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CESITLI DOGAL KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN TERMOFILiK
BAK TERILERIN URETTIKLERI BAK TERIYOSINLERIN
KARAKTERIZASYONU VE SAFLASTIRILMAS

Gamze BASBULBUL

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Yrd. Dog. Dr. H.Halil BIYIK

Bu calismada Aydin ili ve gevresindeki dogal sicak su kaynaklarindan alinan su,
birikinti ve toprak orneklerinden termofilik bakteriler izole edilmistir. 208 izolat
arasindan antimikrobiyal etki spektrumlari en genis olan iki sus secilerek, bunlarin
Urettikleri  bakteriyosinlerin, izolasyonu, karakterizasyonu ve saflastiriimasi
yapilmistir. 16S rRNA dizi analizleri sonucunda HBB-218 ve HBB-247 suslarinin,
Geobacillus toebii tirine yiksek oranda (%99) homoloji gosterdigi belirlenmistir.
Izolatlarin drettikleri antimikrobiyal maddenin, 6zellikle Gram pozitif bakterilere
kars1 etkili oldugu, denenen Gram negatif bakterilerin highbirine kars1 antagonistik
etki gostermedigi belirlenmistir. izolatlardan elde edilen kiiltir sivilarinin proteolitik
enzimlere hassas oldugu bulunmustur. HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosinin
dretimi gelisimin logaritmik evresinde baslamakta, maksimum retim ise durgunluk
fazimin sonunda gerceklesmektedir. Optimum bakteriyosin tretimi 60 °C ve pH
6.0'da gergeklesmektedir. Azot kaynaklar: icerisinde Uretim agisindan en iyi azot
kaynag1 soya pepton, en iyi seker kaynag: ise galaktoz olarak belirlenmistir. HBB-
218 kodlu bakterinin Urettigi bakteriyosin, sirasiyla, amonyum silfat ¢oktirmesi,
diyaliz, jel filtrasyonu ve anyon degistirici kromotografi metotlar1 kullamlarak
saflastirilmistir.  Bakteriyosinin - molekul agirligt Trisin  SDS-PAGE  yontemi
kullanlarak belirlenmis ve yaklasik 5.5 kDa oldugu bulunmustur. HBB-247 kodlu
bakterinin Urettigi bakteriyosinin tretimi gelisimin logaritmik evresinde baslamakta
ve logaritmik evrenin sonunda dretim maksimum seviyeye ulasmaktadir.
Bakteriyosin tretimi agisindan optimum sicaklik 60 °C, optimum pH ise 6.5 olarak
belirlenmistir. En fazla bakteriyosin Uretimi azot kaynaklarindan soya pepton
varliginda, seker kaynaklarindan ise fruktoz varliginda gergeklesmektedir. Anyon
degistirici kromotografiden elde edilen proteinlerin elektoroforezi yapildiginda iki
farkli protein bant1 elde edilmistir. Bakteriyosinlerin molekdl agirligi Trisin SDS-
PAGE yontemi kullanilarak belirlenmis ve yaklasik 33 ve 42 kDa oldugu
bulunmustur.
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CHARACTERIZATION AND PURIFICATION OF BACTERIOCINS
PRODUCED BY THERMOPHILIC BACTERIA ISOLATED FROM
VARIOUS NATURAL SPRINGS

Gamze BASBULBUL

Adnan Menderes University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. H.Halil BIYIK

In this study thermophilic bacteria were isolated from water, soil and mud samples
from various natural hot springs around Aydin and the other provinces around. Two
strains with broadest antimicrobial spectrum were selected among 208 isolates and
isolation, characterization and purification of their bacteriocins achieved. According
to their 16S rRNA sequences, it was found that both of two isolates showed
maximum similarity (99 %) with Geobacillus toebii. Antibacterial substances
produced by isolates were found to be effective especially against Gram positive
bacteria, they didn’t effect any of Gram negative bacteria used in this study. Culture
supernatants from isolates are found to be sensitive to proteolytic enzymes.

it was determined that production of bacteriocin for HBB-218 starts at logarithmic
growth phase and it reaches maximum level at the end of the stationary phase.
Optimum bacteriocin production were observed at 60 °C and pH 6.0. Soja peptone
was found to be best nitrogen source for bacteriocin production among the other
sources, while galactose was found to be best sugar source. Bacteriocin from HBB-
218 was purified to homogenity by using, ammonium sulphate precipitation, dialyse,
gel filtration and anion exchange chromotography. Molecular weight of the
bacteriocin produced by strain HBB-218 was determined by Tricine SDS-PAGE
method and it was found about 5.5 kDa.

The bacteriocin of HBB-247 was found to be produce at logarithmic growth phase
and it reaches maximum level at the end of the logarithmic growth phase. Optimum
bacteriocin production were observed at 60 °C and pH 6.5. Maximum bacteriocin
production were determined in the presence of soja peptone and fructose. Proteins
obtained from anion exchange chromotography were runned electrophoretically and
two protein bants were detected. Molecular weight of the bacteriocins produced by
strain HBB-247 was found about 33 and 42 kDa by Tricine SDS-PAGE method.

2009,206 pages
Keywords
Bacteriocin, Geobacillus, isolation, optimization
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1.GIRIS

Molekuler dinyadaki hizli gelismelerin yanisira enzim biyoteknolojisi ve sanayi
alanlarindaki Uretim gesitliligi bilim insamn yeni arastirmalara siriklemektedir.
Mikroorganizmalarin, hizl1 bir sekilde, ¢ok farkli ekolojik ortamlarda gelisebilmeleri
ve cogalmalari, ayrica ekstrem sartlara adaptasyonlari, bu organizmalarin hem
yapisal hem de hicresel dizeyde farkli Ozelliklerinin arastirilmas: gerektigini
gostermektedir. Dogada ¢ok fazla sayida ve c¢esitte canlilar bulunmasina ragmen,
prokaryotlar, biyosferin temel Uyelerini olusturmaktadirlar. Gelisme ve Ureme igin
ideal sartlarin bulundugu ekolojik ortamlardan, ekstrem cevrelere kadar, oldukca
farkli habitatlarda bulunabilmektedirler. Ayrica, prokaryotlar, gida, tekstil
endustrilerinde, ila¢ sanayinde kullamlan pek ¢cok metaboliti Gretmektedirler.

Prokaryotlar tarafindan Uretilen ve pek cok alanda kullamm potansiyeli tasiyan
Urdnlerden bir tanesi de antimikrobiyal peptidlerdir. Aslinda, bu tir peptidler; tek
hicreli mikroorganizmalardan, bocekler, omurgasizlar, amfibiler, kuslar, baliklar ve
insanlar1 da igeren memeli gruplarina kadar genis bir yelpazedeki canlilar tarafindan
sentezlenir (Jenssen et al., 2006). Magaininler, sekropinler ve defensinler hayvansal,
tioninler  bitkisel, bakteriyosinler ise bakteriyal savunma peptidleridir.
Antimikrobiyal peptidler, aminoasit dizileri bakimindan oldukca farklilik
gostermelerine ragmen, pek cok ortak 6zelligi paylasirlar. Distik molekdl agirlikli ve
1stya dayaniklidirlar, yapilart katyonik ve hidrofobik 6zelliktedir. Bunlarin ttimd,
yapisal genler tarafindan kodlanirlar ve ribozomlarda peptidlere donusturallrler
(Oscariz ve Pisabaro, 2001). Gunumize dek, bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcasi
olan bu tir peptidlerden yuzlercesi tammlanmustir. Bu tir peptidler, bakteriyal,
fungal veya viral membranlara zarar vererek veya destabilize ederek ya da diger
hedefler Gzerine etkili olarak, antimikrobiyal etkiler gosterseler de kalitsal bagisiklik
ve yangisal yantta blylk oranda rol oynamaktadirlar. Bu yizden, daha c¢ok
konukgunun savunma peptidleri olarak bilinmektedirler (Hancock ve Diamond,
2000).



Izolasyonu ve karakterazisyonu ilk olarak yapilan antimikrobiyal peptidler, bakteriler
tarafindan Uretilenlerdir (Hancock ve Diamond, 2000). Ayrica bakterilerin gogu, in
vitro gelisimleri esnasinda ve olasidir ki dogal habitatlarinda da kendi tirlerinden
veya diger turden bakterileri inhibe eden gesitli molekller Gretme yetenegindedirler.
Bu molekillere 6rnek olarak, toksinler, bakteriyolitik enzimler, bakteriyofajlar ve
defektif bakteriyofajlar, primer metabolik yan drinler, antibiyotik bilesikler,
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler verilebilir (Jack et al., 1995).

Genel anlamiyla antibiyotikler, bir organizma tarafindan Uretilen ve diger bazi
organizmalarin gelisimi agisindan zararli kimyasallar olarak dustnulebilirler. Fakat,
pratik anlamda antibiyotikler, nispeten disik konsantrasyonlarda gelisimi 6nleyen
sekonder metabolitlerdir. Bu 6zellikleriyle, amonyak, organik asitler ve hidrojen
peroksitler gibi metabolik yan Grinlerden farkhidirlar. Bakteriyosinler ise,
enfeksiyona karsi, klasik anlamda bir koruyuculuklari olmasa da ayn gevrede
bulunan bakterilerin, diger bakterileri 6ldurerek, besin icin rekabet etmesinde avantaj
saglarlar (Hancock ve Diamond, 2000). Bakteriyal antimikrobiyal peptidlerin, yani
bakteriyosinlerin, bircok bakteri tarafindan sentezlendigi  dustUnilmektedir.
Klaenhammer (1988)’e gore, tum bakterilerin %99’ u en azindan bir bakteriyosin
sentezlemektedir ve bunlarin ¢ogu henliz tanmmlanmamustir. Bunun nedeni, henlz
¢ok az arastirmacimn bunlar igin arastirma yapmis olmasidir (Klaenhammer, 1988).
Bakteriyosinlerin aktiviteleri genis veya dar spektrumlu olabilir, aynm tirden veya
farkl: cinsten bakterileri hedef alabilir (Jenssen et al., 2006). Genetik belirleyicileri
kromozomal veya plazmid kokenli olabilir. Bazilar1 gelismenin erken safhalarinda
uretilirken bazilar1 ge¢ donemlerde sentezlenmektedir (Mishra ve Lambert, 1996).
Laktik asit bakterileri basta olmak Uzere, Bacillus, Corynebacterium, Lactobacillus,
Clostridium, Listeria, Micrococcus, Mycobacteria, Sarcina, Staphylococcus,
Streptococcus ve Streptomyces gibi pek cok cinse ait Uyelerin  bakteriyosin
sentezledigi bulunmustur (Tagg, 1976).

Okaryotik hiicrelere kars1 etkin olmalarindan dolay: bakteriyal toksin olarak bilinen
pek cok bilesik aynm1 zamanda antibakteriyal aktiviteye de sahiptir. Gergekte, bazi
bakteriyal toksinler (6rnegin, difteri, tetanoz, kolera), molekillere baglanmalar1 ve

toksik aktivite tasimalari nedeniyle kolisinleri andirmaktadirlar. Hatta E. coli ve



Streptococcus pyogenes den kismi saflastirilan bazi  bakteriyosinlerin  6karyotik
hicrelere kars1 toksik olduklart bulunmustur. Bakteriyolitik enzimlere ise lizostafin,
fosfolipaz ve hemolizinler 6rnek olarak verilebilir. Organik asitler, amonyak ve
hidrojen peroksit gibi primer metabolik yan Urtnler ve bakteriler tarafindan Uretilen
pek cok sekonder metabolitler antibakteriyal aktiviteye sahiptirler. Antibiyotik
bilesikler simifina giren gramisidin, valinomisin ve basitrasin gibi antibiyotikler
multienzim kompleksleri tarafindan sentezlenirler. Bu tur maddelerin sentezi
bakteriyosin benzeri bilesiklerden farkli olarak, ribozomal protein sentezini dogrudan
engelleyen maddeler tarafindan engellenmez. Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri
molekiller ise dogrudan ribozomal olarak sentezlenen polipeptid veya Oncl
polipeptidlerdir (Jack, et al., 1995).

Gunumuze kadar bakteriyosinlerle ilgili olarak yapilan ¢alismalarda daha ¢ok gida
kokenli mikroorganizmalar kullamlmistir. Ancak son yillarda, ekstrem cevre
kosullarinda gelisebilen ve ekstremofil olarak adlandirilan mikroorganizmalarin bu
tur antimikrobiyal peptidler Gretip Uretmedikleri ve bunlarin karakterizasyonlari ile
ilgili calismalar yapilmaktadir. Ornegin ekstrem tuzcul mikroorganizmalarin “
halosin” olarak adlandirilan bakteriyosin benzeri peptidler Grettikleri ve bu
peptidlerin diger tuzcul mikroorganizmalar Uzerinde inhibitdr etkisinin oldugu
bildirilmistir (Price ve Shand, 2000; Platas et al., 2002).

Ekstremofil mikroorganizmalar arasinda yer alan termofilik bakteriler, 6zellikle 1siya
dayanikli pek c¢ok enzimleri ve metabolitleriden dolayr ginimuz igin oldukga
potansiyel bir kaynaktir. Thermus cinsi icerisinde yer alan bakterilerde bakteriyosin
benzeri aktivite belirlenmistir. Thermus rubens bakterisinin diger Thermus tirlerine
kars1 etkili olan bakteriyosin benzeri madde Urettigi belirlenmistir (Becker et al.,
1986). Sulfolobisinler ise baska bir ekstrem termofil cins olan ve arkea icerisinde yer
alan Qulfolobus cinsi tarafindan Uretilmektedir. Sulfolobus islandicus bakterisinin
Urettigi protein yamdaki toksinlerin, aym ture ait, Sulfolobus solfataricus P1 ve
Sulfolobus shibatae B12 suslarina kars: oldurtict etkisi saptanmustir (Prangishvili et
al., 2000).



Bakteriyosinlerin en 6énemli Ozelliklerinden biri Uretildigi mikroorganizmaya yakin
turleri etkileyen antimikrobiyal peptidler olmalaridir. Fakat termofilik bakterilerden
elde edilen baz1 bakteriyosinler mezofilik ve yakin akraba olmayan tirlere kars: da
etkin olabilmektedir. Martirani et al. (2002), yaptiklari calismada Bacillus
licheniformis'in termofilik bir susundan “basillosin 490" adim verdikleri yeni bir
bakteriyosin elde etmiglerdir. Termofilik susun optimum gelisme sicakligi 65 °C’dir
ve Urettigi bakteriyosinin hem sentetik ortamda hem de siitte bakterisidal etkisinin
oldugu, genis bir pH araliginda ve 60 °C’ye kadar aktif oldugu bildirilmistir. Ayrica
basillosin 490'1n Listeria innocua, Staphylococcus epidermidis, Bacillus anthracis,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus stearothermophilus ve Bacillus smithii
gibi patojen veya gidalarda bozulmaya neden olan bakterilere kars: etkin bir aktivite
gpektrumu  oldugu  belirlenmistir.  Yine termofilik bir tir olan Bacillus
thermoleovorans'a ait iki susun “termoleovorin” adi verilen bir bakteriyosin
urettikleri ve bu bakteriyosinin Salmonella thyphimurium, Branhamella catarrhalis
ve Sreptococcus faecalis gibi bakterilerin gelisimini engelledigi  bildirilmistir
(Novotny ve Perry, 1992).

Literatdr bilgilerinden de anlasildigi Uzere ekstrem kosullarda yasayan termofillerin
cesitli dizeylerde etkili antimikrobiyal polipeptidler (veya bakteriyosinler) igerdigi
gorilmektedir. Bu bilgiler, arastrmamizda termofilik bakterilerden bakteriyosin
izolasyonu icin temel teskil etmistir. Tez calismamiz kapsaminda bolgemizde
bulunan farkli sicak su kaynaklarindan ve topraklardan termofilik bakteriler izole
edilmistir ve bu sayede genis bir termofilik bakteri kultir kolleksiyonu
olusturulmustur. izole edilen bakteriler antibakteriyal madde Uretimi agisindan
taranmustir. Termofilik bakterilerin Urettigi bakteriyosinlerin calisilmasiyla ayn
zamanda ileride yapilacak olan pek ¢ok bilimsel ve endustriyel ¢alisma icin temel
teskil edebilecek verilerin toplanmast hedeflenmistir. Ayrica, termofilik bakterilere
ait suslarin  drettikleri  bakteriyosinlerin - ¢esitli  indikatdér mikroorganizmalar
Uzerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi, gida endlistrisinde istenmeyen

mikroorganizmalarin gelismesini engellemek Gizere yeni bir potansiyel saglayacaktir.

Ulkemiz ve Ozellikle Ege bolgesi ekstrem dogal ortamlar bakimindan oldukga
zengindir. Bu dogal kaynaklardaki termofilik bakterilerin izole edilerek arastirilmasi



bolgenin  ve Ulkemizin dogal zenginliklerinin ortaya c¢ikarilmas, 06zgin
mikrofloramizin endistri agisindan 6neminin vurgulanmasi ve verimli bir sekilde
kullanilmasimin  Ulke ekonomisine katki saglayacagimn disunilmesi bakimindan
Onem tasimaktadr.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. BAKTERIYOSINL ERIN TARIHCESI

Bakteriyosin olarak tammlanan maddeler, bakteriler tarafindan Uretilen, kucuk, 1siya
dayanikl1 peptidlerdir, diger bakterilere kars1 da etkindirler ve Uretici bakteri kendi
bakteriyosinine kars1 spesifik bagisiklik mekanizmasina sahiptir (Cotter et al, 2005).
Bakteriyosin  arastirmalarindaki  6nemli  gelismelerin - gogu  kolisinlerin
arastirilmasindan koken almistir. Kolisinler Enterobacteriaceae familyasimin gesitli
Uyeleri tarafindan Uretilen prototip bakteriyosinlerdir ve bu molekdllerin, genetik
temeli, yapisal ozellikleri, olusma sekilleri ve oldurtch etkileri hakkinda yapilan
arastirmalar sayesinde oldukca fazla bir bilgi birikimi olusmustur. Bununla birlikte,
son yillarda gram pozitif bakterilerin 6zellikle, laktobasillerin bakteriyosin benzeri
aktiviteleri Gzerinde yogunlasan ¢alismalarda artis gorilmektedir. Bu bakterilerin pek
¢ogu gida endustrisinde giniimuzde kullanilan bakterilerdir (Jack et al., 1995).

Tarihsel surecte, Jack et al. (1995)'a gore, Pasteur ve Joubert, 1800'|U yillarda
bakteriler arasindaki antagonistik iliskilere dair gozlemlerini sistematik olarak
kaydeden ilk arastrmacilardir. iki arastirmaci, deneysel olarak enfekte ettikleri
hayvanlarda, Escherichia coli’'nin antraks basilinin gelisimini engelledigini
gozlemislerdir ve bu gercegin terapotikler agisindan biyik bir gelecek vaat ettigini
vurgulamiglardir. Bu arastirmalari izleyen 30-40 yil icerisinde hastalik yapma
potansiyelleri nispeten distk olan bakterilerin, potansiyel patojenlerden korunmada
yani “bakteriyoterapi”de kullammu Uzerine yogun arastirmalar yapilmistir. Bu tir
calismalarda antraks, en populer hedef hastaliklardan biri olmaya devam etmistir ve
Bacillus anthracis'in in vivo veya in vitro gelisimini engelleyen pek cok antagonist
tur bildirilmistir. Bunlar hem gram pozitif (stafilokoklar, mikrokoklar, streptokoklar),
hem de gram negatif (pseudomonadlar) tirleri icermektedir. Ancak, bu tdr
denemelerdeki gozlemler, deneysel olmaktan gok klinik verilere dayandig: igin,
antibiyotik aktiviteden kaynaklananlarin sayist kesin degildir. Ayrica, o yillarda
henliz herhangi bir kimyasal inhibitor bilesigin izolasyonu ve karakterizasyonuna
dair bir bilgi de yoktur. Buginki bilgi birikimimize gore, gozlenen etkilerin gogu,



muhtemelen genis spektrumlu aktif inhibitor gjanlardan kaynaklanmstir. Jack et al.,
(1995)’ de yer alan bilgilere gore, bakteriyoterapi ileilgili diger bir yaklasimdaise, E.
coli’nin “yUksek indeks’ suslarimin intestinal mikrofloraya dahil edilmesi giindeme
getirilmistir. Bu index, Nissle (1916) tarafindan gelistirilmistir ve birlikte kalturt
yapilan test sistemlerinde, E.coli susunun Salmonella thyphi bakterisini 6ldirebilme
yetenegininin derecesini ifade etmektedir. Bu 0Ozellik agisindan en iyi suslarin
“Mutaflor” adi altinda ticari olarak dagitimi yapilmis ve Urlnler, kabizlik, dizanteri
ve tifoid hastaliklarimin tedavisinde kullanilmistir. Bununla birlikte, o yillarda hala
bu bakterilerin laboratuvar ve klinik ortamlardaki antagonistik etkinlikleri hakkinda
tatismalar slrlyordu ve bu antagonizmi agiklayacak bir inhibitdr gamn
karakterizasyonu yapilmamisti. Nihayet, 1925 yilinda Gratia, E.coli tarafindan
uretilen bir antibiyotik ajamin yapisi ile ilgili net bir makale yayinladi. Arastirmaya
gore E.coli strain V (V=deneysel enfeksiyonlarda virulent), sivi ortamda, E.coli ¢
susunun gelisimini Onleyen, diyaliz edilebilir ve 1siya dayanikli bir bilesik
Uretiyordu. Bu bulgular: izleyen donemde E.coli bakterisinin Urettigi tim kolisin
tipleri kesfedildi. Kolisin V' nin ise, boyutlarinin kigik olmasi ve 1si stabilitesi gibi
Ozelliklerinden dolay: diger kolisinlerden ayrildigi ve mikrosin tanimina daha uygun
oldugu saptandi. Kolisinlerle ilgili bilgiler Fredericq tarafindan yapilan ¢alismalarda
blytk oranda artmistir (Fredericq, 1948; Fredericq, 1957; Fredericq, 1967). Spesifik
kolisin resistant (reseptdrden yoksun), mutantlara kars: etkileri baz alinarak, 20’ den
fazla kolisin gesidi tanmmlanmustir. Fredericq ayn zamanda, bazi stafilokok suslarimin
diger stafilokoklara ve bazi gram pozitif bakterilere kars: etkin, fakat gram negatif
bakterileri etkilemeyen maddeler Urettiklerini gbzlemis ve bunlara “stafilokokkin®
adint vermigtir. Fakat, stafilokokkinler, reseptor bazli kolisin siniflandiriimasinda
oldugu gibi, basaril1 bir sekilde siniflandirilamamustir (Jack et al., 1995).

Gram pozitif bakteriler arasindaki antagonizm ise, ilk olarak Babes (1885),
tarafindan kat1 ortamda ve stafilokok suslar1 arasinda gozlenmistir. Klinik gozlemler
sonucunda, stafilokoklarin Corynebacterium diphteriae bakterisini  inhibe ettigi
saptanmis ve stafilokok iceren burun ve bogaz spreyleri difteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde etkin olarak kullamlmaya baslanmistir. Kolisin benzeri antibiyotik

bilesiklerin, nonkoliform bakteriler tarafindan da Uretildiginin bulunmasindan sonra,



ilk kez, daha genel bir ifade olan “bakteriyosin” terimi tretilmistir. Bakteriyosinler,
kolisin tipteki protein antibiyotikler olarak tammlanmistir. Yani, letal biyosentez,
Ozellikle tur ici suslari Oldirme aktivitesi ve bakteriyosine duyarli hicrelerin
ylzeyindeki spesifik reseptorlere tutunma Ozellikleriyle karakterize edilen
molekullerdir. Bu tzelliklere ek olarak kolisinler nispeten yiiksek molekil agirligina
sahiptirler ve genetik determinantlar: plazmid kokenlidir (Jack et al., 1995).

1976 yilinda gram pozitif bakterilerin bakteriyosinleri ile ilgili derlemede,
bakteriyosin alanindaki pek cok arastirmanmin gram negatifler tarafindan Uretilenler
Uzerine yogunlastigi, ancak gram pozitif bakterilerce Uretilen bakteriyosinler
hakkinda yapilan calismalarin arttigindan bahsedilmektedir (Tagg et al., 1976).
Gergekte gunumiizdeki yaymnlarin cogu, gram pozitif bakterilerin bakteriyosin
benzeri aktiviteleri Gzerinedir. Bu tr bir ilginin canlanmasimn sebebi ise, bakteriyal
hastaliklardan korunma ve tedavide veya gidalarin korunmasinda bu tir gjanlarin

potansiyellerinin farkedilmesidir.

2.2. BAKTERIYOSINLERIN SINIFLANDIRILMASI VE GENEL
OZELLIKLERI

Siniflandirma ve bakteriyosinlerin taksonomisi bu yizyilin basindan beri oldukca
hizl1 bir sekilde degismistir. Tk siniflandirilan grup kolisinlerdir ve Fredericq (1957),
tarafindan Onerilen semaya gore, bunlar ilk olarak reseptore tutunma 0Ozelliklerine
gore, daha sonra ise spesifik immunitelerine gore gruplara ayrilmislardir. Ornegin
kolisin E1, E2 ve E3 immunite 6zellikleri bakimindan birbirlerinden farklidirlar.
Ancak hepsi grup E igerisinde yer alir, ¢iinkli ayni reseptdre adsorbe olurlar. Benzer
olarak kolisin 1a ve 1b ortak bir reseptore sahiptir, grup 1 icerisinde yer alirlar, fakat
bagisiklik 6zgullukleri farklidir. Pek cok bakteriyosin detayli olarak calisiimis ve
sonucta, direng spektrumlarina goére alt gruplara ayrilmislardir. Uretici susun
numarasint takiben orjinal harf eklenir, 6rnegin kolisin CA23 Tip D kolisindir ve
E.coli CA23 susu tarafindan Uretilir (Daw ve Falkiner, 1996).



Reeves, bakteriyosin Ureten tdrleri temel alarak 16 ayr1 bakteriyosin simifi
olusturmustur. Bakteriyosinler oldukga 6zgul molekiller olduklar: igin adlandirma
cins isminden ziyade tur isimleri kullamlarak yapilir. Ornegin, E.coli’nin
bakteriyosinleri kolisin, Pseudomonas aeruginosa (6nceden pyocynia)’ ninkiler
pyocin, Enterobacter cloacae’ nin bakteriyosini kloasin, Bacillus cereus unki serein
olarak adlandirilir. Bu siniflandirma, aktivite spektrumuna gore degil, Uretici

organizmaya gore yapilmistir (Reeves, 1965).

Bradley, bakteriyosinlerin siniflandirilmasi i¢in, onlarin dogal yapilarimi temel alan
bir taksonomik kriter olusturmustur. Bakteriyosinler disik ve yuksek molekdl
agirlikli olmak Uzere iki alt simfa ayrilmistir. ilk grup, kigik, isiya dayanikls,
ultrasantrifigasyon ile ¢okelmeyen ve elektron mikroskopla saptanamayan
bakteriyosinlerdir. Tkinci grup ise, daha biyiik molekiilleri icerir, kolayca cokelirler,
1stlya dayaniksiz, trypsine direnclidirler ve elektron mikroskopta saptanabilirler
(Bradley, 1966).

Bakteriyosin terimi genelde Enterobacteriaceae suslar: tarafindan Uretilen kolisin tip
proteinleri belirtmek icin kullanilir. Gram pozitif bakteriler tarafindan dretilen
bakteriyosinlerin cogu klasik bakteriyosin terimine uymaz. Bunlar, Gram pozitif
suslara karsi1 daha genis bir aktivite spektrumuna sahiptirler, etkinlikleri spesifik
reseptorlerce yonlendirilir ve hiicreden salinmalar1 lizinler sayesinde artar. Ayrica
Gram pozitif bakterilerde dis membramin olmamast ve Uretici susun kendi
bakteriyosinine karst  bagisiklik  oranindaki  farkliliklar, bunlarin  ayrica
siniflandirilmasint glindeme getirmistir. Tagg (1992), son zamanlarda tanimlanan
non-kolisin tipteki partikillerin dzelliklerini g6z 6nunde bulundurarak bakteriyosin
teriminin yeniden tanimlanmasini ya da bu tiir partikiillerin BLIS (Bacteriocin Like
Inhibitory Substances) olarak adlandirilmasini 6nermistir.

Klaenhammer (1993), Gram pozitif bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosinleri
dort farkli grup altinda siniflandirmustir. Sinif | bakteriyosinler, lantibiyotikler olarak
da adlandirilirlar ve translasyondan sonra degisiklige ugrayarak (pos-translational
modification) aktif hale gegen ve dehidre kissmlar (dehidroalanin, dehidrobutirin),
lantionin ve B-metillantionin igeren kuguk peptidlerdir (Deraz, 2005).
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Nisin, bu gruptaki bakteriyosinler arasinda en fazla ¢aligilmis olandir ve pek cok

patojen ve gidalarda bozunmaya neden olan bakterilere kars: aktiftir.

Sinif Il bakteriyosinler 1siya dayanikli, disik molekdl agirligina sahip, membran-
aktif peptidlerdir. Simif 111 Uyesi bakteriyosinler ise molekil agirliklar: buyuk, 1siya
dayanikl1 olmayan grubu olustururken, Sinif 1V grubunda yer alanlar, aktiviteleri igin
protein olmayan bir kisma (6rn: karbohidrat, lipid) gereksinim duyan kompleks
bakteriyosinlerdir.

Jack et al., (1995), bakteriyosinlerin simiflandirilmasinda ve aktivite spektrumlarinda
distilfid ve monosiilfid (lantionine) baglarin temel olusturdugunu belirtmislerdir.
Buna gore bakteriyosinler, dort  grup atinda simflandirilmstir. Ik sinif,
dehidroalanin, dehidrobitirin, lantionin veya p-metil lantionin gibi posttranslasyonal
olarak modifiye olmus aminoasitler iceren antibiyotikler yani lantibiyotiklerdir.
fkinci grup ise, aktivite gosterebilmek icin en azindan bir distilfid koprusiine ihtiyag
duyan cystibiyotiklerdir. Antibiyotigin aktivites icin indirgenmis formdatek bir —-SH
rezidisu iceren thiolbiotikler ise 3. grubu olusturur. Son grupta ise, sistein kisim
icermeyen antibiyotikler yer alir (Cizelge 2.1.) (Jack et al., 1995).



Cizelge 2.1. Bakteriyosinlerin siniflandiriimas: (Jack et al., 1995)
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ANTIMIKROBIYAL MOLEKULER AMINOASITLER URETICI
PEPTID AGIRLIK (kDa) MiKROORGA
NizMA
L antibiyotikler
Actagardine 19 19 Actinoplanes spp.
Ancovenin 2.0 19 Streptomyces spp.
Cinnamycin 2.0 19 S cinnamoneus
Duramycin 2.0 19 S cinnamoneus
Epidermin 2.2 22 Saphylococcus
epidermidis
Gallidermin 2.2 22 S gallinarum
Lanthiopeptin 20 19 Sreptoverticullu
m cinnamoneum
Mersacidin 1.8 19 Bacillus sp.
Nisin 34 34 Lactococcus
lactis
Pep 5 35 34 S epidermidis
Subtilin 3.3 32 B. subtilis
Cystibiotikler
Pediocin AcH/PA-1 4.6 44 P.acidilacti
H/PAC 1.0
Leucocin A/UAL 187 3.9 37 Leuconostoc
gelidum UAL
187
Mezentericin Y 105 3.8 37 L.mesenteroides
Y 105
Sakacin A 4.3 41 L. sake LB 706
Sakacin P 44 43 L.sake LTH 674
Lactacin F 5.6 57 L.acidophilus
11088
Carnobacteriocin A 51 53 Carnobacterium
piscicolaLV 17
A
Carnobacteriocin BM1 4.5 43 C. piscicola LV
17B
Carnobacteriocin B2 4.9 48 C. piscicola LV
17B
Cerein 7/8 4.9 56 B. cereus Bc 7
Thiolbiotikler
Lactococcin B 5.3 47 L. lactis subsp.
cremoris 9 B4
Sisteingizler
Lactococcin A 5.8 54 L. lactis subsp.
lactis bv.
diacetylactis
WM4
Lactococcin M 4.3 48 L. lactis subsp.
cremoris 9B4
Lactococcin N 4.4 47 L. lactis subsp.
cremoris 9B4
Lactococcin Ga 4.3 39 L. lactis subsp.
lactis LMG 2081
Lactococcin Gf 41 35 L. lactis subsp.

lactis LMG 2081
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Cotter et al. (2005), yayinladiklart makalede bu siniflandirma sistemi igin diizeltme
onermislerdir  (Cizelge 2.2.). Onerilen duzeltilmis simflandirmaya  gore,
bakteriyosinler baslica iki farkli kategori atinda siniflandirilmuglardir. Simf |
lantionin igeren Lantibiyotikler; Simf 11 ise Lantionin igermeyen bakteriyosinlerdir.
Onceki siniflandirma sisteminde Sinif 111 olarak bilinen, blyik, 1siya dayaniksiz,
muirein hidrolazlar ise “Bakteriyolizinler” olarak ayrica simiflandirimglardir.
Klaenhammer’in simiflandirmasinda IV. Grupta yer alan bakteriyosinler ise aktivite
icin peptid olmayan bir kisma ihtiyag duyan bakteriyosinlere ayrilmistir. Fakat
guntimtizde, bu tur bir bakteriyosinle ilgili henliz inandirict ve kesin bilgiler olmadigi
icin onerilen yeni siniflandirmaya dahil edilmemislerdir. Kemperman et al. (2003),
halkasal yapidaki LAB bakteriyosinlerinin Simf V' bakteriyosinler olarak
gruplandiriimasini; Cotter et al., ise bu grubun da Sinif Il kategorisine dahil
olabilecegini dnermislerdir (Cotter et al, 2005).



Cizelge 2.2. Gram pozitif bakterilerin Urettikleri bakteriyosinler (Cotter 2005)
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SINIF |

Lantionin iceren
bakteriyosinler/
Lantibiyotikler

SINIF 11
Lantionin iger meyen

bakteriyosinler

BAKTERIYOLIZINLER
Bakteriyosin olmayan litik

proteinler**

Hem tek hem deiki peptidli
lantibiyotikler;

11 dt simf dnerilmistir.
Tek peptidli: Nisin,
mersacidin,

Laktisin 481

iki peptidli: Laktisin 3147,

sitolizin

Heterojen kiiglk peptid grubu:

Pediosin benzeri (altsinif a
bakteriyosinler),

iki-peptidli (altsimf b
bakteriyosinler),

Halkasal (altsimif ¢
bakteriyosinler,

Onceden Sinif V olarak
bilinenler),

Pediosin olmayan tek, linear
peptidler (atsimf d)

Sinif I1a: Pediosin PA1,
Leukosin A;

Sinif 11b: Laktasin F;
Sinif 11c: Enterosin AS48,
Reuterin 6;

Sinif [1d: Laktokokkin A,
Divergisin A

Buyik, 1siya dayanksiz
proteinler, genellikle mirein
hidrolazlar

Lizostafin, enterolisin A

**Bu gruba dahil olan Uyeler
artik bakteriyosin olarak
distunulmemektedir.
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2.2.1. Sinif | bakteriyosinler (Lantibiyotikler)

Lantibiyotikler (lantionin iceren antibiyotikler) 19-38 aminoasit uzunlugunda kiguk
peptidlerdir ve lantionin veya B-metillantionin kisimlar igerirler (Sekil 2.1). Bu
alisiimadik kisimlar, aminoasitler arasinda kovalent kopriler olusturur ve bunun
sonucu olarak yapida i¢ “halkalar” olusur ve lantibiyotige kendine 6zgu 6zelliklerini
kazandirir. Dahasi, lantibiyotikler, posttranslasyonel modifikasyon sonucu baska
alisilmadik yapilar da kazanabilirler, D-alanin’in  D-serin’e donustimu buna 6rnek
olarak verilebilir (Pag ve Sahl , 2002; Xie ve Van der Donk, 2004).

Lantibiyotikler yapisal 6zellikleri ve etki tarzlarina gore siniflandirilabilir. Genelde,
uzamisg amfifilik katyonik lantibiyotikler (6rnegin nisin), duyarl hiicrelerde, hiicre
zarinda porlar olusturarak, membran potansiyelini bozar ve kigik metabolitlerin
hicre disina ¢ikmasina neden olur. Bu durumun tersine, globular lantibiyotikler ise

(6rnegin mersasidin), enzim inhibisyonuna neden olur (Jung, 1991).

Bununla birlikte yakin bir zamanda nisinin her iki mekanizmayla etkin oldugu,
laktisin 3147 gibi iki-peptidli lantibiyotiklerin ise iki lantionin igeren peptidlerin
birlikte is gormesiyle etkin olduklar1 gosterilmistir. Kompleks yapilar1 nedeniyle
lantibiyotikleri alt siniflara ayirmak guclesmektedir. Bu durumu kolaylastirmak icin
modifiye olmamis pro-peptidlerinin dizileri temel alinarak 11 alt gruba ayrilmalari
Onerilmistir (Cotter et al., 2005).
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Sekil 2.1. Lantibiyotiklerin olusumu (Cotter et al., 2005)

Gram pozitif bakterilerin bakteriyosinleri icinde, aym zamanda virulans faktor de
olan bakteriyosinler bulunmaktadir. Enterokoklardan elde edilen ve bir lantibiyotik
olan sitolizin hicre tipleri agisindan genis bir etki spektrumuna sahiptir. Pek cok
Gram pozitif bakteri, insan, sigir ve at eritrositleri gibi okaryotik hucreler, retinal
hiicreler, polimorf Iokositler ve insan bagirsagindaki epitel hicrelerine etkilidir ve
insanlarda akut enfeksiyonlarin olugsmasina neden olur (Cox et al., 2005). Diger bir
peptid olan hemolizin (lantionin igermeyen), Streptolizin S, bazi grup A
streptokoklar1 tarafindan olusan invaziv enfeksiyonlarda rol oynamaktadir (Datta et
al., 2005).
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2.2.2. Simf Il bakteriyosinler (Lantionin icermeyen bakteriyosinler)

En yaygin lantionin icermeyen bakteriyosinler, kigik (<10 kDa), isiya dayanikli
peptidlerdir, fakat, lantibiyotiklerden farkli olarak bunlar post-translokasyonel
degisime ugramazlar. Simf 11 bakteriyosinlerin ¢ogu membran gegirgenligini
artirarak (nanomolar aralikta bile) hedef bakteriden molekillerin ¢gikmasina neden
olur. Bu sinif icin pek gok gruplandirma onerilmis olsa da heterojen yapilarindan
dolay: saglikli bir simflandirma yapmak zordur. Tim siniflandirma sistemlerinde
kabul goren 2 grup bulunmaktadir; Sinif 11a pediosin benzeri (yada Listeria-aktif )
ve Sinif 11b iki-peptidli bakteriyosinler (Cotter et al., 2005).

Pediosin benzeri bakteriyosinlerin aktivite spektrumu dardir, fakat gida patojeni olan
Listeria monocytogenes'e karsi yUksek bir spesifik aktivite gosterirler. Bu
bakteriyosinler 37 (leukosin A ve Mezenterisin Y 105)- 48 (carnobakteriyosin B2)
rezidu icerirler ve bir veya iki dislfit kopruleri vardir. Peptidler arasindaki koruma
hidrofilik, katyonik N-terminal (pediosin box) kisminda gordlir. Bu kisim,
YGNGVXCXXXXVXV (X herhangi bir aminoasit) seklinde aminoasit dizisi igerir
ki bu dizinin hedef ylzeyine non-spesifik baglanmadan sorumlu oldugu
distntlmektedir (Nieto et al., 1992; Chen et al., 1997; Eijsink et al., 1998; Kazazic
2002). C-terminal kisimlar ise bir hinge kisimdan sonra gelir, daha az korunmustur
ve non-listerial spektrumdan sorumlu oldugu distinilmektedir (Johnsen et al., 2005).

Iki-peptidli bakteriyosinler, her iki bakteriyosinin kombine calismasina gereksinim
duyar. Membran potansiyelini bozarak, iyonlarin kagisina ve/veya hicreigi ATP
konsantrasyonun azalmasina neden olurlar (Garneau et al., 2002). Bu peptidler ayri
ayr test edildiklerinde ¢ok distk aktivite gosterirler. Bu alt-grubun tyeleri nispeten
heterojen olsalar da tip E (enhanced) ve tip S (sinerjistik) peptidler olarak
gruplandirilabilirler (Marciset 1997).

Sinif 1lc bakteriyosinler (6nceden Simif V) kovalent olarak baglanmis N- ve C-
terminalleri dolayisiyla halkasal yapidadirlar  ve bu uclar baz alinarak
gruplandirilirlar. Nispeten az sayida Sinif Ilc bakteriyosin tammlanmis olsa da,

aminoasit dizisi benzerligine gore iki altsimf onerilmektedir. Altsinif ¢ (i), enterocin
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A48 ve non-LAB circularin A bakteriyosinlerini igerir. Altsinif c (ii), gassericin A,
reutericin 6 ve non-LAB butyrivibriocin AR10 ve acidocin B bakteriyosinlerini
icerir. Gassericin A ve reutericin 6 non-lantibiyotik LAB bakteriyosinleri icerisinde
D-aminoasitleri iceren nadir orneklerdir (Kawai et al., 2004; Magqueda et al., 2004).

Diger bakteriyosinler ise tek peptidli linear grup altinda toplanabilirler (Sinif 11d) ve
lider dizileri temel alinarak daha ileri dizeyde sinmiflandirilabilirler (Diep ve Nes
2002).

2.2.3. Bakteriyosin olmayan litik proteinler (Bakteriyolizinler)

Bakteriyolizinler, onceden Sinif 1l bakteriyosinler olarak simiflandirilmiglardir.
Molekul agirliklart  blydk, 1siya dayamksiz  antimikrobiyal — peptidlerdir.
Translokasyon, reseptor baglanmasi ve letal aktivite icin farkli kisimlarin is gordigi
domain tip yapiya sahiptirler. Gunimizde, sadece dort tanesi genetik olarak
karakterize edilmistir (Cotter et al., 2005). Etki mekanizmalar1 bakteriyosinlerden
farklidir. Hucre duvarimin  hidrolizini  katalizleyerek  duyarli  hicrelerin
parcalanmasina neden olurlar. Bu proteinler ayn1 zamanda moduler yapidadirlar ve
N-terminalde endopeptidazlarla homoloji gosteren katalitik bir kistm, C-terminalde
de hedef tamima bolgesi igerirler (Lal, 2002; Johnsen, 2004). Gercek
bakteriyosinlerin tersine, yapisal bakteriyosin genleriyle birlikte bulunan spesifik
bagisiklik genlerine her zaman sahip degildirler. Muhtemelen, Uretici hiicrenin hiicre
duvarindaki modifikasyonlar sonucu bagisiklik kazanirlar (Cotter, et al., 2005).

2.3. LAB BAKTERIYOSINL ERININ ETKI MEKANIZMALARI

LAB bakteriyosinleri yapisal ozelliklerinin yam sira etki mekanizmalar: temel
alinarak da siniflandirilabilir. Sinif | bakteriyosinlerin bazilari, 6rnegin nisinin, ikili
bir etki mekanizmas: oldugu gosterilmistir. Bunlar, peptidoglikan alt tnitelerini
tastyan esas molekil olan Lipid 11" ye baglanabilir. Bu sebeple, sitoplazmadan hticre
duvarina peptidoglikan alt Uniteleri tasinamaz ve hiicre duvar: sentezi dogru sekilde
gerceklesemez bunun sonucunda hticre 6lur. Daha onemlisi, bunlar, Lipid II'yi

tamma molekilt olarak kullanarak, membrana yerlesebilir ve membranda por
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olusturmaya baslayarak hizli hiicre 6lumine neden olurlar. Laktisin 3147 gibi iki
peptidli lantibiyotikler bu tdr iki aktiviteye birden sahipken, mersasidin sadece Lipid
I1I"ye baglanma aktivitesine sahiptir, por olusturmazlar. Genelde Sinif 11 peptidler
amfifilik heliks yapidadir, bu sayede hedef hiicrenin membranina yerlesebilirler,
depolarizasyona ve hiicre 6lumine neden olurlar. Blyuk bakteriyolitik proteinler
(bakteriyolizinler), drnegin Lizostafin, dogrudan Gram pozitif hedef hiicrelerin hiicre
duvarina etki ederek, hicrelerin pargalanmasina ve 6lumine yol agar (Sekil 2.2)
(Cotter et al., 2005).
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Sekil 2.2 LAB bakteriyosinlerinin etki mekanizmalar (Cotter et al., 2005)
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2.3.1. Simf | Lantibiyotiklerin etki mekanizmalari

Lantibiyotikler, yapilar1 temel alinarak grup A (elongated) ve grup B (globular)
olarak iki alt gruba ayrilirlar ve farkli mekanizmalarla is gorirler. Tip A
bakteriyosinler, rnegin nisin ve epidermin duyarli hiicrelerin sitoplazmik zarlarinda
potansiyele bagli porlar olusturarak zarlari de-enerjize ederler ve sitoplazmadaki
kictuk molekillerin ve iyonlarin hicre disina ¢ikmasina neden olurlar. Tip B
lantibiyotikler ise, 6rnegin mersasidin enzim inhibitdridir (Diep ve Nes, 2002) .

Nisin, oncelikle Gram pozitif hicrelere kars: etkilidir. Nisin sebebiyle por olusmasi
sonucu bakterinin proton-motive guct ayrisir, yasamsal 6neme sahip iyonlar hticre
disina ¢ikar ve hicre olur. Dis membramn kimyasal olarak indiklenmis bir zarar
gbrmesi sonucu E. coli veya Salmonella tirleri gibi Gram negatif bakterilere kars: da
etkili olabilirler (Boziaris et al., 1998; Boziariset al., 1999; Ganzle et al., 1999).

Baslangigta, nisinin antimikrobiyal aktivitesinin, dehidro kisimlari sayesinde,
enzimlerin slfadril gruplariyla etkilesmesi sonucu olustugu veya hiicre duvari
sentezini engelledigi saniliyordu. Nisinle temas eden bakteriyal hiicrelerle ve izole
edilen plazma membran vezikilleriyle yapilan calismalar sonucunda nisinin,
aminoasitler, ATP, veya ©Onceden birikmis rubidyum gibi kiglk sitoplazmik
bilesenlerin hizlica kaybina neden oldugu gorulmustir (Ruhr ve Sahl, 1985; Jack et
al., 1995). Bu ylUzden nisinin hedefinin bakteriyal plazma membram oldugu ve
duyarl1 hiicreleri por olusturarak oldirdigt distntl mektedir.

Mersasidin ve nisinin etki mekanizmas: Uzerine yapilan calismalar, her iki
bakteriyosinin de hedef bakterinin hiicre duvarinda bulunan reseptdr benzeri
molekille etkilesime girdigini gostermistir. Reseptor, veya daha c¢ok bilinen
tanimiyla tamma molekil U, hiicre duvar: sentezinin onctilli olan Lipid I1"dir (Brotz et
al., 1998; Brotz et al., 1999; Breukink et al., 1999; Wiedemann et al., 2001). Bu
peptidler spesifik olarak lipid 11"ye baglanirlar ve etkilesim o kadar gucludur ki SDS
elektroforezin denatiire edici sartlar: altinda bile mersasidin ve Lipid Il kompleksi
ayrilmamistir. Nisin ve mersasidin, Lipid 1I'ye baglamrlarken birbirlerini

engellemezler, muhtemelen farkli tanima bdlgelerine sahiptirler. Epidermin ve Pep



21

5de Tip A por olusturan bakteriyosinlerdir. Fakat Pep 5; nisin, epidermin ve
mersasidinden farkli bir molekuli tanimaktadir. Cunki bu bakteriyosin, nisin ve
epiderminle pargalanmis, Lipid Il igeren lipozomlarda por olusturmamaktadir ve
farklt bir inhibisyon spektrumuna sahiptir (Brotz et al., 1998). Diger lantibiyotikler
ise spesifik bir tamma molekull ile etkilesime girmektedirler, ancak bu sorunun

yanit1 dahaileri calismalarla verilebilecektir.

Yapilan pek ¢ok calismada nisinin, etki mekanizmasinin oldukga kompleks oldugu
ve cok farkli seviyelerde aktivite gosterdigine isaret edilmistir. Nisinin, sadece
saflastirilmuis  fosfolipid iceren yapay membranlar da dahil, membran cift
tabakalarinda (bilayer) iyon gecirgen porlar olusturdugu iyi bilinmektedir. Lipid Il
varliginda por olusumu “stabilize” iken ve bakteriyosin distk konsantrasyonlarda
bile etkili iken, in vitro denemeler gostermistir ki Lipid Il yoklugunda nisin
tarafindan indiklenen porlar daha az stabildir ve zarlarin bozunmasi i¢i daha yiksek
konsantrasyonlarda bakteriyosine ihtiyag vardir (Van Den Hooven et al., 1996; Van
Kraaij et al., 1998).

Nisin, hiicre duvar1 6ncusi Lipid 11’ yi tamyip membran ¢ift tabakasina tutundugunda
peptidoglikan sentezini 6nleyici bir potansiyele sahiptir (Brotz et al., 1998; Breukink
et al., 1999). Wiedemann et al. (2001) yaptiklar1 calismada pek ¢ok nisin mutanti
kullanmiglar ve Lipid II' ye tutunmaktan ve por olusturmaktan sorumlu yapilar
arastirmiglardir. Sonugta, nisindeki N-terminal ucun Lipid 1l ile etkilestigi, C ve D
halkalar1 arasindaki hinge (mentese benzeri) bolgenin ise por olusumunda dnemli
roli oldugu anlasilmistir. Bu bdlge agisindan mutant olanlar, lipozomlarda por
olusturamasalar da, duyarl1 hiicrelerin gelisimini hala 6nleyebilmektedirler. In vitro
denemeler sonucu, hinge bélge mutantlarinin, lipid I1'ye ilgisi azalmis N-terminal
mutantlarina gore peptidoglikan sentezini Onlemede daha etkili olduklar
bulunmustur. Bu bulgular nisinin ¢oklu etki mekanizmasi (por olusumu+ hicre
duvari sentezinin dnlenmesi) oldugunu desteklemektedir. Lipid |1’ ye baglanan diger
bakteriyosinlerin ise bu tur coklu etki mekanizmalarimin olup olmadigi merak

konusudur.
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Ornegin, Tip B mersasidin ile yapilan calismalarda ne biyolojik ne de yapay
membranlarda por olusumu gozlenmemistir. Iki peptidli lantibiyotiklerin benzer bir
tamma molekultne ihtiyag duyup duymadiklar: hakkinda bilinenler azdir.

2.3.2. Simif |1 bakteriyosinlerin etki mekanizmalari

Hepsi olmasa da Sinmif Il bakteriyosinlerin ¢ogu por olusturan antimikrobiyal
gjanlardir. Bunlarin ¢ogu, helikal bir eksende gosterildiklerinde, amfifilik bir yapiya
sahiptirler. Polar kistm, membrandaki kanalin merkezinde iken, non-polar kisim
fosfolipid tabakamin hidrofobik kismina dogru yerlesir.  Bakteriyosinlerin
Ozgulltkleri ile ilgili yapilan c¢alismada, Simf 11 bakteriyosinlere dahil olan
Laktokokkin A’nin yalmzca diger laktokoklara karsi etkili oldugu bulunmustur. Etki
mekanizmast arastirildiginda duyarli laktokok htcrelerinin membran gegirgenligi
sonucu Oldugu belirlenmistir. Sadece tuim hicreler degil, aym zamanda duyarl
hiicrelerden hazirlanan  membran vezikilleri de normal  Laktokokkin A
konsantrasyonlarinda permeabilize olmustur. Diger yandan, hedef hicrelerden
lipozomlar (protein ve diger non-lipid bilesenlerden yoksun yapilar), hazirlandiginda,
Laktokokkin A lipozomlarin bozulmasim indukleyememistir. Bu durum, hedef
hiicre ve bakteriyosin arasindaki tamma isleminde reseptorlerin yer aldigina dair ilk
kanittir (Van Belkum et al., 1991).

Pediosin benzeri bakteriyosinler, N-terminal uclarindaki ortak sekans motifleri
(YGNGVXCXK/ NXXC) ve antilisterial etkileri ile digerlerinden ayrilirlar (Nes ve
Holo, 2000). Laktokoklar disindaki pekgok laktik asit bakterileri basta olmak Uzere,
Gram pozitif bakterilerden bu tir 20’ den fazla bakteriyosin tammmlanmustir. Pediosin
benzeri bakteriyosinlerin por olusturmalarinda reseptor benzeri molekillerin yer
aldigini gosteren ilging calismalar bulunmaktadir. E. faecium ve L. monocytogenes'in
mezenterisin Y105'e kars1 duyarh olabilmesi icin 6> RNA polimeraza ihtiyag
duyulmaktadir. 6> faktére mannoz PTS permeaz operonunun ekspresyonunda
ihtiyag vardir (Dalet et al., 2000).

Sekerlerin PTS permeaz ekspresyonunu indikledikleri bildirilmistir. Gorindrde, Ell

(+) (Man) ekspresyonu glukoz ve mannoz varliginda indiklenmektedir ve E.
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faecium’'un bakteriyosine duyarliligini artrmaktadir. Permeaz operonunda yapilan
knock-out deneyleri sonucunda, mptD genindeki (interruption) kesilmenin,
mezenterisin Y 105’ e kars1 direng olusumuna neden oldugu saptanmistir. Bu gen E 11
(+) (Man)’ nin 11D aktivitesini kodlar. Muhtemelen MptD proteini mezenterisin Y 105
ile 6zel etkilesime girerek (reseptdr veya tamma bolgesi olarak) hedef 6zgulligini
belirlemektedir (Hechard et al., 2001).

Fimland et al., (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, pediosin PA-1'in C-terminal
ucunun 15 rezidusuni temsil eden kisaltilmis bir peptid kullanilmisgtir. Sonucta, bu
peptidin, asil bakteriyosine kars1 antagonistik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu 15 a.a
lik dizi, duyarl hiicreler Gzerindeki ayni reseptor icin, pediosin PA-1 ile rekabet
edecek kismu tagimaktadir. Bu durum ayni arastirma grubunun daha o©nceki
caligmalarinda da dogrulanmistir. Bakteriyosinin inhibisyon 6zgulltigtinden sorumlu
kisim arastirilirken, oldukga farkli inhibisyon spektrumlar: olan 4 pediosin benzeri
bakteriyosinin dizileri temel alinarak hibrid peptidler kullamlmistir. Sonucgta C-
terminal kismin tire 6zgi tammada 6nemli oldugu belirlenmistir.

Sinif Il bakteriyosinlerin diger bir alt grubu iki peptidli bakteriyosinlerdir.
Maksimum aktivite icin iki farkli peptide ihtiya¢ duyarlar (Anderssen et al., 1998).
Bu bakteriyosinlerin peptidleri, genelde helikal bir eksende, amfipatik o-heliks
yapidadirlar. Bu bakteriyosinlerin olusturdugu kanallar, substrata 6zgi olabilir.
Ornegin L. plantarum C11 bu tirden iki bakteriyosin dretir. Plantarisin EF
monovalent katyonlar igin yiksek iletkenlik gdsterirken, plantarisin JK anyonlarin
serbest gecisinde daha secicidir (Moll et al., 1999). Laktokokkin G, Lactococcus
lactis den elde edilen iki peptidli bir bakteriyosindir ve protonlarin degil, monovalent
katyonlarin disar1 ¢cikmasina neden olur. Maksimum aktivite icin bu peptidlerin esit
molar konsantrasyonlarina ihtiyag duyulmaktadir (Moll et al., 1998). Fakat pordaki
bilesenlerin nasil dizenlendigi, reseptor benzeri bir molekile ihtiyac duyulup
duyulmadig1 hentiz aydinlatil mamustir.
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2.4. BAKTERIYOSINLERIN GENETIGI VE REGULASYONU

Bakteriyosinojenik genler hem kromozom, hem de plazmidlerde yer alabilir. Bazi
durumlarda bakteriyosin sentezinden sorumlu gen gruplari, transpozon-benzeri
elementler ya da faj DNA’si gibi hareketli genetik elementlerde bulunabilir. Bu
durum, farkli bakteri tirlerinde hatta genuslarda bile, aym bakteriyosinin nasil
bulundugunu agiklayabilir. Ornegin Sakacin P, hem L. sake LB706, hem de L.
curvatus LTH1174’ de bulunur. Y akin zamanda sap genlerinin (Sakacin P Uretiminde
yer alan) taranmast ile ilgili ¢alismada, bu genlerin L. sake' nin 15 farkl: izolatinda
bulundugu goralmistir ki bu izolatlarin ¢ogu sakasin Ureticisi  degildir. Bir
bakterinin goklu Sinif 11a bakteriyosinleri Urettigi durumlarda genetik determinantlar
farkli plazmidlerde (Ornegin E. faecium L50), bakteriyal kromozom ve plazmidde
(6rnegin Carnobacterium pisicola LV17) veya L. plantarum C11'deki gibi bir
lokusta yer aabilir (Diep ve Nes., 2002).

Bakteriyosinlerin  Uretim mekanizmas: incelendiginde, laktobasillerdeki ilgili
genlerin  genelde konjugatif transpozonlar ya da plazmidlerce tasindigi
gorulmektedir. Bu dogal 0Ozellik, heterolog bakteriyosin Uretimini kolaylastirmak
amaciyla kullanilabilir. Ornegin iki peptidli bir bakteriyosin olan lantibiyotik laktisin
3147 nin Uretimi ve bagisikligr icin gerekli olan 10 gen, 60 kb'lik konjugatif bir
plazmid Gzerinde tasinmaktadir. Bu 6zellik sayesinde L. lactis DPC3147'nin atasal
susundan (non-rekombinant anlamda) cesitli starter suslara plazmid aktarim
srasinda bagisiklik geni marker olarak kullanilabilir (Coakley et al., 1997).
Bakteriyosinler, genelde bir N-terminal lider dizi igeren inaktif oncli peptid olarak
sentezlenir. Bu lider dizi, muhtemelen, Uretici hicre iginde, bakteriyosinin inaktif
formda kalmasini saglar, tasiyici ile etkilesimi kolaylastirir. Ayrica, lantibiyotiklerde
oldugu gibi, modifikasyon sistemi tarafindan tamnmakta rolii bulunmaktadir. Bu
lider dizi, genelde, bakteriyosin tasima sistemi tarafindan ya da daha nadiren
hiicrenin genel sekresyon yol izi (Sec) ile tasima sirasinda kesilmektedir. Lider
diziler icermeyen az sayida da olsa bazi bakteriyosinler de bildirilmistir. Y apisal
onci peptidleri kodlayan genler cogunlukla, regulasyon, tasima, self-bagisiklik ve
(lantibiyotiklerde oldugu gibi) modifikasyondan sorumlu genlerle yakindan iligkilidir



25

(Diep ve Nes, 2002). Bakteriyosinlerin tasinmasi, ilgili membrana bagli ATP-
baglayici kaset (ABC) tasiyict sayesinde olmaktadir. Bu yapr aymi zamanda lider
peptidin kesilmesinden sorumlu, sistein proteazlar familyasina ait bir proteolitik N-
terminal kisim icerir (Haverstein et al., 1995, Venema et al., 1995). Bazi
lantibiyotiklerde kesim, spesifik serin proteazlar tarafindan yapilmaktadir (Van Der
Meer et al., 1993). Baz1 Sinif 11 peptidlerde ek proteinlerin membran translokasyonu
ve lider peptidin kesimini kolaylastirdig: disunilmektedir. Ancak, rolleri hentiz tam
olarak anlasilamamustir. Tum bunlarin yamsira, bu genel semada pek ¢ok varyasyon
s0z konusudur. Hem N-terminal, hem de C-terminali igeren durumlar ve
ekstraseltlar kesim bunlara drnek olarak verilebilir (Corvey et al., 2003; Stein ve
Entian, 2002).

Pek ¢ok durumda, bakteriyosin tretimi ve bagisiklik mekanizmalarinin regilasyonu
iki bilesenli sinyal transdiksiyon sistemi ile yonlendirilir ve genelde bir quorum
sensing (haberlesme ile ilgili) mekanizmasinin par¢asidir. Bazi durumlarda birden
fazla cevap regulatort olabilir (Guder et al., 2002; Diep et al., 2003). Bunlarin
disinda Xre familyasina ait baskilayicilar gibi diger regllatorler tipleri de
tanimlanmistir (McAuliffe et al., 2001, Kreth et al., 2004).

Bakteriyosinojenik bakteriler, bagisiklik (immunite) mekanizmasim kodlayan genler
de icermektedirler. Bazi istisnalar olmakla  birlikte, Siuf | ve Siuf 11
bakteriyosinlerin immunitesinde, iki farkli sistem rol oynamaktadir (Gajic et al.,
2003). Korunma, ilgili immunite proteini ve/veya iki veya U¢ alt Unite iceren
Ozellesmis bir ABC tasiyici sistemi ile saglamyor olabilir. Bu sistem, muhtemelen
dreticinin hicre zarindan bakteriyosini pompalamaktadir (Peschel ve Gotz, 1996;
Otto et al., 1998; Guder et al., 2002). Sinif | bakteriyosinlerde, immunite bu
sistemlerden biri veya her ikisi ile saglamir. Sinif 11a, 11b ve 11d bakteriyosinlerde,
bagisiklik icin sadece immunite proteini rol oynarken, Sinif |1c bakteriyosinler ABC
tasiyict sistemini kullamirlar (Diaz et al., 2003; Stein et al., 2005). Immunite
proteinleri nadiren bir digerine benzese de, is gordikleri mekanizma benzerdir.
Yapisal protein tecrit edilir ya da bir reseptor icin antagonistik rekabet olur. Bu tir
bagisiklik mekanizmalar1 oldukca 6zguldir ve genelde diger bakteriyosinlere karsi
koruma saglamaz, ancak istisnalar mevcuttur (Eijsink et al., 1998; Stein et al., 2005).
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Bakteriyolizinlere karsi bagisiklik ise peptidoglikandaki, interpeptid capraz
koprulerin degismesi ile saglanir (Beukes ve Hastings, 2001).
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Sekil 2.3 Bakteriyosin Uretiminin quorum sensing mekanizmasi ile diizenlenmesi  (Cotter et
al., 2005)

Pek ¢ok durumda, bakteriyosin dretimi quorum sensing mekanizmas: ile
duzenlenmektedir (Sekil 2.3). Nisin ve subtilinde hiicre yogunluguna bagl
otoindiksiyon bir kez aktive olunca, yapisal peptid kendisinden yiksek oranlarda
Uretilmesi icin feromon gibi is gordr. Simif 11 bakteriyosinler iginde, feromon gibi
davranan ornekler olmakla birlikte, baska bir indikleyici peptidin bulunmasi da sik
rastlanan bir durumdur. Bu tir peptidler, bakteriyosinlerin pek ¢ok fizikokimyasal
ozelliklerini tagirlar ve 10 M gibi dusik konsantrasyonlarda bile is goriirler.
Sekilde, Enterocin A dretiminin bu tur U¢ bilesenli bir sistemle duzenlendigi
gorulmektedir. Enterocin A geni (EntA) yapisal proteini, Entorocin F (EntF) geni ise
indukleyici faktora kodlar ve bu iki protein Pent promotorundan birlikte transkribe
olurlar. Membrandan tasinmalar1 ise, (EntD) proteinin de yer aldigi, bir ATP
baglayici kaset tasiyict (EntT) sayesinde gerceklesir. Bu diizenlemede yer alan diger
iki bilesenli sistem, Ent K ve Ent R proteinlerinden olusur. Ent K, membrana bagl
histidin kinazdir ve ve dis ortamdaki Ent F yogunlugunu saptar. Ent R ise
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stoplazmada bulunur ve bu yogunluga gore cevalbn dizenler, yani Pent
promotorundan transkripsiyonu indikler, boylece bakteriyosin Uretimi artar. Bazi
durumlarda, basarili bir induksiyon icin ek faktorler gereklidir. Ornegin, potansiyel
hedef hiucrelerle birlikte kaltir yapldigi durumlarda ya da gastrik gecis esnasinda bu
tur bir induksiyon sdzkonusudur. Bununla birlikte, pek ¢ok bakteriyosin Ureticisi igin
baglangicta feromonun disik seviyede ifade edilmesi, bakteri iyi gelisse bile
bakteriyosin Uretememesine neden olur. pH, sicaklik ve besin gibi gevresel
faktorlerin bu islemi oldukca etkiledigi belirtilmektedir. Ornegin, Sakacin P Gretimi
ortam icgerigi ve oksijen seviyes ile oldukga iliskilidir. Sakacin A Uretimi ise,
sicakliga bagli olarak Uc bilesenli dizenleyici sistem ile dizenlenir. Tim bu
sebeplerden dolayi, quorum sensing ve indiklenebilen bakteriyosin Uretimi, arzu
edilen proteinlerin daha fazla ifade edilmesine izin veren sistemlerin gelistirilmesini
saglayabilir (Cotter et al., 2005).

2.5. BAK TERIYOSINL ERE DIRENC

Bakteriyosinlerin gida koruma amaciyla kullamilabilmesi igin, hedef turlerin direng
gelistirme potansiyelleri ve mekanizmalari1 gbz dniinde bulundurulmalidir. Bu alanda
en fazla calisilan bakteriyosinler nisin ve bazi Simif Ila peptidleridir. L.
monocytogenes de nisine karsi spontan mutasyon olusma sikligi (susa bagli olarak)
10%-10" oraminda degismektedir (Gravasen et al., 2002). Sreptococcus
pneumoniae nin stabil, nisine direngli mutantlar: ise, lantibiyotige sirekli maruz
kaldiklar1 takdirde direncleri artmaktadir, MIC degerleri 0.4'den 6.4 mg/L’'ye
yukselmistir (Severina et al., 1998). Bu spontan mutantlarda direng gelisimi hiicre
zarimn yuku ve akiskanligimn degisimi, hiicre duvari kalinligi, hiicre duvar: yiku ve
bu faktdrlerin kombinasyonu ileilgilidir (Van Schaik et al., 1999). Bu tir degisimler,
dogrudan dustk oranda lantibiyotige maruz kalindiktan sonra veya baska bir strese
kars1 adaptif cevap olarak ortaya cikar. Hicrelerin nisine karsit nasil direncli hale
geldigi tam olarak anlasilmamis olsa da, Lipid Il kismundaki varyasyonlarla ilgili
olmadig1 bilinmektedir. Nisin direncinin gelisime neden olan veya nisine kalitsal
tolerans saglayan genetik lokuslar tammlanmigtir. Kalitsal toleransda en 6nemli

faktor hicre duvar: yakaddr.
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Sinif 11 bakteriyosinlere direncin en iyi ¢alisildigi 6rneklerden biri Sinif 11-a direngli
L. monocytogenes dir. Bakteriyosine diren¢g fosfotransferaz sistemin  mannoz
permeazinin ekspresyonunu azaltmaktadir. Nisine direngli mutantlarda oldugu gibi
hiicre zarimin akigkanligi ve hicre yuzeyinin yuki direng gelisiminde 6nemlidir
(Vadyvaloo et al., 2002, Vadyvaloo et al., 2004).

2.6 BAKTERIYOSINLERIN KULLANIM ALANLARI
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Sekil 2.4. Bakteriyosinlerin kullamim alanlar1 (Cotter et al., 2005)
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2.6.1. Bakteriyosinlerin gidalarda kullanim

Gida endustrisinde, Uretim, isleme ve gidalarin korunmasi ile ilgili teknolojik
gelismeler giinimizde oldukca gelismis olmasina ragmen, gidalarin bozulmasi ve
gida kaynakl1 hastaliklar henliz tam anlamiyla 6nlenememistir. Gida bilimindeki pek
cok arastirma, yeni koruma teknolojilerinin gelistirilmesi Uzerine yogunlasmustir,
fakat bunlardan pek azi endustriyel anlamda kullanilabilir hale getirilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri’ nde gida kaynakli hastaliklar her yil 9.000 kadar kisinin
Olumiine yol agmakta ve tekrarlayan vakalarla birlikte yillik maliyet 5-25 milyar
dolar1 bulmaktadir. Avrupa’ da ise gida kaynakli hastaliklar sonucu 6lim ikinci sirada
yer almakta ve her yil 50.000-300.000 akut gastro-enterit vakasi gozlenmektedir
(Luchansky, 1999). Gida guvenligindeki mikrobiyolojik problemler WHO (Dinya
Saglik Orgiitll) tarafindan 2002 yilinda gidalarda stratejik planlama toplantisinda iki
baslik altinda belirtilmistir. Bunlardan ilki, yeni patojenlerin ortaya ¢ikmasi, ikincisi
ise (mikroorganizmalar adapte olma ve degisme yeteneginde olduklar: icin) gida
uretimi, koruma ve paketleme kosullarimin da gida guvenligi igin degismesi
gerektigidir (Galvez et al., 2007).

Gelismis ve gelismekte olan tlkelerde salmonellozis, kolera, enterohemorajik E. coli
enfeksiyonlar: ve Hepatit A basta olmak Uzere pek ¢ok salgin olusmaktadir. Kolera
ve diger diyare hastaliklar1 geleneksel olarak suyla yayildiklar: veya insandan insana
gectikleri dustintlse de gercekte cogunlukla gida kokenlidirler. Ek olarak yeniden
ortaya ¢gikan veya yeni tammlanmis patojenlerin gogu da gida kokenlidir veya gidalar
ve icme sulariyla gegcme potansiyelindedir (Kaferstein ve Abdussalam, 1999).
Belirtilen bu sebeplerden dolayr gida guvenligi 21. yuzyilin oldukga 6nemli
konulardan biri haline gelmistir. Gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarina neden olan
cok sayida mikroorganizmadan sadece bazilari ¢ok 6zel role sahiptir. Ornegin;
Salmonella serotipleri, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus
cereus, Clostridium botulinum, enterovirulent E. coli, Campylobacter jguni ve
Listeria monocytogenes gida kaynakli rahatsizliga neden olan etmenlerin basinda
gelmektedir. Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundii’ nin toksin olusturan

suslari, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa,
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Vibrio 'lar, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium gibi bakteriler ise
hastaliklarin ara sira ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Bunlardan bazilarinin hastalik
etmeni olduklari da hala tartisma konusudur (Tunail, 2000).

Bakteriler tarafindan Uretilmelerine ve antibiyotik 6zellikler tasimalarina ragmen,
bakteriyosinler, insanlarda allerji  olusturabilen terapotik  antibiyotiklerden
farklidirlar. Aym zamanda protein yapida ajanlar olmalar1 bakimindan da terapotik
antibiyotiklerden farklidirlar ve sindirim sisteminde proteazlar tarafindan hizla
sindirilirler. Bakteriyosinlere kars: direncli sus gelisimi oldukga nadirdir. Ayrica
bakteriyosinlerin  toksisitesine dar pek az veri vardwr, arastrmalar ve
bakteriyosinlerin uzun sureli kullanimi bu bilesiklerin giivenle kullamlabilecegini
gostermektedir (Mishra ve Lambert, 1996). Uzerinde calisilan bakteriyosinler, pek
cok gida patojeni ve bozulma etkeni tzerine etkilidir. Ayrica isiya dayanikli olmasi
nedeniyle bazi konserve gidalarda C. botulinum'a karsi 1sisal islemle birlikte
kullanilabilir.

Laktobasiller tarafindan dretilen bakteriyosinlerin  6zellikleri, onlar1 gidalarin
korunmasinda oldukca kullargli kilmaktadir. Genel olarak guvenilir bilesikler
GRAS (Generally recognized as safe) kategorisindedirler. Okaryotik hiicrelere kars:
aktif ve toksk degildirler. Sindirim yolundaki proteazlarca inaktif hale gelirler, bu
yuzden barsak mikroflorasi Uzerinde ¢cok az etkileri vardir. Genelde pH ve 1st
karsisinda stabildirler. Gida kaynakli patojenlere ve bozulmaya neden olan
bakterilere karsi nispeten genis bir aktivite spektrumuna sahiptirler. Bakterisidal
etkiye sahiptirler, hiicre zar1 Gzerine etkili olurlar ve antibiyotiklerle ¢apraz direng
olusturmazlar. Genetik determinantlart genelde plazmidlerce kodlanir, bu 6zellik
sayesinde de genetik manipulasyona uygundurlar (Mishra ve Lambert, 1996).

Son vyillarda yapilan calismalar gostermistir ki, gidalarin  korunmasinda
bakteriyosinlerin kullamimi pek cok yarar saglamaktadir (Cleveland et al.,2001).
Bakteriyosinler, gidalarin raf omurlerini uzatmaktadir. Sicaklhigin zararli olacag:
sartlar altinda ekstra koruma saglamaktadirlar. Gida zinciri boyunca, gida kaynakl1
patojenlerin bulagsma riskini azaltmaktadir. Bakteriyosinler sayesinde, gidalarin
bozulmasindan kaynaklanan ekonomik kayiplar azalmaktadir ve kimyasal
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koruyucular daha az kullamImaktadir. sl islem daha az kullanildigr icin, gidalardaki
besleyici maddeler ve vitaminler daha az zarar gorur. Ayrica “yeni” (daha az asidik,
daha dustk tuz konsantrasyonuna sahip, yuksek su igerikli) gidalarin pazarlanmasin
saglamaktadirlar.

Gida patojenlerine karsi bakteriyosinlerin diger bilesiklerle birlikte kullammi da
arastirilmistir (Solomakos, N., et al., 2008). Nisin ile kekik yaginin kombine
kullamm sonucunda, kiymada L. monocytogenes sayisinda azalma oldugu
bildirilmistir. Uygulanan dozlar arasinda en etkili olan, (%0.6) kekik yag1 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

dismist0r.

Gidalarda bakteriyosinlerin kullanimu iki sekilde olmaktadir. Bu amagla, ex situ
Uretilmis bakteriyosin preparatlar1 gidalara eklenebilir veya in situ kosullarda
bakteriyosin Uretimini saglayacak dretici sus gidalara inokule edilebilir. Ik
durumda, endiustriyel Olcekteki fermenttrlerde Uretici sus kilttive edilir ve kismi
veya tamamen saflastirilmis bakteriyosin elde edilir. Uretilen bakteriyosinin
koruyucu 0Ozelligi oldugu yasal agidan onaylanmalidir. Guiniimtzde, nisin lisansl
olan tek bakteriyosindir (Galvez et al, 2007).

Ex situ Uretilen bakteriyosinler, Uretici suslarin, sit veya peynir altisuyu gibi
gidalarda kdltivasyonuyla elde edilip ham 6zitler halinde de gidalara eklenebilir.
Sonucta olusan preparatlar, gida katki maddesi veya gida bileseni olarak
dustnulebilir. Cunkd bu sekilde Uretilen ham oOzitler, gidalarda (protein igerigin
artmast veya kalinlasma gibi) birtakim islevlere sahiptirler. Ayni zamanda hiicrelerin
rettigi laktik asit gibi antimikrobiyal metabolitler ve bakteriyosinler icerirler Ki
bunlar ek koruyucu sistemlerdir. Giiniimiizde pazarlanan bu tirr ézitlerin (ALTA™

2341 veya Microgard™

) yan sira, yakin zamanlarda baska siit bazli preparatlar da
tammlanmustir. Bunlara 6rnek olarak lacticin 3147 (Morgan et al., 1999; Guinane et

al., 2005) ve vairacin (O’ Mahony et al., 2001) verilebilir.
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Ex situ Uretilen bakteriyosinler, immobilize formda da uygulanabilir. Bu durumda,
kismi saflastiriimig bakteriyosin veya konsantre edilmis kultir sivisi bir tasiyiciya
baglamir. Tasiyici hem bir rezervuar gorevi gorir, hem de bakteriyosinin gidada
gradiente bagli olarak slrekli temin edilmesini saglar. TUm gida hacmine yapilan
uygulamalarla kiyaslandiginda, immobilize edilmis bakteriyosin molekulleri
sayesinde maliyet de dismektedir (Galvez et al, 2007).

Bakteriyosinin immobilizasyonunda gesitli metotlar kullamlimaktadir. Bunlar, Uretici
hiicreye adsorbsiyon (Yang et al., 1992; Matilla et al., 2003, Ghalfi et al., 2006),
silika partikiller veya misir nisastasi tozu (Coventry et al., 1996:. Dawson et al.,
2005), lipozom enkapsulasyonu (Degnan ve Luchansky, 1992) ve kalsiyum aljinat,
jelatin, sellloz gibi jel kaplamalar1 veya filmlere yerlestirme (Daeschel et al., 1992;
Cutter ve Siragusa, 1995b; Ming et al., 1997) seklinde yapilmaktadir.

Pek ¢ok durumda immobilize bakteriyosin preparatlar: islenmis gidamin ylzeyine
uygulanir. Bu sayede islem sonrasi kontaminasyon ve istenmeyen bakterilerin
ylzeyde cogalmasi Onlenmis olur. Bu alandaki yeni bir gelisme ise immobilize
bakteriyosinlerin antimikrobiyal paketlemede kullamimasidir. L. curvatus dan elde
edilen 32Y bakteriyosini immobilize edilerek polietilen filme eklenmis ve bu sekilde
paketlenmis domuz biftegi, sosis ve dana etlerinde depolama boyunca
L.monocytogenes sayisinda dusls oldugu gozlenmistir (Mauriello et al., 2004,
Ercolini et al., 2006). Benzer olarak, nisin iceren sellofan kaplama sonucu 8 °C de
saklanan taze dana etlerinde canli toplam aerobik bakteri sayisi azalmistir (Guerra et
al., 2005). Nisinle islenmis film ile yapilan bir paketlemede ise M.luteus ATCC
10240 hiicre sayist hem sivi ortamda, hem de ¢ig sit ve pastorize sitte disus
gostermistir (Mauriello et al., 2005). Bu ylzden, bakteriyosin igeren antimikrobiyal
filmlerin kullammi gida Grdnlerinin raf dmarlerinin uzamasint ve gida kalite-

guvenliginin artmasim saglayabilmektedirler.

Bakteriyosinojenik kulturlerin segiminde dikkat edilmesi gereken pek gok nokta
vardir. Secilen suslar, uygulanacaklari gidaya iyi adapte olabilmeli, gidanin islenmesi
ve/veya saklanmasi sirasinda gelisebilmelidirler. Ayrica bu sirada hedef patojenleri
ya da bozulma etkeni mikroorganizmalari inhibe etmeye yetecek kadar bakteriyosin



Uretebilmelidirler. Bu ylzden, gida Uretiminde, kullamimak Uzere, secilecek
bakteriyosin Uretici sus, dogru bir deneysel yaklasimla belirlenmelidir. Bakteriyosin
genlerinin heterolog ekspresyonu ile susun 6zellikleri ve Uretilen bakteriyosin miktar
artirilabilir. Indiiklenebilir tretim sistemleri kullamlarak bakteriyosin tretim zamanm
degistirilebilir.

Uzerinde en ¢ok calisilmis bakteriyosinlerden biri olan nisinin genelde hiicre
membramini hedef aldigi ve bu maddelere duyarli bakterilerin sitoplazmik zarlarin
parcalayarak, hicrelerin 6lumine neden oldugu bildirilmistir. FAO/WHO kurulusu
tarafindan 1969 yilinda nisinin gida katkisi olarak kullamlmasina izin verilmistir ve
diinyada bircok ulkede guivenli ve etkili bir sekilde kullamlmaktadir (Unliitirk ve
Turantas, 1999). Ancak, her ne kadar bakteriyosinlere karsi mikroorganizmalarin
diren¢ kazanmas: nadir ise de Ozellikle Listeria monocytogenes' in nisin ve pediosin
gibi geleneksel bakteriyosinlere karsi toleransinin arttigi bildirilmistir (Rasch ve
Knochel 1998; Van Schaik W., et al., 1999). Bu sebeble, antimikrobiyal aktiviteye
sahip yeni bakteriyosinlerin arastiriimasi ve etki mekanizmalarinin agiga gikarilmast
oldukca 6nemli bir alan haline gelmistir.

2.6.2. Bakteriyosinlerin klinik kullamm alanlari

LAB bakteriyosinlerinin gidalardaki kullanim alanlari ¢ok yaygin olsa da,
lantibiyotiklerin toksk olmamasi ve Gram pozitif patojenlere kars: etkin olmalari
nedeniyle bunlarin klinik etkinlikleri de arastirilmaktadir. Bazi lantibiyotikler etki
mekanizmalar: ve ¢oklu ilag direnci gosteren direncli patojenlere etkili olmalari
nedeniyle muhtemel terapotik ajanlar olarak dusunulmektedirler. Genis spektrumlu
lantibiyotikler teorik olarak klinik Gram pozitif insan veya hayvan patojeni olan
bakterilere kars: 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, Suberis, Smutans), Clostridium botulinum ve Propionibacterium
acnes e kars: etkilidir (Galvin et al., 1999). Hayvan modelleriyle yapilan, baslangi¢
in vivo denemelerde, lantibiyotiklerin, S pneumoniae  ve MRSA kaynakli
enfeksiyonlari, 6nlemede basarili oldugu bildirilmistir (Niu ve Neu, 1991; Goldstein
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et al., 1998; Kruszewska et al., 2004). Nisin ve laktisin 3147, sit endustrisinde
hayvanlar icin buyuk problem olusturan, streptokok ve stafilokok kaynakli mastiti
engellemektedirler (Ryan et al., 1999).

Bir lantibiyotik olan Mutacin 1140 Ureten sus, replasman tedavisi igin Amerika da
Faz 1 Kklinik denemelerine tabi tutulmaktadir. Salivaricin A2 ve B (reten
Streptococcus salivarius susunu iceren besin katkisi BLIS K12 ise bogaz koruyucu
olarak kullamilmakta ve Yeni Zelanda da agiz kokusundan sorumlu bakteriye karsi
inhibitor olarak kullamlimaktadir (Tagg 2004). Cinnamycin benzeri lantibiyotiklerin,
fosfolipaz A2 ve anjiyotensin donustiren enzim gibi spesifik insan enzimlerine karsi
aktivite gosterdikleri kesfedilmis ve bunlara ilgi artristir. Tim bunlarin yanisira
nisinin dogum kontrol etkinligi oldugu bulunmustur (Reddy et al., 2004).

2.6.3 Bitki hastaliklarinin kontr oltinde bakteriyosinler

Bakteriyosinler 6zgul bakterisidal Ozellikleri sayesinde, biyolojik kontrol amagl
olarak hassas bakterilere karst kullamlabilirler. Agrosin 84, Agrobacterium
radiobacter tarafindan uretilir ve kok uru hastaliginda koruyucu biyolojik kontrolden
sorumludur (Kerr ve Tate, 1984).

Erwinia herbicola suglar1 fire blight olarak bilinen ve yapraklarda siyahlasmaya
neden olan bitki hastaliginin 6nlenmesinde etkili bir antibiyotik Uretmektedirler. Fire
blight tipik, nekrotik bir bitki hastaligidir ve Pomoidae familyasina ait tim bitkileri,
Ozellikle de elma ve armut agaclarim etkilemektedir. Konuk bitkinin tim yeralt1
organlarina zarar vererek bitkinin 6limtne neden olur. Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri’ nde bu sebeble biiytk ticari kayiplar olmaktadir (Van Der Zwet ve Beer,
1995). Streptomisin kullanilarak profilaktik kontrol yapilmas: sonucunda ise Erwinia
amylovora’ da streptomisine direng olusmaktadir. Ayrica, bu antibiyotigin hayvan ve
insan saghigr icin  kullamlmast ydzinden pek cok dlkede bu amagla
kullanilmamaktadir (Sobiczewski et al., 1997).

Xanthomonas campestris pv. glycines fitopatojenik Xanthomonas suglarina kars,
glisinesin A salgilayarak antibakteriyal aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Heu et al .,
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2001). Pseudomonas syringae pv. ciccaronel susu tarafindan Oretilen bir
bakteriyosinin ise zeytinlerde knot hastaligi yapan P. syringae subsp. savastanoi
susunu inhibe ettigi gozlenmistir (Lavermicocca et al., 2002).

Jabrane et al., (2002), yaptiklar1 calismada Serratia plymithicum J7 susunun Urettigi
bakteriyosinin fire blight hastaligimt olusturan E. amylovora’ya karsi inhibitor
aktivite gosterdigini bulmusglardir. Bakteriden elde edilen siipernatant, hem sera hem
tarla denemelerinde etkili olmustur. Bakteriyosin saflastirilarak karakterize edilmis
ve baz1 bakteriyofajlarla benzerlik tasidig: belirtilmistir (Jabrane et al., 2002) .

Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri bilesiklerin bitki hastaliklarint dnlemeleri ile
ilgili yapilan diger bir calismada ise Bacillus licheniformis kullanilmistir. B.
licheniformis P40 susu tarafindan Uretilen bakteriyosin benzeri bilesigin patateslerde
soft rot hastaligina neden olan Erwinia carotovora’'y: inhibe ettigi bildirilmistir.
Bakteriyosin benzeri bilesigin E. carotovora hicreleri Uzerine (30 pg/mL
konsantrasyonda) bakterisidal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir ve transmisyon
elektron mikroskopisi sonucunda bakteriyal hucrelerin yizeylerinin kiristigr ve
plazmoliz sonucu tim hicrelerin buzildiugt gézlenmistir (Cladera-Olivera et al.,
2006).

2.6.4 Kalisinler ve kanser tedavisindeki potansiyelleri

Kolisinler ve bunlarin insan timor hicrelerine kars: sitotoksik etkileri ile ilgili
calismalar, yaklasik 30 yi1l 6nce baslamistir (Smarda ve Obdrzalek, 1977). ilk olarak
kolisin E3'in insan Hel a hiicrelerine kars1 6nemli derecede sitosidal etkileri oldugu
gozlenmistir. Farelerdeki lemfatik 16semi EL-4 hicrelerine karsi, E.coli HSC10
susundan elde edilen kolisinle de benzer sonuglar alinmistir (Farkas ve Kuzniak,
1978). Fakat bu sonuclar, kolisinin ham 6zittyle elde edilmistir ve kisa bir siire
sonra anti-neoplastik aktivitenin verotoxin-1'den kaynaklandigi ortaya cikmustir
(Farkas et al., 1995). Fuska et al. (1978), fare losemi P388 hicrelerinin
cogalmalarimin, doza ve zamana bagli olarak kolisin E3 ile inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Bu hiicre hatti aym zamanda kolisin D, E2 ve A ile muamele

edildiginde de canl:1 hiicre sayisi azalmaktadir. Bu kolisinlerin arasinda en guclust
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kolisin A’dir ve hiicre sayisim yarisindan fazla azaltmaktadir (Smarda ve Oravec,
1989).

Baska bir calismada da, kolisin A, E1, E3 ve U’ nun 11 insan tiumor hicrelerine karsi
etkileri aragtirilmgtir. TUmor hiicre hatlarr p53 geninde mutasyon icermektedirler ve
sonuclar standart bir insan fibroblast hiicre hattiyla karsilastirilmistir.  Bu
denemelerde, kolisin E3 ve U hicbir hticre hattinda etkili olmamistir. Kolisin A ve E1
tim hticre hatlarinda gelisimi engellemistir, sadece bir hiicre hattinda kolisin E1
inhibisyona neden olmamistir. Kolisin A gelisimi %16-56 arasinda azaltmigstir, fakat
standart fibroblastlar: da inhibe etmistir. Kolisin E1 kolisin A kadar potansiyele sahip
degildir, ancak hicrelerde %17-40 oraminda gelisimi engellerken, fibroblastlarda
sadece %11 oramnda etkili olmustur. Bu sonuclara gore, kolisinlerin okaryotik tumor
hiicrelerine karst etkilerinin hiicreye ve kolisine 0zgu oldugu anlasilmaktadir
(Chumchalova ve Smarda , 2003). Farkas-Himsley ve Cheung, kolisinleri de iceren
bircok bakteriyosini bakteriyal ve dkaryotik hiicrelere kars1 denemislerdir. Sonucta,
tumor hucrelerinin, standart hiicrelere gore, kolisinlere daha duyarl oldugunu, fakat
hayvan timor htcrelerinin, insan tumor hicrelerine kars1 daha duyarli oldugunu
bulmuslardir (Farkas ve Cheung, 1976).

Kolisinlerin, barsak kanserini engellemedeki rollerini belirlemek Uzere, dogal
habitatlar: olan barsakta da ¢alisilmistir.Bu amagla yapilan ¢alismada kolon kanserli
77 hastada ve 160 saglikli, kontrol kisisinde, kolisinojenik E. coli arastirilmus,
kontrol grubunda, kolisin Ureten E. coli % 63.8 iken, hastalarda bu oran % 41.6
olarak bulunmustur. Arastirma sonuglari, kolisinlerin yoklugunun kolon kanserinin

gelisiminde bir roll olabilecegi gostermistir (Bores et al., 1986).

Kolisinler, geleneksel antitumor ilaglara iyi bir alternatif olarak gorulmektedirler.
Kolisinler hakkinda hala cevaplanmamis sorular bulunmaktadir, ancak, bu
molekiller gelecek icin umut vaat etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1 Kullanmlan kimyasallar

Glukoz, Fruktoz, Sikroz, Safranin, Malasit yesili (Carlo-Erba); Yeast Extract,
Kazein pepton, Agar-agar, CaCOs, Pepton, Ethanol,Nutrient Agar, Nutrient Broth,
Silfanilik asit, o-Naftol, EDTA, NaOH, Kloroform, Kristal violet, Amonyum
oksalat, iyot, Fenol-red, Ure, MRS Broth, MRS Agar, Caso Broth, Caso Agar, Soya
pepton, Tryptose Broth, MR-VP Broth, MgSO,.7H,O, H3BOs;, CoCl,.6H,0,
MnSO4.H,0, ZnS04.5H,0, Trikloroasetikasit, Tween 20, Tween 80, Nitrilotriasetik
asit, Na2Mo004.H20, Tryptose Broth, Amonyum persiilfat, Gluteraldehit, Coomasie
Blue, Amonyum siilfat (Merck); Meat pepton, TrissHCI, SDS, Tripton, Laktaz,
Fenol-Kloroform-izoamilalkol, Skim Milk, Simmon’s Sitrat Agar, TEMED (Fluka);
NaHPO,4.12H,0, Lizozim, Proteinaz K, Rnase, Agaroz, Pronase E, a-Amilaz,
Papain, TX-100, Tris-base, Trisin (Sigma); Nutrient Agar (Lab M); NaCl, Glasiyel
Asetik asit, Para-dimetil aminobenzaldehit, Hidroklorik asit, Hidrojen peroksit,
Sodyum asetat, Asetik asit, Potasyum iyodir, Aseton, Disodyum fosfat, Gliserol
(Riede)); BHI Broth, BHI Agar (Oxoid); Isopropil alkol (Kimetsan); RNase, Lipaz,
Katalaz (AppliChem); Taq polimeraz, dNTP, MgCl,, PCR tamponu (Fer mentas).
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3.1.2 Ornekler

Termofilik bakterileri izole etmek amaciyla oncelikli olarak Aydin ili ve civarindaki
illerdeki sicak su kaynaklari belirlenmistir. Denizli, Aydin ve Mugla illerindeki
toplam 20 istasyondan su, birikinti ve toprak ornekleri alinmistir (Cizelge 3.1).
Ornekler alinirken, pH metre (WTW, Multiline P4) ile suyun sicakhigi ve pH’si
Olcllerek su ornekleri 200-500 mL’lik steril koyu renkli siselere, toprak ornekleri
steril posetlere, birikintiler ise steril kaplara aktariimstir. Ornekler alindiktan sonra
yaklasik 4-10 saat icerisinde laboratuvara getirilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklerin aindig: istasyonlar

ISTASYON SICAKLIK pH
Ortakeci (Aydin) 48°C 75
Imamkoy-1lica (Aydin) 35°C 6,4
Kusadasi-Stimerbank mevkii (Aydin) 23°C 6,8
Kusadasi-Radon kaplicas (Aydin) 42°C 6,2
Alangulli (Aydin)1. istasyon 73°C 6,8
Alangulli (Aydin) 2. ist. 50°C 6,7
Alangullt (Aydin) 3. ist. 50°C 7,4
Ortaklar-Gumus kaplicasi (Aydin) 37°C 6,5
Kizildere (Denizli) 1. ist. 45°C 7,0
Kizildere (Denizli) 2. ist. 82°C 7,0
Kizildere (Denizli) 3. ist. 40°C 6,9
Golemezli (Denizli)1. ist 55°C 7,1
Golemezli (Denizli) 2. ist 42°C 7,1
Kabaagag (Denizli) 1. ist. 56°C 6,7
Kabaagag (Denizli) 2. ist. 48°C 6,7
Karahayit (Denizli) 55°C 6,7
Pamukkale (Denizli) 35°C 6,7
Yenice (Denizli) 1. ist. 55°C 7,2
Yenice (Denizli) 2. ist. 55°C 7,0

Dalyan (Mugla) 38°C 6,4




40

[zolasyon asamasi tamamlandiginda, sicak su, birikinti, toprak ve camur
orneklerinden toplam 208 adet termofilik bakteri susu elde edilmistir. Suslar
antibakteriyal aktivite agisindan tarandiktan sonra, iclerinden aktivite spektrumu en
genis olan HBB-218 ve HBB-247 nolu izolatlar secilmis ve ¢alismaya bu izolatlarla
devam edilmistir.

Calismada izole edilen tim suslar yatik Caso Agar tuplerine inokule edilerek, aym
zamanda % 20 lik steril skim milk igerisine alinmigtir. Yatik agarlar +4 °C'de, skim
milk stoklari ise -80 °C'de ADU Biyoloji Bolimu Molekiler Biyoloji
laboratuvarinda muhafaza edilmekte ve stoklar peryodik araliklarla yenilenmektedir.

3.1.3 Antibakteriyal aktivite denemelerinde kullamlan indikat6r

bakteriler

Calismamizda, segilen izolatlarin antibakteriyal etki spektrumlarint  belirlemek
amaciyla indikator sus olarak DSMZ Kiltur Kolleksiyonu’' ndan temin edilen ve
ADU Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan ¢esitli  suslar  kullamlmustir.
Bakterilerin gelisimleri icin kullamlan besiyerleri ve inkiibasyon kosullar1 Cizelge
3.2'de verilmistir.



Cizelge 3.2. Calismada kullanilan indikator bakteriler

SUSUN ADI

Geobacillus stearothermophilus

Bacillus sphaericus

Bacillus sp.

B. mycoides

B. thrungiensis

B. cereus

B. subtilis

Serratia marcescens

Pseudomonas fluorescens

Proteus sp.

Pectobacterium carotovorum
Eneterococcus faecalis
Listeria sp.
Saphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Streptococcus vestibularis
Escherichia coli

Listeria innocua
Lactobacillus plantarum
L. acidophilus

L. sakei

Leuconostoc mesenteroides

Brochothrix thermosphacta

KOLL.
NUMARAS

DSMZ 22

DSM 396
Toprak izolat: (Kendi

izolatimz)
DSM 299

Ziraat Fakiiltes
(ADU)

ATCC 11778

ATCC 6633
Toprak izolat: (Kendi

izolatimz)
DSM 50090

Hastaneizol a1
(ADU)

DSM 30168

ATCC 51299

Gidaizolat: (Kendi
izolatimz)

ATCC 25923
ATCC 9341
DSM 5636
ATCC 35218
DSM 20649
DSM 20174
DSM 20079
DSM 6333

DSM 20343

DSM 20171

BESIYERI

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar

Nutrient Agar
BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

BHI

MRS
MRS-ANAEROBIK
MRS

MRS

Corynebacterium
agar

SICAKLIK

55°C

30°C

30°C

30°C

30C

30°C

30°C

37°C

30°C

37°C

26°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

30°C

30°C

30°C



SUSUN ADI

Cellulomonas fimi
Clogtridium pasteurianum
HBB-103

HBB-134

HBB-225

HBB-226

HBB-229

HBB-269

HBB-270

HBB-16

HBB-301

HBB-247

HBB-234

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium

E. faecium

Enterococcus gallinarium
Enterococcus gallinarium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus avium
Enterococcus durans

Enterococcus durans

KOLL.
NUMARAS

DSM 20114

DSM 525

HBB-103
(Termofilik izolat)
HBB-134
(Termofilik izolat)
HBB-225
(Termofilik izolat)
HBB-226
(Termofilik izolat)
HBB-229
(Termofilik izolat)
HBB-269
(Termofilik izolat)
HBB-270
(Termofilik izolat)
HBB-16
(Termofilik izolat)
HBB-301
(Termofilik izolat)
HBB-247
(Termofilik izolat)
HBB-234
(Termofilik izolat)

HBB-M-1
HBB-MS-1
HBB-KT-2
HBB-MC-3
HBB-LC-M1
HBB-NC
HBB-AS-1
HBB-AS-3
HBB-KT-1

HBB-K-1

BESIYERI

Trypticase Soy Y east
Extract Agar
GYE-Agar-
ANAEROBIK

Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
Caso Agar
BHI
BHI
BHI
BHI
BHI
BHI
BHI
BHI
BHI

BHI

SICAKLIK

30°C

37°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

65°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C
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3.1.4 Besiyerleri

Thermus ortami (Williams ve Da Costa, 1991)

Tripton 39
Maya 0zUtu 1lg
Castenholz 10x bazal ¢ozelti 100 mL
Digtilesu 1000 mL

Besiyeri icerigindeki maddeler, 1 L distile suda ¢ozulur, NaOH ile pH 7,5-7,8 e
ayarlanir, 1000 ml igin 11 g agar eklenir. Otoklavda (Hirayama HA-40 M 1V, Japan)
121 °C'de 15 dakika steril edilir. Termofilik bakterileri izole etmek amaciyla

kullanil mastur.

Castenholz 10x Bazal Cozeltis

Nitrilotriasetik asit lg
CaS04.2H,0 0,69
MgS0..7H,0 19
NaCl 0,089
NaNOs 6,89 g
NaHPO,4 1,11g
KNO; 1,039
Ferrik klorit gozeltisi ( 0.28 g/L ) 10 mL
Nitsch iz element ¢ozeltisi 10 mL

Bu maddeler oda sicakliginda, 990 mL distile suda karstirillarak ¢ozaltr. Hacim 1

litreye tamamlanir ve ¢ozelti +4 °C de saklanir.



Nitsch’in iz element ¢Ozeltis

H3BOs
CoCl,.6H,0
CuS04.5H,0
MnS0O4.HO
NaM00,.2H,0
H2SO,
ZnS04.5H,0

0549
0,046 g
0,016 g
2249
0,025¢g
0,5mL
0549

990 mL distile suda ¢ozulur ve 1 litreye tamamlanir.

Caso Broth (Merck)
Kazein pepton

Soya pepton

D (+) glukoz

Sodyum klortr
Di-potasyum hidrojen fosfat

17,0g/L
3,0g/L
259g/L
509g/L
259g/L

40 g ortam 1 litre distile suda ¢ozullr, 121 °C de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika
otoklavlanr. Termofilik bakterilerin gelistirilmesinde ve bakteriyosin Uretim

denemelerinde kullanil mistir.

Caso Agar (Merck)

Kazein pepton

Soya pepton

D (+) glukoz

Sodyum klortr
Di-potasyum hidrojen fosfat
Agar

17,0g/L
3,0g/L
259g/L
509g/L
259g/L
15g/L

40 g ortam 1 litre distile suda ¢ozulur, 121 °C de, 1,1 am basing altinda, 15 dakika
otoklavlanir. 45 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokaltr. Termofilik

bakterilerin izolasyonunda ve gelistirilmesinde kullanmlmstir.
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Nutrient Broth (M erck)

Et pepton 509g/L
Et 6zitd 3,00/L

8 g ortam 1 litre distile suda ¢ozullr, pH 7.0-7.2' ye ayarlanir. 121 °C'de, 1,1 atm
basing altinda, 15 dakika otoklavlanir. Bakteriyosin Uretim denemelerinde ve bazi
indikator suslarin gelistirilmesinde kullanil mistur.

BHI Broth (Oxoid)

Dana beyin inflzyonu 12,5g/L
Sigir kalp 6zitu 509g/L
Proteaz pepton 10,0 g/L
Sodyum klortr 500/L
Glukoz 20g/L
Di-sodyum fosfat 259g/L

37 g ortam 1 It distile suda ¢ozulir, pH 7.4-7.6'ya ayarlamir. 121 °C'de, 1,1 atm

basin¢ altinda 15 dakika otoklavlanir. Termofilik bakterilerin gelistirilmesinde ve

bakteriyosin Uretim denemelerinde kullamlmstir.

BHI Agar (Oxoid)

Dana beyin inflzyonu 12,5g/L
Sigir kalp 6zt 509g/L
Proteaz pepton 10,0 g/L
Sodyum klortr 500/L
Glukoz 20g/L
Di-sodyum fosfat 259g/L
Agar 10 g/L

47 g. ortam 1 litre distile suda ¢ozulir, pH 7.4-7.6'ya ayarlanir. 121 °C'de, 1,1 am
basin¢ altinda 15 dakika otoklavliamir. 45 °C’'ye kadar sogutulduktan sonra steril
petrilere dokultr. Bazi indikator suslarin gelistirilmesinde kullani mistir.
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MRS Broth (Merck)

Kazein pepton 10,0 g/L
Et oz(iti 10,0 g/L
Maya 0z(tu 4,09g/L
D (+) glukoz 20,0 g/L
Di-potasyum hidrojen fosfat 20g/L
Tween 80 1,0g/L
Di-amonuyum hidrojen sitrat 20g/L
Sodyum asetat 500/L
Magnezyum slilfat 0,2g/L
Manganez stilfat 0,4 g/L

52,2 g ortam 1 litre distile suda ¢ozulur, pH 5.7-5.9'a ayarlanir. 118 °C’de 15 dakika
otoklavlanir. indikator suslardan Laktobasillerin gelistirilmesinde kullanlmstir.

MRS Agar (Merck)

Kazein pepton 10,0 g/L
Et oz(iti 10,0 g/L
Maya 0z(itl 4,09/L
D (+) glukoz 20,0 g/L
Di-potasyum hidrojen fosfat 20g/L
Tween 80 1,0g/L
Di-amonuyum hidrojen sitrat 20g/L
Sodyum asetat 500/L
Magnezyum slilfat 0,2g/L
Manganez suilfat 0,04 g/L
Agar-agar 14,0 g/L

66,2 g ortam 1 litre distile suda ¢ozultr, pH 5.7-5.9'a ayarlanir. 118 °C’ de 15 dakika

otoklavlanir. 45 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokulir.
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Nutrient Agar (Merck)

Et pepton 509g/L
Et 6zitd 3,00/L
Agar-agar 12,0 g/L

20 g ortam 1 litre distile suda ¢ozulur, pH 7.0-7.2'ye ayarlanir. 121 °C'de, 1,1 atm
basin¢ altinda, 15 dakika otoklavlanir. 45 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokdilir. indikator suslarin gelistirilmesinde kullanil mustar.

Corynebacterium Broth

Kazein pepton 10,0 g/L
Maya 0z(tu 500/L
Glukoz 500/L
Sodyum klortr 500/L

Besiyeri icerigindeki maddeler tartildiktan sonra, 1 litre distile suda ¢ozilir, pH 7.2-
7.4 e ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.

Indikator suslardan B. thermosphacta’ mn gelistirilmesinde kullamlmustir.

Corynebacterium Agar

Kazein pepton 10,0 g/L
Maya 0z(tu 500/L
Glukoz 500/L
Sodyum klortr 500/L
Agar 15,0g/L

Besiyeri icerigindeki maddeler tartildiktan sonra, 1 litre distile suda ¢ozilur, pH 7.2-
7.4 e ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
45 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokulir. indikator suslaridan B.
thermosphacta’ min gelistirilmesinde kullamlmustr.
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Glukoz Yeast Ekstrakt Broth

Kazein pepton 10,0 g/L
Maya 0z(tu 500/L
Glukoz 500/L

Besiyeri icerigindeki maddeler tartildiktan sonra, 1 litre distile suda ¢cozilir. pH 7.2-
7.4 e ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.

Indikator suslardan C. pasterianum’ un gelistirilmesinde kullam!lmstir.

Glukoz Yeast Ekstrakt Agar

Kazein pepton 10,0 g/L
Maya 0z(tu 500/L
Glukoz 500/L
Agar 17,0g/L

Besiyeri icerigindeki maddeler tartildiktan sonra, 1 litre distile suda ¢ozilir. pH 7.2-
7.4 e ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
45 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokdilir. indikator suslardan C.

pasterianum’ un gelistirilmesinde kullanimistur.

Trypticase Soy Yeast Extract Broth

Triptik Soy Broth 30,0 g/L
Maya 0zUtu 300L

Besiyeri icerigindeki maddeler tartildiktan sonra, 1 litre distile suda ¢ozulur, pH 7.0-
7.2'ye ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
Indikator suslaridan C. fimi’ nin gelistirilmesinde kullamilmastr.
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Trypticase Soy Yeast Agar

Triptik Soy Broth 30,0 g/L
Maya 0z(tu 300L
Agar 15,0g/L

Besiyeri igerigindeki maddeler tartildiktan sonra, 1 litre distile suda ¢ozulur, pH 7.0-
7.2'ye ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
45 °C'ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere doklir. indikator suslardan C.

fimi’ nin gelistirilmesinde kullanmlmstir.

Luria-Bertani Broth (Sigma)

Tripton 10 g/L
Maya 0z(tu 0,5g/L
NaCl 10 g/L

Ticari olarak satilan ortamin 20 g'1, 1 litre distile suda ¢ozilir, pH 7.0-7.2'ye
ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
Bakteriyosin Uretim denemelerinde kullanilmistir.

Tryptose Broth

Triptoz 20,0 g/L
D (+) glukoz 1,09/L
Sodyum klortr 500/L
Thiaminklorid 0,005 g/L

Ticari olarak satilan ortamin, 26 g'1 1 litre distile suda ¢ozulur, pH 7.3-7.5a
ayarlandiktan sonra, 121 °C'de, 1,1 atm basing altinda, 15 dakika otoklavlanir.
Bakteriyosin Uretim denemelerinde kullanilmistir.
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Simmon’s Sitrat Agar

Magnezyum silfat. 5H,O 0,2g/L
Amonyum dihidrojen fosfat 0,2g/L
Disodyum amonyum fosfat 0,8 g/L
Trisodyum sitrat 20g/L
Sodyum klortr 500/L
Bromtimol mavisi 0,08 g/L
Agar 15¢g/L

Ticari olarak satilan ortamin 23,3 g'1, 1 L distile suda ¢ozulur, pH 7.0-7.2'ye
ayarlandiktan sonra, tuplere dagitilir. 121 °C’de, 1,1 aim basing altinda, 15 dakika
otoklavlanir. izolatlarin sitrat testinde kullanlmustr.

MR-VP Broth

Pepton from mest 709
D (+) Glukoz 5049
Fosfat buffer 5009

Ticari olarak satilan ortamin 17 g. 1 1 L distile suda ¢ozlur, tuplere dagitildiktan
sonra otoklavda 1,1 atm basing altinda, 121 °C’de 15 dakika steril edilir. Metil Red
ve Voges-Proskauer testlerinde kullanmlmstir.

L aktoz fermentasyon ortami

Nutrient Broth 100 mL
Laktoz 059
Fenol Red ¢ozeltisi 5mL

0,5 g Laktoz sekeri, 100 mL Nutrient Broth'da ¢ozUlUr, fenol red ¢ozeltisi eklenir.
Icerinde Durham tiipii bulunan tiiplere dagitildiktan sonra, otoklavda 1,1 atm basing
atinda, 121 °C'de 15 dakika steril edilir. Laktoz fermentasyonu denemelerinde
kullanlmgtir (Tamer ve ark., 1984).
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3.1.5. Cozeltiler ve Ayiraglar

Skim milk ¢ozeltis
Skimmed milk 209
Distile su 100 mL

Skim milk, distile suda ¢ozuldiukten sonra, 118 °C'de 10 dakika otoklavlianir.
Izolatlarin -20 ve -80 °C’ de muhafaza edilmesinde kullanilmistr.

Gram'in Kristal viyole boyas

Kristal viyole 209

Alkol (%95'lik) 20 mL
Amonyum oksalat 0,809
Distile su 80 mL

Kristal viyole alkolde; Amonyum oksalat distile suda ¢ozilur ve iki ¢ozelti

karstirilir. Gram boyamada kullaniimigtir (Tamer ve ark., 1984).

Tyot cozeltisi

Tyot 109
Potasyum iodine 209
Distile su 300 mL

Potasyum iodine ve iyot porselen kapta doviilerek karistirilir. Uzerine, distile su
eklenerek, karisitirilir. Gram boyamada kullamilmistir (Tamer ve ark., 1984).

Gram safranin boyas

Safranin 0,259
Etanol (%95’ lik) 10 mL
Distilesu 100 mL

0,25 g safranin, etanolde ¢ozullr, Gzerine distile su eklenir. Filtre kagidindan stiziltr.
Gram boyamada kullanilmistir (Tamer ve ark., 1984).
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Malasit yesili
Malasit yesili 509
Digtile su 100 mL

5 g safranin, distile suda ¢oOzullr. Filtre kagidindan stzdltr. Gram boyamada
kullanlmgtir (Tamer ve ark., 1984).

a-naftol ¢ozeltis

a-naftol 509
Distilesu 100 mL

5 g a-naftol, 100 mL distile suda ¢ozulir. Voges-Proskauer testinde ve nitrat
indirgenmesi testinde ayirag olarak kullanimigtir (Tamer ve ark., 1984).

Sulfanilik asit ¢cozeltis

Sulfanilik asit 8049
Glasiyel asetik asit 294 mL
Distile su 706 mL

294 mL glasiyel asetik asit, 706 mL distile su ile karisitirilir ve tizerine 8 g stlfanilik
asit eklenerek iyice calkalamr. Nitrat indirgenmesi testinde aywrag olarak
kullanmlmstir (Tamer ve ark., 1984).

Metil kirmuzis indikator ¢ozeltis

Metil red 0,1g/L
2095’ lik etanol 250 mL
Distile su 250 mL

Metil red etanolde ¢6zUlUp, Uzerine distile su ilave edilerek karistirilir ve daha sonra
filtre kagidindan sizilurek hazirlamr (Tamer ve ark., 1984). Metil red testinde

kullanilmstur.
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Lizistamponu (pH 8.0)
A. Tris-HCI (50 Mm)

Tris-HCI 0,799
Digtile su 100 mL
B. EDTA (20 mM)

EDTA 0,749
Distile su 100 mL
C. Glukoz ¢ozdltisi

Glukoz 0,999
Distile su 100 mL

Once Tris-HCI sonra EDTA ¢ozllir ve uizerine glukoz ilave edilir. Son hacim 100
mL olacak sekilde distile suda ¢ozilir. 0,1 M NaOH ile pH 8.0'e ayarlanir. DNA
izolasyonunda, bakteri hticrelerini pargalamak amaciyla kullanilmistr.

5X TBE Tamponu

Tris-baz 54 g/L
Borik asit 27,59/L
EDTA.2H,0 3,72 g/L

Tampon icerigindeki maddeler tartildiktan sonra, distile su ile hacim 1 litreye
tamamlanir, pH 8.13-8.30'a ayarlamr. 5 kat seyreltilerek agaroz jelin
hazirlanmasinda ve elektroforezde tampon ¢ozelti olarak kullanmlmustir.

Agarozjel (%1)

Agaroz 19

1X TE tamponu 100 mL
EtBr ¢ozeltisi (10 mg/mL) 1puL



1 g agaroz 100 mL 1X TE tamponunda ¢gozulmesi igin mikrodalga firinda kaynatilir.
50-60 C'ye kadar sogutulduktan sonra, igerisine 1 pL EtBr eklenir, jel tablasina
dokultr. Genomik DNA’ nin gorinitlenmesinde kullamlmustir.

Coomassie Brillant Blue G250 ¢ozeltis

Coomassie Brillant Blue G250 100 mg
% 95'lik etil alkol 50 mL
%85’ lik fosforik asit 100 mL

100 mg Coomassie Brillant Blue G250 50 mL % 95’ lik etil alkolde ¢ozullr. Cozelti
daha sonra 100 mL % 85’ lik fosforik asitle karistirilir ve hacmi distilesuile1L’ ye
tamamlanir. Boya ¢ozeltisi daha sonra filtre kagidindan stiziltr. Protein tayininde

kullanilmstur.

Protein standartlarimin hazir lanisi

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanidlmstir. BSA'min 1
mg/mL’ lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler bu stoktan 5-200 pug/mL
olacak sekilde ultrasaf su ile seyreltilerek hazirlanmustir.

Trisin SDS-PAGE ayirma jeli akrilamidi (1X ¢apraz baglayici)
Akrilamid 489
N,N’-metilen-bis-akrilamid 159

Akrilamid az miktar distile suda ¢ozulir. Akrilamid tamamen ¢ozildikten sonra,
bisakrilamid eklenir, ¢cozilmesi saglanir ve son hacim 100 mL’ye tamamlanir.
Cozelti filtre kagidindan suzullir. Trisin SDS-PAGE yonteminde ayirma jelinin
hazirlanmasinda kullanilir.

Trisin SDS-PAGE Yogunlastirma jei akrilamidi
Akrilamid 309
N,N’-metilen-bis-akrilamid 089

Akrilamid az miktar distile suda ¢ozulir. Akrilamid tamamen ¢ozildikten sonra,
bisakrilamid eklenir, ¢cozilmesi saglanir ve son hacim 100 mL’ye tamamlanir.
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Cozelti filtre kagidindan suzuldr. Trisin SDS-PAGE yonteminde yogunlastirma

jelinin hazirlanmasinda kullanilir.

Trisin SDS-PAGE Ayirma jeli tamponu
Tris-baz 18,179
SDS 0,159

25 mL distile su igerisinde 18,17 g Tris baz ¢ozulir ve 3 M’ ik ¢ozelti hazirlanmis
olur. Cozeltinin icerisinde son hacim %0.3 olacak sekilde SDS ¢oztilir. Distilesu ile
son hacim 50 mL’ye tamamlanir ve HCI ile pH 8.9'a ayarlanir. Trisin SDS-PAGE

elektroforezinde ayirma jelinin hazirlanmasinda kullani mistir.

Trisn SDS-PAGE Ayirma jeli igerigi

Distile su 1,675 mL
Ayirma jeli tamponu 2,5mL
Ayirma jeli akrilamidi (1X) 2,5mL
Gliserol 0,8 mL
TEMED 25uL
Amonyum per sillfat (%10) 25 L

Tablodaki cozeltiler sirayla eklenerek Falcon tupte karistirilir. En son TEMED ve
amonyum per sulfat eklenir. Trisin SDS-PAGE elektroforezinde (alt jel) ayirma jeli
olarak kullanilmustir.

Trisin SDS-PAGE Yogunlastirma jeli tamponu (1M TrisHCI)
Tris-HCI 7,889
Distile su 50 mL

50 mL distile su icerinde 7,88 g Tris-HCI ¢ozilir. HCl ile pH 6.8 e ayarlanr.
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Trisin SDS-PAGE Yogunlastirma j€li igerigi

Distile su 2,575 mL
Y ogunlastirma jeli tamponu 0,475 mL
Yogunlastirmajeli akrilamidi 0,625 mL
EDTA ¢ozeltisi (0.2 M) 37,5 puL
TEMED 1,88 pL
Amonyum per sillfat (%10) 37,5 uL

Tablodaki cozeltiler sirayla eklenerek Falcon tupte karistirilir. En son TEMED ve
amonyum per dsilfat eklenir. Trisin  SDS-PAGE elektroforezinde (Ust jel)
yogunlastirma jeli olarak kullanilmustir.

Trisin SDS-PAGE Katod tamponu (10X stok ¢ozelti)

Trisbaz 6,06 g
Trisin 8,96 g
SDS 059

20 mL distile su icerisinde Tris baz tamamen ¢ozlir. igerisine trisin eklenir. 0,5 ¢
SDS eklendikten sonra son hacim 50 mL’ye tamamlanir. COzelti hazirlandiktan
sonra, pH’st 8.25 civarinda olmalidir. Kullamlmadan 6nce 10 kat seyreltilmistir.
Trisin SDS-PAGE elektroforezinde yuritme tamponu olarak kullanilmistir.

Trisin SDS-PAGE Anod tamponu (10X stok ¢ozelti)

Trisbaz 12,119
Distilesu 50 mL

12,11 g Tris baz distile suda ¢ozulur, son hacim 50 mL’ye tamamlanir. HCl ile pH’si
8.9a ayarlanr. Kullamlmadan o©nce 10 kat seyreltilir. Trisin SDS-PAGE
elektroforezinde yuritme tamponu olarak kullanilmistir.
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% 5'lik gluteraldehit cozeltis

Gluteraldehit (%25) 20 mL

Distile su 80 mL

%25 *lik gluteraldehit ¢ozeltisinden 20 mL alinir, ve hacim 100 mL’ye tamamlanir.
Her seferinde taze olarak hazirlanir. Trisin SDS-PAGE elektroforezinde, jeldeki
molekul agirlig: dusik peptidlerin fikse edilmesi igin kullanilmistur.

% 0,025 Coomasie brilliant blue ¢ozeltis

Coomasie Brilliant blue 0,025¢g

Asetik asit (%10) 100 mL

0,025 g Coomasie Blue boyasi, 100 mL, %10’ luk asetik asitte ¢ozulur. Trisin SDS-
PAGE elektroforezinde jellerdeki protein bantlarint boyama amaciyla kullamilmstir.

Trisin SDS-PAGE Boya giderme (destaining) ¢ozeltis

Asetik asit 100 mL
Distilesu 900 mL

%10’ luk asetik asit ¢ozeltisi, Trisin SDS-PAGE elektroforezinden sonra, jellerdeki
boyanin giderilmesi i¢in kullamlmustir.

Ornek yukleme tamponu

0.6 M Tris-HCI (pH 6.8) 5.0mL
SDS 059
Sikroz 509
B-merkaptoetanol 0.25 mL
Bromfenol blue (%0.5) 5.0mL

Son hacim 50 mL’ye tamamlanir. Trisin SDS-PAGE elektroforezlerinde 6rnek

tamponu olarak kullanilmustir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Termofilik bakterilerin izolasyonu

Farkli istasyonlardan alinan termal su, camur, birikinti ve toprak oOrnekleri
laboratuvara getirildikten sonra zenginlestirme amaciyla sivi Thermus ortamlarina
inokule edilmistir. Su 6rneklerinden 5 mL alinarak, 250 mL’ lik erlenlerde bulunan
steril 45 mL Thermus ortamlaring; toprak, camur ve birikinti 6rneklerinden ise steril
gpattl ile almnarak aym sekilde hazirlanmis sivi Thermus ortamlarina ekim
yapilmistir. Inokule edilen erlenler etiivde (Selecta, Spain) termofilik bakterilerin
secimi igin 65°C de 48 saat inklbe edilmistir. 48 saat inkUbasyondan sonra
erlenlerde gelisen kltirlerden steril distile suda 10%e kadar seyreltmeler
hazirlanarak bu seyreltmelerden 1 mL alinmis ve 45°C’ye kadar sogutulmus Caso
Agar ile karstirilarak dokme plaka yontemi ile ekim yapilmistir. Petriler 65°C de 24
saat inklbe edildikten sonra Caso Agar ortaminda gelisen karigik kdlttrlerden, her
seferinde Ozeyi yakarak izolatlarin saf kadlttrleri elde edilmistir. Bu amacla
kolonilerden en az iki kez saflagtirma yapil mistir.

3.2.2. Izolatlarin antibakteriyal aktivite taramasi

Izolatlarin antimikrobiyal madde Uretimi arastirilirken indikatér mikroorganizma
olarak Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22 susu kullamlmstir. On tarama
amaciyla Martirani ve ark (2002), tarafindan kullanilan metot kismen modifiye
edilmistir. Caso Agar plaklarina steril kirdanla izolatlarin  skim  milkdeki
kiltdrlerinden cizgi ekimler yapilarak plaklar, 65 °C' de 24 saat inklbe edilmistir.
Ertesi gun plaklar, UV cihazi (UVP-UVGL-58) kullanilarak 15 dakika 254 nm UV’
ye maruz birakilmistir. UV uygulanan plaklarin Gzerine 45 °C’ye kadar sogutulmus
ve igerisine indikator sus eklenmis soft Caso Agar dokilmiistir. Indikator susun
yogunlugu 0.5 MacFarland standardina (10° cfu/mL) gore ayarlanarak bu
stispansiyondan soft agara 100 pL eklenmistir. Plaklar G. stearothermophilus DSMZ
22 susu icin 55 °C de, yaklasik 18 saat inktibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra, izolatlarin petrideki kiltirleri etrafinda olusan zonlara gore

degerlendirme yapilmistir. Gucglt antimikrobiyal aktivite, +++; orta derecede
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antimikrobiyal aktivite ++, zayif antimikrobiyal aktivite + olarak degerlendirilmistir.
Sonucta termofilik izolatlardan 18 tanesinin G. stearothermophilus DSMZ 22 susuna
kars1 guclt antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. 18 izolat, farkl: indikator
bakterilere kars1 tekrar denenerek sonucta antibakteriyal aktivite spektrumu en genis
olan HBB-218 ve HBB-247 kodlu suslar secilmistir.

3.2.3. Izolatlarin antibakteriyal etki spektrumlarimn kuyucuk

yontemiyle belirlenmesi

Antibakteriyal aktivite agisindan yapilan 6n taramalar sonucu secilen HBB-218 ve
HBB-247 kodlu izolatlar BHI Broth ortaminda gelistirilerek, 24, 48, 72 ve 96. saat
sonunda kultdr sivilart 8000 g de 10 dakika (+4 °C) santriftjlenmistir (Hettich
Universal 32 R, Germany). Santrifijden sonra, kiltlr slpernatantlart steril
siringalarla gekilerek 0.45 pum por c¢apl, steril membran filtreden (Sartorius)
stiztlmuis ve stizinttler (CFS, cell-free supernatant) steril tiplere toplanmustir.

Antibakteriyal aktivite denemelerinde 46 farkli indikator sus kullamlmustir.
Bakterilerin agar ortamindaki 24 saatlik kdiltUrlerinden, steril distile suda 0.5
MacFarland  bulanikkhigina  esdeger  slispansiyonlar  hazirlanmistir.  Bu
sispansiyonlardan 350 pL alinarak, 45 °C'ye sogutulmus 35 mL bakterinin
gelistirildigi  besiortamlarina eklenerek steril petrilere dokulmuistar. Ortamlar
katilastiktan sonra, 6 mm ¢apli steril agar delici ile besiortamlarinda kuyucuklar
acilmistir. Hazirlanan kuyucuklara, CFS'lerden 50 pL konularak petriler +4 °C’'de 2
saat bekletildikten sonra, plaklar suslarin gelisebildigi sicaklik derecelerinde inkiibe
edilmistir. Ertes giin olusan zonlarin ¢aplar1 6lgilmistr.

3.2.4. izolatlarin tanmilanmasi

3.2.4.1. Kulturel ozellikler

Izolatlarin sivi ve kat1 besiyerindeki gelisimlerini incelemek amaciyla, bakteriler BHI
Broth ve BHI Agar ortamlarina ekilmistir. 65 °C’de, 24 saat inkibasyon sonucunda,
kat1 besiyerindeki kolonilerin, sekli, pigmentasyonlari, biydkltkleri, sivi besiyerinde
ise sedimentasyon ve bulaniklik gibi 6zellikleri incelenmistir.
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3.2.4.2Morfolojik ozellikler

Gram boyama

Izolatlarin, hiicre duvari yapilarimin belirlenmesi  amaciyla, Gram boyama
yapilmistir. Bunun igin, Caso agardaki, geng (24 saatlikten az) kdltirlerden lam
Uzerinde, distile su ile yayilarak, preparat hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar,
havada kurutularak, ateste fikse edildikten sonra, Gram'in kristal viyole boyasi ile 1
dakika boyanmisg ve distile su ile yikanmistir. Havada kurutulduktan sonra, iyot
cozeltisi ile 1 dakika muamele edilen preparatlar, distile su ile yikamp, tekrar havada
kurutulmustur. Daha sonra alkol ile renk giderilmis ve preparatlar en son Gram'in
safranin boyasi ile 30 saniye boyanmistir. Distile su ile yikandiktan sonra havada
kurutulan preparatlar  mikroskopta (Olympus Cover-015, Japan), 100x’lik
immersiyon objektifinde incelenmistir (Salle, 1967).

Endospor Boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadiklarin ve endosporlarin hiicre igerisindeki
pozisyonunu belirlemek amaciyla, Caso agarda gelistirilen kdlttrler kullamlmstir.
Kolonilerden Oze ile alinarak, lam Uzerindeki suda yayildiktan ve acik havada
kurutulduktan sonra, alevden gegirilerek tespit edilmistir. Daha sonra, sicak su buhari
Uzerine alinan lam Uzerine malasit yesili ilave edilip, 5 dakika beklenmis ve distile su
ile tekrar yikanmistir. Preparatlara safranin boyas: ilave edilerek 30- 60 saniye
beklenmis ve sonra distile su ile yikanmustir. Acik havada kurutulan preparatlar,
mikroskop altinda 100x’lik immersiyon objektifinde incelenmistir. Pembe olarak
boyanan kisimlar hiicrenin vejetatif kismu, yesil renkli gortinenler ise endosporlardir
(Tamer ve ark., 1984).

3.2.4.3. Biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler

Biyokimyasal testlerin tim iki tekrarli yapilmig ve ekim yapilmamus tipler negatif
kontrol, G. stearothermophilus DSMZ 22 bakterisi ise sahit sus olarak kullamlmustir.
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K atalaz testi

Izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek amaciyla izolatlar
Triptoz Fosfat Agar besiyerine ekilmistir. 65 °C’'de 24 saat inklbasyondan sonra,
petrilerde gelisen kolonilerin  Uzerine, %3'lUk H,O, ¢Ozeltisi damlatil mistir.
Kolonilerin etrafinda gaz kabarciklarimin olusumu katalaz testi agisindan pozitif
sonuc olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1984).

Nitrat rediksiyon testi

Izolatlarin nitrat: indirgeme 6zelliklerini belirlemek amaciyla 24 saatlik kiltirlerden
Nitrat Broth'lara, 6ze ile inokulasyon yapilmistir. Tupler 65 °C'de inkibe edilerek
ikinci ginden itibaren temiz test tUplerine steril pipetler ile kidltirlerden 1 mL
aktarilmigtir. Tuplere 3 damla sulfanilik asit ¢ozeltisi ve 2 damla a-naftol ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Pembemsi renk olusumu, nitritler agisindan pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1984).

Metil Red testi

Izolatlarin metil red testi, MR-VP broth ortaminda yapilmistir. MR-VP Broth'a
inokule edilen kiiltirler, 24 saat 65 °C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda,
kaltdran bir kism temiz bir tipe alinarak kiltirlere Metil red ayiract damlatilmistir.
Kirmizi renk olusumu test agisindan pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer
ve ark., 1984).

Voges-Proskauer testi

Bu test icin, hazirlanan MR-V P brothlara, izolatlarin 24 saatlik kilttrlerinden ekim
yapilarak, tlpler 65 C'de 24 saat inkiibe edilmistir. inkilbasyondan sonra, kilturlerin
bir kismi temiz tlplere aktarilarak, 6nce 0.5 ml a-naftol ¢ozeltisinden, daha sonraise
0.5 ml % 40 ik KOH c¢ozeltisinden eklenmistir. Tupler calkalandiktan sonra 5- 10
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dakika beklenmistir. Kirmizi renge dogru bir pembelesme, test icin pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1984).

L aktoz fer mentasyonu

Izolatlarin laktoz sekerini fermente edebilme ozelliklerini test etmek amaciyla,
laktozlu Nutrient broth kullamlmis ve besiyerlerine durham tipl konulmustur.
[zolatlarin 24 saatlik kltiirlerinden, besiortamlarina 6ze ile ekim yapildiktan sonra
tipler 65 °C'de 24-48 saat inkibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda besiyerinin
renginin kirmizidan sariya donismesi, laktozdan asit olusumu igin; durham tuplinde
hava kabarcigimn gortlmesi ise gaz olusumu agisindan pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1984).

Sitrat testi

Izolatlarin sitrat1 karbon kaynag: olarak kullamip kullanmadiklarinin belirlenmesi
amaciyla yatik olarak hazirlanan Simmon Sitrat Agar’li tUplere, 24 saatlik
kilturlerden igne Oze ile ekim yapilmistir. 24- 48 saat boyunca 65 °C’ de
inkubasyondan sonra besiyerinin renginin yesilden maviye donmesi test icin pozitif

sonuc olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1984).

Sitokrom oksidaz testi

Izolatlarin sitokrom oksidaz enzim sistemlerini test etmek amaciyla, API oxidase
ayraci (Ref. No 55 635) kullamlmustir. izolatlarin, Caso agar petrilerindeki 24
saatlik kalturlerinden plastik 6ze ile bir miktar alinarak, bu ¢dzeltinin emdirildigi
filtre kagitlarina yayilmistir. 10- 30 saniye igindeki koyu mor renk olusumu deney

icin pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1984).
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API 50 CH Kkitinin kullanimi

Izolatlarin karbohidrat fermentasyon Gzelliklerini belirlemek amaciyla AP 50 CH
(BioMerieux, FRANCE) kiti kullamlmistir. API 50 CH identifikasyon kiti ile
calisilirken, denemeler Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Izolatlar Caso agar petrilerine ekilmis ve 65 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi
gun saf kdltdr oldugu dogrulanan petrilerden swable tim koloniler toplanarak 1 mL
steril tuzlu suda yogun bir stispansiyon hazirlanmistir. Bu siispansiyondan 5 mL’lik
API NaCl %0.85 ¢ozeltisine, bulamklik 2 MacFarlanda esit olana kadar damlatilmis
ve damla sayisi kaydedilmistir (n). Daha sonra her bir izolat icin bir API 50 CHB/E
ortamm acilarak bu ortama O©Onceden hazirlanan slspansiyondan 2n  kadar

damlatilmustir.

API 50 CH dtripleri traylere yerlestirildikten sonra, 6nceden inokule edilmis API 50
CHBJ/E ortamindan striplerdeki kuyucuklara eklenmistir. izolatlar termofilik oldugu
icin stripler 55 °C'de inkube edilmistir. Stripler 3, 6 ve 24. saatlerde kontrol
edilmistir. Tuplerdeki rengin kirmizidan sariya donmesi karbohidratlar igin pozitif

sonuctur. Eskulin testi icin siyah renge donlUsim pozitif sonugtur.

izolatlarin bilytyebildigi pH arahgmn belirlenmesi

[zolatlarin gelisebildigi pH araliklar: bakteriyosin tretimi icin yapilan optimizasyon
denemelerinde saptanmistir. BHI broth ortaminda, pH, 1 M HCI veya 1 M NaOH ile
65 °C'de, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, ve 8.5 a ayarlanmustir. 72.saat sonunda alinan
orneklerden spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 600 nm.’deki absorbans
degerleri Olgtilmus ve gelisimin oldugu pH araliklar: belirlenmistir.

izolatlarin biyuyebildigi sicaklik arahginin belirlenmes

Izolatlarin  gelisebildigi  sicaklik araliklar: bakteriyosin  Uretimi  icin  yapilan
optimizasyon denemelerinde saptanmistir. BHI broth ortaminda, 40, 45, 50, 55, 60,
65 ve 70 °C'de (pH 6.0) gelistirilen kilturlerden 72. saat sonunda alinan érneklerden



600 nm.’deki absorbans degerleri dlciimis ve gelisimin oldugu sicaklik araligi

belirlenmistir.

izolatlarin bilyiiyebildigi NaCl arahginin belirlenmesi

Izolatlarin bilylyebildigi NaCl araliginin belirlenmesi icgin, %1, %3, %5 ve %7
oraninda NaCl iceren BHI ortamlarina, izolatlarin gecelik kulttrlerinden ekim
yapilmistir. 65 °C'de gelistirilen kultirlerde bulanikligin gdzlendigi tlpler, gelisim
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.4.4. HBB-218 ve HBB-247 izolatlarimin 16SrRNA analiz ile tamlanmas

izolatlardan genomik DNA izolasyonu

HBB-218 ve HBB-247 izolatlarimn genomik DNA’lar1 Ronimus et al (1997)' nin
fenol-kloroform yontemi (modifiye edilerek) ile izole edilmistir.

Fenol-kloroform yonteminde, oncelikle izolatlarin, Caso agar ortaminda gecelik
kulturleri hazirlanmistir. Ertesi giin bu kultirden tek koloni alinarak, sivi ortama
ekim yapilmis ve kiltirler 24 saat boyunca 65 °C de gelistirilmistir. Bu sivi
kulturlerden, eppendorf tiplerine 1 mL aktarilmistir. 4000 x g de 10 dakika (+4 °C)
santrifiijlenen 6rneklerden stipernatant atilmis ve pellet Gzerine 500 pL lizis tamponu
eklenmistir. 13.000 rpm de 5 dakika (+4 °C'de) santrifijlenen 6rneklerden
Slpernatant tekrar atilmis ve tlplerdeki pellet tzerine 75 pL lizozim (20 mg/ml) ve
425 pL lizis tamponu eklenmistir. Tupler alt-Ust edilerek karistirilmis ve 37 °C’de,
30 dakika inkuibe edilmistir. Daha sonra, tuplere 20 uL RNAz A (10 mg/mL) ve 25
pL SDS (%20’ lik) eklenerek 37 °C'de 30 dakika inklibe edilmistir. Daha sonra 6,5
ML Proteinaz K ile muamele edilen 6rnekler, 50 °C’'de 1 saat bekletilmistir. TUplere
(v/v) olacak sekilde fenol: kloroform: izoamil alkol karigimindan eklenmis ve 13 000
rpm’de 5 dakika (+4 °C) santrifujlenmistir. Ustteki berrak faz toplanarak 1/10 (v/v)
oraninda Na-asetat (3 M, pH 5.5) eklenmis ve tUpler alt-tst edilerek karigtirilmustir.
Tekrar esit hacimde (v/v) olacak sekilde isopropanol eklenerek 30 °C’ de 30 dakika
bekletilen tipler 13 000 rpm’'de 20 dakika (+4 °C) santriftijlenmistir. Slpernatant
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atilarak pelletin Gizerine 500 pL etil alkol (%70) eklenmistir. 15 000 rpm’'de 5 dakika
(+4 °C) santriflijjlenen orneklerden stipernatant tekrar atilmis ve tipler 50 °C lik
etivde tutularak akol uzaklastirilmustir. Pellet Uzerine 50 pL steril distile su
eklenmis ve tupler kullamlana kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir. Genomik
DNA'y1 goruntilemek amaciyla Orneklerin % 0.8'lik agarozda elektroforezi
yapilmistir (Thermo EC330). Elektoroforez sonunda, DNA bantlarint goruntilemek
icin (UVP LM-20E) cihazi kullanilmistir.

PCR ve 16SrRNA analiz

HBB-218 ve HBB-247 suslarimn genomik DNA'’lar1 izole edildikten sonra 16S
rRNA geni 341F (5'-CCT ACG GGA GGC AGC AG3)-985R (5" GTA AGG TTC
TTCGCG TT 3) ve 20F (5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') ve 1390R
(5- GAC GGG CGG TGT GTA CAA-3) primerleri kullamlarak yaklasik 1300
bp’lik bolge PCR ile ¢cogaltilmistir. PCR reaksiyonu karisimi 100 uL icin Taq buffer
(10X) 10 pL, dNTP (10 mM) 2 uL, MgCl, (25 mM) 8 pL, Primer (100 mM) 0,4
pL, Taq polimeraz 0,6 uL, seril distile su 79 uL olacak sekilde hazirlanmustir.

PCR tuplerine karisimdan 30 pL dagitilmis ve 2 pbL DNA eklenmistir. Tam
amplifikasyon kosullar1 94 °C’'de 5 dakikalik 6n denaturasyon, 94 °C’de 30 sn
denaturasyon, 50 °C’de 30 sn baglanma ve 72 °C'de 10 sn uzamadan olusan 35
siklusluk amplifikasyon ve 72 °C'de 15 dakikalik final uzamadan olusacak sekilde
programlanmistir (Techne TC-3000).

TUm sekans islemlerinde sekanslanacak genler standart protokollere gore
saflastirilarak, Macrogen (Kore)'de, (ABI 3730 XL) sekans cihazinda dizi analizi

yaptirilmigtir. Sekanslar gen bankast (www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan

Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) programi kullanilarak karsilastirilmis ve
homolojiler belirlenmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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3.3 Bakteriyosinlerin Karakterizasyonlari

3.3.1. Bakteriyosin aktiviteleri Gizerine sicakhgin etkisi

Bakteriyosin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisini denemek amaciyla HBB-218 ve
HBB-247 susundan elde edilen CFS'ler 30, 45, 60 ve 95 °C’de 30 dakika ve 2 saat
inktibe edilmis ve 121 °C’de 20 dakika otoklavlanmistir (Powell J.E., 2007). Ayrica
+ 4 °C'de 1 ay sireyle saklanan CFS'lerin de aktivitesi arastirilmistir. Oda
sicakligina gelmesi beklendikten sonra kiltlr slpernatantlari G. stearothermophilus
DSMZ 22 susuna karsi kuyucuk yontemiyle denenmistir. Islem gormemis kultir
sipernatant: kontrol olarak kullamlmustir. Indikator bakterinin bulundugu plaklar 55
°C'de 24 saat inkube edildikten sonra zon caplart Olgllerek  aktivite
degerlendirilmistir.  Tum denemeler iki tekrarli yapilmustir. Aym islemler

saflastirilmis bakteriyosin icin de tekrarlanmustir.
3.3.2. Bakteriyosin aktiviteleri Gizerine enzimlerin etkisi

Bakteriyosin aktivites Uzerine gesitli enzimlerin etkisini denemek amaciyla
izolatlardan elde edilen CFS'ler kullamimustir. CFS'ler proteinaz K, papain, Pronaz
E, lipaz, p-glukoronidaz, a-amilaz, laktaz ve Ribonukleaz A enzimleriyle final
konsantrasyonlar1 1 mg/ mL ve 10 mg/mL olacak sekilde, karistirilmis ve 37 °C de, 1
saat ve 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, enzim aktivitesini durdurmak
icin HBB-218 ‘den elde edilen CFS, su banyosunda (Memmert/P Selecta, Germany)
95-97 °C de 5 dakika tutulmustur. HBB-247'den elde edilen CFS igin 1sil igslem
uygulanmamistir. Karisimlar, G. stearothermophilus DSMZ 22 bakterisine karsi
kuyucuk yontemiyle test edilmistir (Riosen, 2005). 1 saat ve 24 saat 37 °C de
inktibasyondan sonra enzimle muamele edilmis CFS, kontrol gruplariyla (tek basina
enzimler, enzimlerin hazirlandigi tampon ve enzimlerle muamele edilmemis CFS)
karsilastirilmis ve zon caplarina bakilarak aktivite degerlendirilmistir. Tum
denemeler iki tekrarli yapilmustir. Ayni islemler saflastirilmis bakteriyosin igin de
tekrarlanmustir.
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3.3.3. Bakteriyosin aktiviteleri Gizerine pH' min etkisi

Aktivite Uzerine pH'min etkisini arastirmak icin, kdlttr sipernatantlarimn pH’lart
steril 1 M NaOH ya da steril 1 M HCI ile 3-11 arasinda ayarlanmistir. pH’lart
ayarlanan CFS'lerin bir seti +4 °C'de, bir seti ise 65 °C'de 24 saat inklibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, kiiltir sipernatantlarinin pH’lar1 tekrar 7'ye ayarlandiktan
sonra kuyucuk yontemiyle G.stearothermophilus DSMZ 22 susuna karsi
denenmistir. pH’ st 3-11 arasinda ayarlanmis Triptik Soy Broth ortamlar: da pH’lar1
7' ye ayarlandiktan sonra negatif kontrol olarak kullanilmistir. TUm denemeler iki
tekrarli yapilmistir (Deraz, et al., 2005). Ayni islemler saflastirilmig bakteriyosinicin
de tekrarlanmustir.

3.3.4. Bakteriyosin aktiviteleri Gizerine or ganik ¢ozicilerin ve

deterjanlarin etkisi

Cssitli organik ¢ozicllerin (Bizani ve Brandelli, 2002) ve deterjanlarin (Todorov ve
Dicks, 2005) bakteriyosin aktivitesi Uzerine etkileri arastirilmigtir. Organik
¢Ozuculerden aseton, kloroform, DMSO, etanol, metanol ve ksilol’tin steril distile
suda % 20'lik, TCA (Trikolorasetik asit) ‘min ise 200 mg/mL’lik stok ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Deterjanlardan Tween 20, Tween 80, Triton-X 100 ve Ureden 2
mg/mL, EDTA’dan ise 20 mM’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu stok gozeltiler,
HBB-218 ve HBB-247' nin kultir stpernatantlar: ile final konsantrasyon deterjanlar
icin 1 mg/mL, organik ¢Ozuculer icin ise %10 olacak sekilde karistirilmis ve 30 °C
de 1 saat inkbe edilmistir. TCA min final konsantrasyonu 100 mg/mL olacak sekilde
CFS ile karistirilmis ve inkiibasyondan sonra 10 000 x g'de 5 dakika santrifujlenerek,
pH'st 7 ‘ye ayarlanmistir. EDTA, 0.1, 2.0 ve 5.0 mM final konsantrasyonlarinda
kullamlmigtir.  Karisimlar  inkllbasyondan sonra, kuyucuk yontemiyle G.
stearothermophilus DSMZ 22 susuna kars1 denenmistir. Pozitif kontrol olarak islem
gormemis CFS (steril distile su ile seyreltilmis), negatif kontrol olarak ise organik
¢Ozuculerin ve deterjanlarin steril distile suda hazirlanmis stok ¢ozeltileri aym final
konsantrasyonda olacak sekilde eklenip denenmistir. TUm denemeler iki tekrarli
yapilmustir. Ayni islemler saflastirilmig bakteriyosin igin de tekrarlanmustir.
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3.4 Bakteriyosin Uretimi ve Gelisim Uzerine Ortam Kosullarinn
Etkileri

3.4.1 Bakteriyosin aktivitesinin hesaplanmasi

Bakteriyosin aktivitesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi icin CFS lerden ardisik
dilisyonlar hazirlanmistir. Bu amacla, kullamilan ortamlardan steril eppendorflara
100 pl dagitilmis ve CFS'lerden 100 pL alinarak 2'ser kat olacak sekilde
(0,2,4,8,16,32,64,128) seyreltmeler yapilmistir. Bu dilisyonlardan 50 pl alinarak
icerisinde indikator bakteri G. stearothermophilus DSMZ 22 bulunan Nutrient Agar
plaklarindaki kuyucuklara eklenmistir. inkilbasyondan sonra zon goriilen en son
seyreltme baz alinarak hesaplama yapil mistir.

Aktivite Hesaplanmasinda AU/mL= d x (1000 / 50) ( d=En son zon gorilen

seyreltme) formuld kulland mustir.

3.4.2. Farkhh besiortamlarinda gelisim ve bakteriyosin dretiminin

belirlenmes

Farkli besiortamlarinda aktivitenin degerlendirilmesi igin, izolatlar ticari olarak
satilan cesitli sivi besiyerlerine ekilmis ve 24 saat araiklarla G¢ gun boyunca
absorbans Olgulerek, aym anda aktivite tayini yapilmistir. Caso (Triptik Soy) Broth,
Brain Heart infusion Broth, Nutrient Broth, Tryptose Broth, Luria-Bertani Broth
ortamlarina inokulum miktart % 2 olacak sekilde izolatlarin gecelik kulttrlerinden
ekim yapilmis ve erlenler 65 °C'de 3 guin boyunca inktibe edilmistir. 24 sagtte bir
alinan orneklerden 600 nm de absorbans dlgilmus, kuru agirlik tayini yapilmis ve
kuyucuk yontemiyle aktivite belirlenmistir. Tim denemeler 3 tekrarli yapilmistir.

3.4.3. izolatlarin buyiime egrilerinin ckariimas: ve bakteriyosin

uretim evrelerinin belirlenmesi

Izolatlarin blyiume egrilerini ve bakteriyosin dretim evrelerini belirlemek amaciyla
izolatlarin BHI broth ortamindaki 24 saatlik kilturlerinden, 600 nm’'de absorbans
O.D. 0.1 olacak sekilde ayarlanmis ve erlenlere %2 oraninda ekim yapilmistir. 65

°C’'de inkiibe edilen erlenlerden belirli araliklarla 6rnek alinmis ve 6rneklerden
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absorbans olguilerek bakteriyosin aktivitesi tayin edilmistir. izolatlardaki bakteriyosin
Uretiminin gelisimin hangi evresinde basladigi ve maksimum aktiviteye hangi saatte
ulastig1 belirlenmistir.

34.4. Farkh pH’'larda gelisim ve bakteriyosin dretiminin

belirlenmes

Izolatlarin farkl pH’lardaki gelisimini izliemek ve bakteriyosin aktivitesinin en iyi
hangi pH’da gergeklestigini belirlemek amaciyla, pH’'lart 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0
ve 8.5a ayarlanmis BHI broth ortamlarn kullamlmstir. izolatlarin  gecelik
kultdrlerinden erlenlere % 2 oraninda ekim yapildiktan sonra, 65 °C’ de inklibe edilen
erlenlerden HBB-218 susu icin 72., HBB-247 susu icin ise 24. saatte, trnekler
alinmig ve son pH, absorbans, kuru agirlik ve aktivite degerleri 6lclilmistir. Tam
denemeler 2 tekrarlt yapilmistir.

3.45. Farkh sicakhklarda gelisim ve bakteriyosin dretiminin

belirlenmes

Farkl1 sicaklik derecelerinde blytime ve bakteriyosin aktivitesinin belirlenmesi icin,
BHI broth ortamlar: kullamlmustir. Ortamlar otoklavlanmadan 6nce, pH’lari 1 M HCI
ile (denenecek sicakliklarda) HBB-218 susu icin 6.0, HBB-247 icin ise 6.5 olacak
sekilde ayarlanmistir. Besiortamlarina, izolatlarin gecelik kultirlerinden % 2
oraninda ekim yapilmustir. Erlenler 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 75 °C'de inkibe
edilmistir. HBB-218 susu igin 72., HBB-247 susu icin ise 24. saatte, ornekler
alinarak, son pH, absorbans, kuru agirlik ve aktivite degerleri 6lculmuistir. Tam
denemeler 2 tekrarlt yapilmistir.

3.4.6. Farkh azot kaynaklarinda gelisim ve bakteriyosin dretiminin

belirlenmes

Farkli azot kaynaklarinda gelisim ve aktiviteyi belirlemek amaciyla BHI broth
ortamindaki % 2.75'lik azot kaynag: (kalp-beyin ekstresi ve proteaz pepton), aym
oranda diger azot kaynaklar: ile degistirilmistir. Azot kaynaklar: olarak, maya 6zUtu
(yeast extract), et 6zUtl (meat extract), kazein pepton, soya pepton, amonyum siilfat,
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amonyum nitrat ve Ure denenmistir. Azot kaynaklarina ek olarak ortamlara BHI
brothda bulunan oranda glukoz (20 g/L), NaCl (5 g/L), Di-sodyum fosfat (2,5 g/L)
eklenmistir. Ortamlarin pH’si, (60 °C'de) HBB-218 igin 6.0'ya, HBB-247 igin ise
6.5e ayarlanmis ve izolatlarin 24 saatlik kultdrlerinden %2 oramnda ekim
yapilmistir. HBB-218 susu icin 72., HBB-247 susu icin ise 24. sagtte, Ornekler
alinarak son pH, absorbans, kuru agirlik ve aktivite degerleri 6lgUlmustir. Tam
denemeler 2 tekrarlt yapilmistir.

En iyi azot kaynag: olarak her iki sus icin de soya peptonun secilmesinden sonra,
farkli soya pepton oranlari denenmistir. Bu amagla, temel ortamlara %1, %2, %2,75,
%3 ve %4 oranminda soya pepton eklenmistir. Ortamlarin pH’ s, (60 °C’'de) HBB-218
icin 6.0'ya, HBB-247 icin ise 6.5 e ayarlanmis ve izolatlarin 24 saatlik kilttrlerinden
%2 oramnda ekim yapilmistir. HBB-218 susu igin 72., HBB-247 susu igin ise 24.
sactte, oOrnekler alinarak, son pH, absorbans, kuru agirlik ve aktivite degerleri
Olcllmustir. TUm denemeler 2 tekrarli yapilmstur.

3.4.7. Farkh seker kaynaklarinda gelisim ve bakteriyosin dretiminin

belirlenmes

Farkli sekerlerin gelisim ve aktivite Uzerine etkisini denemek amaciyla, glikoz,
maltoz, siikroz, galaktoz, fruktoz ve laktoz sekerleri kullanilmistir. Azot kaynagi
olarak %3 soya pepton iceren temel ortamlara % 0.2 oraminda farkli sekerler
eklenmistir. Ortamlarin pH’si, (60 °C'de) HBB-218 igin 6.0'ya, HBB-247 igin ise
6.5 e ayarlanarak izolatlarin 24 saatlik kulttrlerinden %2 oraninda ekim yapil mustir.
HBB-218 susu icin 72., HBB-247 susu ic¢in ise 27. saatte, ornekler alinarak, son pH,
absorbans, kuru agirlik ve aktivite degerleri dlciimustir. Tim denemeler 2 tekrarl

yapilmustir.

En iyi seker kaynagi olarak HBB-218 igin galaktoz, HBB-247 icin ise sikroz
belirlendikten sonra seker oranlart optimize edilmistir. Bu amagla, segilen
sekerlerden temel ortamlara % 0.1, % 0.2, % 0.5, % 1, % 2, % 3 ve % 4 oraninda
eklenmistir. Ortamlarin pH’si, (60 °C'de) HBB-218 igin 6.0'ya, HBB-247 igin ise
6.5e ayarlanmis ve izolatlarin 24 saatlik kultdrlerinden %2 oramnda ekim
yapilmistir. HBB-218 susu igin 72., HBB-247 susu icin ise 24. saatte, 6rnekler alind:
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ve son pH, absorbans, kuru agirlik ve aktivite degerleri 6lculmuistir. TUm denemeler
2 tekrarl yapilmugtir.

3.5. Bakteriyosinlerin Etki Tarzlarimn Belirlenmesi

Bakteriyosinlerin etki tarzinin (bakterisidal/bakteriyostatik) belirlenebilmesi igin
indikator sus olarak G. stearothermophilus DSMZ 22 kullanmlmustir. Indikator susun
gecelik kaltorinden, (2 adet) 400 mL Nutrient Broth ortamina 2'ser mL inokule
edilmistir. Saat bas1 alinan 6rneklerden 600 nm’ de absorbans 6lciilmus ve canli hiicre
sayimi yapil mistr.

55 °C'de, 5 saat inklbe edilen kulturler, 5. saat sonunda 8 erlene (40 ml) olacak
sekilde dagitilmistir. Erlenlere, aktivitesi dnceden belirlenen CFS' lerden 10, 100 ve
1000 pl eklenmistir. HBB-218'elde edilen CFS' nin aktivitesi 6400, HBB-247 igin ise
102 400 AU/mL olarak tayin edilmistir. Kontrol olarak kullamilan erlenlere CFS
eklenmemistir.

Farkli miktarlarda CFS eklenmis erlenlerden ve kontrol grubundan 10. saate kadar ve
24. saatte absorbans 6lgtlmis ve canli hlicre sayimi yapil mistir.

3.6 Bakteriyosinlerin Saflastirilmas:

3.6.1. Izolatlarin gelistirilmesi ve kiiltir sivilarimin toplanmasi

Bakteriyosinlerin saflastirilmast igin, izolatlar optimum biyume kosullarinda
gelistirilmistir. HBB-218, %3 soya pepton ve %0,1 galaktoz iceren toplam 500 mL
ortamda (60 °C, pH 6.0), 72 saat, HBB-247 ise % 3 soya pepton ve %1 fruktoz igeren
toplam 500 mL ortamda (60 °C, pH 6,5) 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda, sivi kdltorler, 8 000 x g'de 10 dakika (+4 °C), santrifljlenerek
stpernatantlar toplanmustir.

3.6.2. Protein tayini

Calisma boyunca protein tayinleri Bradford yontemi kullamlarak yapilmstir.
(Bradford, 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue G250 boyasinin
proteinlere baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Coomassie Brillant Blue
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G250 negatif yukluddr, bu durumda kirmizi renklidir ve 470 nm’'de maksimum
absorbans verir. Boya proteindeki pozitif yuklu gruplara baglandiginda mavi renk
alir ve 595 nm’ de maksimum absorbans verir. Bu yontemde renk olusumu 2 dakika

sonra gerceklesir ve 1 saat stabil kalir.

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanidmstir. BSA'min 1
mg/mL’ lik stok ¢ozeltisi hazirlanarak, standart ¢ozeltiler bu stoktan 5-200 pg/mL
olacak sekilde ultrasaf su ile seyreltilerek hazirlanmustir.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiplere 100" er pL aktarilmis, kore ise 100 L ultra
saf su koyulmustur. Bitin tiplere 5’ er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G250
gOzeltisinden eklenerek karistirilmustir. iki dakika sonra standartlar 595 nm dalga

boyunda kore kars1 okundu ve protein standart grafigi cizildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Protein standart grafigi
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Protein tayini yapilacak ornekler, yukarida belirtildigi sekilde Coomasie Blue ile
karstirildiktan sonra, 2 dakika beklenmis ve 595 nm'de absorbans 6lgilmistr.

Bulunan deger formulde yerine konularak, protein miktart pg/mL cinsinden

hesaplanmustir.



73

3.6.3. Amonyum stilfat ¢oktur mesi ve diyaliz

Suslarin sivi kiiltirlerinden elde edilen hticresiz Uist fazlardaki proteinleri ¢oktirmek
amaciyla amonyum siilfat ¢oktirmesi yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktirmesini
optimize etmek amaciyla %20, %40, %60, %80 oramnda doygun amonyum siilfatla
yarim saat boyunca (+4 °C), manyetik karistiricida (Yellowline, MSH-basic)
muamele edilen 6rnekler 10 000 x g'de (+4 °C) 30 dakika santrifujlenmistir (Sigma
3K30). Olusan pelletler (20 mM, pH 7.0) fosfat tamponunda ¢oztlmsttr. Pelletlerde
ve %80’ lik coktirmeden sonra olusan Ust fazda protein miktarlari belirlenmis ve
antibakteriyal aktivite tayini yapilmistir.

HBB-218 ve HBB-247 suglari icin % 80 doygunlukta amonyum sllfat ¢oktirmesi
yapildiktan sonra pelletler fosfat tamponunda ¢ozilmustir. Cokelti, 1000 Da diyaliz
membran (ZelluTrans-Roth E887.1) kullamlarak, ayn fosfat tamponuna karsi +4
°C'de manyetik karistiricida 24 saat boyunca diyaliz edilmistir. Her seferinde
diyalizatlarin hacmi, aktiviteleri ve protein miktarlar: 6lgilmustir.

Diyalizatlar1 konsantre etmek amaciyla ultrafiltrasyon islemi uygulanmustir.
Ornekleri yogunlastrmak amaciyla, azot gazi ile (3.5 atm) basing altinda, 5 000
MWCO ultrafiltrasyon membram (Sartorius) kullamilmistir. Konsantrasyon islemleri
calkalamal1 inkubatorde yapil mistir.

3.6.4. Jel filtrasyon kromotogr afisi

Jel filtrasyon kromotografisinde kolon dolgu maddesi olarak Sephadex G-50
kullanilmistir. Sephadex G50 1.500-30.000 Da araligindaki proteinleri ayirmak igin
kullanilan bir dolgu malzemesidir. Sephadex G-50 10 mL igin 1 g tartilarak fosfat
tamponu (20 mM, pH 7.0) igerisinde 1 saat kaynar su banyosunda kaynatilmis ve
sonrasinda sogutulmustur (Pharmacia, Fine Chemicals). Daha sonra degaze edilerek,
100 cm (boy) x 1 cm (¢ap) boyutlarindaki kolona karistirilarak dokilmustir. Kolon
tamponla yikamp kararli hale getirildikten ve dolgu maddesi kolona tamamen
yerlestikten sonra, konsantre diyalizatdan 3 mL drnek kolona ytklenmistir ve 0.15 M
NaCl iceren fosfat tamponu kullanilarak akis baslatilmistir. Kolonun 6l hacmi 39
mL olarak o6l¢tlmis ve kolon akis hizi 21 mL/saat olacak sekilde ayarlanmustir.
Kolondan ¢ikan ornekler, fraksiyon kollektort (Spectra/Chrom CF1) kullanilarak,
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25 mL hacminde toplanmis ve bu fraksiyonlardan protein ve aktivite tayini
yapilmistir. Protein tayini igin drneklerin 280 nm’deki absorbanslar1 ol¢ulmustar ve
absorbans veren fraksiyonlar indikator bakteriye karsi denenerek zon caplari
olculmistur. Indikator bakteri kullamilarak yapilan aktivite denemelerinde, aktif
cikan fraksiyonlar toplanarak, bir sonraki saflastirma adiminda kullani mistir.

3.6.5. Iyon degistirici kromotogr afi

Iyon degistirici kromotografi icin, sivi kromotografi kolonu (Sigma, C-3794)
kullanmlmigtir. Calismamizda, yatak hacmi 8 mL olan ve 10 cm (boy) x 1.0 cm (¢ap)
boyutlarindaki kolonda 3 mL anyon degistirici dolgu maddesi DEAE-sepharose
kullanilmugtir. Jel filtrasyonundan ¢ikan aktif fraksiyonlar toplanarak ultrafiltrasyon
ile konsantre edilmis ve kolona yuklenmistir. 1lk etapta, hareketli faz olarak (20 mM,
pH 7.0) fosfat tamponu uygulanmistir. Protein ¢ikisinin kesildigi noktadan itibaren
aym tampon icerisinde hazirlanan 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 09 ve 1 M
NaCl iceren tamponlar kullanilarak tuz gradiyenti olusturulmustur. Kolon akis hizi
ayarlanarak, fraksiyonlar toplanmistir. Bu fraksiyonlardan protein ve aktivite tayini
yapilmistir. Protein tayini igin 6rneklerin 280 nm’'deki absorbanslar: olgulmustar.
280 nm'de absorbans veren fraksiyonlar, indikator bakteriye karsi denenerek, zon
caplart 6lgulmustir.

3.6.6. Trisin-SDS PAGE yontemi ile proteinlerin elektr ofor ezi

Suslarin Urettikleri bakteriyosinlerin molekul agirliklarim belirlemek ve saflastirma
asamalarinda protein bantlarim gorintilemek amaciyla Trisin SDS PAGE
elektroforez yontemi kullamlmistir. Trisin SDS PAGE dusik molekdl agirlikl
proteinleri goruntilemek icin kullamlan bir yontemdir ve 1 kDa-40 kDa araligindaki
proteinlerin gorunttlenmesinde kullanilir. HBB-218 susunun Urettigi bakteriyosinin
molekidl agirlig: distk oldugu icin goruntileme ve jellerde antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemek amaciyla ayirma jelinde %216'lik akrilamid kullamilirken, HBB-247
susunun  Urettigi  bakteriyosinin - molekdl agirligim  belirlemek icin %12,5' luk
akrilamid kullamlmustir.

Trisin-SDS page yontemi igin jel hazirlamirken, yogunlastirma jeli igin %4’ 10k
akrilamid kullanmlmigtir. Cam plaklarin arasina dnce ayirma jeli dokulerek, tzerine
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distile su eklenmis ve yaklasik yarim saat polimerize olmasi igin beklenmistir. Alt jel
polimerize olduktan sonra, distile su filtre kagidi ile gekilmis ve alt jelin Gzerine
yogunlastirma jeli (2 cm) dokulerek, kuyucuklar icin tarak takilmistir (Bio-Rad
miniprotean). Ust jel de polimerize olduktan sonra tarak cikarilarak, plaklar
elektroforez tank: icine yerlestirilmistir. ic hazneye katod tamponu, dis kisma ise,
tankin yarisina kadar anod tamponu doldurulduktan sonra drnekler yogunlastirma
jelindeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ornekler yiiklenmeden 6nce, sample buffer ile
karstirilarak, kaynar su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra (kuyucuk
basinad) 0,1-0,2 mg/mL protein iceren oOrneklerden kuyucuklara yuklenmis ve
elektroforez 100 Voltta yaklasik 3 saat boyunca (+ 4 °C’de) surdurulmuistir (UVP-
PSU 400/600). Daha sonra jeller plaklarin arasindan ¢ikarilarak yaklasik 5-10 dakika
distile suda bekletilmistir. Distile sudan cikarilan Ornekler, 1 saat % 5'lik taze
hazirlanmis gluteraldehit cozeltisinde bekletildikten sonra, jel 3 kez arka arkaya
digtile su ile 5er dakika yikanmustir. Yikama islemi bitince, jel % 0.025'lik
Coomasie blue ¢ozeltisinde 1 saat calkalayicida (New Bruenswick Scientific, Excella
E24) bekletilmistir. Slre sonunda boyay: gidermek icin % 10'luk asetik asit
kullanilmis ve protein bantlar1 goruntilenmistir. Bakteriyosinlerin molekdl agirlig:
hesaplanirken Ultra Dustuk Aralikli Molekiler Agirlik Marker1 (Sigma-M3546)
kullanilmuistir. Marker igeriginde yer alan proteinler, Trioz fosfat izomeraz (26.600
Da), Miyoglobin (17.000 Da), Laktalbumin (14.200 Da), Aprotinin (6.500 Da),
Insiilin Chain B, Oxidize Bovine (3.496), Bradikinin (1.060 Da)’ dur.

Bakteriyosin aktivitesini jel Uzerinde saptamak ve protein bantlarinda karsilik gelen
bant: belirleyebilmek amaciyla, proteinlerin yiklendigi jele, SDS-siz  Ornek
tamponuyla karistirilan 6rneklerden de yuklenmistir. Jelin bir yarisina yukarda
belirtilen sekilde boyama yapilirken, diger kisim direkt BHI agar Uzerine alinmis ve
Uzerine igerisinde indikator bakteri bulunan yumusak agar (%0,7 agar) dokulmustir.
55 °C'de yaklasik 7 saat inkiibasyondan sonra, zon olusan kisimin, jelin tst kismina
uzaklig1 6lculerek, jelin boyanan diger kisminda Rf degerleri 6lgllerek hangi protein
bantina karsilik geldigi belirlenmistir.
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3.6.7. Bakteriyosinlerin molekul agir hklarimn hesaplanmasi

Elektroforez sonucunda, calistigimiz bakteriyosine ait protein bantlar1 belirlendikten
sonra, bakteriyosinlerin molekul agirliklart hesaplanmistir. Bu amagla, elektroforez
sonunda boyamin, marker igerisinde yer alan bantlarin ve bakteriyosinlere ait
bantlarin jelde aldiklar: yol ve alt jelin boyu olgilmistir. Daha sonra dlgllen bu
bantlara ait Rf degerleri asagidaki formule gore hesaplanmustir.

Py OB
R Ty X

Py = Proteinin aldig: yol

Jo = Boyamadan sonra jelin boyu

Ob = Boyamadan 6nce jelin boyu

ly = Boyamadan dnce boyamin aldig1 yol

Rf degerleri hesaplandiktan sonra, standartlarin molekidl agirliklarimn logaritmast
ainmis ve Rf degerine karsi grafiklendirilmistir. Elde edilen standart grafikteki
esitlik baz alinarak, bakteriyosinlerin molekul agirligi hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Termofilik bakterilerin izolasyonu

Calismamizda, Aydin, Muglave Denizli illerinde bulunan sicak su kaynaklari, termal
camur ve birikinti ornekleri ve toprak orneklerinden toplam 208 adet termofilik
bakteri susu izole edilmistir. izolatlara ADU Biyoloji Bolumi Mikrobiyoloji
stoklarinda HBB kodlu numaralar verilerek tumi % 20'lik skim milk igeren
cryotiplerde (-80) °C’ de muhafaza edilmistir.

Termofilik izolatlarin biyuk cogunlugunu camur, camur havuzlart ve birikinti
orneklerinden izole edilenler olusturmaktadir (%61). Toprak Orneklerinden izole
edilen termofilik suslar, genel toplamin %321'ini olusturmakta ve bunu su
orneklerinden izole edilenler izlemektedir (%8). Ozellikle sondaj sularindan alinan
orneklerde, zenginlestirme asamasinda bile gelisme gbzlenmemistir. Bunun nedeni,
bu tip cevrelerin anaerobik karakterde olmasi ve calismamizda kultirlerin aerobik
olarak inkube edilmesi olabilir.

4.2 Antibakteriyal Aktivite Taramasi veizolatlarin  Secilmesi

Bakteriyal izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilirken pek cok farkli metot
kullamimaktadir. Bu metotlar arasinda, agar ortaminda yapilanlara drnek olarak,
damlatmatesti ve kuyucuk testi (Hernandez et al., 2005), agar disk diflizyon yontemi
(Motta ve Brandelli 2002), ve Uclu agar tabakast (Todorov, 2000) yontemleri
verilebilir. Ayrica bazi arastirmacilar sivi ortamda diltisyon yontemini (Lash et al.,
2002) kullanmaktadirlar. Calismamizda, izolatlarin antibakteriyal aktivitelerini
belirleyebilmek amaciyla, 6n taramalar icin Martirani et al., (2002) tarafindan
kullanilan tarama metotu modifiye edilerek kullamlmistir. Bakteriyosinler, 6zellikle
Uretici organizmaya yakin tdrleri hedef alan inhibitor maddeler olduklart icin
indikator bakteri olarak yine termofilik bir tir olan G. stearothermohilus DSMZ 22
susu secilmistir. Bu bakteri Gram pozitif, 55 °C’de gelisen ve 6zellikle konserve
gidalarda bozulmaya neden olan bir bakteridir.



78

Bu yontem kullanilarak yapilan ©On taramalarda 45 adet izolatin G.
stearothermophilus DSMZ 22 susuna kars1 antagonistik etki gosterdigi, 18 tanesinin
ise oldukga guclt inhibisyon 0Ozelligi oldugu belirlenmistir. Pozitif izolatlarin
arasindan antibakteriyal etki spektrumu genis olanlar1 segebilmek amaciyla, ayni
metot kullanildiginda, diger bakterilere karsi da antagonistik etki gozlenmistir.
Ancak, cizgi metoduyla inhibisyon agisindan pozitif ¢ikan suslarin gogunda, kuyucuk
yonteminde aktivite gbzlenmemistir.

Arastirmacilar bunun g¢esitli sebepleri olabilecegini 6ne sirmusglerdir. Prangishvili et
al, (2000) vyaptiklari calismadan Sulfolobus cinsine ait termofilik suslarda
bakteriyosin aktivitesini incelemisler ve kat1 ortamda damlatma metotu ile yapilan
denemede genis inhibisyon zonlari gozlemlemislerdir. Ancak sivi ortamdaki
aktiviteyi belirleyebilmek icin hiicresiz sipernatantlart 100 kat konsantre etmeleri
gerekmistir.  Arastirmacilar, plaklarda gelisen kolonilerin etrafinda serbest olarak
difiize olan toksinin derisiminin daha yuksek olacagim belirtmislerdir. Ayrica, bazi
hiicreye-bagli bakteriyosinlerin sadece kat1 ortamlarda Uretiimesi de bu gibi
durumlara yol agabilmektedir.

Cesitli Laktobasil suslariyla yapilan diger bir calismada ise, antibakteriyal aktivite
acisindan taranan 87 sustan, 21 tanesinin hem agarli ortamda, hem de hticresiz kalttr
slpernatantlari ile denendiklerinde, pozitif sonug verdikleri goralmistir (Ammor, et
al., 2005). Geri kalan izolatlarin hiicresiz kaltir siipernatantalrinda antibakteriyal etki
saptanamamistir. Arastirmacilar, bu durumla ilgili iki hipotez ileri strmuslerdir.
Birinci hipoteze gore, bakteriyosin benzeri bilesik, N-terminal hidrofilik kissm ve C-
terminal hidrofobik kisim iceriyor olabilir ve bu hidrofobik kisimlar, filtrenin
hidrofilik bileseni tarafindan adsorblamyor olabilir. Filtreden gecirilmis siipernatanta,
kritik seyreltmedeki kaltir sivist eklendiginde, bakteriyosin benzeri Uretim
gorilmedigi icin, bu hipotez elemine edilmistir. ikinci hipotez ise, bakteriyosin
benzeri bilesigin Uretici hicrenin membramna yapisik oldugu ve bu yizden,
indikator bakteri ile Uretici bakteri temasta olamadigi sirece inhibisyon
gozlenmeyecegidir. Yikanmis hicrelerle, yapilan denemede, bu tir hicrelerin
indikator bakterileri inhibe edebildikleri gorulmis ve bu hipotez kabul gbrmustir.
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Bakteriyosinlerin sadece agarli ortamlarda saptandigi benzer bir calismada, sosisten
izole edilen bir Staphyl ococcus xylosus susu kullanmilmistir (Villani et al., 1997). Sivi
ortamda, inhibitor etkinin gorulmemesinin bir diger nedeni, gelisim sirasindaki
protein inaktivasyonu olabilir (Barefoot ve Klaenhammer, 1983; Lyon ve Glatz,
1991). Swvi kultirlere bazi faktorlerin  eklenmesi  de, inhibitdr aktiviteyi
indiikleyebilir (Barefoot ve Nettles, 1993; Saucier, et al., 1995; Tagg, et al., 1976).

Inhibitér maddenin karakterizasyonun yapilabilmesi icin, ekstraseliiler sivida aktivite
saptamak zorunludur, ¢tinkd tim denemeler, hiicrelerden ayrilmis kaltar sivilart ile
yapiimaktadir. Bu sebeple, calismamizda kullamlmak Uzere, pozitif izolatlar
arasindan kuyucuk yontemi ile sonug veren ve antimikrobiyal spektrumu en genis
olan HBB-218 ve HBB-247 kodlu izolatlar segilmistir.

HBB-218 kodlu izolat, Denizli (Yenice)’den alinan toprak 6rneginden; HBB-247 ise

Golemezli (Denizli)’ de bulunan camur havuzundan izole edilmistir.
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4.3 izolatlarin Tanmilanmasi

4.3.1. Kulture ozellikler

HBB-218 ve HBB-247 kodlu izolatlar, BHI agarda gelistirilerek koloni morfolojileri
incelenmistir. HBB-218'e ait koloniler, koyu sar1 renkli, dizgtn kenarli, 1-2 mm
capinda, yuvarlak gorinumlidiar ve mukoid yapidadir (Sekil 4.1). HBB-247 ise
besiyerinde genelde yaygin bir sekilde gelismektedir. Kolonileri, koyu sari-kahve, 1-
4 mm ¢apinda, diizensiz kenarl1, yuvarlak gorinumltdur ve mukoid yapidadir (Sekil
4.2).

Her iki izolatta, Caso broth, BHI broth gibi sivi ortamlarda gelistiklerinde, ylzeyde
yapiskan 0zellikte biyofilm olusturmaktadirlar.

Sekil 4.1 HBB-218 kol onileri Sekil 4.2 HBB-247 kolonileri



4.3.2. Mikroskobik ozellikler

Gram boyama sonucu, HBB-218 (Sekil 4.3)ve HBB-247 (Sekil 4.4) susuna ait
hicrelerin Gram (+) cubuk morfolojide oldugu belirlenmistir. Endospor boyama
sonucu HBB-218 ve HBB-247'de sporulasyonun nadir oldugu gorulmastur.
Endosporlar, her iki susta daterminal konumlu tespit edilmistir.

ZAn

-!
"1 ‘\:"“'—. .
Sekil 4.3 HBB-218 Gram boyama Sekil 4.4 HBB-247 Gram boyama
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4.3.3. Biyokimyasal ozellikler

Izolatlarin biyokimyasal Ozellikleri belirlenirken, genelde termofilik basiller icin
onemli Ozellikler kriter olarak alinmistir (Banat et al., 2004; Kuisiene et al., 2004;
Sung et al., 2002). Biyokimyasal testler yapilirken G. stearothermophilus DSMZ 22
sahit sus olarak kullamlmistir. Tamlamada kullamlan oOzellikler cizelge 4.1'de

verilmistir.

Cizelge 4.1 G. stearothermophilus DSMZ 22, HBB-218 ve HBB-247 izolatlarinin fenotipik

Ozdlikleri
Ozellikler DSMZ 22 HBB-218 HBB-247
Gram boyanma + + +
Endospor Var, terminal Var, termina Var, termina
Hucreuzunlugu (um) 2-35 1,316 1,315
Hucregenisligi (um) 0,6-1 0,3-0,4 0,3-0,4
Katalaz + + Zayif
Oksidaz + + +
Glukozdan asit + + +

Adonitolden asit - - -
I-Arabinozdan asit - - -
Cellobiosedan asit - - -
Galaktozdan asit - - -
Ribozdan asit - + -
Glycerolden asit - + +
Inositoldan asit - - -
L aktozdan asit - - -

Rhamnozdan asit - - -

Nisasta hidrolizi - - -
Eskulin hidroliz - - +
Sitrat testi - - -
Denitrifikasyon - + +
Metil-Red testi + - -
VP testi - + +
NaCl aralig1 (%) 055 0.5-<3 0.5-<3
pH arahg: 6.0-8.0 55-85 55-90

Sicaklik aralig (°C) 37-65 45-70 45-70




83

4.3.4. Izolatlarin 16SrRNA analiziyle tamlanmasi

Izolatlarin 16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgeleri PCR yontemiyle gogaltilmus ve dizi
analizi yapilmistir. Sekans sonuclari1 Bioedit program kullanilarak birlestirilmis ve
sonugta iki izolat igin konsensus diziler elde edilmistir. konsensus diziler,

www.pubmed.com adresinde yeralan nikleotid blast programn araciligiyla

veritabaninda yer alan diger 16S rRNA dizileri ile karsilastirilmistir. Karsilastirma
sonucunda her iki izolatin da veritabaninda bulunan ve tur tanmist yapilmis bakteriler
arasinda en fazla (%99) oranda Geobacillus toebii bakterisi ile homoloji gosterdigi
belirlenmistir. Veritabamnda yer alan Geobacillus toebii bakterilerine ait 16S rRNA
dizileri ile izolatlarimizin karsilastirildigi sonuglar Cizelge 4.2 ve 4.3 de verilmistir.
Ayrica, her iki izolat igin, yine BLASTn programinda yer alan ve Fast Minimum
Evolution metodu kullanilarak olusturulan filogenetik agaclar Sekil 4.6 ve 4.7'de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. HBB-218 izolatina ait 16S rRNA konsensus sekans ve BLAST karsilastirma
sonucu

5 CCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCC

GAACTGAGAGCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCCCCTCGCGGGTTCGCAGCCCTTTG
TACCGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG

ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCCCCCTAGAGTGCCCAA
CTGAATGCTGGAACTAGGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAAC
ATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCCTGTCCCCcC

GAAGGGGGAACGCCCTGTCTCCAGGGTTGTCAGGGGATGTCAAGACCTGGTAAG
GTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCC

GTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAA

CGCGTTAGCTACAGCACTAAAGGGTTTAACCCCTCTAACACTTAGCACTCATCGT
TTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGC

CTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACAT
CTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTCTCCTCTTCTGCACTCAAG

TCCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACT
TAAGGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGCCC

CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTTCTCGTTAGGT
ACCGTCACCGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTCTTCTTCCCTAACAACAGAGC
TTTACGATCCGAAGACCTTCTTCGCTCACGCGGCGTCGCTCCGTCAGACTTTCGT

CCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA
GTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGA
GCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGCCCATCCGTAAGTGGTAGC

AAAAGCCACCTTTCAACCGAAGACCATGCGGTCTTCGGTGTTATCCGGTATTAGC
CCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCGGTCTTACGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCA

CCCGTCCGCCGCTAACCGAACAGAAGCAAGCTTCCGTTCGGTCCGCTCGACTTG

CA’'3


http://www.pubmed.com

™

> gb| EU214628. 1| Ceobacillus toebii strain ntc-14 16S ri bosomal

RNA gene, parti al
sequence
Lengt h=1519

Score = 2386 bits (1292), Expect = 0.0
Identities = 1309/1316 (99%, Gaps = 5/1316 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 1 COGCGATTACTAGCGAT TCCGGECT TCATGCAGGCGAGT TGCAGCCTGCAATCCGAACTGA

R R R R R R A
Sbj ct 1362COGOGAT TACTAGOGAT TCCGGCT TCATGCAGGOGAGT TGCAGCCTGCAATCOGAACTGA

Query 61 GAGCGECTTTTTGGEGATTCGCTCCCCCTCACEEGT TCGCAGCCCTTTGTACCGCCCATTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ¢t 1302GAGOGGCTT TTTGGGAT TCECTCCCOCTCBUGGGT TCGCAGCCCT TTGTACCGCCCAT T

Queryl121 TAGCACGTGTGTAGCCCAGGT CATAAGGGECATGATGATTTGACGT CATCCCCACCTTCC

AR R R R N R R Ay
Sbj ct 1242TAGCACGT GTGTAGCCCAGGT CATAAGGGGECATGATGAT T TGACGT CATCCCCACCTTCC

Query181 TCCG GITTGICA- COGGCAGI COCCCCTAGAGT GCCCAACTGAATGCT GG AACTAGEGEG

R R AR R A
Sbj ¢t 1182TCCGACTTT- T- AGCCGGCAGT CCCOCTAGAGT GCCCAACT GAATGCT GBCAACTAGEEG

Quer y238 CGAGGGT TGOGCT CGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACACGAGCTGACGACAAC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1124CGAGGGT TGOGCT OGT TGOGGGACT TAACOCAACA

Query298 CATGCACCACCTGICACCCTGICCCCCCGAAGGEGEGAACGCCCTGICTCCAGGGT TGT CA

R R A A A
Sbj ¢t 1064CATGCACCACCT GTCACOCT GTCCCOCCGAAGGRGGAACGOCCT GTCTCCAGGGT TGTCA

Quer y358 GGGGATGICAAGACCTGGTAAGGT TCTTCGCGT TGCT TCGAATTAAACCACATGCTCCAC

A R R R AR
Sbj ct 1004GAGGATGT CAAGACCT GGTAAGGT TCT TCGCGT TGCT TCGAATTAAACCACATGCTCCAC

Quer y418 CGCTTGIGCGGEECCCCCGT CAATTCCTTTGAGT TTCAGCCT TGCGGECCGT ACTCCCCAGS

R N R AR R AR RN
Sbj ct 944 CGCTTGTGCGEECOCCCGTCAATTCCTTTGAGT TTCAGCCT TGCGECCGTACTCCCCAGG

Quer y478 CGGAGTGCTTAACGCGT TAGCTACAGCACTAAAGGGT TTAACCCCTCTAACACTTAGCAC

CLCTEEEE e e e e e e e e e rntd
Sbj ct 884 CGGAGTGCT TAACGOGT TAGCTACAGCACTAAAGGGT TTAACCCCTCTAACACT TAGCAC

Quer y538 TCATCGITTACGECGTGGACTACCAGEGTATCTAATCCTGT TTGCTCCCCACGCTTTCGC

RN RN RN AR RN
Sbj ct 824 TCATCGT TTACGGOGT GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCOCACGCTTTCGC

Quer y598 GCCTCAGCGICAGITACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGECCACTGGTGITCCTCCACATCTC

R R AR R AR AR AR
Sbj ct 764 GOCTCAGCGTCAGT TACAGACCAGAGAGCOGCCTTOGCCACTGGTGT TOCTCCACATCTC

Quer y658 TACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCOGCTCTCCTCT TCTGCACT CAAGTCCCCCAG

COCEEEETEE e e e e e e e e e eyt
Sbj ¢t 704 TACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAT TCOGCTCTCCTCT TCTGCACT CAAGTCCCOCAG

60

1303

120

1243

180

1183

237

1125

297

1065

357

1005

417

945

477

885

537

825

597

765

657

705

717

645

Query718 TTTCCAATGACCCTCCACGGT TGAGCCGTGEGECT TTCACATCAGACT TAAGGEGACCGCCT 777

Sbj ct 644 TTTCCAATGACCCT CCACGGT TGAGCCGT GEGCTTTCACATCAGACT TAAGCGACCGCCT 585



Query778 GCGCGCGCTTTACGCCCAATAAT TCCGGACAACGCT CGCCCCCTACGTAT TACCGCGECT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 584  GOGCGOGCTTTACGCCCAATAAT TOCGGACAACGCT CBCOCCCTACGTAT TACCGOGGCT

Query838  GCTGGCACGTAGTTAGOCGGGGCT TTCTOGT TAGGTACCGT CACCGTACCGOCCTATTCG
_ R A R N R A A AN
Sbj ct 524  GCTGGCACGTAGTTAGOCGGGGCT TTCTOGT TAGGTACCGT CACCGTACCGOCCTATTCG

Query898 AACGGTACTTCTTCTTCCCTAACAACAGAGCT TTACGATCCGAAGACCTTCTTCGCTCAC

A A A R R R ARy
Sbj ct 464  AACGGTACTTCT TCTTOCCTAACAACAGAGCT TTACGAT CCGAAGACCTTCTTCGCTCAC

Quer y958 GOGGECGICGCTCCGT CAGACT TTCGTCCATTGCGGAAGAT TCCCTACT GCTGCCTCCCGT

R A R
Sbj ct 404 GOGGCGTCGCTCCGTCAGACT TTCGTCCATTGOGGAAGAT TCCCTACT GCTGOCTCOCGT

Quer y1018AGGAGICTGEECCGT GI'CTCAGT CCCAGT GI'GECCGGT CACCCT CTCAGGECCGECTACEC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 344 AGGAGTCTGGGECCGT GTCTCAGT COCAGT GT GBOCGGT CACCCT CTCAGGCCGGCTACGC

Quer y1078ATCGT CGCCTTGGT GAGCCGT TACCTCACCAACTAGCT AAT GCGOCGCGEECCCATCCGT

R AR R R AR
Sbj ct 284 ATCGTOGCCTTGGTGAGOCGT TACCTCACCAACTAGCTAATGCOGOCGCGEGECOCATCCGT

Quer y1138AAGTGGTAGCAAAAGCCACCT TTCAACCGAAGACCAT GOGGT CTTCGGTGT TATCCGGTA

LU e e e e e e e e eyt
Sbj ct 224 AAGTGGTAGCAAAAGCCACCT TTCAACCGAAGACCATGOGGT CT TCGGTGT TATCCGGTA

Quer y1198TTAGCCCCGGT TTCCCGGAGT TATCOCCGGT CTTACGGGCAGGT TACCCACGT GTTACTCA

AR R R R AR AR NNy
Sbj ct 164 TTAGCOCCGGT TTOCCGGAGT TACCOCGGTCTTACGGGCAGGT TACCCACGT GTTACTCA

Quer y1258CCCGT CCECOGCT AACCGAACAGAAGCAAGCTTCCGT TOGGTCCGCTCGACTTGCA 1313

R R R R R AR AR
Sbj ¢t 104 COCGT COGCOGCTAACCGAACAGAAGCAAGCT TOCGT TCGGTCCGCTCGACTTGCA 49

85

837
525
897
465
957
405
1017
345
1077
285
1137
225
1197
165
1257

105
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Cizelge 4.3 HBB-247 izolatina ait 16S rRNA konsensus sekans ve BLAST karsilastirma
sonucu

3 ATGCAGTTCGAGCGGACCGAACGGAAGCTTGCTTCTGTTCGGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAA

ACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGAAGACCGCATGGTCTTCGGTTGAAAGGT
GGCTTTTGCTACCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCAC

ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTT

CGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAAGAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG
TACGGTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGC
AGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG

TCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC

CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTTTTCCCTT
TAGTGCTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGCT
TGAAACTCAAAGGAATTGACCGGGGCCCGCACAGCGGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCTG
GAGACAGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTC
GCCCCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGGGGGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAA
TCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCG &

>F' dbj | AB116120. 1| Geobacillus toebii gene for 16S ri bosomal RNA

partial sequence,
strain: T1680
Lengt h=1506

Score = 2357 bits (1276), Expect = 0.0
Identities = 1303/1316 (99%, Gaps = 8/1316 (0%
St rand=PI us/ Pl us

Query 1 ATGC- AGT TCGAGCGGACCGAACGGAAGCT TGCTTCTGI TCGGT TAGCGECGGACGEGTG 59

R A R R R e
Sbjct 26 ATGCAAG TCGAGOGGACCGAACGGAAGCT TGCTTCTGT TCGGT TAGOGGCGGACGEGTG 84

Query 60 AGTAACACGT GGGTAACCT GCCOGTAAGACCGGGATAACT COGGGAAACCGEGEECTAATA 119

IHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIH
Sbjct 85 AGTAACACGTGGGTAACCTGOCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGEECTAATA - 144

Query 120 CCGGATAACACCGAAGACCGCATGGTCTTCGGTTGAAAGGTGECTTTTGCTACCACTTAC 179

IHIHIHIHIHIHIHIHIHIIIHIHIHIHIHIHIHIHIHIH
Sbj ct 145 COGGATAACACCGAAGACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGTGGCTTTTGCTACCACTTAC 204

Query 180 GGATGGECOCGCGEOCCATTAGCTAGI TGGTGAGGT AACGECT CACCAAGGOGACGATGC 239

IHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIHIH
Sbj ct 205 GGATGGGECOCGCGECGCATTAGCTAGT TGGTGAGGT AACGECT CACCAAGGOGACGATGE 264



Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

240

265 GI

300

325

360

385

420

445

480

505

540

565

600

625

660

685

720

745

780

805

840

865

898

923

GTAGCCGGECCTGAGAGEGT GACCGECCACACT GGGACTGAGACACGECCCAGACT CCTAC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AGCCGBCCTGAGAGGGT GACOGGCCACACT GBGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTAC

GGGAGGCAGCAGTAGGGAAT CTTCOGCAAT GGACGAAAGT CTGACGGAGOGACGCOGCGT
U N R R A
GGGAGGCAGCAGTAGGGAAT CT TCOGCAAT GGACGAAAGT CTGACGGAGOGACGCOGCGT

GAGCGAAGAAGGTCTTCGGATCGT AAAGCT CTGT TGT TAGGGAAGAAGAAGTACCGT TCG

R R A A A AR
GAGCGAAGAAGGT CTTCGGATCGT AAAGCTCTGT TGT TAGGGAAGAAGAAGTACCGT TCG

AATAGGECGGTACGGT GACGGT ACCT AACGAGAAAGCCCCGECTAACTACGT GOCAGCAG

AR AR R A e
AAT AGEGCGGTACGGT GACGGT ACCT AACGAGAAAGCCCOGGCTAACTACGTGOCAGCAG

CCGCGGTAAT ACGT AGGGEECGAGCGT TGT CCGGAAT TAT TGGEECGT AAAGCGCGOGCAG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCGOGGTAATACGT AGGGGGECGAGCGT TGTOCGGAAT TATTGEGCGT AAAGCGOGCGCAG

GCGGTCCCTTAAGT CTGATGTGAAAGCCCACGGECTCAACCGT GGAGSEGT CATTGGAAACT

R R R R AR AR
GCGGTCOCTTAAGT CT GATGT GAAAGOCCACGGCT CAACCGT GGAGGGT CATTGGAAACT

GGEGGACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGCGGAAT TCCACGT GTAGCGGTGAAAT GCGTAGA

R A AR R RN E RN
GGGGGACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGCGGAAT TCCACGT GTAGCGGTGAAATGCGTAGA

GATGTGGAGGAACACCAGT GEBCGAAGGCAECTCTCTGGT CTGTAACT GACGCT GAGECEC

N AR R R A NN
GATGT GGAGGAACACCAGT GBCGAAGGCGGCT CTCT GGT CTGT AACT GACGCT GAGGOGC

GAAAGCGT GGCGAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGCCGT AAACGATGAGT

COVELEEEEE et e e e e e e ey
GAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGOCGT AAACGATGAGT

GCTAAGTGT TAGAGGEGEGT TTTCCCTTTAGT GCTGTAGCT AACGCGT TAAGCACT CCGCCT

AR R R N A AR AR RN
GCTAAGTGTTAGAGGGGT TTTCOCT TTAGT GCTGTAGCT AACGCGT TAAGCACTCOGCCT

GGCGAGTACGECCGCAAG: CTTGAAACT CAAAGGAAT TGACCGGEEECCCGECACA- GCGEG

R R R AR AR RN R A R AR AR AN
GGGGAGTACGGCCGCAAGRCT- GAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGECOCGCACAAGCEG

TGGAGCATGI GGT TTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGT CTTGACATCCCCT

A A R A A e
TGGAGCATGT GGT T TAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGT CT TGACAT CCOCT

Quer y958 GACAACCCT GGAGACAGGGECGT TCCCCCT TCEEEEEGACAGEGT GACAGGTGGT GCATGG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CAGEGOGT TCCCCCT TCCEEEEGACAGEET A

Shj ct 983 GACAACCCT GGA

Quer y1018TTGTCGI CAGCTCGI GT CGTGAGATGT TGEGT TAAGT COCGCAACGAGCGCAACCCTCGC

Shj ct 1043TTGICGT CAGCTCGT GT CGTGAGAT GT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGC

Quer y1078CCCTAGI TGOCAGCAT TCAGT TGGGCACT CT AGGGEEGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGA

Shj ct 1103CCCTAGI TGCCAGCATTCAGI TGEGCACT CTAGEGGEGACT GCCGGYKACAAAYCGGAGCGA

Quer y1138AGGTGEGGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCT GGECTACAC- - GTGCTACAA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII [LTLTTTT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAA

Shj ct 116 3AGGTGEEGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTA

87

299
324
359
384
419
444
479
504
539
564
599
624
659
684
719
744
779
804
839
864
897
922
957
982

1017

1042

1077

1102

1137

1162

1195

1222
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Quer y1196TGGGECGETACAAAGGCCTGCGAACCOGCGAGGGEGEGAGCGAAT CCCAAAAAGCCGCTCTCA 1255

A R R Ay
Sbj ct 1223TGGECAGTACAAAGEGCT GCGAACCOGCGAGGGEGAGCGAAT CCCAAAAAGCOGCTCTCA - 1282

Quer y1256GT TCGGATTGCAGECTGCAACT CGCCT GCAT GAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCG 1311

R R A R
Sbj ct 1283GTTOGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCT GCAT GAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCG 1338
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Geobacillus sp. CF1E partial 165 rRMA gene, tpe stain CF1E

Geabacillus sp. L1 partial 165 rRMA gene
firmicutes | 2 leaues

Geabacillus toebii gene for 165 rRMa, parfial sequence, strain: SSCTE4 3
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S EBacillus sp. BGSC YWaag4 165 ribosomal RMA gene, complete sequence
Geobacillus foebii stein OPET 165 ribosomal Rk gene, partial sequence
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Geobacillus sp. 6k51 165 Hbosomal RMA gene, parfial sequence
t Geabacillus toebii strain mc- 14 165 rbosomal RMa gene, partial sequence
Geabacillus sp. F-6707 165 Hbosomal RRA gene, partial sequence
2 Geabacillus toebii shain E26323 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
DHEE 247 4

- ]
Geobacillus sp. 053 165 Hbosomal RMA gene, partial sequence

Sekil 4.6. HBB-247 izolatina ait filogenetik agag
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4.4 izolatlarin Antibakteriyal Etki Spektrumlari

Izolatlarin  antibakteriyal etki spektrumlarim belirlemek amaciyla, kuyucuk
yontemiyle Gram (+) ve Gram (-), toplam 46 adet bakteriye karsi antibakteriyal
aktivite denendi. Denemeler yapilirken, aym kultlrin, 24, 48, 72 ve 96. saatlerinde

alinan 6rnekler kullanmlarak izolatlarin aktivite spektrumlar: belirlendi.

Cizelge 4.4. HBB-218 izolatimn antibakteriyal etki spektrumu

Zon gaplar: (mm)

- 24 48 72 96
Indikator sus saatlik saatlik saatlik saatlik
CFS CFS CFS CFS
2G2. stearothermophilus DSMZ 20 20 20 20
B. sphaericus DSM 396 9 9 9 9
E. faecalis ATCC 51299 11 11 11 11
M. luteus ATCC 9341 9 9 9 9
L. plantarum DSM 20174 10 10 10 10
Listeria sp. - 9 9 9
E. gallinarium MC-3 - - 12 13
E. gallinariumLC-M1 - - 14 14
E.faeciumMS-1 - - 10 10
E. faecium KT-2 - - 13 13
E. duransK-1 9 10 12 13
E.duransKT-1 - - 14 14
E. aviumAS-3 - - 14 13
B. thermosphacta DSM 20171 - - 10 8
HBB-134 10 16 18 18
HBB-234 8 11 11 11
HBB-247 18 18 21 21
HBB-269 - - 12 12
HBB-270 8 8 10 15
HBB-229 15 16 18 20
HBB-301 15 18 18 18
C. fimi DSM 20114 16 20 22 24

C. pasteurianum DSM 525 20 20 24 25




Cizelge 4.5. HBB-247 izolatimn antibakteriyal etki spektrumu

Zon gaplar: (mm)

] 24 48 72 96
Indikator sus saatlik saatlik saatlik saatlik
CFS CFS CFS CFS
532. stearothermophilus DSMZ 20 20 20 20
E. faecalis ATCC 51299 9 9 9 9
Listeria sp. 9 9 9 9
E.aviumAS-3 - - 10 10
HBB-134 14 14 14 16
HBB-269 12 12 18 18
HBB-270 14 14 18 20
HBB-229 13 14 15 15
C. pasteurianum DSM 525 20 20 20 20
C. fimi DSM 20114 - 10 10 10

Sekil 4.7. HBB-218 ve HBB-247' nin antimikrobiyal spektrumuna 6rnekler
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HBB-218 susunun Urettigi bakteriyosin, 46 adet sustan 23 tanesine; HBB-247'nin
Urettigi bakteriyosin ise, denenen suslarin 10 tanesine karsi etkili bulunmustur.
Antibakteriyal etki agisindan, HBB-218, HBB-247'ye gore daha fazla sayida susa
kars: etkilidir. Her iki bakteriyosininde etki ettigi ortak suslar bulumaktadir. Bu
durum, iki bakterinin de termofilik olmasi ve aym tire ait suslar olmalarina
baglanabilir.

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan dogrudan ribozomal olarak sentezlenen,
ekstraselller peptid veya proteinlerdir ve genelde Uretici organizmaya yakin akraba
turlere kars1 antibakteriyal aktivite gosterirler (De Vuyst and Vandamme 1994; Riley
and Wertz, 2002). Ornegin, Gram pozitif bakterilerin Urettigi bakteriyosinlerin biyik
bir kismi, daha ¢cok Gram pozitif bakteriler Uzerine etkilidir. Bununla birlikte hem
Gram pozitif, hem de Gram negatif temsilcilerin gelisimini engelleyen

bakteriyosinler de bulunmaktadir .

Calismamizda, kullandigimiz bakterilerin her ikisi de Gram (+) organizmalardir.
Antibakteriyal aktivite spektrumlarina bakildiginda, iki izolatin Grettikleri
bakteriyosinlerin, sadece Gram pozitif bakterilere kars1 etkili oldugu belirlenmistir,
denenen Gram (-) suslarin hicbirinde inhibisyon gdzlenmemistir. Arastirmacilar,
Gram negatif bakterilerin dis zarlarimin, stoplazmik membrani antibakteriyal
etkenlerden koruyor olabilecegini bildirmislerdir (Gao, et al., 1999). Ayrica,
denedigimiz indikator suslar arasinda, en biylk zon c¢aplarindan biri (20 mm) yine
bir termofilik bakteri olan, dolayisiyla suslara en yakin tir olan G.
stearothermophilus DSMZ 22 susunda gozlendi. Bu veriler, ¢alistigimiz inhibitor
maddenin, bakteriyosin olabilecegini destekleyen bulgulardr.

Gilberth ve Somkuti, (2005), yaptiklari calismada, Streptococcus thermophilus
bakterisinin Urettigi Thermophilin 110 adint verdikleri bakteriyosinin antibakteriyal
etki  spektrumunu  arastirmislardir.  Thermophilin - 110'un,  Streptococcus
thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbruckei, Pediococcus tirleri,
Enterococcus faecalis ve Listeria monocytogenesin pek ¢ok susuna karsi etkin
oldugunu bildirmiglerdir. Bu bakterilerin timi Gram (+)’dir.
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Ekstrem termofilik bir arkebakteri olan Sulfolobus idandicus ile yapilan ¢calismada
ise, ayn cinse ait farkli suglar kullamlmis ve sulfolobicin adi verilen bakteriyosinin
S solfataricus P1, S shibatae B12 suslarina karst antagonistik etki gosterdigi
belirlenmistir (Prangishvilli D., et al., 2000).

Gram (+) bir bakteri olan Bacillus cereus ile yapilan calisgmada, Gram (+)
bakterilerin yamsira, Alcaligenes faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella thyphimurium gibi Gram negatif bakterilerde kullamlmis,
ancak Gram negatif bakterilerin higbirine kars1 antibakteriyal etki gorilmemistir.
Calisilan bakteriyosinin Gram (+) bakterilere karsi antibakteriyal spektrumu ise
oldukca genistir (Riosen, P.A., et al., 2004).

Thermus cinsinde yer alan bakterilerin bakteriyosin benzeri madde Uretimleri ile
ilgili yapilan calismada, diger Thermus turleri disinda G. stearothermophilus, E. coli
ve S. aureus bakterilerine karsi da antibakteriyal etki denemistir. Sonucta, T. rubens
bakterisinin T. aquaticus, T. caldophilus, T. thermophilus ve T. flavus bakterilerine
kars1 etkili oldugu, ancak diger suslara karsi inhibisyon gostermedigi belirlenmistir (
Becker, R.J,, et al., 1986). Thermus cinsindeki bakteriler Gram (-) ve termofilik
Ozelliktedirler. Dolayisiyla Urettikleri bakteriyosin benzeri maddenin antibakteriyal
spektrumunu dar olmasi bu sebeple agiklanabilir.

Termofilik bir bakteri olan Bacillus thermoleovorans'in iki susunun Urettigi
bakteriyosinler sirasiyla Thermoleoverin-S2 ve Thermoleoverin-N9  olarak
adlandiriimustir. Bu iki bakteriyosinin yukarda verilen 6rneklerden farkli olarak B.
thermoleovorans suslari basta olmak (zere, Streptococcus faecalis, Salmonella
thyphimurium, Branhamella catarrhalis ve Thermus aquaticus bakterilerini inhibe

ettikleri bulunmustur (Novotny ve Perry, 1992).

Calismamizda kullamlan bakteriler, termofilik olmalarina ragmen, pek gok mezofilik
bakteriye kars: etkilidirler. HBB-218'in Urettigi bakteriyosin, klinik anlamda 6nemli
suslara, drnegin Enterokoklara ve ayrica gidalarda bozulma etmeni olan M.luteus,
B.thermosphacta, C. fimi gibi bakterilere kars1 etkili bulunmustur. Ayrica Listeria
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sp.’ye kars1 da inhibisyon 0zelligi vardir. Listeria turleri, 6zellikle L. monocytogenes

gidalarda bulunan en 6nemli patojenlerden biridir.

HBB-247 susunun Urettigi bakteriyosin, Listeria sp. ve E. faecalis gibi 6nemli
bakterilere kars1 etkilidir, ancak bu bakteriyosinin aktivite spektrumu daha dardir.

Her iki sus, calismamizda izole edilen ve antibakteriyal aktivite agisindan pozitif
olan diger bazi termofilik bakterilere kars1 da denenmistir. Muhtemelen bu tirlerle
yakin akraba olmalarindan dolayi, segilen bazi termofilik bakterilere karsi da
antagonistik aktiviteye sahip olduklari bulunmustur.

4.5 Ham bakteriyosinlerin Karakterizasyonlari

4.5.1. Ham bakteriyosinlerin aktiviteleri Uzerine sicakhgin etkisi

Bakteriyosinlerin, 1s1 ve pH stabiliteleri, ¢esitli kimyasallarin ve enzimlerin aktivite
Uzerine etkileri arastirilarak, karakterizasyonlar: yapilmaktadir. Bu galismalar, hem
inhibitér maddelerin yapisint aydinlatmaktadir hem de calisilan bakteriyosinin dahil
oldugu simif hakkinda bilgi vermektedir. Karakterizasyon calismalart ya kultir
sivilart (CFS) kullanilarak ya da saflastirilmis bakteriyosinlerle yapilabilmektedir.

Calismamizda, oncelikle kaltdr sivilart kullanmilarak bakteriyosinlerin isi stabiliteleri
belirlenmistir. (Cizelge 4.6). Denenen tim sicakliklarda, 1sil islem gormemis kultir
sipernatantlar: kontrol olarak kullamlmstir. Kalan aktiviteler hesaplamirken “islem
gbrmus bakteriyosinin zonu x 100 / Kontrol kuyucugundaki zon” formulu
kullanmlmstir. Ayni islemler saflastirilmis bakteriyosin icin de tekrarlanmustir.
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Cizelge 4.6. HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisi

SICAKLIK VE SURE KALAN AKTIVITE (%)
30 °C, 30 dakika 100
30°C, 2 saat 100
45°C, 30 dakika 100
45°C, 2 saat 100
60 °C, 30 dakika 100
60 °C, 2 saat 100
95 °C, 30 dakika 100
95°C, 2 saat 100
121 °C, 20 dakika 100
+4C, lay 100

Cizelge 4.7 HBB-247 izolatinin Urettigi bakteriyosinin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisi

SICAKLIK VE SURE KALAN AKTIVITE (%)

30 °C, 30 dakika 100
30°C, 2 saat 100
45°C, 30 dakika 100
45°C, 2 saat 100
60 °C, 30 dakika 100
60 °C, 2 saat 100
95 °C, 30 dakika 0

95°C, 2 saat 0

121 °C, 20 dakika 0

+4C, lay 100

HBB-218 tarafindan Uretilen bakteriyosin, denenen tim sicakliklarda ve 121 °C'de
20 dakika otoklavlandiktan sonra aktiftir ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda
aktivitede hi¢ kayip olmamustir. Powell et al., (2007) yaptiklar: ¢alismada, benzer
sonuclar elde etmislerdir. Lactobacillus plantarum ST8KF susu tarafindan Uretilen
bakteriyosinin pH 55da 121 °C'de 20 dakika otoklavlandiktan sonra, hala
aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Laktobasiller ve Laktokoklar tarafindan
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Uretilen pek cok bakteriyosin icgin, bu durum gecerlidir (Van Reenen et al., 1998;
Klaenhammer 1998; Todorov ve Dicks 2004).

HBB-247 tarafindan Uretilen bakteriyosin ise, 95 °C'de aktivitesini tamamen
kaybetmektedir. Her iki bakteriyosin de +4 °C'de, 1 ay sonunda aktivitelerini
korumaktadirlar.

Ozellikle HBB-218'in Urettigi bakteriyosin, yilksek sicakliklarda bile aktivitesini
korudugu icin, pastérize gidalarda kullanilabilecek niteliktedir. Her ki
bakteriyosinde gidalarin sogukta depolanmasinda kullanmislidir.

4.5.2. Ham bakteriyosinlerin aktiviteleri Gzerine enzimlerin etkisi

Enzimlerle yapilan denemelerde, proteolitik enzimlerin inhibitdr maddeler Gzerine
etkilerinin zamana ve konsantrasyona bagli oldugu gozlenmistir. Bakteriyosinlerin
karakterizasyonlar: yapilirken, proteolitik enzimlerin aktivite Uzerine etkilerinin
degerlendirilmes oldukca ©Onemlidir. Cunkid bu enzimlerle yapilan denemeler
sonucunda aktivitede gozlenen kayip, inhibitor maddenin protein yapida oldugunu
dogrulamaktadir.

Calismamizda, proteolitik enzim olarak Proteinaz K, Pronaz E ve Papain enzimleri
kullanmlmigtir. Enzimlerin final konsantrasyonlarimin 1 mg/ml oldugu denemelerde, 1
ssat ve 24 saat enzimlerle inkibe edilen oOrneklerde, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda aktivitede hi¢ kayip olmadigi gorulmistir. Daha sonra enzimlerin
final konsatrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde artilarak, deneme tekrarlanmustir.
Sonucta, HBB-218 bakterisinin kdltir sivisi icin, proteinaz K’mn bulundugu
kuyucukta aktivitenin tamamen, Pronaz E ve Papain’in bulundugu kuyucuklarda ise
aktivitede kismi kayip oldugu gorulmistiur (Cizelge 4.8). HBB-247'nin Urettigi
kiltdr sivisinda ise proteolitik enzimlerle 10 mg/mL final konsantrasyonda ve 24 saat
inktibasyondan sonra aktivitenin kismen kayboldugu gozlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8 HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin aktivitesi tzerine enzimlerin etkisi

KALAN AKTIVITE (%)

1 saat inkilbasyon 24 saat inkiibasyon
ENZIMLER 1 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 10 mg/ml

Proteinaz K 100 100 100 0
Proteaz 100 100 100 75
Papain 100 87,5 100 87,5
Lipaz 62,5 62,5 62,5 0
a-Amilaz 100 100 100 100
B-Glukuronidaz 100 62,5 100 0
L aktaz 100 100 100 100
RNAz 100 100 100 100
Katalaz(3001U/mL) 100 100 100 100

Cizelge 4.9 HBB-247 izolatinin Urettigi bakteriyosinin aktivitesi tzerine enzimlerin etkisi
*Kontrolde zon var

KALAN AKTIVITE (%)

1 saat inkibasyon 24 saat inkiibasyon
ENZIMLER 1 mg/ml 10 mg/mi 1 mg/ml 10 mg/mi

Proteinaz K 100 100 100 69,2
Proteaz 100 100 100 61,5
Papain * * * *
Lipaz 100 100 100 100
a-Amilaz 100 100 100 100
B-Glukuronidaz 100 100 100 100
L aktaz 100 100 100 100
RNAz 100 100 100 100
Katalaz(3001 U/mL ) 100 100 100 100

Mezofilik bakterilerle yapilan calismalarin ¢ogunda, kiltir slpernatantlar: Gzerine
proteolitik enzimlerin etkisi incelenirken, genelde enzimlerin final konsantrasyonlari
0,5, 1 veya2 mg/mL (1-4 saat) olacak sekilde kullamImakta ve sonugta aktivitede
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tamamen kayip gozlenmektedir. (Lash et al., 2005; Ivanova et al., 1998; Hernandez
et al., 2005).

Ancak literatirde bu durumun istisnalarina da rastlamak mumkidnddr. Bacillus
licheniformis P40 susunun Urettigi  bakteriyosin  benzeri  bilesik, final
konsantrasyonlar1 2 ve 10 mg/ml olacak sekilde papain, tripsin ve Pronaz E enzimleri
ile 1 saat 37 °C’ de inkibe edilmistir. Sonucta sadece Pronaz E’nin aktivitede kayba
(%75) yol agtigr bulunmustur. Pepsin ve tripsin enzimleri aktivitede hicbir kayba
neden olmamiglardir. Bacillus sp. 8A susu ile yapilan calismada ise, proteolitik
enzimlerden tripsin, papain, proteinaz K, pronaz E, 2 mg/mL son konsantrasyonlarda
denenmis ve sonugta sadece proteinaz K ve pronazin aktivitede kayba (%100) neden
oldugu bulunmustur. Arastirmacilar bu durumun, bazi Bacillus tirlerinin alisilmadik
aminoasitler  iceren  halkasal  antimikrobiyal =~ maddeler  Uretmesinden
kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Bu tir antimikrobiyal maddeler proteazlara
daha dayaniklidir (Cladera-Olivieraet al. 2004; Bizanni ve Brandelli, 2002).

Bacillus cereus ATCC 14579 tarafindan Uretilen genis spektrumlu antimikrobiyal
bilesikle yapilan calismada, Pronaz ve Proteinaz K enzimleri 10 mg/mL son
konsantrasyonda (37 °C'de 4 saat inkibasyon) kullamlmstir. Pronaz E ile
muameleden sonra kalan aktivite % 10; proteinaz K ile muameleden sonra kalan
aktivite ise %25 olarak belirlenmistir (Risoen et al. 2004)

Bakteriyosin aktivitesi Uzerine proteolitik enzimlerin etkisinin denendigi diger bir
calisgmada ise Enterococcus faecium GM-1 izolat: kullamlmistir. Proteinaz K (7-14
U/mg), papain (10 U/mg), tripsin (7500 BAEE/mg), pepsin (10 U/mg) enzimleri ile
yapilan denemelerde, proteolitik enzimlerden higbiri aktivitede tamamen kayba
neden olmamistir. Enzimlerle, bakteriyosin 37 °C’de 2 saat inkube edildikten sonra
indikator bakteriye kars1 denenmis ve aktivitede kismi kayip gozlenmistir (Kang ve
Lee, 2005).

Calismamizda, HBB-247'nin Urettigi bakteriyosinin aktivitesi Uzerine, proteinaz K
ve proteaz disindaki enzimlerin etkili olmadigi belirlenmistir. HBB-218'in Urettigi
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bakteriyosinin proteolitik enzimler disinda, lipaz ve B-glukoronidaz enzimlerine de

hassas oldugu bulunmustur.

Her iki bakteriye ait klltor sivilari, katalaz enzimi ile muamele edildikten sonra,
aktivite tayini yapilmistir. 300 1U/mL final konsantrasyonda, 1 ve 24 saat katalaz
enzimi ile muamele edilen kultdr sivilarindan aktivite tayini yapildiginda, aktivitede
herhangi bir kayip olmadigi belirlenmistir. Bu sonuca gore, inhibisyon 6zelliginin,
bakterilerin olusturdugu H,O, ‘ den kaynaklanmadig ispatlanmustir.

4.5.3. Ham bakteriyosinlerin aktiviteleri Uzerine pH’ mn etkisi

Bakteriyosinlerin aktivitesi Uzerine etkili en Onemli faktorlerden bir digeri de,
pH'dir. Calismamizda, izolatlarin kiltor slpernatantlarimn pH'lart 3 ile 11
arasindaki degerlerde denenerek, aktivite tayini yapilmistir. HBB-218 izolatinin
Urettigi bakteriyosin hem +4 °C'de, hem de 65 °C’de denenen tim pH’larda
aktivitesini tamamen korumaktadir. HBB-247'nin Urettigi bakteriyosin ise, 65 °C'de
inktibe edildiginde pH 3, pH 10 ve pH 11'de aktivitesini kismen kaybetmektedir
(Cizelge 4.10-4.11).

Cizelge 4.10 HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosinin aktivitesi tzerine pH’ nin etkisi

KALAN AKTIVITE (%)

+4°C 65 °C
pH 3 100 100
pH 4 100 100
pH 5 100 100
pH 6 100 100
pH 7 100 100
pH 8 100 100
pH 9 100 100
pH 10 100 100

pH 11 100 100
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Cizelge 4.11 HBB-247 izolatinin Urettigi bakteriyosinin aktivitesi tzerine pH’ nin etkisi
KALAN AKTIVITE (%)

+4°C 65 °C
pH 3 100 40,9
oH 4 100 100
oH 5 100 100
oH 6 100 100
oH 7 100 100
oH 8 100 100
bH 9 100 100
oH 10 100 90,9
oH 11 100 63,6

HBB-218 ve HBB-247 tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin genis bir pH araliginda
aktif olmalar1 onlart  endustriyel acgidan avantajli  kilmaktadir.  Genelde,
Laktobasillerin  Urettikleri  bakteriyosin  benzeri  bilesikler, bazik pH’larda
konformasyonel degisiklige ugramaktadirlar ve pH 12.0' de antagonistik aktivite yok
olmaktadir.

Calismamizda kullanmilan bakterilerin Urettikleri bakteriyosinler, 6zellikle HBB-218
tarafindan Uretilen bakteriyosin bazik pH’'larda aktif olmasinin yamsira, asidik
pH’larda aktivitesinde kayip olmadan is gormektedir. Bu o6zellikleri nedeniyle,
fermente gidalarda da rahatlikla kullanilabilirler.

4.5.4. Ham bakteriyosinlerin aktiviteleri Gzerine organik ¢oztculerin
etkisi

Bakteriyosinlerin karakterizasyon calismalarinda, organik ¢oziculerin aktivite
Uzerine etkileri degerlendirilir. Bu tir denemeler sayesinde kultir ortamindan
bakteriyosini ekstrakte ederken, ya da 6rnegin saflastirma asamasinda, hangi organik
¢Ozuculerin  (inaktivasyona neden olmadan), kullanisli oldugu belirlenebilir
(Hernandez et al., 2005).
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Calismamizda, izolatlarin kultir sivilarindaki aktiviteleri tzerine organik ¢ozuculerin
ve deterjanlarin etkileri arastirilmigtir. Kaltdr stipernatantlar: aseton, metanol, ksilol,
etanol, DMSO ve TCA ile muamele edildikten sonra, aktivite tayini yapilmistir.
Organik c¢oziculerden, sadece TCA aktivitede kayiba neden olmustur. TCA,
proteinleri ¢oktirmede kulanilan bir organik ¢ozucudir. TCA muamelesinden sonra,
aktivitenin tamamen kaybolmasi, ¢alistigimiz maddenin protein yapida oldugunu
destekleyen diger bir bulgudur.

Cizelge 4.12 HBB-218 izolatimn Urettigi bakteriyosinin aktivitesi Uzerine organik
cozuculerin etkis

ORGANIK ¢OzUCU (Final kons.) KALAN AKTIVITE (%)
Aseton (% 10) 100

DM SO (%10) 100

Methanol (% 10) 100

Ethanol (% 10) 100

Xylol (% 10) 100
Kloroform 100

TCA (100 mg/ml) 0

Cizelge 413 HBB-247 izolatimn Urettigi bakteriyosinin aktivites Uzerine organik
cozuculerin etkisi

ORGANIK ¢OzUCU (Final kons.) KALAN AKTIVITE (%)
Aseton (% 10) 100

DM SO (%10) 100

Methanol (% 10) 100

Ethanol (% 10) 100

Xylal (% 10) 100
Kloroform 100

TCA (100 mg/ml) 0

Risoen et al. (2005), yaptiklar1 calismada, Bacillus cereus tarafindan uretilen
bakteriyosin benzeri bilesigin aktivitesi Uzerine organik ¢Ozuculerin etkisini
arastirmiglardir. Aseton, asetonitril, butanol, etanol, metanol ve isopropanol ile 25
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°C’de 1 saat inklibe edilen BLIS aktivitesi Uizerine yalnizca asetonun etkisi oldugu
gordlmistar. Diger organik ¢ozlculerle muamele sonucu kalan aktivite %100 iken,
aseton ile muameleden sonra kalan aktivite %12 olarak bulunmustur.

Bacillus sp. 8A tarafindan Uretilen bakteriyosin ile yapilan benzer bir calismada,
etanol (%10 v/v) ve kloroformla (%10 v/v), 25 °C’de 1 saat muameleden sonra kalan
aktivite %092, TCA muamelesinden sonra ise kalan aktivite %0 dir. Aseton, DM SO,
metanol, xylol aktivitede kayba neden olmamustir (Bizani et al., 2005).

4.5.5. Ham bakteriyosinlerin aktiviteleri Uzerine deterjanlarin etkisi

Aktivite Uzerine deterjanlarin etkisi incelendiginde, her iki susun kaltdr sivilarinda
farkli sonuclar elde edilmistir.

Tween 20, Triton X-100, SDS, 2 mM EDTA ve 5 mM EDTA ile yapilan
denemelerde, kontrol kuyucugunda da zon goruldigu icin degerlendirme
yapilamamistir. HBB-218 tarafindan tretilen bakteriyosinin, Tween 20, Ure ve 0,1
mM EDTA varliginda kalan aktivitesi %100’ dur.

HBB-247'de, 0,1 mM EDTA ile muamele edildikten sonra bakteriyosin aktivitesinin
arttigi gozlenmistir.

Powell et al. (2007), Lactobacillus plantarum ST8KF ile yaptiklar: ¢calismada, Triton
X-114 ve Triton X-100'Un aktivitede kayba neden oldugunu, Tween 20, Tween 80,
SDS ve Urenin ise aktiviteyi etkilemedigini bildirmislerdir.

Pediococcus acidilacti MM33 bakteris tarafindan Uretilen  bakteriyosinin
aktivitesinin Triton X-100 (%1), Tween 80 (%1) ve SDS ile muameleden sonra, iki
katina giktig: belirtilmistir (Milette et al., 2007).

Melastan izole edilen bir Lactobacillus plantarum susu tarafindan dretilen iki farkl

bakteriyosinle karakterizasyon calismasi yapilmistir. Her iki bakteriyosinin de Tween
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20, Tween 80, Triton X-114 ve Triton X-100 (%1 m/V) deterjanlarina kars1 hassas
oldugu, SDS ve urenin ise aktiviteyi etkilemedigi bildirilmistir (Todorov ve Dicks,
2005).

Cizelge 4.14 HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin aktivites Uzerine deterjanlarin etkisi
(*) Deterjamin kontroltinde zon var.

DETERJANLAR KALAN AKTIVITE (%)
Tween 20 (1 mg/mL) *
Tween 80 (1 mg/mL) 100
Triton X-100 (1 mg/mL) *
Triton X-114 (1 mg/mL) *
SDS (1 mg/mL) *
Ure (1 mg/mL) 100
EDTA (0.1 mM) 100
EDTA (2mM) *
EDTA (5mM) *

Cizelge 4.15 HBB-247 izolatimin Urettigi bakteriyosini aktivitesi Uzerine deterjanlarin etkisi
(*) Deterjamin kontroltinde zon var.

DETERJANLAR KALAN AKTIVITE (%)
Tween 20 (1 mg/mL) *
Tween 80 (1 mg/mL) 100
Triton X-100 (1 mg/mL) *
Triton X-114 (1 mg/mL) 100
SDS (1 mg/mL) *
Ure (1 mg/mL) 100
EDTA (0.1 mM) 120
EDTA (2mM) *

EDTA (5 mM) *
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4.6 Farkh Ticari Ortamlarda Gelisim ve Bakteriyosin Uretimi

Calismamizda, bakteriyosin Uretimi agisindan optimum sartlar belirlenmeden 6nce,
farkli ticari ortamlarda bakteriyosin Uretimi ve suslarin gelisimi belirlenmistir. Bes
farkli ticari ortam kullamlarak yapilan calismada, en iyi gelisim ve bakteriyosin
Uretiminin her iki sus icin de BHI broth ortaminda gozlenmistir (Cizelge 4.16-4.17).
HBB-218 susu icin Caso broth ortaminda da absorbans degerleri yuksektir ve
bakteriyosin Uretimi 72. saatte BHI broth ortamindaki ile aymdir. Ancak,
calismamizda, aktivite degerleri ayni ¢ikan, tretim kosullar1 arasindan gelisimin en
iyl gbzlendigi sartlar segilmistir. Dolayisiyla, HBB-218 susu igin, 72. saatte en iyi
gelisimin gozlendigi BHI broth ortami segilmistir. Nutrient Broth ve Triptoz broth
ortamlarinda, bakteriyosin tretimi gerceklesmemistir.

HBB-247 susunda ise, Nutrient broth ortaminda aktivite gozlenmezken, Triptoz
borth ortaminda, 72. saatte oldukca dusiik (<200 AU/mL) aktivite gozlenmistir. En
yuksek bakteriyosin dretimi, BHI broth ortaminda 24. sastte gerceklesmektedir.
Absorbans degerleri ise yine BHI broth ortaminda 72. sastte maksimum degere
ulagmustir. Bu sebeplerden dolayi, HBB-247 susu i¢in de daha sonraki calismalarda
modifiye etmek Uzere BHI broth ortami secilmistir.

Cizelge 4.16 HBB-218 izolatinin farkl: ticari ortamlarda gelisimi ve bakteriyosin Gretimi

24, saat 48. saat 72. saat

Aktivite Absorbans  Aktivite Absorbans  Aktivite Absorbans
BESIYERLERI (AU/mL) (600 nm) (AU/mL) (600 nm) (AU/mL) (600 nm)

BHI B. <200 0,900 1600 1,428 3200 1,767
Caso B. 400 0,930 800 1,062 3200 1,472
Nutrient B. 0 0,171 0 0,173 0 0,178
Tryptose B. 0 0,523 0 0,554 0 1,152

LB B. 0 0,729 400 0,640 400 0,761
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Cizelge 4.17 HBB-247 izolatinin farkl: ticari ortamlarda gelisimi ve bakteriyosin Gretimi

24, saat 48. saat 72. saat

Aktivite Absorbans  Aktivite  Absorbans Aktivite Absorban
BESIYERLERI (AU/mL) (600nm)  (AU/mL) (600 nm) (AU/mL) (600 nm)

BHI B. 12800 1,218 6400 2,130 6400 2,792
Caso B. 6400 0,618 800 0,810 800 0,867
Nutrient B. 0 0,069 0 0,142 0 0,168
Tryptose B. 0 0,229 0 0,340 <200 0,445
LB B. 6400 0,776 6400 2,115 6400 2,070

4.7. izolatlarin Biiylime Egrileri ve Bakteriyosin Uretim Evrelerinin

Belirlenmesi

Izolatlar, BHI Broth ortamlarinda, 65 °C’ de gelistirilmis ve ¢esitli zaman araliklaryla
alinan orneklerden absorbans (O.D.go nm) Ve bakteriyosin aktiviteleri olculerek,
blytme egrileri ¢ikarilmis ve bakteriyosin Uretim evreleri saptanmistir (Sekil 4.8-
4.9).

Elde edilen veriler, zaman kars: grafiklendirildiginde, her iki susun da, bakteriyosin
uretimi logaritmik fazin baslangicinda (yaklasik 12. saat) basladigi gordlmustir.
HBB-218 susunda bakteriyosin Uretimi 72. saatte (durgunluk fazimin sonlarinda)
maksimum seviyeye ulasirken, HBB-247 ‘de 27. saatte (logaritmik fazin sonlarinda)
maksimum aktivite gorulmektedir (Sekil 4.8, 4.9).
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Sekil 4.9 HBB-247 izolatinin buylime egrisi ve bakteriyosin Uretim evrderi

HBB-218 tarafindan Uretilen bakteriyosinin  72. saatte maksimum seviyeye
ulasmasinin nedeni, gelisimin ge¢ safhalarinda hicrelerin parcalanmasi olabilir.
Eger, ekdraselller bakteriyosin aktivitesinin yamsira, hiicre ici bakteriyosin varligi
da sdzkonusuysa, hiicreler parcalandiginda, aktivitenin artmasi normaldir. Hicre ici
bakteriyosinin olup olmadigim belirlemek amaciyla, HBB-218 susunun BHI broth
ortamindaki 24 saatlik kultard sonike edilerek, farkli fraksiyonlarda aktivite tayini
yapilmistir. Sonugta, aym kiltur sivisindan alinan Orneklerde, hiicre disi1 sivida
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aktivite 800 AU/mL, hicre i¢i sivida <200 AU/mL, membrana bagli kisimlarin
oldugu fraksiyonda ise <200 AU/mL olarak belirlenmistir. Bu durum, bakteriyosin
aktivitesinin neden 72. saatte maksimum duizeye eristigini agiklar niteliktedir.

Literatirde yer alan bakteriyosin calismalarinda genelde, ekstraseliler sivilarda
aktivite denemeleri  yapilmaktadir. Ancak bu durumun istisnalart  da
bulunabilmektedir. Kato et al. (1991), yaptiklar1 calismada Brevibacterium linens
bakterisinde hicre ici ve hiicre dis1 bakteriyosin tretimini arastirmiglardir. B. linens
ATCC 9171 susu boullion brothda kiltive edilmis ve ¢esitli zaman araliklarinda
alinan érneklerden aktivite tayini yapilmistir. Ornekler, santrifiijlenerek, ekstraseltler
sivida hiicre dis1 aktivite, lizozimle muamele edilen hiicrelerde ise hiicre igi aktivite
denenmistir. Her iki fraksiyonun antibakteriyal etki spektrumu aynidir, ancak 48 saat
sonunda hicre dis1 bakteriyosin aktivitess 4 Unite/mL; hicre icgi bakteriyosin
aktivitesi ise 160 Unite/mL olarak bulunmustur. Hicre icinde Uretilen Linecin A ile
hiicre dis1 sivida saptanan Linecin A’'nin oldukga benzer yapida olduklar
belirlenmistir.

Lactobacillus curvatus tarafindan Uretilen bakteriyosin benzeri madde ile yapilan
calismada benzer sekilde hiicre ici ve hiicre dis1 bakteriyosin Uretimi arastirilmistir
(Chung ve Yousef, 2005). Kdultur sivilari santrifijlenerek elde edilen
stipernatantlarda hiicre dis1 aktivite test edilmis, lizozimle muamele edildikten sonra
sonike edilen pellet ise hicre ici aktiviteyi belirlemek icin kullanimistir. Sonugta
hiicre ekstraktlarinin, kultlr stpernatantina gore, daha genis bir inhibisyon
spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir.

Bakteriyosinlerin Uretimi genelde, bakteriyal gelisimle yakindan ilgilidir. Cunku
bakteriyosinler sadece dretici organizmamn gelisimi  sirasinda  sentezlenirler.
Bakteriyosin aktiviteleri, gelisme fazinin sonunda, proteazlarin degredasyonundan
dolay1 azalmaktadir (Kim et al., 2006).

Calismamizda kullamilan her iki izolatin bakteriyosin Uretimi gelisimin erken
safhalarinda yani logaritmik fazin baslangicinda baslamaktadir.
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Lactococcus lactis USC 39, Enterococcus faecium USC-46 ve E. mundtii USC-51
suglarimin - bakteriyosinleri ile ilgili yapillan calismada, bakteriyosin Uretiminin
evreleri arastirilmistir (Campos, 2006). Ug bakteride de, bakteriyosin tretimi ilk
olarak logaritmik fazin ortalarinda baslamaktadir, ancak maksimum dretim farkl
evrelerde gergeklesmektedir. 72 saat boyunca absorbans ve aktivite 6lgimu yapilan
caismada, L. lactis USC-39 icin maksimum dretim indikatbr susa gore
degismektedir. indikator sus olarak Listeria monocytogenes LHICA 1112
kullanmldiginda 33. saatte, L. monocytogenes NCTC 11994 kullanildiginda 46. saatte,
S aureus LHICA 1010 kullamldiginda ise 21. saatte maksimum Uretim
gerceklesmektedir. Bakterinin blyime egrisinde logaritmik fazin sonu 21. saate
karsilik gelmektedir ve aktivite durgunluk fazi boyunca sabit kalmaktadr.

E. faecium USC-46 susunun Urettigi bakteriyosin ise denenen 3 indikator susa karsi
46-55. saatte, S aureus LHICA 1010’ akars: ise 21. saatte maksimum aktivite oldugu
bildirilmistir.

Termofilik B. thermoleovorans S-11 susu ile yapilan calismada, bakteriyosin
Uretiminin logaritmik fazin ortalarinda (7.saat) basladigi ve maksimum seviyeye
durgunluk fazinda ulastigi gbzlenmistir. Kiltir sipernatanti, hiicre ekstrakti ve
membran fraksiyonlarinda aktivite tayini yapilmis ve sadece kiltir stipernatantinda
aktiviteye rastlanmistir (Novotny ve Perry, 1992).

Lactococcus lactis WNC 20 susunun bakteriyosin tretim ozellikleri arastirildiginda,
benzer sekilde Uretimin logaritmik fazin ortalarinda basladigi ve erken durgunluk
fazinda en Ust seviyeye ulastigi bildirilmistir. Ge¢ durgunluk fazinda ise aktivitede
disUs gozlenmistir (Noonpakdee et al., 2003).

Bakteriyosin Uretim evreleriyle ilgili baz1 calismalarda, arastirmamizdakine benzer
sonuglar elde edilmistir. Ornegin, Lactobacillus plantarum TF711 susunun
bakteriyosin Uretimi erken logaritmik fazda baslamaktadir ve logaritmik faz-

durgunluk fazimin baglangici  (12-22 saat) arasinda maksimum seviyededir.
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Biyoaktivite, 24 saat sonunda %50 oramnda, 48 saat sonunda ise %90 oraninda
azalmaktadir (Hernandez et al., 2005).

Ocana et al. (1999), vajinal bir Lactobacillus salivarius susunun bakteriyosin
uretimini arastirmuglardir. Uretimin logaritmik fazin baslangicinda basladigini ve

durgunluk fazinda maksimum seviyeye ulastigint bildirmislerdir.

Antibakteriyal, antifungal ve antimikobakteriyal 6zellikteki “Stafilokokkin Bac188”
S auerus AB188 tarafindan Uretilmektedir. Bakterinin blytme egrisine bakildiginda,
maksimum dretimin logaritmik fazin ortalarinda (7. saat) gergeklestigi ve 24 saat
boyunca bakteriyosin miktarimn sabit oldugu gortlmustir. Bu sebeple, 6rnekler 24.
saatte toplanmustir (Saeed et al., 2006).

E. faecium MMT21 susu bakteriyosin Uretimine erken log fazinda (7.saat)
baslamakta ve maksimum Uretim log fazinin sonunda (17. saat) gergeklesmektedir.
Durgunluk fazi boyunca bakteriyosin tretiminin sabit oldugu belirlenmistir (Ghrairi
et al., 2007).

4.8 Bakteriyosin Uretim K osullarimn Optimizasyonu

Bakteriyosin uretimi, ortam bilesenleri, kultlr sartlart (pH, sicaklik, calkalama) gibi
faktorlerden etkilenmektedir. Genelde optimum gelisme igin gerekli sartlara yakin
degerlerde bakteriyosin Uretimi artmaktadir. Bu yuzden, Uretimi artirmak igin,
cevresel sartlarin optimize edilmesi oldukca 6nemlidir. Nisin, pediosin, enterosin,
laktokokkin ve mezenterosin Uretimi Uzerine ortam bilesenlerinin etkileri ile ilgili
calismalar yapilmustir. Nisin Uretimi karbon kaynaklarimin regulasyonu, azot
kaynaklar1 ve fosfor ile etkilenmektedir. Ayrica, nisin, laktokokkin ve bavaricin

Uretiminde ortam pH’ st 6Gnemli bir rol oynamaktadir (Todorov ve Dicks, 2005)

Krier et al. (2000), aym mikroorganizma tarafindan dretilen 2 ayr1 bakteriyosinin
Uretimi Uzerine pH ve sicakligin etkisinin farkl: olabilecegini belirtmislerdir.



111

Calismamizda, izolatlarin bakteriyosin Uretimlerinin optimum gerceklestigi sartlar
belirlenmistir. Bu amagla, sirasiyla, farkli pH, sicaklik, azot kaynaklari ve karbon
kaynaklarinin izolatlarin gelisimi  ve bakteriyosin  Uretimi  Uzerine etkileri

arastirilmistur.

4.8.1. Farkh pH’lardaizolatlarin gelisimi ve bakteriyosin Gretimleri

Farkli pH’larda izolatlarin gelisimlerini ve bakteriyosin Uretimlerini belirlemek
amaciyla, BHI Broth ortami kullamilmis ve kiltirler 65 °C'de inklibe edilmistir.
Izolatlardaki bakteriyosin Uretiminin en fazla gerceklestigi zamanlarda 6rnekler
alinmistir. HBB-218 icin gelisimin 72. saatinde; HBB-247 izolat1 igin ise gelisimin
27. saatinde drnekler alinarak, absorbans, kuru agirlik, pH ve bakteriyosin aktiviteleri

belirlenmistir.

Farkli pH’larda gelisim ve bakteriyosin Uretimleri de degiskenlik gostermektedir.
HBB-218 susunun bakteriyosin Uretimi en iyi pH 6.0'da (Cizelge 4.18) ; HBB-247
icin ise en iyi pH 6.5 da gerceklesmektedir. (Cizelge 4.19). Cizelgedeki veriler
kullanilarak farkli pH’lardaki gelisim, son pH ve bakteriyosin degerleri ayrica grafik

olarak verilmistir.
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Cizelge 4.18 HBB-218 izolatinin farkl: pH’larda gdisimi ve bakteriyosin tretimi

Bagslang:¢ pH Absorbans Aktivite Son pH Kuru
( 600 nm) (AU/mL) agirlik (g/L)

55 0,075 - 5,77 0,09

6,0 2,238 6400 17,77 1,47

6,5 1,834 3200 5,78 0,90

7,0 1,662 1600 7,68 0,79

75 1,155 1600 7,69 0,61

8,0 0,810 3200 7,81 0,36

8,5 0.094 - 8,13 0,11
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Cizelge 4.19 HBB-247 izolatinin farkli pH’larda gdisimi ve bakteriyosin tretimi
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Baslangic pH Absorbans Aktivite Son pH Kuru agrrlik
(600 nm) (AU/mL) (g/L)
55 0,099 - 5,67 -
6.0 0,802 1600 5,63 0,48
6.5 1,119 51200 6,89 0,80
7.0 1,157 12800 7,38 1,00
7.5 0,978 3200 7,65 0,66
8.0 0,480 400 7,14 0,26
8.5 0,239 - 8,45 -
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Sekil 4.12 HBB-247 izolatimn farkli pH’larda gelisimi ve bakteriyosin retimi
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Sekil 4.13 HBB-247 izolatinin farkli pH’ larda son pH ve kuru agirlik miktarlari.
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pH ve sicaklik gibi fizikokimyasal faktorler, bakteriyosin Uretiminde 6nemli etkiye
sahiptirler. Maksimum bakteriyosin Uretimi igin gerekli olan optimum pH ve sicaklik
degerleri, gelisim icin gerekli olanlarla nadiren ayni degerdedir (Tomas et al., 2002).

HBB-218 ve HBB-247 susunun bakteriyosin 0Oretimi notre yakin pH’larda
gerceklesmektedir. HBB-218'in gelisimi agisindan en iyi pH 6.0; HBB-247 igin ise
pH 6.5-7.0'dir. Her iki sus igin de, optimum bakteriyosin tretimleri gelisimin en iyi
gozlendigi pH’ larla aynm ya da yakin pH’larda gergeklesmektedir.

Lactobacillus salivarius CRL 1328 susuyla yapilan calismada, bakterinin 37 °C’'de
ve pH 6.5-8.0 arasinda gerekli ortam bilesenlerini daha etkili bicimde kullandigini ve
bu degerlerin hem gelisim hem de bakteriyosin tretimi agisindan optimum oldugunu
belirtmiglerdir (Tomas et al., 2002). Bununla birlikte, gelisim icin gegerli optimum
pH ve sicaklik degerlerinin maksimum bakteriyosin dretimi agisindan ayn: olmadigi
durumlar da sbozkonusudur (Parente ve Riccardi 1994; Parente et al., 1994; Lejeune
et al., 1998; Moretro et al., 2000).

Kaiser ve Montville (1993), fermentor kullanarak, Lactobacillus bavaricus susunun
farkli pH’'larda ve gelisim oranlarinda (growth rate) bakteriyosin dretimini
arastirmiglardir. Sonucta, bavaricin titresinin gelisim oramndan ziyade, pH tarafindan
daha cok etkilendigini bulmuslardir. Bavaricin  MN Uretimi, pH-kontrollU
fermentorde calisilmis ve pH 6.0'daki Uretimin, pH 6.5'daki Uretimin 12 katina
ulastig1 belirlenmistir.

HBB-218 susunun bakteriyosin dUretiminin gelisim az olmasina ragmen pH 8.0 de
arttigr (3200 AU/mL) gortlmuistir. Bu durum gelisimin yavas olmasi, yani gelisim
oramnmin dusik olmasi ile aciklanabilir. Drosinos et al. (2006), Leuconostoc
mesenteroides E131 ile yaptiklar: ¢alismada, bakteriyosin Uretimi igin gecerli olan
optimum pH degerinin, gelisim igin gegerli olmadigint belirtmislerdir ve bakteriyosin
Uretimi distk gelisim oranlarinda artmaktadir.  Arastirmacilar, maksimum
bakteriyosin aktivitesinin distk gelisim oranlarinda gdzlenmesinin sebebini, yavas

gelisen kulturlerde enerjinin dahaiyi kullamimasiyla agiklamislardir.
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Bakteriyosin Uretimi Gzerine pH'min etkili olmasinin nedenlerinden biri de farklt pH
degerlerinde, bakteriyosinin Uretici hlcre ylzeyine tutunma oramn degismesidir.
Lactobacillus sake L45 susuyla yapilan ¢calismada Laktosin S tretimi Gzerine pH’ nin
oldukca 6nemli etkiye sahip oldugu gozlenmistir. pH 5.0'de gelistirilen kiltirlerde,
hiicrelerden oldukca fazla miktarda Laktosin S salinirken, pH 6.0'da elde edilen
aktivite pH 5.0'dekinin %10’ unundan azdir. Arastrmacilar bu durumun sadece
biomass miktariyla agiklanamayacagini, Uretici hicre yilzeyine bakteriyosinin
tutunmasi ile ilgili olabilecegini belirtmislerdir. Bu durumu dogrulayabilmek icin pH
2.0 ve pH 5.0 ‘de hicreler yikanmig, fakat bakteriyosin aktivitesinde (salimminda)
herhangi bir artis gbzlenmemistir. Bakteriyosinin Uretiminin pH 6.0'da bu kadar
dusmesinin sebebi uzun sureli saklama (24 saat boyunca pH 6.0'da kultive etme)
olarak dustnulmustir. Ancak bakteriyosin pH 2.0-9.0 arasinda stabiltesini uzun siire
korumaktadir.

Laktosn S, lantibiyotikler olarak adlandirilan bakteriyosin sinifina  dahildir.
Lantibiyotiklerin Uretimi oldukga karmasiktir ve pekcok biyosentetik ve dizenleyici
genin ifadesine baglidir. Biyosentetik genler, polipeptidde bulunan modifiye
aminoasitlerin olusumunda rol oynarlar. Laktosin S Uretiminin pH’ya bu kadar bagl
olmasinin nedeni, biyosentetik genlerin ifadesinin pH tarafindan kontrol ediliyor
olmasi olabilir ki bu durum daha onceden pek ¢ok gen simifi igin bildirilmistir.
Ancak, laktosin S operonunun DNA dizi analizi yapildiginda laktosin S Uretiminde
diizenleyici rol oynayan genetik elementlere rastlanmamistir (Mordvedt-Abildgaard
et al., 1995).

Enterococcus faecium GM-1 izolatiyla yapilan calismada, bakteriyosin retimi
acisindan optimum pH 6.5 olarak belirlenmistir. Organizmanin gelisimi agisindan da
en iyi pH derecesi 6.5 olarak bulunmustur (Kang ve Lee, 2005).

Bezares et al., (2006), Lactobacillus plantarum J23 ve L. hilgardii J81 suslarin
kullanarak yaptiklari calismada, her iki susun pH 3-6 arasinda bakteriyosin
Uretmedigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu durumu, disik pH’larda hicresel

gelisimin az olmasi ile agiklamiglardir. Her iki bakteri birlikte inklibe edildiginde
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(kokultar), pH 3,4 ve 5'deki aktivite, pH 6.2'de gbzlenen aktiviteden daha dusik

bulunmustur.

Lactobacillus plantarum ST23LD ve ST341LD suslari ile yapilan calismada
ST341LD susunun pH 6.5'da gelistirildigi zaman bakteriyosin dretiminin inhibe
oldugu, pH 5.5 ve pH 6.0'da gelistirildiginde ise bakteriyosin Uretiminin arttigi
(srastyla 2850 AU/O.D. ve 2841 AU/O.D.) bildirilmistir. ST23LD susunda ise
bakteriyosin tretimi pH 6.5 da artmakta (2930 AU/O.D.), pH 6.0’ daise bakteriyosin
uretiminde yaklasik %50 oraninda dists (1460 AU/O.D.) gOzlenmektedir. L.
plantarum tarafindan Uretilen diger bakteriyosinler igin benzer sonuglar bildirilmistir.
ST23LD ve ST341LD suslarmin bakteriyosin dretiminde pH’nin  dizenleyici
(regulator) etkisi olabilecegi dusunulmistir. Arastirmacilar bu sorunun yanitimin
bakteriyosinleri kodlayan yapisal genlerin Real Time PCR ile belirlenmesi sonucu
verilebilecegini bildirmislerdir (Todorov ve Dicks, 2006).

Melastan izole edilen iki L. plantarum susunun (ST28MS ve ST26MS), farkl
pH’larda bakteriyosin Uretimleri arastirilmistir (Todorov ve Dicks, 2005). MRS
broth’da, pH 5.0 ve pH 5.5 da bakteriyosin ST28MS dretimi 12 800 AU/mL iken,
pH 6.0-6.5'da Uretim 25 600 AU/MI'ye yukselmistir. Kiltdrlerin final pH’lar1 ise
3.5-3.8 arasindadir. ST26M S susunun bakteriyosin tretimi ise MRS broth ortaminda,
pH 4.5 ve pH 5.0'de 3200 AU/mL; pH 6.0 ve pH 6.5 da ise 6400 AU/mL’dir. En
yiksek aktivite ise (12 800 AU/mL), baslangi¢ pH’ s1 5.5 oldugunda gozlenmistir.

Lactococcus lactis subsp. lactis HV219 susu HV 219 bakteriyosinin Uretmektedir ve
Onceki bulgulara benzer sekilde optimum Uretim (1600 AU/mL) pH 6.0'da
gerceklesmektedir. pH 5.5 ve pH 6.5'da bakteriyosin tretimi 800 AU/mL olarak
belirlenmistir (Todorov et al., 2006).

Bozadan izole edilen L. plantarum ST414B2 ve ST664BZ suslarimin bakteriyosin
dretimini  etkileyen ortam bilesenleri arastirilmigtir (Todorov ve Dicks, 2006).
Bakteriyosin ST414BZ (retimi pH 6.5, 6.0, 5.5 ve 5.0'de 12 800 AU/mL iken pH
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4.5'da bu deger 3200 AU/mL’ye dusmustir. ST664BZ bakteriyosinin ise pH 6.0 ve
6.5 da 12 800 AU/mL iken pH 4.5 da bu deger 1600 AU/mL’ye dismistr.

4.8.2. Farkh sicakhiklardaizolatlarin gelisimleri ve bakteriyosin

uretimleri

Farkli sicakliklarda izolatlarin gelisimlerini ve bakteriyosin Uretimlerini belirlemek
amaciyla, BHI Broth ortami kullamlmis ve kilttrlerin pH’lari denenen sicakliklarda
HBB-218 icin 6.0; HBB-247 icin ise 6.5 a ayarlanmustir. izolatlardaki bakteriyosin
Uretiminin en fazla gerceklestigi zamanlarda 6rnekler alinmistir. HBB-218 icin
gelisimin 72. saatinde; HBB-247 izolat1 igin ise gelisimin 27. saatinde Ornekler
alinarak, absorbans, kuru agirlik, pH ve bakteriyosin aktiviteleri belirlenmistir (Sekil
4.14-4.17).

Farkl1 sicakliklarda gelisim ve bakteriyosin Uretimleri de degiskenlik gbstermektedir.
Her iki susun bakteriyosin Uretimi igin en iyi sicaklik 60 °C olarak saptanmstir
(Cizelge 4.20-4.21). Cizelgedeki veriler kullanilarak farkli sicakliklardaki gelisim,
pH ve bakteriyosin degerleri ayrica grafik olarak gosterilmistir.
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Cizelge 4.20 HBB-218 izolatimin farkli sicakliklarda gelisimi ve bakteriyosin Gretimi

Sicaklik Absorbans Aktivite Son pH Kuru agirlik
(600 nm) (AU/mL) P (glL)
40°C 0,059 - 5,98 0,08
45°C 0,120 - 5,85 0,08
50°C 0,084 - 6,02 0,06
55°C 0,608 - 5,58 0,21
60°C 1,832 3200 7,70 1,30
65°C 1,086 3200 5,50 0,52
70°C 0,999 - 5,62 0,54
HBB-218
3500
S 3000
a 2500
o 2000 S
8 1500 ¥
3 1000
< 500
T T O
S <? 3 B 3 8 <
=& Absorbans o
—B— Aktivite Sicaklik °C
Sekil 4.14 HBB-218 izolatimn farkl: sicakliklarda gelisimi ve bakteriyosin tretimi
9 - HBB-218 - 14
8 ~
-
64— g
S 5 - E
c 4 - )?D'p
3 3 S
1 .
o™
S
Sicakhk °C
=&— Son pH
=8—Kuruag.

Sekil 4.15 HBB-218 izolatinin farkli sicakliklarda son pH ve kuru agirlik miktarlari.
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Cizelge 4.21 HBB-247 izolatimin farkli sicakliklarda gelisimi ve bakteriyosin Gretimi

Sicaklik Absorbans Aktivite Son pH Kuru agirlik
(600 nm) (AU/mL) (/L)
40°C 0,031 400 6,58 -
45°C 0,037 400 6,60 -
50 °C 0,294 800 6,22 0,12
55 °C 0,267 1600 5,62 0,11
60 °C 0,625 12800 5,96 0,32
65°C 0,546 6400 5,75 0,30
70°C 0,383 <200 5,65 0,16
HBB-247
07 - - 14000
8 06 - 12000
a 051 10000
O 04 - 8000 S
8 03 - 6000 ¥
5 02 - 4000
2 01 - 2000
0 - - - 0
S Q 3 18 3 8 Q
#— Absorbans Sicaklik °C
—— Aktivite

Sekil 4.16 HBB-247 izolatimn farkl: sicakliklarda gelisimi ve bakteriyosin tretimi

HBB-247
0,35
0,3 -
0,25 g
5 02 £
8 0,15 g
01 2
>
0,05 X
0
=&—Son pH Sicaklik °C
——-Kuruag

Sekil 4.17 HBB-247 izolatinin farkli sicakliklarda son pH ve kuru agirlik miktarlar
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HBB-218 susu, 40-70 °C arasinda gelismektedir. Bakteriyosin Uretimi ise sadece 60
°C ve 65 °C’de gerceklesmektedir. Eniyi gelisim 60 °C’ de gozlenmistir.

HBB-247 susu 40-70 °C arasinda gelisim gostermektedir. HBB-218 susunun aksine,
HBB-247 denenen tim sicakliklarda bakteriyosin Uretmektedir. En fazla bakteriyosin

Uretimi ve gelisim 60 °C’ de gozlenmistir.

Her iki sus icin de maksimum bakteriyosin Uretimi, bakterilerin gelisimi agisindan
optimum sicaklik degerlerinde (60 °C) gerceklesmektedir. HBB-218 daha dar bir
sicaklik araliginda bakteriyosin Uretirken, HBB-247 susunda oldukga genis bir
sicaklik araliginda (40-70 °C) bakteriyosin Uretimi gerceklesmektedir.

Literatirde, termofilik bakterilerin bakteriyosin Uretimleri ile ilgili pek az veri
bulunmaktadir. Sicaklik, pH gibi cevresel kosullarin bakteriyosin Uretimi Uzerine
etkileri genelde mezofilik bakterilerde arastirilmistir. Bu tir calismalarda, maksimum
bakteriyosin dretimi, optimum gelisim igin gerekli olan sicaklik degerleri ile ayni ya
da bu degerlere yakin sicakliklarda gerceklesmektedir. Literatirdeki bu tir veriler,
calismamizdaki bulgular: desteklemektedir.

Bismas et al. (1991), Pediococcus acidilacti H susu ile yaptiklari calismada
sicakligin bakteriyosin Uretimi Uzerine etkilerini arastirmiglardir. 30, 37 ve 40 °C’'de
inkiibe edilen kiltiirlerde en yiksek aktivite, 30 ve 37 °C’de gdzlenmistir (4x10”
AU/mL). 30 °C’'de inkube edilen kiltirin O.D. 600 nm'’ de absorbansi 3.6; 37 °C’de
inktbe edlen kultlrin absorbanst ise 3.8'dir. 40 °C'de ise O.D. 600 nm'de 2.7;
aktivite ise 2.6x10" AU/mL olarak bulunmustur.

Enterococcus faecium GM-1 izolatiyla yapilan optimizasyon calismasinda, farkl
sicakliklarda (10,25, 35, 37, 40, 45, 50 °C), MRS borth ortaminda 24 saat sonundaki
canli hiicre sayisi ve bakteriyosin aktivitesi arastirilmistir. Optimum bakteriyosin
Uretiminin 35-40 °C arasinda gercgeklestigi belirtilmistir. 37 °C'de bakteriyosin
Uretimi (177.8 AU/mL) ve canli hiicre sayimi (1.9 x 10° kob/mL) maksimum
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duzeydedir. 10 °C harig, denenen tum sicakhiklarda bakteriyosin Uretildigi
gbzlenmistir (Kang ve Lee, 2005).

Lactobacillus plantarum ST28MS ve ST26MS suslarinin bakteriyosin tretimi 30 ve
37 °C’de denenmis ve her iki sicaklikta da suslarin ayni oranda bakteriyosin Urettigi,
dolayisiyla gelisme sicakliginin tretim Gzerinde cok etkili olmadigi bildirilmistir.
HBB-218 susunda gozlendigi gibi gelisim sicakligi ile bakteriyosin tretiminin iliskili
oldugu bakteriyosinlere 6rnek olarak, laktosin A, enterosin 1146, laktosin S,
amilovorin 1471, nisin Z ve mezenterosin verilebilir (Todorov ve Dicks, 2005).

Staphylococcus warneri FM10, FM20 ve FM30 suslarimin bakteriyosin dretimi
Uzerine sicakligin etkisini denemek amaciyla kiltirler 12 saat boyunca, 25,30, 35, 37
ve 40 °C'de inklbe edilmisler ve 12 saat sonunda absorbans ve bakteriyosin
aktiviteleri 6l¢tlmustar. Suslarin timinun optimum 37 °C’ de gelistigi ve maksimum
bakteryosin Uretiminin de 37 °C’de gozlendigi bildirilmistir (Prema et al., 2006).

Lactobacillus salivarius CRL 1328 bakterisinin bakteriyosin Gretimi farkli pH’larda
44 °C'de denendiginde bu kombinasyonlarda gelisim gbzlenmesine ragmen
bakteriyosin Uretimi gergeklesmemektedir. 44 °C gibi, bakteri icin yiksek bir
sicaklikta, mikroorganizma bakteriyosin sentezleme ya da ortama bakteriyosin
salgilama yeteneginden yoksundur. HBB-218 susu icin de benzer bir durum
sozkonusu olabilir. Organizma, 60 ve 65 °C disindaki sicakliklarda gelisme
yeteneginde olmasina ragmen bakteriyosin Uretimi ya da ortama salinimin
engellenmesi sdzkonusu olabilir. Arastirmacilar, L. salivarius CRL 1328 susunun 37
°C'de (pH 6.5-8.0 arasinda) optimum gelistigini ve bu kosullarda gerekli ortam
bilesenlerini daha iyi kullamlabiliyor olabilecegini bildirmislerdir (Tomas et al.,
2002).

Drosnos e al. (2006), hicrelerin enzimatik reaksiyon oranlarimn,
mikroorganizmamn gelistigi pH veya sicaklik gibi gevresel kosullar tarafindan
kontrol edildigini bildirmiglerdir. pH veya sicaklik kritik degerlerin altina
dustiginde, enzimatik reaksiyonlar baskilanir ve gelisim oranin dismesine neden
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olur. Dolayisiyla, cevresel kosullarin degerlerindeki sapmalar sonucu, gelisim
oranlarinin kritik degerin altina dismesi, bakteriyosin biyosentezi gibi prosedirlerin
baskilanmasina yol acar. Cunkil, bakteriyosin sentezi, c¢esitli  enzimatik
reaksiyonlarin sonucunda gergeklesir.

HBB-247 susunda, optimum gelisme sicakliginin (60 °C) disindaki sicakliklarda da
bakteriyosin Uretimi gozlenmektedir. Bakteriyosin Uretimi, absorbans degerleriyle
uyumludur. HBB-247 susunun bakteriyosin Uretimi ile sicaklik arasindaki iliskiye
benzer bulgular literatirde bildirilmistir. Lactobacillus cases CRL 705 susu ile
yapillan calismada, 15, 20, 25 ve 30 °C'lerde gelisim ve bakteriyosin Oretimi
arastirilmistir. En yilksek canli hiicre sayimi (3.8 x 10° kob/mL), 20 °C'de elde
edilmistir. Denenen tuim sicakliklarda, canli hiicre sayilar1 degismesine ragmen,
aktivite ayn degerde (1066 AU/mL) bulunmustur.(Vignolo et al., 1995).

Sreptococcus thermophilus SBT1277 susuyla yapulan calismada M17 broth
ortaminda, 25, 30, 35, 40 ve 45 °C sicakliklarda bakteriyosin Uretimi ve gelisim
arastirilmistir. Denenen tim sicakliklarda, bakteriyosin dretimi geg log fazda
baslamakta ve maksimum Uretim durgunluk fazinda gergeklesmektedir. En yuksek
bakteriyosin miktar1 (640 AU/mL) 35 °C’de gerceklesmis, 45 °C’de ise maksimum
Uretim 160 AU/mL olarak bulunmustur. inkiibasyon sicakligi maksimum canli hiicre
sayisini etkilemezken hiicre gelisim oramnt etkilemistir. SBT1277, 45 °C'de veya 35
°C’'nin altinda inktibe edildiginde hiicreler gelismektedir, ancak bakteriyosin tretimi
azalmaktadir (Kabuki et al., 2007).

Streptococcus thermophilus 347 susuyla yapilan calismada 16 saat sonunda, 30 ve 42
°C'deki absorbans degerleri aynidir. Ancak, 30 °C’'deki termofilin Gretimi, 42
°C’deki uretimin 8 katina ¢iktig: belirlenmistir (Villani et al., 1995).

Streptococcus thermophilus 81, 30 °C'de inkiibe edildiginde, 42 °C’de Uretilenden
daha fazla miktarda bakteriyosin Urettigi bildirilmistir (Ivanova et al., 1998).
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Genelde, gelisme ortami, pH ve sicaklik gibi cevresel sartlarin hiicre gelisimi ve
bakteriyosin Uretimini etkiledigi kabul edilmektedir (El-Shafei et al., 2000; Juarez-
Tomas et al., 2002). Bununla birlikte, bakteriyosin dretimini kontrol eden
mekanizmalar hentiz tam olarak anlasilmamstir. Bakteriyosin Uretimi igin gerekli
kosullar her Uretici organizmaigin degisebilmektedir (Kabuki et al., 2007).

4.83. Farkh azot kaynaklarinda izolatlarin gelisimleri ve

bakteriyosin dretimleri

Farkli azot kaynaklarinda izolatlarin gelisimlerini ve bakteriyosin dretimlerini
belirlemek amaciyla, BHI Broth ortam kullamilmis ve kiltirler HBB-218 susu igin
60 °C'de, pH 6.0'da; HBB-247 susu icin ise 60 °C’'de pH 6,5 da inklibe edilmistir.
BHI broth ortaminda %2,75 oraninda bulunan azot kaynaklarimin yerine diger azot
kaynaklar: temel besi ortamina ilave edilmistir. Izolatlardaki bakteriyosin tretiminin
en fazla gerceklestigi zamanlarda 6rnekler alinmustir. HBB-218 icin gelisimin 72.
saatinde; HBB-247 izolat1 igin ise gelisimin 27. saatinde Ornekler almnarak,
absorbans, kuru agirlik, pH ve bakteriyosin aktiviteleri belirlenmistir. Azot
kaynaklar1 denenirken BHI broth ortami kontrol olarak kullamlmistir. Maya 6zitd, et
Oziitl, kazein pepton, soya pepton, Ure, amonyum sllfat ve amonyum nitrat
kullanilarak yapilan denemelerde, her iki sus icin de en iyi azot kaynagi soya pepton
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.22-4.23).

En iyi azot kaynag: olarak soya pepton secildikten sonra, besiortamindaki baslangic
miktar: esas alinarak, temel besiortamina %1; %2; %2,75; %3 ve %4 oranlarinda
soya pepton eklenmistir. Sonucta, her iki sus icin de en verimli soya pepton orant %3
olarak bulunmustur (Cizelge 4.24-4.25).
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Cizelge 4.22 HBB-218 izolatinin farkli azot kaynaklarinda gelisimi ve bakteriyosin dretimi

Azot kaynaklar: Absorbans Aktivite SonpH  Kuru agirlik
( 600 nm) (AU/mL) (g/L)
BHI (Kontrol) 1,989 3200 7,80 1,78
Yeast Extract 1.010 - 5,52 0,86
Meat Extract 2,022 - 5,48 0,78
Kazein pepton 1013 400 5,82 0,54
Soya pepton 1,704 1600 7,69 1,35
Ure 0,073 - 7,82 -
A. stilfat 0,054 - 5,98 -
A.nitrat 0.041 - 5.99 -
HBB-218
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Sekil 4.18 HBB-218 izolatimn farkli azot kaynaklarinda gelisimi ve bakteriyosin Gretimi
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Sekil 4.19 HBB-218 izolatimn farkli azot kaynaklarinda son pH ve kuru agirlik miktarlari
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Cizelge 4.23 HBB-247 izolatinin farkli azot kaynaklarinda gelisimi ve bakteriyosin tretimi

Azot kaynaklar: Absorbans Aktivite Son pH agirlik
( 600 nm) (AU/mL)
BHI (Kontrol) 0,425 25600 5,83 0,33
Yeast Extract 0,683 51200 6,14 0,47
Meat Extract 1,053 51200 6,27 0,55
K azein pepton 0,562 25600 6,45 0,29
Soya pepton 1,175 51200 6,52 0,58
Ure 0,132 <200 7,30 0,11
A. siilfat 0,057 1600 6,37 -
A. nitrat 0,068 1600 6,35 -
HBB-247
1,4 - - 60000
8 12 50000 ~
g 1 20000 S
G o8 30000 <
8 06 2
5 04 20000 2
2 02 10000 <
0 : : : : 0
= 3 &5 £ g S5 £ K
5 § —&— Absorbans % § (3 <ZE
—B-Aktivite ¥ <

Sekil 4.20 HBB-247 izolatimn farkli azot kaynaklarinda gelisimi ve bakteriyosin Gretimi
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Sekil 4.21 HBB-247 izolatimn farkli azot kaynaklarinda son pH ve kuru agirlik miktarlar:
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HBB-218 susunun 0re, amonyum silfat ve amonyum nitratin  bulundugu
ortamlardaki gelisimi zayiftir ve bakteriyosin aktivitesine rastlanmamustir. Maya
OzUtu ve et 6zGtunin bulundugu ortamlarda ise, absorbans verileri oldukga yuksek
olmasina ragmen, aktivite gbzlenmemistir (Sekil 4.18, 4.19). HBB-218 susu icin
bakteriyosin Uretiminin daha ¢ok gelisime bagli oldugu sdylenebilir. Et 6z(tu ve
maya Ozutt karbon kaynagi olarak kullanildiginda aktiviteye rastlanmasimin sebebi
ise, son pH ile agiklanabilir. HBB-218 susuyla yapilan denemelerde genelde pH 5.5
ve buna yakin degerlerde bakteriyosin Uretimi azalmaktadir. BHI broth ortaminda
aktivite daha ylUksek olmasina ragmen, sonraki calismalar igin soya pepton
secilmistir. BHI broth ortaminda t¢ farklt kompleks azot kaynagi bulunmaktadir,
arastrmacilar bu tir zengin kompleks azot kaynaklarimin sonraki saflastirma
asamalarint zorlastirdigin belirtmektedirler (Barefoot ve Klaenhammer, 1983)

HBB-247 susu ise denenen tum azot kaynaklarinda bakteriyosin uretme
yetenegindedir. En iyi aktivite degerleri (51 200 AU/mL), maya 6zUtl, et 6zitl ve
soya peptonun bulundugu ortamlarda gozlenmistir. Ancak, bu azot kaynaklarinin
timinde aym aktiviteye rastlanmasina ragmen daha sonraki calismalarda

kullamilmak Uzere soya pepton secilmistir.
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Cizelge 4.24 HBB-218 izolatimin farkli soya pepton oranlarinda gelisimi ve bakteriyosin

Uretimi
Soya  pepton Absorbans Aktivite Son pH Kuru  agrlik
oranlarz (600 nm) (AU/mL) (g/L)
%1 0,598 - 5,60 0,41
% 2 1,112 - 5,46 0,58
%2.75 1,794 1600 6,67 1,30
%3 1,425 3200 7,16 1,28
%4 1,878 1600 6,91 1,56
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Sekil 4.22 HBB-218 izolatinin farklt soya pepton oranlarinda gelisimi ve bakteriyosin
dretimi
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Sekil 4.23 HBB-218 izolatimn farkli soya pepton oranlarinda son pH ve kuru agirlik
miktarlar:
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Cizelge 4.25 HBB-247 izolatimin farkli soya pepton oranlarinda gelisimi ve bakteriyosin

Uretimi
Soya Absorbans Aktivite pH Kuru
pepton ( 600nm) (AU/mL) agirlik (g/L)
oranlari
%1 0.614 12800 6.31 0.49
% 2 1.055 12800 6.48 0.69
9 2.75 1.031 12800 6.46 0.74
%3 1.106 25600 6.68 0.79
%4 1.220 25600 6.59 0.85
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Sekil 4.24 HBB-247 izolatinin farklt soya pepton oranlarinda gelisimi ve bakteriyosin
dretimi
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Sekil 4.25 HBB-247 izolatinin farklt soya pepton oranlarinda son pH ve kuru agirlik
miktarlar
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Suslarin gelisimi ve bakteriyosin Uretimleri agisindan farkli soya pepton oranlari
denendiginde, HBB-218'in %1 ve %Z2'lik soya peptonlu ortamda bakteriyosin
Uretmedigi, en iyi aktivitenin ise %3 oramnda soya pepton varliginda gergeklestigi

gozlenmistir.

HBB-247 susu denenen tim soya pepton oranlarinda bakteriyosin tretmektedir. En
yuksek aktivite ise %3 ve %4 oraninda soya pepton iceren ortamlarda saptanmustir.
Gelisim %4’ Uk soya peptonlu ortamda daha iyi olmasina ragmen, aktivite degerleri
ayni oldugu igin, sonraki ¢calismalar igin, %3’ Uk soya pepton segilmistir. Bu sekilde
ortama daha az azot kaynag: ilave ederek ayni verimi elde etmek mimkunduir.

48.4. Farkh seker kaynaklarinda izolatlarin gelisimleri ve

bakteriyosin Gretimleri

Farkli seker kaynaklarinda izolatlarin gelisimlerini ve bakteriyosin dretimlerini
belirlemek amaciyla, kultirler HBB-218 susu icin 60 °C’'de, pH 6.0'da ve %3 soya
pepton iceren; HBB-247 susu icin ise 60 °C'de pH 6,5 da %3 soya pepton iceren
modifiye ortamda inktibe edilmistir. HBB-218 icin gelisimin 72. saatinde; HBB-247
izolat1 igin ise gelisimin 27. saatinde Ornekler alinarak, absorbans, kuru agirlik, pH
ve bakteriyosin aktiviteleri belirlenmistir. Glukoz, laktoz, siikroz, fruktoz, galaktoz,
maltoz kullamlarak yapilan denemelerde, HBB-218 susu igin en iyi seker kaynagi
olarak galaktoz, HBB-247 icin ise fruktoz sekeri secilmistir.
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Cizelge 4.26 HBB-218 izolatimin farkli sekerlerin varliginda gelisimi ve bakteriyosin Uretimi

Sekerler Absorbans Aktivite Son pH Kuru agirlik
(600 nm) (AU/mL) P (g/L)
Glukoz 2,090 3200 7,06 1,34
L aktoz 1,874 3200 7,74 1,25
Siikr oz 1,821 3200 7,27 0,85
Fruktoz 1,682 3200 7,72 1,20
Galaktoz 1,985 6400 7,71 1,27
Maltoz 2,622 3200 6,74 1,16
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Sekil 4.26 HBB-218 izolatimn farkli sekerlerin varliginda gelisimi ve bakteriyosin tretimi
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Sekil 4.27 HBB-218 izolatinin farkli sekerlerin varliginda son pH ve kuru agirlik miktarlar.




131

Cizelge 4.27 HBB-247 izolatimin farkli sekerlerin varliginda gelisimi ve bakteriyosin Uretimi

Absorbans o Kuru agirlik
Sekerler (600 nm) Aktivite (AU/mL) Son pH (L)
Glukoz 1,176 51200 6,68 0,82
L aktoz 1,143 25600 7,08 0,53
Siikroz 1,145 12800 6,88 0,59
Fruktoz 1,220 51200 7,12 0,57
Galaktoz 0,900 6400 6,90 0,40
Maltoz 1,067 25600 6,73 0,64
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Sekil 4.28 HBB-247 izolatimn farkli sekerlerin varliginda gelisimi ve bakteriyosin tretimi
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Sekil 4.29 HBB-247 izolatinin farkli sekerlerin varliginda son pH ve kuru agirlik miktarlar.
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En iyi seker kaynaklar: belirlendikten sonra, seker kaynaklarimin oranlari optimize
edilmistir. Denemeler %0,1; %0,2; %0,5; %1, %2, %3 ve %4 oranlarinda galaktoz
(HBB-218 igin) ve fruktoz (HBB-247 igin) igeren temel ortamlarda yapilmustir.
Sonugta, HBB-218 susu igin en iyi bakteriyosin Uretimi %0,1, %0,2, %0,5 ve %1
oraninda galaktoz igeren ortamlarda (3200 AU/mL) gozlenmistir. Sonraki denemeler
icin kullamilmak Uzere ise %0,1 oraninda galaktoz segilmistir. %3 ve 4 oraninda
galaktoz sekeri gelisimi inhibe etmistir (Cizelge 4.28).

HBB-247 icin ise en iyi bakteriyosin tretimi (51 200 AU/mL) %1 oraminda fruktoz
varliginda gergeklesmistir. %0,1; 0,2 ve 0,5 oranlarinda absorbans degerleri daha
yuksek olmasina ragmen % 1'lik fruktoz varhiginda bakteriyosin Uretimi 2-3 katina
cikmustir (Cizelge 4.29).
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Cizelge 4.28 HBB-218 izolatimn farkli galaktoz konsantrasyonlarinda gelisimi ve
bakteriyosin Uretimi

Galaktoz oranlars ’?gggrﬁﬂ;s Aktivite (AU/mL) Son pH K‘"E’ glaf)”"k
%0,1 1,830 3200 7,52 0,92
%0,2 1,898 3200 7,39 0,96
%0,5 1,835 3200 7,08 0,90
%1 1,563 3200 6.61 0.73
%2 2,015 1600 6,86 0.92
%3 Gelismed - - -
%4 Gelismed - - -
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Sekil 4.30 HBB-218 izolatinin farkli galaktoz konsantrasyonlarinda gelisimi ve bakteriyosin

Uretimi
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Sekil 4.31 HBB-218 izolatimn farkli galaktoz konsantrasyonlarinda son pH ve kuru agirlik
miktarlar
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Cizelge 4.29 HBB-247 izolatimn farkli fruktoz konsantrasyonlarinda gelisimi ve
bakteriyosin Uretimi
Absorbans o Kuru agirlik
Fruktoz oranlarz (600 nm) Aktivite (AU/mL) Son pH (L)
%0,1 1,420 12800 7,65 0,57
%0,2 1,408 25600 7,48 0,57
%0,5 1,370 12800 6,98 0,44
%1 0,918 51200 6,61 0,73
%2 0,690 25600 6,36 0,50
%3 0,326 6400 6,02 0,23
%4 0,198 1600 6,08 0,15
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Sekil 4.32 HBB-247 izolatimn farkli fruktoz oranlarinda gelisimi ve bakteriyosin Uretimi
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Sekil 4.33 HBB-247 izolatimn farkl: fruktoz oranlarinda son pH ve kuru agirlik miktarlari
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Bakteriyosin Uretimi, pH, besin kaynaklar1 ve inkibasyon sicakligi ile yakindan
ilgilidir. Aktivite oranlar1 her zaman Uretici hiicrenin kitlesi veya gelisim oran: ile
uyumlu olarak degismemektedir. Bakteriyosin Uretim oranlari, genelde optimum
gelisim icin gerekli sartlarin altindaki seviyelerde artmaktadir. Ortamin, gelisimi
sinirlayict  faktorlerle, ornegin  karbohidratlar, azot kaynaklari, vitaminler ve
potasyum fosfatla desteklenmesi veya ortam pH’sinin degistirilmesi sayesinde
bakteriyosin Uretimi genelde artirilabilir (Todorov ve Dicks, 2005).

Todorov et al., (2006) yaptiklar: ¢alismada, Lactococcus lactis subsp. lactis HV219
susunun bakteriyosin Uretimi Uzerine ortam kosullarimin etkilerini arastirnuglardir.
Denenen azot kaynaklar: icerisinde, en yuksek aktivite maya 6zutinin (20 g/L)
kullanmildig1 ortamda gozlenmistir. Seker kaynaklarindan ise, fruktoz (10, 20 ve 30
g/L) varliginda bakteriyosin Uretiminin maksimum oldugunu, siikroz, maltoz ve
mannoz varliginda ise, hi¢ aktiviteye rastlanmadigint bildirmislerdir. Fruktozun
aktiviteyi artirici etkisi sakasin P (Aasen et al., 2000) ve nisin (DeVuyst ve
VanDamme, 1992) bakteriyosinleri iginde bildirilmistir. Denenen glikoz
konsantrasyonlarinda ise, 5.0, 10 ve 20 g/L konsantrasyonda aktivite aym
degerdeyken, 30 ve 40 g/L glukozlu ortamda aktivitede %50 kayip oldugunu
Saptamuslardir.

Lactobacillus plantarum ST23LD ve ST341LD suglarimin bakteriyosin Uretimi igin
MRS broth ortamin temel ortam olarak secilmis ve ¢esitli azot kaynaklarimn aktivite
Uzerine etkileri arastirilmigtir. ST23LD susunun bakteriyosin Uretiminin tripton +
maya Ozitld kullamldiginda arttigi, et ©Ozitl veya et Ozitl + maya Ozitl
kullanildiginda ise aktivitede %50 oranminda distis gozlendigi bildirilmistir. Karbon
kaynaklarindan ise yalmizca maltoz kontrole gore aktivitede artisa neden olmustur.
Laktoz, mannoz, fruktoz, maltoz ve glukonat varliginda aktivitede dusus
gozlenmistir. ST341LD susunda ise bakteriyosin Uretimi tripton, tripton + maya
0z(itu ve tripton + et 6zUtl iceren ortamlarda %100 oramnda artmistir. Azot kaynagi
olarak sadece maya Ozitu igeren ortamda ise aktivite yar1 yariya azalmstir.
Dolayisiyla her iki sus icin anahtar azot kaynagi tripton olarak belirlenmistir.
Arastirmacilar, MRS ortaminin yanisira M17 broth, BHI broth, %10 soya pepton ve
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%10 melas kullandiklarinda gelisim iyi olmasina ragmen bakteriyosin Uretiminin
oldukga dusttgliini belirlemislerdir. Bu durum, bakteriyosin Uretimi igin spesifik
besinlere ihtiyag duyuldugunu gostermektedir (Todorov ve Dicks, 2005).

Todorov ve Dicks (2006) bozadan izole edilen iki laktobasil susunun bakteriyosin
Uretimi Uzerine ortam bilesenlerinin etkisini incelemislerdir. Tek karbon kaynagi
olarak tripton kullanldiginda bakteriyosin aktivitesi iki katina ulagmaktadir (12
800'den 25 600'a artmustir). Bakteriyosin Uretimi, kullamlan azot kaynaginin
orantyla birlikte ¢ok fazla degismemektedir. Ancak, glukoz yerine siikroz, mannoz
veya maltoz kullanildiginda aktivite kontrole gore iki kat artmistir. Maya 0zutl veya
et 6z0td tek baslarina ya da birlikte kullamildiklarinda bakteriyosin tretimi azal mistir.
Maya 6zUtl bulunan ortamda aktivite %88, et 6zitlinde %50, maya 6zitl + et 6zitl
iceren ortamda ise aktivite %75 oraninda azalmistir. Calismamizda kullandigimiz
HBB-218 susu maya 0zitu ve et 6zutl bulunan ortamlarda iyi gelismesine ragmen
bakteriyosin Uretimi gerceklesmemistir. LiteratUrdeki, azot kaynaklar: ile ilgili bu
bulgular, bizim sonuglarimiza benzer veriler igermektedirler.

Melastan izole edilen Lactobacillus plantarum susunun bakteriyosin Gretimi
incelendiginde benzer sekilde maya Ozutl ve et 6zitu kullanildiginda triptona gore
aktivitenin sirasiyla %75 ve %50 oramnda azaldig1 bildirilmistir. Ayni sus tarafindan
Uretilen iki bakteriyosinin aktivitesi glukoz, siikroz, maltoz ve mannoz varhiginda
artarken fruktoz ve laktozlu ortamlarda tretim azalmistir (Todorov ve Dicks, 2005).

Kang ve Lee (2005), Enterococcus faecium GM-1 susu icgin en yiksek bakteriyosin
aktivitesini % 2 maya 6zitinde, en dusik aktiviteyi ise et 0zt iceren modifiye
MRS broth ortaminda saptamuglardir. Seker kaynaklar: icerisinde ise, en fazla

bakteriyosin Uretimi mannoz ve maltoz varliginda gozlenmistir.

Staphylococcus warneri FM10, FM20 ve FM 30 suslariyla yapilan galismada ise en
yuksek bakteriyosin dretimi tre (%1) varliginda gdzlenmistir. Azot kaynag: olarak
Ure, maya 0zitl, amonyum siilfat ve sodyum nitrat kullamilan ¢alismada suslarin
gelisimi agisindan da en iyi azot kaynag: Ure olara belirlenmistir. 600 nm’ de Olgilen
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absorbans degerleri FM10 susu icin 1.4; FM20 i¢in 1.7, FM30 igin ise 1.2 olarak
bulunmustur. Seker kaynaklarinin bakteriyosin Uretimi Uzerine etkisi arastirildiginda
en yuksek aktivite FM10 susu icin glukoz ve fruktoz sekerlerinde, FM20 VE FM30
suslart igin ise glukoz ve maltoz varliginda gozlenmistir ( Prema et al., 2006).

Bakteriyosinler, farkli karbon kaynaklar: iceren cesitli ortamlarda uretilebilirler.
Lactococcus lactis 10-1 susunun glukoz, sukroz ve ksiloz varliginda nisin Z
Uretebildigi, ancak glukozlu ortamda aktivitenin (4000 1U/mL), ksiloz igceren ortama
gore daha yiksek oldugu belirtilmistir (Chinachoti et al., 1997). Diger yandan
enterosin 1146 uretimi icin stikrozun glukozdan daha iyi bir karbon kaynag: oldugu
bulunmustur (Leroy ve DeVuyst, 2001).

Lactococcus lactis subsp. lactis F-116 susu, glukoz, sukroz ve maltoz iceren
ortamlarda gelistirildiginde ortam pH’sinin distigt ve bu duruma parelel olarak
antibiyotik aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Arastrmacilar, aym konsantrasyonda
(%1) siukroz bulunan ortamda aktivitenin glukoza gore %26.1, maltoza gore ise
%18.9 oraninda daha yuksek oldugunu gozlemislerdir. Laktoz, raffinoz ve arabinoz
iceren ortamlarda ise aktivite sirasiyla %6, %51.2 ve %53.7 oramnda azalmistir
(Stoyanova ve Levina, 2006).

Cheigh et al. (2002), Lactococcus lactis subsp. lactis A164 susuyla yaptiklar:
calismada, bakteriyosin Uretimi  Uzerine farkli karbon kaynaklarimin etkisini
arastirmiglardir. Et 6z0td, tripton, soya pepton, maya 0zitl, pepton, kaziton, proteaz
pepton ve kazein kullanilan ¢alismada en yiksek bakteriyosin Uretimi maya 0zt
varliginda elde edilmistir ve gelisimde yiksek seviyededir. Maya Ozitinun
konsantrasyonu artirildiginda ise, %3 konsantrasyonda aktivitenin iki katina ulastigi,
%4 ve %5 oraminda ise gelisim artmasina ragmen aktivitenin degismedigi
belirlenmistir. Arastirmacilar karbon kaynaklarimin etkilerini incelemek amaciyla
M17 broth ortamina % 0.5 oraninda farkl: sekerler eklemislerdir. Denenen 9 farkl
karbon kaynag: icerisinde hiicresel gelisim icin en iyi olanlar siikroz ve laktoz iken,

laktoz varliginda siikroza gore aktivitenin 8 kat arttigi gbzlenmistir.
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Devuyst et al., (1996), az buyume oranlarinda veya uygun olmayan gelisme
kosullarinda bakteriyosin Uretiminin artabilecegini iddia etmiglerdir. Kim et al.
(1997), hicreler zengin bir ortamda gelistirilse dahi, ortamda ylksek seviyede nisin
bulundugu takdirde, nisin Uretiminin engellendigini bildirmislerdir. Uretici hiicrenin
bakteriyosine olan direnci, bakteriyosin Uretimini etkileyebilmektedir. Bagisiklik
geni iceren plazmid aktarilan suslarda nisine diren¢ de artris ve bu sayede nisin
Uretimi oram ve nisin seviyesi de yukseltilmistir (Kim et al., 1998). Verilen bu
bilgilere ragmen, laktobasillerin bakteriyosin tretimini etkileyen faktorler henliz tam
anlamiyla agikliga kavusturulamamustir (Cheigh et al., 2002).

Brevibacterium linens ATCC 9175 bakterisi, peyniralti suyunda gelistirildiginde,
bakteriyosin Uretimi, gelisimin 16. saatinde baslamakta, 72. saatte ise durgunluk
fazina ulasiimaktadir. Bakteriyosin Uretiminin ise, 32. saate kadar devam ettigi, 40.
saatte kayboldugu goOzlenmistir. Arastirmacilar bu durumu proteolizis ile
aciklamiglardir. Bakteriyal proteazlarin Uretimi genelde kazein veya jelatin gibi
kompleks organik azot kaynaklarinin varliginda indiklenmekte ve metabolize
edilebilen azot kaynaklarinin varhiginda hizla baskilanmaktadir. Onceki calismalarda
da, B. linens bakterisinde gelisme ortamina misir nisastast veya yumurta albumini
eklendiginde proteaz Uretiminin arttigi bulunmustur. B. linens ATCC 9175 susunun
peynir alt: suyunda Uretilmesi sonucu ortamda bulunan peptidlerin proteaz tretimini
artirmis olabilecegi belirtilmistir (Motta ve Brandelli, 2002).

Pediococcus damnosus NCFB 1832 susu tarafindan Uretilen pediocin PD-1
bakteriyosini ile yapilan calismada, farkli azot kaynaklar1 denenmistir. MRS broth
ortami et 0zutd (%1.9), tripton (%1.9), maya 0zitl (%2.5), bakteriyolojik pepton
(%1.7) ve kazamino asitlerle (%3.4), desteklenmistir. MRS broth ortamindaki ve
diger azot kaynaklarimin bulundugu ortamlardaki bakteriyal gelisim ve bakteriyosin
Uretimi 115 saat boyunca izlenmistir. En hizli gelisim oram ve en yiksek pediocin
PD-1 spesifik aktivitesi bakteriyolojik peptonda saptanmustir. Et Ozitl gelisim
oramn azaltirken bakteriyosin Uretim seviyesi, bakteriyolojik peptonda gdzlenene
yakin bulunmustur. Kazamino asitler disinda, denenen tim azot kaynaklarinin
varliginda, gelisim gozlenmistir (Nel, et al., 2001).



139

Leroy ve Devuyst, (2001), yaptiklari calismada, Lactobacillus saket CTC 494
susunun bakteriyosin Uretimini incelemislerdir. L. sakei CTC 494 susunun hticresel
gelisimi sinirlt olmasina ragmen MRS broth ortaminda bulunan besin miktar:
bakteriyosin Uretimine yetecek seviyede oldugunu belirtmislerdir. Ortamdaki besin
miktar1 artirlldiginda ise, hicresel gelisim de artmasina ragmen, kultdr
stpernatantlarindaki maksimum bakteriyosin seviyesi degismemistir. Bakteriyosin
Ureten hicre sayisi artarken, hiicre basina disen bakteriyosin Uretimi azalmstir.
Benzeri bir durum Lactococcus lactis subsp. lactis susunun nisin  Uretiminde
gozlenmistir. Dustk konsantrasyonda besin bulunan ortamda, zengin besiortamina
gore, spesifik nisin Uretim oramt artmistir (Kim et al., 1997). Fazla besinin
kullanilabilirligine ragmen, total nisin seviyesi yukselmemistir. Lactobacillus
amylovorus DCE471 susunda ise MRS broth ortaminda bulunan azot kaynagi
artinldiginda spesifik bakteriyosin Uretimi azalmistir (Callewaert ve Devuyst, 2000).
Besin yoninden zengin cevrelerdeki  bakterilerin,  bakteriyosin  Uretim
mekanizmalarim indirgedikleri bilinmektedir. Clnkd, bakteriyosinler, dogal, rekabet
gerektiren ve besin yoninden fakir cevrelerde kullamilan savunma amach
molekillerdir. Yapay kiltir sartlarinda bakteriyosin Uretiminin azalmasimin olasi
nedeni, Uretici hicrenin kendini korumasidir (self-protection). Hicresel ortamda,
yuksek miktarda bakteriyosin bulunmasi, daha fazla sentezlenmesini engelleyebilir.
Cunkd, dretici hucrenin kendi bakteriyosinine bagisikligi kisitlidir. Diger yandan,
L.sakel CTC 494 s usu icin besinsel agidan ¢ok fakir cevreler bakteriyosin Uretimine
zarar verir. Ortamdaki maya 6zutunun artirilmasiyla birlikte, L. sakei CCUG 42687
susunun spesifik bakteriyosin dretimi de artmigtir (Aasen, et al., 2000). Diger bir
Ornekte ise, MRS broth ortamindaki azot kaynagimn degistirilmesi, L. plantarum
TMWL1.25 susunun plantarisin dretimini etkilememistir (Klostermaier et al., 1999).

Pratik uygulamalar agisindan bakildiginda, bakteriyosin Ureten sus, besinsel cevreye
mikemmel sekilde uyum saglamistir. L. sakel CTC 494 susu, dogal fermente
sosislerden izole edilmistir ve et benzeri ortamda (MRS broth) yuksek oranda
bakteriyosin Uretmektedir, ancak bakteriyosin Uretimi kazein-tripton ortaminda
tamamen durmaktadir. Kazein-tripton ortaminda bulunan besin spektrumu, ne
hiicresel gelisimi ne de bakteriyosin dretimini destekler niteliktedir. Bakteriyosin
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dretimini artirmak icin besin yoninden zengin ortamlar sart degildir. Kullanlabilir
besin miktar: arttig1 takdirde hicresel gelisimle birlikte bakteriyosin Uretimi de
artacaktir. Fakat bu artis, belli bir plato degere kadar olur. Bakteriyosin aktivitesi
seviyeleri genelde bagisiklik sebeplerinden dolay:r belli bir degerden sonra
sinirlanmaktadir (Leroy ve DeVuyst, 2001).

4.9. Bakteriyosinlerin Etki Tarzlarimn Belirlenmesi

HBB-218 ve HBB-247 suslarn tarafindan  Uretilen  bakteriyosinlerin,
bakteriyostatik/bakterisidal etki mekanizmalarindan hangisine sahip oldugunu
belirlemek amaciyla yapilan denemelerde, HBB-218 susunun Urettigi bakteriyosinin
disik dozda (10 pL), bakteriyostatik, yuksek dozlarda ise (100-1000 pL)
bakterisidal etkiye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.34). 100 ve 1000 pL bakteriyosin
eklenen erlenlerdeki absorbans degerleri, bakteriyosinin eklenmesinden hemen sonra
azalmakta ve sonrasinda ortam tamamen berraklasmaktadir. 24. saatin sonunda bile
erlenlerdeki besiortamlart hala berraktir. Ayrica 100 ve 1000 mL bakteriyosin
eklenen erlenlerde, 6. saatten sonra yapilan sayimlarda canli hiicre kalmadigi

belirlenmistir.

0,4 -
0,35 -
0,3 1
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

—&o—Kontral

=== 10ul
100 pl

=>¢=1000 pl

Absorbans O.D. 600 nm

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24

Zaman (saat)

Sekil 4.34 HBB-218 izolatimn Urettigi bakteriyosinin farkli konsantrasyonlarda etki tarzi
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HBB-247 susunun (rettigi  bakteriyosinle yapilan denemede ise, 1000 pL
bakteriyosin eklenen erlenlerde, kontrol grubuna gore, absorbansda disus
kaydedilmistir. 10 ve 100 pL bakteriyosinin eklendigi gruplarda absorbans
degismemis ve artmaya devam etmistir. HBB-247 bakteriyosini 100 pL
eklendiginde, bakteriyostatik, 1000 pL eklendiginde ise bakterisidal etki
gostermektedir (Sekil 4.35). 1000 pL bakteriyosin eklenen erlenlerdeki bulamklik,
bakteriyosinin eklenmesinden hemen sonra azalmaktadir, ayrica, 6. saatten itibaren
yapilan sayimlarda canli hiicre saptanmamistir. 24. saat sonunda ise, besiortamlar:
hala berrak kalmaktadir.

0,35 ~
0,3 -
0,25 -

0,2
e—g— Kontrol
0,15
—f— 10mL

0,1

100mL

Absorbans OD. 600 nm

0,05

1000 mL

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24

Zaman (saat)

Sekil 4.35 HBB-247 izolatimn Urettigi bakteriyosinin farkli konsantrasyonlarda etki tarzi

Gram pozitif bakterilerin Urettikleri bakteriyosinlerin antibiyotik aktiviteleri,
modifiye (Siuf 1 bakteriyosinler, lantibiyotikler), ve modifiye olmamis
bakteriyosinler (Sinif 11) icin bakteriyal zarla etkilesime dayanmaktadir. Son yillarda
yapilan calisgmalarda ise, bakteriyosinlerin membranda por olusturmalar ya da diger
aktiviteleri  icin  spesifik  hedeflere  ihtiyag  duyduklarim — gOstermektedir.
Lantibiyotikler simfinda yer alan nisin ve epidermin gibi bakteriyosinlerin,
membrana bagli, hicre duvari oncisi olan Lipid II'yi hedef molekil olarak
tamdiklart bildirilmistir. Lantibiyotikler icerisinde yer aan duramisin ise
fosfoetanolamine 6zgul olarak baglanmakta ve sonugta fosfolipaz A2 ve diger gesitli
hiicresel fonksiyonlar inhibe olmaktadir. Sinif Il bakteriyosinlerin ¢ogu, por
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olusturarak hedef hlcrelerdeki membranin proton motive gucuni ayristirr. lla
altsimifindaki  bakteriyosinlerin aktiviteleri, spesifik hedef olarak fosfotransferaz
sisemin (PTS), mannoz permeazina baghdir. 1ki bilesenli Altsimf 1lb
bakteriyosinleri de, katyon veya anyon-spesifik porlar olusturarak PMF nin
ayrismasina neden olurlar, ancak spesifik hedefleri henliz tanimlanmamistir. Son
olarak llc altsinifindaki bakteriyosinler ise cesitli peptidlerdir ve membran
gecirgenligi, septum olusumunun ve feromon aktivitesinin engellenmesi seklinde etki
goserirler (Hechard ve Sahl, 2002).

Gram pozitif bakterilerin membranlarinda oldukga fazla miktarda anyonik lipid
bulunmaktadir. Bakteriyosinler oldukga katyonik 6zellikte molekdiller olduklar: igin,
membrandaki anyonik lipidlere sikica baglanirlar. Nisin, anyonik lipozomlara sikica
baglanmakta, ancak zwitter-iyonik lipozomlara baglanmamaktadir (Driessen et al,
1995).

Literatirde bakteriyosinlerin etki tarzlarina ait bulgular oldukga ¢esitlidir. Bacillus
thermoleovorans LEH-1 bakterisinin Urettigi bakteriyosinin etki tarzi arastirildiginda,
ozellikle aktif olarak gelisen kiiltiirlerde lizise neden oldugu bulunmustur. Indikator
bakteriye ait hicreler logaritmik gelisme fazinda bulunduklar1 zaman, diger evrelere
gore bakteriyosinden daha fazla etkilenmektedirler (Novotny ve Perry, 1992).

Staphylococcus aureus AB201 susuna ait bakteriyosin kismi olarak saflastirilmis ve
cesitli konsantrasyonlarda, Saureus AB 211 susuna karsi denenmistir. Doza bagl
olarak canli hicre sayilarinda dusts kaydedilmistir, ancak optik yogunlukta
degisiklik olmamistir. Bu durum, bakteriyosinin etki tarzinin bakterisidal oldugunu,
ancak hicrelerde parcalanmaya neden olmadigim gostermektedir (Igbal, et al.,
1999).

Lactobacillus plantarum ST8KF bakterisinin Urettigi bakteriyosin ise Lactobacillus
caseli LHS susuna karst denendiginde bakteriyostatik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Dokuz saat sonunda kontrol kultlrinin absorbans degeri 600 nm’'de
4.0 iken, bakteriyosinle muamele edilen kiltirde absorbans degeri 1.0 olarak



143

bulunmustur ve gelisimin son 3 saatinde ancak 1.2'ye yukselmistir. Bu durum
hicrelerin islemden sonra yenilenmedigini gostermektedir (Powell, et al., 2007).

Plantaricin 423 ile yapilan diger bir calismada, bakteriyosinle muamele edilen
Oenococcus oeni 19CI hicrelerinin, 24 saat sonunda sayilarinda hafif bir azalma
oldugu (2.5 x 10°-1 x 10°kob/mL), bu sebeple peptidin zayif bakterisidal etkiye sahip
oldugu belirtilmistir. Ayni kiltire ait absorbans verileri ilk 6 saat azalirken,
sonrasinda sabit kalmistir. inkiibasyonun geri kalan zamaninda, absorbans verilerinin
sabit olmasi, indikator bakteriye ait hiicrelerin pargalanmadigini gostermektedir (Van
Reenen et al., 1998).

Bacillus thrungiensis NEB17 bakterisinin Urettigi bakteriyosinin doza ve indikator
susa gore farkli etki gosterdigi belirlenmistir. indikator bakteri olarak B. cereus
kullamldiginda, 100 pL bakteriyosin eklenmis kiltirde degisiklik gdzlenmezken,
300 ve 600 pL bakteriyosin eklenen kilttrlerde bakterisidal etki gozlenmistir. 24
saat sonunda ise, bakteriyosinle muamele edilen kiltirlerde canli hiicre sayist
artmamistir. Bu bulgular, calismamizdaki sonuclara benzer nitelik tasimaktadir. Aym
bakteriyosin, B. thrungienss ssp. thrungienss Bt1627 bakterisine karsi
denendiginde, 100 pL ve 300 pL bakteriyosin eklenen kultirlerde, canli hiicre sayisi
azalmaya baslamis, ancak 24 saat sonunda, sayimin arttigir gozlenmistir (Gray, et al.,
2004).

Calismamizda bakteriyosinler yiksek dozlarda kullanildiginda canli  hiicreye
rastlanmamistir, ayrica absorbans degerlerinde dusUs kaydedilmistir. Dolayisiyla
etkilerinin bakterisidal oldugunu ve hicrelerde lizise yol agtiklarim soylemek
mUmkundlr. Distk dozlarda ise bakteriyostatik etki gostermektedirler, ¢tinki canli
hiicre sayiminda degisiklik kaydedilmemistir ve absorbans verileri 24. saat sonunda

kontrol grubuna yakin bulunmustur.
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4.10. Bakteriyosinlerin Saflastirilmas:

Calismamizda, bakteriyosinler saflastirilirken oncelikle, ham kaltir sipernataniari
(CFS) na amonyum siilfat ¢oktirmesi uygulanmis ve diyaliz islemine gecilmistir.
HBB-218 izolatinin Urettigi  bakteriyosine sonraki adimlarda sirasiyla  jel
kromotografisi ve anyon degistirici kromotografi uygulanmustir.

HBB-247 susunun Urettigi bakteriyosinin saflastirma asamasinda, kltir sivilarinda,
Onceki denemelerimizde oldugu gibi yiksek aktivite saptanamamistir. BHI broth
veya soya peptonlu modifiye ortam kullamlarak yapilan Uretim calismalarinda
aktivite artirlamamustir. HBB-247 susunun Urettigi  bakteriyosin saflastirilirken
anyon degistirici kromotografi uygulanmustir. Kolondan ¢ikan aktif fraksiyonlar
toplandiginda, aktivite tayini yapilmis ve aktivitenin jel kromotografisine
uygulanamayacak kadar dustk oldugu gozlenmistir. Bakteriyosin saflastirilirken
sadece amonyum sllfat ¢oktlrmesi ve anyon degistirici kromotografi uygulanmstir
ve kismi saflastirma yapil mistir.

Tum saflastirma adimlarinda, orneklerdeki protein miktarlart Bradford metoduyla
Olcilmis ve aktivite tayinleri yapilmistir. Total aktivite, total protein, spesifik
aktivite ve saflastirma katsayilar: hesaplanarak saflastirma tablolar: elde edilmistir.

4.10.1. izolatlarin gelistirilmesi ve kiiltur sivilarimn toplanmasi

Bakteriyosinlerin saflastirilmast igin, izolatlar optimum biyume kosullarinda
gelistiriimiglerdir. HBB-218, %3 soya pepton ve %0,1 galaktoz iceren toplam 500
mL ortamda (60 °C, pH 6.0), 72 saat, HBB-247 ise % 3 soya pepton ve %1 fruktoz
iceren toplam 500 mL ortamda (60 °C, pH 6,5) 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda, sivi kdltdrler, 8 000 x g'de 10 dakika (+4 °C), santriftjlendi ve

stpernatantlar topland.

HBB-218'in Urettigi bakteriyosin, 121 °C'de 20 dakika otoklavlandiktan sonra,
aktivitesinde hi¢ kayip olmamaktadir. izolat, besiyerinde gelistirildikten sonra,
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hicreler kaltor ortamindan santrifiijle ayrilmis ve siipernatant 121 °C’de 20 dakika
otoklavlanmistir. Bu sayede, ortamda bulunan proteinlerin bir kisminin elimine
edilebilecegi dustntlmistdr. Otoklavlanan kiltdr sivist 8 000 x g'de 10 dakika (4

°C) tekrar santriflijlenmistir. Boylece denatiire proteinler uzaklastirilmistir.

HBB-247 kodlu bakterinin Urettigi bakteriyosin ise yuksek sicakliklarda aktivitesini
kaybetmektedir. Dolayisiyla HBB-247' nin bakteriyosini saflastirilirken, bdyle bir 6n

islem uygulanmamustir.

4.10.2. Amonyum siilfat ¢coktirmesi ve diyaliz

Kaltur sivilarindaki proteinleri ¢oktirmek igin oncelikle farkli konsantrasyonlarda
amonyum silfat ile denemeler yapilmustir. %40, %60, %80 oraninda doygun
amonyum siilfat ¢coktirmesinden sonra olusan pelletlerde ve % 80 amonyum siilfat
¢cOktirmesi sonucu toplanan Ust fazlarda, protein ve aktivite tayini yapilmistir
(Cizelge 4.30-4.31). Bu sonuclara gore, HBB-218 susu icin % 80 doygunlukta

amonyum sillfat ¢oktirmesi uygulanmustir.

400 mL otoklavlanmis ve santrifijlenmis kalttr sivisina %80’ lik amonyum siilfat
azar azar eklenerek, 30 dakika boyunca +4 °C'de manyetik karistiricida
karstirilmustir. Daha sonra, 6rnek, 10 000 x g'de 30 dakika +4 °C'de
santrifijlenmistir. Olusan pelletler, 20 MM sodyum fosfat tamponunda ¢ozuldi ve 24
saat boyunca, +4 °C’de, 1000 Dalik diyaliz membraminda, ayni tampona karsi
diyaliz edilmistir. Ertes giin diyalizat hacmi oOlgllerek ve 5000 Da' ik ultrafiltrasyon

membraninda konsantre edilmistir.
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Cizelge 4.30. HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosinin farkli amonyum siilfat
konsantrasyonlarinda protein ve aktivite degerleri

Amonyum sulfat Bakteriyosin _ Spesifik
) S Protein (mg/ml) o
ylUzdes aktivitesi (AU/mL) aktivite
% 40 pellet 1600 0,791 2022
% 60 pellet 12 800 1,318 9711
% 80 pellet 12 800 0,830 15421
% 80 (slipern.) 100 0,641 312

Cizelge 4.31 HBB-247 izolatimn Urettigi bakteriyosinin  farkli amonyum silfat
konsantrasyonlarinda protein ve aktivite degerleri

Amonyum sulfat Bakteriyosin _ Spesifik
) o Protein (mg/ml) o
ylzdes aktivitesi (AU/mL) aktivite
% 40 (pellet yok) - - -
% 60 (pellet yok) - - -
% 80 pellet 25 600 0,950 26947

%80 (siipern.) 100 (<200) 0,009 11111

4.10.3. HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosinin jel filtrasyon

kromotografisi sonuclari
HBB-218 susu icin, amonyum silfat ¢oktirmesi ve diyaliz islemlerinden sonra
konsantre edilen 6rnek (2 mL), Sephadex G-50 kolonuna uygulanmistir. Kolon akis
hizi 21 mL/saat olacak sekilde ayarlanarak, 20 mM (pH 7.0) sodyum fosfat
tamponuyla yikanmis ve ¢ikan fraksiyonlar 2,5 mL hacimde toplanmistir. HBB-218
izoaltinin  Urettigi  bakteriyosinin jel kromografisi eliisyon profilleri cizelgede
verilmistir (Cizelge 4.32, Sekil 4.36).

HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin jel kromotografisi sonucu elde edilen ve
aktivite gozlenen fraksiyonlar, 4 ayrn kisimda toplanmustir. Birlestirilen
fraksiyonlarda tekrar aktivite tayini ve protein 6lcimi yapilmistir (Cizelge 4.33).
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Cizelge 4.32 HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin jel kromotografisi eltisyon profili

Absorbans (O.D. 280 nm) Aktivite (zon capr)
Fraksiyon no
1 0,033 0
2 0,031 0
3 0,034 0
4 0,033 0
5 0,027 0
6 0,024 0
7 0,017 0
8 0,016 0
9 0,016 0
10 0,015 0
11 0,114 0
12 2,128 0
13 2,223 8
14 2,223 10
15 2,189 14
16 2,011 18
17 2 21
18 2,101 28
19 2,157 28
20 2,173 28
21 2,165 28
22 2,114 28
23 2,051 28
24 1,969 24
25 1,927 22
26 1,864 20
27 1,81 17
28 1,713 14
29 1,579 12
30 1,349 7
31 1,106 0
32 0,838 0
33 0,635 0
34 0,497 0
35 0,386 0
36 0,3 0
37 0,239 0
38 0,191 0
39 0,157 0
40 0,13 0
41 0,11 0
42 0,092 0
43 0,019 0
44 0,016 0
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Sekil 4.36 Sephadex G-50 kolonunda elde edilen fraksiyonlarin protein dlciimleri ve

aktivite eri

Cizelge 4.33. Jd kromotografisi sonucu toplanan fraksiyonlarin protein ve aktivite degerleri

Kisim Fraksiyonlar Aktivite Protein
(mg/mL)
A 13-17 1600 0,670
B 18-22 6400 0,240
C 23-26 1600 0,080
D 27-30 100 (<200) 0,015




149

Jel kromotografisi sonucu elde edilen fraksiyonlar elekroforezle gorunttlenmis ve
sonugta sonraki saflastrma adimi olan anyon degistirici kromotografi igin B
fraksiyonu secilmistir (Sekil 4.37). Aym zamanda HBB-218 izolatimin Urettigi
bakteriyosinin molekil agirligini belirlemek amaciyla aktif bant besiyeri Gzerinde
belirlenmistir (Sekil 4.38). Fraksiyon B, konsantre edildikten sonra anyon degistirici

kolona uygulanmustir.

¥
26600 D ’,.p--

Akl
Bant

o« g D B
Eggnéiﬁﬁa

Sekil 4.37 HBB-218 bakteriyosinin jel kromotografisi sonuclarimin eektroforezi (M: Marker,
KS: Kltdr sivisi, OKS: otoklavlanmis kiltdr sivisi, D: Diyalizat, FrA: Fraksiyon
A, FrB: Fraksiyon B, FrC: Fraksiyon C, FrD: Fraksiyon D)
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Sekil 4.38 HBB-218 izolatimn UOrettigi bakteriyosine ait aktif bantin jel Uzerinde
goruntilenmesi

4.10.4. HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin anyon degistirici

kromotogr afi sonuclari

Jel kromotografisinden c¢ikan B fraksiyonu konsantre edildikten sonra, anyon
degistirici kolona uygulanmistir. Konsantre ornegin protein miktari1 1,82 mg/mL,
aktivitesi ise 51200 AU/mL olarak hesaplanmistir. Bu ornekten kolona 600 pL
yuklenmis ve kolon akis hizi 38 mL/saat olacak sekilde ayarlanarak fraksiyonlar 1.6
mL hacimde toplanmistir. Kolon yaklasik yaklagik 20 mL fosfat tamponuyla
yikandiktan sonra, tuz gradiyenti uygulanmaya baslamistir. 0,1 M NaCl igeren fosfat
tamponuyla yikama baglatilmis ve NaCl konsantrasyonu 1 M olana kadar kademeli
olarak yikamaya devam edilmistir (Sekil 4.39). Kolondan c¢ikan fraksiyonlarda
protein ve aktivite tayini yapilarak, aktif cikan fraksiyonlar elektroforezle
goruntulenmistir. Aktivite ¢ikan toplam 8 fraksiyon oncelikle elektoroforezle ayri
ayr1 gorunttlenmistir (Sekil 4.40). Daha sonratek bant olarak goruntilenen 2, 3, 4 ve
5. fraksiyonlar Fraksiyon 1; 6,7 ve 8. fraksiyonlar ise Fraksiyon 2 olarak toplanmstir
ve tekrar protein ve aktivite tayini yapilmustir. Fraksiyon 1'in aktivitesi 3200
AU/mL, protein miktar1 ise 0,029 mg/mL olarak Olgllmustir. Fraksiyon 2'nin ise
aktivitesi 400 AU/mL; protein miktari ise 0,011 olarak tayin edilmistir.
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Cizelge 4.34. HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin anyon degistirici kromotografi

elusyon profili
Fraksiyon no Absorbans (O.D. 280 nm) Zon ¢apr (mm)
1 0,029 0
0,157 16
3 0,753 22
4 0,588 21
5 0,254 18
6 0,124 15
7 0,074 12
8 0,048 10
9 0,031 0
10 0,020 0
11 0,016 0
12 0,012 0
13 0,013 0
14 0,011 0
15 0,010 0
16 0,008 0
17 0,009 0
18 0,007 0
19 0,006 0
20 0,006 0
21 0,006 0
22 0,007 0
23 0,009 0
24 0,008 0
25 0,015 0
26 0,020 0
27 0,023 0
28 0,047 0
29 0,072 0
30 0,076 0
31 0,093 0
32 0,131 0
33 0,097 0
34 0,091 0
35 0,118 0
36 0,083 0
37 0,079 0
38 0,076 0
39 0,060 0
40 0,057 0
41 0,033 0
42 0,027 0
43 0,014 0
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Fraksiyon no
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Sekil 4.39 HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosinin anyon degistirici kromotografi grafigi
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Sekil 4.40 HBB-218-Anyon degistirici kromotografi sonucu aktif cikan fraksiyonlarin
elektroforezle goruntilenmesi (M: Marker, Fr: Fraksiyonlar)

4.10.5. HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosininin saflastirma
tablosu

Anyon degistirici kromotografi sonucu aktivite gozlenen 8 fraksiyon elektoroforezle
goruntulenmistir. 2, 3, 4 ve 5. fraksiyonlarda tek bant goraldigi ve bu fraksiyonlarin
aktiviteleri yiksek oldugu icin fraksiyonlar birlestirilmistir (Fraksiyon 1). Fraksiyon
1 den tekrar protein tayini (Bradford) ve aktivite tayini yapilarak degerler saflastirma
tablosuna yerlestirilmistir (Cizelge 4.34). Sonug olarak HBB-218 bakteriyosini 1,33
verimle 16 kat saflastirilmustir.

Cizelge 4.35. HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosinin saflastirma tablosu

Fraksiyon Hacim Aktivite [Protein T. T. Spesifik | Saflastirma | Verim
(mL) (AU/mL)  |((mg/mL) |Aktivie | protein | aktivite | katsayis
CFS 450 1600 0,234 | 720000 | 105,3 | 6838 1 100
Otokl.CFS 400 1600 0,154 | 640000 | 61,6 | 10390 1,52 89
Diyalizat 21 25 600 2,03 | 537600 | 42,63 | 12611 1,84 75
g.onsfa””e 3 102400 | 11,35 | 307200 | 34,05 | 9022 1,32 43
iyalizat

(Fjrda‘;f‘g’_;’” Bl 125 6400 0,240 | 80000 | 3,00 | 26667 3,90 11,1

Fraksiyon 1

(anyon deg. 3 3200 0,029 9600 | 0,087 | 110345 16 1,33
kro.)
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4.10.6. HBB-247 izolatinin Urettigi bakteriyosinin anyon degistirici

kromotografi sonuclari

HBB-247 susunun Urettigi bakteriyosin, %80 amonyum silfatla ¢okttrdlmis ve
diyaliz edilmistir. Daha sonra diyalizat konsantre edilerek anyon degistirici kolona
(DEAE-Sepharose) bu ornekten 700 L yuklenmistir. Kolona yuklenen konsantre
ornegin protein miktar1 5,750 mg/mL, aktivites ise 25 600 AU/mL olarak
Olcilmustdr. Kolon akis hizi 41 mlL/saat olacak sekilde ayarlandiktan sonra,
fraksiyonlar 2 mL hacimde toplanmistir. 280 nm’de protein olgtimleri yapilmis ve
absorbans degerleri tamamen disen kadar (yaklasik 142 mL) fosfat tamponuyla
yikama yapilmistir. Protein ¢ikisimin kesildigi noktada tuz gradiyenti uygulanmaya
baslanmustir (Cizelge 4.36).

Fraksiyonlardan aktivite tayini yapilarak aktif cikan fraksiyonlar iki kisima
toplanmistir. NaCl gradiyenti uygulanmadan, kolondan ilk etapta cikan 6rnekler (2-
57. fraksiyon) Fraksiyon 1 olarak toplanmistir. Fraksiyon 2 ise, 0.1, 0.2 ,0.3ve 0.4 M
NaCl gradiyenti uygulandiginda ¢ikan orneklerden (75-86. fraksiyon) olusmaktadir.
Protein ¢ikan diger fraksiyonlarda aktiviteye rastlanmamistir (Sekil 4.41)

Anyon degistirici kromotografi sonucu elde edilen Fraksiyon 1 ve Fraksiyon 2,
ayrica diyalizat proteinleri elektoroforezle gorintilenmis ve bakteriyosin aktivitesi
jel Gzerinde belirlenmistir (Sekil 4.42-4.44).



155

Cizelge 4.36. HBB-247 bakteriyosinin anyon degistirici kromotografi el tisyon profili

Absor bans (O.D. Zon ¢apr (mm)
Fraksiyon no 280 nm)
1 0,004 0
2 0,138 12
3 0,651 14
4 0,925 13
5 0,802 11
6 0,697 11
7 0,614 11
8 0,548 10
9 0,486 11
10 0,425 11
11 0,380 10
12 0,338 9
13 0,288 7
14 0,239 7
15 0,205 7
16 0,181 7
17 0,167 10
18 0,159 10
19 0,151 10
20 0,144 10
21 0,137 10
22 0,130 10
23 0,123 10
24 0,118 10
25 0,113 10
26 0,110 10
27 0,103 8
28 0,099 6
29 0,095 6
30 0,090 6
31 0,083 6
32 0,080 6
33 0,077 6
34 0,073 6
35 0,072 6
36 0,070 6
37 0,069 6
38 0,066 6
39 0,064 6
40 0,061 6
41 0,060 6
42 0,058 6
43 0,059 6
44 0,055 6
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Absor bans (O.D.

Fraksiyon no 280 nm) Zon ¢apr (mm)
45 0,059 6
46 0,059 6
47 0,055 6
48 0,054 6
49 0,053 6
50 0,052 6
51 0,051 6
52 0,050 6
53 0,048 6
54 0,045 6
55 0,044 6
56 0,042 6
57 0,042 6
58 0,040 0
59 0,040 0
60 0,041 0
61 0,039 0
62 0,038 0
63 0,036 0
64 0,036 0
65 0,036 0
66 0,036 0
67 0,033 0
68 0,031 0
69 0,029 0
70 0,028 0
71 0,027 0
72 0,026 0
73 0,026 0
74 0,038 0
75 0,091 6
76 0,141 6
77 0,191 6
78 0,339 6
79 0,533 6
80 0,991 6
81 1,551 6
82 1,696 6
83 1,799 6
84 1,875 6
85 1,718 6
86 1,464 6
87 1,456 0
88 1,306 0
89 1,189 0
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Absor bans (O.D.

Fraksiyon no Zon ¢apr (mm)

280 nm)
Q0 1,069 0
91 0,765 0
92 0,587 0
93 0,485 0
94 0,387 0
95 0,332 0
96 0,270 0
97 0,219 0
98 0,171 0
99 0,140 0
100 0,111 0
101 0,097 0
102 0,080 0
103 0,071 0
104 0,056 0
105 0,041 0
106 0,031 0
107 0,028 0
108 0,023 0
109 0,019 0
110 0,015 0
111 0,012 0
112 0,010 0
113 0,009 0
114 0,008 0
115 0,007 0
116 0,006 0
117 0,006 0
118 0,006 0
119 0,006 0
120 0,00 0
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Sekil 4.41 HBB-247 izolatinin Urettigi bakteriyosinin anyon degistirici kromotografi grafigi

Akl
HBanmt

17 Tha

T2 [k
A5 Tha

Sekil 4.42 HBB-247 izolatindan elde edilen diyalizatin protein e ektroforezi ve aktif
bantin gorintilenmesi
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Sekil 4.43 HBB-247 izolatindan elde edilen Fraksiyon 1'in protein elektroforezi ve
Fraksiyon 1’ e ait aktif bantin gorintilenmesi

6601 [a

T7IHHY 135
L& Tin
SN 12

Sekil 4.44 HBB-247 izolatindan elde edilen Fraksiyon 2'nin protein elektroforezi ve aktif
bantin gorintilenmesi

4.10.7. Bakteriyosinlerin molekul agir iklarimn belirlenmesi

Bakteriyosinlerin molekil agirligini belirleyebilmek icin, protein markerlarina gore
olusturulan standart grafikten yararlanilmistir. Bakteriyosinlerin molekil agirlig:
hesaplanirken, ultra disuk molekul agirlikli standart, Sigma M-3456 (1.060-26.600
Da) kullanmlmugtir.

Standart grafikten yararlanilarak yapilan hesaplamada, HBB-218 susuna ait
bakteriyosinin molekul agirligi 5455 Da olarak hesaplanmistir (Sekil 4.45). HBB-247
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susuna ait bakteriyosinin molekil agirligi hesaplamirken, diyalizat igin ayri, (Sekil
4.46) Fraksiyon 1 ve Fraksiyon 2 icin ise ayr1 bir molekul agirlik standart grafigi
(Sekil 4.47) olusturulmustur. Diyalizatin molekll agirligi 37.844, Fraksiyon 1'in
molekul agirligi 33.113 Da, Fraksiyon 2'nin molekidl agirligr ise 41.686 Da olarak
hesaplanmustir.

0,80 -
0,75 ~
0,70 ~
0,65 -
0,60 -
0,55 -
0,50 -
0,45 ~
0,40 ~ *
0,35 \ \ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
3 3,2 3,4 3,6 3,8 4 4,2 4,4
Rf

y =-0,264x + 1,536
R2=0,976

log M.A.

Sekil 4.45 HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosinin molekil agirligimn hesaplanmasinda
kullamlan standart grafik

0,65 p
0,6
0,55 -
0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3

4,15 4,2 4,25 4,3 4,35 4,4 4,45

Rf

y =-0,969x + 4,657
R2 =0,999

log M.A.

Sekil 4.46 HBB-247/diyalizatin molekil agirligimn hesaplanmasinda kullamlan standart
grafik
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y =-1,050x + 5,027
R2=0,999

4,1 4,15 4,2 4,25 43 4,35 4,4 4,45
Rf

Sekil 4.47 HBB-247/ Fraksiyon 1 ve Fraksiyon 2'nin molekul agirligimin hesaplanmasinda
kullanmlan standart grafik

Bakteriyosinlerin, biyokimyasal yapilarinin aydinlatiimas: ve karakterize edilmeleri
homojen olarak saflastiriimalarina ve yeterli miktarda elde edilmelerine baglidir
(Carolissen-Mackay et al., 1997). Laktobasillerin drettikleri bakteriyosinlerin
saflastirilmast ile ilgili pek cok calisma bulunmaktadir. Bu tirlerin kaynag: genelde,
sit Ortnleri ve bitkisel materyallerin fermentasyonu sonucu olusan Urdnler yada
hayvan veya insan orjinlidirler. Sinif 4 grubuna dahil olan kompleks bakteriyosinler,
ornegin, laktosin 27, plantasin B ve plantarisin S genelde laktobasillerden izole
edilmektedir. Laktobasillerden bakteriyosinlerin saflastiriimast ile ilgili prosedurler
oldukga cesitlidir. Amonyum silfat c¢okturmesi, iyon-degistirici kromotografi,
hidrofobik etkilesim ve RP-HPLC kurvasin A, sakasin P, laktosin S ve bavarisin
A’ nin saflagtirilmasinda kullanilmistir (Tichaczek et al., 1992; Mordvedt et al., 1991,
Larsen et al., 1993). Amonyum siilfat ¢oktirmesi ve jel filtrasyon kromotografisi
helvetisin J ve laktasin F nin saflastirilmasinda kullanilan yontemlerdir (Joerger ve
Klagnhammer, 1986; Muriana ve Klaenhammer, 1991). iyon degistirici
kromotografi, ultrafiltrasyon ve jel kromotografisi laktasin B’ nin saflasturilmasinda
kullanmlmistir (Barefoot ve Klaenhammer, 1984).

Bakteriyosinlerin  kompleks besin ortamlarindan saflastirilmalarinda, onlarin
katyonik ve hidrofobik o©zellikleri esas alimir. Nisin A’mn saflastirilmasinda
izoelektrik fokuslama (Venema et al., 1997) ve immunoaffinite kromotografisi
(Suarez et al., 1997) kullamlarak tek adimda saflastirma yapilmustir. Bu tir
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yontemler verim ve saflastirma agisindan ¢ok iyi sonuglar verse de balteriyosinlerin

genis Olgekte geri kazanilmasi ve saflastirilmast igin uygun degildir.

Bakteriyosinlerin genis 6lgekte saflastiriimalar: icin adsorbsiyon/desorbsiyon temel
alinarak pek cok yontem gelistiirlmistir. Bu metotlar bakteriyosinler 6ncelikle pH
6.0-6.5'da Uretici hiucreye adsorbe olur ve daha sonra pH 2.0'de 0,1 M NaCl
varliginda bakteriyosinin Uretici hticrelerden ayrilmasi saglamir. Bu metot pediosin
AcH, nisin, sakasin A ve leukonosin Lcml (Yang et al., 1992) icin etkilidir, fakat
geri kazamm diger sus veya bakteriyosinler icin simirli olabilir. Farkli bakteri
turlerinden elde edilen bakteriyosinlerin saflagtirma prosedirlerine iliskin 6rnekler
Cizelge 4.36 ‘da verilmistir.

Calismamizda saflastirma prosedurinde, Oncelikle amonyum sllfat  ¢oktirmesi
(%80), diyaliz, ultrafiltrasyon, jel kromotografisi ve anyon degistirici kromotografi
uygulanmigtir. HBB-218 susunun Urettigi bakteriyosinin molekdl agirligr yaklasik
5.5 kDa olarak hesaplanmistir. Ultrafiltrasyon islemleri sirasinda 5000 Da’'lik
membran kullanildiginda filtrat (alta gecen sivi) da aktivite saptanmamistir. Ayrica
jel kromotografisinde calistigimiz bakteriyosinin, molekul agirlig1 kuigik oldugu igin
son fraksiyonlarda cikmast beklenmistir. Oysa, jel kromotografisinde, aktif
fraksiyonlar, diger proteinlere gore nispeten 6nce ¢ikmaktadir. Arastirmacilar, bu
durumu bazi bakteriyosinlerin multimerik yapida olmalariyla agiklamiglardr.

Cladera-Olivera et al., 2004 yaptiklar1 calismada, Bacillus licheniformisten izole
ettikleri bakteriyosini Sephadex G-100 kolonuna uygulamislar ve bakteriyosinin
molekul agirligimin 150 kDa dan fazla oldugunu ve ilk fraksiyonlarda ciktigim
bildirmislerdir. Ancak, 6rnek ayni kolona , 0.15 M NaCl varliginda uygulandiginda
molekul agirlhigr yaklasik 20 kDa olarak hesaplanmistir ve kolondan daha geg
cikmaktadir. Arastirmacilar, bu durumu bakteriyosin benzeri bilesigin kultir
ortamina blyldk agregatlar halinde salinmasiyla agiklamislardir. Bakteriyosin
molekullerinin blydk kiimeler halinde birikmesinin, yapilarinin oldukca hidrofobik

olmasiylailgili olabilecegini belirtmislerdir.
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Bonade et al., 2001, Lactobacillus helveticusun Urettigi bakteriyosinin
saflastirilmasinda jel kromotografisi kullanmiglardir. Jel  kromotografisine gore,
bakteriyosinin molekdl agirligint 60 kDa; SDS-PAGE sonucunda ise (elektroforetik
olarak) 12.5 kDa olarak hesaplamiglardir. Molekdl agirligindaki bu farkliligin,
bakteriyosinin kiimeler halinde bulunmasinin bir sonucu oldugunu ve elektroforezde
SDS varliginda bu kimelerin  dagildigimt  belirtmislerdir. Benzer sonuglar
Brevibacterium linens bakterisinin Urettigi linocin (Valdes-Stauber ve Scherer, 1994)
ve Bacillus cereus'un Urettigi cerein 7 (Oscariz ve Pisabarro, 2000) icin de

bildirilmistir.
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Cizelge 4.37. Farkli bakteriyosinlerin saflastirma prosedirleri ve molekul agirliklar:

Saflagtirma

~ Uretici Saflastirma Katsayis/ M.A Referans
organizma/Bakteriyosin prosedir U Verim (%) (kDa)
L.acidophilug/ Laktasin F AS coktirme, jel 4741 0.04 25 Muriana ve
filtrasyon, HPLC Klaenhammer,
1991
S. thermophilus ACA- AS coktlrme, anyon 500/ 0.1 30 Aktypisve
DCO000Y Termdfilin ST-1  degistirici kr., jel Kalantzopoulos,
filt. 2003
Bacillus sp. AS ¢oktirme, je 263/ 3.75 5 Motta, et al.,
filt., iyon degistirici 2007
kr.
L. acidophilus DSM AS ¢oktirme, -/ 16 6.6 Deraz et al.,
20079/ Asidosin D20079 katyon degistirici 2005
kr., hidrofobik
etkilesim
E. faecium/ enterosin M AS coktirme, -/9 4.6 Marekovaet al.,
katyon degistirici 2007
kr., FPLC
L. curvatusL442/ AS coktirme, 45/ 4.5 Xiraphi, et al.,
kurvatisin L442 katyon degistirici 2005
kr., HPLC, jd filt.,
P. damnosus NCFB 1832 AS coktirme, 1700/ 34 25 Bauer et al.,
/ pediosin PD-1 liyofilizasyon, 2005
metanol-kloroform
ekstraksiyonu,
katyon degistirici kr.
L. mesenteroides E131 AS coktirme/ 9.3/ 25-35  Xiraphi et al.,
katyon degistirici 2008
kr., RP-HPLC
L. acidophilus TK920/ AS coktirme, 3000/ 10 6.5 Kanatani et al.,
Asidosin A katyon degistirici 1995
kr., RP-HPLC
L. plantarum/ plantarisin AS ¢oktirme, 3630/ 48 35 Gonzdezet al.,
C hidrofobik 1994
etkilesim, katyon
degistirici kr.
L. gasseri KT7 AS ¢oktirmes, 295/0.7 4.5-5.0 Zhu, et al.,
katyon degistirici 2000
kr., hidrofobik
etkilesim, RP-HPLC
P.acidilactici SJ-1/ Katyon degistirici 262/ 48 4.0 Schved, et al.,
pediosin SJ-1 kr. 1993
L. sake/ bavarisin AS coktlrme, anyon 135/10.7 4.7 Kaiser ve
degistirici kr., Montville, 1996
katyon degistirici kr.
Pr.nigrescens/ nigresin  AS ¢oktiirme, anyon - 41 Kaewsrichan, et
degistirici kr., je al., 2004
filt.,
B. cereus/ cerein 8A AS coktirme, - 26 Bizani, et al.,
butanol 2005
ekstraksiyonu,

anyon degistirici kr.
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HBB-218 izolatimin drettigi bakteriyosin anyon degistirici kolona uygulandiginda,
kolondan ilk etapta ve tuz gradiyenti uygulanmadan ©nce c¢ikmaktadir. Anyon
degistirici  kromotografide, anyonik molekiller kolona baglanirken, katyonik
molekuller farkli tuz konsantrasyonlarinda kolondan ayrilirlar. Gram pozitif
bakterilerin genelde membran gecirgenligini artiran, 60 aminoasitten daha az rezidu
iceren katyonik peptidler (bakteriyosinler) Urettikleri bildirilmistir (Motta et al.,
2007). Calistigimiz proteinin kolondan ilk etapta gikmas: oldukga katyonik bir yapist
olduguna isaret etmektedir ve literatirde yer alan tamima uymaktadir. Aktif
fraksiyonlar toplandiginda elektoroforezde aktiviteden sorumlu tek bir bant
saptanmustir.

HBB-247 izolatimin Urettigi bakteriyosin anyon degistirici kolona uygulandiginda,
tuz gradiyenti uygulanmadan once, ¢ikan ve antagonistik aktiviteye sahip olan
ornekler Fraksiyon 1 olarak toplanmistir. Kolondan 6rnek cikisi devam ederken 0,1
M- 0,4 M NaCl gradiyenti arasinda da aktif fraksiyonlarin ¢iktigi belirlenmistir ve bu
fraksiyonlardaki 6rneklerde toplanarak Fraksiyon 2 olarak adlandirilmistir. Bu durum
antibakteriyal etkiye sahip birden fazla protein olabilecegini diisindirmuUstar.

Bacillus licheniformis ZJU12 bakterisiyle yapilan calismada, bakteriyosin anyon
degistirici kromotografiye uygulanmistir. Calismamzdaki duruma benzer sekilde,
aktif fraksiyonlarin 4 farkli yerde pik yaptigi saptanmustir. Ilk pik, tuz gradiyenti
uygulamadan c¢ikan oOrneklerde, diger aktif fraksiyonlar ise farkli tuz
konsantrasyonlarinda elde edilmistir. arastirmacilar bu durumu iki farkli hipotezle
aciklamuslardir. 1lk hipotez Bacillus cinsine ait bazi bakterilerin birden fazla
bakteriyosin benzeri peptid Urettiklerinin bilindigini ve bu ylzden aktiviteden
sorumlu birden fazla peptid olabilecegidir. Diger bir yaklasim ise, 4 farkli pik elde
edilmesinin  sebebinin  bir bakteriyosinin farkli polimerlerden olusabilecegi
yonundedir. Bunun yanisira, bakteriyosinin Uretimi ve saflastirilmas: esnasinda kismi
olarak pargalanmus olabilecegini de bildirmislerdir (He et al., 2005).
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Calismamizda, HBB-247 izolatinin Urettigi bakteriyosinin anyon degistirici kolondan
cikan her iki fraksiyonu ve kolona uygulanan ornek (diyalizat) elektroforezle
goruntliginde, aktiviteden sorumlu bantin Fraksiyon 1 ve Fraksiyon 2'de farkl
bantlar oldugu saptanmistir. Bu nedenle, HBB-247 izolatimn aktiviteden sorumlu iki
farkli protein Urettigi dustnulmektedir. Sonug olarak HBB-247 izolatimin Urettigi
bakteriyosin amonyum siilfat ¢oktirmesi ile kismi olarak saflastirilmistir ve anyon
degistirici kromotografiden ¢ikan drneklerde aktivite distuk oldugu icin saflastirma
tablosuna alinmamustir.

Cizelge 4.38. HBB -247 izolatimin Urettigi bakteriyosinin kismi saflastirma tablosu

Fraksiyon Hacim Aktivite [Protein T. T. Spesifik | Saflastirma | Verim
(mL) (AU/mL)  |(mg/mL) |Aktivie | protein | aktivite | katsayisi

CFS a0 | 3200 | oom | PN 476 | 72727 1 100

Diyalizat 12 25600 1,180 307200 | 14,16 21695 0,3 29

4.11. HBB-218 Saflastirilmis Bakteriyosinin K ar akterizasyonu

HBB-218 izolatimin Urettigi bakteriyosin saflastirildiktan sonra, karakterizasyon
denemeleri saflastirilmis Ornek ile tekrarlanmistir. HBB-247 izolatinin Urettigi
bakteriyosin ise kismu olarak saflastirildigi ve saflastirma katsayisi disik oldugu
icin, tekrar karakterizasyon yapilmamustir.

HBB-218 izolatinin Urettigi kdltdr sivisina ayni islemler uygulanarak (amonyum
silfat ¢oktirmesi, diyaliz, jel kromotografisi ve anyon degistirici kromotografi), elde
edilen ornek, fosfat tamponuyla seyreltilerek (yaklasik 17 mL), karakterizasyon
islemlerinde kullanilmigtir. Karakterizasyonda kullamilan 6rnegin aktivitess 800
AU/mL olarak hesaplanmustir.
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4.11.1. Saflastirillmig bakteriyosin aktivites tizerine sicakhigin etkisi

Saflagtirilan bakteriyosin igin oncelikle 1s1 stabilitesi belirlenmistir. 121 °C’de 20
dakika otoklavlanan 6rnek disinda diger tim 6rneklerde aktivitenin %100 korundugu
belirlenmistir. Ham kultdr sivisina gore, saflastirilmig bakteriyosinin 1si stabilitesi
daha dusUktor. Ancak, bakteriyosin saflastinildiktan sonra bile, otoklavda
aktivitesinin buyuk bir kismum (yaklasik %70) korumaktadir. Bu durum da
bakteriyosinin yiksek sicaklik gerektiren endustriyel islemlerde, saflastirildiktan
sonra bile kullanigli olacagini gostermektedir.

Cizelge 4.39 Saflastirilmis bakteriyosin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisi

SICAKLIK ve SURE KALAN AKTIVITE (%)
30 °C, 30 dakika 100
30°C, 2 saat 100
45°C, 30 dakika 100
45°C, 2 saat 100
60 °C, 30 dakika 100
60 °C, 2 saat 100
95 °C, 30 dakika 100
95°C, 2 saat 100
121 °C, 20 dakika 69
+4C, lay 100

4.11.2. Saflastirillms bakteriyosin aktivitesi Uzerine enzimlerin etkisi
Saflastirilmig bakteriyosin aktivitesi Uzerine enzimlerin etkisi denendiginde, ham
bakteriyosine gore, daha direncsiz oldugu belirlenmistir. Ozellikle proteolitik
enzimler, saflastirilmig bakteriyosin tzerinde daha distk konsantrasyonda ve daha
kisa sirede etki gostermistir. Kdltir sivilart ile yapilan enzimatik denemelerde,
proteinaz K ve Proteaz enzimleri, sadece 10 mg/mL konsantrasyonda ve 24 saat
sonunda etki ederken,  saflastirilmis bakteriyosin Gzerinde 1 mg/mL final
konsantrasyonda bile etkili olmuslardir. Bu durum, kdltir sivisinda daha fazla

protein bulunmasi ve bu nedenle enzimatik aktivitenin zayiflamasi ile agiklanabilir.
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Sonug olarak hem kultdr sivilarinda, hem de saflastirilnus bakteriyosinde proteolitik
enzimlerle muamele sonucu aktivitenin kaybolmasi, ¢alistigimiz maddenin protein
yapida oldugunu dogrulamustir (Cizelge 4.40).

Proteolitik enzimlerin yamsira, lipaz, a-amilaz ve B-glukoronidaz enzimleri de
aktivitede kayba neden olmustur. Kaltor swvilart ile yapilan denemelerde, bu
durumun kaltor ortamindaki kosullardan kaynaklanabilecegi ya da bakteriyosinin
yapisinda peptid kismin yanisira lipid ve karbohidrat da bulunabilecegi ne isaret
etmektedir. Lactococcus lactis MM19 susu ile yapilan calismada, proteolitik
enzimlerin yamsira lipaz (%1) enzimi ile 2 saat 37 °C'de inkube edilen
bakteriyosinin aktivitesinde (%75) kayip oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar,
bakteriyosinin, indikatdr bakterinin membramna adsorbe olmasinda yag asitlerinin
roli olabilecegini bildirmislerdir. Aktivite testleri sirasinda ortamda bulunan aktif
lipaz, indikator susun bakteriyosini adsorblayan bdlgesini hidrolizlemekte,
dolayisiyla aktivite azalmaktadir. Ayni arastirmacilar, bakteriyosinin lipopeptid
yapida olmadiginm dogrulamuglardir (Millette, et al., 2006).

Hernandez et al. (2005), yaptiklar1 calismada, Lactobacillus plantarum TF711
susunun drettigi plantaricin TF711 bakteriyosinin arastirmuglardir. Bakteriyosin
aktivitesinin proteolitik enzimlerin yamsira, lipaz enzimi ile kismen, a-amilaz ile
tamamen inhibe oldugunu bildirmiglerdir. Plantaricin TF711’in aktivitesinin  a-
amilaz ve lipazla inaktive olmasi, biyolojik aktivite igin glikozidik ve lipidik bir
kisma ihtiyag duydugunu distindirmustir. Bazi durumlarda ise, ham bakteriyosinde
bulunan protein olmayan kisimlarin, kuiltir ortamindan kaynaklanabilecegi
bildirilmistir. Kdltir ortaminda bulunan bazi bilesenler, peptid kisim ile kompleks
olusturmakta, saflastrma asamasinda ise bu kisimlar ayrismaktachr. Ornegin,
Plantaricin S, bakteriyosini, Once lipid ve karbohidrat iceren kompleks bir
bakteriyosin olarak tanmilanmis, ancak saflastirma asamasindan sonra yalmizca iki
kucuk peptidten olustugu bulunumustur (Jimenez-Diaz et al., 1993; Jimenez-Diaz et
al., 1995).
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Peynirden izole edilen cesitli Laktobasil suslarimin hiicresiz slipernatantlariyla
yapilan ¢alismada, lipaz ve a-amilaz enzimlerinin aktiviteyi engelledigi bulunmustur
(Gulahmadov, et al., 2006). Arastirmacilar, bazi durumlarda, bu tir kimyasal
kisimlarin, gercek bir gliko ve/veya lipopeptid yapidan ziyade, besiyerinde bulunan
cesitli kontaminatlardan kaynaklanabilecegini savunmusglardir.

Bakteriyosinlerin, peptid kisimlarina ek olarak karbohidrat bir kissm bulundurmalar:
daha ¢ok Sinif IV bakteriyosinlerin bir 6zelligi (Nes, et al., 1996; Klaenhammer,
T.J, 1993) oldugu bildirilmistir. Ancak, 2005 yilinda Cotter tarafindan Onerilen
duzeltilmis simflandirmaya gore, Sinif 1V bakteriyosinler, bakteriyosin gruplarina
dahil edilmemistir. Arastirmacilar, bu grupta yer alan bakteriyosinlerle ilgili hentiz
kesin ve inandirici veriler olmadig: igin, simiflandirmaya alinmadigint belirtmiglerdir
(Cotter, et al., 2005).

Cizelge 4.40. Saflastirlmis bakteriyosin aktivites Gzerine enzimlerin etkisi

KALAN AKTIVITE (%)

1 saat inkibasyon 24 saat inktbasyon
ENZIMLER 1 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 10 mg/ml

Proteinaz K 0 0 0 0
Proteaz 80 69 0 0
Papain 100 0 100 0
Lipaz 80 0 0 0
a-Amilaz 100 100 100 50
B-Glukuronidaz 100 100 100 50
L aktaz 100 100 100 100
RNAz 100 100 100 100
K atalaz(3001 U/mL ) 100 100 100 100

4.11.3. Saflastirilmis bakteriyosin aktivites tzerine pH’ mn etkisi
HBB-218 izolatinin Urettigi bakteriyosin, kilttr sivisinda denediginde, pH stabilitesi
daha yuksektir. Kiltlr sivisinda, denenen tim pH’ larda (3-11) hem +4 °C’ de, hem de
65 °C’ de inktibe edildiginde, aktivite %100 korunmaktadir. Oysa, saflastirilmis
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bakteriyosin farkli pH’'larda denendiginde, +4 C'de pH 3-5 arasinda; 65 C'de
inktibe edildiginde ise, pH 8-11 arasinda aktivitesinde kayip gozlenmistir (Cizelge
4.40).

Genelde, Laktobasillerin Urettikleri bakteriyosin benzeri bilesikler, bazik pH’larda
konformasyonel degisiklige ugramaktadirlar ve pH 12.0' de antagonistik aktivite yok
olmaktadir. Gunimuzde, gidalarda kullanilan ve lisansl1 tek bakteriyosin olan nisin,
asidik sartlarda aktiftir. pH 8.0-11.0 arasinda, nisin aktivitesi azalmakta ve giderek
kaybolmaktadir (Lui,1990). Calistigimiz bakteriyosinin +4 °C’de denenen tim
pH’ larda yine de stabil olmasi, dzellikle sogukta depolamayla ilgili uygulamalarda
kullansl1 olabilecegini distindirmektedir.

Cizelge 4.41 Saflastirilmis bakteriyosin aktivitesi Uzerine pH’ min etkisi
KALAN AKTIVITE (%)

pH +4°C 65 °C
pH 3 86 100
pH 4 86 100
pH 5 86 100
pH 6 100 100
pH 7 100 100
pH 8 100 79
pH 9 100 71
pH 10 100 71
pH 11 100 57

4.11.4. Saflastirilmis  bakteriyosin  aktivitesi Uzerine organik
cozuctlerin etkisi

Saflastirilmig bakteriyosin aktivitesi Uzerine organik ¢oziculerin etkisi denendiginde,
kloroformun ve TCA’ nin aktivitede kayba neden oldugu bulunmustur (Cizelge 4.42).
Ham bakteriyosinle yapilan denemelerde ise, organik ¢ozicllerle muamele sonucu
aktivite tamamen korunmaktadir.
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Cizelge 4.42. Saflastinlmig bakteriyosin aktivitesi Uizerine organik ¢ozicilerin etkisi

ORGANIK COzUCU (Final kons.)

KALAN AKTIVITE (%)

Aseton (% 10)
DM SO (% 10)
Methanol (% 10)
Ethanol (% 10)
Xylol (% 10)
Kloroform

TCA (100 mg/ml)

100
100
100
100
100
87
0

4.11.5. Saflastirilmis bakteriyosin aktivitesi Uzerine deterjanlarin

etkisi

Deterjanlarin saflastirilmis bakteriyosin aktivitesi Gzerine etkisi incelendiginde, Ure,

EDTA (0,1 mM) ve Tween 80 degerlendirilebilmistir. Denenen deterjanlardan
sadece Tween 80 aktivitede kayba neden olmustur (Cizelge 4.43).

Cizelge 4.43. Saflastinlmig bakteriyosin aktivitesi Uizerine organik ¢ozicilerin etkisi

*K ontrolde de zon var.

DETERJANLAR

KALAN AKTIVITE (%)

Tween 20 (1 mg/mL)
Tween 80 (1 mg/mL)
Triton X-100 (1 mg/mL)
Triton X-114 (1 mg/mL)
SDS (1 mg/mL)

Ure (1 mg/mL)

EDTA (0.1 mM)

EDTA (2 mM)

EDTA (5mM)

*
80

*

*

*

100
100
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SONUC

Bu calismada, termofilik bakterilerin urettikleri bakteriyosinlerin izolasyonu,
karakterizasyonu ve saflastiriimasi amaglanmustir. Y Uksek sicakliklarda gelisebilen
bu tur bakterilerin Urettikleri antibakteriyal maddelerin gidalarda bozulma etkeni olan
ve hastalik yapma potansiyeli tasiyan bakterilere karsi etkinlikleri denenerek,

inhibitor maddelerin kullanim olanaklar: arastiril mistur.

Son yillarda, gidalart koruma stratgjileri agisindan dogal antimikrobiyal bilesiklere
ilgi artmaktadir. Guniimuizde, mezofilik bakterilerin Urettikleri bu tir metabolitlere
dair pek cok calisma bulunmaktadir. Ancak, ekstremofil bakterilerin inhibitor

bilesikleri ile ilgili arastirmalar nadirdir ve ¢alismamizin bu agidan literatiire referans

saglayacagint disunmekteyiz.

Calismamizda, c¢esitli sicak su, birikinti ve toprak orneklerinden toplam 208 adet
termofilik bakteri izole edilmistir ve genis bir kiltir kolleksiyonu olusturulmustur.
Tez calismamiz sirasinda kullamilan HBB-218 ve HBB-247 izolatlarinin yamsira
izole edilen diger bakterilerin molektler tanilarinin yapilmasina devam edilmektedir.
Bu sayede bolgemiz sicak su kaynaklarimin mikroflorasimin aydinlatilmasina katki

saglayacagimiz disuncesindeyiz.

Izole edilen suslar arasinda, inhibitor etkinin kiiltir sivisinda saptanabildigi ve
antibakteriyal spektrumu en genis olan iki tanesi, HBB-218 ve HBB-247 secilerek
calismamiza devam edilmistir. 16S rRNA dizi analizi sonucu her iki bakterininde en
yuksek homoloji gosterdigi tir, Geobacillus toebii olarak belirlenmistir. Ancak,
izolatlarin Urettikleri bakteriyosinlerin farklt oldugu bulunmustur Literatirde
Geobacillus toebii suslariyla yapilmis bu tir bir ¢alisma heniiz yer almamaktadir.

Calismamizda, kullandigimiz bakterilerden elde edilen inhibitér maddenin peptid
yapida oldugu cesitli denemeler ile kanmtlanmstir. Proteolitik enzimlere hassastirlar,
TCA muamelesinden sonra aktivite kaybolmaktadir. Ayrica, bakteriyosin Uretimi
acisindan segilen suslar Gram pozitif izolatlardir ve her iki bakteriyosin de sadece
Gram pozitif bakterilere etkili bulunmustur. HBB-218 izolatinin  (rettigi
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bakteriyosinin, antibakteriyal etki spektrumunun genis oldugu bulunmustur ve hem
asidik hem bazik pH’larda stabil oldugu belirlenmistir. Ayrica, HBB-218 tarafindan
Uretilen bakteriyosin cesitli deterjanlar ve organik ¢ozicllerle muamele edildiginde
aktivitesini korumaktadir. HBB-247 izolatimin Urettigi bakteriyosin nispeten daha dar
bir antibakteriyal spektruma sahiptir, 1sil isleme kars1 daha dayaniksizdir.

HBB-218 ve HBB-247 izolatlarimin Urettikleri bakteriyosinlerin dretim kosullar
optimize edilmistir. Bu sayede izolatlarin gelisimi ve bakteriyosin tretimi agisindan
maksimum verimi saglayan sicaklik ve pH dereceleri, ayrica azot ve seker kaynaklari
tespit edilmistir. HBB-218 izolat1 igin bakteriyosin Uretimi agisindan en iyi sicaklik
60 °C, en iyi pH ise 6.5 olarak belirlenmistir. Maksimum gelisim ve bakteriyosin
Uretimi soya pepton ve galaktoz bulunan modifiye ortamda gozlenmistir. HBB-247
izolat1 ise, 60 °C'de ve pH 6.0da maksimum bakteriyosin Uretimini
gerceklestirmektedir. Azot kaynagi olarak soya pepton, seker kaynagi olarak ise
fruktoz bakteriyosin Uretimi agisindan en iyi kaynaklar olarak segilmistir.

HBB-218 izolatimin drettigi bakteriyosin, amonyum siilfat ¢oktirmesi, diyaliz, jel
filtrasyon kromotografisi ve anyon degistirici kromotografi metotlar1 kullamilarak
homojen bir sekilde saflastirilmistir. Elektroforez sonucunda 5.5 kDa molekdl
agirhigina sahip tek bir bant belirlenmistir.

HBB-247 susunun kuoltdr sivilart amonyum silfat ile ¢oktlrtimis ve anyon
degistirici kromotografi sonrasinda, iki farkli aktif fraksiyon elde edilmistir. Bu
fraksiyonlarin elektroforezi yapildhginda, antibakteriyal aktiviteden sorumlu bir
tanesi 33 kDa, digeri 42 kDa molekil agirhigina sahip iki peptid saptanmustr.
Sonucta bakteriyosin kismi olarak saflastirilmistir. Ancak, saflastirma asamasinda,
HBB-247 izolatiin kiltur sivilarinda aktivitenin  distk oldugu gozlenmistir.
Arastirmamizin  devaminda HBB-247 izolatinin bakteriyosin Uretiminin  gesitli
yollarla indiklenmesi veya izolata ait kolonilerin taranmasiyla tekrar yiksek aktivite
elde edilmesine calisilacaktir. Bu sayede bakteriyosin daha ylUksek oranlarda
saflastirilabilecektir.
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Calismamizda, her iki izolata ait bakteriyosinlerin belirli dozlarda, bakterisidal etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Sivi besiortamlarinda yapilan denemelerde, indikator
bakterilerdeki  bulamkligin  bakteriyosinle islem gordikten sonra tamamen
kayboldugu gozlenmistir. Bu durum, htcrelerin lizise ugramus olabilecegini
disinmektedir. Bu dustinceden yola cikarak, calistigimiz maddelerin, (6zellikle
termofilik bakterilerden) DNA izole edilmesinde, farkli amaglarla kullanilabilecegi
disUntlmastar. Calismamizin devaminda, bakteriyosinlerin bu amacla kullanim

olanaklar1 arastirilacaktir.

Bakteriyosinlerin,  genetik  determinantlarimin saptanmasi,  bakteriyosinin
Ozelliklerinin belirlenmesi ve Uretimi dizenleyici faktorlerin anlasiimas: agisindan
Onemlidir. Doktoratez ¢alismamizin devaminda, HBB-218 ve HBB-247 izolatlarinin
urettikleri bakteriyosinlerin, genetik belirleyicilerinin kromozomal veya plazmidik
kokenli olup olmadiklar1 ve Uretimden sorumlu gen bolgesinin klonlama olanaklar1
arastirilacaktir.
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