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OZET

Bu calismada, yirtict kuslardan elde edilen laktik asit bakterilerinin (LAB’ nin)
bakteriyosin benzeri madde (BBM) iiretim potansiyeli konu alinmistir. LAB izolasyonu
icin lkemizde dagilim gosteren Kara Akbaba, Sah Kartal, Kizil Sahin, Atmaca ve
Delice gibi 6nemli yirtici kus tiirlerinin agiz, kloak ve diskilarindan 6rnekler alinmistir.
Elde edilen LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri test bakterilerine kars1 agar
sandvi¢ ve agar kuyu yontemleri ile belirlenmistir. ~ Aktiviteleri belirlenen LAB
suslariin viriilans faktorleri taranmis ve viriilant suslar elenmistir. Segilen izolat

geleneksel ve molekiiler yontemler ile Enterococcus faecium olarak isimlendirilmistir.

Enterococcus faecium’ tarafindan tiretilen BBM” nin 15 dakikada 45 - 100°C de,
30 dakikada 45 — 90 °C de ve 2 — 11 pH degerlerinde 24 saat stabil kaldig:
belirlenmistir. Ayrica, proteolitik enzimler, organik ¢oziiciiler, baz1 deterjanlar ve
kimyasallarla muamele edildiginde aktivitesinin degismedigi belirlenmistir. Uretilen
BBM liyofilize edilerek 4 — 25 °C de raf omrii arastiritlmis, kismi bir aktivite kaybina

karsin aktivitenin 75 giin korundugu belirlenmistir.

BBM nin kismi karakterizasyonu igin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
yapilarak elde edilen konsantre siipernatan SDS-PAGE elektroforezde yiiriitiilmiis ve
antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglart ile jelde elde

edilen bantlar karsilastirilmistir.

Son olarak Enterococcus faecium’ un maksimum verimle BBM {iretebilmesi igin
cevresel ve besinsel kosullar optimize edilmistir. Elde edilen veriler karigtirmali tank

reaktoriinde BBM {iretimi i¢in kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, Bakteriyosin, Yirtict kus, Optimizasyon
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SUMMARY

In this study, has been subject to potential for production substance BLS by
lactic acid bacteria obtained from birds of prey. Mouth, cloaca and feces samples were
taken from major types of birds of prey distributed in our country such as Kara Akbaba,
Sah Kartal, Kizil Sahin, Atmaca ve Delice for the isolation of LAB. Antimicrobial
activity of obtained from LAB isolates against test bacteria were determined by agar
sandwiches and agar well methods. LAB strains which identified activities were
scanned virulence factors and virulent strains were eliminated. The selected isolate

named as Enterococcus faecium with conventional and molecular methods.

BLS produced by Enterococcus faecium was determined to be stable for 24
hours in 15 minutes (45-100 °C) and 30 minutes (45 - 90 °C) at pH (2-11) values.
Additionally, when treated with some of detergents, proteolytic enzymes, organic
solvents, and chemicals, the activity was determined to unchanged. It was determined
to preserve for 75 days against a partial loss of activity and the shelf life was
investigated at 4-25 °C. As lyophilized of producing BLS. The concentrated
supernatant which obtained by dialysis and ammonium sulfate precipitation for partial
characterization of BLS was conducted at SDS-PAGE electrophoresis and antimicrobial
activity were determined. Antimicrobial activity results were compared with bands

obtained from the gel.

Finally, to produced BLS with maximum efficiency of Enterococcus faecium
were optimized to environmental and nutritional conditions. The resulting data was

used for the production of BLS in stirred tank reactor.

Key words: Lactic acid bacteria, Bacteriocin, Birds of prey, Optimization.
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1. GIRIS
Antibiyotikler, ¢esitli mikrobiyal enfeksiyonlarin kontroliinde terapotik ve
proflaktik olarak kullanilmaktadir. Ayrica gida isleme ve depolama sirasinda, bozulma
etkeni ve/veya patojen bakterilerin gelisimini kontrol altina almak amaciyla da
antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak, insan ve hayvanlar i¢in patojen olan bir¢ok

bakteriyal patojenin antibiyotik direnci kazanmasi, yeni antibiyotiklerin iiretilmesini ya

da alternatif antimikrobiyal stratejilerin gelistirilmesini gerektirmektedir.

Bakteriyosinler 0Ozellikle Gram pozitif bakteriler {izerinde antimikrobiyal
etkilidir ve etkileri de genelde sidaldir. Bu nedenle bakteriyal gelisimi kontrol altina

almak amaciyla antibiyotiklere alternatif olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Bakteriyosinlerin antimikrobiyal etki spektrumlar1 oldukca smirlidir, tiir hatta
sus seviyesinde etkili bakteriyosinler bulunmaktadir. Bakteriyosinlerin antimikrobiyal
aktivitelerindeki tiire 6zgli olma durumu, diger mikrobiyal populasyonlara zarar
vermeden, tek bir bakteri tiiriiniin ya da susunun hedef alindig1 uygulamalar i¢in 6nemli
avantajlar saglayabilecektir. Probiyotik adi verilen LAB nin; insan ve hayvanlarin
gastrointestinal bolgelerinde kolonize olmus, faydali bakterilere zarar vermeden,

patojen ve zararl bakterilerin kontrol altina alinmasi bu duruma 6rnektir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri ve bazi kullanim alanlar:

Laktik asit bakterileri (LAB); genel olarak gram pozitif basil ve kok, spor
olusturmayan, katalaz negatif, aerotolerant 6zelliklerine sahip bakterilerdir. Laktik asit
bakterileri; hidrojen peroksit, diasetil, organik asit, bakteriyosin gibi antimikrobiyal
bilesikler iiretebilme yetenegine sahip oldugu icin gida fermentasyon islemlerinde
onemli rol oynamaktadir (Asutay, 2007; Dinger ve ark., 2010). Cesitli siit, et ve bitkisel
trlinlerin fermentasyonunda starter kiiltiir olarak kullanimlarinin diginda, 6nemli

kullanim alanlar1 bulunmaktadir.



2.1.1. Probiyotik olarak kullanimlari

“Probiyotik™ terimi ilk olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan
kullanilmistir. 1989 yilinda Roy Fuller tarafindan “tiiketici sagligina bireylerin
intestinal mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal

gida katkilar1” olarak tanimlamistir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

1974 yilinda Parker probiyotik kelimesinin tanimini; intestinal sistemin
mikrobiyal dengesine katkida bulunan madde ve organizmalar olarak yapmistir.
Sonraki agamada “probiyotik” kelimesinin tanimina son seklini Avrupali bilim insanlari
vermistir. ~ Onlar probiyotikleri; “viicuda alindiginda konak¢inin gastrointestinal
mikroflorasina olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlamistir

(Cakir ve Cakmakgi, 2004).

Probiyotik tanimi, 1998 yilinda Salminen ve arkadaslari tarafindan “insan ve
hayvanlarin sagligini gelistirmek i¢in tasarlanan gida, yemler ya da besinsel katkilardaki

canli mikrobiyal preparatlar” olarak degistirilmistir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

Intestinal ekosistemin fizyolojik dengesi; hastalik, yashlik, stres, antibiyotik
veya ila¢ kullanimi, diyet aligkanliklarinin degistirilmesi, iklim kosullarinda meydana
gelen degisimler ve cevresel toksik maddeler gibi faktorlerden direkt veya dolayli

olarak etkilenebilir.

b

Intestinal sistemin dengesinde meydana gelen bu diizensizlikler “disbiosis’
olarak adlandirilmaktadir. Faydali mikroorganizmalarin sistemin fizyolojik dengesine
olumlu yonde katkida bulunmasina “probiosis”, bu mikroorganizmalara da “probiyotik
mikroorganizmalar” denilmektedir. Tedavi amaciyla alinan ilaglarin birgogu faydali
floranin inhibisyonuna neden olmaktadir. Saglikli bir yasam i¢in faydali etki gosteren
mikroorganizmalarin intestinal sistemdeki sayis1 yeterli degilse mutlaka disaridan

takviye edilmesi gerekmektedir (Cakir ve Cakmakgi, 2004).

Probiyotikler bagirsakta B vitaminlerini, - galaktozidazi ve antimikrobiyal
bilesikleri salgiladiklarindan ¢ok yonlii etkiye sahiptirler. - galaktozidaz enzimi siitteki

laktozu metabolize edemeyen (laktoz-intolerant) insanlarin laktoz sindirimini olanakl



kilar (Tunail, 2009). Probiyotik LAB nin saglik iizerine baz1 faydali etkileri asagida

verilmigtir.

. Yiiksek kolesterol seviyesini azaltilmasi

. Laktoz intoleransinin hafifletilmesi

. Barsak florasi iizerine olumlu etki

. Intestinal sistem enfeksiyonlarmin engellenmesi
. Immiin sistemin giiclenmesi

. [ltihabi veya alerjik reaksiyonlarin azaltilmasi

. Kolon kanseri riskinin azaltilmasi

. Urogenital enfeksiyonlar

. Helicobacter pylori enfeksiyonu

. Agir metallerin ve mikotoksinlerin giderilmesi (Tok ve Aslim, 2007).

Probiyotik igerikli iirlinler 6zellikle Japonya, Uzakdogu iilkeleri ve Avrupa
Birligi iiye {ilkelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. ABD’de ise son yillarda
probiyotik iriinlere olan ilgi giderek artis gostermis olup, saglikli gida tiiketimi
bilincinin gelismesi sonucu ortaya ¢ikan tiiketici talebi gida endiistrisinin probiyotiklere

olan ilgisini arttirmistir.

Ag1z yoluyla alinan probiyotiklerin yararli etki gosterebilmeleri i¢in canli olarak
ve ¢ok sayida bagirsak sistemine ulagmalari gerekir. Bu nedenle kullanilan suslarin
mide asitliine ve safra tuzlarina kars1 direngli olmasi gerekir. Bununla birlikte bir
diger onemli kriter de patojenlerle miicadelede bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri
antimikrobiyal bilesiklerin iretimidir (Cakir ve Cakmakgi, 2004). Ayrica; probiyotik
bakteriler lizozim gibi agiz boslugunda bulunan enzimlere karsi direngli olmalidir ve
mide ve bagirsaklarda sindirim siiresince direng gostermelidir (Chou and Weimer,
1999).



Enterokoklar, laktobasiller ve bifidobakterler bagirsak florasini diizenlemek ve
enfeksiyonlart onlemek ic¢in giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (Giirsoy ve

Kinik, 2005; Tok ve Aslim, 2007).

LAB nin gastrointestinal sistemde canliliklarini siirdiirebilme kabiliyetleri
bunlarin diisiik pH ve/ veya safra tuzlan ile genis bir sicaklik araliginda gelisebilme
yetileriyle ilgilidir. Taksonomik degerlendirilmelerinde 6nemli fizyolojik 6zellikler;
karbonhidratlar1 fermentasyon bigimleri, farkli tuz konsantrasyonlarina direng, farkli
besin ortamlarinda ve sicakliklarda gelisebilme derecesi ve antibiyotiklere direng olarak

siralanabilmektedir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

LAB nin ¢iftlik hayvanlarinda probiyotik olarak, pratikte kullanim olanaklarini
arastirmaya yonelik; rat (Patil et al., 2007), balik (Balkazar et al.,2006; Balkazar et
al.,2007), ordek (Borrero et al., 2011), kiimes hayvanlar1 (Jozefiak et al., 2010; Stern et
al., 2006; Nazef, et al. 2007), bildircin (Laukova et al., 2004) gibi ¢esitli hayvanlarin
sindirim sistemlerinden LAB izole edilmis ve bunlarin, bakteriyosin iiretim yetenekleri

belirlenmistir.

Domuz, sigir ve kanatlilar gibi ¢iftlik hayvanlarinin yemlerine diisiik miktarda
(sub-terapotik diizeyde) antibiyotik ilave edilmektedir. Bu islem verimliligi ve yem
yararliligin1 arttirmak amaciyla yapilmaktadir.  Ayrica bakteriyal enfeksiyonlarin
tedavisinde ve proflaktik amagli olarak yine antibiyotik kullanimi yogundur.
Hayvanlarin beslenmesinde ve enfeksiyonel hastaliklardan korunmasinda alternatif bir
yaklasim da yine probiyotik bakterilerin kullanimidir. Ayrica, bakteriyosinlerin dar
spektrumlu antimikrobiyal etkisi bu tiir uygulamalar i¢in bir avantaj haline de
doniisebilir. Ornegin domuz, sigir ve kanatlilar gibi ¢iftlik hayvanlarinin yemlerine
eklenecek probiyotik kiiltiirler, bu hayvanlarin intestinal bolgelerine yerlesmis faydali
bakterilere zarar vermeden sadece patojen (E. coli 0157, Salmonella sp. gibi) olan
bakteriler lizerinde antimikrobiyal aktivite gésterecektir. Yine kanatlilarda bakteriyosin
tireten bakterilerin probiyotik olarak kullanimi ile Salmonella enfeksiyonlart hedef
alimmistir. Bazi calismalarda da LAB nin iirettikleri bakteriyosinlerin; rumendeki
seliilolitik bakterilerin dominant hale gelmesine, metan bakterilerinin ise sayisinin

azalmasina neden oldugu, bunun da seliiloz degradasyonunu arttirdigi bildirilmistir.



Yukarida verilen amagclarla probiyotik LAB nin hayvanlarin beslenmesinde kullanimi
da nispeten kolaydir. Ciinkii hazirlanan probiyotik kiiltiirler kuru ya da yas olarak
hayvanlarin yemlerine ya da igtikleri suya katilabilir. Probiyotiklerin hayvanlarin
beslenmesindeki olumlu etkileri ve kullanim kolayliklar1 bulunmasina ragmen, bu

konuda yapilan ¢alisma ¢ok fazla degildir (Diez-Gonzalez, 2007).

2.1.2.Dogal gida koruyucu olarak kullanim

LAB organik asitler (laktik, asetik asit vb.), hidrojen peroksit, diasetil ve
bakteriyosin ad1 verilen antimikrobiyal etkili peptitler iireterek cesitli patojen bakterilere
kars1 antagonistik etki gosterebilirler (Zhennai, 2000). Bakteriyosinler, protein/peptid
tabiatinda antagonistik maddeler olup sinirli sayida bakteriye, 6zellikle de bakteriyosin
iireten bakteriye yakin tiirlere karsi bakterisidal veya bakteriyostatik aktiviteye sahip
makromolekiillerdir (Jack et al., 1995; Tagg et. al., 1976). Bakteriyosin iiretebilen LAB
nin gida kaynakl ¢esitli bakterilere, 6zellikle de Gram pozitif olanlara bakterisidal etkili
olmalari, onlarin gida koruma amagh olarak kullanim potansiyelleri bulundugunu
gostermektedir. Giinlimiizde, Lactococcus lactis tarafindan tiretilen nisin, peynir, et ve
iceceklerin Uretim siirecinde raf dmriinii uzatmak amaciyla kullanilan (1-25 ppm) genis
spektrumlu bir bakteriyosindir. Ancak bakteriyosinlerin ¢ogunun etki spektrumlarinin
dar olmasi (tiir ya da strain seviyesinde) kullanim olanaklarini sinirlayan en 6nemli

unsurdur. Bu olumsuzluk karisik kiiltiirlerin kullanimu ile giderilebilir.

2.2. Bakteriyosinler

2.2.1. Tanim ve tarihgesi

1857°de Pasteur ve asistan1 Joubert iirinden izole etikleri bir bakteriyle
(muhtemel Escherichia coli) sarbon basilini ayni ortama ektikten sonra in vivo ve in
vitro olarak sarbon bakterisine karsi inhibe edici etkisinin buldugunu bildirmislerdir.
Boylelikle bakteriler arasindaki ilk antagonistik etki Pasteur ve asistani Joubert

tarafindan belirlenmistir (Riley and Chavan, 2007). Bakteriyosin tanimi ilk kez Jacob



ve ark. (1953) tarafindan yapilmistir. Bu tanim daha ¢ok farkli tiirler aras1 antagonistik
iligkileri kapsamaktaydi. Ancak, daha sonra yapilan ¢alismalarda buna benzer ¢ok fazla
madde bulununca terimin kapsami da genisletilmistir (Eckner, 1992). Boylece
bakteriyosinler, mikroorganizmalar tarafindan, ribozomal olarak sentezlenen, kismen
dar spektrumda bakterisidal aktivite sergileyen, birincil ya da modifiye ekstraseliiler

aktif proteinlerdir olarak tanimlanmistir (Dinger ve ark., 2010).

Gidalarda kullanilan LAB Kkiiltiirleri tarafindan ribozomal olarak sentezlenen
bakteriyosinlerin  polipeptid veya protein yapida olduklar1  bilinmektedir.
Bakteriyosinlerin duyarli bakterilere karsi antimikrobiyal etki gosterirken kendisini
tireten bakterilere bagisiklik saglamaktadirlar (Jack et al., 1995; Miller et al., 1998). Bu
nedenle dogal antibiyotik olarak nitelenmekle birlikte, bakteriyosinler klasik
antibiyotiklerden farkli olarak mide ve ince bagirsaklardan gegerken proteazlar
tarafindan aminoasitlere par¢alanmaktadirlar. Bu nedenle viicutta absorbe edilmezler ve
kalin bagirsak mikrobiyotasina ulagamazlar. Dogal kaynakli olmalari, insan ve hayvan
bagirsak sisteminde kolayca parcalanmalari ve korunacak gidalarin fizikokimyasal
yapilarinda herhangi bir degisime neden olmaksizin bozulma ve hastalik etmeni
bakterileri inhibe etme Ozellikleri ile bakteriyosinler son yillarda iizerinde ¢ok fazla
calisilan bir konu haline gelmistir (Banwart, 1981; Geisen et al., 1992; Howard et al.,
1993).

e Bakteriyosinlerin genel 6zelikleri su bigimde 6zetlenebilir.
* Protein yapisindadirlar.

* Duyarli hiicrelerin spesifik hiicre duvari reseptdrleri bulunur.

Bakterisidal etkiye sahiptirler.

* Antimikrobiyal spektrumlar1 siirlidir ve genellikle Gram pozitif bakterilere

etkilidirler.

» Etki mekanizmalari, hiicre membraninin ¢ift yonlii gegirgenligini artirarak,

sitoplazmik maddelerin hiicre disina ¢ikisina neden olmasidir.

» Proteolotik enzimlerle inaktive olurlar.



Bakteriyosin tanimi yapilan calismalarda bakteriyosinlerin antimikrobiyal
spektrum genisligi, Ozellikle gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakteriler
tizerinde etkilerinin bulunmasiyla genisletilmistir. ~ Bakteriyosinlerin gidalardaki
kullanim bigimleri; dogrudan gidada kullanimlari; dogrudan gidanin formiilasyonuna
ekleme, gidayr bakteriyosin ¢ozeltesine daldirmak ve bakteriyosin {ireten suslarla
inokiilasyonla gidada gelismesiyle hedeflenen patojeni inhibe etmektir (Okereke and

Montville, 1991).

2.2.2. Smiflandirilmasi

Ribozomal olarak sentezlenen bakteriosinler, kiicik katyonik amfifilik,
antimikrobiyal peptidlerdir. Termostabilite, genis spektrum ve aktivite mekanizmasi,
aktivitenin pH araligi, molekiiler yapi, kiitle ve genetik gibi determinantlar agisindan
farklilik gosteren grup iginde yer almaktadirlar. Yapisal, fizikokimyasal ve molekiiler
ozellikler olmak tizere LAB bakteriyosinleri temelinde 3 ana sinifa ayrilmaktadir (Bauer
and Dicks, 2005; O’Sullivan et al., 2002). Cizelde 1°de bakteriyosin siniflandirmasi

verilmistir.



Cizelge 2.1. Baz1 bakteriyosinler ve bakteriyosinleri iireten iiretici mikroorganizmalar

(Camilla et. al., 2010, Chen and Hoover, 2003; Ishizaki et al., 1999; Nes et. al., 1996;

Riley and Chavan, 2007; Yildirim ve Yildirim, 2000 ).

SINIE |

Tip A- lantibiyotik

Nisin A
Nisin U
Laktosin S
Epidermin
Laktisin 481
Gallidermin

Streptin

Tip B- lantibiyotik

Duramisin
Mersasidin
Aktogardin
Ansovenin

Cinnamisin

SINIFE 11

Tip lla
Leukosin A/B

MesenterisinY105

Diversin V41

Lactococcin

Tip llb

Laktokoksin G

Plantarisin A
Plantaricin S
Plantarisin EF
Lactocin F
Plantarisin JK
Tip llc
Asidosin B

Lactococcus lactis
Streptococcus uberis
Lactobacillus sake
Staphylococcus epidermidis
Lactococcus lactis
Staphylococcus gallinarum

Streptococcus pyogenes

Streptomyces cinnamoneus
Bacillus spp.

Actinoplanes spp.
Actinoplanes spp.

Streptomyces cinnamoneus

Leuconostoc gelidum
Leuconostoc mesenteroides
Carnobacterium divergens

Lactococcus lactis

Lactococcus lactis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus acidophilus




Enterosin P Enterococcus faecium
Enterosin B Enterococcus faecium
Carnobacteriocin A Carnobacterium piscicola
Divergicin A C. divergens

SINIF 111

Helvetisin J Lactobacillus helveticus
Helvetisin VV-1829 Lactobacillus helveticus

Simif I bakteriyosinleri, daha c¢ok lahthionine igerdikleri igin lantibiyotikler
olarak adlandirilmaktadir.  Yapilarinda bilinen amino asitlerden farkli olarak
lanthionine (Lan) ve methyl lanthionine (MeLan) amino asit tiirevleri igermektedirler
(Twomey et al., 2002). Diisiik molekiil agirligina sahip (<5 kDa) membran aktif peptit
aminoasitler olan lantionin ve dehidro olmus aminoasitler icermektedirler
(Klaenhammer, 1993; Tagg et al., 1976;). Lantibiyotikler yapilarina gore 2 alt gruba
ayrilmaktadirlar. Tip A lantibiyotikler, lineer, esnek ve pozitif yiike sahip molekiiller
olarak bilinmektedirler. 2-5 kDa arasinda molekiil agirligina sahiptirler. Lactococcus
lactis subps. lactis tarafindan iretilen nisin bu gruba ait en iyi karakterize edilen
lantibiyotiklerdir. Ayrica Staphylacoccus gallinarum tarafindan {iretilen gallidermin,
Streptococus salivarius tarafindan tiretilen salivarisin A ve L. lactis tarafindan {iretilen
laktisin 481 bu gruba 6rnek olarak verilebilmektedirler. Tip B lantibiyotikler globiiler
yapida olup yaklasik 2 kDa molekiil agirligina sahip yiiksiiz ya da negatif yiiklii enzim
inhibitorleridir.  Tip B lantibiyotiklere mersasidin, aktagardin, ankovenin Ornek

verilebilinmektedir (Bauer and Dicks, 2005; Koponen, 2004; Papagianni, 2003).

Smuf II bakteriyosinleri Siif I’den farkli olarak lanthionine icermemektedir.
Molekiil agirliklart 10 kDa dan daha diisiiktiir ve 1s1 stabilitesine sahiptirler. Tip lla
Listeria’ya kars1 aktif ve N-terminalinde Try-Gly-Asn-Val-Xaa-Cys amino asit dizisi
icermektedir. Ornek olarak pediosin PA-1, sakasin A, sakasin P, curvasin A ve
mesenterisin Y105 verilebilir. Tip IIb bakteriyosinlerinin aktivite gdsterebilmesi i¢in

iki peptide gereksinim duymaktadir. Laktasin F, laktokoksin G ve M o&rnek olarak
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verilebilir.  Tip llc bakteriyosinlerine thiol’la aktif edilen peptitler denilmektedir.
Asidosin B, enterosin P Ornek olarak verilebilir (Tagg et al., 1976 ; Klaenhammer,

1993; Papagianni, 2003 ).

Siif IIT bakteriosinler daha biiyilkk molekiil agirhigina (>30 kDa) sahiptirler,
1stya daha duyarli peptid zincirlerinden olusmaktadir. Helvetisin J, laktosin A ve B,

enterosin A bu grup i¢inde yer almaktadir (Zhennai, 2000).

2.2.3.Biyosentezi

Bakteriyosin {iretimi ve immiiniteyi kodlayan genler, plazmid, kromozom ve her
ikisi veya transposon iizerinde bulunabilmektedir. Bakteriyosin iiretiminin plazmid
tarafindan gercgeklestigini gostermek igin fenotipik, fiziksel ve genetik olarak ispat

edilmesi gerekmektedir (Montville and Winkowski, 1997).

Bakteriyosinler ribosomal olarak sentezlenmektedir. Bakteriyosin iiretimi ve
immuniteyi kodlayan genler genellikle operonlarda diizenlenmektedir. Cogu
bakteriyosinin yapisal genleri operona benzer bir yap1 gosterir (Klaenhammer, 1993).
Gram  pozitif  bakteriler tarafindan {iretilen  bakteriyosinlerin  iiretiminin
gergeklestirilebilmesi i¢in dort farkli gene ihtiyag vardir: (i) prepeptidi kodlayan yapisal
gen, (i1) immiinite geni, (iii)) ABC- tasiyicisini kodlayan gen ve (iv) bakteriyosinin disar1
tasinmasinda gerekli olan proteinini kodlayan gen (Chen and Hoover, 2003; Deegan et
al., 2006; Garneu et al., 2002; Savadogo et al.,2006).

Bir lantibiyotik biyosentezi prelantibiyotik olusumu, dehidrasyon ve capraz
baglanma (kimyasal modifikasyon), lider peptidin parcalanmasi ve salgilanmasini
icermektedir. Lantibiyotiklerde 2 tiir genetik organizasyon belirlenmistir (Sekil 2.1.).
Nisin, epidermin, subtilin ve Pep 5 lantibiyotikleri LanB ve LanC enzimleri tarafindan
modifiye edilirken, laktisin 481, laktosin S, sitolisin ve mersasidin, LanM enzimi
tarafindan modifiye edilmektedir (Kopenon, 2004). Generik isimlendirme biitiin
lantibiyotikler igin kullanilmaktadir.  Bunlar prekiirsor peptit LanA, spesifik
modifikasyonlar1  gerceklestiren LanB, C ve M enzimleri, lider peptidin

uzaklastirilmasindan sorumlu olan LanP proteazi, ABC sistemle peptidin taginmasini
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saglayan LanT, biyosentezi regiile eden LanR ve K proteinleri ve bagisiklik saglayan

Lanl ve LanFEG’dir (Kopenon, 2004; Takala, 2005).

Eimyazal modifikasyon Tntnunite
A Regilasyon ‘
LT Prepeptit | Lan F | Lan G
gerder .
prosest E} LanE
- ; > IJ_‘JI:D!:b
Lan & Lan B IMTIMEIMIIMP tan® lLank
aalglanma
B. . &
Yaotsal Kimyasal P -
apis difik tepep . .
cenler mo AT — Tmtrnite
) ——- | e ey sy s—
LanA Lan M Lan T Lan F LanE Lan G

Sekil 2.1. Lantibiyotiklerin gen organizasyonu (Asutay, 2007)

Immiinite proteinlerini kodlayan genler diger bakteriyosin yapi ve proses
genlerine genetik yakinlik i¢indedir. Yapisal bakteriyosin geni ve immiinite geninin
ayni operonda bulunmasi ve genellikle bir digerinden sonra olmasi yaygindir.
Lantibiyotik iiretici bakterilerin kendi bakteriyosinine karsi1 immiinitesinin ilk once bir
immiinite geninden kaynaklandig diisliniilmiistiir (6rnegin nisin i¢in nisl, subtilin i¢in
spal). Fakat diger genlerin yok edilmesiyle konuk¢u immiinetisini degistirdigi
goriildiigiinden beri bu bakteriyosinlerin immiinitesinin bir¢ok proteinin etkisinin bir
sonucu oldugu saptanmustir. Ornegin nisin {iretmeyen nisin direngli Lactococcus lactis
suglarinin Nisl proteinini kodlayan genetik elementleri yoktur. Fakat nisF, nisE ve
nisG’ye benzer dizileri vardir. Belirtilen genlerin bu suslar1 nisine kars1 direncine
yardim ettigi kabul edilmektedir. NisG’nin yok edilmesi hiicreleri nisine karsi daha az

direncli hale getirmektedir (Cleveland et al., 2001, Van Kraaij et. al., 1999).
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Lantibiyotik olmayan bakteriyosinlerin immiinitesi ise daha basittir. Immiinite
proteinini bir gen kodlamaktadir. Immunite proteinleri iiretici bakteriyi kendi
bakteriyosinine karst tamamen, diger bakteriyosinlere karst kismen korumaktadir.
Immunite proteinleri arasinda amino asit dizi benzerligi diisiik olmasina karsin ortak
bazi 6zellikler tasimaktadirlar. Bunlar katyonik ve hidrofilik molekiiller olup a-heliks
yapisina sahiptirler. Transmembran bolmelerine (hidrofobik) sahip olmamalar1 bunlarin
hem hiicre disina salgilanabildiklerini hem de hiicre iginde kalabildiklerini
gostermektedir (Ennahar et al., 2000; Ishizaki et.al., 1999; Jack et al., 1995; Montville
and Winskowski, 1997). Cizelge 2.2.” de lantibiyotik olan ve olmayan bakteriyosinlerin

tiretici suglar1 verilmistir.

Hiicre mebraninda gozenek (por) olusturan bakteriyosinlere (6rnegin nisin ve
pediosin) karst immunite birka¢ degisik yolla saglanabilir.  Immunite proteini
bakteriyosinin membrana adsorpsiyonunu Onleyebilir, membrana adsorbe olan
bakteriyosini dig ortama geri gonderebilir veya bakteriyosini hiicre igine alinarak

parcalayabilir (Asutay, 2007).

Cizelge 2.2. Lantibiyotik olan ve olmayan bakteriyosinlerin tiretici suglar1 (Garneau et

al., 2002)
Bakteriyosin Uretici sus
Lantibiyotik olanlar
Sitolisin Enterococcus faecalis
Laktisin 3147 Lc. lactis DPC3147
Plantarisin W Lb. plantarum LMG 2379
Stafilokoksin C55 Staphylococcus aureus C55
Lantibiyotik olmayanlar
ABP-118 Lb. salivarius subsp. salivarius
Brokhosin-C Bacillus campestris ATCC 43754
Enterosin 1071 Enterococcus faecalis BFE 1071

Enterosin L50 Enterococcus faecium L50
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Laktasin F Lb. johnsonii VP111088

Laktosin 705 Lb. casei CRL 505

Laktokoksin G Lc. lactis LMG 2081

Laktokoksin MN Lc. lactis subsp. cremoris 9B4
Leukosin H Leuconostoc MF215B

Mutasin IV Streptococcus mutans UA 140
Plantarisin EF Lb. plantarum C-11

Plantarisin JK Lb. plantarum C-11

Plantarisin S Lb. plantarum LPCO10
Termofilin 13 Streptococcus thermophilus SFi13

2.2.4. Antimikrobiyal etki mekanizmasi

LAB bakteriyosinleri duyarli bakterilerin membranlarinin karaliligini bozarak
etki gosteren peptitlerdir. Duyarli bakterilerin hiicre membranlarinda iyonik gézenekler
olusturarak potasyum ve inorganik fosfat sizmasina ve buna paralel olarak membran
iyonik dengesinin bozulmasina neden olmaktadirlar. Bunun sonucunda transmembran
potansiyeli ve/veya pH gradientinin kismen veya tamamen yok olmas1 nedeniyle proton
itici giicii ortadan kalkmaktadir.  Proton itici gili¢, hiicre icinde iyonlarn ve
metabolitlerin birikmesi ile ATP sentezi gibi sitoplazmik membranda enerjiye bagh
birgok hayati islemleri yiirlitmektedir. Proton itici giiciin yok olmas1 veya bozulmasi

direk olarak hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (Bruno and Montville, 1993).

Lantibiyotiklerin duyarli hiicrelerin sitoplazmik membranda por olusturmalariyla
ilgili olarak one siiriilen modeller “Barrel-Stave”, “Wedge—Model” (Sekil 2.2.) ve
“Lipit IT Model”dir. Barrel-Stave mekanizmasi ile por olusumunda bakteriyosinlerin
katyonik yiikk tasiyan C-terminali fosfolipitlerin bas gruplart ile elektrostatik
interaksiyona girerek bu bolgede membranin incelmesine neden olurlar (Sekil 2.3.).
Membran potansiyeli varliginda membran igine girip oligomerize olmakta ve boylece
membranda iyonik por olusturmaktadirlar.  Peptitler merkezi kanalin etrafinda
dizilmekte ve hidrofobik yilizeyler membrana dogru, hidrofilik yiizeyler ise por’un

merkezine dogru yonelmektedir (Garneau et al., 2002; Kopenon, 2004; McAuliffe et al.,
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2001). Wedge—model’inde lantibiyotiklerin pozitif yiiklii C-terminali anyonik
fosfolipitlerle iyonik interaksiyona girip membran yilizeyine sikica tutunmakta ve lipit
dinamiginin bozulmasina neden olmaktadir. Yeterli miktarda potansiyel varliginda (-
100 mV), bakteriyosin molekiilleri fosfolipitlerle olan interaksiyonlarii kaybetmeksizin
membran i¢ine girip membranda biikiilmelere veya kivrilmalara ve dolayisiyla porlarin
olugmasina neden olmaktadir (Bauer and Dicks, 2005; Brotz and Sahl, 2000; Kopenon,
2004).

Sekil 2.2. Wedge- Model mekanizmasi ile por olusumu (Kopenon, 2004 )

Hucre 161

Hocre digt  fyonlar, amino asitler ve ATP gibi
kigik molekillerin hiicreden szmast

Sekil 2.3. Barrel-Stave mekanizmasi ile por olusumu (Mumcu, 1997)
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Lipit II modeline goére por olusumunda ise bir peptidoglukan prekiirsiirii olan
lipit IT 6nemli bir faktor olarak rol oynamaktadir. Bu modelde bakteriyosin ilk olarak
1:1 oraninda lipit II nin karbonhidrat kismimna baglanmaktadir. Bakteriyosinin N-
terminal kismi1 bu baglanmada rol oynamakta ve negatif bir yiizey gerekmemektedir.
Lantibiyotigin C-terminali membran i¢ine girip membranin karsi tarafina gegcmektedir.

Por olusumu i¢in birka¢ bakteriyosin/lipit II kompleksi gereklidir (Kopenon, 2004).

2.2.5. Antimikrobiyal etki spektrumlari

LAB’nin irettikleri bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakteriler iizerinde
inhibitdr aktivite gosterirler; ancak son zamanlarda Gram negatif bakteriler tizerinde
inhibitor etkiye sahip bakteriyosinler de tespit edilmistir (De Kwaadsteniet et al., 2005;
Lee and Paik, 2002).

LAB’lerinde en iyi tanimlanmis ve en yaygin kullanim alanina sahip bakteriosin,
baz1 Lactobacillus lactis spp. lactis suslar1 tarafindan iiretilen nisindir. Nisin, aralarinda
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Micrococcus,
Staphylococcus, Clostridium ve Listeria cinslerinin de dahil oldugu birgok tiire karsi
aktivite gosteren genis etki spektrumuna sahip bir bakteriosindir. Ancak Gram-negatif
bakterilere kars1 etkili degildir. Dis membranini zarar gormiis (EDTA ile muamele
edilmis, 1s1 soku veya soguk soka ugramis Gram negatifler) iizerinde inhibitor etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. EDTA, dis membrani tahrip eder ve nisinin penetrasyonuna
izin verir (Cleveland et al., 2001; Hauben et al., 1996; Liu and Hansen, 1990; Schved et
al., 1994;).

Fermente gidalardan izole edilen LAB’nin bakteriyosinleri ile ilgili bir
calismada Lactobacillus, Carnobacterium ve Lactococcus cinslerine ait
bakteriyosinlerin antimikrobiyal etki spektrumlar1 belirlenmistir. Lactococcus crispatus
ve Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen bakteriyosinler nisine benzer
sekilde genis aktivite spektrumu gostermislerdir. Lactococcus curvatus ve
Lactobacillus plantarum tarafindan iiretilen bakteriyosinler Brochotrix thermosphacta,

Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Listeria sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp.,
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Carnobacterium sp. ve Streptococcus thermophilus’u kapsayan farkli cesitlilikte
aktivite spektrumlar1 gosterirken, Carnobacterium divergens tarafindan iretilen
bakteriyosin Lc. curvatus, Listeria sp., Enterococcus sp. ve S. tehrmophilus’u kapsayan
sinirli gesitlilikte aktivite spektrumu gdstermistir. Incelenen hicbir bakteriyosin Gram

negatif bakteriler ya da mayalara kars1 aktivite gostermemistir (Coventry et al., 1997).

2.2.6. Bakteriyosin iiretim, aktivite ve stabilitesini etkileyen faktorler

Bakteriyosin iiretimi, aktivitesi ve stabilitesini etkileyen faktorler sirasiyla;
besiyerinin bilesimi, liretici bakterinin gelisme fazi, besiyeri baslangic pH degeri,
fermentasyon sekli (kesikli ve siirekli), inkiibasyon sicakligi ve siiresi, 1sil islem,
proteolitik enzimler ve depolama kosullaridir. Basit bir besiyerinde bakteriyosin
iiretimi, optimum pH ve bakteri i¢in spesifik besin Ogelerinin ilavesi ile artirilabilir.
Kullanilan besiyerindeki bazi bilesenler (6rnegin triptofan, maya ekstrakti vb.)
bakteriyosinleri korudugu, bazilarinin ise stabilitesini azalttig1 belirtilmektedir.
Bakteriyosinin {iretimi i¢in en uygun sicaklik ise bakterilerin optimum gelisme
sicakligidir.  Genellikle yiiksek hiicre yogunlugunu saglayan kosullar yiiksek
bakteriyosin iiretimini de saglamaktadir (Aasen et. al., 2000; Kaiser et. al., 1998; Yang
and Ray, 1994; Yildirim ve Yildirim, 2000).

Bakteriyosin iiretici sus belirlenmesi ve/veya bakteriyosin iiretim kosullarinin
optimizasyonu, giiniimiize dek c¢ok sayida arastirmaya konu olmustur. Ornegin,
Enterosin ON-157 (E. faecium NIAI 157) amilaz ve proteolitik enzimlere duyarli, LAB
ve L. monocytogenes’ e karsi aktif, pH 2-7 bakteri gelisimi ile birlikte tiretildigi, 37 °C
de MRS besiyerinde maksimum diizeyde iiretildigi saptanmistir. Ayrica asidik (2-5 pH)
kosullarda 1s1l isleme (100 °C de 30 dk) dayanikli olmasina karsin, notr ortamlarda (6-7
pH) 1s1l isleme (100 °C de 30 dk) duyarli oldugu da belirlenmistir (Ohmomo et al.,
2000).

Peynirden izole edilen Enterococcus faecium RZS C5 susunun pH 6,5 ve 20-35

°C inkiibasyon sicakliginda maksimum diizeyde bakteriyosin {irettigi ve bu
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bakteriyosinin Listeria monocytogenes’ e karst aktif oldugu belirlenmistir (Leroy and
De Vuyst, 2002).

Leuconostoc mesenteroides E131 gelisimi i¢in optimum sicaklik (25-30 °C) ile
maksimum bakteriyosin aktivitesinin gorildiigii sicaklik (25 °C) birbirine yakindir. Bu
sus i¢in en iyi hiicre gelisimi pH 6,5 iken maksimum bakteriyosin aktivitesi pH 5,5tir
(Drosinos et al., 2006).

Lactococcus lactis subsp. lactis A164 tarafindan iretilen nisin benzeri
bakteriyosinin iiretiminin karbon ve azot kaynaklarindan fazlaca etkilendigi
goriilmiistiir. A164 susunun M17 besiyerinde diger karbon kaynaklar1 yerine laktoz
kullani1ldiginda 4 kat daha fazla bakteriyosin iirettigi gézlenmistir. % 3 diizeyinde maya
ekstraktr ilavesi optimum azot kaynagi olarak bulunmustur. S6z konusu bakterinin
optimum gelisme sicakligi 37 °C iken maksimum diizeyde bakteriyosin tiretimi igin
gerekli sicakligin 30 °C oldugu gozlenmistir. Gelisme i¢in optimum pH araliginin 5,5-
6,5 arasinda degisirken bakteriyosin {iiretimi i¢in optimum pH’nin 6,0 oldugu
belirlenmistir. Maksimum aktivite M17L broth (% 3 laktoz), 30 °C ve pH 6,0’da erken
durgun gelisme fazinda gozlemistir (Chingh et al., 2002).

Lactococcus sp. GMO005 inkiibasyon kosullar1 30 °C ve pH 6,0’da sabit tutularak
gelistirildiginde iirettigi bakteriyosinin aktivitesinin, kontrolsiiz pH kosullarina gore 8

kat daha fazla oldugu gozlenmistir (Onda et al., 2003).

Pediococcus acidilactici NRRL B-5627’nin iirettigi pediosinin aktivitesini
tripsin, papain, subtilisin ve pepsin ile 15 dakika muamele sonucunda kaybettigi
goriilmiistiir.  Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 539 tarafindan iiretilen nisinin
tripsin, subtilisin ve pepsin ile muamele edildiginde aktivitesini kaybettigi, papain ile
muamele edildiginde ise aktivitesini % 50 oraninda kaybettigi belirlenmistir. Pediosin
ve nisin asidik pH’lar ile kisa siirelerde en yliksek 1s1 stabiletesi gostermislerdir (Guerra

etal., 2001).

Lc. lactis ssp. lactis USC-39, E. faecium USC-46 ve E. mundtii USC-51
tarafindan maksimum bakteriyosin iiretiminin gelisimlerinin durgun fazinda oldugu

belirlenmistir.  Tiim bakteriyosinler proteinaz K ile inaktive olmustur. Tim
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bakteriyosinlerin 100 °C de 60 dakika veya 121 °C de 15 dakika 1s1l isleme dayanikli
oldugu goriilmiistiir. L. monocytogenes’e karsi olan aktiviteleri susa baglh olarak pH
3,5-5,5 veya 3,5-6,5 araliginda devam etmistir (Campos et al., 2008).

Ekonomik ve bilimsel 6nemi geregi konu hakkinda iilkemizde de ¢ok sayida

arastirma gergeklestirilmistir.

Bozadan izole edilen 50 adet laktokok susu arasindan 1 adedinin (GYL32)
bakteriyosin iireticisi oldugu belirlenmistir. Bozadan izole edilen bakteriyosin tireticisi
GYL32 izolat1 fenotipik olarak API sistemi ve genotipik olarak 16S rDNA dizi analizi
kullanilarak Lactococcus lactis subsp. lactis olarak tanimlanmistir. Farkli pH, sicaklik
ve enzim uygulamalar1 sonucu Lc. lactis subsp. lactis GYL32 susu tarafindan iiretilen
bakteriyosinin nisin oldugu belirlenmistir. GYL32 susunda bakteriyosin iiretimi
gelisme fazinda basladi ve maksimum bakteriyosin iiretimi (5120 AU/mL) bu fazinin
sonunda Ol¢iilmiistiir. Trisin SDS-PAGE analizi sonucunda; kismi saflastirmasi yapilan

nisin Z’nin dimer formunda (6.7 kDa) bulundugu tespit edilmistir (Koral, 2011).

Pediococcus pentosaceus kiiltiiriiniin L. monocytogenes 1/2a susu {izerinde
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ped. pentosaceus kiiltiiriiniin
gosterdigi antimikrobiyal aktivitenin yapilan g¢alismalar sonucunda protein yapida
bakteriyosin benzeri bilesiklerden kaynaklandigi gozlenmistir.  Karakterizasyon
amactyla, bakteriyosin benzeri aktivitenin pH ve 1s1l stabilitesi incelenmis, aktivitenin
pH 3 - 6 arasinda arttig, pH 8 - 10 arasinda ise azaldig1 belirlenmistir. Isil islem
uygulamasinda (30 dakika) ise aktivitenin 100 °C’de %30,86’ sinin, 80 °C’ de % 60,49’
unun ve 45 °C’ de % 100’ {iniin korundugu saptanmistir (Késeoglu, 2007).

2.2.7.Saflastirilmasi

Bakteriyosinlerin  saflagtirllmasinda kullanilan ydntemler bakteriyosinlerin
katyonik hidrofobik molekiiller olmalari, iireten bakterinin ve diger Gram pozitif
bakterilere adsorbe olabilmeleri ve adsorpsiyonun pH’ya bagli olmasi 6zelliklerine esas
aliarak gelistirilmistir. Saflagtirmanin ilk agsamasinda temel amag¢ hacim azaltmasi ve

istenmeyen bazi protein ve lipit gibi bilesikleri uzaklagtirmak oldugundan tuzla
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¢oktlirme, asitle veya diger organik ¢oziiciilerle pihtilastirma, diyaliz, ultrafiltrasyon,
tiretici bakteriye, silikik asit ve geltik kabugu kiiline adsorpsiyon/desorpsiyon gibi
yontemlerden yararlanilir. Ikinci asamada, besiyerinden ve hiicre metabolizmasindan
kaynaklanan kontamine proteinlerden iyi derecede bir arindirma saglamak oldugundan
jel filtrasyonu, anyon veya katyon degistirici kromotografisi, hidrofobik interaksiyon
kromotografisi gibi kromatografik yontemler kullanilmaktadir (Coventry et al., 1997;
Leer et. al., 1995; Yang and Ray,1994; Yildirim ve Yildirim, 2000).

2.2.7.1. Uretici Organizmalarin izolasyonu ve Secilmesi

Bakteriyosin iireticisi olan LAB izolatlar1 bir¢ok dogal ortamdan izole edilebilir.
Laktobasiller dogada karbonhidratca zengin ortamlarda bulunurlar. Bundan dolay: da
insan ya da hayvanlarin mukozal membranlar (agiz igerisindeki yarik ve bosluklar,
bagirsak sistemi ve vajina), bitkisel materyaller, giibreler, lagim pisligi ve fermente olan
ya da bozulan gidalar gibi ¢ok genis bir habitatta bulunabilmektedirler. Cok sayida
bilesigi (sitrat, malat, tartarat, nitrat, nitrit vb.) metabolize edebilirler ve enerji kaynagi

ya da elektron akseptdrii olarak kullanabilirler.

Giniimiize dek yirtict  kuslara iliskin  gergeklestirilen mikrobiyolojik
caligmalarda genellikle sindirim sisteminde bulunan mikrobiotaya dikkat c¢ekilmistir.
Bunlardan bazilari; saglikli 20 akbaba (Cathartes aura) bireyinin bagirsaklarinda gram
negatif bakteri varligi sorgulanan calismada kuslarin %15’ inde Edwardsiella tarda,
Plesiomonas shigelloides, Salmonella ve Arizona hinshawii (Salmonella arizonae)
tiirlerinin bulundugu belirlenmistir (Winsor, et al., 1981). Yapilan baska bir ¢alismada,
12 kizil akbabanin (Gyps fulvus) diski ve kusmuklarinda basta E. coli olmak iizere
Aeromonas salmonicidia, Proteus sp., Escherichia fergusonii, Providencia
alcalifaciens, Micrococcus sp., Streptococcus sp., Candida sp., Rhodotorula rubra
bakteri ve fungus tiirleri goriilmiistiir (Kocijan et al., 2009). Benzer sekilde 6 Amerikan
karaakbabasiin (Coragyps atratus) sindirim sisteminde obligat ve fakiiltatif anaerobik
bakterilerin varligi arastirilmistir. Calisma sonunda Actinomyces bovis, Lactobacillus

cellobiosus, Micrococcus luteus, Neisseria sicca, Clostridium bifermentans,
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Enterobacter agglomerans, Peptostreptococcus sp., Sarcina sp., Serratia odorifera ve
Shigella flexneri izole edilmistir ve hetero-, iz0- ve otoantagonizm goriilmiistiir.
Yapilan bu c¢alismalarda akbaba tiirlerinin digki, kusmuk ve bagirsaklarindan cesitli

bakteriyal ve fungal mikroorganizmalar izole edilmistir (Carvalho et al.,2003).

Guintiimiize kadar gergeklestirilen pek ¢ok ¢alismada, LAB izole etmek i¢in farkli
kaynaklar kullanarak, farkli antimikrobiyal spektrumlara sahip bakteriyosinler elde
edilebilmistir. Ancak, yapilan literatiir taramasinda, izolasyon kaynagi olarak yirtici
kuslarin kullanildig1 bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu calismada, Kara
Akbaba, Sah Kartal, Kizil Sahin, Atmaca, Delice gibi yirtict kus tiirlerinin diski, agiz
boslugu ve kloak bolgelerinden alinan Orneklerden LAB izolasyonu yapilarak

bakteriyosin {iretim potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. LAB izolasyonu yapilan yirtic1 Kuslar

Bu calismada, ilk asama olarak iilkemizde dagilim gdsteren yirtict kus tiirlerinin
agiz, kloak ve/veya diskilarindan konusunda uzman arastiricilar tarafindan arazi
ortaminda Ornekler alinmistir. Cizelge 3.1° de Eskisehir ¢evresinde yaygin olarak

bulunan ve 6rnek alinan yirtict kus tiirleri sunulmustur.

Cizelge 3.1. LAB izole etmek amaci ile kullanilan yirtict kus tiirleri

YAYGIN ADI TUR ADI

Kara Akbaba Aegypius monachus
Sah Kartal Aquila heliaca
Kizil Sahin Buteo rufinus

Sahin Buteo buteo
Atmaca Accipiter nisus
Delice Falco subbuteo

3.1.2. Antimikrobiyal aktivite belirlemede kullanmilan test bakterileri

Kuslardan izole edilen LAB bakterilerinin iirettigi BBM lerin antimikrobiyal

aktivitesini belirlemede kullanilan test bakterileri Cizelge 3.2 de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Antimikrobiyal aktivite denemelerinde kullanilan test bakterileri

Sus ad1 Sus No Kaynak
Escherichia coli 0157 ATCC 35150 American Type Culture
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Collection, USA.
Escherichia coli LMG 8223

. Belgian Co-Ordinated
Listeria monocytogenes LMG 13305 Collections of Micro-

: Organisms. BCCM/LMG,

Pseudomonas aeruginosa LMG 6395 Gent. BELGIUM.
Bacillus cereus LMG 8821
Bacillus subtilis NRRL B-744

Enterococcus faecalis

NRRL B-29212

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris NRRL B-3252
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496
Lactobacillus fermentum NRRL B-1840
- - - ARS Culture Collection
Lactobacillus lactis. lactis NRRL B-633 (Northern Regional
. . . Research Laboratory).
Lactobacillus lactis. cremoris NRRL B-634 Microbial Genomics &
Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 5|Sc>£roce55|ng Research,
Lactobacillus pentosus NRRL B-227
Micrococcus luteus NRRL B-1018
Entrococcus faecium NRRL B-2354
Weissella viridescens NRRL B-1951
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1118
Vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) Klinik izolat Eskigehir Osmangazi
Universitesi, T1p Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) | Klinik izolat

Dal1, Eskisehir, TURKIYE
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3.1.3. Kullanilan Besiyerleri
Calismada kullanilan besi ortamlari, aksi belirtilmedigi siirece, besiyeri
igeriginin distile suda ¢oziildiikten sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edilerek

hazirlanmistir.

3.1.3.1. MRS agar (Merck 1.10660)

Pepton 100 g
Meat ekstrat 100 g
Yeast ekstrat 4,0 g
Glukoz 200 g
Tween 80 10 g
Di Potasyum hidrojen fosfat 20 g
Sodyum asetat 50 g
Di-Amonyum hidrojen sitrat 20 g
Magnezyum siilfat 02 g
Mangan siilfat 0,04 ¢
Agar 14 g

Distile su 1000 ml
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3.1.3.2. MRS broth (Merck 1.10661)

Pepton (from casein) 100 g
Meat ekstrat 100 g
Yeast ekstrat 40 ¢
Glukoz 200 g
Tween 80 10 g
Di potasyum hidrojen fosfat 20 g
Sodyum asetat 50 g
Di amonyum hidrojen sitrat 20 g
Magnezyum siilfat 02 g
Mangan siilfat 0,04 g
Distile su 1000 ml

3.1.3.3. Beyin kalp infusion (BHI) agar (Merck 1.13825)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 52 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigtir.

Indikator test organizmalarm gelistirilmesinde kullanilmustir.

3.1.3.4. Beyin kalp infusion (BHI) broth (Merck 1.10493)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 37 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigtir.

Makrofungus izolatlarinin gelistirilmesinde kullanilmistir.
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3.1.3.5. Nutrient agar Merck (1.05440)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 20 g/l oraninda tartilarak hazirlanmistir.

Antimirobiyal aktivite caligmalarinda kullanilmistir.

3.1.3.6. Nutrient broth (Merck 1.05443)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 8 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigtir.

Indikatér test organizmalarin gelistirilmesinde kullanilmistir.

3.1.3.7. Sporulasyon ortam

MnSO, 0,04 ¢
CaCl, 01 9
Pepton 50 ¢
Meat extract 30 ¢
Agar 120 ¢
Distile su 1000 ml

3.1.3.8. Deoxiribonuclease (DNaz) agar

Tryptose 200 g
Sodyum klortir 5,0 g
Deoksiriboniikleik asit 2,0 g

Agar 150 g
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3.1.3.9. Kanh agara (50 ml/L koyun kani iceren)

Nutrient substrat 20,0 g
Sodyum kloriir 50 g
Agar 150 g

Besiyeri igerigi 40,0 g/L konsantrasyonda olacak sekilde distile su iginde eritilir
ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav cikisinda 45-50 °C' a
sogutulur, % 5 oraninda defibrine koyun kani ilave edilir, karistirilir.  Steril petrilere 15

ml dokiilmiistiir.

3.1.3.10. Jelatin agar

Pepton S g
Agar 15 g
Gelatin 4 g
Distile Su 1000 ml

3.1.3.11. Arjinin siv1 besiyeri

Pepton 1 g
NaCl 5 g
K,HPO, 03 g
Fenol red 001 g
DL-arjinin HCI 10 g

Agar 3 g
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3.1.3.12. Gliserollii stok besiyeri

1 litre MRS broth igerisine 200 ml gliserol eklendikten sonra otoklavda 121 °C’
de 15 dakika steril edilmistir. Steril ependorf tiiplerine, MRS brothta tazelenmis
kiltiirden 0,5 ml ve 1 ml gliserollii besiyeri konulmustur. Hazirlanan stok kiiltiirler -20

°C de saklanmistir.

3.1.4. Kullanilan Boyalar ve Cozeltiler

3.1.4.1. Lugol

fyot 50 ¢
Potasyum iyodiir (K1) 100 g
Distile su 100 ml

Potasyum iyodiir 20-30 ml distile suda c¢oziilmiis ve {lizerine iyot eklenmistir.

Hazirlanan ¢ozelti distile su ile 100 ml ’ye tamamlanmistir (Tamer ve ark., 1989).

3.1.4.2. Safranin

Safranin 05 g
Etil alkol (% 95) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra distile su ilave edilmistir (Temiz, 2000).
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3.1.4.3. Kristal violet

Kristal Violet 20 ¢
Etil alkol (% 95) 20 ml
Amonyum Oksalat 02 g
Distile su 20 ml

Kristal violet 10 ml etil alkol igerisinde ¢oiildiikten sonra tizerine 20 ml su icerisinde
¢Oziinmiis olan amonyum oksalat eklanmistir. Karigim filitreden gegirilerek

kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

3.1.4.4. Malasit yesili
Malasit yesili 50 g
Distile su 100 ml

Malasit yesili 100 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir (Temiz, 2000).

3.1.4.5. Fizyolojik tuzlu su (FTS)
Sodyum kloriir 85 ¢
Distile su 1000 mi

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek kullanilmistir

(Tamer ve ark., 1989).
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3.1.4.6. Sodyum fosfat tamponu
Sodyum fosfat 0,7 g
Distile su 100 mi

Sodyum fosfat (NaH,PQ,) distile su igerisine ¢dziindiikten sonra pH 6’ ya ayarlanmustir.
Tampon ¢dzelti +4 °C’ de buzdolab: kosullarinda saklanmistir (Zhu ve ark., 2000).

3.1.4.7. Fosfat tamponu

KH,PO, 13,60 ¢
K>,HPO, 22,82 g
Distile su 100 ml

KH2PO4 ve KoHPO, ayrt ayr1 100 ml suda ¢oziindiikten sonra uygun miktarlarda her iki
¢ozeltiden alinarak pH 6’ ya ayarlanmistir (Temiz, 2000).

3.1.4.8. 1 M NacCl ¢ozeltisi
NaCl 58,44 ¢
Distile su 1000 ml

NaCl distile suda ¢oziinerek kullanilmistir (Temiz, 2000).

3.1.4.9. 1M NaOH cozeltisi
NaOH 400 ¢
Distile su 960 ml

NaOH distile su igerisinde ¢oziilerek ¢cozelti hazirlanmistir.
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3.1.4.10. Bradford Reaktifi

25 mg Commassie Brilliant Blue G-250 (Applied Chemistry) boyasina, 12.5 ml
etanol (%95) ve 25 ml H3sPO,4 (% 85) eklendikten sonra distile su ile 250 ml’ye
tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce Whatman No: 1 filtre kagidindan
gecirilip, 151k almayan ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Protein miktar

tayininde belirte¢ olarak kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Cesitli Yirtict Kuslarin Sindirim Yolunda Kolonize Olan Laktik Asit
Bakteri (LAB) Suslarinin izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in 6rneklenecek olan yirtict kus bireyleri
dogal ortamlarinda 6rnek alindiktan hemen sonra salinmistir. Diger bir yontem olarak,
yerel halk tarafindan Eskisehir ilinde gdrev yapan veterinerlere getirilen yirtici kus
bireylerinden de 6rnek alinmistir. Kus 6rneklerinden 6rnek alinmasi igin gerekli olan
Etik Kurul Raporu Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Etik kurulundan
(26.10.201, 235) alinmustir.

Alman tiim 6rnekler, i¢inde dondurulmus gliserin kartuslari bulunan kutularda
laboratuvara getirilmis ve izolasyon calismasi en hizli bigimde gerceklestirilmistir.
Ornekler, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Fungikiiltiir Laboratuvari’ nda LAB izolasyonu i¢in uygun besiyerlerine inokiile
edilmistir. Izolasyon islemleri tamamlandiktan sonra ornekler % 20’ lik gliserole

aktarilarak -20°C’ de saklanmistir.

3.2.1.1. Agiz boslugu ve kloaktan izolasyon

Ag1z boslugu ve kloak bolgesinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu igin

steril swablar kullanilarak siiriintii yontemiyle érnekler alinmistir (Sekil 3.1.). Ornek
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almada kullanilan swablar, 6ncelikle Nutrient broth ve Brain Heart Infusion (BHI) broth
besiyerlerine inokiile edilmis, 35 °C’ de 48-72 saat, inkiibe edilerek 6n zenginlestirme
yapilmistir.  Daha sonra, sivi Kkiiltiirlerden peptonlu su ile hazirlanan ondalikli

diliissyonlar MRS Agar besiyerinin yiizeyine 0,1 ml olarak inokiile edilmistir.

Sekil 3.1. Agiz boslugu ve kloak bdlgesinden siiriintii yontemi ile 6rnek alinmasi

3.2.1.2. Diski o6rneklerinden izolasyon

Kuslarin taze disk1 6rnekleri steril 6rnek kaplarina alinarak izolasyon amaci ile
kullanilmistir. LAB izolasyonu i¢in alinan diski 6rneklerinden 6ncelikle peptonlu su ile
10 * — 10 "* luk dilisyonlar hazirlanmigtir. Daha sonra MRS Agar yiizeyine 0,1 er ml

aktarilarak ylizeye iyice yayildiktan sonra inkiibasyona birakilmastir.

Swab ve diski orneklerinden izolasyon amaci ile kullanilan her plaktan en az 5
tipik koloni (beyaz-krem renkli, 1-2 mm ¢apinda, diizgiin koloniler) segilerek ilgili
besiyeri plaklarina (MRS besiyerine), tek koloni diisecek sekilde ¢izgi yontemi ile
ekilmis ve uygun kosullarda (bir 6nceki asamada izole edildigi kosullarda) inkiibe
edilmistir. Izolasyonu yapilan muhtemel LAB kiiltiirleri anaerobik (%5 CO) inkiibator
de (Edmund Biihler) inkiibasyonu tamamlandiktan sonra tek diisen koloniler Man

Rogosa Sharp (MRS) yatik agarina transfer edilerek saklanmastir.

Stok kiiltiir halinde saklanan olast LAB izolatlarina, Gram boyama ve katalaz

tesleri uygulanmistir. Gram pozitif ve katalaz negatif izolatlar muhtemel LAB olarak
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kabul edilmis ve bakteriyosin benzeri madde (BBM) iiretme yetenegi agisindan

arastirilmistir.

Cizelge 3.3. Swablardan ve digk1 6rneklerinden yapilan mikroorganizma izolasyonlari

o Ekim yapilan Inkiibasyon ] -
Besiyeri Kullanim amac1 ) Koloni morfolojisi
dilusyon kosullari

1872 3500 Krem-beyaz
-72 saat, 35 °C,
MRS Laktobasil izolasyonu 101 -10? ) renkli,1-2 mm
anaerobik (%5 CO,)
capinda

3.2.2. LAB izolatlarimin Bakteriyosin Benzeri Madde Uretme Potansiyelinin

Belirlenmesi

3.2.2.1. Agar sandvi¢ yontemi

Bu asamada test mikroorganizmalar1 olarak materyal boliimiinde Cizelge 3.2.°
de belirtilen ¢esitli gida kaynakli patojenik bakteriler ve LAB suslar1 kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin “agar sandvi¢” yontemi uygulanmistir. Bu
amacla bakteriyosin iiretme potansiyeli arastirilacak olan LAB izolatlart MRS agar
plaklarina ekilmis ve 37 °C’ de, 2448 saat inkiibasyona birakilmigtir. Koloni gelisimi
gozlendikten sonra, bu plaklarin yilizeyine bakteri inokiile edilmis olan ikinci bir yarikati

besiyeri katman1 dokiilmiistir.

Plaklar yiizeyine dokiilen yarikati besiyeri, test bakterisi tiirii dikkate alinarak iki
farkli sekilde hazirlanmistir. Indikatdr test bakterisi olarak kullanilacak LAB izolatlar:
% 0,8 agarli (yarikat1) MRS agar besiyeri, diger test bakterileri i¢in ise % 0,8 agarh
Brain Heart Infusion Agar besiyeri kullanilmistir. Yarikati besiyerleri 45-50 °C’ lik su
banyosunda bekletilerek sivi olarak kalmasi saglanmistir. Test bakterilerinin 24 saatlik

stvi kiiltiirlerinin yogunlugu, fizyolojik tuzlu su (% 0,85 NaCl; FTS) ile seyreltilerek,
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Mac Farland standardi 1 yogunluguna gore spektrofotometrik olarak ayarlanmistir.
Yogunlugu ayarlanan bu test kiiltiirlerinden 0,5 ml alinarak 7 ml yar1 kati BHI/MRS
besiyerine eklenmis ve LAB izolatlarinin gelistigi plaklarin yiizeyine ikinci kat olarak
dokiilmistiir. Besiyeri katilastiktan sonra petriler test bakterilerinin optimum gelisme
sicakliklarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda, yarikat:
besiyerinde inhibisyon zonu olusup olusmadigi incelenmis ve olusan zonlar digital
kumpas yardimi ile Ol¢lilmistiir. Test bakterilerinin en az birine kars1 antimikrobiyal

aktivite gosteren izolatlar sonraki asamalarda kullanilmak tizere se¢ilmistir.

3.2.2.2. Agar kuyu yontemi

Bu asamada, sadece agar sandvi¢ yontemi ile “antimikrobiyal madde lireticisi”
olarak ayrilan izolatlar kullanilmistir. Indikatér test bakterilerine karsi antimikrobiyal
etki gostermis olan izolatlar kullanilarak, bunlardan kiiltiir supernatanlari elde
edilmistir. Bu amagla; %20 lik gliserol iceren MRS brothlarda saklanan stok LAB
kiiltiirlerinden inokulum diizeyi % 1 (v/v) olacak sekilde MRS broth besiyerine ekimler
yapilmis ve 37°C’ de 18-24 saat gelistirilerek aktive edilmistir. LAB ikinci kez ayni
kosullarda aktive edildikten sonra, MRS broth igeren vida kapakli siselere % 1 (v/v)
oraninda inokiile edilmistir. Kiiltiirlerin ayn1 kosullarda inkiibasyonundan sonra MRS
kiiltiirleri santriflij tliplerine alimmistir. 5000 rpm’ de 10 dakika santrifiij islemine
(Universal 32R, Hettich, Almanya) tabi tutularak siipernatanlar elde edilmistir (Yamato
et. al. 2003). Siipernatanlarin pH ayarlamasi yapilmis (1 N NaOH ile pH: 6,5) ve 0.22

um por ¢apina sahip membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Stipernatanlarin se¢ilmis test bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agar
kuyu yontemi ile onaylanmigtir. Siipernatanlarin antimikrobiyal aktiviteleri, bir dnceki
bolimde (Bolim 3) kullanilan test bakterilerinden en hassas olanlarina Kkarsi

denenmistir.

Agar kuyu yontemi kisaca su sekilde uygulanmistir. Petrilere 15° er ml test
bakterisi ekilmis MRS (LAB icin) yada BHI (patojenler icin) agar dokiilerek

dondurulmustur. Daha sonra steril disk ¢ikaricilar yardimiyla bu plaklarda 10 mm
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capinda kuyucuklar agilmigtir. Agilan bu kuyucuklarin her birine farkli bir LAB
izolatindan elde edilmis olan siipernatan (85 pl) aktarilmigtir. Siipernatanin besiyerine
difiizyonu i¢in petriler 4 °C’de 2 saat bekletilmis ve daha sonra test organizmasi i¢in
uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir.  Inkiibasyon sonunda, kuyucuklarin
cevresinde inhibisyon zonu varlig1 pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Olusan

zonlar dijital kumpas yardimiyla dl¢iilmiistiir.

3.2.2.3. Bakteriyosin  Benzeri  Maddenin  Antimikrobiyal  Aktivitesinin

Onaylanmasi

LAB lar gelistikleri ortamda bakteriyosinlerin yanisira inhibitor 6zellikte olan
cesitli organik asitler ve H;O, gibi metabolitler iiretebilirler. Indikator test
bakterilerinin gelisiminin, organik asit iretiminden kaynaklanan diisiik ortam pH’1 ya da
H,O, gibi metabolitler tarafindan engellenmedigini belirlemek gerekmektedir. Bu
amagla LAB izolatlart MRS broth besiyerinde uygun kosullarda iiretilmis, 5000 rpm de
10 dk santrifiijlenmis ve siipernatanlarin pH lar1 1 N NaOH ile 6.5 ye ayarlanmigstir.
Daha sonra siipernatant iginde bulunmasi olas1 H,O, in giderimi igin ortama 1 mg/ml lik
katalaz enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C de 2 saat siire inkiibe edilmistir (Ammor et
al., 2006). Bu sckilde nétralize edilen ve muhtemel H;O, varhigi giderilen
slipernatanlarin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yontemi ile tekrar denenmis ve
inhibisyon zonlar1 olglilmistiir.  Bu islemlerden sonra antimikrobiyal aktivitesi
degismeyen (inhibisyon zonu olusturmaya devam eden) siipernatanlarin elde edildigi
LAB izolatlar1 sonraki ¢aligsmalar i¢in secilmistir. Calismanin sonraki asamalarina bu

izolatlar ile devam edilmistir.
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3.2.3. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB Izolatlarinin Karakterizasyonu ve

Tanilanmasi

3.2.3.1. Bakteriosin Benzeri Madde Ureten LAB izolatlarinin Karakterizasyonu

3.2.3.1.1. Virulans Faktorlerinin Belirlenmesi

3.2.3.1.1.1. DNAz Testi

LAB izolatlarmin saf kiiltiiriinden bir koloni Deoxiribonuclease (DNaz) agar
besiyerine ekilmis ve uygun siire inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra plagin yiizeyi
IN HCI ile kaplanmistir. Bu islem sonrasinda koloniler ¢evresinde seffaf zon varligi,

deoxiribonuclease aktivitesinin varligi olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark, 1989).

3.2.3.1.1.2. Hemoliz Testi

LAB izolatlarinin saf kiiltiirleri 50 ml/L koyun kani igeren kanli agar besiyerine
inokiile edilmis ve uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilmistir. Gelisen koloniler
cevresinde eritrositlerin lizisini ifade eden seffaf bir zon olusumu aranmistir. Koloni
cevresinde yesilimsi renk olusmasi, eritrositlerin kismi hidrolizini (a-hemoliz), seffaf
zon olusumu ise tam hidrolizi (B-hemoliz) isaret etmektedir. Eger izolat hemolizine
sahip degilse, eritrositleri parcalayamayacaktir ve bu durum da y-hemoliz olarak ifade
edilmistir (Tamer ve ark, 1989).

3.2.3.1.1.3. Jelatinaz Testi

LAB izolatlari, igne 6ze ile jelatin agar igeren tiiplerin yilizeyine batirilarak
ekilmis 37 °C de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 4 °C de bekletilmistir.
Inkiibasyonun 24. saatinden itibaren her giin kontrol edilmistir.  Inokiilasyon ¢izgisi
boyunca sivilasmanin goriilmesi jelatin hidrolizinin isareti olarak degerlendirilmistir

(Tamer ve ark, 1989).
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3.2.3.1.1.4. Koagiilaz Testi

Incelenecek bakteri kiiltiirleri lamda tavsan plazmasi ile muamele edilip
plazmada koagiilasyon aranmustir. Incelenecek bakteri kolonisi, lam iizerinde iki ayr1
yerde siispanse edildikten sonra bir tanesi ilizerine 1 damla izotonik tuzlu su digerine
plazma ilave edilmistir. Karsilastirmali olarak goz ve mikroskopla agliitinasyon
aranmistir. Bes saniye icerisinde koagiilasyon olusumu pozitif reaksiyonu gostermistir.

2 dakika igerisinde olusmamis ise test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.2. BBM Ureten LAB izolatlarinin tanilanmasi

3.2.3.2.1. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemler

3.2.3.2.1.1. Gram Boyama

Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltiirleri, MRS agar da 18—24 saat araliginda
gelistirilmis ve Gram boyama isleminde bu geng kiiltlirler kullanilmistir.  Kiiltiirden,
Oze yardimi ile yaklasik bir toplu igne basi kadar alinmig, lam iizerindeki bir damla
distile su igerisinde yiizeye yayilmistir. Lam havada kuruduktan sonra orneklerin
lizerine metanol damlatilarak fikse edilmistir. Metanol kuruduktan sonra preparat ilk
once kristal violet ile boyanarak 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra iyot-lugol ¢ozeltisi
ile boyanir ve 1 dakika bekletilmistir. Metanolle (%95) 10 saniye muamele edilmis ve
distile su ile yitkanmistir. Son olarakta preparatlar safranin ile 30 saniye muamele
edilmis ve distile su ile yikandiktan sonra mikroskobun 100’ lik objektifinde
immersiyon yagi ortaminda incelenmistir. Mavi-mor renkli koloniler Gram pozitif,
kirmizi-pembe renkli koloniler ise Gram negatif olarak kabul edilmistir (Temiz, 2000,
Tamer ve ark., 1989).
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3.2.3.2.1.2. Spor Boyama

MRS agar ve sporulasyon ortaminda gelistirilen izolatlardan preparat
hazirlandiktan sonra havada kurutularak metanol ile fiksasyon igslemi yapilmistir. Lam
lizerine malasit yesili (%5) dokiilmiis ve alttan 1sitilarak 5 dakika boyanmuistir.
Preparatlar distile su ile yikandiktan sonra safranin ile 30 saniye boyanmis ve tekrar
distile su ile yikanmistir. Malagit yesili boyasini alanlar endospor pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2000).

3.2.3.2.1.3. Katalaz Testi

Laktik asit bakterileri sivi besiyerinde gelistikten sonra kati besiyerine inokiile
edilerek anaerobik kosullarda 24 saat aktive edilmistir. Bu aktif kiiltiirler {izerine %3
hidrojen peroksit damlatilarak gaz kabarciklar1 ¢ikip ¢ikmadigr gozlenmistir. Gaz
kabarcig1 goriilecek olan kiiltiirler igin test pozitif, gaz kabarcig1 goriilmeyen kiiltlirler

icin ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Bu testler sonucunda Gram pozitif, katalaz negatif ve spor olusturmayan
izolatlar muhtemel LAB olarak degerlendirilmis ve %20 lik gliserol igeren MRS
brothlarda -20 °C de ve MRS yatik agarlarda 4 °C de saklanmustir.

Geleneksel yontemlere gore morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri belirlenen
izolatlardan LAB oldugu onaylanan izolat ile ¢alismanin diger asamalarinda devam

edilmistir.

3.2.3.2.1.4. Anaerobik kosullarda biiyiime

Biitlin laktik asit bakterileri anaerobik kosullar altinda gelisebilmektedir. Ayni1
zamanda oksijen varlifinda da gelisim gostermektedirler. Bu ylizden aerotolerant
anaerob olarak adlandirilmaktadir. Calismamizda LAB izolatt MRS broth besiyerine
ekim yapilmis ve anaerobik (%5 CO,) inkiibatér de (Edmund Biihler) inkiibasyona
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birakilmigtir.  Inkiibasyon sonunda sivi besiyerinden kat1 besiyerine ekim yapilmus

kolonilerin morfolojleri incelenerek degerlendirilmistir.

3.2.3.2.1.5. 0,01’lik TTC’ de biiyiime

MRS agar besiyeri igerigine %0,01 oraninda Triphenyltetrazolium kloriir (TTC)
eklenmesi ile hazirlanmistir. Steril edilerek petrilere dokiilen besiyeri 5 pl aktif kiiltiir
ile inokiile edilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda pembe koloniler

gozlemlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Manero and Blanch, 1999).

3.2.3.2.1.6. Telluritte biiyiime yontemi

MRS agar besiyeri igerigine % 0,04 oraninda egg yolk tellurite eklenmistir.
Steril besiyeri 5 pl aktif kiiltiir ile inokule edilmis ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda biiyiimenin siyah koloniler seklinde gdzlenmesi pozitif

sonug olarak degerlendirilmistir (Manero and Blanch, 1999).

3.2.3.2.1.7. Nisasta hidrolizi

MRS’ de aktiflestirilmis 5 pl LAB Kkiiltiirii nisastali nutrient agar yiizeyine
ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra biiyiime
cevresine lugol damlatilarak renk degisimi olup olmadigi gozlenmistir.  Koloni
¢evresindeki zonun mavi renge boyanmasi bakterinin nisastayr hidrolize edememesi,

mavi renk olugsmamasi ise nigastanin hidrolize ugramasi olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.2.1.8. Ekzopolisakkarit iiretimi

Ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminin olup olmadigini belirlemek amaci ile MRS
agar besiyeri igerigine karbon kaynagi olarak glukoz yerine sukroz kullanilmistir.

Besiyeri steril petrilere dokiilmiis ve 5 pl aktif LAB kiiltiirleri ile inokiile edilerek 37
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°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda koloniler etrafinda ipliksi
yaygin varligt incelenmis ve EPS iiretiminin (yapistirict (slime) yapi1) olup olmadigi

belirlenmistir (Kiran, 2006).

3.2.3.2.1.9. Voges — Proskauer (VP) Testi

Baz1 bakteriler, glikozu pargalayarak nétral bir iiriin olan asetoin (asetil metil
karbinol) olusturur. Asetoin, potasyum hidroksit (KOH) varliginda okside olarak
diasetil meydana getirir. Bu iirlin ise alfa naftol ile reaksiyona girdiginde kirmizi renk
olusturur. Aktiflestirilmis taze kiiltiirler MR — VP broth tiiplerine ekilmis ve 37 °C’ de
48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iizerine, Iml %40’ ik KOH, daha sonra
3ml %5’ lik alfa naftol ilave edilmistir. Besiyeri c¢alkalandiktan sonra 10-15 dakika
icinde kirmizi renk olusmasi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Hemraj et al.,

2013).

3.2.3.2.1.10. Sorbitol fermentasyonu

MRS broth besiyeri igerigine glukoz yerine %1 sorbitol eklenmis ve besiyerine
0,018 g/L fenol red ilave edilmistir. Besiyeri steril edildikten sonra pH’ 1 7,4 olarak
ayarlanmigtir. Tiplere dagitilan besiyerine %2 oraninda kiiltiir inokiile edilerek 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Sar1 renk olusumu pozitif, pembe renk olusumu ise

negatif olarak degerlendirilmistir (Manero and Blanch, 1999).

3.2.3.2.1.11. Farkh tuz konsantrasyonlarinda biiyiime

Izolatin, farkli tuz konsantrasyonlarinda biiyiime yeteneginin belirlenmesi igin
yapilan caligmada, % 4, 6,5 ve 18 oraninda NaCl iceren MRS brothlara aktif LAB
kiiltiirii ekilmigtir. 37 °C de 72 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon

sonunda biliyiime olup olmadig1 gézlenmistir.
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3.2.3.2.1.12. Maetilen mavili siitte biiyiime

UHT siite % 0,1 ve %0,3 metilen mavisi eklenmistir. Hazirlanan besiyeri
tiplere dagitilip aktif kiiltiirlerden %2 oraninda ekim yapilarak 37 °C de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 mavi rengin beyaza doniisiimii ve piht1

olusumu belirlenerek sonuglar degerlendirilmistir (Basyigit, 2004).

3.2.3.2.1.13. Litmus milk’ te biiyiime

I¢inde litmus bulunan siitlii besiyerleri tiiplere 5’er ml alarak dagitilarak 121 °C
de 5 dakika otoklavlanmistir. Tiiplere 100 pul LAB kiiltiirlerinden ekim yapilmistir. 37
°C’ de 1-14 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca her giin

renk degisimi ve ¢okelme olup olmadig1 kontrol edilmistir.

3.2.3.2.1.14. Arjininden amonyak olusumu

Besiyeri bilesenleri distile suda ¢ozdiiriilip pH 7,2 ye ayarlanmistir. Besiyeri
otoklavlandiktan sonra tiiplere dagitilip tiipler dik olacak sekilde dondurulmustur. 24
saatlik aktif kiiltlirler igne 6zeyle besiyerine daldirilarak ekim yapilmistir ve 37 °C’de
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda mor renk olusumu pozitif, sart
renk olusumu ise negatif olarak degerlendirilmistir. Mor renk amonyak olusumunu, sart

renk ise asit olusumunu gostermektedir (Harrigan, 1998).

3.2.3.2.1.15. Kazein hidrolizi

Nutrient agara %10 oraninda skim milk eklenerek hazirlanan besiyeri
otoklavlandiktan sonra steril petrilere dokiilmistiir (Harrigan, 1998). Petrilere 24
saatlik aktif LAB kiiltiirleri 5 pl ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. LAB
kolonileri etrafinda zon olusumu siitte ki kazeinin hidrolize oldugunu (pozitif sonug)
ifade eder. Negatif sonuglarda ise koloni etrafinda opaklasma goriilmektedir (Aydin,
2004) .
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3.2.3.2.1.16. pH gelisme arah@

Izolatin asidik pH’ ya kars1 direncli olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan
calismada pH’s1 1, 2 ve 3’ ¢ ayarlanmis MRS broth besiyerine aktif kiiltiirden ekim
yapilarak 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Ekim yapilan MRS brothlardan 2, 4 ve
6. saatlerde 6rnek alinarak MRS agar plaklarina ekim yapilmis ve bu plaklar 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.  Inkiibasyon siiresi sonunda plaklarda biiyiime olup
olmadigina bakilarak LAB’ nin zamana bagli hangi pH’ da canli kalabildigi

belirlenmistir.

3.2.3.2.2. Molekiiler yontemler

Bakteriyosin iiretimi dogrulanan ve virulant olmadig belirlenen izolatin
molekiiler tanilanmasi Biyoeksen firmasindan (Istanbul) hizmet almi ile

gerceklestirilmistir.

3.2.3.2.2.1. DNA izolasyonu

DNA Izolasyonu i¢in Biospeedy DNA izolasyon Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)

kullanilmistir.

Bir mikrofiij tiiptine 600 pl Pargalama Tamponu (%2 CTAB -
hexadecyltrimethylammonium bromide, 100 mM TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA, 1.4 M
NaCl) eklenmis, daha sonra kati besi yerinden alinan yaklasik 200 mg bakteri kolonisi
tamponun i¢ine birakilmistir.  Numunenin homojenizatérde 2 dk, 6000 rpm’de

homojenizasyonundan sonra 95°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

Tiip 14000 RPM’de 1 dk santrifiij edilmis ve elde edilen iist siv1 yeni bir tlipe
transfer edilmistir. Elde edilen iist sivi hacmi kadar isopropanol, iist sivi hacminin 2
kat1 kadar Baglama Tamponu (6,75M Guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-Cl pH 8,0)
eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. Karisim DNA Kolonu’na eklenmis, 14000 RPM
de 1 dk santrifiij edildikten sonra alt siv1 atilmigtir. Kolona 500 pl Inhibitér Eleme
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Tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6, %40 EtOH) eklenmis, 14000
RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve alt stv1 atilmigtir. Kolona 500 pl Yikama Tamponu
(20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5; 80% v/v Ethanol) eklenmis, 14000 RPM de 1
dk santrifiij edilmis ve alt siv1 atilmigtir. Bu adim iki defa daha tekrarlanmistir. Kolun
14000 RPM de 1 dk bos santrifiij edildikten sonra steril yeni bir mikrosantrifiij tiipe
yerlestirilmis, 100 pl Coziicii Tampon eklenmis, 1 dk oda sicakliginda inkiibe edimis,
14000 RPM de 1 dk santrifiij edilmis ve DNA izolat1 elde edilmistir. Elde edilen DNA
-20°C’de saklanmustir.

3.2.3.2.2.2. Gercek Zamanh PCR (Q-PCR)

Q-PCR i¢in Biospeedy Bakteriyel Cesitlilik Calisma Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmigtir.  Kit bakteri 16S rRNA’simin, Escherichia coli numaralandirmasiyla 8-
1522 bazlari arasin1 hedefleyen 5-AGAGTTTGATC(CA)TGGCTCAG-3’ ve geri 5°-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’ primerlerini igermektedir. Biitiin reaksiyonlarda
Roche Light Cycler Nano (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilmigtir. Reaksiyon 1.5
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 1x Reaksiyon Tamponu, 0.1U Fast Start Tag DNA
Polimeraz, 1x EvaGreen, 5 ng/ul kalip DNA ve her bir primerden 0.5 uM igermektedir.
Q-PCR sirasinda sadece istenilen iiriiniin ¢ogaltildigini belirlemek igin 55 °C — 95 °C
arasinda erime egrisi analizi yapilmistir. Q-PCR datalar1 Roche Light Cycler Nano

Software 1.0’ da analiz edilmistir.

3.2.3.2.2.3. Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Dizi analizi i¢in Bioeksen firmasindan hizmet alinmistir. Elde edilen bakteriyel
amplikonlarin dizi analizleri Sanger yontemiyle, ABI prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit kullanilarak, ABI Prism 377 DNA Sequencer’ da
(Applied Biosystems, ABD) belirlenmistir. Dizi analizi hem ileri, hem de geri primerler
kullanilarak, ¢ift yonlii gergeklestirilmistir.  Elde edilen diziler 4peaks yazilimi
(http://nucleobytes.com/index.php/4peaks) ile analiz edilmistir. Dizilerin DNA Data
bankasinda en ¢ok benzer oldugu diziler NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

programi kullanilarak belirlenmistir. DNA data bankasindaki mevcut dizilere %97 ve
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tizeri benzerlik gosteren diziler, benzer dizilime sahip organizma ile ayn tiir olarak
kabul edilmistir. %70-97 arasinda benzerlik gosteren tiirler ise, hem morfolojik
Ozellikleri hem de 16S rRNA’larinin en ¢ok benzedidi organizma goz Oniine alinirak
siniflandirilmistir.  Bilinen bakteri tiirlerine %70 ‘den az benzerlik gosteren tiirler

siiflandirilmamis olarak listelenmistir.

3.2.4. Aktif izolatin Gelisme Fazinin BBM Uretimine Etkisi

Bu ¢alismada, LAB izolatinin BBM” yi gelisme fazinin hangi saattinde en iyi
trettigi belirlenmistir. LAB izolat1 %2 oraninda inokiile edildikten sonra inkiibasyona
birakilmis ve 24 saat boyunca 2 saatte 6rneklemeler yapilarak antimikrobiyal aktivitesi

belirlenmistir.

3.2.5. Antimikrobiyal Aktiviteden Sorumlu Maddenin Karakterizasyonu

Calismanin bu asamasinda tiretilen BBM’ nin sicaklik, pH, proteolitik enzimler,
organik coziicliler, baz1 deterjan ve kimyasal maddelere direng seviyesi aragtirilmistir.
Ayrica BBM’ nin depolama sicaklik ve siiresine bagli olarak aktivitesinin korunma

durumu da incelenmistir.

3.2.5.1. Isil stabilite

Bu asamada LAB izolatinin biiylitiilmesi ile elde edilen ve BBM igeren
siipernatanlara 5 farkli sicaklik derecesinde 1sil 1slem uygulanmistir. Bu amagla
siipernatanatlara 45, 60 ve 90°C i¢in su banyosunda, 100°C i¢in elektrikli 1siticida ve
121°C igin otoklavda 15 ve 30’ar dakikalik 1s1l islem uygulanmistir. Sicaklik 6lgiimleri
etkinligine bakilmayacak olan ayr tiipteki siipernatana civali termometrenin
daldirilmast ile yapilmistir. Islem gdrmiis ve gdérmemis siipernatanlarin aktivitesi agar

kuyu yontemiyle test edilmistir ve aktiviteleri yiizde olarak belirlenmistir.
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3.2.5.2. pH stabilitesi

Stipernatanlarin pH lar1 6 N NaOH ve 6 N HCl ile 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,11
olarak ayarlanmistir. Siipernatanlar pH ayarlamasinin ardindan 4°C de 0, 6, 12, 18 ve
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi islem gormiis ve gdérmemis
siipernatanlarin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yontemiyle test edilmis ve

aktiviteleri yiizde aktivite olarak ifade edilmistir.

3.2.5.3. Proteolitik enzimlere direnc

Bu test i¢in LAB izolatlart MRS broth a uygun kosullarda iiretilecek, 5000 rpm
de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatanlar tiiplere 1 er ml dagitilmistir. Pepsin (0,05 M
Na,HPOQy,, pH:7), tripsin (0,05 M Na,HPO,, pH:7), proteaz, proteinase K, a-kemotripsin
enzimlerinin sodyum fosfat tampon ¢6zeltisinde (0,05 M Na;HPO,, pH:6) 1 mg/ml’lik
¢ozeltileri hazirlanmistir (Xiraphi et. al., 2008). Her biri filtre ile steril edilmis olan
enzim ¢ozeltilerinden 25 pl alinmis 250 pl siipernatan ile karistirtlarak 37°C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir (Lash, et. al., 2005). Inkiibasyon sonrasinda siipernatanlarin
test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.  Deney sonunda
proteolitik enzim uygulamasinda antimikrobiyal aktivitesini yitirmis olan, proteolitik
enzimlerle hidrolize olan antimikrobiyal maddeler “bakteriyosin benzeri madde”
(BBM) olarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak sadece slipernatan ve enzim + tampon

¢oOzeltisi kullanilmistir.

3.2.5.4. Organik c¢oziiciilere direnc

Organik ¢oziiciilerin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesinde
kloroform (% 10), propanol (% 10), metanol (% 10), etil alkol (% 10), aseton(%10),
hekzan (% 25) ve etil eter (% 25) ¢oziiciileri kullanilmistir. Kullanilan ¢oziiciiler,
hazirlanan siipernatan icerisine %10 oraninda ilave edilip 25 °C’de 1 saat inkiibasyona

birakilmigtir. Bu islemin ardindan 6rneklerin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.
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Organik ¢oziicii icermeyen siipernatan 6rnekleri kontrol olarak kullanilmistir (Asutay,

2000).

3.2.5.5. Bazi deterjanlara ve kimyasal maddelere direnc

Bakteriyosinin bazi deterjan ve kimyasal maddelere direncinin belirlenmesi i¢in,
%10 oraninda ¢ozelitileri hazirlanan sodyum dodesil siilfat (SDS), tween 80, iire, triton
X-100 ve EDTA kullanilmistir. Bu ¢dzeltler, hazirlanan siipernatan igerisine %l
oraninda ilave edilmis ve 37°C’de 5 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Deterjan ve kimyasal icermeyen siipernatan

ornekleri kontrol olarak kullanilmistir (Asutay, 2007).

3.2.6. Depolama Sicakhg1 ve Siiresinin Bakteriyosin Benzeri Maddenin
Aktivitesine Etkisi

Bu asamada, LAB izolati tarafindan iiretilen BBM’ nin depolama sicakligi ve
zamanina bagh olarak aktivitesini koruyup korumadigi sorgulanmistir. Bu amagla
hazirlanan siipernatan Ornekleri liyofilize edilmis ve 4 ve 25 °C de depolanmistir.
Liyofilizasyon islemi -76 °C de 0,0010 mbar (Christ) basing altinda gergeklestirilmistir.
Toplam 75 giinlik depolama siiresinde 15 giin araliklarla Ornekler alinarak test

organizmalarina kars1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir (Yildirim and Johnson,

1998).

3.2.7. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Kismi Saflastirilmasi

BBM’ nin kismi saflastirilmasinda ilk olarak kiiltiir sivis1 santrifiij (5000 g’de 10
dk) edilerek hiicre uzaklastirilmis ve siipernatan elde edilmistir. Siipernatan igerisine
kademeli olarak % 80 oraninda amonyum siilfat ilave edilmis ve 4 °C’de bir gece
calkamali etiivde birakilmistir. Elde edilen karisim santrifiij edilmistir (3000 g/ 30 dk).

Santrifiij sonras1 elde edilen pellet kism1 10mM pH:6 fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir.
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Cokelti, onceden hazirlanan diyaliz tiiplerinde (Sigma Aldrich, 12400 MWCO, Size: 23
m*15mm) fosfat tamponuna kars1 4 °C de diyalize birakilmistir. Diyaliz sonrasi elde
edilen kismen saflastirilmis ve konsantre edilmis BBM -20 °C de muhafaza edilmistir

(Lee, et al., 1999; Koral, 2011).

3.2.8. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Molekiil Biiyiikliigiiniin Tayini

Bakteriyosin benzeri madde kismen saflastirilmis ve konsantre edildikten sonra
SDS-PAGE (BIORAD Mini-PROTEAN Tetra Cell System) kullanilarak molekiil
biiyiikliigi saptanmaya c¢alisilmistir. Uygulanan yontemde %15’ lik ayirma, %5’ lik
yikleme jelleri kullanilmistir.  Jeller dokiiliip 6rnek yiiklendikten sonra sisteme;
yiikleme jeli igin 35 mA, ayirici jel i¢in 50 mA elektrik akimi uygulanmistir. BBM’ nin
elektroforetik ayrimindan sonra jeller iki kisma boliinmistiir. Bir kismi marker ile hizli
giimiis boyamaya tabi tutulmustur, diger kismi ise antimikrobiyal aktivite tayini i¢in
yikama soliisyonlarina ayrilmigtir. Antimikrobiyal aktivite i¢in ayrilan jeller fiksasyona
birakilmis, daha sonra SDS nin uzaklastirilmasi i¢in TritonX-100 ile yikanmistir.
Distile su ile yikanan jeller 10 ml Niitrient agar bulunan petri igerisine yerlestirlmistir.
Uzerine, patojen test bakterilerinin eklendigi yarikat: niitrient agar (7ml) ilave edilmis
ve 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Marker ile hizli giimiis boyamaya tabi
tutulan jeller ise boyanarak bantlar elde edilmistir. Sigma molekiil marker standart
proteinlerden olugmaktadir. Belirlenen miktarda saf su ile ¢ozdiiriildiikten sonra
elektroforeze yiiklenmek icin hazir hale gelmektedir. Marker, elektroforezde yiiriitiilen
proteinin esit ve 1yi tanimlanmis gruplarin dagilimini elde etmek amaci ile formiile
edilmistir (Sigma). Elde edilen bantlar ile antimikrobiyal aktivite ¢aligmasindan alinan
zonlar karsilastirilarak aktiviteden sorumlu molekiiliin biiytikliigii belirlenmistir (Deraz,

et al., 2005; Koral, 2011; Ugras, et al., 2012; Tiibitak MAM, 2011).
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3.2.9. Bakteriyosin Benzeri Madde Uretiminin Optimize Edilmesi

Calismanin bu asamasinda tiretilen BBM’ nin en verimli liretimi saglamak amaci
ile cevresel faktor olarak sicaklik ve pH, besinsel faktor olarak karbon kaynagi tercihleri

arastirilmistir.

Bakteriosin aktivitesi ise Jiang ve ark. (2004) tarafindan Onerilen asagidaki
formiil aracilig1 ile belirlenmis ve her mililitre siipernatantin sahip oldugu arbitrary unit

(AU/ml) olarak ifade edilmistir

AU/ml =(Dfi) *.1000.v*

AU= Arbitrary Unit

Dfi= zon olusumunun goézlendigi en yiiksek diliisyon

V= plaklardaki oyuklara aktarilan hacim (ml) (Wu et al. 2004; Koseoglu, 2007).

3.2.9.1. pH Tercihi

Baslangi¢c pH’s1 4, 5, 6, 7, 8 ve 9° a ayarlanan MRS siv1 besiyerine % 2 oraninda
inokiile edildikten sonra inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu agar kuyu
yontemiyle antimikrobiyal aktivite testi yapilmis ve elde edilen sonu¢ AU/ml olarak

ifade edilmistir

3.2.9.2. Sicakhik Tercihi

Izolatin bakteriyosin iiretimi igin en uygun sicaklik tercihi, % 2 oraninda
inokiile edilen besiyerinin 8 farkli sicaklikta (15, 20, 25, 30, 33, 35, 37, 40°C)
inkiibasyonu sonucu agar kuyu yontemiyle antimikrobiyal aktivite testi yapilmis ve elde

edilen sonu¢ AU/ml olarak ifade edilmistir.



3.2.9.3. Karbon Kaynag Tercihi

48

Izolatin bakteriyosin iiretimini arttirmak icin besinsel faktorlerin belirlenmesi

asamasinda MRS Broth besiyerinin iceriginde bulunan karbon kaynaginin degistirilerek

denenmesi planlanmastir.

MRS Broth besiyerinde kullanilacak karbon kaynaklarinin

secilmesi islemi ise biolog test sistemi (GEN I11) ile gergeklestirilmistir. Biolog testi ile

23 karbon kaynagi, 5 azot kaynagi, 6 mineral tuz ve 2 pH degeri ¢alisilmistir. Karbon

kaynagi tercihinin belirlenmesi asamasinda, dnceki asamalarda belirlenmis optimum pH

ve sicaklik degerleri kullanilmistir. Her besiyeri i¢in 3 erlen kullanilmis olup, her erlen

icin agar kuyu yontemiyle antimikrobiyal aktivite testi yapilmis ve elde edilen sonug

AU/ml olarak ifade edilmistir.

GEN Il MicroPlate ™

AT A2 At A5 AB A9 AT0 A12
Negative Control |Dextrin D-Maltose D-Trehalose D-Celloblose D-Turanose Stachyose Positive Control pHS
B1 B2 B3 B4 B85 88 89 810 B11 812
D-Raffinose a-D-Lactose D-Melibiose B-Methyl-D- D-Salicin N-Acetyl-D- N-Acetyl 1% NaCl 4% NaCl 8% NaCl
Glucoside Acid
Gl cz c3 c4 [ c8 =) C10 ci2
a-D-Glucose D-Mannose D-Fructose D-Galactose 3-Methyl Glucose L-Rhamnose  |Inosine 1% Sodium D-Serine
Lactate
o1 D2 D3 La D 08 D9 o10 D12
D-Sorbitol D-Mannitol o yo-l Glycerol D-Aspartic Acid | D-Serine
€1 €2 3 |Ea 15 €8 9 €10 Ei2
Gelatin Glycyl-L-Proline |L-Alanine L-Arginine L-Aspartic Acid L-Pyroglutamic L-Serine Lincomycin Niaproof 4
Acid

F1 F2 F3 Fa F5 F8 F9 F10 F12
Pectin D L D-Gluconic Acid [D- Quinic Acid D Acld

Acid Acid Lactone Acid Blue
G G2 G3 Ga [ G8 Go G0 G1z
p-Hydroxy- Methyl Pyruvate |D-Lactic Acid  [L-Lactic Acid  Citric Acid L-Malic Acid Bromo-Succinic |Nalidixic Acld Potassium
Phenylacetic Methyl Ester Acid Tellurite
Acid
H HZ H3 He H5 WO I H12
Tween 40 y-Amino-Butryric |a-Hydroxy- p-Hydroxy-DL- |a-Keto-8 Acetic Acid Formic Acid Aztreonam Sodium Bromate

Acid Butyric Acid Butyric Acid Acid

Sekil 3.2. Biolog testinde ¢aligilan parametreler
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3.2.10. Derin Kiiltiir Kosullarinda Bakteriyosin Benzeri Madde Uretimi

3.2.10.1.Erlen o6l¢eginde iiretim

Erlen oOlgeginde, optimize edilmemis ve edilmis MRS Broth besiyerleri
karsilastirilmistir. Bu asamada inceleme parametresi olarak canli hiicre sayimlari,
antimikrobiyal aktivite ve besiyeri pH s1 degerleri izlenmistir. Canli hiicre sayist MRS
besiyerinde kiiltiirel sayim yontemi ile ve antimikrobiyal aktivite degerleri (AU/ml)

agar kuyu yontemi ile belirlenmistir.

3.2.10.2. Kanistirmah Tank Reaktor (KTR) dlceginde iiretim

Bu asamada, biiyiik 6l¢ekte bakteriyosin tiretimi saglamak i¢in, erlen 6lgeginde
elde edilen optimum kosullar1 KTR (New Brunswick, Bioflo 110) kosullarina
uygulanarak 6lgek biiylitme calismasi gerceklestirilmistir. Biiylime kosullar1 olarak 30
°C inkiibasyon sicaklig1 ve 75 rpm Karistirma hizi kullanilmistir. Zaman araliklarinda
alinan 6rneklerde canli hiicre sayisi ve antimikrobiyal aktivite verileri erlen dlgegindeki

yontemler ile belirlenmistir.

Optimize edilmemis ve edilmis kosullarda erlen 6lgeginde ve optimize edilmis
kosullarda KTR 6l¢eginde gergeklestirilen galigmalarda {iretilen zamana bagli biyomas

(X) miktarinin izlenmesi ile

, dinX
spesifik biiyiime hizi, p = n (1/d)

degeri hesaplanarak organizmanin biiylime kinetigi incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cesitli Yirtict Kuslarin Sindirim Yolunda Kolonize Olan Laktik Asit Bakteri
(LAB) Suslarinin izolasyonu

Bu calismada, iilkemizde dagilim goOsteren Kara Akbaba, Sah Kartal, Kizil
Sahin, Atmaca ve Delice gibi énemli yirtict kus tiirlerinin agiz, kloak ve digkilarindan
ornekler alinmis ve BBM iireten bakterilerin izolasyonu amaciyla incelenmistir. Bu
asamada 7 adet Kara Akbaba ( 6 adet yavru ve 1 adet ergin birey), 1 adet Sah Kartal
(ergin birey), 5 adet Kizil Sahin (ergin birey), 1 adet Sahin (ergin birey) ve 1 adet
Atmaca (ergin birey) kuslarindan bakteri izolasyonu yapilmistir. Bu kuslardan 2 adet
Kara Akbaba’ nin (yavru birey) diski 6rne8i disinda diger ornekler agiz ve kloak
bolgelerinden temin edilmistir. Bu 6rneklerden toplam 45 adet bakteri izolat1 elde
edilmistir. Izolasyonu yapilan bakterilere uygulanan testler sonucu Delice kusundan
izole edilen muhtemel 5 adet LAB nin; Gram pozitif, katalaz negatif ve endospor
olusturmadigi belirlenmistir. Diger kuslardan alinan 6rneklerin, geleneksel yontemlerle
yapilan testlerde istenilen morfolojiye sahip olmadig1 belirlenmistir. Izolasyonu yapilan
muhtemel laktik asit bakterileri %20 lik gliserol igeren MRS brothlarda -20 °C de ve
MRS yatik agarlarda 4 °C de saklanmistir.

4.2. LAB izolatlarmin Bakteriyosin Benzeri Madde Uretme Potansiyelinin

Belirlenmesi

Delice kusundan elde edilen ve belirtilen 6zellikleri ile muhtemel LAB oldugu
diisliniilen toplam 5 adet bakteri izolati, oncelikle agar sandvi¢ ve agar kuyu yontemleri
kullanilarak antimikrobiyal aktivitelerinin varlig1 belirlenmistir. Daha sonra belirlenen
antimikrobiyal aktivitenin organik asit ya da H;O, firetiminden kaynaklanip

kaynaklanmadig1 sorgulanmustir.



4.2.1. Agar sandvi¢ yontemi

Delice kusundan

izole edilen 5 adet LAB

izolatinin,

o1

kullanilan test

organizmalarina kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. izolatlarin agar sandvi¢ yontemiyle test organizmalarina kars1

antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi (inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden

verilmigtir).
Izolat No
Test organizmalart 16-1 16-2 16-6 16-16 16-17

Koloni | Zon | Koloni | Zon | Koloni | Zon | Koloni | Zon | Koloni | Zon

¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 ¢ap1 cap1

B.cereus 8 >44 8 >44 7 >44 10 >44 7 >44
B.subtilis 8 >44 8 >44 8 >44 8 >44 8 >44
E. faecalis 9 >44 8 >44 8 28 9 33 9 >44
E.faecium 8 20 8 21 8 19 8 18 8 21
E.coli 10 >44 10 >44 9 >44 9 >44 9 >44
E.coli 0157 7 34 8 44 7 37 8 32 7 23
MRSA 7 21 7 22 7 21 7 21 7 22
M. luteus 7 >44 7 >44 7 >44 7 >44 7 >44
L. plantarum 7 20 8 21 8 21 8 20 8 20
L. acidophilus 7 19 7 18 7 21 7 20 7 21
L. lactis. lactis 7 >44 7 17 7 21 7 >44 7 >44
L. lactis cremoris 8 20 8 20 7 20 8 20 6 17
L. pentosus 7 21 7 19 7 19 7 21 7 21
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L. fermentum 11 24 12 23 10 21 13 21 10 20
L. mesenteroides 12 20 13 20 12 20 13 22 9 19
'gub”;?irfr;‘;'ﬂgs 8 20 8 21 8 20 8 20 8 19
L.monocytogenes 8 >44 8 >44 8 >44 8 >44 8 >44
P. aeruginosa 7 >44 7 >44 7 >44 7 >44 7 >44
S. aureus 6 30 7 25 7 29 8 33 8 32
VRE 7 22 7 20 7 22 7 21 7 21
W. viridescens 7 24 7 22 7 21 7 18 7 18

4.2.2. Agar kuyu yontemi

Delice kusundan izole edilen 5 adet LAB izolatindan elde edilen siipernatanin

kullanilan test organizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu yontemi ile de

belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. 1zolatlarin agar kuyu yontemiyle test organizmalarina kars: antimikrobiyal

aktivitesinin belirlenmesi (Kuyu ¢ap1 10 mm olup inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden

verilmistir).
Izolat No
Test organizmalari
16-1 16-2 16-6 16-16 16-17
B.cereus - - - - -
B.subtilis 15 16 10 10 17
E. faecalis 18 18 19 20 17
E.faecium 13 12 15 15 12
E.coli - - - - -
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E.coli O157 - - - - -

MRSA 16 15 17 16 15

M. luteus - - - - -

L. plantarum - - - - -

L. acidophilus - - - - -

L. lactis. lactis - - - - -

L. lactis cremoris 14 14 15 15 13
L. pentosus 13 14 14 13 13
L. fermentum 13 13 13 12 13

L. mesenteroides - - - - R

L. mesenteroides subsp.
Cremoris.

L.monocytogenes - - - - -

P. aeruginosa - - - - -

S. aureus 18 19 18 17 17

VRE 19 20 17 16 15

W. viridescens - - - - R

- Aktivite belirlenmedi

4.2.3. LAB izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Onaylanmasi

Indikator test bakterilerinin gelisiminin organik asit iiretiminden kaynaklanan
diisiik ortam pH’1 ve H2O; gibi metabolitler tarafindan engellenmedigini gdstermek
gerekmektedir. Bu amacgla gerceklestirilen nétralizasyon ve katalaz muamelesi

sonucunda antimikrobiyal aktivitenin korundugu onaylanmistir ( Cizelge 4.3.)
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Cizelge 4.3. LAB lere ait kiiltiir siipernatanlarinin katalaz enzimi ve nétralizasyon

islemi sonrasi antimikrobiyal aktiviteleri (%)

[zolat No
16-1 16-2 16-6 16-16 16-17

Deneme Grubu

Islem gérmemis kiiltiir sivis 100 100 100 100 100

Katalaz enzimi ile islem gormiis kiiltiir sivist

100 100
(H,0, etkisi) 100 100 100

Notralize edilmis kiiltiir s1visi
100 100 100 100 100

(Organik asit etkisi)

4.3. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB Izolatlarimin Karakterizasyonu ve

Tanilanmasi
4.3.1. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB izolatlarinin Karakterizasyonu
4.3.1.1. Virulans Faktorlerinin Belirlenmesi

[zolasyonu yapilan ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen LAB izolatlari, gesitli

virulans faktorleri agisindan arastirilmistir.  Yapilan testlerde ise hemoliz, DNAz,

jelatinaz ve koagiilaz negatif oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4.)

Cizelge 4.4. LAB izolatlariin viriilans faktorlerinin belirlenmesi

Izolat No
Test ad1
16-1 16-2 16-6 16-16 16-17
DNAz - - - - -
Hemoliz - - - - -
Jelatinaz - - - - -
Koagiilaz - - - - -

- . Negatif sonug
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Calismanin bu asamasinda elde edilen tiim sonuglarin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda malzeme, isgiicli ve zamandan kazanabilmek amaci ile ¢alismaya sadece 16-

1 kodlu izolat ile devam edilmesi uygun gorilmistiir.

4.3.2. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB izolatlarinin Tanilanmasi

4.3.2.1. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemler

Bakteriyosin benzeri madde iirettigi belirlenen ve saf kiiltiirii hazirlanan 16-1
izolatin1 cins seviyesinde tanilayabilmek igin ilk olarak morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri sorgulanmistir. Bu testler sonucunda elde edilen veriler gizelge
4.5. te toplu olarak sunulmustur. Analizler sonucunda izole edilen 16-1 izolatinin;
Gram pozitif, tek, ikili ve kisa zincirler halinde kok ve sporsuz oldugu gdzlenmistir.
Bakterinin katalaz negatif oldugu ve endospor olusturma Ozelligine sahip olmadigi
tespit edilmistir. Ayrica TTC ve nisasta testleri negatif; tellurit ve sorbitol, testleri
pozitif olarak belirlenmistir. Arjininden amonyak olusumu, kazein hidrolizi,
ekzopolisakkarit iiretimi ve Voges Proskauer aktivitesinin oldugu saptanmistir.
Bakterinin %4 ve 6,5 NaCl konsantrasyonlarinda gelisebildigi fakat %18,5 NaCl
konsantrasyonunda  gelisemedigi  belirlenmistir. Ayrica  bakterinin  %0,1
konsantrasyonunda metilen mavili siitte gelisebildigi, %0,3 konsantrasyonunda
gelisemedigi belirlenmistir. Litmus katilmig siitte gelisen bakterinin gelisirken laktozu
ayristirmig ve siitle laktozun ayrigmasi sonucu asit meydana gelmesi, litmus'un renginin
pembelesmesine ve ayni zamanda siitlin pihtilagsmasina neden olmustur. Bakterinin pH
gelisme araligini belirlemek amaci ile pH 1, 2 ve 3 te 2, 4 ve 6 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonucu pH 1 ve 2 de 2. saat ten sonra bakterinin gelismedigi
goriilmiistiir. pH 3 te ise 4. saatte de gelisimini devam ettirdigi ancak 6. saatte

gelisemedigi belirlenmistir (Cizelge 4.5.).



Cizelge 4.5. 16-1 izolatinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesi
Analiz Sonug
Gram reaksiyonu +
Hiicre sekli Kok
Endospor varligi -
Katalaz testi -
Anaerobik kosullarda biiylime +
TTC de biiyiime -
Telluritte biiyiime +
Nisasta hidrolizi -
EPS tiretimi +
Voges - Proskauer (VP) testi +
Sorbitol fermentasyonu +
Farkli NaCl konsantrasyonlarinda biiylime;
% 4
% 6,5 +
% 18,5 -
Metilen Mavili Siitte Biiyiime
% 0,1 +
% 0,3
Litmus Milk’ te Biiyiime
Beyaz renk +
Pembe renk +
Cokelme +
Arjininden Amonyak Olusumu +
Kazein Hidrolizi +
pH Gelisme Aralig1
2. saat +
pH1 4., saat -
6. saat -
2. saat +
pH2 4. saat
6. saat -
2. saat +
pH3 4. saat +
6. saat -

+ : Pozitif sonug; - : Negatif sonug
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4.3.2.2. Molekiiler yontemler

4.3.2.2.1. Q-PCR Sonuclar

Q-PCR sonucunda elde edilen ¢ogalma ve erime egrileri Sekil 4.1° de
verilmistir. Sekil 4.1’ de gorildigi gibi, Q-PCR’da DNA’larin logaritmik ¢ogalmaya
basladigi dongii sayis1 (Esik Dongii Sayist Ct) 20’nin altindadir. Bu durum DNA
cogalma reaksiyonun verimli gergeklestigini gostermektedir. Sekil 4.2” de gorildiigi
gibi, erime egrisi analizi sonucunda tek bir pik elde edilmistir. Bu durum PCR

sonucunda tek bir iiriin elde edildigini gdstermektedir.

Sekil 4.1. LAB izolatinin ¢gogalma egrisi Sekil 4.2. LAB izolatinin erime egrisi

4.3.2.2.2. Dizi Analizi Sonuclari
Izolatimizin elde edilen dizi analizi sonuglari, Fasta formatinda asagida

verilmistir.

>16 Ileri Okuma
GGGTGCTATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTC
AATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACC
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CATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTT
TATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT
GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCAC
GATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAA
AGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAA
CTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACG
GTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA

>16 Geri Okuma
GGCTACTTGTTACGACTTCACCCCAATCATCTATCCCACCTTAGGCGGCTGG
CTCCAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTG
ACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATC
CGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCC
GAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTC
GTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAG
AGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTAC
TCCCC

Elde edilen dizilerin biyoinformatik analiz sonuglar1 Cizelge 4.6.” da 6zetlenmistir.



Cizelge 4.6. LAB izolatinin Biyoinformatik Analiz Sonuglar1
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Ham datada 16S rRNAda
Numune Adi degerlendirilen esle$en.baZIarm [E)NAI‘( Organizma Benzerlik
Kisim pozisyon Databank No
numaralari
fleri Okuma 11-701 5-696 IX437938.1 | creorococcus | 691/691 (100%)
Geri Okuma 9-636 1519-896 JX437938.1 faecium 6241624 (100%)

Bu veriler 1s1ginda izolatimizin ait oldugu tiir Enterococcus faecium olarak

belirlenmistir.

4.4. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin Gelisme Fazinin BBM Uretimine Etkisi

Yapilan g¢alismada Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM yi gelisme

fazinin 18. saatinde maksimum seviyede iirettigi belirlenmistir. 24 saat boyunca 2 saate

bir alinan 6rneklemelerde 18-20. saatten sonra aktivitenin sabit kaldig1 belirlenmistir

(Sekil 4.3.). Bundan sonra ki yapilan ¢alismalarda inkiibasyon siiresi olarak 18. saat

secilmistir.
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24

E. faecalis

S. aureus

Sekil 4.3. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin gelisime fazinda BBM iiretimi
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4.5.  Antimikrobiyal Aktiviteden Sorumlu Maddenin Karakterizasyonu

45.1. Isil stabilite

Enterococcus faecium 16-1 in sahip oldugu antimikrobiyal etkinin BBM’ den
kaynaklandigint belirlemek ve bu BBM’ yi karakterize etmek amaci ile 1s1l stabilitesi
belirlenmistir.  BBM’ nin 1s1l islemlerde yiiksek oranda stabil kaldigi gorilmiistiir
(Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Farkli 1s1l igslem ve siire uygulamalarinin BBM ‘nin antimikrobiyal

aktivitesi tizerine etkisi (%)

islem sicakhigi (“C) Siiresi (dk) Antimikrobiyal aktivite (%)
S. aureus E. feacalis
15 100 100
Kontrol
30 100 100
15 100 100
45
30 100 100
15 100 100
60
30 100 100
15 100 98
90
30 0 0
15 100 98
100
30 0 0
15 0 0
121
30 0 0




4.5.2.pH stabilitesi

Bu c¢alismada, BBM’ yi karakterize etmek amaci ile pH stabilitesi belirlenmistir.

BBM’ nin pH stabilitesi ¢alismasinda zamana kars1 genis pH araliginda yiiksek oranda

stabil kaldig1 goriilmistiir (Cizelge 4.8. - 4.9.).

Cizelge 4.8. Farkli pH derece ve siire uygulamalarinin Staphylococcus aureus' a karsi

antimikrobiyal aktivite tizerine etkisi (%)

Antimikrobiyal aktivite (%)
pH
Deneme Zaman (saat) 0 6 - 24
Kontrol 100 100 100 100
Nétralize 100 100 100 97
’ Notralize olmayan 119 124 131 106
Nétralize 100 100 100 100
’ Notralize olmayan 100 118 120 103
Noétralize 100 100 100 100
* Notralize olmayan 97 106 97 97
Nétralize 100 100 97 94
° Notralize olmayan 92 97 103 97
Notralize 100 100 100 94
° Notralize olmayan 92 100 103 100
Noétralize 92 100 100 97
! Notralize olmayan 89 109 108 100
Notralize 86 100 100 100
° Notralize olmayan 86 109 94 103
Notralize 86 100 89 100
? Notralize olmayan 83 97 94 100
Nétralize 83 97 81 100
H Notralize olmayan 78 91 86 97
Notralize 78 94 86 100
H Notralize olmayan 75 82 89 103
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Cizelge 4.9. Farkli pH derece ve siire uygulamalarinin Enterococcus faecalis' e kars1

antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi (%)

Antimikrobiyal aktivite (%)

P Deneme Zaman (saat) 0 6 18 24
Kontrol 100 100 100 100
Noétralize 100 100 100 100

? Notralize olmayan 131 140 163 88
Nétralize 100 100 100 100
’ Notralize olmayan 119 129 154 94
Notralize 100 100 100 100
! Notralize olmayan 97 100 117 100
Nétralize 100 100 100 100
° Notralize olmayan 97 97 106 103
Nétralize 100 100 100 100
° Notralize olmayan 100 103 114 97
Noétralize 100 100 100 97
! Notralize olmayan 103 111 114 94
Nétralize 100 100 100 100
° Notralize olmayan 97 97 106 91
Notralize 100 100 86 97
° Notralize olmayan 94 91 86 94
Nétralize 91 89 86 94

0 Notralize olmayan 0 94 91 100
Notralize 88 86 91 91

H Notralize olmayan 0 89 94 100




63

4.5.3. Proteolitik enzimlere direng

Proteolitik enzimler ile muamele edilen slipernatan test organizmalarina karsi
aktiviteleri denenmis ve liretilen metabolit proteolitik enzimler ile aktivitesini yitirmistir
(Cizelge 4.10.).  Siipernatanin sahip oldugu aktivitenin proteinaz K enzimine
duyarliligina iliskin gorsel veriler Sekil 4.4 - 4.6’ da sunulmustur. Bu sonuca dayanarak
Enterococcus faecium 16-1 tarafindan iiretilen metabolitin protein karakterinde oldugu
belirlenmistir.

Laktik asit bakterileri, siitte bulunan ana protein kazeinin par¢alanmasindan

gelisimini igin zorunlu olan aminoasitleri saglayabilmektedir.

Cizelge 4.10. Proteolitik enzimlerin BBM’ nin antimikrobiyal aktivitesi tizerine etkisi

Antimikrobiyal aktivite (%)
Enzimler (1 mg/mi) S. aureus E. faecalis
Stipernatan 100 100
Pepsin 98 96
Pepsin + tampon 0 0
Tripsin 94 100
Tripsin + tampon 0 0
a-Kemotripsin 0 0
a-Kemotripsin + tampon 0 0
Proteaz 0 0
Proteaz + tampon 0 0
Proteinaz K 0 0
Proteinaz K + tampon 0 0




Sekil 4.4. BBM’ nin E. faecalis’ ¢ kars1 aktivitesi

Sekil 4.5. Proteinaz K ile islem gérmiis BBM nin E. faecalis’ e karsi aktivitesi
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Sekil 4.6. Proteinaz K + tampon ¢6zeltisinin E. faecalis’ e kars1 aktivitesi

4.5.4. Organik c¢oziiciilere diren¢

Enterococcus faecium 16-1 in sentezledigi BBM denemeye alinan organik

¢oziiciilerden etkilenmedigi belirlenmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. BBM’nin antimikrobiyal aktivitesi tizerine 25°C de 1 saat uygulanan

organik ¢oziiciilerin etkisi (%)

Organik ¢oziiciiler / Konsantrasyonlari

Antimikrobiyal aktivite (%)

Stipernatan 100
Kloroform (%10) 100
Propanol (%10) 100
Metanol (%10) 100
Etanol (%10) 100
Hekzan (%25) 100
Eter (%25) 100
Aseton (%10) 100

* Antimikrobiyal aktivite S. aureus ve E. faecalis test organizmalari ile belirlenmistir
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4.5.5. Baz1 deterjanlara ve kimyasal maddeye direng

BBM nin aktivitesi iizerine bazi deterjanlar ve kimyasal maddelerin etkisinin

olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. BBM’nin antimikrobiyal aktivitesi tizerine 37°C de 5 saat uygulanan
deterjan ve kimyasal maddelerin etkisi (%)

Deterjanlar / Konsantrasyonlari Antimikrobiyal aktivite (%)
Stipernatan 100
SDS (%10) 100
Tween 80 (%10) 100
TritonX-100 (%10) 100
Ure (%10) 100
EDTA (%10) 100

* Antimikrobiyal aktivite S. aureus ve E. faecalis test organizmalart ile belirlenmistir.

4.6. Depolama Sicakhig1 ve Siiresinin Bakteriyosin Benzeri Maddenin Aktivitesine
Etkisi

Bakteriyosinler gida koruyucu olarak kullanilmaktadir. Enterococcus faecium
16-1 in sentezledigi BBM nin de ayni amagla kullanilabilmesi i¢in yapilan ¢alismada
aktivitenin denemeye alinan sicakliklarda 2,5 ay siire devam ettigi belirlenmistir (Sekil

4.7.-48).
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4.7. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Kismi Saflastirilmasi

BBM nin kismi olarak saflastirilip karakterize edilmesi amaci ile konsantre
edilmis ve konsantre silipernatan ve normal olarak hazirlanan silipernatanin
karsilastirilmistir.  Bradford yontemi ile protein igerikleri belirlenmis ve yiizde
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir (Cizelge 4.13.). Elde edilen konsantre BBM

nin molekiil bliylikliigii tayini ¢alismast yapilmistir.

Cizelge 4.13. Konsantre BBM nin aktivitesi ve protein igerigi

Antimikrobiyal Aktivite (%) Protein
Deneme gruplari (mg / ml)
S. aureus E. faecalis
Stipernatan 100 100 0,18
Konsantre kiltiir s1visi 125 1194 6,88

4.8. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Molekiil Biiyiikliigiiniin Tayini

BBM amonyum siilfat ile ¢oktiiriiliip diyaliz yapilmis sonra konsantre olarak
elde edilen siipernatan SDS-Page elektroforezde yiiriitiilmiistiir.  Yiriitiilen jellere
uygulanan hizli giimiis boyama ile hem marker hemde BBM nin bantlar1 belirlenmistir.
Elde edilen bantlarin, BBM oldugunu teyit etmek icin S. aureus ve E. faecalis test

organizmalarina kars1 denenmis ve aktivitesi belirlenmistir (Sekil 4.9.).
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55 kDa
36 kDa

29 kDa
24 kDa

14.5 kDa

Inhibisyon Zonu
6.5 kDa

a. Molekiiler agirligi dagilimi Sigma marker

b. Amonyum siilfat ve diyaliz ile konsantre edilmis 6rnek

C. S. aureus test organizmasina kars1 antimikrobiyal aktivite
d. E.faecalis test organizmasina kars1 antimikrobiyal aktivite

Sekil 4.9. BBM’ nin molekiil biiyiikliigiiniin ve elde edilen bantalarin aktivitesinin
belirlenmesi

4.9. Bakteriyosin Benzeri Madde Uretiminin Optimize Edilmesi

Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM yi en verimli iiretimi i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Optimizasyon ¢alismalarinda antimikrobiyal aktivite Arbitrary
Unit (AU/ml) olarak hesaplanmustir.

4.9.1. pH Tercihi

Bir zamanda bir faktor olarak calisilan optimizasyon g¢alismalarinda denemeye
alinan 6 farkli besiyeri baslangic pH degerinden Enterococcus faecium 16-1 izolatinin
pH 6 da BBM’ yi en verimli iirettigi belirlenmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Enterococcus faecium’ un BBM iiretiminde besiyeri pH tercihi

4.9.2. Sicaklik Tercihi

Denemeye alinan 8 farkli sicaklik degerinden, Enterococcus faecium izolatinin
BBM yi en verimli iirettigi inkiibasyon sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir (Sekil
4.11)).
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Sekil 4.11. Enterococcus faecium’ un BBM iiretiminde inkiibasyon sicakligi tercihi

4.9.3. Karbon Kayna@ Tercihi

Bu asamada oncelikle biolog test sisteminden alinan veriler degerlendirilmistir.

Denemeye alinan karbon kaynaklari, biolog testinin sonucunda organizmanin normal ve

smir seviyede kullanabildigi karbon kaynaklar1 (Glukoz, Sukroz, Fruktoz, Gliserol,

Laktoz, Nisasta) belirlenerek caligilmistir (Sekil 4.12.). Denemeye alinan karbon

kaynaklarindan Laktoz lu besiyerinde BBM iiretiminin optimum oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.13.).
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Well Color Values

Pl | 1 2 5% T @t BN RS R GOt e
A 157 <218 {189 <218 {184 <224 <262 <248 {206 <26 <231 <240
B 154 {206 {198 {202 {20-{195 {209 <240 {197 <238 <219 <24
C | 170 <223 <224 <237 <229 <24 {211 <7 <23%-(211 68 ({ 144+
D ({185 {190 {194 <241 <258 <248 <247 {212 {209- 71 (217- 68
E 138 {182 (189 {200 {208 <215 159 {210 {200 73 {192- ©4
Foo{175 (200 {184 <203 {208 {192 (204 {194 {202 & <218 133
G 126 <26 {202 {190 <286 {27 {201 <250 <264 <218 103+<229
Ho<219-{198 {188 {208 <242 <242 <231 <231 {210 <229 <22 <2M

<x: pozitif, x: negatif, <x-: yalanci pozitif, x+: yalanci negatif, {x: sinir seviye

Sekil 4.12. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin biolog testi sonucu

Biolog testi sonucunda Enterococcus faecium 16-1 izolati Glukoz, Sukroz,
Gliserol ve Fruktoz karbon kaynagini normal seviyede kullandigi, Nisasta ve Laktoz
karbon kaynaklarin1 ise smir seviyede kullandigr belirlenmistir.  Bu sonuglar
dogrultusunda Enterococcus faecium 16-1 izolatinin kullanabildigi ve smir seviyede

kullandig1 karbon kaynaklari ile karbon kaynagi tercihi ¢aligilmistir.
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Sekil 4.13. Enterococcus faecium’ un BBM iiretiminde karbon kaynag tercihi

Optimize ¢aligmalari ile Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM iiretimini en

verimli gergeklestirdigi kosullar belirlenmis ve bundan sonra ki agamada bu kosullar

kullanilmigtir (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4.14. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM {iretimi i¢in optimum kosullar

Faktérler Optimimum kosullar Antimikrobiyal aktivite (AU/ml)
S. aureus E. faecalis
pH 6 188,24 188,24
Sicaklik (°C) 30 188,24 376,47
Karbon kaynag1 Laktoz 376,47 376,47




74

4.10. Derin Kiiltiir Kosullarinda Bakteriyosin Uretimi

4.10.1. Erlen ol¢eginde iiretim

Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM iiretiminin erlen o6lg¢eginde
tiretiminde optimize olmayan (MRS broth) ve optimize (Cizelge 4.14.) olan besiyerleri
kullamlmistir.  Izolatin bu besiyerlerinde zamana bagl biiyiime oOzellikleri ve

antimikrobiyal aktiviteleri Sekil 4.14. ve 4.15. te sunulmustur.
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Sekil 4.14. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin optimize olmayan besiyerinde erlen

Olceginde zamana bagl biiyiime 6zellikleri ve antimikrobiyal aktivitesi
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Sekil 4.15. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin optimize besiyerinde erlen 6lgeginde

zamana bagl biiylime 6zellikleri ve antimikrobiyal aktivitesi

4.10.2. Karistirmah Tank Reaktor (Stirred Tank Reactor-STR) dlceginde iiretim

Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM iiretiminin erlen 6lgeginde yapilan

caligmalara paralel olarak optimize kosullar i¢in 6l¢ek biiyliterek reaktor Olgeginde

arastiritlmistir. Karistirmali Tank Reaktor (KTR) ¢alismasinda fermentorden elde edilen

sicaklik, ¢Oziinmiis oksijen ve karistirma hizi verileri biiylimenin gergeklesmesine

olanak saglayacak bigimde stabil ve uygun olarak gerceklestigini onaylamaktadir (Sekil

4.16.). Yapilan ¢alismada alinan sonuglar bakteri biiyiimesi ile reaktor verileri ve

aktivite sonuglarinin paralel gittigi ve Olgek biiyiitme caligmasinin basarili bigimde

gerceklestirildigi goriilmiistir. (Sekil 4.17.).
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Optimize edilmemis ve edilmis kosullarda erlen 6l¢eginde ve optimize edilmis
kosullarda KTR o6l¢eginde gerceklestirilen calismalarda organizmanin spesifik biiyiime

hiz1 degerleri sirasi ile 0,68, 0,65 ve 0,78 olarak belirlenmistir.

5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Cesitli Yirtic1 Kuslarin Sindirim Yolunda Kolonize Olan Laktik Asit Bakteri

Suslarinin izolasyonu

Calismanin bu asamasinda yirtict kuslarin agiz boslugu, kloak ve diski
orneklerinden izole edilen LAB’ nin yeni ve etkili bakteriyosin iiretimi igin
arastirilmistir.  Izolasyonu yapilan 45 adet muhmetel LAB nin geleneksel ydntemler
kullanilarak 6zellikleri belirlenerek Gram pozitif, katalaz negatif ve endospor
olusturmayan 5 adet muhtemel LAB si elde edilmis ve elde edilen izolatlarin
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Bu calisma; bugiine kadar bir¢ok ¢aligmaciya konu olmus bakteriyosin tiretimi,
LAB’ nin izolasyon kaynagi agisindan diger ¢alismalardan farklilik gostermektedir.

Gilinimiize dek gerceklestirilen ¢alismalarda LAB izolasyonu amaci ile peynir
cesitleri (beyaz ve tulum peyniri) (Karagiil, 2010; ), boza (Asutay, 2007; Koral, 2011 ),
insan (Pascual et al., 2008; Uymaz, 2009), siit (Ozkalp, 2006) gibi kaynaklar
kullanilmistir. Bu amagla gergeklestirilen ¢alismalarin baskin g¢ogunlukla siit, boza,
tulum peyniri, beyaz peynir gibi kaynaklara yonelindigi goriilmektedir. Bunun yani sira
az sayida kanath hayvan kokenli calismaya karsin yirtict kuslarin izolasyon kaynagi
olarak degerlendirildigi caligmalar sinirli sayidadir (Winsor et al., 1981; Kocijan et al.,
2009; Carvalho et al., 2003).

Daha 6nceden LAB izolasyon ilgili yapilmis ¢alismalarda; kiimes hayvanlarinin
diskilarindan 45 adet LAB izole edilmis ve yapilan testler sonucu Streptococcus ve
Lactobacillus cinse ait bakteriler oldugu belirlenmistir. Izolasyonu yapilan
Lactobacillus reuteri bakterisinin sadece anti-Campylobacter aktivitesi belirlenmistir

(Nazef et al., 2008). Yapilan diger bir ¢alismada ise bildircinlarin sindirim sisteminden
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LAB izolasyonu yapilmis ve bunlarin antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir (Afdora
etal., 2010).

Bu calismada ise BBM f{iretimi i¢in izolasyonu yapilan bakteriler c¢esitli
testlerden gecirilmis ve morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal olarak muhtemel LAB

olan suslar ¢aligmanin diger asamalarinda kullanilmistir.

5.2. Laktik Asit Bakteri Izolatlarmin Bakteriyosin Benzeri Madde Uretme

Potansiyelinin Belirlenmesi

Delice yirtict kusundan izolasyonu yapilan ve Ozellikleri belirlenen 5 adet
muhtemel LAB izolatinin Oncelikle agar sandvi¢ ve agar kuyu yontemleri ile
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Muhtemel LAB’ lerin  antimikrobiyal aktivitesinin  BBM’  lerden
kaynaklandiginin onaylanmasi i¢in yapilan ¢alismada siipernatanin pH’ 1 6.5° a

ayarlanmis ve katalaz enzimi ile muamele edildikten sonra aktivitesi belirlenmistir.

5.2.1. Agar sandvi¢ yontemi

Agar sandvi¢ yonteminde, muhtemel LAB leri Cizelge 3.3 te belirtilen test
bakterilerine kars1 aktivitesi denenmistir. Elde edilen sonuglar (Cizelge 4.1.) LAB larin
aktivite acisindan patojen suslara kars1 ve yakin akraba tiirlere karsi oldukca basarili
oldugu belirlenmistir. Olduk¢a genis spektrumlu antibakteriyal aktiviteye sahip
olmasinin yanisira E.coli O157 ve antibiyotik direngli MRSA ve VRE gibi bakterilere
yiiksek etkiye sahip olmasi, Enterococcus faecium 16-1 izolat: tarafindan tiretilen BBM

nin yiiksek potansiyelini ifade eden 6dnemli verilerdir.
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5.2.2. Agar kuyu yontemi

Muhtemel LAB lerinin siipernatanlari ile ¢alisilan bu yontemde test bakterilerine
kars1 aktiviteleri belirlenmistir. izole edilen 5 adet muhtemel LAB nin agar kKuyu
yonteminde ayni test bakterilerine karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir.  Bu
bakterilerin ayn1 kustan izole edilmeleri ve klasik identifikasyon testlerinden benzer
sonuglar sunmalar1 nedenleri ile izolasyonu yapilan bakterilerin ayni tiire ait olduklar1
kanisina varilmistir. Bu nedenle ¢alismanin diger asamalarinda sadece bir bakteri
izolat1 ile devam edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteler ise agar sandvig¢ ve agar kuyu
yontemlerinde en yliksek duyarlilik gosteren test bakterileri ile belirlenmistir.

Agar kuyu yontemi ile elde edilen inhibisyon zon caplarimin agar sandvig
yontemi ile elde edilenlerden daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica agar sandvig
yontemi ile inhibisyon elde edilen bazi test bakterilerine karst agar kuyu yontemi ile
inhibisyon zonu elde edilememistir. Bu durum agar kuyu yonteminin aktif maddelerin
difiizyonunu zorlastiran uygulamasindan kaynaklandigi ve bu nedenle az miktarda
iretilen ya da zayif antimikrobiyal aktiviteye sahip metabolitlerin belirlenmesi amaci ile
uygun olmadigi diisiiniilmektedir. Yine de agar kuyu yontemi ile elde edilen veriler de
Enterococcus faecium 16-1 izolati tarafindan iiretilen BBM nin yiiksek potansiyelini

dogrulamaktadir.

5.2.3. LAB izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Onaylanmasi

Denemeye alinan test bakterileri gelisiminin BBM maddeler tarafindan inhibe
edildiginin onaylanmasi1 gerekmektedir. Bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktiviteleri
aktif protein molekiilinden ileri gelmektedir. Ancak LAB antimikrobiyal aktivite
gosteren sentezledigi farkli metabolitler (organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen
peroksit, reuterin) de sentezleyebilmektedir. Bu etkenleri elimine etmek amaci ile
yapilan calismada, LAB izolatlar1 tarafindan organik asit iretiminin antimikrobiyal
aktiviteye katkisini belirlemek i¢in slipernatanin pH 6,5 ye ayarlanmistir. Ayrica
bliyiime ortamindaki hidrojen peroksit’ in aktiviteye katkisin1 sorgulamak igin

slipernatan katalaz enzimi ile muamele edilmistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite
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calismasinda pH 6,5 a ayarlanan ve katalaz enzimi ile muamele edilen kiiltiir sivisinin
aktivitesinin islem gérmemis kiiltiir sivisi ile ayni1 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.).
Bu sonug test bakterilerinin gelisiminin, LAB nin sentezledigi BBM nin antimikrobiyal

aktivitesi ile engellendigini vurgulamaktadir.

5.3. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB izolatlarimin Karakterizasyonu ve

Tanilanmasi

5.3.1. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB izolatlarmm Virulans

Faktorlerinin Belirlenmesi

Elde edilecek olan BBM nin gida koruyucu olarak kullanilmasi amaglandigi i¢in,
BBM iretici bakterinin virulant bir bakteri olmamasi beklenmektedir. Bu nedenle
BBM iireten LAB izolatlar1 dncelikle hemolitik aktivite, koagiilaz, jelatinaz ve DNAaz
enzim tdiretimi gibi virulans faktorleri agisindan arastirtlmistir.  Sonug olarak Delice
kusundan izole edilen 5 adet muhtemel LAB nin virulant Ozellikte olmadig:
belirlenmistir.  Bu durum, eclde edilen izolatlar ile BBM iiretimi konusundaki
caligmalara olanak sagladigi gibi izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi igin

de timit verici goriilmektedir.

5.3.2. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten Laktik Asit Bakteri Izolatlarinin

Tanilanmasi

Izolasyonu yapilan bakteriler geleneksel morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
yontemler ve molekiiler yontemler ile tanimlanmistir. Geleneksel yontemlere gore
yapilan caligmalarda LAB lerin gram boyamalari, mikroskobik goriintiilenmesi
yapilmistir. izolatlarin gram pozitif ve kok mofolojisinde oldugu belirlenmistir. Gram
reaksiyonlar1 belirlenen izolatlara katalaz testi yapilmis, hidrojen peroksit ile muamele
edilen bakterilerin katalaz negatif oldugu belirlenmistir. Daha sonraki asamalarda

karakterizasyon ve tanimlama testlerinden alinan basarili sonuglara bakilarak,
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antimikrobiyal aktivite sonuglarindan alinan benzer sonuglar tek bir bakteri ile devam
edilmesi konusunda fikir vermistir. Bundan sonraki asamalara da Delice kusundan
izole edilen 5 adet bakteriden bir tanesi ile (16-1 kodlu izolat), antimikrobiyal aktiviteler

igin test organizmasi olarak ise S. aureus ve E. faecalis ile devam edilmistir.

Bakteriler biyokimyasal yoOntemler ile cins seviyesinde tanimlanmaya
calisilmigtir. Yapilan c¢alismalarda; TTC ve nigasta testleri negatif; tellurite, sorbitol,
pozitif olarak belirlenmis, arjininden amonyak olusumu, kazein hidrolizi, EPS ve Voges
Proskauer aktivitesinin oldugu saptanmistir. Bakterinin %4 ve 6,5 NaCl
konsantrasyonlarinda gelisebildigi fakat %18,5 NaCl konsantrasyonunda gelisemedigi
belirlenmistir.  Ayrica bakterinin %0,1 konsantrasyonunda metilen mavili siitte
gelisebildigi, %0,3 konsantrasyonunda gelisemedigi belirlenmistir. Litmus katilmig
stitte gelisen bakterinin gelisirken laktozu ayristirmis ve siitle laktozun ayrismasi sonucu
asit meydana gelmesi, litmus'un renginin pembelesmesine ve ayni zamanda siitiin
pthtilasmasina neden olmustur. Bakterinin pH gelisme araligini belirlemek amaci ile
pH 1, pH 2 ve pH 3 te 2, 4 ve 6 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu pH
1 ve 2 de 2. saat ten sonra bakterinin gelismedigi gorilmiistiir. pH 3 te ise 4. saatte de
gelisimini devam ettirdigi ancak 6. saatte gelisemedigi belirlenmistir. Bu sonuclar

dogrultusunda bakterinin Enterococcus oldugu belirlenmistir.

Bu asamalardan sonra bakteri molekiiler diizeyde tanimlanma c¢alismalari
yapilmistir.  Yapilan ¢alismalarda DNA dizi analizi yapilmis elde edilen sonuglar,
NCBI BLAST DNA data bankasi kullanilarak karsilastirilmistir. izolasyonu yapilan
bakterinin JX437938.1 numara ile kaydedilmis Enterococcus faecium susuna ileri ve

geri okumalar ile benzerlik seviyesinin % 100 oldugu goriilmustiir.

Sonug¢ olarak geleneksel testler ile molekiiler ¢alismalarin sonuglari birbirini
dogrulamistir. Bu nedenle 16-1 kodlu izolatimizin Enterococcus faecium tiiriine ait

oldugu belirlenmistir.
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5.4. Enterococcus faecium 16-1 izolatinin Gelisme Fazinin BBM Uretimine Etkisi

Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM iiretiminin hangi fazinda en verimli
urettigi aragtirllmistir. Bu ¢alismada izolatin gelisme fazinin 18. saatinde bakteriyosini
maksimum seviyede lrettigi belirlenmistir. Calisilan test bakterilerinin sonuglarida
benzerlik gostermistir. 18. saatten sonra aktivite canli hiicre sayisinina bagli olarak
sabit kalmis ve/veya diisiis yasanmistir. Bundan sonra ki ¢alismalarda inkiibasyon

siiresi olarak 18. saat ¢alisilmustir.

5.5. Antimikrobiyal Aktiviteden Sorumlu Maddenin Karakterizasyonu

Bu asamada geleneksel ve molekiiler olarak tanimlanan Enterococcus faecium
16-1" in sentezledigi ve antimikrobiyal aktiviteye sahip metabolitin BBM oldugunun
onaylanmasi ¢alisilmistir.  Calismalar birbirinden bagimsiz ve ¢ok paralelli olarak

calisiimistir.

5.5.1. Isil stabilite

Bakteriyosinler yiiksek sicakliklarda stabil kalabilme yetene§indedir. Yapilan
stabilite ¢alismasinda Enterococcus faecium 16-1 susunun sentezledigi BBM’ nin 15 dk
bekleme siiresinde 100 “C ye kadar stabil kaldig: belirlenmistir.

Yapilan diger ¢alismada ise ayn1 sicakliklar kullanilmis ve bekleme siire 30 dk
ya ¢ikartlmigtir. 30 dk lik bekleme siiresinde 45 ve 60 °C de stabil kaldigi, ancak 90,
100 ve 121 °C de aktivitesini yitirildigi belirlenmistir. BBM nin yiiksek sicakliklarda
dahi stabil kalmas1 yapisinda ikincil ve {iglinciil yapilarin olmadigimi gostermektedir.

Bu sonugta BBM nin daha ¢ok globiiler yapida oldugunu gostermektedir.

Bakteriyosin H-559 (L. lactis spp. lactis H-559)’nin 100°C’de 10 dk uygulanan
1s1l isleme kars1 aktivitesini korudugu, ancak 121°C’de 20 dk’da aktivitesini biiyiik
oranda kaybettigi (Lee et al., 1999), Laktis B14 (L. lactis subsp. lactis B14)’iin 1s1l
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isleme duyarli oldugu, 80°C’de 10 dk uygulanan 1sil islemde kismen, 100°C’de 10
dk’da tamamen inaktif (Ivanova et al., 2000) ve garviesin L1-5 (L. garvica)’in 100°C’de
15 dk uygulanan 1s1l islemde aktivitesinin %75’in1, 121°C’de 15 dk ise aktivitesinin
tamamini kaybettigi belirlenmistir (Villani et al., 2001).

5.5.2. pH stabilitesi

Bakteriyosinler 1s1l stabilitede oldugu gibi genis pH araliginda stabil kalma
yetenegine sahiptir. Tanimlamasini yaptigimiz Enterococcus faecium 16-1 susunun
sentezledigi BBM” nin pH 2-11 arasinda zamana bagli stabil kaldigi belirlenmistir.
Baz1 aktivitelerin pH a bagh yiiksek oldugu goriilmiis olsa bile nétralize edilmis
slipernatanlar ile aktivitenin pH tan kaynaklanmadigi belirlenmistir. Aktivitelerin yiizde
olarak hesaplandigi ¢alismada zamana bagli aktivitede diisiis yasanmis olsa da 24.

saatin sonunda da BBM nin aktivitesinin biitiin pH larda devam ettigi belirlenmistir.

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bnl (Bt-Bnl) izolatindan elde edilen
bakteriyosinin pH 6-8 arasinda stabil kaldig1 asidik ve bazik degerlerde aktivitesinin
diistiigti belirlenmistir (Ugras, et al., 2013). Bozadan izole edilen L. lactis spp. lactis
susunun irettigi bakteriyosinin pH 2-9 arasinda asidik ve nétral pH’ lara kars
aktivitesini korudugu belirlenmistir. Bu sonuglar gosteriyorki Enterococcus faecium
16-1 izolatinin irettigi BBM’ nin zamana bagli pH’ a karsi daha dayanikli oldugu
anlasilmistir. L. lactis subsp. lactis B14’in trettigi laktis B14’tin pH 3,0-10,0 araliginda
Enterococcus faecium 16-1 izolat1 gibi aktivitesini yitirmedigi belirlenmistir (Ivanova et
al., 2000).

5.5.3. Proteolitik enzimlere diren¢

Bakteriyosinlerin proteolitik aktiviteleri ise tek bir ana protein yapidan
kaynaklanmaktadir.  Bu protein yapist denemeye alinan protelitik enzimlerle

parcalandig: takdirde aktivitesini yitirmektedir. Ancak biitiin proteolitik enzimler ayni



84

etkiyi gostermektedir. Bunun nedeni ise aktivitenin LAB nini sentezledigi bagska
metabolitten kaynaklanabilecegini gostermektedir (Koral, 2011; Ozkalp, 2006).

BBM’ nin protein yapisinda oldugunun onaylanmasi agisindan yapilan
calismada siipernatan proteolitik enzimler; Pepsin, Tripsin, a-Kemotripsin, Proteaz ve
Proteinaz K ile muamele edilmistir. Calismada kontrol olarak enzim katilmamis
siipernatan kullanilmis ve aktiviteleri %100 olarak belirlenmistir. Diger bir kontrol
grubu olarak enzim + tampon ¢ozeltisi kullanilmistir ve bu gruplarda aktivite olmadigi
belirlenmistir. Boylece aktivite belirlenen 6rneklerde aktivitenin tampon ya da enzim
kokenli olmadigi anlagilmstir.

Inkiibasyon sonrasi aktiviteleri denenmis ve Pepsin ve Tripsin disindaki
enzimler ile islem goren siipernatanlarda aktivite olmadigi belirlenmistir. Aktivite
gozlenen enzimlerde ise test bakterilerine gore farkilik gostermektedir. S. aureus e
kars1 Pepsin ile muamele sonrast %98, Tripsin ile muamele sonrast %94 aktivite
gosterirken, E. faecalis e karsi Pepsin ile muamele sonrasi %96, Tripsin ile muamele
sonrast %100 aktivite gostermistir. Bu durum BBM’ nin pepsin ve tripsin enzimlerine
direncli oldugunu gostermektedir. Bakteriyosinler insan sindirim sistemindeki

protezlarla indirgenmesine karsin bazi enzimlere kars1 direng gosterebilmektedirler.

Leuconostoc mesenteroides E131 susunun {irettigi bakteriyosin tripsin, o-
kemotripsin, a-amilaz, proteaz, proteinaz K ve pepsin enzimleri ile 1 saat inkiibasyon
sonunda aktivitesini kaybetmis ancak lipaz enzimi ile muamele edilen bakteriyosin 4
saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin yitirimistir. Renin enzimi ile yapilan ¢alismada
ise 24 saatlik inkiibasyon sonucunda aktivitenin kayboldugu belirlenmistir (Xiraphi, et
al., 2008).

BBM’ nin papain, tripsin, o-kemotripsin ve pronaz enzimleri ile muamele
edilmesi sonucu aktivitesini kaybettigi bildirilmistir. Pepsin uygulamasi sonrasinda ise
aktivitenin % 74,15’inin korundugu gbézlenmistir (Koseoglu, 2007).

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bnl (Bt-Bnl) izolati ile yapilan ¢alismada
da Proteinaz K enzimli ile muamele bakteriyosinin 1 saat inkiibasyon sonunda
aktivitesini yitirdigi belirlenmistir (Ugras, et al., 2013).

Proteolitik enzimlere diren¢ calismalarinda calisilan proteine ve enzime gore

aktiviteler inaktive olmus ya da daha uzun inkiibasyon siire sonunda aktivitesinin
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kaybetmistir.  Literatiirde rastlanilan ¢ogu calismada denemeye alinan proteolitik

enzimlerin en az birine direng gosterebildigi de belirlenmistir.

5.5.4. Organik coziiciilere diren¢

Denemeye alinan 7 adet organik ¢oziicii ile muamele edilen siipernatanin
aktivitesinin  degismedigi belirlenmistir. BBM’ nin organik c¢oziiciilerden
etkilenmemesi inhibitor aktivitesinden sorumlu olan bélgede karbonhidrat ya da lipit
tiirevli bilesenlerin olmadigini gostermektedir (Asutay, 2007).

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bnl (Bt-Bnl) izolatindan elde edilen
bakteriyosinin aktivitesinin denemeye alinan organik ¢oziiciilerden etkilenmedigi
belirlenmistir (Ugras, et al., 2013). Aym sekilde Laktokoksin BO’nun aktivitesinin de
organik ¢oziiciilerden etkilenmedigi belirlenmistir (Asutay, 2007). Daha once yapilan
cogu calismada da bakteriyosinlerin organik c¢oziiciilere karsi dayanikli oldugu

bulunmustur (Yildirim and Johnson, 1998).

5.5.5.Baz1 deterjanlara ve kimyasal maddeye diren¢

BBM nin denemeye alinan deterjan ve kimyasal maddelere kars1 aktivitesinin
yitirmedigi belirlenmistir. Anyonik deterjanlar, hidrofobik yapiya sahip proteinlerle
birleserek 3 boyutlu yapisinin bozulmasini saglamaktadir. Bu sekilde de protein
yapisindaki bakteriyosinlerin antimikrobiyal aktivitelerini etkilemektedir. BBM nin
aktivitesinde bir kayip meydana gelmesi, kismi denatiirasyonu ya da aktivitesi lizerinde
etkisi olan diger molekiillerle birlikteliginin bozulmasindan kaynaklanmaktadir
(Ivanova et al., 2000). EDTA, BBM nin aktivitesinde rol oynayan divalent katyonlarla
kompleks olusturarak bakteriyosin aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Ayni
zamanda  hiicre membranimna  zarar  vererek  bakteriyosinin etkisini
kolaylastirabilmektedir.

Yapilan ¢aligmada BBM nin protein yapisinin etkilenmedigi ve antimikrobiyal

aktivitesinin degismedigi belirlenmistir. Giiniimiize kadar yapilan bazi ¢alismalarda ise;



86

pediosin ST18, laktisin B14 ve laktokoksin R’ nin Tween-20, SDS, -merkaptoetanol,
Tween-80, Ure, Triton X-100 ve EDTA ile muamele edildikten sonra aktivitelerinde
herhangi bir kayip olmadig1 ortaya konmustur (Yildirim and Johnson, 1998; lvanova et
al., 2000).

5.6. Depolama Sicakhigr ve Siiresinin Bakteriyosin Benzeri Maddenin Aktivitesine
Etkisi

Bakteriyosinler gilinlimiizde de ticari olarak satilan ve hali hazirda gidalarda
kimyasallara en gliglii alternatif koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bu acidan,
calismada elde edilen BBM nin hem kimyasal koruyuculara alternatif hem de
kullanilmakta olan bakteriyosinlere karsi rekabet edebilmesi gerekmektedir.

Calismada iki farkli depolama sicakliginin BBM nin  zamana bagh
antimikrobiyal aktivitesine etkisi arastirilmigtir.  Calismada liyofilize edilmis kuru
siipernatanlar 4 — 25 °C de 75 giin boyunda saklanmistir. Bu siire igerisinde 0. glinden
baslanarak 15 giin araliklarla 6reklemeler yapilmistir. Alinan 6rnekler S. aureus ve E.
faecalis test organizmalarina Karsi aktivitesi belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda 4 °C
de muhafaza edilen liyofilize siipernatan drnekleri, 25 °C de muhafaza edilen 6rneklere
gore aktivitesini daha fazla korumustur. Aktivite belirlemek amaci ile galigilan test
organizmalarinda ise depolama sicakliklarina bagli olarak E. faecalis’ e gore S. aureus
ta aktivitesini genellikle daha fazla gosterebildigi belirlenmistir.

Calismadan alinan sonuglar dogrultusunda Enterococcus faecium 16-1 izolatinin
tirettigi BBM nin liyofilize sekilde 4 °C de saklanmas1 depolama 6mrii agisindan daha
basarili oldugu belirlenmistir.

Laktisin B14’{in s1v1 formda 4 °C’de muhafaza edildiginde 2 aydan, dondurulmus
formda muhafaza edildiginde ise 6 aydan daha fazla siire aktivitesini korudugu tespit
edilmistir (lvanova et al., 2000), laktokoksin R (Yildirim and Johnson, 1998)
liyofilizasyon isleminden etkilenmedigi ve diisiik derecelerde depolama kosullarinda (-

20 ve -80 °C) aktivitesini uzun siire muhafaza ettigi belirtilmektedir.
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5.7. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Kismi Saflastiriimasi

Enterococcus faecium 16-1 izolatimin irettigi BBM nin kismi olarak
saflagtirilmasi i¢cin amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis tuzlarin uzaklastirilmasi amaci
ile de diyaliz yapilmis ve konsantre bir siipernatan elde edilmistir. BBM madde %80
oraninda bir kez ¢oOktiirme ile doygunluga ulasmistir. Konsantre edildikten sonra
antimikrobiyal aktivitesi denenmis ve test bakterilerine kars1 normal olarak hazirlanan
stipernatandan daha basarili oldugu belirlenmistir. Konsantre saiipernatanin kontrol ile

karsilastirilmasinda igerdigi protein miktarinin da daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Leuconostoc mesenteroides E131 izolatinda elde edilen silipernatan % 50
amonyum siilfat ile ¢oktliriilmiis, bir gece diyalize birakilmig ve elde edilen konsantre
stipernatan kolondan (Resource RPC kolon (i¢ capi, 6,4 mm; uzunlugu, 10 mm))

gecirilerek saflagtirnlmistir (Xiraphi, et al., 2008).

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bnl (Bt-Bnl) izolatindan elde edilen
bakteriyosinin % 50 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile konsantre edilmis ve 2560 AU/ml
aktivite belirlenmistir. Konsantre siipernatanin igerdigi protein igerigi 0,716 mg/ml,

total protein igerigi ise 17,9 mg/ml olarak belirlenmistir (Ugras, et al., 2013).

5.8. Bakteriyosin Benzeri Maddenin Molekiil Biiyiikliigiiniin Tayini

Konsantre edilen BBM nin molekiil agirliginin belirlenmesi amaci ile SDS-
PAGE elektroforezde yiriitiilmiistiir.  Yirttiilen jeller aktivite i¢in ve bantlarin
goriilmesi i¢in iki gruba ayrilmistir. Aktivite ¢alismast yapilacak olan jeller dncelikle
aktiviteye etkisinin olmamasi agisindan TritonX-100 ile yikanmis ve SDS
uzaklagtinnlmistir. Yikanan jellerin aktivitesi belirlenmis ve SDS-PAGE de yiiriitiilen
ornegin Enterococcus faecium 16-1 in irettigi BBM oldugu onaylanmistir. Marker ile
yiiriitiilen jeller ise bant almak i¢in hizli giimiis boyama teknigi ile boyanmis, marker da
ve markerin karsilinda BBM nin de bantlar1 belirlenmistir.

Jelde belirlenen bantlar ile aktivite elde edilen zonlarin jelde bolgeleri

karsilastirildiginda proteinin ayn1 RF degerinde sonug verdigi belirlenmistir. Aktivite
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caligmanin diger asamalarinda oldugu gibi S. aureus ve E faecalis e karsi denemistir.
Kullanilan her iki test organizmasinda da ayni sonuglar elde edilmistir. Sonuglar
karsilastirildiginda elektroforezde yiiriittiiglimiiz BBM nin protein yapisinda oldugu
dogrulanmis ve bu proteinin Enterococcus faecium 16-1 in irettigi BBM nin oldugu
aktiviteler ile onaylanmistir.

Enterococcus faecium 16-1 in drettigi BBM nin SDS-PAGE -elektroforezde
yiiriitiilmesi ile marker 1n karsiliginda tek bantlar elde edilmistir. Bu sonuca dayanarak
BBM nin, bakteriyosin gruplar1 i¢inde iki protein yapisina sahip bakteriyosinlerden

olmadig belirlenmistir.

Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda; boza izolati L. lactis subsp. lactis B14’in
tirettigi laktis B14’{in molekiil agirliginin SDS-PAGE ile 5000, aminoasit dizisi analizi
ile 6000 Da (lvanova et al., 2000), L. lactis NK 24 tarafindan sentezlenen laktisin
NK’nin molekiil agiliginin 3,0-3,5 kDa (Lee and Paik, 2001), L. lactis subsp. cremoris
R’in irettigi lactokoksin R’in molekiil agirhgmin 2,5 kDa (Yildirim and Johnson,
1998).

5.9. Bakteriyosin Benzeri Madde Uretiminin Optimize Edilmesi

Calismanin bu asamasinda Enterococcus faecium 16-1 in BBM yi en verimli
sekilde tretebilmesi i¢in ortam kosullar1 optimize edilmistir.  Optimize edilen
kosullarda {iretilen BBM miktarinin hesaplanmasi i¢in Arbitrary Unit (AU/ml)
kullanilmistir. Calismalar bir zamanda bir faktor olarak ¢alisilmistir.

Calismada cevresel olarak pH ve sicaklik faktorleri incelenmistir.  pH
calismasinda, denemeye alinan 6 pH degerinde (4-9) Enterococcus faecium 16-1 pH 6
da BBM yi antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore en verimli iirettigi belirlenmistir.
Kullanilan test bakterilerine kars1 188,24 AU/ml sonug¢ alinmustir.

Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM iiretimini en verimli sekilde
gerceklestirmek igin inkiibasyon sicakligi tercihi 30 °C olarak belirlenmistir. Bakteri
ekim yapildiktan sonra 8 farkli sicaklikta inkiibe edilmistir. 30 °C de iiretilen BBM nin
AU/ml olarak pH c¢alismasi ile karsilastirildiginda daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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Antimikrobiyal aktivite i¢cin denemeye alinan iki test organizmasinda E. faecalis icin
376.47 AU/ml belirlenirken S. aureus igin 188,24 AU/ml olarak belirlenmistir.

Cevresel kosullarin optimizasyonundan alinan sonuglar ile denemeye alinan 6
karbon kaynagi ile besinsel olarak optimum seviyeye getirilmeye calisilmistir.
Calismada karbon kaynaklar1 3 er paralel seklinde iki test organizmasina karsi
antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmis ve sonuglarin ortalamalar1 alinmistir. Besiyerine
karbon kaynagi olarak laktoz katilan besiyerinden alinan orneklerin antimikrobiyal
aktivitesi hem S. aureus hem de E. faecalis i¢in 376,47 AU/ml belirlenmistir.

Bir onceki caligmalarda da bahsedildigi gibi bir zamanda bir faktor calisilan
optimizasyon ¢alismalarinda 6nceki agamalarin sonuglarida ¢aligmaya dahil edilmis ve
bir once ki calismadan kullanilan iki test organizmasina karsida daha fazla aktivite
oldugu belirlenmistir.

Bakteriyosin HV219 (L. lactis subsp. lactis HV219)’un MRS besiyeri baslangi¢
pH’s1 6,0-6,5 ve inkiibasyon sicakligi 30 °C oldugu zaman iiretiminin ve aktivitesinin
maksimum oldugu saptanmistir (Todorov et al., 2006b).

Bakteriyosin aktivitesinin besiyeri olarak M17L (% 3 laktoz), inkiibasyon
sicakligr 30 °C ve pH’s1 6,0 kullanildiginda erken durgun gelisme fazinda maksimum
diizeye ulastig1 saptanmistir (Cheigh et al., 2002).

L. lactis subsp. lactis A164’in optimum gelisme sicakligi 37 °C ve pH’st 5,5 -
6,5 olmasina karsin 30 °C ve pH 6,0°da maksimum diizeyde nisin iirettigi bulunmustur

(Asutay, 2007).

5.10. Derin Kiiltiir Kosullarinda Bakteriyosin Uretimi

Calismanin bu asamasinda Enterococcus faecium 16-1 izolatinin BBM {iretim
kosullarinin optimize edilmesi ile optimum kosullarin 6lgek biiyiiltiilerek uygulanmasi
amaglanmistir. Bu ¢alisma ile laboratuvar kosullarinda {iretimi saglanan ve aktivitesi
arttirtlan BBM nin KTR kosullarinda 6l¢ek biyiitiilerek iiretilmesi basar1 ile
gergeklestirilmistir.
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Uretim esnasinda reaktdrde bakterinin alt kisimlara ¢okmemesi ve reaktdr
pargalarina yapismamasi amaclanarak daha once c¢alisilmamis olan karistirma hizi
eklenmistir (75 rpm). Sonuclarin birbiri ile karsilastirilacag: diisiintilerek ve daha dnce
calisilmadigr i¢in kosullarin degismemesi agisindan erlenler de ¢alkamalart (75 rpm)

etlivde inkiibe edilmistir.

Oncelikle yapilan optimizasyon ¢alismasmin optimum olmayan besiyeri erlen
diizeyinde karsilastirilarak basarili olundugu onaylanmustir.  Inkiibasyon sonunda
optimum kosullarda (Cizelge 4.15.) fretilen BBM nin canli hiicre sayisi ve
antimikrobiyal aktivite bakimindan optimum olmayan besiyerine oranla iyi sonug
verdigi belirlenmistir. ~ Optimum besiyerinde her iki test organizmasina karsi
antimikrobiyal aktivitenin inkiibasyonun 4. saatinde baslamasina kargin, optimum
olmayan besiyerinde ilk aktivite inkiibasyonun 8. saatinde belirlenmistir. Bu durum
optimize kosullarda daha hizli tireme ve BBM diretimini dogrulayan bir veridir.
Optimum olmayan besiyerinde gozlenen antimikrobiyal aktivite hem S. aureus hem de
E. faecalis i¢in 188,24 AU/ml olarak hesaplanmistir. Ancak optimum besiyerinde
inkiibasyonun 18. saatinde E. faecalis i¢in 376,47 AU/ml ve S. aureus igin 752,94
AU/mlolarak belirlenmis, inkiibasyonun 24. saatinde ise her iki test organizmasi igin

752,94 AU/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 5.1.).

BBM nin karigtirmali tank reaktor Olgeginde tiretimi belirlenen optimum
kosullar ile gergeklestirilmistir. Reaktor kosullarinda elde edilen canli hiicre sayisi ve
antimikrobiyal aktivite verileri iliskilendirilmistir. Eldeki sonuglara gore reaktorde
¢ozlinmiis oksijen miktar1 canli hiicre sayist ile ters orantili olarak kaydedilmistir.
Antimikrobiyal aktivite sonug¢larinin da bu veriler ile anlamli bir iligski iginde oldugu
goriilmektedir. Aktivite sonuglar1 kullanilan iki test organizmasi igin 22. ve 24. saatler
icin 752,94 AU/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 5.1.).

Ayni1 zamanda optimum erlen ile reaktdr sonuglart kendi aralarinda
karsilastirildiginda, aynmi kosullar farkli 6l¢eklerde iiretimi yapilan BBM nin her iki

Olcekte de yaklasik ayni sonuglarin hesaplandigi belirlenmistir.
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Canl hiicre savist Antimikrobiyal
(Io u)(;SZ:lt s aktivite Besiyeri kosullari
Deneme Gruplari g (AU/ml)

S.aureus | E. faecalis | pH | Sicaklik("C) Karb"f‘

kaynagi

Optimize olmayan kosullar(Erlen) 8,84 /22 188,24 188,24 5,58 37 Glikoz
Optimize kosullar (Erlen) 9,17/22 752,94 752,94 6 30 Laktoz
Optimize kosullar (Reaktor) 9,23/24 752,94 752,94 6 30 Laktoz

Optimizasyon ¢alismalar1 ve bu ¢aligmalari optimum olmayan kosullar ve farkli
Olgekler ile karsilagtirilmast sonucu Enterococcus faecium 16-1 izolatinin iirettigi BBM
nin optimum kosullarda daha verimli sonuglar elde edilmistir. Elde edilen veriler
karsilastirildiginda, 6l¢ek biiyiitiildiigiinde (reaktdér kosullarinda) hiicre sayisinin daha

fazla oldugu ve uzun siire canliligini koruyabildigi belirlenmistir.

Optimize edilmemis ve edilmis kosullarda erlen 6l¢eginde ve optimize edilmis
kosullarda KTR 6lgeginde gergeklestirilen ¢aligmalarda belirlenen spesifik biiytime hizi
(w) degerleri de (sirasi ile 0,68, 0,65 ve 0,78) Cizelge 5.1. de sunulan verileri dogrular
niteliktedir. Organizmanin reaktor kosullarinda daha hizli biiytidiigii, buna bagl olarak
tiretilen BBM miktariin arttig1 ve daha yiiksek antimikrobiyal aktivite degeri sundugu
anlagilmaktadir. Bu calisma ile giiniimiize kadar gergeklestirilen pek ¢ok ¢alismada,
LAB izole etmek i¢in farkli kaynaklar kullanarak, farkli antimikrobiyal spektrumlara
sahip bakteriyosinler elde edilebilmistir.  Ancak, yapilan literatlir taramasinda,
izolasyon kaynagi olarak yirtict kuslarin kullanildig: bir caligmaya rastlanmamustir. Bu
nedenle bu ¢alismada, Kara Akbaba, Sah Kartal, Kizil Sahin, Atmaca, Delice gibi yirtici
kus tirlerinin digki, agiz boslugu ve kloak bolgelerinden alinan orneklerden LAB

izolasyonu yapilarak bakteriyosin iiretim potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amagla ilk olarak kuslardan LAB izolasyonu yapilmistir. Bu bakterilerin
morfolojik ve fizyolojik testler ile tanimlamasi yapilmistir. Bakterilerin antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir. Aktiviteleri iyi olan izolatlar se¢ilmis ve viriilans faktorleri

taranmustir. Viriilans faktorii olmayan izolatlar ile diger asamalara gecilmis ve
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izolatlarin trettigi metabolitin BBM madde oldugu yapilan testler ile onaylanmistir.
Izolatlarin sonuglar1 karsilastirilmis benzer bakteriler oldugu ongoriilmiis ve diger
asamalarda malzeme israfindan kagimnmak igin belirlenen 16-1 izolat1 ile diger
caligmalar yapilmistir. Geleneksel yontemler ile morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
olarak Enterococcus tanimlanan bakteri molekiiler yontemler tanimlanmis ve %100

Enterococcus faecium olarak belirlenmistir

Daha sonra Enterococcus faecium 16-1 sentezledigi BBM nin kismi
karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir. Bu asamada antimikrobiyal aktiviteye sahip
BBM nin protein yapisinda oldugu onaylanmis, bu aktivitenin BBM den kaynaklandigi
onaylanmis ve bu metabolitin bakteriyosin olabilme ihtimaline kars1 bakteriyosinlere
Ozel stabilite ¢aligmalart yapilmistir. Bu metabolitin molekiil agirliginin belirlenmesi

icin metabolit konsantre edilmis ve elektroforez ¢aligmasi yapilmistir.

izolasyonu yapilan bakterinin Enterococcus faecium oldugu onaylanmis ve bu
bakterinin antimikrobiyal aktivitesinin BBM den kaynaklandigi belirlenmistir. Bundan
sonra ki asamalarda bu metaboliti bakteriye optimum kosullarda en verimli iiretimi
belirlenmistir. Enterococcus faecium 16-1" in BBM yi maksimum seviyede tiretmesi
i¢in bir zamanda bir faktdr olarak optimizasyon calismasi yapilmis ve pH 6, sicaklik 30
°C, karbon kaynag1 olarakta Laktoz belirlenmistir. Bu kosullarin onaylanmasi amaci ile
optimum olmayan (MRS broth) ile optimum besiyeri karsilastirilmistir. Bu asamada
MRS broth besiyerinde en fazla 94,11-188,24 AU/ml aktivite belirlenirken, optimum
besiyerinde 376.47 AU/ml aktivite belirlenmistir. Bu kosullar1 6l¢ek biiyiilterek reaktor
kosullarinda calisildiginda 752.94 AU/ml aktiviteye ¢ikarilmistir.

Enterococcus faecium olarak belirlenen 16-1 izolatinin sentezledigi BBM vyi
antimikrobiyal aktivite agisindan optimum seviyeye tagmmustir. Once ki asamalarda
yapilan calismada depolama Omriinde 2.5 ay boyunca aktivitesinde bir degisiklik
olmadig1 belirlenmistir.  Bu sonuglardan yola ¢ikarak BBM nin bundan sonra
karakterize edilerek hangi bakteriyosin oldugu onaylanirsa giiniimiizde var olan ve ticari

olarak satilan bakteriyosinlere alternatif bir bakteriyosin olabilecegi diisiiniilmektedir.
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