1. GIRIS

Glintimiizde tiiketicilerin minimum miktarda islenmis gidalara yonelik tercihlerinin
artmasit kimyasal koruyucularin gidalarda kullanimlarini kisitlamaya baglamistir. Bu
nedenle gidalarda biyokoruyucularin kullanim oranlar1 giin gectikce artmaktadir.
Biyokoruma yontemleriyle hem gidanin depolama émrii hem de giivenirligi artmaktadir.
Biyokoruma yoOntemlerinden birisi laktik asit bakterilerini starter kiiltiir olarak

kullanmaktir.

Gidalarda sadece gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni mikroorgnizmalari
inhibe etmek ve/veya raf dmriinii uzatmak i¢in kullanilan ve gidanin duyusal 6zelliklerinde
degisime sebep olmayan antogonistik kiiltiirlere koruyucu kiiltiirler denir. Laktik asit
bakterilerinin antogonizmasi diger mikroorganizmalarla besin 6geleri i¢in yarisarak ya da
organik asitler (asetik, propiyonik ve laktik asit gibi), hidrojen peroksit, antimikrobiyal
enzimler, diasetil ve bakteriyosinler gibi bir veya daha fazla antimikrobiyal aktiviteye

sahip bilesikler iiretmelerinden kaynaklanmaktadir (Devlieghere et al., 2004).

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan {iretilen protein yapisinda antimikrobiyal
bilesikler olup duyarli bakterilere karsi bakterisidal veya bakteriyostatik etki
gostermektedirler (Jack et al., 1995). Bunlar dogal antibiyotik olarak nitelenmekle birlikte,
klasik antibiyotiklerden farkli olarak mide ve ince bagirsaklardan gegerken proteazlar
tarafindan aminoasitlere parcalanmaktadirlar. Bu nedenle viicutta absorbe edilmezler ve
kalin bagirsak florasina ulagamazlar. Dogal kaynakli olmalari, insan ve hayvan bagirsak
sisteminde kolayca pargalanmalar1 ve korunacak gidalarin fizikokimyasal yapilarinda
herhangi bir degisime neden olmaksizin bozulma ve hastalik etmeni bakterileri inhibe etme
ozellikleri ile bakteriyosinler son yillarda iizerinde ¢ok fazla calisilan bir konu haline

gelmigstir (Banwart, 1981; Geinsen et al., 1992; Howard et al., 1993).

Bakteriyosin tireten laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak tercih edilmeleri

sonucunda siit iriinleri, et iriinleri, konserve gibi bircok gidanin biyolojik olarak



korunmasi da saglanabilmektedir. Ozellikle patojen ve bozulma etkeni mikroorganizmalar
tizerine etkili olan bakteriyosinler daha fazla uygulama alan1 bulmaktadir. Yakin zamanda
yapilan ¢aligmalar, bakteriyosin iireten laktik asit bakterilerinin starter kiiltlirler olarak
fermente gidalarin muhafazasinda kullanimi iizerinde yogunlagmistir (Lucke and

Earnshaw, 1991; Geisen et al., 1992).

Kullanimina yasal a¢idan bir gida katki maddesi olarak izin verilen ilk bakteriyosin
Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan tretilen nisindir (FDA 1988). Nisin ilk kez
Ingiltere’de bir gida koruyucusu olarak kabul edilmis ve krem peynirlerde kullanimina izin
verilmistir. Bugiin yaklasik 50 iilkede saglik acisindan giivenli bir gida koruyucusu olarak

kabul edilmis ve bir¢ok gida ¢esidinde kullanilmaktadir (Hoover, 1993).

Bu ¢alismada yoresel beyaz peynirden farkli bazi bakteriler iizerine inhibor etkisi
oldugu belirlenen bir bakteri izole edilmistir. Aragtirmanin amaglar1 (i) izole edilen
bakterinin tanisinin yapilmasi, (ii) izolatin irettigi inhibitdr maddenin fiziko-kimyasal
ozelliklerinin (pH'ya, 1si1l isleme, enzimlere, depolama kosullarina, bazi organik
¢oziiciilere, deterjanlara ve kimyasallara kars1 duyarligi), (iii) antimikrobiyal spektrumunun
ve (iv) iretimini etkileyen faktorlerin (besiyerinin baslangic pH’si, inokiiliim miktari,
inkiibasyon sicakligi, gelisme fazi, besiyeri bilesimi) belirlenmesi ve (v) tuzla ¢oktiirme

isleminden sonra trisin-SDS-PAGE ile molekiil agirliginin saptanmasidir.



2. LITERATUR OZETi

2. 1. BAKTERIYOSINLERIN TARIHCESI VE TANIMI

Pasteur ve Joubert (1877) farkli bakteriler arasinda antagonistik iliskileri ilk kez,
idrarda bulunan bazi bakterilerin Bacillus anthracis’e karsi inhibitor etkiye sahip
olduklarini ortaya koyarak belirlemislerdir. Gratia (1925), E. coli (deneysel infeksiyonlarda
virilant sus V)’nin sivi besiyerinde diyaliz edilebilen, 1siya dayanikli ve yiiksek
diliisyonlarda E. coli’nin gelisimini inhibe eden bir antibiyotik madde {irettigini
bildirmislerdir. Daha sonra bu maddeye kolisin V denilmistir. Laktik asit bakterileri (LAB)
arasinda antagonistik iligkiler ise ilk kez Whitehead (1933) tarafindan peynir {iretimi
sirasinda belirli siitlerde bazi1 laktik kiiltiirlerin neden normal olarak gelisemedigi
arastirilirken, diger ¢ogu LAB gelisimini inhibe eden bir Gram pozitif Streptococcus

susunun izole edilmesi ile belirlenmistir.

Bakteriyosin tanimi ilk kez Jakob et al. tarafindan 1953 yilinda yapilmistir. Bu
tanim farkl: tiirler aras1 antagonistik iliskiler ve kolisin proteinlerini kapsamaktaydi. Daha
sonra yapilan caligsmalarla buna benzer ¢ok fazla madde bulununca terimin kapsami da

genigletilmistir (Eckner, 1992).

Tagg et al. (1976)’un yaptiklar1 tanima gore bakteriyosinler, protein tabiatinda
antagonistik maddeler olup sinirhh sayida bakteriye, Ozellikle de bakteriyosin iireten

bakteriye yakin tiirlere kars1 bakterisidal veya bakteriyostatik aktiviteye sahip bilesiklerdir.



2.2. LAKTIK ASIiT BAKTERILERI VE BAKTERIYOSINLERi

2. 2. 1. Laktik Asit Bakterileri

Gidalarla laktik asit bakterilerinin (LAB) iliskileri bilim adamlarinin dikkatini
cekmis ve 1857°de Pastor tarafindan laktik asit fermantasyonunu gergeklestirdikleri ortaya
konmustur. Peynir ve eksi siit liretimi igin starter kiiltiirlerin kullanimi 1890°da Weigmann
ve Storch tarafindan eszamanli olarak gerceklestirilmistir. Bu kesifle birlikte gida

fermantasyonlarinin endiistrilesmesinin yolu ac¢ilmistir (Stiles et al., 1997).

Bir grup olarak LAB’nin ilk tanimi, koliform bakterileri de kapsayan, siitii fermente
ve koagiile etme yeteneklerine dayandirilmistir. Beijerinck tarafindan 1901 yilinda
koliformlar bu grup igerisinden ¢ikarilmistir (Stiles et al., 1997). Daha sonra Orla-Jensen
(1919) “gergek laktik asit bakterileri’nin gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan,
cubuk ve koklar seklinde, karbonhidratlar1 ve yliksek alkolleri fermente ederek genellikle
laktik asit olusturan dogal bir grup olduklarini ifade etmislerdir.

Bakteriyal taksonomiye klasik yaklasim morfolojik ve fizyolojik oOzelliklere
dayanir. Bu yaklasim hiicre duvari kompozisyonu, hiicresel yag asitleri, isoprenoid
quinonlar ve hiicrelerin diger karakteristikleri ile genisletilmisti. DNA’nin % G+C
miktari, gen iriinlerinin elektroforetik 6zellikleri, DNA:DNA hibridizasyon ¢alismalari,
ribozomal RNA (rRNA)’nin sekanst gibi molekiiler karakteristikler dnemli taksonomik
araclar haline gelmistir. Bu teknikler LAB’nin taksonomisinde carpici degisikliklere neden

olmustur.

Glinimiizde gida ile iliskisi bulunan LAB, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella gibi cinslerin tiirlerini kapsamaktadir (Stiles et
al., 1997).



LAB “food-grade” organizmalar olarak kabul edilirler ve koruyucu kiiltiirlerin
ozelliklerini tagirlar. Organik asitler, hidrojen peroksit, antimikrobiyal enzimler ve
bakteriyosinler gibi antimikrobiyal olarak aktif metabolitlerin biri veya birkacinin {iretimi
ile diger mikroorganizmalar1 inhibe ederek antagonistik etki gosterirler (TyOoppdnen et al.,

2003; Devlieghere et al., 2004) (Tablo 2. 1.).

Tablo 2.1. LAB’nin genis inhibitor spektrumlu antimikrobiyal iiriinleri (Tyopponen et al.,
2003)

Uriin Uretici

Laktik asit Tim LAB

Asetik asit Heterofermantatif LAB
Hidrojen peroksit Tim LAB

Alkoller Heterofermantatif LAB
Karbondioksit Heterofermantatif LAB

Diger diisiik molekiiler agirlikli bilesikler

Diasetil Lactococcus spp.
Reuterin Lactobacillus reuteri
Bakteriyosinler
Nisin Lactococcus lactis
Sakasin P Lactobacillus sake
Sakasin K Lactobacillus sake
Kurvasin A/sakasin A Lactobacillus curvatus
Karnobakteriyosin A Carnobacterium piscicola
Pediosin AcH/PA-1 Pediococcus acidilactici
Pediococcus parvulus
Leukosin A/B-Talla Leuconostoc gelidum
Leuconostoc carnosum
Mesenterisin Y105 Leuconostoc mesenteroides
Enterosin A Enterococcus faecium
Enterosin P Enterococcus faecium

Enterosin B Enterococcus faecium




2. 2. 2. LAB Bakteriyosinleri

2.2.2.1. Simiflandirilmalar

LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler, dogal olarak mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen ve ribozomal olarak sentezlenen, kiigiik katyonik amfifilik, antimikrobiyal
peptidlerdir. Spektrum ve aktivite mekanizmasi, molekiiler yap1 ve kiitle, termostabilite,
aktivitenin pH aralig1 ve genetik determinantlar agisindan farklilik gosteren genis grup

icinde yer alirlar.

Yapisal, fizikokimyasal ve molekiiler 6zellikler temelinde LAB bakteriyosinleri 3

ana gruba ayrilir (O’Sullivan et al., 2002; Bauer and Dicks, 2005).

Smif I bakteriyosinleri (lantibiyotikler), kiigiik molekiiler agirlikli (<5 kDa)
membran aktif peptitler olup anormal aminoasitler olan lanthionin ve dehidre olmus amino

asitler icermektedirler (Tagg et al., 1976; Klaenhammer, 1993).

Lantibiyotikler tip A ve tip B olmak {iizere iki alt grupta incelenmektedir. Tip A
lantibiyotikler esnek, lineer, uzun ve net bir pozitif yiike sahiptirler. Lactococcus lactis
subsp. lactis tarafindan tiretilen nisin bu grubun en belirgin 6rnegidir. Grubun diger iiyeleri
Bacillus subtilis ATCC 6633 tarafindan fretilen nisin benzeri peptit subtilin ve
Staphlococcus epidermidis tarafindan iiretilen epidermin, Pep5 ve epilansin K7’dir. Rijit ve
globiiler olan tip B lantibiyotikleri yaklagik 20 amino asit icerirler ve yiiksiiz ya da negatif
yiklidiirler. Tip B lantibiyotiklere sinnamisin, mersasidin, aktagardin O6rnek olarak

verilebilir (Bauer and Dicks, 2005).

Sinif II bakteriyosinleri, kii¢iik molekiiler agirlikli olmalarina kargin lantibiyotikler
icermemekte ve 3 alt grup altinda toplanmaktadirlar: (i) grup Ila listeria’ya karsi aktif ve
N-terminalinde Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizisini igermektedir.

Lantiyonin icermeyen diger bakteriyosinler ya sadece 1 ya da hi¢ sistein kalintisi



icermezken Ila bakteriyosinleri disiilfit kopriileriyle bagli en az 2 sisteine sahip
sistibiyotiklerdir. Disiilfit baglar1 bu bakteriyosinlerin aktivitesi i¢in ¢ok énemlidir. Ornek
olarak pediosin PA-1, pediosin AcH, sakasin A, mesenterisin Y 105, diversin V41 ve leusin
A verilebilir. Grup IIb bakteriyosinlerinin aktivite gosterebilmeleri i¢in genellikle iki farkll
peptit gerekmektedir. Grup Ilc bakteriyosinlerine thiol’la aktif edilen peptitler
denilmektedir (Tagg et al., 1976; Klaenhammer, 1993; Ennahar et al., 1999, 2000;
Isleroglu ve ark., 2005).

Smif III bakteriyosinleri biiylik molekiillii (>30 kDa), 1s1ya dayaniksiz proteinlerdir.
Helvetisin J, helvetisin V-1829, asidophilus A, laktosin A ve B bu grup igerisinde yer
almaktadir (Tagg et al., 1976; Klaenhammer, 1993; Jack at al., 1995; Montville and Chen,
1998). Tablo 2.2’de farkli siniflara ait bazi bakteriyosinler ve iiretici mikroorganizmalar

verilmistir (Chen and Hoover, 2003).

Tim bu smiflara ait bakteriyosinler genellikle tek aktif peptitler seklinde
bulunurlar. Fakat aktivitenin tamami i¢in gerekli olan iki peptit sistemleri de gittikce
gelismektedir. Iki peptit sistemlerinde bir veya her iki peptit de tek basmna inaktif iken
kombinasyonlar1 durumunda antimikrobiyal etkinin arttigi gézlenmistir. Bu iki peptitli
bakteriyosinlerde ayni operon iizerinde yer alan ve iki peptiti de kodlayan “open reading
frame” (ORF) icin sadece bir immiinite proteinine ihtiya¢ duyulur. Tablo 2.3’de farkl
siiflara dahil olan iki peptitli bakteriyosinler gosterilmistir (Garneau et al., 2002) .

2.2.2.2. Biyosentezleri

Bakteriyosin iiretimi ve immiiniteyi kodlayan genler, plazmid, kromozom ve her
ikisi veya transposan iizerinde bulunabilmektedir. Bakteriyosin iiretiminin plazmid
tarafindan gerceklestigini gostermek icin fenotipik delil, fiziksel delil ve genetik olarak
ispat edilmesi gerekmektedir (Montville and Winkowski, 1997). Tablo 2.4’de plazmid ve
kromozom iizerinde kodlanan bakteriyosinlere bazi 6rnekler verilmistir (Klaenhammer,

1993; Nettles and Barefoot, 1993; Jack et al., 1995).



Tablo 2.2. Baz1 bakteriyosinler ve {iretici mikroorganizmalar (Chen and Hoover, 2003)

Bakteriyosin Uretici Mikroorganizma
Smif 1
Nisin Lactococcus lactis
Lactosin S Lactobacillus sake
Epidermin Staphylococcus epidermidis
Laktisin 481 Lactococcus lactis
Mersasidin Bacillus subtilis
Sinnamisin Streptomyces cinnamoneus
Ankovenin Streptomyces spp.
Duramisin Streptomyces cinnamoneus
Simf 11
Pediosin PA-1/AcH Pediococcus acidilactici
Sakasin A Lactobacillus sake
Leukosin A-UAL 187 Leuconostoc gelidum
MesenterisinY 105 Leuconostoc mesenteroides
Enterosin A Enterococcus faecium
Diversin V41 Carnobacterium divergens
Laktokoksin G Lactococcus lactis
Laktasin F Lactobacillus johnsonii
Plantarisin A Lactobacillus plantarum
Asidosin B Lactobacillus acidophilus
Karnobakteriosin Carnobacterium piscicola
Enterosin P Enterococcus faecium
Enterosin B Enterococcus faecium
Simf 111
Helvetisin J Lactobacillus helveticus




Tablo 2.3. Lantibiyotik ve lantibiyotik olmayan iki peptidli amino asitler (Garneau et al.,

2002)

Bakteriyosin

Uretici sus

Lantibiyotik olanlar
Sitolisin
Laktisin 3147
Plantarisin W
Stafilokoksin C55

Lantibiyotik olmayanlar
ABP-118
Brokhosin-C
Enterosin 1071
Enterosin L50
Laktasin F
Laktosin 705
Laktokoksin G
Laktokoksin MN
Leukosin H
Mutasin IV
Plantarisin EF
Plantarisin JK
Plantarisin S
Termofilin 13

Enterococcus faecalis

Lc. lactis DPC3147

Lb. plantarum LMG 2379
Staphlococcus aureus C55

Lb. salivarius subsp. salivarius UCC118
Bacillus campestris ATCC 43754
Enterococcus faecalis BFE 1071
Enterococcus faecium L50

Lb. johnsonii VP111088

Lb. casei CRL 505

Lc. lactis LMG 2081
Lc. lactis subsp. cremoris 9B4
Leuconostoc MF215B
Streptococcus mutans UA 140

Lb. plantarum C-11
Lb. plantarum C-11
Lb. plantarum LPCO10
Streptococcus thermophilus SFil3

Tablo 2.4. Plazmid ve kromozom iizerinde kodlanan bazi bakteriyosinler

Plazmid Kromozom
Lactokoksin Nisin
Diplokoksin Helvetisin J
Pediosin A Laktasin B
Pediosin PA-1 Plantarisin A
Pediosin AcH Sakasin 674

Karnobakteriyosin A ve B

Pediosin SJ-1
Sakasin A

Laktisin 3147
Enterosin 226 NWC
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Cogu bakteriyosinin yapisal genleri operona benzer bir yap1 gosterir
(Klaenhammer, 1993). Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin
tiretiminin gerceklestirilebilmesi i¢in dort farkli gene ihtiyag vardir: (i) prepeptiti kodlayan
bir yapisal gen, (ii) immiinite geni, (iii) ABC-tastyicisint kodlayan gen ve (iv)
bakteriyosinin disar1 tasinmasinda gerekli olan aksesuar proteinini kodlayan gen (Garneu et
al., 2002). Biitiin operonlar biitiin genleri igermedigi gibi her bir operonda genlerin
organizasyonu da ayni degildir. Fakat bircok benzerlikleri tagimaktadirlar (Montville and

Winkowski, 1997).

Bir lantibiyotik biyosentezi prelantibiyotik olusumu, dehidrasyon ve capraz
baglanma (kimyasal modifikasyon), lider peptidin pargalanmasi ve salgilanmasin
icermektedir. Lantibiyotiklerde 2 tiir genetik organizasyon belirlenmistir (Sekil 2.1). Nisin,
epidermin, subtilin ve Pep 5 lantibiyotikleri LanB ve LanC enzimleri tarafindan modifiye
edilirken, laktisin 481, laktosin S, sitolisin ve mersasidin, LanM enzimi tarafindan
modifiye edilmektedir (Kopenon, 2004). Sekilde de goriildigii tizere generik isimlendirme
biitlin lantibiyotikler icin kullanilmaktadir. Bunlar prekiirsor peptit LanA, spesifik
modifikasyonlar1  gergeklestiren LanB, C ve M enzimleri, lider peptidin
uzaklastirilmasindan sorumlu olan LanP proteazi, ABC sistemle peptidin tasinmasini
saglayan LanT, biyosentezi regiile eden LanR ve K proteinleri ve bagisiklik saglayan Lanl

ve LanFEG’dir (Sahl et al., 1995; Kopenon, 2004; Ering ve ark., 2005; Takala, 2005).

Kimyasal modifikasyon Itrnanite
A Eegillasyon | |
Yapisal i Lan &
genler Prepep_nt Lan F
prosest | Lan E
O}
s LanB LanT c[anIL“nP LanE Lan K
Salgilatima
B. _ &
Y al Famyasal Prepeptit
apis difilk i
aenler mo Asy o progesi Inmuranite
) e——- | el o - -
LanAd Lan M Lan T Lan F LanE Lan &

Sekil 2.1. Lantibiyotiklerin gen organizasyonu
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Prelantibiyotikler biyolojik olarak inaktif olup N—terminalinde lider peptit ve C—
terminalinde  propeptit icermektedirler. Propeptit domain lider peptidin proteolitik
parcalanmasindan sonra aktiflesmekte ve bunu takiben modifikasyona ugrayarak olgun
lantibiyotige doniismektedir (Kaiser et al., 1998) (Sekil 2.2). Lantibiyotiklerde propeptit
sistein acisindan oldukg¢a zengin olmasina karsin lider peptit sistein igermemektedir. 23—30
amino asit kalintisindan olusan lider peptit genellikle net negatif yiike ve su fonksiyonlara
sahiptir: (i) Uretici bakteriyi yiiksek konsantrasyondaki intraseliiler bakteriyosine karsi
korumak, (ii) biyosentezde prepeptidin olgunlagma ve tasima proteinlerine yonelmesini ve
(i11) propeptidin domaini ile reaksiyona girerek enzim—substrat interaksiyonu i¢in uygun

konformasyonun olusmasini saglamaktir (Sahl et al., 1995; McAuliffe et al., 2001).

lanB, lanC ve lanM genlerinin iiriinleri olan enzimler prelantibiyotiklarin post-
translasyonel modifikasyonunda rol oynamaktadirlar. Propeptit spesifik hidroksil amino
asitlerin (serin ve treonin) dehidrasyonu ve bu dehidrasyon sonucunda olusan
dehidroalanin (Dha) ve dehidrobiitirin (Dhb) arasinda olusan tiyoeter koprii olusumunu
iceren post-translasyonel modifikasyona girmektedir (Guder, 2000; McAuliffe et al.,
2001). Dha yer aldig1 zaman olusan anormal ¢oklu amino asit kompleksi lantiyonin, Dhb
tiirevli olanlar ise B-metil-lantiyonin olarak adlandirilir (Sekil 2.3). Nisinin modifikasyona

ugradiktan sonraki yapis1 Sekil 2.4’te gosterilmistir (Bauer and Dicks, 2005).

Lider
) Peptidaz i
Lider Peptit  Propeptit IC'“ Modifkasyon Altif Peptit
Dottiain Diotriaity
- . 1— : e n—
Fibozomal Prekairsdr Senten

Sekil 2.2. Lantibiyotiklerin biyosentezi
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Sekil 2.3. Lantibiyotik prekiirsor peptidlerinin enzimatik modifikasyonu

Sekil 2.4. Nisinin yapisi. Abu, 2-aminobiitirik asit; Dha, dehidroalanin; Dhb,
dehidrobiitirin
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Smif II ve sif III bakteriyosinlerin biyosentezi de smif I bakteriyosinlere
benzemektedir. Aralarindaki tek farklilik smif IT ve simif III bakteriyosinleri kimyasal
modifikasyona ugramamakta ve bunun sonucu anormal aminoasitler icermemektedirler.
Sekil 2.5’te smif II ve smuf III bakteriyosinlerin biyosentezi verilmistir. Sekilde de
goriildiigl lizere bakteriyosinlerin {i¢ bilesenli regiilator sistemi tipik olarak histidin protein
kinaz (HPK) enzimini, respons regiilatoriinii (RR) ve indiiksiyon faktoriinii (IF)
icermektedir. IF membranda bulunan HPK enzimini uyarir. Bunu takiben HPK enzimi
sitoplazmada bulunan RR’yi fosforilize ederek bu uyariyr hiicreye iletir ve biyosentezin
baslamasini saglar (Montville and Winskowski, 1997; Ennahar et al., 1999, 2000; Isleroglu
ve ark., 2005) (Sekil 2.5). HPK (IanK) ve RR (lanR)’yi kodlayan genler nisin, subtilin ve
mersasidinin gen kiimesinde de teshis edilmistir (McAuliffe et al., 2001).

Sekil 2.5. Bakteriyosinlerin regiilasyon ve biyosentezleri
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Bakteriyosinlerin hiicre disina tasinmast membrana bagli olan iki protein ABC-
transporter ve aksesuar proteini tarafindan gerceklestirilir. ABC-tastyicilarinin N-terminal
ve C-terminal bolgeleri yapisal olarak farkli olup C-terminal kismi1 ATP-baglama bolgesini
icermektedir. N-terminal bolgesi hidrofobik olup C-terminalindeki ¢ift glisin motifinden 6n
peptidi pargalayarak lider peptidi uzaklagtirmaktadir (Klaenhammer, 1993; Montville and
Winskowski, 1997; Ennahar et al., 1999, 2000). ABC-tasiyicinin proteolitik kismi
muhtemelen On-peptidin lider dizisine baglanip ATP hidrolizine ve tasiyicida
konformasyonel degisimlere neden olmaktadir. Sonugcta lider peptit uzaklasmakta ve olgun
bakteriyosin  sitoplazmik membrandan disariya tasinmaktadir. Bakteriyosinlerin
tasinmasinda rol oynayan aksesuar proteinleri biiyiikk hidrofilik C-terminal bolgesi ile
membranda bulunan hidrofobik N-terminal kistimdan olugmaktadir. Aksesuar proteinlerinin
membran translokasyonunu tesvik ettigi ve lider peptidin prosesinde rol oynadig
belirtilmektedir (Havarstein et al., 1995; Ennahar et al., 1999, 2000; Rodriguez et al.,
2003).

Bazi bakteriyosinler ise genel salgilanma yolu ile salgilanmaktadirlar. Genel
salgilanma yolu ile agiga ¢ikan proteinler sinyal peptit olarak adlandirilan bir N-terminal
lider dizisi icermektedir. Bu N-terminal lider dizisi, pozitif yiiklii N-terminal ucu,
hidrofobik bir merkez ve bir parcalanma bolgelerinden olugsmaktadir. Parcalanma bdlgesi
proteinlerin stoplazmik membrandan ¢ikmasini saglar ve membrandan taginmasi sirasinda
bir sinyal peptidaz tarafindan pargalanir. Divergesin A, bakteriyosin 31 ve enterosin P
genel salgilanma yolu ile salgilanan bakteriyosinlerdir (Pugsley, 1993; Tomita et al., 1996,
Cintas et al., 1997).

Immiinite proteinlerini kodlayan genler diger bakteriyosin yap1 ve isleme genleriyle
genetik yakinlik icindedir. Yapisal bakteriyosin geni ve immiinite geninin ayni operonda
bulunmasi ve genellikle bir digerinden sonra olmas1 yaygindir. Lantibiyotiklerin immiinite
genlerinin ilk dnce bir immiinite geninden kaynaklandigi diistintilmiistiir (6rnegin nisin igin
nisl, subtilin i¢in spal). Fakat diger genlerin silinmesinin konukgu immiinetisini

degistirdigi goriildiigiinden beri bu bakteriyosinlerin immiinitesinin bir¢cok proteinin
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etkisinin bir sonucu oldugu diisiiniilmiistiir. Ornegin nisin {iretmeyen nisin direngli
Lactococcus lactis suslariin Nisl proteinini kodlayan genetik elementleri yoktur. Fakat
nisF, nisE ve nisG’ye benzer dizileri vardir. Bunlarin da bu suslarin nisine direncine
yardim ettigi kabul edilmektedir. nisG’nin silinmesi hiicreleri nisine kars1 daha az direngli

hale getirmektedir (Cleveland et al., 2001).

Lantibiyotik olmayan bakteriyosinlerin immiinitesi ise daha basittir. Immiinite
proteinini bir gen kodlamaktadir (Cleveland et al., 2001). Immunite proteinleri iiretici
bakteriyi kendi bakteriyosinine karst tamamen, diger bakteriyosinlere karst kismen
korumaktadir. Immunite proteinleri arasinda amino asit dizi benzerligi diisiik olmasina
karsin ortak bazi 6zellikler tasimaktadirlar. Bunlar katyonik ve hidrofilik molekiiller olup
a-heliks yapisina sahiptirler. Transmembran bolmelerine (hidrofobik) sahip olmamalar
bunlarin hem hiicre disina salgilanabildiklerini hem de hiicre iginde kalabildiklerini
gostermektedir (Jack et al., 1995; Montville and Winskowski, 1997; Ennahar et al., 1999,
2000).

Nisin gibi por olusturan bakteriyosinlere karsi immunite birka¢ degisik yolla
saglanabilir. Bakteriyosinin membrana adsorpsiyonu onlenebilir, membrana adsorbe olan
bakteriyosin dig ortama geri gonderilir veya hiicre i¢ine alinarak pargalanir (Ering ve ark.,

2006).

2.2.2.3. Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari

LAB bakteriyosinleri duyarli bakterilerin membranlarin1 destabilize ederek etki
gosteren peptidlerdir. Duyarli bakterilerin membranlarinda goézenekler olusturarak
potasyum ve inorganik fosfat sizmasina ve buna paralel olarak membran iyonik dengesinin
bozulmasina neden olmaktadirlar. Bunun sonucunda transmembran potansiyeli (Ay)
ve/veya pH gradientinin (ApH) kismen veya tamamen yok olmasi nedeniyle proton itici

giic (PMF) ortadan kalkmaktadir. PMF, hiicre icinde iyonlarin ve metabolitlerin birikmesi
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ile ATP sentezi gibi sitoplazmik membranda enerjiye bagli bir¢cok hayati islemleri
yiirtitmektedir. PMF’nin yok olmasi veya bozulmasi direk olarak hiicrenin 6liimiine neden

olmaktadir (Bruno and Montville, 1993).

Lantibiyotiklerin duyarl hiicrelerin sitoplazmik membranda por olusturmalariyla

ilgili olarak one stiriilen modeller “Barrel-Stave”, “Wedge—Model” ve “Lipit II Model”dir.

Barrel-stave mekanizmasi ile por olusumunda bakteriyosinlerin katyonik yiik
tastyan C-terminali fosfolipitlerin bas gruplari ile elektrostatik interaksiyona girerek bu
bolgede membranin incelmesine neden olurlar (Sekil 2.6). Membran potansiyeli varliginda
membran igine girip oligomerize olmakta ve bdylece membranda iyonik por
olusturmaktadirlar. Peptitler merkezi kanalin etrafinda dizilmekte ve hidrofobik yiizeyler
membrana dogru, hidrofilik yiizeyler ise por’un merkezine dogru yonelmektedir

(McAuliffe et al., 2001; Garneau et al., 2002; Kopenon, 2004).
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Sekil 2.6. Barrel-stave mekanizmasi ile por olusumu
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Wedge—model’inde lantibiyotiklerin  pozitif — yiikli ~ C-terminali anyonik
fosfolipitlerle iyonik interaksiyona girip membran ylizeyine sikica tutunmakta ve lipit
dinamiginin bozulmasina neden olmaktadir (Sekil 2.7). Yeterli miktarda potansiyel
varhiginda  (-100 mV), bakteriyosin molekiilleri fosfolipitlerle olan interaksiyonlarini
kaybetmeksizin membran igine girip membranda biikiilmelere veya kivrilmalara ve
dolayistyla porlarin olusmasina neden olmaktadir (Brotz and Sahl, 2000; Kopenon, 2004;
Bauer and Dicks, 2005).

Sekil 2.7. Wedge model ile por olusumu

Lipit II modelle lantibiyotiklerin por olusturmasinda lipit bagli peptidoglukan
prekiirsorii olan lipit II 6nemli bir faktor olarak rol oynamaktadir. Bu mekanizmada
lantibiyotik (0rnegin; nisin, epidermin) 1:1 oraninda ilk once lipit II'nin karbonhidrat
kismina baglanmaktadir (Sekil 2.8). Bu baglanmada lantibiyotigin N-terminali rol
oynamakta ve negatif bir yiizey gerekmemektedir. Lantibiyotigin C-terminali membran
icine girip membranin karsi tarafina gegmektedir. Por olusumu i¢in birkag lantibiyotik/lipit
IT kompleksi gereklidir. Ayrica por olusum prosesi voltaja bagli degildir. Tip A
lantibiyotikler tarafindan por olusum mekanizmalar i¢inde lipit IT modeli en yeni ve en iyi
modeldir. Lipit II peptitlerin membran ylizeyine baglanmasinda araci bir molekiil olarak
rol oynamasinin yani sira porun dogru pozisyonda olusumu ve ag¢iliminda ve hatta
por’un bir pargasi olarak goérev yapmaktadir. Lipit II yoklugunda porlar anyonlara ¢ok
gecirgen oldugu halde lipit II varlifinda por’un bdyle bir iyon segiciligine sahip olmadig:
belirtilmektedir (Brotz and Sahl, 2000; Kopenon, 2004; Bauer and Dicks, 2005; Ering ve
ark., 2005). Sekil 2.9°da nisinin etki mekanizmasi gosterilmistir (Hoffmann et al., 2001).
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Sekil 2.9. Nisinin hedef hiicrenin sitoplazmik membraninda por olusturma mekanizmalar
(a), nisinin lipit [I’ye baglanrnasu (b), Wedge modeline gore por olusumu; (c), Barrel-stav
modeline gdre por olusumu
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Tip B lantibiyotikler membranda por olusturmamaktadirlar. Bu peptitler etki
mekanizmasini metabolizmada 6nemli rol oynayan enzimlerin aktivitesini engelleyerek
gostermektedirler. Tip B lantibiyotiklerden mersasidin ve aktagardin peptidoglukan
sentezini inhibe etmektedirler. Peptidoglukan sentezi Onlendigi zaman hiicre duvari
kalinliginda onemli derecede bir azalma goriiliir ve bunu takiben hiicre lize olur.
Mersasidin ve aktagardin peptidoglukanin seker zincirlerinin polimerizasyon enzim
reaksiyonu olan transglikosizlasyonu onlemektedirler (Sekil 2.10). Bu inhibisyonu soz
konusu lantibiyotikler transglikosilaz enziminin substrati olan lipit II ile kompleks
olusturarak gerceklestirmektedirler. Mersasidin ve aktagardinin yapis1 lipit II ile
baglanmalarina olanak vermesine karsin por olusumu i¢in gerekli kisma sahip olmadiklar
icin tip A lantibiyotikler gibi membranda por olusturamamaktadirlar (Brotz and Sahl,

2000; Hoffmann et al., 2001; McAuliffe et al., 2001).

Hem Ay hem de ApH’y1 tamamen yok eden lantibiyotiklerden farkli olarak sinif 11
bakteriyosinleri, ApH’nin tamamen, Ay’nin ise kismen yok olmasina yol acarlar (Ennahar
et al., 1999). PMF’nin direkt olarak yok olmasi sonucunda goriilen diisiik intraseliiler ATP

diizeyi, besin maddelerinin aktif transportla tasinamamasina, K ve Mg®" gibi kofaktérlerin
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Sekil 2.10. Lantibiyotik mersasidin tarafindan peptidoglukan sentezinin inhibisyonu
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hiicre disina sizmasina, hiicrelerin inhibisyonuna ve Oliimlerine sebep olmaktadir.
Lantibiyotiklerden farkli olarak bu bakteriyosinler membranda daha kiiciik porlar
olusturduklar1 icin ATP sizintisina neden olmamaktadirlar. Intraselliiler ATP miktarinin
azalmasinin nedeni PMF’yi korumak i¢in hizli ATP tiiketimi ve/veya fosfat sizintisindan
dolay1 hiicrenin ATP iiretememesinden kaynaklanmaktadir (Bruno and Montville, 1993;
Ennahar et al., 1999, 2000). Tablo 2.5’te simf II bakteriyosinlerin etki mekanizmasi

verilmigtir.

Tablo 2.5. Sinif II bakteriyosinlerin etki mekanizmasi

Etki mekanizmast ApH Ay ATP S1zint1
Sinif lla
Bavaricin MN Por olusumu Dagilma Dagilma ND CF
Enterosin P K" porlari Etki yok Dagilma Intraseliiller K',CF
ATP’nin
azalmast
Mesenterisin Y105 Por olusumu ND Dagilma ND Amino
asitler
Pediosin PA-1 Por olugumu Dagilma Dagilma Intraseliiler ~Amino
ATP’nin asitler
azalmasi K"
Sinif 11b
Laktasin F Por olusumu ND Dagilma Intraseliiler K" ve
ATP’nin Pi
azalmasi
Laktokoksin G Katyon porlar1 Etki yok Dagilma Intraseliiler ~Amino
ATP’nin asitler
azalmasi
Plantarisin EF Katyon porlart Dagilma Dagilma ND Katyonlar
Plantarisin JK Anyon porlari Dagilma Dagilma ND Anyonlar
Sinif llc
Laktokoksin A Por olusumu ND Dagilma ND Amino
asitler
Plantarisin A Por olusumu Dagilma Dagilma ND ND

ND: belirlenemeyen; CF: karboksifluorescein
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2.2.2.3. Antimikrobiyal Etki Spektrumlari

LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakterilere ve
Gram negatif bakterilere kars1 inhibitor aktivite gosterirler (Jack et al., 1995). Nisinin ¢ok
sayida Gram pozitif bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi olmasina ragmen Gram negatif
bakterilere karsi etkisi genellikle disiiktir. E. coli O157: H7 ve Salmonella gibi
patojenlerin gelisimini EDTA gibi metal selatlagtiricilarin nisin ile kombinasyonunun
kullanildiginda veya sicaklik soku uygulandiginda Onlendigi goriilmiistir. EDTA, dis

membrani tahrip eder ve nisinin penetrasyonuna izin verir (Cleveland et al., 2001).

Gidalardan izole edilen LAB’nin bakteriyosinleri ile ilgili bir g¢aligmada
Lactobacillus, Carnobacterium ve Lactococcus cinslerine ait bakteriyosinlerin
antimikrobiyal etki spektrumlar1 belirlenmistir. Lc. crispatus ve Lc. lactis subsp. lactis
tarafindan {retilen bakteriyosinler nisine benzer sekilde genis aktivite spektrumu
gostermislerdir. Lc. curvatus ve Lb. plantarum tarafindan iretilen bakteriyosinler Br.
thermosphacta, Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Listeria sp., Pediococcus sp.,
Enterococcus sp., Carnobacterium sp. ve Streptococcus thermophilus’u kapsayan farkli
cesitlilikte aktivite spektrumlart gosterirken, Carnobacterium divergens tarafindan iiretilen
bakteriyosin Lc. curvatus, Listeria sp., Enterococcus sp. ve S. tehrmophilus’u kapsayan
smirl gesitlilikte aktivite spektrumu gdstermistir. Incelenen higbir bakteriyosin Gram

negatif bakteriler ya da mayalara kas1 aktivite gostermemistir (Coventry et al., 1997).

Yapilan bir ¢alismada enterosin L50, pediosin PA-1, nisin A ve laktosin S nin bazi
bozulma etmeni ve gida kaynakli patojenlere kars1 aktiviteleri incelenmistir. Enterosin L50
ve pediosin PA-1 L. monocytogenes’e karsi fazlaca aktif olmalarina ragmen nisin A ve
laktosin S inhibitor aktivite gostermemislerdir. Enterosin L50 ayrica S. aureus, Clostridium
perfringens ve Clostridium botulinum’a kars1 da antimikrobiyal aktivite géstemistir. Bu
patojenler diger bakteriyosinlerden zayifca etkilenmis ya da etkilenmemistir. B. cereus
ATCC9139’un saf enterosin L50 ve nisin A ekstraktlarina duyarli oldugu gorilmistiir
(Cintas et al., 1998).
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E. faecalis A-48-32 ve E. faecium S-32-81 tarafindan firetilen enterosin AS-48
(Ananou et al., 2005), E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97 (Garcia et al.,
2004), E. casseliflavus IM 416K 1 ve E. faecalis IM 388C tarafindan tiretilen enterosinlerin
(Sabia et al., 2004) gida kaynakli bir patojen olan L. monocytogenes’e karst inhibitor

etkileri farkli ¢calismalarda belirlenmistir.

E. faecalis suslarinin genellikle enterokok tiirlerine karsi etkili oldugu, E. faecium
suslarinin ise, Propionibacterium spp., L. innocua, L. monocytogenes, Clostridium
sporogenes ve Clostridium tyrobutyricum’u kapsayan genis inhibitor aktivite spektrumuna

sahip oldugu goriilmiistiir (Toit et al., 2000).

Siit {irtinlerinde yapilan bir ¢alismada enterokokal bir bakteriyosin olan enterosin
CCM 4231’in L. monocytogenes ve S. aureus gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir
(Laukova et al., 1999).

E. mundtii ST15 tarafindan {iretilen bakteriyosinin Lactobacillus sakei,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Propionibacterium sp., Clostridium tyrobutyricum,
Acinetobacter  baumanii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae ve Streptococcus caprinus’un

gelisimlerini inhibe ettigi goriilmiistiir (De Kwaadsteniet et al., 2005).

E. faecalis A-48-32 tarafindan turetilen enterosin AS-48’in sosislerde S. aureus

gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir (Ananou et al., 2005b).

E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97’nin Bacillus macroides ve
Bacillus maroccanus’un gelisimi inhibe ettigi belirlenmistir (Garcia et al., 2004). Ayni
bakteriyosinin Bacillus coagulans iizerine bakterisidal etkisi de saptanmistir (Garcia et al.,
2003).

Meyve sularinda bozulma etmeni olan Alicyclobacillus acidoterrestris’in
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E. faecalis A-48-32 tarafindan iiretilen enterosin AS-48 ile inhibe edildigi belirlenmistir
(Grande et al., 2005).

2.2.2.4. Uretimleri, Antimikrobiyal Aktiviteleri ve Stabilitelerini Etkileyen Faktérler

Bakteriyosin {iretimi ve aktivitesi besiyerinin bilesimi, gelisme fazi, pH,
inklibasyon kosullarina baghdir (Yildirirm ve Yildirim, 2000). Basit bir besiyerinde
bakteriyosin {iretimi, optimum pH ve tiir veya sus i¢in spesifik besin d6gelerinin ilavesi ile
artirtlabilir. Genellikle yiiksek hiicre yogunlugunu saglayan kosullar yiiksek bakteriyosin
tiretimini de saglar (Yang and Ray, 1994).

Leu. mesenteroides E131 gelisimi i¢in optimum sicaklik (25-30°C) ile maksimum
bakteriyosin aktivitesinin goriildiigii sicaklik (25°C) birbirine yakindir. Bu sus igin en iyi
hiicre gelisimi pH 6,5 iken maksimum bakteriyosin aktivitesi pH 5,5’tir (Drosinos et al.,

2006).

Lc. lactis subsp. lactis A164 tarafindan {iretilen nisin benzeri bakteriyosinin
tiretiminin karbon ve azot kaynaklarindan fazlaca etkilendigi goriilmiistiir. A164 susunun
M17 besiyerinde diger karbon kaynaklar1 yerine laktoz kullanildiginda 4 kat daha fazla
bakteriyosin irettigi gozlenmistir. % 3 diizeyinde maya ekstrakti ilavesi optimum azot
kaynagi olarak bulunmustur. S6z konusu bakterinin optimum gelisme sicakligi 37°C iken
maksimum diizeyde bakteriyosin liretimi igin gerekli sicakligin 30°C oldugu gozlenmistir.
Gelisme i¢in optimum pH araliginin 5,5-6,5 arasinda degisirken bakteriyosin iiretimi igin
optimum pH’nin 6,0 oldugu belirlenmistir. Maksimum aktivite M17L broth (% 3 laktoz),
30°C ve pH 6,0’da erken durgun gelisme fazinda gozlemistir (Cheigh et al., 2002).

Lactococcus sp. GMO0OS5 inkiibasyon kosullar1 30°C ve pH 6,0’da sabit tutularak
gelistirildiginde rettigi bakteriyosinin aktivitesinin, kontrolsiiz pH kosullarina gore 8 kat

daha fazla oldugu gozlenmistir (Onda et al., 2003).
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P. acidilactici NRRL B-5627’nin firettigi pediosinin aktivitesini tripsin, papain,
subtilisin ve pepsin ile 15 dakika muamele sonucunda kaybettigi goriilmiistiir. Lc. lactis
subsp. lactis CECT 539 tarafindan iiretilen nisinin tripsin, subtilisin ve pepsin ile muamele
edildiginde aktivitesini kaybettigi, papain ile muamele edildiginde ise aktivitesini % 50
oraninda kaybettigi belirlenmistir. Pediosin ve nisin asidik pH’lar ile kisa siirelerde en

yiiksek 1s1 stabiletesi gostermislerdir (Guerra et al., 2001).

Lc. lactis ssp. lactis USC-39, E. faecium USC-46 ve E. mundtii USC-51 tarafindan
maksimum bakteriyosin iiretiminin gelisimlerinin durgun fazinda oldugu belirlenmistir.
Tium bakteriyosinler proteinaz K ile inaktive olmustur. Tiim bakteriyosinlerin 100°C’de 60
dakika veya 121°C’de 15 dakika 1sil isleme dayanikli oldugu gorilistir. L.
monocytogenes’e karsit olan aktiviteleri susa bagli olarak pH 3,5-5,5 veya 3,5-6,5

araliginda devam etmistir (Campos et al., 2006).

Lb. pentosus B96’nin 30°C, nétral pH ve NaCl yoklugunda iyi gelistigi
bilinmektedir. Fakat bir suboptimal sicaklik (22°C) ve makul bir NaCl stresinin (0,65 mol

1'") bakteriyosin iiretimini stimiile ettigi belirlenmistir (Delgado et al., 2005).

Micrococcus sp. tarafindan iretilen mikrokoksin GOS5 i¢in optimum baglangi¢
pH’s1 7,0-9,0 ve sicaklik 37°C’dir. Maksimum mikrokoksin GO35 aktivitesi glukoz yerine
laktoz veya sukroz kullanilan modifiye MRS’de saglanmistir. MRS’de bulunan diger azot
kaynaklar1 yerine, % 0,5 tripton ve % 1 maya ekstrakti igeren modifiye MRS’de

maksimum bakteriyosin aktivitesi elde edilmistir (Kim et al., 2006).

Lb. amylovorus DCE 471 tarafindan iiretilen amylovorin L471 iiretiminin artan tuz
konsantrasyonlarinda azaldigi goriilmistiir. Maksimum spesifik gelisme oranm1 5 g/L NaCl
varliginda gerceklesirken maksimum bakteriyosin aktivitesi 10 g/L ilavesinden sonra

belirlenmistir (Neysens et al., 2003).
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Lactobacillus buchneri LB tarafindan tiretilen buchnericin LB’nin 1s1ya dayanikli,
a-kimotripsin, tripsin, papain, proteinaz K ve pepsin ile hidroliz oldugu fakat katalaz,
peroksidaz, lipaz, amilaz ve organik c¢oziiciilere karsi dayanikli oldugu goriilmiistiir

(Yildirim and Yildirim, 2001).

Yapilan bir calismada kullanilan bakteriyosinler (nisin, sakasin P, kurvasin A)
tizerine farkli maddelerin etkisi incelenmis ve lesitin, kazein ile divalent katyonlarin bu
bakteriyosinlerin antagonistleri olduklar1 goriilmiistiir. Diisiik pH, EDTA, propil-paraben
veya NaCl’nin tiim bakteriyosinlerin aktivitesini artirdigi goézlenmistir (Ganzle et al.,

1999).

Lb. plantarum LC74 tarafindan iretilen plantarisin LC74’in hekzan, asetonitril,
etanol, aseton ve kloroformdan etkilenmedigi goriilmiistiir (Rekhif et al., 1994). Lee and
Paik (2001) Lactococcus lactis NK24 tarafindan iiretilen bakteriyosinin etanol, metanol,

aseton, toluen, isopropanol ve kloroformdan etkilenmedigini belirlemislerdir.

Campos et al. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Lc. lactis USC-39, E. faecium
USC-46, E. mundtii USC-51’in maksimum miktarda bakteriyosin iiretimlerinin bakterilerin
gelisimlerinin durgun fazinda oldugu belirlenmistir. Tim bakteriyosinlerin aktivitelerini
proteinaz K enzimi ile kaybettikleri, 100°C’de 60 dk veya 121°C’de 15 dk 1s1l isleme ise

dayanikli olduklar1 goriilmiistiir.

Domuz digkilarindan izole edilen bazi E. faecium ve E. faecalis suslari tarafindan
tiretilen bakteriyosinlerin karakterizasyonunu yapilmistir. Enterosin {iretimi erken
logaritmik gelisme fazinda baslamis ve maksimum miktarda {iretim durgun fazin
baglangicinda saglanmustir. E. faecalis suslari tarafindan iretilen bakteriyosinlerin E.
faecium suslarmin bakteriyosinleri ile karsilastirildiginda daha dar bir inhibitdr aktivite
spektrumuna sahip olduklari belirlenmigtir. Test edilen tiim Enterococcus suslarinin
bakteriyosinleri a-kimotripsin, proteinaz K, tripsin, pronaz, pepsin ve papain ile inaktive

olmus fakat lipaz, lizozim ve katalazdan etkilenmemistir. Uretilen bakteriyosinlerin 1s1ya
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dayanikli oldugu ve nétral pH’larda maksimum aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Toit et

al., 2000).

E. casseliflavus ve E. faecalis tarafindan iiretilen iki bakteriyosin ile yapilan bir
calismada her iki bakteriyosinin de kullanilan proteolitik enzimlere duyarli olduklar1 ve
aktivitelerini genis pH araliginda ve buzdolab1 kosullarinda 6 ay depolama siiresince
stirdiirdiikleri belirlenmistir. Is1 uygulamalar1 sonucunda E. faecalis tarafindan iiretilen
bakteriyosinin 1stya duyarli oldugu, E. casselifalvus tarafindan iiretilenin ise otoklavlama
isleminden sonra bile antimikrobiyal aktivitesini korudugu goriilmiistiir (Sabia et al., 2002,

2004).

E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97’nin karakterizasyonun yapildigi
bir ¢alismada bakteriyosinin hafif 1s1l islem kosullarina dayanikli oldugu, proteolitik
enzimlere ise duyarli oldugu, SDS, tween 80, EDTA ve B-merkaptoetanolden ise
etkilenmedigi gosterilmistir (Galvez et al., 1998). E. faecalis EJ97 tarafindan {iretilen
enterosin EJ97°nin, Bacillus coagulans CECT 12’nin vejatatif hiicrelerine Kkarsi
konsantrasyona bagli olarak bakterisidal etki gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek aktivite
37°C ve 15°C’de elde edilmis, 4°C’de inkiibasyon sonunda aktivite belirlenmemistir.
Indikator bakteriye karsi maksimum aktivite pH 7,0’de gdzlenmistir. pH 5,0’de aktivitede
kiigiik bir diisiis goriiliirken, pH 9,0’da yapilan inkiibasyon sonucunda ¢ok diisiik bir
aktivite elde edilmistir (Garcia et al., 2003). Enterosin EJ97 ile yapilan bir bagka ¢alismada
enterosin aktivitesini etkileyen faktorler ve kimyasal gida koruyucular ile iligkisi
incelenmistir. L. monocytogenes’in enterosin EJ97 tarafindan inhibisyonu i¢in yiiksek
bakteriyosin konsantrasyonuna gerek oldugu bulunmustur. Organik asit tuzlari ve
bakteriyosin arasindaki interaksiyon noétral pH’larda calisilmis ve sodyum asetat ile
sodyum benzoatin bakteriyosin aktivitesine etkisi olmadig1r gosterilmistir. Ayrica ndtral
pH’larda enterosin EJ97’nin aktivitesinin inorganik tuzlar, NaCl ve sodyum tripolifosfat
tarafindan inhibe edilmedigi belirlenmistir. Enterosin EJ97’nin L. monocytogenes iizerine
aktivitesi nitrat ve nitrit tuzlarinin kullanimi ile 6nemli Olgiide artirilmistir (Garcia et al.,

2004).
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De Kwaadsteniet et al. (2005) E. mundtii ST15 tarafindan iiretilen bakteriyosinin
proteinaz K, pronaz, pepsin, proteaz ve Triton X-114 ile inaktive oldugunu fakat katalaz,
a-amilaz, Triton X-100, SDS, Tween 20, Tween 80, iire ve EDTA’dan etkilenmedigini

belirlemislerdir.

Peynirden izole edilen E. faecium RZS C5 susunun listeria’ya karsi aktif bir
bakteriyosin lrettigi belirlenmistir. Bakteriyosin pH 6,5 ve 20-35°C arasinda yiiksek
aktivite gostermistir (Leroy and Vuyst, 2002).

E. faecium NI15 tarafindan iretilen bakteriyosinin a-kimotripsin, proteinaz K,
tripsin ve pepsin gibi proteazlar ile a-amilaza kars1 duyarl, lipaz enzimine ise dayanikli
oldugu goriilmiistiir. Bakteriyosin, 100°C’de 2 saat 1s1l isleme dayanikli oldugu halde
121°C’de 15 dakika otoklavlama kosullarinda aktivitesini tamamen kaybetmistir.
Bakteriyosin N15 genis pH araliginda (2-10) aktivite gosterebilmektedir (Losteinkit et al.,
2001).

Agar plate model sisteminde indikator hiicre sayisi, pH, NaCl, agar ve soya yagi
konsantrasyonunun pediosin PA-1, pissikolin 61, sakasin P, nisin ve sakasin A
bakteriyosinlerinin diflizyonlar1 iizerine etkisinin incelendigi bir arastirmada bazi
bakteriyosinlerin difiizyon alanlari, faktorler diisiik miktarlardan yiiksege dogru c¢iktikca
degistigi goriilmistiir. Her bakteriyosinin profilini etkileyen bir karakteristik i¢ faktoriiniin
oldugu fakat pH ve indikatér hiicrelerin yogunlugu tiim bakteriyosinleri etkiledigi

belirlenmistir (Blom et al., 1997).

2.2.2.5. Uygulama Alanlarn

Bakteriyosinler, gidalarda bozulmaya ve hastaliklara neden olan organizmalari
oldiirmek i¢in direkt olarak gidalara ilave edilebilecekleri gibi iiretici suslar kullanilarak da
bu etki saglanabilir. Bakteriyosinlerin bir diger uygulama sekli ise ambalaj metaryallerine

ilavesidir. Bakteriyosinler ve bakteriyosin iireten LAB, fermente gidalarin kalitesini
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tyilestirmek icin de kullanilmaktadirlar. Fermente et ve sebzelerde bakteriyosin iireten
starter kiiltiirler mikroorganizmalarin inhibe veya inaktif edilmesinde kullanilmaktadir

(Daeschel, 1990; Muriana and Luchansky, 1993; Montville and Winskowski, 1997).

Nisin, gida prosesi ve fermantasyonlarda ticari olarak kullanilan ilk laktik asit
bakterisi bakteriyosinidir. Ayrica, GRAS olarak kabul edilen ilk bakteriyosindir. Nisin
diisiik pH’ya dayanikli ve vejetatif hiicrelerin yani sira bakteriyel endosporlara karsi da
etkilidir. Nisin bircok Avrupa iilkesinde ve Orta Dogu iilkelerinde basta peynir olmak
lizere siit ve konserve gidalar gibi gesitli gidalarda giivenli bir sekilde kullanilmaktadir.
1988 yilindan beri FDA tarafindan pastorize islem gormiis peynirlerde Clostridium
botulinum sporlarinin gelismesini ve toksin olusumunu 6nlemek amaciyla GRAS olarak
kullanimina izin verilmistir. AB iilkelerinde ise irmik, puding, olgunlastirilmis ve islem
gormiis peynirler ile eksitilmis kremada nisin (E 234) kullanimina izin verilmektedir. Nisin
biyolojik koruyucu olarak salam, peynir gibi fermente edilmis diisiik pH’l1 gidalarda ve
konserve baliklarda, hazir etlerde ve ¢esitli kozmetik iirlinlerinde 6zellikle depo Omriinii
arttirict olarak kullanilmaktadir (Daeschel, 1989; Delves-Broughton, 1990; Roller and
Lusengo, 1997). Ulkemizde de halen AB iilkelerinde gegerli olan gidalarda
kullanilmaktadir (Anonim, 1997). Nisin siitli tatlilar, yogurt, alkollii icecekler, kiirlenmis
etler, balik, sivi yumurta ve ekmek gibi cesitli gidalarda kullanilmaya baslanmistir

(Delves-Broughton, 1990).

Tablo 2.6 ve Tablo 2.7°de bazi LAB bakteriyosinlerinin siit ve et {iriinlerinde

uygulama alanlari ile Tablo 2.8’de bazi1 bakteriyosinlerin gidalarda kullanimlarina 6rnekler

verilmistir (Cleveland et al., 2001; O’Sullivan et al., 2002; Garneau et al., 2002).
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Tablo 2.6. Bakteriyosin iireten LAB’nin peynir ve siit iirlinlerinde uygulamalarina
ornekler (O’Sullivan et al., 2002)

Bakteriyosin Uygulama Sonug

L. monocytogenes sayisinin 1
haftada 10” cfu/g’ a diistiigii
bulunmustur.
Olgunlagmanin 11. giiniinde
L. monocytogenes gelisimini
durdurdugu ve 21. giinde tamamen
oldirdigi belirlenmistir.

Pediosin PA-1 (AcH) Cheddar iiretiminde bir pediosin iireten

L. lactis’in starter olarak kullanilmasi

Bir pediosin tireten Lb. plantarum’un
Munster peynirinin ylizeyinde sprey
olarak kullanilmasi

Pediosin 5 Pediosin 5 iireten P. acidilactici’nin L. monocytogenes sayisinin
stite katilmast gegerli miktarda azalttig1 ispat
edilmistir.
Enterosin Taleggo peyniri iiretiminde enterosin iireten L. innocua’nin inhibe oldugu
Enterococci kullanilmasi tespit edilmistir.
Manchego peyniri iiretimi i¢in enterosin L. monocytogenes Ohio’nun
iireten E.faecalis’in starter olarak kullanilmasi inhibe oldugu goriilmiistiir.
Nisin Guarg tathisinin hazirlanmasinda nisin iireten 4 ve 20°C’de depolama siiresince
Lc. lactis’in kullanimi spor olugturan bakterilerin
sayisinin azaldigi belirlenmistir.
Laktisin 3147 Cottage peynirinin iiretiminde laktisin 3147 5 giin ve 4°C’de L. monocytogenes

Scott A sayisinin %99,9 azaldigi
gdzlenmistir.

iireten Lc. lactis’in kullanimi

Tablo 2.7. Bakteriyosin iireten LAB’nin et {iriinlerinde uygulamalarina 6rnekler
(O’Sullivan et al., 2002)

Bakteriyosin Uygulama Sonug
Pediosin Baharatli sosis liretiminde pediosin 15°C’de anaerobik kosullarda 15 giine
tireten P. acidilactici’nin katilmasi kadar L. monocytogenes gelisiminin
kontrol edildigi saptanmuistir.
Hindi sosislerine P. acidilactici’nin L. monocytogenes sayisinin 3,4 log
katilmasi azaldig: tespit edilmistir.
Fermente sosis iiretiminde starter olarak ~ Pediosin ve pH’nin sinerjitik etkisiyle
P. acidilactici’nin kullanilmasi L. monocytogenes’in inhibe oldugu
gorillmistiir.
Tavuk sosisinin hazirlanmasinda pediosin L. monocytogenes sayisinin 2,6 log
tireten P. acidilactici’nin kullanilmasi azaldig1 belirlenmistir.
Leukosin A Leu. gelidum UAL 187’nin sig1r etinin Lb. sake bozulmasmin
bozulmasimin kontroliinde kullanilmasi 6 haftaya kadar geciktigi gézlenmistir.
Laktosin 705 Laktosin iireten Lb. casei’in, 6giitilmiis L. monocytogenes gelisiminin inhibe
sigir etine L. monocytogenes kontroliinde  oldugu saptanmustir.
kullanilmasi
Sakasin A Sakasin A {ireten Lb. sake’nin kiyma ve L. monocytogene’in etkili bir sekilde

¢ig domuz etine katilmasi

inhibe oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 2.8. Baz1 bakteriyosinlerin gidalarda kullanimlarina 6rnekler (Cleveland et al., 2001;
Garneau et al., 2002)

Bakteriyosin Uygulama Sonug
Enterosin Enterosinin tavuk gogsii, jambon, domuz eti L. monocytogenes gelisimin birgok
ve sosise katilmasi kosul altinda kontrol edildigi goriilmiistiir.

Laktisin 3147 Laktisin 3147°nin toz preparati cottage peyniri L. monocytogenes ve B.cereus’un bu

yogurt ve toz haldeki ¢orbalara katilmast iiriinlerdeki gelisiminin kontrol edildigi
gorilmistiir.

Laktosin 705 Laktosin 705’in kiymada L. moncytogenes Laktosin 705’in kiymada L.monocytogenes
gelisimini diisiirmesi i¢in kullanilmast gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir.

Pediosin AcH  Pediosin preparasyonunun ¢ig tavuga L. monocytogenes inhibisyonunun
katilmas1 5°C’de ve 28 giinde gelisiminin kontrol

edildigi goriillmiistiir.
Nisin A Nisinin ricotta peynirinde L. monocytogenes  Nisinin 8 haftada L. monocytogenes’i

gelisiminin kontrol edilmesi i¢in kullanilmast  etkili bi seklide inhibe ettigi goriilmiistiir.

2. 3. ENTEROKOKLAR VE URETTIiKLERiIi BAKTERIiYOSINLER

2.3. 1. Filogeni-Taksonomi

Streptokoklarin iiyeleri onceden “fekal streptekoklar” veya “Lancefield’in grup D
streptokoklar1” daha sonra yapilan taksanomik ¢aligmalarla Enterococcus cinsi adi altinda
farkli bir cins olarak ayrilmislardir. Diger bir ifade ile modern siiflandirma teknikleri ve
serolojik calismalar temel alindiginda, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde,
baz1 fermente gidalarda ve bir¢ok baska habitatlarda bulunan “fekal streptokoklar” yeni

Enterococcus cinsini olusturmustur.

Enterokoklar, Melissococcus, Tetragenococcus ve Vagococcus cinsleri ile birlikte
Enterococcaceae familyast i¢cinde bulunurlar (Sekil 2.11). Enterococcus cinsi ig¢indeki
farkli tiirlerin filogenik iligkileri bunlarin 16S rRNA genlerinin karsilastirmali dizi
analizleri ile belirlenir (Sekil 2.12). 20°den fazla Enterococcus tiirii su an belirlenmig

olmasina ragmen E. faecium ve E. faecalis gbze ¢arpan iki tiir olmay: siirdiirmektedir.
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Levconostoc

Lactobacillus / Pediococcus

Weisselia

_ Vagococcous
Carnobacterium
Melissococcus

Aerococcus Tetragenococcus

Enterococcus
Listeria

Staphylococcus Lactococcus

Root of the subtree

Bacillus subtilis —Gruppe Strepiococcus

Sekil 2.11. Enterococcus cinsinin filogenik pozisyonu

Insan hastaliklarinda, fermente gidalarda ve probiyotik olarak bu organizmalarin iginde en

onemli rolii oynamaktadirlar.

2.3.2. Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Enterococcus cinsinin iiyeleri Streptococcus ve Lactococcus cinsleri gibi, Gram
pozitif, katalaz negatif, ciftler ya da kisa zincirler halinde bulunan fakiiltatif anaerob
koklardir. Bunlar kemoorganotrofiktirler ve homofermentatif laktik asit fermentasyonu ile

heksozlardan L-laktik asit olustururlar. Tipik enterokoklar olan E. durans, E. feacalis,
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r “E. azikeavi"
— E. hirae
~ E. durans
— E. fagcium
— E. mundtii

[ E. villorum

E. porcinus

— E. malodoratus
— E. raffinosus
— E. avium
— E. pseudoavium
[ E. casseliflavus
I~ E. flavescens
- E. gallinarum
“E. phoenfeulicola”

E. dispar

[ E saccharolyticus
;
[

sulfureus

: E. cecorum

E. columbae

E. moraviensis
4|_—|1L E. haemoperoxidus
‘E. rottae"
E. faecalis
E. solitarius
|—|——'|".hafuphﬂus
_| : T. muriaficus

M. pluton
V. fluvialis

Sekil 2.12. Enterokok tiirleri arasindaki iliskileri gosteren 16S rRNA’ya dayanan soy agaci

E. faecium, E. gallinarum, E. hirae ve E. mundtii, 10 ve 45 °C’de, % 6,5 NaCl, % 40 safra
varliginda ve pH 9,6’da gelisebilmeleri ile streptokok ve laktokoklar gibi diger Gram (+)
ve katalaz (-) homofermentatif koklardan kolaylikla ayrilabilirler (Sekil 2.13). Ayrica
eskulini hidrolize edebilir ve % 0,04 Na-azid bulunan ortamda gelisebilirler. Optimum
gelisme sicakliklar1 35°C°dir. Termodurik bakteriler olup 60°C’de 30 dakika canliliklarini
siirdiirebilirler. Istisnalar 45°C’de gelismeyen E. dispar, E. sulfureus, E. malodoratus ve
E. moraviensis, 10°C’de gelismeyen E. cecorum ve E. columbae ile % 6,5 NaCl varliginda
az gelisen veya gelisemeyen E. avium, E. saccharaminimus, E. cecorum ve E.
columbae’dir. E. mundtii ve E. casseliflavus sar1 pigmentli ve E. gallinarum ile E.
casseliflavus hareketlidir (Stiles et al., 1997; Franz et al., 1999, 2003; Klein, 2003; Moreno
et al., 2006).
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D-antijen

'
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Gram (+), Katalaz (-), kok

'

Sero-grup

%6,5 NaCl ve 10°C’de gelisebilme

|

Evet

|

Glikozdan gaz olusumu

\

Diger antijenler

'

Diger streptokoklar

'

Hayir: Streptococcus, Tetragenococcus
Pediococcus, Globicatella, Gemella

v
v

45°C’de gelisme

v

Evet: Leuconostoc

v

Evet

v

Hayir: Vagococcus, Helcoccus
Alliococcus, Aerococcus

v

Mannitol (MAN), sorbitol (SBL), arabinoz (ARA) ve raffinoz (RAF) un

fermantasyonu
MAN (-) MAN (+) MAN (+) MAN (+)
SBL (-) SBL (+) SBL (+/-) SBL (-)
ARA (-) ARA (-) ARA (+) ARA (-)
/\ 50°C (-) 50°C (+) i
RAF (-) RAF (+) - -
E.durans E. hirae E. faecalis E. faecium Lactococcus

Sekil 2.13. Enterokoklarin diger Gram (+), katalaz (-) koklardan ayrimi
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Son zamanlarda tanimlanan enterokokal tilirlerin c¢ogu fizyolojik o6zellikleri
bakimindan tipik enterokoklardan farklilik gosterirler. Grup D antiserumu ile reaksiyon
vermeyen bazi tirler (E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. pseudoavium, E.

saccharolyticus ve E. sulfureus) mevcuttur (Tablo 2.9).

Belirli sicakliklarda gelisme yaninda karbonhidrat fermantasyon yollar1 da 6nemli
fenotipik ve fizyolojik karakterlerdir. E. faecium ve E. faecalis i¢in elektif ya da selektif
besiyerlerinde gelisme karakteristikleri de kullanilabilir. E. faecalis trifenil-tetrazolium-
klorit (TTC)’i indirgemesine karsin E. faecium indirgeyemez veya zayifca indirgemektedir.
TTC bulunan spesifik besiyerinde E. faecalis koyu kirmizi koloniler, E. faecium ise soluk

pembe koloniler olusturur (Klein, 2003).

16S rRNA dizisi analizleri karsilastirildiginda Enterococcus cinsinin % G+C orani
diisiik olup % 50°nin altindadir (Tablo 2.10) (Franz, 2003; Klein, 2003).

2. 3. 3. Ekoloji

Enterokoklar ve grup D streptokoklar insan ve hayvanlarin yerli mikroflorasinin
onemli bir boliimiinii olustururlar. Prensip olarak da insan ve hayvan gastrointestinal
sistemleri habitatlaridir. Baz1 bireylerde ve bazi iilkelerde E. faecium, E. faecalis’ten sayica
fazla olmasina ragmen, E. faecalis genellikle insan bagirsaklarinda bulunan Enterococcus
tiirleri arasinda baskin olandir (Stiles et al., 1997; Klein, 2003). Fakat Mundt (1986) cogu
gidada bulunan E. faecalis’in her zaman direkt olarak fekal kontaminasyon kaynakli
olmadigimi belirlemistir. 1992°de Avrupa Birligi koliformlar ve E. coli’nin varlig i¢in bir
maksimum deger belirlemis, enterokoklar iginse bir limit belirlememistir. Endiistriyel

olarak islenmis gidalarda enterokoklar hijyen indikatorii olarak ¢ok az bir degere sahiptir.
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Tablo 2.9. Enterokok tiirlerinin karakteristik fizyolojik 6zellikleri

Tiir 10°C | 45°C | pH 9,6 %6,5 %40 %0,04 | Eskulin Grup D
NaCl Safra | Na-azid | hidrolizi antijeni
E. asini +) + nd - + nd + +
E. avium (+) + + A% V/+ nd + +
E. casseliflavus A% - + V/+ + + + +
E. cecorum + + @) - + - + -
E. columbae - nd nd - ) - + -
E. dispar + - nd +/- + - + -
E. durans + + + + + + + )
E. faecalis + + + + + + + +
E. faecium + + + + + + + Vv
E. flavescens V/- | V/+ nd + + + + +
E. gallinarum + + + + + + + +
E.haemoperoxidus + - nd + + + + +
E. hirae + + + + + + + Vv
E. malodoratus + - + + + nd + +
E. moraviensis + - nd + + + + +
E. mundtii + + + + + + + +
E. porcinus + + nd + nd nd + +
E. pseudoavium + + + +/- V/+ nd + -
E. raffinosus () + + + V/+ nd + nd
E. ratti + + nd + nd nd + +)
E. saccharolyticus + + nd ) + nd + -
E. solitarius + + nd + + nd + +
E. sulfureus + - nd + + nd + -
E. villorum nd nd nd + + + + nd

nd: belirlenmeyen; (+): zayif pozitif; V: degisken; +/-; literatiirdeki verilerde farkli olanlar

Tablo 2.10. DNA’da % G+C igerigine gore LAB nin siiflandirilmasi

Diistik G+C orani (< % 50)

Lactobacillus

Lactococcus

Enterococcus

Weissella

Tetragenococcus

Streptococcus
Pediococcus
Leuconostoc
Carnobacterium

Yiiksek G+C orani (> %50)

Bifidobacterium
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E. faecalis, E. faecium ve E. durans insan fegeslerinden siklikla izole edilmesine
ragmen, domuz, s1gir ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlarinda daha az yaygindirlar (Tablo 2.11)
(Klein, 2003). Enterokoklar sadece sicakkanli hayvanlarla iligkili degil ayni zamanda

toprak, yiizey sulari, bitkiler, sebzeler ve hagereler tizerinde de bulunurlar.

Enterokoklarin pastorizasyon sicakliklarina direnci ve farkli substrat ile diisiik ve
yiiksek sicaklik, ekstrem pH ve tuz konsantrasyonlar1 gibi gelisme kosullarina adapte olma
yetenekleri bunlarin siit ve et gibi ¢ig metaryallerden tiretilen gida iirtinleri ile 1s1l islem
uygulanan gida iirtinlerinde de bulunabilecegi anlamina gelir. Bu durum enterokoklarin
gida iiretiminin olagan kosullarina direngli olduklar1 anlamindadir (Franz, 1999, 2003;
Giraffa 2003; Moreno et al., 2006). Bununla birlikte enterokoklar proses boyunca son
tiriinii de kontamine edebilirler. Bu nedenle, enterokoklar 6zellikle fermente peynir ve
etlerde, fermente gida mikrobiyolojisinin 6nemli bir boliimiinii olustururlar. Enterokoklarin
fermente gida iirlinlerinin organoleptik 6zelliklerine katkisi ve bakteriyosin (enterosin)
tiretme kabiliyetleri, bunlarin  gida teknolojisinde uygulamalar1 i¢in  Onemli
karakteristikleridir (Franz, 1999, 2003; Giraffa 2003; Hugas et al., 2003; Sarantinopoulos,
2001; Moreno et al., 2006).

Tablo 2.11. Gidalarda enterokoklarin ekolojisi

Tiir Peynir Balik Et Domuz Taze Sosis  Kiyilmig Sigir
Karkasi Eti
E. faecalis (+) + + ++ ++ ++
E. faecium ++ +) ++ (+) - (+)
E. durans/hirae  (+) - (+) (+) (+) )
E. gallinarum - +) +) ND ND +)
E. casseliflavus - - (+) ND ND -
E. mundtii - (+) (+) ND ND ND
E. avium ND ND ND ND ND -
E. malodoratus ND ND ND (+) (+) ND
E. pseudoavium ND ND ND (+) - ND
E. raffinosus ND ND ND (+) - ND

++: olagan; +: sik sik; (+): arasira; -: bahsedilmemis; ND: belirlenmemis
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2. 3. 4. Enterokoklar Tarafindan Bakteriyosin Uretimi

Grup D streptokoklarin bakteriyosin benzeri madde iirettikleri ilk kez 1955°te
bildirilmis ve bu tarihten itibaren ¢ok sayida enterosin bulunmustur (Haveraar et al., 1992).
Bugiine kadar tespit edilen enterosinlerin sinif I, siif II (a ve ¢ grubu) ve sif III
bakteriyosinlerinin 6zelliklerini tasidigi belirlenmistir. E. faecalis’in trettigi iki bilesenli
sitolisin smf I; E. faecium tarafindan iiretilen enterosin A, enterosin P ve enterosin
CRL35; E. faecalis tarafindan iiretilen bakteriyosin 31 ve E. mundtii tarafindan iretilen
mundtisin sinif [la’ya ve E. faecalis’in iirettigi enterosin AS-48, enterosin 1071A ve
1071B, E. faecium’un iirettigi enterosin B, enterosin L50A ve L50B ve enterosin Q simif
IIc’ye 6rnek olarak verilebilir (Moreno et al., 2003). Sinif I, siif Ila, sinif IIc ve sif 111
bakteriyosinleri i¢inde yer alan enterosinler Tablo 2.12’de gdsterilmistir. Literatiirlerde
diger enterosinlerin ilk olarak yeni enterosinler oldugu diisiiniilmiis fakat varolanlara
gercekten benzedikleri goriilmiistiir. Bunlar da Tablo 2.13’de listelenmistir. Ek olarak E.
faecalis suslari tarafindan {iretilen bakteriyosinler sunlari kapsar:

Tip 1: E. faecalis DS16’dan sitolisin (bakteriyosin/hemolizin). Bu 2 bilesenli lantibiyotik,
hem hemolisin hem de bakteriyosin aktivitesi gosterir.

Tip 2: E. faecalis S-48’den siklik peptid antibiyotik AS-48 (enterosin AS-48). Bu bilesik
hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterilere karsi etkilidir. Tersine, benzer olarak E.
faecalis INIA 4 tarafindan iiretilen enterosin 4 sadece Gram (+) bakterilere etkilidir.

Tip 3: Dar antimikrobiyal spektrum ile E. faecalis Y117’den bakteriyosin 31.

Tip 4: E. faecalis BEF 1071°den enterosin 1071A ve enterosin 1071B. Bu enterosinler Tip
2’den daha dar bir aktivite spektrumu ve E. faecalis tarafindan iretilen Tip 3

enterosinlerden de genis aktivite spektrumu gosterirler.

Enterococcus spp. tarafindan iiretilen bakteriyosinler (enterosinler) izolasyonu ve
karakterizasyonu hakkinda bir ¢cok calisma vardir. Enterosinler, gidalar (peynir, et, balik ve
sebzeler), hayvanlar ve insanlar1 kapsayan farkli kaynaklardan izole edilen suslardan elde
edilmiglerdir. Tablo 2.14 farkli kaynaklardan caligilmis bakteriosinojenik Enterococcus

suslarinin (Bac") bir derlemesi verilmistir (Moreno et al., 2006).



Tablo 2.12. Enterokoklar tarafindan iretilen smif I,
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sinif II ve smif I bakteriyosinleri

(enterosinler)
Simif Bakteriyosin Uretici Sus

Sinif [ Cyl LL E. faecalis DS16
Cyl LS E. faecalis DS16
Enterosin A E. faecium CTC492
Enterosin CRL 35 E. faecium CRL 35

Sinif ITa Bakteriyosin 31 E. faecalis Y1717
[Enterosin P E. faecium P13
Mundtisin E. mundtii AT06
Bakteriyosin RC714 E. faecium RC714
[Enterosin SE-K4 E. faecalis K-4
[Enterosin AS-48 E. faecalis S-48
[Enterosin B E. faecium T136
[Enterosin L5S0A E. faecium L50

Sinuf Ilc [Enterosin L50B E. faecium L50
[Enterosin EJ97 E. faecalis EJ97
Enterosin Q E. faecium L50
[Enterosin 1071A E. faecalis BEF 1071
[Enterosin 1071B E. faecalis BEF 1071
[Enterosin RJ-11 E. faecalis RJ-11

Sinif 111 [Enterolisin A E. faecalis LMG 2333

Tablo 2.13. Varolan enterosinlere benzer literatlirde tanimlanan diger enterosinler

Enterosin Mevcut enterosin Uretici Sus
Enterosin 4 Enterosin AS-48 E. faecalis INIA 4
Enterokoksin EFS2 E. faecalis EFS2
Bakteriyosin 21 E. faecalis OG1X
Enterosin 7C5 E. faecium 7C5

Enterosin 900

E. faecium BFE 900

Enterosin 1146

Enterosin A

E. faecium DPC1146

Enterosin EFMO1 E. faecium EFMO01
Enterosin P21 E. faecium P21
Enterosin 81 E. faecium WHE 81
Enterosin N15 E. faecium N15
Enterosin BC25 E. faecium BC 25
Enterosin CCM 4231 E. faecium CCM 4231
Enterosin 900 E. faecium BFE 900
Enterosin P21 Enterosin B E. faecium P21

Enterosin 81
Enterosin RZS C13
Enterosin RZS C5

E. faecium WHE 81
E. faecium RZS C13
E. faecium RZS C5

Enterosin 1
Enterosin B2

Enterosin L50

E. faecium 6T1a
E. faecium B2

Enterosin AA13
Enterosin G16
Enterosin B1
Enterosin B2

Enterosin P

E. faecium AA13
E. faecium G16
E. faecium B1

E. faecium B2

Enterosin 1071A

Enterosin 1071A

E. faecalis FAIR-E 309

Enterosin 1071B

Enterosin 1071B

E. faecalis FAIR-E 309

Enterosin B2

Enterosin 1071

E. faecium B2
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Tablo 2.14. Farkli kaynaklardan izole edilen bakteriyosinojenik enterokok suslari

Kaynak Sus

Siit Uriinleri E. faecium DPC1146
E. faecium 7C5

E. faecium RZS C5

E. faecalis INIA 4

E. faecium CRL 35

E. faecium WHE 81
AS-48 iiretici suslar

. faecalis TAB 28

. faecalis FAIR-E 309
. faecium FAIR E-198

. faecium L1

. faecium CTC492
. faecalis EFS2

. faecium T136

. faecium P13

. faecium L50

. faecium AA13

. faecium G16

. faecium P21

Fermente sosisler

. faecium N15
. faecium B1
. faecium B2

Diger fermente gidalar

Balik
Sebzeler

. faecalis 226

. faecium BFE 900
. mundtii ATO6

. faecium 6T1 a

Silaj . faecium suglar1
. faecium RZS C13
. faecium NIAI 157

. faecalis K-4

. faecium CCM 4231
. faecium BC25

. faecium J96

. faecalis BFE 1071
. gallinarum 012

Veteriner orijinli

Su . faecalis EJ97

. faecalis S-48
. faecium Y1717
. faecium RC714

Insan orijinli

mmmmmmmmMmmMmMMMMMMMMMMMMMMMMMMMmMmMMmmmMmMm

Kramer and Brandis (1975), E. faecium E1 tarafindan iiretilen enterosin E1A’nin
anti-Listeria aktivitesini bildirmislerdir. Giiniimiizde enterokoklarin Listeria tiirlerini,
enterokoklar ve listeria arasindaki yakin filogenetik iliski ile agiklanabilecek inhibe etme

kabiliyeti iyi bilinmektedir.
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Saflastirilan ilk enterosin E. faecalis S-48 tarafindan iiretilen ve bir siklik peptid
antibiyotik olarak tanimlanan enterosin AS-48’dir. Bundan sonra yeni enterosinlerin

karakterizasyonu artmustir. Fakat bu molekiillerin cogunun DNA sekansi belirlenmemistir.

Enterokokal bakteriyosinler genellikle Staphylococcus ssp., Clostridium spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp., E. coli ve
Vibrio cholerae gibi bazi Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi inhibitor aktiviteye
sahiptirler (Sarantinopoulos et al., 2001; Moreno et al., 2003). Wachsman et al. (1999)

enterosin CRL 35’in antiviral aktivitesini bildirmislerdir.

Enterosinler, proteinaz K, a-kimotripsin, tripsin ve pepsin gibi bazi proteolitik
enzimlere kars1 duyarliyken lipaz, amilaz ve katalaz enzimlerine karst dayaniklidirlar.
Genis pH araliklarinda aktivite gosteren enterosinler, asidik pH’larda daha fazla aktiftirler.
Donma ve buzdolabi kosullari ile yiiksek sicakliga (100°C) dayanikhidirlar.
Liyofilizasyonla kurutmadan sonra uzun siire stabilitelerini koruyabilmektedirler (Moreno

et al., 2003).

2. 3. 5. Gida Endiistrisinde Enterosin Ureten Enterokoklarin Kullanimi

Bakteriyosin iireten enterokoklarin starter kiiltiir, co-kiiltiirler (adjunct kiiltiir) veya
koruyucu kiiltiirler olarak kullanilmasi gida fermantasyon proseslerinde enterosinlerin
direkt eklenmesinin yaninda fermantasyon teknolojileri arasinda biiyiik ilgi noktasidir. Bu
enterokok kiiltiirlerinin ve/veya iiretilen ilgili enterosinlerin uygulanabilirligi ¢esitli
fermente gida {irtinlerinin (¢ogunlukla peynir iiriinleri) kiigiik pilot-derece kosullarinda
calisilmistir. Fakat biiyiik endiistriyel gida iiretimi kosullarinda bu suslarin fonksiyonelligi

hala bilinmemektedir.

Giraffa et al. (1994), enterokoklarin rennet varliginda siitte bakteriyosin iiretmeye

elverisli oldugunu gostermislerdir. Nunez et al. (1997) E. faecalis INIA 4’{in, Manchego
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peynirinin {iretimi boyunca kendi enterosinini siitiin dogal mikroflorasi ile yarismali olarak
drettigini ve ilk hafta boyunca peynirde enterosin aktivitesinde artis oldugunu
gozlemislerdir. Taleggio peynir iiretimi ve olgunlagsmas1 boyunca, Giraffa et al. (1995)

E. faecium 7CS5 tarafindan bakteriyosin iiretiminin serum ayrilmasi siiresince bagladigini ve
genellikle peynir tuzlamanin  hemen ardindan maksimum miktara ulastigim
gostermislerdir. Olgunlagsma boyunca enterosin stabilitesinin etkilenmedigini ve iistelik E.
faecium 7C5’in Taleggio peynirinin yiizeyinde L. monocytogenes gelismesini inhibe

ettigini belirlemislerdir.

E. faecium FAIR-E 98, Feta peynirinin iretimine benzeyen kosullar altinda iyi
gelisebilmesine ragmen enterosin iiretiminin diisiik veya ihmal edilebilecek diizeyde
oldugu bildirilmektedir. Enterosin 1146 ile zit olarak, Feta peyniri iiretiminde ayni susun
bir adjunct starter kiiltiir olarak kullanildig1 zaman enterosin aktivitesi belirlenmemistir.
Buradan siitte enterokoklarin co-kiiltiirler olarak kullanildiginda enterosin iiretiminin saf
kiiltiirler olarak kullanildig1 zamandan daha diigiik olabilecegi olgusu ¢ikarilabilir. Bir
baska agiklama da, bu teknolojinin tiim spesifik kosullar1 altinda enterosin tiretilmedigi
veya tretildigi fakat peynir matriksine adsorbe olmasi nedeniyle belirlenemedigi olabilir.
Farias et al. (1999), Listeria ile kontamine olmus ke¢i peyniri yapiminda enterosin CRL 35
kullanmiglar ve aragtirmada olgunlasma boyunca enterosin CRL 35’in aktivitesi
belirlenmemesine ragmen, Listeria’nin tim olgunlagma periyodu boyunca baskilandigini

saptamiglardir (Moreno et al., 2006).

Yapilan bir ¢alismada, E. faecalis A-48-32°den iiretilen enterosin AS-48’in meyve
sularinda bozulma etmeni olan Alicyclobacillus acidoterrestris’e karsi etkisi incelenmis ve
bu bakterinin enterosin AS-48 (25ug/ml) tarafindan inaktif edildigi ve 14 giin boyunca
gelismedigi gézlenmistir (Grande et al., 2005).

Cesitli fermente et iiriinlerinden bir¢ok bakteriyosin iireten enterokokal suslar izole
edilmesine ragmen, bu suslarin et iirlinlerinin iiretiminde uygulanmasini amaglayan ¢ok
siirli sayida ¢alisma yiritilmistiir. E. faecium suslarimin adjunct starter kiiltiirler veya
bunlarin enterosinlerinin fermente et {irtinlerinde kullanimi i¢in baz1 girisimler yapilmistir.

E. faecium RZS C13 ve E. faecium CCM 4231 Ispanyol tip kuru fermente sosislerin
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tiretimi igin starter kiiltiir olarak kullanilmiglardir ve Listeria spp.’in gelisimini kuvvetlice
inhibe ettikleri belirlenmistir. Aymerich et al. (2000), farkli et tiriinlerine E. faecium CTC
492 tarafindan iiretilen enterosin A ve B’yi yari-saflastirilmis gida katkilar1 olarak
uygulamuglardir. Listeria’nin gelisimi iizerine bir inhibitor etki belirlenmistir. Fakat, tiretici
susun tek starter olarak eklenmesi kuru fermente sosislerde, Listeria’nin gelisiminin
inhibisyonu iizerine etkisinin olmadigi ancak hem E. faecium CTC 492 ve hem bunun
enterosinlerinin kombinasyonu birlikte kullanildiginda dilimlenmis pismis jambonda

yapigskanligi onledigi tespit edilmistir.

E. faecium CRL 35 tarafindan iiretilen enterosin CRL35’in antilisteriyal etkisi hem
besiyerinde hem de et sisteminde L. monocytogenes ve L. innocua’ya karsi test edilmis ve
sonugta her iki Listeria tiiriiniin sayisinin azaldigi belirlenmistir. Et model sisteminin

organoleptik 6zellikleri olumsuz yonde etkilenmemistir.

Kuru fermente Hornad salaminda L. monocytogenes kontaminasyonu kontroliinde
enterosin CCM 4231’in etkinligi incelenmis ve arastirma sonucunda bakteriyosin
ilavesinden hemen sonra kontrolle karsilastirildigi zaman L. monocytogenes’in 1,67 log
azaldig1, bir hafta sonra L. monocytogenes kontrol érneginde 10 kob/g ulasirken deney

6rneginde bu saymnim 10* kob/g’a ulastig1 gozlenmistir (Moreno et al., 2006).

Model sosis kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada E. faecalis A-48-32 tarafindan
tiretilen enterosin AS-48 diisiik konsantrasyonda (112 AU/g) ilave edildiginde listeria
sayisin1 belirgin sekilde azalttigi, yiiksek konsantrasyonda (225 AU/g) katildiginda ise
listeria sayisinin 3 giin inkiibasyonun sonunda belirleme degerinin altinda kaldig:

saptanmistir. Fakat 9 giin sonra listeria gelisimi tekrar belirlenmistir (Ananou et al, 2005a).

Bir bagka calismada ise enterosin AS-48’in 30 veya 40 pg/g konsantrasyonlarda
sosise ilave edildigi zaman Staphylococcus aureus’un c¢ogalmasini inhibe ettigi
goriilmiistlir (Ananou et al., 2005b).

Yapilan caligmalar, antilisterial ajan olarak bazi enterosinlerin kullaniglhigini
kisitlayan faktorler oldugunu gostermistir. Listeria’nin ve diger gida kaynakli patojenlerin

veya bozulma etmeni mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmek i¢in bakteriyosinlerin
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optimal kullanim1 bunlarin duyarli suslara kars1 aktivitelerini ve etkinliklerini
kisitlayabilecek faktorlerin detayli arastirilmasi gerekir. Bu faktorler, gidanin yapisi ve
kompozisyonu ve bunlarin bakteriyosin ile iligkilerinin tam ve eksiksiz ortaya konmasidir.
Sonug olarak, gida fermentasyonu boyunca enterosinin miktariin maksimize edilmesi,
dogal olarak yiiksek bakteriyosin iiretme kapasitesindeki enterokokal suslarin se¢imi ve
cok daha 6nemlisi hangilerinin gida ortamina daha iyi adapte olduklarinin bilinmesi biiyiik

bir ihtiyactir (Moreno et al., 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Gida Ornekleri

Bu calismada, Tokat yoresinde iiretilen geleneksel gida iirlinlerinden 6rnekler temin
edilmistir. Caligmada kullanilan izolasyon kaynaklar1 peynir (25), ¢ig siit (6), tereyag (3),
cokelek (3), kefir (1), kimiz (1), ¢ig et (2), sucuk (3), bugday (2), arpa (1), misir (2), turp
(3), tursu (3), salatalik (1), sogan (1), sarimsak (1), patates (1), domates (1), kabak (1),
patlican (1), yesil fasiilye (1), tiziim (1), erik (1), armut (1), muz (1), incir (1) ve ton
bahigidir (1). Ornek toplama ve izolasyon islemleri 6 aylik bir zaman periyoduna
yayilmustir. Ornekler mikroorganizmalarin izolasyon islemleri tamamlanincaya kadar
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Ornekler temin edildikten hemen sonra
izolasyon islemine gegilmistir. Arastirma Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Gida Miihendisligi Boliimii laboratuarinda yapilmistir.

3.1.2. Bakteri Kiiltiirleri ve Besiyerleri

Calismanin amaglarindan birisi, izole edilen suglarin patojen ve patojen olmayan
mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin test edilmesi oldugu icin bu
suslarin bazi indikatdr organizmalar iizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir. indikator
test mikroorganizmalar1 olarak Lactobacillus plantarum, Esheriachia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes ve Enterococcus faecalis kullanilmistir.
Bu ¢alismada kullanilan indikatér mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisii
ve Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinden temin edilmistir. Laktik asit

bakterileri % 20 gliserol iceren de Mann Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinde, diger
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bakteriler ise % 20 gliserol iceren Brain Hearth Infusion (BHI) besiyerinde —80°C’de

muhafaza edilmislerdir.

Arastirmada gida Orneklerinden bakterilerin izole edilmesinde Nutrient broth
(Tablo 3.1), izole edilen bakteriler ile patojen mikroorganizmalarin gelistirilmesinde ise
BHI (Tablo 3.2), indikator bakterilerden laktik asit bakterilerin gelistirilmesinde MRS
besiyeri (Tablo 3.3) kullanilmistir.

Tablo 3.1. Nutriet broth’un kimyasal bilesimi

Bilesen Miktar(g/L)
Et Ekstrakt1 3,0

Pepton 5,0

Agar 12,0

Tablo 3.2. BHI besiyerinin kimyasal bilesimi

Bilesen Miktar(g/L)
Brain Hearth Infusion Ekstrakti 17,5
Triptoz 10,0
Glukoz 2.0
Sodyum klortir 5.0
Disodyumbhidrojen fosfat 2,5

Tablo 3.3. MRS besiyerinin kimyasal bilesimi

Bilesen Miktar(g/L)
Et Ekstrakti 10,0

Maya Ekstrakti 5,0

Pepton 10,0

Agar 12,0
Glukoz 20,0
Potasyum fosfat 2,0
Magnezyum siilfat 0,2
Manganez siilfat 0,05

Tween 80 1,08

Amonyum sitrat 2,0
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Kiiltiirlerinin izolasyon icin Hazirlanmasi

Gida orneklerinden steril kabinde steril bigak, pens ve spatiilalar vasitasiyla 10
gram almip 90 ml Nutrient Broth besiyerine aktarilmis ve karistirilarak homojenize
edilmistir. 1-3 saat 25°C’de bekletildikten sonra 10°-107’ye kadar bir dizi diliisyon
hazirlanmistir. Diliisyon sivist 1 gram peptonun 1000 ml hacme destile su ile

tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

3.2.2. Bakteri Kiiltiirlerinin Izolasyonu

Gida Orneklerindeki mikroorganizmalarin  aktiflestirilmesinde Nutrient agar
kullanilmigtir. Boliim 3.2.1°de hazirlanan diliisyonlardan 0,1 ml alinarak Nutrient agar’a
2’ser paralelli olacak sekilde aktarilmis ve drigalski spatiilii ile petri dondericisi
kullanilarak yayma islemi gergeklestirilmistir. Ornekler 37°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde Mayr-Harting et al. (1972) tarafindan
bildirilen “Sandvi¢ Yontemi” kullamilmigtir. Laktik asit bakterileri i¢in % 0,8 agarli MRS,
diger bakteriler icin ise % 0,8 agarli BHI besiyerleri eritilip 35-40°C’ye sogutulduktan
sonra iizerine 3.1.2°de belirtilen indikatér mikroorganizmalar ilave edilmistir. Indikator
mikroorganizmalar1 iceren yumusak agarli besiyerleri 3.2.2.’de izole edilen ve 30-300
arasinda koloni bulunan petrilere eklenmistir. Besiyeri katilastiktan sonra petriler indikator
bakterilerin optimum gelisme sicakliklarinda 32°C ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda 2 mm ve daha biiyiikk inhibisyon zonu gosteren

kolonilerin pozitif oldugu kabul edilerek degerlendirilmeye alinmistir.
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3.2.4. Bakteriyosin Ureten Bakterinin izolasyonu ve Tanisi

Sandvi¢ yontemi ile indikatdr mikroorganizmalara karsi inhibitor aktivite gosteren
koloniler izole edilip MRS besiyerine 6ze yardimi ile aktarilmistir. Genel mikrobiyolojik
yontemlerden Gram boyama, spor boyama, optimum gelisme sicakligi ve pH’si,
gelisebildigi NaCl konsantrasyonu, kanli agardaki aktivitesi, Voges Proskauer testi, indol
testi, katalaz testi, jelatin hidroliz testi, siitte asit {iretimi, glikoz sivi besiyerinde (Glikoz
Broth) olusturdugu en son asitlik, karbonhidrat fermantasyon testi (API Strep 50 ve API 50
CHL) ve yag asidi profili gibi teknikler kullanilarak bakterilerin tanist yapilmstir.

3.2.4.1. Gram Boyama

Izolatlarin 18-24 saatlik gen¢ kiiltiirleri Gram boyama islemine tabi tutulmus ve
mavi-mor renkli koloniler Gram pozitif, kirmizi-pembe renkli koloniler ise Gram negatif
olarak kabul edilmistir (Temiz, 2000). Kontrol olarak Lactobacillus plantarum ve E. coli

kullanilmustir.

3.2.4.2. Spor Boyama

Izolatlarmn yash kiiltiirleri spor boyamaya tabi tutulmus ve hiicre icerisine malasit

yesili boyasini alanlar endospor pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000). Kontrol

olarak endospor pozitif olan Bacillus cereus kullanilmustir.

3.2.4.3. Voges-Proskauer Testi

Glukoz-fosfat broth sivi besiyerine bakteri izolatt asilanmis ve 37°C’de 2 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerin {izerine a-naftol (6 g o-naftol/100

ml % 95°lik etanol) ve 0,5 ml KOH (16 g KOH/100 ml saf su) ¢6zeltisi ilave edilmistir.
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20 saniye kuvvetlice calkalanan tiiplerde 5 dakika igerisindeki kirmizi renk olusumu

pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000). E. coli kontrol olarak kullanilmustir.

3.2.4.4. indol Testi

Tripton water besiyerine bakteri izolati asilanmis ve 37°C’de 2 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben kiiltire 0,5 ml Kovac’s ayiract aktarilmis ve tiip
calkalanmustir. Kiiltiir stvisinin {ist kisminda kirmizi renkli halkanin olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2000). E. coli biyotip I kontrol olarak kullanilmustir.

3.2.4.5. Farkh Sicakhklarda Gelisme Testi

Izole edilen suslar MRS s1vi besiyerine % 1 oraninda asilanarak 4, 15, 30, 37, 45,
55 ve 60°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 24, 48, 72 saatlerinde drnek almarak 600
nm dalga boyunda spektrofotometrede (Lambda EZ Perkin Emler, ABD) okuma
yapilmistir. Gelisme gosterenler pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak isaretlenmistir
(Axelsson, 1993). Negatif kontrol olarak bakteri icermeyen MRS sivi besiyeri

kullanilmustir.

3.2.4.6. Farkh pH’ larda Gelisme Testi

Izole edilen mikroorganizmalar 5 M ve 0,01 M fosforik asit ve NaOH ile pH’lart
4,5, 6,0, 8,0, 9,2 ve 9,6’ ya ayarlanan MRS s1v1 besiyerlerine % 1 oraninda ilave edilip
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonucunda 600 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okuma yapilmis ve gelisme gosterenler pozitif, gdstermeyenler ise
negatif olarak degerlendirilmistir (Axelsson, 1993). Bakteri igermeyen MRS siv1 besiyeri

negatif kontrol olarak kullanilmistir.
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3.2.4.7. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Durumu

Izole edilen suslar % 3,0, 4,0, 6,5 ve 10 tuz konsantrasyonu iceren MRS sivi
besiyerine % 1 oraninda inokiile edilip 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Geligme
gosterenler pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak kabul edilmistir (Axelsson, 1993).

Negatif kontrol olarak bakteri icermeyen MRS siv1 besiyeri kullanilmigtir.

3.2.4.8. Hemoliz Testi

18-24 saatlik bakteriyosin lireten kiiltlirlerden 6ze yardimi ile 6rnek alinarak kanlt
agar’a siirme yontemine gore ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmaistir.
Bakteri kolonilerinin etrafinda opak bir zon olugsmussa B-hemoliz; bulanik ve yesilimsi
zona o-hemoliz, zon olusmamigsa y-hemoliz olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000).

Pozitif kontrol olarak Listeria monocytogenes kullanilmastir.

3.2.4.9. Katalaz Testi

Inhibisyon aktivitesi gosteren bakteri MRS agar’da gelistirilmis iizerine 1 ml %
3’lik hidrojen peroksit aktarilmistir. Gaz kabarciklarmin goriilmesi pozitif olarak kabul

edilmistir (Temiz, 2000). Testte pozitif indikator olarak S. aureus kullanilmistir.

3.2.4.10. Hareketlilik Testi

MRS broth besiyerinde hazirlanan inhibisyon aktivitesi gosteren bakteri
kiiltiirinden yumusak agarli (% 0,8) MRS agar besiyerine igne 6ze ile saplama ekim
yapilmistir. Diger bir yumusak agarli besiyerine alevde tutularak sterilize edilmis bir igne
oze ile 6rnek alinmaksizin saplama ekim yapilmis ve bu tiip de digeri ile birlikte 37°C’de

48 saat inkiibasyona brrakilmistir. Inokiilasyonu takiben, inokiilasyon hattinin yanlarina
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dogru yayilmis, bulaniklik seklinde iireme goriilen tlipler pozitif olarak degerlendirilmistir.

(Temiz, 2000). Pozitif kontrol i¢in Proteus mirabilis kullanilmistir.

3.2.4.11. Jelatin Hidrolizi Testi

Bu test i¢in % 10-15 jelatin icerecek sekilde tiipte hazirlanan Nutrient broth besiyeri
kullanilmigtir. MRS broth besiyerinde hazirlanan inhibisyon aktivitesi gosteren bakteri
kiiltiiriinden tlipte hazirlanan bu besiyerine saplama ekim yapilmis ve tiipler 20-25°C’de
10-30 giin inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde sivilasma meydana gelip gelmedigi
hergiin kontrol edilmistir (Temiz, 2000). Negatif kontrol olarak ekim yapilmamis besiyeri,

pozitif kontrol olarak Bacillus subtilis kullanilmistir.

3.2.4.12. Siitte Asit Uretimi

UHT siite % 1 oraninda bakteri ilave edilip 37°C’de inkiibasyon islemine tabi

tutulmustur. inkiibasyon isleminin belirli araliklarinda (6, 16, 24. saat ve 7. giiniinde) drnek

almip pH metre ile pH degeri dl¢lilmiistiir.

3.2.4.13. Glikoz Broth Besiyerinde Olusturulan En Son Asitlik

Glikoz Broth besiyerine % 1 oraninda izole edilen bakteri inokiile edilmis ve

32°C’de 24 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon islemi sonunda kiiltiir

ortaminin pH degeri belirlenmistir.
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3.2.4.14. Karbonhidrat Fermantasyon Testleri

Izolatlarm cesitli karbonhidrat kaynaklarini kullanim kabiliyetleri API strep 20 ve
API 50 CHL fermantasyon testi kullanilarak TUBITAK Atal’da yaptirilmistir,

3.2.4.15. Yag Asidi Profili Testleri

Izolatlarin yag asidi profilleri Sherlock Tanimlama Sistemi (MIS) kullamlarak

Yeditepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi laboratuvarlarinda belirlenmistir.

3.2.5. Bakteriyosinin Karakterize Edilmesi

3.2.5.1. Kaba Bakteriyosin Hazirlanmasi

Izole edilen bakteri % 0,1 oraninda MRS sivi besiyerine (1 L) inokiile edilip
bakterinin gelistigi optimum sicaklikta 15-18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
isleminden sonra bakteri kiiltiirii 4000 x g’de 20 dakika santrifiij edilip supernatant kismi
toplanmistir. Toplanan supernatant, 0,45 um goézenek capli membran filtre ile (Milipore)

sterilize edildikten sonra dondurulup liyofilizasyon yontemi ile kurutulmustur.

3.2.5.2. Bakteriyosinin Antimikrobiyal Aktivitesi ve Spektrumunun Belirlenmesi

Hazirlanan kaba bakteriyosinin antimikrobiyal aktivitesi ve inhibitor spektrumu
Spot-on-lawn yontemi kullanilarak belirlenmistir (Mayr-Harting et al., 1972). Aktivite
arbitrary linite (AU) olarak ifade edilmistir. Arbitrary {inite, inhibisyon aktivitesi gosteren

en son diliisyonun tersi seklinde tanimlanmaktadir.
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Bakteriyosinin preparatlar1 iki kat seyreltilip (1/2, 1/4, 1/8 vs.) her diliisyondan 20
ul alinmis ve nokta halinde indikatér mikrooorganizma Lb. plantarum igeren yumusak
agarli MRS iizerine eklenmistir. Bu petriler 32°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon islemi sonucunda 2 mm veya daha biiyiik inhibisyon zonlar1 pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Kaba bakteriyosinin antimikrobiyal spektrumunun belirlenmesinde ise iki kat
seyreltilen kaba bakteriyosin orneginden 20 upl alinmis ve nokta halinde indikator
mikroorganizma igeren yumusak agarlit MRS besiyeri iizerine eklenmistir. 32-37°C’de 24
saat inkiibasyon isleminden sonra 2 mm veya daha biiyiik inhibisyon zonlar1 pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.5.3. Enzimlerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

Proteolitik ve proteolitik olmayan enzimlerin bakteriyosin aktivitesine etkisi Bhunia
et al., (1988)’e gore tespit edilmistir. Enzimler lipaz (Sigma), papain (Merck), pepsin
(Merck), pankreatin (Sigma), katalaz (Sigma — Aldrich), tripsin (Sigma), proteaz (Sigma)
ve amilaz (Sigma) enzimleri 4 mM (pH 7) fosfat tamponu ile konsantrasyonu 400 pg/ml
olacak sekilde ¢oziindiiriiliip, {lizerine bakteriyosin supernetanti eklenmistir. Hazirlanan
ornekler 37°C’de 1 saat siire ile inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon islemi sonunda
bakteriyosin aktivitesi Agar—Spot yontemine gore belirlenmistir. Bakteriyosin + fosfat
tamponu, enzim + fosfat tamponu ve fosfat tamponu negatif ve pozitif kontrol olarak

kullanilmustir.

3.2.5.4. Bakteriyosin Aktivitesine Isil Islemin Etkisi

Kaba bakteriyosinin 1s1 stabilitesini belirlemek amaciyla 2’ser ml’lik kaba
bakteriyosin 6rnekleri 60 ve 70°C’de 15 dk, 80 ve 90°C’de 15 ve 30 dk, 110 ve 121°C’de

15 dk 1s1 islemine tabi tutulmustur. Oda sicakligina sogutulduktan sonra bakteriyosin
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orneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Kontrol 6rnegi olarak 1sil islem

uygulanmamis bakteriyosin kullanilmistir.

3.2.5.5. Bakteriyosin Aktivitesine pH’nin Etkisi

Kaba bakteriyosin ornekleri 4 mM fosfat tamponunda 250 mg/ml konsantrasyonda
¢Oziindiiriilmiis ve son hacimler esit olacak sekilde pH’lar1 2’den 12’ye kadar birer birim
artirtlarak 5 M NaOH veya 5 M fosforik asit ile ayarlanmistir. Iki saat oda sicakliginda
bekletilen orneklerin pH’st 6,5’e ayarlandiktan sonra aktiviteleri belirlenmistir (de

Kwaadsteniet et al. 2005).

3.2.5.6. Bakteriyosin Aktivitesine Depolama Sicakhig: ve Siiresinin Etkisi

Depolama sicakliginin bakteriyosin aktivitesi ilizerine etkisinin belirlenmesinde
bakteriyosin ornekleri 25, 4, -20, ve -80°C’de 6 saat, 2 giin, 1 hafta ve 3 ay siireyle
tutulmustur. Bu siirelerin sonunda 6rneklerin antimikrobiyal aktivitesi saptanmistir Ayrica
liyofilizasyon isleminin bakteriyosin aktivitesine etkisi de incelenmistir. Bunun i¢in filtre
sterilize edilmis supernatantin aktivitesi belirlendikten sonra dondurulup liyofilizasyonla
kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra steril fosfat tamponuyla ¢ozlindiiriip baslangic

hacmine getirilmis ve aktivitesi saptanmistir (Yildirim and Johnson, 1998).

3.2.5.7. Baz1 Organik Coziiciilerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

Degisik organik ¢dziiciilerin bakteriyosin aktivitesine etkisi Bhunia et al. (1988),
Yildirim and Johnson (1998)’e gore saptanmustir. Organik c¢doziiciilerin bakteriyosin
aktivitesi lizerine etkisinde, formaldehit (% 10), kloroform (% 10), aseton (% 10), propanol
(% 10), metanol (% 10), etil alkol (% 25), hekzan (% 25) ve etil eter (% 25) olacak sekilde

250 mg/ml konsantrasyonda ¢Oziindiiriilmiis bakteriyosin preparatina ilave edilmis ve
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25°C’de 1 saat siireyle etiivde inkiibe edildikten sonra 6rneklerin antimikrobiyal aktivitesi
belirlenmigtir. Bakteriyosin igermeyen organik ¢oziiciiler ve organik ¢oziicli icermeyen

bakteriyosin 6rnekleri kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.5.8. Baz1 Deterjanlarin ve Kimyasal Maddelerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

Bakteriyosin supernatantlarina sodyum dodesil siilfat (SDS), tween 80, iire ve triton
X-100 deterjanlar1 % 1 oraninda ilave edildikten sonra 37°C’de 5 saat inkiibe edilmis ve
bu siirenin sonunda Orneklerin aktivitesine bakilmistir. Belirtilen deterjanlarin % 1’lik

cozeltileri ve bakteriyosin supernatanti negatif ve pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Bakteriyosin supernatantinda konsantrasyonu 0,1, 2,0 ve 50,0 mM olacak sekilde
EDTA (etilen diamin tetra-asetik asit) ilave edilmis ve 37°C’de 5 saat inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda bakteriyosin aktivitesi belirlenmistir. Bakteriyosin icermeyen
EDTA’nin belirtilen ¢ozeltileri ve bakteriyosin 6rnegi negatif ve pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.

B-merkaptoetanoliin bakteriyosin aktivitesine etkisini belirlemek i¢in bakteriyosin
supernatantina % 10 ve 20 oraninda B-merkaptoetanol ilave edilerek 90°C’de 5 dk 1s1l
isleme tabi tutulmustur. Oda sicakligina sogutulduktan sonra bakteriyosin aktivitesi
belirlenmistir. Kontrol olarak 1sil islem uygulanmig ve uygulanmamis bakteriyosin
supernatant1, 1si1l islem uygulanmis B-merkaptoetanol ¢d6zeltisi kullanilmistir (de

Kwaadsteniet et al., 2005).
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3.2.6. Bakteriyosin Uretimine Etki Eden Faktorlerin Belirlenmesi

3.2.6.1. Bakterinin Gelisme Sicakh@min ve Gelisme Fazimin Bakteriyosin Uretimi

Uzerine Etkisi

Bakteriyosinin hangi gelisme sicakligi ve hangi gelisme fazinda maksimum
diizeyde iretildigini belirlemek amaciyla izole edilen bakteri MRS besiyerine % 0,1
oraninda inokiile edilip 25, 32, 37 ve 45°C’de 72 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur. Inkiibasyon islemi sirasinda belirli araliklarla kiiltiir ortamindan 6rnek almip
bakteriyosin aktivitesi, pH’st ve 600 nm’deki absorbans degeri spektrofotometre

kullanilarak belirlenmistir.

3.2.6.2. Bakteriyosin Uretimine Inokiiliim Miktarmn Etkisi

Inokiiliim miktarmin bakteriyosin iiretimine etkisini belirlemek amaciyla % 0,1,
0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ve 2,5 oranlarinda bakteri MRS sivi besiyerine inokiile edilmis ve
32°C’de inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon islemi siiresince belirli
araliklarla steril kosullarda 6rnek alimip bakteriyosin aktivite, pH ve absorbans degeri

testlerine tabi tutulmustur.

3.2.6.3. Baslangic pH’simin Bakteriyosin Uretimine EtKkisi

Baslangic pH’s1 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7.5, 8,0 ve 8,5’¢ ayarlanan MRS sivi
besiyerine % 0,1 oraninda bakteri ilave edilmis ve 32°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon isleminin 0, 8, 12 ve 24. saatlerinde rnekler alnip bakteriyosin aktivitesi, pH

degeri ve 600 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir (Todorov and Dicks, 2006).
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3.2.6.4. Farkh Besiyerlerinin Bakteriyosin Uretimine Etkisi

Farkli besiyerlerinde bakteriyosin iiretimini belirlemek amaciyla BHI, PC, NB ve
MRS besiyerleri kullanilmistir. Hazirlanan besiyerlerine % 0,1 oraninda bakteri ilave
edilmis ve 32°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi siiresince belirli
periyotlarla 6rnekler alinarak bakteriyosin aktivitesi, pH degeri ve 600 nm’de absorbans

degeri belirlenmistir.

3.2.7. Bakteriyosinin Kismen Saflastirilmasi

MRS besiyerinde gelistirilen kiiltir 6000 g’de 30 dk santrifiij edilerek hiicre
uzaklastirilmistir. Hiicre icermeyen siipernatantin pH’s1 10 N NaOH kullanilarak 6,5’e
ayarlandiktan sonra yavas yavas % 40 oraninda amonyum siilfat ilave edilmis ve 4°C’de
gece boyunca karistirilmistir. Karigim santrifiij (4°C’de 8000 g/ 60 dk) edildikten sonra
ylizeyde ve altta biriken pelet toplanarak 10 ml sodyum fosfat tamponunda (pH 6,5)
¢Oziindiiriilmiistir. Bunu takiben 15 ml metanol/kloroform karigimi (1:2, v/v) ilave
edilerek 4°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ornek santrifiij edildikten sonra pelet
liyofilizasyon yontemiyle kurutularak -80°C’de muhafaza edilmistir (Moreno et al., 2002).

3.2.8. Bakteriyosinin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Bakteriyosinin molekiil agirligt % 16 trisin-SDS-PAGE (Sodyum dodecil siilfat-
Poliakrilamid jel) kullanilarak saptanmigtir (Schagger and Jagov 1987, Bhunia et al. 1991).
Elektroforez isleminden sonra jel iki kisma boliinmiistiir. Jellerden birisi Coomassie blue
G-250 ile 1 saat boyanip boyay1 uzaklastirma islemine tabi tutulmustur. Antimikrobiyal
aktivite testi icin diger jel Coomassie blue G-250 ile 30 dk boyanip 1,5 saat boyay1
uzaklagtirmak i¢in yikama islemine (boya alma ¢ozeltisi ile) maruz kalmistir. Boyay1
uzaklastirma isleminden sonra, jel 3 saat siiresince steril deiyonize su ile yikanmigtir. Bunu
takiben biiyiik petri kutusunda bulunan MRS agar iizerine bu jel dikkatlice konulmustur.
Jel tizerine Lb. plantarum igeren 45°C’deki yumusak MRS agar dokiiliip 30°C’de 24 saat

inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.
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3.2.9. istatistiksel analiz

Arastirma sonunda elde edilen tiim veriler, varyans analizine tabi tutularak
degerlendirilecek ve gruplar arasindaki farkliliklar Duncan testi ile belirlenecektir. Veri
analizleri SPPS istatistiksel paket programi ile gergeklestirilecektir (Anon., 1999). Tiim

analizler dort tekerriirlii olacak sekilde yapilacaktir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bakteriyosin Ureten Bakterinin izole ve Teshis Edilmesi

Tokat yoresinde iiretilen geleneksel bazi gidalar ile farkli sebzeler, meyveler ve
hububatlar metaryal metot boliimiinde ifade edildigi gibi bakteriyosin iireten bakterinin
izolasyonu amaciyla incelenmistir. Bu tarama sonucunda ydresel beyaz peynirde kullanilan
indikator bakterilere karsi inhibitdr aktiviteye sahip koloniler belirlenmistir. Inhibitdr zonu

veren bakteri kolonileri MRS broth besiyerine aktarilarak saf kiiltiirleri hazirlanmistir.

Bu c¢aligmada geleneksel olarak iiretilmis beyaz peynirden izole edilen, inhibitor
aktiviteye sahip bakteri ve iirettigi antimikrobiyal bilesik lizerinde calisilmaya devam

edilmistir.

Saf kiiltiirleri hazirlanan koloniler ilk olarak genel mikrobiyolojik analizlere
alinmistir. Analizler sonucunda izole edilen bakterinin Gram pozitif, tek, ikili ve kisa
zincirler halinde kok seklinde ve haraketsiz oldugu goriilmiistiir. Bakterinin katalaz,
hemoliz, indol ve Voges Proskauer negatif oldugu, endospor olusturmadigi ve jelatinaz
aktivitesine sahip olmadig tespit edilmistir. Siitte gelisimi sirasinda pH degerini 24 saat ve
7 giin sonra 4,44 ve 4,38 degelerine diisiirdiigii ve glikoz broth besiyerinde 24 saat sonra
olusturdugu en son asitligin ise 4,30 pH oldugu goriilmiistiir. Ayrica 45°C’den daha diisiik
sicakliklarda, pH 4,5-9,6 ve % 3,0-6,5 NaCl konsantrasyonunda gelisebildigi belirlenmistir
(Tablo 4.1).

Izolatlarin karbonhidrat profilini belirlemek amaciyla uygulanan API strep 20 ve
API 50 CHL testinin sonuglar1 Tablo 4.2’de verilmistir. API strep 20 ve API 50 CHL
testleri sonucunda cins ve tiir diizeyinde yliksek bir korelasyonla izolatin Enterococcus
faecalis oldugu belirlenmistir. izolatin yag asidi profili analizi de s6z konusu bakterinin
Enterococcus faecalis oldugunu dogrulamistir (Tablo 4.3). Izole edilen bakteri

Enterococcus faecalis KP ve bakteriyosini ise enterosin KP olarak adlandirilmistir.
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Tablo 4.1. Inhibitér aktiviteye sahip bakterinin bazi morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri

Analizler izolat
Gram Boyama +
Morfoloji Kok
Katalaz Testi -
Endospor Testi -
Hemoliz testi -
Hareketlilik -
Indol Testi -
Voges Proskauer .
Jelatin Hidrolizi -
pH Gelisme Aralig1

pH 4,5

pH 6,0

pH 8,0

pH 9,6
NaCl Gelisme Araligi

% 3 NaCl

% 4 NaCl

% 6,5 NaCl

%10 NaCl
Sicaklik Gelisme Araligi

10°C

25°C

37°C

45°C -
Siitte asit iiretimi pH 4,38
Glikoz Broth besiyerinde olusturulan
en son asitlik pH 4, 30

+ : Ureme var; - : Ureme yok

+ + 4+

+ 4+ +

+ o+ +




Tablo 4.2. inhibitdr aktiviteye sahip koloninin karbonhidrat fermantasyon profili
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Karbonhidratlar Izolat Karbonhidratlar Izolat
Gliserol - Maltoz +
Mellobiyoz - Laktoz +
Eritrol - Melibiyoz -
D-Arabinoz - Sakkaroz +
L-Arabinoz - Trehaloz +
Riboz + Inulin -
D-Ksiloz - Melezitoz +
L-Ksiloz - D-Rafinoz -
Adonitol - Amidon +
a- metil-xyloside - Glikojen -
Galaktoz + Ksilitol -
D-Glukoz + -gentiobiyoz -
D-Fruktoz + D-Turanoz -
D-Mannoz + D-Lyxose -
L-Sorboz - L-Tagotoz -
Ramnoz - D-Fukoz -
Dulsitol - L-Fukoz -
Inositol - D-Arabitol -
Mannitol - L-Arabitol -
Sorbitol - Glukonat +
a- metil-mannoz - 2-keto-glukonat -
a- metil-D- glukozit - 5-keto-glukonat -
N-asetil-glukozamin + Hippurat hidrolizi ND
Amigdalin - Pyrolidonylarylamidaz -
Esculine + B-Galaktosidaz +
Salisin + Lo6sin aminopeptidaz +
Sellobioz + Arjinin dihidrolaz +
Arbutin +

+ : Pozitif reaksiyon; - : Negatif reaksiyon; ND: Belirlenmedi
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Tablo 4.3. Inhibitdr aktiviteye sahip koloninin yag asidi profili

Yag asidi %
Laurik Asit (12:0) 1,48
Miristik Asit (14:0) 16,12
Palmitik Asit (16:0) 33,49
Oleik Asit (18:1 w9c) 23,98

10-metilen oktadekonat (19:0 cyclo w8c) 17,18
Arashidonik Asit (20:4 w6, 9, 12, 15¢) 0,40

4.2. Bakteriyosinin Antimikrobiyal Aktivitesi ve Spektrumu

Kaba bakteriyosinin Lb. plantarum iizerine antimikrobiyal aktivitesi, 250 mg kaba
bakteriyosin 1 ml fosfat tamponunda (4 mM) c¢oziindiiriildiigiinde 1600 AU/ml olarak
bulunmustur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Kaba bakteriyosinin indikator mikroorganizma iizerine inhibitor aktivitesi
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E. faecalis tarafindan iiretilen enterosin KP’nin Lb. plantarum, Lactococcus
cremoris, Leuconostoc mesentereoides, Listeria monocytogenes, Listeria ivonovii ve test
edilen tiim enterokok tiirleri iizerine antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmistiir.
Enterosin KP, kullanilan hi¢bir Gram negatif bakteriye antimikrobiyal etki gostermemigtir

(Tablo 4.4).

Toit et al. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmada E. faecalis suslarinin genellikle
enterokok tiirlerine karsi etkili oldugu, E. faecium suslarinin ise, Propionibacterium spp.,
L. innocua, L. monocytogenes, Clostridium sporogenes ve Cl. tyrobutyricum’u kapsayan
genis inhibitér aktivite spektrumuna sahip oldugu goriilmiistiir. Bir baska c¢alismada
peynirden izole edilen E. faecium RZS C5 susunun listeria’ya kars1 aktif bir bakteriyosin
tirettigi belirlenmistir (Leroy and Vuyst, 2002). Garcia et al. (2003 ve 2004) E. faecalis
EJ97 tarafindan iretilen enterosin EJ97’nin Bacillus macroides, Bacillus maroccanus ve
Bacillus coagulans’in gelisimlerini inhibe ettigini saptamislardir. E. faecalis A-48-32
tarafindan {iretilen enterosin AS-48’in sosislerde S. aureus gelisimini inhibe ettigi tespit

edilmistir (Ananou et al., 2005).

4.3. Enzimlerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

E. faecalis tarafindan iiretilen enterosin KP’nin test edilen enzimlerden sadece
papaine karsi duyarli oldugu, diger enzimlerden ise etkilenmedigi goriilmiistiir (Tablo 4.5).
Bakteriyosin aktivitesinin lipaz ve amilazdan etkilenmemesi bakteriyosin aktivitesinde
karbonhidrat ve lipit bilesenlerinin etkisinin olmadigini, katalazdan etkilenmemesi ise
inhibitdr aktivitenin H>O,’den kaynaklanmadigini  goéstermektedir. Bakteriyosinin
aktivitesinin proteolitik bir enzim olan papain ile muamelenin sonucunda tamamen
kaybolmasi antimikrobiyal etkisi olan bu molekiiliin protein tabiatinda oldugunu

kanitlamustir.
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Tablo 4.4. Enterosin KP’nin antimikrobiyal etki spektrumu (n=4)

Bakteri

Antimikrobiyal Aktivite

Lactobacillus plantarum (RSKK)
Lactobacillus plantarum (AU)
Enterococcus faecium (RSKK)
Enterococcus feacalis (RSKK)
Enterococcus cloaceae (AU)
Enterococcus dissduens (AU)
Lactococus cremoris (AU)
Leuconostoc mesentereoides (AU)
Listeria monocytogenes (AU)
Listeria ivonovii (RSKK)
Staphylococcus aureus CAMP (AU)
Staphylococcus aureus (AU)
Escherichia coli 0157:H7 (AU)
Escherichia coli Tip I (AU)
Rhodococcus equi (AU)

Hafnia alvevi (AU)

Salmonella enteritidis (AU)
Proteus mirabilis (AU)

Bacillus cereus (AU)

Yersinia enterocolitica 0:9 (AU)
Yersinia enterocolitica 0:3 (AU)
Citrobacter freundi (AU)
Enterobacter aerogenes (AU)
Camphylobacter jejuni (AU)

e
+++
++
++
+
o+
+++

+: Inhibisyon pozitif (+++: inhibisyon ¢ap1 20 mm’den biiyiik, ++:15-20 mm, +:10-15 mm)

-: Inhibisyon negatif;

AU: Ankara Universitesi; RSKK: Refik Saydam Hifzisihha Kiiltiir Koleksiyonu

Tablo 4.5. Enterosin KP iizerine farkli enzimlerin etkisi (n=4)

Enzimler Bakteriyosin Aktivitesi
Lipaz (EC3.1.1.3) +
Katalaz (EC 1.11.1.6) +
Papain (EC3.4.22.2) -
Tripsin (EC3.4.214) +
Pepsin (EC 3.4.23.1) +
Pankreatin  (EC 232.468.9) +
Alfa amilaz (EC 3.2.1.1) +

+ : inhibisyon var; - : inhibisyon yok
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Toit et al. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada farkli E. faecalis ve E. faecium
suslarinin bakteriyosinlerinin a-kimotripsin, proteinaz K, tripsin, pronaz, pepsin ve papain
ile inaktif oldugu fakat lipaz, lizozim ve katalazdan etkilenmedigi belirlenmistir. E.
faecium N15 tarafindan iretilen bakteriyosinin a-kimotripsin, proteinaz K, tripsin ve
pepsin gibi proteazlar ile a-amilaza kars1 duyarli, lipaz enzimine ise dayanikli oldugu

goriilmiistiir (Losteinkit et al., 2001).

4.4. Bakteriyosin Aktivitesine Isil Islemin Etkisi

E. faecalis tarafindan iiretilen enterosin KP’nin aktivitesinin 90°C’de 30 dakika 1s1l
isleme dayanikli oldugu ve aktivitesini tamamen korudugu, 121°C’de 15 dakika
otoklavlama kosullarinda ise aktivitesini biiylik ol¢iide kaybettigi belirlenmistir (Sekil

4.).

E. faecium N15 tarafindan iiretilen bakteriyosinin 100°C’de 2 saat 1sil igleme
dayanikli oldugu, ancak 121°C’de 15 dakika otoklavlama kosullarinda aktivitesini
tamamen kaybettigi goriilmiistiir (Losteinkit et al., 2001). Sabia et al. (2004) 1s1
uygulamalar1 sonucunda E. faecalis tarafindan iretilen bakteriyosinin 1siya duyarli
oldugunu, E. casseliflavus tarafindan iiretilenin ise otoklavlama isleminden sonra

antimikrobiyal aktivitesini korudugunu belirlemislerdir.

4.5. Bakteriyosin Aktivitesine pH’nin Etkisi

E. facalis tarafindan tiretilen enterosin KP’nin aktivitesinin asidik pH’lar ile notral
pH’larda maksimum diizeyde oldugu belirlenmistir. pH 7,0’den sonra aktivitede % 50
oraninda azalma goriilmiis ve pH 9,0’dan sonra aktivite biiylik 6l¢iide (% 75-95) azalmistir

(Sekil 4.3).
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E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97’nin indikator bakteriye karsi
maksimum aktivitesi pH 7,0’de gozlenmistir. pH 5,0’de aktivitede kiicliik bir diisiis
goriiliirken, pH 9,0°da aktivitesinin énemli 6l¢iide azaldigi saptanmustir (Garcia et al.,
2003).

4. 6. Bakteriyosin Aktivitesine Depolama Sicakhig1 ve Siiresinin Etkisi

Enterosin KP’nin inhibitér aktivitesinin artan sicaklik ve depolama siirelerinde
azaldigi belirlenmigtir. -20 ve -80°C’de 1 ay depolama siiresinin sonunda bakteriyosin
aktivitesinde degisme goriilmezken, 3 ay depolama siiresinin sonunda aktivitede -20°C’de
% 87,5, -80°C’de % 75 oraninda azalma goriilmiistir (Sekil 4.4). Liyofilizasyon isleminin

ise bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin olmadigi belirlenmistir.
Sabia et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada E. faecalis ve E. casseliflavus

tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin aktivitelerini buzdolab1 kosullarinda 6 ay boyunca

korudugu belirtilmistir.

1001

80+

40-

204

Bakteriyosin aktivitesi (%)

0 i ; ; _
6 saat 2 giin 1 hafta 1 ay 2 ay 3ay

Depolama siiresi

Sekil 4.4. Bakteriyosin aktivitesi lizerine depolama sicaklig1 ve stiresinin etkisi (n=4)
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4.7. Baz1 Organik Coziiciilerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

E. faecalis KP tarafindan iiretilen enterosin KP’nin aktivitesinin test edilen organik
coziiclilerden etkilenmedigi belirlenmistir (Tablo 4.6). Organik ¢oziicliler ile muamelenin
sonucunda bakteriyosin aktivitesinin korunmasi, bakteriyosinin aktivitesinde rol oynayan
bolgelerinde karbonhidrat ya da lipit tiirevli bilesenlerin olmadigin1 gostermektedir.
Formaldehit amino asitlerin amino gruplarin1 bloke etmektedir. Kullanilan formaldehit

konsantrasyonunda (% 10) bakteriyosin aktivitesinde degisme gézlenmemistir.

Lb. plantarum LC74 tarafindan iiretilen plantarisin LC74’in hekzan, asetonitril,
etanol, aseton ve kloroformdan etkilenmedigi goriilmiistiir (Rekhif et al., 1994). Lee and
Paik (2001) Lactococcus lactis NK24 tarafindan iiretilen bakteriyosinin etanol, metanol,

aseton, toluen, isopropanol ve kloroformdan etkilenmedigini belirlemislerdir.

Tablo 4.6. Enterosin KP’nin aktivitesi lizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkisi (n=4)

Organik Coziicii Bakteriyosin icermeyen Bakteriyosin Aktivitesi
organik ¢oziiciiler (AU/mL)

Formaldehit  (%10) + 6400

Isopropil Alkol (%10) - 6400

Aseton (%10) - 6400

Metanol (%10) - 6400

Kloroform (%10) - 6400

Etil Eter (%25) - 6400

Hekzan (%25) - 6400

Etil Alkol (%25) - 6400

Organik ¢oziicli igermeyen bakteriyosin aktivitesi (AU/ml): 6400
+ : inhibisyon var - : inhibisyon yok
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4.8. Baz1 Deterjanlarin ve Kimyasal Maddelerin Bakteriyosin Aktivitesine Etkisi

Bakteriyosin aktivitesi lizerine test edilen SDS, iire, tween 80, triton X-100, farkl
konsantrasyonlarda EDTA nin bir etkisi olmadig1 ve aktivitesini korudugu tespit edilmistir.
B-merkaptoetanoliin % 10 konsantrasyonun enterosin KP aktivitesini % 50, % 20’lik

konsantrasyonunun ise % 87,5 oraninda azalttig1 goriilmiistiir (Tablo 4.7).

E. mundtii tarafindan iiretilen enterosinin karakterizasyonunun yapildigi bir
calismada bakteriyosin aktivitesi lizerine SDS, tween 20, tween 80, triton X-100 ile
EDTA’nin bir etkisi olmadigi belirlenmistir (de Kwaadsteniet et al., 2005). Galvez et al.
(1998) E. faecalis EJ97 tarafindan iiretilen enterosin EJ97°nin SDS, tween 80, EDTA ve

B-merkaptoetanolden etkilenmedigini gostermislerdir.

Bakteriyosin aktivitesi {izerine deterjanlarin etkisi aktif molekiiliin yapis1 hakkinda
bilgi verir. Anyonik deterjanlar proteinlerin dogal yapilarindaki hidrofobik merkezle
kompleks olusturarak proteinin agilmasina ve ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasina sebep olur.
Deterjan uygulamasi ile aktivite kaybi, bakteriyosinin kismi denatiirasyonu ya da aktivitesi
lizerinde stabilizasyon etkisi olan diger molekiillerle birlikteliginin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir (Ivanova et al., 1998). EDTA, bakteriyosin aktivitesinde rol oynayan
divalent katyonlarla kompleks olusturarak bakteriyosin aktivitesini olumsuz yonde
etkileyebilecegi gibi hiicre membranina zarar vererek bakteriyosinin  etkisini
kolaylastirabilmektedir (Ganzle et al., 1999). B-merkaptoetanol ise bakteriyosin yapisinda
bulunan ve aktivitesinde rol oynayan olast disiilfit baglarim kirarak bakteriyosin
aktivitesinin azalmasina ya da tamamen kaybolmasina neden olmaktadir. E. faecalis KP
tarafindan tretilen enterosin KP’nin aktivitesinin  B-merkaptoetanol ile % 50-87,5
oraninda azalmasi bu bakteriyosinin aktif bolgesinde distlfit baglarinin oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.7. Enterosin KP’nin aktivitesi izerine bazi deterjan ve kimyasallarin etkisi (n=4)

Deterjan ve Kimyasallar Bakteriyosin Icermeyen Bakteriyosin Aktivitesi
Deterjan.V'e Kimyqsqllarm (%)
Inhibisyon Etkisi
SDS (% 1) - 100
Tween 80 (% 1) - 100
Triton X-100 (% 1) - 100
Ure (% 1) - 100
EDTA
0,1 mM - 100
2,0 mM - 100
50,0 mM - 100
1,0 M - 100
3-merkaptoetanol
% 10 - 50
% 20 Sadece 1:1 dilusyonunda 12,5
inhibisyon zonu (4 mm capl1)
gdzlenmistir
+ : inhibisyon var - : inhibisyon yok

4.9. Bakterinin Gelisme Sicakhginin ve Gelisme Fazinin Bakteriyosin Uretimi Uzerine

Etkisi

Bakterinin gelisme sicakliginin ve gelisme fazinin enterosin KP {iretimi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla E. faecalis MRS broth besiyerinde 25, 32, 37 ve 45°C’de 72
saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Analiz sonucunda 32 ve 37°C’de E. faecalis’in
yogun bir sekilde gelistigi gozlenmistir. Enterosin KP iretiminin ise 25 ve 32°C’lerde
maksimum diizeyde oldugu, ancak 32°C’de aktivitesini daha uzun siire korudugu tespit
edilmistir (Sekil 4.5). 25 ve 32°C’lerde bakteriyosin iiretimi logaritmik gelisme fazinda

baslamis ve durgun gelisme fazinda maksimum diizeye ulagmustir.
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Sekil 4.5. Farkl1 gelisme sicakliklar ve gelisme fazinin enterosin KP {iretimi {izerine etkisi
(n=4)

Campos et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢caligmada E. faecium USC-46 ve E.
mundtii USC-51 tarafindan maksimum enterosin iiretiminin gelisimlerinin durgun fazinda
oldugu belirlenmistir. Yapilan bir baska ¢alismada ise E. faecium ve E. faecalis suslari
tarafindan enterosin liretiminin erken logaritmik gelisme fazinda basladigi ve maksimum

miktarda iiretiminin ise durgun fazin baslangicinda oldugu saptanmistir (Toit et al., 2000).
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4.10. Bakteriyosin Uretimine Farkh Besiyerlerinin, Inokiilim Miktarmn ve

Baslangic pH’simin Etkisi

Enterosin KP {iretimi lizerine farkli besiyerlerinin etkisini belirlemek amaciyla NB,
PC, BHI ve MRS besiyerleri kullanilmistir. E. faecalis KP’nin MRS besiyerinde daha iyi
gelistigi ve maksimum diizeyde bakteriyosin iirettigi tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Inokiiliim miktarinin etkisini ortaya koymak icin degisik diizeylerde E. faecalis KP,
MRS broth besiyerine ilave edilip 32°C’de inkiibe edilmis ve sonugta % 0,1 ve 1,0
inokiilim miktarlar1 kullanildiginda maksimum diizeyde enterosin KP’nin olustugu
gozlenmistir. Ancak, inokiilim miktar1 % 0,1 diizeyinde tutuldugunda enterosin

aktivitesini 24 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca korudugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

MRS broth besiyerinin baglangi¢ pH’s1 6,5-7,0 oldugunda gerek E. faecalis KP
gelisiminin gerekse enterosin KP {iretiminin yiliksek diizeyde gergeklestigi tespit edilmistir.
pH 7,0’den yiiksek degerlerde s6z konusu bakterinin gelisimi iyi olmasma kargin
bakteriyosin iiretiminin diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Diislik baglangi¢ pH’larinda
(pH 5,0-5,5) ise hem bakteri gelisiminin hem de bakteriyosin {iretiminin diisiik diizeyde

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Lc. lactis subps. cremoris tarafindan iiretilen lactokoksin R’nin {iretimi iizerine
inkiibasyon sicaklig1r ve siiresinin, inokiiliim miktarinin ve besiyeri baslangi¢ pH’siin

etkili oldugu belirlenmistir (Yildirim and Johnson, 1998).
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4.11. Bakteriyosinin Molekiil Agirhg:

Metaryal metot kisminda belirtildigi sekilde tuzla ¢oktiirme ile kismen saflastirilan
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kisimda birden fazla bant gozlenmistir. Antimikrobiyal aktiviteden sorumlu

kullanilmigtir. Boyama ve boya giderme islemlerinden sonra jelde enterosin Orneginin

yliklendigi

Lb. plantarum’a karsi antimikrobaiyal aktivite testi

olan banti belirlemek amaciyla

yapilmistir. Sonugta molekiil agirligi 3496 ile 6512 Da arasinda olan bantin inhibitor

saptanmistir. Enterosin KP’nin molekiil agirligi yaklasik 5800 Da

aktivite gosterdigi

olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9). Merkaptoetanol iceren 6rnek tamponunda hazirlanan

etki

inhibitor
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aktivitesini

enterosin KP,

gostermemistir.
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Toit et al. (2000) farkli E. faecium ve E. faecalis suslar1 tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin molekiil agirliklarini trisin-SDS-PAGE kullanarak yaklasik 3,4 kDa,
Galvez et al. (1998) ise E. faecalis EJ97 tarafindan {iretilen enterosin EJ97 nin molekiil

agirligini 4,8 kDa olarak bulmuslardir.

I II I

26,625

16,950

14,437

6,512
5.800

3,496
1,423

Sekil 4.9. Enterosin KP’nin Lb. plantarum’a kars1 inhibitor etkisini gosteren trisin-SDS-PAGE
jeli. L. siitun, merkaptoetanol iceren 6rnek tamponuyla hazirlanan enterosin KP; II. siitun, diisiik
molekiiler agirlikli standart; III. siitiin, merkaptoetanol igermeyen 6rnek tamponuyla hazirlanan
enterosin KP. Enterosin KP’nin olusturdugu inhibisyon zonu okla gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada yoresel beyaz peynirden farkli bazi bakterilere karsi antimikrobiyal

aktiviteye sahip bir bakteri izole edilmis ve buna paralel olarak bakterinin tanis1 ve tirettigi

antimikrobiyal bilesigin fiziko-kimyasal ozellikleri ile {iretimini etkileyen faktorler

belirlenmis ve molekiiler agirligi saptanmistir. Arastirmada elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

l.

[zolatin Gram pozitif, kok seklinde, hareketsiz, endospor, katalaz, hemoliz,
jelatinaz, indol ve Voges Proskauer negatif, 45°C’den daha diisiik sicakliklarda, pH
4,5-9,6 ve % 3,0-6,5 NaCl konsantrasyonunda gelisebildigi, siitiin asitligini 7 giin
sonra 4,38 pH’ya disiirdiigii ve glikoz broth besiyerinde olusturdugu en son
asitligin 4,30 pH oldugu tespit edilmistir. API strep 20 ve API 50 CHL testi ile
belirlenen karbonhidrat fermantasyon ile yag asidi profili sonucunda bakterinin
Enterococcus faecalis oldugu belirlenmistir. Izolat Enterococcus faecalis KP olarak

adlandirilmstir.

Inhibitér maddenin proteolitik enzimlerden sadece papaine kars1 duyarli oldugu,
ancak tripsin, pepsin, pankreatin, katalaz, amilaz ve lipaz enzimine kars1 direncli
oldugu belirlenmistir. Inhibitér etkinin supernatant pH’sinin nétiirlendiginde de
devam etmesi bu etkinin asitlikten kaynaklanmadigini gostermistir. Inhibitor
maddenin bir proteolitik enzim olan papainle muamele edilmesi sonucunda etkisini
kaybetmesi bu maddenin protein tabiatinda bir bakteriyosin olduguna isaret
etmistir. E. faecalis KP tarafindan iiretilen bu bakteriyosin enterosin KP olarak

adlandirilmustir.

Enterosin KP’nin bazi gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere 6rnegin

Listeria monocytogenes’e karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Yiiksek derecede uygulanan 1sil islemin enterosin KP’nin aktivitesini etkiledigi

bulunmugtur. 90°C’de 30 dk 1s1l isleme maruz kaldiginda aktivitesini tamamen
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korudugu, ancak otoklavlama kosullarinda aktivitesinin biiylik kismini kaybettigi

belirlenmistir.

5. Bakteriyosinin diisiik asidik ve notral pH (pH 1,0-7,0)’lara kars1 stabil oldugu fakat
bazik pH kosullarinda (pH 8,0-12,0) aktivitesini %50-100 oraninda kaybettigi

saptanmuigtir.

6. Isil islem ve pH’da oldugu gibi farkli depolama kosullarinin da bakteriyosin
aktivitesi lizerinde 6nemli etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Enterosin KP’nin -20
ve -80°C’de 1 ay depolama siirecinde aktivitesini korudugu, ancak -80°C’de 3 ay

depolandiginda aktivitesinde %75 oraninda azalma oldugu tespit edilmistir.

7. Bakteriyosinin test edilen organik coziiciilere (etanol, metanol, hekzan, klorofom,
aseton, etil eter, isopropil alkol, formaldehit), deterjanlara (SDS, iire, tween 80,
triton X-100) ve EDTA’ya karst dayanikli oldugu belirlenmistir. Ayrica B-
merkaptoetanol ile muamele edildiginde inhibitor aktivitesinde azalma (%50-87,5)

oldugu bulunmustur.

8. Besiyeri olarak MRS broth, inokiiliim miktar1 %0,1, besiyeri baslangic pH’s1 6,5
ve inkiibasyon sicakligi 32°C oldugu zaman enterosin KP’nin maksimum diizeyde

tiretildigi gézlenmistir.

9. Enterosin KP’nin E. faecalis KP’nin logaritmik gelisme fazinda iiretilmeye
basladigi ve durgun fazin basinda iretiminin maksimum diizeye ulastig

saptanmustir.

10. Enterosinin molekiil agirliginin yaklagik 5800 Da oldugu belirlenmistir.

Son yillarda enterokoklar hakkinda starter kiiltiir veya co-kiiltlirler olarak
kullanimlarint 6neren bildiriler olduk¢a artmistir. Enterokoklarin gidalarda bulunmasi ve
gelisimi, peynir, sosis gibi fermente iriinlerde, organoleptik olarak farkli iiriinlerin
olusmasini saglar. Enterokoklarin gidalardaki bu olumlu 6zellikleri de dikkate alindiginda

bu calismada izole edilen ve bakteriyosin irettigi belirlenen E. faecalis KP’nin farkli
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gidalarda uygulamalar diisiiniilebilir. Ozellikle Listeria monocytogenes gibi gida kaynakli
bir patojene karsi inhibitor etki gdsteren enterosin KP’nin de gidalarda direkt olarak
kullanilmast s6z konusu olabilir. Fakat bu uygulamalarin ne seklide ve hangi kosullar
altinda yapilacaginin ve sonuglarinin ne olacaginin belirlenebilmesi i¢in hem bakterinin
hem de bakteriyosinin farkli gida bilesenleri ile etkilesimlerinin belirlenmesi

gerekmektedir.
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