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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BOZADAN iZOLE EDIiLEN Enterococcus faecium YT52 SUSU
TARAFINDAN URETILEN BAKTERIYOSINiN KARAKTERIZASYONU

Miige GOK CHARYYEYV

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Dog¢. Dr. Yasin TUNCER

Bu c¢alismanin amaci, bozadan izole edilen bakteriyosin iireticisi Enterococcus
faecium YT52 izolatinin tanisi ve tiretilen bakteriyosinin karakterizasyonudur. YT52
susunun Listeria monocytogenes ve Bacillus cereus gibi ¢esitli Gram pozitif
bakterileri inhibe ettigi belirlenmistir. YT52 izolatinin tanisi fenotipik ve genotipik
yontemler kullanilarak yapilmigtir. Fenotipik tani testleri sonucu YT52 izolati
Lactococcus lactis subsp. lactis olarak tanimlanmistir. Ancak, 16S rDNA dizi analizi
YT52 izolatinin Enterococcus faecium genomu ile % 99 homoloji gosterdigini ortaya
koymustur. E. faecium YT52 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin
karakterizasyonu icin bakteriyosinin farkli pH, sicaklik ve enzim uygulamalarina
kars1 davranigi incelenmistir. E. faecium YT52 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin
1s1 stabil ve asidik ve alkali sartlarda (pH 2.0-11.0) aktivite gosterdigi, fakat ¢esitli
proteolitik enzimlere ve a-amilaza duyarli oldugu belirlenmistir. Bilinen enterosin
primerleri kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalari
sonucu YT52 susunda enterosin A, B ve X yapisal genlerinin (entA, entB ve entX)
varhigi tespit edilmistir. YT52 susunda bakteriyosin {iretiminin gelisme fazinda
basladig1 belirlenmis ve maksimum bakteriyosin iiretimi (6400 AU/mL) bu fazin
sonunda dl¢iilmiistiir. E. faecium YT52 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin primer
metabolit kinetigine sahip oldugu belirlenmistir. Hiicre liziz ¢alismasi sonucu, E.
faecium YT52 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin L. monocytogenes ATCC
15813 susuna karsi bakterisidal etki gosterdigi belirlenmistir. Trisin-SDS-PAGE
analizi sonucu aktif protein bandinin molekiiler biyiikliigiiniin yaklagik 5.5 kDa
oldugu tespit edilmistir. Bu sonu¢ E. faecium YT52 susunda entB geninin fenotipik
olarak ifade edildiginin ancak entA ve entX genlerinin ise fenotipik olarak ya ifade
edilmediginin (sessiz “silent” gen) yada ¢ok diisiik diizeyde ifade edildiginin giiglii
delili olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Boza, Enterococcus faecium, bakteriyosin, enterosin B,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), sessiz enterosin geni, Trisin-SDS-PAGE.

2016, 77 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

CHARACTERIZATION OF BACTERIOCIN PRODUCED BY Enterococcus
faecium YT52 STRAIN ISOLATED FROM BOZA

Miige GOK CHARYYEV

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Egineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yasin TUNCER

The aim of this study was to identify bacteriocin producer Enterococcus faecium
YT52 isolate from boza and characterization of producing bacteriocin. It has been
determined that YT52 inhibits various Gram positive bacteria such as Listeria
monocytogenes and Bacillus cereus. The identification of YT52 isolate was done
using phenotypic and genotypic methods. YT52 isolate was identified as
Lactococcus lactis subsp. lactis as the results of the phenotypic identification tests.
However, 16S rDNA analysis put forward that YT52 isolate showed 99 % homology
with Enterococcus faecium genome. The behaviour of the bacteriocin was examined
against different pH, temperature and enzyme treatments for characterization of the
bacteriocin produced by YT52 strain. It was determined that the bacteriocin
produced by E. faecium YT52 was heat stable and active at acid and alkaline
conditions (pH 2.0-11.0), but it was sensitive to several proteolytic enzymes and o-
amylase. Present of the enterocin A, B and X structural genes (entA, entB and entX)
in the YT52 strain were identified by polymerase chain reaction (PCR) assay by
using known enterocin primers. It has defined that bacteriocin production started at
logaritmic phase and maximum bacteriocin production (6400 AU/mL) was measured
at the end of this phase. The result of the cell lysis study showed that bacteriocin
produced by E. faecium YT52 strain was act as bactericidal against L.
monocytogenes ATCC 15813 strain. After Tricin-SDS-PAGE analysis, it has been
determined that there is only one active protein band with the molecular size
approximately 5.5 kDa in the partial purification of supernatant of E. faecium YT52.
This result has been assessed as strong evidence of expression of entB as
phenotypically but entA and entX genes were not expressed (silent gene) or a too low
phenotypic expression of these genes.

Keywords: Boza, Enterococcus faecium, bacteriocin, enterocin B, polymerase chain
reaction (PCR), silent enterocin gene, Tricine-SDS-PAGE.

2016, 77 pages
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1. GIRIS

Gida muhafazasi, gida kaynaklarinin etkin kullanilmasi1 ve saglikli beslenme gida
sanayisinin en 6énemli ¢alisma konularindandir. Hizla artan niifus ve gida piyasasinin
globallesmesi fonksiyonel, minimal isleme tabi tutulmus, dayanikli, saglikli, taze ve
giivenilir yeni gidalara olan talebi arttirmistir. Gida bozulmalarindan dolayr meydana
gelen ekonomik kayiplarin 6nlenmesi, gida liretim maliyetlerinin diistiriilmesi ve
gidalarin  taginmas1 esnasinda meydana gelebilecek herhangi bir patojen
kontaminasyonunun engellenmesi gida sanayiSinin en Onemli amaglarindandir.
Alternatif gida koruma islemlerinden olan biyokoruma gidanin mikrobiyolojik olarak
bozulmasin1 Onlemekte ve bdylece gidalar giivenilir bir sekilde muhafaza
edilebilmektedir. Ozellikle tiiketiciler tarafindan saglikli beslenme, katkisiz ve
organik beslenme talebinin artmasiyla biyokoruma ile dogal olarak {iriin muhafazasi
yoniindeki calismalar giiniimiizde 6nem kazanmustir. Uretilen gidalarin uzun siire
bozulmadan saklanabilmesi i¢in kullanilan en yaygin biyokoruma yontemlerin
basinda fermantasyon gelmektedir. Uriiniin organaleptik 6zelliklerinin geligmesi,
tekstiir, kivam gibi fiziksel 6zelliklerinin degismesi laktik asit bakterileri (LAB) gibi
sagliga zarari bulunmayan, iiriin olusumunda etkili bakterilerin fermantasyonu ile
gerceklesmektedir. LAB gida ortamlarinda fermantasyon ile ayn1 zamanda karbon
dioksit, diasetil, hidrojen peroksit, bakteriyosin, organik asit gibi antimikrobiyal
maddeler {retmektedirler. Bu antimikrobiyal maddeler gidalarda bulunan,
fermantasyonda gorevi olmayan hatta patojen 06zellige sahip olan diger
mikroorganizmalarin  gelisimini inhibe edebilmekte veya bakterisidal etki
gosterebilmektedirler. Aslinda LAB ve onlarin irettikleri bakteriyosinler farkinda
olmadan yiizyillardir tiiketilmektedirler. Bakteriyosinlerin gidalarda patojen ve
bozucu mikroorganizmalara karsi inhibisyon etkileri, pH ve 1s1l islem gibi degisen
kosullara goreceli tolerans gostermeleri, kiiciik peptit yapisinda olmalari, sindirim
enzimleri ile kolayca sindirilebilmeleri ve toksik 6zellikte olmamalar1 biyokoruyucu

olarak rol oynamasinda 6nemini arttirmaktadir.

Enterokoklar peynir ve sosis gibi ¢esitli geleneksel fermente gidalarda dominant
mikroflorayr olustururlar. Bu bakteriler laktik asit tiretimi, proteolitik ve lipolitik
aktiviteleri, sitrat metabolizmasi, probiyotik 6zellikleri ve bakteriyosin iiretimi gibi

cesitli fonksiyonel o6zelliklerinden dolay1 fermente gida endiistrisinde onemli rol

1



oynamaktadirlar. Enterokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinler (enterosinler)
ozellikle Listeria monocytogenes’e karsi giiclii bakterisidal etki gostermektedir. L.
monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin tiiketimi tiiketici saglig1 acisindan
blyiik risk teskil etmektedir. Bu yiizden her tiirlii gida prosesine dayaniklilik
gosterebilen L. monocytogenes’in gelismini inhibe eden ve gida prosesinde onemli
rolii olan enterokoklarin ve bunlar tarafindan {iretilen enterosinlerin gida
endiistrisinde biiyiik bir kullanim potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Yapilan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda bozadan izole edilen bakteriyosin iireticisi

YT52 izolatinin tanisi ve iiretilen bakteriyosinin karakterizasyonu amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enterokoklarin Genel Ozellikleri

Enterokoklar ilk olarak 1899 yilinda Thiercelin tarafindan tanimlanmistir (Franz vd.,
1999). Streptococcus cinsi bakteriler 1937 yilinda Sherman tarafindan piyojenik
streptokoklar, viridans streptokoklar, laktik streptokoklar ve enterokoklar olmak
tizere dort gruba ayrilmistir. Streptococcus cinsi daha sonra fizyolojik testler,
karsilastirmali serolojik caligmalar ve siiperoksit dismutaz enzim analizlerinin yani
sira niikleik asit hibridizasyonu (DNA:DNA ve DNA:RNA) gibi molekiiler
tanimlama tekniklerinin gelistirilmesiyle beraber Streptococcus, Lactococcus ve
Enterococcus olmak iizere 3 ayri cins olarak anilmaya baslanmistir (Franz vd., 2003;
Klein, 2003).

16S rRNA dizilimi dikkate alindiginda enterokoklar 4 gruba ayrilmistir.
Enterococcus faecium, E. hirae, E. mundtii “faecium” grubunu, E. avium, E.
raffinosus, E. malodoratus ve E. pseudoavium “avium” grubunu, E. classeliflavus ve
E. gallinarum “gallinarum” grubunu, E. columbae ve E. cecorum da dérdiincii grubu
olusturmaktadir. E. faecalis, E. dispar, E. flavescens, E. saccharolyticus, E. sulfurous
ve E. seriolicida gibi diger tim enterokoklar ise bireysel olarak siniflandirilmaktadir
Enterokok tiirleri arasinda ozellikle E. faecalis ve E. faecium fermente gidalarin
kendine has tat, aroma ve tekstir oOzelliklerinin gelisiminde Onemli rol
oynamalarindan dolay1 6nem arz etmektedirler. Bu iki tiir ayrica probiyotik olarak da
degerlendirilmektedir (Franz vd., 1999; Franz vd., 2003; Klein, 2003; Gomes vd.,
2008; Ozmen-Togay and Temiz, 2011).

Enterokoklar, karbonhidratlar1 L-laktik aside fermente edebilme 6zelliklerinden
dolayr homofermentatif laktik asit bakterileri iginde yer alan, Gram pozitif, spor
olusturmayan, baz1 suslarinin pseudo-katalaz reaksiyonu gostermesine karsin
genellikle katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik, E. casseliflavus ve E. gallinarum gibi
bazi tiirleri disinda hareketsiz, kok morfolojisine sahip bakterilerdir. Sivi besi
ortamlarinda tek, ¢ift veya kisa zincir formunda iireme gosterirler. Enterokoklar
mikroskobik olarak streptokok tiirlerinden ayirt edilemezler. Bazen Gram-pozitif

kokobasil seklinde goriilebilirler. Optimum iireme sicakliklar1 35 °C olmakla beraber
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10-45 °C sicaklik araliginda, % 6.5 NaCl ve pH 9.6 ortaminda da iireyebilmekte, 60
°C’de 30 dakikalik 1s1l isleme dayanabilmekte ve suslarin ¢ogu % 40 safra tuzu
varliginda eskulini hidrolize edebilmektedir. Ancak, E. avium, E. saccharominimus,
E. cecorum ve E. columbae gibi nadir tirler % 6.5 NaCl iceren ortamda az
gelismekte veya hi¢ gelisememektedir. Enterokoklar genellikle hemolitik aktivite
gostermezler. Ancak bazi suslarinin a-hemolitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Schleifer ve Kilpper-Balz, 1987; Devriese vd., 1993; Franz vd., 1999; Gardin vd.,
2001; Vancanneyt vd., 2004; Ozmen-Togay and Temiz, 2011).

Baz1 geleneksel fermente gidalarin kendine has yapi, tat ve aromasinin olusumunda
onemli rol oynayan enterokoklar primer patojen olarak kabul edilmemelerine
ragmen, ikincil patojen olarak 6zellikle insan bagisikligini tehlikeye atan bakteriler
icerisinde tanimlanmaktadirlar (Larson vd., 2008). Diisiik su aktivitesi, yiiksek 1s1
gibi ¢evresel kosullara, bazi antiseptiklere direngli olmalar1 ve cansiz yiizeylerde
uzun siire yasayabilmeleri nedeniyle, hastane enfeksiyonlar1 agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadirlar (Facklam, 2002). Enterokoklar bakteriema iiriner, sistem enfeksiyonu
ve endokarditis gibi hastane enfeksiyonlarinda ©6nemli rol oynamaktadirlar

(Lukasova ve Sustackova, 2003).

Enterokoklar bazi geleneksel fermente gidalarda dominant mikroflora olarak rol
oynarlar. Enterokoklar, fonksiyonel 6zelliklerinden dolay: yani laktik asit tiretimi,
proteolitik ve lipolitik aktiviteleri, sitrat metabolizmasi, probiyotik 6zellikleri ve
bakteriyosin  gibi  antimikrobiyal aktiviteye sahip proteinleri sentezleme
yeteneklerinden dolayr fermente gida endiistrisinde 6nemli rol oynayan LAB’dir
(Andrighetto vd., 2001; Saraninopoulos vd., 2001; Giraffa, 2003; Franz vd., 2003;
Foulquie-Moreno vd., 2006; Ogier vd., 2008). Enterokoklar bazi peynirlerin
olgunlagmasi esnasina iriiniin organoleptik o6zelliklerinin gelisimine sagladiklar
katkidan dolay1 siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilabilmektedirler.
Ingiltere’de “Advisory Committee on Novel and Processes” Komitesi fermente siit
tirtinlerinde E. faecium k77D susunun starter kiiltiir olarak kullanimini onaylamistir
(Franz vd., 2003; Saraninopoulos vd., 2001). Yapilan bir ¢alismada, Tunus fermente
stit Uirtinii olan “Rayeb” den izole edilen E. faecium MMRA susunun mide asidi ve

safra tuzlarina karsi toleransli, sindirim sistemindeki mukozal dokulara tutunabilme



ve bakteriyosin iiretebilme yeteneklerinden dolay1 probiyotik kiiltiir olarak kullanim

potansiyeli oldugu belirlenmistir (Rehaiem vd., 2014).

2.2. LAB Tarafindan Uretilen Bakteriyosinlerin Simiflandirilmasi

Tagg vd. (1976), tarafindan belirtilen kriterlere gore, bakteriyosinler protein
yapisinda antagonistik maddeler olup smirli sayida bakterilere, Ozellikle de
bakteriyosin iireten bakteriye yakin tiirlere karsi bakterisidal veya bakteriyostatik
aktiviteye sahip bilesiklerdir. Bakteriyosinler i¢in farkli siniflandirmalar yapilmakla
birlikte, daha ¢ok Klaenhammer’in 6zellikle Gram pozitif bakterileri dikkate alarak
yaptigi smiflandirma kullanilmaktadir. Bakteriyosinlerin biyokimyasal &zellikleri
dikkate alinarak yapilan bu smiflandirmaya gore bakteriyosinler molekiil
biiytikliikleri, kimyasal yapilari, etki mekanizmalari ve 1s1 stabilitelerine gore 4 gruba
ayrilmislardir (Cizelge 2.1). Ancak biyokimyasal tanimlanmasi1 bakimindan daha ¢ok
ilk 3 grup dikkate alinmaktadir (Chen ve Hoover, 2003).

Cizelge 2.1. LAB tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin gruplandirilmasi

Grup I. Lantibiyotikler

la: Nisin benzeri lantibiyotikler. Katyonik 6zellik igerirler.
Ib: Duramisin benzeri lantibiyotikler. Globiiler proteinler olup diisiikk negatif yiik

igerirler.

Grup 1. Lantibiyotik olmayan 1s1 stabil bakteriyosinler

Ila: Antilisterial etkili pediosin benzeri bakteriyosinler
I1b: iki bilesenli (iki peptitli) bakteriyosinler

Ilc: Siklik bakteriyosinler

I1d: Diger grup Il bakteriyosinler

Grup I11. Yiiksek molekiiler agirliga sahip 1s1ya duyarli bakteriyosinler

Grup IV. Lipit veya karbonhidrat yan gruplar1 iceren kompleks bakteriyosinler

2.2.1. Grup I: Lantibiyotikler

Bu grup iiyesi bakteriyosinler daha c¢ok “lantiyonin” igermeleri nedeniyle

lantibiyotikler olarak adlandirilmakta ve yapilarinda bilinen amino asitlerden farkl



olarak lantiyonin (Lan) ve metillantiyonin (MeLan) amino asit tiirevlerini
icermektedirler. Bununla birlikte yapilarinda biyokimyasal ozelliklerini etkileyen
dehidroalanin ve dehidrobiitirin de bulunmaktadir. Molekiil agirliklar1 5 kDa’dan
daha dustiktiir. Bu grupta yer alan nisin, laktisin 3147A ve 3147B ile plantarisin
C’nin 1s1 stabiliteleri yiiksek olup, asidik pH’da 100 °C’ye kadar stabilitelerini
koruyabilmektedirler (Chen ve Hoover, 2003). Bu gruptaki bakteriyosinler kimyasal
yapilarina ve antimikrobiyal aktivitelerine gore la ve Ib lantibiyotikleri olmak tizere
iki gruba ayrilirlar (Twomey vd., 2002; Chen ve Hoover, 2003). Grup la
bakteriyosinler pozitif yiike sahip hidrofobik polipeptitlerdir. Membran aktif peptitler
olan bu grup lyesi bakteriyosinler membranda por olusturarak antimikrobiyal
aktivite gostermektedirler (Twomey vd., 2002; Chen ve Hoover, 2003). Grup Ib
tiyesi bakteriyosinler ise yiiksiiz veya negatif yiiklii olup, globiiler proteinlerdir.
Spesifik enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite gostermektedirler (Twomey
vd., 2002).

2.2.2. Grup II: Lantibiyotik olmayan 1s1 stabil bakteriyosinler

Bu grup tyesi bakteriyosinler Grup I’den farkli olarak lantiyonin igermezler. Isi
stabil olan bu bakteriyosinlerin molekiil agirliklart 10 kDa’dan diisiiktiir.
Antimikrobiyal aktiviteleri membran aktif olmalarindan kaynaklanmaktadir. Cok
sayida bakteriyosin i¢eren bu grup 3 alt gruba ayrilmaktadir (de Martinis vd., 2002).
Grup lla tiyesi bakteriyosinler 6zellikle Listeria’ya karsi aktiftirler. Bakteriyosinin
N-terminal ucunda Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizisi yer almaktadir
(Chen ve Hoover, 2003). Grup llb iiyesi bakteriyosinler yapisal olarak birbirinden
farkli iki polipeptit igerirler. Bu polipeptitler tek baslarina aktivite gosterikleri gibi
birlikte sinerjik etki gosterirler. Bu grup tiyesi bakteriyosinler hiicre membraninda
por olusturarak antimikrobiyal aktivite gosterirler (Héchard ve Sahl, 2002). Grup llc
iyesi bakteriyosinler, grup II bakteriyosinlerin 6zelliklerini gosteren ancak, grup Ila
ve grup IIb altinda siniflandirilmayan diger bakteriyosinleri igermektedir. Bu grup
liyesi bakteriyosinlerin birgogu sistein kalintis1 igermektedir. Bu nedenle bu
bakteriyosinlere tiolbiyotik’ler veya sistibiyotik’ler denilmektedir. Bu bakteriyosinler
Tiyo-aktif bakteriyosinler olup, aktiviteleri ic¢in indirgenmis sistin kalintisina

gereksinim duyarlar (de Martinis vd., 2002).



2.2.3. Grup III: Yiiksek molekiiler agirhga sahip 1s1iya duyarh bakteriyosinler

Grup III tiyesi bakteriyosinler, 1siya duyarli ve biiylik molekiiler agirliga sahip (30
kDa ve iizeri) bakteriyosinlerdir. Lactobacillus helveticus tarafindan iiretilen
helvetisin J ve helvetisin V-1829 ve Lactobacillus acidophilus tarafindan iretilen
laktisin B bu grubun en bilinen iiyeleridir (Chen ve Hoover, 2003; Jeevaratnam vd.,

2005; de Vuyst ve Leroy, 2007; Todorov, 2009).

2.2.4. Grup 1V: Lipit veya karbonhidrat yan gruplar1 iceren kompleks

bakteriyosinler

Grup 1V tyesi bakteriyosinlerin biyolojik aktiviteleri i¢in, polipeptit yapis1 disinda
karbonhidratlar veya lipitler gibi ilave bazi yapilar igermeleri gerekmektedir.
Plantarisin S, laktosin 27 ve leukonosin S bu grubun bazi iiyeleridir (Ennahar vd.,
2000; Nes ve Holo, 2000; Jeevaratnam vd., 2005).

2.3. Enterokoklar Tarafindan Uretilen Bakteriyosinler

Enterokoklarin iirettigi bakteriyosinler enterosin olarak isimlendirilmektedir.
Enterosinlerin kullanimi sucuk fermentasyonunda ve dilimlenmis vakum paketli
pismis et lrlinlerinde Listeria monocytogenes’in gelisiminin ve LAB tarafindan
uriinde yapiskan tabaka Onlenmesinde ek koruma yontemi olarak yarar
saglamaktadir. Enterosin ireticisi enterokoklar kimyasal koruyuculara alternatif
olarak et iriinlerinde patojen kontrolii i¢in kullanilabilmektedir (Hugas vd., 2003;
Isleroglu vd., 2008)

2.3.1. Enterosin A

Enterosin A’nin ilk olarak E. faecium CTC492 susu tarafindan sentezlendigi tespit
edilmistir (Aymerich vd., 1996). Ayrica enterosin A’nin E. faecium DPC1146, E.
faecium P21 gibi baz1 E. faecium suslar tarafindan da sentezlendigi belirlenmistir
(O’Keeffe vd., 1999; Herranz vd., 2001). Enterosin A, grup lla bakteriyosinleri
smifina dahil kiigiik molekiiler agirliga sahip, 1s1 stabil bir bakteriyosindir. Enterosin

A birgok grup lla bakteriyosinleri gibi N-u¢ zincirinde YGNGV konsensus serisini
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icermektedir. Enterosin A’nin molekiiler agirligi 4828.67 Da’dur. Enterosin A
tripsin, pronaz E ve proteinaz K gibi proteolitik enzimlerle muamele edilmesi sonucu
aktivitesini kaybetmektedir. Enterosin A 100 °C’de 15 dakika 1s1 uygulamasina
direnglidir. Genis pH aralifinda (2.0-10.0) enterosin A’nin aktivitesi stabildir.
Enterosin A E. faecalis’in yani1 sira onemli gida patojenlerden Listeria spp., L.
monocytogenes, B. cereus ve S. aureus bakterilerine karsi inhibitor aktivite
gostermektedir (Ghrairi vd., 2008). entA geni tarafindan kodlanan enterosin A, 18
amino asit kalintis1 igeren Oncii peptitin translokasyonu sonrasi 47 amino asit igeren

olgun peptite doniiserek sentezlenmektedir (Borrero vd., 2011).

2.3.2. Enterosin B

Enterosin B, E. faecium T136 susu tarafindan sentezlenmektedir (Casaus vd., 1997).
Ayrica Enterosin B’nin Tunus siit tiriinii olan “Rigouta” peynirinden izole edilen E.
faecium MMT21 susu tarafindan (Ghrairi vd., 2008) ve ¢ig siitten izole edilen E.
faecalis MYESS8 susu (Tuncer vd., 2014) tarafindan da sentezlendigi tespit edilmistir.
Grup Ila bakteriyosinleri sinifinda yer alan enterosin B diger grup lla iiyesi
bakteriyosinlerde goriilen YGNGV konsensus motifini igermemesi agisindan
farklilik gostermektedir. Ancak grup Ila bakteriyosinlerinin icerdigi bakteriyosin
transport sisteminde rol oynayan ¢ift glisin-tip lider sekansi icermesi agisindan ise
benzerlik gostermektedir (Casaus vd., 1997). Enterosin B’nin molekiiler agirlig
5463.8 Da’dur. Enterosin B tripsin, pronaz E ve proteinaz-K gibi proteolitik
enzimlerle muamele edilmesi sonucu aktivitesini kaybetmektedir. Enterosin B’nin
inhibitor aktivitesi 100 °C’de 15 dakika siireyle 1s1l islem uygulamasi sonras1 ve pH
2.0-10.0 degerleri arasinda stabildir (Ghrairi vd., 2008). Gida bozulmasina ve gida
zehirlenmesine yol agan patojenlerden E. faecalis, Listeria spp., L. monocytogenes,
B. cereus, S. aureus ve L. innocua, bakterilerine karsi inhibitor aktivite
gostermektedir (Ghrairi vd., 2008; Tuncer vd., 2014).

2.3.3. Enterosin C

Enterosin C, insan kolostridiumundan izole edilen E. faecalis C901 tarafindan
tiretilen grup IIb iiyesi bir bakteriyosindir. Enterosin C, C1 ve C2 olarak adlandirilan

ve sinerjik antimikrobiyal aktivite gosteren iki farkli peptitden olusmaktadir.
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Enterosin C1 ve C2 yapisal genleri ve bagisiklik genleri 9 kb’lik pEntC plazmiti
tizerinde kodlanmaktadir. Enterosin C1 ve C2’nin molekiiler agirliklar1 sirasiyla
4284 ve 3867 Da’dur. Enterosin C, Actinomyces neuii, E. faecalis, E. faecium,
Facklamia hominis, Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei, Leuconostoc
mesenteroides, Propionibacterium acnes, Staphylococcus caprae, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus anginosus ve Streptococcus intermedius suslarina karsi
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Enterosin C1 ve C2’nin amino asit sekans
analizi sonucu enterosin Cl’in E. faecalis BFE1071 tarafindan iiretilen olgun
enterosin 1071A’nin N-ug bolgesindeki ilk 10 amino asit ile % 100 homolog oldugu
enterosin 1071B’nin sekansinda ise enterosin C2’den bir amino asit farkli oldugu
belirlenmigtir. Enterosin 1071B’de 17. pozisyonda treonin bulunurken enterosin
C2°de 17. pozisyonda apolar alanin kalintis1 bulunmaktadir (Sekil 2.1.) (Maldonado-
Barragan vd., 2009).

EntCi (1071A) ESVFSK AVIGPAAYW[ NMSDVNQAPR INRKEKH
LenGo GTWDD GIGRVAYW) NMSDVNQASRINRKEKH
LcnQo ST G vV KA

EntC2 GPG QPAY EGNEKNKWENV

1071B GPG QPAY TGLA EGNENKWENV

LenGp KKW PAY KGFG TREGNKDEWEN]

LenQp E G L

Sekil 2.1. Enterosin 1071 (ent1071A ve 1071B), laktokoksin G (LcnGa ve LenGp) ve
laktokoksin Q (LcnQo ve LenQp) ile enterosin C’nin (entCl ve entC2)
amino asit sekanslarinin karsilastirilmasi1 (Maldonado-Barragan vd., 2009).

2.3.4. Enterosin |

Enterosin I, Ispanyol fermente yesil zeytininden izole edilen E. faecium 6T1a susu
tarafindan {retilen 44 amino asitten olusan bir bakteriyosindir. Saflastirilmig
enterosin I'nin  SDS-PAGE analizi sonucu molekiiler agirligt 5 kDa olarak
hesaplanmistir. Enterosin [ zeytin fermentasyonunda dogal olarak bulunan

Lactobacillus, Lactococcus ve Pediococcus pentosaceus suslarina, Gram-pozitif
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zeytinde bozunmaya yol acan bakterilerden Propionibacterium spp., Clostridium
spp. ve Bacillus spp. suslarina, zeytin fermentasyonunu yaygin olarak kontamine
eden E. faecalis ve ayrica L. innocua ve L. monocytogenes suslarina karsi inhibitor
aktivite gostermektedir. Enterosin I {iretimi, E. faecium 6T1a susunda bakteriyosin
tiretimi ve bagisiklik genlerinin pEF1 plazmiti {izerinde kodlu oldugu gdzlenmistir
(Floriano vd., 1998). Enterosin | 100 °C’de 5 dakika 1s1l islem sonrasinda aktivitesini
kaybetmemekte ancak, otoklavlandiktan sonra tamamen inaktive olmaktadir.
Enterosin I a-kemotripsin, pronaz E, proteinaz-K, subtilopeptidaz A, termolisin ve
tripsin enzimleri ile muamele edilmesi ile aktivitesini tamamen kaybetmektedir.
Diger taraftan enterosin I’nin inhibitdr aktivitesini a-amilaz, katalaz, fisin, lizozim ve
RNaz A uygulamasi ile aktivitesini kaybetmedigi tespit edilmistir. Enterosin |
tretimi logaritmik artis fazinda maksimum seviyeye ulasmakta ve erken durma
fazinda sabit olarak kalmaktadir. Enterosin I’nin amino asit dizilimi diger pediosin
benzeri enterokok bakteriyosinleri ile karsilastirildiginda bazi  farkliliklar
goriilmektedir. Enterosin |, diger pediosin benzeri bakteriyosinlerin ¢ogunun
(enterosin B ve karnobakteriyosin A istisnalar1 hari¢) N-u¢ bolgesinde yaygin olarak
goriilen YGNGV,C motifini igermemektedir. Ayn1 zamanda enterosin [ diger
pediosin benzeri bakteriyosinlerde mevcut olan sistein kalintisini igermemektedir.
Sistein kalintis1 bakteriyosinlerin antibakteriyal etkinliklerinde son derece énemlidir.
Iki ya da daha fazla sistein kalintis1 igeren bakteriyosinler disiilfit formunda kopriiler
olusturabilirler. Disiilfit kopriisii iceren bakteriyosinler daha genis inhibisyon
spektrumuna sahiptirler. Sistein kalintis1 igermeyen bakteriyosinler ise genel olarak

daha dar inhibitor spektrumuna sahiptirler (Floriano vd., 1998).

2.3.5. Enterokoksin EFS2

Enterokoksin EFS2 yar1 kat1 geleneksel Fransiz peyniri yiizeyinden izole edilen E.
faecalis EFS2 susu tarafindan iretilen 67 amino asit igeren bir bakteriyosindir.
Enterokoksin EFS2, L. innocua LIN11 susuna kars1 bakterisidal etki gostermektedir.
Enterokoksin EFS2 pH 4.5-9.0 araliginda aktivite gostermektedir. Molekiiler agirligi
7146.4 Da olan enterokoksin EFS2 duragan fazin baglangicinda maksimum diizeyde

goriilmektedir (Maisnier-Patin vd., 1996).
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2.3.6. Enterosin F-58

Enterosin F-58, “Jben” isimli ke¢i peynirinden izole edilen E. faecium F58 susu
tarafindan tretilen genis etki spektrumlu bir bakteriyosindir. pH 4.0-8.0 degerleri
arasinda aktivite gosterebilen enterosin F-58 100 °C’de 5 dakika siireyle 1s1l islem
sonrasinda stabilitesini koruyabilmektedir. Antimikrobiyal aktivite F-58A ve F-58B
adli sirasiyla 5210.5 ve 5234.3 Da molekiiler biiyiikliige sahip iki peptit ile
gerceklesmektedir. F-58A ve F-58B peptitlerinin  yapisal genleri 22 kb
biiyiikliigiindeki plazmit tizerinde kodlanmaktadir. Enterosin F-58’in amino asit
sekans1 enterosin L50 ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Achemchem vd.,

2005).

2.3.7. Enterosin FH 99

E. faecium FH 99 susundan izole edilen enterosin FH 99, ¢esitli Gram-pozitif patojen
ve saprofit bakterilere karsi inhibitor aktivite gosteren grup II dyesi bir
bakteriyosindir. Enterosin FH 99 pH 2.0-10.0 araliginda ve yiiksek derecelerde
sicaklik uygulamalarindan (100 °C’de 60 dakika) sonra bile aktivitesini
koruyabilmektedir. Enterosin FH 99 proteinaz-K, papain, tripsin, pronaz-E, fisin,
kemotripsin ve proteaz | enzimleri ile muamele edildiginde aktivitesini tamamen
kaybetmekte fakat amilaz, lipaz ve katalaz enzimlerinden ise etkilenmemektedir.
Enterosin FH 99, otoklavlandiktan (121 °C’de 15 dakika) sonra bile aktivitesini
kaybetmemektedir. SDS-PAGE analizleri sonucu enterosin FH 99’un molekiiler
biiylikliigli yaklasik olarak 5 kDa olarak hesaplanmistir. Enterosin FH 99 L.
monocytogenes, S. aureus ve E. faecalis’in yani sira birgok LAB’ne kars1 aktivite
gostermektedir (Gupta vd., 2010).

2.3.8. Enterosin HJ35

Enterosin HJ35, insan derisinden izole edilen E. faecium HJ35 susu tarafindan
tretilmektedir. E. faecium HIJ35 susu Propionibacterium acnes’e karsi aktivite
gosterdigi icin akne tedavisinde antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir.
Enterosin HJ35 Enterococcus spp., S. aureus, S. epidermitis, C. perfringens,

Micrococcus flavus, L. monocytogenes, L. ivanovi, E. coli, Pseudomonas fluorescens
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ve P. acnes’e karsi antibakteriyel aktivite gostermektedir. Enterosin HJ35 proteaz
XIV uygulamasi ile aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Enterosin HJ35’in 1s1l
islem (100 °C’de 30 dakika), farkli pH (pH 3.0-9.0) ve organik solvent
ugulamalarina kars1 aktivitesi stabildir. Enterosin HJ35’in molekiiler biiyiikligii
SDS-PAGE analizi sonucunda yaklasik olarak 4-4.5 kDa oldugu belirlenmistir.
Maksimum bakteriyosin iiretiminin ge¢ durma fazinda (12.800 AU/mL) tespit
edildigi belirlenmistir (Yoon vd., 2005).

2.3.9. Enterosin HZ

Enterosin HZ, E. faecium HZ tarafindan sentezlenen bir bakteriyosindir. Enterosin
HZ papain ve tripsin enzimlerine kars1 duyarl ancak pepsin, lipaz, katalaz, a-amilaz,
organik solventler, deterjanlar, B-merkaptenol ve 1s1 uygulamalarina (90 °C’de 30
dakika) kars1 direclidir. Enterosin HZ, pH 2.0-9.0 araliginda aktivite gostermektedir.
Maksimum bakteriyosin {iretimi orta ve ge¢ logaritmik artis fazinda
gerceklesmektedir. Molekiiler agirligi yaklasik 4.5 kDa olarak belirlenmistir
Enterosin HZ Lb. plantarum, E. faecalis, E. faecium, L. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides ve L. monocytogenes’e karsi aktivite gostermektedir (Yildirim vd.,
2014).

2.3.10. Enterosin EFS100

Enterosin EFS100, E. faecalis EFS100 susu tarafindan {iretilen genis etki
spektrumuna sahip bircok Gram pozitif bakteriye karsi antimikrobiyal aktivite
gosteren bir bakteriyosindir. Bakteriyosin {iretimi pESF100 plazmiti {izerinde
kodludur. Enterosin EFS100, 60 °C’de 60 dakika, 80 °C’de 40 dakika, 100 °C’de 30
dakika ve 121 °C’de 15 dakika 1s1l islem uygulamasinda aktivitesini korumaktadir.
Ayrica 4 °C’de 2 ay siireyle depolama sonrasinda da bakteriyosin aktivitesi stabil
kalmistir. Enterosin EFS100, pH 5.0-8.5 araliginda aktifken alkali pH kosullarinda
hizla inaktive olmaktadir. Enterosin EFS100, a-kemotripsin ve pronaz E ile muamele
edilmesi sonucu tamamen, tripsin ile muamele edilmesi sonucu ise kismen
aktivitesini kaybetmektedir. Katalaz, fisin, lizozim, pepsin A ve Kkloroform ile
muamele edilmesi sonucu bakteriyosin aktivitesinde herhangi bir degisim meydana

gelmemektedir. Bakteriyosin iiretimi erken logaritmik fazda baslamakta ve erken

12



durma fazinda ~maksimum seviyeye ulagmaktadir. Enterosin  EFS100
Corynebacterium diphtheriae, L. acidophilus, Micrococcus lysodiecticus, L.
monocytogenes, S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus equi, E. faecalis, E. faecium, Streptococcus mutans,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes ve Streptococcus sanguis gibi
Gram-pozitif bakterilere ve Klebsiella pneumoniae, Neisseria meningitidis ve
Xanthomonas maltophila gibi Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel aktivite
gostermektedir (Ahmad vd., 2004).

2.3.11. Enterosin 1071

Enterosin 1071, domuz diskisindan izole edilen E. faecalis BEF 1071 susu tarafindan
tiretilen iki bilesenli (1071A ve 1071B) bir bakteriyosindir. Enterosin 1071A ve
1071B’nin molekiiler agirliklar sirasiyla 4.285 ve 3.899 kDa’dur. Bu peptitler 100
°C’de 60 dakika 1s1l islem sonras1 stabilitelerini korurken 121 °C’de 15 dakika 1s1l
islem sonrasi aktivitesinin %350’sini kaybetmektedir. Enterosin 1071A ve 1071B
genleri 50 kb biiyiikliigiindeki pEF1071 plazmiti {izerinde kodlanmaktadir. Enterosin
1071A ve 1071B a-kemotripsin, papain, pepsin, pronaz, proteinaz-K ve tripsin gibi
proteolitik enzimlere karsi duyarlidir. Ayrica bu peptitler pH 3.0-12.0 araliginda
aktivitelerini koruyabilmektedirler (Balla vd., 2000).

2.3.12. Enterosin LM-2

Enterosin LM-2, Mogolistan’in geleneksel peyniri olan “Byaslag” dan izole edilen E.
faecium LM-2 susu tarafindan iretilen bir bakteriyosindir. Trisin-SDS-PAGE analizi
sonucu enterosin LM-2’nin 3.5 ve 6.4 kDa biiylikligiinde iki aktif protein bandi
igerdigi  belirlenmistir. Enterosin LM-2 Listeria, Staphylococcus, Bacillus,
Salmonella, Pseudomonas ve Candida cinslerine karsi aktivite gostermektedir.
Bakteriyosin {iiretiminin duragan fazda maksimuma ulastifi ve ge¢ duragan faz
boyunca azaldig1 tespit edilmistir. Enterosin LM-2 pepsin, proteinaz-K, tripsin ve
papain enzimleri ile muamele edildigi zaman aktivitesini kaybetmektedir. Diger
tarafta a-amilaz ve lizozim gibi enzimlere kars1 direnclidir. Is1 stabil bir bakteriyosin

olan enterosin LM-2, pH 2.0-12.0 arasinda aktivite gostermektedir (Liu vd., 2011).
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2.3.13. Enterosin L50

Enterosin L50, E. faecium L50 susu tarafindan tiretilen iki bilesenli (L50A ve L50B)
grup IIb tiyesi bir bakteriyosindir (Cintas vd., 1998). Enterosin L50A ve L50B gida
zehirlenmesine neden olan L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, C. perfringens ve
C. botulinum’un yani sira ayrica insan ve hayvanlarda enfeksiyona neden olan
Streptococcus pneumonie, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus
parasanguis ve Streptococcus agalactiae tiirlerine kars1 da aktivite gostermektedir
(Cintas vd., 2000). Enterosin L50 iiretimi ve direncini determine eden genler 50 kb
biiyiikliigiindeki pCl1Z2 plazmiti tizerinde bulunmaktadir (Basanta vd., 2008).

2.3.14. Enterosin KP

Enterosin KP, Tokat yoresine ait geleneksel beyaz peynirden izole edilen E. faecalis
KP tarafindan iiretilmektedir. Enterosin KP, papain ve B-merkaptoetanole karsi
duyarli fakat tripsin, pepsin, lipaz, a-amilaz, organik ¢oziiciiler, deterjanlar ve
EDTA’ya kars1 direnglidir. Enterosin KP, 90 °C’de 30 dakika siireyle 1si1l isleme
dayaniklidir. Ancak, 121 °C’de 15 dakika 1s1l isleme tabi tutuldugunda aktivitesini
kaybetmektedir. Enterosin KP genis pH (2.0-8.0) arahiginda aktivitesini
koruyabilmektedir. Uzun siireli depolama kosullarina dayniklidir. Molekiiler agirlig
yaklasik 5.8 kDa’dur. Enterosin KP L. monocytogenes gibi Gram-pozitif bakterilere
kars1 etkilidir. Yapilan g¢alismalarda enterosin KP’nin L. monocytogenes’e karsi

bakterisidal etki gosterdigi belirlenmistir (Isleroglu vd., 2012).

2.3.15. Enterosin MC13

Enterosin MC13, bir tiir kefal cinsi olan Mugil cephalus’un bagirsagindan izole
edilen E. faecium MCI13 susu tarafindan iiretilmektedir. Kiitle spektrofotometrisi
sonucu molekiiler agirligi 2148 Da olarak bulunmustur. Enterosin MC13, deniz
tirtinlerinde goriilen patojenlerden L. monocytogenes, Vibrio parahaemolyticus ve
Vibrio vulnificus tiirlerine karsi inhibitor aktivite gostermektedir. Enterosin MC13
tripsin, proteaz ve kemotripsin gibi proteolitik enzimlere karst duyarlilik gostermekte
iken katalaz ve lipaz gibi enzimlere kars1 direnglidir. Enterosin MC13 90 °C’de 20
dakika 1s1l isleme direnglidir (Kumar vd., 2011).
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2.3.16. Enterosin M

Enterosin M, E. faecium AL40 susu tarafindan iiretilmektedir. Molekiiler agirhig
4628 Da olarak bulunmustur. Yapilan denemelerde enterosin M’nin E. faecalis, E.
casseliflavus, E. avium, S. aureus, S. vitulinus, S. xylosus, S. chromogenes, S. lentus,
S. saprophyticus, S. gallinarum, S. capitis, Micrococcus luteus, L. pantarum, L.
curvatus, L. sakei, Cornobacterium piscicola, B. cereus, L. innocua, L.
monocytogenes ve E. coli’ye kars1 aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Enterosin M,
proteaz uygulamasi sonucu aktivitesini tamamen kaybetmistir. Enterosin M nin 60,
80 ve 100 °C’de 1 saat siireyle 1s1l isleme ve +4 ve -20 °C’de uzun siireli depolama
uygulamasina direnglidir. Enterosin M’nin N-u¢ bodlgesinde 39 amino asit
bulunmaktadir. Enterosin P ile yiiksek oranda yapisal benzerlik gostermektedir.
Enterosin M’nin N-u¢ bolgesindeki ilk 39 amino asit kalintist incelendiginde 20.
pozisyonda valin ve 35. pozisyonda lisin amino asiti bulunurken enterosin P’de bu

pozisyonlarda triptofan amino asiti bulunmaktadir (Sekil 2.2) (Marekova vd., 2007).

Enterocin M ATRSYGNGVYCNNSKCW-NVGEAKENIAGIVISG
KASGL

EnterocinP ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAGIVISG
WASGLAGMGH

Sekil 2.2. Enterosin M ile enterosin P’nin amino asit sekanslarinin karsilagtirilmasi
(Marekova vd., 2007).

2.3.17. Enterosin RJ-11

Enterosin RJ-11, piring kepeginden izole edilen E. faecalis RJ-11 susu tarafindan
uretilen 5049 Da molekiiler agirligima sahip 44 amino asitten olusan bir
bakteriyosindir. Enterosin RJ-11 iiretiminin erken durma fazinda maksimum
seviyeye ulastigl ve sonrasinda diisiis gosterdigi belirlenmistir. Enterosin RJ-11’nin
bakteriyosin aktivitesi, proteinaz-K ve proteaz tarafindan tamamen elemine edilmis
ayrica a-kemotripsin, tripsin ve pepsin enzimleri ile muamele sonucu bakteriyosin
aktivitesinde azalma gozlenmistir. Papain enzimi ile muamele sonucu bakteriyosin
aktivitesinde herhangi bir degisim tespit edilmemistir. Enterosin RJ-11’in
antimikrobiyal aktivitesi sicaklik, asit ve alkali uygulamalarina karsi oldukca

direnglidir. Enterosin RJ-11, geleneksel Uzakdogu fermente {iiriinii olan miso
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tiretiminde koji kiif fermantasyonu asamasinda yaygin kontaminant olarak gozlenen
Bacillus subtilis ve Bacillus amyloliquefaciens tiirlerine karsi yiiksek aktivite
gostermektedir. Enterosin RJ-11, bircok LAB bakteriyosinleri gibi E. coli, P.
aeruginosa ve S. enterica secovar Typhimurium suslarima karsi aktivite
gostermemektedir. Enterosin RJ-11’in amino asit sekansi enterosin L50A (%75
oraninda) ve L50B’nin amino asit sekansi ile yiiksek oranda (Sekil 2.3) benzerlik

gostermektedir (Yamamoto vd., 2003).

enterocin RJ-11 P\\.’VKYYI&OIMOFIGEGAINI‘.\ I P. HMWRT

enterocin L50A ER AR AL VAK FGEIP | VEKYYKQIMQF t GEGR] KKHI
enterocin L50B EE ARNALSL VIIK FOIPINE K KIIY KQ I MQF | GEIGIIRE | R | [3Y LKHH

Sekil 2.3. Enterosin RJ-11’in amino asit sekansinin enterosin L50A ve L50B ile
karsilastirilmasi (Yamamoto vd., 2003).

2.3.18. Enterosin SE-K4

Enterosin SE-K4, ¢imen slajindan izole edilen E. faecalis K-4 susu tarafindan
tiretilen antilisterial grup Ila {iyesi bir bakteriyosindir. Yapilan denemelerde E.
faecalis K-4 susunun maksimum bakteriyosin iiretimini eksponansiyel gelisme fazi
boyunca 43-45 °C’de gergeklestirdigi goriilmiistiir. Enterosin SE-K4 bakteriyosinin
molekiiler biiylkligi kiitle spektrometrisi ile 5356.2 Da olarak bulunmustur.
Enterosin SE-K4 E. faecium, E. faecalis, B. subtilis, Clostridium beijerinckii ve L.
monocytogenes’e karsi antibakteriyel aktivite gostermektedir. Enterosin SE-K4 genis
pH araliginda stabilitesini koruyabilmektedir. Enterosin SE-K4, 60 °C’de 10 dakika,
80 °C’de 30 dakika ve 100 °C’de 60 dakika siireyle 1s1l islem uygulamasi sonrasi
stabilitesini koruyabilmektedir. Enterosin SE-K4’tin N-u¢ bdlgesinde grup Ila
bakteriyosinlerinin bircogunda gorillen YGNGV konsensus motifinin bulunmadigi
belirlenmistir. Ayrica enterosin SE-K4’iin amino asit sekans1 veri tabanindaki diger
grup Ila bakteriyosinlerinin amino asit sekansi ile karsilastirildiginda bakteriyosin 31
ile benzer oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.4) (Eguchi vd., 2001).
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Enterocin SE-K4 ATYYGNGVYCNRQKCWVDWSRARSEIIDRGVKAYVNGETKVLG
Bacteriocin 31 ATYYGNGLYCNRQKCWVDWNKASREIGKIIVNGWVQHGPWAPR

Sekil 2.4. Enterosin SE-K4 ve bakteriyosin 31’in N-ug bolgesindeki ilk 43 amino
asidin sekansinin karsilastirilmasi (Eguchi vd., 2001).

2.3.19. Enterosin P

Enterosin P, Ispanyol kurutulmus fermente sosisinden izole edilen E. faecium P13
tarafindan iiretilen bir bakteriyosindir. Enterosin P’nin L. monocytogenes, S. aureus,
C. perfringens ve C. botulinum’un da arasinda yer aldigi c¢esitli Gram-pozitif
bakteriye karsi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Enterosin P 1siya dayanikli (100
°C’de 60 dakika, 121 °C’de 25 dakika) bir bakteriyosindir. Entrerosin P’nin
aktivitesi pH 2.0-11.0 araliginda stabildir. Ayrica liyofilizasyon, 4 ve -20 °C’de uzun
slire depolama islemleri bakteriyosin aktivitesi iizerinde olumsuz etki yapmamaktadir

(Cintas vd., 1997).

2.3.20. Enterosin ON-157

Enterosin ON-157, E. faecium NIAI 157 susu tarafindan iiretilen bir bakteriyosindir.
Molekiiler agirligt SDS-PAGE analizi sonucu yaklasik olarak 2500 Da olarak
bulunmustur. Maksimum bakteriyosin liretimi logaritmik gelisme fazinda
goriilmektedir. Enterosin ON-157 a-kemotripsin, pepsin ve a-amilaz enzimleri
tarafindan tamamen inaktive olurken pronaz, tripsin ve a-glukozidaz enzimlerine
kars1 direng gosterebilmektedir. Enterosin ON-157 E. faecium, E. faecalis, E. hirae,
Lb. sake ve L. monocytogenes suslarina kars1 giiglii inhibitor aktivite gostermektedir.
Bununla birlikte L. mesenteroides, P. acidilactici, P. pentosaceus ve Lb. plantarum
suslarina karsi zayif inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bakteriyosin
aktivitesi 30 °C’de pH 2.0-7.0’da 1 saat siireyle 1s1l islem uygulamasindan sonra
stabildir ancak 100 °C’de pH 6.0-7.0’da 30 dakika 1s1l islem uygulamasindan sonra
stabilitesini kaybetmektedir. Enterosin ON-157 iretimi 49.0 kb biiyiikligiindeki
PEN100 plazmiti tarafindan kodlanmaktadir (Ohmomo vd., 2000).
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2.3.21. Enterosin T

Enterosin T, brokoliden izole edilen Enterococcus sp. 812 susu tarafindan iiretilen bir
bakteriyosindir. Basta L. monocytogenes olmak tizere birgok Gram-pozitif bakteriye
karst  antibakteriyel aktivite gosterdigi  belirlenmistir.  Enterosin  T’nin
otoklavlandiktan sonra aktivitesinin kismen kayba ugradigi tespit edilmistir.
Enterosin T proteinaz K uygulamasi ile aktivitesini kaybetmektedir. Enterosin T’nin
molekiiler agirligi yaklasik 4521.3 Da’dur. N-ug¢ bolgesinde YGNGV konsensiis
serisi igermesinden dolayr enterosin T, Ila alt grubu bakteriyosinlerine dahil

edilmistir (Chen vd., 2013).

2.3.22. Enterosin TW21

Enterosin TW21, geleneksel Tayvan fermente siyah fasulyesi olan “Dochi” den izole
edilen E. faecium D081821 susu tarfindan tretilen 48 amino asit kalintis1 i¢eren bir
bakteriyosindir. Enterosin  TW21 L. monocytogenes, C. perfringens ve
Sporolactobacillus  kofuensis’e karsi antibakteriyel aktivite gdstermektedir.
Molekiiler biiylikligi yaklasik olarak 5300.6 Da’dur. N-uc¢ bolgesinde grup lla
bakteriyosinlerinde goriilen YGNGV konsensus motifi i¢ermektedir. Yapilan
analizler enterosin TW21 sentezinde 76 amino asit kalintist iceren oncii peptitin
translasyon sonras1 modifikasyona ugrayarak 48 amino asit kalintis1 igeren olgun
peptide doniistiigli belirlenmistir. Amino asit sekans analizi sonucu enterosin
TW21’in amino asit diziliminin enterosin SE-K4, hiracin JM79 ve durasin GL ile

benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Chang vd., 2013).

2.3.23. Enterosin AS-48

Enterosin AS-48, E. faecalis S-48 tarafindan sentezlenenmektedir (Martinez vd.,
1994). Genis antibakteriyal spektrumlu, dairesel yapida ve 70 amino asit
kalintisindan olusan bir bakteriyosindir. Enterosin AS-48 gup IV bakteriyosinleri
smifina dahildir (Montalban-Lopez vd., 2008; Fernandez vd., 2008). Enterosin AS-
48’in ii¢ boyutlu yapisinin tanimlanmasi i¢in niikleer manyetik rezonans ve X-ray

kirmim teknikleri ile yapilan analizler sonucu enterosin AS-48 konformasyonun bes
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adet kompakt glabiiler alfa heliks yapidan meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil
2.5).

1 101 20 30 40 50 60 70
MAKERGIPEA VAGTVENVWE AGGWVTTIVS ILTAVGSGGL SLLAAAGRES (IS GKRAVIAW
o5 ol o2 o3 o4 a5

Sekil 2.5. (A) Enterosin AS-48’in {i¢ boyutlu heliks yapisi. (B) Enterosin AS-48’in
amino asit sekans1 (Montalban-Lopez vd., 2008).

Olgun peptidin molekiiler agirligr 7.14 kDa’dur. (Burgos vd., 2014; Fernandez vd.,
2008). Enterosin AS-48’in biyosentezi 68 kb bilyiikligiindeki konjugatif pMB2
plazmiti tarafindan kodlanmaktadir (Montalban-Lopez, vd., 2008; Burgos vd., 2014;
Fernandez vd., 2008). Enterosin AS-48, Gram pozitif bakterilere karsi genis bir
inhibitér spektrumuna sahiptir. Okaryotik hiicreler enterosin AS-48’e kars: direng
gostermektedir. Igerdigi katyonik peptitler hiicre membranindan igeri gecerek ve
hiicre membranindaki gegirgenligi arttirarak hiicre Oliimlerine sebep olmaktadir.
Enterosin AS-48’in gida sistemlerindeki etkinligi kimyasal koruyucular, esansiyel
yaglar, fenolik bilesikler, yiiksek yogunluklu zorlamali elektrik alan uygulamasi,
yiiksek basing uygulamasi gibi fizikokimyasal islemlerle biiyiik 6l¢iide artmaktadir.
Enterosin AS-48 patojenik ve toksijenik bakterilerden L. monocytogenes, B. cereus,
S. aureus, E. coli, S. enterica ve bozucu etkiye sahip bakterilerden Alicyclobacillus
acidoterrestris, Bacillus spp., Paenibacillus spp., Geobacillusstearo thermophilus,
Brochothrix thermosphacta, S. carnosus ve L. sakei tiirlerine karsi aktivite
gostermektedir. Enterosin AS-48’in kompozisyon analizleri sonucu yiiksek oranda
temel asidik amino asitleri, % 49 oraninda hidrofobik amino asitleri (Ala, Pro, Val,
Met, Ile, Leu ve Phe) ve yiiksiliz hidrofilik amino asitleri (Ser, Gly, Thr, ve Tyr)
icerdigi goriilmistiir. Bakteriyosinin yapisinda modifiye amino asit ve disiilfit

kopriileri  bulunmamaktadir.  Bakteriyosin ~ {iretiminden  sorumlu  genetik
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determinantlarin analizi sonucu enterosin AS-48’in yapisal genlerinin 35 amino asiti
sinyal peptit olmak {lizere 105 amino asitden olusan oncii peptitden meydana geldigi
belirlenmistir. Enterosin AS-48’in kendine 6zgii yapisal 6zelligi N-uc¢ bolgesindeki
metiyonin (Met') ile C-u¢ bolgesindeki triptofanin (Trp’®) arasinda baglanti
kurularak halkasal bir peptit olusturmasidir (Sekil 2.6) (Burgos vd., 2014).

A

Leader peptide
A

fmnwsmunmwm.mswmu FGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAV )
WAIVARKGKEK IEKKLYAKTSERGAAALLSLGGSG

wMEFGI PAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAY,
GEEKTEEELYAKISERGAAALLSLGGSG

Sekil 2.6. (A) Enterosin AS-48’in yapisal gen iiretiminin prosesi. (B) Peptidin bas
kismindan u¢ kismina dogru birlesip halkasal yap1 olusturmast ve olgun
halkasal enterosin AS-48 peptidinin a-heliks yap1 olarak diizenlenmesi
(Burgos vd., 2014).

Enterosin AS-48, halkasal olarak tanimlanan ilk bakteriyosindir. Carnobacterium
maltaromaticum tarafindan tiretilen karnolisin A ve Streptococcus uberis tarafindan
tiretilen uberolisin A, enterosin AS-48 ile diisiik sekans benzerligi gdstermesine
ragmen yapisal olarak benzerlik gostermektedirler. Enterosin AS-48’in halkasal ve
kompakt katli molekiil yapis1 ekstrem pH, sicaklik degerlerine ve denatiire edici
ajanlara kars1 biiyiik dlciide stabilite kazandirarak gida sistemlerindeki bakteriyosin
uygulamalari i¢in uygun olmasini saglamaktadir. Enterosin AS-48 tripsin ve pepsin
gibi sindirim enzimleri ile muamele edilmesi sonucu inaktive olmaktadir.
Karboksipeptidaz ve aminopeptidazlara kars1 ise diren¢ gostermektedir (Burgos vd.,

2014).

Enterosin AS-48’in degisen fizyokimysal sartlara gore farkli oligomerik (iki veya
daha fazla polipeptit zincirini bir arada bulunduran ¢ok alt birimli protein yapi)

yapilar olusturarak adapte oldugu gozlenmistir. Enterosin AS-48 molekiilii pH 3’iin
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altindaki degerlerde monomerik formda, pH 4.5-8.5 degerleri arasinda ise dimerik
formda bulundugu belirlenmistir. Kristaldeki enterosin AS-48 molekiilii ya
hidrofobik interaksiyonlarla (dimerik form 1) ya da hidrofilik interaksiyonlarla
(dimerik form 2) baglanarak molekiil ¢iftleri olarak zincirde yer alirlar. Dimerik form
1’de bulunan molekiiller hidrofobik a-heliks-1 ve a-heliks-2 ile etkilesime girerken
diger yandan hidrofilik a-heliks-4 ve a-heliks-5 dimerik form-2 ile etkilesime
girmektedir. Enterosin AS-48, bakteriyal sitoplazmada yaklasik 0.7 nm ¢apinda
porlar olusturarak proton itici giliciin bozulmasina ve boylece hedef hiicrenin
Olimiine sebep olmaktadir. Ayni zamanda kristal molekiiliin hedef bakterilere karsi
gosterdigi ikincil bakteriolitik etki mekanizmasi ise: iki farkli membran ylizeyinde
bulunan dimerik form-1 ve dimerik form-2 molekiilerininin molekiil yerlesimlerinin
degisimi ile saglanmaktadir. Bu gec¢is ile dimerik form-1’de bulunan her bir
promotorun 90° rotasyon yaparak gizli hidrofobik a-heliks-1 ve a-heliks-2
molekillerinin kismi olarak ulagilabilir hale ge¢mesine ve boylece AS-48
molekiiliiniin bakteriyal membran igine niifuz edebilmesini saglamaktadir (Sekil 2.7)

(Burgos vd., 2009; Burgos vd., 2014).

Sekil 2.7. (A) Enterosin AS-48’in suda ¢Oziinebilir dimerik form-1 boliimiinden
gecis mekanizmasi (B) dimerik form-2 bdliimiinde goriilen membran
baglantis1 (Burgos vd., 2014).
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2.3.24. Enterosin W

Iki peptitli bir lantobiyotik olarak tanimlanan ve karakterize edilen enterosin W,
geleneksel Thai fermente balig1 olan “Pla-ra” dan izole edilen E. faecalis NKR-4-1
susu tarafindan {tretilmektedir. Enterosin W’yi olusturan Wa ve WJ olarak
adlandirilan peptitler hedef hiicre membranina baglanip sinerjik etki gostermektedir.
Enterosin W, bakteriyosin ile hiicre membran1 arasinda bag olusturarak membranda
por olusumunu saglayan, lipit II gibi baglayic1t molekiiller olmadan da islevini yerine
getirebildigi gozlenmistir. Wo ve W[ alt initelerinin molekiiler biiyiikliikleri
strastyla 3256.5 ve 2728.6 Da olarak belirlenmistir. Ayrica Wa alt {initesinin 21, Wf3
alt linitesinin ise 18 amino asit kalintis1 icerdigi tespit edilmistir. Enterosin W yapisal
olarak plantarisin W ile benzerlik gostermektedir. Enterosin W’nin alt tniteleri,
plantarisin Wa ve WP (% 63.3 ve % 44.7) ile amino asit dizilimi bakimimdan biiyiik

oranda benzerlik gostermektedir (Sawa vd., 2012).

2.3.25. Enterosin X

Enterosin X, E. faecium KU-BS5 susu tarafindan sentezlenen iki peptitden (Xa ve Xp)
olusan grup llb tiyesi bir bakteriyosindir. Xo ve X alt tniteleri birlikte sinerjik
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Xa ve X[ iinitelerinin molekiiler agirliklar:
sirastyla 4420.1 ve 4068.5 Da’dur. Xa ve Xp, sirasiyla enxA ve enxB genleri
tarafindan kodlanmaktadir. enxA ve enxB genleri alti agik okuma kalibi (ORF)
icermektedirler. orfX1, orfX2 ve orfX3 genlerinin fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemektedir. enxB geninin ise enterosin X bakteriyosini igin bagigiklik

proteinlerini kodladigi diisiintilmektedir (Hu vd., 2010).

2.3.26. Enterosin Q

Enterosin Q, E. faecium L50 susu tarafindan sentezlenmektedir. Kiitle
spektrofotometrisi analizi sonucu enterosin Q’nun molekiiler biiyiikligi 3980 Da
olarak bulunmustur. Enterosin Q’nun amino asit sekansi enterosin L50A ve enterosin
L50B ile benzerlik gostermektedir. Enterosin Q, N-u¢ bdlgesinde lider sekansi ya da

sinyal peptiti olmadan sentezlenebilmektedir (Cintas vd., 2000). Enterosin Q, grup

22



Ilc (Siklik bakteriyosinler) bakteriyosinleri sinifina dahildir. Enterosin Q, birada
bozulmaya sebep olan LAB’ne kars1 aktivite gostermektedir (Basanta vd., 2008).

2.3.27. Enterosin 96

Enterosin 96, yumusak peynirden izole edilen E. faecalis WHE 96 susu tarafindan
tiretilen antilisterial 6zellige sahip grup Il bakteriyosinlerindendir. Enterosin 96,
Gram-pozitif bakterilere karsi Gram-negatif bakterilere kars1 gosterdigi aktiviteye
kiyasla daha gii¢lii bir etki spektrumuna sahiptir. Enterosin 96’nin &zellikle E.
faecalis olmak iizere birgok Enterococcus tiirlerine karsi giiglii aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda enterosin 96’nin L. monocytogenes ve S. aureus gibi
Gram-pozitif patojenlere kars1 da aktivite gosterdigi tespit edilmistir. E. coli ve S.
enterica seovar. Typhimurium gibi Gram-negatif patojenlere karsi ise zayif aktivite
gostermektedir. Enterosin 96’nin molekiiler biiytikligl yaklasik 5494 Da olarak
hesaplanmistir. E. faecalis WHE 96 susunda enterosin 96 iiretimi pTEF2 plazmiti
tizerinde kodlanmaktadir (I1zquierdo vd., 2009).

2.3.28. Enterosin 416K1

Enterosin 416K1, E. casseliflavus IM 416K1 susu tarafindan iretilen protein
dogasinda, 1s1 stabil, diisiik molekiiler agirliga sahip grup Ila bakteriyosinlerindendir.
Molekiiler biiytikliigii yaklasik 5 kDa olarak bulunmustur. Bakteriyosin 90 °C’de 120
dakika 1s1l islem sonrasinda ve 4 °C’de 6 ay siireyle depolama siiresince aktivitesini
koruyabilmektedir. Enterosin 416K1 diger grup Ila bakteriyosinleri gibi dar bir
spektrum aktivitesine sahiptir ve antisterial Ozelliktedir. Bakteriyosin iiretimi ve
bagisiklik genlerinin 34 MDa biiyiikliigiinde bir plazmit tarafindan kodlandig tespit
edilmistir (Sabia vd., 2002).

2.3.29. Bakteriyosin ST5Ha

Bakteriyosin ST5Ha, Norve¢ dumanlanmis somon etinden izole edilen E. faecium
ST5Ha susu tarafindan tretilen pediosin benzeri bir bakteriyosindir. Bakteriyosin
ST5Ha baz1 LAB, Listeria spp., baz1 insan patojenlerine ve HSV-1 viriisiine kars1

antimikrobiyel aktivite gostermektedir. Bakteriyosinin molekiiler agirlig1 yaklasik
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4.5 kDa olarak belirlenmistir. Ayrica bakteriyosinin 6nemli gida kaynakl
patojenlerden birisi olan L. monocytogenes’e karsi biyoaktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bakteriyosin ST5Ha’nin soya fasulyesinden izole edilen E. mundtii
ST4SA tarafindan iiretilen muntisin ST4SA, zeytinden izole edilen E. faecium
ST311LD susu tarafindan iiretilen bakteriyosin ST311LD gibi enterosinlerle benzer
yapisal ozellikler gosterdigi belirlenmistir. Lipaz ve a-amilaz bakteriyosin aktivitesi
tizerine bir etki gostermezken, proteinaz K ve a-kemotripsin antimikrobiyal

aktivitesinde tamamen inaktivasyona neden olmaktadir (Todorov vd., 2010).

2.3.30. Bakteriyosin ST15

Bakteriyosin ST15, soya fasulyesinden izole edilen E. mundtii ST15 susu tarafindan
tiretilen 3944 Da molekiiler agirliga sahip bir bakteriyosindir. Bakteriyosin ST15, L.
sakei, E. faecalis, B. cereus, Propionibacterium spp., Clostridium tyrobutyricum,
Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, S.
pneumoniae ve Streptococcus caprinus suslarina karsi inhibitor aktivite
gostermektedir. Bakteriyosin aktivitesinde proteinaz-K, pronaz, pepsin, proteaz ve
triton X-114 uygulamalar1 inaktivasyon meydana getirirken katalaz, a-amilaz, triton
X-100, SDS, tween 20, tween 80, iire ve EDTA uygulamalar1 herhangi bir
inaktivasyona neden olmamaktadir. Bakteriyosin ST15, pH 2.0-12.0 arasinda aktivite
gostermektedir. Bakteriyosin 100 °C’de 90 dakika 1s1l isleme direngli iken, 121
°C’de 20 dakika 1s1l islem sonrasi tamamen aktivitesini kaybetmekmektedir.
Bakteriyosin ST15, E. mundtii tarafindan iiretilen mundtisin ATO6 ve mundtsin KS
bakteriyosinleri ile kiyaslandiginda bakteriyosin ST15 hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilere karsi inhibitor aktivite gosterirken, mundtisin ATO6 ve
mundtsin  KS bakteriyosinleri sadece Gram-pozitif bakterilere karsi aktivite
gosterdigi bildirilmistir (De Kwaadsteniet vd., 2005).

2.3.31. Bakteriyosin T8

Bakteriyosin T8, E. faecium T8 susu tarafindan sentezlenen grup Ila tiyesi dar
aktivite spektrumuna sahip bir bakteriyosindir. Bakteriyosin T8 iiretimini kodlayan
genler 7 kb biiyiikliigiindeki T8 plazmiti tizerinde kodludur. Bakteriyosin T8, L.

monocytogenes, E. hirae ve E. faecalis’e karsi inhibitor aktivite gostermektedir.
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Molekiiler agirligi 5.1 kDa’dur. Is1 stabil (100 °C’de 60 dakika) olan bakteriyosin pH
4.0-10.0 arasinda aktivite gostermektedir. Pepsin, pronaz ve proteinaz-K
enzimleriyle muamele edildiginde inaktivasyon meydana gelirken amilaz enzimine
kars1 direnclidir. Bakteriyosin T8, grup Ila bakteriyosinlerinde goriilen tipik
YGNGX,CX4CXV motifini igermektedir. Amino asit dizilimi agisindan bakteriyosin
T8, bakteriyosin 31 ile % 69 ve enterosin P ile % 47 oranlarinda benzerlik
gostermektedir (De Kwaadsteniet vd., 2006).

2.3.32. Bakteriyosin GM-1

Bakteriyosin GM-1 E. faecium GM-1 susu tarafindan iiretilen genis etki spektrumuna
sahip bir bakteriyosindir. Bakteriyosin GM-1 S. aureus, E. coli, Vibrio spp., S.
typhimurium, L. monocytogenes, L. acidophillus ve Streptococcus thermophilus
suslarina kars1 antibakteriyel aktivite gostermektedir. Proteolitik enzim uygulamalari
sonucu bakteriyosin GM-1’in aktivitesinde azalma meydana gelmektedir. Yapilan
PZR analizleri sonucu bakteriyosin GM-1 genleri enterosin P genleriyle benzerlik
gosterdigi gozlenmistir. Bakteriyosin aktivitesi 100 °C’de 20 dakika siireyle 1sil
islem sonrasinda ve nétral pH da stabildir. Bakteriyosin tiretimi i¢in pH 6.0-6.5 ve

35-40 °C’nin optimum kosullar oldugu belirlenmistir (Kang ve Lee, 2005).

2.3.33. Enterosin 62-6

Enterosin 62-6, E. faecium 62-6 susu tarafindan iretilen pH ve 1s1 stabil, katyonik,
hidrofobik, iki peptitten olusan ribozomal olarak sentezlenen bir bakteriyosindir.
Enterosin 62-6 pepsin ve a-kemotripsin gibi proteolitik enzimlere karsi duyarli,
lizozim ve lipaz enzimlerine karsi direnglidir. Enterosin 62-6A ve enterosin 62-6B
peptitleri sirastyla 44 ve 43 amino asitden olusmaktadir. Kiitle spektrometrisi
analizleri sonucu enterosin 62-6A ve 62-6B peptitlerinin molekiiler biyiikliikleri
sirastyla 5206 ve 5219 +1 Da olarak belirlenmistir. Enterosin 62-6 grup lic
bakteriyosinlerindendir. Enterosin 62-6’nin aktivitesi, pH 4.0-8.0 araliginda stabildir.
Enterosin 62-6, baz1 laktobasil, streptekok, enterokok, karnobakter ve E. coli ATCC
4157, Citrobacter freundii Pl 239, Proteus mirabilis ATCC 7002 ve P. auruginosa
ATCC 10145 suslarina karsi inhibitor aktivite gostermektedir. Enterosin 62-6,
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enterosin L50 ve enterosin I bakteriyosinleriyle yapisal olarak benzerlikler

icermektedir (Dezwaan vd., 2007).

2.4. Bakteriyosinlerin Gida Muhafazasinda Kullanim

Insanlarin saglikli biiyiimeleri ve gelismeleri icin tiikettikleri gidalarin giivenilir
olmas1 olduk¢a onemlidir. Her gegen giin tiiketici talebine bagli olarak tiiketime
hazir, islem goérmiis ve uzun raf dmriine sahip yeni gidalar gelistirilmektedir. Bilinen
temel gida kaynaklarindan iiretilen bu gidalarin bircogunun fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve muhafaza siirelerinin uzatilmasi i¢in
cesitli katki maddeleri kullanilmaktadir. Ancak bu katki maddelerinin kullanim
oranina bagli olarak kanserojenik ve toksik etki yapabilmeleri, dogal ve giivenilir
katkilarin elde edilmesi ve kullanimini oldukg¢a 6nemli hale getirmistir (De Martinis
vd., 2002). LAB’nin organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, reuterin,
antifungal peptitler ve bakteriyosinler gibi c¢ok cesitli antimikrobiyal bilesikleri
iiretebilme yetenegine sahip olmalarindan dolayr son 15 yildir gida koruyucusu
olarak canli kiiltiir veya metabolitlerinin preparat halinde kullanilmasi oldukga
yaygindir (Holzapfel vd., 1995; Magnusson ve Schniirer, 2001). Fermente gidalardan
izole edilen LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin birgogunun protein yapisinda
olmalari, gidanin yapisinda dogal olarak bulunabilmeleri, genel olarak GRAS
statiistinde bulunmalar, renksiz, tatsiz ve kokusuz olmalar, toksik olmamalari,
genellikle farkli pH ve sicaklik degerlerine kars1 aktivitelerinin stabil kalmasi, gida
kokenli patojen mikroorganizmalara ve gida fermentasyonunda istenmeyen
mikroorganizmalara karsi genis etki spektrumlarinin olmalari, peptit ve protein
yapisinda olmalarindan (pankreas tarafindan sentezlenen proteolitik enzimler ve
mide salgilar1 tarafindan sindirilebilinmeleri) dolay1r biyokoruyucu olarak gidalarda
kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Bu nedenle LAB veya metabolitleri kimyasal
koruyuculara alternatif olarak kullanilabilinmektedir (de Vusyt ve Vandamme, 1994;
Delves-Broughton vd., 1996; Riley, 1998; de Martinis vd., 2002; Galvez vd., 2007).

Bakteriyosinlerin gidalardaki kullanimlari, direkt olarak gidanin formiilayonuna
eklenerek, giday1 bakteriyosin ¢ozeltisine daldirarak ve bakteriyosin iireticisi suslar
inokiile edilerek yapilmaktadir. Bu suslarin gidada gelismesiyle hedeflenen patojeni

inhibe eden bakteriyosin iiretilmektedir (Okereke ve Montville, 1991).
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Sosislerdeki laktik fermentasyon boyunca predominant olarak bulunan psikrotrofik
tirler L. sakei ve L. curvatus’dur (Hugas vd., 1993). LAB tarafindan iiretilen
bakteriyosinler, et fermentasyonunun erken sathasinda L. monocytogenes sayisini
azalttig1 bilinmektedir (Foegeding vd., 1992; Hugas vd., 1995). Yapilan ¢alismalarda
Giliney Yunanistan’daki geleneksel fermente sucuklarda L. plantarum ve L. sakei
tiirlerini baskin olarak bulan arastirmacilar L. monocytogenes’e karst antimikrobiyal
aktivite gosteren 3 laktik asit bakteri susunu tespit etmislerdir (Drosinos vd., 2007).
Ozellikle grup lla bakteriyosinleri arasinda yer alan pediosin PA1 ve AcH’1n taze ve
fermente etlerde L. monocytogenes kontaminasyonunu engellemek igin kullanildigi
bilinmektedir. Ayrica yapilan arastirmalarda bu bakteriyosinlerin veya iiretici
suslarinin modifiye atmosfer paketleme yontemi ile kombine kullanimlarinin oldukga

etkili oldugu gozlemlenmistir (Deegan vd., 2006).

Yapilan g¢alismalarda fermente havuglardan nisin benzeri bilesikler iireten L. lactis
suslar1 izole edilmis ve bir baska arastirmaci tarafindan da fermente havu¢ ve
salatalarda bakteriyosin ireticisi olan L. lactis izolati bulundugu bildirilmistir

(Vescovo vd., 1996).

Laktisin 3147 kasar peynirlerinde bulunan L. monocytogenes {izerine etkisi
arastirilmus ve baslangicta 10% kob/mL olarak belirlenen Listeria miktarmin 4 °C” de
5 glinde % 99. 9 oraninda azaldig: bildirilmistir (Deegan vd., 2006). Yapilan bagka
bir arastirmada ise laktisin 3147’nin kasar peynirlerinde starter kiiltlir olarak
kullanilmayan LAB sayisini yaklasik olarak 100 kat azalttigini gostermistir (R0SS
vd., 2002).

Nisin gida endiistrisinde biyokimyasal ve genetik agidan en fazla c¢alisilan
bakteriyosindir (Serdaroglu ve Sapanci-Ozsiimer, 2000). Nisin, 1953 yilindan beri
Nisaplin (Applin & Barret Ltd., UK) ticari adiyla hazir preparat olarak piyasada
satilmaktadir (Delves-Broughton, 2005). Yasal olarak 45° den fazla iilkede nisinin
katk1r maddesi olarak kullanimina izin verilmektedir. Nisin, laktik asit bakterisi olan
Lactococcus lactis tarafindan modifiye edilmis siitiin fermentasyonu ile olusan,
polipeptit yapida, antimikrobiyal bir maddedir. Nisin asidik 6zellik gosterir. pH 3.0-
7.0 arasinda 1siya daha dayaniklidir. Gram (+) bakterilerin bir kismina ve bazi spor

yapan bakterilere etkili olmasina karsin, Gram (-) bakteriler, kiif ve mayalara etkili
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degildir. Nisin, Stapylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Micrococcus ve sporlu
bakterilerden Clostridium ve Bacillus cinslerine kars: etkilidir (Unliitiirk ve Turantas,
1998). Yapilan ¢alismalarda nisinin; konserve gidalarda Bacillus ve Clostridium
tiirlerinin ve sporlariin, sigirlarda goriilen mastitis etmeni patojenlerin ve hazir
salatalarda 7 °C’ de saklama kosullarinda L. monocytogenes gelisimini inhibe ettigi
belirlenmistir (Broadbent vd., 1989; Cai vd., 1997; Ryan vd., 2002). Salata soslari,
bira sarap, elma suyu gibi 1s1l islem uygulanmayan gidalarda nisin kullanilarak
istenmeyen LAB’lerinin gelisimi engellenmektedir (Delves-Broughton, 2005). Yine
yapilan bir bagka c¢alismada nisinin Helicobacter pylori’nin gelismesini ve
kolonizasyonunu engelleyerek {ilser tedavi edici 6zelligi oldugu belirlenmistir (Gillor
vd., 2005). Yapilan bir diger ¢alismada ise bakteriyosin olan nisinin asitle pihtilagmig
peynirlerde S. aureus’ u ve yari sert peynirlerde C. tyrobutyricum’u inhibe ettigi

goriilmiistiir (Segkin ve Baladura, 2010).

Nisinin gidalarin korunmasinda uygulanan kullanim sekillerinden birisi de gida
yiizeyine uygulanan filmlerde kullanimidir. Bu tiir antimikrobiyal biyofilmler, temas
ettikleri gida yiizeyinde mikrobiyal gelisimi etkileyebilmektedir. Nisin kullanildigi
biyofilmlerden gida yiizeyine belli oranlarda gegerek, yilizeyde mikrobiyal gelisimi
engelleyebilmektedir. Nisin, protein yapisindaki biyofilmlerin polimer yapisina
dogrudan katilarak veya polietilen materyallerin polimer yapisinin yiizeyine
adsorblanarak kullanilabildigi gibi, farkli sekillerde de kullanilabilmektedir (Kumar
ve Anand, 1998).

Nisinin etkisini arttirmak i¢in koruyucu katkilarin yani sira yiiksek basing ve yiiksek
voltaj elektrik alan pulslarmin (PEF) uygulanmasi énemli katki saglanmistir. Ornegin
100 IU/mL nisinle birlikte 155-400 MPa uygulamasmin E. coli, S. Enteridis, S.
Typhimurium, Shigella sonnei, Pseudomonas florescens ve S. aureus’ u inaktive

ettigi saptanmistir (Masschalck vd., 2001).

Icerik veya katki olarak bakteriyosinlerin uygun ve diisiik maliyetli gidada biiyiik
capta iiretimi icin yeni metotlara gerek duyulmaktadir. Ornegin laktisin 3147 ve
enterosin AS-48 siit tirtinleri iceregi olarak peynir alti suyunun bulundugu ortamda

tiretilmektedir. Gida biyokorumasi yaninda bakteriyosinler peynire hiicre ici
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enzimlerin salinimi tesvik ederek peynir olgunlasmasini hizlandirir (Seckin ve

Baladura, 2010).

Pediosinler, Pediococcus tiirleri tarafindan tretilen bakteriyosinlerdir. Pediosin AcH
ve pediosin PAC1.0 pediokoklarlar tarafindan iretilenen en fazla calisilan
bakteriyosinlerdir. Bu bakteriyosinler L. monocytogenes’e karsi inhibe edici 6zellik
gosterir. Pediosin PA-1 Gram pozitif LAB’ne kars1 genis bir etki alanina sahiptir. P.
acidilactici tarafindan tiretilen bazi1 bakteriyosinler vejatatif hiicreleri inhibe etmekte,
sporlar1 yok etmekte ve bozulmay1 dnlemektedir. Pediosinler gida kaynakli giivenilir
bakteriyosinler olup sogukta muhafaza edilen vakum paketli sigir etinin raf dmriinii
uzatmak ve patojen mikroorganizma riskini ortadan kaldirmak i¢in kullanilabilirler.
Pediosinler bu tip etlerdeki Lactobacil ve Leuconostoc cinsleri ile Brochotrix
thermosphacta gibi psikotrofik fakiiltatif anaeroblarin gelisimini engellemektedirler
(Ray vd., 1989). P. acidilactici tarafindan ftretilen bir bakteriyosin olan pediosin
L50’nin birgok Gram (+) saprofit mikroorganizmaya ve L. monocytogenes’i inaktive
ettigi belirlenmigtir. Isiya dayanikli olmasi nedeniyle pastorize et liriinlerinde de
aktivite gostermektedir. Cok genis pH araliklarinda etkili olmaktadir. Bu 6zelligi
nedeniyle notral ve alkali pH’ larda dayanikli olmayan nisinden farklilik

gostermektedir (Cintas vd., 1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizmalar

Tez kapsaminda kullanilan bozadan izole edilen E. faecium YT52 izolat1 Siileyman
Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Bakteriyel Genetik Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. YT52 izolatinin antibakteriyel aktivitesinin
belirlenmesi igin Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
Bakteriyel Genetik Laboratuvari kiiltiir koleksiyonu ve Prof. Dr. Ingolf F. Nes’den
(Department of Genetics and Biochemistry, Agricultural University of Norway, As/
Norveg) temin edilen toplam 26 adet indikator bakteri (Bacillus cereus ATCC 10876,
B. cereus LMG 2732, Enterococcus faecalis LMG 2602, E. faecalis LMG 2708,
Escherichia coli LMG 3083, E. coli ATCC 25828, Lactobacillus plantarum LMG
2003, Lactococcus lactis subsp. cremoris LMG 2132, L. lactis subsp. lactis LMG
2907, L. lactis subsp. lactis LMG 2908, L. lactis subsp. lactis LMG 2910, L. lactis
subsp. lactis LMG 2911, L. lactis subsp. lactis LMG 2912, L. lactis subsp. lactis
JC17, L. lactis subsp. lactis 1L1403, L. lactis subsp. lactis MG1363, Listeria innocua
LMG 2813, L. monocytogenes ATCC 15813, L. monocytogenes ATCC 7644, L.
monocytogenes ATCC 19115, Pediococcus pentosaceus LMG 2001, Salmonellla
enterica serotype Typhimurium LMG 3085, S. enterica serotype Typhimurium
ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus FRI100 ve S.
carnosus LMG 2709) kullanilmustir.

Bakteriler; de Man, Rogosa & Sharpe Broth (MRS, Lab M, Ltd., Bury, Lancashire,
Ingiltere), M17 Broth (Merck, Darmstadt, Almanya) besiyeri ortamma % 5 glukoz
ilave edilerek hazirlanan GM17 broth ve Triptone Soy Broth (TSB, Lab M) besiyeri
ortamina % 5 maya ekstrakti (Merck) ilave edilerek hazirlanan TSBYE ortamlarinda
kiiltiire edilmislerdir. Stok kiiltiirler % 20 oraninda gliserol (Riedel-de Haén, Seelze,

Almanya) ilave edilerek -20 °C’de muhafaza edilmislerdir.
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3.2. Yontem

3.2.1. YT52 izolatimin antibakteriyel aktivite spektrumunun belirlenmesi

YTS52 izolatinin antibakteriyel aktivite spektrumu van Belkum vd. (1989), tarafindan
onerilen yonteme gore belirlenmistir. YT52 izolati GM17 broth ortamida 37 °C’de
18 saat gelistirilmistir. Siire sonunda GM17 agara 6ze ile siirme yapilmis ve Petri
kutusu koloni olusumu i¢in 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan
koloniler steril kiirdan aracilig1 ile GM17 agar bulunan Petri kutularina nokta ekim
yapilarak transfer edilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edilmislerdir. MRS, GM17
veya TSBYE ortamlarinda 18 saat inkiibe edilerek gelistirilen indikator bakterilerden
100 pL alinmis ve %0.5 (w/v) oraninda agar iceren 5 mL yumusak agar (MRS,
GM17 veya TSBYE) ortamlarina inokiile edilmistir. Tiip karistiricitda homojen hale
getirilen bu ortamlar daha sonra YT52 kolonileri iizerine yayilmistir. Petri kutular
indikator bakterilerin gelismesi i¢in uygun inkiibasyon sicakliginda 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, YT52 susunun indikator bakterilere kars

verdigi inhibisyon zonlar1 incelenmistir.

3.2.2. Proteolitik enzim uygulamasi

YTS52 izolat1 tarafindan iiretilen antibakteriyel maddenin protein yapisinda olup
olmadig1 (bakteriyosin) proteolitik enzim uygulamasi ile belirlenmistir. GM17 broth
ortaminda 37 °C’de 18 saat siire ile inkiibe edilerek aktiflestirilen YT52 izolat: 10000
devirde 5 dakika santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya) edilmistir.
Kiiltiir st sivist 0.45 pm por caplt membran filtreden (Sartorius, Almanya)
gecirilerek sterilize edilmistir. Steril kiiltiir tist stvisindan 20 pL alinarak GM17 agara
damlatilmis ve bunun yaklasik 1 cm uzagina enzim konsatrasyonu 50 mg/mL olacak
sekilde hazirlanan pepsin (pH 3.0), proteinaz K (pH 7.0), a- kemotripsin (pH 7.0),
tripsin (pH 7.0) ve katalaz (pH 7.0) enzim soliisyonundan 20 pL damlatilmistir.
Aktarilan sivilarin agara niifuz etmesi i¢in Petri kutular1 oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda Petri kutular1 100 pL L. monocytogenes ATCC 15813
inokiile edilmis TSBYE yumusak agar ile kaplanmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibayona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan zon yapilar1 incelenmistir (Ryan vd.,
1996).
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3.2.3. Bakteriyosin iireticisi YTS52 izolatinin fenotipik olarak tanisi

3.2.3.1. Morfolojik tam ve katalaz testi

Bakteriyosin fireticisi YT52 izolatinin mikroskobik morfolojisi, GM17 broth
besiyerinde 37 °C’de 18 saat siireyle gelistirilen sivi1 kiiltiiriiniin Gram boyama
yontemine gore hazirlanan preparatinin 1000 x biiylitme ile 151k mikroskobunda
(Zeiss, Almanya) incelenmesi sonucu belirlenmistir. Katalaz testi i¢in, GM17 agar
(Merck) ortaminda gelistirilen YT52 izolat1 kolonisi lam {izerine aktarilmis ve bir
damla % 3’likk hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edilerek gaz cikist olup olmadigi
gbzlemlenmistir. Katalaz testinde S. aureus ATCC 29213 susu pozitif kontrol, E.
faecalis LMG 2708 susu ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.3.2. Elliker broth ortaminda gelisme
YT52 izolatimin Elliker broth besiyerinde 10, 37 ve 45 °C’de gelisme 6zelliklerinin

yant sira % 6.5 (w/v) NaCl igeren ve pH’s1 9.6’ya ayarlanan iki farkli Elliker broth
besiyerinde de 37 °C’de gelisme 6zellikleri arastirilmstir.

Elliker broth

Tripton 20 g
Maya ekstrakti 5 g
Jelatin 25 ¢
Glukoz 5 g
Laktoz 5 g
Sakkaroz 5 g
Sodyum klorir 4 g
Sodyum asetat 15 ¢
Askorbik asit 05 ¢
Destile su 1000 mL

Elliker broth besiyeri ortaminin sterilizasyondan oénce pH’s1 6.8 = 0.02’e ayarlanmis

ve 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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3.2.3.3. YT52 izolatinin API 50 CH karbonhidrat testi ile fenotipik tanisi

YT52 izolatinin API test kiti ile fenotipik tanisi, API 50 CH karbonhidrat stripleri ve
APl 50 CHL Kkarbonhidrat fermentasyon besiyeri (Biomerieux, Marcy-I’Etaile,

Fransa) kullanilarak iiretici firma tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir.

3.2.4. YTS52 izolatinin genotipik tanisi

3.2.4.1. Genomik DNA izolasyonu

YT52 izolatindan genomik DNA izolasyonu Cancilla vd. (1992), tarafindan 6nerilen
yonteme gore yapilmistir. Bir gecelik aktif YT52 kiiltiirinden 0.5 mL alinarak steril
Eppendorf tiipine aktarilmig ve 10000 devirde 5 dakika santrifiij (Sigma 2-16P,
Rotor No: 12148, Almanya) edilerek hiicre peletinin olusmasi saglanmistir. Daha
sonra st faz dokiiliip, pelet 0.5 mL liziz ¢ozeltisi ile ¢6ziilmiis ve su banyosu
icerisinde 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiiplere 30 pL
sodyum dodesil siilfat (SDS, % 10 w/v) ilave edilmis ve 80 °C’ye ayarli ikinci bir su
banyosunda 5 dakika daha tutulmustur. Lize olan hiicre siispansiyonu iizerine 0.7 mL
fenolkloroform (1:10) karisimi ilave edilerek 13000 devirde 5 dakika santrifiij
(Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya) islemi uygulanmustir. Ust faz yeni steril
Eppendorf tiipline aktarilmis ve iizerine 0.7 mL 2-propanol ilave edilmis ve birkez
daha 13000 devirde 5 dakika santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya)
edilmistir. Genomik DNA peleti 50 pL Tris-EDTA (pH 8.0) ¢ozeltisi ilave edilerek

¢Oziilmiis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Liziz Cozeltisi

NaCl 250 mM
EDTA 10 mM
Tris HCI 10 mM
Lizozim 100 mg

Destile su 50 mL
pH 8.0 +0.02
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SDS (%10)

SDS 10 g
Destile su 100 mL
Tris-EDTA

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 +0.02

3.2.4.2. Genomik DNA orneginin elektroforezi

Genomik DNA 6rneginin elektroforezi % 0.7 (w/v) oraninda agaroz igeren toplam 35
mL jelde yapilmistir. Agaroz, tris-asetat tampon (pH 8.0) igerisinde mikrodalga
firmda (Argelik MD 565 S, Tiirkiye) ¢oziilmiistiir. Oda sicakliginda sogutulan jel,
yatay elektroforez plakasma (Thermo Minicell®Primo EC320, Amerika Birlesik
Devletleri) dokiilmiis ve polimerize olmasi i¢in 30-45 dakika beklenmistir. Jelin
polimerizasyonunu takiben tarak jele zarar vermeden ortamdan uzaklastirilmis ve
jelin tizerini kapatacak miktarda tris-asetat tampon c¢ozeltisi elektroforez tankina
dokiilmiistiir. 12 pL genomik DNA Ornegine 2 uL marker boya ¢ozeltisi ilave
edilmis ve daha sonra hazirlanan bu 6rnegin tamam jel kuyucuguna aktarilmistir.
Elektroforez islemi 65 voltta 1.5-2 saat siireyle yapilmistir. Siire sonunda elektrik
akimi kesilmis ve jel ortamdan alinarak etidyum bromit (0.2 pg/mL) iceren
elektroforez tamponuda 30 dakika siireyle boyanmigtir. Boyama isleminin sonunda
jel ultraviyole 151k altinda incelenmistir. Jelin fotografi UviTec DBT-08 (Cambridge,

Ingiltere) jel goriintiileme sistemiyle ¢ekilmistir.

Tris-Asetat Tampon (1X)

Tris 484 ¢
Sodyum asetat 408 ¢
EDTA 037 g
Destile su 1000 mL
pH 8.0 + 0.02
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Marker Boya

Brom fenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.4.3. YTS2 izolatimin 16S rDNA bélgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

ile cogaltilmasi ve sekans analizi

Bakteriyosin tireticisi oldugu tespit edilen YT52 izolatinda 16S rDNA bdlgesinin
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile g¢ogaltilmasi toplam 50 pl. PZR karisimi
(Cizelge 3.1) kullanilarak Techne TC3000 (Cambridge, Ingiltere) termal dongii
cihazinda yapilmistir. PZR isleminde; 1 dongii 94 °C’de 120 saniye baslangig
denatiirasyonu, 30 dongii 94 °C’de 30 saniye / 55 °C’de 60 saniye / 72 °C’de 90
saniye ¢ogaltma ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika son uzama asamalarindan olusan
PZR protokolii uygulanmistir. 16S rDNA bdélgesinin ¢ogaltilmasinda pA (ileri) 5'-
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' ve pE’ (geri) 5'- CCG TCA ATT CCT TTG
AGT TT-3' genel bakteriyel primerler kullanilmistir (Edwards vd., 1989). 16S rDNA
PZR fragmentlerinin elektroforezi Thermo Minicell“Primo EC320 cihazinda % 1
agaroz oran ile hazirlanan jelde yapilmis ve fragmentin biiyiikligi O’GeneRuler ™
100-bp DNA marker (Fermentas #SM1153, Litvanya) kullanilarak hesaplanmustir.
PZR iiriiniinin DNA dizi analizi ABI PRISM 3730XL (Perkin Elmer, Amerika
Birlesik Devletleri) otomatik gen sekans cihaz1 kullanilarak REFGEN Gen
Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. (Ankara, Tirkiye)’inde yaptirilmigtir. 16S
IDNA dizi benzerligi National Center for Biotechnology Information (NCBI)
BLAST programi kullanilarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan PZR karisimi

Madde adi Hacim
PCR master mix (Fermentas #K0171, Litvanya) 25 uL
Ileri primer 1 pL
Geri primer 1 uL
Kalip DNA 3 uL
Niikleaz igermeyen H,0O 20 uL
Toplam hacim 50 uL
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3.2.5. YT52 susunun plazmit iceriginin belirlenmesi

3.2.5.1. Plazmit DNA izolasyonu

GM17 broth ortaminda 37 °C’de 18 saat gelistirilen YT52 kiiltiriinden, 10 mL
GM17 broth ortamma 1 mL inokiilasyon yapilmig ve 30 °C’de 3-3.5 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda santrifiij tiipiine aktarilan
bakteri kiiltiirli, 6000 devirde 15 dakika santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12141,
Almanya) edilmistir. Ust faz dokiilmiis ve hiicre peleti oda sicakhiginda
kurutulmustur. Daha sonra hiicre peleti 379 pL sakkaroz tamponunda ¢éziilmiistiir.
Su banyosunda 37 °C’ye kadar 1sitilan ortama 96.5 pL lizozim ilave edilmis ve su
banyosunda 37 °C’de 5 dakika tutulmustur. Siire sonunda tiipe sirasiyla 48.2 pL Tris-
EDTA-1 ve 27.6 uL % 20 SDS ilave edilmis, karigtirilmis ve 37 °C’de 10 dakika su
banyosunda tutulmustur. Siire sonunda tiip mekanik karistiricida, 30 saniye yiiksek
devirde karistirilmistir. Ortama yeni hazirlanmis 3 N NaOH c¢ozeltisinden 27.6 pL
ilave edilmis ve 10 dakika yavasga karistirilarak kromozomal DNA’nin alkali
denatiirasyonu saglanmistir. Denatiirasyon igleminden sonra santrifiij tiipiine 49.6 uL
Tris-HCI ¢ozltisi ilave edilerek 3 dakika boyunca karistirilmistir. Tiipe 4 °C’de
muhafaza edilen 5 M NaCl ¢ozeltisinden 71.7 pL ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol
cozeltisinden 700 pL ilave edilerek 4 °C’de 15000 devirde 15 dakika siireyle santrifiij
(Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya) islemi uygulanmistir. Olusan ist faz,
mikropipet yardimiyla yeni Eppendorf tiipline aktarilmis ve deproteinasyonun
saglanmasi i¢in 700 pL kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tiip
4 °C°de 15000 devirde 15 dakika siireyle santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148,
Almanya) edilmis, olusan tist faz yeni tiipe alinarak tizerine esdeger hacimde soguk
etil alkol ilave edilmis ve -20 °C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra tiip 15000
devirde 15 dakika siireyle santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya)
edilerek plazmit DNA ¢oktiiriilmiis ve sivi faz dokiilerek pelet kurutulmustur.
Kurutulmus pelet 20 pL Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziilmiis ve 2 pL RNaz A
¢ozeltisinden ilave edilerek 37 °C’ye ayarli su banyosunda 45-50 dakika tutulmustur
(Anderson ve McKay, 1983).
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Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655 ¢
EDTA 0.0372g
Sakkaroz 6.7 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 +0.02

Lizozim Cozeltisi

Tris 03 g
Lizozim 01 g
Destile su 10 mL
pH 8.0 + 0.02

Tris-EDTA-1

Tris 06 g
EDTA 931 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 +0.02

SDS Cazeltisi

Tris 06 g
EDTA 0.74 g
SDS 20 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 + 0.02

Tris-HCI

Tris-HCI 3152 ¢
Destile su 100 mL
pH 7.0 + 0.02
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Tris-EDTA-2

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 g
Destile su 100 mL
pH 7.5 + 0.02

% 3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinin hazirlamsi: 100 g fenol tizerine 20 mL
destile su ve 3 g NaCl ilave edilerek 45 °C’deki su banyosunda ¢6ziilmiistiir. Fenol
¢ozeltisi aliminyum folyo sarilmis sise igerisinde oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

RNaz A cozeltisi: 5 mL destile su icerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat
¢ozeltisinin pH’s1 asetik asit ile 5.0’a ayarlanmis ve {lizerine 5 mg RNaz A ilave
edilmistir. Kaynar su igerisinde ortam 5 dakika tutulduktan sonra -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.5.2. Plazmit DNA orneklerinin elektroforezi

Plazmit DNA o6rneklerinin elektroforezi % 0.7 (w/v) agaroz orami ile hazirlanan
toplam 35 mL jelde yapilmistir (Meyers vd., 1976). RNaz A ile muamele edilen
plazmit DNA o&rneklerine 2 pl marker boya ¢ozeltisi ilave edilmis ve mikropipet
yardimiyla jel kuyucuklarina aktarilmistir. Elektroforez islemi Thermo OWL
EASYCAST B2 (Amerika Birlesik Devletleri) yatay elektroforez sisteminde tris-
asetat elektroforez tamponu esliginde 85 voltta 1.5-2.0 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Siire sonunda jel etidyum bromit ¢ozeltisinde boyanmis ve jel
fotograflarinin ¢ekiminde UviTec DBT-08 (Cambridge, Ingiltere) jel goriintiileme

sistemi kullanilmustir.

3.2.5.3. Plazmit biiyiikliigiiniin hesaplanmasi

YT52 susundan izole edilen plazmitin biiyiikliigiiniin belirlenmesinde, molekiiler
biiyiikliikleri bilinen cccDNA marker fragmentlerinin elektroforetik hareketleri ile,
biiyiikliiklerinin logaritmalar1 arasinda belirlenen dogrusal iliskiden yararlanilmistir

(Macrina vd., 1978; Southern, 1979; Schaffer ve Sederoff, 1981). Ecxel programi
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yardimi ile marker cccDNA molekiillerinin agaroz jel fotografi lizerinde dlgiilen goc
araliklart ile bilinen biyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak egri
cikarilmistir. Jel icin korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek, YT52
susundan izole edilen plazmitin molekiiler biiyiikliigii hesaplanmistir (Campbell,
1974; Elder ve Southern, 1983; Elder vd., 1983).

3.2.6. pH, sicaklik ve enzim uygulamalarimin bakteriyosin aktivitesi iizerine

etkisinin belirlenmesi

3.2.6.1. pH’nin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

37 °C’de 18 saat siireyle gelistirilen E. faecium YTS52 susu 6000 devirde 15 dakika
siireyle santrifiij edilmis (Sigma 2-16P, Rotor No: 12141, Almanya) ve kiiltiir st
stvisinin pH’st 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak 2.0-11.0 degerleri arasinda
ayarlanmistir. pH ayarlamasi yapilan kiiltiir iist sivilar1 0.45 pm por ¢apli membran
filtrelerden (Sartorius, Almanya) geg¢irilerek sterilize edilmis ve +4 °C’de 24 saat
bekletilmigtir. pH degisimlerinin bakteriyosin aktivitesi lizerine etkisi, membran
filtreden gecirildikten sonra hicbir isleme tabi tutulmayan kiiltiir iist sivisinin
inhibisyon aktivitesi ile farkli pH degerlerine ayarlanan kiiltiir {ist sivilarinin
inhibisyon aktivitelerinin karsilastirilmas1 sonucu belirlenmistir. Bakteriyosin
aktivitesi lizerindeki degismeler kritik diliisyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir.
Denemelerde L. monocytogenes ATCC 15813 susu indikatdr bakteri olarak
kullanilmistir. Kiiltiir Gist sivilart kuyucuklara 10 pL olacak sekilde damlatilmistir.
Bakteriyosin aktivitesi, agagidaki formiil kullanilarak arbitrary {inite (AU) cinsinden
hesaplanmistir. D degeri inkiibasyon siiresi sonunda indikator bakterinin gelisiminin

engellendigi en yiiksek diliisyon oranini gostermektedir (Franz vd., 1997).

Bakteriyosin aktivitesi (AU/mL) = 1000 x 10" x D* (3.1)

3.2.6.2. Enzim uygulamalarimin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Enzim uygulamalarinin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi icin

noétralize edilmis kiiltiir iist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
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sekilde proteinaz-K (pH 7.0), tripsin (pH 7.0), a-kemotripsin (pH 7.0), pepsin (pH
3.0), a-amilaz (pH 7.0), lipaz (pH 7.0), katalaz (pH 7.0) ve lizozim (pH 7.0) ilave
edilmistir. Enzim ilavesini takiben tiipler 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmis ve
daha sonra enzim aktiviteleri 100 °C’de 5 dakika 1s1l islem ile sonlandirilmistir.
Kontrol olarak enzim ilave edilmemis kiiltiir iist stvist kullanilmigtir. Farkli enzim
uygulamalarinin  bakteriyosin aktivitesi lizerine etkisi, kritik diliisyon ydntemi

kullanilarak formiil 3.1°e gore hesaplanmistir (Franz vd., 1997).

3.2.6.3. Sicakhik uygulamalarinin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Sicaklik uygulamalarinin bakteriyosin aktivitesi ilizerine etkisi nétralize edilmis
kiltar dst sivilarinin 100 °C’de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121 °C’de 15 dakika 1s1l
isleme tabi tutulmasi ile test edilmistir. Kontrol olarak 1sil islem uygulanmamis
kiiltiir dst stvist kullanilmigtir. Sicakligin bakteriyosin aktivitesi lizerine etkisi, Kritik

dilisyon yontemi kullanilarak formiil 3.1’e gore hesaplanmistir (Franz vd., 1997).
3.2.7. Bakteriyosin yapisal genlerinin PZR ile ¢cogaltilmasi

E. faecium YT52 susunda enterosin A (entA), enterosin B (entB), enterosin P (entP),
enterosin L50A/B (entL50A-entL50B), bakteriosin 31 (bac31), enterosin AS48
(entAS48), enterosin 1071A/B (ent1071A/ent1071B), enterosin Q (entQ) ve enterosin
X (entX) yapisal genlerinin varligi PZR ile aragtirilmistir. YT52 susunda enterosin
yapisal genlerinin PZR ile arastirilmasinda kullanilan primerler, baglanma
sicakliklart ve triin biiylikliikleri Cizelge 3.2°de verilmistir. PZR islemi ¢izelge
3.1°de verilen toplam 50 pL PZR karisimi kullanilarak Techne TC3000 (Cambridge,
Ingiltere) termal dongii cihazinda gergeklestirilmistir. PZR isleminde, 1 doéngii 94
°C’de 5 dakika baslangic denatiirasyonu, 35 dongii 94 °C’de 1 dakika / uygun
baglanma sicakliginda 1 dakika / 72 °C’de 40 saniye ¢ogaltma ve 1 dongii 72 °C’de
10 dakika son uzama asamalarini igeren protokol kullanilmistir (Yousif vd., 2005).
Cogaltilan PZR fragmentlerinin elektroforezi O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker
(Fermentas #SM 1153, Litvanya) kullanilarak % 2 agaroz oram ile hazirlanan jelde

yapilmustir.
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Cizelge 3.2. Enterosin genlerinin tespitinde kullanilan PZR primerleri, baglanma sicakliklar1 ve {iriin biiyiikliikleri

Gen Primer sekanslari (5’-3) Baglanma sicakhigi Uriin biiyiikliigii
O (be)

entA f: AATATTATGGAAATGGAGTGTAT 56 126
r: GCACTTCCCTGGAATTGCTCT

entB f: GAAAATGATCACAGAATGCCTA 50 162
r GTTGCATTTAGAGTATACATTTG

entP f: TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT 50 120
r: ATGTCCCATACCTGCCAAAC

entL50A/B f: TGGGAGCAATCGCAAAATTAG 52 98
rr ATTGCCATCCTTCTCCAAT

bac31 f: TATTACGGAAATGGTTTATATGT 50 123
rr TCTAGGAGCCCAAGGGCC

entAS48 f: GAGGAGTTTCATGATTTAAAGA 50 340
rr CATATTGTTAAATTACCAAGCAA

entQ f: TGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA 56 105
r: TTAACAAGAAATTTTTTCCATGGCAA

entl071A/B  f: CCTATTGGGGGAGAGTCGGT ol 343
rr ATACATTCTTCCACTTATTTTT

entX f: GTTTCTGTAAAAGAGATGAAAC 50 500
r

: CCTCTTAATCATTAACCATAC
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3.2.8. Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosin tiretimi igin aktif E. faecium YT52 kiiltiirinden 100 mL GM17 broth
ortamma % 1 oraninda ekim yapilmis ve 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyona birakilan kiiltiirden birer saat arayla 10 saat boyunca aseptik kosullarda
ornek alinmig ve bakteriyosin iiretim miktar1 Olclilmiistiir. Bakteriyosin iiretim
miktar kritik diliisyon yontemi kullanilarak L. monocytogenes ATCC 15813’a kars1
belirlenmistir (Todorov ve Dicks, 2005)

3.2.9. Hiicre lizizi

Hicre liziz ¢alismasi i¢in 50 mL aktif E. faecium YT52 kiiltiirii 6000 devirde 15
dakika siireyle santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12141, Almanya) edilmistir. Kiiltiir
iist sivisinin pH’s1 6.0’a ayarlanmis ve 0.45 pm por ¢apli membran filtreden
(Sartorius, Almanya) gegirilerek sterilize edilmistir. Steril kiiltiir tist sivisindan 20
mL alinarak erken gelisme fazina kadar gelistirilen 100 mL L. monocytogenes ATCC
15813 kiiltiirtine ilave edilmistir. Bakteriyosin ilavesi yapilan ve yapilmayan L.
monocytogenes ATCC 15813 kiiltiirlerinin optik yogunlugu (OD), Shimadzu UV-
1600-V (Japonya) spektrofotometre cihazinda 1 cm 151k yoluna sahip kiivetler
kullanilarak 600 nm dalga boyunda birer saat araliklarla 10 saat Ol¢lilmistiir

(Todorov ve Dicks, 2005).

3.2.10. Bakteriyosinin kismi saflastirilmasi

E. faecium YT52 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin kismi saflastirilmasi igin
YT52 susu 100 mL GMI17 broth ortaminda 37 °C’de 18 saat siireyle kiiltiire
edilmistir. Kiltiir 15000 devirde 20 dakika siireyle santrifiij (Sigma 3K 30, Rotor No:
12155, Almanya) edilmis ve kiiltiir iist sivisinin pH’s1 1 N NaOH kullanilarak 6.5’¢
ayarlanmigtir. Kiiltiir {ist sivisina son konsantrasyon oran1 % 40 (w/v) olacak sekilde
yavas yavag amonyum siilfat (Merck) ilave edilmis ve eriyinceye kadar
karnigtirllmistir. Amonyum stilfat ilavesi yapilan kiiltiir {ist sivis1 santrifiij tiiplerine
aktarilarak +4 °C’de bir gece boyunca manyetik karistiricida karistirilmigtir. Daha
sonra drnekler +4 °C’de 15000 devirde 30 dakika boyunca santrifiij (Sigma 3K 30,
Rotor No: 12155, Almanya) edilmistir. islem sonunda iist faz dokiilmiis ve ¢okelti
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oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan ¢okelti 5 mL sodyum fosfat tampon (pH
7.0) igerisinde ¢Oziilmiis ve lizerine 75 mL metanol/kloroform (1:2 v/v) ¢ozeltisi
ilave edilerek +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler +4 °C’de 15000
devirde 45 dakika santrifiij (Sigma 3K 30, Rotor No: 12155, Almanya) edilmis, {ist
faz dokiilmis ve ¢okelti kurutulmustur. Son asamada kurutulan ¢okelti 1 mL steril

ultra saf suda ¢6ziilmiis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir (Moreno vd., 2003).

Sodyum Fosfat Tampon

NaH,PO,. H,0O 055 g
Na,HPO,. 7H,0 161 ¢
Destile su 100 mL
pH 7.0 +0.02

3.2.11. Trisin-sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (Trisin-SDS-
PAGE)

Trisin-SDS-PAGE denemeleri Schiagger ve von Jagow (1987) tarafindan onerilen
yontem kullanilarak yapilmistir. Dikey jel elektroforez sistemimde (Thermo OWL
P81, Amerika Birlesik Devletleri), iki adet 10x10 cm ebatlarinda cam plaka
kullanilmistir.  Elektroforez plakalar1 % 70°lik etanol ¢ozeltisi ile yikanip
kurutulduktan sonra, plakalar arasina jel taragmin yerlestirdigi tist kisim hari¢ 0.8
mm kalinliginda ayiricilar konulmustur. Bu asamadan sonra jel taragimin 0.5 cm
altina gelecek sekilde % 16.5’lik ayiric1 jel dokiilmiis ve iizerine 1 mL destile su
ilave edilmistir. Jelin polimerizasyonu icin 45 dakika beklenmis ve destile su filtre
kagidi araciligiyla ortamdan alimmistir. Plakalarin geri kalan kismi % 9.8’lik
toplayict jel dokiilerek tamamlanmis ve tarak yerlestirilmistir. Toplayict jelin
polimerizasyonu igin 45 dakika daha bekledikten sonra cam plakalar elektroforez
tankina yerlestirilmistir. Siire sonunda tarak ¢ikarilmis ve tank haznelerine tris-trisin-
SDS tampon ilave edilmistir. Son asamada, 10 pL bakteriyosin 6rnegi Ornek
tamponu ile muamele edilmis jel kuyucuklarma aktarilmistir. Jel sisteminde,
toplayici jel i¢in 30 volt ve ayirict jel icin ise 90 volt elektrik akimi uygulanmustir.
Bakteriyosin orneklerinin elektroforetik ayriminin tamamlanmasinin ardindan jel, 2
ayr1 pargaya ayrilmustir. Jellerden biri Commasie brillant blue R250 boya ¢ozeltisine
alinarak, burada 1 saat boyanmistir. Boyanan jel, fazla boyanin geri alindig: ¢ozeltide

protein bantlar1 netlik kazanincaya kadar (30-60 dakika) bekletilmis ve fiksasyon
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cozeltisi (%10’luk asetik asit) i¢ine alinmistir. Boyanmamuis jel pargasi aktif protein

bandinin tespiti igin kullanilmistir.

Akrilamid/Bis-akrilamid Cozeltisi

Akrilamid 30 g
Bis-akrilamid 08 g
Destile su 100 mL

Whatman No. 1 ile filtre edilen ¢ozeltinin bulundugu erlenmayer, aliiminyum folyo

ile kaplanarak +4°C’de tutulmustur.

Tris.CI/SDS, pH 8.45

Tris 182 g
SDS 15 g
Destile su 500 mL

pH 8.45 + 0.02’ye ayarlanip +4°C’de muhafaza edilmistir.

Tris.CI/SDS, pH 8.45

Tris 6.05 g
SDS 04 g
Destile su 100 mL

pH 6.8 £ 0.02° ye ayarlanip +4°C’de muhafaza edilmistir.

Ornek Tamponu

Tris.CI/SDS, pH 6.8 2 mL
Gliserol 24 mL
SDS 08 g
Dithiothreitol 031 ¢
Commasie brillant blue R250 2 g
Destile su 10 mL
APS (% 10)

Amonyum persiilfat 01 g
Destile su 1 mL
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Avirici Jel

Akrilamid/Bis-akrilamid 8.75 mL
Tris.CI/SDS, pH 8.45 5 mL
Gliserol 158 mL
Destile su 165 puL

Doékmeden once, 100 L % 10 amonyum persiilfat ve 20 pL tetrametil etilen diamin

TEMED) ilave edilmistir.

Toplayici Jel

Akrilamid/ Bis-akrilamid 1.66 mL
Tris.CISDS, pH 8.45 155 mL
Destile su 222 mL

Doékmeden hemen once, 25 pL % 10 amonyum persiilfat ve 5 pnL. TEMED ilave

edilmistir.

Tris-Trisin-SDS Tampon (1X)

Tris 1211 g
Trisin 17.92 ¢
SDS 1 9
Destile su 1000 mL

pH 8.3 £ 0.02’ye ayarlanip +4°C’de muhafaza edilmistir.

Commasie Brillant Blue Bova Cozeltisi

Commasie brillant blue R250 1 g

Metanol 400 mL
Glasiyel asetik asit 100 mL
Destile su 500 mL

Bova Geri Alma Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetik asit 100 mL
Destile su 500 mL
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Jel Fiksasyon Cozeltisi

Glasiyel asetik asit 100 mL
Destile su 900 mL

3.2.11.1. Bakteriyosinin molekiiler biiyiikliigiiniin hesaplanmasi

Beyaz 1s1k kaynagi tlizerine yerlestirilerek alinan jel fotografinda E. faecium YT52
susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin molekiiler biiyiikliigii; 42, 26, 17, 10, 4.6 ve
1.7 kDa biiyiikliigiinde proteinleri igeren marker karigimi (Fermentas #SM1153,
Litvanya) kullanilarak hesaplanmistir. Excel programinda her bir marker proteinin
molekiiler biiylikliigiiniin logaritmasi1 y eksenini, hesaplanan R; degeri x eksenini
olusturacak sekilde grafige gecirilmis ve program araciligi ile grafige ait egrinin
matematiksel ifadesi elde edilmistir. Biiyiikliigii hesaplanmak istenen proteinin Rs
degeri, jel fotografi iizerinde Olgiilmiis ve formiilde yerine konularak, Excel

programinda molekiiler biiytikliigii hesaplanmistir (Laemmli 1970).

Rt = proteinin kat ettigi mesafe / boyanin kat ettigi mesafe (3.2)

3.2.11.2. Aktif protein bandinin tespiti

Aktif protein bandimin belirlenmesinde kullanilan boyanmamuis jel pargasi indikator
mikroorganizmanin gelisimini inhibe edebilecek kimyasallardan arindirilmak i¢in
aseptik kosullarda steril ultra saf su ile 3 saat siireyle yikanmistir. Birer saat
araliklarla jelin yikandig: steril ultra saf su degistirilmistir. Yikanan jel, besiyeri ile
jel arasinda hi¢ bosluk kalmayacak sekilde TSBYE iceren Petri kutusuna (@ 14 cm)
yerlestirilmistir. Daha sonra jel yiizeyi L. monocytogenes ATCC 15813 inokiile
edilmis 20 mL TSBYE yumusak agar ile kaplanmis ve 37 °C’de 18 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda jel {izerinde olusan inhibisyon zonu

incelenmistir (Tuncer ve Ozden, 2010).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. YT52 Izolatinin Antibakteriyel Aktivite Spektrumunun Belirlenmesi

van Belkum vd. (1989), tarafindan 6nerilen yontem kullanilarak yapilan E. faecium

YT52 izolatinin antibakteriyel aktivite test sonuglari1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. YTS52 izolatinin indikator bakterilere karsi olusturdugu zon caplari.

Indikator Suslar Sicakhk  Besiyeri*  YT52**
(°C) (O mm)

L. plantarum LMG 2003 37 MRS 20
L. lactis subsp. lactis L1403 30 GM17 14
L. lactis subsp. lactis LMG 2907 30 GM17 -
L. lactis subsp. lactis LMG 2908 30 GM17 -
L. lactis subsp. lactis LMG 2910 30 GM17 10
L. lactis subsp. lactis LMG 2911 30 GM17 11
L. lactis subsp. lactis LMG 2912 30 GM17

L. lactis subsp. lactis JC17 30 GM17 18
L. cremoris LMG 2132 30 GM17 2
L. lactis subsp. lactis LMG 2088 30 GM17 -
L. lactis subsp. lactis LMG 1363 30 GM17 20
E. faecalis LMG 2708 37 GM17 19
E. faecalis LMG 2602 37 GM17 19
L. innocua LMG 2813 30 TSBYE 16
L. monocytogenes ATCC 15813 37 TSBYE 23
L. monocytogenes ATCC 7644 37 TSBYE 23
E. coli LMG 3083 CFAI (ETEC) 37 TSBYE -
E. coli ATCC 25828 37 TSBYE -
S. Typhimurium SL1344 37 TSBYE -
S. Typhimurium ATCC 14028 37 TSBYE -
S. aureus FR1100 37 TSBYE -
S. aureus ATCC 29213 37 TSBYE -
S. carnosus LMG 2709 37 TSBYE -
P. pentosaceus LMG 2001 37 TSBYE 21
B. cereus LMG 2732 37 TSBYE 18
B. cereus ATCC 10876 37 TSBYE -

*MRS: de Man, Rogosa & Sharpe Broth; GM17: Glukoz M17 Broth (% 5 glukoz);
TSBYE: Triptik Soy Broth (% 5 maya ekstrakt1)
**YT52: Enterococcus faceium YT52

Antibakteriyel aktivite belirleme testi sonucu, YT52 izolatinin gesitli LAB’nin yan1
sira 6nemli gida patojenlerinden olan Listeria monocytogenes ve Bacillus cereus’a

kars1 da antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. YT52 izolati tarafindan
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tiretilen antibakteriyel maddeden en ¢ok etkilenen indikator bakterilerin 23 mm zon
capt ile L. monocytogenes ATCC 15813 (Sekil 4.1) ve L. monocytogenes ATCC
7644 suslar1 oldugu belirlenmistir. YT52 izolatinin denemelerde indikator olarak
kullanilan Gram-negatif bakterilere karsi aktivite gostermedigi tespit edilmistir.
Gecmis yillarda yapilan calismalar, LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
genellikle Gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gostermedigini rapor
etmislerdir (De Vuyst and Vandamme, 1994; Koral ve Tuncer, 2013; Ozden Tuncer
vd., 2013). Tez calismast kapsaminda antibakteriyel aktivite testlerinden elde edilen

sonuglar bu literatiir verilerini destekler niteliktedir.

Sekil 4.1. YT52 izolatinin L. monocytogenes ATCC 15813 susuna kars1 verdigi
inhibisyon zonu.

Bakteriyosin {iireticisi suslarin belirlenmesinde ilk asama, indikator bakterilere karsi
inhibisyon zonu olusturan suslarin secilmesidir. Uretici suslarin se¢iminde farkl
aragtiricilar tarafindan onerilmis dogrudan ve dolayli pek¢ok yontem bulunmaktadir
(Gratia, 1946; Kékessy ve Piguet, 1970; Tagg ve McGiven, 1971; Tagg vd., 1976;
Geis vd., 1983; van Belkum vd., 1989). Bu yontemlerin ortak amaci, bakteriyosin
tiretim Ozellikleri arasgtirilan suslarin indikator bakterilere karsi inhibisyon zonu
olusturulup olusturmadiginin  tespit edilmesidir. Dogrudan yontemler ile
antimikrobiyel aktivite testlerinde bakterinin kendi kullanilirken, dolayli yontemlerde
ise bakterinin siipernatanti1 kullanilmaktadir. Uygulanan yonteme gore kuyucuk veya

koloni etrafinda berrak ve keskin hatli inhibisyon zonunun gdzlenmesi test edilen
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bakterinin  bakteriyosin ireticisi olduguna dair giliglii bir kanit olarak
degerlendirilmektedir (De Vuyst ve Vandamme, 1994; Degaan vd., 2006; Koral,
2011). Tez kapsaminda antibakteriyel aktivitesi test edilen YT52 izolatinin ¢esitli
indikator bakterilere kars1 berrak ve keskin hatli inhibisyon zonu olusturmasi tiretilen
antibakteriyel maddenin kuvvetle muhtemel bakteriyosin oldugunun kanit1 olarak

degerlendirilmistir.

4.2. Proteolitik Enzim Uygulamasi

Cesitli indikator bakterilere karst antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilen YT52
izolat1 tarafindan iiretilen antibakteriyel maddenin protein dogas1 (bakteriyosin olup
olmadig1) yapilan proteolitik enzim denemeleri ile belirlenmistir. Indikatér bakteri
olarak L. monocytogenes ATCC 15813 susunun kullanildigi proteolitik enzim
denemeleri sonucu, YT52 izolati tarafindan iiretilen antibakteriyel maddenin katalaz
uygulamasindan etkilenmedigi ancak proteinaz K, pepsin, a-kemotripsin (Sekil 4.2)

ve tripsin uygulamalarindan etkilendigi tespit edilmistir.

Sekil 4.2. YT52 izolati tarafindan iiretilen antibakteriyel maddenin a-kemotripsin
uygulamasi sonucu kalan aktivitesi.

YT52 izolati tarafindan iretilen antibakteriyel maddenin katalaz enziminden
etkilenmemesi antibakteriyel aktivitenin H,O, kaynakli olmadigin1 gostermektedir.

Bakteriyosinlerin  tiimiinde antibakteriyel etkinlik ana protein yapidan
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kaynaklanmaktadir. Geg¢mis yillarda yapilan ¢aligmalar LAB tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin tripsin, o-kemotripsin, pepsin ve proteinaz-K gibi proteolitik
enzimler ile muamele edilmeleri sonucu aktivitelerini ya tamamen ya da kismen
kaybettiklerini ortaya koymustur (van Belkum vd., 1989; Piard vd., 1990; Dieye vd.,
2001; Tuncer ve Akgelik, 2007; Ozden ve Akgelik, 2008; Tuncer, 2009; Tuncer ve
Ozden, 2010; Koral ve Tuncer, 2013; Favaro vd., 2014; Iranmanesh vd., 2015; Gupta
vd., 2016). Proteolitik enzim uygulamasi sonucu inhibitor maddenin etkisinin
tamamen veya kismen ortadan kalkmasi {iretilen antibakteriyel maddenin
bakteriyosin oldugunu isaret etmektedir. YT52 izolati tarafindan {iretilen
antibakteriyel maddenin proteinaz K, pepsin, a-kemotripsin ve tripsin
uygulamalarindan etkilenmesi YT52 izolat1 tarafindan iiretilen antibakteriyel

maddenin bakteriyosin oldugunun giiclii kanit1 olarak kabul edilmistir.

4.3. YT52 izolatinin Fenotipik ve Genotipik Tanist

Proteolitik enzim uygulamas ile bakteriyosin iireticisi oldugu tespit edilen YT52
izolatinin tiir diizeyinde tanisi fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak
yapilmistir. Morfolojik tani ve katalaz testi sonucu YT52 izolatinin Gram pozitif kok
morfolojisinde (tekli, ikili ve kisa zincir) ve katalaz negatif 6zellikte oldugu tespit
edilmistir. Elliker broth besiyeri kullanilarak yapilan kiiltiirel testlerde YT52
izolatmn 10, 37 ve 45 °C’de gelisme gdstermesinin yani sira % 6.5 (w/v) NaCl
iceren ve pH’s1 9.6’ya ayarlanan iki farkli Elliker broth besiyerinde de gelistigi
belirlenmistir. YT52 izolatinin karbonhidrat fermentasyon testi APl 50 CH
(Biomerieux, Marcy-I’Etaile, Fransa) kiti kullanilarak iretici firma tarafindan
Onerilen yonteme gore yapilmistir. YT52 izolatinin karbonhidrat fermentasyon test
sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. YTS52 izolatinin fermentasyon kitinde test edilen
49 karbonhidratdan 21 adedini (gliserol, L-arabinoz, riboz, galaktoz, fruktoz, glukoz,
mannoz, mannitol, N-asetil-glukozamin, amigdalin, arbutin, eskulin, salisin,
sellobioz, maltoz, laktoz, sukroz, trihaloz, gentiobioz, tagatoz ve glukonat) fermente
ettigi ancak 28 karbonhidrati ise fermente edemedigi tespit edilmistir. Bakteriyosin
tireticisi YT52 izolatinin API 50 CH karbonhidrat fermentasyon profilinin iretici
firma veri bankasi ile kiyaslanmasi sonucu Lactococcus lactis subsp. lactis 1 ile %

98.9 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. YTS52 izolatinin API 50 CH karbonhidrat fermentasyon test sonuclari.

Karbonhidrat YT52 Karbonhidrat YT52
0 Kontrol* - 25 Eskulin +
1 Gliserol + 26 Salisin +
2 Eritritol - 27 Sellobioz +
3 D-Arabinoz - 28 Maltoz +
4 L-Arabinoz + 29 Laktoz +
5 Riboz + 30 Melibioz -
6 D-Ksiloz 31 Sukroz +
7 L-Ksiloz - 32 Trihaloz +
8 Adonitol - 33 Inulin -
9 B-Metil-D-Ksilozid - 34 Melezitoz -
10 Galaktoz + 35 Rafinoz -
11 Glukoz + 36 Nisasta -
12 Fruktoz + 37 Glikogen -
13 Mannoz + 38 Ksilitol -
14 Sorboz - 39 Gentiobioz +
15 Ramnoz - 40 D-Turanoz -
16 Dulsitol - 41 D-Lyxoz -
17 Inositol - 42 D-Tagatoz +
18 Mannitol + 43 D-Fukoz -
19 Sorbitol - 44 |-Fukoz -
20 a-Metil-D-Mannozid - 45 D-Arabitol -
21 a-Metil-D-Glukozid - 46 L-Arabitol -
22 N-Asetil-Glukozamin + 47 Glukonat +
23 Amigdalin + 48 2-Keto-Glukonat -
24 Arbutin + 49 5-Keto-Glukonat -

* Karbonhidrat igermeyen test kuyucugu

API 50 CH karbonhidrat fermentasyon testi sonucu L. lactis subsp. lactis oldugu
belirlenen YTS52 izolatinin genetik tanist 16S rDNA dizi analizi yontemi kullanilarak
yapilmustir. Cancilla vd. (1992), tarafindan 6nerilen yonteme gore YT52 izolatindan
izole edilen genomik DNA 06rneginin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Genomik DNA
10000 bg —=

3000 bg

1000 bg

250 bg

Sekil 4.3. YT52 izolatinin genomik DNA 6rnegi

Bakteriyosin {ireticisi YT52 susunda 16S rDNA bolgesinin PZR ile g¢ogaltilmis
fragmentinin agaroz jel elektroforez islemi sonrast molekiiler biiyiikliigliniin yaklagik
900 bg oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4). PZR ile ¢ogaltilan 16S rDNA gen
bolgesinin DNA dizisi BLAST programinda analiz edilmis ve Enterococcus faecium

genomundaki bolge ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

3000 bg

1000 bg ~ 900 bg

500 bg

100 bg

Sekil 4.4. Enterococcus faecium YT52 susunun PZR ile ¢ogaltilan 16S rDNA
fragmenti.
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Bakterilerin koloni morfolojileri ve kiiltirel ve biyokimyasal oOzellikleri gibi
fenotopik karakterleri incelenerek geleneksel tani yontemleri ile tiir ve alt tiir
diizeyinde tanis1 yapilabilmektedir. Ancak, geleneksel tan1 yontemleri kullanilarak
yapilan tanimlama calismalarinda izolatlarin tiir ve alt tiir diizeyinde kesin bir
ayriminin yapilmast oldukga giictiir. Bu nedenle giiniimiizde bakterilerin tiir ve alt tiir
diizeyinde tanis1 konvensiyonel tani yontemlerinin yan1 sira niikleik asit homolojisi,
genomik DNA restriksiyon analizi, restriksiyon pargacik uzunluk polimorfizmi
(RFLP), degisken alanh jel elektroforezi (PFGE), 16S rDNA genlerini tanimlayici
PZR uygulamalar1 ve DNA dizi analizleri gibi ¢esitli molekiiler genetik yontemler ile
desteklenmektedir (Brown, 2001; Samarzija vd., 2001; Pu vd., 2002; Ben Amor vd.,
2007; Koral, 2011). Tanu testleri neticesinde bakteriyosin iireticisi YT52 izolati, API
50 CH karbonhidrat fermentasyon testi sonucuna gore L. lactis subsp. lactis, 16S
rDNA dizi analizi sonucuna gore ise Enterococcus faecium olarak tanimlanmuistir.
Elde edilen bu sonug¢ 1s1ginda fenotipik olarak L. lactis subsp. lactis olarak
tanimlanan YT52 izolatinin Enterococcus faecium oldugu kesinlik kazanmustir.
Calismanin bundan sonra yapilan asamalarinda bakteriyosin iireticisi YT52 izolati

Enterococcus faecium YT52 olarak adlandirilmistir.

Gecmis yillarda yapilan calismalar enterokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
giiclii antilisterial etkiye sahip olduklarini ortaya koymustur (Ghrairi vd., 2008;
Tuncer, 2009; Favaro vd., 2014; Tuncer vd., 2014; H-Kittikun vd., 2015). Tez
calismasi kapsaminda da Listeria tiirlerine kars1 giiclii antibakteriyal aktiviteye sahip
oldugu tespit edilen YTS52 izolatinin nihai olarak E. faecium olarak tanimlanmasi bu

bulgular1 destekler niteliktedir.

4.4. Plazmit DNA izolasyonu

Bakteriyosin fireticisi E. faecium YTS52 susunun, Anderson ve McKay (1983)
tarafindan Onerilen alkali denatiirasyon yontemi kullanilarak yapilan plazmit DNA
izolasyonu sonucu molekiiler biiytikliigi 32.3 kb olan 1 adet plazmit DNA igerdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.5). Gegmis yillarda gida kaynakli enterokoklarin plazmit
DNA igeriklerinin arastirildigi ¢alismalar, enterokoklarin genellikle yiiksek sayida
plazmit DNA icerdiklerini gostermistir (Ozmen Togay vd., 2016; Yogurtcu ve
Tuncer, 2013; Yiiksel vd., 2015). Ozmen Togay vd. (2016), dogal fermente peynir,
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zeytin ve sucuk orneklerinden izole ettikleri E. faecium ve E. faecalis suslarinin 1-6
arasinda degisen sayida plazmit DNA icerdigini bildirmislerdir. Yogurtcu ve Tuncer
(2013), Tulum peynirinden izole ettikleri Enterococcus suslarinin molekiiler
buiytikliikleri 2.0 ile 47.6 kb arasinda degisen ve sayilari 1 ile 9 arasinda olan plazmit
DNA igerdigini rapor etmislerdir. Ulkemizde yapilan bir baska calismada ise Yiiksel
vd. (2015), geleneksel peynirlerden izole edilen E. faecium ve E. faecalis suslarinin
molekiiler biiyiikliikleri 2.4 ile 35.8 kb arasinda degisen ve sayilar1 3 ile 15 arasinda
olan plazmit DNA igerdigini bildirmislerdir.

32.3 kb

16.2 kb

2.1 kb

Sekil 4.5. Bakteriyosin iireticisi E. faecium YTS52 susunun plazmit icerigi.

M ccc Plazmit DNA Marker (kb)  :16.2,14.1,12.2,10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0,
40,29 2.1
1-2  YT52 (kb) 1323

4.5. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine pH, Sicaklk ve Enzim Uygulamalarinin

Etkisi

E. faecium YTS52 susu tarafindan {iretilen bakteriyosinin aktivitesi lizerine pH,
sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi Cizelge 4.3°de verilmistir. E. faecium YT52
susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin aktivitesinin belirlenmesi iizerine yapilan

caligmalar, YT52 kiiltiir Gist sivisinin L. monocytogenes ATCC 15813 susuna karsi
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6400 AU/mL seviyesinde aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Farkli pH
uygulamalarinin bakteriyosin aktivitesi tizerine etkisinin incelendigi denemeler
sonucu, bakteriyosin aktivitesinin pH 2.0-4.0 degerleri arasinda % 100 artis
gosterdigi, pH 5.0-10.0 degerleri arasinda stabil kaldigi ve pH 11.0 degerinde ise %
50 oraninda azaldig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Elde edilen bu sonuglara benzer
olarak Lactococcus lactis suslari tarafindan firetilen nisinin de asidik pH’larda
bakteriyosinin ¢ozliniirligiindeki artisa bagli olarak aktivitesinin arttigi ve bazik
pH’larda ise aktivitesinin azaldig: tespit edilmistir (Olasupo vd., 1999; Noonpakdee
vd., 2003; Tuncer, 2009; Koral ve Tuncer, 2013). Enterosinlerin farkli pH
araliklarinda davraniglarinin incelendigi arastirilmalarda ise genel olarak pH 2.0-10.0
degerleri arasinda aktivitesini korudugu tespit edilmistir (Cintas vd., 1997; Ghrairi
vd., 2008; Gupta vd., 2010; Liu vd., 2011; Favaro vd., 2014; Saelim vd., 2015).
Farkli enzim muamelesinin bakteriyosin aktivitesi lizerine etkisinin arastirildigi
caligmalarda, bakteriyosin aktivitesinin proteinaz-K ve tripsin uygulamalar1 ile
tamamen, pepsin, a-kemotripsin ve a-amilaz uygulamalari ile ise kismen inaktive
oldugu belirlenmistir. Bakteriyosin aktivtesinin katalaz, lizozim ve lipaz
uygulamalarindan ise etkilenmedigi saptanmistir (Cizelge 4.3). Elde edilen sonuglara
benzer olarak farkli arastiricilar tarafindan yapilan caligmalarda da enterosinlerin
cesitli proteolitik enzimlere karsi duyarli olduklar, katalaz, lizozim veya lipaz
uygulamalarindan ise etkilenmedigi tespit edilmistir (Cintas vd., 1997; Ghrairi vd.,
2008; Gupta vd., 2010; Liu vd., 2011; Bal vd., 2012; Favaro vd., 2014; Saelim vd.,
2015). Tez calismas1 kapsaminda YT52 susu tarafindan tretilen bakteriyosinin a-
amilaz uygulamasi sonucu aktivitesinde azalma tespit edilmesi, bakteriyosin
aktivitesi igin protein yapisina ek olarak karbonhidrat grubunun da 6nemli oldugunu
ortaya koymustur. Farkli arastiricilar tarafindan yapilan caligmalarda da LAB
tarafindan {iretilen ¢esitli bakteriyosinlerin a-amilaz uygulamasindan etkilendigi
bildirilmistir (Lewus vd., 1992; Gulahmadov vd., 2006; Lee vd., 2010; Tuncer ve
Ozden, 2010; Bal vd., 2012). E. faecium YT52 susu tarafindan iiretilen
bakteriyosinin, 100 °C’de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121 °C’de 15 dakika sicaklik
uygulamalarinda aktivitesini korudugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Gegmis
yillarda yapilan c¢aligmalarda da farkli Enterococcus suslari tarafindan {iretilen
enterosinlerin 1s1 stabil bakteriyosinler olduklar1 tespit edilmistir (Yoon vd., 2005;
Ghrairi vd., 2008; Gupta vd., 2010; Isleroglu vd., 2012; Favaro vd., 2014; Yildirrm
vd., 2014; Liu vd., 2016; Gupta vd., 2016).
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Cizelge 4.3. E. faecium YT52 susu tarafindan tretilen bakteriyosinin aktivitesi
tizerine farkli pH, enzim ve sicaklik uygulamalarinin etkisi.

Muamele Bakteriyosin Aktivitesi (AU/mL)
YT52*
Kontrol 6400
pH 2 12800
pH 3 12800
pH 4 12800
pH 5 6400
pH 6 6400
pH 7 6400
pH 8 6400
pH 9 6400
pH 10 6400
pH 11 3200
Proteinaz-K 0
Tripsin 0
a-Kemotripsin 100
Pepsin 400
a-Amilaz 800
Lipaz 6400
Katalaz 6400
Lizozim 6400
100 °C’de 5 dakika 6400
100 °C’de 10 dakika 6400
100 °C’de 15 dakika 6400
100 °C’de 20 dakika 6400
121 °C’de 15 dakika 6400

*YT52: E. faecium YT52

4.6. Bakteriyosin Yapisal Genlerinin Tespiti

Bilinen enterosin primerleri kullanilarak yapilan PZR denemeleri sonucu, E. faecium
YT52 genomunda enterosin A, B ve X primerleri ile sirasiyla 126, 162 ve 450 bg
biiytiklikgtinde PZR {iriinlerinin ¢ogaltildig tespit edilmistir. Enterosin X primerleri
kullanilarak ¢ogaltilan PZR iiriinliniin beklenilenin (500 bg) aksine daha kiiciik
boyutta oldugu tespit edilmistir. YT52 susunun enterosin P, Q, AS-48, L50A/B,
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1071A/B ve bakteriyosin 31’e 06zgiil primerler ile herhangi bir amplifikasyon
vermedigi belirlenmistir (Sekil 4.6). PZR sonuglar1 E. faecium YTS52 susunun ¢oklu
enterosin treticisi olabilecegini isaret etmektedir. Farkli arastiricilar tarafindan
yapilan calismalarda da gida kokenli enterokok izolatlar1 arasindan ozellikle E.
faecium suslarinda c¢oklu enterosin yapisal genlerinin varligi gosterilmistir (Ben
Belgacem vd., 2010; Ozden Tuncer vd., 2013; Favaro vd., 2014; Mojsova vd., 2015;
Ozmen Togay vd., 2016). Ben Belgacem vd. (2010), Tunus fermente et {iriinii olan
”Gueddin” den izole ettikleri 24 E. faecium izolatinin en az 2 enterosin geni
icerdigini bildirmislerdir. Yapilan PZR caligsmalar1 izolatilarin tamaminin enterosin
A, 22 adedinin enterosin B ve 21 adedinin ise enterosin P geni igerdigini ortaya
koymustur. Pozitif PZR sonucu veren suslardan 19 adedinin her 3 enterosin genini
(entA, entB ve entP), 22 adedinin entA ve entB ve 21 adedinin ise entA ve entP
genlerini igerdigi belirlenmistir. Izolardan higbirinde entQ, ent1071A-ent1071B,
entL50 (entL50A-entL50B) ve ent31 genlerinin varligi tespit edilmemistir. Benzer
olarak Ozden Tuncer vd. (2013), Tulum peynirinden izole edilen bakteriyosin
tireticisi 3 E. faecium izolatinda enterotoksin genlerinin varhigini arastirdiklar
calismalarinda, E. faecium EYT17 ve EYT31 suslarmin entA, entB ve entP, E.
faecium EYT39 susunun ise entA ve entB genlerini igerdigini rapor etmislerdir.
Izolatlardan higbirinde entQ, ent1071A/B, entL50A/B, bac31 ve entAS48 genlerine
Ozgii primerlerle bir amplifikasyon elde edilmedigi bildirilmistir. Favaro vd. (2014),
salamura beyaz peynirden izole ettikleri bakteriyosin ftreticisi 4 E. faecium
izolatindan ST209GB ve ST315GB suslarinin entA, entB ve entP, ST278GB susunun
entA ve entB ve ST711GB susunun ise entA, entP ve entL50B genlerini icerdigini
tespit etmislerdir. Mojsova vd. (2015), salamura beyaz peynirden izole ettikleri
bakteriyosin {ireticisi 2 E. faecium izolatinda da entA, entB ve entP genlerinin
varligim gostermislerdir. Ozmen Togay vd. (2016), geleneksel Tiirk peynirlerinden
izole ettikleri Enterococcus spp. izolatlarinin antibakteriyel aktivite ozelliklerini
arastirdiklar1 calismalarinda antibakteriyel aktivite gdsteren 25 izolattan 18 adedinde

hem entA hem de entB genlerinin bulundugunu bildirmislerdir.
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3000 bg

1000 bg
entX 450 bg 500 bg
entB 162 bg

entA 126 bg 100 beg

Sekil 4.6. E. faecium YT52 susunun genomik DNA’sinda enterosin genlerinin PZR
amplifikasyonu.

entA : 126 bg

entB 1162 bg

entP D

entQ -

entX 450 bg

O’GeneRuler DNA : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600,
Marker 500, 400, 300, 200, 100
entAS48 D

entL50A/B -

ent1071A/B -

bac31 -

0 Negatif kontrol (su) : -
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4.7. Bakteriyosin Uretimi

Bakteriyosin iiretiminin belirlenmesi iizerine yapilan dlgimler sonucu, E. faecium
YT52 susunun inkiibasyonun 2. saati sonunda 100 AU/mL diizeyinde bakteriyosin
iirettigi  tespit edilmistir. Inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde, bakteriyosin
aktivitesinin hiicre yogunlugunun artisina paralel olarak artis gosterdigi
belirlenmigtir. En yiiksek bakteriyosin aktivitesi (6400 AU/mL) kiiltiir yogunlugunun
2.0566 degerine ulastigi 7. saatin sonunda Olg¢iilmiistiir (Sekil 4.7). Bakteriyosin
iiretiminin gelisme fazinda baglamis ve gelisme fazinin sonunda maksimum seviyeye
ulasmig olmasi, E. faecium YT52 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin primer

metabolit kinetigine sahip oldugunun gostergesidir. Elde edilen bu sonucu destekler

58



nitelikte farkli arastiricilar tarafindan yapilan caligmalarda da ¢esitli LAB suslar
tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin de primer metabolit kinetigine sahip olduklar1
tespit edilmistir (Todorov ve Dicks, 2005; Todorov ve Dicks, 2006; Ghrairi vd.,
2008; Sahingil vd., 2010; Koral ve Tuncer, 2013; Iranmanesh vd., 2015; Ndlovu vd.,
2015).

7000 - 2.5

(AU/mL)
Q

= 5000

s1
n

OD (600 nm)

4000

3000

- 2000

n

1000

Bakterivosin Aktivite

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (saat)

Sekil 4.7. E. faecium YT52 susu tarafindan bakteriyosin iiretimi ve kiiltiir
yogunlugundaki degisim (e).

4.8. Hiicre Lizizi

Hiicre liziz analizinde, erken gelisme fazina kadar gelistirilen L. monocytogenes
ATCC 15813 kiiltiirii (100 mL) tizerine 20 mL nétralize edilmis E. faecium YT52
kiiltiir ist stvisinin ilave edilmigtir. Bakteriyosin ilavesini takip eden siire zarfinda L.
monocytogenes ATCC 15813 kiiltiirliniin gelisiminin durdugu tespit edilmistir (Sekil
4.8). Hiicre liziz analizinden elde edilen sonuglar E. faecium YT52 susu tarafindan
iretilen bakteriyosinin L. monocytogenes ATCC 15813 susuna karsi bakterisidal
aktivite gosterdigini ortaya koymusturr. Tez ¢alismasinda elde edilen bulguya benzer
olarak, Favaro vd. (2014) salamura beyaz peynirden izole ettikleri enterosin tireticisi
E. faecium ST209GB, ST278GB, ST315GB ve ST711GB suslarmin L.
monocytogenes ATCC 7644, L. innocua ATCC 33090 ve L. ivanovii subsp. ivanovii
ATCC 19119 test mikroorganizmalarina kars1 bakterisidal aktivite gosterdigini

bildirmislerdir. Benzer olarak yapilan bir baska ¢alismada, saraptan izole edilen E.
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faecium #6 ve 112.4 suslarinin Lactobacillus pentosus DSM 20314 susuna karsi

bakterisidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Ndlovu vd., 2015).
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Sekil 4.8. E. faecium YT52 susu tarafindan tiretilen bakteriyosinin L. monocytogenes
ATCC 15813 susunun gelisimi Tlzerine etkisi. Bakteriyosin ilave
edilmemis (@) ve bakteriyosin ilave edilmis (A).

4.9. Trisin-Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Trisin-SDS-
PAGE)

E. faecium YT52 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin molekiiler biiyiikligi, trisin-
SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen jelde farkli molekiiler biiytikliige
sahip bantlar goriilmesine ragmen aktif protein bandinin (antibakteriyel aktivite
gosteren) belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligma sonucu yaklagik 5.5 kDa molekiiler
biiyiikliige sahip bandin L. monocytogenes ATCC 15813 susuna karsi aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.9). Gegmis yillarda yapilan ¢alismalarda enterosin
A’nin 4.8 kDa (Aymerich vd., 1996), enterosin B’nin 5.5 kDa (Casaus vd., 1997) ve
enterosin X’in Xa ve Xp alt initelerinin sirasiyla 4.4201 ve 4.0685 kDa (Hu vd.,
2010) molekiiler biiyiikliikte oldugu belirlenmistir. E. faecium YT52 susunun kismi
saflastirmasi yapilan kiiltlir Gist sivisinin Trisin-SDS-PAGE analizi sonucu vermis
oldugu aktif protein bandmin biiyiikligli enterosin B’nin molekiiler biiyiikligi ile
uyum gostermektedir. PZR denemesi sonucu E. faecium YT52 susunda entA, entB ve
entX genleri tespit edilmis olmasima ragmen Trisin-SDS-PAGE analizi sonucu tek

aktif protein bandmnin tespit edilmis olmasi, E. faecium YT52 susunda entB geninin
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fenotipik olarak ifade edildiginin ancak entA ve entX genlerinin ise fenotipik olarak
ya ifade edilmediginin (sessiz “silent” gen) ya da ¢ok diisiik diizeyde ifade
edildiginin giiclii delili olarak degerlendirilmistir. Benzer olarak farkli aragtirmacilar
tarafindan yapilan ¢alismalarda da sessiz enterosin genlerinin varligi Enterococcus

suslarinda rapor edilmistir (De Vuyst vd., 2003; Mojsova vd., 2015).

42 kDa —

26 kDa —

17 kDa —

10 kDa—
~5.5kDa—— 2k —af— Aktif protein banti

4.6 kDa —

1.7 kDa—

ol

1
% .

Sekil 4.9. E. faecium YT52 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin Trisin-SDS-
PAGE jel elektroforez profili.

M Protein marker (kDa) :42.0, 26.0, 17.0, 10.0, 4.6, 1.7
1 YT52* (kDa) :5.5
M Protein marker ** (kDa) :42.0, 26.0, 17.0, 10.0, 4.6, 1.7
1 YT52** (kDa) :5.5

*YT52: E. faecium YT52

* *Jelin iistiine Uist tabaka olarak L. monocytogenes ATCC 15813 susu dokiilmiistiir
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5.SONUC VE ONERILER

Bozadan izole edilen YT52 izolatinin antibakteriyel aktivite spektrumunu belirlemek
lizere yapilan denemeler sonucu c¢esitli LAB’nin yam1 sira Onemli gida
patojenlerinden Listeria monocytogenes ve Bacillus cereus’a karsi da antibakteriyel
aktivite gosterdigi tespit edildi. Proteolitik enzim uygulamasi sonucu iiretilen
antibakteriyel maddenin bakteriyosin oldugu belirlendi. 16S rDNA dizi analizi
sonucu bakteriyosin iireticisi YT52 izolatinin Enterococus faecium oldugu tespit
edildi. Plazmit analizi sonucu E. faecium YT52 susunun 32.3 kb biiyiikligiinde 1
adet plazmit DNA igerdigi belirlendi. Bilinen enterosin primerleri kullanilarak
yapilan PZR denemeleri sonucu YT52 izolatinin entA, entB ve entX yapisal genlerini
icerdigi tespit edildi. Cogaltilan PZR f{irlinlerinin DNA dizi analizinin yapilarak
enterosin sekanslar1 ile karsilastirlmasi gerekmektedir. E. faecium YTS52 susu
tarafindan tiretilen bakteriyosinin primer metabolit kinetigine sahip oldugu belirlendi.
Hiicre liziz denemesi sonucu YTS52 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin Listeria
monocytogenes ATCC 15813°e kars1 bakterisidal aktivite gosterdigi tespit edildi.
Trisin-SDS-PAGE analizi sonucu aktif protein bandinin molekiiler biytikligi 5.5
kDa olarak belirlendi. Aktif protein bandinin biiyiikligiiniin enterosin B’nin
molekiiler biiyiikliigii ile uyum gosterdigi tespit edildi. PZR denemeleri sonucu YT52
susun da entA, entB ve entX genlerinin tespit edilmis olmasina ragmen Trisin-SDS-
PAGE analizi sonucu tek aktif protein bandinin tespit edilmis olmasi, E. faecium
YT52 susunda entB geninin fenotipik olarak ifade edildigini ancak entA ve entX
genlerinin ise fenotipik olarak ya ifade edilmedigini (sessiz “silent” gen) yada ¢ok

diistik diizeyde ifade edildigini gostermektedir.

Tez galigsmasi kapsaminda enterosin B {ireticisi oldugu tespit edilen E. faecium YT52
susunun L. monocytogenes ve B. cereus’a karsi antibakteriyel aktivite gostermesi bu
susun gida muhafazasinda kullanim potansiyeli oldugunu ortaya koymustur. Ancak
s6z konusu susun gida muhafazasinda kullanilabilmesi i¢in antibiyotik direng,

biyojen amin tiretimi ve viriilens faktorlerinin de arastirilmasi gerekmektedir.
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