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Bu c¢alismada, hem gida kokenli hem de klinik kaynakli enterokok
suslarindan (E. faecium ve E. faecalis) kismi saflastirma ile bakteriyosinler elde
edilmis ve bu bakteriyosinlerin bazi patojen mikroorganizmalara (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve Salmonella Enteritidis) karsi
antimikrobiyel aktiviteleri karsilagtirillmistir. 20 adet enterokok susundan elde edilen
bakteriyosinlerin, 13’0 S. Enteritidis’e kars1 (L13, P18, JS1, Al, E5, NS1, 226, 227,
228, V105, V188, V150, V198) ; 8’i B. cereus’a kars1 (L13, JS1, Al, ES, LS1, 226,
227, V198); 4°l E. coli’ye karst (L13, P18, 227, V98), ve 1’i de S. aureus’a karsi
(L13) antimikrobiyel etki gostermistir. Gida kaynakli enterokok susu olan L13
(E.faceium) c¢alismamizda kullanilan tiim patojen mikroorganizmalar {izerine
antimikrobiyel etki gostermistir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok gida
kaynakli enterokok suslarinin dogal koruyucu olarak kullanim potansiyelleri
tizerinde durulmustur. Diger yandan, klinik kaynakli enterokoklarin da yiiksek
antimikrobiyel aktiviteye sahip bakteriyosin Gretmeleri, bunlarin da dogal koruyucu
olarak kullanilma potansiyellerinin arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Enterokok, bakteriyosin, antibakteriyel
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In this study, bacteriocins were obtained from Enterococci strains isolated
from both foods and clinical sources by partial purification and antimicrobial activity
of these bacteriocins against some pathogenic microorganisms (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Salmonella Enteritidis) were compared.
The 13 of 20 bacteriosins obtained by Enterococcus strain showed antimicrobial
effect against S. Enteritidis ((L13, P18, JS1, Al, E5, NS1, 226, 227, 228, V105,
V188, V150, V198), 8 of 20 have an antimicrobial effect against B. cereus (L13, JS1,
Al, E5, LS1, 226, 227, V198), 4 of 20 have an antimicrobial effect against E. coli
(L13, P18, 227, V98) and 1 of 20 have an antimicrobial effect against S. aureus
(L13). Food origin enterococus strain L13 (E. faceium) shows the antimicrobial
effect on all of the pathogen microorganisms which used in our study. In studies so
far, food-borne strains of enterococci mostly have focused on the potential use as a
natural preservative. On the other hand, enterococci of clinical origin also produce
bacteriocins with high antimicrobial activity and this situation also emphasizes the
need to investigate their potential use as a natural preservative.

Keywords: Enterococci, bacteriocin, antibacterial
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1. GIRIS Hatice ULUDAG

1. GIRIS

Giliniimiizde kullanilan modern teknolojiye ve ¢esitli glvenlik sistemlerine
ragmen gida kaynakli hastaliklarin ve intoksikasyonlarin sayisi artmaktadir. Basta et,
siit, deniz ve yumurta iriinleri olmak {iizere, tim temel gidalar araciligi ile
(Salmonella, Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum ve Clostridium perfringens gibi)
patojen mikroorganizmalarin neden oldugu cok sayida hastalik vakasi meydana
gelmekte ve Olimlere yol agmaktadir. Ayrica, giderek artan niifus yogunlugu ile
ihtiya¢c duyulmus olan biiyiilk marketlerde gidalarin raf dmriiniin dolmas1 ya da bu
gidalarin bakterilerin faaliyetleri sonucunda bozulmalar1 nedeni ile diinyada yiksek
miktarda gida kayiplari meydana gelmektedir. Bu durum, gidalarin mikrobiyal
patojenlerden ve bozulma etmenlerinden korunmasina 6nem kazandirmigtir (Demir,
2014).

Her gecen gun gelisen modern teknoloji gida endiistrisinde kullaniliyor
olmasma ragmen, gidalarin korunmasi sadece gelismekte olan Ulkeler igin degil;
gelismis Ulkeler igin de hala 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Gerek gida zincirinde
ve gerekse tuketici beklentilerinde; gida giivenliginin saglanmasi, gida
bozulmalarindan kaynaklanan ekonomik kayiplarin azaltilmasi, gida isleme
maliyetinin dustrtlmesi, tiketici beklentilerini karsilayabilecek, tiikketime hazir, taze,
besin degeri yuksek, vitamince zengin, az islem gormis ve yasal sinirlar igerisinde
kimyasal koruyucu igeren gidalarin iiretilmesi gida endiistrisinin ana hedefleri
arasindadir (Koral, 2011).

Mikrobiyel bozulmalarla ortaya c¢ikan ekonomik kayiplart 6nlemede, gida
kaynakli hastaliklar1 azaltmada ve hizla artan diinya niifusunun gida gereksinimlerini
karsilamada, daha uygulanabilir ve guvenli muhafaza yontemlerinin gelistirilmesini
hedefleyen ¢alismalar 6nemini giderek arttirmaktadir. Buna gore, gida endustrisinde
miimkiin oldugunca {iriiniin orjinal degerini koruyacak c¢aligsmalarla gida kaynakl

sorunlarin ¢oziimiinde tatmin edici sonuglara varilacagi diisiiniilmektedir (Galvez ve
ark, 2008).
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Gidalarin giivenliginin saglanmasinda miimkiin oldugunca, Ozellikle risk
grubu tuketiciler igin dogal katki maddelerinin kullanim1 Onerilmekte ve bu amagla
biyokontrol yontemi ile ilgili arastirmalara agirlik verilmektedir. Diger yandan, gida
guvenligi acisindan kimyasal formilasyona sahip gida katki maddelerine alternatif
olarak dogal koruyucular ya da antimikrobiyel koruyucularin kullanimi tavsiye
edilmektedir (De Martinis ve ark, 2002).

Biyokoruma yontemi, ¢ogunlukla, gidalarin raf émriinii uzatmak veya gida
gilivenligini artirmak amaciyla, ya gidalarin dogal mikroflorasindan yararlanilarak, ya
da antimikrobiyel Ozellige sahip starter kiiltlir veya bu kiiltiirlerin {rettikleri
metabolitlerin {iriine ilavesi ile ger¢eklesmektedir. Uriinde, gida giivenligi ve
kalitesini saglamak icin patojenik ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin
kontrolii énemlidir (Schnurer ve Magnusson, 2005). Biyokoruma amaciyla ilave
edilen kiiltiirler, iiriinde olas1 patojenlerin inhibisyonunu saglamak ve iriiniin raf
Omrinl uzatmak igin kullanilan, gidanin duyusal ozelliklerinde degisime sebep
olmayan kulturlerdir (Devlieghere ve ark, 2004; Seckin ve Baladura, 2010; Tiiremis,
2012).

Insanlarin saglikli biiyiime ve gelismeleri icin, tiikettikleri gidalarmn giivenilir
olmas1 oldukga onemlidir. Tiiketici talebine bagli olarak, bircok gidanin fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve muhafaza siirelerinin (raf
Omrii) uzatilmasi ig¢in ¢esitli katki maddeleri (antioksidanlar, tatlandiricilar,
renklendiriciler vs.) kullanilmaktadir. Ancak yapilan arastirmalarda gida katki
maddelerinin bazilarinin sagliksiz olduklari ve kullanim oranina bagli olarak
kanserojenik ve toksik etki yaptiklar1 ortaya ¢ikmistir. Bu da, dogal, giivenilir katki
maddelerinin elde edilmesini ve kullanimini giindeme getirmistir (Dogan, 2009).

Bazi mikroorganizmalarin  antagonistik  6zelliklerinden  yararlanilarak,
patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin, inhibisyonu saglanmaktadir. Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerin 6nemli bir kismi, antimikrobiyel bilesenler
tiretmelerine ragmen, gidalarin biyokontroliinde laktik asit bakterileri (LAB) ayr1 bir
O6neme sahiptir (De Martinis ve ark, 2002). LAB “food-grade” organizmalar olarak
kabul edilirler ve “koruyucu kultir “6zelliklerini tasirlar. LAB, organik asitler,

hidrojen peroksit, antimikrobiyel enzimler ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyel
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olarak aktif metabolitlerin biri veya birkagmnin {iretimi ile diger mikroorganizmalari
inhibe ederek, antagonistik etki gosterirler (Tydppodnen ve ark, 2003; Devlieghere ve
ark, 2004).

Laktik asit bakterileri, Gram pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan, basil ve
kok seklinde, katalaz negatif, aside dayanikli nitrat1 indirgemeyen, karbonhidratlari
ve yliksek alkolleri fermente ederek baslica son {irlin olarak laktik asit tireten dogal
bir gruptur. LAB grubu icinde yer alan cinsler; Lactococcus, Enterococcus,
Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenococus,
Streptococcus, Weisella, Vagococcus ve Aerococcus’lardir (Stiles ve Holzapfel,
1997, Bilgin, 2008).

Laktik asit bakterileri icinde yer alan ve dnemli bir cins olan enterokoklar,
gram pozitif, katalaz negatif, 10-45°C’de iireyebilen, %6,5 NaCl bulunan ortamda
ikili ya da kisa zincirler halinde bulunan fakiiltatif anaerob koklardir (Giraffa, 2003,;
Tiiremis, 2012). Bunlar kemoorganotrofiktirler ve homofermentatif laktik asit
fermentasyonu ile heksozlardan L-laktik asit olustururlar. Enterococcus cinsi iginde
su ana kadar tanimlanmis 32 tiir bulunmaktadir. Bunlardan E. faecalis ve E. faecium
en Onemli iki tir olup, insanlarin gastrointestinal sisteminin dogal florasinda
bulunmaktadirlar (Karakas, 2005).

Her yerde bulunabilen Enterococcus cinsi bakteriler, lipolitik ve esterolitik
aktivite, sitrattan yararlanma ve ugucu aromatik bilesikleri sentezleme gibi 6zellikleri
nedeniyle, gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilma potansiyelleri de s6z konusudur
(Giraffa, 2003; Isleroglu ve ark, 2008; Tiiremis, 2012).

Yiiksek sicaklifa toleranslar1 ve kotii cevresel kosullarda iireyebilmeleri
nedeniyle ¢esitli ortamlarda kolonize olabilirler. Bu mikroorganizmalara diski,
toprak, yilizey sulart ve bitki materyallerinin yani sira et ve siit irlinleri gibi
hayvansal gidalarda oldukga rastlanir (Domig ve ark, 2003; Klein, 2003).

Diger yandan, enterokoklarin bazi tiirleri, klinik a¢idan da c¢ok Onem
tasimaktadir. Ozellikle, Enterococcus faecium ve E. faecalis, genellikle gida
mikrobiyolojisi acisindan zararsiz mikroorganizmalar olarak bilinmesine karsin,

hastane enfeksiyonlarinda etkin rol almaktadirlar. Amerika Birlesik Devletleri’nde
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saglikli bireylerin ortalama %5-20’sinde, Enterococcus kolonizasyonu ya da
enfeksiyonu rapor edilmistir (Namdari, 1998).

Tiketicilerin dogal ve katkisiz gida {riinlerine yonelik tercihlerinin
artmasindan dolay1 biyokoruyucu olarak LAB’leri tarafindan tiretilen bakteriyosinler
Onem kazanmistir (Rossland ve ark, 2005; Steffen, 2005; Gwen, 2006). Biyolojik
koruyucu (biyopreservatif) uygulamalarinda, Ozellikle bakteriyosin ve/veya diger
inhibitér madde tireten laktik asit bakterilerinin kullanimina olan ilgi artmistir. Uzun
yillardan beri giivenle kullanilmalari, GRAS olarak belirlenmeleri ve ilging
metabolik  karakteristikleri, genis alanda endustriyel uygulamalara olanak
tanimaktadir (Biler, 2009). Bakteriyosin tretebilen laktik asit bakterilerinin gida
kaynakli ¢esitli bakterilere 6zellikle de Gram pozitif olanlara “sidal” ya da “statik™ etkili
olmalari, onlarim gida koruma amacgli olarak kullanim potansiyelleri bulundugunu
gostermektedir (Karagil, 2010). Ayrica, laktik asit bakterileri, patojen olan L.
monocytogenes, B. cereus, S. aureus ve Salmonella gibi bakteriler tizerine inhibisyon
etkileri bircok arastirma ile belirlenmistir. Bu nedenle, bakteriyosinlerin gidalarda
biyolojik bir koruyucu olarak kullanimi biiyiik ilgi ¢cekmektedir (Ananou ve ark,
2007) .

Dogal kaynakli ve giivenli olmalari, insan ve hayvan bagirsak sisteminde
kolayca parcalanmalar1 ve korunacak gidalarin fizikokimyasal yapilarinda herhangi
bir degisime neden olmaksizin gida kaynakli bozulma ve hastalik etmeni bakterileri
inhibe etme oOzellikleri ile bakteriyosinler 6nemli biyokoruyucular arasinda yer
almaktadirlar (Cutter ve Siragusa, 1995; Papagianni, 2003).

Bakteriyosinler, Kklasik antibiyotiklerden farkli olarak mide ve ince
bagirsaklardan gecerken proteazlar tarafindan aminoasitlere par¢alanmaktadirlar. Bu
nedenle vicutta absorbe edilmezler ve kalin bagirsak florasina ulasamazlar.

Gidalara koruyucu olarak bakteriyosin ilavesi ile;

e (idalarin raf 6mrii uzatilabilmekte,
e Saklama kosullar1 altindaki sicakliklarda ekstra koruma saglanmakta,

e (Gida kokenli patojenlerin besin zinciri ile dagilim riski azaltilabilmekte,
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e Gidalarda bozulmalara yol agan mikroorganizmalar nedeni ile yasanan
ekonomik kayiplar en aza indirgenmekte,

e Kimyasal koruyucularin kullanimlar1 azaltilabilmekte,

e Koruma i¢in daha az prosesin uygulanmasi sebebi ile iiriiniin organoleptik
Ozellikleri ve besinsel degeri de daha iyi korunabilmektedir (Thomas ve

Wimpenny, 1996).

Enterococcuslar’in irettigi bakteriyosinler, “enterosin” olarak
adlandirilmaktadir. Bakteriyosin Ureten Enterococcus’lar dogaya yaygin olarak
bulunmakta olup, siit iriinleri, fermente sucuklar, balik, sebze ve iriinlerinin yani
sira, gastrointestinal yoldan izole edilmislerdir (Sarantinopoulas ve ark, 2001).

E. faecium ve E. faecalis suslarinin drettikleri enterosinler, diger
bakteriyosinlere gore daha iyi fizikokimyasal Ozellik ve biyolojik aktivite
gosterdikleri icin, teknolojik potansiyel tasiyan bakteriyosinlerdir (Park ve ark, 2003;
Moreno ve ark, 2003). Enterosinler, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Clostridium spp., Bacillus spp. ve diger gram pozitif patojenik bakteriler ile gida
bozulmasina neden olan bakterilere karsi inhibitér etki gosteren antimikrobiyel
peptid ve proteinlerdir (Hugas ve ark, 2003; Leroy ve ark, 2003; Saavedra ve ark,
2003). Bakteriyosin treten Enterococcus faecium’un ayni zamanda iyi bir rekabetci
olmas1 bu organizmanin teknolojik agidan 6nemini arttirmaktadir.

Gidalarda bakteriyosin kullanimi iki sekilde olmaktadir. Ya bakteriyosin
ireten sus starter kiiltiir olarak ya da iretici kiiltiirden saflastirilan bakteriyosinin
gida tirliniine eklenmesiyle kullanilmaktadir (Hugas ve ark, 2003). Pek ¢ok gidada E.
faecalis’in yaygin bulunusu her zaman i¢in dogrudan fekal kontaminasyon gostergesi
olarak degerlendirilmemelidir. Enterokoklarin gidalarda sadece yetersiz hijyen
indikatorii olarak degil ayrica gidanin bir pargasi olarak da goz Oniine alinmasi
gerektigi belirtilmektedir (Klein, 2003; Foulquie ve ark, 2006). Gida mikrobiyolojisi
acisindan yukarida da sozii edilen birgok 6zellikleri nedeniyle, enterokoklar oldukca
onemlidir.

Diger yandan klinik mikrobiyolojide enterokoklarin nozokomiyal (hastane)

enfeksiyonlarina neden olmalari, yliksek antibiyotik direnglerinin (dogal veya
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kazanilmig) olmas1 ve direng genlerini diger patojenlerine aktarabilmeleri, bu konuyu
daha da onemli hale getirmis ve gida zincirinde yer alan enterokoklar ile klinik
kokenli enterokoklarin 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik c¢alismalar Onem
kazanmistir. Diger yandan; probiyotik etkiye sahip olan enterokoklar kolonize
olduklar1 mikro gevrede diger laktik asit bakterileri ile birlikte ortam pH’sin1 4,5’in
altina disiirerek diger istenmeyen bakterilerin kolonizasyonunu engellerler. E.
faecium ve E. faecalis suslarinin iirettikleri enterosinlerin, diger bakteriyosinlere gore
daha iyi fizikokimyasal Ozellik ve biyolojik aktivite gostermelerinden dolayi,
teknolojik potansiyel tagiyan bakteriyosinler olabilecekleri ileri siiriilmiistiir (Ennahar
ve ark, 2001; Park ve ark, 2003; Leroy ve ark, 2003; Moreno ve ark, 2003; Linaje ve
ark, 2004; Franz ve ark, 2011). Gida kaynakli enterekoklarin klinik enfeksiyonlar ile
iliskileri tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak gida kaynakli izolatlarin horizontal
gen aktarimi ile virlilans genlerinin yayilmasinda rol oynayabilecekleri ileri
stiriilmiistiir. Molekdler bazli ¢alismalarda, klinik kaynakli E. faecalis suslarinin gida
kaynakli olan suslara gore daha fazla virllans faktorine sahip olduklar
gosterilmistir. (Adams, 1999; Franz ve ark, 2001; Giraffa, 2002; Valenzuela ve ark,
2009). Virulans oOzellikleri ve antibiyotik direngliliklerine yonelik c¢aligmalarda,
gidalarda kullanilan enterokoklarda, agregasyon faktoriiniin olmasi, bakterinin
dokuya yapigsmasini sagladigindan (6zellikle probiyotik olarak kullanilan suslarda)
istenen bir Ozellik olmasmma karsin, ortamda bulunabilecek diger patojen
mikroorganizmalara, bu genlerin aktarilabiliyor olmasi onemli bir risk oldugu
belirtilmistir ( Terkuran, 2013). Yine, her iki kaynaktan izole edilen enterokoklarin
bakteriyosinlerinin,  farkli  ortam  kosullarinda  anti-listerial ~ 6zellikleri
karsilagtirtlmistir (Tiremis, 2012).Yukarida belirtilen ¢alismalara ilaveten, klinik
kokenli enterokoklarla, gida kaynakli enterokoklarin iirettikleri bakteriyosinlerin
diger baz1 gida patojenlerine karsi antibakteriyel etkilerinin farkli olup olmadigi
konusunda temel bilgilerle ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Calismamizda, 2009
ve 2011 doneminde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesinde takip
edilen hastalara ait klinik 0Orneklerden ve degisik gidalardan izoleedilen
enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin bazi patojenler iizerine antibakteriyel

Ozellikleri arastirilarak, karsilastirilmas1 amaglanmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR Hatice ULUDAG

2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Enterokoklarin Genel Ozellikleri ve Patojenitesi

Enterococcus spp., laktik asit bakterileri arasinda yer alan hem gida
mikrobiyolojisi hem de klinik mikrobiyoloji acisindan 6nem tasiyan bakterilerdir
(Vuyst ve ark, 2003; Klein, 2003; Erginkaya ve ark, 2007). Enterococcus cinsi
bakteriler taksonomide 1984 yilindan Once Streptococcus cinsi altinda yer
almaktaydi. Enterococcus’larin ilk tanimlanmasi Thiercelin tarafindan 1989 yilinda
yapilmis ve 1903 yilinda Thiercelin ve Jouhaud tarafindan Enterococcus olarak
tanimlanmistir. 1906 yilinda Andrews ve Harder eski siniflandirmada Streptococcus
faecalis ve Streptococcus faecium olarak adlandirilan  bakterileri, yeni
siniflandirmada, Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium olarak
adlandirmislardir (Franz ve ark, 2003; Doming ve ark, 2003).

Lancefield D grubu i¢inde yer alan bu bakteriler, karbonhidratlar1 fermente
ederek, L (+) laktik asit olustururlar ve bu oOzelliklerinden dolay1 tipik
homofermentatif laktik asit bakterileri olarak bilinirler. Laktik asit fermantasyonu
sirasinda gaz olusturmazlar ve son pH 4.2-4.6’dir (Doming ve ark, 2003; Linaje ve
ark, 2004).

Enterococcus’lar, tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunurlar. Optimum
gelisme sicakliklar, 30-35°C olup, birgogu, 10 ile 45°C arasinda degisen
sicakliklarda gelisebilirler. Enterokoklar, aerobik ya da fakiiltatif anaerobiktirler,
%6,5 NaCl’lii ortamlarda gelisebilen ve 60°C’de 30 dakika canli kalabilmektedirler.
Ayrica, pH 9,6’da, %40 safra tuzu igeren besiyerinde lreyebilme o6zelligine
sahiptirler. Sitokrom enzimleri olmadigindan, katalaz negatiftirler ve glikozdan gaz
olusturmazlar. Kanli agarda, enterokok kolonileri belirgin, gri, parlak goriinlimde
olup, alfa, beta hemolitik ya da non-hemolitiktirler. E. flavescens, E. casseliflavus,
ve E. gallinarum gibi bazi kokenler hareketlidirler (Teixeira ve Facklam, 2003;
Yildirim, 2007; Vilas, 2011; Tiremis, 2012).

Enterococcus cinsi bakteriler, her yerde bulunabilme 6zelligine sahiptirler.

Bu bakteriler, insan ve hayvan bagirsaklarinda normal floranin bir pargasidirlar ve
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memelilerin gastrointestinal yolundaki bakterilerin biiyiik bir kismimni olustururlar
(Semedo ve ark, 2003; Kuhn ve ark, 2003). Yiiksek sicakliga toleranslari ve kotii
cevresel kosullarda tireyebilmeleri nedeniyle cesitli ortamlarda kolonize olabilirler.
Bu mikroorganizmalara digki, toprak, yiizey sular1 ve bitki materyallerinin yani sira
et ve siit iirlinleri gibi hayvansal gidalarda oldukca rastlanir (Birollo ve ark, 2001;
Giraffa, 2002; Marekova ve ark, 2003). Ayrica gidalarin mikroflorasinin énemli bir
kismin1 olustururlar (Franz ve ark, 1999; Vuyst ve ark, 2003).

Enterococcus cinsi bakteriler endiistriyel potansiyeli agisindan énemli olup,
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis gida endiistrisi agisindan en 6nemli
olan tiirleridir. Bu tiirler, 6zellikle siit endiistrisi agisindan biiyiik 6éneme sahiptirler
(Axelsson, 1993; Giraffa, 2003; Leroy ve ark, 2003). Bu bakteriler, gesitli gelencksel
fermente {irtinlerin tiretiminde énemli rol oynamaktadirlar (Giraffa, 2003; Erginkaya
ve ark, 2007). Enterococcus‘lar, lipolitik ve esterolitik aktivite, sitrattan yararlanma
ve ugucu aromatik bilesikleri sentezleme gibi 6zellikleri sayesinde, gidalarda bazi
laktik asit bakterileri ile birlikte, en yaygin starter kiiltlir olarak kullanilmaktadirlar.
Ayrica, Ozellikle siit ve et {iriinlerinin dogal floralarinin bir pargasi olmalari
nedeniyle, bu iriinlerin fermantasyonunda dnemli rol oynamaktadirlar (Ross ve ark,
2002; Hugas ve ark, 2003; Erginkaya ve ark, 2007; Isleroglu ve ark, 2008).

Enterococcus’lar, genellikle kiimes hayvanlar1 ve ¢iftlik hayvanlarinin
beslenmesinde kullanilmaktadir ve ayrica probiyotik olarak gida iirlinlerinde genis
bir kullanim alanina sahiptirler (MVuyst ve ark, 2003; Giraffa, 2003; Klein, 2003;
Kiihn ve ark, 2003; Isleroglu ve ark, 2008).

Enterococcus’lar, probiyotik olarak insanlarda ve hayvanlarda bagirsak
florasinda mikrobiyel dengeyi saglamak icin kullanilmaktadirlar (Franz ve ark ,
1999). Enterococcus cinsi iginde probiyotik 0Ozellik gosteren iki tir Enterococcus
faecium ve Enterococcus faecalis olarak bilinmektedir (Birollo ve ark, 2001,
Erginkaya ve ark, 2007).

Probiyotik kultlr olarak, Enterococcus igeren bazi eczacilik {iriinleri,
insanlarin  klinik tedavisinde kullanilmaktadirlar. Enterococcus faecium’un,
insanlarda diyarenin tedavisinde probiyotik olarak kullaniminin, antibiyotik

uygulamalarina bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Enterococcus faecium’un,
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insanlarda probiyotik etkisi ise, kolesteroliin sindirim sisteminden kana
absorbsiyonunun azaltilmasi seklindedir (Saavedra ve ark, 2003; Hugas ve ark, 2003;
Erginkaya ve ark, 2007). Ancak bu yararli etkilerinin yanmi sira zararh etkileri de
bulunmaktadir. Bazi LAB gidalarda bozulma etmeni olduklar1 gibi, bazi enterokok
suslar1 Ozellikle antibiyotige (metisilin, vankomisin) dayanikli olan suslar, insan ve
hayvanlar igin patojendirler (Franz ve ark, 2003; Kayser, 2003; Ogier and Serror, 2008).

Baz1 enterokok suslari firsatg1 insan patojenidir. Bu bakteriler bakteriyemi,
endokarditis ve Uriner sistem enfeksiyonlar1 gibi nozokomiyal (hastane kaynakli)
enfeksiyonlarda yaygin goriilen bakteriler arasinda yer alir (Ozden ve ark, 2013).
Enterokoklarin antibiyotik direnci bu bakterilerin patojenitesine katkida bulunan
faktorlerden biridir. Ozellikle vankomisin direngli enterokok suslar1 insan
enfeksiyonlarin tedavisinde en dnemli problemlerden biridir. Vankomisin, ¢oklu
antibiyotik diren¢ 6zelligi olan enterokoklarin tedavisinde basvurulan son ¢are olarak
nitelendirilir (Ogier ve Serror, 2008).

Antibiyotik direng 6zelliginin disinda hemolizin/sitolizin (cylM, cylB ve
cylA), agregasyon maddesi (agg), enterokokal ylizey proteini (esp), jelatinaz (gelE),
seks feromonlar1 (cpd, cob, ccf ve cad) ve hiicre duvari adhezini (efaA) gibi gesitlii
virtilans faktor genleri enterokoklarda tanimlanmistir. (Cariolato ve ark, 2008; Inoglu
ve Tuncer, 2013).

Bazi suslarmin iyi bilinen yararli etkilerinin yaninda enterokoklar
bakteriyemi, endokarditis, iiriner sistemde ve diger dokularda enfeksiyonlara neden
olan hastane kaynakli patojen olarak da dikkat g¢ekmektedir. Enterokoklarin
hastanelerde onem kazanmasiin bir diger nedeni de antibiyotiklere artan oranda
direng gostermeleridir. Antibiyotik direncliligi, enterokoklarin hastane ortaminda
canliligini siirdirmesine ve direncli suslarin yayilmasina neden olmaktadir.

Antibiyotige direncli enterokok (ARE) suslarina gidalarda yaygin olarak
rastlanilmaktadir. Bu suslar et driinlerinde, siit {riinlerinde, hazir gidalarda
bulunabilmekte ve hatta probiyotik olarak kullanilan suglar dahi antibiyotiklere
direncli olabilmektedir. Bu nedenle gidalarda kullanilan yardimci ya da starter

enterokok Kkiiltiirlerinin, sus spesifikligi g6z oniine alinarak kazanilmis (transferable)
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antibiyotik direngliligi yoniinden giivenli olup olmadiginin kontrol edilmesinin
geregi lizerinde durulmaktadir (Peters ve ark, 2003; Foulquie ve ark, 2006).

Enterokokal enfeksiyonlarin %60 kadarinin 6zellikle, anti-enterokokal etkisi
olmayan metronidazol, klindamisin gibi antianaerobik etkili ve sefalosporinler gibi
genig-spektrumlu antibiyotiklerin, siklikla kullanildigt yogun bakim iinitelerinde
meydana geldigi ifade edilmektedir (Yal¢in, 2009).

Probiyotik ve starter kiiltiir olarak kullanilan veya kullanilmasi diisiiniilen
Enterococcus cinsine ait suslarin, antibiyotik direngliligi, direng transfer 6zellikleri
ve virulans faktorleri gida gilivenligi agisindan arastirilarak tartigilmalidir (Vuyst ve
ark, 2003; Erginkaya ve ark, 2007; Valenzuela ve ark, 2009). Guniimizde, modern
analiz tekniklerinin gelismis olmasi, Enterococcus’larin 6zelliklerinin bilinmesinde
ve bazi gidalarda kullaniminin kabuliinde, yardimc1 olacaktir (Foulquie ve ark, 2006;

Erginkaya ve ark, 2007; Tiiremis, 2012).

2.2. Staphylococcus aureus’un Genel Ozellikleri ve Patojenitesi

Staphylococcus aureus, basta 1sil islem olmak (zere mikroorganizmalarin
inhibisyonuna yonelik tiim uygulamalara kars1 yiiksek hassasiyet gosteren bir bakteri
tiradar (Charlier ve ark, 2008). Staphylococcus aureus’un kontaminasyon
kaynaklar; mastitisli siit, kirli eller ve yetersiz sanitasyon uygulanmis alet ve
ekipmandir (Cakir, 2011).

Staphylococcaceae familyasina ait olan Staphylococcus’ lar, Gram pozitif,
0,5-1,5 pum ¢apinda, kok seklinde, spor olusturmayan, hareketsiz, katalaz pozitif ve
fakiltatif anaerob bakterilerdir. Familyanin en Onemli tiirii, koagulaz pozitif ve
termon(kleaz pozitif bir bakteri olan S. aureus’dur. S. aureus, basta 1s1l islem olmak
tizere mikroorganizmalarin indirgenmesine yonelik tiim uygulamalara kars1 yiiksek
bir duyarlilik gostermesine ragmen insanlarda hastaliga neden olan ve yiiksek
derecede 1s1 stabilitesi gosteren protein yapisinda toksinler Uretmektedir (Akcelik ve
ark, 2000; Anonymous, 2005a). Gelisme sinirlar1 10-45°C arasinda olup, optimum
30-37 °C’dir. %10 NaCl iceren ortamlarda iyi gelisebilirken, %15°lik tuz ortaminda
daha zayif gelisim gosterirler. Anaerobik kosullarda glikozdan D ve L- laktat

10
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tiretirler. Ortamina glikoz eklenmesi trikarboksilik asit dongiistinii baskilayarak
asetat ve karbondioksit birikimine neden olur. Protein A fdiretirler, nitratlari
indirgerler, alkalin fosfotaz, kazeinaz, katalaz, koagtlaz, jelatinaz, fibrinolizin, lipaz,
esteraz, sicaklifa dayanikli niikleaz, hemolizin, clumping faktor, lireaz ile pozitif
reaksiyon verirken, amilaz, ornitin dekarboksilaz, lizin dekarboksilaz ve oksidaz ile
negatif reaksiyon verirler. Eskiilin ve nigastay1 hidrolize edemezler. Aerobik kosullar
altinda, fruktoz, galaktoz, glikoz, gliserol, laktoz, maltoz, mannitol, mannoz, riboz,
siikroz, turanoz ve trihaloz ile asit iiretirler. Bir kag¢ susu laktoz, galaktoz, turanoz
veya mannitolden saptanabilir diizeyde asit Gretemez. Adonitol, arabitol, arabinoz,
sellobiyoz, dekstrin, dulsitol, erithritol, eritroz, fruktoz, gentiyobiyoz, inositol, liksoz,
melesitoz, melibiyoz, rafinoz, ramnoz, salisin, sorbitol, sorboz, ksilitol ve ksiloz’dan
asit Uretemezler. Novobiosine duyarlidir, penisilin G ve metisiline ise direglilik
oldukca yaygindir (Schleifer ve Bell, 2009; Korkmaz, 2012).

Stafilokokal gida zehirlenmelerine en ¢ok protein ve karbonhidrat yoniinden
zengin ve islem gormiis gidalar sebep olmaktadir. Bunlar et (s18ir, kanatli, domuz) ve
et Uriinleri (pastirma, sucuk vb.), siit ve siit lriinleri, yumurta, balik, kabuklu deniz
tiriinleri, et suyu ile yapilmis ¢orba ve soslar, salatalar (6zellikle tavuklu, salamli,
patatesli yapilanlar), kremali pastacilik iriinleri, dondurma gibi gidalardir
(Atanassova ve ark, 2001; Erol, 2007).

S. aureus, diinyadaki gida kaynakli hastalik etmenleri arasinda her zaman ilk
siralarda yer almaktadir (Normanno ve ark, 2007). A.B.D.’de her yil yaklasik
185,000 Staphylococcal gida zehirlenmesi vakasi bildirilmektedir. Gida
zehirlenmesine neden olan bakterinin kendisi degil, salgiladigi enterotoksindir.
Zehirlenmelerde en ¢ok rol oynayan etkenler kremal: tatlilar, et ve et tiriinleri, tavuk
etleri, et sular1 ve soslar, yumurtali ve etli salatalar ve kremali salata soslari
olmaktadir. Bu tiir gidalarin saklanmasinda soguk zincir kurallarina uyulmazsa hizlh
bakteriyel iireme ve enterotoksin iiretimi ortaya c¢ikabilir. Bu durumda Urlnln
yeniden 1sitilmasi yetersiz kalabilmektedir; ¢lnki toksin 1siya olduk¢a dayaniklidir
ve aktivitesini koruyabilir (Madigan ve Martinko, 2006).

11
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Ozmotolerant 6zellikte olan S. aureus, diisiik aw degerlerinde tireyebilen en
onemli patojen bakterilerden biridir. Ayrica sporsuz patojen bakteriler ic¢inde
Ozellikle kuru cevresel kosullarda uzun siire canli kalabilme 06zelligine sahiptir.
Uremesi ve toksin olusturabilmesi igin ihtiya¢ duydugu en diisiik aw degeri 0,83—
0,86°d1r. S. aureus %20 tuz konsantrasyonlarina kadar tireyebilmekte ve %10’a kadar
olan tuz konsantrasyonlarinda da toksin olusturabilmektedir. Toksin olusumu 10-
47,8°C arasinda gergeklesebilmektedir (Ugur ve ark. 2003; Koneman ve ark, 2006;
Erol, 2007).

Enterotoksijenik S. aureus tasiyicisi olan ve 6zellikle gida iiretim, muhafaza,
tagima, hazirlama ve servis islemlerinin herhangi bir asamasinda gidaya direkt temas
eden personelin stafilokok gida zehirlenmelerinin 6nemli kaynagi oldugu
bildirilmistir (Gulbandilar, 2006). Dolayisiyla gidalarda, personel ve ekipmanlarda
bu bakteriye veya enterotoksinlerine rastlanmasi hijyen kurallarina yeterince
uyulmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle gidalarda ve gida isletmelerinde, bu
bakteriye rastlanmasi hijyen kriteri olarak kabul edilmektedir (Aycicek ve ark, 2004;
Korkmaz, 2012).

Stafilokokal gida zehirlenmelerinin baslangici hizli ve siddetli olabilmektedir.
Bu da kisinin toksine kars1 dayaniklilifina ve hassasiyetine, yenilen gida miktarina
ve kiginin genel sagligima bagli olabilmektedir. S. aureus’un neden oldugu
hastaliklarin olusma siiresi ortalama 1-6 saattir. Belirtileri; ¢ok sayida kusma, ishal,
karm bolgesi kramplaridir (Anonymous, 2004b). Bu tiir gida zehirlenmelerinde ¢ok
nadir olarak o&liimle karsilasilmaktadir. Ancak oldukca yash kisilerde, kiiciik
cocuklarda, bebeklerde ve asir1 derecede giigsliiz  insanlarda  Oliimle

sonuclanabilmektedir (Anonymous, 2005a).
2.3. Bacillus cereus’un Genel Ozellikleri ve Patojenitesi

Bacillaceae familyasiin Bacillus cinsine ait bir bakteri olan B.cereus, toprak
ve bitki Ortiisii lizerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir (Kalkan ve Halkman,

2006). Bacillus cereus sporlari, olumsuz kosullara oldukg¢a dayaniklidirlar. Kurutma,

dondurma, vakumlama, 1sitma islemlerine direnglidirler. Ayrica ¢esitli kimyasal
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maddeler ve dezenfeksiyon islemlerine de dayanikli olduklari tespit edilmistir
(Gdler, 2006). Optimum iireme sicakligi, suslara gore 28-35°C arasinda degismekle
birlikte genellikle 30°C” dir. Gelisebildigi pH aralig1 4.9-9.3 olup optimum 7.0’ dir.
Lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz aktivitesine sahip olan B.cereus nitrati indirger
ve polimiksine direnglidir. Birgok susu da %7.5 tuzda iireyebilir. Cereus adini tahil
anlamindaki cereal’ dan alir. Ozellikle B. cereus ile kontamine olmus gidalar
pisirildikten sonra yeterince ve hizli sogutulmadiklarinda veya gidalarin hazirlanmasi
ile tiketimi arasindaki siire uzadiginda, canli ve 1siya direngli olan sporlarin
cimlenmesi sonucu mikroorganizma c¢ogalip, gida zehirlenmesine neden olabilecek
diizeyde toksin olusturabilir. Gida zehirlenmeleri, gidadaki bakteri sayis1 10%/g
oldugunda ortaya c¢ikmaktadir (Kalkan ve Halkman, 2006; Ahmetoglu, 2011).
B. cereus zehirlenmesinde araci gidalar olarak, pismis piring, makarna, et, kiimes
hayvanlari, sebze yemekleri, cesitli ¢orbalar, pudingler, baharat ve soslar sayilabilir.
Ayrica, toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahge iiriinlerine rahatlikla
bulasabilen B. cereus, sporlu bir bakteri oldugu i¢in et ve sut Grtnlerinde de
bulunabilir. B.cereus, insan patojeni olmak yaninda salgiladigi proteaz enzimi ile
ozellikle UHT siitlerde sorun ¢ikaran bir bakteridir (Kalkan ve Halkman, 2006).
Bacillus cereus, emetik ve diyarejenik enterotoksin olmak iizere iki farkli tip
enterotoksin sentezler ve dolayisiyla iki farkli tip zehirlenmeye neden olur.
Bunlardan biri “Akut baslayan Kusma tipi Sendromu” olup daha ¢ok pismis piring ve
piringli gidalarda olusan zehirle iliskilidir. Kusturucu zehir olarak isimlendirilen bu
zehir 1s1 ile, pH’nin yani sira tripsin ve pepsin enzimlerine de direnglidir. Diger
hastalik tipi ise “Uzun Siirede Gelisen Diyare Tipi Sendrom” olarak bilinmekte olup
daha genis bir gida grubu ile iliskilidir. Bu gidalar arasinda; misir ve misir nigastasi
basta olmak iizere tahil iceren gidalar, patates piiresi, sebzeler, kiyma, et {iriinleri,
puding ve corbalar sayilabilir. Diyare yapici zehir olarak bilinen bu zehir, protein
yapisinda olup, tripsin ve pronaz enzimleri ile 1siya karst duyarlidir (Kaleli ve
Ozkaya, 2000; Giiler, 2006; Tektemur, 2010). Nispeten daha hafif seyreden diyare
tipi B. cereus gida zehirlenmesinde inklbasyon siiresi 8-16 saat arasinda degismekte
olup, genelde 12-13 saattir. Hastalik 6-12 saat surer ve belirtileri; bulanti (kusma ¢ok

seyrektir), kramp seklinde karin agrisi ve sulu ishaldir. Genellikle ates gortlmez.
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Bu tip B. cereus zehirlenmesi C. perfringens gida zehirlenmesine benzerlik gosterir.
Daha agir seyreden emetik tip (kusma tipi) B. cereus gida zehirlenmesinde ise
inkibasyon siresi 1-6 saat arasinda degismekte olup, genel olarak 2-5 saattir. Bu
zehirlenme sekli S. aureus gida zehirlenmesine benzerlik gostermektedir
(Anonymous, 2007a; Tas, 2008; Tektemur, 2010).

2.4. Escherichia coli’nin Genel Ozellikleri ve Patojenitesi

E. coli, ilk kez 1895 yilinda Alman pediatrist Dr. T. Escherich tarafindan
Bacterium coli commune adiyla tanmimlanmigtir. E. coli, insan ve sicakkanl
hayvanlarin bagirsak kanalinin normal florasinda bulunur. Bu nedenle gidalarda
bulunmasi fekal bir bulasmanin indikatorii olarak degerlendirilir (Erol, 2007).

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram negatif, laktoz
negatif, sporsuz, ¢ubuk seklinde, fakiiltatif anaerob, hareketli bir bakteri olup, insan
ve ¢ogu sicak kanli hayvanin dogal bagirsak florasinda bulunmaktadir. E. coli , gida
mikrobiyolojisinde su ve cesitli gidalarda fekal kontaminasyonun indikatorii olarak
onem tagimaktadir ve patojenik suslari, ishale yol agan enfeksiyonlar, idrar yollar
enfeksiyonlari, menenjit, septisemi gibi cesitli hastaliklara neden olabilmektedir
(Unliitiirk ve Turantas, 1998; Anonymous, 2004a).

E. coli hastalik olusturma mekanizmalarina gore alt1 grupta toplanmaktadir:
Enterotoksijenik (ETEC), enteropatojenik (EPEC), enteroaggregatif (EaggEC),
enterohemorajik (EHEC), enteroinvazif (EIEC) sulu ishale neden olan diffusely
adherent-sulu ishal etkeni (DAEC). ETEC toksin etkisi ile hastalik yapmakta olup,
1siya direngli (ST) ve 1stya duyarli (LT) olmak iizere iki tiir toksin liretmektedir.
EPEC, 6zellikle bebeklerde ishale neden olmaktadir. Ik bulgular hafif kilo kayb1 ve
karmm agris1 olup hastaligin devaminda huzursuzluk, beslenme giicliigli ortaya
cikmaktadir. Digkr; sulu, sari-yesil renklidir, kan ve mukus icermez. Tedavi
edilmedigi takdirde hastalik ilerler ve siiresi uzayabilir. Bir yasindan sonra bebekler
bu hastaliga kars1 bagisiklik kazanmaktadirlar. EaggEC ise, seyahat ishallerinin
nedeni olarak bilinmektedir. EIEC ise, shigellozise (Shigella dysenteriae) benzer bir

hastaliga neden olmaktadir. Yani, bakteriler kolon epitel hiicrelerine niifuz ederek

14



2. ONCEKI CALISMALAR Hatice ULUDAG

ulserasyon ve kanli ishale neden olurlar. Kanli ve mukuslu ishal, ates ve karin
kramplar1 tipik belirtileri olarak bilinmektedir (Unliitirk ve Turantas, 1998;
Anonymous, 2004a; Tas, 2008). EHEC, karin kramplariyla birlikte ishale neden
olmaktadir. Ishal hafif sulu bir ishal seklinde olabilecegi gibi kanli ishal seklinde de
olabilmektedir. En yaygin serotipi E. coli 0157:H7’dir (Unlutiirk ve Turantas, 1998).
A.B.D, FDA (Food and Drug Administration) tarafindan, fekal oral bulasmanin
gidanin 1s1l isleme tabi tutulmasi, ¢apraz kontaminasyonun engellenmesi, gida
sektoriinde calisanlar icin eldiven kullanimi gibi koruyucu onlemler alinmasi,
pastOrizasyon, kisisel hijyen uygulamalarina dikkat edilmesi, calisanlara
hastalandiklarinda tedavi imkan1 saglanmasi gibi onlemlerin énemi vurgulanmigtir

(Madigan ve Martinko, 2006).

2.5. Salmonella Enteritidis’in Genel Ozellikleri ve Patojenitesi

Enterobacteriaceae familyasina ait Salmonella cinsi bir bakteri olan
Salmonella Enteritidis, aerob, Gram negatif , fakultatif anaerob, cubuk seklinde,
enfeksiyon etkeni bir bakteridir (Anonymous, 2007b; Tas, 2008).

Tavuk eti, yumurta ve drtnlerinin tuketilmesiyle insanlarda zehirlenmelere
neden olan Salmonella Enteritidis 1-3um boyunda, 0.5-0.7um eninde, uglar diiz
hafif yuvarlak, sporsuz, kapsiilsuz basillerdir, anilin boyalarla kolayca boyanirlar.
Sivi besiyerlerinde homojen bulaniklik yaparak iirer, kat1 besiyerlerinde 24-48 saat
icinde yuvarlak, diiz kenarli, kabarik, diizgiin yiizeyli koloniler olusturur. En uygun
ortam asiditesi pH 7.4 olup pH: 3,8- 9,5 gibi genis bir aralikta canliliklarin1 da
koruyabilmektedir. Enfeksiyonun insanlara bulagsmasinda S. Enteritidis ile kontamine
tavuk et ve yumurtalari nemli bir rol oynamaktadir (De Jong ve ark, 2006; Kalender
ve Sen, 2008). Optimum gelisme sicaklig1 5,2— 46,2 °C olup, yuksek su aktivitesine
(0,98) sahip gidalarda 1s1l islem ile kolaylikla inaktive olabilmektedir. Ancak dusuk
su aktivitesine sahip, yiksek yag icerigine sahip gidalarda daha yiiksek sicakliklar
gerekebilmektedir. Cig veya yeterince 1s1l iSlem uygulanmamis yumurtalar ile tavuk,

hindi gibi kanath et driinleri Salmonella Enteritidis’in siklikla izole edildikleri
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gidalar arasindadir (Smith-Palmer ve ark, 2001; Anonymous, 2007b;
Koseahmetoglu, 2011).

Tiirkiye'de farkli bolgelerde yapilan ¢alismalarda tavuk etleri ve tavuklardan
en fazla izole edilen Salmonella turd S. Enteritidis'dir (Kiling ve Aydin, 2006;
Kalender ve Sen, 2008). Salmonella insan ve hayvanlarin bagirsak sistemlerinde yer
almasina ragmen, gidalara da diski ile bulasmis diger kaynaklardan bulasabilir.
Salmonella zehirlenmelerinin %72’si et, tavuk ve yumurta araciligi ile olmaktadir
(Anonymous, 2006).

Zehirlenme belirtileri bag donmesi, mide agrisi, kusma, ani ishal ve ates ile
kendini gosterip zehirlenme siddeti ise tiiketilen gidanin miktarina, gida ile alinan
Salmonella sayisina ve kisinin direncine bagl olarak 2-7 giin oldugu, bazi1 vakalarin

6lumle sonuglandig bildirilmektedir (Anonymous, 2006).

2.6. Bakteriyosinler

2.6.1. Bakteriyosinlerin Tanim ve Genel Ozellikleri

Bakteriyosinler; cesitli laktik asit bakterileri tarafindan ribozomal olarak
sentezlenen yakin akraba tiirler {izerine etkili, hiicrelerdeki reseptorlere baglanan ve
tiretimi biiyilk oranda pilazmit DNA tarafindan kodlanan peptit ya da protein
yapisindaki bilesiklerdir (Okereke ve Motville 1991; Kurt ve Zorba, 2005). Yapilan
calismalarda antimikrobiyal spektrumu genis, Ozellikle gida kaynakli patojen ve
bozulma etmeni bakteriler {izerinde etkili bakteriyosinlerin bulunmasiyla birlikte bu
tanim genisletilmistir (Bilgin, 2008).

Bakteriyosinler, genellikle gelisme fazinda iretilen birincil metabolitlerdir.
Her bakteriyosinin kendi direnglilik proteini vardir. Bakteriyosinler biyokimyasal
Ozellikleri, molekiil agirliklari, etki spektrumlari, etki mekanizmalar1 ve genetik
dayanaklar1 bakimindan heterojen biiyiikk bir sinif olustururlar (Chen ve Hoover,
2003; Gillor ve ark, 2008; Asutay, 2007).
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Bakteriyosinlerin ribozomal olarak sentezlenmesi antibiyotiklerin ise ¢oklu
enzim kompleksleri ile sekonder metabolit olarak sentezlenmesi onlar1 ayiran en

onemli o6zelliktir. Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler;

e Fermente gida ve yem {iretiminde kullanilan ticari 6éneme sahip ve insan
kullanim1 igin genel olarak guvenli kabul edilen (GRAS) bir ¢cok LAB
(6rnegin; laktokoklar, laktobasiller ve pediokoklar) tarafindan tretilmektedir,

e Okaryotik hiicrelere toksik degildirler,

e Antimikrobiyel spektrumlari, Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen
bakteriyosinlere gére daha genistir.

e Baz bakteriyosinler, gida patojenleri de dahil olmak iizere, tek bir hedef

patojene yonelik aktivite gostermektedirler (Nes ve ark, 2007).

Bircok kaynakta bakteriyosinler ve antibiyotikler karistirllmaktadir.
Gunimuz smiflandirilmasinda bakteriyosinler antibiyotiklerden tamamen farkl

molekdller olarak kabul edilmektedir. Temel farkliliklara bakildiginda;

v Bakteriyosinler genellikle gelisme fazinda iiretilirken, antibiyotikler gelisimin
durma fazinda {iretilen ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Nes ve
ark, 2002).

v' Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenirken, antibiyotikler enzimatik bir
islenme sonucu aktif hale gegmektedirler. Bakteriyosinler pre-peptitler olarak
sentezlenmekte daha sonra posttranslasyonel islemlerle N-terminal lider
peptitin  uzaklastirilmasiyla aktif form olan olgun bakteriyosinlere
dontismektedirler.

v" Uretici hiicreler kendi bakteriyosinlerine karsi genetik olarak bagisiklik
kazanmiglardir. Bu bagisiklik proteinlerini kodlayan genler bakteriyosinin
yapisal genleriyle baglantili olup, antibiyotik bagisikligini yoneten genetik
belirleyiciler yapisal antibiyotik genleriyle baglantili degildir.
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2.6.2. Bakteriyosinlerin Siniflandirilmasi

LAB tarafindan iretilen bakteriyosinler, aminoasit dizilimleri, etki
mekanizmalari, biyolojik aktiviteleri, 1s1 toleranslari, modifiye aminoasit varliklar1 ve
salgi mekanizmalar1 g6z Oniinde bulundurularak siniflandirilir. Gram pozitif
bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler dort fakli grup altinda smiflandirilmistir
(Sekil 2.1)(Klaenhammer, 1993; Heng ve Tagg, 2006; Akko¢ ve ark, 2009; Ghamat,
2010). Ancak, biyokimyasal tanimlanmasi bakimindan ilk 3 simf dikkate
alinmaktadir (Chen ve Hoover, 2003; Akkog ve ark, 2009).

GRUP | bakteriyosinler: Bu gruptaki bakteriyosinler genellikle “lantiyonin”
icermeleri nedeniyle lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Lantibiyotiklerin
yapilarinda lantiyonin (Lan) ve metillantiyonin (Me-Lan) olarak adlandirilan tiirev
amino asitlerin bulunusu karakteristiktir. Ayrica bu grup tiyelerinde, dehidroalanin ve
dehidrobdtirin gibi, dehidro amino asitler de bulunmaktadir (Twomey ve ark, 2002).
Bu grupta yer alan nisin, laktisin 3147A ve 3147B ile plantarisin C, 1s1 stabil
biyomolekdllerdir (Chen ve Hoover 2003). Grup la lantibiyotikler katyonik, lineer ve
diizgin olmayan sekillidirler. Bu grup {iyesi lantibiyotikler, hedef hiicre
membranlarinda porlar olusturur ve membran potansiyelini bozarak duyarh
bakterileri inhibe etmektedirler (Reunanen, 2007; Todorov, 2009). Nisin, bu alt
grubun en 6nemli Uyesidir ve pek ¢ok patojen ve gidalarda bozulmaya neden olan
bakterilere kars1 antimikrobiyel etki gosterir (Chen ve Hoover 2003; Deraz ve ark,
2005).

IB alt grubundakiler ise; genellikle ylksiz ya da negatif yike sahip
bakteriyosinler bu grupta yer almaktadir. Globiiler peptit yapisi igerirler. Belirli
bakteriyel enzimleri ya da enzim sistemlerini inhibe ederek antimikrobiyel aktivite
gostermektedirler (Twomey ve ark, 2002). Bu grup lantobiyotiklerden bazilar
mersasidin, sinnamisindir (Dinger ve ark, 2009; Akkoc¢ ve ark, 2009).

GRUP Il bakteriyosinler: Genelde 1s1 stabil ve translasyon sonrasinda
modifiye olmayan bakteriyosinleri igeren oldukg¢a genis bir gruptur. Antimikrobiyel
aktiviteleri, membran aktif molekiil yapisindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bu

gruptaki bazi bakteriyosinler 100°C’den 121°C’ye kadar olan sicakliklara kars:
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stabildirler (De Martinis ve ark, 2002). Bu bakteriyosinler grup Ila, grup IIb ve grup
llc olmak lzere ii¢ alt gruba ayrilmistir. Grup lla Uyesi bakteriyosinler, Listeria
tirlerine kars1 aktivite gosteren pediosin benzeri bakteriyosinlerdir. Pediosin PA-1 bu
grubun en 6nemli temsilcisidir. Grup Ilb bakteriyosinler, iki peptit icerirler. Tam
aktivite gosterebilmeleri i¢in bu iki peptide birden ihtiyaglart vardir. Bu
bakteriyosinler hedef hiicre zarinda por yapist olustururlar ve tam aktivite
gosterebilmek i¢in iki peptide de ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu peptidler tek oldugunda
zayif aktivite gosterirken, iki peptid bir arada olduklarinda sinerjetik etkilesim
sonucu oldukga aktif molekiller haline gelmektedirler. Bu gruptaki bazi 6nemli
bakteriyosinler, enterosin L50A ve L50B, laktokoksin G ve M/N, plantarisin EF ve
JK’dir (Kurt ve Zorba, 2005; Kdéseoglu, 2007; Akkog ve ark, 2009). Bir diger alt
grup ise salgi sinyallerine bagli olarak iiretilen peptitler olan grup Ilc bakteriyosinleri
siklik bakteriyosinlerdir (Guder ve ark, 2000; Akkog ve ark, 2009).

GRUP 11l bakteriyosinler: Yiiksek molekiil agirligina sahip ve 1siya
dayaniksiz proteinlerden olusan bu grup; bakteriyolizinler olarak da adlandirilirlar.
Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin biiyiik bir kismi Lactobacillus cinsi bakteriler
tarafindan sentezlenmektedir. Helvetisin J, laktisin A, laktisin B, helvetisin V-1829
ve enterolisin A bu grubun en bilinen Uyelerindendir (Klaenhammer, 1993; Ennahar
ve ark, 2000; Trotter ve ark, 2004).

GRUP 1V bakteriyosinler: Bu gruptaki bakteriyosinler ise, blyik ve
kompleks molekiller olup, aktiviteleri icin karbonhidrat veya lipid bilesenlerine
gereksinim duymaktadirlar (Kurt ve Zorba, 2005). Plantarasin S, laktosin 27,
leukonosin S ve lakstrepsin bu gruba dahil baz1 bakteriyosinlerdir (Ennahar ve ark,
2000; Nes ve Holo, 2000; Akkog ve ark, 2009).

Klaenhammer (1993) bu yaygin kabul géren 3 grubun disinda 4. bir grup
daha Onermistir. Bu grup glikoprotein veya lipoprotein yapisinda kompleks
bakteriyosinlerdir. Glikoprotein yapisinda olan Lactocin 27 veya lipo-protein
yapisinda olan Lacstrepcinler bu gruba dahildir. Yine de bu bakteriyosinler heniiz
tam olarak saflastirilmamistir. Bu grupta yer aldigi diislinlilen bakteriyosinlerin
katyonik ve hidrofobik 6zellikleri nedeniyle diger makromolekiillerle kompleksler

olusturma egilimine sahip olduklar1 ve bu nedenle bu kompleks bakteriyosinlerin
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aslinda bir kalint1 olabilecekleri de gz Onilinde bulundurulmalidir. Kemperman
tarafindan yeni bir siniflandirma modeli daha onerilmistir. Cotter ve ark (2005) daha
radikal bir diizenleme 6nermistir. Klaenhammer’in ilk iki sinifim1 (lantibiyotikler ile
lanthionine igermeyen bakteriyosinler) biiyiik 6lgiide kabul etmis, simf III” e litik
etkilerinden otiirii bakteriyolisinler demis, smif IV’ ise reddetmistir. Ayrica
Kemperman’in smif V’ini sinif Ilc olarak ele almistir. Sinif IId adinda yeni bir sinif
daha olusturmus ve lanthionine igermeyen ve siniflandirilamayan bakteriyosinleri bu
gruba dahil etmistir. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi1 hala tartisilan bir konu

olmaktadir (Sekil 2.1).

I Klaenhammer Smiflandnmas: I Ssz?n:g;i—-asl
] I.Lantibivetilk I Modifive Sunf e, I ve IV
olmavan peptitler elemine edilip sl L Lantibivotik
TIa pediocin banzeri o (11 alt grup)
ITh ild hilegenli e
IIIcthiclle aloif olan veniden .
diizenlendi IL olmayan Aodifive

* Tle thiolie aktif olan

IV. Komplek peptitler :
TIT. Torva ngu:;zp s * Iz pediosin benzeri
s - i s
duwarls peptitler (ipit+karbonhidrat) IIb iki bilesenli

Lantibivotilc alt

S TV, halka oraplarve smif TT Halkal: peptitler
peptit veniden diizenlendi : S IV
5 i IIL Biivitl: title
I Lantibivotik I Modifiye e Balderteagn er Hengd
- Ia Linear olmayan peptitler Pres Tege
* ITa pediosin benzeri « Litik olmayan

* Ik Globuler » IIb iki bilesenli
= Ic Cok bilesenki ¥ -

» ITc thiolle aktif olan [ IV. Hallcal: pepfitlier ]

Sekil 2.1. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi (Heng ve Tagg, 2006)

Enterococcuslar’in tirettigi bakteriyosinler enterosin olarak
adlandirilmaktadir. Bugiine kadar tespit edilen enterosinlerin sinif I, smif II (a ve c
grubu) ve smif III bakteriyosinlerinin ozelliklerini tasidigi belirlenmistir.  E.
faecalis’in drettigi iki bilesenli sitolisin simif I, E. faecium tarafindan iiretilen
enterosin A, enterosin P ve enterosin CRL35; E. faecalis tarafindan iiretilen
bakteriyosin 31 ve E. mundtii tarafindan iiretilen mundtisin sif Ila’ ya ve E.
faecalis’in drettigi enterosin AS-48, enterosin 1071A ve 1071B, E. faecium’ un
iirettigi enterosin B, enterosin L50A ve L50B ve enterosin Q sinif [Ic’ye 6rnek olarak

verilebilir (Moreno ve ark, 2003; Vilas, 2011). E. faecium ve E. faecalis suslarinin
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tirettikleri enterosinler, diger bakteriyosinlere gore daha iyi fizikokimyasal 6zellik ve
biyolojik aktivite gosterdikleri icin, teknolojik 6nemi bulunmaktadir (Park ve ark,
2003; Moreno ve ark, 2003). Enterococcus faecium’un iirettigi bakteriosinler,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus spp. ve
diger Gram pozitif patojenik bakteriler ile gida bozulmasi yapan bakterilere karsi
inhibitor etki gosteren antimikrobiyel peptid ve proteinlerdir (Hugas ve ark, 2003;
Saavedra ve ark, 2003).

E. faecalis suslar tarafindan ftiretilen bakteriyosinlerin siniflandirilmalar1 ve
bazi 6zellikleri agagida 6zetlenmistir.

Tip 1: E. faecalis DS16’dan sitolisin (bakteriyosin/hemolizin). Bu 2 bilesenli
lantibiyotik, hem hemolisin hem de bakteriyosin aktivitesi gosterir.

Tip 2: E. faecalis S-48’den siklik peptid antibiyotik AS-48 (enterosin AS-48).
Bu bilesik hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1 etkilidir. E.
faecalis INIA 4 tarafindan iiretilen enterosin 4 ise, sadece Gram pozitif bakterilere
etkilidir.

Tip 3: Dar antimikrobiyel spektrum ile E. faecalis Y117’den bakteriyosin 31.

Tip 4: E. faecalis BEF 1071°den enterosin 1071A ve enterosin 1071B. Bu
enterosinler, Tip 2’den daha dar bir aktivite spektrumu ve E. faecalis tarafindan

tiretilen Tip 3 enterosinlerden de genis aktivite spektrumu gosterirler (Vilas, 2011).

2.6.3.Bakteriyosinlerin Biyosentezleri

LAB’lerin bakteriyosinleri, ribozomal olarak sentezlenmektedir. Bakteriyosin
uretimi ile imminiteyi kodlayan genler, plazmid, kromozom ve transposan Uzerinde
bulunabilmektedir. Birgok bakteriyosinin yapisal genleri operona benzer bir yapi
gosterir.Bakteriyosinlerin iiretiminin gergeklestirilebilmesi i¢in dort farkli gene
ihtiyac vardir: (i) prepeptiti kodlayan bir yapisal gen, (ii) imminite geni, (iii) ABC-
tastyicisin1 kodlayan gen ve (iv) bakteriyosinin disari tasinmasinda gerekli olan
aksesuar proteinini kodlayan gen (Garneu ve ark, 2002; Deegan ve ark, 2006).

Her iic smif bakteriyosinlerin sentezi biyosentez mekanizmasi agisindan

degerlendirildiginde birbirine benzemektedir. Sadece simif 1 bakteriyosinlerin
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biyosentezinde bulunan anormal aminoasitlerin {iretim asamasi olan kimyasal
modifikasyon (posttranslasyon) sinif II ve simif III bakteriyosinlerin sentezinde yer
almamaktadir. Simif I bakteriyosinleri prelantibiyotik (prebakteriyosin) olarak
sentezlendikten sonra dehidrasyon ve ¢apraz baglanma (kimyasal modifikasyon)
reaksiyonlarma ugramakta ve bunun sonucunda anormal aminoasitler
(lantibiyotikler, dehidreaminoasitler vb.) olusmaktadir. Siuf II ve smf III
bakteriyosinleri kimyasal modifikasyona ugramadiklar1 i¢in anormal aminoasitleri
icermemektedirler (Savadogo ve ark, 2006; Asutay, 2007; Bilgin, 2008).
Bakteriyosinlerin biyosentezinde ti¢ bilesenli regulator sistemi rol oynamakta
olup, bunlar histidin protein kinaz enzimi, respons regulatori ve indiksiyon
faktorudir. Indiiksiyon faktorii membranda bulunan histidin protein kinaz enzimini
uyarir. Daha sonra histidin protein kinaz enzimi sitoplazmada bulunan respons
regiilatoriinii fosforilize ederek bu uyariy: hiicreye iletir ve biyosentezin baslamasini
saglar (Montville ve Winskowski, 1997; Isleroglu ve ark, 2005; Bilgin, 2008). Sekil

2.2°de bakteriyosinlerin regiilasyonu ve biyosentezlerinin semasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Bakterlyosmlerln regulasyonu ve blyosentezlerl (Asutay, 2007)
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Yapisal gen bir prebakteriyosin (prepeptit) olarak kodlanmaktadir.
Prebakteriyosinler biyolojik olarak inaktif olup N-terminalinde lider peptit ve C-
terminalinde propeptit igermektedirler. Prebakteriyosinin olgunlasmasi veya
taginmasi sirasinda N-terminal uzantis1 enzim vasitasiyla parcalanip uzaklagsmakta ve
boylece aktif hale gegmektedirler (Bilgin, 2008).

Bakteriyosinler  hicre iginde  sentezlendikten sonra, aktivitelerini
gosterecekleri bolgelere, hiicre disina tasinmaktadir. Sentezlenen bakteriyosinlerin
hiicre disina taginmasi membrana bagli olan iki protein tarafindan gerceklestirilir.
Bunlar ABC-transporter ve aksesuar proteinidir. ABC-tasiyicist prebakteriyosinin
tasinmasinda rol oynamaktir. Ayrica proteolitikaktiviteye sahip oldugundan pre-
peptidin lider dizisini parcalama fonksiyonuna da sahiptir. Sonucta lider peptit
uzaklagsmakta ve olgun bakteriyosin sitoplazmik membrandan disariya tasinmaktadir.
Aksesuar proteinleri ise membran translokasyonunu tesvik etmekte ve
bakteriyosinlerin tasinmasinda rol oynamaktadir (Klaenhammer, 1993; Rodriguez ve
ark, 2003; Bilgin, 2008; Tiiremis, 2012).

2.6.4. Bakteriyosinlerin Antimikrobiyel Etki Mekanizmalari

Bakteriyosinler duyarl: bakterilerin sitoplazmik membranina etki gosteren
peptitlerdir. Hiicrenin sitoplazmik zarina baglanarak, hicre icerisine girerler ve zarda
gozenekler olustururlar. Boylece diisiik molekiil agirligina sahip hiicre bilesenlerinin
hiicre digina sizmasina yol agarlar (Asutay, 2007; Tiiremis, 2012).

Duyarli bakterilerin hiicre membraninda porlar olusturarak membran
gecirgenligini degistirir. Buna bagli olarak hedef hiicreden K' iyonu ve ATP
bilesiklerin s1izmasina neden olurlar. Bunun sonucunda transmembran potansiyeli ve
pH grandyentinin kismen veya tamamen yok olmasi ile proton itici giici (PMF)
ortadan kalkmaktadir. PMF, hiicre i¢inde iyonlarin ve metabolitlerin birikmesi ile
ATP sentezi gibi sitoplazmik membranda enerjiye bagli birgok hayati islemleri
yuritmektir. PMF’nin yok olmasi veya bozulmasi ATP’nin kaybina, besin
maddelerinin aktif transportla tasinamamasina, hiicre i¢i pH degerinin korunmasinda

rol oynayan K* ve kofaktor olarak rol oynayan Mg?* iyonlarinin hiicre disina akisma
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ve duyarl: bakterinin enerji rezervlerinin tiikkenmesine yol agar. Buna paralel olarak
DNA, RNA ve protein gibi makromolekillerin sentezi azalarak bakterilerin
inhibisyonuna sebep olmaktadir (Bauer and Dicks, 2005; Akkoc¢ ve ark, 2009;
Tiiremis, 2012).

Bakteriyosinler, katyonik bir molekiil oldugu i¢in, sitoplazmik zar {izerinde
etkili olmalarinda, sahip olduklari hidrofobik kisimlar énemli rol oynamaktadir.
Duyarli hiicre zarinda bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarmin etkisiyle, ortaya
cikan elektrostatik etkilesim sonucu, bakteriyosin hiicre zarma tutunmaktadir.
Boylece, hidrofobik kisim zar yapisinin igine girerek, gozenek olusumuna yol
acmaktadir (Twomey ve ark, 2002).

Bakteriyosinlerin  duyarli  hucrelerin  sitoplazmik membraninda por
olusturmalar1 “Barrel-Stave”, “Wedge-Model” ve “Lipit Model” olmak Uzere 3
model ile aciklanabilir.

Barrel-Stave mekanizmasi ile membranda por olusumu bakteriyosinlerin
katyonik yiikk tasiyan C-terminali fosfolipitlerin bas gruplar1 ile elektrostatik
interaksiyona girmesi ile aciklanabilir (Sekil 2.3). Membran potansiyeli varliginda
membran igine girerek oligomerize olmakta ve mebranda iyonik por olusturmaktadir.
Peptitler merkezi kanahn etrafina dizilmekte ve hidrofobik yiizeyler membrana
dogru, hidrofilik yiizeyler ise porun merkezine dogru yonelmektedir (Mc Auliffe ve
ark, 2001; Kopenon, 2004)
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Sekil 2.3. Barrel-stave mekanizmasi ile por olusunﬁT (Mc Auliffe ve ark, 2001;
Kopenon, 2004)
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Ikinci model olan Wedge modelinde de, bakteriyosinlerin pozitif yikli C-
terminali anyonik fosfolipitlerle elektrostatik olarak interaksiyona girip membran
yuzeyine sikici tutunmakta ve lipit dinamiginin bozulmasina neden olmaktadir (Sekil
2.4). Bakteriyosin molekilleri anyonik fosfolipitlerle interaksiyon halindeyken
membran icine girerek membranda biikiilmelere ve dolasiyla porlarin olugmasina yol
acmaktadir (Kopenon, 2004; Bauer ve Dicks, 2005).

1= LS
Sekil 2.4. Wedge-Model ile por olusumu (Kopenon, 2004; Bauer ve Dicks, 2005)

Lipit II modeline gore por olusumunda ise bir peptidoglukan prekiirs6ri olan
lipit IT 6nemli bir faktor olarak rol oynamaktadir. Bu modelde bakteriyosin ilk olarak
1:1 oraninda lipit II nin karbonhidrat kismma baglanmaktadir. Bakteriyosinin N-
terminal kismi1 bu baglanmada rol oynamakta ve negatif bir yiizey gerekmemektedir.
Lantibiyotigin C-terminali membran igine girip membranin kars1 tarafina
geemektedir. Por olusumu i¢in birkag bakteriyosin/lipit 11 kompleksi gereklidir
(Sekil 2.5) (Kopenon, 2004; Bauer ve Dicks, 2005).

<AL

X

Sekil 2.5. Lipit II model mekanizmasi ile por olusumu (Kopenon, 2004; Bauer ve
Dicks, 2005)
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LAB’nin (Uretikleri bakteriyosinler genellikle Gram-pozitif bakterileri
uzerinde inhibitor aktivite gosterirler. Bircok LAB bakteriyosinleri, gidalarda
bozulma ve hastalik etmeni bakteriler 6rnegin Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus ve Clostridium botulinum Gzerinde inhibitor etkiye
sahip oldugu bildirilmektedir. Gram negatif bakteriler, dis membranlarindan dolay1
antimikrobiyal maddelere karst daha az gegirgen olduklarindan, s6z konusu
bakteriler 1s1 ve donma islemlerine maruz birakildiklar1 zaman, bakteriyosinlere karsi
duyarl hale geldikleri bildirilmistir (Galvez ve ark, 2007). Az sayida da olsa yapilan
calismalar da Gram-negatif bakteriler Uzerinde inhibitor etkiye sahip bakteriyosinler
de tespit edilmistir. Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc’un bazi
suslarinin tiretmis oldugu bakteriyosinlerin, Gram pozitif bakterilerin yani sira, Gram
negatif bakteriler iizerinde de etkili oldugu belirlenmistir (Cotter ve ark, 2005; Kurt
ve Zorba, 2005; Asutay, 2007; Tiiremis, 2012).

2.6.5. Bakteriyosinlerin Uretimi, Antimikrobiyel Aktiviteleri ve Stabilitelerini

Etkileyen Faktorler

Bakteriyosin Uretimi ve aktivitesi; besiyerinin bilesimi, Uretici bakterinin
gelisme fazi, besiyeri baslangig pH’si, fermantasyon sekli (kesikli ve siirekli) ve
inkiibasyon sicakligi ve siiresi, 1sil islem, proteolitik enzimler ve depolama
kosullarina baghdir (Asutay, 2007; Tiremis, 2012). Kullanilan besiyerindeki bazi
bilesiklerin (laktoz, maya ekstrakti, tampon madde vb.) bakteriyosin aktivitesini
korumakta ve artirmaktadir. Bakterilerin gelismesi i¢in gereken en uygun sicaklik ve
pH degeri genellikle bakteriyosin {iretimi i¢in optimum degerdir. Bazi
bakteriyosinler gelisme sicakliginin biraz altindaki derecelerde daha fazla miktarda
tiretilmektedir. Ancak optimum sicakligin ¢ok altinda veya istiinde ve inkubasyon
siiresinin uzatilmasiyla bakteriyosin aktivitesi azalmaktadir. Inkiibasyon siiresi
uzamasiyla bakteriyosin aktivitesinin azalmasinin nedeni artan asitlik ile birlikte
bakteri tarafindan salgilanan veya lize olan bakterilerden agiga ¢ikan ekstraseliiler ve

intraseliiler proteazlardir (Yildirim ve Yildirim, 2000; Todorov and Dicks, 2005b).
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Bakteriyosinlerin kullanimini sinirlayan bazi faktorler de bulunmaktadir. Bu
faktorler; dar aktivite spektrumu, kendiliginden bakteriyojenikligin kaybi, proteolitik
enzimlerle inaktivasyon, gida ortamlarina kiiltiiriin zayif adaptasyonu, diisik Gretim
seviyesi ve bakteriyosine dayanikli bakterilerin ortaya ¢ikmasidir (Seckin ve
Baladura, 2010).

Bakteriyosin iireten mikroorganizmalarin veya direk olarak bu kiiltiirlerin
urettigi bakteriyosinlerin, gida sanayinde kullanimlarim1 smirlayan faktorlerin

basinda;

Bakterinin adaptasyonu,

Urtine ait faktorler,

Hedef bakterinin dayaniklilig1 ve rekabet giicii,
Yontem parametrelerine duyarlilik,

Metabolik aktivite,

v
v
v
v
v
v' Gida sistemindeki gereklilikler (Inaktivasyon riski),
v Duyusal 6zelliklere muhtemel olumsuz etkiler,

v Aktivite spektrumu,

v’ Inhibitérler (Spesifik proteazlar vs),

v Kati materyalde difiizyonun sinirli olmast,

v Direnglilik gelisimi, gida bilesenleriyle spesifik olmayan baglanma (lipitlerin

neden olabilecegi inaktivasyon) seklinde siralanabilmektedir.

Bakteriyosinlerin gidalarda uygulamalarin1 sinirlayan en biiyiik engel, onlarin
sinirlt aktivite spektrumlar1 ve antibakteriyel etkilerinin az olmasidir. Ayrica, bazi
bakteriyosinler Gram negatif bakterilere kars1 aktif degillerdir. Bakteriyosinlerin, ¢cok
faktorlii bir sistemin pargasi olarak kullanilmasi, daha basarili sonuglar alinmasini
saglamaktadir. Gida giivenliginin saglanmasinda, birden fazla antimikrobiyel
faktoriin bir arada kullanilmasi sonucu, sinerjistik bir etkinin ortaya c¢ikmasina
“Hurdle Etkisi” (veya engeller teknolojisi) denilmektedir (Cleveland ve ark, 2001;
Chen ve Hoover, 2003). Bu kombine yontemlerle, gidalarin muhafazasinda tek

basina yeterli olamayan bir ¢ok faktor (sicaklik, su aktivitesi, pH, oksidasyon/
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rediiksiyon potansiyeli, farkli antimikrobiyel maddeler) bir araya getirilerek, bunlarin
etkilesimleri sonucu kiimiilatif bir etki yaratilmaktadir.

LAB’lerinde en iyi tamimlanmis ve en yaygin kullanim alanma sahip
bakteriyosin, bazi L. lactis spp. lactis suslar1 tarafindan {iretilen nisindir. Nisin,
aralarinda Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Micrococcus, Staphylococcus, Clostridium ve Listeria cinslerinin de dahil oldugu
bircok tiire kars1 aktivite gosteren genis etki spektrumuna sahip bir bakteriyosindir.
Ancak Gram negatif bakterilere karsi etkili degildir. Dis membranini uzaklastirilmig
veya zarar gormiis (EDTA ile muamele edilmis, 1s1 soku veya soguk soka ugramis
Gram-negatifler) iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Liu ve
Hansen, 1990; Hauben ve ark, 1996).

Bakteriyosinler o6zellikle Gram pozitif mikroorganizmalar (zerinde etkili
olmalarina ragmen Gram negatif mikroorganizmalar (zerinde fazla etkili
olamamaktadir. Dolayisiyla Gram negatif olan patojen mikroorganizmalarin da
oldugu disiiniildiigiinde sadece bakteriyosin kullanimiyla gidalarin giivenliginin
saglanamayacagi nettir. Bu sebeple, bakteriyosinle birlikte diger koruyucu katkilarin
veya proseslerin kullanilmasi gerekmektedir. Gram negatif bakterilerin dis zarlarinin
stabilitesi bozuldugunda bakteriyosinlere karsi hassasiyet gostermektedirler.
Boylelikle bakteriyosinle birlikte hiicre zarini bozabilecek trisodyum fosfat veya
EDTA gibi selatlayict ajanlarin  kullanilmasinin inhibisyon etkisi yapabilecegi
bildirilmistir. EDTA, Gram negatif mikroorganizmalarin lipopolisakkarit kisminda
Mg*? iyonuna baglanarak dis zarin yapisim bozup, bakteriyosinin sitoplazmik zara
ulagmasini saglamaktadir (Biler, 2009; Tiiremis, 2012).

Bakteriyosinlerin uygulamalarindaki sinirlar bazi nedenlere dayanmaktadir:

Pek ¢ok bakteriyosinde bulunan dar spektrum araligs,
Suslardaki zayif bakteriyosin tretimi,

Yap1 ve fonksiyon hakkindaki yetersiz bilgi,

AR NERN

Bakteriyosinlerin insan sindirim sistemi florasinda olusturacag: etkilerin tam

olarak aydinlatilmamis olmasi,
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v' Gida  maddesi iginde  bakteriyosinlerin  nasil  davranacaginin

bilinmemesi(Moncheva ve ark, 2001).

2.6.6. Bakteriyosinlerin Kullamim Alanlari

Bakteriyosinler, gida giivenliginde, klinikte, veteriner tipta, bitki
hastaliklarinin kontroliinde ve antitiimér arastirmalarinda kullanilmaktadir. Ozellikle

son yillar gida koruyucusu olarak kullanim agisindan ilgi odagi olmustur (Dinger ve
ark, 2009).
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Sekil 2.6. Bakteriyosinlerin kullanim alanlar1 (Cotter ve ark, 2005)

2.6.6.1. Bakteriyosinlerin gidalarda kullanim
Bakteriyosinlerin veya bakteriyosin (reten tlrlerin gidalarda kullanimi

Uzerindeki calismalar hammaddeye, proses kosullarina, dagitima, tiiketime veya

gidanin ¢esidine bagh olarak gida bozulmalarinin, patojenlerin ya da bozulma yapan
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bakterilerin bulunabildigi bircok alan Uzerinde yogunlasmistir (Galvez ve ark.,
2008).

Gida iireticileri i¢in en biylk avantaj glvenli ve uzun raf émriine sahip
gidalarin tretilmesi iken, tiiketiciler kimyasal koruyuculari igermeyen ve az islem
gormils gidalar1 tercih etmektedirler. Bakteriyosinler, gidalarda tiiketimleri giivenli
olan bakteriler (GRAS) tarafindan {iiretildikleri ve az islem gormiis gidalarda dahi
patojen ve bozulma etmeni organizmalara karsi etkili olduklar1 i¢in bu isteklere
hizmet etmektedir (Akko¢ ve ark, 2009). Sicakligin zararli olacagi
sartlar altinda ekstra koruma saglayarak gida zinciri boyunca, gida kaynakli
patojenlerin bulagsma riskini de azaltmaktadir. Bakteriyosinler sayesinde, gidalarin
bozulmasindan kaynaklanan ekonomik kayiplar azalmakta ve kimyasal koruyucular
daha az kullanilmaktadir (Basbiilbiil, 2009).

Bakteriyosinlerin gidalarda antimikrobiyel aktivitelerinin yani sira; dogal
olmalari, renksiz, tatsiz ve kokusuz olmalar1 da iirlin 6zellikleri agisindan oldukca
onemlidir. Peptit veya protein yapisinda olmalari ise; pankreas kaynakli proteolitik
enzimlerden, mide salgilarindan etkilenebildiklerini ve insan viicudunda kolaylikla
sindirilebileceklerini gostermektedir. Ayrica bazi bakteriyosinlerin (Grup II) 1s1
stabilitelerinin olmasi, bu bakteriyosinlerin yiiksek sicaklikta islem goren bircok gida
maddesinde kullanilabilirligini saglamaktadir. Hatta bazi bakteriyosinler, otoklav
sicakliginda bile stabil kalabilmektedirler. Dolayisiyla bakteriyosinlerin et ve siit
tirtinleri basta olmak tizere birgok gidada kullanimi miimkiin olmaktadir (De Martinis
ve ark, 2002; Dogan, 2009).

Gidalarda  bakteriyosinlerden  yararlanma  sekilleri  farkli  olabilir.
Bakteriyosinler, dogrudan gida maddesine eklenebilirler. Bakteriyosin sentezleyen
koruyucu kiiltiirler gidaya inokile edilebilirler. Bakteriyosinlerin kullanimi gidanin
koruyucu ambalaj materyali ile birlikte olabilir. Sonucta; uygun olan bakteriyosinin
veya uygun olan bakteriyosini iireten laktik asit bakterisinin gidaya eklenmesi; hem
gidanin raf Oomrinii uzatacak hem de gida saglikli kabul edilecektir. Bu amacin
gerceklestirilebilmesi i¢in kullanilacak olan bakteriyosin molekiiliiniin iyi bir sekilde
tanimlanip saflagtirilmasi gerekmektedir. Bazi bakteriyosinlerin kullanildig1 gidalar

ve etkileri Cizelge 2.1’de verilmistir (Cleveland ve ark, 2001; Biler, 2009).
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Koruyucu kultlr olarak, daha c¢ok laktik asit bakterileri yaygin olarak
kullanilirken, bakteriyosin olarak, yasal kullanimina izin verilen nisin
kullanilmaktadir. Nisin, gida isleme sirasinda ve fermantasyonlarda ticari olarak
kullanilan ve GRAS olarak kabul edilen ilk bakteriyosindir. Nisinin etki spektrumu,
diger bir¢ok bakteriyosine kiyasla, daha genis olup, asidik gidalarda ve Gram pozitif
bakteriler tizerine kuvvetli inhibisyon etki gdsterirler. Nisin, diisiikk pH’ya dayanikli
ve vejetatif hiicrelerin yani sira, bakteriyel endosporlara karsi da etkilidir (De
Martinis ve ark, 2002; Chen ve Hoover, 2003).

Gidalarda kullanilacak olan bakteriyosini iireten suglarin se¢iminde bazi

ozelliklerin aranmasi1 gerekmektedir. Bunlar;

e Tiiketicilerin bu konudaki endiselerinin giderilmesi amaciyla iiretici sus
tercihen GRAS (insan ve hayvan tlketiminde guvenilir kabul edilen
Ozelliklere sahip) olmalidir.

e Bakteriyosin Listeria monocytogenes ve Clostridium botulinum gibi
patojenlerin dahil oldugu genis bir aktivite spektrumuna sahip olmalidir.

e Bakteriyosinlerin,t Uketici sagligi (zerinde olumsuz etkileri olmasi
istenmemektedir. Gida giivenligi agisindan risk tagimamalidir.

e Bakteriyosinlerin ilave olunan iiriinde aroma bilesenlerinin gelistirilmesi gibi
yararl etkileri olmalidar.

e Bakteriyosin 1siya direngli olmalidir (Horn ve ark, 2004; Biler, 2009;
Tiiremis, 2012).
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Cizelge 2.1. Bazi bakteriyosinlerin kullanildigi gidalar (Garneau ve ark, 2002;
Asutay, 2007; Biler, 2009)

Bakteriyosin

Uygulanan gida

Etkileri

Nisin A Yeniden sekillendirilen et Bakteriyel inaktivasyon
aranleri
Nisin A Ricotta peynirinde Listeria Listeria monocytogenes'i 8
monocytogenes’in kontroll hafta etkili bir sekilde
icin kullaniimigtir. inhibe etmistir.
Pediocin AcH Pediocin AcH sentezleyen L. monocytogenes’in
Lactobacillus plantarum WHE | gelisimi engellenmistir.
92, olgunlagmanin
baslangicinda Munstar
peynirinin ylizeyine
spreylenmistir.
Enterocin 4 Enterocin sentezleyen L. monocytogenes Ohio’'yu
Enterococcus faecalis INIA4, | inhibe ederken, Listeria
Manchego peyniri Uretiminde | monocytogenes Scott A’y
kullaniimistir. inhibe etmemisgtir.
Piscicolin 126 Jambonda L.monocytogenes | Ticari bakteriyosinden
kontrolU i¢in kullaniimistir. daha etkili bulunmustur.
Leucocin A Leuconostoc gelidium UAL Lactobacillus sake’in

187 vakum paketlenmis sigir
etinde bozulma kontrolu igin
kullaniimigtir.

etkisiyle bozulma 8 haftaya
kadar geciktirilmistir.

Lactocin 705

Kiyllmis sidir etinde Listeria
monocytogenes’in gelisimini
onlemek i¢in kullaniimigtir.

Listeria monocytogenes'’in
Kiyillmig etlerde gelisimini
Onlemistir.

Pediocin AcH Tavuk eti sosisinde Listeria Etkili bir sekilde
monocytogenes'i inhibe L. monocytogenes sayisini
etmek icin pediocin Ureten azaltmistir
Pediococcus acidilactici
kullaniimistir.

Pediocin Sarap ve firincilik drtnlerinde | Bu tir Grtinlerde kullanim
kullanim potansiyeli potansiyeli oldugu
arastiniimigtir. belirlenmistir.

Pediocin AcH Tavuk etine pediocin 5°C'de 28 giin
preparati ilave edilmistir. L. monocytogenes

gelisimini kontrol etmigtir.

Pediocin PA-1 Fermente sosiste starter L. monocytogenes'i etkili
olarak Pediococcus bir sekilde kontrol etmigtir.
acidilactici kullaniimistir.

Enterocin Jambon, domuz eti, tavuk Cesitli sartlar altinda

gogsu eti ve sosiste
kullaniimistir.

Listeria monocytogenes
gelisimini kontrol etmistir.
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2.6.6.2. Bakteriyosinlerin klinik kullanim alanlar:

Antibiyotige direncli patojenik bakterilerde ve bir¢cok kimyasal koruyucunun
neden oldugu istenilmeyen yan etkilerde belirgin bir yikselis olmasi nedeniyle yeni
antimikrobiyel ajanlarin gelismesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Enfeksiyon tedavisi
icin ilaglarda ve gida katki maddesi olarak yemlerde koruyucu olarak kullanilmalari,
gelismeye devam eden bakteriyosinlere olan ilgiyi giderek arttirmaktadir. Pek ¢ok
bakteriyosin, antimikrobiyel aktivitelerini antibiyotik ve koruyuculardan tamamen
farkli bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu nedenle bazi durumlarda antibiyotik ve
koruyuculara tamamlayici olarak kullanilmaktadirlar (Gillor ve ark, 2005; Basbiilbiil,
2009).

Bakteriyosinlerin gida koruma amagli kullanimi1 disinda farkli alanlardaki
kullanim olanaklar1 da arastirilmaktadir. Sik ve yanlis antibiyotik kullanimi
sonucunda, insan ve hayvanlarda hastalik meydana getiren patojenlerin direng
kazanmasi, giderek artan bir sorun haline gelmistir. Multi resistant patojen
bakterilerin artisi, insan ve hayvan enfeksiyonlarinin onlenmesinde ve tedavisinde
alternatif antimikrobiyel ajanlarin kullanimi1 konusundaki ¢aligmalar1 baglatmigtir. Bu
amagla bir ¢cok bilim adami bakteriyosinlerin tibbi ve kisisel bakim iiriinlerinde
kullanim olanaklar1 konusunda ¢aligsmalar yapmaktadir (Dicks ve ark, 2011).

LAB bakteriyosinlerinin gidalardaki kullanim alanlar1 ¢ok yaygin olsa da,
lantibiyotiklerin toksik olmamasi ve Gram pozitif patojenlere karsi etkin olmalari
nedeniyle bunlarin klinik etkinlikleri de arastirilmaktadir. Bazi lantibiyotikler etki
mekanizmalar1 ve ¢oklu ilag direnci gosteren direngli patojenlere etkili olmalari
nedeniyle muhtemel terapotik ajanlar olarak diisiiniilmektedirler. Genis spektrumlu
lantibiyotikler teorik olarak klinik Gram pozitif insan veya hayvan patojeni olan
bakterilere kars1 kullanilabilir. Ornegin, iki peptidli bir lantibiyotik olan laktisin 3147
Staphylococcus aureus‘a (metisiline direncli S. aureus’da dahil), enterokoklara (VRE
dahil), streptokoklar (S. pneumoniae, S. pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S.
uberis, S. mutans), Clostridium botulinum ve Propionibacterium acnes’e karsi
etkilidir., Hayvan modelleriyle yapilan, baslangic in vivo denemelerde,

lantibiyotiklerin, S. pneumoniae ve MRSA kaynakli enfeksiyonlari, onlemede
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basarili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bakteriyosinler, gidalarin korunmasinda
kullaniminin yani sira mastitis enfeksiyonlarinin dnlenmesinde de biiyiik dneme
sahiptir (Kruszewska ve ark, 2004; Sit ve Vederas, 2008).

Salivaricin A2 ve B (reten Streptococcus salivarius susunu igeren besin
katkis1t BLIS K12 ise bogaz koruyucu olarak kullanilmakta ve Yeni Zelanda da agiz
kokusundan sorumlu bakteriye karsi inhibitor olarak kullanilmaktadir (Tagg, 2004).
Tim bunlarin yanisira nisinin dogum kontrol etkinligi oldugu bulunmustur (Reddy
ve ark, 2004).

En etkili bakteriyosin bebek diskisindan izole edilen L.gasseri L39 tarafindan
tiretilen gasserisin A’dir. Bu bakteriyosin saflagtirilarak yapisal geni klonlanmis ve
sekans analizi gergeklestirilmistir (gaaA). Gasserisin A, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyal etkiye sahip bir
bakteriyosindir. Tiim primer yapisi gdz Oniine alinacak olursa gasserisin A siif 2
bakteriyosinlerdendir (N- ve C-terminal amino asitleri baglanmistir) (Kawai ve ark,
2001).

2.7. Bakteriyosinlere Direng

Bakteriyosinlerin gida koruma amaciyla kullanilabilmesi i¢in, hedef tiirlerin
direng gelistirme potansiyelleri ve mekanizmalar1 géz onlinde bulundurulmalidir.
Bakteriyosinlerin hedef aldig1 bakterilerin, zaman igerisinde o bakteriyosine karsi
direng gelistirme olasiliklari, gida giivenliginde etkin olarak kullanimlar1 konusunda,
baz1 endiselere yol agmaktadir. Bu alanda en fazla ¢alisilan bakteriyosinler nisin ve
baz1 Simif Ila peptidleridir. L. monocytogenes’de nisine karsi spontan mutasyon
olusma sikligi (susa bagli olarak) 10-2-10-7 oraninda degismektedir (Gravasen ve
ark, 2002). Streptococcus pneumoniae’nin stabil, nisine direngli mutantlari ise,
lantibiyotige siirekli maruz kaldiklar1 takdirde direngleri artmaktadir. Bu spontan
mutantlarda diren¢ gelisimi hiicre zarinin yiikii ve akiskanliginin degisimi, hiicre
duvar1 kalinligi, hiicre duvart yiikii ve bu faktdrlerin kombinasyonu ile ilgilidir
(Vadyvaloo ve ark, 2004; Basbiilbiil, 2009; Tiremis, 2012). Bu tiir degisimler,

dogrudan diisiik oranda lantibiyotige maruz kalindiktan sonra veya baska bir strese
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kars1 adaptif cevap olarak ortaya c¢ikar. Hiicrelerin nisine karsi nasil direngli hale
geldigi tam olarak anlagilmamis olsa da, Lipid II kismindaki varyasyonlarla ilgili
olmadig1 bilinmektedir. Nisin direncinin gelisime neden olan veya nisine kalitsal
tolerans saglayan genetik lokuslar tanimlanmistir. Kalitsal toleransda en 6nemli
faktor hiicre duvar yiikiidiir. Simif II bakteriyosinlere direncin en iyi calisildigi
orneklerden biri Smuf II-a direngli L. monocytogenes’dir. Bakteriyosine direng
fosfotransferaz sistemin mannoz permeazinin ekspresyonunu azaltmaktadir. Nisine
direngli mutantlarda oldugu gibi hiicre zarmin akiskanligi ve hiicre ylizeyinin yikii

direng gelisiminde 6nemlidir (Vadyvaloo ve ark ,2002, Vadyvaloo ve ark, 2004).

2.8. Enterosinler

Enterokoklarin tirettikleri bakteriyosinler enterosin olarak
isimlendirilmektedir. Enterosinler, diger c¢ogu bakteriyosin gibi, sitoplazmik
membran Uzerinde etkilidirler. Hiicre membraninda, goézenekler olustururlar ve
boylece elzem hiicre i¢i molekiillerin sizintis1 ile sonuglanan transmembran
potansiyeli ve/veya pH gradiyentini bozarlar. Enterosinler ve bakteriyosin olusturma
ozelligindeki enterokoklar geleneksel kimyasal koruyuculara alternatif olarak et
triinlerinde  patojenlerin ~ kontrolii  i¢in  kullanilabilmektedir.  Enterokokal
bakteriyosinler, genellikle Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio
choleroe, Clostridium spp., Bacillus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Pediococcus spp., Leuconostoc spp., ve E. coli gibi bazi Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere karsi inhibitér aktiviteye sahiptirler (Foulquie ve ark, 2006;
Isleroglu ve ark, 2008).

Bakteriyosin iireten enterokoklarin starter kiiltlir, yardimci kiiltiir (adjunct
kiiltiir) veya koruyucu kiiltilirler olarak kullanilmasi gida fermantasyon proseslerinde
enterosinlerin direkt eklenmesinin yaninda fermantasyon teknolojileri arasinda da
bliyiik ilgi noktasidir. Fermente gidalarin organoleptik 6zelliklerine katilmasi ve
teknolojisinde kullanimi agisindan Onem tagimaktadir. Son yillarda yapilan
calismalar enterokoklarin starter ve yardimci kiiltiir (adjunct) olarak kullaniminin

arttigin1 gostermektedir (Vuyst ve ark, 2003; Klein, 2003; Foulquie ve ark, 2006).
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Enterosinler, proteinaz K, a-kimotripsin, tripsin ve pepsin gibi bazi proteolitik
enzimlere kars1t duyarliyken lipaz, amilaz ve katalaz enzimlerine karst
dayaniklidirlar. Genis pH araliklarinda aktivite gosteren enterosinler, asidik pH’larda
daha fazla aktiftirler. Donma ve buzdolab1 kosullar ile yiiksek sicakliga (100°C)
dayaniklidirlar. Liyofilizasyonla kurutmadan sonra uzun siire stabilitelerini
koruyabilmektedirler (Moreno ve ark, 2003; Nes ve ark, 2007).

Bakteriyosin Ureten Enterococcus’lar dogaya yayilmis olup; sit drdnleri,
fermente sucuklar, balik, sebze ve gastrointestinal yoldan izole edilmislerdir
(Sarantinopoulas ve ark, 2001). Bakteriyosinlerin gida bozulmasi yapan
organizmalar ile gida kaynakli patojenleri inhibe edici aktiviteleri nedeniyle gida
endiistrisinde biyokoruyucular olarak kullanimi yayginlasmaktadir ve bu bilesiklerin
geleneksel kimyasal koruyuculara bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir (Vuyst
ve ark, 2003; Hugas ve ark, 2003; Park ve ark, 2003). Ozellikle, enterosin AS-48,
hem Gram pozitif, hem de Gram negatif bakteriler lizerindeki genis antimikrobiyel
aktivitesinden dolayi, lizerinde en ¢ok arastirma yapilan bakteriyosin arasinda
olmustur.

Bakteriyosin ureten Enterococcus faecium’un ayni zamanda iyi bir rekabetci
olmast bu organizmanin teknolojik agidan Onemini arttirmaktadir (Hugas ve ark,
2003).

Enterococcus faecium’un tirettigi bakteriyosin gida iiriinlerinde raf émriiniin
ve gidanmn gilivenliginin arttirilmasinda kullanilmaktadir. Enterococcus faecium
bakteriosinlerinin starter kultlir ya da biyokoruyucu olarak et ve stt endustrisinde

kullanimi1 yaygidir (Leroy ve ark, 2003; Isleroglu ve ark, 2008).

2.9. Guda ve Klinik Kaynakh Enterokoklardan Elde Edilen Enterosinlerin

Onemi

Enterokoklar GRAS olarak kabul edilme ihtimali olan bakteri gruplar
arasinda yer almaktadir. Baz1 enterokok tiirlerinin starter kiiltiir, yardimci kiiltiir veya
probiyotik kiiltiir olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Enterokoklar ozellikle de

geleneksel peynirlerin  aroma gelisiminde O©nemli bir rol oynamaktadirlar.
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Enterokoklar bakteriyosin gibi antimikrobiyal peptit Gretimleri, esterolitik, lipolitik
aktiviteleri ile yararli bir takim Ozelliklere sahip olmalari yaninda nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olmalar1 agisindan risk de tasimaktadirlar (MVuyst ve ark, 2003).

Gerek klinik kaynaklardan ve gerekse gida kaynaklarindan sik¢a izole edilen
suglarin E. faecalis ve E. faecium oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Vuyst
ve ark, 2003; Ozdemir ve ark, 2011; Tiiremis, 2012). Daha 6nce de degindigimiz gibi
enterokoklar bakteriyosin tiretimleri ve bazi patojen bakteriler lizerinde inhibitor
aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle yararli mikroorganizmalar arasinda
gorulmektedir. Ancak, burada ihmal edilmemesi gereken durum Ozellikle de klinik
kaynaklarda sik¢a karsimiza ¢ikan viriilans genlerinin gida kaynakli olanlarda da
taginiyor olabilme ihtimalidir. Nitekim simdiye kadar yapilan calismalarda hem
klintk hem de gida kaynakli enterokoklarin bazilarinda bu viriilans genlerin
bulundugu bildirilmistir. Bu nedenle bakteriyosin Ureten bitin enterokok ttrlerinin
yararl tiirler oldugunu bildirmek hatali olmaktadir. Enterokoklardan elde edilen ve
gidalarda koruyucu ticari kiiltiir, starter kiiltiir veya probiyotik kiiltiir olarak
kullanilmasi diisiiniilen enterokoklarin, viriilans 6zellige sahip olup olmadiklarinin
belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1r gidalarda kullanilacak
enterokoklara glvenli diyebilmek igin sadece bakteriyosin Uretimlerini tespit etmek
yeterli olmamaktadir, virlilans tasiyip tasimadiklar1 agisindan genetik yapilar1 da
ayrintili incelemelidir. Yapilan caligmalarda hemolitik aktivite eksikligi olan ve
sitolisin veya antibiyotik geni tagimayan bakteriyosin iireten E. faecium trlerinin
starter kultlr, yardimci kiltiir veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. E. faecalis tiirleri beta hemoliz olayin1 kisitlamamistir, ancak E.
faecium tiirleri arasinda sitoliz geni bulunmamustir, beta hemoliz hem gida hem de
klinik kaynakli 6rneklerde meydana gelmistir (Moreno ve ark, 2003; Vuyst ve ark,
2003; Sabia ve ark, 2007; Klibi ve ark, 2008; Ozdemir ve ark, 2011; Nemade ve
Musaddiq, 2012).

Bakteriyosinlerin genetik yapilarima bakildiginda sitolisin igerenlerin daha
cok Kklinik E. faecalis tarafindan iretildigi goriilmektedir ve viriilansla
iliskilendirilmektedir. Fagasitoza diren¢ gibi hemolisin veya sitolisin iiretim olaylar1

enterokoklarm viriilans ozelliklerine katki yapmaktadir. Ozellikle de vankomisin
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direngli enterokoklar bu anlamda tehlike yaratmaktadir. Bakteriyosin iiretimi,
hemolisin ve vankomisin direnci arasindaki iligki hem gida hem de sagliktaki
Oonemleri agisindan bakteriyosin iireten enterokoklarin giivenli ticari uygulamalarini
degerlendirilmesinde kullanilan normlardir (Sabia ve ark, 2007; Klibi ve ark, 2008;
Tiiremis, 2012).

2.10. Bakteriyosinlerin Antimikrobiyel Etkileriyle Ilgili Yapilan Cahsmalar

Cintas ve ark (1998), enterosin L50, pediosin PA-1, nisin A ve laktosin S’nin,
baz1 bozulma etmeni ve gida kaynakli patojenlere kars1 aktivitelerini incelemiglerdir.
Enterosin L50 ve pediosin PA-1 L. monocytogenes’e karsi fazlaca aktif olmalarina
ragmen, nisin A ve laktosin S, ayn1 bakteriye karsi inhibitor aktivite gostermedigini
belirtmislerdir. Ayrica, enterosin L50, S. aureus, Clostridium perfringens ve
Clostridium  botulinum’a kars1 da antimikrobiyel aktivite g6sterdigini
belirlemislerdir. Bu patojenler, diger bakteriyosinlere karsi ise, az direngli ya da
kuvvetli direngli bulunmustur. B. cereus ATCC9139’un ise, saf enterosin L50 ve
nisin A ekstraktlarina, duyarli oldugunu saptamiglardir.

Morgan ve ark (2000), Laktisin 3147 iiretici suslarinin, Cottage peynirinin ve
dogal yogurtlarin korunmasinda L. monocytogenes ve B. cereus suslarina karsi
kullanildigini belirtmislerdir.

Vignolo ve ark (2000), yaptiklar1 ¢aligmalarinda lactosin 705 ve enterocin
CRL35 bakteriyosinleri degisik Listeria tiirleriyle bulastirilmis kiyma ve et sularinda
ayri ayr1 ve kombine olarak denenmislerdir. Denemelerin neticesinde Listeria
tiirlerinin 24 saatlik depolama siirecinde biiyiik oranda inhibe oldugu ve 6zellikle iki
bakteriyosinin birlikte kullanildiginda etkinin daha gii¢lii oldugu belirlemislerdir.

Ivanova ve ark (2000), Bulgaristan’da Uretilen bozadan izole edilen L. lactis
subsp. lactis B14’iin iirettigi bakteriyosin laktis B14’iin baz1 L. plantarum, L. casei
subsp. casei, L. casei subsp. pseudoplantarum, L. delbrueckii spp. delbrueckii, L.
delbrueckii spp. delbrueckii, L. lactis subsp. lactis, Listeria innocua, Leuconostoc
dextranicum, Pediococcus pentosaceus, L. monocytogenes, E. coli tiir ve suslar

Uzerinde inhibitor etkiye sahip oldugu, ancak P. fluorescens, Yersinia enterocolitica,
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Citrobacter freundii, Klebsiela pneumoniae, Clostridium sporogenes ve CI.
butyricum’a kars1 inhibitdr etkiye sahip olmadigini belirlemislerdir.

Lee ve Paik (2001), L. lactis NK24 tarafindan tiretilen laktisin NK24’iin ¢ogu
LAB’lerine karsi genis bir antimikrobiyal spektruma sahip oldugu Gram negatif
bakterilerden E.coli KCMM32396 ve Pseudomanas aeruginosa ATCC15442’nin
gelisimlerini inhibe ettifi ve bunun yaninda mayalara kars1 hicbir intibitor etkiye
sahip olmadigini saptamiglardir.

Benkerroum ve ark (2002), L. lactis spp. lactis CCM, tarafindan iiretilen
bakteriyosinin, test edilen L. monocytogenes susuna karsi, inhibitor aktiviteye sahip
oldugu; ancak, Micrococcus flavus, L. lactis spp. lactis biov. diacetylactis ve
Bacillus tiirlerine kars1 inhibitor etki gostermedigini belirtmislerdir.

Ozdemir ve ark (2002), tarafindan yapilan calismada Turk fermente
sucugundan izole edilen laktobasil tlrlerinin S. aureus ve L. monocytogenes’e karsi
agar spot test ve agar kuyu diflizyon testine gore antibakteriyel etkilerini
saptamiglardir. Fermente sucuk Uretiminde L. monocytogenes ve S. aureus’un
gelisiminin kontrol altina alinmasi icin bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri
metabolit olusturan laktobasillerin, gerekli testleri yapildiktan sonra starter kiiltiir
olarak kullanilmasini 6nermislerdir.

Osmanagaoglu (2003), bozulmus vakumlu paketlenmis Tiirk sucuklarindan
izole edilmis Leuconostoc carnosum tiirlerinin irettigi bakteriyosin Listeria
monocytogenes ve LAB’leriyle yakin iligkili tiirlere karsi inhibisyon etkisi
gosterdigini belirtmistir.

Rodriguez ve ark (2003), L. lactis spp. lactis IPLA 729 tarafindan iiretilen
nisin Z’ nin dar bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve sadece Gram pozitif
bakterilerden birkag tiir ve susu iizerinde inhibitor etki gosterdigini saptamislardir.

Savadogo ve ark (2004), Faso fermente siitinden izole edilen ve bakteriyosin
iireten 8 LAB izolatin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. izole edilen
bakteriyosinin Bacillus cereus 13569 LMG, Stapylococcus aureus ATCC 25293,
Escherichia coli 105182 CIP suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini

saptamiglardir.
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Tahiri ve ark (2004), dondurulmus midyelerden izole ettikleri
Carnobacterium divergens M35 izolatinin trettigi divergicin M35 bakteriyosinin
gliclii bir antilisteriyal etki gosterdigini ve 6zellikle L. monocytogenes’e karsi yiiksek
antimikrobiyel etki goOsterdigini fakat E. coli’ye karsi etkili olmadigim
belirtmislerdir.

Todorov ve Dicks (2005a), L. plantarum ST23LD ve ST341LD, E. faecium
ST311LD ve L. mesenteroides subsp. mesenteroides ST33LD tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin bazi Gram pozitif bakterilere (E. faecalis, L. casei ve S.
pneumoniae) ve Gram negatif bakterilere (E. coli ve P. aeruginosa) karsi inhibitor
etki gosterdigini saptamiglardir.

Todorov ve Dicks (2006), bozadan izole ettikleri 40 izolatin antimikrobiyel
etkilerini arastirmislardir. izolatlarin, L. casei, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus facealis, Klebsiella ve S. aureus’a karsi antimikrobiyel -etkili
olduklarinin fakat Gram negatif bakterilere karsi sadece S. thermophilus’un irettigi
thermophilin 81, L. lactis KCA2386’in iirettigi bakteriyosinin, L. plantarum’un
tirettigi plantaricin 35d ve Lc. lactis NK24’{in tirettigi lacticin NK24 bakteriyosininin
etkili oldugunu belirtmislerdir.

Von Mollendorff ve ark (2006), bozadan izole edilen L. plantarum ve L.
fermentum tarafindan iretilen bakteriyosinlerin, Gram pozitif bakteriler tizerinde
genis bir inhibitor spektruma sahip oldugu belirlemislerdir.

Todorov ve ark (2007), L. plantarum AMA-K tarafindan iiretilen
bakteriyosinin, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactobacillus ile E. coli
ve K. pneumoniae’ya karsi inhibitor etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir.

Solomakos ve ark (2008), nisin ile kekik yagmin kombine kullanimi
sonucunda, kiymada L. monocytogenes sayisinda azalma oldugu bildirilmistir.
Uygulanan dozlar arasinda en etkili olan, %0,6 kekik yagi ve 1000 IU/g nisin olarak
belirlenmistir ve bakteri sayisi, bu kombine kullanim sayesinde Avrupa Birligi’nin L.
monocytogenes i¢in olan 2 log cfu/g resmi limitinin altina diistiigiinii saptamislardir.

Sit ve Vederas (2008), iki peptitli laktisin 3147; S. aureus (metisilin direncli
S. aureus“da dahil), enterokoklar (VRE dahil), streptokoklar (S. pneumoniae,

Streptococcus  pyigenes, Streptococcus — dysgalactiae, Streptococcus —uberis,
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Streptococcus mutans), Clostridium botulinum ve Propionibacterium acnes gibi
bakteri tiirlerine kars1 in vitro etkinlige sahip oldugunu saptamislar. Bu nedenle
bakteriyosinler, gidalarin korunmasinda kullannminin  yami  sira  mastitis
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde de biiyiik 6neme sahip oldugunu belirtmislerdir.

Anas ve ark (2008), patojen mikroorganizmalara karsi LAB tarafindan
uretilen antimikrobiyal maddelerin tespiti amaciyla mikrobiyolojik ve biyokimyasal
yontemleri kullanmiglardir. Calismada Bati Cezayir’de ¢ig kegi siitiinden izole
edilen LAB’nden 8 izolat belirlenmistir. Bu tiirlerden bir tanesinin (L. plantarum)
S. aureus’un gelisimini azalttigini belirlemislerdir.

Nawaz ve ark (2009), gilnimlzde metisilin direncli bakteriyel
enfeksiyonlarda antibiyotik se¢imi zorlu hale geldigi i¢in farkli stratejiler
gelistirilmesi  gerektiginin altin1 ¢izerek, metisilin direngli bakterilere karsi
bakteriyosin ureten bakterilerin etkisini arastirmiglardir. Cesitli dogal ortamlardan
elde edilmis olan ve bakteriyosin tireticisi oldugu diistiniilen izolatlarin biyokimyasal
Ozelliklerine bakilarak Lactobacillus fermentum oldugu anlasilmis sonug¢ olarak da
50 izolattan sadece 1 tanesi MRSA’ya karsi inhibisyon etkisi gOstermistir. Bu
calisma ile L. fermentum’un MRSA'ya karsi etkili bakteriyosin iiretimi igin
kullanilabilecegini saptamiglardir.

Ben Belgacem ve ark (2010), yaptiklar1 bir ¢alismada, “Gueddid" olarak
adlandirilan, geleneksel Tunus fermente et {iriiniinden, 24 adet enterokok susu izole
etmigler ve bu suslarin antimikrobiyel aktivite gosterdiklerini belirlemiglerdir.
Molekiiler yontemle, bunlarin tiimiiniin, E. faecium olarak tanimlamiglardir. Ayni
arastirmada, enterokok suslarini, gida giivenligi ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan
incelemisler ve tiim izolatlarin, Listeria spp. dahil olmak ftizere, gidalarda bozulma
yapan bir ¢ok bakteriye ve gida kaynakli patojenlere karsi inhibitor etkisi gosteren
bakteriyosinleri tirettiklerini belirlemiglerdir.

Mohankumar ve Murugalantha (2011), manda, ke¢i ve inek gibi hayvanlarin
¢ig sitiinden bakteriyosin ireten Lactobacillus tdrlerini izole ederek
antimikrobiyal  aktiviteyi  belirlemeyi ve bakteriyosin  karakterizasyonunu
amaglayan bir calisma yapmistir. 50’si inek siitlinden, 22’si manda siitiinden ve

28’1 keci siitinden 100 bakteri izole edilmis ve fenotipik 06zelliklerine gore
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Lactobacilli olarak tanimlanmistir. Daha sonrasinda bakteriyosin iiretimi goriilen 10
tlr indikatOr organizmalara karsi ve patojen organizmalara kars1 agar kuyu difiizyon
testi ile analiz edilmistir. Sonug olarak, Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Klebsiella pnuemoniae ve Proteusvulgaris’in Lactobacilli
izolatlar1 tarafindan inhibe edildigini bildirmislerdir.

Xie ve ark (2011), yaptiklart bir caligmada geleneksel fermente siit {iriinii olan
Koumiss’den izole ettikleri L. plantarum LB-B1 tirinin bakteriyosin Ureterek L.
monocytogenes’e karsi inhibe edici etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Sieladie ve ark (2011), Kamerun’daki ¢ig inek siitiinden izole edilmis
laktobasil suslarin probiyotik 6zelliklerini  arastirmislardir.  Arastirmalarinda
antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in agar spot test ile yaptiklari taramalarda
tim izolatlarin patojen indikator suslarin (L. innocua ATCC 33090, S. aureus ATCC
25923,S.aureus ATCC 25922, S. aureus, S. mutans DSM 20523, E. faecalis
ATCC10541, E. coli ATCC 13706, E. coli) gelisimini inhibe ettigini saptamislardir.

Tiiremis (2012), yaptig1 ¢alismada, 10 adet gida kaynakli ve 10 adet klinik
kaynakli enterokok suslarinin bakteriyosin iiretebilme Ozelliklerini, Listeria
monocytogenes’e karst olusturduklari inhibitor etkileri ile belirlemis olup, iiretilen
bakteriyosinlerin Listeria monocytogenes’i belirli diizeylerde inhibe ettigini
saptamigtir.

Demir (2014), yaptig1 calismada fermente siit iirlinlerinden izole ettikleri
Enterococcus, Lactococcus ve Lactobacillus cislerine ait olan 138 tiir bakteriyosin
iiretiminin ~ karakterizasyonunu incelemis ve LAB’nin antibakteriyal etki
spektrumlarinin belirlenmesi igin agar spot test ve agar kuyu diflizyon testi olmak
tizere iki ayr1 yontem belirlemistir. Agar spot test sonucunda 138 LAB de (% 100)
zon olusturmus yani indikatér mikroorganizma olarak kullanilan E. coli’ye, B.
cereus’a, L. monocytogenes, M. luteus’e karsi inhibisyon etkisi gosterdigini
saptamistir. Agar kuyu difiizyon testinde ise, her iki metotta da pozitif kontrol olarak
kullanilan L. lactis DSMZ 20729 disinda higbir LAB’nin zon olusturmadigini
belirtmistir.
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2.11. Gidalarda Enterosin Kullanimyla flgili Yapilan Cahsmalar

Laukova ve ark (1999), Siit tiriinlerinde yapilan bir ¢alismada enterokokal bir
bakteriyosin olan enterosin CCM 4231’in L. monocytogenes ve S. aureus gelisimini
inhibe ettigini belirtmiglerdir.

Toit ve ark (2000), E. faecalis suslari tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
genellikle enterokok tiirlerine karsi etkili oldugu, E. faecium suslari tarafindan
uretilen bakteriyosinlerin ise, Propionibacterium spp., L. innocua, L. monocytogenes,
Clostridium sporogenes ve Cl. tyrobutyricum’u kapsayan genis inhibitor aktivite
spektrumuna sahip oldugunu saptamislardir.

Garcia ve ark (2004), E. faecalis EJ97 tarafindan {iretilen enterosin EJ97°nin
Bacillus macroides, B. coagulans ve Bacillus maroccanus’un gelisimini inhibe
ettigini belirlemislerdir.

Grande ve ark (2005), tarafindan yapilan bir ¢alismada, E. faecalis A-48-
32’den (Uretilen enterosin  AS-48’in, meyve sularinda bozulma etmeni olan
Alicyclobacillus acidoterrestris’e kars1 etkisi incelenmis ve bu bakterinin, enterosin
AS-48 (25pg/mL) tarafindan inaktif edildigi ve 14 gilin boyunca gelismedigini
belirlemiglerdir.

De Kwaadsteniet ve ark (2005), E. mundtii ST15 tarafindan iiretilen
bakteriyosinin, hem Gram pozitif, hem de Gram negatif bakteriler Uzerinde etkili
oldugunu belirlemislerdir. S6z konusu bakteriyosinin, test edilen Lactobacillus,
Enterococcus, Bacillus, Propionibacterium ve Clostridium’un bazi suslari ile
Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus,
Streptococcus pneumoniae ve S. caprinus’un gelisimlerini inhibe ettigini
saptamiglardir.

Ananou ve ark (2005b), E. faecalis A-48-32 tarafindan tiretilen enterosin
AS-48’in sosislerde S. aureus gelisimini inhibe ettigini saptamislardir.

Isleroglu (2006), Tokat yoresinde geleneksel olarak iiretilen beyaz peynirden
izole edilen Enterococcus faecalis KP tarafindan sentezlenen enterosin KP’nin test
edilen baz1 gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere, 6rnegin Listeria

monocytogenes, L. ivonovii, E. faecium, E. faecalis, E. dissduens, Leuconostoc
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cremoris, Lactobacillus plantarum, Leu. mesentereoides’e karsi antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir. Sparo ve ark (2006), misir silajindan izole
ettikleri Enterococcus faecalis MR99 izolatinin diger enterokoklar, Listeria spp.,
Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus spp., Escherichia coli, Shigella
sonnei ve Shigella flexneri test organizmalarina kars1 bakteriyosin aktivitesine sahip
oldugunu belirlemislerdir.

Gharairi ve ark (2008), Tunus “Rigouta” peynirinden izole edilen E. faecium
MMT21 susunun iirettigi enterosin A ve B’nin, laktik asit bakterilerinin yan1 sira,

L. monocytogenes ve Staphylococcus aureus Uzerinde de inhibitor etkiye sahip
oldugunu saptamiglardir.

Yoon ve ark (2008), fermente bir soya uriini olan “Chungkukjang”dan izole
edilen, E. faecium S2C10 ve S2C11’nin Urettigi bakteriyosinlerin, L. monocytogenes
ve baz1 LAB’lerine kars1 antimikrobiyel etki gdsterdiklerini saptamiglardir.

Basanta ve ark (2008), E. faecium L50 tarafindan firetilen enterosin L50,
enterosin P ve enterosin Q’nun biralarda bozulmaya neden olan Lb. brevis ve P.
damnosus ile L. monocytogenes, S. aureus, Clostridium perfringens ve CI.
botulinum’a kars1 oldukga etkili oldugu saptamislardir.

Sarika ve ark (2011), E. faecalis CD1"in iirettigi bakteriyosinin Gram pozitif
olan B. subtilis, Bacillus pumilus ve Listeria sp. ayrica Gram negatif P. aeruginosa
ve E. Coli’nin biiyiimesini inhibe ettigini belirtmislerdir.

Cebrian ve ark (2012), Ispanya’da yaptiklar1 bir ¢alismada, Ispanyol koyun
peyniriden izole edilen E. faecalis UGRAL’in AS-48 enterosin iretttigini tespit
etmiglerdir. E. faecalis UGRAI susunda, gida giivenligi a¢isindan biyojenamin
tiretimi, viriilans genler ve antibiyotik diren¢ durumu arastirilmistir. Ayrica, bu
susun, Listeria monocytogenes’e karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak, genis spektrumlu bakteriyosin iireten bu susun gida
muhafazasinda koruyucu bir ajan olarak ve bir probiyotik olarak biyoteknolojik
potansiyeli oldugunu bildirmislerdir. Abanoz (2014), E. faecalis KT11%in kiiltiir
slipernatanin, S. aureus, P. aeuroginosa ve M. luteus antibiyotik direncli bakteriler
de dahil olmak (zere bir cok Gram pozitif ve bazi Gram negatif bakterilere karsi

antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri Kultarleri

Bu calismada, daha onceden izole edilmis olan hem klinik hem de gida

kokenli enterokoklardan 20 adet sus kullanilmistir. Gida kaynakli enterokok suslari,

cesitli gidalardan, klinik kokenli enterokok suslari ise, Cukurova Universitesi Balcali

Hastanesi Merkez Laboratuarina gonderilen intestinal kolonizasyon etkeni ve klinik

enfeksiyon etkeni olan klinik 6rneklerden izole edilmistir. Suslarla ilgili bilgiler,

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Gida ve klinik kaynakli enterokok izolatlari

Ornek Adi

Sus

Urfa Peyniri

E. faecalis-Al

Antep Peyniri

E.faecium-E5

Erzincan Tulum Peyniri

E.faecium-HS8

Hatay inek Peyniri

E.faecium-L13

Kasar Peyniri

E.faecium-P18

Ev Yapimi Sucuk

E. faecalis-AS1

Tavuk Eti

E. faecalis-JS1

Tavuk Eti

E. faecalis-LS1

Ev Yapimi Sucuk

E. faecalis-NS1

Kangal Sucuk

E.faecium-YS1

Klinik Kaynak E.faecium-V150, V105, V98, V146, V198
Klinik Kaynak E. faecalis-227, 225, 228, 226, V188
Ayrica  antimikrobiyel  etkinin  belirlenmesinde  Escherichia  coli,

Staphylococcus aureus- ATCC

25923, Bacillus cereus — Ankara Universitesi
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Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii ve Salmonella Enteritidis —
Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii, patojen

bakteriler kullanilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve Cozeltiler

Calismada kullanilan besiyerleri, inkiibasyon kosullar1 ve kullanim amaglari,

Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besiyerleri, inkiibasyon kosullar1 ve kullanim
amagclari
Besiyeri inkiibasyon Kullanim amaci

Kosullari

Kanamycin Aesculin Azide | 37°C’de, 24 saat,
Agar (KAA) aerob Enterokok 6n kaltaru
Merck, hazir besiyeri
Brain Heart Broth (BHI) 37°C'de, 24 saat,
Merck, aerob Enterokok stok kulttri

hazir besiyeri

MRS (Man Ragosa and 37°C'de, 24 saat, Enterokok suslarinin

Sharp) Broth aerob gelistiriimesi ve bakteriyosin
Merck, hazir besiyeri ekstraksiyonu

Nutrient Agar 37°C'de, 24 saat, Patojen mikroorganizmalarin
Merck, hazir besiyeri aerob gelistiriimesi

Nutrient Broth 37°C'de , 24 saat, Patojen mikroorganizmalarin
Merck, hazir besiyeri aerob gelistiriimesi

Mueller-Hinton Agar 37°C'de, 24 saat, Antimikrobiyel etkinin

Merck, hazir besiyeri aerob belirlenmesi

Ayrica calismada; pH ayarlanmasinda HCI ( Hidrojen klorir) ve NaOH (
Sodyum hidroksit), bakteriyosin ekstraktinini siispanse etmek i¢in potasyum fosfat

ve proteinlerin ¢oktiiriilmesi asamasinda ise amonyum siilfat ¢ozeltisi kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Enterokok Stok Kiiltiirlerinin Saklanmasi

Daha o6nceden izole edilmis olan hem klinik hem de gida kdkenli enterokok
suglari, %10 gliserol ve %10 kan igceren Brain Heart Broth igerisinde, -20°C’de

stok kaltir olarak saklanmustir.

3.2.2. Enterokok On Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Stok kulturden, 6ze yardimi ile aliman enterokok izolatlarinin her birinden,
Kanamycin Aesculin Azide Agar (KAA)’a siirme ekim yapilarak, plaklar 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kolonilerden, bakteriyosinin kismi
saflagtiritlmast igin bir 6ze dolusu alinarak, bakteriyosin eldesi i¢in, MRS broth

besiyerine inokiile edilmistir (Savadogo ve ark, 2004).

3.2.3. Bakteriyosinin Kismi Saflastiriimasi

Enterokok izolatlarindan bakteriyosinin kismi saflastirilmas: Sekil 3.1° de
Ozetlenmistir. Buna gore saf enterokok izolatlarmin her birinden bir 6ze dolusu
alinip, 5 mL’lik MRS broth besiyerlerine inokule edildikten sonra, 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde gelisen kiiltiirler, 250 mL’lik MRS broth
besiyerlerine dokulip, 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda, gelisen kiiltiirler 10.000 devirde +4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifij sonunda ¢oken kati fazin karigsmamasina dikkat edilerek, yeni tiiplere
slpernatant (kiiltir st sivis1) aktarilmis ve silipernatantta, organik asitin
antimikrobiyel etkisini engellemek icin 10 N sodyum hidroksitle (NaOH)
stipernatantin pH’1 7,0’ ye ayarlanmistir. Daha sonra stipernatant icerisine proteinlerin
coktirilmesi amaciyla, son konsantrasyon orani %40 olacak sekilde, yavas yavas
amonyum siilfat ilave edilmis ve eriyinceye kadar karistirilmistir. Amonyum sulfat

ilave edilen supernatantlar, santrifiij tiiplerine aktarilmis ve +4°C’de bir gece
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bekletilmistir. Daha sonra ornekler, 13.000 devirde +4°C’de 45 dakika santrif(j
edilmistir. Santrifiij islemi sonunda, {ist faz dokiilmiis ve kalan ¢okelti 4 mL steril
0,05 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) igerisinde ¢oziilmiistiir. Stispanse edilen

cokelti karisimi, kismi bakteriyosin ekstrakti olarak kullanilmistir.
Enterokok izolati
v
230 mLlik ME.S Brotha inokiilasyon

37°C"de 48 saat inkiibasyon

v
Santrifiij (10.000 devir'de 4°C’de 30 dakika)

L J

Stipernatant eldesi (10 N sodvum hidroksitle pH 7've avarlama)

l

% 4071k amonvum siilfat ilavesi (4°C de bir gece bekletme)

1

Santrifiij (13.000 devir'de 4°C de 45 dakika)

l

(okelti eldesi
4 ml.lik 0,05 M potasvum fosfat tampon (pH 7) ¢zeltisinde siispanse etme

Bakterivosin ekstrakti
Sekil 3.1. Enterokok izolatlarindan bakteriyosinin kismi saflastirilmasi (Savadogo ve
ark, 2004).

Bakteriyosin ekstraktinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus ve Salmonella Enteritidis’e kars1 antimikrobiyel etkisini belirlemek igin
Kirby-Bauer Disk Difuizyon Metodu kullanilmistir. Deneme, iki paralelli olarak

calisilmigtir (Moreno ve ark, 2003; Savadogo ve ark, 2004; Tiiremis, 2012).
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3.2.4. Kirby-Bauer Disk Difizyon Metodu ile Antimikrobiyel Etkinin

Belirlenmesi

Calismamizda kullanilacak patojen mikroorganizmalarin her biri stok
kalturlerinden bir 6ze dolusu alinarak Nutrient Agara ekim yapilmis ve 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmigtir. Sekil 3.2°de disk diflizyon metodu ile antimikrobiyel
etkinin belirlenme asamalar1 6zetlenmistir. Buna goére gida ve klinik kokenli
enterekok suslar1 tarafindan tretilen bakteriyosinin antibakteriyel aktivitesini
belirlemek igin, inkiibasyon sonrasi gelisen Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus ve Salmonella Enteritidis patojen izolatlarinin her birinden bir 6ze
dolusu alimip, 5 mL’lik Nutrient Broth besiyerlerine inokile edildikten sonra,
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra gelisen koloniler, McFarland
Standardina gore 0,5-0,6 McFarland diizeyinde (1,5x10° kob/g) steril fizyolojik tuzlu
su ile siispanse edilmistir. Elde edilen slspansiyon, Mueller-Hinton Agar iceren
petrilere, 0,1 mL ilave edilerek, drigalski spatiili yardimiyla yayilmistir. Test
mikroorganizmasi ekilmis besiyeri yiizeyine, bos kagit diskler (Oxoid CM0998)
yerlestirilerek, zerine 100 pL bakteriyosin Ornegi damlatilmistir. Daha sonra
petriler, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Deneme iki paralelli olarak
calisilmis olup inkiibasyon sonrasi, patojen mikroorganizmalara kars1 olusturduklari
inhibisyon zonlar1 incelenmistir. Zon ¢aplart mm cinsinden 6lglilmiis ve ortalamalari
alinarak degerlendirilmistir (Yamato ve ark, 2003; Campos ve ark, 2006).

Ek 1’de denememizin metot kisminda uygulanan islemlere (saflastirma
asamalar1 ve disk diflizyon yontemi ile elde edilen zon gorlntlsl) dair bazi

fotograflar verilmistir.
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Patojen bakteri
5 mL’lik Nutrient Brotha inokiilasvon
37°C de 24 saat inkiibasvon
0.5-0.6 McFarland diizevindeki (1.5x10 kob/g) patojen siispansivonu
Muller-Hinton Agar iizerine 0,1 mL ilave edilerek vavma ekim
l
Besiveri viizevine bos kagit disklerin (Oxoid CM0998) verlestirilmesi
Kagt disklere 100 pl bakterivosin ilavesi
37°C de 24 saat inkiibasvon

l

Zon ¢api dlgimi (mm)
Sekil 3.2. Disk difuizyon metodu ile antimikrobiyel etkinin belirlenmesi (Yamato ve
ark, 2003; Campos ve ark, 2006).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada, hem gida kaynakli, hem de klinik kaynakli enterokok
suslarindan elde edilen Dbakteriyosinlerin bazi patojen bakteriler (izerine
antimikrobiyel etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, susun elde edildigi

kaynaga gore karsilagtirilmigtir.

4.1. Kismi Olarak Saflagtirilmis Bakteriyosinlerin Antimikrobiyel Etkisi

Calismamizda gida ve klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen kismi
saflagtirillmis bakteryosinlerin biiylik bir kismi, indikatér mikroorganizma olarak
kullanilan Gram negatif olan S. Enteritidis, E.coli ile Gram pozitif olan B.cereus,

S.aureus’a kars1 antimikrobiyel etki gostermistir.

4.11. Gida ve Klinik Kaynaklh Enterokok Suslarindan Elde Edilen
Bakteriyosinlerin S. Enteritidis’e Kars1 Antimikrobiyel Etkileri

Sekil 4.1°de gida kaynakli ve Sekil 4.2°de klinik kaynakli enterokoklardan

elde edilen bakteriyosinlerin, ¢alismamizda kullanilan S. Enteritidis Uzerine

olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.

o1



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice ULUDAG

12

11

10

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
(o)}

—— = — y

L13 YS1 AS1 P18 JS1 Al H8 E5 LS1 NS1

Bakteriyosin

Sekil 4.1. Gida kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin S.
Enteritidis’ e kars1 inhibisyon etkileri

Sekil 4.1°deki sonuglar degerlendirildiginde, gida kaynakli bakteriyosinlerden
L13 (E. faecium), P18 (E. faecium), JS1 (E. faecalis) , Al (E. faecalis) , E5 (E.
faecium), ve NS1 (E. faecalis) suslarinin S. Enteritidis’e kars1 gosterdigi inhibisyon
zon ¢aplarmin 7-12 mm arasinda degistigi belirlenmis olup, YS1 (E. faecium), AS1
(E. faecalis), H8 (E. faecium), LS1 (E. faecalis) suslarindan elde edilen
bakteriyosinlerin S. Enteritidis’e kars1 antimikrobiyel etki gostermedigi goriilmiustiir.
Genel olarak degerlendirdigimizde gida kaynakli 10 adet enterokok suslarindan 6
tanesi (L13, P18, JS1, Al, E5, NS1) S.Enteridis’e karsi antimikrobiyel etki
gostermistir. Etki gosteren 6 adet gida kaynakli enterokok suslarindan 3 tanesinin E.
faecium (L13, P18, E5) oldugu 3 tanesinin de E. faecalis (JS1, Al, NS1) oldugu
belirlenmistir. Suslardan en fazla etkiyi Al (E. faecalis) susu (14 mm) gostermis
olup en az etkiyi gosteren ise NS1 (E. faecalis) ve E5 (E. faecium) suslart (7 mm)

olmustur.
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Bakteriyosinler

Sekil 4.2. Klinik kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin S.
Enteritidis’e kars1 inhibisyon etkileri

Sekil ~ 4.2’deki  sonuglar  degerlendirildiginde  klinik  kaynakli
bakteriyosinlerden 226 (E. faecalis), 227 (E. faecalis), 228 (E. faecalis), V105 (E.
faecium) , V188 (E. faecalis) , V150 (E. faecium) ve V198 (E. faecium) suslarindan
elde edilen bakteriyosinlerin S. Enteridis’e kars1 gosterdigi inhibisyon ¢aplarinin 9-
14 mm arasinda oldugu belirlenmis olup 225 (E. faecalis), V98 (E.faceium), V146
(E.faecium), suslarindan elde edilen bakteriyosinler, S. Enteritidis’e Kkarsi
antimikrobiyel etki gostermemistir. Genel olarak degerlendirdigimizde klinik
kaynakli 10 adet enterokok suslarindan 7 tanesi (226, 227, 228, V105, V188, V150,
V198) S. Enteridis’e karsi antimikrobiyel etki gostermistir. Etki gosteren 7 adet
klinik kaynakli enterokok suslarindan 3 tanesinin E. faecium (V105, V150, V198)
oldugu 4 tanesinin de E. faecalis (226, 227, 288, V188) oldugu belirlenmistir.

Suslardan en fazla etkiyi 226 (E. faecalis) susu (14 mm) géstermis olup en az etkiyi
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gosteren ise 227 (E. faecalis), V150 (E. faecium) ve V198 (E. faecium) suslari (9
mm) olmustur.

Genel olarak gida ve klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen
bakteriyosinleri degerlendirdigimizde gida kaynakli enterokok suslarindan 6 tane sus
(L13, P18, JS1, Al, E5, NS1) S. Enteritidis’e antimikrobiyel etki gosterirken klinik
kaynakli enterokok suslarindan 7 adet sus (226, 227, 228, V105, V188, V150, V198)
S. Enteritidis’e antimikrobiyel etki gostermistir. Calismamizda kullanilan hem gida
hem de klinik kaynakli enterokok suslar1 Gram negatif bakteri olan S. Enteritidis’e
kars1 antimikrobiyal etki gostermistir.

Theppangna ve ark (2007), farkli orijinlerden (et, kopek digkisi, su kuslari
diskis1 ve insan diskisindan) elde edilen 48 adet E. faecium ve 91 adet E. faecalis’den
meydana gelen toplam 129 izolatin antibakteriyel aktivitesi Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes ve bizim c¢alismamizda oldugu gibi
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli {izerinde test edilmis ve izolatlarin
%?37’sinin en az bir test bakterisine karsi antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu
saptamislardir. Bizim ¢alismamizda klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen
bakteriyosinlerin, S. Enteritidis’e kars1 antimikrobiyel etki gdstermis olmasi bu
calismayla benzerlik gostermektedir.

Karagul (2010), disk difiizyon yontemiyle yapilan antimikrobiyal aktivite
calismasinda, tulum peynirlerinden izole edilen Bakteriyosin-benzeri madde Greten
LAB izolatlarinin Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus gibi Gram pozitif test bakterilerine inhibitor etkileri oldugu
kadar, Esheriachia coli ve Salmonella sp. gibi Gram negatiflere de inhibitor etki

gosterdigini belirtmistir.
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41.2. Guda ve Klinik Kaynakhh Enterokok Suslarindan Elde Edilen

Bakteriyosinlerin B. cereus’a Kars1 Antimikrobiyel Etkileri

Sekil 4.3’de gida kaynakli ve Sekil 4.4°de klinik kaynakli enterokoklardan
elde edilen bakteriyosinlerin, c¢alismamizda kullanilan B. cereus uzerine

olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.
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Sekil 4.3. Gida kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin B.
cereus’a kars1 inhibisyon etkileri

Sekil 4.3’ deki sonuglar degerlendirildiginde, gida kaynakli bakteriyosinlerden
L13 (E. faecium), JS1 (E. faecalis)’ in B. cereus’a kars1 gostermis oldugu inhibisyon
zon caplarinin 6-7 mm arasinda, Al (E. faecalis) , E5 (E. faecium) ve LS1 (E.
faecalis)’in inhibisyon zon ¢aplarinin 10-13 mm arasinda degistigi belirlenmis olup
YS1 (E. faecium), AS1 (E. faecalis), P18 (E. faecium), H8 (E. faecium), NS1 (E.

faecalis) suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin B.cereus’a karsi antimikrobiyel
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etki gostermedigi goriilmiistiir. Genel olarak degerlendirdigimizde gida kaynakli 10
adet enterokok suslarindan 5 tanesi (L13, JS1, Al, E5, LSI1) B. cereus’a karsi
antimikrobiyel etki gostermistir. Etki gosteren 5 adet gida kaynakli enterokok
suslarindan 2 tanesinin E. faecium (L13, E5) oldugu 3 tanesinin de E. faecalis (JS1,
A1, LS1) oldugu belirlenmistir. Suslardan en fazla etkiyi Al (E. faecalis) susu (13
mm) gostermis olup en az etkiyi gosteren ise L13 (E. faecium) susu (6 mm)
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Sekil 4.4. Klinik kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin
B.cereus’a kars1 inhibisyon etkileri

Sekil  4.4’deki  sonuglar  degerlendirildiginde  klinik  kaynakli
bakteriyosinlerden 226 (E. faecalis) susunun B. cereus’a karsi gostermis oldugu
inhibisyon zon ¢apmin 10 mm oldugu, 227 (E. faecalis) susunun inhibisyon zon

capmin 8 mm oldugu ve V198 (E. faecium) susunun inhibisyon zon ¢apinin 7 mm
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oldugu belirlenmis olup 225 (E. faecalis), 228 (E. faecalis), V98 (E.faecium), V146
(E.faecium), V105 (E. faecium), V188 (E. faecalis), V150 (E. faecium) suslarindan
elde edilen bakteriyosinler, B. cereus’a karsi antimikrobiyel etki gostermemistir.
Genel olarak degerlendirdigimizde klinik kaynakli 10 adet enterokok suslarindan 3
tanesi (226, 227, V198) B. cereus’ a karsi antimikrobiyel etki gdstermistir. Etki
gosteren 3 adet klinik kaynakli enterokok suslarindan 1 tanesinin E. faecium (\VV198)
oldugu 2 tanesinin de E. faecalis (226, 227) oldugu belirlenmistir. Suslardan en fazla
etkiyi 226 (E. faecalis) susu (10 mm) gostermis olup en az etkiyi gosteren ise V198
(E. faecium) susu (7 mm) olmustur.

Genel olarak gida ve klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen
bakteriyosinleri degerlendirdigimizde gida kaynakli enterokok suslarindan 5 tane sus
(L13, JS1, Al, E5, LS1) B. cereus’a kars1 antimikrobiyel etki gosterirken klinik
kaynakli enterokok suslarindan 3 adet sus (226, 227, V198) B. cereus’a kars:
antimikrobiyel etki gostermistir. Calismamizda kullanilan hem gida hem de klinik
kaynakl1 enterokok suslar1 Gram pozitif bakteri olan B.cereus’a kars1 antimikrobiyal
etki géstermistir.

Achemchem ve ark (2005) yaptiklar1 bir arastirmada E. faecium F58’in
urettigi bakteriyosinin Listeria, Staphylococcus ve Bacillus’un bazi suslarina karsi
antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu bulmuslardir.

Hajikhani ve ark (2007), Tirkiye’nin gesitli bolgelerinden toplanan beyaz
peynirlerden izole edilen Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus,
B. subtilis, L. monocytogenes diger laktik asit bakterileri ve kendi enterokok
suslarma karst antimikrobiyel aktivitelerini arastirmiglardir. Degerlendirilen tiim
enterokok izolatlarinin laktik asit bakterileri ve kendi izolatlarinin disinda test edilen
Gram pozitif ve Gram negatif gida kaynakli patojenler ve bozulma yapici bakterilere
kars1 antimikrobiyel etki gdsterdiklerini saptamislardir. Yine bir baska ¢alismada
Bilgin (2008), yaptig1 aragtirmada Tokat yoresinde geleneksel olarak liretilen beyaz
peynirden izole edilen E. faceium HZ’nin , patojen bakterilerden L. monocytogenes
ve B. cereus’a karsi inhibitdr aktivite gosterdigini belirtmiglerdir. Bizim

calismamizda gida kaynakli enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin, B.

S7



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice ULUDAG

cereus’a kars1 antimikrobiyel etki goOstermis olmasi bu c¢alismayla benzerlik

gostermektedir.

4.13. Gida ve Klinik Kaynakhh Enterokok Suslarindan Elde Edilen
Bakteriyosinlerin E. coli’ye Kars1 Antimikrobiyel Etkileri

Sekil 4.5’de gida kaynakli ve Sekil 4.6’da klinik kaynakli enterokoklardan
elde edilen bakteriyosinlerin, ¢alismamizda kullanilan E. coli tizerine olusturduklari

inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.
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Sekil 4.5. Gida kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin
E.coli’ye kars1 inhibisyon etkileri

Sekil 4.5’deki sonuglar degerlendirildiginde, gida kaynakli bakteriyosinlerden
L13 (E. faecium) susunun E.coli’ye kars1 géstermis oldugu inhibisyon zon ¢apinin

6,5 mm oldugu, P18 (E. faecium) susunun inhibisyon zon ¢apinin 5,5 mm oldugu
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belirlenmis olup, YS1 (E. faecium), AS1 (E. faecalis), JS1 (E. faecalis), Al (E.
faecalis), H8 (E. faecium), E5 (E. faecium), LS1 (E. faecalis), NS1 (E. faecalis)
suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin E.coli’ye kars1 antimikrobiyel etki
gOstermedigi gorilmiistiir. Genel olarak degerlendirdigimizde gida kaynakli 10 adet
enterokok suslarindan 2 tanesi (L13, P18) E.coli’ye karsi antimikrobiyel etki
gostermistir. Etki gosteren 2 adet gida kaynakli enterokok suslarindan 2 tanesinin de
E. faecium (L13, P18) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Klinik kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin
E.coli’ye kars1 inhibisyon etkileri

Sekil 4.6’daki sonuglar degerlendirildiginde klinik kaynakli enterokoklardan
elde edilen bakteriyosinlerden 227 (E. faecalis) ve V98 (E. faecium) suslarinin E.
coli’ ye karst gostermis oldugu inhibisyon zon ¢apinin 8 mm oldugu belirlenmis

olup, 225 (E. faecalis), 226 (E. faecalis), 228 (E. faecalis), V146 (E. faecium), V105
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(E. faecium), V188 (E. faecalis), V150 (E. faecium) ve V198 (E. faceium)
suglarindan elde edilen bakteriyosinler, E. coli’ye karsi antimikrobiyel etki
gostermemistir. Genel olarak degerlendirdigimizde klinik kaynakli 10 adet enterokok
suslarindan 2 tanesi (227, V98) E. coli’ye kars1 antimikrobiyel etki gostermistir. Etki
gosteren 2 adet klinik kaynakli enterokok suslarindan 1 tanesinin E. faecium (V98)
oldugu 1 tanesinin de E. faecalis (227) oldugu belirlenmistir.

Genel olarak gida ve klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen
bakteriyosinleri degerlendirdigimizde ise gida kaynakli enterokok suslarindan 2 tane
sus (L13, P18) ve klinik kaynakli enterokok suslarindan da 2 adet sus (227, V98) E.
coli’ye kars1 antimikrobiyel etki gostermistir. Calismamizda kullanilan hem gida
hem de klinik kaynakli enterokok suslar1 Gram negatif bakteri olan E.coli’ye kars1
zayifta olsa antimikrobiyel etki gostermistir.

Strompfova ve ark (2003), 3200 AU/ml (0,10-0,25 ml oral doz) Enterococcus
faecium EF 55 tiiriiniin irettigi bakteriyosin ekstrakti ilavesinin Japon bildircinlarinin
diskilarindaki E. coli, Enterococcus, Lactobacillus, Staphylococcus sayisini
azalttigini bildirmislerdir. Bizim calismamizda klinik kaynakli enterokoklardan elde
edilen bakteriyosinlerin, E. coli’ye kars1 antimikrobiyel etki géstermis olmasi bu
calismayla benzerlik gostermektedir.

Todorov ve Dicks (2005), yaptiklar1 ¢alismada, bu ¢alismada oldugu gibi, E.
faecium ST311LD tarafindan iiretilen bakteriyosinin E. coli’ye karsi inhibitor etki
gosterdigini saptamiglardir.

Abanoz (2014), yaptig1 calismasinda ise fermente sit driinlerinden izole ettigi
E. faecalis KT11’in kiiltiir siipernatanin, S. aureus, P. aeuroginosa ve M. luteus
antibiyotik direncli bakteriler de dahil olmak Uzere bir cok Gram pozitif ve E.coli’
de dahil Gram negatif bakteriye karsi antimikrobiyel etki gosterdigini belirtmistir.
Bizim ¢alismamizda gida kaynakli enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin , E.
coli’ye kars1 antimikrobiyel etki gOstermis olmasi bu ¢alismayla benzerlik

gostermektedir.
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414. Gida ve Klinik Kaynakhh Enterokok Suslarindan Elde Edilen

Bakteriyosinlerin S. aureus’a Kars1 Antimikrobiyel Etkileri

Sekil 4.7°de gida kaynakli enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin,

calismamizda kullanilan S. aureus fiizerine olusturduklar1 inhibisyon zon caplari

verilmigtir.
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Sekil 4.7. Gida kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin
S.aureus’a kars1 inhibisyon etkileri

Sekil 4.7°deki sonuglar degerlendirildiginde, gida kaynakli enterokoklardan
elde edilen bakteriyosinlerden sadece L13 (E. faecium) susu S.aureus’a Kkarsi
antimikrobiyel etki gostermis olup inhibisyon zon ¢ap1t 9 mm olarak belirlenmistir.
Diger gida kaynakli enterokok suslarindan YS1 (E. faecium), AS1 (E. faecalis), P18
(E. faecium) JS1 (E. faecalis), Al (E. faecalis), H8 (E. faecium), E5 (E. faecium),
LS1 (E. faecalis), NS1 (E. faecalis) suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin higbiri
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S. aureus’a karst antimikrobiyel etki  gostermemistir. Genel olarak
degerlendirdigimizde gida kaynakli 10 adet enterokok suslarindan sadece 1 tanesi
(L13) S.aureus’a kars1 antimikrobiyel etki gostermistir.

Klinik kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin ise hicbiri
S. aureus’ a kars1 kars1 antimikrobiyel etki gostermemistir.

Yiirtimez (2011), yaptig1 calismasinda Gayta Orneklerinden izole edilen E.
faecium OZ-E25 susundan elde edilen bakteriyosinin, Gram pozitif olan
Staphylococcus aureus ATCC6538 susuna karsi etki géstermedigini belirtmistir. Bu
arastirmanin sonucu, bizim c¢alismamizdaki klinik enterokoklardan elde edilen
bakteriyosinin S.aureus’a karsi antimikrobiyel etki gostermemesi durumuyla
ortiismektedir. Yine Marekova ve ark (2007), yaptiklar1 calismada foseptik kaynakli
cevresel bir izolat olan E. faecium AL4’in S. aureus dahil ¢ok sayida farkli
Staphylococcus tiirtine karst antimikrobiyel etki gdsterdigini belirtmislerdir.
Belirtilen c¢alismadan farkli olarak, bizim ¢alismamizda ise klinik kaynakl
enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerden hicbiri S. aureus bakterisine karsi
antimikrobiyel etki gostermemistir.

Yine bir baska calismada Gharairi ve ark (2008), tarafindan yaptiklari
aragtirma da Tunus “Rigouta” peynirinden izole edilen E. faecium’un MMT21
susunun Urettigi enterosin A ve B’ nin., laktik asit bakterilerinin yanisira L.
monocytogenes ve Staphylococcus aureus Uzerinde de inhibitdr etkiye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda gida kaynakli enteroklarin Urettikleri
bakteriyosinlerin hemen hemen hepsi S. aureus’a karsi etki gostermemis olsa da,
inhibisyon etkisi gosteren tek bir susumuzun bulunmasi (L13) bu ¢alismayla benzer
bir sonu¢ gostermektedir. Ancak suslarin ¢ogunun, Gram pozitif olan S. aureus’a
kars1 etki gostermeyisi, ¢calismamizda kullanilan iiretici suslarin yapisal genleriyle
veya suglarin gida ortamlarina zayif adaptasyonlariyla alakali olabilir. Bazi
bakteriyosinler cok dar bir hedef hiicre kitlesine sahiptirler, bu ylizden de LAB’nin
antimikrobiyal aktivite testlerinde, liretici suslara karsi duyarli indikator suslarin
secimi kilit onem tagimaktadir (Nes ve ark, 2007). Diger yandan,bakteriyosin tretimi
ve aktivitesi; besiyerinin bilesimi, iiretici bakterinin gelisme fazi, besiyeri baslangi¢

pH’s1, fermantasyon sekli (kesikli ve siirekli) ve inkiibasyon sicakligi ve siiresi, 1s1l

62



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice ULUDAG

islem, proteolitik enzimler ve depolama kosullarina da baghdir (Asutay, 2007
Tiiremis, 2012).

4.2. Gida ve Klinik Kaynakh Enterokoklardan Elde Edilen Bakteriyosinlerin
Baz1i Patojen Mikroorganizmalara Kars1 Gosterdikleri  Antimikrobiyel

Etkilerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.1°de gida kaynakli enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin
bazi patojen mikroorganizmalara (B. cereus, S. Enteritidis, E. coli ve S. aureus’a)

kars1 gosterdikleri inhibisyon zon ¢aplart verilmistir.

Cizelge 4.1. Gida Kaynakli Enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin bazi
patojen mikroorganizmalara Kars1 gosterdikleri inhibisyon zon ¢aplari

B. cereus S. Enteritidis E.coli S. aureus

L13- E. faecium 6mm" 9.5mm" 6.5mm" 9mm"
P18- E. faecium - 8.5mm" 5.5mm"

H8- E. faecium - - -

E5- E. faecium 10mm" 7mm"’ -

YS1-E. faecium - - -

JS1- E. faecalis 7mm” 10mm® -

NS1-E. faecalis - 7mm" -

A1l- E. faecalis 13mm"” 12mm" -

LS1- E. faecalis 11mm® - -

AS1-E. faecalis - - -

(*) Zon gap:
(-) Inhibisyon zonu olugmamustir.

Cizelge 4.1°de goruldugu tizere L13 (E. faecium)‘den elde edilen
bakteriyosinin ¢alismamizda kullandigimiz biitiin patojenlere karsi antibakteriyel etki
gbstermis olup inhibisyon zon caplart 6-9 mm arasinda degistigi saptanmistir. P18
(E. faecium)‘in S. Enteritidis ve E. coli’ye karsi, JS1 (E. faecalis) ve Al (E.
faecalis)’in B. cereus ve S. Enteritidis’e karsi, NS1 (E. faecalis)‘in sadece S.
Enteritidis’e kars1 ve LS1 (E. faecalis)’in ise sadece B. cereus’a karsi antibakteriyel

etki gosterdigi belirlenmistir. Gida kaynakli enterokok suslarindan elde edilen
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bakteriyosinler daha ¢ok S. Enteritidis (7-12 mm) ve B. cereus (6-13 mm) lzerinde
antibakteriyel etki gostermistir. Buna karsin E. coli (5.5-6.5 mm) ve S. aureus (9
mm) Uzerine daha az antimikrobiyel etki gostermistir.

Gida kaynakli enterokok suslarini, izole edildikleri Urlin bazinda
degerlendirdigimizde ise Hatay Peynirinden izole edilmis olan L13 , Kasar
Peynirinden izole edilmis P18, Antep Peynirinden izole edilmis E5 ve Urfa
Peynirinden izole edilmis olan A1l ile tavuk etinden izole edilmis olan JS1 ve LS1
suglarinin ve ev yapimi sucuktan izole edilen NS1 susunun ¢alismamizda kullanilan
patojenlere kars1i antimikrobiyel etki gosterdigi gorlilmiistiir. Genel olarak
degerlendirdigimizde, ¢esitli peynirlerden izole edilen enterokok suslarinin
caligmamizda kullanilan patojenlere karsi daha fazla antimikrobiyel etki gosterdigi
belirlenmistir.

Cizelge 4.2.°de klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin
bazi patojen mikroorganizmalara (B. cereus, S. Enteritidis, E. coli ve S. aureus’a)

kars1 gosterdikleri inhibisyon zon caplar1 verilmistir.

Cizelge 4.2. Klinik Kaynakli Enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin bazi
patojen mikroorganizmalara gosterdikleri inhibisyon zon caplari

B. cereus S.Enteritidis E.coli S. aureus
V150- E. faecium - 9mm® _
V105- E. faecium - 12mm" -
V98- E. faecium - - 8mm"
V146- E. faecium - - -
V198- E. faecium 7mm"” 9mm" -
225- E. faecalis - - -
226- E. faecalis 10mm" 14mm" -
227- E. faecalis 8mm" 9mm" 8mm"
228- E. faecalis - 11mm" -
V188- E. faecalis - 11mm" -
(*) Zon ¢ap1

(-) Inhibisyon zonu olugmamustir.

Cizelge 4.2°de gorildiigl iizere klinik kaynakli enterokok suslarindan V150
(E. faecium), V105 (E. faecium), 228 (E. faecalis) ve V188 (E. faecalis)’ in sadece S.
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Enteritidis’e,V98 (E. faecium) ‘in sadece E. coli’ye, V198 (E. faecium) ve 226 (E.
faecalis)’ nin B. cereus ve S. Enteritidis’e, 227 (E. faecalis)’ nin ise B. cereus, S.
Enteritidis ve E. coli’ye kars1 antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen
bakteriyosinler en ¢ok S. Enteritidis’e (9-14 mm) kars1 antibakteriyel etki gostermis
olup, B. cereus (7-10 mm) ve E. coli (8 mm) Uzerine daha az antibakteriyel etki
gostermistir. Klinik kaynakli enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin
hicbiri ise S. aureus’ a karsi antibakteriyel etki géstermemistir.

Genel olarak Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°yi degerlendirdigimizde
calismamizda kullanilan gida ve klinik kaynakli enterokok suslarindan elde edilen
bakteriyosinler en ¢ok S. Enteritidis daha sonra ise sirasiyla B. cereus, E. coli ve S.
aureus Uzerine antimikrobiyel etki gostermistir. L13 (E. faecium) susu bitln
patojenler iizerinde antimikrobiyel etki gostermistir. Cizelge 4.1 ve 4.2°de goriildiigi
Uzere; toplamda 15 tane enterokok susu, ¢alismamizda kullanilan patojenlere karsi
antimikrobiyel etki gdstermis olup bunlardan 8 tanesinin klinik kaynakli enterokok
susu (226, 227, 228, V188, V105, V150, V198, V98) , 7 tanesinin ise gida kaynakli
enterokok susu (L13, P18, E5, JS1, A1, NS1, LS1) oldugu belirlenmistir. Klinik ve
gida kaynakli 6rneklerin antimikrobiyel etkinlikleri arasinda ve tiir bazinda pek bir
farklilik saptanmamistir. Savadogo ve ark (2004), Sut Urlnlerinden izole ettikleri
baz1 laktik asit bakterilerinden elde ettikleri bakteriyosinlerin bazi patojenler (B.
cereus, S. aureus, E. coli) Uzerine antimikrobiyel etkinliklerini inceledikleri
calismada bizim caligmamizdaki benzer etkinlik saptamiglardir. Elde ettikleri zon
caplart 8-12 mm arasinda degismistir.

Yiirimez (2011), yaptig1 ¢alismasinda da bebek gaytasindan izole edilen E.
faecium GM-1 susunun iiretmis oldugu bakteriyosinin de gidalardan izole edilen
enterokoklarin tirettikleri enterosinler ile benzer 6zellik gosterdigini belirtmistir.
Tiiremis (2012), yaptig1 calismasinda gida ve klinik kaynakli enterokoklardan elde
edilen bakteriyosinlerin Listeria monoctyogenes uzerine antimikrobiyel etkinliklerini
arastirmis olup, gerek izole edildikleri kaynak ve gerekse de izole edildikleri bakteri

susunun tiirii bakimindan farklilik gostermedigini belirtmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu c¢alismada, 2009 ve 2011 doneminde Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Balcali Hastanesinde takip edilen hastalara ait klinik kaynakli enterokok
suslar1 ve degisik gidalardan elde edilen gida kaynakli enterokok suslarindan, kismi
saflastirma ile elde edilen bakteriyosinlerin, bazi patojen bakteriler (Escherichia coli
ve Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus) Uzerine
antimikrobiyel etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonucglar, susun elde edildigi
kaynaga gore karsilagtirilmistir.

Calismada gida ve klinik kaynakli enterokoklardan elde edilen
bakteryosinlerin biiyiik bir kismi, indikatér mikroorganizma olarak kullanilan ve
Gram negatif bir bakteri olan S. Enteritidis, E. coli ile Gram pozitif bir bakteri olan
B. cereus, kars1 antimikrobiyel etki gostermistir. Kullandigimiz 20 adet enterokok
suslarindan S. Enteritidis’ e kars1 13 adet sus (L13, P18, JS1, A1, E5, NS1, 226, 227,
228, V105, V188, V150, V198) ; B .cereus’a kars1 8 adet sus (L13, JS1, Al, E5,
LS1, 226, 227, V198) ; E. coli’ye kars1 4 adet sus (L13, P18, 227, V98) ve S.
aureus’a karst da 1 adet sus (L13) antimikrobiyel etki gdstermistir. Genel olarak
degerlendirdigimizde, galismamizda Klinik ve gida kaynakli  &rneklerin
antimikrobiyel etkinlikleri arasinda ve tiir bazinda pek bir farklilik saptanmamustir.
Elde edilen bakteriyosinler en ¢cok S. Enteritidis, daha sonra ise sirasiyla B. cereus, E.
coli ve S. aureus iizerine antimikrobiyel etki gostermistir. Hatay peynirinden izole
edilen gida kaynakli L13 (E. faecium) enterokok susu ¢alismamizda kullanilan tim
patojenlere kars1 antimikrobiyel etki gosterdigi i¢in bu susun virulans dzelliklerinin
ayrintili  olarak incelenerek endiistriyel alandaki kullanim potansiyellerinin
belirlenmesi 6nerilmektedir.

Degisik gidalardan elde edilen gida kaynakli enterokok suslari tarafindan
uretilen bakteriyosinin, B. cereus, S. aureus, E. coli, S. Enteritidis gibi énemli gida
patojenlerine kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olmasi bu bakteriyosinin Kismi
saflagtirillmisg preparatlarinin gida muhafazasinda kullanim potansiyeli olabilecegini
diistindiirmektedir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda daha ¢ok gida kaynakli

enterokok suslarinin dogal koruyucu olarak kullanim potansiyelleri {izerinde
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durulmustur. Diger yandan, klinik kaynakli enterokoklarin da yiiksek antimikrobiyel
aktiviteye sahip bakteriyosin tretmeleri, probiyotik olarak insanlarin ve hayvanlarin
bagirsak florasinda mikrobiyel dengeyi saglamak i¢in kullanilmasi, dogal koruyucu
olarak kullanilma potansiyellerinin arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan iretilen bakteriyosinlerin inhibitor
spektrumunun dar olmasi, duyarli mikroorganizmalar icerisinde dayanikli
mutantlarin olmasi, gida bilesiminin koruyucu etkisi, gidada bulunan diger
antagonistik bilesikler veya gida bilesenleri ile etkilesime girmeleri gibi faktorler
bakteriyosinlerin gida koruyucu olarak uygulanabilirliklerini sinirlamaktadir. Bu
baglamda bu calismanin devaminda, kullanilan enterosinlerden antimikrobiyel etki
gosterenlerin  farkli pH, sicaklik, depolama siresi, seker-tuz (gida bilesenini
yansitacak) vb. faktorler altinda da antimikrobiyel etkinlikleri incelenmelidir.

Sonug¢ olarak; gerek klinik kaynakli enterosinler gerekse de gida kaynakli
enterosinler, antimikrobiyel etkinlikleri ile dogal koruyuculara bir alternatif
olusturabilirler. Ancak en iyi etkiyi gosteren enterosinin belirlenerek gida giivenligi
acisindan farkli kosullardaki dayanmimlar1 ile genetik yapilar1 ayrintili olarak

incelenmeli ve viriilans &zellige sahip olup olmadigi belirlenmelidir.
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EK 1. Kismi Saflastirma asamalan ve disk difiizyon yontemi ile elde edilen zon

gorantaleri
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Resim 1.1.a. 250mL’lik MRS Broth’da 37°C’de 48 saatte gelisen enterokok
kulttrleri
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Resim 1.1.b. Gelisen kiiltiirlerin 10.000 devir’de 4°C’de 30 dakika santrifiij islemi

Resim 1.1.c. Stpernatant eldesinin 10 N sodyum hidroksitle pH 7’ye ayarlama islemi

Resim 1.1.d. Stpernatant igerine % 40’lik amonyum siilfat ilavesi
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Resim 1.1.e. 13.000 devir’de 4°C’de 45 dakika santrifiij islemi

Resim 1.1.f. Siispanse edilmemis kismi bakteriyosin.
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Resim 2.1. Test mikroorganizmasi igeren besiyri yiizeyin yerlestirilen kagit
disklerin (Oxoid CM0998) tizerine damlatilan bakteriyosin drnegi.
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Resim 2.1.a. V188 enterokok susundan elde edilen bakteriyosinin S.Enteritidis’e
kars1 olusturdugu inhibisyon zonu

Resim 2.1.b. Al enterokok susundan elde edilen bakteriyosinin B.cereus’a karsi
olusturdugu inhibisyon zonu
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Resim 2.1.c. V98 ve 227 enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosinlerin
E.coli’ye kars1 olusturdugu inhibisyon zonlari

Tl

Resim 2.1.d. L13 enterokok susundan elde edilen bakteiyosinn S.aureus’a karsi
olusturduklart inhibisyon zonu
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