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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI PEYNIR CESITLERINDEN BAKTERiYOSIN (ENTEROSIN) URETICISi
ENTEROKOK SUSLARININ iZOLASYONU VE URETILEN
BAKTERIYOSINLERIN POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (PZR) iLE TANISI

Mine AVCI

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Danmigman: Yrd. Dog. Dr. Banu OZDEN TUNCER

Bu tez calismasinin amaci, farkli peynir c¢esitlerinden bakteriyosin tretim
yetenegine sahip Enterococcus suslarinin izolasyonu ve molekiiler diizeyde
tanimlanmasi, antimikrobiyel aktivite spektrumlarinin belirlenmesi ve
bakteriyosin yapisal genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tespitidir.
Calisma kapsaminda 33 adet peynir 6rneginden 100 adet muhtemel enterokok
susu izole edilmistir. Fenotipik olarak Enterococcus cinsi tyesi olarak
tanimlanan 100 adet izolattan 11 adedinin antimikrobiyel aktivite
denemelerinde farkli aktivite spektrumu gosterdigi belirlenmis ve calismaya bu
izolatlar ile devam edilmistir. Proteolitik enzim uygulamasi, bu izolatlar
tarafindan {iretilen antimikrobiyel maddenin protein yapisinda oldugunu
gostermistir. 16S rDNA analizine gore 6 adet izolat Enterococcus faecium ve 5
adet izolat Enterococcus faecalis olarak tanimlanmistir. Enterococcus suslarinin
lrettigi bakteriyosinlerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi amaci ile ytirttiilen
PZR uygulamalari sonucunda E. faecalis MBE29-1 ve E. faecalis MBE29-3 suslari
sadece entX yapisal genine sahip iken; E. faecium MBE16-5 ve E. faecalis MBE31-
4 suslar1 entA ve entX yapisal genlerine; E. faecium MBE15-2 ve E. faecium MBE
27-3 suslari entA, entB ve entX yapisal genlerine; E. faecium MBE12-3 susu entA
ve entB yapisal genlerine; E. faecium MBE22-2 susu entA, entP, ve entX yapisal
genlerine sahip bulunmustur. E. faecium MBE27-2 susu ise 4 adet yapisal
enterosin geni (entA, entB, entP ve entX) iceren tek {lretici sus olarak
tanimlanmistir. E. faecalis MBE1-9 ve E. faecalis MBE20-5 suslar1 tarafindan
liretilen enterosinler ise tez kapsaminda kullandigimiz primerler ile PZR iirtint
vermemistir.

Anahtar kelimeler: Peynir, Enterokok, Enterosin, polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR)

2015, 75 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

ISOLATION OF BACTERIOCIN (ENTEROCIN) PRODUCER ENTEROCOCCI
STRAINS FROM DIFFERENT TYPE CHEESE AND IDENTIFICATION OF
BACTERIOCINS BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Mine AVCI

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Banu OZDEN TUNCER

The aim of the thesis is isolation of Enterococcus strains from different kind of
cheeses capable of producing bacteriocin, and identification at molecular level,
determination of antimicrobial activity spectrum and determination of
structural genes of bacteriocin by Polymerase Chain Raection of these bacteria
(PCR). The scope of work ,100 presumptive Enterococcus strains were isolated
from 33 different cheese samples. 11 isolates among the 100 isolates
phenotypically defined as members of the genus Enterococcus determined that
showed different activity spectrum that in the trial antimicrobial activity and
study has continued with these isolates. Proteolytic enzyme study showed that
antimicrobial substances produced by these isolates are protein structure. 6
isolates were identified as Enterococcus faecium and 5 isolates were identified
as Enterococcus faecalis by 16S rDNA analysis. PCR treatments for molecular
identification bacteriocins produced by Enterococcus strains showed that E.
faecalis MBE29-1 and E. faecalis MBE29-3 has only entX, while E. faecium
MBE16-5 and E. faecalis MBE31-4 has entA and entX; E. faecium MBE15-2 and E.
faecium MBE 27-3 entA, entB and entX; E. faecium MBE12-3 has entA and entB; E.
faecium MBE22-2 has entA, entP, and entX structural genes. E. faecium MBE27-2
strain identified as the only one producing strain that has 4 structural enterocin
genes (ent4, entB, entP and entX). Enterocins produced by E. faecalis MBE1-9
and E. faecalis MBE20-5 strains did not give PCR amplificiation products by the
primers used in this study.

Key words: Cheese, Enterococci, enterocin, polymerase chain reaction (PCR)

2015, 75 pages
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1.GIRIS

Hayvan ve insan sindirim sisteminin bir parcgasi olan ve laktik asit bakterileri
(LAB) igerisinde yer alan Enterococcus cinsi bakteriler, yiizey sularinda,
toprakta, bitkilerde ve bircok gida tiriinlinde bulunmaktadir. 25’ten fazla tiire
sahip olan bu bakterilerden Enteroccocus faecium ve Enterococcus faecalis

tlirleri gidalardan ve klinik kaynaklardan siklikla izole edilmektedir.

Enterokoklar yiiksek tuz ve asit konsantrasyonu gibi zorlayici kosullara
dayanim gosterdikleri igin bircok gidada ortam sartlarina uyum
saglayabilmektedir. Bu bakteriler lipaz, proteaz iiretme kapasiteleri ve bazi
gidalara arzu edilen organoleptik ozellikler saglayan belirli ugucu bilesikleri
sentezleme yetenekleri nedeniyle gida endiistrisinde starter olarak
kullanilabilmektedir. Enterococcus suslarinin izole edildigi gida ornekleri
sebzeler olabilecegi gibi daha ¢ok et, siit ve siit iirlinlerini kapsayan hayvansal
trtinlerden olusmaktadir. Bu bakterilerin gidalarda bulunma siklig1 ise gidanin
cesidine, mevsimsel degisikliklere ve gidanin islenme kosullarina baglh olarak
degisebilmektedir. Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde ¢ig siit ya da pastorize stitten
liretilen geleneksel peynirlerin ¢ogunda enterokok tiirti bakteriler siklikla izole
edilmekte ve bu bakteriler irettikleri metabolitleri ile peynirlerin
olgunlagsmasina katki saglamaktadir. Feta, Mozarella, Bryndza, Tulum ve Beyaz
peynir gibi bircok peynir cesidinin {retiminde Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis ve Enterococcus durans tiirlerinin  kullanildigi
bilinmektedir. S6z konusu bakterilerin 6zellikle Akdeniz iilkelerinde {iretilen
geleneksel peynirlerin tipik tat ve aroma olusumundan sorumlu oldugu

diistiniilmektedir.

Enterokoklarin proteolitik ve lipolitik aktivitelerinin yaninda karbon kaynagi
olarak sitrat ve piruvati kullanmalari, baz1 enterokok tiirlerinin probiyotik
ozellikler icermesi ve bakteriyosin iiretme yetenekleri bu bakterileri teknolojik
acidan onemli kilmaktadir. Bakteriyosinler, ribozomlarda sentezlenen protein
yapisinda bilesikler olup, yakin akraba tiirlerin yaninda gida kaynakh

patojenleri ve bozulma etmeni mikroorganizmalar1 inhibe edebilen dogal



antimikrobiyellerdir. Enterokoklar tarafindan iiretilen ve en ¢ok rastlanilan
bakteriyosinler diger adi ile “enterosinler” A, B, P, AS-48, L50A, L50B, 1071A,
1071B, Q ve sitolisindir. Cogu enterosin 1siya dayanikli, lantibiyotik olmayan ve
yakin tiirlerin yaninda L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, C. spp., Bacillus

spp. tiirlerine karsi da antibakteriyel etki gosterebilen kiiciik peptitlerdir.

Son yillarda tiiketicilerin kimyasal katki icermeyen dogal gidalara kars:i artan
talebi, gida endiistrisini yeni ve alternatif stratejiler aramaya tesvik etmistir.
Bircok gida sisteminde dogal olarak bulunmalar1 ile sahip olduklar1 bazi
teknolojik ve probiyotik o6zellikler goz oOniline alindiginda gida kaynaklh
Enterococcus cinsine ait tiirler ve bu tirler tarafindan {retilen dogal
antimikrobiyeller olan bakteriyosinler, artan ilginin odagi haline gelmistir. Bu
neden ile yapilan tez calismasinda geleneksel olarak iiretilmis peynirlerden
bakteriyosin lreticisi Enterococcus suslarinin izolasyonu, karakterizasyonu ve
bu suslar tarafindan iretilen bakteriyosinlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) ile tanimlanmasi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enterekoklarin Genel Ozellikleri

Enterococcus cinsi bakteriler, 1984 yilina kadar “fekal streptokoklar” adi altinda
ve Lancefield tarafindan yapilan gruplandirmaya gére D grup Streptokoklar
icerisinde yer almaktaydi. Enterococcus cinsi ilk olarak, yapilan DNA-DNA ve
DNA-RNA hibridizasyon calismalari ile Streptococcus cinsinden ve daha sonra
yapilan 16S rDNA dizi analizleri ile Lactococcus cinsinden ve diger bazi Gram
pozitif koklardan ayrilmislardir. Boylece Streptococcus cinsi, Enterococcus,
Lactococcus ve Streptococcus olmak tlzere 3’e ayrilmistir. Glnimiiz
taksonomisine gore Enterococcus cinsi, Melissococcus, Tetragenococcus ve
Vagococcus cinsleri ile birlikte Enterococcaceae familyasi i¢cinde bulunurlar

(Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984; 1987; Schleifer vd., 1985; Vos vd., 2009).

Gram pozitif, katalaz negatif reaksiyon gosteren ve spor olusturmayan
Enterococcus cinsi bakteriler, gelisme ortamlarinda tekli, ikili ya da kisa zincir
halinde, kok bazen de oval kok morfolojisinde bulunmaktadir. Fakiiltatif
anaerob ve kemoorganotrof olan ve zengin besinsel ihtiyac¢lar:1 bulunan bu cins
bakteriler, glukoz fermentasyonu sonucu L (+) laktik asit Uretmektedir.
Enterococcus cinsine ait bakterilerin biiylik ¢cogunlugu (E. durans, E. feacalis, E.
faecium, E. gallinarum, E. hirae ve E. mundtii) 10 °C ve 45 °C’de, ortam pH’sinin
9,6 olmasi durumunda, % 40 safra ve % 6,5 NaCl varliginda gelisme
gostermektedir. 45 °C’de gelismeyen E. dispar, E. sulfureus, E. malodoratus ve E.
moraviensis; 10 °C’de gelismeyen E. cecorum ve E. columbae ile % 6,5 NaCl
varliginda az gelisen veya gelisemeyen E. avium, E. saccharaminimus, E. cecorum
ve E. columbae suslaridir. Enterococcus cinsi bakterilerin optimum gelisme
sicakliklar1 35 °C’de olmakla birlikte 30 dk siire ile 60°C sicaklik uygulamasinda
canliliklarin siirdiirebilirler (Franz vd., 1999; Klein, 2003; Foulquié Moreno vd.,

2006; Fisher ve Phillips, 2009).

Glinimize kadar tanimlanan Enterococcus cinsi liyesi bakterilerden bazilari; E.

avium, E. asini, E. azikeevi, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E.



durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae, E. moraviensis, E.
haemoperoxidus, E. porcinus, E. malodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium, E.
phoeniculicola, E. raffinosus, E. rottae, E. saccharolyticus, E. seriolicida, E.
solitarius ve E. villorum’dur. Bu bakteriler icerisinde E. faecium ve E. faecalis
suslari, ekstrem kosullara gosterdikleri dayanim (yiiksek ve disiik sicaklik
uygulamalari, yiiksek pH dereceleri ve tuz konsantrasyonlarina dayanim gibi)
ile sahip olduklar1 teknolojik 6zellikler (asitlik tiretimi, proteolitik ve lipolitik
aktivite, probiyotik o6zellikler ve bakteriyosin iiretimi gibi) nedeniyle gida
teknolojisinde o6zellikle siit ve siit iriinleri sanayinde kullanim alani
bulmaktadir (Foulquie Moreno vd., 2006; Erginkaya vd., 2007; Isleroglu vd.,
2008; Tatl, 2009).

Baz1 Enterococcus suslar1 hayvan ve insanlarda ¢esitli hastaliklara (endokarditis
ve idrar yolu enfeksiyonu gibi) neden olmaktadir. Diger taraftan bazi
arastirmacilar tarafindan fekal bulasilar olarak da goriilen enterokoklarin bazi
peynirlerde bulunmasi, hijyenik olmayan kosullarda tretim yapildigini
gostermektedir. Ayni1 zamanda bazi peynirlerde s6z konusu bakteriler
bozulmalara da neden olabilmektedir. Bu nedenle Enterococcus cinsi suslarin
peynir ve diger fermente gidalarin liretiminde kullanilmasi halen tartisma

konusudur (Franz vd., 1999; Giraffa, 2003; Malek vd., 2012).

2.2. Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri

Bakteriyosinler, mikroorganizmalar tarafindan, ribozomal olarak sentezlenen,
antibiyotiklere kiyasla dar etki spektrumuna sahip ve genellikle yakin tiirler
lizerine etki gosteren, antibakteriyel aktiviteye sahip proteinlerdir

(Klaenhammer vd., 1993; Floriano vd., 1998; Dinger vd., 2009).

Bakteriyosinlerin gosterdigi inhibisyon aktivitesi, antibiyotiklerin sahip oldugu
antibakteriyel etki ile benzerlik gostermektedir. Bu durum ¢ogu zaman
bakteriyosinler ile antibiyotiklerin karistirilmasina neden olmaktadir. Ancak

bakteriyosinleri antibiyotiklerden ayiran baz1 farkhliklar bulunmaktadir.



Bakteriyosinler ile antibiyotikler arasindaki temel farkliliklar su sekilde

Ozetlenebilir:

e Bakteriyosinler prepeptitler (6ncii peptitler) olarak ribozomlarda
tretilirler. Daha sonra translasyon sonrasi islemler ile 6ncti peptidin N-
terminal ucunda bulunan lider peptidin uzaklastirilmas: ile
bakteriyosinlerin olgun formlari olusturulur. Antibiyotikler ise enzimatik
islenme araciligiyla aktif formlarini kazanirlar.

e Primer (birincil) metabolitler olan bakteriyosinler genellikle gelisme
fazinda tretilirken, sekonder (ikincil) metabolitler olan antibiyotikler ise
durma fazinda tretilirler.

e Bakteriyosin iireten hiicreler kendi {rettikleri bakteriyosine karsi
direnglilik saglayan proteinlere sahiptir. Direnglilik proteinini kodlayan
genler, bakteriyosinin yapisal genleri ile baglantili iken antibiyotik
direngliligi yoneten genler ise, yapisal antibiyotik genleri ile baglantili
degildir.

e Bakteriyosinlerin etki spektrumlari antibiyotiklere gére cok daha dardir
(De Vuyst ve Vandamme 1991; 1994; Nes vd., 2002; Gillor vd., 2005;
Reuranen, 2007; Yigit, 2009).

Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlere duyarli olan
mikroorganizmalar genellikle Gram pozitif bakterilerdir. Gram negatif
bakterilerin dis membraninda bulunan lipopolisakkarit tabakas1 antimikrobiyel
ajanlara karsi direngli bir bariyer olusturdugundan bu bakteriler
bakteriyosinlerden genellikle etkilenmezler (Hyun-Jung Chung, 2003). Ancak
Gram negatif bakterilerin dis membraninda asinmalara neden olan c¢esitli
fiziksel (soguk soku vb.) ve kimyasal (EDTA, Tris vb.) uygulamalar ile bu
bakteriler de baz1 bakteriyosinlere karsi duyarl hale gelebilmektedir (Boziaris

ve Adams, 1999; 2000; 2001; Osmanagaoglu, 2005).

Bakteriyosinler = duyarli = mikroorganizmalar  {lizerinde  farkli  etki
mekanizmalarina sahiptirler. Bircok bakteriyosin, hedef hiicre membraninda

ozel reseptor bolgeye ihtiyag duymaksizin, bakteriyosinin pozitif yiiklii N ve C



uclary, hedef hiicre membraninda bulunan negatif yikli fosfolipidlerle
birleserek membrana baglanmakta ve hiicrenin membran biitiinltigiinii bozmak
suretiyle hedef hiicre inhibisyonunu gerceklestirmektedir (Sekil 2.1). Ozel
reseptor bolgeye ihtiyac duymadan hedef hiicre membranina baglanan en
bilinen bakteriyosin nisindir (Nes ve Holo 2000; Twomey vd., 2002; Hyun-Jung
Chung, 2003; Hampikyan ve Colak, 2007; Ozbas, 2014).
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Sekil 2.1 . Bakteriyosinin (nisin) fosfolipidlere baglanarak por olusturmasi
(1) Nisinin hiicre zarina baglanmasi
(2) Zarin igine yerlesimi
(3) Anyonik fosfolipidlerin bakteriyosin ile etkilesimi sonucu por
olusumu (Koponen, 2004).

Bakteriyosinlerin sahip oldugu diger bir etki mekanizmasi ise; hiicre duvari
sentezinin durdurulmasidir. Bakteriyosin hiicre duvari sentezinin 6nci
molekiilii olan ve peptidoglikan alt tinitelerini sitoplazmadan hiicre duvarina
tasiyan Lipid II molekiiliine baglanir ve Lipid II molekiiliiniin peptidoglikan
zincirine baglanmasini engeller. Boylece hiicre duvar1 sentezi Sekil 2.2’de
gorildigi gibi durdurulur (Van Kraaij vd., 1999; Hampikyan ve Colak, 2007;
Ozbas, 2014). Hiicre duvari sentezinin durdurulmasi ile olusan porlar, diisiik
molekiil agirligina sahip molekiillerin 6zellikle iyonlarin hiicre disina sizmasina
yol agarlar (Sekil 2.2). Hiicre i¢i pH dengesinin saglanmasinda olduk¢a énemli
K* iyonlarinin ve enerji kaynag1 olan ATP molekiillerinin olusan bu porlardan
hiicre disina sizmasi, hiicrede biyokimyasal olaylarin durmasina neden
olmaktadir (Garcia-Garcera vd., 1993; Casaus vd., 1997; Bennik vd., 1998; Gillor
vd., 2005; Kurt ve Zorba, 2005; Lubelski vd., 2008; Simova vd., 2009; Kavas ve
Kavas, 2012).
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Sekil 2.2. Bakteriyosinlerin (nisin) Lipid II molekiiliine baglanarak por
olusturmasi.
(1) Nisin ilk asamada Lipit II'nin karbonhidrat pargasina distan
yonelimli olarak baglanir. N-terminal bdlgesi baglanma igin
gereklidir.
(2) C-terminal kismi ise membrani gecerek por yapisini tamamlar
(Koponen, 2004).

2.3. Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi

GRAS (Genarally Recognized As Safe) statiisiinde bulunan ve fermente gida
endistrisinde c¢esitli sekillerde kullanim olanagi bulunan LAB tarafindan
tiretilen bakteriyosinler, lizerinde deneysel ¢alismalarin en ¢ok yapildig1 dogal
antimikrobiyellerdir. LAB tarafindan iiretilen antimikrobiyel bilesiklerin
siniflandirilmasinda pek ¢ok farkh 6zellik kullanilmaktadir. Giiniimiizde halen
kabul goren Klaenhammer’in 1993 yilinda yaptig1 ve ardindan Nes vd.’nin 1996
yilinda bazi degisiklikler yaptigi siniflandirmaya goére molekiiler agirliklari, 1s1
stabiliteleri, etki spektrumlari, enzim hassasiyetleri ve modifiye aminoasit
icerikleri (lantiyonin ve B-metillantiyonin) esas alindiginda LAB tarafindan
lretilen bakteriyosinler 4 gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.1) (Klaenhammer,

1993; Nes vd., 1996; Kurt ve Zorba, 2005; Dinger vd., 2009).



Cizelge 2.1. Klaenhammer’e gore bakteriyosinlerin siniflandirmasi (1993).

Grup I Lantibiyotikler
IA: Nisin benzeri, ince uzun, vida seklinde, katyonik molekiiller
IB: Duramisin benzeri, globiiler molekiiller ile diisiik net negatif
yukler

Grup II Lantibiyotik olmayan
IIA: Pediyosin benzeri, antiL.l bakteriyosinler
IIB: iki peptidli bakteriyosinler

Grup III Biiyiik, 1s1ya karsi kararsiz proteinler

Grup IV Lipit veya karbonhidrat yan gruplar iceren kompleks

bakteriyosinler

2005 yilinda ise Cotter vd. Klaenhammer tarafindan yapilan bakteriyosin

siniflandirilmasinda baz1 degisiklikler yaparak yeni bir siniflandirma sekli

olusturmustur. Bu siniflandirmaya gore bakteriyosinler Sinif I, Lantibiyotikler;

Sinif I, Lantibiyotik olmayan bakteriyosinler; daha 6nceki siniflandirmada 1siya

duyarl bakteriyosinlerin olusturdugu Sinif Il ise bakteriyolizinler adini alarak

olarak 3’e ayrilmistir (Cizelge 2.2). Klaenhammer siniflandirmasinda Sinif IV

icinde yer alan kompleks bakteriyosinler ise iptal edilmistir (Cotter vd., 2005;

Reunanen, 2007).

Cizelge 2.2. Cotter vd.’e gore bakteriyosinlerin siniflandirmasi (2005).

Siniflandirma Aciklamalar

Sumfl

Lantiyonin iceren bakteriyosinler Tek ve iki peptid lantibiyotik icerirler
Simfll

Lantiyonin icermeyen bakteriyosinler  Kiiciik peptidlerden olusan heterojen

Sinuf 11

grup

Bakteriyosin olmayan litik proteinler =~ Biiytik, 1siya duyarli proteinler




2.3.1. Grup I bakteriyosinler (Lantibiyotikler)

Bu gruptaki bakteriyosinler daha ¢ok “lantiyonin” icermeleri nedeniyle
lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Yapilarinda bilinen amino asitlerden
farkl olarak lantiyonin (Lan) ve -metillantiyonin (MeLan) gibi tiyoeter amino
asit tiirevlerini ve zincir i¢i sllfiir koprilerini bulunduran bu grup
bakteriyosinler polisiklik yapidadir (Schnell vd., 1988). Bununla birlikte
lantibiyotikler sik sik dehidroalanin (Dha) ve dehidrobiitirin (Dhb) gibi
doymamis amino asitleri de icermektedir (Kellner ve Jung, 1989). Nadir
bulunan amino asitler translasyon sonrasi gerceklesen enzimatik
modifikasyonlar sonucu olusmaktadir. Lantibiyotikler ribozomlarda iki farkh
parcadan olusan inaktif oncii peptitler (prepeptit) olarak sentezlenmektedir
(Jung, 1991; Sahl vd., 1995). Aktivite kazanmalar1 icin translasyon sonrasi
amino ucunda bulunan lider peptit proteolitik enzim aktivitesiyle
uzaklastirilmalidir. Bu enzimatik reaksiyon lantibiyotigin iiretildigi hiicrenin
icinde gerceklesebildigi gibi lantibiyotigin hiicre disina transferi sirasinda veya
sonrasinda da gerceklesebilmektedir (McAuliffe vd.,, 2001). Lantibiyotik gen
kiimeleri bakteriyel kromozomlar lizerinde veya plazmidler ile transpozonlar
gibi hareketli elemanlarin tizerinde lokalize olmuslardir (Gillor vd.,2005). Bu
grup bakteriyosinlerin molekiil agirliklar1 5 kDa'dan daha diistiktiir. Pozitif yiike
sahip hidrofobik molekiiller olan lantibiyotikler genelikle 1s1 uygulamalarina
karsi stabilitelerini korumaktadir (Twomey vd., 2002; Kurt ve Zorba, 2005;
Foulquie’-Moreno vd., 2006; Savadogo vd., 2006).

Bu gruptaki bakteriyosinler kimyasal yapilarina ve antimikrobiyel aktivitelerine
gore IA (nisin-benzeri) ve IB (duramisin-benzeri) lantibiyotikleri olmak tizere

iki gruba ayrilirlar (Savadogo vd., 2006).

Grup IA: Bu grupta yer alan bakteriyosinler katyonik, hidrofobik ve dogrusal
polipeptidlerdir. Hedef hiicrelerde membran bitinliglini bozarak
olusturduklart porlardan hiicre igeriginin disar1 sizmasi ile bakteriyel
inhibisyonu gerceklestirirler. Bu grubun en bilinen {iyesi nisindir (Koponen,

2004).



Grup IB: Globiiler yapida olan bu grup bakteriyosinler yiiksiiz veya diisiik
negatif yilike sahiptir. Antimikrobiyel aktivitelerini enzim inhibitérii olarak
gorev yaparak gosterirler ve hedef hiicrede spesifik enzimleri inhibe ederler

(Koponen, 2004).

2.3.2. Grup II Bakteriyosinler (Lantibiyotik Olmayan Is1 Stabil

Bakteriyosinler)

Grup I bakteriyosinlerinden farkli olarak Grup II bakteriyosinleri yapilarinda
lantiyonin gibi amino asitler icermemektedir. Is1 uygulamasina karsi dayanikli
olan bu bakteriyosinlerin molekiil agirliklar: 10 kb’dan azdir. 3 alt gruba ayrilan
Grup II bakteriyosinler antimikrobiyel aktivitelerini, hedef hiicrelerin zar
gecirgenligini bozarak gostermektedir (Poeta vd., 2007; Simova vd., 2009; Leroy
ve De Vuyst, 2010; Lahtinen vd., 2012).

Grup IIA (Pediyosin benzeri bakteriyosinler): Bu grupta yer alan
bakteriyosinler 0zellikle L. cinsine karsi antimikrobiyel aktivite gosteren
peptitlerdir. Bu grupta yer alan bakteriyosinler L."dan baska C., Lactobacillus ve
Enterococcus suslarina karsi da aktiftirler (Drider vd., 2006). Enterosinler
genellikle bu sinifa iiyedir ve ¢ok giiclii antiL.] etkiye sahiptirler (Leroy ve De
Vuyst, 2010).

Pediyosine benzerlikleri ile dikkat ¢eken Grup IIA bakteriyosinleri, peptit
zincirinin N-u¢ bolgelerinde bulunan YGNGVXC (Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys)
amino asit motifi ile karakterize edilirler. Grup IA lantibiyotikleri gibi hedef
hiicre membranlarinda por olusturmak suretiyle aktivitelerini gosterirler.
Pediyosin PA-1 (AcH), 16kosin A, sakasin P ve enterosin A bu grubun bilinen
tiyeleridir (Nes vd., 1996; Franz vd., 1999; Ennahar vd., 2000; O’Sullivan vd.,
2002).

Grup IIB (iki peptidli bakteriyosinler): iki peptitli bakteriyosinler olarak
bilinen bu grubun iyeleri arasinda bulunan bakteriyosinler laktokoksin G,

laktokoksin F ve laktasin F’dir. Amino asit dizileri birbirinden farkli olan bu
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peptitler ayri ayr1 zayif bir inhibisyona sahip iken bir arada bulunduklarinda
meydana gelen sinerjetik etki ile tam aktivite gosterirler. iki polipeptidin aktif
hale gelmesiyle bu bakteriyosinler de hiicre membraninda por olusturarak
antimikrobiyel aktivite gostermektedir (Nes vd., 2002; Folquie-Moreno vd.,
2006; Kiran vd., 2013).

Grup IIC: Grup IIA ve IIB alt gruplart disinda kalan diger Grup II
bakteriyosinlerinden olusan Grup IIC iiyelerine 6rnek olarak asidosin B
verilebilir. Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin ¢ogu, yapilarinda bulunan
sistein amino asit kalintilarindan dolay1 tiyolbiyotikler veya sistibiyotikler
olarak anilirlar (De Martinis vd., 2002; Riley ve Wertz, 2002; Alvarez-Cisneroz
vd, 2011).

2.3.3. Grup III bakteriyosinler (Yiiksek molekiiler agirliga sahip 1siya

duyarlh bakteriyosinler)

Bu gruptaki bakteriyosinlerin molekiil agirliklar1 30 kDa’dan daha blytiktiir.
Simdiye kadar sadece Lactobacillus cinsi liyeleri tarafindan tretildigi bildirilen
bu grup bakteriyosinler 1siya karst duyarli olup hidrofilik 6zellik
gostermektedir. Helvetisin ], laktasin A ve B bu grupta yer alan bazi
bakteriyosinlerdir (Klaenhammer, 1993; Jeevaratnam vd., 2004; Salminen vd.,

2005; Ferreira vd., 2007).

2.3.4. Grup IV bakteriyosinler (Lipit veya karbonhidrat yan gruplari iceren
kompleks bakteriyosinler)

Bu gruptaki bakteriyosinler polipeptit zincirlerinin yaninda aktivitelerini
gosterebilmeleri icin yapilarinda bulunan karbonhidrat veya lipid yan
gruplarina ihtiya¢ duymaktadir. Plantarasin S, laktosin 27 ve lokonosin S bu
grupta bulunan bakteriyosinlerdir (Klaenhammer 1993; Nes ve Tagg 1996;
Ennahar vd., 2000; Nes ve Holo 2000).
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2.4. Bakteriyosinlerin Gidalarda Kullanimi

Modern toplumlarda gida giivenligi ile ilgili duyulan endise her gecen giin
artmaktadir. Gidalara eklenen kimyasal katkilarin neden olabilecegi toksik ve
alerjik etkilerden c¢ekinen toplum, dogal kaynaklar ile iiretilen gidalar ve bu
gidalar ile olusturulmus diyetlere ilgi duymaktadir. Son yillarda saglik iizerine
olumlu etkilerinden dolay1 kimyasal katki icermeyen dogal gidalar, tiiketiciler
arasinda popiiler hale gelmistir. Diger taraftan kimyasal olarak sentezlenen
koruyucu ve antibiyotiklerin uzun siireli tiiketiminin, insan bagirsak sisteminde
bulunan yararhh bakterilerin sayisin1 azaltarak insan saghigini olumsuz yonde
etkileyebilecegi bilinen bir gergektir. Kimyasal koruyucular ve antibiyotiklerin
tersine GRAS statlisiinde yer alan nisin gibi bakteriyosinler, gida iiretim
proseslerinde kontaminasyon yolu ile bulasan mikroorganizmalar1 inhibe
etmelerinden dolay1 sebze, siit, peynir, et, ve diger gida lrilinlerinde gida
koruyucu olarak giivenle kullanilabilmektedir (Deegan vd., 2006; Settanni ve

Corsetti, 2008).

Bakteriyosinler giiniimiizde gidalarin muhafaza siirelerini uzatmak igin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fermente gida lriinlerinde bakteriyosin treticisi LAB
starter kiiltlir ya da yardimci kiiltiir olarak fermentasyon proseslerine katilarak,
gidanin aroma gelisimine katkida bulunduklar1 gibi bozulma etmeni ve patojen
bakterileri inhibe ederek raf émriinii de uzatmaktadir. Ayrica saflastirilmis
bakteriyosinlerin direkt olarak gidalara eklenmesi de miimkiindiir (Settanni ve

Corsetti, 2008).

Antik caglardan beri dogal koruyucu olan bakteriyosin lireticisi suslar peynir ve
yogurt gibi lirlinlerin tiretiminde kullanilmaktadir (Yang vd., 2012; Todorov vd.,
2014). Diger taraftan et ve et liriinleri, balik ve diger deniz tliriinleri, zeytin,
cesitli tursular ile gesitli igeceklerin liretiminde bakteriyosinler ve bakteriyosin

tireticisi LAB kullanilmaktadir (Settanni ve Corsetti, 2008).

L. monocytogenes, S. aureus, C. botulinum ve Salmonella spp. gibi bir¢ok patojen

mikroorganizma {izerinde etkili olmalari nedeniyle, LAB tarafindan iiretilen
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bakteriyosinlerin gidalarda kullanim potansiyelleri olduk¢a artmistir (Kurt ve
Zorba, 2005; Yigit, 2009; Altuntas ve Ayhan, 2010; Altuntas vd., 2010). Gida
teknolojisinde nisin, L. lactis suslar1 tarafindan iretilen ve LAB’ne ait
tanimlanan ilk antibakteriyel peptitdir (Rogers 1928). Nisaplin adi ile ticari
liretimi yapilan nisinin, Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan Amerika Birlesik
Devletleri dahil bir¢ok tilkede gida koruyucusu olarak kullanimi onaylanmigstir
(Settanni ve Corsetti, 2008). Nisin siit, et, peynir ve yiiksek asitli konserve
trtinlerinde C. tirlerinin inhibe edilmesi ve diger bozulma etmeni bakterilerin
gelisminin engellenmesi amaci ile basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Rilla vd.,
2003; Delves-Broughton, 2005; Udompijitkul vd., 2012; Garde vd., 2014; Avila
vd., 2014). Ayrica ticari olarak iiretimi yapilan ve Alta® 2341 markasi ile bilinen
pediyosin PA-1, et liriinlerinde L. monocytogenes gelisimini engellemek amaci ile
kullanilmaktadir (Settanni ve Corsetti, 2008). Geleneksel Avrupa peynirleri gibi
siitten Uretilen bir¢ok gida tiriiniinde isleme esnasinda hayvan kaynakl
kontaminasyonlar siklikla meydana gelmektedir. Bakteriyosin {reticisi
Enterococcus suslari peynir iiretiminde starter ya da yardimc starter kiiltiir
olarak kullanilarak kontaminant floranin gelismesi engellenebilmektedir

(Foulquie’- Moreno vd., 2006).

Dogal gida koruyucusu olarak gidalara bakteriyosin ilave edilmesi ile gida
kaynakli patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasi engellenmekle birlikte,
gidalarda bozulmalara yol acan mikroorganizmalar nedeni ile yasanan
ekonomik kayiplar en aza indirgenmektedir. Ayrica bakteriyosin kullanimi ile
gidalarin iretiminde siklikla kullanilan kimyasal koruyucularin miktari
azaltilabilmekte ve ayni zamanda gidalarin korunmasinda uygulanan 1sil
islemler ve diger fiziksel muameleler azaltilabilmektedir. Boylece tiiketicilerin
de arzu ettigi daha az islem gérmiis, besinsel degeri ve organoleptik 6zellikleri
korunmus gidalarin iiretimi saglanabilmektedir (Thomas ve Wimpenny, 1996;

Powell, 2006; Dincer vd., 2009; Altuntas ve Ayhan, 2010; Kavas ve Kavas, 2012).
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2.5. Enterokoklar Tarafindan Uretilen Bakteriyosinler

Enterococcus cinsi lyesi bakteriler bircok gidada bulunmaktadir. Hayvanlarin
diskilarindan, kullanilan sulardan, sagim ekipmanlarindan ve siit depolama
tanklarindan kontaminasyon yolu ile peynirlere bulastig1 diisliniilen bu cins
bakteriler 6zellikle Akdeniz tilkelerinde ¢ig koyun ya da kegi siitii kullanilarak
Uretilen peynirlerde siklikla bulunmaktadir. Giinlimiizde Enterococcus cinsi
bakterilerin, peynirin olgunlasmasinda ve son triine has tat ve koku
olusumunda olduk¢a 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir (Manolopoulou
vd., 2003; Foulquié-Moreno vd., 2006). Uriine has tat ve lezzet saglamanin
yaninda trettikleri bakteriyosinler ile enterokoklar peynir ve ette yaygin olarak
bulunan L. monocytogenes gibi cesitli patojenlere karsi koruyucu ajan goérevi de

listlenmektedir (De Vuyst ve Vandamme, 1994).

Enterokoklar tarafindan tretilen ilk bakteriyosin benzeri madde 1955 yilinda
tanimlanmistir. Bu tarihten itibaren farkli arastirmacilar tarafindan ¢ok sayida
bakteriyosin lreticisi enterokok susu izole edilmis ve bir¢ok bakteriyosin diger
adi ile enterosin tanimlanmistir. Enterokoklar tarafindan tiretilen enterosinlerin
cogu E. faecium ve E. faecalis suslarindan izole edilmis ve molekiiler olarak
karakterizasyonu yapilmistir (Nes vd., 2007; Badarinath ve Halami, 2011).
Enterosin lretici suslar fermente gidalarin (stt triinleri, sosis vb.) yaninda,
fermente olmayan gidalar (balik, sebze vb.), silaj, su, hayvan ve insan
diskisindan izole edilmistir (Foulquie-Moreno vd. 2006; Ferreira vd., 2007;
Bilgin, 2008; Tuncer, 2009; Tuncer vd., 2014; Anadani ve Khan, 2014).

Enterokoklarin en bilinen enterosinleri; A, B, P, AS-48, L50A, L50B, 1071A,
1071B, Q, CRL35, Bakteriyosin 31 ve Sitolisin’dir. S6z konusu enterosinler L.
monocytogenes, S. aureus, C. spp. (6zellikle C. botilinum ve C. perfringens) ve
Vibrio cholerae’ya karsi aktivite gostermektedir. Enterosinler genellikle Sinif I1
bakteriyosinler grubunun bir iiyesi olan enterosinler, giiclii anti-Listeriyal etkili,
1siya kars1 dayanikl peptitlerdir (Sparo vd., 2012). Gidalarda kullanilacak bir

antimikrobiyel madde icin istenen kosullar1 saglayan enterosinler, gida
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koruyucusu olarak cesitli gida sistemlerinde uygulama potansiyeli tasimaktadir

(Giraffa, 2003; Giirsoy ve Kinik, 2006; Ferreira vd., 2007).

Enterosinler diger cogu bakteriyosin gibi, sitoplazmik membran {lizerinde etkili
olup hiicre membraninda por olusturmak suretiyle hiicre i¢ci molekiillerin hiicre
disina sizmasina neden olmaktadir. Enterokokal bakteriyosinler genellikle L.
spp., Staphylococcus spp., C. spp., Lactobacillus spp. Lactococcus spp.,
Pediococcus spp., Leuconostoc spp., E. coli ve Vibrio cholerae gibi bazi Gram (+)
ve Gram (-) bakterilere karsi inhibitor aktiviteye sahiptirler (McAuliffe vd.,
2001; Kopenon, 2004; Foulquie-Moreno vd., 2006; Bilgin, 2008; Isleroglu vd.,
2008b; Tuncer vd., 2014).

Enterosinler, proteinaz- K, a-kemotripsin, tripsin, pepsin gibi ¢esitli proteolitik
enzim uygulamalar ile aktivitelerini tamamen ya da kismen kaybetmektedir.
Diger taraftan enterosinler lipaz, amilaz ve katalaz enzim uygulamalari
sonucunda aktivitelerini korumaktadir. Yiiksek asitlige sahip ortamlarda
aktiviteleri artan enterosinler ayni zamanda genis pH araliklarinda aktivite
gostermektedir. Donma ve buzdolabi kosullar: ile ytliksek sicakliga (100°C)
dayanim gosteren enterosinler liyofilizasyon ile kurutmadan sonra uzun siire

stabilitelerini koruyabilmektedirler (Cleveland vd., 2001; Bilgin, 2008).

2.5.1. Enterosin A

E. faecium suslar1 tarafindan {retilen enterosin A, pediyosin benzeri
bakteriyosinleri iceren Sinif Ila iiyesidir ( Bellei vd., 2011). ilk olarak E. faecium
CTC492 susu tarafindan iiretildigi tespit edilen ve 4829 Da molekiiler agirliga
sahip enterosin A, 47 amino asit kalintisi ile iki disiilfit koprusi icermektedir
(Aymerich vd., 1996; Casaus vd., 1997; Liu vd., 2008; Xiaoyuan Hu vd., 2014).
Gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel etki gostermeyen enterosin A, C.
sporogenes, C. tyrobutyricum, Propionibacterium spp., L. monocytogenes ve S.
aureus gibi bircok Gram pozitif bakteriye karsi inhibitor aktivite géstermektedir
(Casaus vd., 1997). Etki mekanizmas1 liyesi oldugu Sinif Ila bakteriyosinlerle

ayni olup hiicre zarinda por olusturmaya yoneliktir (O’Keeffe vd., 1999).
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Enterosin A genis bir pH araliginda (pH 2 ile 11 arasinda) aktivitesini
korumaktadir. Logaritmik fazin sonuna dogru maksimum seviyede {iretilen
enterosin A proteolitik enzim uygulamalarina kars1 duyarlidir. Buna karsin sz
konusu bakteriyosin, 20 dk stire ile 80-100°C 1s1 uygulamasi ve lipaz ve o -
amilaz enzim uygulamasi sonucu aktivitesini korumaktadir. Liyofilizasyon
islemi ve 12 ay slre ile -20°C’'de depolama, enterosin A'nin aktivitesini

etkilememektedir (Ennahar ve Deschamps, 2000; Bilgin, 2008).

Enterosin A lretim yetenegi aktarilmis L. lactis MG1614 susunun kullanildig:
Cottage peyniri lretim denemelerinde, 2. giiniin sonunda L. monocytogenes
tespit edilememistir. Enterosin A iiretim yetenegi icermeyen L. lactis suslarinin
kullanildig1 Cottage peyniri kontrol orneklerinde ise 10. giinde halen L.
monocytogenes varligini siirdiirmiistiir (Liu vd., 2008). Munster (kirmizi yiizeyli
olgunlastirilmis yumusak peynir) peynirlerinde yiizeye sprey olarak uygulanan
enterosin A lreticisi E. faecium WHE81 susunun, peynir olgunlagsmasina ve
peynir yilizeyinde pigment olusumuna bir etkisi olmadig1 ancak L.
monocytogenes gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (Izquierdo vd., 2009).
Enterosin A lreticisi suslar siit tirtinleri yaninda fermente et iiriinlerinde de L.
monocytogenes gelisimini inhibe etmektedir. Callewaert vd., (2000) yaptiklar:
bir calismada et kaynakli olmayan E. faecium CCM 4231 ve E. faecium RZS C13
suslarinin fermente sucuk iiretiminde kullanilmasi ile L. monocytogenes

sayisinin belirgin sekilde azaldigini tespit etmislerdir (Aymerich vd., 2000).

2.5.2. Enterosin B

Siif II liyesi olan enterosin B, E. faecium suslar1 tarafindan iiretilmektedir.
Kiicik molekiiler agirlikli, 1s1 uygulamasina dayanikli, katyonik ve hidrofobik
yapiya sahip olan enterosin B, yapisinda modifiye amino asit icermemektedir
(Casaus vd., 1997). Enterosin B, pediyosin benzeri bakteriyosinlerin icerdigi
“YGNGVXC” amino asit dizisini igermemesine ragmen pediyosin benzeri

bakteriyosinler ile sekans benzerligi tasimaktadir (Franz vd., 1999).
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Gram negatif bakterilere karsi inhibisyon etkisi gostermeyen enterosin B,
enterosin A gibi aralarinda C. sporogenes, C. tyrobutyricum, Propionibacterium
spp., L. monocytogenes ve S. aureus gibi Gram pozitif, patojen ve bozulma etmeni
bakterilerin bulundugu genis bir etki spektrumuna sahiptir. Ayrica enterosin A
ve B birlikte sinerjetik etki gostermektedir (Casaus vd., 1997; Aymerich vd.,
2000).

2.5.3. Enterosin P

Cintas vd., (1997) Ispanyol fermente sosisinden izole ettikleri E. faecium P13
susunun enterosin P {Ureticisi oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar
yaptiklar1 amino asit dizi analizine gore enterosin P’nin Grup IIa’y1 olusturan
pediyosin benzeri bakteriyosinlerin yapisinda bulunan “YGNGVXC” dizisine
sahip ve molekiler agirhiginin da yaklasik olarak 4,5 kDa  oldugunu
belirlemislerdir. Enterosin P gida bozulma etmeni E. faecalis, Staphylococcus
carnosus, C. sporogenes, C. tyrobutyricum ve Propionibacterium spp. suslari ile
gida kaynakli patojen bakteriler olan L. monocytogenes, C. perfringens, C.
botulinum ve S. aureus gibi birgok Gram pozitif bakteriyi iceren genis bir etki

spektrumuna sahiptir (Cintas vd., 1997; Salminen vd., 2005).

2.5.4. Enterosin L50

E. faecium L50 susu tarafindan fretildigi tespit edilen enterosin L50, L.
monocytogenes, S. aureus, B. cereus, C. perfringens, ve C. botulinum gibi bircok
Gram pozitif, patojen ve bozulma etmeni bakteriye karsi inhibisyon etkisi
gostermektedir. Enterosin L50 bakteriyosinin aktivitesi, yapisal olarak birbirine
oldukga benzeyen, kii¢lik, katyonik ve hidrofobik yapida ve sinerjetik etkili iki
peptidin varligina baghdir. Enterosin L50A ve L50B olarak bilinen bu iki
peptitden L50A’nin aktivitesi daha fazladir (Cintas vd. 1998; Salminen vd.,
2005).

Sivi ortamda Ent L50A ve Ent L50B Gram negatif bakterilerin gelismesini inhibe
etmektedir. Yapilan ¢calismada Gram negatif suslar Ent L50B’ye Ent L50A’dan
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daha duyarli bulunmus ve bu durum da bu iki peptidin etki modlarinin farkl

olabilecegini diisiindiirmiistiir (Izquierdo vd., 2008).

2.5.5. Bakteriyosin 31

E. faecalis susunda bulunan konjugatif bir plazmitte (pYI17) iki gen tarafindan
kodlanan bakteriyosin 31 Grup Ila iiyesi olup 43 amino asitten olusmaktadir.
Dar bir antibakteriyel spektruma sahip olan bakteriyosin 31 kendi tiirii ile L.
monocytogenes suslari lizerine inhibitor aktivite gostermektedir (Tomita vd.,

1996; Salminen vd., 2005).

2.5.6. Enterosin AS-48

Enterosin AS-48, farkli kaynaklardan izole edilen E. faecalis suslari ile 6zellikle
siit ve geleneksel peynirler basta olmak iizere gida kaynakli E. faecium suslari
tarafindan tretilen ve 7,4 kDa molekiler agirhga sahip, Grup III
bakteriyosinlere liye bir enterosindir (Galvez vd., 1989; Jett vd., 1994; Joosten
vd., 1997; Alvarez-Cisneros vd., 2011).

N-terminal ucunda bulunan metiyonin amino asiti ile C-terminal ucunda
bulunan triptofan amino asiti arasinda kurulmus peptit bagi neticesinde
halkasal yapida olan enterosin AS-48, genis pH araliklarina, ytiksek sicaklik
uygulamalarina ve cgesitli parcalayici ajanlara karsi stabilitesini korumaktadir.
Diger taraftan sindirim sistemi enzimleri olan tripsin ve pepsin gibi enzimler ile
parcgalanmaktadir. Bu 6zellikleri enterosin AS-48’i gida uygulamalari i¢in uygun

bir aday yapmaktadir (Montalban-Lopéz vd., 2008).

Enterosin AS-48 bir¢ok Gram pozitif bakteriye karsi olduk¢a etkin inhibisyon
aktivitesi gostermektedir. Micrococcus ve Staphylococcus suslar1 daha az duyarh
olmakla birlikte, Brochothrix thermosphacta ve Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus cinslerine ait tiirler ile B. cereus, B. coagulans, B.
subtilis, Paenibacillus spp., B. licheniformis, B. macroides, A. acidoterrestris, A.

acidocaldarius, G. stearothermophilus, C. perfringens, C. sporogenes ve C. tetani
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cinsleri enterosin AS-48 ile inhibe olmaktadir. Yapilan ¢alismalar Gram negatif
bakterilerin de enterosin AS-48 ile inhibe olabildigini gdstermistir. Ancak Gram
negatif bakteriler Gram pozitif bakteriler ile kiyaslandiginda bakteriyel
membranlarinin getirdigi koruyucu bariyer etkisi ile kat1 ortamlarda enterosin
AS-48’e karst 10 kat az duyarlilik gostermektedir. Enterosin AS-48’e karsi en
hassas olan Gram negatif bakteriler Myxococcus, E. coli ve Rhizobium olarak
tespit edilmistir. Diger taraftan enterosin AS-48 ile inhibisyonu saglanan ancak
AS-48" e karsi daha dayanikhi olan  Agrobacterium, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas ve Klebsiella gibi Gram negatif bakteriler de bulunmaktadir
(Galvéz vd., 1989; Abriouel vd., 1998; Ananou vd., 2005; Mertinez-Viedma vd.,
2008; Grande Burgos vd., 2012).

Hedef hiicre inhibisyonunun gergeklesmesi icin birden fazla enterosin AS-48
molekiiliinin hedef hiicre membranina farkli noktalardan baglanmasi
gerekmektedir (Galvez vd., 1989). Sekil 2.3’'te goruldiigi gibi sitoplazmik
membrana ulasan AS-48 molekiilleri, hiicre i¢i iyonlarin ve kiiciik molekiil
agirlikli - ¢oziinmiis molekiillerin disar1 sizmasina neden olan porlar
olusturmakta ve bdylece hiicre inhibisyonu gerceklesmektedir (Galvez vd.,

1991).

Sekil 2.3. Enterosinin AS-48 ile muamele edilen L. monocytogenes hiicreleri.
(A)Enterosin AS-48 uygulanmayan hiicre, (B) 0.1 pg/ml enterosin
AS-48 uygulanan hiicreler (2 s), (C ve D) 3 pg/ml enterosin AS-48
uygulanan hiicreler (10 dk) (Mendoza vd., 1999).
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2.5.7. Enterosin 1071

Arjantin peynirinden izole edilen E. faecalis FAIR-E 309 ve minyatiir domuz
digskisindan izole edilen E. faecalis BFE 1071 suslar1 tarafindan tretilen
enterosin 1071, enterosin L50 gibi iki peptitli bir bakteriyosindir. 1071A ve
1071B olmak iizere sirasiyla 39 ve 34 amino asitten enterosin 1071, Grup IIB
liyesidir. Ayrica enterosin 1071A ve enterosin 1071B’ nin molekiiler agirliklari
sirasl ile 4,2 kDa ve 3,8 kDa olarak tespit edilmistir (Vancanneyt vd., 1999; Balla
vd., 2000; Franz vd., 2002; Maldonado vd., 2010).

Enterosin 1071A ve 1071B inhibitor etkisini hedef hiicre membranlarinda por
olusturmak suretiyle gostermekte ve C. tyrobutyricum, L. salivarius, L.innocua ve
Microccus spp. ve Enterococcus spp. gibi Gram pozitif bakterilere karsi etkili

olmaktadir (Balla vd., 2000; Salminen vd., 2005).

2.5.8. Enterosin CRL35

Enterosin CRL35 bakteriyosini, geleneksel Arjantin Tafi peynirinden izole edilen
ve once E. faecium olarak tanimlanan daha sonra E. mundtii CRL35 olarak
adlandirilan bir enterokok susu tarafindan tretilmektedir. Grup IIA iiyesi olan
CRL35 enterosini, L. suslarina karsi antibakteriyel etki gosterdigi gibi Herpes
simplex virtsiine (tip I ve tip II) kars1 da etkili olabilmektedir (Giori vd., 1983;
Wachsman vd., 1999; 2003; Minahk vd.,2000; Masias vd., 2014).

Hedef hiicrelerde, hiicre membranlarinin elektrik potansiyelini bozarak
olusturdugu porlardan iyonlarin sizmasina yol acarak hiicrenin lize olmasina

neden olmaktadir (Sekil 2.4) (Minahk vd., 2000).
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Sekil 2.4. Enterosin CRL35’in L. monocytogenes hiicreleri lizerine etkisinin
elektron mikroskobu ile goriintiisi
A: Normal L. monocytogenes kiiltiirii
B ve C: Enterosin CRL35 ile muamele edilmis L. monocytogenes
kiltird (Minahk vd., 2000).

2.5.9. Enterosin Q

Enterosin Q, ¢oklu bakteriyosin treticisi olan E. faecium L50'nin urettigi
enterosinlerden biridir (Criado vd., 2006). Tek bir peptitten olusan s6z konusu
enterosin 7,383 bg biliyiikliige sahip pCIZ2 plazmidi lizerinde kodlanmaktadir
(Nes vd., 2007). Molekiiler agirhig1 yaklasik olarak 3,9 kDa olarak tespit edilen
Enterosin Q'nun biralarda bozulmaya neden olan Lb. brevis ve P. damnosus ile L.
monocytogenes, S. aureus, C. perfringens ve C. botulinum’a karsi oldukga etkili

oldugu saptanmistir (Cintas vd., 1998).

2.5.10. Enterosin 81

Yumusak bir tiir peynir olan Munster peynirlerinden izole edilen E. faecium
WHE 81 tarafindan iiretilen enterosin 81, diger bir¢ok enterosin gibi hedef
hiicre membranlarinda hiicre igeriginin disar1 sizmasina neden olan porlar
olusturmakta ve bakterisidal aktivite gostermektedir. S6z konusu enterosin
basta Enterococcus spp. ve L. monocytogenes olmak {lizere Lactococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Staphylococcus, Bacillus ve C. tiirlerine karsi da etkili

olmaktadir (Ennahar vd., 1998).
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2.5.11. Sitolisin

Sitolisin E. faecalis suslar1 tarafindan iiretilen ve Grup [ Lantibiyotikler
icerisinde yer alan tek enterosindir (Gilmore vd. 1994). Sitolisin tretimi E.
faecalis izolatlar1 arasinda degiskenlik gosterebilir (Jett vd., 1994). Sitolisin
lretiminden sorumlu genler ya kromozomal olarak kodlanmis 150 kb
biiytikliikte olan patojenite adasi icinde (PAI) ya da konjligatif, feromona
duyarh plazmidler tizerinde bulunmaktadir (Shankar vd., 2004; Van Tyne vd.,
2013).

Sitolisinin inhibitor etkisi hiicre membraninin bozulmasi ile olmaktadir (Vlkova
vd., 2011). Sekil 2.5’te sitolisinin aktivitesi hedef hiicre varliginda ve yoklugunda
gozlenmistir. Hedef hiicre yoklugunda alt birim etkin ve multimerik
kompleksler olusturur. Hedef hiicre varliginda hiicre zarinda porlar olusturdugu

gozlenmistir (Van Tyne vd., 2013).

Hedef hiicre yok Hedef hiicre lizizi

Sekil 2.5. Sitolisinin iretimi, salgilanmasi ve hedef hiicre varliginda ve
yoklugunda aktivitesi (Van Tyne vd., 2013).
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Baz1 temel o6zellikleri diger lantibiyotiklerle benzerlik gosterse de sitolisin
ayrica benzersiz Ozelliklere de sahiptir (Van Tyne vd. 2013). Enterokoklar
tarafindan Uretilen bakteriyosinler icerisinde hemolitik aktivite gosteren tek
bakteriyosindir. Okaryot ve Gram pozitif bakteriler ilizerinde de etkili olan
sitolisin viriilans faktor olarak kabul edilmekte ve bu nedenle antimikrobiyel
ajan olarak kullanilamamaktadir (Jett vd., 1994; Haas ve Gilmore 1999; Poeta
vd., 2007).

23



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda Denizli, Isparta, Balikesir, Bolu, Kayseri,
Manisa, Van ve Erzincan illerinden temin edilen; keg¢i, koyun, inek siitleri
kullanilarak geleneksel olarak iiretilmis Beyaz peynir, Tulum peyniri, Kelle
peyniri, Otlu peynir olmak tizere toplam 33 adet peynir 6rnegi kullanilmistir.
Buz lizerinde laboratuara getirilen peynir 6rnekleri 2013 yili Eyliil- Aralik aylari

arasinda yerel pazarlardan toplanmustir.

3.2. Mikroorganizmalar

Arastirma kapsaminda Tiirkiye’'nin degisik illerinden saglanan peynir
orneklerinden izole edilen 100 adet muhtemel enterokok izolat1 kullanilmistir.
Ayrica enterokok izolatlarinin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi i¢in 23
adet indikator bakteri kullanilmistir. Cizelge 3.1’de antimikrobiyel aktivite

denemelerinde kullanilan bakteriler ve gelisme kosullar: verilmistir.
izole edilen muhtemel enterokok suslar ile tez calismasinda kullanilan diger

kiltiirler uygun besiyeri ortamlarinda gelistirildikten sonra, % 20 oraninda

gliserol ilave edilmis stok tiiplerinde ve -20 °C’de saklanmistir.
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Cizelge 3.1. Indikator bakteriler ve gelisme sicakliklar

Besiyeri ve Gelisme

Indikatér Bakteri
Sicakhigr (°C)

Lactobacillus plantarum LMG 2003 MRS, 37
Lactococcus lactis 2907 GM17,30
Lactococcus lactis 2908 GM17,30
Lactococcus lactis 2909 GM17,30
Enterococcus faecalis 2602 MRS, 37
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MRS, 37
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) TSB, 37
Staphylococcus aureus ATCC 29213 TSB, 37
Staphylococcus cornosus 2709 TSB, 37
L. monocytogenes ATCC 19115 TSB, 37
Bacillus cereus ATCC 10876 TSB, 37
Bacillus cereus 2732 TSB, 37
Pediococcus pentosoceus 2001 GM17, 30
Lactococcus lactis 2910 GM17, 30
Enterococcus faecalis 2708 MRS, 37
L. monocytogenes ATCC 7644 TSB, 37
L. monocytogenes ATCC 15813 TSB, 37
L. innocua 2813 TSB,37
Staphylococcus aureus 3022 TSB,37
Staphylococcus aureus ATCC 25923 TSB,37
Salmonella enteretidis ATCC 13076 TSB,37
Salmonella Typhimurium 3085 TSB,37
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 TSB,37

*MRS: de Man Rogosa Sharpe Broth; GM17: Glukoz M17 Broth (% 5 Glukoz);
TSB+YE: Triptik Soy Broth (% 0,5 maya ekstrakti)

25



3.3. Enterokok Suslarinin izolasyonu

Enterokok suslarinin izolasyonu i¢in peynir drneklerinden, aseptik olarak 10
gram tartilmis ve 90 ml fizyolojik tuzlu su (FTS, %0,85 NaCl) igerisinde
homojenize edilmistir (Waring Blender, 8011 ESHGB2WTS3, Torrington, CT).
Boylece ilk diliisyonu elde edilmis olan siispansiyondan 107 seviyesine kadar
seri diltisyonlar1 hazirlanmis ve her bir diliisyondan mikropipet yardimiyla 100
ul alinarak Kanamycin Eskulin Azide (KAAA, Lab M, Ltd., Bury, Lancashire, U.K.)
agar ortamina aktarilmis ve drigalski spatiilii ile yayma ekim yapilmistir. 37
°C’'de 24-48 s (s) inkiibasyona birakilan petrilerde koyu kahverengi renkte
gorilen tipik enterokok kolonileri secilerek MRS (de Man Rogosa Sharpe Agar,
Lab M,Ltd., Bury, Lancashire, U.K.) broth ortaminda yine 37 °C’de 24 s siire ile
gelistirilmistir. Daha sonra bu bakterilerin % 20 oraninda steril gliserol iceren

stoklar1 hazirlanarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. izolatlarin Antibakteriyel Aktivite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Muhtemel enterokok izolatlar1 MRS broth ortaminda 37 °Cde 18 s
gelistirilmistir. Aktif kiiltlirden MRS agar ortamina 6ze yardimiyla siirme ekim
yapilmis ve 37 °C’de 18 s inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
olusan Kkoloniler steril kiirdan aracilifiyla MRS agar ortamina nokta ekim
yapilmis ve 37 °C’de 18 s inkiibe edilmistir. MRS, GM17 (%0,5 glukoz), TSB
(Triptic Soy Broth, Lab M, Ltd., Bury, Lancashire, U.K.), TSB+ME (%0,5 maya
ekstrakti) ortamlarinda gelistirilen indikator bakterilerden 100 pl alinarak %0,7
agar iceren 5 ml GM17 (% 0,5 glukoz ilave edilmis M17) (Merck, Darmstadt,
Germany), TSB, TSB+ME ortamlarina inokiile edilmistir. Inokiilasyon sonrasinda
yumusak agarlar antibakteriyel aktivesi test edilecek, nokta ekim yapilmis
enterokok kolonileri tizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Petriler indikator
bakterilerin gelismesi icin uygun olan inkiibasyon sicakliginda (Cizelge 3.1) 18 s
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda enterokok kolonilerinin indikatoér
bakterilere karsi verdikleri inhibisyon zonlar1 incelenmistir (van Belkum vd.,
1989). Farkli aktivite spektrumu veren 11 izolat secilmis ve c¢alismaya bu

enterokok izolatlar1 ile devam edilmistir.
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3.5. Capraz Aktivite Spektrumu

Peynir orneklerinden izole edilen enterokok izolatlarinin birbirlerine karsi
antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesinde van Belkum vd. (1989) tarafindan
onerilen yontem kullanilmistir. Enterokok izolatlar1t MRS broth ortaminda 37
°C'de 18-24 s gelistirilmis ve MRS agar ortamina siirme ekim yapilmistir. 37
°C’'de 18-24 s inkiibe edilen petrilerden steril kiirdan aracilifiyla MRS agar
ortamina nokta ekim yapilmis ve 37 °C’de 18-24 s inkiibasyona birakilmistir.
MRS broth ortaminda gelistirilen ve indikator bakteri gibi nokta ekim yapilan
izolatlar tizerine dokiilecek olan enterokok suslarindan 100 pl alinarak % 0,7
agar iceren, 5 ml MRS yumusak agara inokiile edilmistir. Inokiilasyon
sonrasinda yumusak agarlar antibakteriyel aktivesi test edilecek, nokta ekim
yapilmis enterokok kolonileri tizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Petriler
indikator bakteri olarak kullanilan enterokok suslarinin gelismesi i¢in uygun
olan inkiibasyon sicakliginda (37°C), 18-24 s inkiibasyona birakilmis ve bu siire

sonunda birbirlerine karsi gosterdikleri inhibisyon zonlar1 incelenmistir.

3.6. Proteolitik Enzim Uygulamasi

Enterokok izolatlar1 tarafindan tretilen antibakteriyel maddelerin protein
dogas1 proteolitik enzim uygulamasiyla test edilmistir (Ryan vd. 1996).
Enterokok izolatlar1 MRS broth ortaminda 37 °C’de 18 s gelistirilmis ve MRS
agar ortamina siirme ekim yapilmistir. 37 °C’'de 18 s inkiibe edilen petrilerden
steril kiirdan aracilifiyla MRS agar ortamina nokta ekim yapilmis ve 37 °C'de 18
s inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kolonilerin
yaklasik 0,5 cm uzagina 20 pl Proteinaz-K (30 pg/mL, Sigma-Aldrich, Almanya)
enzimi damlatilmis ve 37 °C’de 45 dakika tutulmustur. Siire sonunda iist tabaka
olarak 100 pl indikator bakteri ilave edilmis yumusak agar dokilmiistir.
Indikator bakteri olarak S. Tyhphimurium 3085 kullanilmigtir. Petriler indikator
bakteri olan S. Tyhphimurium 3085’un gelisme sicakligi olan 37 °C’de 18 s siire
ile inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda zon sekilleri

incelenmistir.
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3.7. izolatlarin Fenotipik Tanisi

3.7.1. Morfolojik tan1 ve katalaz testi

Secilen kolonilerin mikroskobik morfolojileri, Gram boyama yo6ntemi ile
hazirlanan preparatlarin 1000X biiytitme ile 151k mikroskobunda incelenmesi
sonucunda belirlenmistir. Katalaz testi icin KAA agar ortaminda gelistirilen
bakteri kolonileri lam tzerine aktarilmis % 3’liik hidrojen peroksit (H,0;)

cozeltisinden 1 damla ilave edilerek gaz ¢ikisi olup olmadig1 incelenmistir.

3.7.2. MRS broth ortaminda gelisme

Izolatlar MRS broth ortaminda 37 °C’de 18 s gelistirildikten sonra % 6,5 NaCl
ilave edilerek ve pH’s1t 9,6’ya yiikseltilerek hazirlanan iki ayri MRS broth
ortamina inokiile edilmis ve 37 °C’de 18 s inkiibasyona birakilmistir. Bu testlere
ek olarak izolatlarin MRS broth ortaminda 10 °C ve 45 °C’de gelisme 6zellikleri

de incelenmistir (Manero ve Blanch, 1999).

3.8. Bakteriyosin Ureticisi Enterokok izolatinin Genotipik Tanisi

3.8.1. Genomik DNA izolasyonu

Enterokok suslar1 37 °C'de 18 s siire ile gelistirilmis ve bu aktif kiiltiirlerden
steril Eppendorf tiiplerine 500 pl aktarilmistir. Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi igin
tiipler 13000 devirde 5 dakika santrifiije (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148,
Almanya) tabi tutulmustur. Ust faz dékiilmiis ve kalan hiicre ¢okeltisi 500 ul
Liziz Buffer'da ¢ozdiiriilmistiir. Tipler 37 °C'deki su banyosu igerisinde 30
dakika inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda 30 pl % 10’luk sodyum dodesil
stilfat (SDS, Serva, Heidelberg, Almanya) ilave edilip 80 °C’lik su banyosunda
(Nive NB9, Tiirkiye) 5 dakika 1s1l isleme tabi tutulmustur. Sonrasinda hiicre
siispansiyonu tiizerine 700 pl fenol:kloroform (1:10) (Merck) ¢ozeltisi ilave
edilerek 13000 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir Eppendorf

tiiptine alinarak tzerine 700 pl 2-propanol (Merck) ilave edilmis ve tiipler
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13000 devirde 5 dakika santrifiije tabi tutulmustur. Bu kez tist faz dokiilerek
olusan hiicre c¢okeltisi yaklasik 5 dakika oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Siire sonunda ¢okelti 50 pl Tris-EDTA igerisinde ¢oziilmistiir.
Izole edilen genomik DNA érnekleri -20 °C'de muhafaza edilmistir (Cancilla vd.,

1992).

izole edilen DNA érneklerinin varhig1 agaroz jel elektroforez yoéntemi ile tespit
edilmistir. Genomik DNA oOrneklerinin elektroforezi % 0,7 (w/v) agaroz
(AppliChem, Darmstadt, Almanya) orani ile hazirlanan jellerde yapilmistir. Bu
islem icin Thermo OWL EASYCAST B2 (Amerika Birlesik Devletleri) yatay jel
sistemi kullanilmistir. Agaroz 100 mL tris-asetat elektroforez tamponu (50X
TAE electrophoresis Buffer, Thermo, Litvanya) icerisinde mikrodalga firinda
(Argelik MD 565 S, Tirkiye) ¢o6zilmistir. Genomik DNA o6rneklerinin
aktarilacagi kuyucuklar1 elde etmek icin jelin iist ve orta kismina iki adet jel
tarag1 yerlestirilmis ve jelin polimerizasyonu i¢in 30 dk beklenmistir.
Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra taraklar jele zarar vermeden
ortamdan alinmis ve jelin Ustiini kapatacak bigimde elektroforez tankina tris-
asetat tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Her genomik DNA 6rneklerinden 15’er
uL alinarak yeni steril Ependorfa aktarilip tzerlerine 2’ser uL izleme boyasi
ilave edilmistir. Boyanan genomik DNA Ornekleri mikropipet yardimi ile jel
kuyucuklarina aktarilmistir. Elektroforez islemi 85 voltta 1.5-2 s slreyle
yapilmistir. Bu silire sonunda elektrik akimi kesilip ortamdan alinan jel,
kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0,2 pug/mL etidyum
bromit iceren ¢ozeltisinde 30 dk siire ile boyanmistir. Boyama islemi sonunda
jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1sik altinda incelenmistir. Jel

fotograflarinin ¢ekiminde Nikon D5100 dijital fotograf makinesi kullanilmistir.
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Liziz Cozeltisi

NaCl 250 mM
EDTA 10 mM
Tris HCI 10 mM
Lizozim 100 mg
Destile su 50 mL
pH 8,0+ 0,02

0,45 pm por ¢aplh siringa ucu filtreden gegirilerek sterilize edilmistir

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

121°C’de 15 dk siire ile otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3.8.2. Enterokok izolatlarinin 16S rDNA boélgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak reaksiyon karisimi Cizelge 3.2’de
verilmistir. Enterokok izolatlarinda 16S rDNA boélgesinin ¢ogaltilmasinda pA
(ileri primer) 5 - AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3" ve pE (geri primer) 5°- CCG
TCA ATT CCT TTG AGT TT- 3° primerleri kullanilmistir (Edwards vd., 1989).
Bakteriyosin iireticisi enterokok izolatlarinda 16S rDNA boélgesinin polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi Techne TC300 (Cambridge, ingiltere) termal

dongi cihazinda yapilmustir.
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Cizelge 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak reaksiyon karisimi

Madde ad: Hacim
PCR Master Mix (Fermentas) 25 ul
Su 20 ul
lleri primer 1ul
Geri primer 1l
Genomik DNA 3ul
Toplam 50 ul

PZR tiiplerinde hazirlanan karisim cihaza yerlestirilmis ve 1 dongt 94 °C'de 120
saniye baslangi¢c denatilirasyonu, 30 dongi 94 °C'de 30 saniye/55 °C’de 60
saniye/72 °C’'de 90 saniye cogaltma ve 1 dongii 72 °C’'de 10 dakika son uzama

asamalarindan olusan PZR protokolii kullanilmistir.

3.8.3. Cogaltilan 16S rDNA fragmentlerinin elektroforezi

Cogaltilan 16S rDNA fragmentlerinin eletroforezi % 1,5 oraninda agaroz igceren
jellerde Thermo OWL EASYCAST B2 cihazinda yapilmistir. Agaroz, 100 ml Tris-
asetat elektroforez tamponu iginde mikrodalga firinda ¢éziilmiistiir. Hazirlanan
jel ortaminin 45 °C’ye kadar sogumasi beklenmis ve yatay elektroforez tankina
dokilmistiir. Jel tarag yerlestirilmis ve jelin polimerizasyonu i¢in 35-40 dakika
beklenmistir. Daha sonra tarak ortama zarar verilmeden c¢ikartilmis ve jelin
tstiinii kaplayacak sekilde elektroforez tankina tampon ¢ozelti (Tris-Asetat)
ilave edilmistir. 10 pl PZR triinid 2 pl Orange Loading Dye ile karistirilmis ve bu
karisimin tiimii jel kuyucuguna aktarilmistir. Elektroforez 65 voltta, 1 s slireyle
yapilmistir. Siire sonunda ortamdan alinan jel, 0,2 pg/ml etidyum bromit igeren
tris-asetat tamponunda 30 dakika boyanmistir. Fragmentin biyukIigi
O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Fermentas #SM1153, Litvanya)
kullanilarak hesaplanmistir. PZR friinlerinin DNA dizi analizi ABI PRISM
3730XL (Perkin Elmer, ABD) otomatik gen sekans cihazi kullanilarak REFGEN
Gen Arastirma ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. (Ankara, Tiirkiye)'nde yaptirilmistir.
16S rDNA dizi benzerligi National Center for Biotechnology Information (NCBI)
BLAST programi kullanilarak tespit edilmistir.
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3.9. Enterokok Suslarinda Bakteriyosin Yapisal Genlerinin Belirlenmesi

Enterokok suslarinda bakteriyosin yapisal genlerinin belirlenmesinde enterosin
A, enterosin B, enterosin P, enterosin AS-48, enterosin 1071, enterosin L50,
enterosin Q, sitolisin, bakteriyosin 31 ve enterosin X icin spesifik primerler
kullanilmistir. Enterosin yapisal genlerinin belirlenmesinde hazirlanan
reaksiyon karisimi Cizelge 3.3’te verilmistir. Cizelge 3.4’te ise primer sekanslari,

PZR kosullar1 ve PZR ftriin biiyiikliikleri verilmistir.

Cizelge 3.3. Enterosin yapisal genlerinin belirlenmesinde hazirlanan reaksiyon

karisimi

Madde ad: Hacim
PCR Master Mix 25 ul
Su 20 ul
lleri Primer 1ul
Geri Primer 1l
Genomik DNA 3ul
Toplam 50 pl
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Cizelge 3.4. PZR primerleri, PZR kosullar1 ve PZR iirtin buiytikltkleri

Enterosin Primer Sekansi (5'-3") PZR kosullar PZR iiriin biiyiikliigii (bg) Referans
Enterosin A (Ent A) f: AATATTATGGAAATGGAGTGTAT 94°C5 dk 1 déngi 126 Yousif vd., 2005
r: GCACTTCCCTGGAATTGCTC 94°C 60 sn
56°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngi
Enterosin B (Ent B) f: GAAAATGATCACAGAATGCCTA 94°C 5 dk 1 déngi 162 Yousif vd., 2005
r: GTTGCATTTAGAGTATACATTTG 94°C 60 sn
50°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 dongi
Enterosin P (Ent P) f: TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT 94°C 5 dk 1 déngi 120 Yousif vd., 2005
r: ATGTCCCATACCTGCCAAAC 94°C 60 sn
50°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngi
Enterosin 1071A-1071B f: CCTATTGGGGGAGAGTCGGT 94°C 5 dk 1 déngi 343 Belgacem vd. 2010
(Ent 1071A-1071B) r: ATACATTCTTCCACTTATTTTT 94°C 60 sn
51°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngi
Enterosin L50A-L50B (Ent f: TGGGAGCAATCGCAAAATTAG 94°C 5 dk 1 déngi 98 Belgacem vd. 2010
L50A-L50B) r: ATTGCCCATCCTTCTCCAAT 94°C 60 sn
52°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 dongii
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Cizelge 3.4. PZR primerleri, PZR kosullar1 ve PZR iiriin buiytiklikleri (Devam)

Enterosin Primer Sekansi (5'-3") PZR kosullar PZR iiriin biiyiikliigii (bg) Referans
Bakteriyosin 31 (Bac 31) f: TATTACGGAAATGGTTTATATTGT 94°C 5 dk 1 déngii 123 Yousif vd., 2005
r: TCTAGGAGCCCAAGGGCC 94°C 60 sn
50°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngii
Enterosin AS-48 (Ent AS- f: GAGGAGTTTCATGATTTAAAGA 94°C5 dk 1 déngii 340 Yousif vd., 2005
48) r: CATATTGTTAAATTACCAAGCAA 94°C 60 sn
50°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngii
Enterosin Q (Ent Q) f:TGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA 94°C 5 dk 1 déngii 105 Belgacem vd. 2010
r: TTAACAAGAAATTTTTTCCCATGGCAA 94°C 60 sn
56°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngi
Sitolizin f: GTGTTGAGGAAATGGAAGCG 94°C 5 dk 1 déngi 324 Brandao vd. 2010
r: TCTCAGCCTGAACATCTCCAC 94°C 60 sn
60°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 déngi
Enterosin X f: GTT TCT GTA AAA GAG ATG AAAC 94°C5 dk 1 déngii 500 Edalatian vd. 2012
r: CCT CTT AAT CAT TAA CCATAC 94°C 60 sn
50°C 60 sn 35 dongii
72°C 40 sn
72°C 10 dk 1 dongii
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PZR triinlerinin elektroforezi, Thermo OWL EASYCAST B2 cihazi1 kullanilarak %
1,5 oraninda hazirlanan agaroz jellerde yapilmistir. % 1,5 agaroz orani ile
hazirlanan jeller yatay elektroforez tankina yerlestirilmis ve jel yiizeyini
kapatacak sekilte tris-asetat tampon dékiilmiistiir. izleme boyasi ilave edilen 5
ul PZR iriini jelde olusturulan kuyucuklara yiiklenmistir. PZR fragmentlerinin
biiytikligti O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Fermentas #SM1153, Litvanya)
kullanilarak hesaplanmistir. Siire sonunda ortamdan alinan jel 0,2 pg/ml
etidyum bromit iceren tampon c¢ozeltide yaklasik 1 s boyanmis ve UV 151k

altinda Nikon D5100 dijital fotograf makinasi ile goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Enterokok Suslarinin izolasyonu

Arastirma kapsaminda kullanilan peynir érneklerini Denizli, Isparta, Balikesir,
Bolu, Kayseri, Van, Erzincan, Manisa illerinden saglanan, geleneksel yolla
tretilmis Beyaz peynir, Tulum peyniri, Kelle peyniri ve Otlu peynir
olusturmaktadir.  Arastirmada kullanilan Beyaz peynir oOrneklerinin 14
adedinde, Tulum peyniri érneklerinin 7 adedinde, Kelle peyniri 6érneklerinin 2
adedinde enterokok suslarina rastlanmis olup Otlu peynir o6rneginden

enterokok susu izole edilememistir (Cizelge 4.1).

Peynir oOrneklerinin FTS kullanilarak hazirlanan seri diliisyonlarindan
Kanamycin Eskulin Azide Agar (KAA) ortamlarina yayma ekim yapilmis ve 37
°C’de 24-48 s inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon siiresi sonunda KAA
ortamlarinda koyu kahverengi renkte goriilen 100 adet koloni muhtemel
enterokok izolati olarak secilmis ve MRS broth ortamlarina % 20 oraninda
gliserol ilave edilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir. Secilen izolatlardan Gram
pozitif, kok morfolojisine sahip, katalaz negatif, 10 °C ve 45 °C sicaklikta, pH
9,6’'yva ayarlanmis ve % 6,5 NaCl iceren MRS broth ortamlarinda gelisme
gosterebilen 100 adet izolat fenotipik olarak Enterococcus cinsi iiyesi olarak

tanimlanmis ve ¢calismaya bunlarla devam edilmistir (Cizelge 4.1).

Ulkemizde farkh arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda Beyaz peynir
(Karakus vd., 1992; Citak vd., 2004; isleroglu vd., 2008a ; Bilgin, 2008), Tulum
peyniri (Bostan vd., 1992; Tuncer, 2009; Ozden Tuncer vd., 2013; Yogurtcu ve
Tuncer, 2013), Otlu peynir (Isleyici ve Akyiiz, 2009), gibi farkli peynir
orneklerinden enterokok suslari izole edilmistir. Ayrica bazi Avrupa tlkelerinde
geleneksel olarak iiretilen ¢esitli peynirlerden (Bryndza, Cebreiro, Kefalotyri,
Manchego, Picante da Beira Baixa, Semicotto Caprino vb.) enterokok cinsi tiyesi
bakterilerin siklikla izole edildigi bildirilmistir (Litopoulou-Tzanetaki, 1990;
Wessels vd., 1990; Freitas vd., 1995; Cintas vd., 2000; Suzzi vd., 2000; Saavedra
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vd., 2003;2004; Ambadoyiannis vd., 2004; Jurkovic vd., 2006; Galvez vd., 2009;
Rivas vd., 2012; Favaro vd., 2014).

Arastirma kapsaminda kullanilan Otlu peynir 6rneginden enterokok susu izole
edilememesi 6rnekte enterokok susu olmadigini diisiindiirmektedir. Ulkemizde
geleneksel bir peynir olarak tiretilen Kelle peyniri ile ilgili literatiirde herhangi
bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle Kelle peynirinden enterokok susu

izole edilen tez ¢alismasi bir ilk niteligi tasimaktadir.
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Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan peynir érnekleri, 6rneklerin saglandigi iller
ve orneklerden elde edilen muhtemel enterokok izolatlari

Peynir Izolasyon materyali il izolat No

Ornegi

1 Koyun Tulum Peyniri  Denizli 1-1,1-2,1-3,1-4, 1-5, 1-6,
1-7,1-8,1-9,1-10

2 Keci Beyaz Peynir Denizli -

3 Keci Beyaz Peynir Denizli -

4 Otlu Peynir Van -

5 Koyun Beyaz Peynir Denizli -

6 Koyun Beyaz Peynir Denizli -

7 Inek Beyaz Peynir Denizli 7-1,7-2

8 Koyun Beyaz Peynir Denizli 8-1, 8-2, 8-3, 8-4, 8-5, 8-6,
8-7,8-8, 8-9,8-10

9 Keci Beyaz Peynir Denizli 9-1

10 Inek Beyaz Peynir Denizli -

11 Inek Beyaz Peynir Denizli 11-1,11-2,11-3

12 Inek Beyaz Peynir Denizli 12-1,12-2,12-3

13 Inek Beyaz Peynir Denizli 13-1,13-2

14 Inek Beyaz Peynir Denizli 14-1, 14-2,14-3, 14-4, 14-5,
14-6

15 Inek Beyaz Peynir Denizli 15-1, 15-2,15-3

16 Inek Beyaz Peynir Denizli 16-1,16-2,16-3,16-4, 16-5

17 Inek Beyaz Peynir Denizli 17-1

18 Inek Beyaz Peynir Manisa -

19 Inek Beyaz Peynir Denizli 19-1, 19-2,19-3, 19-4, 19-5,
19-6, 19-7

20 Koyun Tulum Peyniri  Isparta 20-1, 20-2, 20-3, 20-4, 20-5

21 Inek Beyaz Peynir Isparta 21-1,21-2,21-3,21-4

22 Inek Tulum Peyniri Kayseri 22-1,22-2,22-3,22-4,22-5

23 Inek Tulum Peyniri Kayseri 23-1,23-2,23-3

24 Inek Tulum Peyniri Bolu 24-1,24-2,24-3, 24-4, 24-5

25 Koyun Tulum Peyniri  Kayseri -

26 Koyun Tulum Peyniri  Kayseri -

27 Inek Tulum Peyniri Bolu 27-1,27-2,27-3

28 Inek Tulum Peyniri Erzincan 28-1, 28-2

29 Kelle Peyniri Balikesir 29-1, 29-2, 29-3, 29-4

30 Kelle Peyniri Balikesir 30-1, 30-2, 30-3, 30-4

31 Inek Beyaz Peynir Denizli 31-1,31-2,31-3,31-4,31-5

32 Inek Beyaz Peynir Denizli 32-1,32-2

33 Inek Beyaz Peynir Denizli 33-1,33-2,33-3,33-4,33-5
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4.2. Enterokok izolatlarinin Antibakteriyel Aktivite Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Peynir Orneklerinden izole edilen enterokok izolatlarinin antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesinde van Belkum vd. (1989) tarafindan onerilen
yontem kullanilmistir. Enterokok izolatlarinin antibakteriyel aktivite
spektrumlarinin belirlenmesi amaci ile kullanilan indikatér bakteriler ve bu
bakterilerin gelisme kosullar1 Cizelge 4.2’de verilmistir. Toplam 23 adet Gram
pozitif ve Gram negatif indikator bakteriye karsi antibakteriyel aktivite
Ozellikleri arastirllan 100 adet enterokok izolatindan 70 adedinin c¢esitli
indikator bakterilere karsi inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Farklh
antibakteriyel spektrumu gosteren 11 adet izolat se¢ilmis ve calismaya bunlarla
devam edilmistir. Sekil 4.1’de bazi izolatlarin B. cereus FM1 2732 susuna karsi

verdigi inhibisyon zonlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.1. Muhtemel enterokok izolatlarindan bazilarinin B. cereus FM1 susuna
karsi gosterdigi inhibisyon zonlari
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Cizelge 4.2. indikatdr bakterilere kars farkli aktivite spektrumu veren enterokok izolatlar1 ve zon ¢aplari

indikatér Bakteriler Slc(?é{)l 1k Besiyeri* Enterokok izolatlar1 (@ mm)
1-9 12-3 15-2 16-5 20-5 22-2 27-2 27-3 29-1 29-3 31-4

Lb. plantarum LMG2003 37 MRS - - - - - - - - - - -
L. lactis 2910 30 GM17 7 9 12 16 - - 13 10 - 10 -
L.lactis 2909 30 GM17 16 13 14 - - - 14 13 - 15 -
L. lactis 2908 30 GM17 - - - - - - - - - 18 -
L. lactis 2907 30 GM17 - - - - - - - - - - -
E. faecalis 2602 37 MRS - 15 - - - - - - - 13 -
E. faecalis ATCC29212 37 MRS 8 14 10 6 - 5 8 14 5 8 6
E. faecalis 2708 37 MRS - 10 - - - - - 8 - - -
L. monocytogenes ATCC7644 37 TSB 12 23 24 10 7 9 26 23 6 11 6
L. monocytogenes ATCC19115 37 TSB+YE 13 5 10 9 6 7 10 6 4 14 6
L. innocua 2813 37 TSB 7 9 8 6 4 5 9 9 4 6 4
L. monocytogenes ATCC15813 37 TSB 4 13 17 7 3 5 13 13 3 7 4

*MRS: de Man Rogosa Sharpe Broth; GM17: Glukoz M17 Broth (% 5 glukoz); TSB+YE: Triptik Soy Broth (% 0.5 maya ekstrakt1)
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Cizelge 4.2. indikator bakterilere kars: farkli aktivite spektrumu veren enterokok izolatlari ve zon ¢aplari (Devam)

. klik Besiyeri* .
Indikator Bakteriler Slc(?c)l estyert Enterokok Izolatlar1 (@ mm)

1-9 12-3 15-2 16-5 20-5 22-2 27-2 27-3 29-1 29-3 314

S. aureus ATCC25923 37 TSB+YE 7 7 10 9 6 7 9 7 6 8 8
S. aureus ATCC29213 37 TSB+YE 11 13 10 15 12 11 10 12 10 12 14
S. aureus FRI3022 37 TSB+YE 7 6 6 5 4 6 7 6 5 6 4
S. carnosus MC1, B 2709 37 TSB+YE 8 5 5 6 5 6 7 6 5 15 6
S. entereditis ATCC13076 37 TSB 7 7 8 7 8 5 16 6 5 7 5
S. Tyhphimurium ATCC14028 37 TSB - 8 14 4 - 6 - 8 - - 5
S. Tyhphimurium 3085 37 TSB+YE 10 15 16 14 14 9 12 13 14 17 8
B. cereus ATCC10876 37 TSB+YE 6 7 5 7 6 6 6 7 5 6 6
B. cereus FM1 2732 37 TSB+YE 17 5 16 - - - 16 - - 18 -
P. pentosaceus 2001 30 GM17 19 15 16 - - - 17 14 5 18 -
E.coli ETEC 3083 37 TSB+YE 5 6 6 4 - - 6 7 - 7 -

*MRS: de Man Rogosa Sharpe Broth; GM17: Glukoz M17 Broth (% 5 glukoz); TSB+YE: Triptik Soy Broth (% 0.5 maya ekstrakt1)
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1-9 izolatinin denemelerde kullanilan indikator bakterilerden 17 adedine karsi;
12-3 izolatinin 20 adedine karsi; 15-2 izolatinin 15 adedine karsi; 16-5
izolatinin 15 adedine karsi; 20-5 izolatinin 11 adedine karsi; 22-2 izolatinin 13
adedine karsy; 27-2 izolatinin 17 adedine karsy; 27-3 izolatinin 19 adedine karsi;
29-1 izolatinin 13 adedine karsy; 29-3 izolatinin 19 adedine karsi; 31-4
izolatinin 13 adedine karsi inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.
Enterokok izolatlarindan higbiri denemelerde kullanilan Lactobacillus
plantarum LMG2003 ve Lactococcus lactis 2907 bakterilerine Kkarsi
antibakteriyel aktivite gostermemistir (Cizelge 4.2).

Enterosinler genellikle iiretilen enterokok suslarina yakin akraba tiirler olmak
lizere, Gram pozitif mikroorganizmalara kars1 6zellikle de L. spp., Bacillus spp.,
C. spp., Staphylococcus spp. Uzerinde etkili olabilmektedir (Jeevaratnam vd.,
2003; Parada vd., 2007; Izquierdo vd., 2008; Deshmukh ve Thorat, 2013). Tez
calismasindan elde edilen verilere gore E. faecium ve E. faecalis suslar1 kendi
tiirlerine yakin akraba tiirlerin yaninda L. ve Staphylococcus tiirlerine karsi da
inhibisyon zonu vermislerdir. Tuncer (2009) tulum peynirinden izole ettigi E.
faecium, E. faecalis, ve E. durans suslarinin L. ve Staphylococcus suslarina karsi
antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Farkli tlkelerde
geleneksel olarak iretilmis c¢esitli peynirlerden izole edilen enterokok
suslarinin tez ¢alismasina benzer olarak 6zellikle L. ve Staphylococcus tiirlerine
kars: inhibisyon aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Galvez vd., 2009; Edalatian
vd., 2012; Rivas vd., 2012). Farkl bir calismada ise mozarella peynirinden izole
edilmis olan E. faecium susunun antimikrobiyel aktivite denemelerinde tez
calismasindan farkli olarak Lb. sakei ATCC15521 ile L. monocytogenes
ATCC19115 susuna karsi inhibisyon aktivitesi gosterdigi ancak ve S. aureus
ATCC29213 susunu etkilemedigi tespit edilmistir (Tulini vd., 2011).

Diger taraftan tez calismasi kapsaminda izole edilen s6z konusu enterosin
Ureticisi suslardan 6 adedi S. Typhimurium ATCC 14028’e karsi; 5 adedi S.
Typhimurium 3085’e kars;; 7 adedi de E. coli ETEC 3083 susuna karsi

antimikrobiyel aktivite gostermistir. Garcia-Cano vd. (2014), yapilan tez
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calismasindan elde edilen bulgulara benzer olarak, Cotija peynirinden izole
ettikleri 1 adet E. faecium ve 1 adet E. faecalis susunun L. monocytogenes ve S.
aureus suslar ile S. enterica, S. Typhimurium ve E. coli suslarina karsi da

inhibisyon aktivitesi gosterdigini belirlemislerdir.

4.3. Proteolitik Enzim Uygulamasi

Cesitli indikator bakterilere karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilen
1-9, 12-3, 15-2, 16-5, 20-5, 22-2, 27-2, 27-3, 29-1, 29-2, 29-3, 31-4 izolatlar1
tarafindan tretilen antibakteriyel maddelerin protein yapisinda olup olmadigi
proteolitik enzim uygulamasi sonucu tespit edilmistir. Proteolitik enzim
uygulamasinda 12-3, 15-2, 27-2, 27-3 suslari i¢in L. monocytogenes ATCC7644;
16-5, 20-5, 22-2, 29-1, 29-2,29-3, 31-4 suslari i¢in S. Tyhphimurium 3085; 1-9
susu i¢in P. pentosoceus 2001 suslar1 indikator bakteri olarak kullanilmistir.
Ryan vd., (1996) tarafindan onerilen yonteme gore steril kiirdan araciligi ile
olusturulan enterokok kolonilerinin yaklasik 0,5 cm uzagina Proteinaz-K enzimi
damlatilmis ve 37 °C’de 45 dk siire ile bekletilmistir. Siire sonunda 18 s siire ile
gelistirilen indikator bakterilerden 100 upl alinip yumusak agar ortamina
aktarilmis ve agarin donmasina miisade edilmeden kolonilerin {izerine
dokiilmistiir. indikatér bakterilerin optimum gelisme sicakhiginda 18 s siire ile
inkiibasyona birakilan petrilerde koloni c¢evrelerinde olusan inhibisyon
zonlarinin yarim ay seklinde olusmasi, lretilen antimikrobiyel maddenin
protein dogasinda oldugunun kaniti olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.2).
Proteolitik enzim uygulamasi sonucu, tim izolatlar tarafindan iiretilen

antibakteriyel maddenin protein yapisinda olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.2. 1-9 nolu enterokok izolatinin Proteinaz- K enzim uygulamasi sonucu
verdigi yarim ay goriintimlii inhibisyon zonu

Bakteriyosinlerin tlimiinde antibakteriyel etkinlik ana protein yapidan
kaynaklanmaktadir. Enterokok bakteriyosinleri de diger LAB tarafindan
lretilen bakteriyosinler gibi proteolitik enzim uygulamalari (proteinaz-K,
pepsin, tripsin ve a-kemotripsin gibi) ile antimikrobiyel aktivitelerinin
tamamini ya da bir kismin1 kaybetmektedir (Park vd. 2003; Tuncer, 2009;
Tuncer ve Ozden, 2010; Rajaram vd. 2010; Koral ve Tuncer, 2014). Tiim
izolatlar tarafindan iiretilen antibakteriyel maddelerin proteolitik bir enzim
olan proteinaz-K'dan etkilenmesi bu izolatlar tarafindan iiretilen inhibitér

maddelerin bakteriyosin oldugunun gtiglii bir kaniti1 olarak degerlendirilmistir.

4.4. Capraz Aktivite Spektrumu

Peynir orneklerinden izole edilen enterokok izolatlarinin birbirlerine karsi
antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesinde van Belkum vd. (1989) tarafindan
Onerilen yontem kullanilmistir. Buna gére 1-9 susu 8 adet (12-3, 15-2, 16-5, 22-
2,27-2,27-3,29-3, 31-4); 12-3 susu 6 adet (16-5, 20-5, 22-2, 29-1, 29-3, 31-4);
15- 2 susu 4 adet (16-5, 22-2, 29-1, 31-4); 16-5 susu 2 adet (29-1, 31-4); 22-2
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susu 2 adet (20-5, 29-1); 27-2 susu 5 adet (16-5, 20-5, 22-2, 29-1, 31-4); 27-3
susu 5 adet (16-5, 20-5, 22-2, 29-1, 31-4); 29-3 susu 7 adet (12-3, 15-2, 16-5,
20-5,22-2, 29-1, 31-4) enterokok susuna kars1 inhibitor etki gostermistir. Ancak
20-5, 29-1, 31-4 suglan higbir bakteriye karsi inhibitor etki gostermemistir
(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Capraz aktivite spektrumu

) indikatér Bakteriler (@ mm)
Test Edilen Uretici Suslar

1-9 12-3 15-2 16-5 20-5 22-2 27-2 27-3 29-1 29-3 314

1-9 () 13 14 14 - 14 10 19 10 - 9
12-3 - () - 6 7 8 - - 8 4 7
15-2 - - (=) 6 - 7 - - 7 - 10
16-5 - - - (@ - - - - 6 - 7
20-5 - - - - () - - - - - -
22-2 - - - - 6 () - - 6 - -
27-2 - - - 6 12 8 () - 8 - 13
27-3 - - - 8 7 6 - (@ 6 - 7
29-1 - - - - - - - - () - -
29-3 - 14 14 14 9 14 - - 11 () 7
31-4 - - - - - - - - - - ()
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Bakteriyosin treticisi biitiin suslar kendi turettikleri bakteriyosine karsi direng
saglayan bagisiklik proteinleri sentezleme yetenegine sahiptir. S6z konusu
direnglilik proteinlerini kodlayan genler genellikle bakteriyosin iireticisi
suslarda bakteriyosin tiretiminden sorumlu genler ile ayni1 gen kiimesinde yer
almaktadir (Abee, 1995; Siegers ve Entian, 1995; Bierbaum ve Sahl,
2009; Heng vd.,2007; Nissen-Meyer vd., 2009;van Belkumvd. 2011). Tez
calismasi kapsaminda yapilan ¢apraz aktivite spektrumu testi beklenildigi gibi
her bir enterosin treticisi susun kendi bakteriyosinine karsi direngli oldugunu

gostermistir.

4.5. Bakteriyosin Ureticisi Enterokok izolatlarinin Tanisi

Bakteriyosin iireticisi enterokok suslarinin genetik tanisinda, 16S rDNA dizi
analizi yontemi kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in enterokok suslari
MRS broth ortaminda 37 °C'de 18-24 s gelistirilmis ve aktif kiltlirlerden
genomik DNA ornekleri Cancilla vd. (1992) tarafindan onerilen yonteme gore

izole edilmistir.

Bakteriyosin lreticisi enterokok suslarinda 16S rDNA bodlgesinin PZR ile
cogaltilmas1 genel bakteriyel primerler kullanilarak termal déngii cihazinda
yapilmistir. Cogaltilan PZR fragmentinin elektroforezi % 1 agaroz orani ile

hazirlanan jelde yapilmis ve biiyiikliigii 900 bg olarak bulunmustur (Sekil 4.3).

izolatlarin PZR ile cogaltilan 16S rDNA bélgelerinin dizi analizleri BLAST
programi kullanilarak gen bankasindaki veriler ile karsilastirilmigtir. izolatlarin
farkli E. faecium ve E. faecalis suslari ile % 97 ile % 99 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Tezin bundan sonraki asamalarinda izolatlar MBE

koduyla ifade edilmistir. (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.3. PZR ile ¢ogaltilan enterokok izolatlarinin 16S rDNA boélgeleri

Negatif Kontrol
1-9

12-3

15-2

16-5

20-5

22-2

27-2
O’GeneRuler DNA Marker
(Fermentas)
27-3

29-1

29-3

31-4

: 900 be
: 900 be
: 900 be
: 900 be
: 900 be
: 900 be
: 900 be
: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

: 900 be
: 900 be
: 900 be
: 900 be
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saptanan genotipik tanisi

Cizelge 4.4. Izolatlarin 16S rDNA PZR fragmentlerinin dizi analizi sonucu

izolat No Sonuglar % Benzerlik
MBE 1-9 E. faecalis 98
MBE 12-3 E. faecium 98
MBE 15-2 E. faecium 98
MBE 16-5 E. faecium 99
MBE 20-5 E. faecalis 99
MBE 22-2 E. faecium 98
MBE 27-2 E. faecium 98
MBE 27-3 E. faecium 98
MBE 29-1 E. faecalis 98
MBE 29-3 E. faecalis 98
MBE 31-4 E. faecalis 97

Enterokoklar ytiksek tuz ve asit toleranslari sayesinde cesitli gida sistemlerine
kolaylikla adapte olmaktadir. S6z konusu bakterilerin baz1 Avrupa ve Akdeniz
peynirlerinde triine has aroma olusumundan sorumlu oldugu bildirilmektedir.
E. faecium, E. faecalis ve E. durans tiirleri geleneksel peynirlerden en sik izole
edilen enterokok tiirleridir (Giraffa 2002; 2003; Martin-Platero vd. 2009;
Yogurtgu ve Tuncer, 2013; Furlaneto-Maia vd., 2014).

Tez calismasi kapsaminda izole edilen 100 adet enterokok izolatinin 11 adedi
bakteriyosin iireticisi olarak belirlenmis ve bu 11 adet susun 6 adedi E. faecium
kalan 5 adedi ise E. faecalis olarak tanimlanmistir. Peynirlerden izole edilen
enterokok tiirlerinin c¢esitlilik gostermesinin sebebi farkli ekolojik nislerden
gelmeleri olarak gosterilmektedir (Rivas vd., 2012). Ulkemizde yapilan diger
calismalarda tez ¢alismasinda elde edilen bulgular ile benzer olarak geleneksel
Tiirk peynirlerinden en ¢ok izole edilen enterokok tiirlerinin E. faecium ve E.

faecalis oldugu bildirilmistir (Tuncer 2009; Yogurtcu ve Tuncer, 2013).

49



4.6. Enterokok Suslarinin Urettigi Bakteriyosinlerin Tanisi

Bilinen bakteriyosin primerleri kullanilarak yiritilen PZR uygulamalari
sonucunda E. faecalis MBE29-1 ve E. faecalis MBE29-3 suslar1 sadece entX
yapisal genine sahip iken; E. faecium MBE16-5 ve E. faecalis MBE31-4 suslari
entA ve entX yapisal genlerine; E. faecium MBE15-2 ve E. faecium MBE27-3
suslar1 entA, entB ve entX yapisal genlerine; E. faecium MBE12-3 susu entA ve
entB yapisal genlerine; E. faecium MBE22-2 susu entA, entP, ve entX yapisal
genlerine sahip bulunmustur. E. faecium MBE27-2 susu ise 4 adet yapisal
enterosin geni (entA, entB, entP ve entX) iceren tek {lretici sus olarak
tanimlanmistir. E. faecalis MBE1-9 ve E. faecalis MBE20-5 suslar1 tarafindan
liretilen enterosinler ise tez kapsaminda kullandigimiz primerler ile PZR iirtini
vermemistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). E. faecium
EYT17 susu entA, entB ve entP yapisal genlerinin tespitinde pozitif kontrol
olarak kullanilmistir (Ozden-Tuncer vd., 2013).
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Cizelge 4.5. Enterokok suslarinda tespit edilen enterosin yapisal genleri

Enterosin Yapisal Genleri

Sus No izolasyon Kaynagi
entA entB  entP entl071 entL50A/B bac31 entAS-48 entQ entX  cylLys

E. faecalis MBE1-9 Tulum peyniri (Koyun-Denizli) - - - - - - - - - -
E. faecium MBE12-3 Beyaz peynir (inek-Denizli) + + - - - - - - - -
E. faecium MBE15-2 Beyaz peynir (Kegi-Denizli) + + - - - - - - + -
E. faecium MBE16-5 Beyaz peynir (inek-Denizli) + - - - - - - - + .
E. faecalis MBE20-5 Tulum peyniri (Koyun-Denizli) - - - - - - - - - -
E. faecium MBE22-2 Tulum peyniri (Koyun-Kayseri) + - + - - - - - + -
E. faecium MBE27-2 Tulum peyniri (Koyun-Bolu) + + + - - - - - + -
E. faecium MBE27-3 Tulum peyniri (Koyun-Bolu) + + - - - - - - + -
E. faecalis MBE29-1 Kelle peyniri (Koyun-inek-Balikesir) - - - - - - - - + -
E. faecalis MBE29-3 Kelle peyniri (Koyun-inek-Balikesir) - - - - - - - - + -
E. faecalis MBE31-4 Beyaz peynir (inek-Denizli) + - - - - - - - + .
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Sekil 4.4. Enterokok suslarinda entA yapisal genine ait PZR gortntiisi

E. faecalis MBE1-9
E. faecium MBE15-2
E. faecalis MBE20-5
E. faecium MBE16-5
E. faecium MBE27-2
E. faecium MBE22-2
E. faecalis MBE29-1
E. faecium MBE27-3
E. faecium MBE12-3
E. faecalis MBE31-4
E. faecalis MBE29-3
100  bp DNA
(Fermentas)

E. faecium EYT17 (pozitif

kontrol)
Negatif kontrol (su)

Marker

: 126 bg

: 126 bg
1126 bg
: 126 bg

: 126 bg
: 126 bg
: 126 bg

3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

: 126 bg
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Sekil 4.5. Enterokok suslarinda entB yapisal genine ait PZR goriintiisii

E. faecalis MBE1-9
E. faecium MBE15-2
E. faecalis MBE20-5
E. faecium MBE16-5
E. faecium MBE27-2
E. faecium MBE22-2
E. faecalis MBE29-1
E. faecium MBE27-3
E. faecium MBE12-3
E. faecalis MBE31-4
E. faecalis MBE29-3
100  bp DNA
(Fermentas)

E. faecium EYT17 (pozitif

kontrol)
Negatif kontrol (su)

Marker

: 162 bg

: 162 bg

: 162 bg
: 162 bg

: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

: 162 bg
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Sekil 4.6. Enterokok suslarinda entP yapisal genine ait PZR gorilintiisii

E. faecalis MBE1-9
E. faecium MBE15-2
E. faecalis MBE20-5
E. faecium MBE16-5
E. faecium MBE27-2
E. faecium MBE22-2
E. faecalis MBE29-1
E. faecium MBE27-3
E. faecium MBE12-3
E. faecalis MBE31-4
E. faecalis MBE29-3
100  bp DNA
(Fermentas)

E. faecium EYT17 (pozitif

kontrol)
Negatif kontrol (su)

Marker

: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

: 120 bg
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Sekil 4.7. Enterokok suslarinda entX yapisal genine ait PZR goriintiisii

E. faecalis MBE1-9
E. faecium MBE15-2
E. faecalis MBE20-5
E. faecium MBE16-5
E. faecium MBE27-2
E. faecium MBE22-2
E. faecalis MBE29-1
E. faecium MBE27-3
E. faecium MBE12-3
E. faecalis MBE31-4
E. faecalis MBE29-3
100  bp DNA
(Fermentas)
Negatif kontrol (su)

Marker

: 500 bg

: 500 bg
: 500 bg
: 500 bg
: 500 bg
: 500 bg

: 500 bg
: 500 bg
: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg
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Bir enterokok susunda birden fazla enterosin yapisal geninin bulunmasi,
enterokok suslarinda oldukea sik rastlanan bir durumdur. Ozden- Tuncer vd.
(2013) Tulum peyniri izolati olan E. faecium EYT39 susunun entA ve entB
yapisal genlerini icerdigini diger taraftan E. faecium EYT17 ve EYT31 suslarinin
ise entA ve entB ile birlikte bir de entP yapisal genine sahip oldugunu
gostermistir. Farkli arastiricilar tarafindan yapilan gesitli calismalarda, yapilan
tez calismasina benzer olarak, farkli kaynaklardan izole edilen E. faecium ve E.
faecalis suslarinin ¢oklu enterosin iireticisi oldugu belirlenmistir (Edalatian vd.,

2012; Rehaiem vd., 2014).

Tez ¢alismasi kapsaminda koyun siitiinden tiretilen Tulum peynirlerinden izole
edilmis E. faecalis MBE1-9 ve E. faecalis MBE20-5 suslarinin, kullanilan hig¢bir
primer ile PZR triini vermemesi, bu suslar tarafindan iiretilen enterosinlerin
yeni bakteriyosinler olabilecegini diistindiirmektedir. Bu enterosinlerin farkh
enzim, sicaklik ve pH wuygulamalarn ile aktivite degisimlerinin tespiti,
saflagtirilarak amino asit sekansinin yapilmasi gibi ileri teknikler ile

tanimlanmasi gerekmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez calismas1 kapsaminda 33 adet peynir 6rneginden KAA ortamlarinda tipik
koloni morfolojisi veren toplam 100 adet izolat secilmistir. Secilen izolatlarin
timi Gram pozitif, kok morfolojisine sahip, katalaz negatif, 10 °C ve 45 °C
sicaklikta, pH 9,6'ya ayarlanmis ve % 6,5 NaCl iceren MRS broth ortamlarinda
gelisme gostererek fenotipik olarak Enterococcus cinsi iiyesi olarak tanimlanmis
ve calismaya bunlarla devam edilmistir. 100 adet muhtemel enterokok susunun
23 adet indikator bakteri ile ytriitillen antimikrobiyel aktivite denemelerinde
70 adedinin ¢esitli indikator bakterilere karsi inhibisyon zonu verdigi tespit
edilmistir. 70 adet sus arasindan ise farkli aktivite spektrumuna sahip 11 adet
enterokok izolat1 secilmis ve Proteinaz-K enzim uygulamasi ile bu suslar
tarafindan tUretilen antimikrobiyel maddenin bakteriyosin oldugu kanisina
varilmistir. 16S rDNA analizi ile bu 11 adet susun 6 adedi E. faecium kalan 5
adedi ise E. faecalis olarak tanimlanmistir. 11 adet enterokok susu tarafindan
tretilen bakteriyosinlerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi ig¢in bilinen
enterosin primerleri kullanilarak PZR denemeleri yapilmistir. PZR denemeleri
sonucunda E. faecalis MBE29-1 ve E. faecalis MBE29-3 suslar1 sadece entX
yapisal genine sahip iken; E. faecium MBE16-5 ve E. faecalis MBE31-4 suslari
entA ve entX yapisal genlerine; E. faecium MBE15-2 ve E. faecium MBE27-3
suslar1 entA, entB ve entX yapisal genlerine; E. faecium MBE12-3 susu entA ve
entB yapisal genlerine; E. faecium MBE22-2 susu entA, entP, ve entX yapisal
genlerine sahip bulunmustur. E. faecium MBE27-2 susu ise 4 adet yapisal
enterosin geni (entA, entB, entP ve entX) iceren tek {lretici sus olarak
tanimlanmistir. Coklu enterosin lreticisi suslarin sinerjetik olarak daha genis
bir aktivite spektrumu gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle tez ¢alismasinda
belirlenen ¢oklu enterosin iireticisi suslar, gida denemelerinde patojen ve
bozulma etmeni mikroorganizmlarin inhibisyonu i¢in bir kullanim potansiyeli
tasimaktadir. Ayrica ¢alisma kapsaminda carpici bir bulgu da beklenilenden
farkli olarak {retilen enterosinlerin Gram negatif bakteriler olan S.

Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium 3085 ve E. coli 3085 suslarina karsi
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da inhibisyon aktivitesi gostermesidir. Bu da s6z konusu enterosinlerin énemli

patojenlere karsi kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger taraftan tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan enterosin primerleri ile PZR
Urtiinti vermeyen E. faecalis MBE1-9 ve E. faecalis MBE20-5 suslar1 tarafindan
liretilen bakteriyosinlerin yeni enterosinler olma ihtimali bulunmaktadir. Bu
ongoriiniin kanitlanmasi icin bu suslar tarafindan iiretilen enterosinlerin ileri
teknikler ile (farkli enzim, pH, ve sicaklik uygulamalari ile aktivitedeki degisimin
tespiti, saflastirilan bakteriyosinin amino asit sekansinin yapilmasi, Kkiitle
spektrofotometresi ile molekiiler biiyiikliigiiniin saptanmasi vb.) tanimlanmasi

gerekmektedir.
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