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CiG SUT KAYNAKLI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ BAKTERiYOSIN
AKTIVITELERININ INCELENMESI

(YUKSEK LiSANS TEZI)
SEVCIHAN IRAK
OZET

Laktik Asit Bakterileri (LAB) ¢ig siit dogal mikroflorasinin baskin iiyelerindendir.
Besin kaynakli ¢ogu LAB gibi siitte bulunanlar da bakteriyosin adi verilen protein
yapisindaki antimikrobiyal metabolitleri olusturma yetenegine sahiptir.
Mikroorganizmalarda var olan zengin genetik ¢esitlilik nedeniyle dogada farkli 6zellikteki
bakteriyosinlerin tespit edilmesi ve bunlarin tanimlanmalari olduk¢a Onemlidir. Bu
nedenle, bu calismada Kahramanmaras ve civarindaki illerden (Gaziantep, Kayseri,
Osmaniye, Urfa) toplanan c¢ig siit Orneklerindeki LAB’nin izolasyonunu takiben
bakteriyosin iiretenlerin belirlenmesi amaclanmstir. Izolatlarinin bakteriyosin aktivitesi
farkl1 test bakterileri (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella spp., Pseudomonas spp.,
Shigella spp., Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ATCC
7644) tizerinde agar spot ve well-diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Bakteriyosin aktivitelerinin belirlenmesi esnasinda enterocin iireten Enterococcus faecium
DSM 20477 susu kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica bakteriyosin aktivitesine sahip
izolatlar arasindaki genetik iligki Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-
PCR) ile incelenmistir. Calisma sonucunda siit o6rnekleri arasinda en diisiik toplam LAB
3,0 log1oCFU/g ile Kayseri 4, en yiikksek LAB sayisi ise 6,82 logigCFU/g ile Osmaniye 2
orneginde tespit edilmistir. Agar spot metodu ile bakteriyosin aktivitesi test edilen 42
izolatin 11 tanesinin (%26,2) iki farkli test bakterisine (Listeria monocytogenes ve
Enterococcus spp.), 2 tanesinin ise tek bir test bakterisine (Listeria monocytogenes ya da
Enterococcus spp.) karsit bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Tim
bakteriyosinojenik izolatlarin ERIC-PCR analizi sonucunda {ii¢ farkli profil saptanmis ve
bu profillerden bir tanesinin dort farkli sehre ait 9 izolatta ortak oldugu goriilmistiir.
Ayrica, farkli ERIC-PCR profiline sahip izolatlar 16S rRNA gen dizilimi analizine dayali
olarak tamimlanmustir. Sonu¢ olarak Enterococcus faecalis en baskin tir olarak
bulunmustur.
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Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
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DETECTION OF BACTERIOCIN ACTIVITIES OF LACTIC ACID BACTERIA
WITH RAW MILK ORIGIN

(M.Sc. THESIS)
SEVCIHAN iRAK
ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are the dominant members of the natural milk
microflora of raw milk. Some LAB in food origin have the ability to produce products
called as bacteriocin. Bacteriocins are the antimicrobial metabolites in protein structure.
The discovery and identification of new bacteriocins is of great importance due to rich
genetic diversity existing among microorganisms.

For this reason, the aims of this study were to isolate LAB from raw milk samples
of Kahramanmaras and nearby cities (Gaziantep, Kayseri, Osmaniye, Urfa) and to
determine as well as to identify bacteriocin producers among them.

Bacteriocin activites of isolates were determined using agar spot and well difusion
methods against different test bacteria (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp., Shigella spp., Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ATCC 7644). During bacteriocin activity detection, enterocin-producing
Enterococcus faecium DSM 20477 strain was used as a control. The genetic relationship
between bacterial isolates with bacteriocin activities was also examined by ERIC-PCR. At
the end of the study, the lowest and highest LAB counts were detected for Kayseri 4 and
Osmaniye 2 samples with 3.0 log;oCFU/g and 6.82 log;,CFU/g respectively. Based on agar
spot method, 11 of the 42 isolates were found to have bacteriocin activity against two
different test bacteria (Listeria monocytogenes and Enterococcus spp.) and two of them
were found to be bacteriocinogenic against only one of the testect bacteria (either Listeria
monocytogenes or Enterococcus spp.).

As a result of ERIC-PCR analysis of all bacteriocinogenic isolates, three different
profiles were detected and one of this profile was common in 9 strains isolated from four
different cities. Furthermore, isolates possesing different ERIC-PCR profiles was identified
based on 16S rRNA gene sequence analysis. As a result, Enterococcus faecalis was found
as predominated species.
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1. GIRIS

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen protein
yapisinda bilesikler olup, 6zellikle iiretici tiirle yakinligi olan mikroorganizmalara karsi
bakteriyostatik veya bakteriyosidal etkiye sahiplerdir. Cogunlukla gram-pozitif bakteriler
tarafindan {retilen bakteriyosinlerin gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilenleri de
bulunmaktadir. Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler genellikle
logaritmik fazdan duragan faza gecis sirasinda sentezlenmektedir (Hammami ve ark,.
2007).

Bakteriyosin iireten mikroorganizmalar arasinda LAB ¢ok oOnemli bir grubu
olusturmaktadir. LAB bakteriyosinler disinda organik asit, diacetyl, hidrojen peroksit gibi
antimikrobiyal  karakterdeki  diger maddeleri iretebilen  mikroorganizmalardir
(Klaenhammer, 1993). LAB grubu mikroorganizmalarin en énemli 6zeliklerinden birisi de
temelde suda ¢oziinebilen karbonhidratlar1 fermente edebilmeleridir. Sahip olduklar1 ¢ok

sayida ozellikleri ile LAB endiistriyel 6neme sahip mikroorganizmalardir.

LAB bakteriyosinleri molekiiler agirliklari, 1s1 duyarliliklari, enzimatik duyarliliklari,
translasyon sonrasi modifiye edilen amino asitlerin varligir gibi cesitli 6zellikleri goz

ontinde bulundurularak siniflandirmistir (Klaenhammer, 1988).

Cig siit LAB yoniinden zengin bir ortamdir. Bu nedenle, ¢ig siitte bakteriyosin
aktivitesine sahip LAB saptanmasi olduk¢a énemlidir. Ulkemiz dahil cesitli iilkelerde
cesitli siit tirlinlerinden (peynir gibi) izole edilen ve bakteriyosin iireten LAB konusunda
¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Gurses ve Erdogan, 2006; Isleroglu ve ark, 2012;
Kirmaci ve ark., 2016). Ancak, ¢ig siit kaynakli LAB ve bakteriyosinleri hakkinda
iilkemizde yapilan ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Akgelik ve ark, 2006; Altuntas ve
ark., 2010). Bununla birlikte, literatiirde siit kaynakli LAB izolatlar1 arasinda bakteriyosin
tiretenlerin belirlenmesine yonelik ¢ok sayida calisma (Rodriguez ve ark., 2000; Ortolani
ve ark., 2010; Bali ve ark., 2011; Moraes ve ark., 2012; Perin ve ark., 2014; Silvetti ve
ark., 2014) bulunmaktadir.

LAB’de var olan tiir ¢esitliligi ve tiir i¢i genetik cesitlilik gz oniline alindiginda
tilkemiz orijinli ¢ig siit Orneklerinde mevcut bakteriyosinojenik LAB izolatlarin
tanimlanmalar1 biiyiik 6nem tagimaktadir. Ayrica, ¢ig siit kaynakli izolatlarin tiir diizeyinde
tanimlanmalariyla sahip olduklar1 bakteriyosinlerin molekiiler ve biyokimyasal olarak

karakterize edilmesi, bakteriyosinlerden biyoteknolojik a¢idan hangi alanlarda

1



yararlanilabilecegi hakkinda bilgi sunmasi beklenmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda
tilkemizdeki farkli illere ait siit 6rneklerinde var olan LAB’nin sahip oldugu bakteriyosin
aktivitesinin belirlenmesi, bakteriyosinojenik izolatlar arasindaki genetik iliskinin ERIC-
PCR ile incelenmesi ve farkli profile sahip bakteriyosinojenik izolatlarin 16S rRNA gen

dizilimine bagli olarak molekiiler olarak tanimlanmalar1 amaglanmaistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2. 1. Cig Siit

Cig siit; hayvanlarin memesinden uygun araliklarla tam olarak sagilan, sogutulan
icinden herhangi bir bileseni uzaklastirilmamis; igerisine de herhangi bir madde ilave
edilmemis islenmek tizere isletmelere kabul edilen herhangi bir isleme ugramamis olan siit

olarak tanimlanmaktadir (Metin, 1998).

Cig siit gida teknolojisi i¢in oldukca onemli bir ham maddedir. Cig siitlin kalite
standardin1 belirleyen en temel faktor ise islenmeden Onceki bakteri yiikiidiir (Alisarli ve
ark., 2003). Bunun disinda renk, koku, fiziksel durum, asitlik durumu gibi kriterler ¢ig
sitiin kalitesini belirtmektedir. Cig siitteki mikroorganizmalar ¢esitli kaynaklardan
gelebilir (sagim ekipmani, hava, su v.s) ve farkli goérevleri istlenir. Bunlar; siit
fermentasyonu ile ilgili olanlar (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Propionibacterium ve fungus popiilasyonlari), bozulmaya sebep olanlar (Pseudomonas,
Clostridium, Bacillus ve diger spor olusturan veya thermoduric mikroorganizmalar),
saglhigi destekleyenler (lactobacilli ve bifidobacteria) ve hastalik etmeni olanlar (Listeria,
Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter ve mikotoksin iireten funguslar) olarak

gruplandirilir (Coorevits ve ark. 2008; Quigley ve ark. 2013).

Inek siitiiniin bakteri kompozisyonu &nceleri ¢ogunlukla kiiltiire bagli yontemlerle
incelenmistir. Son yillarda gelisen yeni nesil DNA sekanslama teknolojileri ile ¢ig siit
mikrobiyomu hakkinda daha ¢ok bilgi edinilmistir. Bu calismalar bakteri ¢esitliliginin
bildirilen degerlerden ¢ok fazla oldugunu gostermektedir. Cig siit ve Danimarka ¢ig siit
peynirlerinde bakteriyel komiinitenin incelendigi bir ¢alismada 16S rDNA ve ¢cDNA’nin
V3 ve V4 bolgelerine ait amplikonlar pyrosequencing ile incelenmistir. Caligma sonucu ¢ig
inek siitiinde tespit edilen 256 bakteri tiirii i¢inden, %43.7 ve %19 okuma oranlar ile en
yaygin olarak bulunan tiirlerin Streptococcus thermophilus ve Lactococcus lactis oldugunu
gostermektedir (Masoud ve ark. 2012). Tipik olarak inek siiti LAB populasyonu
Lactococcus, Streptococcus Lactobacillus, Leuconostoc ve Enterococcus cinslerini igerir.
Ancak onemli miktarda farkli tiirde mikroorganizmalarin var oldugu da tespit edilmistir
(Raats ve ark. 2011). Sekil 2.1°de farkli hayvan kaynakl ¢ig siitlerde kiiltiire bagl olan ve
olmayan yaklagimlar ile elde edilen bakteri dagilimi gosterilmektedir (Quigley ve ark.
2013).
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Sekil 2.1. Farkli tipteki ¢ig siit 6rneklerinde bakteriyal dagilim. CD: Kiiltiire bagl yaklasim
NGS: Yeni Nesil Dizileme sonuglarin1 gostermektedir (Quigley ve ark., 2013).

Temel siit bilesenlerini su, yag, protein, laktoz ve mineraller (kalsiyum, demir,
magnezyum, fosfor) meydana getirmektedir. Cig siitte ayriva vitaminlerden Riboflavin ve
Vitamin B12 oldukga yiiksek diizeyde bulunmaktadir. Siit kompozisyonu gesitli faktorler
tarafindan etkilenmektedir. Ornegin; beslenme yag ve siit proteinleri konsantrasyonlar
tizerinde etkilidir. Bunlardan yag kompozisyonu diyete bagli degisimlerden en fazla
etkileneni olup, %3 kadar degisim gostermektedir. Siit kompozisyonu ve bilesenleri ayrica
genetik, ¢evre, siit tiretim diizeyi, laktasyon evreleri, hastalik (mastitis), mevsim, inek yasi
gibi faktorlerin etkisi altindadir (Looper, 2014). Inek irklarina gore degismekle birlikte
inek siitli %3.7-4.9 yag, %3.1-3.8 protein ve %4.6-4.8 laktoz igermektedir. Siit protein ve
yagl siit isleyen sanayi agisindan biiyilkk dneme sahiptir. Toplam siit kuru maddesinin
%251 proteinden olusur. Siitiin protein fraksiyonu iginde kazein ozellikle peynir yapimi
acisindan onemlidir. Siitiin enerji degeri bilesimine gore farklilik gdsterir. 1 litre % 3 yaglh

igme siitiiniin enerji igerigi 615 kcal’dir (Giirsoy, 2014).

2.2. Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Lactobacillaceae familyas1 iginde bulunan LAB, ¢ok fazla sayida cins ve tiire sahip

basil, kok ve kokobasil sekilde, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, solunum zinciri



bilesenlerinden sitokromlar ile porfirine sahip olmayan, katalaz iiretmeyen, mikroaerofilik
veya anaerobiktir. Ayrica aside olduk¢a dayaniklhidirlar ve giiclii fermentatif ozellige
sahiplerdir. Nitratlar1 indirgemeyen, biliylime ve gelisimleri i¢in glikoz ve amonyuma
ilaveten bazi vitamin ve aminoasitlere ihtiya¢ duyan mikroorganizmalardir (Axelsson,
1998). Bu genel ozelliklerden istisnai olarak katalaz ve sitoktom pozitif olanlar1 da
bulunmaktadir. Ayrica laktozu laktik asite fermente etmeleri ile karakterize edilirler.
Morfolojik agidan ¢ok degisken Ozellik gostermelerine ragmen (kisa veya uzun, ¢omak

veya kok sekilli), fizyolojik agidan oldukg¢a benzer 6zelliktedir (Shape ve ark., 1966).

LAB genellikle siit, et, icecekler, sebzeler gibi besin bakimindan zengin
habitatlarda bulunmaktadir. Bununla birlikte toprakta, gollerde ve insanlar ile hayvanlarin

sindirim sisteminde bulunabilirler (Tserovska ve ark., 2002).

LAB iizerindeki ilk taksonomik ve bagirsak ekolojisi ¢aligmalari, 1900 yilinda
Moro ve 1901 yillarinda ise Beijerinck ve Cahn) tarafindan gergeklestirilmistir (Holzapfel
ve ark., 2001).

Orla Jensen tarafindan 1919’da morfolojik ve fenotipik 6zelikler dikkate alinarak
yapilan LAB siniflandirmasina gére Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium,
Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus ve Microbacterium gruplarina ayrilmistir (Orla
Jensen, 1919). Bu gruplara dahil olan cinslerin sekil, katalaz 6zellikleri Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.

Bu grup bakterilerin fenotipik smiflandirilmasinda ¢ogunlukla morfolojik
ozellikler, glikoz fermentasyonununda takip edilen yol, ekolojik kosullar, optimum iireme
sicakliklar1 ve farkli karbonhidratlar1 fermente edebilme gibi oOzellikler dikkate

alinmaktadir (Holzapfel ve ark., 2001).

Gilinimiizde LAB’nin dort cinsten (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Streptococcus) olusan bir temel yapiya sahip oldugu ortak goriisii kabul edilmektedir.
Ancak son taksonomik revizyonlar ile yeni tiir ve gruplar (Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella) bu gruba dahil edilmistir (Jin et al., 2009).
Lactobacilli, Carnobacteria ve bazi1 Weissella tiyeleri gomak sekilli iken, diger cins tiyeleri

kok sekle sahiptir.



Cizelge 2.1. Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmas: (Orla-Jensen, 1919)

Tiir Sekil Katalaz !\“t.”t . Fermentasyon Cinsler
indirgemesi
Betabacterium Basil - Heterofermentatif ~ -actopacillus
Weissella
'In']hermobactenu Basil - Homofermentatif Lactobacillus
Streptobacterium  Basil - Homofermentatif ~ -actobacillus
Carnobacterium
Streptococcus
Streptococcus Kok - Homofermentatif ~ —ter0c0CCUS
Lactococcus
Vagooccus
Leuconostoc
Betacoccus Kok Heterofermentatif =~ Oenococcus
Weissella
Microbacterium  Basil + + Homofermentatif Brochotrix
Tetracoccus Kok +a + Homofermentatif T €aiococcus
Tetragenococcus

a: Pediococcus cinsine dahil tiirler genelde katalaz negatiftir, fakat baz1 tiirler pseuodokatalaz

retiklerinden yanlis pozitif sonuglara sebep olmaktadir.

LAB, antimikrobiyal aktiviteye sahip organik asitler (asetik, ketoglutarik, melonik
asit gibi), hidrojen peroksit, diasetil, bakteriyosin ve benzeri bilesikler iiretebilmektedir
(Kilig, 2001; Herreros ve ark., 2005). LAB insan konakg¢isina yararli etkileri ilk kez
Ddéderlein (Doderlein, 1892) tarafindan vajinal bakterilerin sekerlerden iirettigi laktik asitin
patojen bakterilerin iliremesini engelledigini 6nermesi ile ortaya ¢ikmistir. Sonralari ise
fermente siit lirlinlerinde sagliga yararl bakterilerin bulundugu bildirilmistir. Bu bakteriler
genel olarak “probiyotik bakteriler” olarak isimlendirilmekte ve sindirim sistemi
mikrobiyal dengesini arttirarak konakg¢iya yarar saglamaktadir (Fuller, 1989). Saghk
tizerindeki faydali 6zellikleri ve fermentasyon yetenekleri nedeniyle endiistriyel agidan

onemli bakterileri meydana getirmektedirler (Simsek ve Bilgin, 1996).

LAB,
homofermentatif ve heterofermentatif LAB olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar (Khalid,
2011). Genel olarak, homofermentatif LAB; glukozu Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

yolu (glikolitik yol) ile fermente ederek pirtivik asitin doniistiirdiikten sonra ¢ok yiiksek

glukozu fermente etmeleri sonucunda olusturduklart iriine gore

oranlarda (%95-100) laktik asit iiretmektedir. Fermentasyon isleminin son safhasinda
pirtivik asitin laktik asite indirgenmesi i¢in gliseraldehit 3- fosfat’in dehidrogenasyonundan
elde edilen NADH/H" kullanilmaktadir. Heterofermentatif laktik asit bakterileri, EMP



yolunun 6nemli enzimlerinden fruktoz bifosfat aldolaz ve trioz-fosfat izomeraza sahip
olmadiklarindan EMP yolunu kullanamamaktadirlar. Bu grupta glukozun yikimi
pentozfosfat (PP) yolu ile ger¢eklesmekte ve laktik asit, asetik asit, etanol ve karbondioksit
iretilmektedir (Romano ve ark., 1970; White ve ark., 2007) (Sekil 2.2).

Zorunlu  homofermentif ve heterofermentif olanlar disinda, fakiiltatif
heterofermentif olan Lactobacillerde ii¢lincili bir grubu olusturmaktadir. Bu Lactobaciller
yukarida bahsedilen yillardan biri ile sinirli olmayip, her ikisini de kullanabilmektedir. Bu
sekilde ortamda var olan sekerlere gore homofermentatif ve heterofermentatif yollar
arasinda zigzagl sekilde se¢im yapabilmektedir. Genel olarak hekzoslar homofermentatif
yol ve pentozlar heterofermentatif yol ile fermente edilmektedir. Bu asamada suslarin
cogunlugu heksozlari, pentozlardan 6nce kullanmayi tercih etmektedir. Ayrica fruktoz ve

maltozu heterofermentatif yollar ile birlikte metabolize edebilenler gogunluktadir.

EMBDEN-MEYERHOF- HETEROFERMENTATIF
PARNAS YOLU YOL
glukoz glukoz

|
l glukoz-6-fosfat
glukoz-6-fosfat 1

| 6-fosfoglukonat

fruktoz-1,6-bi fosfat CO, Kl
| ribuloz- 5 fosfat < pentozlar

dihidroksiaseton fosfat
ksiloz- 5 fosfat

\/\

gliseraldehit-3- asetil-fosfat —> asetik asit
fosfat

1,3-bifosfogliserat

3-fosfogliserat

2-fosfogliserat

fosfoenolpiirivat
TCA déngiisii < L 0. )
Solunum purivat > asetaldehit
Y Alkol Fermentasyonu NP
laktik asit (maya) etanol

Sekil 2.2. Laktik Asit Bakterileri tarafindan heksozlarin metabolize edilmesinin sematize
gosterimi (Kandler, 1983).

2.3. Siit Teknolojisi Acisindan Onemli Baz1 LAB Cinsleri

Siit teknolojisi agisindan o6ne c¢ikan LAB cinsleri arasinda Streptococcus,
Lactobacillus, Enterococcus ve Lactococcus bulunmakla birlikte, diger baz1 bakteri cins ve

tiirlerinin de 6nemli oldugu bildirilmistir (Quigley ve ark., 2013).



2.3.1. Streptococcus

Streptococcus cinsindeki tiirler, kok seklinde, gram pozitif, katalaz negatif ve
genellikle hareketsiz bakterilerdir. Streptococcus cinsi son Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology ‘e gore; piyojenik, oral, enterokok, laktik ve diger streptokoklar olmak tizere
bes gruba ayrilmistir (Krieg ve Holt, 1984 ). Streptococcus thermophilus diger
streptokoklar grubunda ele alinmistir (Farrow ve Collins, 1984).

S. thermophilus’ un proteolitik ve lipolitik aktivitesi olduk¢a zayiftir (Rajagopal ve
Sandine 1990; Kilig, 2001). Genom DNA’ s1 G+C igerigi %37-40 mol’dir. S.
thermophilus tiiri LAB arasinda 1.75-1.82 Mb (Mega baz =1 milyon baz) ile en kiigiik
genoma sahip olandir ve suslar arasinda farklilik olmakla beraber plazmit varligi agisindan

diger LAB ile kiyaslandiginda ¢ok daha sinirhidir (Klaenhammer ve ark. 2002).

Streptococcus thermophilus, Gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob,
hareketsiz, spor olusturmayan, 0.7-0.9 um ¢apinda, kok ya da gomak sekilli giftler veya 10-
20 hiicrelik uzun zincirler halinde siitiin dogal habitatinda bulunur. Besin gereksinimi
kompleks ve degiskendir. Optimum gelisme sicakligi 37-43°C, maksimum ve minimum
gelisme sicakliklari ise sirasiyla 52°C ve 20°C’ dir (Robinson, 1999; Kili¢, 2001;
Klaenhammer ve ark., 2002). Diisiik pH degerlerine zayif tolerans gosterir.

Streptococcus thermophilus siit endiistrisindeki en 6nemli Laktik Asit Bakterisidir.
Yogurt fermentasyonu ve peynir yapiminda iyi bilinen bir starter kiiltiir bilesenidir. Yogurt
tiretimindeki starterler simbiyotik bir birliktelikte biiyliyen Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ve S. thermophilus tiirlerini igermektedir. Bu iki bakteri yogurt olusumu
sirasinda laktozun kisa siirede laktik aside doniismesini saglamak igin birbirlerinin
fizyolojik gelisimlerini desteklemektedir. Laktik asit olusumu, kazein misellerinin
izoelektrik noktasinda presipitasyonunu saglayarak yogurdun istenen kivamda olmasin
saglamaktadir. Yogurt aromasinin ana bileseni laktik asit ile sinirli olmayip asetaldenhit,

yag asitleri, aminoasitler, aseton, ketohidroksiasitler de katkida bulunmaktadir.

S. thermophilus ayrica Isvigre, Fransiz ve Italyan peynirleri iiretimi igin kullanilan
dogal termofilik starterlerde diger LAB tiirleriyle kombine halde bulunan temel mikrobiyal
bilesendir (Auclair ve Accolas, 1983).

Bu tiirlin tiim genom diziliminin belirlenmesi, metabolizmasi ile ilgili bilginin
artmasina ve yeni starter kiiltiirlerin miihendisligi ve varolan fermentasyon prosesslerinin

daha iyi kontrol edilmesinde olanak saglayabilecektir.
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2.3.2. Lactobacillus

Lactobacillus tiirleri gram-pozitif, katalaz-negatif, spor olusturmayan g¢omak
bicimli bakterilerdir. Zincir formlarina genellikle logaritmik gelisme doneminin geg
evresinde rastlanir. Siit asidi bakterilerinin biiyiik bir kism1 Lactobacillus cinsine dahildir.

Son kaynaklara gore 174 tiir ve 27 alt tiire sahiptir (www.bacterio.cict.fr).

Lactobacillus, karbonhidrat igeren tiim nislerde (bitki, hayvan, silaj ve ¢ig siit)
bulunan bakterilerdir. Insanlar ve hayvanlarda, agiz boslugu, bagirsak ve vajinada bu
mikroorganizmalara rastlanir. (Bernardeau ve ark., 2008). Lactobacillus biyolojisinin daha
Iyi anlagilmasi ile daha fazla Lactobacillus susunun siit {irlinlerine ait endiistriyel
uygulamalarda kullanim1 miimkiin olabilecektir. Ozellikle, proteolitik aktiviteleri ve tat
bilesikleri yaninda eksopolisakkarit iiretim yetenekleri siit tirtinlerinin kalitesi ve besinsel

degerine katkida bulunmaktadir (Leroy ve De Vuyst, 2004).

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp lactis (son iki tiir sonradan L. bulgaricus ve L. lactis
olarak isimlendirilmistir) siit endiistrisi agisindan 6nemli tiirlerdir. L. helveticus ilk kez
Orla-Jensen tarafindan tarafindan tanimlamistir. Sonrasinda bu tiiriin temsilcileri ¢ig siit ve
¢ig siite dayali tirlinlerden siklikla izole edilmistir (Quigley ve ark., 2011). L. helveticus
peynir iiretimi agisindan istenen bir¢ok 6zellige sahiptir. Bunlardan biri olan suslarin hizli
otolizi, peynirde intraseliiler enzimlerin salinmast ve aciligin azalmasi ve tat skorunun
artmastyla sonuglanmaktadir (Broadbent ve ark., 2011). Bu tiir ayrica 55°C gibi yiiksek
sicakliklarda iireme ve siit {rlinleri Uretiminde LAB arasinda en proteolitik olma ile
karakterize edilir (Kiernan ve ark., 2000). Ayrica lipolizi izleyen serbest yag asidi salinimi
tad bilesenlerinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Yine bu tiire ait bir peynir izolati olan
DPC4571 susunun genom dizilimi fonksiyon-kaybi (loss of function) ile iliskili pseudo-
genlerin yiiksek oranda varligini isaret etmektedir. Bu durumun siit nisine adaptasyonu

yansittigi diigiiniilmekedir (Callanan ve ark., 2008).

Siit Girtinlerinin tiretimi sirasinda kullanilan ¢ig siit Lactobacillus tiyeleri sayica artis
gostermektedir. Bu bakteriler peynir olgunlasma esnasindaki baskin bakteriler haline
gelebilirler (Henri-Dubernet ve ark., 2008). Bu popiilasyonlar non-starter LAB olarak
isimlendirilir ve ¢ogu besinin azaldigi, pH’in diistiigli ve nemin diisiik oldugu peynir
olgunlasma kosullarina adaptasyon yetenegine sahiplerdir. Burada, proteoliz ve lipolizi

gerceklestirerek tat ve yapi gelisimine katkida bulunurlar (Smit ve ark., 2005). Bu tiirler; L.



casei, Lactobacillus paracasei, L. plantarum/paraplantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus curvatus, L. brevis, Lactobacillus sake, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus

crispatus, L. fermentum, L. buchneri ve Lactobacillus gasseri’dir
2.3.3. Enterococcus

Enterococcus cinsi, LAB grubunda yer almaktadir (Schleifer ve Kilpper-Balz,
1984; Devriese ve ark., 1993). Bu cins bakteriler peynirlerin olgunlasmasi ve aroma
gelisimine katkida bulunan adjunct kiiltiir (yogurt ve peynir yapiminda starter kiiltiir ile
birlikte kullanildiginda yapi, tat ve besin igerigi yarart saglayan kiiltiir) olarak
kullanilmaktadir (Giraffa, 2003). Enterococcus faecalis ve E. faecium suslarinin ¢ogu
probiyotik olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, nokozomiyal enfeksiyonlara sebep
olan enterokoklar nedeniyle, bu cinse dahil bakterilerin giivenilirlik durumu hala
sorgulanmaktadir. Bir¢ok virulens faktorii ve antibiyotik direng geninin Enterococcus
tiirlerinde tanimlanmasi, bu bakterilerin giivenilirligini etkilemektedir (Eaton ve Gasson,
2001). Ayrica, enterekoklarin sahip oldugu plazmid ya da konjugatif transpozon aracili
etkin gen transfer mekanizmalari ile bu bakterilerce kodlanan antibiyotik direng genlerinin
patojenik bakterilere transfer edilebilecegini ve bu sekilde onlar1 antibiyotiklere karsi

direngli hale getirebilecegini 6nermektedir (Landman ve Quale, 1997).

Bu grubun ¢ig siitte en sik rastlanan iyeleri Enterococcus faecalis (eski adi
Streptococcus faecalis), Enterococcus faecium (eski adi Streptococcus faecium) ve
Enterococcus durans’dir. E. faecalis ve E. faecium un diger gram pozitif-bakterilerden
farklilig1 katalaz-negatif olmalari, 10°C ve 45°C’de gelisebilmeleri, 9.6 pH degerinde %6.5
tuz iceren ortamda gelisebilmeleri ve 60°C’deki 1s1l islem uygulamalarinda canliliklarini

koruyabilmeleridir.

Siit {rlinlerinde istenen tat artisini saglamalari, bakteriyosin iiretmeleri ve
probiyotik olarak faaliyet gdstermeleri Enterococcus tiirlerinin yararh 6zelliklerinden
olmasma ragmen iirlinlerde bozulmaya yol ag¢gmalar1 istenmeyen 06zekliklerindendir
(Bhardwaj ve ark., 2009). Dogal olarak bulunduklari birgok ortamdan birisi ¢ig siittiir.
Enterokoklarin bir kismi pastorizasyon uygulamasiyla inaktif hale getirilmekle birlikte,
bazilar1 canliliklarin1 koruyabilirler. Dolayisiyla, ¢ig siite enterokoklarin bulagmasi ve
siitiin islenmesi sirasinda canliligin korunmasi siit tiriinlerinde bu bakterilerin bulunmasina

yol acar. Bu nedenle, enterokoklar esas olarak iiretim hijyenini ya da kalitesini ortaya
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koyan indikator mikroorganizmalardir. Peynir gibi tuz i¢eren liriinlerde canli kalabildikleri
icin, enterokok grubu mikroorganizma sayisinin hijyenik kalite gostergesi olarak koliform
grubu mikroorganizma sayisindan daha gilivenilir oldugu kabul edilmektedir. Peynirde
enterokok sayisi peynir ¢esidine ve iiretim mevsimine bagli olarak degisim gostermektedir.
Cogu peynirde enterokok mevcut degildir, ancak tamamen olgunlagmis bazi peynirlerde
predominant bir durum gosterebilirler. Bu durum, peynirin {iretimi ve olgunlastirmasi
sirasinda uygulanan kosullarda enterokoklarin canliliklarin1 koruyabilme ve gelisebilme
yeteneklerine bagli olarak degismektedir. Enterokoklar genis bir sicaklik araliginda
geligebilir, asit iiretebilir ve kazeinin parcalanmasinda yer alan proteolitik enzimleri

salgilarlar. Bu 6zellikleri de peynirde varliklarin1 korumalarini saglamaktadir.
2.3.4. Lactococcus

Lactococcus cinsi tiyeleri Gram pozitif, katalaz-negatif, spor olusturmayan,
hareketsiz, fakiiltatif anaerob olup, ¢iftler ya da kisa zincirler halinde bulunabilen kok
sekilli bakterilerdir (Casalta ve Montel, 2008). 2012 yil1 itibariyla yedi tiirii, iki alt tiirli ve
bir biovar1 bulunmaktadir (www.bacterio.cict.fr). Bunlardan Lactococcus lactis spp. lactis
ve Lactococcus lactis spp. cremoris ¢ig siit, peynir ve 1sil islemi gérmemis peynirlerde
baskindir (Gaya ve ark., 2001). Ayrica, Lactococcus lactis ile Lactococcus lactis spp. lactis
ve Lactococcus lactis spp. cremoris siit iiriinlerinde starter kiiltiir olarak islev gormektedir.
Lactococcus tiirleri, siitiin fermentasyonu sonucunda laktozu homofermentatif yolla L-
laktik aside doniistiirerek enerji saglarlar. Ancak, bu yol ile seker molekiilinden az
miktarda enerji elde edebildiklerinden, enerji kazanimlarmi yeterli seviyeye getirebilmek
icin bu metabolik yolu ¢ok hizli bir sekilde kullanirlar. Bu durum sonucunda siit
tirinlerinde hizli pH disiisiine (asidifikasyona) neden olurlar. Ayrica, proteolize, amino
asitlerin tad bilesenlerine (alkol, aldehit, keton gibi) doniisiimiine, sitrat kullanimina ve yag
metabolizmasina katkida bulunurlar (Smit ve ark., 2005). Lactococcus lactis’in belirli
suslart sitrat1 kullanarak diasetil tiretmektedir. Diasetil eksi kremanin ve kiiltiir kullanilarak

tiretilen tereyaginin tat ve aromasina 6nemli katkida bulunur.

Lactococcus tiirleri vitaminler ve aminoasitler gibi metabolitler i¢in ¢ok sinirli bir
anabolizmaya sahip olduklarindan bu gelisme faktorlerinin biiyiik bir kismini ¢evreden
saglamak zorundadir. Lactococcus lactis’in varyeteleri lantibiotic, nisin gibi Onemli

bakteriosinleri iiretirler (Stiles ve Holzapfel, 1997).
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Bu cinsin bir tiirii olan L. garvieae balik patojeni olarak fark edildikten sonra, ¢ig
siitte ve bazi dogal starter kiiltiirlerde tespit edilmistir (Vendrell ve ark., 2006; Fortina ve
ark., 2007). Genomik ¢alismalar siit ve balik kaynakli izolatlarin iki farkli grupta oldugunu
ve yalnizca siit izolatlarinin laktoz kullanim yetenegine sahip oldugunu gdstermistir.
Ancak, her iki kaynaktan elde edilen izolatlarda da proteolitik aktiviteye rastlanmamistir
(Fortina ve ark., 2007).

2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Gidalarda Kullanimi

Fermentasyon teknolojisinin tipik bakterileri olan LAB, gidalarda uzun yillardan
beri glivenli bir sekilde kullanilmaktadirlar. Fermente et ve balik {iriinleri (6rn., sucuk), siit
triinleri (6rn., yogurt, kefir), tahil iiriinleri (6rn., ekmek, boza), sarap ve sebzeler (6rn.,
lahana ve salatalik tursusu) gibi pek cok gidada dogal olarak bulunabildigi gibi starter
kiiltir olarak da ilave edilerek, gidalarin olgunlastirilmasi, tiretimi, dayanikliliginin
arttirllmasinda 6nemli rol oynarlar. Fermente iirlinlerde tat ve lezzet olusumu oldukga
karmagik bir olay olmakla birlikte temelde starter kiiltiiriin ana kismini olusturan LAB
tarafindan gergeklestirilen glikoliz, lipoliz ve proteoliz olaylarin1 kapsamaktadir (Smit ve
ark., 2002). Bununla birlikte, LAB insan saglig iizerindeki pek ¢ok yararlari nedeniyle
probiyotik olma o6zelligine sahiptirler. Sonug olarak, LAB, gida iiretimi, sagliga katki
yaninda enzim ve metabolitler gibi makromolekiillerin tiretimi seklindeki kullanimlarindan
dolay1 endiistriyel 6neme sahip en oénemli bakterilerdir (Pfeiler ve Klaenhammer, 2007).
Tim bu ozellikleri ile LAB ve metabolitlerinin kullanimi generally considered as safe
(GRAS, Grade One) olarak giivenli kabul edilmektedir (FAO/WHO, 2001).

LAB’nin peynir iiretiminde gerek starter kiiltiir olarak gerekse probiyotik olarak
ilavesi tizerine pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Akgiin 1995; Basyigit Kili¢ ve ark., 2009).
Starter  kiiltir ~ kullanim1  ile  biyojenaminlerin ~ olusumu  ve istenilmeyen
mikroorganizmalarin gelisimlerinin engellenmesini sagladigindan, daha saglikli, kaliteli ve
standart bir iirlin elde edilmektedir. LAB antagonizmasi, diger mikroorganizmalarla besin
Ogeleri i¢in yarigarak ya da organik asitler (asetik, propiyonik asit) veya laktik asit
tiretimiyle gidanin asitlenmesiyle bozulmaya neden olacak mikroorganizmalarin biiyiimesi

engellemek ya da 6ldiirmek seklinde gergeklesir.

LAB tarafindan tiretilen laktik asit, diasetil, hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi
antimikrobiyel maddeler, gidalarin korunmasinda ve giivenliginde 6nemli potansiyele

sahiptirler. Gidalarda o6zellikle patojen ve bozulma sebebi olan bakterilere karsi dogal
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koruma yontemi olarak bakteriyosinlerden yararlanilmaktadir. Patojen bakterilere karsi
bakteriyosin kullanimi1 fermente sucuklarda, sebzelerde ve siit iriinlerinde bildirilmistir
(Leroy ve De Vuyst, 2004). Ayrica bazi bakteriyosinlerin 1s1 stabilitelerinin olmasi, yiiksek

sicaklikta islem goren bir¢ok gida maddesinde kullanilabilirligini saglamaktadir.

Laktik asit bakterilerinin tirettigi bakteriyosinlerden iizerinde en ¢ok caligilanlart
nisin ve pediosin olusturmaktadir. Ozellikle ilk ticari formu 1953 yilinda iiretilen nisin
giinimiizde gida koruyucusu olarak endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir (Ray ve
Miller, 2003). E-234 numarasi ile katki maddeleri arasinda yer alan ve ticari formu
‘Nisaplin’ olarak isimlendirilen nisin, ¢ogunlukla kremalar, konserve gidalar, peynir ve
pastorize sivi yumurta gibi gidalarda Bacillus ve Clostridium gibi gram pozitif bakterilerin

spor formlarini inhibe etmeye yonelik olarak kullanilmaktadir (Adams, 2003).

2.5. Bakteriyosinler

Bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri bilesikler
genellikle protein yapisinda dogal antimikrobiyal maddeler olup, biyokimyasal 6zellikleri
ve etki spektrumlar1 sentezleyen mikroorganizmalara bagl olarak farklilik gostermektedir.
Bir bakteriyel iiriiniin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi i¢in baz1 kriterlere sahip olmasi
gerekmektedir. Bunlar; biyolojik yonden aktif bir proteine sahip olmasi, bakterisit etki
gostermesi, dar bir inhibisyon spektrumuna sahip olmasi, spesifik hiicre reseptorlerine
tutunmasi, Uretimin ve konakgi-hiicre bagigikliliginin - plazmid kokenli genetik

determinantlara bagli olmasidir (Tagg ve ark., 1976).

Bakteriyosinlerin tanimlanmasina yonelik ilk ¢alisma 1925 yilinda E.coli tarafindan
sentezlenen colicin ile gergeklestirilmistir. Sonrasinda E. coli haricinde Lactococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus ve Enterococcus gibi birgok
bakterinin bakteriyosin firettigi bulunmustur (Chen ve Hoover, 2003). Buna ragmen,
bakteriyosin ¢aligmalarinin ¢ogunlugu gidalarda giivenli kullanima sahip oldugu diisiiniilen

LAB iizerinde yogunlasmistir.

LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin etki spektrumlari, biyokimyasal
ozellikleri ve genetik determinantlar1 birbirinden farklilik gostermekle beraber genellikle
diisiik molekiil agirligina (<10kDa) sahip olup, katyonik, amphiphilic (hem hidrofilik hem
de lipofilik 6zelliklere sahip), 1s1-stabil ve zar gegirgenlerdir (Widyastuti ve ark., 2014).
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2.5.1. Bakteriyosinlerin simiflandirilmasi

Bakteriyosinler icin ilk kez Klaenhammer tarafindan farkli bir siniflandirma
yapilmistir (Klaenhammer, 1993). Bu simiflandirmada molekiiler biiyiikliik, termal
stabilite, enzimatik duyarlilik, post-translasyonel modifikasyon varligi, etki mekanizmasi
gibi parametreler kullanilarak 4 grup Onerilmistir. Bu simiflandirmay1 takiben, Cotter
tarafindan Onerilen siniflandirmada bakteriyosinler esas itibariyla lanthionine adi verilen
nadir rastlanan amino asite sahip olup olmamasina goére iki ana grupta siniflandirilmistir

(Cotter, 2005). Giinlimiizde kabul edilen evrensel bakteriyosin siniflandirmasinda 4

bakteriyosin grubu bulunmaktadir (Sekil 2.3).

A, Klaenhammer'in yapmus oldugu orijinal
siiflandirma

B. Cofter"in yapmusg
oldugu simiflandirma

1. Lantibiyotikler 2. Modifiye olmamis veya
1a. TIP A dogal Peptitler 1. Lantibiyotikler (11 alt
ib. TIP B 2a. Pediosin benzer peptiter K 2c, Sinef 3 ve S 4 grupta toplanmistir)
2b. ki blagenii paptitler ehrming edilerek Siml 2
2c. Thiol akiif pepiitler yeniden yapilandr magle
2. Modifiye olmai
3. Bilylik 151 labil veya ﬂDQ,: p,pﬁ;::
proteinler 4. Kompleks Bakteriyosinler 2a. Pediosin benzeri
(lipit ya da karbonhidrat peptitier
igerenier) 2b. ki bilagank paptitler
2c. Dairesel paptiier
2d. Difer
Lanfibiyotikiar alt siniflara ayrimig ve Siif 2
tekrar dizeniznmigtr Dairesel peptifler Sinif 4
iperisinds yeniden diizenlenmigtr
Sinif 3 yenidan
dikzenlenmigtir
I. Lantibiyotikler Il Dogal Peptitier lll. Blyiik Proteinler
la. Linear proteinler la. Padiogin benzar proteinler llla. Bakieryolifk
Ib. Globllar protein|er Ib. Difjeden Ik, Non-itik

lc, Cok biesent profeinler |z, Cok bilesenli proteinlsr

V. Dairesel Peptitler

Sekil 2.3. Bakteriyosinlerin siniflandiriimasi (Heng, N.CK., Tagg, J.R. 2006).

Cotter ve evrensel siniflandirmada, Grup I’de bulunan bakteriyosinler, lanthionine
(Lan) ve methyllanthionine (MeLan) gibi nadir amino asitleri igermektedirler. Bu amino
asitler translasyon sonrasi modifiye olabilmektedir. Bununla birlikte yapilarinda
biyokimyasal 6zelliklerini etkileyen dehidre amino asitler de bulunabilir. Genellikle 18-39
amino asitten olusan kiigiik peptidler olup, molekiil agirliklar1 S5kDa’dan daha kiigiiktiir
(Nishie ve ark., 2012). Bu grupta bulunan bakteriyosinler modifiye amino asitlerden

kaynaklanan ¢oklu halkasal yapilara sahip olmalart nedeniyle yiiksek 1s1 stabilititesine
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sahiplerdir. Bununla birlikte genis pH araliklarinda stabil kalabilmektedirler (Nagao ve
ark., 2006).

Grup 1l bakteriyosinler, Cotter’in smiflandirmasina goére lanthionine igermeyen,
Molekiil agirliklar1 10kDa’dan daha kiiglik bakteriyosinlerdir. Cotter’in siniflandirmasinin
ikinci ana grubunu olusturan bu grup, ¢ok sayida heterojen yapiya sahip bakteriyosin
icerdiginden farkli siniflandirilmalar onerilmistir (Nes ve ark., 1996; Cotter ve ark., 2005).

Istya dayanikli membran aktif bakteriyosinlerdir.

Grup III bakteriyosinler, biiyiik molekiil agirligina (>30kDa) sahip, 1stya karsi

duyarli peptid zincirlerinden olugsmaktadirlar.

Grup IV bakteriyosinler, Klaenhammer tarafindan onerilen karbonhidrat veya lipid
bilesenlerine sahip kompleks gruptaki bakteriyosinlerin yerini evrensen bakteriyosin
smiflandirmasinda ribozomal olarak sentezlenen, non-modifiye dairesel antibakteriyal

peptitlerden olusan yeni bir grup almistir (Heng ve Tagg, 2006).
2.5.2. Bakteriyosinlerin sentezlenmeleri ve etki mekanizmalar

Bakteriyosinlerin iiretiminden sorumlu genlerin ¢ogunlugu plazmid kokenlidir,
ancak kromozomal kokenli olanlari da mevcuttur. Bakteriyosinlerin iiretim asamalari
genelde benzerlik gostermektedir. Ribozomal protein sentezi sonrasi kisa bir sinyal peptide
sahip olan bakteriyosinler, daha sonraki asamalarda modifikasyona ugrayarak olgun hale

gelirler. Son asamada sitoplazmaya salgilanirlar.

Bakteriyosinler ¢ok ¢esitli kimyasal yapilarindan dolay: canli hiicrelerde farkli
hayati fonksiyonlar (transkripsiyon, translasyon, replikasyon, hiicre duvari sentezi)
tizerinde etkilidir. Ancak ¢ogunlugu zar kanallar1 ya da gozenekleri olusturarak duyarl
hiicrelerin energi potansiyalini tahrip etmektedir. Gram pozitif bakterilerce {iretilen

bakteriyosinlerin farkli etki yollar1 konusunda g¢ok sayida derlemeye rastlanmaktadir
(Driessen ve ark., 1995).

Lanthionine igermeyen bakteriyosinlerden pediocin AcH gram-pozitif bakterilere
kars1 genis bir etkiye sahipken, Lactococcus lactis tarafindan iiretilen lactococcin A daha

dar bir etki spektrumuna sahiptir (Bhunia ve ark., 1988).

Siif I bakteriyosinler (ya da lantibiyotikler) (6rnegin nisin) ¢ift yollu bir etkiye
sahiptirler. Diisiik nisin konsantrasyonunda nisin, peptidoglukan alt {nitelerini

sitoplazmadan hiicre duvarma dogru tasiyan temel tasiyicist olan lipid II’ye
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baglanabilmektedir. Bu sekilde, hiicre duvari sentezine engel olmakta ve hiicre dliimiinii
baglatmaktadirlar. Buna karsin yiiksek nisin konsantrasonunda, nisin lipid II’yi membran
insersiyonu islemini baslatmak ve por olusumu ile hizli hiicre 6liimiinii saglamak icin
kullanabilmektedirler (Breukink ve ark., 1999). Bununla birlikte uzun siire nisinin bakteri
hiicre membran1 biitiinliigiinii, zar potansiyalinin ortadan kalkmasina ve iyonlar, amino
asitler, niikleotidler ve diger sitoplazmik ¢dziinenler gibi kii¢clik molekiillerin sizmasina yol
acacak gozenekler olusturarak bozdugu ve tiim biyosentez asamalarinin durmasi ile

sonuglanan hiicre 6liimiine yol a¢tig1 gosterildi (Ruhr ve Sahl, 1985).

Bununla birlikte, iki peptid lantibiyotiklerinden lacticin 3147 bu ¢ift yonli
aktiviteye iki peptid boyunca dagilmis olarak sahipken, mersacidin sadece lipid II’yi

baglama aktivitesine sahipken, por olusturmamaktadir.

Genelde Smuf II peptidleri bunlari hedef hiicre membrani igine yerlestirmeyi
saglayarak depolarizasyon ve oliime yonlendirecek amphiphilic sarmal yapiya sahiptir.
Biiyiik bakteriyolitik proteinlerler (6nceleri sinif III olarak isimlendirilen bakteriyolizinler)
(6rnegin lysostaphin), hedef Gram-pozitif hiicre duvar1 hedefleri iizerinde dogrudan gorev

yaparak, hiicre dliimiine ve par¢alanmasina yol agmaktadir.

Genel olarak, lanthionine igermeyen bakteriyosinlerin hassas hiicreler tlizerindeki
bakterisidal etkisi zar biitiinliglinlin bozulmasindan ziyade enerji degisimi gibi zar
fonksiyonlarmin bozulmasiyla olusturulmaktadir. Bu etki lantibiotiklerin enerji-bagimli
bakterisidal etkisinin aksine, Proton itici Giiciin (PMF) enerji-bagimsiz yayilmasindan ve
sitoplazmik zar gegirgenlik bariyerinin kaybindan ileri gelmektedir (Benz ve ark., 1991;
Jack ve ark., 1995).

Gozenek olusturma kapasitelerine ilaveten Pep5 ve nisinin Staphylococcus
simulans 22°de otolizisi indiikledigi gosterilmistir (Benz ve ark., 1991; Bierbaum ve Sahl,
1991). Bu etki belirtilen bakteriyosinlerin katyonik dogasindan ileri gelmektedir. Gergekte
polizin gibi sentetik peptiler bile bu bakterinin hiicre duvarindaki teikoik, lipoteikoik ve
teikjuronik asitlere baglanabilir ve normalde bu substratlara baglanan otolilik enzimleri
salarak aktive eder (Bierbaum ve Sahl, 1991). Otolitik aktivite miktar1 hiicre ile
etkilesimde olan katyonik polipeptid derecesine bagli oldugundan, enzim salinimi iyon-

degisim-benzeri processten ileri geldigi anlasilmaktadir (Bierbaum ve Sahl, 1991).

Laktik asit bakteriyosinlerinin sahip oldugu pozitif yiik, sitoplazmik zarin

hidrofobik kisimlari1 iizerinde etkili olmalarinda rol oynamaktadir. Bu sekilde, duyarl
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hiicre zarinda bulunan negatif yiiklii fosfat gruplar ile elektrostatik etkilesim sonucunda
bakteriyosin hiicre zarina tutunmaktadir. Tutunma sonrasi hidrofobik kisim zar yapisinin
icine girerek “barrel-stave” ve ‘“wedge” olarak isimlendirilen modellerde gbzenek
olusumuna yol agmaktadir. Nisinin “Barrel-stave” modelde gozenek olusumunda, her bir
nisin molekiilii dikey bir sekilde zara baglanarak, zarda bir iyon kanali olusturmaktadir.
“Wedge” modelde ise, belirli sayida nisin molekiilii fosfolipidlerin bas gruplariyla

etkilesime girdikten sonra, lipid-protein gézenegi olusmaktadir (Kurt ve Zorba, 2005).

Bakteriyosinler biitiin duyarh tiirler iizerinde aymi etkiye sahip degildir. Ortam
pH’st ve kritik inhibisyon konsantrasyonu gibi faktorler aktivite iizerinde etkilidir
(Salminen ve Wright von, 1993).

Nisin sadece vegetatif hiicrelerde etkili degildir, bakteri sporlar1 iizerinde de
inhibisyon etkisi vardir. Sporlar {izerinde nisinin etki mekanizmasi, yapisindaki
dehydrobutyrin ve dehydroalanin aminoasitlerinin zarin siilfidril gruplariyla reaksiyona
girmesi ve sporun germinasyonunun dnlenmesi seklinde ger¢eklesmektedir (Kurt ve Zorba,
2005).

2.5.3. Bakteriyosinlerin gidalarda kullanim

Gida giivenligi agisindan, patojen mikroorganizmalarin gidalarda gelisiminin
onlenmesi  gerekmektedir. Gidalarda zehirlenme ve bozulmalara sebep olan
mikroorganizmalarin 6nlenmesi i¢in ¢ok cesitli teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler 1s1
muamele (pastorizasyon, sterilizasyon), pH ile su aktivitesinin azaltilmasi (asidifikasyon
ve dehidrasyon) ve koruyucularin eklenmesi (antibiyotikler, propionate, sorbate, benzoate,
lactate ve acetate gibi organik bilesikler) olup oldukga etkilidir. Ancak, gidalarda gelisen
patojen mikroorganizmalar tizerinde bakteriyosin gibi antagonistik etkili metabolik
tirtinlerinin kullanimi dogal bir yaklasim sunmasi agisindan 6nemlidir. Bununla birlikte

bakteriyosin kullanimi gida raf dmriiniin arttirilmasinda da etkilidir (Deegan ve ark., 2006).

Bakteriyosinler gida teknolojisinde g¢esitli sekillerde kullanilmaktadir. Bunlar,
dogrudan gida maddesine katma, bakteriyosin sentezleyen koruyucu kiiltiirlerin gidaya
inokulasyonu veya gidanin koruyucu ambalaj materyali ile birlikte kullanim seklinde
olabilmektedir (Galvez ve ark., 2007). Ancak bakteriyosin iireten kiiltiirlerin fermentasyon
siirecini gerceklestiren mikroorganizmalara olumsuz etkisinin oldugu diisiiniildiigiinden

fazla tercih edilmemektedir.
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LAB tarafindan {iretilen nisin ve pediosin gida endiistrisinde kullanimi onaylanan
bakteriyosinlerdendir (Ennahar ve ark., 1999). Nisinin etki spektrumu diger birgok
bakteriyosine gore oldukga genis olup, asidik gidalarda ve gram pozitif mikroorganizmalar
iizerinde oldukga etkilidir. Ozellikle peynirlerde hastalik ve dliimlere yol acabilen Listeria
monocytogenes’i ile Clostridium botulinum’u inhibe edebilir. Ayrica, et ve et {irlinlerinde
oldukga tehlikeli bir patojen olan Clostridium botulinum iizerinde de etkilidir. Nisin,
antimikrobiyal olarak nitrit i¢in belli diizeylerde alternatif olusturabilmektedir. Nisin pH
2’de, pH 8’den 228 kez fazla ¢oziinir (Liu ve Hansen, 1990). Fizyolojik pH’da
¢ozinlrligi az oldugundan ve sindirim proteazlarina hassas oldugundan tibbi alanda
kullanilmamaktadir. Nisinin katki maddesi olarak kullanimina ilk kez krem peynirlerinde
izin verildikten sonra, giiniimiizde 50’den fazla iilke tarafindan kullanilmaktadir (Delves-
Broughtan ve ark., 1996). Nisinin inhibisyon etkisinin goériilebilmesi kullanim miktarina,

pH, tuz ve fosfat igerigi ile prosess sartlarina bagli olarak degisebilmektedir.
2.5.4. Bakteriyosinlerin diger koruyucu maddeler ve prosesler ile birlikte kullanim

Nisinle birlikte diger gida koruyucu katkilarin veya proseslerin kullanilmasi
bakteriyosinlerin sinirli antimikrobiyal etki spektrumunun arttirilmasi i¢in gerekli hale
gelmektedir. Gram negatif bakterilerin dis zarlarinin  biitiinliigli bozuldugunda
bakteriyosinlere kars1 hassasiyetleri artmaktadir. Bu nedenle nisinle beraber hiicre zarinin
bozulmasina sebep olacak trisodyum fosfat veya EDTA kullanilmas: inhibisyon etkisini
arttirabilecegi  bildirilmektedir. Ornegin EDTA, Gram negatif mikroorganizmanin
lipopolisakkarit kisminda Mg*?u baglayarak dig zarmn yapisini bozurak nisinin sitoplazmik
zara ulasmasini saglamaktadir (Ebee ve ark., 1995). Nisinle birlikte sodyum Kklorid,
sarimsak ekstrakti, potasyum sorbat, bazi organik asitler, sodyum sitrat ve sodyum laktat
kitosan ve tiirevleri gibi bir¢ok katkinin kullanimiyla nisinin antimikrobiyal etkisinin arttig
tespit edilmistir (Herreros ve ark., 2005). Nisinin etkisini ayrica yiiksek hidrostatik basing
basing, titresimli elektrik alani gibi uygulamalar arttirabilmektedir (Morgan ve ark., 2000;
Galvez ve ark., 2008). Bir diger calismada, ¢ig siitten peynir {iretimi sirasinda yiiksek
basing uygulamasi ile bakteriyosin iireten laktik asit bakterisinin kombine kullaniminin, 2
ve 3 giin sonunda Staphylococcus aureus sayisinda sirasiyla 1.02 ve 4.00 log kob/g

azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Arques ve ark., 2005).
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Bakteriyosinlerin gidalarin korunmasinda uygulanan kullanim sekillerinden birisi
de gida yiizeyine uygulanan filmlerde kullanimidir (Kumar ve Anand, 1998). Bu
biyofilmlerden temas ettikleri gida yiizeylerine belirli oranlarda gegen bakteriyosinler
mikrobiyal gelisimi engelleyebilmektedir. Nisin, kullanildig1 biyofilmlerden gida yiizeyine
belli oranlarda gecerek, yiizeyde mikrobiyal gelisimi engelleyebilmektedir. Nisin gibi
bakteriyosinler protein yapisindaki biyofilmlerin polimer yapisina direkt olarak katilarmak
veya polietilen materyallerin polimer yapisinin yiizeyine adsorblanmak suretiyle

kullanilabilir.
2.5.5. Siit ve siit iiriinlerinde bakteriyosin kullanimi

Siit ve siit triinlerinde bakteriyosinlerin kullanimi bakteriyosinin saflagtirilarak

kullanilmasi veya bakteriyosin iireten kiiltiiriin kullanimi seklinde olmaktadir.

Lactococcus tarafindan iretilen Lacticin 3147 siit trlinlerinin muhafazasindaki
uygulamalarda yiiksek potansiyale sahiptir (Ross ve ark., 1999). Martinez-Cuesta ve ark.
(2001) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, peynir liretimi sirasinda kullanilan starter kiiltiire
(L. lactis IFPL359), Laktisin 3147 bakteriyosinini iiretme yeteneginde olan Lactococcus
lactis IFPL105 susundan 46 kb’lik bir plazmid aktarilmis ve transkonjugantin peynirin
olgunlagma siiresi iizerine etkisi incelenmistir. Calisma sonunda arastirmacilar konjugant
starter kiiltiir kullaniminin peynir liretim prosesinde herhangi bir degisiklige yol agmadan
peynir asitliginin dilizenli bir sekilde gelistigini ve duyusal o6zelliklerin arttigini

bulmuglardir.

Siitte ve geleneksel peynirlerde yogun sekilde bulunan Enterococcus cinsine ait
cogu bakteriyosinojenik sus siitte gelisebilir ve bakteriyosin iiretebilir. Bu durum onlari
gida kaynakli patojenlere karst korunmada adjunct kiiltiirler olarak gorev en uygun adaylar
haline getirir. Enterosin AS-48 iireten Enterococcus suslari siit ve siit iiriinlerinde test

edilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir.

Termofilik Streptococci yogurt ve bazi peynir gesitlerinin iiretimindeki 6nemli
starterlerdir. Bu grup bakterilerin thermophilin adi verilen bakteriyosinleri trettigi
bilinmektedir (Aktypis et al., 1998; Fontaine ve Hols, 2008). Thermophilinlerin starter
kiiltirler ile engellenmesi, bunlarla ilgili en temel endiselerden biridir. Bu nedenle,
thermophilinlerin  gida sistemlerindeki uygulamalar1 {izerine olduk¢a az ¢alisma

bulunmaktadir.
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Son yillarda nisinin disginda, 6nemli bir gida patojeni olan Listeria spp. karsi
kuvvetli inhibitdor etkiye sahip olduklar1 bilinen pediosin ve pediosin benzeri
bakteriyosinlerin gidalarda 6zellikle siit ve siit tirlinlerinde kullanim potansiyelinin yiiksek
oldugu belirtilmektedir (Pucci ve ark., 1988; Galvez ve ark., 2008). Ancak Pediocin iireten
Pedioccoccus iiyelerinin siit ortamina adaptasyonlart gii¢ oldugundan pediosin iireten

kiiltiirlerin siit ve siit tirtinlerinde kullanim1 sinirhidir (Galvez ve ark., 2008).

Propionibacterium jensenii (thoenii) P126 tarafindan iretilen jenseniin G
bakteriyosini Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus tizerindeki inhibisyon aktivitesi
nedeniyle yogurt ve diger fermente iriinlerde fazla miktardaki asidifikasyonu kontrol

etmede kullanilmaktadir (Weinbrenner ve ark., 1997).

Bakteriyosin lireten starter veya adjunct kiiltiirlerin fermente siit {irlinlerinde
kullanimi, bakteriyosin eklenmesinden kaynaklanan proses harcamalar1 dahil ¢ogu
problemi ¢dzebilir. Nisin lireten starter kiiltiirlerin peynirde gaz-itme sorunlarini 6nlemede

Onerilmesi 1951 yillarina uzanmaktadir (Hirsch ve ark., 1951).

Bakteriyosinlerin kullaniminda giincel yaklasim starter kiiltiirlerden intraseliiler
enzimlerin salinmasinin artirnmiyla olgunlasmanin hizlandirilmas: ve/veya peynir tadinin

gelistirilmesidir (Lortal ve Chapot-Chartier, 2005).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu ¢alismada bes farkli sehirden (Kahramanmaras, Gaziantep, Kayseri, Osmaniye,

Urfa) 36 farkli noktay1 temsil eden 15 adet ¢ig siit 6rnegi kullanilmustir.

3.1.1. Kullanilan ¢ozeltiler ve besiyerleri

3.1.1.1. MRS broth (Lactobacillus Broth acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE)

LAB izolatlarin biiyiitiilmesi amaciyla kullanilmigtir. Gerektiginde agar eklenerek
(15 g/L) MRS agar elde edilmistir.

MRS igerigi (g/L)
Peptone from casein 10,0
Meat extract 10,0
Yeast extract 4,0,
D (+) glucose 20,0
Dipotassium hydrogen phosphate (K;HPOy) 2,0;
Tween® 80 1,0
di-ammonium hydrogen citrate 2,0
Sodium acetate 50
Magnesium sulfate (MgSO,) 0,2
Manganese sulfate 0,04

52,2 g MRS Broth’un 1 litre saf su icinde ¢oziilmesini takiben 15 dakika 121°C’de
otoklavlamak suretiyle hazirlanmistir. 25°C’da pH's1 5,7+0,2'dir.

3.1.1.2. Brain Hearth Infusion (BHI) broth

Izolatlarin  biiyiitiilmesi ve bakteriyosin varhginin  belirlenmesi amaciyla

kullanilmistir. Gerektiginde agar eklenerek (15 g/L) BHI agar elde edilmistir.
BHI igerigi (9/L)

Nutrient Substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5
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D(+) Glucose 0,2
NaCl 0,5
Na;HPO, (di-sodyum hidrojen fosfat) 2,5

37 g besiyeri 1 litre saf su iginde ¢oziildiikten sonra, otoklavda 121°C’da 15 dakika
sterilize edilerek hazirlanmistir. ~ Sterilizasyon sonrast besiyerinin  25°C’da  pH’s1
7,4+0,2 dir.

3.1.1.3. TE ¢ozeltisi

10 mM Trizma base (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol) ve 1 mM
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate), pH 8.0

konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Cig siit orneklerinden LAB sayilarinin belirlenmesi

Toplanan ¢ig siit 60rnekleri seri dillisyona tabii tutulduktan sonra MRS agar iizerine
ekilerek 35°C’de 2 giin siire ile anaerobik olarak inkiibasyonabirakilmistir. Inkiibasyon
sonunda olugan koloniler sayilarak orneklerdeki toplam LAB sayilar1 CFU/ml olarak ifade

edilmistir.
3.2.2. LAB izolasyonu

MRS agar iizerinde gozlemlenen kolonilerden farkli morfolojik goriiniimlii
olanlarin koloni goriiniimleri not edilmis ve aralarindan rastgele secilen toplam 42 adet
izolat bakteriyosin aktivitesinin test edilmesi amaciyla ¢alismada kullanilmistir. Calismada

kullanilan izolatlardan ayrica uzun siireli ¢calisma stoklar1 yapilmustir.
3.2.3. Hiicre icermeyen siipernatant (CFS) orneklerinin elde edilmesi

MRS agarda biiyiiyen koloniler, 1 ml MRS broth igeren tiiplere inokiile edildikten
sonra 35°C’de 2 giin siire ile anaerobik olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
tiipler 4°C’de 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar
temiz epperdorf tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen CFS oOrnekleri “ndtralize edilmemis
CFS oOrnekleri” olarak well-diflizyon testinde kullanilmistir. Sonrasinda nétralize
edilmemis CFS oOrneklerinin pH’st NaOH ile notiirlestirilmistir. Bu islemden sonra

ornekler “notralize edilmis CFS ornekleri” olarak isimlendirilmis ve well-difiizyon testinde
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kullanilmistir. Notralize edilen CFS 0Ornekleri ayrica 0.2 pM porlu steril filtrelerden

(Millipore) siiziildiikten sonra well-difiizyon testi tekrarlanmistir.
3.2.4. Well difiizyon testi

Izolatlarin bakteriyosin aktivitesine sahip olup olmadiklarin1 belirlemek amaciyla
yapilmistir (Schillinger ve Lucke, 1989). Test bakterisi olarak Escherichia coli ATCC
25922, E. coli, Shigella boydi, Pseudomonas aeruginosa, Acitenobacter baumannii,
Salmonella spp., Klebsiella spp., VRE, E. faecium, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve
Staphylococcus aureus kullanilmistir. Gece boyu BHI iginde biyiitilmiis test
bakterilerinden 150 pl alinarak BHI agarli petrilere yayilmistir. Agar aseptik kosullarda
delinerek, 50 pl hiicre igermeyen siipernatant (CFS) bosluklara uygulanmistir.
Buzdolabinda birkag saat tutulan petriler, daha sonra 35°C’de gece boyu inkiibe edilmistir
(Biiyiikiinal ve ark., 2012).

3.2.5. Agar spot testi

Izolatlarin bakteriyosin aktivitesine sahip olup olmadiklarmi belirlemek amaciyla

onceden belirtildigi sekilde yapilmistir (Biiyiikiinal ve ark., 2012).
3.2.6. Hiicresel DNA ekstraksiyonu

Bakteriyosin aktivitesine sahip izolatlara ait kromozomal DNA MRS broth i¢inde
35°C’de 2 giin siire ile biiylitiilen kiiltiirlerden 6nceden belirtildigi sekilde elde edilmistir
(Biiyiikiinal ve ark., 2010). Bu 6rnekler PCR amplifikasyonlari igin kullanilmustir.

3.2.7.16S rRNA geni PCR amplifikasyonlar:

16S rRNA genine ait PCR amplifikasyonlar1 universal primerlerden 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3")
kullanilarak yapilmistir (Lane, 1991). PCR amplifikasyonlarinin her biri 30 pL toplam
hacminde, 5 uL hedef DNA (yaklasik 25 ng), 0.2 mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTPS),
1.5 mM MgCly, her bir 30 pmol primer, 3 pL. 10X PCR tamponu ve 1 iinite Taq DNA
Polimeraz (Thermo Scientific) igerecek sekilde onceden belirtilen reaksiyon kosullarina

gore yapilmistir (Biiyiikiinal ve ark., 2012).
3.2.8. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-PCR analizi

Genetik ¢esitliligin belirlenmesi amaciyla bakteriyosinojenik izolatlara ait total
DNA ornekleri ERIC-1R 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ ve ERIC-2 (5’-
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AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir (Versalovic
ve ark., 1991).

Her bir PCR amplifikasyonu 25 ul toplam hacimde, 5 ul hedef DNA, 0,2 mM
dNTP, 50 pmol primer, 2,5 ul 10X PCR tampon ¢ozeltisi (500 KCI, 100 mM Tris-HCI, pH
9.0), 1,5 mM MgCl,, ve 1 iinite Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific) olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Buna gore 94°C’de 3 dakikalik bir denatiirasyon sonrasi, 94°C’de 30
saniye denatiirasyon, 48°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 5 dakika sentez
asamalarindan olusan 35 dongii uygulanmustir. En son 72°C’de 5 dakika daha

bekletilmistir.
3.2.9. PCR iiriinlerinin elektroforez ile ayrim

PCR amplifikasyonlar1 sonrasi elde edilen PCR iiriinleri ml’sinde 1 pg Etidyum
Bromiir bulunan %1 agaroz jel elektroforezinde ayrilmistir. Elektroforez sonrasi ayrilan

PCR firiinleri jel goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat, France) belirlenmistir.
3.2.10. DNA diziliminin belirlenmesi

PCR reaksiyonlar1 sonrasinda temizlenen PCR friinlerinin dizilimi Refgen

Biyoteknoloji Ltd. tarafindan belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARISMA

4.1. LAB izolasyonu ve Bakteriyosin Aktivitesinin Tespit Edilmesi

Bu c¢alismada Kahramanmaras ve civarindaki illerden (Gaziantep, Kayseri,
Osmaniye, Urfa) toplanan ¢ig siit orneklerindeki canli LAB sayimlar1 belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Siit orneklerindeki LAB sayimlari 3 ila 6,67 logl0 CFU/ml arasinda
degismekle birlikte en diisik LAB Kayseri 4, en yiiksek LAB ise Maras 3 Orneginde
saptanmustir. Diger bir deyisle, calismamizda siit 6rnekleri i¢in saptanan en diisiik ve en

yiiksek LAB sayimlari arasinda farklilik yaklagik 3 birim kadar olmustur.

Cizelge 4.1. Sit orneklerindeki LAB sayilar1 ve agar spot yontemi ile bakteriyosin

aktivitesine sahip olan izolatlar

.. LAB Bacteriosinogenik Antagonistik etki gosterdigi bakteri
Sit drnegi (log CFU/ml) zolatlar
Osmaniye 1 5,24 1 L. monocytogenes
5 Enterococcus spp.
Osmaniye 2 6,82 -
Osmaniye 3 6,14 -
Osmaniye 4 4 10 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Urfa 2 6,28 15 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Urfa 3 5,32 17,19 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Urfa 4 4,48 22,23, 24 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Maras 3 5,67 43 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Maras 4 5,26 49 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Kayseri 4 3 54 Enterococcus spp., L. monocytogenes
Gaziantep 3 4 32 Enterococcus spp., L. monocytogenes

Bluma ve Ciprovica (2015) tarafindan Litvanya’da ¢ig ve pastorize siit 6rneklerinde
toplam bakteri ve LAB sayilarinin farkli mevsimlerde incelenmistir. Belirtilen ¢aligma siit
orneklerinin mikrobiyal kompozisyonu ve ¢ig siit miktarinda mevsimsel bir varyasyon
oldugunu ortaya koymustur. Bluma ve Ciprovica tarafindan bildirilen en diisiik ve en
yiiksek LAB sayimlar1 arasindaki farklilik CFU olarak 21 birim kadar oldugundan calisma
sonuglarimizdan farklilik gostermektedir. Ayrica, belirtilen ¢alismada en diisiik LAB sayis1
varyasyonunun saptandigi mevsim olan Mart ayi, ¢alismamizda da siit 6rneklerinin

toplandig1 doneme rastladigindan ¢alisma sonuglar1 arasinda benzerlik bulunmustur.

Ayni1 arastirma sonuglarina gore pastorize siit orneklerindeki LAB sayilar ¢ig siit

orneklerindekinden ¢ok daha diisiik diizeyde bulunmustur (Bluma ve Ciprovica, 2014).
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Ayrica yapilan diger ¢alismalarda 6zellikle ¢iig siitten iiretilen peynirlerde LAB sayilarinin
depolama ve olgunlagma siirecinde artis gosterdigi vurgulanmaktadir (Coppola ve ark.,
1997). Bu tarz bir tiretim siirecinde genelde Enterococcus sayisinda bir azalma buna karsin

Lactobacillus sayisinda artis gézlemlenmektedir.

Calisma sonucunda farkli ciftliklerden toplanan 9 siit 6rneginden 42 LAB izolati
elde edilmistir. Izolatlar iki farkli metod (well-difiizyon ve agar spot) ile bakteriyosin
aktivitesi yoniinden test edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Agar spot metoduna gore izolatlarin
11 tanesinin (%26,2) iki farkli test bakterisine (Listeria monocytogenes ve Enterococcus
spp.), 2 tanesinin ise tek bir test bakterisi Listeria monocytogenes veya Enterococcus spp.)

kars1 bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. Bakteriyosin aktivitesinin well difiizyon yontemi ile belirlenmesine ait bazi petri

goriintimleri

Calismamizda agar spot metodu ile bakteriyosinojenik izolatlarin higbirinde
Staphylococcus aureus test bakterisine karsi bakteriyosin aktivitesi gézlenmemistir. Bu
durum iilkemizde ¢ig siit kaynakli LAB izolatlarinin agar spot metodu ile bakteriyosin
aktivitelerinin incelendigi c¢alismaya ait sonuglardan farklilik gostermistir. Belirtilen
calismada iki izolatin (izolat 5 ve 7) hem Listeria monocytogenes ATCC7644 hem de
Staphylococcus aureus test bakterilerisine karsi bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur (Altuntas ve ark., 2010).
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Sekil 4.2. Bakteriyosin aktivitesinin agar spot yontemi ile belirlenmesine ait bazi petri

goriiniimleri

Calismamizda bakteriyosin aktivitesi iki farkli metod (agar spot testi ve well
difiizyon) ile belirlenmistir. Sonuglar agar spot testi ile daha fazla izolatin bakteriyosin
aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Benzer durum farkli ¢alismalarda da tespit

edilmistir (Altuntas ve ark., 2010; Bali ve ark., 2011).

Bu ¢alismada bakteriyosinojenik LAB izolatlarmim hemen hemen hepsinin Listeria
monocytogenes ATCC 7644’e¢ karsi antagonistik etki gosterdigi bulunmustur. Benzer
sekilde farkli arastiricilar tarafindan ¢ig siit LAB izolatlar1 arasinda Listeria
monocytogenes ATCC 7644’a kars1 bakteriyosin aktivitesine sahip olanlar rapor edilmistir
(Ortolani ve ark., 2010; Perin 2014b).

4.2. Bakteriyosinojenik Izolatlar Arasinda Genetik Ilisgkinin ERIC-PCR ile

Belirlenmesi

PCR temelli c¢ok sayida tiplendirme metodu birbirleri ile iliskili bakteriler
arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Bunlardan
repetitive palindromic-PCR (rep-PCR) ve random amplification of polymorphic DNA
(RAPD-PCR) metodlar farkli ¢alismalarda siit {iriinleri ve siit kaynakli bakteriyosinojenik
LAB izolatlar1 arasindaki farkliliklar1 belirlemede kullanilmistir (Silvetti ve ark., 2014;
Perin ve ark., 2014b).

Calismamizda agar spot metodu ile bakteriyosin aktivitesi tespit edilen toplam 13

adet izolat ERIC-PCR ile incelenmistir. Sekil bakteriyosinojenik izolatlar i¢in tespit edilen
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ERIC-PCR profillerini gostermektedir. ERIC-PCR profilinin 9 izolatta ayni, 4 izolatta (1,
5, 32, 49) ise farki oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3). Bu sonug farkli cografi bolgelerden
izole edilen LAB tiirlerinin benzer genetik yapiya sahip olabilecegini gostermektedir.
Diger bir olasilik, ERIC-PCR yo6nteminin izolatlar arasindaki genetik farklilig1 belirlemede

yetersiz olabilecegidir.

>

Sekil 4.3. Bakteriyosinojenik izolatlarin ERIC-PCR profili

4.3. 16S rRNA Gen Dizilimine Dayali Molekiiler Identifikasyonu

ERIC-PCR sonuglarma gore farkli profil 6zelligi gosteren izolatlar 16S rDNA

dizilimine gore tiplendirilmistir.

ERIC-PCR profili ortak olan izolatlarin ayni tiire ait olmasi beklendiginden, ortak
profile sahip izolatlardan sadece ii¢ tanesi i¢in 16S rRNA gen dizilimi analizi ile molekiiler
identifikasyona tabii tutulmustur. Sonuglar her ii¢ izolatinda %92-97 dizilim benzerligi ile

Enterococcus faecalis oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.2. bakteriyosinojenik izolatlara ait molekiiler identifikasyon sonuglarini
gostermektedir. Bu sonuglara gore bakteriyosinojenik izolatlarin ¢ogu Enterococcus
faecalis olarak tanimlanmistir. Cig siit ve siit {rlinlerinde bakteriyosinojenik LAB
suglarinin tiir diizeyinde tanimlandig1 diger calismalar incelendiginde tespit edilen tiirlerin
tiir dagiliminda farkliliklar goriilmiistiir. Ornegin, Ortolani ve ark. (2010) tarafindan ¢ig
stittte tespit edilen tek LAB tiirii Lactococcus lactis ssp. lactis olmustur. Ayni ¢aligmada

izolatlarda nisin kodlayan genlerin (nisAf1, nisAr2 gibi) varligi PCR ile gosterilmistir.

Ulkemizde yapilan bir baska ¢alismada ise Ankara ve civarindan toplanan ¢ig siit

orneklerinden izole edilen 7 adet bakteriyosinojenik LAB izolatinin API 50 CHL ile
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tanimlanmasi yapilmistir. Sonuglar, izolatlarin 4’iniin Lactococcus lactis ssp. lactis 1,
2’sinin Lactobacillus plantarum ve birinin Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 3
oldugunu gosterdiginden, saptanan tiirlerin baskinligi yoniinden ¢alisma sonuglarimizdan

farklilik gostermistir (Altuntas ve ark., 2010).

Rodriguez ve ark. (2000) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, ¢ig siit kaynakli
bakteriyosinojenik LAB izolatlar1 arasinda en sik rastlanan tiir calisma sonuglarimizdan
farkli olarak L. lactis subsp. lactis olmustur. Koyun, kegi ve inek siitlerinden olusan toplam
298 ornegin bakteriyosinojenik LAB izolatlarinin varlig1 yoniinden incelendigi ¢alismada
fenotipik ve genotipik olarak tanimlanan 82 bakteriyosin iireticisi susun dagilimi; L. lactis
subsp. lactis (59 izolat), L. lactis subsp. cremoris (2 izolat), L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis (6 izolat), E. faecalis (7 izolat), E. faecium (1 izolat), L. paracasei subsp.
paracasei (4 izolat), L. plantarum (1 izolat) ve Leuconostoc spp. (2 izolat ) seklinde
bulunmustur. Ayni ¢alismada, PCR ile bakteriyosin-iireten 67 Lactococcus tiiriiniin
39’unda nisin, 23’tiinde lacticin 481 tespit edilmistir. Enterococcus izolatlarmin sadece
4’tinde Enterocin AS-48 iiretimi saptanirken, bakteriyosini tanimlanamayan 16 izolatin
4’linde en az 3 bakteri tiirline karsi etkili genis spektrumlu bakteriyosin aktivitesi
goriilmiistiir. Belirtilen g¢alismanin aksine, ¢alismamizda tanimlanan bakteriyosinojenik

izolatlarin higbirinde bir genis inhibisyon spektrumu tespit edilmemistir.

Cizelge 4.2. 16S rRNA gen dizilimi analizi ile izolatlarin tiplendirilmesi

< —
izolat Sehir ER;}?&EﬁR Molekiiler identifikasyon ben[Z)e'fl'i'gi"(% )
1 Osmaniye 1 I Lactobacillus para_casei 03
Lactobacillus casei
5" Osmaniye 1 I Enterococcus durans 90
10 Osmaniye 4 Enterococcus faecalis
15 Urfa 2 Enterococcus faecalis
17 Urfa 3 Enterococcus faecalis

I
|
|
I
19" Urfa 3 | Enterococcus faecalis 92
I
I
I

22 Urfa 3 Enterococcus faecalis

23 Urfa 4 Enterococcus faecalis

24" Urfa4 Enterococcus faecalis 92
32 Gaziantep 3 v -

43 Kahramanmaras 3 I Enterococcus faecalis

49" Kahramanmaras 4 v Lactococcus garvieae _ 99

Lactococcus formosensis
54" Kayseri 4 I Enterococcus faecalis 97

" Dizilim analizi gercgeklestirilen izolatlar; * ise farkli Romen Rakamlariyla temsil edilen
farkli ERIC-PCR profillerini gostermektedir.
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Calismamizda identifikasyonu yapilan 13 adet bakteriyosinojenik sus igerisinde tek
bir sus (izolat 49) Lactococcus garvieae ya da Lactococcus formosensis olarak
tamimlanirken, bir sus (izolat 1) ise Lactobacillus paracasei ya da Lactobacillus casei
olarak tanimlanmistir. Bu durum, belirtilen suslara ait 16S rRNA gen diziliminin Gen
Bankasindaki diger dizilimler ile karsilastirilmasi sonucunda iki farkl: tiire ait dizilim ile
esit diizeyde benzerlige sahip olmasindan ortaya ¢ikmistir. Her bir sus igin tespit edilen
tiirler arasindaki taksonomik yakinlik oldukg¢a fazla oldugundan bu suslarin tiir diizeyinde

tam olarak identifikasyonu i¢in ek analizler yapilmasi gerekliligini gostermektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Cok farkli habitatlar1 isgal eden LAB, fermentasyon yapma ve farkli tipteki
metabolitleri iiretme yoOniinden, endiistriyel agidan olduk¢a Onemli bir bakteri grubunu
meydana getirmektedir. Bu grup bakteriler 6zellikle bakteriyosin adi verilen ve genellikle
protein karakterinde olan antimikrobiyal maddeleri iiretmeleri agisindan tercih
edilmektedirler. Bu durum, bu grup bakterilerinin probiyotik 6zellikleriyle birlikte
diisiiniildiiglinde daha fazla 6nem tagimaktadir. Bilindigi gibi probiyotikler konak
mikroorganizmada yeterli sayida bulunduklarinda sagliga olumlu etkileri olan canli

mikroorganizmalardir.

Bugiine kadar ¢ok sayida bakteriyosin tanimlanmis ve karakterizasyonu yapilmaistir.
Bununla beraber, mikroorganizmalarda var olan zengin genetik cesitlilik nedeniyle dogada
farkl ozellikteki bakteriyosinlerin tespit edilmesi ve bunlarin tanimlanmalar1 endiistriyel
agidan oldukc¢a Onemlidir. Bu nedenle, bu calismada Kahramanmaras ve civarindaki
illerden (Gaziantep, Kayseri, Osmaniye, Urfa) toplanan ¢ig siit drneklerindeki LAB’nin
izolasyonunu takiben bakteriyosin iiretenlerin belirlenmesi amaglanmistir. Izolatlarinin
bakteriyosin aktivitesi farkli test bakterileri (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
spp., Pseudomonas spp., Shigella spp., Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ATCC 7644) tizerinde agar spot ve well-diflizyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bakteriyosin aktivitelerinin belirlenmesi esnasinda enterocin {ireten
Enterococcus faecium DSM 20477 susu kontrol olarak kullanilmigtir. Ayrica bakteriyosin
aktivitesine sahip izolatlar arasindaki genetik iliski Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC-PCR) ile incelenmistir. Calisma sonucunda siit 6rnekleri arasinda en
diisiik toplam LAB 3,0 logioCFU/g ile Kayseri 4, en yiliksek LAB sayist ise 6,82
log10CFU/g ile Osmaniye 2 orneginde tespit edilmistir. Bakteriyosin aktivitesi test edilen
42 izolatin 11 tanesinin (%26,2) iki farkli test bakterisine (Listeria monocytogenes ve
Enterococcus spp.) 2 tanesinin ise tek bir test bakterisine (Listeria monocytogenes ya da
Enterococcus spp.) karst bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Bakteriyosin
aktivitesine sahip izolatlarin elde edildigi siit drnekleri LAB sayimlari ile bunlardan elde
edilen bakteriyosinojenik izolatlarin siklig1 incelendiginde, iki parametre arasinda belirgin

bir pozitif iligki saptanmamustir.

ERIC-PCR analizi sonucunda Listeria monocytogenes ve Enterococcus spp. igin

bakteriyosin aktivitesine sahip izolatlar arasinda ¢ farkli profil saptanmis ve bu
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profillerden bir tanesinin dort farkli sehre ait 9 izolatta ortak oldugu goriilmiistiir. Bu sonug
farkli cografi bolgelerden izole edilen LAB tiirlerinin benzer genetik yapiya sahip

olabilecegini gostermektedir.

Ayrica, farkli ERIC-PCR profiline sahip izolatlar 16S rRNA gen dizilimi analizine
dayali olarak tanimlannustir. Identifikasyon sonuglari en sik rastlanan tiiriin Enterococcus
faecalis oldugunu gostermistir. Calismada tanimlanan diger tiirler ise Lactococcus
garvieae, Enterococcus durans ve Lactobacillus paracasei olmustur. Calisma sonuglari
bakteriyosinojenik izolatlarin sahip oldugu aktivite spektrumlari arasinda benzerlik
bulundugunu gostermektedir. Bununla birlikte, 11 izolatin 6zellikle 6nemli bir gida
patojeni olan L. monocytogenes ile birlikte Enterococcus spp.’ye karsit antagonistik
aktiviteye sahip olmasi, sahip olduklar1 bakteriyosinlerin o6zellikle gida endiistrisinde
kullanim potansiyali olabilecegini gostermektedir. Bu olasilik suslarin  {irettigi
bakteriyosinlerin karakterizasyonuna yonelik olarak yapilacak testler sonucunda daha iyi

anlasilabilecektir.
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