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Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), cesitli mikroorganizmalar, bitkiler, bocekler ve
memeli hiicreleri tarafindan iiretilen dogal molekiillerdir. Zararli mikroorganizmalar ile
bilhassa klasik antibiyotiklere direngli olanlar ile miicadele etmek i¢in antimikrobiyaller
olan AMP' lere olan ilgi son zamanlarda oldukc¢a hiz kazanmistir. AMP’ ler, yeni
antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasi i¢in ilaglarin tasariminda kaliplar seklinde
kullanilabilir. Laktik asit bakterileri AMP iiretici mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadir ve iirettikleri AMP’ ler gidalar1 kontaminasyondan korumak, gida kalitesini
ve gilivenligini artirmak ve antibiyotiklere direngli patojen mikroorganizmalarla
savasmak i¢in umut verici bir stratejidir. Bu ¢aligma kapsaminda farkli kaynaklardan
izole edilmis 14 adet Laktik asit bakterisinin AMP iiretim potansiyelleri 10 farkl
indikator bakteri yardimiyla arastirilmistir. Yapilan calismalar sonucunda Lactococcus
lactis ve Enterococcus faecalis’in antimikrobiyal peptit {iretim potansiyellerinin
oldukga sinirli oldugu belirlenmistir.
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Antimicrobial peptides (AMPs) are natural molecules produced by a variety of
microorganisms, plants, insects and mammalian cells. The interest in AMPs, which are
antimicrobials, has recently gained momentum in order to combat harmful
microorganisms, especially those resistant to classical antibiotics. AMPs can be used as
templates in the design of drugs to search for new antimicrobial agents. Lactic acid
bacteria are among the AMP-producing microorganisms, and the AMPs they produce
are a promising strategy to protect food from contamination, improve food quality and
safety, and fight antibiotic-resistant pathogenic microorganisms. In this study, AMP
production potentials of 14 Lactic acid bacteria isolated from different sources were
investigated with the help of 10 different indicator bacteria. As a result of the studies, it
was determined that the antimicrobial peptide production potential of Lactococcus lactis
and Enterococcus faecalis is quite limited.
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1. GIRIS

Probiyotikler, insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen, bagisiklik sistemini olumlu yonde
etkileyen canli mikroorganizmalardir (Ghazzewi ve Tester, 2014). Probiyotik bakteriler
farkl1 maya ve bakteriyel suslar1 igermektedir. Giinlimiizde birgok mikroorganizma
probiyotik olarak kullanilmaktadir (Gadaga vd., 2001). Probiyotik olarak en ¢ok tercih
edilen mikroorganizmalar Laktik Asit Bakterileridir (LAB) (Goldin ve Gorbach, 1992).

Antimikrobiyal peptidler, mikrobiyal diinyada bakteriyosinler olarak tanimlanirlar.
Antimikrobiyal peptitler bakterilerin savunma mekanizmalarinin en 6nemli kismini

olusturmaktadir.

Laktik asit bakterileri, antimikrobiyal peptit (AMP) iiretici mikroorganizmalar arasinda
yer almaktadir ve trettikleri AMP’ ler gidalari kontaminasyondan korumak, gida
kalitesini ve giivenligini artirmak ve antibiyotiklere kars1i direncli patojen
mikroorganizmalarla savasmak igin umut verici bir stratejidir (Suskovic, 2010).
LAB'den izole edilen bir¢ok bakteriyosin gegmiste iyi sekilde ¢alisilmis ve giiniimiizde
ise glivenli ve aymi zamanda dogal gida koruyuculart olarak kullanilmaktadir.
Bakteriyosinler denildiginde Lactococcus lactis tarafindan iretilen nigin akla
gelmektedir (Delves-Broughton vd., 1996). Birkag tiir disinda LAB, “Genel Olarak
Gilivenli kabul edilen” (GRAS) olarak kabul edilmekte ve fermente yiyecek ve
iceceklerin tiretiminde kullanilmaktadir. Bazi1 Laktik asit bakterileri, bakteriyostatik
veya bakterisidal ajanlar olarak hareket edebilen antimikrobiyal bilesikler {iretir

(Prescott ve Dunn, 1987).

Son yillarda antimikrobiyal peptitler, ozelllikle terapotik etkileri nedeniyle bilim
insanlari, ilag sirketleri ve saglik uzmanlari tarafindan ilgi odagi haline gelmistir. AMP,
Gram-Pozitif ve Gram-Negatif gibi bulasic1 bakteriler, mantarlara ve viriislere karsi
oldukea yiiksek bir spektrumda antimikrobiyal ve immiinomodiilator aktivitelere sahip

olan diisiik molekiiler agirlikli proteinler olarak tanimlanmistir (Breukink vd., 2006).



Mikroorganizmalarin antimikrobiyal peptitlerin ¢oguna karsi direng gelistirememesi,
onlar1 yeni antimikrobiyal ¢agini biiylik dlglide etkileyebilecek verimli yeni bir iiriin
haline getirmistir. Buna ek olarak, bu peptitler ayrica artan etkinlik, ylksek 6zgilliik,
azaltilmis ilag etkilesimi, diisiik toksisite, biyolojik cesitlilik ve dogrudan saldir
ozellikleri de gostermektedirler (Gallo ve Zhang, 2016). Farmasotik enddistrisi bu
sebeplerle bu peptitleri terapotik ilaglar olarak gelistirmek amaciyla makul olan klinik
deneyler gerceklestirmektedir. Simdiye kadar bir¢ok peptit ilaci hali hazirda pazara
ulagmistir ve yiizlerce yeni terapotik peptit, klinik Oncesi ve klinik gelistirme
asamasindadir (Bechinger ve Gorr, 2017). Daha fazla peptit ilacina sahip olmak igin
daha fazla bakteriyosinin arastirtlmasina ve ayn1 zamanda karakterize edilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

Tez calismamizin amaci yeni bir antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasi ¢abasiyla, bu
caligmada farkli kaynaklardan izole edilmis laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal

peptit liretim potansiyellerinin arastirilmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Probiyotikler

2.1.1 Probiyotiklerin tanim ve tarihi

Probiyotik terimi, Latince “pro” ve “bios” kelimelerinden gelmektedir ve Tiirkge olarak
canlt i¢in anlamimi tagimaktadir. Yapilan giincel arastirmalar ve kullanim alanlar
bakimindan probiyotikler, kalitatif — kantitatif agidan bagirsak mikroflorasini etkileyen
veya bagisiklik sisteminin mevcut durumunu degistirerek yararli etkilere sebep olan,
insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilebilen canli mikroorganizmalar” olarak

tanimlanmaktadir (Ghazzewi ve Tester, 2014).

Probiyotiklerin  tarihi  insanoglunun  tarihine  dayanacak  kadar  eskidir.
Mikroorganizmalarin kesfinden ¢ok daha 6nceki yillarda sarap, ekmek, peynir, bira ve
kefir gibi gida maddesi olarak tiiketilen fermente iiriinler ayn1 zamanda siklikla tedavi
amagl olarak da kullanilmistir (Wassenaar ve Klein, 2008). Ornegin, Kadim Misir’da
atesi dislirdiigii icin sarap siklikla kullanilirdi. Fermente gidalarin yiiksek bir olasilikla

kendiliginden olustugu diisiiniilmektedir (Ozen, 2011).

Probiyotik terimi her ne kadar ilk olarak 1953 yilinda Kollath tarafindan literatiirde
kullanmig olsa da (Kollath, 1953), bilimsel olarak ilk defa 1965 yilinda Lilly ve
Stillwell tanimlamistir (Lilly ve Stillwell, 1965). Probiyotik, bir mikroorganizma
tarafindan tretilen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini uyaran faktorler olarak
tanimlanmistir. 1974 yilinda Parker probiyotikleri ‘barsakta mikrobiyal dengenin
olusmasma yardimci olan mikroorganizmalar ve mikroorganizmalarin irettigi
bilesenler’ olarak tammlamistir. 1989 yilinda Fuller probiyotik icin ‘Intensinal
mikrobiyal dengeyi dengeleyerek kullandigi konak¢inin sagligini olumlu olarak

etkileyen canli mikrobiyal yem kalintisidir’ tanimini yapmustir (Fuller, 1989).



Nobel odillii olan Rus arastirmaci Elie Metchnikoff, probiyotik o&zellikte olan
mikroorganizmalarin, insan saglig1 lizerindeki olumlu etkilerini ilk olarak 1908 yilinda
ortaya koymustur. Metchnikoff, Bulgar ¢iftgilerin fermente siit {irlinlerinin tiiketimine
bagh olarak daha saglikli, kaliteli ve uzun bir émre sahip olduklarini belirtmistir. Bu
sekilde sOylemesinin nedeni bu drlinlerdeki ¢ubuk seklindeki bakterilerin
(Lactobacillus) bagirsaktaki mikrofloraya olumlu etki etmesi ve toksik mikrobiyel
aktivite azaltmada etkili oldugunu belirlemistir (Metchnikoff, 1910). Saglikli yasam ve

fermente besinler arasindaki bu birliktelik giiniimiizde de devam etmektedir.

Probiyotikler i¢in yaygmn olarak atifta bulunulan tanim, ‘yeterli miktarlarda
uygulandiklarinda  konakg¢iya  saglik  acisindan  fayda  saglayan  canl

mikroorganizmalar’dir (FAO / WHO, 2001).

2.1.2 Mikroorganizmalarin probiyotik ozellikleri

Probiyotik olarak kullanilacak olan mikroorganizmalarin verildigi canlilarda bulunan
diger mikroorganizmalara kars1 etkili olmalar1 ve kullanacagi konakgiya yararlar etki

gostermeleri en biyiik etkendir.

Bir bakterinin probiyotik olarak secilmesi i¢in sahip olmasi gereken 6zellikler su sekilde

maddelenebilir (Ewaschuk ve Dieleman, 2006);

+ Varolan mikrobiyal yapiya zarar vermeden patojen bakterileri etkileyebilmeli,

* Uygun kosullarda canli kalabilmeli, farkli bir ortamda tirememeli, kullanildig:

konake¢1 kaynakli olmali

+ Kullandig1 konakgi i¢in patojen olmamali,

 Safra tuzlarina, pH’a ve aside direncli olmal,

* Mukoza yiizeyine tutunabilmeli,

« Sindirim sisteminde gecici veya bazen de olarak kolonize olabilmeli,
 Antimikrobiyel maddeler iiretebilmelli,

» Tiiketilen besinlere eklenebilmeli ve klinik kullanim i¢in uygun olmali,



* Arastirmalar sonucunda klinik olarak etkinligini ortaya koymus olmal,

» Teknik acgidan iyi Ozellikleri olmali: oksijene karsi direngli olmali, konake1 i¢inde
canli kalabilmeli, stabil bir sus olmali, fajlara kars: direngli olmali, liyofilize preparat
haline gelebilmeli,

» Mikrobiyota i¢inde kolay tanimlanabilir olmasi,

* Kaullanacagi konak¢ida immiinolojik duyarlilik, sistemik toksisite ve direngli
mikroorganizmalarin gelismesine neden olmamali,

* Kullanacagi konakg¢1 dokularinda uzun siire etki etmesi i¢in konakg¢iya yerlesebilmesi
Probiyotik bakterilerinin sahip olduklari DNA yapilari, enzimler, hiicre duvari
bilesenleri ve enzimleri agisindan kullanacagi konak¢i hiicrelerinde degisik etki

mekanizmalar1 gézlemlenmektedir.

Cizelge 2.1 Probiyotik bakterilerinin baz1 etki mekanizmalar1 (Ewaschuk ve Dieleman,

2006)
Patojen ve zararh - Antimikrobiyal bilesik liretmeleri
bakterilerin sayilari - Besin elementleri i¢in rekabet etmeleri
azaltmak - Kolonizasyon bdlgeleri i¢in rekabet etmeleri
- Sindirimi saglayan enzimlerin aktivasyonunu
Mikrobiyal metabolizmay1 saglamasi
(enzimatik aktiviteyi) - Amonyak, amin veya toksik enzimlerin
degistirmek iretiminin azalmasi
- Bagirsak duvarinin fonksiyonlarinin
tyilestirilmesi
Bagisikhik sistemini - Antikor diizeyinin artmast
iyilestirmek - Makrofaj aktivitesinin artmast

2.1.3 Probiyotiklerin yararlar:

Probiyotikler uygulamalarinin sonucunda hayvanlarda canli agirlik artisinin artigi,
yemden yararlanmanin iyilestigi, iiretimin yilikseldigi, gastrointestinal hastaliklarin
azaldig1, yara onariminda olumlu etkisi gozlenmesine ragmen etki sekilleri konusunda

halen belirsizlikler bulunmaktadir.




Probiyotikler, patojen bakterilerin sayisini azaltmalarindaki etkisi, besin elementleri i¢in
rekabet etmesi, adezyon mekanizmasi, bagisiklik sistemi {izerine etkisi, antibiyotik
iliskili diyareler lizerine etkileri, antikarsinojenik etki, antikolestrol etki, besin sentezi ve
biyo yararlanim gibi farkli etki mekanizmlarana da sahiptir (Ewaschuk ve Dieleman,
2006).

2.1.4 Probiyotik mikroorganizmalar

Probiyotik bakteriler cok farkli maya ve bakteriyel suslar1 igermektedir. Giincel olarak
birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir (Gadaga vd, 2001).
Probiyotik olarak kullanilan organizmalar icerisindeki en 6nemli grup Laktik asit
bakterileridir (Schaafsma 1996). Laktik asit bakterilerinin ¢ok uzun yillardan beri
fermente gidalarin {iretiminde kullanilmaktadir (Leroy ve de Vuyst, 2004). Laktik asit
bakterilerinin bu gidalarla birlikte tiiketilmesi ayrica LAB’nin GRAS (generally

recognized as safe) kabul edilmesini saglamistir (Wood ve Holzapfel, 1995) .

Probiyotik olarak en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalar Laktik asit bakterileridir
(Goldin ve Gorbach, 1992). Laktik asit bakterileri 6 farkli grup olarak (Lactobacillus
spp., Streptococus spp. Leuconostoc spp. Pediococcus spp. Enterococcus spp. ve
Bifidobacterium spp.) smiflandiriimaktadir. Bu mikroorganizmalara ek olarak
Aspergillus, Saccharomyces, E. coli nissle 1917 ve Bacillus tiirleri de yaygin olarak

probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar arasinda sayilmaktadir.

2.2 Laktik Asit Bakterileri

2.2.1 Laktik asit bakterilerine genel bakas

Laktik asit bakterileri, laktik asit tiretebilmek ic¢in dis ortamdaki karbonhidratlarin
metabolizmasini kullanan bir bakteri sinifidir. Dogada yaygin olarak cok g¢esitli
habitatlarda bulunmaktadir (Abriouel vd, 2012). LAB, biyo c¢esitlilik bakimindan

oldukca zengindir ve insan viicudu ve yagami ile de ilgilidir. Ayrica, 6nemli sosyal ve



ekonomik degerlere de sahiptir. Insanlar icin oldukca degerli bir biyolojik kaynaktir
(Chen, 2019).

Laktik asit bakterilerinin insanlar tarafindan Kkullanimi ¢ok uzun bir geg¢mise
dayanmaktadir. Arkeolojik kayitlara gore, laktik asitler 10.000 yil kadar eski
tarihlidirler. Bu uzun tarihsel siiregte, bu bakterilerinin kullanimi, insan toplumunun
gelisimine ve uygulamasina ¢ok yiiksek oranda katkida bulunmustur. On dokuzuncu
yilizyilin sonlarinda ve yirminci ylizyilin baslarinda insan doga bilimi ve miihendislik
biliminin biiyiik gelisimi, biyoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji ve diger ilgili
disiplinlerin hizli gelisimi ile sayesinde, laktik asit bakterisinin bilim ve teknolojisi de
olagan iistii bir gelisme gostermistir (Ozen, 2011). LAB, kayda deger teorik arastirmada
onemi olan mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji, biyokimya, ve genetik gibi temel
biyolojik bilimlerin esas aragtirma organizmalar1 olarak kabul edilmektedir
(Osmanagaoglu ve Kiran, 2011). Diger bir yoniiyle pratik uygulamada, laktik asit
bakterileri endiistriyel biyo-iiretim, yiiksek verimli hayvancilik, yiiksek verimli tarim,
gida iretimi ve isleme, saglik ve tibbi ve insanlarla ilgili baska bir¢ok 6nemli bir

uygulama alan1 mevcuttur (Chen, 2019).

Son yillarda mikrobiyom, biyoinformatik, proteomik ve biiyiik veri analiz teknolojisi
gibi modern teknolojilerin ve yeni yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi, laktik asit
bakterilerinin bu alanlardaki 6nemini daha fazla oranda belirlemis ve birbirinden ayri
arastirma  alanlarindan  arastirmacilar  bu  konu  hakkinda  arastirmalar
gerceklestirmiglerdir. Modern bilim ve uygulama teknolojisinin 6dnemli bir aragtirma ve

uygulama gelistirme etkin noktasi haline gelmistir (Chen, 2019).

2.2.2 Laktik asit bakterilerinin tanim ve iiyeligi

Laktik asit bakterileri, prokaryotik mikroorganizmalarin Onemli bir smifini
olusturmaktadir. Bununla birlikte, laktik asit bakterilerinin net bir tanim1 olmadig1 gibi,
mikrobiyoloji ve bakteriyolojinin taksonomik bir terimi de degildir. Gelisim donemleri
farkli olan laktik asit bakterilerinin, birgok arastirmaci tarafindan birbirinden ayri

anlayislar1 ve tanimlart mevcuttur. Yirminci yiizyilin baslarinda, laktik asit bakterileri



bilim ve teknoloji sistemi olugsmaya basladiginda, laktik asit bakterileri esas olarak siitii
asitlestirebilen bakterileri (siit eksiyen bakteriler) olarak tanimlanmistir (Beijerinck,

1901).

Yirminci yiizyildan sonra farkli arastirmacilar, laktobasilin hiicre morfolojik 6zellikleri
ve fizyolojik - metabolik reaksiyonlari agisindan farkli tanimlar ve agiklamalar
onermiglerdir. Mesela, 1986 yilinda Kandler, Lactobacillus'u "ana karbonhidrat
fermantasyon iriinleri laktik asit olan bir tiir gram-pozitif, spor iiretmeyen, mikro-
aerobik bakteri" olarak tanimlamistir (Kandler ve Weiss, 1986). 1995 yilinda, Wood ve
Holzapfel ise Lactobacillus'u "karbonhidratlart metabolize eden ve laktik asidi tek veya
ana metabolit olarak alan bir tiir bakteri grubu" olarak tamimlamistir (Wood ve
Holzapfel, 1995). 2002 yilinda Carr, laktik asit bakterilerini Gram-Pozitif, spor
olusturmayan, enzimlerle negatif temasta bulunan ve laktik asit metabolitleri olan
heterojen bir bakteri sinifi olarak degerlendirmistir (Carr vd, 2002). 2004 yilinda
Axelsson, laktik asit bakterilerinin Gram-Pozitif, spor olusturmayan ve ana iiriin olarak
laktik asit ile karbonhidratlar1 fermente eden bir basil ve kok tiirii oldugunu
diisiinmiislerdir (Axelsson, 2004). Bu tanimlardan, laktik asit bakterilerinin net bir
tanimi1 ve sinirt olmadigi, ancak benzer fizyolojik 6zelliklere sahip bir bakteri sinifi i¢in

genel bir terim oldugu goriilebilmektedir (Axelsson, 2004).

Giiniimiize kadar yapilmis olan bircok tanmimda laktik asit bakterilerinin spor
olusturmadig belirtilmistir. Buna ek olarak, spor olusturan bazi bakterilerin de (Bacillus
ve Sporolaktobasillus vb) bakterileri homolaktik fermentasyon yoluyla laktik asit
olusturdugu belirlenmistir (Drinan vd, 1976). Bu nedenle, metabolizma yoluyla laktik
asit iretiminin, laktik asit bakterilerinin en énemli temel metabolik 6zelligi olduguna

inanilmaktadir (Pessione, 2016).

Laktik asit bakterileri, Gram boyamada pozitif olan, genellikle spor olusturmayan,
genellikle solunum yoluyla enerji iliretmeyen ve esas olarak karbonhidratlari metabolize
ederek laktik asit tireten, farkli taksonomik statii ve morfolojik fizyolojiye sahip gesitli

heterojen bakteriler i¢in genel bir terimdir (Gaiser vd, 2016).



Laktik asit bakterilerinin arastinllirken Gzellikle Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus ve Leuconostoc bakterileri kullanilmistir. Gegen zaman ve ilerleyen
teknoloji ile birlikte daha fazla laktik asit bakterisinin kesfi ve bakteri siniflandirmasinin
evrimi ve diizeltilmesi ile mevcut laktik asit bakterileri yaklasik 41 cins i¢ermistir
(Axelsson, 2004). Bu bakterilerin igerisinde bilimsel calismada ve uygulamada
genellikle 12 cins (Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Carnobacterium, Oenococcus,
Tetragenococcus,  Vagococcus  ve  Weissella)  bakteriye  odaklanilmustir.
Bifidobacterium’un genel laktik asit bakterilerinden ayri bir bifidus metabolik yola
sahip oldugu belirlenmistir (Bergey's Manual Trust, 2015).

Mikrobiyal taksonomide Actinomycete sinifina ait olmasina ragmen Bifidobacterium
heterolaktik fermantasyon yoluyla laktik asit ve asetik asit iretir. Bu nedenle, ilgili
aragtirmacilar geleneksel olarak Bifidobacterium'un laktik asit bakterilerine ait olduguna
inanmaktadir. Bununla birlikte, Listeria bakterileri gibi bazi insan ve hayvan patojenik

bakterileri de laktik asit bakterilerinin 6zelliklerinin tanimina uygundur (Chen, 2019).

2.2.3 Laktik asit bakterilerinin ekolojileri

Laktik asit bakterileri zengin bir beslenme kaynagina sahip habitatlarda gelisir. LAB,
ayrisan bitki materyalleri ve meyvelerde, siit iiriinlerinde, fermente et ve balikta,
sirkede, tursuda, eksi hamurda, salamura sebzelerde, bitkilerde, suda ve meyve
sularinda olusurlar. Laktik asit bakterileri ayrica liziimlerde, sira ve sarapta ve ayrica
birada bulunabilir. Insan bagirsagmin saglikli mikrobiyotasinin bir pargasidirlar. Bazi
tiirler gida fermantasyonu igin starter kiiltiir olarak uygulanir (Vinderola ve Reinheimer,
2003).

Laktik asit bakterileri asidifikasyon nedeniyle gidalarin bozulmasini ve patojen
mikroorganizmalarin biliylimesini engellerler (Hammes vd, 1991). Baz1 LAB, insanlarin
ve diger hayvanlarin bagirsak ekosistemine potansiyel olarak faydali bakteri hiicreleri

olan probiyotikler olarak kullanilir (Tannock vd, 2005).



2.2.4 Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal ézellikleri

Penisilin 1928'de Alexander Fleming tarafindan kesfedildiginden beri insanlar bulasici
hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in genis c¢apta ¢esitli antibiyotikler kullanmistir (Jenssen
vd, 2006; Bahar ve Ren, 2013). Antibiyotikler genellikle patojen bakterilerin
tedavisinde etkilidir (Kosciuczuk vd, 2012; Moravej vd, 2018). Bununla birlikte,
antibiyotikler antibakteriyel yeteneklerini yavas yavas yitirmis ve biiylik miktarlarda
antibiyotik kullanimi ve hatta ¢esitli antibiyotiklerin kotiiye kullanilmasiyla ilaca
direngli bakteriler ortaya ¢ikmistir (Rathinakumar ve Wimley, 2010; Lau vd, 2018).
Boylece, yeni antibiyotiklerin veya diger yeni antibakteriyel kaynaklarin kesfine olan
ihtiyag acil bir hale gelmistir ve diinyanin her yerindeki bilim insanlarinin giderek daha

fazla dikkatini ¢ekmektedir.

Antimikrobiyal peptitler veya konak¢i savunma peptitleri ilk olarak 1980'lerde
kesfedilmistir. AMP'ler, bakteri, mantar ve viriislere kars1 genis spektrumlu ve giiclii
antimikrobiyal etkinliklere sahiptir (Zanetti, 2004; Bahar ve Ren, 2013). AMP'ler, insan,
hayvan ve bitkiler dahil cesitli tiirlerde dogustan gelen bagisiklik sisteminin
vazgecilmez bilesenleridir ve yabanci saldirilara karsi birinci sira savunma eleman
olarak kullanilirlar (Kosciuczuk vd, 2012; Starr vd, 2018) ve antimikrobiyal
mekanizmalar1 geleneksel antibiyotiklerden farklidir. Bu sebeple, farkli mikroplarn ve
hatta sahip olduklar1 antibiyotiklere direngli olanlar1 tedavi etmek i¢in uygulanabilirler.
AMP'ler ¢esitli organizmalarda (bakteriler, mantarlar, hayvanlar ve bitkiler) bulunur ve
binlerce AMP kesfedilmis ve gosterilmistir (Jenssen vd, 2006; Kosciuczuk vd, 2012).

AMP'ler iizerine arastirmalar siirekli olarak gelistirilmekte ve AMP'lerle ilgili 6nemli
miktarda veri AMP veritabanlarinda depolanmaktadir. Bununla birlikte, AMP'lerin
mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir ve dikkate deger antimikrobiyal etkilere sahip
diisiik maliyetli ve oldukca gilivenli AMP'ler elde etmek ic¢in farkli fizikokimyasal
ozellikler arasindaki iliskiyi belirlemek icin daha fazla ¢calisma yapilmasi gerekmektedir

(Lazzaro vd, 2020).
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Laktik asit bakterileri, antimikrobiyal peptit iiretici mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadir ve irettikleri AMP’ ler gidalar1 kontaminasyondan korumak, gida kalitesini
ve giivenligini artirmak ve antibiyotiklere karsi direngli patojen mikroorganizmalarla
savagsmak i¢in umut verici bir stratejidir. LAB'den izole edilen bazi bakteriyosinler,
arastirmacilar tarafindan gecmiste iyi c¢alistlmistir. Giiniimiizde ise giivenli ve dogal
gida koruyuculart olarak kullanim1 mevcuttur. Bakteriyosinler denildiginde Lactococcus
lactis tarafindan iiretilen nisin akla gelmektedir (Delves-Broughton vd, 1996). Yalniz
birkag tiir haricinde LAB, GRAS olarak kabul edilmektedir ve fermente yiyecek ve
iceceklerin iiretiminde oldukga sik sekilde kullanilmaktadir. Baz1 Laktik asit bakterileri,
bakteriyostatik veya bakterisidal ajanlar olarak hareket edebilen antimikrobiyal
bilesikler iiretir (Prescott ve Dunn, 1987).

Antimikrobiyal aktiviteler esasen bakteriyosinler, organik asitler (laktik asit ve asetik
asit), Diasetil, reuterin ve hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal metabolitlerin iiretimine
baglidir (Stiles ve Holzapfel, 1997).

Laktik asit bakterileri fermente gidalarin temel florasin1 olusturan mikroorganizmalar
olarak bilinirler. Bu bakteriler fermente gidalarin yapisal ve aromatik ozelliklerinin
olusumunda rol alsa da bu familyaya ait baz1 liyeler ¢esitli antimikrobiyal metabolitler

tireterek gida tiriinlerinin korunmasina da katkida bulunur (De Vuyst ve Leroy, 2007).

LAB’in bazi liyelerinde antimikrobiyal 6zelligin kullanilmasina yardimci olan en etkili
metabolitin bakteriyosinler oldugu belirlenmistir (Klaenhammer, 1993). Uretici LAB’in
ve bakteriyosinlerin fermente gidalarin iiretiminde kullanilmasi sonucunda gida
giivenliginin arttig1 ve ayn1 zamanda raf dmriiniin uzatilildig1 belirlenmistir (O’Shea vd,

2013).
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Cizelge 2.2 Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddeler ve
endiistriyel potansiyelleri (Suskovic, 2010)

4 I
ANTIMIKROBIYALLER
Laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit, etanol, formik asit, yag
asitleri, diasetil, asetaldehit, asetoin, reuterin, reuterisiklin,
bakteriyosinler, bakteriyosin benzeri bilesenler, diger diisik
molekiiler agirhkh bilesikler

\ 4
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Cizelge 2.3 Diisiik molekiiler agirlikli antimikrobiyal maddeler, Treticileri ve
antimikrobiyal spektrumlari

METABOLIT ~ URETICI ANTIMIKROBIiYAL
MIKROORGANIZMA SPEKTRUM
Laktik Asit Tiim LAB suslari - Mayalar
- Gram (+) ve Gram
()
Asetik Asit Heterofermantatif LAB - Mayalar
suslari - Gram (+) ve Gram
()
Diasetil Lactococcus, Pediococcus, - Mayalar
Asetaldehit Lactobacillus, Leconostoc, - Gram (+) ve Gram
Asetoin )
Hidrojen Peroksit Tiim LAB suslar - Mayalar
- Gram (+) ve Gram
)
CO, Heterofermantatif LAB | Birgok taksonomik gruba
suslar1 ait mikroorganizmalar
Reuterin Lactobacillus reuteri - Mantar, protozoa
- Gram (+) ve Gram
()
Siklik dipeptitler Lactobacillus reuteri Gram pozitif bakteriler
3-fenillaktik asit Lactobacillus plantarum Mantarlar
Lactobacillus pentosus
3-hidroksifenillaktik asit | Lactobacillus plantarum
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus rhamnosus Mantarlar
Lactobacillus
sanfranciscensis
3-hidroksi yag asitleri Lactobacillus plantarum Mantarlar
Benzoik Asit Lactobacillus plantarum - Mantarlar
Metilhidantoin - Gram negatif
Mevalonolakton bakteriler
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2.3 Organik Asitler

Laktik asit bakterileri, laktik asidi homofermantasyon yoluyla sentezlerken,
heterofermentasyon yoluyla ise ¢ok az miktarda laktik asit, CO, ve etanolu
heterofermantasyon yoluyla sentezlemektedirler. Zay1f asit olan laktik asit ve asetik asit
bulunduklar1 ortamin pH’1n1 diisiirmektedir. Bu pH diisiisii nedeniyle de bozulma etkeni

ve patojenler ile mikroorganizmalarin gelisimi sinirlanmaktadir (Marounek vd, 2011).

Daha diisiik pH degerinde, zayif asitlerin daha yiiksek bir oranda antimikrobiyal etkiye
sahip olduklar1 belirlenmistir (Theron ve Lues, 2011). Asedik asidin ¢oziiniirlik degeri
daha yiiksektir (pKa 4.75) ve ¢ok az miktarda sentezlenen ve ¢oziiniirlik degeri asedik
aside gore daha diisiik olan propionik asidin (pKa 4.87) ortam belli bir pH degerine
sahipken, laktik aside (pKa 3.08) gore daha yiiksek bir oranda antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Hem Propionik asidin hem de Asetik asidin bu sebeplerle ve
maya, kiif ve bakterilere daha fazla etki ettigi belirlenmistir (Schniirer ve Magnusson,

2005).

Laktik asitler bulunduklar1 ortamda pH degerini diisliriirler ve ayni zamanda ilgili
hiicrenin zarinin gegirgenligini artirmaktadirlar. Bu sayede farkli antimikrobiyal
maddelerin aktivitesinin orani yiikselmektedir (Waters ve Bassler, 2005). Buna ek
olarak, asedik asit ve laktik asidin ¢dziinmemis formlari, hidrofobik 6zelligi sebebiyle,
hiicre zarindan geger ve hiicrenin igine girer. Asitlerin hiicrenin i¢inde ¢oziinmesi ve
sitoplazmadaki pH’1 disiirmesi sonucunda ise hiicre 6limii meydana gelmektedir
(Dalié, 2010).

Laktik asit: Laktik asitler zayif asitler olup suda kolaylikla ¢oziinebilirler. Laktik
asitler sahip olduklar1 6zellikler nedeniyle gida endiistrisinde koruyucu, aroma verici,

asitlendirici ve pH diizenleyici olarak kullanilmaktadir (Limsowtin vd, 2002).

Laktik asitler, FDA (Gida ve ilag¢ Dairesi) tarafindan GRAS sinifinda yer almaktadir.

Laktik asitler hem gidalarda dogal olarak bulunabilirler hemde gidalarin fermentasyonu
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esnasinda mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilmektedirler (Daly ve Davis,
1998). Ornek olarak, peynir, zeytin, tursu ve et verilebilir (Narayanan vd, 2004; Theron
ve Lues, 2011).

Asetik asit: Heterofermentatif laktik asit bakterilerinin glikoz metabolizmasi sonucunda
aci8a cikan tiriinlerden biri olan asetik asit, bakterilere kiife ve mantarlara kars1 yiiksek

bir oranda inaktivasyon 6zellik sergilemektedir (Ouwehand, 2004).

Asetik asit, antimikrobiyal aktivite agisindan karsilagtirilirsa Laktik aside gore daha
giiclidiir. Ayn1 zamanda, Asetik asidin ¢oziintirliik sabiti (pKa 4.75) laktik aside gore
daha yiiksektir. Bu nedenle bilinen bir pH degeri s6z konusu oldugunda, ¢6ziinmemis
yapida olan asetik asit miktarinin laktik asitten daha fazladugu bilinmektedir
(Vesterlund vd, 2004). Fakat laktik asidin bulundugu ortamim pH’in1 diisiirmesi
nedeniyle ortamdaki asetik asidin etkinligini artirmaktadir. Asetik asit, hiicre zarindan
kolaylikla geger ve hiicre i¢inin pH’ i disiiriir. Asetik asit de laktik asit gibi GRAS
statiisiindedir ve ayn1 zamanda gida koruyucusu ve gida katkisi olarak da
kullanilmaktadir. Olduk¢a yiiksek bir lezzet potansiyeline sahiptir (Lues vd, 2011).
Buna ek olarak, asetik asit et iriinlerinde meydana gelebilecek kontaminasyonlari
engellemek amaciyla da kullamlabilmektedir. Ornek olarak, karkas iizerine sprey

seklindeki uygulama verilebilir (Uner, 2012).

Propionik asit: Propionik asit, heterofermentatif LAB suslar1 tarafindan eser
miktarlarda sentezlenebilmektedir. Laktik asit ve asetik asite gore daha yiiksek bir
¢ozintrlik sabitine (pKa 4,87) sahip olan propionik asit, ayn1 zamanda daha yiiksek bir
oranda antimikrobiyal 6zellige sahiptir. Propionik asit, sahip oldugu yiiksek orandaki
antimikrobiyal &zelligi sayesinde gidalarda film olarak ve yine gidalarda yenebilir
kaplama olarak kullanilmaktadir (Rayner ve Wright, 2011).

Yapilan arastirmalarda, propionik asidin, hayvan yemlerine eklenmesi sonucunda

karkasta kontaminasyonu diisiirdiigii de gozlemlenmistir (Uner, 2012).
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Hidroksi yag asitleri: Hidroksi yag asitlerinin etki orani oldukga yiiksektir, ayni
zamanda etki alan1 da oldukca genistir. Inaktive edici ozellikleri 6zellikle maya ve
kiiflere kars1 olduke¢a giiglidiir. Hidroksi yag asitleri, Propionik, valerik ve butirik asit
gibi baz1 asitlerle sinerjistik etkilesimde bulunmaktadirlar. Bakterilerin {irettmis
olduklar1 hidroksillenmis yag asiti konsantrasyonuyla bakterilerin gelisimlerinin de ayni

zamanda orantili olarak arttig1 gézlemlenmistir (Magnutsson vd, 2005).

Fenillaktik asit: Fenillaktik asit organik bir asittir ve Laktik asit bakterilerinin
fenilalanin metabolizmalarinin yan bir trtini olarak bilinir. Cok gii¢lii antibakteriyal,
antifungal ve antimaya ozelliklerine sahiptirler. Bu nedenle fenillaktik asitler, gida
teknolojisinde yiiksek bir oranda antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilmektedirler
(Rodriguez, 2012).

Fenillaktik asitler, maya ve kiif gelisimini engellemek amaciyla propionik asitten daha
fazla tercih edilmektedirler. Cok farkl: Laktik asit bakterileri tiirlerininin Fenillaktik asit
sentezlendigi belirlenmis, ancak Lactobacillus plantarum’un en iyi tir oldugu

belirlenmistir (Strom vd, 2002).

Hidrojen peroksit (H,0,): Laktik asit bakterileri, ortamda oksijen bulundugunda
flavoprotein oksidaz enzimiyle hidrojen peroksit (H20,) olusumunu saglamaktadirlar.
LAB’da katalaz enzimi bulunmamaktadir. Katalaz enzimi bulunmadig: i¢in hidrojen
peroksit ortamda birikir ve bu sebeple hedefteki hiicrenin lipid membran1 ve ayni
zamanda hiicresel proteinlerini de oksitlemektedir. Bu etki sayesinde hidrojen peroksit,
kiif, viriis, maya ve bakterilere karsi antagonistik bir etki meydana getirmektedir (Naidu,
2000).

Hidrojen peroksit (H20,) molekiili diisik dozlarda antimikrobiyal etkide
gostermektedir. Buna 6rnek olarak siitteki laktoperoksidaz enzimi varliginda tiyosiyanat
molekiilii ile reaksiyona girmesi sonucunda olusmasi verilebilir. Laktik asit bakterisinin
stitte gelismesi sonucunda H,O, ortama salinmasi sonucunda hipotiyosiyanat ve ara
molekiiller olusur. Olusan ara molekiillerin ise farkli mikroorganizmalari inaktive

etmesindeki rolii belirlenmistir (Harris vd, 1989). Bahsedilen bu sistemin bir maya tiirti
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olan Candida albicans iizerinde inaktivasyon etkisi belirlenmistir (Choi vd, 2017). Ek
olarak, kiiflerin hidrojen peroksit molekiiliinii pargalayabilen enzimlere sahip olduklari
belirlenmistir (Naidu, 2000).

2.4 Diisiik Molekiiler Agirhkli Antimikrobiyal Maddeler

Reuterin (3-hidroksipropanal): Heterofermentatif tiirler olan Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus collinoides ve Lactobacillus
coryniformis bakterileri anaerobik ortamlarda gliserolii fermente ederek Reuterin (3-
hidroksipropanal) molekiilinii olusmaktadir. Olusan diisiik molekiiler agirlikli
molekiiliin hem aerobik hemde anaerobik ortamlarda etki gosterdigi bilinmektedir (El-
Ziney, 1999).

Reuterin, disiik molekiil agirlikli, nétral pH’a sahip, yiiksek ¢oziiniirliikklii ve protein
yapidadir. Bu 6zellikleri sebebiyle de maya, protozoa, kiif ve bakterilere karsi aktive
gosterdigi  belirlenmistir. Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomyces cerevisiae,
Torulopsis glabrata ve Candida albicans gibi tiirlerden mayalar1 igerdikleri
belirlenmistir (Chang vd, 2010). Ayrica, hiicrelerin RNase aktivitesinde etkisi oldugu
belirlenmistir. (EI-Ziney, 1999).

Diasetil (2,3-butanedione): Bazi Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen Diasetil (2,3-
butanedione) metabolik bir son iriindiir. Kendine ait 6zel aroma ve lezzet 6zelligine
sahip olan disiik molekiiler agirhikli molekiildir. GRAS sinifindan oldugu
bilinmektedir. Keskin bir koku vermesi sebebiyle yiyecek sanayinde antifungal olarak
kullanimi diisiik bir orandadir. Sanitasyon amaciyla belirli gidalarda kullanilabilirler
(Ray ve Liewen, 2004).

Diasetil’in bulundugu ortamdaki asitliginin antimikrobiyal aktivitesiyle direkt olarak bir
etkisi gorlilmiistiir. Arastirmacilar, pH degerinin 7°den diisiikk oldugu zamanlarda
diasetil aktivitesinde artis oldugu belirlemiglerdir. Mayalara karg1 200 ppm Diasetilin ve

kiiflere kars1 300 ppm Diasetilin 6ldiirticii bir etkisi oldugu belirlenmistir. Gram-Pozitif,
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Gram-Negatif ve Laktik asit bakterisi olmayan bakterilerin laktik asit bakterilerine gore
daha az dayanikli oldugu tespit edilmistir (Ouwehand, 2004; Vesterlund, 2004).

Diasetil molekiilii ayrica, Gram-negatif bakterilerde bulunan arginin aminoasidine
baglanir ve bunun sonucunda ilgili proteinin kullanimimi kismen engelledigi tespit
edilmistir (Tang vd, 1998). Gram-Pozitif bakterilerde, Gram-Negatif bakterilerdeki gibi
baglanma proteinleri i¢cermediginden dolayr ve ayrica daha g¢ok aminoasit g¢esidi

bulundugundan daha kuvvetli olabilecegini belirtilmistir (Ray ve Liewen, 2004).

2.5 Bakteriyosinler

Bakteriyosinler kisaca, dar bir antimikrobiyal etki alanina sahip, iiretici tiiriin birtakim
bagisiklik mekanizmalar ile ilgili olan ve hiicre disina sentezlenen, esas ve gelismis
protein yapisinda olan bakteriyel ribozomal sentez iiriinleri olarak tanimlanabilir. Hem
Gram-Pozitif  bakterileri hem de Gram-Negatif bakterileri bakteriyosinler

tiretebilmektedir (Bals ve Koczulla, 2003).

Antimikrobiyal peptidler, mikrobiyal diinyada bakteriyosinler olarak tanimlanirlar.
Antimikrobiyal peptitler bakterilerin savunma mekanizmalarinin en 6nemli kismini
olusturmaktadir (Hill vd, 2002). Bakteriler tarafindan fretilen antibiyotikler,
antimikrobiyal bilesenler olan bakteriyosinlerden ayr1 bir grup olarak goriilmektedirler.
Ayri bir grup olarak sayilmalarina sentezlenme mekanizmalart 6rnek olarak verilebilir
(Gallo ve lzadpanah, 2005). Antibiyotikler, multi enzim kompleksleri tarafindan
sentezlenirler ve bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenmektedirler (Zou vd, 2018).
Esasen, bakteriyosinlerin biiyiik bir kism1 geleneksel antibiyotiklerle kiyasla ¢ok daha
dar bir inhibisyon spektrumuna sahip oldugu tespit edilmistir. Ek olarak,
antibiyotiklerin yan etkilere neden oldugu bilinmektedir, ancak bakteriyosinler toksik

olmamakla birlikte kokusuz ve renksiz 6zelliktedirler (Nes vd, 2007).

Bakteriyosinler, farkli laktik asit bakterilerince ribozomal olarak sentezlenen ve peptit

yapili olan molekiillerdir. Bu peptit yapili molekiiller, sentezlenen bakterilerin yakin
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tiirlerinde hiicre duvarlarinda por olustururlar buna bagli olarak da hiicre duvar sentezini
durdururlar (Skaugen vd, 2003). Ayrica, daha ¢ok daha farkli mekanizmayla etki
gosterdikleri tespit edilmis ve hedefteki hiicrede 6liim etkisine sebep olduklar1 da tespit
edilmistir (Ahmad vd, 2017).

Bakteriyosinler geleneksel antibiyotiklere kiyasla gida kalitesini ve ayrica gida
giivenligini gelistirmek amaciyla dogrudan dogruya kullanilabildikleri i¢in ¢ok daha
avantajli bir konumdadir (Osmanagaoglu, 2002). Buna ek olarak, bakteriyosinler dogal
kaynakli yapilardir (Nes vd, 2007). Korunacak gidalarin fizikokimyasal yapisinda
herhangi bir farklilagsmaya sebep olmadan gidalarda bozulma etkeni ve ayni zamanda

hastalik yapan bakterileri de inhibe edebilme 6zelligine sahiptir (Riley, 1998).

Bakteriyosinler protein yapidadirlar ve bu protein yapi diistiniilenin aksine herhangi bir
sorun olusturmadan gida sanayiinde sorunsuz bir bigimde kulanilabilirler. Fakat
biyokoruyucu olarak kullanilma olanagi bakteriosinlerin dar ve yetersiz mekanizmalari
nedeniyle daha sinirhdir. Ek olarak, bakteriyosinlerin tiretimleri bakteri suslarina gore
farklilik gostermektedir (Klaenhammer, 1988). Laktik asit bakterilerilerinin bir¢ok tiirti
farkli bakteriyosinler iiretmektedirler (Juturu ve Wu, 2018). Mesela, baz1 laktokok
tiirlerinin nisin ve laktisin, ayrica bazi pediokok tiirlerinin pediosin, laktobasil tiirlerinin

de plantarisin bakteriyosinleri iirettikleri tespit edilmistir (Salim Ammor vd, 2007).

Yapilan aragtirmalarda, son yillarda olduk¢a fazla bakteriyosin  tanimi
gergeklestirilmigtir. Tanimlanan bakteriyosinler ozellikle gida alaninda kullanilmaya
baglanmistir. Fakat tamimlanan bakteriyosinlerden yalnizca Lactoccocus lactis
tarafindan {iretilen nisin Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kullanilabilecegi
sOylenmistir (Luchansky, 1998). Sayilan 06zellikler ve daha birgok mekanizmasi
nedeniyle son yillarda bakteriyosinler ile ilgili yapilan ¢alismalar yiiksek bir oranda
artmistir. Bakteriyosinlerin en 6nemli karakteristik 6zelliklerinden birisi {iretici tiirline
gore yapisal farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple de bu duruma bagh olarak da farkl
antimikrobiyal etki spektrumununa sahiptirler (Bechinger ve Gorr, 2017).
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2.5.1 Bakteriyosinlerin simiflandirilmalari ve etki mekanizmalar:

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler yapisal 6zelliklerine ve amino
asit miktarlarina bagl olarak gerceklestirilen ¢alismalarin sonuglarina goére molekiil
agirliklarina gore siniflandirilmiglardir. Yapilan siiflandirmada bakteriyosinler dort ana
gruba ayrilmislardir (Collins vd, 1999). LAB tarafindan dretilen bakteriyosinlerin
siiflandirilmalar Cizelge 2.4’te verilmistir (Ennahar vd, 2000).

Biyolojik membranlar ¢ok cesitli lipidler icerir. Bu membranlarin antimikrobiyal
ozgilliik ile iligkilendirilmesinin nedeni negatif yiikleridir. Baz1 antimikrobiyal peptitler
katyoniktir ve tercihen anyonik lipidlere baglanir. Bu, mikrobiyal ozgiilliik i¢in

potansiyel bir mekanizma saglamaktadir (Epand ve Vogel, 1999).

Bakteriyosinlerin etki mekanizmalar1 iki kademede gerceklesmektedir. ilk olarak
bakteriyosinler ilgili bakterinin hiicre duvarinda var olan reseptdrlere tutunurlar. ikinci
kademede ise mevcut haldeki her bir bakteriyosin ilgili hiicrede farkli patolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Bu kademe tek yonlii olarak gergeklesmektedir. Bu
olaydan ¢ok az bir zaman sonra hiicre i¢inde ortamdaki canli sayisinda yiiksek bir

oranda azalma meydana gelmektedir (Daw ve Falkiner, 1996; Moll vd, 1999).
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Cizelge 2.4 Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Bakteriyosinlerin
Siniflandirilmalart (Ennahar vd, 2000)
SINIFLAR | ALT SINIF ORNEKLER OZELLIK
Laktosin S, Lantibiyotikler, kiigiik,
I kornosin U149, 1stya dayanikli az
lactisin 481, nisin, | rastlanan amino asitler
lactosin 3147 igerir
Kiiciik (25 kDa, 30-100
amino asit), 1siya
dayanikli, lantibiyotik
olmayan bakteriyosinler
Pediosin PA- o -
Il a 1/AcH, sakasin A Antilisterial etklll,
ve P kurvasin A | pediosin benzeri
|aktasin F bakteriyosinler
I b Laktokokkin G, | Thiol aktif
Laktokokkin M bekteriyosinler.
e Laktokokkin B, Kgmple_ks aktiv_ite igin
Enterosin P iki peptit gerektiren
bakteriyosinler.
Bakteriyosinlerin
salgilanmasina bagl
olarak salgilanan
bakteriyosinler.
Helvetisin J, Biiyiik (> 30 kDa), 1s1ya
i Helvetisin V- dayaniksiz
1829, laktasin A | bakteriyosinler.
ve B, Asidosin A
Leukokkin S, Aktivitesi i¢in
v Laktosin 27 ve karbonhidrat veya
Pediosin SJ-1, lipidkompleksi bulunan
Plantarisin bakteriyosinler.
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2.5.2 Laktik asit bakterilerinde bakteriyosin arastirmalar: iizerine ge¢mis, giincel
ve gelecekteki bilgileri ve yonleri

Hem Okaryotik organizmalar hem de bakteriler ribozomal olarak antimikrobiyal
peptitler iretebilirler. Bakterilerde bu tir bilesiklere bakteriyosinler denir.
Bakteriyosinlerin tarihi 1920'lerin baslarna kadar gitmektedir (Hugenholtz vd, 1998).
Bakteriyosinler, 1990'larda ve 21. yiizyillda oOzellikle Avrupa’da ¢ok yaygin bir
arastirmas1 konusu haline gelmistir (Breukink vd, 2006). Bakteriyel patojenlerle
savagmak icin en umut verici antimikrobiyal ajan gruplarindan biri olmasina ragmen, bu
bilesiklerin pratik kullanimda nasil kullanilacagina dair ge¢miste birgok hayal kirikligi
yasanmistir. Gliniimiizde ise insan ve hayvanlarin yararina bu tiir peptitlerden nasil

yararlanilacagi konusunda yeni olanaklar mevcuttur (Gallo ve Izadpanah, 2005).

Giiniimiizde 800 kadar peptit bilinmektedir. Kesfedilen bu peptitler ilk olarak
bozeklerin, amfibilerin ve bitkilerin savunmasi i¢in oldukgadnemli olarak belirlenmistir.
Gelisen teknoloji ve uygulanan yeni arastirmalar sayesinde bu peptitlerin, memeli
bagisiklik tepkisi i¢in de 6nemli oldugu kabul edilmistir (Reis vd, 2012). AMP'ler,
memelilerin  bagigiklik sistemini korumasindaki temel roliinii goéstermistir ve bu
molekiillerin insan sagligi ve hastaliklarinda degerlendirilmesi acisindan yeni bir ¢ag

acmustir (Bechinger ve Gorr, 2017).

Bakteriyosin iiretimi, probiyotik bakterilerin en 6nemli bir 6zelliklerinden birisi haline
gelmistir. Belirli patojenlerle savasmak i¢in bakteriyosinlerin kullaniminin umut verici
bir gelecegi soz konusudur (Cotter vd, 2005). Bakteriyosinler geleneksel peptit
antibiyotiklerden ¢ok farklidir. Birinci olarak, peptit antibiyotikler ribozomal olarak
sentezlenen peptitlerden farklidir ¢linkii peptit antibiyotikler enzimler tarafindan
sentezlenmektedir. ikincisi, klasik antibiyotikler genis bakteri spektrumlarma karsi
aktifken bakteriyosinler, genellikle iireticinin veya yakindan iligkili tiirlerin i¢indeki dar
bir bakteri spektrumunu hedef almaktadir (Mathur ve Singh, 2005). Bakteriyosinleri
antibiyotiklerden ayiran bir diger ozellik ise bakteriyosinlerin duyarli bakterilere karsi
etkili olmalaridir. Bakteriyosinler nanomolar konsantrasyonlarda dahi bakterilerde 6liim

etkisi olustururken, geleneksel antibiyotiklerin etki edebilmesi i¢in ¢ok daha yiiksek
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konsantrasyonlar gerekmektedir. Bu nedenle bakteriyosinler benzersizdir (Reis vd,
2012).

Gram-Pozitif ve Gram-Negatif bakterilerinin bakteriyosinlerini birden fazla nedenden
dolayr ayirmak gerekmektedir (Breukink vd, 2006). Gram-Pozitif bakterilerinin
bakteriyosinlerini iki ana gruba aymrmak olduk¢a anlamhidir: 1siya dayanikhi
lantibiyotikler (Sinif I) ve degistirilmemis (bazi kii¢iik modifikasyonlar olabilir) ve 1s1ya
dayanikli bakteriyosinler (Sinif II). Bu iki ana sinif ayrica alt siniflara ayrilir (Oppegard
vd, 2007).

1920'lerin basinda lantibiyotik bakteriyosinlerin kesfinden sonra, ilk tanimlanan
lantibiyotik olan nisinin yapisinin belirlenmesinin 50 yildan fazla siirdiigii belirtilmistir
(Gross ve Morell, 1971). 1960'larda laktobasillerin organik asitlerden farkli
antimikrobiyal maddeler trettigi bildirilmistir (de Klerk ve Smith, 1967). Lantibiyotik
arastirma alan1 1970'larda hiz kazanmistir. Yapilan ¢alismalarda Lantibiyotikin, yapi,
etkisi, genetik, diizenleme, sentez ve modifikasyon agisindan ¢ok sayida lantibiyotik
tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Willey ve van der Donk, 2007). Son yillarda

lantibiyotiklerle ilgili bu konularda birgok kapsamli inceleme makalesi mevcuttur.

Bakteriyosinlerin gram pozitif bakterilerdeki odak noktasinin esas nedeni gida ve yem
fermentasyonundaki onemlerinden kaynaklanmaktadir (Tagg vd, 1976). Ayrica FDA
tarafindan GRAS organizmalar1 olarak kabul edilmeleri de etkilidir. Bakteriyosin
lizerine arastirmalarin 6nemli bir nedeni, Listeria monocytogenes gibi patojenler de
dahil olmak {izere bir dizi bakteriye karsi nanomolar konsantrasyonlarda
antimikrobiyaller olarak oldukga etkileri olmustur ve yapilan ¢alismalar giinlimiizde
Oyle oldugunu gostermektedir. Metisiline direngli olan Staphylococcus aureus ve
vankomisine direngli Enterococ (VRE) gibi c¢oklu ilaca direngli patojenlere karsi
bakteriyosinler etki etmektedir. Bu aktiviteleri sayesinde tibbi ve veterinerlik
uygulamalarinda ¢ok yiiksek bir potansiyele sahip olabilecekleri belirlenmistir (Gallo ve
Izadpanah, 2016).
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Antimikrobiyal peptitler insan kaynakli olabilecegi i¢in ilag reaksiyonlarinin gelisme
olasilig1 disiiktiir. Gergeklestirilen AMP arastirmalar1 sonucunda, bu peptitlerin doku
onarimi, anjiyogenez ve iltihaplanma gibi konak¢inin verdigi yanitlarda rol oynadigini
gostermektedir. Buna sahip olan peptitler, akne, rozasea ve sedef hastaligi gibi oldukga
yaygin ve karmasik cilt bozukluklarma yeni ve givenilir bir yaklasim

saglayabilmektedir (Bechinger ve Gorr, 2017).

Fermente gida, yem ve bitki materyali, bakteriyosin tireten LAB'nin izolasyonu i¢in bir
kaynak olmustur. Probiyotik bakteri olarak Oneminin artan farkindaligi nedeniyle,
insanlardan ve hayvanlardan LAB'min bagirsak fekal numunesinin alinmasi, bu tiir

bakteriler i¢in giderek daha da 6nemli bir kaynak haline gelmistir (Pessione, 2016).

Antimikrobiyal peptitler, insan bagisiklik sisteminin énemli bir bileseni olarak ve etkin
bir sekilde korunan evrimsel bir savunma stratejisidir. Antimikrobiyal peptitlerin
canlilar {izerindeki antimikrobiyal ve immiinomodiilator etkileri arastirmacilar
tarafindan belirlenmistir. Bu etkilerin ¢ogu yakin zamanda tanimlanmistir ve hem
savunma tepkisini hem de daha yavas adaptif ve onarim siire¢lerini etkiledikleri tespit
edilmistir (Bals ve Koczulla, 2003). AMP'ler, iiretilen bir¢ok antibiyotigi etkisiz hale
getirirken antimikrobiyal direnci Onleme konusundaki basarisint gostermektedir.
AMP’ler arastirilmaya devam edildigi siirece, hastaliklardaki alakalarinin ve ayrica
kesin rollerinin ¢ok daha iyi anlagilacag: diistiniilmektedir. AMP'lerin cilt hastaligindaki
onemi, kutandz biyolojinin bu bileseninin potansiyel terapotik uygulamalarinin gekici

ornekleri olarak hizmet etmektedir (Gallo ve Izadpanah, 2016).

AMP'lere gelistirilen teknolojinin potansiyel klinik uygulamalari olduk¢a genis bir
yelpazeye sahiptir. AMP'lerin gelisimi ¢ok kisa bir siire igerisinde yepyeni topikal bir
antibiyotik smifi seklinde yorumlanmaktadir. Yiizeysel bakteriyel, fungal ve viral
enfeksiyonlarin AMP'lerin tiirevleri ile tedavisi, mikrobiyal direnci 6nleme yetenegi ile
birlikte yiiksek potensiyelleri ve genis spektrumlu aktiviteleri gibi bu molekiil sinifinin

temel avantajlarindan yararlanilarak arastirmalara devam edilmektedir (Zou vd, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriyel suslar ve gelistirme kosullari

Tez ¢alismamizda kullanan suslar Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Mikrobiyal Genetik Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda daha onceki ¢alismalarda farkli

kaynaklardan izole edilen Laktik Asit Bakteri suglari arasindan se¢ilmistir.

Calismada pozitif kontrol olarak pediosin iireticisi olan Pediococcus pentasaceous OZF
susu kullanilmustir. Indikatdér olarak ATCC kiiltiir koleksiyonundan temin edilen
Pseudomonas syringae pv. tomato, Clavibacter michigonogensis, Xanthomonas
campestris (CMM), Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus sakei,
Listeria monocytopenes, Salmonella thypimirum, Escherichia coli 25922 ve Escherichia

coli 0157 H:7 suslar1 kullanilmustir.

Daha 6nce % 50 gliserol icerisinde -80°C'de muhafaza edilen Laktik Asit Bakterilerine
ait suslar ve kontrol sus MRS (de Man-Rogosa-Sharp) besiyerinde 37°C'de 24 saat
gelistirilmistir. Indikatér mikroorganizmalar ise TSB (Tryptic Soy Broth) besiyerinde
37°C'de 24 saat gelistirilmistir (Yang vd,1992).

Tez calismasinda Laktik Asit Bakteri grubuna ait 15 adet sus kullanilmistir. Kullanilan

bakteriler ve numaralar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteriler

TOS9 | Lactobacillus pentosus

1 Lactobacillus sakei

3 Lactococcus garviae

10 Lactococcus lactis

13 Lactococcus lactis subsp cremoris
16 Enterococcus faecium

24 Weissella confusa

26 Weissella confusa

29 Lactococcus lactis

31 Lactococcus lactis

36 Pediococcus acidilactici
39 Pediococcus acidilactici
40 Pediococcus acidilactici
44 Pediococcus acidilactici
OZF Pediococcus pentasaceous

Tez ¢alismasinda; 3 tane bitki patojeni (Pseudomonas syringae pv. tomato, Clavibacter
michigonogensis, Xanthomonas campestris), 3 tane Laktik Asit Bakterisi (Lactococcus
lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus sakei) ve 4 tane Laktik Asit Bakterisi
olmayan ancak gida kokenli enfeksiyonlara
monocytogenes, Salmonella thypimirum, Escherichia coli 25922, Escherichia coli 0157
H:7) olmak tizere toplamda 10 indikator bakteri kullanilmistir. Kullanilan bu bakteriler

ve besi yerleri ad1 gecen sira dahilinde Cizelge 3.2” de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 indikator bakteriler ve besi yerleri

BAKTERILER BESIYERLERI
Listeria monocytopenes TSB
Salmonella thypimirum TSB
Escherichia coli 25922 TSB
Escherichia coli 0157 H:7 TSB
Lactococcus lactis TGE BROTH
Enterococcus faecalis TGE BROTH
Lactobacillus sakei TGE BROTH
Pseudomonas syringae pv. tomato KING’S B AGAR
Clavibacter michigonogensis TSB
Xanthomonas campestris (CMM) TSB

Cizelge 3.3 TGE Besiyeri (Tripton-Glucose-Yeast Extract)

ICERIK %g
Tripton 1
Glukoz 1

Tween 80 0.1

Maya ekstrati 1
MnSO4 0.005
MgSO4 0.005

TGE Besiyeri i¢in tiim bisenler 100 ml distile su icerisinde ¢oziildiiriiliir. pH 6.8°e

ayarlanir. Kati1 besiyeri i¢in % 1.5 agar ilave edilir, 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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Cizelge 3.4 MRS Besiyeri (de Man-Rogosa-Sharp)

ICERIK %g
Kazein pepton 10
Et ekstrakti 8
Maya ekstrati 4
Glukoz 20
Tween 80 1ml
MgS04.7H20 0.5
MnS04.4H20 0.2
Dipotasyum hidrojenfosfat 2
Triamonyum sitrat 2
Sodyum asetat 5

MRS Besiyeri, 100 ml distile suda 5.2 g hazirlanan besiyerinin ¢ozdiiriilmesiyle

hazirlanir. Kati besiyeri ig¢in % 1.5 agar ilave edilir, 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Cizelge 3.5 TSB Besiyeri (Tryptic Soy Broth)

ICERIK %g
Kazein pepton 1.7
Soya pepton 0.3
NaCl 0.5
Glukoz 0.25
K2HPO4 0.25

TSB Besiyeri i¢in tiim bisenler 100 ml distile su igerisinde ¢oziildiiriiliir. Besiyerinin

pH’1 7.3’e ayarlanir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Suslarin gelistirilmesi

-80°C'de muhafaza edilen ve calismada kullanilacak olan suslar kullanimdan Once
uygun steril besi yerleri igerisinde en az iki kez aktiflestirilmistir (LAB lerine ait suslar
MRS s1v1 besiyerinde 30°C 24 saat, LAB lerine ait olmayan suslar ise TSB/TGE s1vi
besi yerlerinde, 37°C de 24 saat).

3.2.2 Antibakteriyel bilesenlerin amonyum siilfat ile presipitasyonu

Kisaca, bir gecelik bakteri kiiltiiri, 20 dakika (4°C) 13.000 x g'de santrifiijlenerek
hiicresiz siipernatan1 (CFS-cell free supernatant) elde etmek amaciyla kullanildi. CFS,
0.22 um gozenekli membran kullanilarak filtrelendi. Hiicre icermeyen siipernatant pH’s1
5M NaOH kullanilarak pH:6 olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra, LABin
antimikrobiyal bilesenlerinin bir protein ailesine ait olup olmadigini belirlemek ve
peptitleri ¢okeltmek icin % 80 konsantrasyona (4°C, 24 saat) ulasan kiiltiirize edilmis
susun slipernatantinin 100 mL'sine % 60-80 (NH;).SO, ilave edildi ve siipernatant,
4°C'de 20 dakika boyunca 4000 x g'de santrifiijleme yoluyla presipite edildi (Tang vd,
2015). Siipernatanlarin antimikrobiyal aktiviteleri indikator bakterilere karsi agar kuyu-
diftizyon yontemi kullanilarak belirlendi (Garzon vd, 2017). Her bir indikator bakteri
i¢in 3 petri plaka kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde zon olusumu kontrol
edilmis, olusan zonlarin ¢api cetvel yardimiyla dl¢iilerek antimikrobiyal aktivite varligi

ya da yoklugu belirlenmistir (Dayong vd, 2018).

3.2.3 Aktivite gosteren AMP’lerin SDS-PAGE yontemi ile taranmasi

Kuyu diflizyon teknigi ile antimikrobiyal aktivitesi oldugu tespit edilen silipernatantlar
SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforez) yontemi kullanilarak
taranmistir. AMP igeren siipernatantlarin protein igeriginin belirlenmesi i¢in Laemmli

(1970) tarafindan kullanilan yontem kullanilmistir.
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Bakteri kiiltiirlerinden ammonyum siilfat ile ekstrakte edilen toplam hiicre ve hiicre dis1
proteinler 1 mm kalinhginda (% 4’lik stacking ve % 10’luk resolving) jelde
yiritilmistir (Laemmli, 1970). Yiiriitme islemi dikey elektroforez tankinda stacking
jel boyunca 20 mA (1 saat) ve resolving jel boyunca 30 mA’lik (2 saat) sabit akim
uygulanarak gerceklestirildi. SDS PAGE icin gerekli olan bilesenler Cizelge 3.6’da

verilmigtir.

Bu calismada ayni kosullar altinda iki paralel SDS-PAGE yiiriitiilmiistiir. Jellerden biri
SIGMA sbl9088 low molecular weight protein markdrii icermekte olup yiiriitme
isleminden sonra Coomasie Brillant Blue (R250) ile boyanarak elde edilen bantlarin
molekiiler biiyiikliikleri belirlenmistir. Diger jel ise indikator bakteriye karst zon
olusumu temel alinarak antimikrobiyal aktivitenin tanimlanmasi amaciyla kullanilmistir
(Yang vd, 1992). Bu amag i¢in, jel iizerinde mikroorganizmalarin gelisimine negatif etki
gosterebilecek organik bilesiklerin uzaklastrilmasi i¢in jel 24 saat boyunca, 6 saatte bir
degistirmek suretiyle, steril distile suda bekletilmistir. inhibisyonun gézlenebilmesi igin
jel MRS agar igeren petri plaka yiizeyine yerlestirilir ve {lizerine indikatdr susu iceren
yar1 kat1 besiyeri yayilmistir. Yar1 kat1 besiyeri i¢in uygun sivi besiyerine % 0.75 agar
ilave edilir. 30°C de 18 saatlik inkiibasyon sonrasinda petrilerde indikatér bakteri
tremesinin olmadig1 bolgeler boyanan jel iizerindeki bantlarla kiyaslanir ve bu

dogrultuda hangi protein bandinin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugu belirlenir.
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Cizelge 3.6 SDS PAGE’de kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin bilesenleri

Akrilamid —Bisakrilamid Cozeltisi (%) g
Akrilamid 29.2
Bis-akrilamid 0.8
SDS Cozeltisi (%) g
SDS 10

Toplayici Jel Tamponu (0.5 M ,pH 6.8) (%)

0.5 M Trizma Base 6.05
SDS 0.4
Ayirici Jel Tamponu (1.5 M, pH 8.8) (%) g
15 M Trizma Base 18.17
SDS 0.1
Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi g/mL
Amonyum persiilfat 0.1

Elektrot Tamponu

Tris 1.65¢g
Glisin 8¢
SDS l4g
dH,O 1100 mL

Ayiricl Jel (Resolving jel)

dH,O 3.30 mL
Akril-Bisakrilamit 4.0mL
1.5 M Tris (pH 8.8) 25mL
% 10 SDS 100 uL
%10 Amonyum persiilfat 100 uL
TEMED 5.5 uL
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Cizelge 3.6 SDS PAGE’de kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin bilesenleri (devam)

Toplayic1 Jel (Stacking jel):

dH,O 3.4 mL
Akril-Bisakrilamit 830 uL
0.5 M Tris (pH 6.8) 630 uL
% 10 SDS 50 uL
% 10 Amonyum persiilfat 50 uL

TEMED 5.5uL

Coomasie Brillant Blue Boya Cozeltisi:

Commasie brillant blue R 250 1lg

Metanol 400 mL
Glasiyal asetik asit 100 mL
dH,0 500 mL

Boya Geri Alma Cozeltisi:

Metanol 400 mL
Glasiyal asetik asit 100 mL
dH,O 500 mL

Jel Fiksasyon Cozeltisi:
Glasiyal asetik asit 70 mL

dH,O 930 mL
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Kuyu Difiizyon Teknigi ile Antimikrobiyal Aktivitenin Taranmasi

Kuyu diflizyon teknigi ile antimiktobiyal aktivite taranmasi yapilmistir. Kuyularda
olusan zonlar ve caplar Cizelge 4.1°de verilmistir. Siitundaki numaralar kullanilan

suslari, satirda yer alan A,B,C ise deneyin 3 paralelde yapildigini ifade etmektedir.

Tez caligmamizda kuyu difiizyon teknigi ile indikatdr bakterilere karsi zon olusum
calismalarina ait sekiller ise Sekil 4.1-Sekil 4.8 arasinda yer almaktadir. Ad1 gecen sira
dahilinde sekillerde kullanilan indikator bakteriler: Listeria monocytopenes, Clavibacter
michigonogensis, Xanthomonas campestris (CMM), Escherichia coli 25922;
Pseudomonas syringae pv. tomato’ Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis ve

Salmonella thypimirum.

Cizelge 4.1 Kuyularda olusan zonlarin ¢aplari

Pseudomonas | Escherichia | Clavibacter Lactobacillus | Salmonella
syringae pv. coli 25922 michigonogensis sakeli typhimurium
tomato
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Cizelge 4.1 Kuyularda olusan zonlarin ¢aplari (devam)

Enterococcus
faecalis

C
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15|19

11111

0

0

1,710,7|0

1

161,715
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0
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c A |B|C|A |B

08170
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0

2|1

121110

0

121151

9|2

1

0

0

0

Escherichia
coli 0157
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0

0

0

0

0

Xanthomonas
campestris

(CMM)

0
0

A |B|C|A|B|C|A |B

10
13
16
24
26
29
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36

39
40

OZF |0

TOS9 | 0

Sekil 4.1 Listeria monocytopenes’te zon olusumu
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Sekil 4.2 Clavibacter michigonogensis’te zon olusumu

Sekil 4.3 Xanthomonas campestris (CMM) 'te zon olusumu
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Sekil 4.5 Pseudomonas syringae pv. tomato’da zon olusumu
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Sekil 4.7 Enterococcus faecalis’te zon olusumu
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Sekil 4.8 Salmonella thypimirum’da zon olusumu

Yapilan ¢alismalar sonucunda Listeria monocytopenes, Clavibacter michigonogensis,
Xanthomonas campestris (CMM), Escherichia coli 25922, Escherichia coli 0157

H:7’de Lactobacillus sakei suslarina kars1 zon olusumu gézlemlenmemistir.

Bununla beraber indikatér olarak Pseudomonas syringae ps. tomat. kullanildig:
calismada 39 numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) A serisinde 0,9 cm zon
olusumu ve C serisinde ise 0,8 cm zon olusumu gozlemlenmistir. B serisinde ise zon
olusumu gozlemlenmemistir. 40 numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) A
serisinde 1cm zon olusumu, B serisinde 1cm zon olusumu ve C serisinde ise 0,9 cm zon

olusumu gozlemlenmistir. OZF’de (Pediococcus pentasaceous) ise A serisinde 1,5 cm
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zon olusumu, B serisinde 2,5 cm zon olusumu ve C serisinde ise 1,8 cm zon olusumu

gbzlemlenmistir.

Indikatér olarak Lactococcus lactis susunun kullanildign ¢alismada 24 numarali
bakteride (Weissella confusa) yalnizca A serisinde 1 cm zon olusumu gézlemlenmistir.
B serisinde ve C serisinde ise zon olusumu gozlemlenmemistir. 29 numarali bakteride
(Lactococcus lactis) A serisinde 1 cm zon olusumu ve B serisinde ise 1,2 cm zon
olusumu gozlemlenmistir. C serisinde ise zon olusumu gozlemlenmemistir. 31 numarali
bakteride (Lactococcus lactis) A serisinde 1,2 cm zon olusumu ve B serisinde ise 1,1
cm zon olusumu goézlemlenmistir. C serisinde ise zon olusumu gézlemlenmemistir. 36
numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) yalnizca B serisinde 0,8 cm zon olusumu
gbzlemlenmistir. A serisinde ve C serisinde ise zon olusumu gozlemlenmemistir. 39
numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) yalnizca C serisinde 0,8 cm zon olusumu
gozlemlenmistir. A serisinde ve B serisinde ise zon olusumu goézlemlenmemistir. 40
numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) A serisinde 1,2 cm zon olusumu, B
serisinde 1,5 cm zon olusumu ve C serisinde ise 1 cm zon olusumu gézlemlenmistir. 44
numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) yalnizca A serisinde 1,2 cm zon olusumu
gozlemlenmistir. C serisinde ve B serisinde ise zon olusumu gozlemlenmemistir. TOS9
numarali bakteride (Lactobacillus pentosus) A serisinde 1,3 ¢cm zon olusumu, B
serisinde 1 cm zon olusumu ve C serisinde ise 1,2 cm zon olusumu gézlemlenmistir.
OZF’de (Pediococcus pentasaceous) A serisinde 1,9 cm zon olusumu, B serisinde 2,2

cm zon olusumu ve C serisinde ise 1,9 cm zon olusumu gézlemlenmistir.

Indikatér olarak Enterococcus faecalis susunun kullanildigs calismada, 3 numarali
bakteride (Lactococcus garviae) B serisinde 1,2 cm zon olusumu ve C serisinde ise 0,8
cm zon olusumu gozlemlenmistir. A serisinde ise zon olusumu gdézlemlenmemistir. 16
numarali bakteride (Enterococcus faecium) B serisinde 1,1 cm zon olusumu ve C
serisinde ise 1,2 cm zon olusumu gbzlemlenmistir. A serisinde ise zon olusumu
gbzlemlenmemistir. 31 numarali bakteride (Lactococcus lactis) A serisinde 1 cm zon
olusumu, C serisinde ise 1 cm zon olusumu goézlemlenmistir. B serisinde ise zon
olusumu gozlemlenmemistir. 36 numarali bakteride (Pediococcus acidilactici) B

serisinde 1,5 cm zon olusumu ve C serisinde ise 1,9 cm zon olusumu gozlemlenmistir.
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A serisinde ise zon olusumu gozlemlenmemistir. 39 numarali bakteride (Pediococcus
acidilactici) A serisinde 1,7 cm zon olusumu ve B serisinde ise 0,7 cm zon olusumu
gozlemlenmistir. C serisinde ise zon olusumu gozlemlenmemistir. TOS9 numarali
bakteride (Lactobacillus pentosus) A serisinde 1 cm zon olusumu, B serisinde 1,1 cm
zon olusumu ve C serisinde ise 1,1 cm zon olusumu gozlemlenmistir. OZF numarali
bakteride (Pediococcus pentasaceous) A serisinde 1,6 cm zon olusumu, B serisinde 1,7

cm zon olusumu ve C serisinde ise 1,5 cm zon olusumu gézlemlenmistir.

Indikator olarak Salmonella thypimirum susunun kullanildig: calismada, 1 numarali
bakteride (Lactobacillus sakei) B serisinde 1,2 cm zon olusumu ve C serisinde ise 1 cm
zon olusumu goézlemlenmistir. A serisinde ise zon olusumu goézlemlenmemistir. 10
numarali bakteride (Lactococcus lactis) B serisinde 0,9 cm zon olusumu ve C serisinde
ise 1 cm zon olusumu gozlemlenmistir. A serisinde ise zon olusumu
gozlemlenmemistir. OZF numarali bakteride (Pediococcus pentasaceous) A serisinde
1,1 cm zon olusumu, B serisinde 1 ¢cm zon olusumu ve C serisinde ise 1,1 cm zon

olusumu gozlemlenmistir.

4.2 Aktivite Gosteren AMP’lerin SDS-PAGE Yéntemi ile Taranmasi

Kuyu difiizyon teknigi ile antimikrobiyal aktivitesi oldugu tespit edilen slipernatantlar
SDS-PAGE yontemi kullanilarak taranmistir. AMP igeren siipernatantlarin protein

iceriginin belirlenmesi i¢in Laemmli (1970) tarafindan kullanilan yontem kullanilmastir.

Yapilan tez ¢calismamizda kuyu difiizyon teknigi ile Pseudomonas syringae ps. tomat.
Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis ve Salmonella thypimirum’da zon olusumu
gozlemlenmistir. Zon olusturan preoteinlerde antimikrobiyal etkinin belirli bir protein

bandinin varligi ile iliskilendirilmesi i¢in SDS-PAGE yontemi kullanilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 SDS-PAGE sonuglar1

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda kuyu difiizyon teknigi ile antimikrobiyal
aktivite taranmasi sonucunda en fazla zon olusturan tiirler olan Lactococcus lactis ve
Enterococcus faecalis secilmis ve jeller besi yerinde gelistirilerek ve antimikrobiyal etki

taranmasi yapilmistir.
4.3 Jellerin Besiyerinde Gelistirilmesi ve Antimikrobiyal Etkinin Taranmasi

SDS-PAGE sonucunda goriilen protein bantlarinin antimikrobiyal aktivite ile olan
iligkisinin belirlenmesi i¢in hazirlanan kat1 besi ortamlarina secilen indikator bakteriler
10° olacak sekilde seyreltilerek asilandi ve ardindan SDS-PAGE jelleri indikatér iceren
agar lzerine yayilarak 24 saat 37° C’de inkiibe edildi. Lactococcus lactis ve
Enterococcus faecalis igin gelistirilen besi yerleri Sekil 4.10°da verilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda kullanilan indikatér bakterilerine (Lactococcus lactis ve

Enterococcus faecalis) karst zon olusumu goériilmemistir.
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Sekil 4.10 Indikatér olarak a) Lactococcus lactis b) Enterococcus faecalis iceren
besiyerinde jeller
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5. TARTISMA ve SONUC

Artan antibiyotik kullanimina bagli olarak modern diinyada antibiyotiklere alternatif
yeni bir yontem arastirilmasi son yillarda hiz kazanmistir. Geleneksel antibiyotiklere
nazaran ¢ok daha kolay ve kesin sonu¢ veren ve ayrica ilag¢ reaksiyonlarmin gelisme
olasilig1 diisiik olan antimikrobiyal peptitler arastirmacilar i¢in ¢ok biiyiikk bir umut

kaynagidir (Cotter vd, 2005).

Antimikrobiyal peptidler, mikrobiyal diinyada bakteriyosinler olarak tanimlanirlar.
Antimikrobiyal peptitler bakterilerin savunma mekanizmalarinin en 6nemli kismini

olusturmaktadir.

Antimikrobiyal Peptitler (AMP) protein yapidadir ve bu protein yapida olmalari
diisiiniilenin aksine hi¢bir bir sorun olusturmadan gida sanayiinde sorunsuz bir bi¢imde
kulanilmasimi saglamaktadir. AMP {iretimleri bakteri suslarina gore farklilik
gostermektedir (Klaenhammer, 1988). Laktik asit bakterilerilerinin bir¢ok susu farkli
antimikrobiyal peptitler tretmektedirler ve irettikleri AMP’ ler gidalan
kontaminasyondan korumak, gida kalitesini ve giivenligini artirmak ve antibiyotiklere
direngli patojen mikroorganizmalarla savagmak i¢in umut verici bir stratejidir. Bu
nedenle antimikrobiyal aragtirmalarinda en yaygin olarak kullanilan bakteriler laktik asit

bakterileridir (Juturu ve Wu, 2018).

Antimikrobiyal peptitlerve klasik antibiyotikler birgok ag¢idan birbirinden ayrilir. Bu iki
mekanizmay1 birbirinden ayiran ilk 6zellik sentezlenme mekanizmalaridir. AMP’ler
ribozomal olarak sentezlenirken, klasik antibiyotikler enzimler tarafindan sentezlenir.
Geleneksel antibiyotikler antimikrobiyal peptitlere nazaran ¢ok daha genis bir etki
alanina sahiptir ancak AMP’ler yalnizca hefede odaklanan dar bir etki alanina sahiptir
(Mathur ve Singh, 2005). Antimikrobiyal peptitleri ve klasik antibiyotikleri ayiran diger
biz Ozellik ise kullanim miktarina baglh olarak etki etme mekanizmalaridir. AMP’ler
nano diizeyinde miktarlarda eklendiginde bile bakterilere karsi savunma mekanizmasi
gosterir ve bakteri Olimiinii gergeklestirirler ancak klasik antibiyotiklerin etki

edebilmesi i¢in ¢ok daha fazla miktarlarlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Reis vd, 2012).
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Ozellikle biyomiihendislik alanindaki arastirmacilar, hem in vivo hem de in vitro
kullanim i¢in spesifik hedef organizmalara karsi artirilmis stabiliteye, daha genis
Ozgiillige ve hatta daha yiiksek aktivitelere sahip tiirevler olusturmak ig¢in

antimikrobiyallerin gelistirilmesine odaklanmis durumdadir (Bechinger ve Gorr, 2017).

Yiirtitiilen tez caligmasiyla yeni bir antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasi ¢abasiyla, bu
calismada farkli kaynaklardan izole edilmis laktik asit bakterilerinin AMP iiretim

potansiyelleri aragtirilmistir.

Tez caligmast kapsaminda Kkiiltiir koleksiyonunda mevcut bulunan 14 laktik asit
bakterisi (Lactobacillus pentosus, Lactobacillus sakei, Lactococcus garviae,
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp, cremoris, Enterococcus faecium,
Weissella confusa, Weissella confusa, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis,
Pediococcus acidilactici, Pediococcus acidilactici, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus acidilactici) ve kontrol sus olan OZF (Pediococcus pentasaceous)

kullanilmastir.

Tez calismasinda; 3 tane bitki patojeni (Clavibacter michigonogensis, Pseudomonas
syringae pv. tomato,, Xanthomonas campestris (CMM) 3 tane laktik asit bakterisi
(Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus sakei) ve 4 diger bakteri
(Listeria monocytogenes, Salmonella thypimirum, Escherichia coli 25922, Escherichia
coli 0157 H:7) olmak iizere toplamda 10 indikator bakteri kullanilmigtir.

Calisgmamizda kuyu difiizyon teknigi ile antimiktobiyal aktivite taranmasi yapilmistir.
Kuyu difiizyon teknigi ile antimiktobiyal aktivite taranmasi sonucunda Pseudomonas
syringae pv. tomato, Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis ve Salmonella
thypimirum’da  zon olusumu gozlemlenmistir.  Zon olusturan preoteinlerde
antimikrobiyal etki varligi saptanmistir. Bu nedenle bu proteinler SDS-PAGE yontemi

kullanilarak molekiiler agirliklar1 belirlenmistir
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Gergeklestirilen tez calismast kapsaminda kuyu difiizyon teknigi ile antimikrobiyal
aktivite taranmasi sonucunda en fazla zon olusturan tiirler olan Lactococcus lactis ve
Enterococcus faecalis se¢ilmis ve jeller besi yerinde gelistirilerek ve antimikrobiyal etki

taranmasi yapilmustir.

Yapilan tarama sonucunda ne Lactococcus lactis'te ne de Enterococcus fecalis te zon
olusumu gozlemlenmemistir. Yani ilgili proteinler etki gostermemistir. Hem
Lactococcus lactis’te 'hem de Enterococcus fecalis’te antimikrobiyal peptit {iretim

potansiyelleri oldukc¢a sinirlidir.

Arastirmacilar  bircok laktik asit bakterisinin  antimikrobiyal peptit olarak
kullanilabileceklerini ortaya koymuslardir. Yapilan bir ¢calismada Laktococcus spp’nin
secilmig tiirleri igin membran gecirgenligi yoluyla antimikrobiyal aktivite taranmistir.
Sonuglara gore L. lactis i¢in antimikrobiyal peptitlerin potansiyel uygulanabilirligini

tespit etmistir (Somonto vd, 2010).

Diger bir calisma ise Hassan vd (2011) tarafindan yapilmistir. Calismaya gore coklu
antibiyotige direngli Enterococcus spp'nin secilmis izolatlar1 i¢in enterokoklar
tarafindan  {retilen  bakteriyosinlerin ~ karsilagtirmali  minimum  inhibitor
konsantrasyonunun belirlemek amaciyla bir calisma gerceklestirmislerdir. Yapilan
aragtirmalar, antibiyotik direnci problemlerini hafifletmede Enterococcus fecalis igin
antimikrobiyal peptitlerin potansiyel uygulanabilirligini tespit etmistir. Buna bagh
olarak da AMP'lerin in vivo liretiminin, en direngli patojenlere karsi bile yeni bir arag

sunabilecegi belirtilmistir.

Baindara vd (2013) yapmis olduklar1 bir c¢alismada, Bacillus subitlis’in iki yeni
antimikrobiyal tirettigini ve i¢in ¢esitli Gram-Pozitif bakterilere karsi aktif olduklarini
belirlemislerdir. Bu antimikrobiyal peptitlerin {iretimi, siklikla gida bozulmasina bagh
olan Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes’e kars1 yiiksek antimikrobiyal
aktivitesinden dolayr bir biyokontrol ajani olarak veya gida muhafazasindaki

uygulamalar arttirdigini tespit etmistir.
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Tulini vd (2014) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, Brezilya fiime baliklarindan
(Surubim, Pseudoplatystoma sp.) izole edilen Carnobacterium maltaromaticum C2'nin,
gida kaynakli onemli bir patojen olan Listeria monocytogenes'e karsi antimikrobiyal
aktivitesi  arastirilmistir.  Yapilan  arastirmalar  sonucunda hem  Listeria
monocytogenes nin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmis hem de iki bilesenli

lantibiyotik tirettigi tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alisma Borrero vd (2015) tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada
AMP'lerin tiretimi i¢in kloriir ile indiiklenebilir bir promotor belirlemisler ve bunu
uygulamiglardir. Arastirma sonucunda AMP'lerin  ekspresyonunun Enterococcus
faecalis ve Listeria monocytogenes bakterilerinin sayisini biiyiik dl¢lide azalttigini tespit

etmislerdir.

Bir diger ¢alismada Geetha vd (2015) tarafindan yapilmistir. Calismada kismen
clrimiis gida Orneklerinden izole edilen saflagtirllmig laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyal peptitlerinin, se¢ilmis mastitis bakteriyel patojenleri, yani Escherichia
coli klinik izolatlarina kars1 etkinligini degerlendirmesi yapilmistir. Calisma sonucunda
Lactobacillus fermentum (Tp-5) ve Enterococcus (CRp-2 ve CRp-3) tarafindan tiretilen
yeni tammmlanmis antimikrobiyal peptitlerin varligi belirlenmistir. Tanimlanan
peptitlerin baglica sigir mastitis bakteriyel patojenlerine karsi giiclii antimikrobiyal
spektrumu belirlenmistir. Bu yeni peptitlerin veterinerlik alaninda geleneksel
antibiyotiklerin ¢iftlikte kullanimini azaltmak adma kullanilma olasiliginin yiiksek

oldugunu tespit etmislerdir.

Her ne kadar yapilan tez calismamiz kapsamindaki sonuglarimizda zon olusumu
gozlemlenmemis ve proteinler etki géstermemis olsa da, gerceklestirilen calismalarin
birgogu geleneksel antibiyotikler yerine antimikrobiyal peptitlerin kullanilabilecegini

kanaitlar niteliktedir.

LAB'nin antimikrobiyal maddelerin, 6zellikle bakteriyosinlerin ireticileri olarak
kullanilmasi, gida endiistrisi i¢in gida iirlinlerinin giivenligini artirmak, raf omriini

uzatmak ve tiiketicilerin sagligini korumak ig¢in umut verici bir gelismedir. Buna ek
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olarak antimikrobiyal maddelerin geleneksel antibiyotikler yerine kullanilabilmesi de
ayrica umut vericidir. (Ahmad vd, 2017). Bu nedenle, dogal olarak olusan
antimikrobiyal = molekiillerin ~ kullanimmin  etkinligi, ¢evresel  faktorlerin
bakteriyosinojenik suslarin implantasyonu ve hayatta kalmasi iizerindeki etkileri ve
bunlarin etkinligini nicel olarak tahmin etmek icgin bakteriyosinlerinin aktivitesi

hakkindaki anlayisimizi genisletmeye devam edilmesi gerekmektedir.

47



KAYNAKLAR

Abriouel, H., Benomar, N., Cobo, A., Caballero, N., Fuentes, M.A.F., Pérez Pulido, R.
ve Gaélvez, A. 2012. Characterization of lactic acid bacteria from naturally

fermented Manzanilla Alorefa green table olives. Food Microbiology, (32),
308-316.

Ahmad, V., Khan, M.S., Jamal, Q.M.S., Alzohairy, M.A., Karaawi, M.A.A. ve
Siddiqui, M.U. 2017. Antimicrobial potential of bacteriocins: in therapy,
agriculture and food preservation. International Journal of Antimicrobial
Agents, 49, 1-11.

Axelsson, L. 2004. Lactic acid bacteria: classification and physiology in Salminen, S.,
von Wright, A. ve Ouwehand, A., eds, Lactic Acid Bacteria, Microbiology and
Functional Aspects, Marcel Dekker, pp 1-66, New York ABD.

Bahar A. and Ren D. 2013. Antimicrobial peptides. Pharmaceuticals (Basel), 6, 1543-
75.

Baindara, P., Mandal, S., Chawla, N., Singh, P., Pinnaka, A. ve Korpole, S. 2013.
Characterization of two antimicrobial peptides produced by a halotolerant
Bacillus subtilis strain SK.DU.4 isolated from a rhizosphere soil sample.
Springer; AMB Express, 3, 2.

Bals, R. ve Koczulla, A. 2003. Antimicrobial Peptides. Springer Link, (63), 389-406

Bechinger, B. ve Gorr, S. 2017. Antimicrobial Peptides: Mechanisms of Action and
Resistance. Journal of Dental Research, 96, 3.

Beijerinck M. W. 1901. Surles ferments lactiques de I’industrie. Arch. (Netherlands);
(6), 212-243.

Bergey's Manual Trust. 2015. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. New York,
Springer.

Borrero, J., Geldart, K. ve Kaznessis, Y. 2015. Chloride-Inducible Expression Vector
for Delivery of Antimicrobial Peptides Targeting Antibiotic-Resistant

Enterococcus faecium. ASM Journals Applied and Environmental
Microbiology, 81, 11.

Breukink, E., Hasper, H., Kramer, N., Hillman, J. ve Smith, J. 2006. An Alternative
Bactericidal Mechanism of Action for Lantibiotic Peptides That Target Lipid
I1. Science, 313(5793), 1636-1637.

Carr, F.C., Chill, D. Ve Maida, N. 2002.The lactic acid bacteria: a literature survey.
Critical Reviews in Microbiology, 28 (4), 281-370.

Chang, R., Kivela, J. and Mak, A. 2010. Food preferences of Chinese tourists. Annals of
Tourism Research, 37(4), 989-1011.

Chen, W. 2019. Lactic Acid Bacteria; Omics and Functional Evaluation; Springer
Nature Singapore Pte, 134(7832), 978-981.

Choi, H.A., Cheong, D.E., Lim, H.D., Kim,W.H., Ham, M.H., Oh, M.H., Wu, Y., Shin,
H.J. ve Kim, G.J. 2017. Antimicrobial and anti-biofilm activities of the

48



methanol extracts of medicinal plants against dental pathogens Streptococcus
mutans and Candida albicans. Journal of Microbiology and Biotechnology, 27,
1242-1248.

Collins, J., Dunne, C., Murphy, L., Flynn, S., O’Mahony, L., O’Halloran, S., Feeney,
M., Morrissey, D., Thornton, G., Fitzgerald, G., Daly, C., Kiely, B., ve
Shanahan, F. 1999. Probiotics: from myth to reality. Demonstration of
functionality in animal models of disease and in human clinical trials. Lactic
Acid Bacteria: Genetics, Metabolism and Applications, 279-292.

Cotter, P., Hill, C. ve Ross, P. 2005. Bacteriocins: developing innate immunity for food.
Nature Reviews Microbiology, 3, 777-788.

Dali¢, D., Deschamps, A. ve F.Richard-Forgeta, F. 2010. Lactic acid bacteria —
Potential for control of mould growth and mycotoxins: A review. Food
Control, 21(4), 370-380.

Daly, C. ve Davis, R., 1998. The biotechnology of lactic acid bacteria with emphasis on
applications in food safety and human health. Agric. Food Science, Finland 7,
219-250.

Dayong, R., Jianwei, Z., Shengjie, G., Hongyan, L., ve Hansong, Y. 2018.
Antimicrobial Characteristics of Lactic Acid Bacteria Isolated from Homemade
Fermented Foods. Hindawi BioMed Research International. Article 1D
5416725, 9.

Daw, M. and Falkiner, F. 1996. Bacteriocins: nature, function and structure. Micron,
27(6), 467-479.

De Klerk, H. ve Smith, J. 1967. Properties of a Lactobacillus fermenti bacteriocin.
Microbiology Society, 48, 2.

De Vusty, L. ve Leroy, F. 2007. Bacteriocins from Lactic Acid Bacteria: Production,
Purification, and Food Applications. 13, 4.

Delves-Broughton, J., Blackburn, P., Evans, R.J., ve Hugenholtz, J. 1996. Applications
of the bacteriocin, nisin. Antonie Van Leeuwenhoek 69, 193-202.

Drinan, D.F., Tobin, S., ve Cogan, T.M. 1976. Citric acid metabolism in hetero and
homofermentative lactic acid bacteria, Applied and Environmental
Microbiology, 31(4), 481-486.

Ennehar, S., Sashihara, T., Sonomoto, K. ve Ishizaki, A. 2000. Class lla bacteriocins:
biosynthesis, structure and activity. FEMS Microbiology Reviews, 24(1), 85-
106.

El-Ziney, M. 1999. Antimicrobial activity of lactic acid bacteria metabolites: The role
of lactic acid, enterocin 5701 and reuterin. Doktora Tezi. Universiteit Gent,
Belgium.

Epand, R. and Vogel, H. 1999. Diversity of antimicrobial peptides and their
mechanisms of action. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Biomembranes, 1462(1-2), 15, 11-28.

49



Ewaschuk, J. and Dieleman, L. 2006. Probiotics and prebiotics in choronic
inflammatory bowel diseases. World Journal of Gastroenterology, 12, 5941-
5950.

FAO/WHO Expert Consultation. Health and Nutritional Properties of Probiotics in
Food including Powder Milk with Live Lactic Acid Bacteria, 2001.

Fuller, R. 1989. Probiotics in Man and Animals. Journal of Applied Bacteriology, 66,
365-378.

Gadaga, T. H., Mutukumira, A. N. and Narvhus, J. A. 2001. The growth and interaction
of yeasts and lactic acid bacteria isolated from Zimbabwean naturally
fermented milk in UHT milk, International Journal of Food Microbiology, 68,
21-32.

Gaiser, T. Kather, J., Weis,C., Bianconi, F., Melchers, S., Schad, L., Marx, A. and
Zollner, G. 2016. Multi-class texture analysis in colorectal cancer histology.
Scientific Reports, 6, 27988.

Gallo, R. ve Izadpanah MD, A. 2005. Antimicrobial peptides. Journal of the American
Academy of Dermatology, 52(3), 381-390.

Gallo, R. ve Zhang, L. 2016. Antimicrobial peptides. Current Biology, 26(1), 14-19.

Gasbarrini, G., Fiorenza, B. ve Annagiulia, G. 2016. Probiotics History. Journal of
Clinical Gastroenterology, 50(1), 116-119.

Geetha, R., Sathian, C., Prasad, V. ve Gleejal, V. 2015. Efficacy of purified
antimicrobial peptides from lactic acid bacteria against bovine mastitis
pathogens. Asian Journal of Dairy and Food Research Abbreviation, 34(4),
2015,253-258.

Ghazzewi, F. ve Tester, R. 2014. Impact of prebiotics and probiotics on skin health.
Beneficial Microbes, 5(2), 99-107.

Goldin, B. R. ve Gorbach, S. L. 1992. Probiotics for humans. In R. Fuller, Probitics the
scientific basis London, Chapman and Hall, 355-376.

Gross, E. ve Morell, J. 1971. Structure of nisin. American Chemical Society. ACS
Publications, 93(18), 4634-4635.

Hammes, W.P., Weiss, N. ve Holzapfel, W.H. (1991) The genera Lactobacillus and
Carnobacterium. In The Prokaryotes. Handbook on the Biology of Bacteria:
Ecophysiology, Isolation, Identification, Applications (eds Balows, A., Triiper,
H.G., Dworkin, M., Harder, W. and Schleifer, K.H.). Springer, New York,
USA, pp. 1535-1594.

Harris, L. Daeschel, M., Stiles, M ve Klaenhammer, T. 1989. Antimicrobial Activity of
Lactic Acid Bacteria Against Listeria monocytogenes. International
Association for Food Protection, 52, 6.

Hassan, M., Javadzadeh, Y., Lotfipour, F. ve Badomchi, R. 2011. Determination of
comparative minimum inhibitory concentration (MIC) of bacteriocins
produced by enterococci for selected isolates of multi-antibiotic resistant
Enterococcus spp. Advanced Pharmaceutial Bulletin, 1(2), PMC3845979.

Hill, C., O'Keeffe, T. ve Ross, P. 2002. Bacteriocins, Elsevier Science Ltd., 128-135.

50



Jenssen, H., Hamill, P. ve Hancock, RE. 2006. Peptide antimicrobial agents.
Clinical Microbiol Reviews, 19, 491-511.

Juturu, W. ve Wu, J.C. 2018. Microbial production of bacteriocins: Latest research
development and applications. Biotechnol. Advanced, 36, 2187-2200.

Kandler, O. ve Weiss, N. 1986. Genus Lactobacillus beijerinck 1901. In Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology vol 2 pp 1209-1234 Edited by Sneath P.
H. A., Mair N. S., Sharpe M. E., Holt J. G. Baltimore: Williams & Wilkins

Kiran, F. 2010. Doktora Tezi. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara

Klaenhammer, T. 1988. Bacteriocins of lactic acid bacteria. Science Direct. Biochimie,
70(3), 337-349.

Klaenhammer, T. 1993. Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria.
FEMS Microbiology Reviews, 12(1-3), 39-85.

Kollath, W. 1953. Nutrition and the tooth system; general review with special reference
to vitamins. 8(11), Suppl 7-16.

Kosciuczuk, EM., Lisowski, P., Jarczak, J., Strzal-kowska, N., Jozwik, A., Horbanczuk,
J., Krzyzewski, J., Zwierzchowski, L., ve Bagnicka, E. 2012. Cathelicidins:
family of antimicrobial peptides. A review. Mol Biol Rep, 39, 10957-70.

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

Lau, QY., Li, J.,, Sani, MA., Sinha, S., Kang, C., Bhattacharjya, S., Separovic, F. ve
Verma, C. 2018. Elucidating the bactericidal mechanism of action of the linear
antimicrobial tetrapeptide BRBR-NH2. Biochim Biophys Acta Biomembr,
1860, 1517-27.

Lazzaro, B. P., Zasloff, M., ve Rolff, J. 2020. Antimicrobial peptides: application
informed by evolution. Science, 368:5480. doi: 10.1126/science.aau5480.

Leroy, F., ve de Vuyst, L. 2004. Lactic acid bacteria as functional starter cultures for the
food fermentation industry. Trends Food Sci. Technol, 15; 67-78.

Lilly, D.M. ve Stillwell, R.H. 1965. Probiotics: Growth-Promoting Factors Produced by
Microorganisms. Science, 147, 747-748.

Limsowtin, G. K. Y., Broome, M. C. ve Powell, 1.B., 2002. Lactic acid bacteria,
taxonomy, Encyclopedia of Dairy Sciences, pp. 1470-1478.

Luchansky J. Muriana, P. and Klaenhammer, T. 1998. Application of electroporation
for transfer of plasmid DNA to Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Listeria, Pediococcus, Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus and
Propionibacterium. Molecular Biology, 2, 5.

Lues, J., Ikalafeng, B., Maharasoal, M., Shalel, K., Malebol, N. ve Pool, E. 2011.
Staphylococci and other selected microbiota associated with indigenous
traditional beer. Academic Journals, 5 (13), 1691-1696.

Magnusson, M., Tryggvason, Gislason, H. ve Jénasson, J. 2005. Gastrointestinal
stromal tumors in Iceland, 1990-2003: The Icelandic GIST study, a population-

51



based incidence and pathologic risk stratification study. International Journal of
Cancer, 117,2.

Marounek, M., Skiivanova, E., Molatova, Z., Maténova, M. ve Houf, K. 2011.
Inhibitory effect of organic acids on arcobacters in culture and their use for
control of Arcobacter butzleri on chicken skin. International Journal of Food
Microbiology, 144 (3-5), 367-371.

Mathur, S. ve Singh, R. 2005. Antibiotic resistance in food lactic acid bacteri a review.
International Journal of Food Microbiology, 10, 281-295.

Metchnikoff, E. In: Mitchell PC. editor. The Prolongation of Life. Optimistic Studies.
New York: G P Putnam’s Sons; (1910). 96 p.

Moll, G., Konings, W. ve Driessen, A. 1999. Bacteriocins: mechanism of membrane
insertion and pore formation. Springer, 76, 185-198.

Moravej H, Moravej Z, Yazdanparast M, Heiat M, Mirhosseini A, Moosazadeh
Moghaddam M. ve Mirnejad R. 2018. Antimicrobial peptides: features, action,
and their resistance mechanisms in bacteria. Microbial Drug Resistance, 24,
747-67.

Naidu, A. 2000. Natural Food Antimicrobial Systems. United States of America: CRC
Press.

Narayan, N., Roychoudhury, P. ve Srivastava, A. 2004. L (+) lactic acid fermentation
and its product polymerization. Electronic Journal of Biotechnology, 7, 2.

Nes, 1., Diep, D. ve Holo, H. 2007. Bacteriocin Diversity in Streptococcus
Enterococcus. ASM Journals, Journal of Bacteriology, 189, 4.

Oppegérd, C. Rogne, P., Emanuelsen, L., Kristiansen, P.E., Fimland, G., ve Nissen-
Meyer, J. 2007. The Two-Peptide Class Il Bacteriocins: Structure, Production,
and Mode of Action. Journal Microbiology Biotechnology, 13,4.

O’Shea, J., Holland, S. ve Staudt, L. 2013. JAKs and STATs in Immunity,
Immunodeficiency, and Cancer. The New England Journal of Medicine, 368,
161-170

Osmanagaoglu, O. ve Kiran, F. 2011. Laktik Asit Bakterilerinin (LAB)
Identifikasyonunda/ Tiplendirmesinde Kullanilan Molekiiler Y ontemler.
Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 27(1), 62 — 74.

Osmanagaoglu, O. 2002. The Use of Bacteriocins Produced by Lactic Acid Bacteria in
Food Biopreservation. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi. 32(3-4), 295-306.

Ouwehand, A. 2004. Antimicrobial components from lactic acid bacteria. Lactic Acid
Bacteria: Microbiological and Functional Aspects, Third Edition. United States
of America: Marcel Dekker.

Ozen, M. 2011. Saghkli Kalmak Igin Probiyotikler ve Prebiyotikler Anlatilmayan
Tarihge, Istanbul: Nobel T1p Kitapevleri.

Pessione, E. 2016. Bioactive Molecules Released in Food by Lactic Acid Bacteria:
Encrypted Peptides and Biogenic Amines. LAB Bioactive Compounds in Food
876 (7).

52



Prescott, C.S. and Dunn, G.C. 1987. Industrial Microbiology, Published on Distributors,
Delhi, India, 882.

Rathinakumar R, Wimley WC. 2010. High-throughput discovery of broad-spectrum
peptide antibiotics. FASEB J, 24, 3232-8.

Ray, P. and Liewen, M. B. 2004. Antifungal food additives in Arora, D. K., Bridge, P.
D. ve Bhatnagar, D., eds, Fungal biotechnology in agricultural, food and
environmental applications, Marcel Dekker Inc., 291-297, New York.

Rayner, J. and Gavin J. Wright, G. 2011. Basigin is a receptor essential for erythrocyte
invasion by Plasmodium falciparum. Nature, 480, 534-537.

Reis, J., Paula, A., Casarotti, S. and Penna, A. 2012. Lactic Acid Bacteria Antimicrobial
Compounds: Characteristics and Applications. Springer Science- Business
Media, 4,124-140.

Riley, M. 1998. Molecular mechanisms of bacteriocin evolution. Annual Review of
Genetics, 32:255-278.

Rodriguez, M. 2012. Sharing of bacterial strains between breast milk and infant feces.
Journal of Human Lactation, 28, 1.

Salim, Ammor, M., Belen, F. ve Mayo, B. 2007. Antibiotic resistance in non-
enterococcal lactic acid bacteria and bifidobacteria. Food Microbiology, 24,
559-570.

Schaafsma, G., 1996. State of the art concerning probiotic strains in milk products. IDF
Nutrition News, 5, 23-24.

Shelef, L. A. ve Seiter, J. 2005. Indirect and miscellaneous antimicrobials in Davidson,
P. M., Sofos, J. N. ve Larry, B. A., eds, Antimocrobials in Food, 573-598.
Boca Raton, FL.

Skaugen, M., Cintas, L. ve Nes, I. F., 2003. Genetics of bacteriocin production in lactic
acid bacteria. In: Genetic of Lactic Acid Bacteria. Eds. Wood, B., Warner, P.
J., Book Series: The Lactic Acid Bacteria, Vol. 3. Kluwer Academic/Plenum
Publishers, 225-249.

Sonomoto, K., Zendo, T. and Yoneyama, F. 2010. Lactococcal membrane-
permeabilizing antimicrobial peptides. Applied Microbiology and
Biotechnology, 88, 1-9.

Starr CG, Maderdrut JL, He J, Coy DH, ve Wimley WC. 2018. Pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide is a potent broad-spectrum antimicrobial
peptide: structure-activity relationships. Peptides, 104, 35-40.

Stiles, M., and Holzapfel, W. 1997. Lactic acid bacteria of foods and their current
taxonomy. International Journal of Food Microbiology, 36, 1-29.

Strom, K., Sjogren, J., Broberg, A. and Schniirer, J. 2002. Lactobacillus plantarum
MiLAB 393 Produces the Antifungal Cyclic Dipeptides Cyclo(L-Phe-L-Pro)
and Cyclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) and 3-Phenyllactic Acid. ASM Journals
Applied and Environmental Microbiology, 68, 9.

Suskovic, J. 2010. Antimicrobial Activity - The Most Important Property of Probiotic
and Starter Lactic Acid Bacteria. Food Technology and Biotechnology, 48, 3.

53



Tagg, J.R., Dajani, A.S. and Vannamaker, L.V. 1976. Bactoriocin of Gram-Positive
Bacteria. Bacteriological Reviews, 40; 721-756.

Tang, Y. W, Ellis, N. M., Hopkins, M. K., Smith D. H., Dodge, D. and Persing, D. H.
1998. Comparison of phenotypic and genotypic techniques for identification of
unusual aerobic pathogenic Gram-Negative Bacilli. Journal of Clinical
Microbiology, 36 (12), 3674-3679.

Tannock, L., O’Brien, K., Knopp, R., Retzlaff, B., Fish, B., Wener, M., Kahn, S. ve Chait,
A. 2005. Cholesterol Feeding Increases C-Reactive Protein and Serum Amyloid A
Levels in Lean Insulin-Sensitive Subjects. American Heart Association Journals,
111, 23.

Theron, M. M. and Lues, J. F. R., 2011. Organic acids and food preservation. CRC Press,
ABD. 21-95.

Tulini, F., Lohans, C., Bordon, K., Zheng, J., Arantes, E., Vederas, C. and De Martinisa, E.
2014. Purification and characterization of antimicrobial peptides from fish isolate
Carnobacterium maltaromaticum C2: Carnobacteriocin X and carnolysins Al and
AZ2. International Journal of Food Microbiology, 173, 81-88.

Uner, A. 2012. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Antimikrobiyal Maddelerin Gida
Patojeni Olarak Mayalar Uzerinde Etkisinin Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Vesterlund, S., Paltta, J., Laukova, A., Karp, M. ve COuwehand, A. 2004. Rapid screening
method for the detection of antimicrobial substances. Journal of Microbiological
Methods, 57(1), 23-31.

Vinderola, C.G. ve Reinheimer, J.A. 2003. Lactic acid starter and probiotic bacteria: a
comparative in vitro study of probiotic characteristics and biological barrier
resistance. Food Research International, 36; 895-904.

Yang, R., Johnson, M.C. ve Ray, B. 1992. Novel method to extract large amounts of
bacteriocins from lactic acid bacteria. Applied and Environmental Microbiology, 58
(10), 3355-3359.

Willey, J. ve Van der Donk, W. 2007. Lantibiotics: Peptides of Diverse Structure and
Function. Annual Review of Microbiology, 61, 477-501.

Wassenaar, T.M. ve Klein, G. 2008. Safety aspects and implications of regulation of
probiotic bacteria in food and food supplements. Journal of Food Protection, 71(8),
1734-1741.

Waters, C.M. ve Bassler, B.L. 2005. Quorum sensing: Cell-to-cell communication in
bacteria. Annual Review of Cell and Developmental Biology, 21, 319-346.

Wood, B.J.B. ve Holzapfel, W.H. 1995. The Genera of Lactic Acid Bacteria. Blackie
Academic & Professional, London.

Zanetti M. 2004. Cathelicidins, multifunctional peptides of the innate immunity. Journal of
Leukocyte Biology, 75, 39-48.

Zou, J., Jiang, H., Cheng, H., Fang, J. ve Huang, G. 2018. Strategies for screening,
purification and characterization of bacteriocins. International Journal of
Biological Macromolecules, 117, 781-789.

54





