SILAJ KAYNAKLI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
BAKTERIYOSIN ICERIKLERIi YONUNDEN
INCELENMESI

TANER ISEVI

YUKSEK LISANS TEZi
ZOOTEKNI ANABILIM DALI



T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SILAJ KAYNAKLI LAKTIiK ASIT BAKTERILERININ
BAKTERIYOSIN ICERIKLERI YONUNDEN
INCELENMESI

TANER ISEVI

Bu tez,
Z.ootekni Anabilim Dalinda
YUKSEK LiSANS

derecesi icin hazirlanmustir.

KAHRAMANMARAS 2011



Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 6grencisi Taner ISEVI

tarafindan hazirlanan “Silaj Kaynakli Laktik Asit Bakterilerinin Bakteriyosin Igerikleri

Yéniinden Incelenmesi” adli bu tez, jiirimiz tarafindan 16/08/2011 tarihinde oy birligi ile

Zootekni Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Unvan, Ad ve Soyad (DANISMAN)

Anabilim Dal1, Universite Ad1

Unvan, Ad ve Soyad (UYE)
Anabilim Dal1, Universite Ad1

Unvan, Ad ve Soyad (UYE)
Anabilim Dali, Universite Ad1

Dog. Dr. Mehmet Ali BAL
Zootekni, K.S.U.

Prof. Dr. M. Sait EKINCI
Zootekni, K.S.U.

Yrd.Dog. Dr. E. Banu BUYUKUNAL BAL
Biyoloji, K.S.U.

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. M. Hakki ALMA

Fen Bilimleri Enstitiisi Mudiiri



TEZ BiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranmis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada orijinal

olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Taner ISEVI

Bu c¢alisma Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi Arastirma Fonu tarafindan
desteklenmistir.
Proje No: 2010/5-2YLS

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagka kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



SiLAJ KAYNAKLI LAKTIiK ASIT BAKTERILERININ BAKTERIYOSIN
ICERIKLERI YONUNDEN INCELENMESI
(YUKSEK LiSANS TEZi)

Taner iISEVI
(074

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen peptidler olup, iiretildigi
mikroorganizmaya yakin tiirler lizerinde antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Laktik asit
bakteri (LAB) grubundaki Enterococcus tiirleri tarafindan sentezlenen bakteriyosinler
enterosin olarak isimlendirilmektedir. Bu calismada silaj kaynakli 3 Enterococcus
izolatinda (2 adet E. faecium ve 1 adet E. faecalis) test bakterilerine kars1 bakteriyosin
aktivitesinin bulunup bulunmadig1 arastirilmistir. Buna ilaveten, izolatlarin B-hemoliz
ozellikleri ile plazmid igerikleri ve baz1 enterosin yapisal genlerine sahip olup olmadiklar
da incelenmistir. Bakteriyosin aktivitesine ve yapisal genlere sahip oldugu belirlenen E.
faecium U7 susunun biiyltime egrileri ve bakteriyosin iiretimi belirlenmistir. Ayrica, bu
susa ait hiicre icermeyen siipernatant (CFS) ve kismen saflastirilmis enterosin (PPE)
orneginden bakteriyosinin karakterizasyonuna yonelik deneyler yapilmistir.
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A RESEARCH ON THE BACTERIOCIN CONTENTS OF SILAGE BASED
LACTIC ACID BACTERIA
(M.S. THESIS)

Taner iISEVI
ABSTRACT
Bacteriocins are peptide like substances of bacteria and having an anti-microbial
nature on their classes of closest microorganism. Bacteriocins produced by Enterococcus
species in lactic acid bacteria (LAB) group are called enterocins. In this study, silage
originated 3 Enterococcus isolates (2 E. faecium and 1 E. faecalis) were studied against
test bacteria in terms of their bacteriocin activities. In addition, those isolates were tested
for their B-hemolytic activities, plasmid contents and presence of structural enterocin
genes. E. faecium U7 had both bacteriocin producing capability and structural genes. In
addition, the experiments were performed with cell free supernatant (CFS) and partial
purified enterocin (PPE) of this isolate for bacteriocin characterization.
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SiLAJ KAYNAKLI LAKTIiK ASIT BAKTERILERININ BAKTERIYOSIN
ICERIKLERI YONUNDEN INCELENMESI

OZET

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen peptidler olup {iretildigi
mikroorganizmaya yakin tiirler {izerinde antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Laktik asit
bakteri (LAB) grubundaki FEnterococcus tiirleri tarafindan iiretilen bakteriyosinler ise
enterosin olarak isimlendirilmektedir. Bu caligmada silaj kaynakli 3 adet Enterococcus
izolatinin (E. faecium U7, E. faecium N56 ve E. faecalis N57) bakteriyosin aktivitesi
incelenmistir. Izolatlardan iki tanesinde (E. faecium U7 ve E. faecalis N57) Enterococcus
spp.’ye kars1 antimikrobiyal aktivite saptanirken, bunlardan E. faecium U7’nin L.
monocytogenes ATCC 7644’°¢ kars1 bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.
Izolatlarda yaygin olarak bulunan enterosin yapisal genlerinin (entA, entB, entP ve
entL.50B) varlig1 incelendiginde, bu genlerden ii¢liniin sadece E. faecium U7 izolatinda
bulundugu belirlenmistir.  Izolatlarin plazmid igerigi ve hemoliz &zelikleri benzerlik

gosterirken, tiimiiniin B-hemolitik olmadigi tespit edilmistir.

E. faecium U7 izolatinin bliyiime egrisi ve bakteriyosin iiretimi incelendiginde, en
fazla bakteriyosin iiretiminin logaritmik fazin sonlarinda meydana geldigi bulunmustur.
Bu izolattan elde edilen hiicre-icermeyen siipernatant (CFS) 6rneklerinin L. monocytogenes
ATCC 7644’in biiylimesi tizerine etkisi incelendiginde, CFS eklenen kiiltiirlerdeki

bliylimenin en fazla 4. ve 6. saatlerde engellendigi goriilmistiir.

E. faecium U7 izolatindan elde edilen kismen saflastirilmis enterosin (PPE) 6rneginin
trisin-SDS-PAGE analizi sonrasinda birden fazla protein bandina sahip oldugu goriiliirken,
bunlardan higbirinin bakteriyosin aktivitesine sahip olmadigi bulunmustur. Bununla
birlikte, boyanma sonrasi bant goriinmeyen bir bolgede (yaklasik 4 kDa) bakteriyosin

aktivitesi tespit edilmistir.

Calisma sonuglarinin timi ele alindiginda E. faecium U7 izolatinin birden fazla
enterosin varligina sahip oldugu bulunmustur. Ayrica bu izolatin L. monocytogenes
tizerindeki 6zgiin antibakteriyal etkisinin bulunmasi ve B-hemoliz 6zellige sahip olmamasi

farkli uygulama alanlarinda kullanimini miimkiin kilmaktadir.
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A RESEARCH ON THE BACTERIOCIN CONTENTS OF SILAGE BASED
LACTIC ACID BACTERIA
SUMMARY

Bacteriocins are peptide like substances of bacteria and having an antimicrobial
nature on their classes of closest microorganism. Bacteriocins produced by Enterococcus
species in lactic acid bacteria (LAB) group are called enterocins. In this study, bacteriocin
activities of silage based 3 Enterococcus isolates (E. faecium U7, E. faecium N56, E.
faecalis N57) were studied. Two isolates (E. faecium U7, and E. faecalis N57) showed an
antimicrobial activity against Enterococcus spp., and E. faecium U7 showed a bacteriocin
activity against L. monocytogenes ATCC 7644. Based on the common enterocin structural
genes (ent A, ent B, ent P, and ent L50B), only three of them was present in E. faecium U7
isolate. Plasmid contents and hemolysis characteristics were similar among those isolates,
and all isolates were non-f-hemolytic.

Based on the growth curve and bacteriocin production of E. faecium U7, the higher
bacteriocin production was occurred at the end of logarithmic phase. Cell free supernatant
(CFS) of E. faecium U7 on the growth of L. monocytogenes ATCC 7644 showed that the
maximal CFS added culture growths were hindered at 4 and 6 h.

Partially purified enterocin (PPE) from E. faecium U7 with tricine-SDS-PAGE
showed several protein bands and none of those protein bands had a bacteriocin activity.
However there was a bacteriocin activity in one region (approximately 4 kDa) having no
band after staining.

Results showed that E. faecium U7 isolate had enterocin presence, along with an
antibacterial activity against L. monocytogenes and non-f-hemolytic nature. This strain

can be used in various application points.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

LAB: Laktik asit bakterisi

CFC: Hiicre igermeyen siipernatant
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APS: Ammonium persulfate

TE: Trizma base ve EDTA ¢ozeltisi



1. GIRIS

Yem bitkilerinden yapilan silaj, ruminant hayvanlarin beslenmesinde tercih edilen
onemli kaba yemlerdendir. Silaj, yesil ve su igerigi yiiksek yemlerin oksijensiz ortamda
fermantasyonu sonucu elde edilen yem materyalidir. Yapilan arastirmalar ve maliyet
hesaplari, hayvanlarin rasyonlarinda silaj kullanimimin diger fabrikasyon karma yemlerine
gore daha ekonomik oldugunu gostermistir.

Silaj, aneororik kosullar altinda suda eriyebilen karbonhidratlarin 6ncelikle laktik
asit sonrasinda da asetik asite doniistiiriildiigli dogal bir fermantasyondur. Giinlimiizde
silaj sadece AB’de yillik tiretimi 287 milyon tonu bulan diinyanin en genis fermentasyon
yontemlerinden birisidir.

Silaj yapimi 3 asamadan olusmaktadir. Bu asamalar; baslangi¢ fazi, fermentasyon
faz1 ve silo agildiktan sonraki aerobik fazdir. Son faz, hayvanlar tarafindan tiiketilen silajin
kalitesinin belirlenmesinde ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir (Mueller ve ark., 2001). Silonun
acildiktan sonra havayla temasi veya baglangicta yetersiz bir sekilde sikistirilma islemi
yapildiginda aerobik bozulmalar olusmakta buna bagl olarak da, 1s1 ve pH artis1 sonucu
silaj kalitesi etkilenmektedir (Woolford, 1990). Bacillus sp., Listeria sp., kiifler ve mayalar
silaj bozulmalarinin ana unsurunu olusturmaktadir (Merry ve Davies, 1999). Boylece silaj
mikroflorasini kontrol altina almak cok biiylik bir énem arz etmektedir. Laktik asit
bakterisi (LAB) iceren inokulantlar silaj katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Kullanim
amaclariin temelini, fermantasyonu hizlandirmalar1 ve yukarida sozii edilen bozulmalarin
Oniine gegmede yardimci olmalaridir (Saele, 2002).

Laktik asit bakterileri (LAB), temelde suda c¢oziinebilen karbonhidratlari
kullanabilme kabiliyetine sahipken beraberinde organik asit, diacetyl, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinler-enterosinler olarak da bilinen dogal antimikrobiyal maddeleri de
tiretebilmeleridir (Klaenhammer, 1993).

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen protein
yapisinda ve diger bakterilere kars1 antagonistik etkiye sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler,
Ozellikle tretici tlrle yakinli§i olan mikroorganizmalara karsi bakteriyostatik veya
bakteriyosidal etki gosterirler. Enterik bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler,
spesifik hiicre ylizey reseptorleri sayesinde bu etkilerini gostermektedirler (James ve ark.,
1996). Bakteriyosinler diger tiirlerin de bulundugu bir mikroorganizma toplulugunda,

floranin yayilmasini engelleme yetenegine de sahiptir (Riley ve Wertz, 2002).



Bakteriyosinlerin  ¢ogunlukla gram-pozitif bakteriler tarafindan {retildigi
bilinmektedir. Ancak gram-negatif bakteriler tarafindan da {retilen bakteriyosinlerin
varlig1 bilinmekte ve bunlar mikrosinler olarak adlandirilmaktadir (Gouaux ve ark., 1997).
Gram-pozitif bakterilerde bakteriyosin iiretimi, logaritmik fazdan duragan faza gecis
sirasinda gerceklesmektedir. Bakteriyosinlerin ekspresyon yogunlugu hiicre dongiisiine

degil, kiiltiir yogunluguna bagh olarak sekillenir (Hammami ve ark., 2007).

Giliniimiizde en yogun calisilan bakteriyosin grubu LAB’lar tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerdir. Klaenhammer (1988), LAB bakteriyosinlerini molekiiler agrliklari, 1s1
duyarhiliklari, enzimatik duyarliliklari, translasyon sonrast modifiye edilen amino

asitlerinin olup olmayis1 gibi ¢esitli etki mekanizmalarina gore siniflandirmigtir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Laktik asit bakterileri (LAB), gram pozitif, spor iiretmeyen, kompleks besinsel
ihtiyaca sahip fermentatif bakterilerin meydana getirdigi bir gruptur. Karbonhidrat
fermentasyonu sonucunda son {irlin olarak ¢ogunlukla laktik asit meydana getirmektedirler.
G+C igerikleri %55 mol’den azdir. Filogenetik olarak g¢esitli mikrorganizmalari igeren bu
grup bazi ortak morfolojik, metabolik ve fizyolojik 6zellikleri ile karakterize edilmektedir.
Kok veya ¢ubuk seklinde olabilen grup iiyeleri mikroaerofilik ya da fakiiltatif aerobik
ozelliktedir. Son taksonomik ¢alismalara gore; Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Carnobacterium, Aerococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Oenococcus ve Weissella cinsleri bu grup kapsamindadir (Stiles ve Holzapfel,

1997).

Cogu LAB genellikle giivenli olarak nitelendirilmekte ve gida fermentasyonunda
dogal veya secilmis starter olarak 6nemli bir gorev tistlenmektedir. Bu gdrev, onlarin gida
yapisi, tadi ve lezzetinde arzu edilen degisiklikleri meydana getirebilme yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir (Stiles ve Holzapfel, 1997; Cintas ve ark. 2001; Reddy ve ark., 2008).
LAB’nin metabolik {iriinlerinden olan laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit, karbon
dioksit ve bakteriyosinler, gidalarin bozulmasi1 ile iligkili bazi patojenik
mikroorganizmalarin {iremesini etkin seklide durdurmakta ve bu sekilde gidalarin raf
Omriiniin uzamasin1 emniyetli bir sekilde saglayabilmektedir (Cleveland ve ark. 2001;

Chen ve Hoover, 2003; Drider ve ark., 2006).
2.1.1. Enterococci

Enterococcus cinsi, LAB grubunda yer almaktadir (Schleifer ve Kilpper-Balz,
1984; Devriese ve ark., 1993; Devriese ve Pot, 1995; Franz ve ark., 2003). Bunlar bazi
peynirlerinin olgunlagsmasi1 ve aroma gelisimine katkida bulunan yardimci kiiltiir olarak
kullanilmaktadir (Giraffa ve ark., 1997; Manolopoulou ve ark., 2003). Bazi Enterococcus
faecalis and E. faecium suslari gogu lilkelerde probiyotik olarak kullanilmaktadir (Franz ve
ark., 2003). Buna ragmen, cogu nokozomiyal enfeksiyona sebep olan enterokoklarin
giivenilirlik durumu hala sorgulanmaktadir (Giraffa, 2002). Bazi virulens faktorleri ve

antibiyotik diren¢ 6zelligi Enterococcus tiirlerinde tanimlanmistir (Mundy ve ark., 2000;



Eaton ve Gasson, 2001; Archimbaud ve ark., 2002). Calismalar 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

onermektedir (Landman ve Quale, 1997; Lukasova ve Sustackova, 2003).
2.2. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, protein ya da
peptidler olup 6zellikle iiretici tiire yakin akraba olan tiirlere karsi bakteriyostatik veya
bakteriyosidal etkiye sahiptirler (Jack ve ark., 1995). Bakteriyosinler ¢ogunlukla gram-
pozitif ve gram negatif bakterilerde bulunmaktadir. Ancak son yillarda 6zellikle LAB
tarafindan tretilenler gida endiistrisinde dogal koruyucu potansiyalleri nedeniyle yogun
ilgi gébrmektedir (Ennahar ve ark., 1999). Bununla birlikte baz1 Arke tiyeleri tarafindan da
bakteriyosinlerin iretildigi bildirilmigtir. ~ Farkli organizmalar tarafindan {iretilen
bakteriyosinlerin protein dizilimlerinin karsilastirilmast  sonucunda, halobakterler
tarafindan tretilen halosinin karakterizasyonu yapilan diger bakteriyosinler ile hicbir dizi
benzerligine sahip olmadigi anlagilmistir. Ancak Pseudomonas aeruginosa taratindan
tiretilen S pyosinin, Escherichia coli tarafindan iiretilen kolisinlerin bir kisminin,
Enterobacter cloacae tarafindan iiretilen kloasin’in, Klebsiella pneumonia tarafindan
tiretilen klebsin ve Serratia marcescens tarafindan iiretilen marcesin’in birbirine benzelik
gosterdigi ve elde edilen bu sonucun ortak bir atadan evrim yOniinde

degerlendirilebilecegini gostermektedir (Riley ve Wertz, 2002).

Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler genel olarak mikrosinler
olarak adlandirilmaktadir. Mikrosinler; protein biiyiikliikleri, mikrobiyel hedefleri, etki
mekanizmalar1 ve direng sistemleri agisindan farkliliklar igermektedir. Ornegin ColV gibi
mikrosinler sadece dogal amino asitler igerirken (modifiye olmayan), mikrosin B17 ve
mikrosin C7 pek cok modifikasyona ugrarlar. MccB17 heterosiklik oksalaz, tiazol
halkalar1 ve yiiksek oranda glisin kalintilart igerirken, mikrosin C7 amino ve karboksi
uclara sahip bir heptapeptit yapidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda translasyon sonrasi
modifikasyona ugrayan, 21 amino asit uzunlugunda bir peptit olan yeni bir mikrosin
(mikrosin J25) tanimlanmistir. Mikrosin J25, 58 amino asite sahip dncii bir peptit halinde

sentezlenmekte ve sonrasinda 37 amino asitlik Oncli peptit proteolitik olarak yapidan
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uzaklagtirilarak 21 amino asitlik aktif peptidin halka yapisini olusturmaktadir. Mikrosin
J25 aktif peptid haline doniismesi esnasindaki olaylarin hangi mekanizmalar ile
gerceklestigi heniliz tanimlanamamistir (Gouaux ve ark., 1997). Kolisin gram negatif
bakterilerden Escherichia coli tarafindan {iretilen bakteriyosinler arasinda en ¢ok

calisilanidir (Pugsley, 1984; James ve ark., 1996; De Vuyst ve Vandamme, 1994).

Dar etki spektrumlari yaninda, farkli bakteriyosinlerin hedeflerine yonelme ve
translokasyon mekanizmalar1 da antibiyotiklerden farklidir. Enterik bakteriler tarafindan
tiretilen bakteriyosinler, hedefi bulma ve baglanmada BtuB gibi spesifik hiicre yiizey
reseptorlerinden yararlanmaktadir. Hedefe tutunma gergeklestikten sonra, Ton ve Tol
yollar gibi spesifik translokasyon mekanizmalar ile hiicre i¢ine taginirlar (James ve ark.,
1996). Bu hedef ve translokasyon sistemlerinin spesifite gostermesi nedeni ile
bakteriyosinlerin yalniz benzer reseptor ve translokasyon sistemine sahip olan az sayida
hedefi tanidig1 diistiniilmektedir. Uzak akraba olan taksonlarin tamamen farkli yapilarda
reseptorlere ve translokasyon sistemlerine sahip olmasi, bakteriyosinlerin iireticiye yakin
akraba tilirlere karsi etkinliginin ana nedenidir.  Yapilan arastirmalar sonucunda,
bakteriyosinlerin popiilasyon ve komunite diizeyinde mikrobiyel ¢esitliligin saglanmasinda
rol oynadig1 belirlenmistir. Ayrica bakteriyosinler diger tiirlerin de bulundugu bir niste,

yarigmaci floranin yayilmasini engelleme yetenegi de icermektedir (Riley ve Wertz 2002).

Gram-negatif bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler gram-pozitifler
tarafindan iiretilenlerden temelde farklilik gostermektedir (Klaenhammer, 1993). Gram-
negatif bakterilerin bakteriyosinleri hiicre pargalanmasi araciligiyla konake1 regiilasyon
mekanizmalarina bagimli olarak salgilanmaktadir (Braun ve ark., 1994; Smarda ve Smajs,
1998). Bunun aksine gram-pozitif bakterilerde bakteriyosinlerin biyosentezi kendi kendine
diizenlenmekte ve salinma 6zgiin transport mekanizmalar ile ger¢eklesmektedir (van der
Wal ve ark., 1995). Bununla birlikte her iki tipteki bakteriyosin bazi ortak 6zelliklere
sahiptir (Pugsley, 1984; James ve ark., 1996; De Vuyst ve Vandamme, 1994). Oncelikle
bakteriyosinler hedef hiicreleri li¢ farkli sekilde: inaktif hale getirmektedir: 1) Sitoplazmik
membranda iyon- gecirgen kanallarin olusumu, 2) Hiicresel DNA’nin spesifik olmayan
sekilde parcalanmasi veya 3) peptidoglukan ya da protein sentezinin inhibisyonu (Riley,
1998).  Ikincisi, bakteriyosin fiireticilerinin kendilerini sentezledikleri bakteriyosinin

etkilerinden korumak i¢in genellikle bakteriyosinin C-terminal ucuna bagli bir immunite



proteini iiretmeleridir. Buna ilaveten, iiretim, olgunlagsma, immiinite ve regiilasyon gibi

ozelliklerden sorumlu genler bir kiime i¢inde ifade edilmektedir.

Bakteriyosin  veri tabaninda  (http://www.cck.rnu.tn/pfba/bactibase/main.php)
(Hammami ve ark., 2007) yer alan 145 adet bakteriyosinin 39’u lantiyonin igeren
bakteriyosini (sinif I), 40’1 lantiyonin igermeyen bakteriyosini (sinif II) ve geri kalani
simiflandirilamayan tiirleri kapsamaktadir (Linde ve ark. 2008). LAB tarafindan iiretilen
bakteriyosinler en ¢ok calisilan bakteriyosinleri meydana getirmekte olup, biyokimyasal ve

genetik Ozellikleri esas alindiginda 4 grup altinda toplanmaktadir (Klaenhammer, 1993).

Simif I Bakteriyosinler (Lantibiyotikler): Bu grup iiyeleri, yapilarinda lantiyonin
ve metillanlantiyonin gibi translasyon sonrasit modifiye olan, dehidre ve ender rastlanan
amino asitlere sahiplerdir. Lantiyoninler, enzimatik olarak dehidre olmus serinin (dehidro
alanin, Dha), komsu bir sisteinin (Cys) siilfidril grubu ile kondensasyonu sonucu
olugmaktadir (Sekil 2.1.a). Sonug olarak, her iki aminoasit arasinda bir koprii olugsmakta
ve bu sekilde modifiye peptid veya lantibiyotik i¢inde bir halka meydana gelmektedir. Bu
siirecte gorev alan ikili treonin (Thr) ve sistein ise meydana gelen farkli bir amino asit
metil-lantiyonindir. Meydana gelen lantiyonin ve metil-lantiyonin kopriileri Sekil 2.1.a’da
pembe renkli olarak gosterilen Ala—S—Ala (alan—S—alan) ve Abu—S—Ala (aminobiiturat—S—
alanin)’dir. Cok sayida lantibiyotik ayrica dehidre serinler (Ser) ve treoninler (Dhb)
icermektedir. Bir lantibiyotik, nisin 6rneginde oldugu gibi tek bir peptide sahip olabilecegi
gibi laktisin 3147 6rneginde oldugu gibi sinerjik olarak hareket eden iki peptide de sahip
olabilmektedir (Sekil 2.1.b ve c).

Lantibiyotikler olarak da isimlendirilen bu bakteriyosinlerin, yapisal 6zellikleri ve
antimikrobiyal aktiviteleri géz Oniine alindiginda A ve B olmak iizere iki alt grupta
incelenmektedir. A alt grubundaki lantibiyotikler hedef hiicrenin sitoplazmik zarim
depolarize ederek etkilerini gdsterirken, B alt grubundaki lantibiyotikler konakg¢i hiicre
enzimlerini inhibe etmektedir (Guder ve ark., 2000). Ortalama biiyiikliikleri 21-38 amino
asit arasinda olan lantibiyotiklerin biiyiikliikleri géz Oniine alindiginda B alt

grubundakilerin, A alt grubundakilere gore daha kiiciik oldugu bilinmektedir.
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Sekil 2.1. Lantiyonin ve B-lantiyonin olugumu (Cotter ve ark., 2005)

Simif II Bakteriyosinler (Non-lantibiyotikler): Bu grupta yer alan bakteriyosinler kiigiik
(<10 kDa) ve 1siya dayanikli olup lantiyonin igermeyen peptitlerdir. Glisin gibi kiiciik
amino asitlerce zengindirler. Genellikle katyonik ve siklikla amphiphilictir. Sinif IIa ve Ib

olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Ennahar ve ark., 2000). Sif Ila bakteriyosinleri



pediocin-benzeri bakteriyosinler olup, N-terminal bolgelerinde %38-80 arasinda benzerlik
gostermektedirler (Aymerich ve ark., 1996; Cintas ve ark., 2001). Bu bakteriyosinler
ayrica N-terminal kisimda pediocin-benzeri korunmus (konsensus) bir dizilime
YGNGVxC (Nieto-Lozano ve ark., 1992; Ennahar ve ark., 2000) sahiptirler. Cintas ve
ark. (2001) tarafindan yapilan bilgisayar analizleri sonuglarina gore diger bazi1 korunmus
konsensus bolgelere sahip olduklart bulunmustur.  Bunlar N-terminal bolgesindeki
X1 YGNGVx,Cx3K/Nx4x5Cxs VN/Dx7xgx9A dizilimidir.  Belirtilen dizilimde x;, tirozini
veya yliksliz polar amino asitleri; x,, tirozini veya notr veya pozitif yiiklii polar amino
asitleri; x3, notr polar amino asitleri veya glisini; x4, nétral polar amino asitleri, xs, pozitif
yiiklii polar amino asitleri veya glisini veya ndtr polar aminoasitleri; X¢ notr polar veya
aromatik (triptofan) aminoasitleri; x7, triptofan veya pozitif yiikli polar amino asitleri; xg,
glisin ya da yiiksiiz aromatik olmayan amino asitleri ve Xo, ylklii veya notr polar amino
asitleri temsil etmektedir. Daha hidrofobik ve ¢esitli C-terminal bolgelerinin de korunmus
pozisyonlara sahip oldugu bulunmustur. Ornegin, alifatik polar olmayan amino asitlerden
1zolosin, 16sin, valin ve alanin 4 ve 9. pozisyonlarda, aromatik (triptofan veya fenilalanin)
veya alifatik 16sin polar olmayan aminoasitleri 12. pozisyonda bulunabilmektedir. Buna
ilaveten pediosin-benzeri bakteriyosinler, molekiiliin C-terminal bolgesinde pozitif yliklii

amino asitlere sahiptir (Cintas ve ark., 2001).

Bu grup iiyeleri sitoplazmik membranda por olusturarak etki gosterdigi bilinmekle
beraber, son yillarda yapilan ¢alismalar etki mekanizmasimin detaylarini agiklamaktadir.
Bunlardan en ¢ok tanimlanan pediosin-benzerlerinin genel etki mekanizmasina ait olup,
katyonik N-terminal yapisinin B-sheet benzeri bir yap1 olusturarak hedef hiicre ylizeyine
baglanirken, daha hidrofobik sarmal igeren C-terminal hedef hiicre membrani’nin
hidrofobik kismina niifus ederek ve mannoz fosfotransferaz permeaza membran kagagina
sebep olacak sekilde baglanmasi seklindedir. Bununla birlikte ¢ogu membran-aktif
bakteriyosin peptidinin hedef membrana niifus eden kisimlarinin, membran integral
proteinlerini etkileyerek yapilarmi degistirdigi ve bu durumun membran kacagi ve hiicre

Oliimiine sebep oldugu diistiniilmektedir (Nissen-Meyer ve ark., 2009).

Bu bakteriyosinler i¢inde pediocin PA-1 ilk kez ve en cok karakterize edileni
olusturmaktadir (Gonzalez ve Kunka,1987; Nieto-Lozano ve ark., 1992). IIb alt grubu
bakteriyosinlerden, laktokoksin G, laktokoksin F ve laktasin F, iki peptitli bakteriyosinler

olup, hedef zarinda por meydana getirebilmek icin her iki peptide ihtiya¢ duymaktadir
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(Nes ve ark., 1996). Bu peptitler, tek basina oldukca zayif inhibisyon aktivitesine
sahipken, bir arada bulunduklarinda ¢ok daha aktif molekiiller meydana getirmektedir
(Fimland ve ark., 1996, Nes ve ark., 1996, Ramnath ve ark., 2004). Bu gruba dahil diger
bazi bakteriyosinleri pediosin AcH (Bhunia ve ark., 1987), sakasin A (Schillinger ve
Lucke, 1989) ve 16kosin A (Hastings ve ark. 1991) olusturmaktadir. Bir diger alt grup ise
salg1 sinyallerine bagl olarak {iretilen peptitleri igeren grup Ilc bakteriyosinlerdir (Guder

ve ark. 2000).

Simif III Bakteriyosinler: Bu grupta yer alan bakteriyosinler biiyiik olup, 1siya duyarl
ozellik gostermektedir. helvetisin J ve V (Joerger ve Klaenhammer, 1986), laktasin B

(Vaughan ve ark., 1992) bu grubun en bilinen {iyelerindendir.

Smif IV Bakteriyosinler: Bu grupta yer alan glikoproteinler (laktosin 27) ya da
lipoproteinler (lakstrepsinler) aktiviteleri i¢in protein dogasinda olmayan yapilara ihtiyag

duyarlar (Upreti ve Hinsdill, 1975; Kozak ve ark., 1977).

LAB’larn bakteriyosin iiretiminden sorumlu genlerinin konjugatif transpozonlar ya
da plazmidler gibi transfer edilebilen elementler ile iligskili oldugu belirlenmistir.
Bakteriyosinler N-terminal oncii peptide sahip inaktif pre-peptit halinde sentezlenirler.
Oncii peptidin iiretici hiicrede inaktif formda kalmasi, tastyicilar ile interaksiyonunu
saglamakta ve modifikasyon sistemleri tarafindan taninmasinda rol oynamaktadir (Xie ve
ark. 2004). Peptit genellikle tagima sistemleri ve nadiren de hiicrenin genel salg1 sistemleri
ile hiicre disma tasinirken, kirilma gerceklesir. Oncii dizisi bulunmayan ¢ok az sayida
bakteriyosin tanimlanmistir (Diep ve Nes, 2002). Bakteriyosinlerin yapisal genleri ve
direng genlerinin ¢ogunlukla ayni operonda ya da birbirine yakin operonlarda kodlu oldugu

bilinmektedir (Nes ve ark., 1996).
2.2.1. Bakteriyosinlerin Kullanim Alanlarn

Bakteriyosinler giiniimiizde gidalarin lezzet ve goriintiisiinii arttirict katkilar olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan nisin kismen saf halde ticari olarak hazirlanmistir (De Vuyst
ve Vandamme, 1994). Bu sekilde hazirlanan bir diger bakteriyosin 6rnegi pediosin PA-
I’dir (Rodriquez ve ark. 2002). Bakteriyosinlerin gidalara bu sekilde eklenmesine
alternatif olarak, bakteriyosinler gidalar icinde starter ya da ko-kiiltiir aktiviteleri ile
tiretilebilir (Leroy ve De Vuyst, 1999). Bu tarz uygulamalarda bakteriyosin {iretimi

esnasinda istenmeyen bakterilerin (gida bozulmalart ile iligkili ya da patojen olan) tiremesi
9



de engellenebilmektedir. Gida matriksinin karmagsiklig1 ve gidalarda bulunan bakteriyosin
aktivitesini niceliksel olarak belirlemedeki zorluklar nedeniyle bakteriyosin aktivitesine

sahip starterlerin gorevleri in vitro simulasyonlar ile ¢alisilmaktadir (Sekil 2.2.).

Probiyotikler tarafindan bakteriyosin {iretimi de bakteriyosinlerin gidalarda 6nemli
bir kullanim alanini olusturmaktadir. Probiyotikler canli mikroorganizmalar olup, gida
olarak yeterli miktarda tiiketildiklerinde konakc¢i sagligina faydali olmaktadir. Deneysel
caligmalar, bakteriyosin iireten probiyotiklerin insan mide-bagirsak yolundaki in vivo
etkilesimlerde (6rnegin H. pylori’ye karsi) Onemli goreve sahip olabilecegini

belirtmektedir (Kim ve ark., 2003).
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Sekil 2.2. Bakteriyosin iiretim potansiyeline sahip LAB’larin gida giivenligi ve tip
alanlarinda kullanimlar1 (DeVuyst ve Leroy, 2007).



Bakteriyosin iireten organizmalarin diger bir kullanim amaci, gidalardakine benzer
sekilde katki maddesi olarak silajlara eklenmesidir. Bu uygulamadaki amag¢ da silaj
olusumu sirasinda silaj kalitesini bozabilecek istenmeyen bakterilerin ortadan

kaldirilmasidir (Marcinakova ve ark., 2008).
2.2.2.Enterosinler

Enterococcus tiirlerinin tirettigi bakteriyosinler enterosin olarak
isimlendirilmektedir. Enterosin iireten tlirler dogada oldukg¢a yaygin olup, bugiine kadar
cesitli ortamlardan (¢evresel Orneklerden, fermente gida (driinlerinden, klinik
materyallerden, mide-bagirsak kanallarindan ve silajlardan) izole edilerek bunlarin bir

kismi karakterize edilmistir (De Vuyst ve ark., 2003).

Aymerich ve ark. (1996) tarafindan yapilan bir caligmada, pediosin ailesine dahil
bakteriyosinlerden anti-listeriyal aktiviteye sahip bir enterosin olan enterosin A bir
Enterococcus faecium sugundan elde edilerek, biyokimyasal ve genetik karakterizasyonu

yapilmigstir.

Casaus ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir c¢alismada, kurutulmus fermente
sosisten elde edilen Enterococcus faecium TI36 adli susta enterosin A ile sinerjetik olarak
hareket eden enterosin B ilk kez karakterize edilmistir. Ayni caligmada enterosin A ve
B’nin inhibisyon spektrumlarinin birbirinden ¢ok az farklilik gdsterdigi ve ¢ok sayida

gram-pozitif tiire kars1 etkin oldugu bulunmustur.

Cintas ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir baska caligmada, kurutulmus fermente
sosisten izole edilen Enterococcus faecium P13 isimli susta enterosin P isimli sec-bagimli,

genis bir antimikrobiyal spektruma sahip yeni bir enterosinin tiretildigi bulunmustur.

Cintas ve ark. (1998) yaptiklar1 bir bagka calismada, Enterococcus faecium 150
izolatinda enterosin L5S0A ve L50B isimli iki yeni bakteriyosini tanimlayarak, bunlarin
cogu bakteriyosinlerin aksine N-terminal lider dizilim veya lider peptid olmaksizin
salgilandigin1 dolayisiyla translasyon sonrast modifikasyona ugramadigimni bildirmislerdir.
Buna ilaveten, bu bakteriyosinlerin sinif II bakteriyosinlerde bulunan bazi ortak 6zelliklere
sahip olmayip, baz1 Staphylococci iiyeleri tarafindan salgilanan sitolitik peptidler ile ortak

ozelliklere sahip oldugu bulunmustur.
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Laukova ve Marekova (2001) tarafindan yapilan bir calismada ise, degisik
hayvanlarin rumen igeriklerinden (buzagi, kuzu, koyun, geyik, muflon, bizon) ve
atiklarindan enterokoklarin izole edilmis ve bunlarin sahip olduklar1 bakteriyosinlerin
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Sonug¢ olarak; farkli ruminantlarin rumen igeriklerinden
izole edilmis 1185 enterokok susunda antimikrobiyal maddelerin iiretimi incelendiginde
test edilen izolatlarin yaklasik %70’nin en az iki test bakterisinin liremesini engelleyici
bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu goézlemlenmistir (Laukova, 1992). Elde edilen
bakteriyosinlerin bazi gram-negatif tiirler dahil genis bir inhibitér spektrumuna sahip
olmakla birlikte 1siya dayanikli oldugu ancak proteolitik enzimlere karsi hassasiyetinin

bulundugu gézlemlenmistir.

Bir bagka calismada, farkli orijinlerden (et, kopek diskisi, su kuslar1 diskisi ve insan
diskisindan) elde edilen 48 adet E. faecium ve 91 adet E. faecalis’den meydana gelen
toplam 129 izolatin antibakteriyel aktivitesi Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli.
tizerinde test edilmis ve izolatlarin %37 sinin en az bir test bakterisine kars1 antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ayni ¢alismada 46 izolatin 24 tanesinde entA, entB,
entL50AB ve cylL yapisal genlerinin en az birinin var oldugu ve bunlarin ayni zamanda
BACH fenotipe sahip oldugu bulunurken, 27 izolatin BAC+ fenotipe sahip oldugu halde bu
yapisal genlere sahip olmadigi bulunmustur. (Theppangna ve ark., 2007). Giiniimiizde
farkli enterosin genlerinin klonlanarak farkli organizmalarda heterolog ifadesine yonelik
cok sayida arastirma bulunmaktadir (O’Keeffe ve ark., 1999; Martinez ve ark., 2000;
Gutierrez ve ark., 2005).

Marcinakova ve ark. (2004) silajdan izole ettikleri Enterococcus faecium EF9296
susunun probiyotik oOzelliklerini arastirmiglardir.  Bu susun ampillicin (10 pg),
erythromycin (15 pg), tetracycline, rifampicin, vancomycine (30 pg)’e karsi hassas oldugu
kanamycin (30 pg)’e karst ise direngli oldugu belirlenmistir. n vitro ¢alismalar sonucunda
EF9296 susunun kopek mukozasinin yani sira insan mukozasina iyi yapigma ozelligine
sahip oldugu gozlemlenmistir (insan i¢in 5.5 log;o kob/ml’de etkili, kopek icin 4.7 log;o
kob/ml’de etkili). EF9296 zincirinin trypticase-soy broth (TSY) ortaminda ve rumen
stvisinda biiyiime iligkilerine bakilmis olup arasindaki fark arastirilmistir. Sonug olarak
EF9296 zinciri TSY ortaminda sabit faza 8 saatte (11.57 £ 0.07 log 10 kob/ml) ulasirken,

rumen s1vinda bunun 10 saatte (9.25 £+ 0.48 log 10 kob/ml) oldugu gézlemlenmistir.
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Poeta ve ark. (2007) farkli vahsi hayvan kaynakli E. faecium izolatlarinin
%37’sinin ve E. faecalis izolatlarinin %49 unun test edilen bakterilerin en az birine karst

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

Bakteriyosin iireten silaj kaynakli bakteriler hakkinda az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Sparo ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada musir silajindan izole
edilen bir Enterococcus faecium izolatindan MR99 adli bir enterosin karakterize edilmistir.
MR99 enterosini’nin molekiiler agirliginin yaklasik 5000 Da ve izoelektrik noktasinin 6.2
oldugu saptanirken, enterosinin proteolitik enzimlerle muamele sonrasinda aktivitesini

kaybettigi bulunmustur.

Strompfova ve ark. (2008) farkli kaynaklardan (tavuk, kopek, at, domuz, tavsan,
kemirici hayvan, gevis getiren evcil ve vahsi hayvanlarin sindirim sistemlerinin farkl
kisimlari, fermente edilmis etler, kopek mamasi ve ot silajlar1) izole edilmis 427 adet
Enterococcus faecium (368) ve Enterococcus faecalis (59) susunda enterosin A, B, P ve
L50B genlerinin bulunma sikligini incelemislerdir. Sonug¢ olarak test edilen suslarin
%54.8’inde bir veya birden fazla yapisal gen tespit edilmistir. PZR pozitif suslar arasinda
en sik tespit edilen genler enterosin A ve P genleri olmustur. Buna ilaveten, farkli
kaynaklardan elde edilen suglarin sahip olduklar1 genlerin bulunma sikliginda farklilik
goriiliirken, at ve silaj kaynakli suglarda enterosin genlerine daha sik rastlanildigi

bulunmustur.

Simonova ve Laukova (2007), farkli yas gruplarina ait 23 tavsan diskisindan izole
edilen Enterococcus izolatlariin irettigi bakteriyosinlerin antimikrobiyal spektrumlarini
belirleyerek bunlarin biyokimyasal karakterizasyonlarma ilaveten izolatlarda bulunan
bakteriyosin yapisal genlerinin varligini arastirmislardir. Tavsan digkilarindan elde edilen
enterokoklardan 6 tane E. faecium izolatinin, Enterococcus avium EAS, Listeria innocua
LMG13568, Listeria monocytogenes CCM4699 ve kullanilan diger test bakterilerinden
olan enterokok ve stafilokoklara kars1i antibakteriyal aktivite  gosterdigini
gozlemlemislerdir. Ayni ¢alismada entA, entP ve entL.50B yapisal genlerinin varlig: biitiin
enterokoklarda tespit edilirken, enfB geninin varhi§ina higbir izolatta rastlanmamistir.
Ayrica, E. faecium EF2019 izolatinin en genis engelleyici aktiviteye sahip oldugu
belirlenirken, bu susun iirettigi protein yapisindaki madde kismen saflagtirilmis olup, pH

4.0, 7.0 ve 9.0’da stabil oldugu ve erken logaritmik biiylime fazindan baslayarak iiretildigi
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gozlenmistir.  EF2019 izolatindan elde edilen kismen saflagtirilmis bakteriyosinin,
biliylimekte olan Listeria innocua LMG13568 kiiltiirline eklenmesi sonrasinda 4. saatten
itibaren belirgin bir biiyiime inhibisyonuna sebep olarak L. innocua LMGI13568

hiicrelerinin sayisini azalttig1 ve bu etkinin 24 saat boyunca devam ettigi bulunmustur.

Marcinakova ve ark. (2008) silajdan izole edilmis bakteriyosin iireticisi E. faecium
EF9296 susunu inokulat olarak ¢ayir otu silajinda kullanmuslardir. Inokulant eklenmesi
sonrasinda silajin besinsel degeri, aerobik stabilitesi ve antimikrobiyal etkilerini
belirlemislerdir. EF9296 ile inokiile edilmis silajda E. coli, Enterobacteriae,
Staphylococcus ve Bacillus gibi bakterilerin 06zellikle 7. ve 14. gilinlerde azaldigi
gbzlemlenmistir. Bunun yani sira Listeria ve kiiflerin miktar1 aerobik stabilite testi
siiresince azalmistir. Silaja yapilan bu ilave pH’nin hizli bir sekilde diismesine, laktik
asitin en yiiksek seviyelerde olmasina ve asetik ve biitirik asit konsantrasyonlarimin
azalmasina sebep olmustur. EF9296’nin etkisi ile pH degerindeki diislis aerobik stabilite
testi dahil deneyin sonuna kadar devam etmistir. Silaj periyodu boyunca silajin kuru
madde igeriginde de bir artma oldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak, E. faecium EF9296
izolatinin hem silaj kontaminasyonunun 6nlenmesinde, hem de iyi kalitede bir silaj

tiretiminde silaj katki maddesi olarak umut verici oldugu sonucuna varilmistir.

Line ve ark. (2008) tavuk diskisindan elde ettikleri bir Enterococcus tiiriinde
Campylobacter jejuni’ye karsi etkili enterosin E-760’1 saflastirmiglardir. Saflagtirilmig
enterosin’in ¢esitli proteolitik enzimler ile muamele sonrasinda antimikrobiyal etkisi
ortadan kalkarken, lizozim ve lipaz muamelelerinin antimikrobiyal aktiviteyi etkilemedigi

gosterilmistir.

Hu ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise, Enterococcus faecium KU-
B5 susunda iki peptidli yeni bir bakteriyosin olan enterosin X bulunmustur. Enterosin X
peptidlerinin bir arada bulunma durumunda, yalniz baslarina bulunma durumlarina gore
birbiri ile sinerjetik veya antagonistik etki gostererek zenginlestirilmis veya azaltilmig bir

antibakteriyel etkiye sahip olabilecekleri gdsterilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

Bugday silaj1 kaynakli LAB izolatlar1 (2 adet E. faecium ve 1 adet E. faecalis), Dr.
E. Banu Biiyiikiinal Bal’n Kkiiltiir koleksiyonundan temin edilmis ve bakteriyosin

iceriklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Izolatlarmn sahip oldugu bakteriyosin aktivitesi cesitli test mikroorganizmalart
tizerinde incelenmistir. Bu test organizmalari: 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 (n= 3) olup, Kahramanmaras Siitcii imam ve Cukurova Universiteleri Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dallarindan temin edilmislerdir.
3.1.1. Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri
3.1.1.1. Kfristal Viyole Cozeltisi

Izolatlarin gram metoduna gore boyanmasi amaciyla kullanilmustir (Ozgelik, 1998).

Hazirlanisi

Cozelti A

Kristal viyole 2g
Etil alkol (%95) 10 ml
Cozelti B

Amonyum okzalat 0.8¢g
Distile su 80 ml

(Cozelti A ve B’den esit hacim alinarak karistirilmig ve distile su ile 1/10 oraninda

sulandirilip filtre kagidindan siiztilmustiir.
3.1.1.2. Lugol Cozeltisi

Gram boyama yonteminde kristal viyolenin hiicre igerisine iyice girmesi ig¢in

kullanilmistir (Ozgelik, 1998).
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Hazirlams1

Iyot lg
Potasyum iyodiir 2g
Distile su 300 ml

3.1.1.3. Safranin Cozeltisi

Gram boyama yonteminde gram negatif bakterilerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir

(Ozgelik, 1998).

Hazirlanisi

Safranin (%95°1ik etanolde %2.5’lik soliisyon) 10 ml
Distile su 100 ml
3.1.1.4. TE Cozeltisi

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.
3.1.1.5. 3X Gel Tampon Cozeltisi
3 M Tris-HCL, %0.3 SDS, pH 8.45 olacak sekilde hazirlanmstir.
3.1.1.6. Katot Cozeltisi
100 mM Tris, 100 mM Trisin, %0.1 SDS, pH 8.25 igerecek sekilde hazirlanmistir.
3.1.1.7. Anot Cozeltisi
100 mM Tris-HCI, pH 8.9 olacak sekilde hazirlanmustir.
3.1.1.8. Akrilamid/Bisakrilamid Karisim
%48 Akrilamid ve %1.5 bisakrilamid i¢erecek sekilde hazirlanmstir.
3.1.1.9. 3X Ornek Par¢alama Tamponu

%6 merkaptoetanol, %12 SDS, 150 mM Tris, ve %30 gliserol igerecek sekilde

hazirlanmustir.
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3.1.1.10. Sabitleme (Fixing) Cozeltisi

%50 metanol, %10 asetik asit, ve 100 mM amonyum asetat igerecek sekilde

hazirlanmustir.
3.1.1.11. Boyama (Staining) Cozeltisi
%0.025 Coomasie blue R250 boyas1 %10 asetik asit i¢inde hazirlanmistir.
3.1.1.12. Boya Uzaklastirma (Destainin) Cozeltisi
% 10 asetik asit igerecek sekilde hazirlanmistir.
3.1.1.13. Brain Hearth Infusion (BHI) Broth

Izolatlarn  biiyiitiilmesi ve bakteriyosin varhigimin belirlenmesi  amaciyla

kullanilmistir. Gerektiginde agar eklenerek (15g/litre) BHI agar elde edilmistir.

BHI icerigi

Beyin kalp ekstraktlar1 ve peptonlar 275¢g
D(+) glukoz 2g
Sodyum kloriir 5¢g
di-sodyum hidrojen fosfat 25¢g
Toplam 37¢g
Distile su 1000 ml

3.1.1.14. Columbia Kanh Agar

Izolatlarin hemoliz &zelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilmustir.
3.2. METOT
3.2.1. Gram Boyama

Gram boyama i¢in, drnekten temiz bir lam {izerine steril 6ze ile 2-3 6ze dolusu su
konulmus ve 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden de 6ze ile alinarak su ile karigtirilarak lam
lizerine yayilmistir. Lam havada kurutulduktan sonra alevden gegirilerek fikse edilmis ve
kristal viyole ile 1 dk boyanmistir. Bu siire sonunda boya dokiilmiis ve lam iizerine liigol
coOzeltisi damlatilarak 1 dakika beklenmis ve bu siire sonunda liigol ¢ozeltisi dokiilerek

kurutma kagidi ile kurulanmistir. Lam %96’lik etil alkole daldirilip ¢ikarilarak 10-15
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saniye stlireyle alkol ile yikanmis daha sonra ise saf su ile yikanarak kurutma kagidi ile
kurulanmistir. Son olarak lam {izerine safranin damlatilarak 30 saniye siireyle boyanmis
ve Ornek saf su ile yikanarak kurulandiktan sonra mikroskopta incelenmistir (Ozgelik,

1998). Mikroskopta gram (+) 6zellik gosteren 6rnekler belirlenmistir.
3.2.2. Hemoliz Ozelliginin Belirlenmesi

Izolatlarmn B-hemoliz gdsterip gostermedikleri, %5 koyun kani igeren Columbia
Agar iizerine ekilmelerini takiben 37°C’de 24 saat inkiibasyona maruz birakilmalari
sonunda bakteriler etrafinda kan hiicrelerinin pargalanmasi anlamina gelen saydam
bolgelerin olusup olusmamasina gore belirlenmistir. Saydam olusumun bulunmamasi

negatif B-hemoliz fenotipik 6zelligi olarak degerlendirilmistir.
3.2.3. Kromozomal DNA Ekstraksiyonu

E. faecium (n=2) ve E. faecalis (n=1) olarak tanimlanan izolatlara ait kromozomal
DNA gece boyu 30°C’de biiyiitillen kiiltiirlerden o6nceden belirtildigi sekilde elde
edilmistir (Bal ve ark., 2010). DNA o6rneklerinden 5 pl PZR amplifikasyonlart igin

kullanilmustir.
3.2.4. Plasmid DNA Ekstraksiyonu

Laktik asit bakterileri icin gelistirilmis metoda gore yapilmistir (Anderson ve

McKay, 1983).
3.2.5. Bakteri Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Farkli pH’lara sahip BHI broth i¢inde 30°C’de biiyiitilen kiiltiirlerin optik
yogunlugu 12 saat boyunca 600 nm’de her saat kaydedilmistir.

3.2.6. Well Difiizyon Testi

Izolatlarin bakteriyosin aktivitesine sahip olup olmadiklarimi belirlemek amaciyla
yapilmistir (Schillinger ve Lucke, 1989). Gece boyu BHI i¢inde biiyiitiilmiis test
bakterilerinden 150 ul almarak BHI agarli petrilere yayilmistir. Agar aseptik kosullarda
delinerek, hiicre icermeyen silipernatant (CFS) ya da kismen saflastirilmis enterosin (PPE)

bosluklara uygulanmistir. Petriler 37°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
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3.2.7. Agar Spot Testi

Izolatlarin bakteriyosin aktivitesine sahip olup olmadiklarmi belirlemek amaciyla

yapilmistir (Schillinger ve Lucke, 1989).
3.2.8. Bakteriyosin Titresinin Belirlenmesi

Seri diliisyon ile hazirlanan CFS ya da PPE ornekleri, Listeria monocytogenes
ATCC 7644 test organizmas! iizerinde well difiizyon testine tabii tutulmustur. Inhibisyona

sebep olan en yliksek diliisyona gore AU/ml olarak titre belirlenmistir.
3.2.9. CFS Ekstraktinin L. monocytogenes’in Uremesi Uzerine Etkisi

L. monocytogenes ATCC 7644’ nin iiremesi lizerine CFS’nin etkisi BHI besiyerinde
belirlenmistir. Konrol olarak CFS eklenmemis Listeria monocytogenes ATCC 7644
kiltiirleri kullanilirken, test grubunda tireyen kiiltiirlere farklt miktarlarda CFS eklenmistir

(Osmanagaoglu, 2007).
3.2.10. Enterosinin Kismi Saflastirilmasi

Enterosin iki farkli sekilde saflagtirilarak PPE elde edilmistir. Bunlar amonyum

siilfat coktiirme ve diyaliz ile kloroform ekstraksiyonudur.
3.2.10.1. Amonyum Siilfat Coktiirme ve Diyaliz

%0.1 (v/v) gece boyu kiiltiirle agilanan 600 ml BHI siv1 besiyeri, 30°C’de ge¢
logaritmik faza kadar biiyiitiilmiistir. Bakteri hiicrelerinin 14000 rpm’de 15 dakika
uzaklagtirilmasini  takiben, elde edilen CFS proteinleri %40 amonyum  siilfat
konsantrasyonunu saglayacak miktarda amonyum siilfat ile 8 saat boyunca 4°C’de
coktiirilmiigtiir. Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi sonrasinda 9000 rpm’de 30 dakika
santrifuj edilen pelet 10 ml 50 mmol sodium phosphate ¢ozeltisi ve pH 8.0 iginde
karistirildiktan sonra suya karsi diyaliz edilmistir (Serva Visking® Dialysis Tubing,
MWCO 12000-14000).

3.2.10.2. Kloroform Ekstraksiyonu

Yukarida agiklandigi iizere elde edilen CFS’den, kloroform ektraksiyonu ile kismen

saflastirilmis bakteriyosin elde edilmistir (Burianek ve Yousef, 2000).
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3.2.11.Bakteriyosin Ekstraktlarinda Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

CFS ve PPE ekstraktlarinda bulunan protein konsantrasyonu Bioquant Bradford

Reagent (Merck) kiti ile BSA (Sigma-Aldrich) standardi kullanilarak belirlenmistir.
3.2.12. Trisin-SDS Jelinin Hazirlanmasi

16% ayirma jeline sahip Trisin-SDS-PAGE jeli; 3X Gel Tampon Cozeltisi,
Akrilamid/Bisakrilamid Karisimi, su, gliserol, TEMED ve APS karistirilarak hazirlanmistir
(Schagger ve Von Jagov, 1987). Jele yilikleme oncesi orneklere 3X 6rnek parcalama

tamponu eklenmistir.
3.2.13. Trisin-SDS Jeli Uzerinde Bakteriyosin Aktivitesinin Belirlenmesi

Jel elektroforezi sonrast jelin boyanmamig yaris1 lizerinde onceden belirtildigi

sekilde yapilmistir (Osmanagaoglu, 2007).
3.2.14. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerinde Enzim ve Is1 Etkisinin Belirlenmesi

PPE, 1 mg/ml son konsantrasyonuna sahip proteinase K (Sigma), lizozim
(Amersham), ve oa-amilaz (Sigma) enzimleri ile 37°C’de 2 saat tutularak aktivite
tizerindeki etki L. monocytogenes ATCC 7644’ye karst well diffusion metodu ile

belirlenmistir. Kontrol 6rnekleri higbir enzim uygulamasina maruz birakilmamislardir.

Benzer sekilde PPE, farkl sicakliklarda (60, 80, 90, 95°C) degisen stirelerde 10 ila
30 dakika inkiibasyona tabii tutularak bakteriyosin aktivitesi lizerindeki etki, kontrol grubu
ile karsilagtirilarak, L. monocytogenes ATCC 7644’ye karst well diffusion metodu ile

bulunmustur.
3.2.15. PZR Amplifikasyonlari ile Enterosin Yapisal Genlerinin Belirlenmesi

Enterosin yapisal genlerinden entA, entB, entP, entL.50B genlerine 6zgii primerlerin
dizilimi 6nceki ¢alismalardan elde edilmistir (Cizelge 3.1.). Her bir PZR amplifikasyonu
50 ul toplam hacimde, 5 pl tiim hiicre DNA’s1, 0.2 mM deoksintikleotid trifosfat (ANTP),
60 pmol primer, 5 ul 10X PZR tampon ¢d6zeltisi (500 mM KCI, 15mM MgCl,, 100 mM
Tris-HCL, pH 9.0) ve 1 iinite Taq DNA Polymerase (Fermentas) olacak sekilde
gerceklestirilmistir.  PZR kosullar1 original kaynaga goére degistirilerek uygulanmigtir.
Buna gore 94°C’de 3 dakikalik bir denatiirasyon sonrasi, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon,

56°C’de 40 saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye sentez asamalarindan olusan 30 dongii
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uygulanmigtir. 30 dongiiniin tamamlanmasi sonrasi reaksiyonlar 72°C’de 2 dakika daha
bekletilmistir.  entA ve entL50B genlerine 6zgii primerlerin PZR amplifikasyonlar
sirasinda kullanilan dongii profili ayn1 olmustur. entA, entB ve entP genleri tastyan pozitif

PZR kontrol DNA’s1 PZR amplifikasyonlarinda kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Enterosin yapisal genlerinin tespit edilmesinde kullanilan primerler

Gen Dizilim Kaynak

5'-GAGATTTATCTCCATAATCT-3' )
entA S GTACCACTCATAGTGGAAY Aymerich ve ark., 1996
5'-GAAAATGATCACAGAATGCCTA-3'

entB 5-GTTGCATTTAGAGTATACATTTG-3' Casaus ve ark., 1997

S ATGAGAAAAAAATTATTTAGTTT-3' .
entp S TTAATGTCCCATACCTGCCAAACC | Cintas ve ark., 1997
5 ATGGGAGCAATCGCAAAATTA-3'

entL.50B S TAGCCATTITICAATITGAICS Cintas ve ark., 1998

3.2.16. PZR Uriinlerinin Elektroforez ile Ayrimi

Enterosin yapisal genlerinin amplifikasyonlar1 sonrasi elde edilen PZR iiriinleri
ml’sinde 1 pg Etidyum Bromiir bulunan %1 agaroz jel elektroforezinde ayrilmigtir.

Elektroforez sonrast ayrilan PZR iiriinleri jel goriintiileme sisteminde belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Silaj Kaynakh E. faecium ve E. faecalis Tzolatlarmn Bakteriyosin Aktivitesinin

Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan izolatlarin bakteriyosin aktivitesinin belirlenmesine
yonelik olarak yapilan well diflizyon test sonucu Cizelge 4.1.’de verilmistir. Bakteriyosin
aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan bir diger test olan agar spot test sonuclar1 da well
difiizyon testi sonuglarina uygunluk gostermistir (Sekil 4.1., 4.2., 4.3.). Buna gore, E.
faecium U7 izolat1 i¢in kullanilan test bakterileri i¢inde sadece vankomisin direncli
Enterococcus spp. ve L. monocytogenes’e karsi bakteriyosin aktivitesi gozlenirken, E.
faecalis N57 izolat1 icin sadece vankomisin direngli Enterococcus spp.’ye Kkars
bakteriyosin aktivitesi saptanmistir. E. faecium N56 izolatinin ise kullanilan hicbir test

bakterisine kars1 bakteriyosin aktivitesi olmadig1 tespit edilmistir.

Farkli kaynaklardan izole edilen E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin sahip oldugu
bakteriyosin aktivitesi lizerinde ¢ok sayida arastirma bulunmakla birlikte, silaj kaynakli E.
faecium ve E. faecalis izolatlarina ait bakteriyosinler hakkinda smirli sayida calisma
bulunmaktadir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar farkli izolatlarin sahip oldugu enterosinlerin
antibakteriyel aktivite spektrumlarinda da farkliliklar bulunabilecegini gdstermektedir. Bu

tarz ¢alismalarin sonuglarinin bir kismi asagida 6zetlenmistir.

Cintas ve ark. (2000), E. faecium L50 susunda Enterosin L50 (EntL50) isimli bir
bakteriyosin tespit etmislerdir. Bu g¢alismanin ardindan yaptiklar1 bir baska ¢alismada
EntL50 bakteriyosinini kodlayan lokusun niikleotid diziliminin incelenmesi esnasinda iki
acitk okuma cercevesi (ORF) bularak, bunlar tarafindan EntL50-benzeri iki polipeptidin
(EntL50A ve EntL50B) kodlandigini gostermislerdir (Cintas ve ark. 1997). Belirtilen
calisma sonuglari, EntL50A ve EntL50B’nin ayr1 ayr1 bulunduklarinda, P. acidilactici, E.
faecium, Lactococcus lactis subsp. cremoris ve L. sake bakterilerine kars1 belirli diizeyde
bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu, ancak bir arada bulunduklarinda sinerjistik bir
etki ile her biri i¢in saptanan diizeyin ¢ok lizerinde bir antimikrobiyal aktiviteye sahip
olduklarimi gostermistir. Calismamizda kullanilan E. faecium U7 ve E. faecalis N57
suglarinin  Enterococcus spp.’ye karsit bakteriyosin aktivitesi gostermesi belirtilen

calismaya benzerlik gostermektedir.
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Aymerich ve ark. (1996) fermente sosislerden izole ettikleri E. faecium CTC492
susunun pediosin-benzeri Enterosin A isimli yeni bir bakteriyosine sahip oldugunu
bularak, antimikrobiyal aktivitesini ii¢ farkli pediosin-benzeri bakteriyosin (Sakasin A,
Sakasin P ve Pediosin PA-1) ile karsilastirmiglardir. Calisilan tiim bakteriyosinlerin L.
monocytogenes, L. inocua, E. faecium, E. faecalis, L. plantarum ve L. sake bakterilerine
kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunurken, Enterosin A ve Pediosin PA-1’in bu
bakterilere ilaveten Pediococcus acidilactici ve P. pentosaceus tirlerine karsi da
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Belirtilen ¢caligmaya benzer sekilde,
E. faecium U7 susu Enterococcus spp. ile birlikte L. monocytogenes ATCC 7644’ye karsi

bakteriyosin aktivitesi gostermistir.

Cintas ve ark. (1997) fermente sosislerden izole ettikleri E. faecium P13 susunun
gram pozitif gida kaynakli patojen bakterilerden L. monocytogenes, S. aureus, Clostridium
perfringens ve C. botulinum lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip enterosin P isimli yeni

bir enterosine sahip oldugunu bulmuslardir.

Cocolin ve ark. (2007) kegci siitlinden izole ettikleri M241 ve M249 isimli E.
faecium izolatlarinin antibakteriyel bilesikleri lirettigini saptarken, izolatlarin sahip oldugu
bakteriyosinlerin Listeria monocytogenes ve Clostridium butyricum’a kars1 aktif oldugunu

buna karsilik diger LAB tiirlerine kars1 inaktif oldugunu gézlemlemislerdir.

Sparo ve ark. (2006) musir silajindan izole ettikleri Enterococcus faecalis MR99
izolatinin diger enterococlar, Listeria spp., Staphylococcus aureus, Clostridium spp.,
Bacillus spp., Escherichia coli, Shigella sonnei ve Shigella flexneri test organizmalarina

kars1 bakteriyosin aktivitesine sahip oldugunu bulmuslardir.

Ohmomo ve ark. (2000) silaj ve fermente sebzelerden elde ettikleri 690 adet
LAB’1in sahip oldugu bakteriyosin-benzeri aktiviteyi arastirmislardir. Sonug olarak,
Enterococcus faecium NIAI 157 izolatindan saflastirilan enterosin ON-157’nin diger
enterococci, Lactobacillus sake ve L. monocytogenes tiirleri lizerinde bakteriyosin-benzeri
aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.  Belirtilen ¢aligmada kullanilan izolatlarin
higbirinin E. coli test bakterisine karst bakteriyosin aktivitesine sahip olmadigi
belirlenmistir. Calismamizda da benzer sekilde E. coli’ye kars1 3 izolatin da bakteriyosin

aktivitesine sahip olmadig1 bulunmustur.
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Losteinkit ve ark. (2001), piring kavuzlarindan izole edilen E. faecium NI15
bakteriyosininin L. monocytogenes ve Bacillus circulans dahil ¢ok sayida test organizmast

tizerinde antibakteriyel etkiye sahip oldugunu bulmustur.

De Vuyst ve ark. (2003) cografik olarak oldukca genis bir bolgeden ve farkli
kaynaklardan (yem, gida, hayvan, insan izolatlar1) elde ettikleri 122 adet Enterococcus
susunun antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonuglari, suslardan E.
faecium ve E. faecalis tiirlerine ait olan 72 susun bakteriosinojenik aktiviteye sahip
oldugunu, ancak suslarin kaynagi ve antibakteriyal spektrumlari arasinda herhangi bir

iliskinin bulunmadigin1 gostermistir.

Marekova ve ark. (2007), foseptik kaynakli ¢evresel bir izolat olan E. faecium
AL4’in molekiiler agirlig1 enterosin P’ye yakin olan enterosin M adli yeni bir enterosin
icerdigini, ancak enterosin M’nin amino ucundaki ilk 39 amino asidin 20. ve 35.
pozisyonundaki amino asitlerin enterosin P’ye gore farklilik gosterdigini bulmuslardir. E.
faecium AL4’in farkli cins ve tiirleri kapsayan oldukca genis bir test bakterisi grubuna
kars1 degisen oranda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ornegin S.
aureus dahil c¢ok sayida farkli Staphylococcus tiiriine kars1t antimikrobiyal etki
gbzlenmistir. Belirtilen ¢aligmadan farkli olarak, calismamizda E. faecium U7’nin S.

aureus bakterisine kars1 antimikrobiyel etkiye sahip olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 4.1. E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin bakteriyosin aktivitelerinin test

bakterileri lizerinde agar spot testi ile belirlenmesi

Test Bakterisi E. faecium U7 E. faecium N56 E. faecalis N57

Escherichia coli ATCC 25922 - - _

Shigella boydi - - -

Pseudomonas aeruginosa - - -

Acitenobacter baumannii - - -

Salmonella spp. - - -

Klebsiella spp. - - -

Enterococcus spp. - - -

Enterococcus faecium +++ - +

Listeria monocytogenes ATCC 7644 +++ _ B

Staphylococcus aureus 1 - - _

Staphylococcus aureus 2 - - -

Staphylococcus aureus 3 - - -

-2 higbir inhibisyon zonunun tespit edilmemesini; +: 5 mm’den biiyiik 10 mm’den kiiciik
inhibisyon zonunu; +++: 15 mm’den biiyiik inhibisyon zonunu belirtmektedir.
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Sekil 4.1. E. faecium U7 izolatinin bakteriyosin aktivitesinin well difiizyon testi ile

belirlenmesi

Sekil 4.2. E. faecium U7, N56 ve E. faecalis N57 izolatlarimin Enterococcus spp.

iizerindeki bakteriyosin aktivitesinin agar spot testi ile belirlenmesi
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Sekil 4.3. E. faecium U7, N56 ve E. faecalis N57 izolatlarinin L. monocytogenes ATCC

7644 iizerindeki bakteriyosin aktivitesinin agar spot testi ile belirlenmesi

4.2. izolatlarm Hemoliz Ozelliginin Belirlenmesi

E. faecium U7, E. faecium N56 ve E. faecalis N57 izolatlarinin tlimiiniin fenotipik
olarak B-hemoliz 6zellige sahip olmadiklar1 kanli besi yeri ilizerinde tam parcalanma
olmamasi ile belirlenmistir (Sekil 4.4.). Bunun aksine, B-hemoliz 6zellige sahip E. faecium
ve E. faecalis izolatlar1 gida ve gida-kaynakli olmayan 6rneklerden tespit edilmistir (De
Vuyst ve ark. 2003). Bununla birlikte, f-hemoliz 6zellige sahip olmayan ¢ogu izolatin -
hemoliz ile ilgili baz1 genleri (cy/M, cylB, cylA) tasiyabilecegi gosterilmistir (Klibi ve ark.
2008, Togay ve ark., 2010). Bu nedenle, calismamizda kullanilan izolatlarda benzer bir

durumun olup olmadiginin arastirilmasi yarar saglayacaktir.
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Sekil 4.4. E. faecium U7, N56 ve E. faecalis N57 izolatlarimin hemoliz 6zelliginin

belirlenmesi

4.3. izolatlarin Plazmid iceriginin Belirlenmesi

Onceki calisma sonuglar;, LAB plazmidlerinin pek ¢ok dénemli ozellik ile ilgili
genlere sahip oldugunu gostermektedir. Bunlar arasinda bakteriyosin iiretiminden sorumlu
bircok gen de bulunmaktadir (Abriouel ve ark. 2006). Bu nedenle, LAB bakterilerinin

plazmid igeriginin bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Yapilan ¢alismalarda farkli kaynaklardan izole edilen E. faecium ve E. faecalis
suglarinin plazmid igeriklerinde farklilik oldugu saptanmistir. Abriouel ve ark. (2006),
gida kaynakli bakteriyosin tireticisi E. faecium ve E. faecalis suslarinin biiyiikliikleri 2-53
kilobaz arasinda degisen plazmid iceriklerine sahip oldugunu ve bakteriyosin tliretiminde
farklilik gosteren suslarin farkli plazmid igerigine sahip oldugunu gostermistir. Belirtilen
calismadan farkli olarak, ¢alismamizda bakteriyosin iiretimi yoniinden farklilik gosteren ii¢
susun (E. faecium U7, E. faecium N56, E. faecalis N57) benzer plazmid igerigine sahip

oldugu bulunmustur. Izolatlarin plazmid icerikleri Sekil 4.5.’de gosterilmektedir. Tiim
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izolatlarin biiyiigii 0.5 ve kiigiigii 0.12 kilobaz olan iki plazmide sahip oldugu bulunmustur.
Tespit edilen plazmid biiyiikliikleri, Abriouel ve ark. (2006) tarafindan elde edilen plazmid
bliytikliikleri ile karsilastirildiginda oldukea kiiciik olmustur. Benzer sekilde misir silaji
izolat1 E. faecalis MR99’un iki plazmide sahip oldugu bulunmus, ancak saptanan plazmid
biiyliklerinin ¢aligsma sonuglarimizdan farklilik gosterdigi bulunmustur. Plazmid igerigi ile
ilgili olarak yapilan diger bir calisma, izolatlar arasinda farkli say1r ve biiyiikliikte

plazmidler bulunabilecegini gostermektedir (Togay ve ark. 2010).

M U7 N56 N57

1500 bg —s>
1000 b¢—>

500 b¢—>

Sekil 4.5. E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin plazmid igerikleri. M, 100 b¢ marker; U7:
E. faecium U7; N56: E. faecium N56, N357: E. faecalis N57.

4.4. izolatlarda Enterosin Yapisal Genlerinin Belirlenmesi

Farkli enterosinleri kodlayan yapisal genlerin farkli kaynaklardan izole edilen E.
faecium ve E. faecalis suglarinda bulunma sikliginin incelenmesi ile ilgili olarak ¢ok sayida
calisma yapilmistir (Poeta ve ark. 2007, Klibi ve ark. 2008, Strompfova ve ark. 2008). Bu
calismalardan elde edilen ortak sonug, yapisal genlerin bakteriyosin iireticisi E. faecium ve
E. faecalis suslar1 arasinda siklikla tespit edildigi ve yapisal genlerin birden fazlasinin

bulundugu kombinasyonlarin izolatlar arasinda goriildiigii seklindedir. Ornegin, Poeta ve
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ark. (2007) yabani hayvan digkilarindan izole ettikleri 140 adet enterococci’nin 25
tanesinde L. momnocytogenes’e karsi antibakteriyal etki tespit ederken, bunlardan 17
tanesinde calisilan enterosin yapisal genlerinden (entA, entB, entP, entQ, cylL, entAS-48,

bac31 ve entL50A/B) en az birinin bulundugunu gostermislerdir.

Klibi ve ark. (2008), bakteriyosin lireticisi 7 adet E. faecium klinik izolatinin entA,

entB, entP ve entL.50A/B genlerinin farkli kombinasyonlarinin varligin1 géstermiglerdir.

Strompfova ve ark. (2008), igerisinde silaj kaynakli olanlarin da bulundugu farkli
kaynaklardan izole ettikleri E. faecium ve E. faecalis suslarinda entA, entB, entP ve
entL50B genlerinin varligin1 inceledikleri ¢alismada, 20 adet silaj kaynakli izolatin 18

tanesinde en az bir gen bulundugunu gostermislerdir.

Renye ve ark. (2009), peynir o6rneklerinden izole ettikleri E. faecium ve E. durans
suslarinda Listeria’ya karsit etkin bakteriyosine sahip olanlar arasinda farkli enterosin

yapisal genlerinin varligini tespit etmislerdir.

Calismamizda kullanilan E. faecium U7, E. faecium N56 ve E. faecalis N57
suslarinda entA, entB, entP ve entL50B yapisal genlerinin varlii PZR ile incelenmistir.
PZR amplifikasyonlarinin sonucu Sekil 4.6.’da verilmistir. Buna gore, bakteriyosin
aktivitesine sahip 2 sustan sadece birinde (E. faecium U7) entA, entB ve entP genlerinin
varlig1 tespit edilmistir. Enterosin yapisal genlerinin bakteriyosin akvitesine sahip suglarda
sikca tespit edilmesi, belirtilen ¢aligmalara uygunluk gdstermektedir. Bununla birlikte,
Strompfova ve ark. (2008) tarafindan silaj izolatlarinda goriilen yapisal genlerin
kombinasyonu ile E. faecium U7 igin tespit edilen kombinasyon arasinda farklilik
saptanmigtir. Bu sonug, farkli silaj habitatlarinda bulunan E. faecium ve E. faecalis

suslarmin farkli 6zelliklere sahip olabilecegi seklinde yorumlanmastir.

Sekil 4.6.’da entP genini tasiyan pozitif kontrolde amplifikasyon sonrasi bir bant
gozlenmemistir. Bu durum, Ornekteki primer baglanma bdlgesinin tasiyabilecegi bir
mutasyon olasiligi ile aciklanmistir. Ayrica enfL50B genine 0zgii primer ile E. faecium
N57 DNA’sindan elde edilen bant spesifik-olmayan bir iirlin olarak nitelendirilmis ve
ornek bu gen yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir. Bu durum iki sekilde
aciklanabilir. Birincisi, meydana gelen {iriiniin uzunlugu, primerlerin meydana getirmesi
beklenen uzunlukla uyusmamasindan; ikincisi, bant elde edilen PZR kosullarindaki

baglanma sicakliginin primerlerin ortalama erime sicakligindan daha diisiik olmasindandir.
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Yapisal genler ile ilgili bir diger bulgu, entA ve entB geninin en sik rastlanan genler
oldugu ve genellikle birlikte tespit edildigi seklindedir (Poeta ve ark. 2007). E. faecium U7

izolatinda belirtilen genlerin bir arada bulunmasi bu sonuca benzerlik gostermektedir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

entL50B

Sekil 4.6. E. faecium ve E. faecalis izolatlarina ait hiicresel DNA ornekleri iizerinde
yapisal genlerin amplifikasyonu. Sekilde belirtilen 6rnek su sekildedir. M, 100 bp marker;
1, entA i¢in pozitif kontrol; 2, E. faecium U7; 3, E. faecium N56; 4, E. faecium N57; 5,
entA ic¢in negatif PZR kontrolii (DNA igermeyen); 6, entB i¢in pozitif kontrol; 7, E.
faecium U7, 8, E. faecium N56; 9, E. faecium N57; 10, entB i¢in negatif PZR kontrolii
(DNA igermeyen); 11, entP i¢in pozitif kontrol; 12, E. faecium U7; 13, E. faecium N56;
14, E. faecium N57; 15, entP icin negatif kontrol; 16, entL50B icin negatif kontrol (gene
sahip olmayan 6rnek); 17, E. faecium U7, 18, E. faecium N56; 19, E. faecium N57; 20,
entL50B i¢in negatif PZR kontrolii (DNA i¢cermeyen). Cizgiler her bir spesifik primer ile

amplifikasyona tabii tutulan 6rnek grubunu belirtmektedir.

4.5. E. faecium U7 Izolatimin Biiyiime Egrisi ve Bakteriyosin Uretiminin Belirlemesi

Bakteriyosin iireticisi E. faecium U7 susunda yapisal genlerin de tespit edilmis
olmasi nedeniyle bu susun biiylime egrisi ve bakteriyosin liretimi incelenmistir. Sekil
4.7.’de farkl1 besi yeri pH’larinda iireyen bakterinin biiyiime egrisi gosterilmektedir. Buna

gore, besi yeri pH’s1 sabit olarak 4 ve 5 oldugunda biiylime olumsuz sekilde etkilenirken,
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besi yeri pH’sinin sabit olarak 6 ve ayarlanmamis olmas1 durumunda bakteri biiylimesinin
optimal diizeyde kaldigi goriilmektedir. Bu nedenle, bakterinin optimal biiyiimesinin
saglandig1 kosullarda bakteriyosin liretimi incelenmistir (Sekil 4.8.). Bakteriyosin iiretimi,
bliylimenin tiim zamanlarinda belirli bir diizeyde gerceklesse de, en fazla bakteriyosin
tiretimi logaritmik fazin sonlarinda (6. saat) goriilmektedir. Bu nedenle elde edilen sonug
bakteriyosin iiretiminin logaritmik fazda basladig1 ve bu fazin sonunda maksimum diizeye

eristigi musir silaji izolatt E. faecalis MR99’dan elde edilen sonuca uygunluk

gostermektedir (Sparo ve ark. 2006).

= =—pH ayarlanmamis
E E —=-pH 4

%73 pHS

=9

S —pH 6

Saat

Sekil 4.7. E. faecium U7 susunun farkli besiyeri pH kosullarinda biiyiime egrileri
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Sekil 4.8. E. faecium U7 sugunun bakteriyosin liretimi

4.6. E. faecium U7 Izolatindan Elde Edilen CFS Orneginin L. monocytogenes ATCC
7644’iin Bilyiimesine Etkisi

Bakteriosinlerin etkili oldugu bir organizma kiiltiiriine belirli konsantrasyonlarda
eklenmesinin ardindan, hedef bakterinin biiyiime ya da canliligi iizerindeki etki
bakteriyosin eklenmemis hedef hiicre kiltlirii ile karsilastirilarak belirli zaman
araliklarinda incelenebilmektedir. Bu tarz yapilan ¢ok sayidaki aragtirmaya ornek olarak,
16kosin OZ’nin L. plantarum’um canlilig1 iizerindeki etkinin belirlenmesi verilebilir
(Osmanagaoglu, 2007). Belirtilen ¢aligmada artan 16kosin konsantrasyonuna bagli olarak
hedef hiicrede canlilik kayb1 meydana gelmistir. Calismamizda L. monocytogenes ATCC
7644 hedef organizmasinin biiylimesine olan etki 3 farkli CFS konsantrasyonu (1000,
2000, 5000AU) ilavesinden sonra 6 saat boyunca optik densite degerleri ile takip
edilmistir. Sonuglar, bakteriyosin ilavesinin hedef hiicre kiiltiiriiniin biiylimesinde 4., 6. ve
8.saatlerde azalma meydana getirdigini gostermekle beraber, en fazla azalmanin 4. saatte
oldugunu gostermistir. Buna ilaveten 4. saatte bakteri biiylimesinin engellenmesinin
eklenen bakteriyosin konsantrasyonuna bagli olarak en fazla diizeyde 5000AU’da
gerceklestigi bulunurken, diger iki konsantrasyonda farklilik saptanmamistir. 4. ve 8.
saatlerde bakteri biiylimesinin engellendigi goriiliirken, bu zamanlarda konsantrasyona

bagimli bir inhibisyon gézlenmemistir.
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Izquierdo ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir calismada bir ot izolati olan E.
faecium 1T62 susundan elde edilen {i¢ farkli enterosinin (L50A, L50B ve IT)
saflastirilmasim1  takiben L. lactis Kkiiltiirlerine eklenmesi sonrasinda, c¢alismamiz

sonuglaria benzer sekilde kisa siireli ancak etkin bir optik densite azalig1 gériilmiistiir.

1,6 1
2 1,2 1 =&—L. monocytogenes ATCC 7677
§ E =#-1000 AU/ml
22 "7 2000 AU/ml
g° —¢5000 AU/ml

0.4 -

0,0 .

2 4 6 8
Saat

Sekil 4.9. E. faecium U7 susuna ait CFS’nin L. monocytogenes ATCC 7644 ’nin bliylimesi

uzerine etkisi

Lee ve Kim (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada fermente baliktan izole edilen
Enterococcus faecium DB1 susundan elde edilen anti-listeriyal bir bakteriyosinin, L.
monocytogenes kiiltiirlerine 3. saat sonunda eklendiginde, optik densite azalisinin 10 saat
boyunca devam ettigi ve bu azalisin ayni sekilde kaldigi gorilmiistiir.  Belirtilen
calismadan farkli olarak, ¢calismamizda bakteri biiyiimesinin engellenmesi daha az oranda
ve daha kisa siirede gerceklesmistir. Bu farkliligin ¢alisilan bakteriyosinlerin inhibisyon
etkilerindeki ya da konsantrasyonlarindaki farkliliktan meydana gelebilecegi gibi deneysel

kosullardaki farkliliktan da kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

4.7. E. faecium U7 Izolatina Ait Kismen Saflastirilmis Enterocinin Trisin-SDS PAGE

Analizi

Kismen ya da tamamen saflastirllmis bakteriyosinlerin molekiil agirliklarinin
belirlenmesinde elektroforetik yontemler siklikla kullanilmaktadir (Losteinkit ve ark.

2001). Bununla birlikte kiitle-spektrofotometri de molekiil agirhik tayininde
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kullanilmaktadir (Hu ve ark., 2010). Calismamizda PPE orneklerinin Trisin-SDS PAGE
analizi sonrasinda Coomasie ile boyanmasinda molekiil biiyiikliikleri 90 ila 35 kDa olan
bantlar goriilmiistiir (Sekil 4.10A.). Ancak bunlarin higbirinin bakteriyosin aktivitesi

tasimadig1 gorilmistiir.

kDa

<— 117
<—90

<—49

<—19

Sekil 4.10. E. faecium U7 susundan elde edilen PPE 6rneklerinin Trisin-SDS PAGE ile

analizi. A. Trisin-SDS PAGE sonrasinda Coomasie blue ile boyanma; B. Trisin-SDS
PAGE sonrasinda bakteriyosin aktivitesinin belirlenmesi. 1, U7 6rneginden amonyum
stilfat ¢oktiirme ve takiben diyaliz sonrasi elde edilen ekstrakt; 2, U7 6rneginden kloroform
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrakt; 3, U7 6rneginden amonyum siilfat ¢oktlirme sonrasi

elde edilen ekstrakt.

4.8. Jel Uzerinde Bakteriyosin Aktivitesinin Belirlenmesi

Sekil 4.10.B’de, Sekil 4.10.A’da boyanan jel ile ayni icerige sahip jelin diger yarisi
iizerinde yapilan bakteriyosin aktivitesinin belirlenmesi ile ilgili sonug¢ verilmistir. Sonug
L. monocytogenes ATCC 7644 flizerinde bakteriyosin aktivitesine sahip jel bolgesinin,
boyanan bantlarin bulundugu bolgeden farkli olarak 4 kDa civarinda oldugunu

gostermektedir.  Bulunan sonu¢ bakteriyosinlerin genellikle SDS-PAGE analizi ile
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belirlenen kiigiik molekiiler agirliklarina uygunluk gostermektedir. Ornegin, bir misir silaji
izolat1 olan E. faecalis’den saflastirilan enterosin MR99’un Trisin-SDS PAGE analizi
sonrasinda yapilan aktivite belirlenmesi sonucunda bakteriyosin aktivitesine sahip bandin
molekiiler agirliginin yaklasik 5 kDa oldugu bulunmustur (Sparo ve ark. 2006). Belirtilen
calisma sonuglarinin, mevcut sonuglar ile bir diger benzerligi ise aktivite belirlenen
bolgenin boyanmamis olmasidir. Diger calismalarda da, Laktasin B ve laktasin F
bakteriyosinlerinin de SDS-PAGE analizi sonrasinda Coomassie Blue veya gilimiis
boyanma ile boyanmadig1 bildirilmistir (Barefoot ve Klaenhammer 1984, Muriana ve

Klaenhammer 1991).

4.9. Farkh Enzimlerin ve Sicaklik Uygulamalarinin E. faecium U7 izolatindan Elde
Edilen PPE Uzerine Etkisi

E. faecium U7 izolatindan elde edilen PPE {izerinde farkli enzimlerin ve sicakliklarin
etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2.’de 6zetlenmistir. PPE ekstratinin
proteinaz K ile muamelesi sonrasinda aktivitesini kaybetmesi, PPE’nin protein yapisinda
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.11). Benzer sekilde protein hidrolizi yapan enzimlerin
bakteriyosin aktivitesini ortada kaldirdigt ve dolayisiyla protein yapisinda olduklari

gosterilmistir (Sparo ve ark., 2006, Osmanagaoglu, 2007).

Cizelge 4.2. Farkli enzim ve sicaklik uygulamalarimin PPE iizerindeki etkisi

Enzimler Aktivite”
Kontrol +
Proteinaz K -
Lizozim -
o-Amilaz -
Sicaklik
Kontrol
60 °C, 10 dakika
60 °C, 30 dakika
80 °C, 10 dakika
80 °C, 30 dakika
90 °C, 10 dakika
90 °C, 30 dakika
95°C, 10 dakika
95°C, 30 dakika
“+: aktivitenin varligi; — yoklugu seklinde belirtilmistir.

[+ |+ +
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Sekil 4.11. Farkli enzimlerin PPE iizerindeki etkisi

Buna ilaveten, E. faecium U7 izolatindan elde edilen PPE, lizozim ve amilaz’a kars1
da hassas olarak bulunmustur (Sekil 4.11). Calisma sonuglarina uygun sekilde amilaz’a
kars1 hassas enterosinler ¢esitli arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Ohmomo ve ark.
2000; Losteinkit ve ark. 2001; Lee ve Kim, 2010). Bu sonug¢ enterosinin glikoprotein
yapisinda oldugunu belirtmektedir.

PPE oOrneginin farkli sicakliklara maruz birakildiktan sonra aktivitesinin
belirlenmesi sonucunda bakteriyosin aktivitesinin c¢aligilan sicaklik ve siirelerdeki

muamelelerinden etkilenmedigini gostermektedir (Cizelge 4.2).

36



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada silaj kaynakli 3 adet Enterococcus izolatinin (E. faecium U7, E.
faecium N56 ve E. faecalis N57) bakteriyosin aktivitesi incelenmistir. Sonuglar izolatlarin
iki tanesinde (E. faecium U7 ve E. faecalis N57) bakteriyosin aktivitesinin bulundugunu
gosterirken, bu aktivitenin sadece E. faecium U7 izolatinda L. monocytogenes’e karsi
antibakteriyal etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Yaygin olarak bulunan enterosin yapisal genlerinin (entA, entB, entP ve entL.50B)
izolatlardaki varlig1 arastirilmis, izolatlarin sadece birinde (E. faecium U7) enterosin
yapisal genlerinden entA, entB, entP genlerinin bulundugu goriiliirken, diger iki izolatda
hicbir enterosin yapisal geni tespit edilememistir.

Calisma sonuglari, E. faecium U7 izolat1 i¢in fenotipik olarak belirlenen bakteriyosin
aktivitesinin tespiti ile yaygin enterosin genlerinin bulunmasi arasinda bir iliski
bulundugunu gostermistir. Diger izolatlar i¢in bu sekilde bir iligski gdzlenmemistir.

Izolatlarin plazmid iceriklerinin incelenmesi sonucunda, benzer plazmid icerigine
sahip olduklar1 bulunmustur. Tiim izolatlarin hemoliz 6zelligi incelendiginde, higbirinin -
hemoliz 6zellige sahip olmadig1 bulunmustur.

E. faecium U7 izolatinin biiyiime egrisi ve bakteriyosin iiretimi incelendiginde, en
fazla bakteriyosin iiretiminin logaritmik fazin sonlarinda meydana geldigi bulunmustur.
Bu izolattan elde edilen CFS Orneklerinin L. monocytogenes ATCC 7644’in biiylimesi
tizerine etkisi incelendiginde, CFS eklenen kiiltiirlerdeki biiylimenin en fazla 4. ve 6.
saatlerde engellendigi bulunmustur.

E. faecium U7 izolatindan elde edilen PPE 6rneginin Trisin-SDS-PAGE analizi
sonrasinda birden fazla protein bandina sahip oldugu goriiliirken, bunlardan higbirinin
bakteriyosin aktivitesine sahip olmadigi bulunmustur. Bununla birlikte, boyanma sonrasi
bant goriinmeyen bir bolgede (yaklasik 4 kDa) bakteriyosin aktivitesi tespit edilmistir.

Calisma sonuclarinin tiimii ele alindiginda E. faecium U7 izolatinin birden fazla
enterosin varligina sahip oldugu bulunmustur. Buna ilaveten, bu izolatin L.
monocytogenes lizerindeki 6zglin antibakteriyal etkisinin bulunmasi ve B-hemoliz 6zellige
sahip olmamast farkli yem bitkilerinden yapilacak silajlarda uygulama imkani
doguracaktir. Bununla birlikte, bu izolatin gida amagli veya hayvan sagligi alaninda
kullanim1 olasiliklar1 da s6z konusu oldugunda sahip olabilecegi diger virulans

faktorlerinin de detayl olarak incelenmesi yarar saglayacaktir.
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