   yönelik   alt   yap›   oluflturmak
amaçlanmaktad›r.  Bu  kapsamda  çeflitli  süt
ürünlerinden izole edilmifl, morfolojik yap›lar›
belirlenerek koleksiyonumuza eklenmifl 19 adet
L. bulgaricus faj›, konakç› özgüllükleri, restriksiyon
enzimi kesim flablonlar› ile major ve minor protein
profilleri   dikkate   al›narak   tan›mlanm›fl   ve
s›n›fland›r›lm›flt›r.

MATERYAL ve METOT

Kimyasallar ve besiyerleri

Sodyum klorür, gliserol, izopropanol, metanol,
SDS, MRS Broth, M17 Broth ve Agar, Merck
(Darmstadt, Almanya) firmas›ndan temin edilmifltir.
DNAaz I, RNAaz A, PEG 6000, agaroz, protein
basamaklar› ve kesim enzimleri Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, MO, ABD) firmas›ndan al›nm›flt›r.
Faj DNA izolasyonu için, Qiagen (Almanya) marka
Lamda DNA izolasyon kiti kullan›lm›flt›r.

Kültürler ve fajlar

Bu çal›flma kapsam›nda, endüstriyel L. bulgaricus

Y4,  V1  ve  V2  sufllar›  ile  izole  edilmifl  toplam
19 adet faj kullan›lm›flt›r. Fajlar, 43 °C’de MRS Broth
besiyerinde gelifltirilmifltir. Faj titreleri, çift tabaka
agar yöntemiyle, MRS agar (% 1.5) ve MRS yumuflak
agar (% 0.45) kullan›larak belirlenmifltir. Fajlar,
Y4, V1 ve V2 L. bulgaricus sufllar› ile yo¤urt, kaflar
peynir alt› suyu ve bulk kültürden izole edilmifltir.
Fajlar,   konakç›lar›n›   da   belirtecek   flekilde
adland›r›lm›flt›r, örne¤in Y4-X1 gibi. Ayr›ca,
konakç› spektrumlar›n›n belirlenmesi için 13
adet  L.  bulgaricus do¤al  suflu  ve  10  adet  S.

thermophilus B3 faj› kullan›lm›flt›r. Söz konusu
fajlar, yine çift tabaka agar yöntemiyle M17
Broth,  modifiye  M17  Agar  ve  modifiye  M17
Yumuflak Agar (% 0.6) kullan›larak gelifltirilmifl
ve titreleri belirlenmifltir.

Konakçı spektrumu

Fajlar›n konakç› spektrumlar›n› belirlemek için
pastörize sütten izole edilmifl 12 adet do¤al ve bir
adet ticari L. bulgaricus suflu ile S. thermophilus B3
and L. bulgaricus 231, V1, V2 fajlar› kullan›lm›flt›r.
Çift  tabaka  agar  ortam›nda,  107-108 pfu/ml  faj
partikülü içeren 10 µl faj lizat›, L. bulgaricus suflu
içeren Petri kab›ndaki yumuflak agar üzerine
damlat›larak spot test uygulanm›flt›r. Petriler,
43°C ’de 18 saat süreyle inkübasyona b›rak›lm›flt›r.
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Fajların saflaştırılması ve konsantre edilmesi

Faj saflaflt›r›lmas› ve konsantrasyonu, Sambrook
ve  ark.  taraf›ndan  tan›mlanan  yönteme  göre
yap›lm›flt›r (19). Faj›n konakç›s› ile ço¤alt›lmas›ndan
sonra, elde edilen faj-konakç› kar›fl›m›, kültür
at›klar›ndan ar›nd›rmak amac›yla 6000 rpm devirde
4 °C ’de 10 dakika santrifüj edilmifltir. Daha
sonra, bakteriyel DNA ve RNA ’n›n ortamdan
uzaklaflt›r›lmas› için, faj süpernatant› (üst faz)
üzerine  DNAaz  I  ve  RNAaz  A  eklenmifltir. Bu
ifllemi takiben, faj lizatlar› bakteriyel at›klardan
ar›nd›rmak amac›yla NaCl çözeltisi ile kar›flt›r›lm›fl
ve faj peletlerinin elde edilmesi için ortama PEG
6000 eklenmifltir. Faj peletleri, faj tamponu çözeltisi
içerisinde yeniden çözündürülmüfltür. Ortama eflit
hacimde kloroform eklenerek, PEG ve bakteriyel
at›klar›n uzaklaflt›r›lmas› sa¤lanm›flt›r. 9000 rpm
devirde 4 °C ’de 15 dakikal›k bir santrifüj sonras›nda,
faj› içeren üst faz temiz tüplere aktar›lm›flt›r.

SDS-PAGE analizleri

Fajlara ait protein profillerini ç›karmak amac›yla,
kesintili SDS-PAGE sistemi kullan›lm›fl, % 5 y›¤›lma
jeli ve % 12.5 ay›rma jeli haz›rlanm›flt›r (19).
Saflaflt›r›m›fl ve yo¤unlaflt›r›lm›fl faj peletine
40–100  µl  aras›  SDS-PAGE  örnek  yükleme
tamponu  eklenmifl  ve  100  °C ’de  5  dakika
kaynat›ld›ktan  sonra,  35–40  µl  örnek  jele
yüklenmifltir. SDS-PAGE uygulamas›, 25–30 mA
ve 125–150 V elektrik ak›m›nda gerçeklefltirilmifltir
[20]. Protein bantlar›n›n tan›mlanmas› ve boyanmas›
için, Bushuk ve ark. taraf›ndan önerilen yöntem
kullan›lm›flt›r. Faj protein büyüklükleri, Biasis
Ltd. taraf›ndan gelifltirilen EJA–09 program› ile,
205–66 kDa ve 66–6.5 kDa'luk proteinler kullan›larak
hesaplanm›flt›r.

Faj DNA’sının izolasyonu ve RFLP

Faj DNA ’lar› Qiagen Lamda DNA izolasyon kiti
ile izole edilmifltir. Bunun için önce faj titreleri
109-1010 pfu/ml'a kadar yükseltilmifltir. Bakteriyel
DNA ve RNA ’n›n uzaklaflt›r›lmas› için faj filtratlar›na
DNAaz ve RNAaz enzimleri eklenmifltir. Sonras›nda,
faj partikülleri PEG 6000 ile konsantre edilmifltir.
SDS ilavesiyle, faj proteinlerinin parçalanmas› ve
DNA moleküllerinin aç›¤a ç›kmas› sa¤lanm›flt›r.
Reçine kolonlara tutunan DNA, y›kama tamponuyla
kolondan ayr›lm›fl ve izopropanol ile görünür hale
getirilmifltir. Son olarak, DNA %70 ’lik etanol
çözeltisi ile y›kanm›fl ve ortamda kalan tuzlardan
ar›nd›r›lm›flt›r. DNA pelleti, steril çift distile suda

tekrar çözülmüfltür. Elde edilen DNA örnekleri,
% 0.8-1 ’lik agaroz jelde 60 Volt’ta yürütülmüfltür.

RFLP  analizi  için,  19  adet  faj  DNA’s›,  EcoRI,
PvuII,  HindIII, HhaI ve BamHI restriksiyon
endonükleaz enzimleriyle kesimi al›nm›flt›r. Oluflan
DNA  fragmentleri,  %  0.8-1’lik  agaroz  jele
yüklenerek, Ankara Üniversitesi Veterinerlik
Fakültesi Viroloji Anabilim Dal› bünyesindeki
GelLogic100 görüntüleme sistemiyle görüntülenmifltir. 

SONUÇ VE TARTIŞMA

Konakçı spektrumu

Daha önceki y›llarda yap›lan çal›flmalarda, fajlar
konakç›  spektrumlar›na  göre  kendi  içlerinde
s›n›fland›r›lm›fl hatta izole edildikleri bölgelere
göre konakç› spektrumu gösterdiklerine dair
bilgiler verilmifltir (22, 23). Ancak ayn› konakç›
spektrumuna sahip fajlar›n farkl› restriksiyon
profili verebilmeleri veya farkl› konakç›lara etkili
olanlar›n ayn› kesim profiline sahip olabilmeleri,
konakç› özgüllü¤ü dikkate al›narak s›n›flama
yap›lamayaca¤›n› göstermektedir (24). Buna
ra¤men fabrikalarda starter olarak kullan›lacak
kültürlerin rotasyona girebilmesi için bu fajlar›n
konakç› özgüllüklerine göre tan›mlanmas› pratikte
büyük yarar sa¤lamaktad›r. Bu nedenle pastörize
sütlerden izole edilmifl olan 12 adet L. bulgaricus

yerel sufllar›, bir adet ticari sufl (Ch-Lb12) ile
birlikte, kendi türünün fajlar›na karfl› test edilmifltir.
Denemeye al›nan 13 fajdan, yaln›zca ticari starter
suflu Ch-Lb12 fajlara tam direnç gösterirken, di¤er
tüm yerel L. bulgaricus sufllar› tamamen duyarl›
bulunmufltur.  Dolay›s›yla  bu  sufllar›n  di¤er
özellikleri (laktik asit, asetaldehit üretim yetenekleri
gibi…) iyi olsa bile starter kültür olamayacaklar›
ortaya ç›km›flt›r. Ayn› sufllar, yo¤urt üretiminde
S. thermophilus ile miks halde kullan›lmaya aday
olduklar›ndan,  S.  thermophilus fajlar›  ile  de
karfl›laflt›r›lm›flt›r.  10  adet  L.  bulgaricus  suflu,
S. thermophilus fajlar›na tam direnç sergilerken
di¤er üçünün liziz plaklar› oluflturduklar› gözlenmifltir.

B3-X19, Lb1312–1 suflunu; B3-X12, B3-X13
ve B3-X19, Lb1313–1 suflunu; B3-X15 de
Lb1433–1 suflunu türler aras› heterolog konakç›
olarak kulland›¤› düflünülmüfltür.

Yapısal protein profilleri

L.  bulgaricus Y4  starter  suflu  ile  çeflitli  süt

Lactobacillus bulgaricus Fajlarının Restriksiyon Fragment...
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ürünlerinden  izole  edilmifl  olan  12  adet  faj›n
SDS-PAGE  ile  protein  profilleri  belirlenmifltir.
Fajlar›n tamam›n›n 100.8, 50 ve 26.2 kDa’luk
yo¤unluklar› fazla olan bantlara sahip olduklar›
tespit edilmifltir (fiekil 1a). Bu bantlara ek olarak
yo¤unluklar› farkl› olsa da fajlar›n tamam›nda 83 ve
73 kDa’luk proteinlerin de bulundu¤u görülmüfltür.
Y4-X2, Y4-X5, Y4-X8, Y4-X9, Y4-X10, Y4-X12
fajlar›n›n  profillerinde  ayr›ca  bu  bantlara  ek
olarak 65 kDa’luk yo¤un ek bir bant›n varl›¤›na

rastlanm›flt›r. Ancak fajlar›n s›n›flamas›nda öncelikle
majör proteinlerin varl›¤›na ve büyüklüklerine
bak›lmaktad›r. Bu çal›flmada fajlardan baz›lar›n›n
29.6, 29.2 ve 26.2 kDa’luk üç banta, baz›lar›n›n
ise 29.6 veya 29.2 ile 26.2 kDa’luk iki adet majör
proteine sahip olduklar› tespit edilmifltir (fiekil 1b).
L. bulgaricus V1 ve V2 sufllar› ile izole edilmifl
fajlarda da Y4 fajlar›nda oldu¤u gibi yaklafl›k 100,
65 ve 50 kDa büyüklü¤ünde protein bantlar› elde
edilmifltir (fiekil 1a). Ayr›ca s›n›flamada esas al›nan
major protein bant büyüklüklerinin benzer oldu¤u
saptanm›flt›r (fiekil 1c). Dolay›s›yla çal›fl›lan fajlar›n
tamam› sahip olduklar› major proteinler dikkate
al›narak 3 s›n›fa ayr›lm›flt›r (Çizelge 1). fiekil 1a'da
protein profilleri verilen Y4L-A ve Y4L-Z kodlu
fajlar, restriksiyon enzimleri ile kesimlerinin ay›rt
edici  olmamas›  nedeniyle  de¤erlendirmeye
al›nmam›flt›r.

Mata et al (1986) taraf›ndan yap›lan bir çal›flmada,
L. bulgaricus lizogenik sufllar›ndan izole edilen
mv1 ve mv4 temperent fajlar›n›n 34 ve 18 kDa,
Lactobacillus lactis LL-H sufluna özgül LL-H faj›n›n
ise 34 ve 19 kDa büyüklü¤ünde iki adet majör
proteine sahip oldu¤u bildirilmifltir. Fajlardan
sadece birinin ( 52), 19 kDa’luk tek bir majör
bant›  bulunmaktad›r.  Bunlardan  ayr›  bir  grup
olarak karfl›m›za ç›kan ve üç fajdan oluflan grupta
ise majör proteinlerin 31 ve 23 kDa büyüklü¤ünde
oldu¤u görülmüfltür (10). Bu çal›flmada ise çal›fl›lan
fajlar›n bu gruplardan sadece 3. gruba benzerlik
gösterdi¤i  tespit  edilmifltir.  Ayr›ca  protein
profillerinde   görülen   minör   proteinler   de
karfl›laflt›r›lm›fl ancak benzerlik bulunamam›flt›r.
Chow vd. (1988) taraf›ndan yap›lan baflka bir
çal›flmada, bu araflt›rmalardan farkl› olarak daha
küçük  bantlar›n  (19.5  ve  12.2  kDa)  majör
proteinler olarak karfl›m›za ç›kt›¤› görülmüfltür (4).

E. A. Soykut, N. Tunail

fiekil 1. L. bulgaricus fajlar›n›n protein profilleri

Figure 1. Protein profiles of L. bulgaricus phages

a. Minor proteinler  1. Y4-X1,  2. Y4-X2,  3. Y4-X3,

4. Y4-X4, 5. Y4-X5, 6. Y4-X6, 7. Y4-X8, 8. Y4-X9,

9.  Y4–10,   10.  Y4-X12,   11.  Y4L-A,   12. Y4L-Z,

13. Marker, b. L. bulgaricus V1 ve V2 fajlar› major proteinler

1. V1-X19,   2. V2-X21,   3. V2-X22,   4. V2-X23,

5. V2-X24, 6. Marker, 7. V2-X25, 8. V2-X26, 9. V2-X27,

10. V2-X28 c. L. bulgaricus Y4 fajlar› major proteinler,

1. Y4-X1, 2. Y4-X2, 3. Y4-X3, 4. Y4-X4, 5. Y4-X5,

6. Y4-X6, 7. Marker, 8. Y4-X7, 9. Y4-X8, 10. Y4-X9,

11. Y4-X10

Çizelge 1. Faj gruplar› ve proteinlerin molekül a¤›rl›klar› (kDa)

Table 1. Phage groups and molecular weights of protein (kDa)

1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP

Y4-X2 Y4-X3

Y4-X1 Y4-X10 Y4-X4 

Y4-X6 V1-X19 Y4-X5

V2-X24 V2-X21 Y4-X8

V2-X25 V2-X22 Y4-X9

V2-X28 V2-X26 Y4-X12

V2-X27 V2-X23

29.6 29.6 29.2

26.2 29.2 26.2

26.2

a

b

c



Restriksiyon endonükleaz kesim profillerine
göre sınıflandırma

Endüstriyel L. bulgaricus sufllar›na özgül 19 adet
faj, EcoRI, PvuII, HindIII, BamHI, HhaI restriksiyon
endonükleaz enzimleri ile kesime al›nm›fl, oluflan
fragment dizilimlerine göre fajlar s›n›fland›r›lm›flt›r.
Genomlar ilk olarak EcoRI enzimi ile kesime
al›nm›flt›r. Kesim sonucunda Y4-X2, Y4-X4, Y4-X5,
Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10 faj DNA’lar› birinci grubu,
geri kalan 13 adet faj ise ikinci grubu oluflturmufltur.
‹lk  grubu  oluflturan  faj  DNA  kesim  sonuçlar›
incelendi¤inde 4 temel fragment oluflumu dikkat
çekmektedir. Di¤er grupta ise 5 fragment oluflumu
görülmektedir (fiekil 2). fiekil 2`de fajlar›n tamam›
de¤il gruplar› temsil etmesi aç›s›ndan baz› fajlar›n
kesim sonuçlar› görülmektedir. PvuII ile kesim
sonucunda  ise  yine  EcoRI  kesiminde  al›nan
sonuçlara  ulafl›lm›fl,  yani  iki  kesim  birbirini
do¤rulam›flt›r. Bu sonuca var›lmas›n›n nedeni
PvuII’nin, Y4-X2, Y4-X4, Y4-X5, Y4-X6,

Y4-X8 ve Y4-X10 üzerinde kesim için ihtiyac›
olan tan›ma sekanslar›n›n olmay›fl› ve di¤er tüm
faj genomlar›n›n EcoRI kesiminde oldu¤u gibi
birbiriyle ayn› profili vermesidir (fiekil 3). HindIII
enziminin  de,  Y4-X2,  Y4-X4,  Y4-X5,  Y4-X6,
Y4-X8 ve Y4-X10 faj genomlar› üzerinde tan›ma
sekans›n›n olmad›¤› tespit edilmifltir. Bu fajlara ek
olarak konakç›lar› V2 L. bulgaricus olan fajlardan
baz›lar›nda da ( V2-X21, V2-X22, V2-X23 ve

V2-X26) kesim bölgesinin olmad›¤› görülmüfltür
(fiekil 4). Bunlar d›fl›nda kalan ve tek bir grup
oluflturan  fajlarda  ise  ayr›m  gerçekleflmifltir.
Y4-X1 faj› V2-X24, V2-X25, V2-X28 ile 2. grubu
olufltururken, Y4-X3, Y4-X9, Y4-X12, V1-X19, V2-X27
fajlar› tek bafllar›na birer grup oluflturmufltur. Bu
durumda fajlar, HindIII kesimi sayesinde 7 gruba
ayr›lm›flt›r. Her bir grubu temsil eden faj genomlar›n›n
kesim sonuçlar› fiekil 4 verilmifltir. Faj genomlar›n›n
HhaI enzimi ile muamele edilmesinden sonra
Y4-X1  faj›n›n  di¤erlerinden  farkl›  oldu¤u  ilk
bak›flta dikkati çekmektedir. Y4-X3, Y4-X9 ve

Y4–12 bir grupta, V1-X19 faj› da ayr› bir grupta
yer ald›¤› görülmüfltür. HhaI enziminin de Y4-X2,

Y4-X4, Y4-X5, Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10
genomlar›nda kesim yapamad›¤› dikkat çekmifltir.
Geri kalan di¤er fajlar›n da Y4-X3'ün oldu¤u
grupta yer ald›¤› düflünülmüfltür. Böylece PvuII
ve EcoRI kesimleri sonucunda ayn› gruplarda yer
alan fajlar farkl› gruplara da¤›lm›flt›r. Gruplar›
temsil eden baz› kesim sonuçlar› fiekil 5 de verilmifltir.

Son olarak faj genomlar› BamHI restriksiyon
endonükleaz enzimi ile reaksiyona sokulmufl ancak
S. thermophilus fajlar›nda oldu¤u gibi L. bulgaricus

faj genomlar› üzerinde de kesim dizilerinin olmad›¤›
tespit edilmifltir (25). Kullan›lan enzimlerden
sadece EcoRI ile fragment oluflumu görülen Y4-X2,
Y4-X4, Y4-X5, Y4-X6, Y4-X8 ve Y4-X10 fajlar›n›n
birbirinin ayn› olabilece¤i düflünülse de bu alt›
faj, sahip olduklar› major proteinler aç›s›ndan 3’e
ayr›lmaktad›r. Bu da birbirlerinden farkl› olabilme
ihtimallerinin çok yüksek oldu¤unu ve dizi analizi
gibi daha detayl› bir çal›flma yap›lmas› gerekti¤ini
göstermektedir. Ayr›ca bu fajlardan Y4-X6'n›n,
HindIII ve HhaI kesimi ile di¤er 18 fajdan ayr›lan
Y4-X1 ile minor proteinler de dahil ayn› protein
profilini verdi¤i görülmüfltür. Bununla birlikte
HindIII kesimi ile farkl› profiller gösteren fajlar›n
baz›lar›n›n ( Y4-X1, V1-X19, Y4-X9) ayn›
zamanda birbirlerinden farkl› protein flablonlar›na
sahip oldu¤u tespit edilmifltir. Ayr›ca V1-X19 ile

V2-X27'nin, Y4-X9 ile Y4-X12'nin HindIII
kesim flablonlar› birbirinden farkl› olsa da ayn›
protein profiline sahip olduklar› görülmüfltür. 

Tüm   kesim   sonuçlar›   de¤erlendirildi¤inde
çal›fl›lan fajlar›n genom büyüklüklerinin literatürde
de  verildi¤i  gibi  29–34  kb  aras›nda  de¤iflti¤i
görülmektedir (4, 10, 13, 14, 26, 27). Tükel vd. (2003)
de bu çal›flmada kullan›lm›fl olan L. bulgaricus

fajlar›n› EcoRI enzimi ile kesime alm›fl ve genom
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fiekil 2. L. bulgaricus faj DNA’lar›n›n EcoRI kesimi

Figure 2. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with EcoRI

1. Marker, 2. Y4-X1, 3. Y4-X2, 4. Y4-X3, 5. Y4-X4,

6. Y4-X5, 7. Y4-X6, 8. Y4-X8, 9. Y4-X9, 10. Y4-X10
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büyüklüklerinin 21 ve 72.2 kb aras›nda oldu¤unu
belirtmifltir (28). Bu çal›flmada ise ayn› fajlara ait
genomlar, sadece EcoRI enzimi ile de¤il, PvuII ve
HindIII enzimleri ile de kesime al›nm›fl, EcoRI ve
PvuII enzimlerinin kesim yapt›¤› büyük grubun
hep ayn› fajlardan olufltu¤u bulunmufl, genom
büyüklükleri de PvuII ve HindIII enzimleri ile
do¤rulanm›flt›r. 

HindIII, SalI, EcoRI, PstI, BamHI, HindIII, PvuII,
HpaI, SmaI restriksiyon endonüklez enzimleri,
Lactobacillus  delbrueckii fajlar›  ile  çal›fl›lan
enzimler olarak karfl›m›za ç›kmaktad›r (10, 13, 14,
26). Bu çal›flma kapsam›nda ise BamHI enziminin

çal›fl›lan fajlar üzerinde tan›ma bölgesi olmad›¤›
sonucuna var›lm›flt›r. Ayr›ca EcoRI kesimi sonucu
oluflan fragmentler büyüklükleri, Lahbib-Mansais
vd. (1988) taraf›ndan elde edilen EcoRI kesim
fragmentleri karfl›laflt›r›lm›fl, ancak benzerlik
bulunamam›flt›r (26). Baz› çal›flmalarda kullan›lan
fajlar birbirleri ile restriksiyon profilleri aç›s›ndan
benzerlik gösterse de (10, 26), DNA hibridizasyon
ve  dizi  analizleri  sonucu  birbirlerinden  farkl›
olduklar› görülmektedir (13, 14, 27).

Fragment  homolojisi  çal›fl›lmadan,  DNA  ve
amino asit dizi analizlerine girilmeden yap›lan bu
s›n›fland›rmalar  bir  bafllang›ç  olarak  kabul
edilmektedir. Ancak, ayn› morfotipi gösteren ve
litik  spektrumlar›  da  çok  benzer  olan,  ayr›ca
protein profillerine göre de s›n›fland›r›lmas› pek
mümkün olmayan termofilik fajlar›n restriksiyon
analizleri  sonucu  küçük  farkl›l›klar›n›n  bile

fiekil 3. L. bulgaricus faj DNA’lar›n›n PvuII kesimi

Figure 3. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with PvuII

1. Marker, 2. Y4-X1, 3. Y4-X2, 4. Y4-X3, 5. Y4-X4,

6. Y4-X5, 7. Y4-X6, 8. Y4-X8, 9. Y4-X9, 10. Y4-X10

fiekil 4. L. bulgaricus faj DNA’lar›n›n HindIII kesimi

Figure 4. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with HindIII

1. Marker, 2. Y4-X1, 3. Y4-X2, 4. Y4-X3, 5. Y4-X4,

6. Y4-X5, 7. Y4-X6, 8. Y4-X8, 9. Y4-X9, 10. Y4-X10,

11. Y4-X12, 13. V1-X19, 14. V2-X24, 15. V2-X27.

fiekil 5. L. bulgaricus faj DNA’lar›n›n HhaI kesimi

Figure 5. Restriction of L. bulgaricus phage DNA with HhaI

M: Marker,

1. Y4-X2 (kesim yap›lmam›fl), 2. Y4-X1, 3. Y4-X2,

4. Y4-X3, 5. Y4-X4, 6. Y4-X5, 7. Y4-X6, 8. Y4-X8,

9. Y4-X9, 10. Y4-X10, 11. Y4-X12, 13. V1-X19
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ortaya ç›kar›lmas›, onlar›n zaten birbiriyle ayn›
olmad›klar›n› göstermektedir. Bu da ortak atadan
gelseler de zamanla genomlar›nda gerçekleflen
nokta   mutasyonlar›,   kopma   ve   eklentileri
do¤rulamaktad›r. Bu çal›flma, restriksiyon kesim
flablonlar› ve yap›sal proteinleri birbirinden farkl›
olan baz› fajlar›n tüm genom dizi analizlerinin
yap›ld›¤›  TUBITAK-TOVAG  110-O–035  nolu
projenin alt yap›s›n› oluflturmufltur. 
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