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OZET: Lactococcus lactis subsp. lactis MAS3 sugunda fajlann adsorbsiyonu, bu bakteride 32.7 kb bityOklaktekl plazmidin varliginda
aretilen ekzopolisakkarit materyal tarafindan engsllendi. Kimyasat analizler sonucunda bu ekzopolisakkarit materyalin ana bilegenlerlnin
galaktoz, galaktozamin, ramnoz ve fosfat oldudu befirlendi. Aynica, L. /acfis subsp. /actls MAB3 susunda Bla2, @p78, Ord ve Opst
fajlarinin almag bolgeterinin protein yapida ofdugu saptandi.

ABSTRACT: Adsorption of phages to Lactococeus factis subsp. lactls MAB3 were Inhibited by the exopolysaccharide material that
produces In the presence of 32.7 kb plasmid. Major constituents of the exopolysaccharide were determined as galactose, galactosamine,
rhamnose and phosphate by the end of chemical analysis. Moreover receptor sites on L. factis subsp. lactis MA83 strain for phages @la2,
Dp78, @r4 and Bps1 were found to be protein in nature.

GIRIS

Lactococcus lactis (L. lactis) susglan, siit fermentasyonlannda starter kiiltiirler olarak kullaniimaktadir.
Bu bakteriler, bagta degigik tip peynirier olmak {izere gok sayida fermente sit Griiniiniin yapisal ve duyu-
sal geligimi ve mikrobiyel kontaminasyonlardan korunmasinda, bir baska deyigle {irliniin toplam kalitesi
lizerinde, aktif rol oynamaktadir (DALY ve ark., 1996; JOLLY ve STINGELE, 2001). L. factis suglan faj enfek-
siyonlanna yiksek diizeyde duyarhdir. Faj enfeksiyonu sonucu laktik asit (iretimi yavaglamakta, {riin mik-
tan ve kalitesi olumsuz yénde etkilenmektedir (KOK, 1996). Hammaddenin steril olmamasl, sivt dodasi ve
saf kiltirlerin siirekli kullammi gibi nedenlerle, siit fermentasyonlarinda faj kontaminasyonlanindan korun-
manin en etkin yolu, faj direngli starter kdltirlerin segimi ve gelistiriimesidir (ALLISON ve KLAENHAMMER,
1998). L. /actis suglarinda tammlanan faj direnglilik sistemleri igerisinde, endistriyel starter kilt(irlerde kul-
lamim agisindan en énemli potansiyele sahip olani, faj adsorbsiyonunun engellenmesidir. Giinki: bu direng-
lilik sisteminde faj-konakgi bakteri iligkisi itk agamada engellenmektedir (DUNNY ve ark., 1988; VALYASE-
Vl ve ark., 1991; MONTEVILLE ve ark., 1994). Faj adsorbsiyonunun engellenmesi tipte direnglilik sistemi-
nin, starter kiltir suglarina sagladifi bu emsalsiz avantaja ragmen, genetik ve biyokimyasal dodas: olduk-
¢a karmagiktir, Aynca $6z konusu direnglilik sistemi; faj almag bélgenin bilegimi ve bu bélgeyi maskeleyen
materyalin dogasi gibi nedenlerle, faj tipine bagh etkinlik degisimi gdsterebilmektedir (BOUMERDASSI ve
ark., 1997; LOOIJEISTEIJN ve ark., 1999; AKCELIK ve ark., 2001). Faj adsorbsiyonunun engellenmesinin
starter kiiltir suglarinda gtivenilir ve stabil bir direnclilik sistemi olarak kullanilabilmesi, faj-konakg yitzey
etkilegiminin detay bir gekilde bilinmesi ile dogru orantilidir (DUBOC ve MOLLET, 2001; AKGELIK ve SAN-
LIBABA, 2002).

Bu galigmada, Turkiye' de geleneksel siit fermentasyon ortamtarinda dominant olarak saptanan dért
farkh L. Jactis fajina kargt adsorbsiyonun engellenmest tipte direnglilik gdsteren L. lactis subsp. lactis MAB3
sugunda, sz konusu dzelligin genetik ve biyokimyasal dogasi araghiriimigtir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Aragtirmada kullamian bakteri ve fajlar Tlrkiye’ nin degigik bélgelerindeki klasik isletmelerden sag-
lanan ¢ig sut ve peynir alti suyu Srneklerinden izole edilerek tanimlanmistir (KOGER ve AKGELIK, 2003).
Bakteri stoklar M17 dik agar ortaminda (TERZAGHI ve SANDINE, 1975) + 4 °C’ de ve litmus siit ortamin-
da - 20 °C’' de saklanmigtir. Laktoz fermentasyon yetenegdini kaybetmig L. Jactis mutantlar, glukoziu M17
broth (GM17) besiyerinde geligtiriimigtir. Laktik fajlar M17 broth ortamlarinda % 15 gliserol ilave edilerek -
4 °C de saklanmigtir.

Metot

Faj biyodenemeleri

Faj lizattaninin eldesi ve faj titrelerinin belirlenmesinde TERZAGH! ve SANDINE (1975), Faj adsarbsi-
yon oranlarinin saptanmasinda ise, LUCEY ve ark. (1992) tarafindan 6nerilen yontemler kulfanilmistir,

Analitik yontemler

Bakterilerden ekzopofisakkarit yapi izolasyonunda SIJTSMA ve ark. (1990) tarafindan énerilen klo-
roform/metanol ekstraksiyonu yntemi kullanilmigtrr, izole edilen ekzopolisakkarit materyalde standart fos-
for (CHEN ve ark., 1956), karbonhidrat (ASHWELL, 1957) ve protein (BRADFORD, 1976) analizleri yapilmig-
tir. Ekzopolisakkarit yapiin geker monomerlerinin tanimlanmasinda ise yiiksek basing sivt kromatografisi
yénteminden yararlamimigtir (Aminex HPX87H column, Blo-Rad Laboratories, Richmond CA, USA) (KEN-
NEDY ve SHUTHERLAND, 1987).

Plazmid DNA ve hiicre yiizey proteinlerinin analizi

Aragtirmada plazmid giderme ajani olarak akriflavin kullaniimigtir ve laktoz fermentasyon yetenegini
yitirmig mutantiar (Lac’) laktoz indikatér agar ortaminda segilmistir (McKAY ve ark., 1980}. Dogal sug ve mu-
tantlarda plazmid analizleri, ANDERSON ve McKAY (1983} tarafindan énerilen alkali liziz yontemine gére
yapilmigtir. Elektroforez % 0.7 agaroz orani ile hazirlanan je! sistemlerinde gergeklegtiriimig ve plazmid bil-
yiklikleri cccDNA marker’ lar (Sigma Chem. Co., USA) kullamilarak saptanmigtir,

Hiicre lizatlannin sagtanmasi ve yiizey yapilannin izolasyonunda SCHAFFER ve ark. (1991) tarafin-
dan &nerilen yéntem kullandmigtir. Yizey proteinleri Ise sodyum dodezil siilfat-poliakrilamit jel elektrofore-
zi (SDS-PAGE) fle tamimlanmigtir (LAEMMLI, 1970). Protein bilylklikleri, protein marker’ lar (Sigma Chem.
Co., USA) kullamlarak belirlenmigtir.

SONUCLAR VE TARTISMA
L. lactis subsp. [actis MAB3 sugunda ekzopolisakkarit olugumu ile faj direnglilik arasindaki iligki, faj
adsorbsiyon testleri sonucu saptanmigtir. Ekzopolisakkarit tretme yetenegindeki dogal susta, Tiirkiye ké-
kenli dominant fajlar @la2, @p78, Dr4 ve Pp81'e (AKGELIK ve ark., 2001) kars: tam direnglilik belirlenirken,

bu sugun laktoz fermentasyonu ve ekzopolisak- Cizelge 1. Exzopolisakkarit Uretme Yetenegindeki L. lactis

karit Gretimi yeteneklerini kaybetmis (Lac’/Eps’) Subsp. lactis MAS3 Sugu ve Bu Ozelligl Kaybetmig Mu-
mutantinda (MA83-28) faj adsorbsiyonunun % tantinda (MA83-28) Faj Adsorbsiyonu.

97.2 - % 99.4 oranlarina yilkseldigl saptanmgtir

(Gizelge 1). Bu sonuglar; MA83 sugunda ekzo- | Bakteriler Adsorbsiyon (%)
polisakkarit yapimin, faj adsorbsiyonunu engel- Ol2  Gp78 Ord  Op81

leyerek, tam direngliligin saglanmasinda rol oy- | L-factis subsp. lactis
nadidini kanitiamaktadir. DEVEAU ve ark. (2002) | MAS3 - - - -
tarafindan yapilan aragtirmada, ekzopolisakkarit | MA83-28 98.6 912 994 976
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yapinin faj adsorbslyonu {zerinde etkin olmadit Hleri siriilmiigtiir. Diger yandan, ¢ok sayida literattir veri-
si, bizim aragtirmamizda da belirtigimiz gibi, ekzopolisakkarit yapmin 6zellikle faj adsorbsiyonunun engel-
lenmesinde rol aldigini desteklemektedir (HILL, 1993; ALLISON ve KLAENHAMMER, 1998; DE VUYST ve

Cizelge 2. L. facﬁs subsp. lactis MAS3 Susunun Urettigi Ekzopolisakkarit Yapinm DEGEEST, 1999). L. lactis

Kimyasal Bilegimi,

subsp. lactis MAB3 susunda faj

adsorbsiyonunun engellenme-

Bilesik L. lactis subsp. lactis MAS3 N .
sinde rol alan ekzopolisakkarit
Miktar Ekstrakte Edilen Toplam )
(rg/100mg kurp hilcre igin) Ekzopolisakkarit (%) | Y2PININ analizi sonucunda, ana
bilegen olan karbonhidratlar ya-
Toplam Ekzopolisakkarit 6.95 100 »
ninda fosfat igerdigi de saptan-
Karbonhidrat 3.2 499 . .
migtir. Yapi Igerisinde protein
Fosfat 0.70 9.3 .. .
Protei 6zellikte materyal tanimianma-
otem - - “
mustir (Gizelge 2). Yiiksek basing
1 2 3 sivi kromatografisi ydntemi ile yapilan analitik caigmalarda ise

- l——102.7 kDa

Sekil 1, L. lactis subsp. lactis MAS3 susunun ek-
zopolisakkarit firetme, laktoz fermen-
tasyonu  yetenegini kaybetmis (Eps”
fLac™) ve faj duyarh (@5) mutant sugu
(MA83-28) ve bu susun faj direncli
{@") tiirevinin (MAS83-28-T) protein
igerikleri. 1: Protein marker, 2: MA83-
28; 3: MAB3-28-T.

s6z konusu karbonhidrat yapinin molar oranlari sirasiyla 3.3/1.8
ve 0.7 olan galaktoz / galaktozamin ve ramnozdan olustudu sap-
tanmigtir {Cizelge 3). Bu bulgular, laktokok suglarinda tanimia-

Cizelge 3. L. lactis subsp. lactis MAB3 Sugunun Urettigi Ekzopolisakkarit
Materyalin Monosakkarit Bilesimi,

Monosakkarit L. lactis subsp. lactis MAS3
Miktar
(ng/100mg kuru hiicre igin) Molar Oran
Galaktoz 2844 33
Galaktozamin 157.3 1.8
Ramnoz 62.1 0.7

nan ve hiicre ylzeyi lle gevgek iligkill olan ekzopolisakkarit yapi-
lann bilegimi ife biyiik élgide paraleliik géstermektedir (SIJTS-
MA ve ark., 1990, VAN KRANENBURG ve ark., 1999, DEVEAU ve
ark., 2002). Ekzopolisakkarit yapinin retiminde rol alan genetik
determinantin tammlanmasinda mutasy&n testleri Kullaniimusgtir.
Akriflavin uygulanarak laktoz indikatér agar ortamlarinda segi-
len, ekzopolisakkarit Gretimi ve laktoz fermentasyonu ézellikleri-
ni sirdiremeyen mutantin (Lac™ ve Eps”) ve bu ézellikleri igeren
dogal susun plazmid analizi sonucunda; Lac™ ve Eps™ mutantin
sadece 32.7 kb bilyliklikteki plazmidi kaybettigi belirlenmigtir
(Gizelge 4). Bu bulgu, L. /actis subsp. lactis MAB3 susunda lak-
toz fermentasyonu ve ekzopolisakkarit firetimt 6zelliklerinin 32,7

Cizelge 4. L. lactis subsp. lactis MAS3 Dogial Sugu ve Bu Sugun Laktoz Fer-
mentasyonu ve Ekzopolisakkarit Uretme Vetenegini Yitirmig
Mutantinda {Lac", Eps™ ; MA83-28) Plazmid igerikleri.

Bakteriler Plzzmid (kb)"
L. lactis subsp. Jactis MA83 44.3,32.7,19.6, 16.2, 10.4, 9.1, 4.0
L. lactis subsp. lactis MAS3-28 44.3,19.6,16.2, 104, 9.1, 4.0

*kb; Kilobaz
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kb biyiikiiikteki plazmid tarafindan kodiandi§inin kartidir. Laktokoklarda, baz; istisnalar s6z konusu olsa
da bu iki 6zelligin gen kodu genellikle aym plazmidier tizerinde taginmaktadir (SIJTSMA ve ark., 1990; LU-
CEY ve ark., 1992; DEVEAU ve ark., 2002).

Aragtirmada son olarak, Lac’/Eps™ MA83-28 mutantinda faj tutunma materyali aragtininugtr. Bu dogrul-
tuda , Gncelikie sinirh proteolitik enzim uygulamasi ile olugturulan tirev sugun (MA83-28-T) faj adsorbsiyon
ozellikleri incelenmigtir. MA83-28-T susunda denenen dbrt faja kargt yeniden direng meydana gelmigtir (bu
bulgular ile ilgili gizelge verilmemigtir). MA83-28 ve MA83-28-T suglarinin hiicre yiizey proteinleri aragtirid-
ginda; iki sug arasindaki baghca yiizey protein farkliginin 102,7 kDa molekiiler agirhktaki proteinden ileri
geldigi saptanmigtir (Sekil 1). Bu bulgu da L. Jactfs subsp. /actis sugunda faj adsorbsiyon materyalinin pro-
tein yapida oldugunun kamtidir. Laktokoklarda faj almag bélge materyalinin protein yapida olmasi nadir
rastianilan bir durumdur (ORAM, 1971; KRAUS ve GELLER, 1998). Bu agidan L. /actis subsp. lactis MA83
susu ilging bir bakteridir. Diger yandan araghrilan Szelliklerin plazmid kodlu olugu, MAB3 sugunu molekd-
ler manupilasyonlara uygun hale getirmektedir. Sonug olarak, s6z konusu bakteri fa] direngli starter kiitir
gahgmalar icin ideal mode! organizma dzellikleri tagimaktadir.
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