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OZET

MASTITISLI SIGIR SUTLERINDEN iZOLE EDIiLEN
ENTEROCOCCUS FAECIUM SUSLARININ URETTIGI BAZI
BAKTERIYOSINLERIN TANISI

Delibas Y. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programi Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Bu c¢alismada da mastitisli sigir siitlerinden izole edilen Enterococcus faecium
suslarinin en Oonemli bakteriyosin genleri olan enterosin A, enterosin B ve enterosin P’yi
tasima potansiyellerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmesi amaclandi.
Calisma materyalini 620 mastitisli sigirdan alinan siit 6rnekleri olusturdu. Enterokok
izolasyonu selektif besiyerinde klasik yontemler kullanilarak gergeklestirildi. Cins ve tiir
diizeyinde identifikasyon ile enterosin yapisal gen varliklarini belirlemek i¢in molekiiler
yontemler kullanildi. izolasyon g¢alismalar1 sonucunda 96 enterokok siipheli sus elde
edildi. Bunlardan E. faecium suslarin1 belirlemek igin spesifik primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PZR sonrasinda izolatlarin %13,5’unun E. faecium oldugu belirlendi.
Bakteriyosin yapisal genlerinden entA ve entB genleri izolatlarin  %30,8 ’inde
belirlenirken; entP geni %?7,7 oraninda bulunuyordu. Sonuglar bakteriyosin yapisal
gen kombinasyonlar1 yoniinden degerlendirildiginde ise iki gen kombinasyonu mevcuttu:
Bunlardan birincisi  %23,0 oraninda entA+entB gen kombinasyou ikincisi ise %7,7
oraninda entA+entB+entP genlerinin birlikte goriildiigii kombinasyondu. Sonug¢ olarak bu
calisma, mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium suslarinin yiiksek patojenite
potansiyeline sahip olduklari, bu suslarin hayvansal kaynaklardan insanlara bulagsma ve
bulastiklarinda ise infeksiyon olusturabilme potansiyellerinin oldugunu gosterdi.
Gelecekte mastitisli sigir siitlerinden izole edilen diger enterokoklarda bu genlerinin
dagiliminin bilinmesi ve bu bakteriyosinlerin endiistriyel potansiyellerinin

degerlendirilmesi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmas1 gerektigi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus faecium, sigir, mastitis, bakteriyosin, gen



ABSTRACT

DETECTION OF SOME BACTERIOCINS IN ENTEROCOCCUS
FAECIUM STRAINS ISOLATED FROM MASTITIC BOVINE MILK

Delibas Y. Adnan Menderes University, Health Sciences Institute Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2016.

The aim of this research is to identify the carrying potential of the most important
bacteriocin genes of the strains of Enterococcus faecium obtained from mastitic bovine
milk; enterocin A, enterocin B and enterorcin P, using a polymerase chain reaction
(PZR). The working materials consisted of milk samples taken from 620 cattle infected
with mastitis. Enterococci insulation was achieved using classic methods in selective
broth. Molecular methods were used in order to conduct the identification of genus and
species as well as the presence of enterocin structural genes. As a result of the research,
96 enterococci susceptible strains were obtained. Of these it was possible to acertain that
of the isolates produced by PZR using a specific primer couple used to find E. faecium
strains, 13.5% were E. faecium.lsolates of bacteriocin structural genes entA and entB
were identified at 30.8%, the entP gene was identified at 7.7%. When the findngs are
evalutaed from the prospective of bacteriocin structural gene combinations, two gene
combinations can be identified: Of these, the first is the combination of the entA+entB
genes, found at the proportion of 23.0%, the second is the combination of the
entA+entB+entP genes found at the proportion of 7.7%. As a result, this study found that
the strains of E. faecium istolated from mastitic bovine milk have a high pathogenicity
potential, that these strains have the potential to pass from livestock and infect humans
and create the potential to cause infection. It is believed that in order for the distribution
of these genes in other enterococci isolated from mastitic bovine milk to be found and
for the industrial potential of these bacteriocins to be utilised more research must be

done within this area.

Keywords: Enterococcus faecium, cattle, bovine, mastitis, bacteriocin, gene



1. GIRIS

Bakteriyosinler bazi bakteriler tarafindan sentezlenen kiiciik, 1siya dayanikli peptidlerdir.
Diger bakterilere karsi etkindirler ve iiretici bakteri kendi bakteriyosinine kars1 spesifik bagisiklik
mekanizmasina  sahiptir.  Bakteriyosinlerin, bircok  bakteri tarafindan  sentezlendigi
distiniilmektedir ve bunlarin ¢ogu heniliz tanimlanmamistir. Bunun nedeni, heniiz ¢ok az
aragtirmacinin bunlar i¢in arastirma yapmis olmasidir. Bakteriyosinlerin aktiviteleri genis veya
dar spektrumlu olabilir, aynmi tiirden veya farkli cinsten bakterileri hedef alabilirler. Genetik
belirleyicileri kromozomal veya plazmid kokenli olabilir. Uretildikleri bakteriye yakin akraba
olan tiirleri dogrudan etkiler. Mikroorganizmlarin gelisimlerini engellerler ve protein sentez
mekanizmasini bozarlar. Antimikrobiyal etkileri iirettikleri organik asit, hidrojen peroksit gibi
antimikrobiyal peptitlerden kaynaklanmaktadir. Antibiyotiklere kars1 direngli sus gelisimi ¢ok sik
goriiliirken, bakteriyosinlere karsi direncgli sus gelisimi nadirdir. Toksik degillerdir. Laktik asit
bakterilerinden olan enterokoklarin 6nemli bakteriyosin sentezleyici bakterilerden olduklari

bilinmektedir.

Bakteriyosin Tlreten enterokoklar gidalardan, coplerden, atik sulardan, farklh
ruminantlarin rumen igerikleri ve hayvansal atiklardan izole edilmistir. Bununla birlikte
hayvansal kaynaklardan izole edilmis olan enterokok izolatlarinin 6zelliklerinin incelendigi
caligma sayist sinirli olmakla birlikte, mastitisli sigir siitlerinden izole edilen enterokok suslarinin
bakteriyosin olusturma kapasitelerinin incelendigi ¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarda da enterokoklarin yalnizca fenotipik olarak bakteriyosin olusturabilme kapasiteleri
incelenmis, gen diizeyinde bir inceleme yapilmamistir. Bununla birlikte yurdumuzda mastitisli
sigir siitlerinden izole edilmis olan Enterococcus faecium suslarmin bakteriyosin {iiretme
kapasitelerinin incelendigi bir ¢alisma su anki bilgilerimize gére mevcut degildir. Bu c¢alismada
da mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium suslarimin en 6nemli bakteriyosin genleri
olan enterosin A, enterosin B ve enterosin P’yi tasima potansiyellerinin polimeraz zincir
reaksiyonu ile belirlenmesi amaglanmistir. Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Birimi (VTF 15071 no’lu proje) tarafindan desteklenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Enterokoklar ~ spor  yapabilme  yetenekleri ~ olmayan  fakiiltatif = aneorobik
mikroorganizmalardirlar. Hemen her tiirlii olumsuz c¢evre kosullarina 6rnegin yiiksek sicaklik
(10-45°C), diisiik pH (4.5-10) ve yiiksek sodyum kloriir konsantrasyonu tolerans gosterebilirler.
Prokaryotlar yeniden kategorize edilirken 1984 yilinda Streptococcus faceium olarak bilinen
eneterokok Enterococcus faecium olarak isimlendirilmistir (Schleifer ve Kilpper-Balz 1984).
Enterokok tiirleri insanda dahil olmak iizere ¢ok sayida memeli hayvanin normal bagirsak
florasinda yasarlar ve bunun sonucunda insanlar tarafindan tiiketilen su ve gida maddelerine
bulasmus olan fekal kirlenmenin indikatori olarak kullanilirlar. Bir enterokok olan Enterococcus
faecium insan patojeni olup hastane ve ameliyat sonrasi infeksiyonlarina, endokardite ve idrar
yollar1 infeksiyonlarina neden olmaktadirlar. Hastane infeksiyonlarina yakalanan hastalar bir
onceki sikayetin tedavisi sirasinda tibbi bir ortamda bu mikrobiyal infeksiyona maruz kalabilirler.
Bu mikrobun normal yasam alani1 ¢ok sayida memeli hayvanin gastrointestinal sistemi olmakla
beraber agiz i¢i ve vajinal kanalda da bulunabildigi gibi toprakta, kanalizasyon ve hastane
ortamindaki her tiirlii ylizeyde uzun siire yagsamini siirdiirebilir. [nsan bagirsak  sisteminde
ortak yasayan iki enterokok tiiriinden olan Enterococcus faecalis (%90-95) ve Enterococcus

faecium ( % 5-10) oranlarinda bagirsak florasinda yerlerini almaktadir (Huycke ve ark. 1998).

2. 1. Enterococcus faecium

E. faecium 10-40 °C arasindaki sicakligi tolere edebilen, asidik, izotonik ve hipertonik
ortamlarda biyiiyebilen bir mikroorganizmadir. E. faecium Kkrebs dongiisii ve solunum
zincirinden yoksun oldugu i¢in enerjisini fermantsyonla saglamaktadir. Hiicre pilus ve flagellaya
sahiptir (Huycke ve ark. 1998). Morfolojik olarak incelendiginde Gram pozitif, tek veya cift
zincirli gortilebilen kiiresel etkenlerdir. Koloniler olustururlar ve uzunluklari 1-2 mm olup 1slak
goriinimliidiirler. Hiicreler kendiliginden hareket etme yeteneginde degillerdir. E. faecium
ilaglara kars1 direngli olup bu direnci plazmitlerden ve birlestirici transpozonlarla birlikte direng
kodlayan kromozomal genlerden elde edebilirler. Bazi suslar1 vankomisine, penisiline,

gentamisine, tetrasikline, eritromisine ve teiokoplanine direnglidir (Health Protection Agency
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2007). E. faceium Gram pozitif oldugundan dolayr Gram pozitif hiicreler kalin peptidoglikan
tabakasiin yani sira teikoik ve lipoteikoik asitlere sahiptirler. Bir kag plazmitle birlikte halkasal
DNA'ya da sahiptirler ve hiicre konjugasyon yapma yetenegine sahiptir. Konjugasyon sirasinda
hiicreler sex feromonleri birakir, agregasyon faktorleri salgilanir ve ayrica da biofilm
olusturabilirler. Tim bu 6zellikler konjugasyonun gergeklesebilmesi, konjugasyon ile
mikroorganizmanin yararina olan 6zelliklerinin kendi tiirline aktarilabilmesi i¢in gereklidir. E.
faceium'un genetiksel yapisi 2.8Mbp olarak belirlenmis olmasina ragmen bu proje halen devam

etmektedir (Foulquie Moreno ve ark. 2006).

2. 1. 2. Ekolojisi

E. faecium ila¢ direncini ii¢ tip konjugasyon ile kazanir. Bunlar feromona duyarli
plazmitlerle, genis-konakg1 aralikli plazmitlerle ve konjugatif plazmitlerledir. Feromona duyarli
plazmitlerin olusumu hiicrenin spesifik plazmit i¢in sex feromoni salgilamasi ile baslar. Donor
hiicre feromon ile iliskiye gegtiginde transkripsiyon i¢in uygun plazmit parcasi uyarilir ve donor
tarafindan yapiskan 6zelliginde maddeler salgilanir. Yapiskan 6zelligindeki bu madde transfer
edilecek plazmitin alictya gegmesini ve iki hiicrenin birbirlerine yapigsmasini saglayarak
konjugasyonda ¢ok dnemli gorevi de yerine getirmis olur. Plazmitlerin  transferi farkli cins
bakteriler arasinda olabildigi gibi bunlarin arasinda stafilokok ve streptokoklarda vardir. E.
faecium'un yaygin olarak genis konakgili plazmitlere sahip olmasinin sonucu ilaglara karsi direng
gosterme Ozelligi genis alanlara kolaylikla yayilabilmektedir. Konjugatif transpozonlar cinsler
arasinda antibiyotik direnci transfer edebildikleri gibi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
arasinda da yapabilmektedir. Bu yetenege sahip olan mikroorganizmalarin bakteri kromozomuna
ve kendilerini plazmit igine eklemelerine ihtiyaclar1 yoktur. E. faecium diger bakterilere ilag
direncini aktarirken bu yeteneklerinden dolay1 konjugasyonu ¢ok iyi kullanmaktadir (Clewell ve
Gawron-Burke 1986).

2. 1. 3. Patolojisi

E. faceium siiper bug (antibiyotik direngli mikroorganizma) olarak kabul edilir. Bu siiper

bug viicudun ¢ok sayida organlarini, deriyi, gastrointestinal sistemi kolonize eder. Cansiz



nesnelerde de uzun siire canli kalabilir. Bunun yanisira multi-drug direnci karekterinden dolay1 da
ozellikle kotii bir patojendir. E. faecium 'un en 6nemli virulens faktorlerinden birisi enterokokkal
ylizey proteini olan Esp’dir. Bu protein bakterinin yapismasini ve biofilm yapmasina izin verir.

Esp genine sahip olan suslar normalde klinik izolatlarda bulunurken bagirsaklar1 koloni eden
suslarda bu protein bulunmaz. Biofilm formasyonu kan nakillerinde ve sonda borularinda
kolonizasyona neden olur ki bu da kanda ve idrar yollarinda infeksiyona yol agabilir. ESp geni
ekspresyonu sicakligin yiikselmesi ve aneorobik kosullarda degisiklik gibi fiziksel kosullarda
yiikselebilir. Bu yolla Esp'nin regulasyonu E. faecium'un bir konaga girdiginde tepkisini

degistirmesine izin verir (Heikens ve ark. 2007).

2. 1. 4. Biyoteknolojide Uygulama Alanlari

E. faecium antibakteriyal peptidler iiretir ve iretilen bu bilesikler bakteriyosin olarak
adlandirilir. Bu mikrop peynir ve sebze gibi yiyecekleri fermente etmekte kullanilir ve
istenmeyen mikroplarin iiremesini engellemek i¢in baslangi¢ kiiltiiriine uygulanir. E. faecium hos
kokulu bilesikleri sentezleme gibi Ozellikleri nedeniyle bazi fermente et ve siit iriinlerini
olgunlagtirmada diger LAB ile de starter kiiltiir olarak kullanilirlar. E. faecium bagirsak
siteminde yasayan zararlar1 bakterilerle savasmak i¢in probiyotik olarakta kullanilir. Ancak tiim
bunlar olurken bazi aragtirmacilar enterekok cinsi bakterilerin GRAS (genel olarak giivenli
olduklar1 kabul edilen) olarak kabul edilmemis olmasindan dolayr gidalar da hi¢ bir sekilde
kullantminm1 istememektedirler. Yine antibiyotige direngli bazi suslarin gidalardan izole
edilmesinin bu direngli suslarin gida zincirine girebilecegi endisesini de arastirmacilar kaygiyla

izlemektedir (Kang ve Lee 2005).

2.1. 5. Mevcut Arastirmalar

Yapilan bir ¢alismaya gore E. faecium metabolizmasi 6karyot hiicre metabolizmasindan
gecerek Okaryot hiicre DNA'sima zarar verebilir. Oksidasyonu sirasinda hiicre zarma bagh
demethyl menaquinon yardimiyla E. faecium siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
iiretir. Ozellikle iirettikleri radikaller dikkate alindiginda bu oksidantlar kromozal degisime yol

acarak poliplere ve kolon kanserine neden olabilir. E. faecium'dan alinan hidrojen peroksit



farelerin kolon luminal hiicrelerine zarar verdigi ortaya ¢ikarilmis ve bu da E. faecium' un
karsinojenik potansiyelinin oldugunu gostermistir. E. faecium'un vankomisine direngli olusu
saglik kurumlarmin bu mikropla savagsmakta yenilik¢i stratejiler bulmalar1 zorunlulugunu ortaya
cikarmaktadir. Bu yiizden doktorlar siklikla bilinmeyen yontem ve tekniklere basvurmak zorunda

kalirlar (Huycke ve ark. 2002).

2. 2. Bakteriyosin Nedir?

Mikroorganizmalar, olaganiistli bir bi¢imde mikrobiyal savunma sistemi gelistirebilirler.
Hayvanlar, bitkiler, bocekler ve bakteriler tarafindan ¢ok sayida antibakteriyal madde salgilanir
ki bunlar hidrojen peroksit, yag asitleri, organik asitler, ethanol, antibiyotikler ve
bakteriyosinlerdir. Bakteriler tarafindan iiretilen antimikrobiyal peptidler (AMPs) veya proteinler
bakteriyosinler olarak katagorize edilirler. Bakterilerin %99’dan fazlasi1 en az bir bakteriyosin
retir ancak birgogu halen daha tanimlanamamistir. Bakteriyosinlerin 6ldiirme kabiliyetleri,
popiilasyonlarinin siirdiiriilebilirligi, diger rekabetcilerin sayilarinin azaltilmasi, besin ve yasam
alanlariin daha c¢ok artirilmasi i¢in bir savunma stratejisi olarak diisiiniilebilir. Bakteriyosinler,
antibiyotiklerin aksine ribozomal olarak sentezlenen, proteazlara duyarli ve genellikle insan
viicuduna ve bulunduklar1 ortama zarar vermeyen dogal bilesiklerdir (Riley ve Wertz 2002).
Bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen inhibe etme yetenegi olan
antibakteriyal maddelerdir. Gidalarda patojen olan ve ayn1 zamanda gidalarin bozulmasina neden
olan, etken mikroorganizmalarin biiylimesini Onleyen veya ortadan kaldiran inhibe edici
bilesiklerdir. Bakteriyosinler liretici olmayan bakterilerin protein sentez mekanizmasini bozarak
gelisimlerini engellerken ayni zamanda da inhibitor iiretemeyen ve ayni ortamda yasayan diger
mikroorganizmalarin ¢evre etkenlerini degistirerek bunlarin 6liimiine neden olmakta veya
gelisimlerini  engellemektedirler. Bunu yaparken muhtemelen bakteriyosin {iretmeyen
mikroorganizmalar iizerinde rekabet agisindan bir istiinliik saglayarak hayatta kalma sanslarini
artirmaktadirlar (Franz ve ark. 2007). Antibiyotiklere karsi direngli sus olusumu ¢ok sik
goriilmesine ragmen, bakteriyosinlere karsi direncli sus gelisimi oldukc¢a nadirdir. Toksik
degillerdir; renksiz, tatsiz, kokusuzdurlar. Bakteriyosinler, veterinerlik ve tip alanlarinda dogal
antibiyotik ve hastaliklar1 tedavi edici olarak kullanilirken gida sektdriinde de biyokoruyucu

ozelliginden dolayi tercih edilmektedir (De Vuyst ve Vandamme 1994).



Bakteriyosinler; insan, hayvan ve bitki patojenlerine kars1 dogal olarak miicadele eden,
biliylik oOlgiide yikilabilen proteinlerdir ve insan hiicrelerine herhangi bir zarar1 olmadigi
bildirilmektedir. Birgogu 1s1 stabilitesine sahip olup, asidik gidalarda aktivite gosterebilmekte ve
sindirim sistemi orijinli proteolitik enzimlerle parcalanabilmektedir. Bakteriyosinler genis bir
kullanim alanina sahiptirler ve dogada yaygm halde bulunurlar. Son yillarda bakteriyosinlerin
insan ve hayvan sagliginin iyilestirilmesinde, beslenmede kullanim1 hedeflenmektedir (Cleveland

ve ark. 2001, Gillor ve ark. 2005).

Bakteriyosin tiretimi ile ilgili tizerinde en ¢ok calisilmis mikroorganizma grubu laktik asit
bakterileridir. Laktik asit bakterilerinden olan enterokoklar, iiretici mikroorganizma ile yakindan
ilgili suglara kars1 inhibitor etkinligi olan bakterioyosinler ya da o6zellikle enterosinler olarak
isimlendirilen antimikrobiyal peptidler liretebilir (Poeta ve ark. 2008). Bakteriyosin iiretiminin,
ayn1 yerde bulunan ve bakteriyosin iiretmeyip, iiretilen bakteriyosine duyarli olan suslara
karsi, onu {lireten susa avantaj saglayan bakteri savunma mekanizmalarindan birisi oldugu
varsayllmaktadir. Enterokoklarin iirettigi enterosinlerin kullanimi, sucuk fermentasyonunda ve
dilimlenmis vakum paketli pismis et tiriinlerinde Listeria monocytogenes’in gelisiminin ve laktik
asit bakterileri tarafindan iiriinde slaym tabaka olusumunun Onlenmesinde ek koruma yontemi
olarak yarar saglamaktadir. Enterosinler ve bakteriyosin olusturma ozelligindeki enterokoklar
geleneksel kimyasal koruyuculara alternatif olarak et {iriinlerinde patojenlerin kontrolii i¢in
kullanilabilmektedir (Franz ve ark. 2007). Bakteriyosinler dar veya genis konakg1 araliklar ile
bakteriyel olarak iiretilmis antimikrobiyal peptidlerdir. Bakteriyosinlerin ¢ogu gidalarda bulunan
laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen bir feremondur. Gida bilimcilerine yiyeceklerde bulunan
0zel bakteri tiirlerinin liremesini yonetmek ve engellemek i¢in bakteriyosinler genis ¢apta olanak
sunarlar. Bu 6zellikle gidalarin korunmasi veya gida giivenligi uygulamalarinda yararli olabilir.
Ayn1 zamanda fermente olmus gidalarda istenilen floranin iiremesi i¢in uygulanabilir. Bu
anlamda, bakteriyosinler gida maddelerine dogal bagisiklifin bir ilkel seklini vermek igin

kullanilabilir (Cleveland ve ark. 2001).



2. 2. 1. Bakteriyosinlerin Tarihcesi

Bakteriyosinler, ilk kez 1925 yilinda Andrea Grantia tarafindan kesfedilmis olup farkl
bakteri tiirlerinin genetik yapisinda yer alan ve ribozomlar tarafindan sentezlenen peptid
yapisindaki antimikrobiyal bilesiklerdir. Grantia gozlemleri sirasinda bazi E. coli suslarinin
iiremesinin antibakteriyal bilesikler tarafindan engellendigini goriip bunlar1 kolisn V olarak
adlandirmistir. Bu ¢aligmalarin 15181inda yapilan diger ¢aligmalar sonucunda yaklasik 17 kolisinin
farkli E. coli tiirleri tarafindan iiretildigi de bulunmustur. Bakteriyosinler, kii¢iik katyonik zar-
aktif bilesikler olup hedef hiicre igerisinde gozenek olusturarak hiicre zar1 potansiyelini
engelleyerek hiicre dliimiine neden olurlar. Kiigiik katyonik peptidlerin antimikrobiyal etkisi
bakterinin savunma mekanizmasi olup bu etki sadece bakterilerde degil bitkilerde ve hayvanlarda
da vardir. Ornegin magainins, cecropins ve defensis hayvanlarda bulunan antimikrobiyal
peptidler iken thionins bitkisel antimikrobiyal peptidlerdir. Bakteriyosinin tanim1 kesfinden ¢ok
sonralari, 1953 yilinda Jakob ve ark. tarafindan yapilmigtir. Bu tanim, farkl tiirler arasindaki
antagonostik iliskiler ve kolisin proteinleri gibi dar bir kapsam alanindaydi. Daha sonralari
kolisin benzeri ¢ok fazla madde bulununca bu tanimin kapsami genisletilmistir. Farkli bakteri
tiirleri arasindaki antagonostik iliskiler aslinda 1877 yilinda Pasteur ve Joubert tarafindan ortaya
atilmigtir. Idrarda bulunan bazi bakterilerin Bacillus anthracis’e kars1 inhibitor etki yaptiklarin
ortaya koymuslardir. 1976 yilinda Tag ve ark. bakteriyosinlerle ilgili yeni bir tanim yaparken
aslinda daha once yapilan tanimlardan ¢ok farkli olmayan bir tanim yaparak bakteriyosinleri,
duyarli bakteriler iizerinde bakterisit etkisi yaratan, protein yapisinda makromolekiiller, olarak
tanimlamiglardir. Yine 1988 yilinda, Klaenhammer tarafindan yapilan tanima gore bakteriyosin
genetik benzerligi yakin olan bakteri tiirlerini inhibe etme yetisi fazla olan protein yapili protein
kompleksleridir demistir. Bakteriyosinlerin biyokimyasal 6zelliklerine, molekiil agrliklarina, etki
spektrumlarina, etki mekanizmalarina ve genetik dayanakliklarina bakildiginda biiyilik heterojen

bir sinif olusturduklar1 goriilmektedir (Klaenhammer 1993).

2. 2. 2. Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri

Bakteriyosinler kii¢iik peptidler olup antibakteriyal 6zelliklere sahiptirler. Bakteriyosinler

hem Gram pozitif (Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,



Pediococcus, Propionibacterium) hem de Gram negatif bakteriler (Escherichia coli, Shigella sp.,
Serratia sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp.) tarafindan {iretilir (Cintas ve ark. 1998, Nes ve ark.
2007).

Simdiye kadar bir kag yiiz bakteriyosin tanimlanmistir. Bakteriyosinlerin siniflandirlmasi
yapilmis olmasina ragmen amino asit dizisi, yapist ve metabolik davraniglari agisindan
bakildiginda smiflandirilmalar bu 6zelliklerde goriilen degisikliklerden dolayr halen devam
etmektedir. Bakteriyosinler molekiiler agirliklar1 diisikk olan peptidlerdir ve firetici tiirlerle

akrabalik iligkisi olan tiirleri hedef almaktadir. (Casaus ve ark. 1997, Cintas ve ark. 1998).

Bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilmekle beraber son
yillarda bakteriyosinlerle yapilan calismalarda Arkebakteri tiirlerininde bakteriyosin iirettikleri
goriilmistlir. Halojen arkeler tarafindan sentezlenen halosinin diger bakteriyosinlerle
karsilastirilmas1 yapildiginda hi¢ bir sekilde dizi benzerligi goriilmezken, Pseudomonas
aeruginosa tarafindan {iretilen spyosinin, Escherichia coli tarafindan iiretilen kolisinlerin bir
kisminin, Enterobacter cloacae tarafindan tiretilen kloasinin, Klebsiella pneumonia tarafindan
uretilen klebsin ve Serratia marcescens tarafindan iiretilen marcesinin protein dizi analizlerinin

karsilagtirilmasi sonucunda ortak atadan evrimlestikleri saptanmistir (Riley ve Wertz 2002).

Gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler de mevcut olup mikrosinler
olarak adlandirilir. Mikrosinler protein biiytikliikleri, mikrobiyal hedefleri, etki mekanizmalar1 ve
direng sistemleri bakimindan kendi iglerinde de farklilik gdstermektedir. Ornegin kolisin V gibi
mikrosinler sadece dogal amino asitler igerirken (modifiye olmayan), mikrosin B17 ve mikrosin
C7 pek cok modifikasyona ugrarlar. Son yillarda yapilan ¢alismalarda 21 amino asit
biiyiikliigiinde bir peptit olan ve translasyon sonras1 modifikasyon yolu ile olgunlastirilan yeni bir
mikrosin (mikrosin J25) tanimlanmuistir. Mikrosin J25, 58 amino asitlik biiyiik bir dncii peptit
halinde sentezlenir. Ardindan 37 amino asitlik Oncii peptit proteolitik olarak yapidan
uzaklastirilarak 21 amino asitlik aktif peptitin halka yapist olusturulur. Hangi mekanizmalar ile
bu basamaklarin gerceklestigi ve halka yapisinin olusmasini yOneten sinyaller heniiz

tanimlanamamistir (Gouaux 1997).



Gram negatif bakterilerden izole edilen pek ¢ok bakteriyosinin, mevcut olan
bakteriyosinler arasinda meydana gelen rekombinasyonlar sonucu olustugu belirlenmistir. Bu
rekombinasyonlarin siklikla meydana gelmesi bakteriyosin proteinlerinin domain (bolge
farklilasmasi) yapisindan dolay1r kolaylagsmaktadir. Kolisinlerde merkezi domain, protein
yapisinin % 50’ sini kapsamaktadir ve spesifik hiicre ylizey proteinlerinin taninmasinda rol alir

(Hammami ve ark. 2007).

2. 2. 3. Bakteriyosinlerin Sitmflandirilmasi

En iyi calisilmig bakteriyosin grubu, gida korunmasinda kullanim potansiyellerinden
dolay1 laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinlerdir. Klaenhammer (1993)
yilinda LAB tarafindan {iretilen bu bakteriyosinleri; molekiiler agirliklari, 1s1 duyarliliklari,
enzimatik duyarliliklari, translasyon sonrasi modifiye edilen amino asitlerinin olup olmayist ve

etki mekanizmalarini esas alarak 4 grup altinda siiflandirmstir.

Sinif I bakteriyosinleri veya lantibiyotikler olarak bilinen bu bakteriyosinler siirekli post-
translasyon modifikasyona ugrayan kiiciik, ribozomal sentezlenen peptitlerdir. Bunlar
dehidrasyon sentezi sonucu olusan amino asitleri ve lantiyonin ve -metil lantiyonin kalintilart

igerir. Bu simifin en karekteristik bakteriyosini nisindir.

Sinif I bakteriyosinleri kii¢iik (4-6 kDa), 1siya dayanikli, ribozomal olarak sentezlenen
ancak hiicre disina taginmasi sirasinda bir lider peptidin boliinmesi haricinde post-translasyon
modifikasyonuna ugramayan bakteriyosinlerdir. Sinif II bakteriyosinleri biiyiik alt gruplar igerir.
Kat1 antilisterial aktivitelerinden dolay1 tibbi uygulamalarin yan sira gidalarin korunmasinda da
kullanilirlar. Bir LAB bakteriyosini olan nisin ¢ift aksiyon modu gosterir (Resim 1.).
Sitoplazmadan hiicre duvarina kadar olan peptidoglikan alt birimlerinin ana tasiyicisi olan lipid
II'yve baglanarak hiicre duvari sentezini onleyerek hiicre 6liimiine neden olur. Dahas1 bu grup
bakteriyosinler lipid II'yi hiicre zarina yerlestirerek orada deliklerin agilmasina ve bunun
sonucunda hiicrenin o6liimiine yol agmaktadirlar. Genellikle Sinif II bakteriyosinleri amfifilik
sarmal yapiya sahip olup bu oOzelliklerinden dolayr hedef hiicrelerin zarina yerleserek bu

hiicrelerde depolarizasyona ve 6liime yol agar.
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Resim 1. LAB bakteriyosinlerinin yapllar{nln ve aksiyon modlarinin gruplandirmada 6nemi

LAB bakteriyosinleri gruplandirilirken yapilarina gore gruplandirilmalarimin yani sira
aksiyon modlarina gore de gruplandirilirlar. LAB bakteriyosinleri gruplandirilirken yapilarina
gore gruplandirilmalarinin yan sira aksiyon modlarina gére de gruplandirilirlar (Cotter ve ark.
2013). Bu bakteriyosinler oncii peptidler olarak sentezlenir ve 14-30 amino asitten olusan bir
lider sekans1 icerir. Smif II bakteriyosinlere Klaenhammer'in siniflandirmasina ek olarak Nes ve
ark. (1996) Simif II bakteriyosinleri yeniden gruplandirmis ve bu gruba {i¢ alt grup eklenmistir.
Bunlar; Smif Ila, IIb ve Ilc'dir. Ancak sinif Ila ve IIb de bir degisiklik yapmazken sinif Ilc’ye
hiicreden genel translokaz yoluyla sentezlenen tipik signal peptidini igeren yeni bir bakteriyosin

eklemistir (Economou 1998).

Smuf III bakteriyosinleri 1stya dayaniksiz, peptidik antibiyotikler iceren ve molekiiler
agirliklar1 30 kDa olan protein yapili bilesiklerdir. Bu grup bakteriyosinlerin ¢ogu Lactobacillus
cinsine ait bakteriler tarafindan iiretilmektedir. Bu grubun iiyeleri L. helveticus tarafindan tiretilen

helvesitin J ve L. acidophilus tarfindan tiretilen laktindir (Oscariz ve Pissabarro 2001).

Smif IV bakteriyosinleri karmasik bakteriyosinler olarak tanimlanir, yapilarinda
glikoprotein (laktosin 27) veya lipoprotein (lakstrepsins ) yarimlari igerir ki bu 6zellikleri bu grup
bakterilerin aktiviteleri i¢in protein olmayan yarimlara ihtiya¢ duydugunu gosterir (Oscariz ve
Pissabarro 2001). Bakteriyosinlerin siniflandirilmasinda kullanilan bazi kriterler enterosinlere
uygulandiginda yaniltici olabilir. Ornek olarak iki-peptidli bakteriyosinler farkli smiflarda
bulunabilir. Her ne kadar iki peptidler genelikle sinerjistik olarak etki etsede bazi durumlarda

bilesenlerin her biri kendilerine 6zgii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Garneau ve ark. 2002).
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Disiilfid kopriileri farkli bakteriyosinlerde bulunabilir ve muhtemelen birinci sira
konumlarina bagl olarak farkli bakteriyosin yapilarini stabilize edebilirler. Bakteriyosinlerin
daha dogal siniflandirilmasi i¢in sekans benzerlikleri ve post-translasyonel modifikasyon tiirii
ana kriter olarak alinarak bakteriyosinlerin akrabalik dereceleri iligskilendirilmistir (Oscariz ve

Pisabarro 2001).

2. 2. 4. Gram pozitif bakteriler ile Gram negatif bakterilerin iirettikleri bakteriyosinlerin

karsilastirilmasi

Gram pozitif bakteriler de, Gram negatif bakteriler gibi bir¢ok farkli bakteriyosin
iretmektedir. Ancak bu gruba dahil olan bakteriyosinler Gram negatif bakterilerin
bakteriyosinlerinden temelde farklilik gosterirler. Gram pozitif bakterilerde bakteriyosinin
salinmasindan sorumlu transport mekanizmasi, Gram negatif bakterilerin mekanizmasi ile
karsilastirildiginda Onemli olgiide farkli bulunmustur. Bazi bakteri gruplart bakteriyosin
transportu icin spesifik sistemler gelistirmis iken, bazilar1 sadece salgi-bagimli salinim yolunu
kullanmaktadir. Sonu¢ olarak Gram pozitif bakteriler bakteriyosinlere 6zgli regiilasyonlara
sahipken, Gram negatif bakterilerin bakteriyosinleri yalniz konakgi regiilasyon sistemlerini
kullanmaktadir. Gram pozitif bakterilerde bakteriyosin iiretimi, genellikle logaritmik fazdan
duragan faza gecis sirasinda gerceklesmektedir. Nisin tiretimi logaritmik fazin ortalarinda baglar
ve hiicrenin duragan faza girmesi ile en yliksek diizeye ulasir. Ekspresyonun yogunlugu hiicre
dongiistine degil, kiiltiir yogunluguna baghidir (Hammami ve ark. 2007). Bakteriyosin  {ireten
suslar ve saflastirilmis bakteriyosinler yiyeyeceklerde hayvanlarda ve ilaglarda kullanilabilir

(Anonim 1).
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Resim 2. Bakteriyosin iireten suslar ve saflastirilmis bakteriyosinlerin yiyeceklerde ve

hayvanlarda kullanimi

2. 2. 5. Probiyotik, Bakteriyosin ve Antibiyotik liskisi

Probiyotik kelimesi yunancadan tiiretilmis olup bio “yasam” veya ‘“yasama destek”
anlamina gelir ki ilk defa Lilly ve Stillwell tarafindan 1965 yilinda kullanilmistir. Probiyotikler
genellikle bagirsak mikrobiyal dengesini tesvik etmek ve saglik yararlarini artirmak igin kabul
edilen dogal bilesiklerdir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) probiyotigi canli organizmalar olarak
tanmimlar ve yeterli ve dengeli miktarlarda uygulandiginda konagin sagligir acisindan yararh
oldugunu soyler (Dobson ve ark. 2012). Probiyotiklerin yararli olabilmesi igin su 6zellikleri
icermeleri gereklidir; probiyotik 6zellige sahip suslar kararli bir sekilde hayatta kalmali, bagirsak
ortaminda metabolik etkinlige sahip olmali, non-patojenik ve non-toksik olmali, konak hayvana
yarar saglamali ve yasamini siirdiirebilmelidir.  Bagirsak patojenlerini kontrol etme de
probiyotikler birgok yol kullanir. Probiyotiklerin antimikrobiyal maddeleri iiretme, besin igin
rekabet etme, bagisiklik sistemini modiile etme ve patojenleri baglama yetenekleri vardir (FAO/

WHO 2001).

Bakteriyosin, kisa zincirli yag asitleri ve hidrojen peroksit gibi birgok antibakteriyal
maddeler probiyotikler tarafindan tiretilir ve mide-bagirsak mikroorganizmalarini ve patojenlerini
inhibe ederler (Dobson ve ark. 2012). Dobson ve arkadaslar1 (2012) bakteriyosinlerin probiyotik
ozelliklerinden biri oldugunu diisiinmektedirler. Su anda pek ¢ok probiyotik LAB, patojenik
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olmayan E. coli, basil ve mayalar giinliik hayatta kullanilmaktadir. Fare, tavuk ve domuz gibi
hayvan modellerinde saf bakteriyosinler veya bakteriyosin iireten probiyotikler patojenlerin
sayisini azaltabilir veya bagirsak mikrobiya bilesimini degistirebilir. Bernbom ve arkadaslari
(2006) yaptiklar1 bir ¢alismada diskilarinda Bifidobacterium bulunan siganlar 8 giin boyunca
(dereceli bir sekilde artirilarak) nisin tireten ve tiretmeyen Lactococcus lactis susu ile beslenmis
ve bunun sonucunda si¢anlarin kalin bagirsaklarinda, ince bagirsaklarinda, sekum ve kolonda

enterokok/streptokok mikroorganizmalarinin sayisinda diisiis oldugunu bulmuslardir.

Son yillarda insan ve hayvan hastaliklarinda klasik antibiyotiklerin kullanimi, bakteriyal
antibiyotik direnci problemini yaratmistir. Bunun bir sonucu olarak ¢ok sayida direngli sus ortaya
¢ikmis ve antibiyotiklerin patojenlerde sinirli kullanimi1 nedeniyle antibiyotikler hastalik yapan
patojenlerde yetersiz kalmaya baslayinca tip ve diger saglik alanlarinda yeni mikrobiyal ajanlarin

bulunmasinin énemi iyice artmistir.

Gida ve yem iirlinlerinde kotiiye kullanimini1 kontrol etmek i¢in insan uygulamalarinda
antibiyotik yerine makul bir alternatif olan bazi bakterilerin irettigi peptid yapisinda olan
antimikrobiyal maddeler 6nem kazanmaya basladi. Bunlarin arasinda bakteriyosin iireten laktik
asit bakterileri 6nemli 6l¢iide dikkat ¢ekmeye basladi ve bunlar nanomolar araliginda aktiftir ve
hic¢ bir toksisite etkisi yaratmazlar. Bakteriyosinler ribozomal sentezlenen proteinli bilesikler olup
iiretene degil liretemeyen yakin tiirlere 6ldiiriictidiir (Cotter ve ark. 2013). Bakteriyosinlerin dogal

bagisiklik sisteminin silah1 olarak fonsiyon gosterdikleri bildirilmektedir (Anonim 1).

Colonising peptide Killing peptide Signaling peptide
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Resim 3. Bakteriyosin iiretimi probiyotik fonksiyonelligi

Bakteriyosin tiretimi, probiyotik fonksiyonelligine katkida bulunabilir. Bakteriyosinler,

peptidleri kolonize ederek, yerlesik mikrobiatalarla probiyotik rekabeti kolaylastirarak, 6lim
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peptidleri gibi hareket ederek, patojenleri dogrudan ortadan kaldirarak, sinyalizasyon peptidleri
gibi hareket ederek probiyotik olma &zelliklerini bu yollarla saglayabilir (Gillor ve ark. 2005).
Bakteriyosigenik LAB Kkiiltlirleri ve/veya onlarin bakteriyosinleri, biyokoruma sistemlerinde
patojenleri kontrol etmek ve gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karsi yeni
yaklagimlarin gelismesine katkida bulunmustur (Parada ve ark. 2007). Bazi LAB patojenlere
ve gidalarda bozulmaya neden olan organizmalarda antigonist etki gostermstir. Her ne kadar
bakteriyosinler ¢ok sayidaki Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tarafindan salgilansa da
giivenlik agisindan yiyecek endiistrisinde LAB daha ilgi ¢ekici olmustur. Yiizyillardir bakteriyal
fermantasyon kolay bozulan yiyeceklerin besin degerlerini korumak ve raf dmriinii uzatmak icin
kullanilmaktadir. Bakteriyosinlerin disinda yiyecek ve ig¢eceklerin korunmasi igin kullanilan
islem gecirmis veya kimyasal koruyucu kullanilan gidalar saglik konusunda hassas olan
insanlarda bu tiir gidalar1 almama ydniinde bir tavir gelistirmelerine yol a¢cmistir. LAB
bakteriyosin iiretimi rekabetgi ekolojik niste bakterilerin hayatta kalmasi i¢in avantaj saglarlar.
Bu nedenle gidalarin bozulmasma yol agan istenmeyen bakterileri kontrol etmek icin LAB
bakteriyosinleri koruyucu olarak gida endiidtrisinde kullanilabilir ve bdylece tiiketiciler

tarafindan da kabul goriir (Yang ve ark. 2014).

2. 2. 6. Bakteriyosinlerin Giinliik Yasamdaki Yeri

Bilingli toplumlar yiyeceklerin giivenligi konusunda daha fazla duyarhdirlar. Ozellikle
yiyeceklerde kullanilan kimyasal koruyucularin toksik etki yaratacagi endisesini
uyandirmaktadir. Bundan dolay1 gidalarda koruyucu olarak dogal kaynaklarin kullanilmasinin
beslenme ve saglik agisindan faydali olacag: diisiintilmektedir. Kimyasal koruyucular1 icermeyen
organik besinler 6zellikle ¢ok gelismis iilkelerde daha popiiler olmaya baslamistir. Ancak ticari
olarak satin aliman kimyasal koruyucular ve antibiyotikler kimyasal sentez yolluyla
iiretildiklerinden dolayr bu tiir gidalarin uzun siire tiiketimi bagirsaklardaki iyi bakterilerin
sayisinin azalmasina bagli olarak insan sagligimi etkilemektedir. Ayrica antibiyotiklerin ve
antibiyotik bilesenlerinin gidalarda kullanimi1 yasal degildir. Kimyasal koruyucularmn ve
antibiyotiklerin aksine bakteriyosinler "genellikle giivenli olarak kabul edilir" (GRAS) &zellikle
de nisinin sebzelerde, siit iiriinlerinde, etlerde ve diger besinlerde kullanimi insan sagligi

acisindan giivenlidir. Yiyeceklerin iiretim siirecinde mikroorganizmalar kontaminasyonu inhibe
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ederek tiremelerini engeller (Settanni ve Corsetti 2008). Bakteriyosinler artik yaygin olarak gida
muhafaza siiresini uzatmak i¢in gida biliminde (Ghrairi ve ark. 2012), hayvan hastaliklarinin
patojen infeksiyonu inhibe etmede (van Heel ve ark. 2011), ilag endiistrisinde ve tip toplumunda
malignant kanserlerlerin tedavisinde kullanilir (Lancaster ve ark 2007).  Bakteriyosinler dogal
iirlinler olarak kabul edilir ¢linkii onlar bakteriler tarafindan iiretilen peptidler ve proteinlerdir ve
cok eski zamanlardan beri fermente yada fermente olmamis yiyeceklerde bulunurlar. Cok sayida
mikroorganizma &zellikle bakteriyosin tlireten LAB, lezzeti ve raf dmriinii artirmak i¢in baslangic
kiiltiirleri veya ko-kiiltiirler olarak kullanilir. Buna ek olarak cok sayida bakteriyosin iireten

bakteriler yiyeceklerden ve ¢ig malzemelerden izole edilirler (Settanni ve Corsetti 2008).

2. 2. 6. 1. Gida Teknolojisinde Bakteriyosin Kullanim

Raf 6mriinii uzatmak, mikrobiyal liremeyi ve olas1 bozulmay1 énlemek i¢in antibiyotikler
ve gida koruyucular (nitrit ve siilflir dioksit) gidalara katilir. Ancak, ¢cogu ticari gida koruyuculari
kimyasal sentez yoluyla gelistirilmekte bundan dolayida uzun siire kullanim1 sonucunda da insan
viicuduna zarar vermektedir. Bakteriyosinler dogal gida koruyucularidir. Bakteriyosinler
proteazlara karsi duyarli olduklarindan fonksiyonel olmayan bu kiigiik peptidlerle ve amino
asitlerle yliklenmis olan gidalar, sindirim sisteminden gecerken sindirilir (Cleveland ve ark.
2001). Bakteriyosin iireten bakterilerin varligi eski zamanlara kadar dayanir ki yogurt, peynir ve
portekiz fermente eti gibi gidalarda dogal gida koruyucu olarak ¢ok dnceden yerini almistir. Gida
teknolojisisnde Lactococcus lactis bakterisi tarafindan iiretilen nisin ilk antibakteriyel peptidtir
(Rogers 1928). Nisin ticari bakteriyosin olup gida koruyucusu olarak marketlerde Nisaplin®
olarak satilir. Nisaplin® U.S. Food and Drug Administration (USFDA) tarafindan gidalarda
koruyucu olarak kullanimi i¢in onay verilmis ve 45’den fazla iilkede de ruhsath olarak
kullanilmaktadir. Diger bir ticari olarak kullanilanilmaya uygun olan bakteriyosin pediosin PA-1
dir ve Alta® 2341 olarak pazarlanir ki et tiriinlerinde Listeria monocytogenes iiremesini inhibe
eder (Settanni ve Corsetti 2008).
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2. 2. 6. 2. Patojen Baktyeriler ile lgili Hastahklarin Tedavisinde

Alexander Fleming’in 1928 yilinda ilk kesfedilen antibiyotik olan penisilinin kesfinden
bu yana c¢ok sayida antibiyotik patojenlerin tedavisinde kullanilmistir. USFD tarafindan
antibiyotikler ilk defa 1951 yilinda onaylanmis ve hayvan yemlerinde kullanilmaya balnmustir.
Bu tarihten sonra da, bakteriyal infeksiyonlara bagli hayvan Oliimleri sayisinda diisiis
goriilmistlir. Ancak antibiyotiklerin kotii kullanimi sonucu ortaya ¢ikan patojenlerde ¢oklu ilag
direnci problemi ciddi endiseleri de beraberinde getirmistir (Joerger 2003). Bakteriyosinler, Shiga
toxin treten E.coli (STEC), enterotoxigenic E.coli (ETEC) metisin-direngli Staphylococcus
aureus (MRSA), VRE, Agrobacterium ve Brenneria sp. gibi onemli bitki ve hayvan
patojenlerini inhibe edebilirler. Bakteriyosinlerin, bakterisit mekanizmasi bakterilein reseptor-
baglanma ylizeylerinde ve zar boyunca bulunur, bu da bakterilerde sitotoksiteye yol agar. Tiim
bunlara ek olarak bakteriyosinler toksik derecesi diisiik peptidler veya proteazlara duyarl pepsin

ve tripsin gibi proteinlerdir (Cleveland ve ark 2001).

2. 2.6. 3. Kanser Tedavisinde

Son yarim yiizyil boyunca kanser ciddi bir sorun olup, insan ve hayvan sagligi i¢in tehdit
haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin bildirdigine gére 8.2 milyon insan kanserden &lmiis
ve 2012 yilinda diinya c¢apinda 14.1 milyon yeni kanser vakalar1 goriiltiir. Diinya'da yillik
goriilen kanser vakalarinin % 60 '1 Afrika, Asya, Orta ve Giliney Amerika’da bulundugu
bildirilmistir. Diinyada ki en biiylik 6liim nedenlerinden biri olan kanser 10. sirada yer
almaktadir. 2011 yilinda Diinya'da 6ldiirticii faktor olarak %2.7 ile akciger kanseri yedinci sirada

yer (Siegel ve ark 2013).

Kanser tedavisinde bazi arastirmacilar bakteriyosinlerin tiimorlii hiicrelere karsi aktivite
gosterdiklerine isaret etmektedir. Bakteriyosinlerin dogal ve yasal olduklart diisiiniildiigiinde
besinlere katilan bakteriyosinlerin potansiyel ilag karsit1 olabilecekleri diisiiniilebilir. Bazi
bakteriyosinler, insanlarda standart fibroblast dizisi MRC5 ve 11 insan tiimdr hiicrelerinin
biiylimelerine por olusumuna neden olan Kolisin A ve El 'min engelledigi goriilmiistiir. Bunun

aksine por olusumuna neden olan kolisin U ve RNA az aktive kolisin E3 ayni inhibe etksini
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gostermemistir (Chumchalova ve Smarda 2003). Saglikli 160 kisinin 102'sinin digkisinda
(%63.8) bakteriosin iireten E. coli goriilmiis ve bakteriler tarafindan iiretilen kolisinlerin insan
kolerektal karsinomay1 azaltan bir faktor olabilecegi ihtimalini 6ne ¢ikarmigtir. Kolisinler anti-
kanser ilaglar1 olacak kadar iliml1 potansiyele sahiptirler. ~ Bakteriyosin {ireten probiyotikler

kanser olusumlarin1 6nlemek i¢in kullanilacak bagka bir yol olabilir.

2.2. 7. Enterokoklar Tarafindan Uretilen En Onemli Bakteriyosinler

Bakteriyosin tiretimi ile ilgili tizerinde en ¢ok calisilmis mikroorganizma grubu laktik asit
bakterileridir. Laktik asit bakterilerinden olan enterokoklar, iiretici mo ile yakindan ilgili suslara
kars1 inhibitor etkinligi olan bakterioyosinler ya da ozellikle enterosinler olarak isimlendirilen
antimikrobiyal peptidler iiretebilir. Enterokoklar tarafindan iiretilen pek ¢ok bakteriyosin

bulunmakla birlikte; bunlardan en 6nemlileri Enterosin A, B ve P'dir (Franz ve ark. 1999).

2.2.7.1. Enterosin Ave B

E. faceium susu T136 iki bakteriyosin iiretir. Bunlardan biri pediosin ailesinin bir iiyesi
olan enterosin A digeri ise pediosin ailesine ait olmayan entrosin B dir. Ancak sekans
benzerliklerinden dolay1 enterosin B ve karnobakteriosin A'nin pediosin ailesiyle iliskili
olabilecegi goriisii one siirillmiistiir. Enterosin A 4833 Da agirliga sahip sinif Ila pediosin benzeri,
Enterosin B pediosin benzeri olmayan sinif Ilc molekiil agirligi 5462.2 Da bakteriyosindir
(Casaus ve ark 1997). Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi, N-terminal amino
asit sekanslamasi ve kiitle spektrometresi analizi yontemleri ile enterosin A ve B homojenite
edilerek saflastirilmistir. DNA dizilimi ve amino asitlerinin taranmasi sonucu enterosin A'nin
birincil yapist da belirlenmistir. Enterosin A ve B sadece ¢ok az farkli inhibitor spektruma
sahiptirler ve her ikiside listeria, stafilokok ve test edilen bircok Gram pozitif bakteriye karsi
aktiftitler. Hassas kiiltiirler bu bakteriyosinlerden birine maruz birakildiginda her ikisininde
bakterisit faaliyetler gosterdigi ve hiicreye her ikisinin karigimi eklendiginde hayatta kalanlarin
sayisinin Onemli Olclide azaldigi gorilmiistiir. Istya dayaniklidir. Bacteriyosin A ve B
Clostridium tyrobutyricum, C. sporogenes, Propionibacterium spp., L.monocytogenes ve S.

aureus gibi gida kaynakli bakteriler tizerine bakterisidal etki gosterirler (Casaus ve ark. 1997).
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2.2.7.2. Enterosin P

Enterosin P Ispanya’da fermente edilip kurutulmus sosisten izole edilmis E. faecium P13
tarafindan sentezlenen bir bakteriyosindir. Enterosin P' nin L. monocytogenes, S. aureus, C.
perfringens ve C. botulinum gibi gida kaynakli bozulmalara neden olan patojenik Gram pozitif
bakterileri inhibe ettikleri goriilmiistiir. Enterosin P 0zel bir besiyeri igerisinde 16 ile 45°C
arasinda iiretilir. Enterosin P 100°C de 60 dk, 121°C de 15 dk 1siya dayaniklidir. 2.0 ile 11.0
arasindaki pH araligina, maruz kaldiginda bu aralikta yasamini siirdiirebilir. Dondurup-¢oziilme
tekniginiyle uzun siireli saklanabilir. Bu bakteriyosin amonyum siilfat ¢6keltmesi, jel filtrasyonu,
katyon-hidrofobik etkilesim ve ters faz sivi kromatografisi ile saflaslatirilabilmektedir. Bu
bakteriyosin goriiniiste 44 amino asitten olusur ve 4.493 teorik bir molekiiler agirliga sahiptir.
Enterosin P gii¢lii antilisterial aktivite gosterir ve pediosin benzeri bakteriyosinler olarak bilinirler
(Cintas ve ark 1998).

Su anki bilgilerimize gore farkli kaynaklardan izole edilmis olan enterokok suslarinin
iirettikleri bakteriyosinlerin gesitli 6zellikleri 6zellikleri incelenmis olmasina ragmen; mastitisli
sigir siitlerinden izole edilmis olan Enterococcus faecium suslariinn trettikleri bakteriyosinler
hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu calismada da mastitisli sigir siitlerinden izole edilmis olan
E. faecium izolatlarinin, en 6nemli bakteriyosin yapisal genlerini (entA, entB, entP) tasima

potansiyelleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmesi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gereg
3. 1. 1. Siit Ornekleri

Calismada materyal olarak, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda rutin teshis amaci ile getirilmis olan ve son iki yil igerisinde
saha g¢alismalar1 esnasinda toparlanan, hepsi laktasyon doéneminde, son bir ayda antibiyotik

tedavisi almamis, 620 Klinik veya subklinik mastitisli siit ornegi kullanildi.
3. 1. 2. Besiyerleri ve Solusyonlar
3. 1. 2. 1. Besiyerleri

Calismada siit oOrneklerinden enterokok tiirlerinin  selektif izolasyonu amaciyla
Chromocult® Enterococci Broth (EB) (Merck) ve BBLTM Enterococcosel Agar (EA) (BD)
kullanilirken; izole edilen mikroorganizmalarin tuz toleranslarimi tespit etmek i¢in %6,5 NaCl
iceren Nutrient Broth (NB) (Oxoid), izolatlarin pasajlanmasinda Kanli Agar (BHIA) (Merck),

saklanmalarinda ise %20 gliserin i¢eren Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Merck) kullanildi.

3.1.2.1. 1. Chromocult® Enterococci Broth

Peptone KariSimi ... ..o 8,6 g/L
N T 6,4 g/L
SOAIUM-AZIAE. ..o 0,6 g/L
XoGLhU. oo 0,04g/L
TWEEN 8. ..ot 2,2 g/L
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Besiyeri 18,0 g/L olacak sekilde isitilarak ¢ozdiriildi. Bes ml olacak sekilde tiiplere
dagitilip otoklavda 121°C 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri berrak ve sar1 renkli
olup, pH 's1 25°C 'da 7,5+0,2'dir. Besiyerinin bilesiminde bulunan sodyum azid &ézellikle Gram
negatif bakterilerin gelismesini baskilar. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucopyranoside (X-
GLU)'in parg¢alanmasi 6zel peptonlar ile desteklenir. X-GLU'nun par¢alanmasi sonunda olusan

mavi-yesil renk olusumu enterokoklar ve D grup streptokoklar igin karakteristiktir.

3.1.2.1. 2. Chromocult® Enterococci Agar (EA)

Pankreatik Kazein.............oooiiiiiiiiiiii i 17 g/L
Hayvansal pepton.........c.ouiitiiiii i 3g/L
Maya EKStrakti........o.oouieiii i 59/L
OX @Al ettt 10 g/L
ESKULIN. ..o 1g/L
SOOIUM QZIAC. . . . e e ettt e 0,25g/L
Demir amONYUM SIEFAL. .....o.eerieit ettt ettt e e e eaereaaaas 0,5g/L
NACT e 5g/L
SOAYUM STEAL. ...ttt e aas 1g/L

Besiyeri 56 g¢/L olacak sekilde isitilarak ¢oziildirildi. Kangimm pH’st 7,2-7,4%¢
ayarlandi, 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulup
petrilere  dokiildii. Besiyeri bilesimindeki fosfatlar, Tween 80 ve secilmis peptonlar
enterokoklarin  gelisimini  destekler. Enterokoklar, besiyerindeki kromojenik substratlari
parcalayarak kolonilerin siyah-koyu kahverengi almasini saglar. Bu da enterokoklarin kolayca
saptanmasina sebep olur. Sodyum azid ve safra tuzlar1 ¢ogu refakat¢i mikroflorayr baskilar.
Enterokok olmayan bakteriler seffaf, beyaz-sarimsi1 renkte koloniler olusturur bunlar

enterokoklarin iirettigi siyah renkten kolayca ayrilirlar.

3.1.2. 1. 3. Kanh Agar

Kanlt Agar........oooiiiiii i, 40 g/L
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Besiyeri litrede 40 gr olacak sekilde ¢ozdiriildi. pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C’ye
ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi. Sonra, 50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.

3.1.2.1. 4. Brain Hearth Infusion Broth
BHIB. ... 37 g/L
Besiyeri litrede 37 gr olacak sekilde ¢ozdiiriildi. Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5

ml miktarda ependorf tiiplere dagitildi. 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi.

3.1.2.1. 5. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%20 gliserinli)

BHIB.. ..o, 3,74
GLISETIN. . oottt ettt 20 ml
DISTILE SU. . ettt 80 ml

Besiyeri 100 ml.de 3,7 gr olacak sekilde ¢ozdiirtildii. pH’ s1 7.2-7.4’e ayarlanip, 500 pl
miktarda ependorf tiiplere dagitildi. 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dKk sterilize edildi.

3.1. 2. 2. Solusyonlar

3.1.2.2.1. %6,5 NaCl iceren Nutrient Broth (NB)

N B 89/l

NG e 6,59

Nutrient Broth’a %6,5 NaCl ilavesi yapilarak ¢oziilmiis, 5 ml olarak tiiplere dokiilmiis,
otoklavda steril edilmis ve bu ortam, organizmalarin tuz toleranslarmni tespit etmek igin
kullanilmigtir (Atlas 2004).

3.1.2.2. 2. %3’liik Hidrojen Peroksit (H,05)

Ticari olarak temin edilen bu ¢ozelti, organizmalarin katalaz aktivitelerini belirlemek

amaciyla kullanildi.
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3. 1. 2. 2. 3. Gel Loading Buffer (6 X)

Bromofenol mavisi..........ooeviiiiiiiiiii 25 mg

SUKIOZ 49

HoO 10 ml’ye
tamamlandi.

Hazirlanan tiim besiyerleri ve soliisyonlar kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de

saklandi.

3.1.2. 2. 4. TAE Elektroforez Buffer

50x konsantrasyonda stok solusyon asagidaki gibi hazirlandi:

TS BaSE. oottt 40 mM
ASELIK AT oottt 20 mM
E D T A e 1 mM

Buffer solusyonu olarak stoktan 20 ml alimip distile su ile hacim 1000 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

3.1.3.PZR

3. 1. 3. 1. Kullanilan Cihazlar

PZR 96 ornek kapasiteli Boeco (Almanya) marka kademeli termal dongiileme cihazinda

elektroforez VWR marka 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda, goriintiileme Vilber

Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka goriintiileme cihazinda gergeklestirildi.
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3. 1. 3. 2. MgCl,, Tag DNA Polimeraz, 10X Taqg Buffer, dNTP Set

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,3,
500 mM KCI), 100 mM deoksiniikleotid trifosfat (INTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Fermentas) kullanildi.

3.1.3.3. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerlerin kullanim amaglari, dizileri, amplikon uzunluklari,

hedef genleri, kaynaklari ve Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan primerlerler dizileri, amplikon uzunluklari, hedef genleri

Primer Sekans (5°-3°) Amplikon Hedef Gen Kaynak
uzunlugu (bp)

Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 tuf Ke ve ark. 1999

Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

FAC11 GAGTAAATCACTGAACGA 1.091 dd! g faecium Vilela ve ark. 2006

FAC21 CGCTGATGGTATCGATTCAT

entP GCTACGCGTTCATATGGTAAT 87 Enterocin P Cintas ve ark.
TCCTGCAATATTCTCTTTAGC 1997

entA GGTACCACTCATAGTGGAAA 138 Enterocin A De Vuyst ve ark.
CCCTGGAATTGCTCCACCTAA 2003

entB CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG | 201 Enterocin B De Vuyst ve ark.
AGAGTATACATTTGCTAACCC 2003

3. 1. 3. 4. Agarose Jel Hazirlanisi

AGArose (S18MA)......eiii it lvelb5g
TAE (0,5 X))ot 100 mi

Ihtiyaca gore hazirlanan buffer, sise icerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi
ve mikrodalga firinda yaklasik 3-5 dk kaynatildi. Karigim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen
stvi halde olan karigim, jel kalibinin igerisine yavasga, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildi ve
icerisine ylikleme kuyucularini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda
sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice

yerlestirildi.
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3. 1. 3.5. Marker

Marker olarak 50 ve 100 bp (Fermentas marka) DNA Ladder kullanildi.

3. 1. 3. 6. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme igin jelin boyanmasinda Sigma marka % 1°lik

ethidium bromiir 500 ml 0,5X TAE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek kullanildi.

3. 2. Yontem

3. 2. 1. Siit Orneklerin Alinmasi

Calismada laboratuvara soguk zincir altinda getirilmis olan 620 siit 6rnegi kullanildi. Siit
ornekleri Veteriner Hekim’ler tarafindan daha once bildirildigi sekilde alind1 (Bastan 2002).
Bunun i¢in, her meme lobu oncelikle su ile yikanip kurulandiktan sonra %70’lik alkol ile silindi.
Eller sabunlandiktan sonra eldiven giyildi. Meme basindaki saprofit bakterileri uzaklagtirmak

amaci ile ilk birka¢ ml siit bosa sagilip steril enjektorler icine en az 3-5 ml miktarda siit alindi.

3. 2. 2. Enterokok izolasyonu

Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri, oncelikle selektif sivi besiyerine olan Enterokok M
Buyyon’a 100 ul inokule edildiler. Buyyonlar aerobik kosullarda 37°C’de, besiyerinin parlak sar1
rengi mavi-yesil renge doniisiinceye kadar, yaklasik 24-72 saat, bekletildiler. Inkiibasyon siiresi
sonunda enterokok iireyen (mavi-yesil renge doniisen) besiyerlerinden bir 6ze dolusu alinarak
selektif kat1 besiyeri olan Enterokokosel Agar’a buyyonlardan bir 6ze dolusu olacak sekilde
ekimler yapildi. Besiyeri 37°C’de aerobik kosullarda 24-48 saat siireyle inkube edildi. Siirenin
sonunda goriilen siyah-koyu kahverenginde koloniler enterokok tiirleri yoniinden siipheli kabul

edilerek, daha detayli incelenmek iizere tekrar enterokokosel agara ve kanli agara pasajlandi.
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3. 2. 3. Enterokok identifikasyonu

Selektif besiyerinde siyah-koyu kahve renginde iireyen enterokok siipheli kolonilere
Gram boyama, %6,5 tuz i¢ceren NB’da lireme ve lam iizerinde katalaz testleri yapildi (Lanthier ve
ark. 2010). Gram pozitif kok seklinde goriilen, %6,5 tuz iceren NB’da {ireyebilen ve katalaz
negatif olan koloniler enterokok siipheli olarak kabul edilip; daha sonraki g¢aligmalarda
kullanilmak {izere molekiiler testler yapilincaya kadar -20°°de %20 gliserinli BHIB igerisinde

saklandilar.

3.2.3. 1. Katalaz Testi

Katalaz testi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen katalaz (hidrojen peroksit oksido
rediiktaz) enziminin varligini saptamak amaciyla kullanilan bir testtir. Enzim hidrojen peroksidi
(H20y), su (H20) ve oksijene (O,) ayrstirir. Test, %3’lik hidrojen peroksit soliisyonu
damlatilmig bir lam {izerine, kanli agara pasajlanmis mikroorganizma kiiltiiriinden bir 6ze dolusu
alinip, hidrojen peroksit soliisyonu ile karistirilmasi ile gergeklestirildi. Bu islem sonunda hava
kabarcig1 olusan suslar katalaz pozitif olarak, hava kabarcigi olusturmayan suslar (enterokoklar)

katalaz negatif olarak degerlendirildi (Temiz 2000).

3. 2. 3. 2. %6,5 NaCl’de Biiyiime

Enterokoklar igin ayirt edici testlerden biridir ve identifikasyonda 6nemlidir. %6,5
oraninda NaCl iceren NB ortamina ve ayni sekilde NaCl icermeyen NB ortamina da inokule
edilen mikroorganizmalarin, 24 saatlik inkiibasyondan sonra biiylimeleri kontrol edildi. Nutrient
broth’daki kadar bulaniklik gbzlenen NaCl’lii NB igeren tiiplerdeki suslar i¢in sonug¢ pozitif
olarak kaydedildi ve bu tiirlerle identifikasyona devam edildi (Gerhardt ve ark. 1994). Kontrol
mikroorganizma olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanild:.

3. 2. 3. 3. E. faecium suslarimin identifikasyonu

Enterokok tiirlerinin biyokimyasal yontemler kullanilarak yapilan identifikasyonlar
olduk¢a zor ve zaman alicidir. Bu nedenle ¢aligmada, izole edilen enterekok siipheli izolatlar
icerisindeki E. faecium suslarimi belirlemek i¢in spesifik primer ¢ifti kullanilarak PZR yapildi.

PZR igin 6ncelikle izolatlardan DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi.
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3.2. 3. 3. 1. DNA izolasyonu

izole edilen suslardan total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA ekstraksiyon Kiti
(Fermentas®) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gergeklestirildi:

200 pl bakteri siispansiyonu 400 pl lizis soliisyonu ile karistirildi.

65°C’de 5 dakika inkube edildi.

600 pl kloroform ilave edilerek karistirildi ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Presipitasyon soliisyonu, 720 pl steril distile su ile 80 pl 10x konsantre soliisyonu ile
karistirilarak hazirlandi.

Santrifiijden sonra {ist s1vi yeni bir tiipe aktarilarak 800 pl presipitasyon soliisyonu ilave

edildi.

10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, pelete 100 ul 1,2 M NaCl ilave edilerek vortekslendi.

300 pl soguk etanol ilave edilerek 10 dakika -20 °C’de DNA’nin presipitasyonu saglandi.

10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Ustteki etanol dokiilerek pelet %70°lik soguk etanol ile yikandi.

DNA 100 pl steril distile suda ¢ozdiiriilerek iyice karigtirildi.

Her bir PCR reaksiyonu i¢in 2 pl template DNA kullanildi.

3. 2. 3. 3. 2. DNA’min Elektroforezi

Agaroz jel elektoroforezi, %1 agaroz igeren mini jelde gerceklestirildi. 5 ul DNA, 1 pl
yiikkleme soliisyonu ile karistirilarak 50 V’ta 60 dakika yiiriitiildii. Elektroforez sonucunda,
baslangic noktasina yakin, yiikksek molekiil agirlikli tek bir bant gézlenmesi, izole edilen

DNA’larm biitiinliigiiniin tam oldugunu gosterdi (Sambrook ve ark. 1989).

3. 2. 3. 3. 3. DNA’min Saflik Kontrolii ve Miktar Tayinleri

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri spektrofotometre
ile yapildi (Sambrook ve ark. 1989). Spektrofotometrede DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslart hesaplandi (OD260 ve OD280) ve bu degerler arasindaki oran kullanilarak
DNA’nin saflig1 kontrol edildi. OD260/0OD280 oraninin 1,8-2,0 arasinda olmast DNA’nin saf
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oldugunu, bu araliktan daha asagida olmasi RNA kontaminasyonu oldugunu ve bu araliktan daha
yukarida olmasi da protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir. Saflik kontrolleri yapilan
genomik DNA miktarlarinin hesaplanmasi igin OD260 degeri kullanildi ve DNA miktarlari;
DNA(pg/ml) = OD260 x Seyreltme Orani x 50 formiilii ile hesaplandi (Turner ve ark. 2004).

3.2.4.PZR

Tiim PZR reaksiyonlarinda master miskler asagidaki gibi hazirlandi.

Master Mikslerin Hazirlanisi:

Tiim PZR reaksiyonlarinda bir 6rnek igin PZR amplifikasyonu 30 ul toplam hacimde, son
konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her
biri igin) 0,4 pmol, Taq DNA polymerase 1,5 U olacak sckilde gercgeklestirildi. Kullanilan

malzemeler ve voliimleri Tablo 2.’de belirtilmistir.

Tablo 2. Mastermiksin hazirlanma oranlar

Malzeme (Konsantrasyon) | istenen Son Konsantrasyon | 10 érnek (ul)
Buffer (10X) 1X 30

MgCl, (25 mM) 2 mM 24

dNTP (10 mM) 0.2 mM 6

Primer-F (100 pmol) 0.4 pmol 1.2

Primer-R (100 pmol) 0.4 pmol 1.2

Taq Polimeraz (5 U) 0.3 pl/ 50 pl 1.8

dH,0 Son miktara tamamlanir 235.8

Master miksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, ornek adedi kadar
numaralandirtlip, iglerine 28’er pl hazirlanilan master miksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser pl alinip, ilgili tliplerin icerine eklendi ve agizlar sikica

kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip, programlandi.
3.2.4. 1. Enterococcus sp. ve E. faecium PZR

PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami siras1 ile Enterococcus sp. ve E. faecium

icin Tablo 3.’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Enterococcus spp. ve E. faecium PZR kosullari

Enterococcus E. faecium
spp.
Basamak Dongii Sayis1 | Sicaklhik (°C) | Siire Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ 1 95 5 dk 95 5dk
Denatiirasyon
Denatiirasyon 95 30 sn 95 30 sn
Baglanma 35 55 30 sn 53 30 sn
Uzama 72 30 sn 72 30 sn
Son Uzama 1 72 15 dk 72 15 dk

3. 2. 4. 2. Genotipik Bakteriyosin Tespiti: Enterosin Yapisal Genlerinin (entA, entB, entP)
PZR ile Saptanmasi

Enterokok suslari tarafindan en sik iiretilen bakteriyosinler olan enterosin A, enterosin B
ve enterosin P’nin yapisal genleri olan entA, entB, entP varligi PZR ile incelendi. Kullanilan 1s1l

dongii ve siire diyagrami sirasi ile Tablo 4.’de gosterilmistir.

Tablo 4. Enterosin yapisal genlerinin PZR ile kosullar

entA entB entP

Basamak Dongii | Sicaklik | Siire | Sicakhk | Siire | Sicaklik | Siire

Sayis1 | (°C) (9] (9]
Baslangi¢ 1 95 5dk |95 5dk |95 5dk
Denatiirasyon
Denatiirasyon 95 30sn |95 30sn |95 30 sn
Baglanma 35 55 30sn |54 30sn | 52 30 sn
Uzama 72 30sn |72 30sn | 72 30 sn
Son Uzama 1 72 15dk | 72 15dk | 72 15 dk

Amplikonlarin  Elektroforez Tankina Yiiklenmesi: 6x loading dye boyasindan pipet
yardimiyla alinip her bir ornek i¢in 1 pl kadar dagitildi, daha sonra elde edilen 5 pl PZR
irlinleriyle loading dye karistirildi. Olusturulan karisimdan 6 pl alinarak, jeldeki uygun

pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.
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Yiiriitme: Hazirlanan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 100V
400A akimda 30 dakika yiirtitiildii.

Goriintiileme ve Degerlendirme: Yilz voltda otuz dakikalik elektroforez siiresinin
ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde icerisinde etidyum bromiir olan tanka konuldu.
Burada 15 dakika boyanmaya birakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminatdr cihazindaki odaciga yerlestirildi. Degerlendirme, jel UV 15181 altinda
fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar1 her PZR i¢in ayr1 olarak daha once bildirildigi sekilde
(Tablo 1.) degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4. 1. izolasyon

Bu c¢alismada 620 mastitisli siit 6rnegi incelendi. Chromocult® Enterococci Agar’da
referans susla (E. faecalis ATCC 29212) benzer goriinimii (Resim 4.) olan bakteri kolonileri

secilerek toplamda 96 Enterococcus sp. siipheli izolat elde edildi.

Resim 4. Izolatlarin selektif kat1 ve s1v1 besiyerlerinde gériiniimii
a. Ekim yapilmamig EB b. EB’da E. faecalis ATCC 29212 susu c. EA’da E. faecalis ATCC
29212 susu

Bu izolatlarin Gram pozitif kok goriiniimiinde olup %6,5 tuzlu NB’da iireyip, katalaz

negatif olduklar1 dogrulandiktan sonra incelemeye dahil edildiler.

4.2.PZR

4. 2. 1. Enterococcus sp.

Doksan alt1 enterokok siipheli susun DNA’s1 kullanilarak gergekletirilen PZR sonrasinda
112 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 96 izolatin hepsinin Enterococcus sp. oldugu
dogrulandr (Resim 5.).
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Resim 5. Enterococcus sp. PZR elektroforez goriintiisii 1-13: Enterococcus sp. saha izolatlar
PK: Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212) NK: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M:
100 bp DNA ladder

4.2.2. E. Faecium

Doksan alt1 Enterococcus sp. DNA’s1 kullanilarak gercekletirilen PZR sonrasinda 1091
bp uzunlugunda amplikon elde edilen 13 izolatin (%13,5) E. faecium oldugu belirlendi (Resim
6.).

Resim 6. E. faecium PZR elektroforez goriintiisii 1-13: E. faecium saha izolatlar1 PK: Pozitif
kontrol (Sekanslanmis saha susu) NK: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA
ladder

E. faecium saha izolatlarindan bir tanesi sekanslandi ve sekans sonucu E. faecium oldugu

belirlenen bir izolat pozitif kontrol susu olarak kullanildi (Resim 7.).

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score  Total score  Query coverage _.E value Max ident
AJUP01000007.1 Fnterncocens fascium | CT-FF128 Scaffold1 7. whole nennme shoto 534 1004 94% 2e-147 96%
NZ ABSC01000055.1 | pnteracoceis faeciim F1679 Contannnss. whole aennme shotain ¢ 534 1004 94% 2e-147 96%
NZ ABRY01000057.1 | pnternroceis faecium F1636 ContianNG&. whole nenome shotann s 534 1004 94% 2e-147 96%
NZ ABOIOI000017.1  Fnteracaccus faecium E1071 Contiannn17. whole aenome shotain s 234 1004 94% 2e-147 96%
NZ ACZ701000070.1  Fnterncoccns faecium N344SRE cont1.70. whale nename shataun se 534 1004 94% 2e-147 96%
ACOB01000040.1 Fnterncacens fascium TC 6 cont1.40. whale nennme shotanun seaier 534 1004 94% 2e-147 96%
NZ ACOS01000109.1 |Fnterncoceis faeciim F1030 contiaDN118. whale nenome shataun se 523 966 94% 4e-144 94%
NZ ACAY01000070.1 | pnterncaccis faecium 1.231.501 contt.70. whole nenome shotain s 223 966 94% 4e-144 94%

Resim 7. E. faecium sekans sonucu
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4. 2. 3. Genotipik Bakteriyosin Tespiti

Izole edilen 13 E. faecium susunda en sik goriilen ii¢ bakteriyosin yapisal gen (entA, entB,
entP) varligi PZR ile incelendi. Bakteriyosin yapisal gen tespiti ig¢in gerceklestirilen
PZR’da pozitif kontrol olarak ge¢mis yillarda izole edilmis entA, entB, entP genleri pozitif
oldugu belinen E. faecalis saha suslarinin DNA’lar1 kullanildi.
4.2.3.1.entA

izole ve identifiye edilen 13 E. faecium susu DNA’s1 kullanilarak gercekletirilen PZR
sonrasinda 138 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 4 izolatin (%30,8) entA geni pozitif oldugu
belirlendi (Resim 8.).

Resim 8. Bakteriyosin yapisal gen PZR (EntA) 9.,10.,12.,13. EntA geni tasiyan saha izolatlar
PK: Pozitif kontrol (EntA geni pozitif saha izolat1) NK: Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922)
M: 50 bp DNA ladder

4.2.3.2.entB
izole ve identifiye edilen 13 E. faecium susu DNA’s1 kullanilarak gercekletirilen PZR

sonrasinda 201 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 4 izolatin (%30,8) entB geni pozitif oldugu
belirlendi (Resim 9.).

Resim 9. Bakteriyosin yapisal gen PZR (EntB) 9.,10.,12.,13. EntB geni tasiyan saha izolatlar1
PK: Pozitif kontrol (EntB geni pozitif saha izolat1) NK: Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922)
M: 50 bp DNA ladder
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4.2.3.3.entP
Izole ve identifiye edilen 13 E. faecium susu DNA’s1 kullanilarak gercekletirilen PZR

sonrasinda 87 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 1 izolatin (%7,7 ) entP geni pozitif oldugu
belirlendi (Resim 10.).

Resim 10. Bakteriyosin yapisal gen PZR (EntP) 10. EntP geni tasiyan saha izolati PK: Pozitif
kontrol (EntP geni pozitif saha izolati) NK: Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 50 bp
DNA ladder

E. faecium izolatlarin bakteriyosin yapisal genlerinin (EntP, EntA, EntB) toplu olarak

agaroz jel elektroforez goriiniimleri Resim 11.’de gosterilmistir.

op

Resim 11. E. faecium izolatlarin bakteriyosin yapisal genlerinin (A: EntP, EntA, EntB) agaroz jel
elektroforez gortiniimleri. M: Marker (100 bp DNA Ladder) 1: Herhangi bir bakteriyosin geni
tasiyan pozitif saha izolatlar1 2. Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922). A: EntP (87 bp) B: EntA
(138 bp), D: EntB (201 bp)

Tespit edilen farkli bakteriyosin yapisal gen sayilar1 ve gen kombinasyonlar1 Tablo 5.
ile Resim 12.’de gosterilmistir. Bakteriyosin yapisal genlerinden entA ve entB genleri
izolatlarin ~ %30,8 (4 sus)’inde belirlenirken; entP genini  %7,7(1 sus) oOraninda

bulunuyordu.  Sonuglar  bakteriyosin  yapisal gen kombinasyonlart  yoniinden
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degerlendirildiginde ise iki gen kombinasyonu mevcuttu: Bunlardan birincisi %23,0 (3 sus)

oraninda entA+entB gen kombinasyou ikincisi ise %7,7 (1 sus) oraninda entA+entB+entP

genlerinin birlikte gorildigi kombinasyondu.

Tablo 5. E. faecium izolatlarinin tasidigi bakteriyosin genleri

entP | entA | entB | Bakteriyosin gen kombinasyonlari (sayisi)
1 i I y
2 i i i
3 0 i 0
4 - i 0
5 § i §
6 I i I
7 § i §
8 I i I
o1 —
10 ]
11 - - -
12 -
13 -
Toplam |1 4 4
(%) 7,7 1308 1308
100
90
80
70
60
S 50
40
30
20 -
10 -
0 -
& & &
& & 3
&< & N
& N
& QR

Resim 12. E. faecium izolatlarinin tagidigi bakteriyosin gen kombinasyonlari
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5. TARTISMA

Enterokok cinsi bakteriler {izerine olan ilgi son yillarda, bu bakterilerin O6nemli
nazokomial patojenler olarak kabul edilmeleri ile birlikte, transfer edilebilir veya kazanilabilir
coklu antibiyotik direngliliklerinin bulunmasi nedeni ile de artmigtir (Eaton ve Gasson 2001).
Enterokok cinsi bakteriler insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde yasayan
saprofit bakterilerdirler bu karmasik ekosistemde hayatta kalmak icin ortamdaki diger

mikroorganizmalarla rekabet etmek zorundadirlar (Lorenzelli 1994, Turtura ve Giraffa 1995).

Enterokok cinsi mikroorganizmalarin ¢ok farkli kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Kommensal bagirsak florasinin en 6nemli {iyelerinden olan bu mikroorganizmalar, insan ve
hayvanlarda probiyotik olarak kullanilabildigi gibi, c¢esitli fermente gidalarin iiretim veya
korunmasinda starter ya da koruyucu kiiltiir olarak (gida biokoruyucusu) kullanilabilecekleri
bilinmektedir. Ayn1 zamanda, enterokoklarin, bakteriyosin ya da daha spesifik bir ifade ile
enterosinler olarak bilinen antimikrobiyal peptitler irettikleri de bildirilmektedir (Turtura ve
Giraffa 1995). Uretilen bu enterosinler kendilerini iireten suslarla yakin iligkili suslara karsi

inhibitor (6nleyici) aktivite gosterirler (Cintas ve 2001).

Bakteriyosin iireten suslarin, ayni ekosistemde yasayan bakteriyosin iiretmeyen diger
bakteriler lizerine ekolojik Ustiinligii bulunmaktadir. Farkli orjinlerden izole edilen enterokok
suslarinin irettigi farkli enterosinlerin incelendigi yaymlar bulunmaktadir (De Vuyst ve ark.
2003, Hugas ve ark. 2003). Bakteriyosin iireten enterokoklarin énemli bir kismi gidalardan
(peynir, et, balik, sebze) insanlar ve hayvanlardan (Brandao ve ark. 2010, Foulquie ve ark. 2006)
izole edilmektedir. Bakteriyosin iireten enterokoklar ayn1 zamanda ¢oplerden (Laukova ve Jurin
1997), atik sulardan (Marekova ve ark. 2007), farkli ruminantlarin rumen igerikleri ve hayvansal
atiklardan (Laukova ve Marekova 2001) izole edilmistir. ~ Bununla birlikte hayvansal
kaynaklardan izole edilmis olan enterokok izolatlarinin incelendigi ¢alismalar sinirli olmakla
birlikte (Du Toit ve ark. 2000, Del Campo ve ark. 2001, De Vuyst ve ark. 2003), mastitisli sigir
stitlerinden izole edilen enterokok suslarinin bakteriyosin olusturma kapasitelerinin incelendigi

¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Kim ve ark. 2008). Kim ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar
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bu calismada enterokoklarin yalnizca fenotipik olarak bakteriyosin olusturabilme kapasiteleri
incelenmis, gen diizeyinde bir inceleme yapilmamistir. Bununla birlikte yurdumuzda mastitisli
sigir siitlerinden izole edilmis olan E. faecium suslarinin bakteriyosin iiretme kapasitelerinin
incelendigi bir ¢alisma su anki bilgilerimize gore bulunmamaktadir. Bu ¢alismada da mastitisli
sigir siitlerinden izole edilmis olan 11 E. faecium suslarinin en 6nemli bakteriyosin genleri olan
enterosin A, enterosin B ve enterosin P’yi tasima potansiyellerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile

belirlenmesi amaglanmustir.

Simif II bakteriyosinler 3 grupta incelenir. Birinci grupta pediosin ailesinin enterosinleri
olan enterosin A ve enterosin P bulunur. ikinci grupta, lider peptid olmaksizin sentezlenen
bakteriyosinlerden olan enterosin L50A/B, {igiincii grupta ise yine biyokimyasal yapilari daha
farkli lineer pediosin olmayan enterosinlerden olan enterosin B yer almaktadir. (Nilsen ve ark.
2003). Farkli orjinlerden izole edilmis olan E. faecium suslarinda tekli ve ¢oklu enterosin yapisal
genlerinin varlig1 gesitli ¢alismalarla gosterilmistir (Poeta ve ark. 2006, Poeta ve ark. 2007,
Ozdemir ve ark. 2011). Yapilan ¢alismalar genellikle diski, ¢evresel drnekler ve gidalardan izole

edilen enterokok suslar1 lizerine odaklanmustir.

Yapilan bir ¢alismada kiimes hayvanlarmin diski orneklerinden 76 enterokok (43 E.
faecalis, 30 E. faecium, 2 E. durans, 1 E. hirae) izole edilmis ve bu enterokoklarda bakteriyosin
gen varhigt PCR ile incelenmistir. Calisma sonucunda entA ve entB genleri 9 E. faecium

izolatinda belirlenmistir (Poeta ve ark. 2006).

Yine Poeta ve arkadaslariin 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada enterosin A yapisal
geni olan entA 15 E. faecium susunda tespit edilmekle birlikte bunlardan 12 tanesinde entB
geninin de bulundugu bildirilmistir. entA, entB, ve entP gen kombinasyonu yirtict bir kus ve bir

tilkiden izole edilmis olan 2 E. faecium izolatinda saptanmistir (Poeta ve ark. 2007).

Ozdemir ve arkadaslar1 (2011) gevresel drneklerden 57 enterokok (34 E. faecium, 6 E.
hirae, 4 E. casseliflavus, 4 E. durans, 4 E. faecalis, 3 E. mundtii ve 2 E. avium) izole etmisler ve
34 E. faecium izolatlarinin 22’sinin entA, entB, entP; 9’unun entA, entB, bir tanesinin entA

ve entP yapisal genlerini tasidigini bildirirlerken 2 izolatin herhangi bir yapisal gen tasimadigi
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belirlenmislerdir.

Baz1 calismalarda fermente gidalardan izole edile edilmis enterokoklarda birden fazla
bakteriyosin kodlayan genin PCR ile saptanmasinin ¢ok sik goriilmedigi bildirilmekle birlikte
(Ben Belgacem ve ark. 2010, Edalatian ve ark. 2012, Ozden Tuncer ve ark. 2013), Ozden Tuncer
ve ark. (2013) peynirden izole ettikleri 3 E. faecium susunun birinin entA ve entB, ikisinin ise
entA, entB ve entP tasidigini bildirmisler. Bu ¢alismada da, yukarida bildirilen ¢aligmalara benzer
bir sekilde entA ve entB genleri izolatlarin %30,8 (4 susda) belirlenirken; entP genini

izolatlarin %7,7’si (1 sus) tasimaktaydi.

Yapilan ¢aligmalarda enterosin B yapisal geninin genellikle enterosin A yapisal geni ile
birlikte bulundugu bildirilmektedir (Casaus ve ark. 1997, Brandio ve ark. 2010, Ozdemir ve ark.
2011). Yaptigimiz bu caligmada da, diger ¢alismalara benzer bir sekilde, enterosin B yapisal
genlerinin hepsi enterosin A yapisal geni ile birlikte bulunmaktadir. Bu durumun genellikle
enterosin B iiretimi i¢in transport gen bulunmamasina bagl oldugu bildirilmektedir (Franz ve ark.
1999, De Vuyst ve ark. 2003). Bununla birlikte, ge¢mis yillarda yapilmis bir ¢alismada ise bir E.
faecium izolatinin entA ve entP yapisal genlerini birlikte bulundurdugu bir g¢aligma da
bulunmaktadir (Ozdemir ve ark. 2011).

Cesitli caligmalarda, ¢esitli bakteriyosinleri iireten enterokokal suslarin yiliksek genetik
potansiyellerinin oldugu bildirilmektedir (Casaus ve ark. 1997, Cintas ve ark. 2000, Poeta ve
ark. 2007). Enterosin yapisal genlerinin farkli kombinasyonlarinin incelenmesi ile olarak, bizim
calismamizda 3 farkli genin 2 farkli kombinasyonuna rastlandi. Bunlar %23,0 oraninda (3
susda) entA+entB ve %7,7 oraninda (1 susda) entA+entB+entP genlerinin birlikte goriildiigii
gen kombinasyonlartydi.  Yapilan pek cok ¢alismada da benzer gen kombinasyonlari
bildirilmektedir (Poeta ve ark. 2006, Poeta ve ark. 2007, Ozdemir ve ark. 2011). Cok goriilen
enterosin genlerinin dagilim1 enetrokoklarin genetik materyali suslar arasinda vermesi ya da

almasina bagli olabilir (Strompfova ve ark. 2008).

Pek¢ok arastirmaci, enterokoklarda, gastrointestinal sistemde fazla miktarda canli

enterokokun var olmasi ve yasamasi kadar intestinal floradaki mikroorganizma dengesi ve
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bakteriyel sinergizmin etkisi gibi, eksternal faktorler tarafindan aktive edilebilen sessiz
bakteriyosin genlerinin varligini tanimlamistir (Eaton ve Gasson 2001, Semedo ve ark. 2003,
Poeta ve ark. 2007). Enterosin yapisal genlerinin saptanmasi her zaman enterosin iiretimi
anlamina gelmez (Strompfova ve ark. 2008) ve sessiz bakteriyosin genlerinin varli§i daha 6nceki
caligmalarda bildirilmistir (Poeta ve ark. 2008, Eaton ve Gasson 2001, Semedo ve ark. 2003). Nes
ve ark. (2007); bakteriyosin genlerinin belirlenmesinin ilgili bakterinin mutlaka antibakteriyel
aktiviteye sahip olmasi gerekmedigini ve saptanabilir antibakteriyel aktivitenin olmamasinin da
bakteriyosin iiretimi olmadig1 anlamina gelmedigini bildirilmistir. Bunun nedeni, ilk olarak, bazi
peptid bakteriyosinler hedef bakteri iizerine dar spektrumda etkili olabilir, bu da duyarl bir
indikatér kullanmimi icin anahtar bir 6neme sahiptir. ikincisi, peptid bakteriyosin iiretiminin
siklikla diizenlenmesidir. Antibakteriyel aktivite {iretiminin yetersizligi genellikle fonksiyonel

olmayan bir genetik sistemle iligkilidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Aydin yoresinde, sigir mastitislerine sebep olan etkenler igerisinde E.

faecium’un 6nemli bir rol oynadig1 belirlenmistir.

Biyokimyasal testler kullanilarak enterokoklarin identifikasyonlarinin yapilmasi zor,
zahmetli ve zaman alicidir. Bu nedenle, mastitis etiyolojisinde 6nem kazanan enterokoklarin daha
ileri tekniklerle giivenilir bir sekilde identifikasyonlarinin yapilabilmesi, siit sigircilig
ekonomisine de katki saglayacaktir. Enterokoklarin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlarinin
yapilmasinda spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonunun
kullaniminin fazla sayida izolatin, kisa siirede identifikasyonlarinin yapilabilmesine imkan

vermesi sebebi ile faydali oldugu ve rutin teshiste kullanilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, yapilan bu ¢aligmada mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium
izolatlarmin bakteriyosin yapisal genlerinden entA ve entBgenleri tespit edilen 4 sus
(%30,8) belirlenirken; entP genini 1 (%7,7) susun tasidig: belirlendi. Bu sekilde birden ¢ok
enterosin genini igeren dort E. faecium izolatinin gesitli enterosinleri {iiretebilen genetik
potansiyelleri yiiksek izolatlar olduklar1 diisiiniilebilir. Enterokoklarda bakterisyosin yapisal
genlerinin farkli kombinasyonlarinin yaygin goriilmesi onlarin biyoteknolojik uygulamalarda,
gida veya ilag endiistrisinde ya da insan ya da hayvan sagliginda probiyotik olarak kullanimlar
icin uygun olabilir. Bununla birlikte, enterokok suslarimin halk sagligi iizerine giivenlik ve
etkileri, onlarin endiistriyel potansiyellerinden tam olarak faydalanabilmek icin dikkatli bir
sekilde degerlendirilmelidir. Gelecekte mastitisli sigir siitlerinden izole edilen diger
enterokoklarda bu genlerinin dagiliminin bilinmesi ve bu bakteriyosinlerin endiistriyel
potansiyellerinin degerlendirilmesi i¢in daha fazla c¢alisma yapilmas: gerektigi

diisiiniilmektedir.
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