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FERMENTE SUT URUNLERINDEN iZOLE EDILEN LAKTIK
ASIT BAKTERILERINDE BAKTERIYOSIN URETIMININ
KARAKTERIZASYONU

Esra DEMIR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismant: Dog. Dr. Gamze BASBULBUL
2014, 66 sayfa

Geligen teknolojiyle birlikte tiikettigimiz gidalarin giivenilirligine verilen 6nem de
artmaktadir. Kontrollii mikroflora ve/veya antibakteriyel madde kullanimi ile uzun
raf Omrii ve gilivenli gida {iretimi saglama olanagi sunulmaktadir. Laktik asit
bakterileri (LAB) ya da bu bakterilerin iirettikleri bakteriyosin gibi maddeler
giivenli ve dogal olmalar1 nedeniyle gida iiretiminde patojenlere karsi inhibitor
olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple LAB’nde bakteriyosin tiretimi ile ilgili
caligmalar giderek daha fazla ilgi gérmektedir. Bu caligmada, Aydin Merkez’de
yer alan mandira, market, halk pazarlarindan ve ev yapimi seklinde alinan
fermente siit {iriinlerinden izole edilmis Enterococcus (% 13,76), Lactococcus (%
18,84) ve Lactobacillus (% 67,39) cinslerine ait 138 LAB kullanmilmistir ve
bakteriyosin taramasi ve bakteriyosin lireten genlerin genotipik olarak arastiriimasi
gerceklestirilmistir. LAB Once agar spot testi ile taranmistir ve tiim LAB indikator
mikroorganizmalar olarak se¢ilmis olan Geobacillus stearothermophilus DSMZ
22, E. coli ATCC 35218, Bacillus cereus ATCC 11778, Listeria innocua DSM
20649, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Lactococcus lactis DSMZ 20729 ve Lactobacillus plantarum
DSMZ 20205’e kars1 inhibisyon etki gdstermistir. Daha sonra LAB’ne ait hiicre
icermeyen siipernatantlar1 (CFS, cell-free supernatant) agar kuyu difiizyon testi ile
analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda indikatér mikroorganizmalara kars1 pozitif
kontrol disinda higbir izolatta inhibisyon etkisi gozlenmemistir. Son olarak
izolatlarda bakteriyosin iireten genleri arastirmak icin yapilan PCR denemeleri
sonucunda ent-A (% 5,07), ent-B (% 2,17), Icn-A (% 2,17) ve pin (% 1,44) genleri
bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Agar spot test, agar kuyu difiizyon testi, bakteriyosin, laktik
asit bakterileri, PCR.






ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BACTERIOCIN PRODUCTION IN
LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM FERMENTED
DAIRY PRODUCTS

Esra DEMIR
M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gamze BASBULBUL
2014, 66 pages

With the developing technology, the importance given to the reliability of the
consumed food has been increasing. By the use of controlled microflora and/or
antibacterial substances, the opportunities to provide long shelf life and safe food
production is presented. Lactic acid bacteria (LAB) or substances such as
bacteriocin produced by LAB, as they are safe and natural, are use as the inhibitor
against pathogenic microorganisms in food production. For this reason, the
researches on bacteriocin production have gained more attention in recent years. In
this study, isolated 138 LAB consisting of Enterococcus (13,76 %), Lactococcus
(18,84 %) and Lactobacillus (67,39 %) genus isolated from fermented dairy
products obtained from local markets, bazaar and dairies, also home-made
products were used and bacteriocin screening and bacteriocin producing genes
were genotypically examined. First, LAB isolates were screened using agar spot
assay method. All of the LAB exhibited inhibitory effect against Geobacillus
stearothermophilus DSMZ 22, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus cereus
ATCC 11778, Listeria innocua DSM 20649, Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Lactococcus lactis DSMZ 20729 and Lactobacillus plantarum DSMZ 20205,
which are the indicator mizroorganisms. Then, cell-free supernatants (CFS) of
LAB were analyzed using agar-well diffusion assay method to confirm
antibacterial activity. Among LAB isolates none of them were found to be
effective against the indicator microorganisms except for positive control
Lactococcus lactis DSMZ 20729. Finally, as a result of PCR tests carried out to
investigate bacteriocin-producing genes in LAB isolates, ent-A (5,07%), ent-B
(2,17%), Icn-A (2,17%), and pln (1,44%) genes were found.

Key words: Agar spot assay, agar-well diffusion assay, bacteriocin, lactic acid
bacteria, PCR.






Xi
ONSOZ

Tez ¢alismamin amaclar1 dogrultusunda siirdiiriilmesini saglayan, ¢alismamin her
asamastyla yakindan ilgilenen, bilgi birikimini, deneyimlerini, yardimlarmi ve
destegini higbir zaman esirgemeyen danisman hocam Dog¢. Dr. Gamze
BASBULBUL’e en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tim yiiksek lisans egitimim boyunca ilgisini, destegini ve yardimlarini hicbir
zaman esirgemeyen degerli hocam Dog¢. Dr. H. Halil BIYIK’a goriis ve
tavsiyelerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Tez c¢aligmamin bir bolimii de dahil olmak tizere her ihtiya¢c duydugumda
laboratuvarinin kapilarmi agan hocam Dog. Dr. Kubilay METIN’e yardimlarindan
dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

Sevgili hocam Prof. Dr. Biilent BOZDOGAN’a, daha lisans yillarimda bana
laboratuvarmin kapilarin1 acarak yiiksek lisans egitimi almak istememde biiyiik
etkisi oldugu igin ve laboratuvarinda hi¢bir zaman esirgemedigi ilgisi, sabri ve
samimiyeti i¢in ¢cok tesekkiir ederim.

Tez c¢alismamin yiritilmesinde FEF-13016 no.lu proje ile c¢aligmamizi
destekleyen ADU BAP Baskanligi'na ve ayrica Biyoloji Béliimii'ne

tesekkiirlerimi sunarim.

Tim yardimlar1 ve destekleri ig¢in laboratuvar arkadaslarim Yasemin SERTEL,
Melihcan OZTEBER’e ve calismalarim sirasinda birbirimizi tanima firsati
buldugumuz sevgili hocam Dr. Esin POYRAZOGLU’na tiim desteklerinden
dolay1 tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca dostluklarini, gerektiginde yardim ve desteklerini
hi¢bir zaman higbir kosulda esirgemeyen, her tiirlii sikinttmi paylasan, bana her
zaman yol gosteren ve moral veren dostlarim Cigek GUMUS ve Umit UNSAL’a

en icten tesekkiirlerimi sunar, bu dostluklarin hi¢ bitmemesini umarim.

Lisans egitimimin basindan bu ana kadar iyi giinlerimde oldugu gibi zor
giinlerimde de hep yanimda olan, sevgisini, destegini ve yardimlarini hi¢bir zaman

esirgemeyen, varligiyla en zor anlarimda bile yiiziimii giildiiren Ering SEN’e ¢cok



xii
tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda yanimda olan, her tiirlii sikintim1 sikintisi, sevincimi sevinci
kabul eden, hep en yakimimda hissettigim, maddi ve manevi higbir zaman
destegini esirgemeyen, en umutsuz anlarimda bile bana her seye yetecek giiciimiin
oldugunu her defasinda yenileyerek anlatan ve bana daima giiven veren ablam
Ayse DEMIR e tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca sonsuz sevgilerini, fedakarliklarin1 ve emeklerini higbir zaman
esirgemeyen, her animda yanimda olan ve arkamda duran, her zaman ve her
konuda bana yol gosteren sevgili annem Aliye DEMIR ve sevgili babam Halil
DEMIR e ne kadar tesekkiir etsem azdur.



Xiii

ICINDEKILER

KABUL VE ONAY SAYFASI ..ottt iii
BILIMSEL ETIK BILDIRIM SAYFASI .....cotiiiiiiiiiniineineisissississsessssesenenennens v
OZET oottt vii
ABSTRACT bbbt r e nae s iX
ONSOZ .ottt bbbt Xi
SIMGELER DIZINT.....ciiiiiiiiiiiiiiee et XV
SEKILLER DIZINI.....cocviiiiiiiiiiecee et en st ssan s Xvii
CIZELGELER DIZINI ....oooiiiieceeeeeeee et Xix
L GIRIS oottt 1
1.1, Laktik ASit BAKLEITIEN.......ccooveiiiiiiiiiciiccee s 2
1.1.1. Enterococcus Cinsi Bakterilerin Temel OzelliKIeri............covovveveverevereerennnn. 6
1.1.2. Lactococcus Cinsi Bakterilerin Temel OzelliKIEr .......covvevrrerereinireeereinnenen. 7
1.1.3. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Temel OzelliKIeri ...........ccoovrvrvrvieerrereennn. 9
1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Onemi.............ccccoceveveevereverceesiereseeeseseseenne, 10
1.3. Bakteriyosinler, Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmast.............ccccevveverevennen, 11
2. KAYNAK OZETLERI ....ooouiiiiiiiese st 18
3. MATERYAL VE YONTEM .....ocoiiietieieeeee ettt ettt 22
3L MALEIYAL ... 22
3.1.1. Caligmada Kullanilan Laktik Asit Bakterileri.........ccc.ocovoiiiiiiiiiiinicninn, 22
3.1.2. Calismada Kullanilan Indikatdr BaKteriler ............ccoovevevevevevcrreererieeneennns 23
3.1.3. Calismada Kullanilan Besi Ortamlart ........c.occveevereeneenieenensiesiesninenieeneens 23
3.1.4. Calismada Kullanilan COZEItIer ..........cccveiiiiiiiiiiieiccre e 27

3.1.5. Calismada Kullanilan Primerler...........ccccoovoviiiiiieie s 29



Xiv

T €03 117<) o H OO P OO OTPR PSPPI 30
3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin AKtiflestirilmesi ........cccovevvveeiiieeiiie e, 30
3.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki Spektrumlarinin Belirlenmesi
................................................................................................................................ 30
3.2.3. MolekUler YONtEMICT .......ccuevveiiiiiiiiiiie i 31
4. BULGULAR ..ottt 35
4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki Spektrumlarinin Belirlenmesi
................................................................................................................................ 35
4.1.1. Agar Spot Test SONUGIATT ........coviviiiiieii e 35
4.1.2. Agar Kuyu Difiizyon Testi SONUGIATT.........cccceviiiiiiiieiiiee e 43
4.2. Molekiler YONteMIET .......c.cvvveiiiiiiiiiiie s 44
4.2.1. PCR ile Bakteriyosin Geni Tarama sonuglart ..........cc.ccecvvvrieneneeneseennenn. 44
4.2.2. SeKanSs SONUGIATT......ciuiiiiiiiiiieiiie ittt seees 46
5.SONUC VE TARTISMA ...c.ooiiiiiiiee e 67
KAYNAKLAR ..ot 51

(0Z€) 2101 1 1SR 65



SIMGELER DiZIiNi

bg
BHI
CFS
DNA
dNTP
DSMZ

EDTA

HCL
KCL

LAB

mg
MgCl,
mL

mM
MRS

NA

NacCl
Na,HPO,
NaOH
NB

Baz Cifti

Brain Heart Infusion
Cell-Free Supernatants
Deoksiriboniikleik Asit

Dideoksiniikleotidtrifosfat

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulture
GmbH (Almanya Mikriorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirii

Koleksiyonu)

Etilendiamin Tetraasetikasit
Gram

Hidroklorik Asit

Potasyum Kloriir

Litre

Laktik Asit Bakterileri
Molarite

Miligram

Magnezyum Klortir
Mililitre

Milimolar

De Man-Rogosa and Shape
Nutrient Agar

Sodyum Kloriir

Disodyum Fosfat

Sodyum Hidroksit

Nutrient Broth



XVi

ng
PCR
pH
pmol
rDNA
rpm
SDS
TBE
TSYE

vd
VIV
°C

ul

Nanogram

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Hidrojen Iyonu Konsantrasyonu
Pikomol

Ribozomal DNA
Dakikadaki Doniis Sayisi
Sodyum Dodesil Siilfat
Tris-Borik Asit EDTA
Trypticase Soy Yeast Extract
Unite

Ve digerleri

Hacim/hacim

Santigrat Derece

Mikrolitre



XVii

SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1. LAB’nin glikoz fermentasyonu .........cccccovvvveieieseeic s 3
Sekil 2.2. Laktik asit bakterilerinin filogenetik gruplart ...........ccocooviiiiiiicicinnn 5
Sekil 4.1. Agar spot test sonunda gozlenen inhibisyon zonlari............ccoccevevrvenns 35

Sekil 4.2. Agar kuyu difiizyon testi sonunda sadece pozitif kontrol etrafinda

gozlenen inhibiSyon Zonlart........ccocevvieeiinieiinse e 43
Sekil 4.3. ent-A (138 bg.) gen bolgesi icin PCR Grliinleri.........ccooveveeviiiiiiiinennns 45
Sekil 4.4. ent-B (201 bg.) gen bolgesi igin PCR Urtinleri.........cocoveviiiiiiiiiinennnns 45
Sekil 4.5. Icn-A (771 bg.) gen bolgesi igin PCR Grinleri.......ccocevvevervrveiiesnniennnns 45

Sekil 4.6. pIn (428 bg.) gen bolgesi i¢in PCR Grinleri........ccovvvvvevervnniriennainnnnns 46






XiX
CIZELGELER DiZINi

Cizelge 2.1. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi..........c.ccooovvveiiiiviieninicencnenenn, 15
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan LAB izolatlar1, sayilari ve gelisim kosullart ...22
Cizelge 3.2. Indikatér bakteriler ve gelisim Kosullart ...........cccccuevevevcecreverereeecnnen. 23

Cizelge 3.3. Calismanin molekiiler asamasinda arastirilan genler, kullanilan
primerler ve fragmanlari..........ccoccovveeeininiieniniee e 29

Cizelge 3.4. Bakteriyosin genlerini ¢gogaltmak i¢in hazirlanan PCR karigimi ....... 32
Cizelge 3.5. Arastirilan bakteriyosin genleri, fragmanlar1 ve PCR kosullari......... 33

Cizelge 4.1. Agar spot testi sonunda LAB izolatlarinin indikator bakterilere karsi
gOsterdigi inhibiSyon tKiSi........cuvriiieiieiiieiie et 36

Cizelge 4.2. LAB’nin bakteriyosin gen taramasi SONUGIAr .........c.ccoovvvvernervrnenne. 44

Cizelge 4. 3. Arastirilan gen bolgesi sekanslarinin BLAST analiz sonuglart ........ 46






1. GIRIS

Gilintimiizde kullanilan modern teknolojiye ve cesitli giivenlik sistemlerine ragmen
gida kaynakli hastaliklarin ve intoksikasyonlarin sayisi artmaktadir. Basta et, siit,
deniz ve yumurta tirlinleri olmak iizere, tiim temel gidalar araciligi ile (Salmonella,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli,  Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum ve Clostridium perfringens gibi) patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu ¢ok sayida hastalik vakasi meydana gelmekte
ve Oliimlere yol agmaktadir. Ayrica, giderek artan niifus yogunlugu ile ihtiyag
duyulmus olan biiylik marketlerde gidalarin raf Omriiniin dolmasi ya da bu
gidalarin bakterilerin faaliyetleri sonucunda bozulmalari nedeni ile diinyada
yiiksek miktarda gida kayiplart meydana gelmektedir. Bu durum, gidalarin
mikrobiyal patojenlerden ve bozulma etmenlerinden korunmasina 6nem

kazandirmistir.

Son yillarda, 6zellikle insan ve ¢evre sagligi iizerinde yarattigi olumsuz etkiler
nedeni ile kimyasal katkilar kullanilarak korunan gida tiriinlerine karsi tepkilerin
artmasi ile yiiksek kalitede, kimyasal koruyucu igermeyen, giivenli ve raf omrii
uzun triinlere dogru olan tiiketici egilimi biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Schniirer ve
Magnusson, 2005). Bu da, alternatif gida koruma yontemlerinin gelistirilmesi

caligmalarina hiz kazandirmistir.

Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmalarin 6nemli bir kismi antimikrobiyal
bilesenler iiretmelerine ragmen, gidalarin biyokontroliinde laktik asit bakterilerinin
ayr1 bir 6nemi vardir. Bu bakteriler fermentasyon teknolojisinin tipik bakterileri
olup, gidalarda uzun yillardan beri giivenli bir sekilde kullanilmaktadirlar (De
Martinis vd., 2002).

Gidalarim korunmasi ve muhafaza siirelerinin uzatilmasi igin; diisiik sicaklik veya
1s1l islem uygulamasi, paketleme gibi yontemlerin disinda; gidalara tuz, seker ve
antimikrobiyal katki maddeleri de eklenmektedir. Gidalarin giivenliginin
saglanmasinda bu uygulamalardan kagmilmasi ve dogal katki maddelerinin
kullanilmas1 gerekmektedir. Ayrica; kimyasal formulasyona sahip gida katki
maddelerine alternatif olarak dogal veya antimikrobiyal koruyucularin kullanimi
tavsiye edilmektedir (De Martinis vd., 2002).



Biyokontrol adi verilen yontemde, antagonistik mikroorganizmalarin ve
metabolitlerinin kullanimiyla patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin
inaktive edilmesi saglanmaktadir. Bunu i¢in LAB gibi koruyucu kiiltiirlerin
kullanimi yaninda, yine LAB tarafindan {iretilen, protein yapidaki antimikrobiyal
bilesenler olan bakteriyosinler de kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalarim sahip oldugu savunma sistemleri arasinda, pratik
uygulamalara uygunlugu nedeni ile en detayli ¢aligilan ajanlar bakteriyosinlerdir.
Bu bilesiklerin dogada fazla miktarda ve ¢ok cesitte bulunmalari, s6z konusu
bilesikler iizerinde c¢aligmay1 kolaylastirmaktadir. Bakteriyosin proteinleri, etki
mekanizmalari, bunlar1t kodlayan gen kiimeleri ve genlerin regiilasyon
mekanizmalari tamamen aydinlatildiginda nasil bu denli etkili toksinler
olabildikleri sorusuna da yanit bulunacaktir. Bakteriyosinler ile ilgili aragtirmalarin
sirdiriilmesi insan sagligi ac¢isindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu alanda
caligmalar devam ettigi silirece, bakteriyosinler ile ilgili bulgularimiz zaman
icerisinde artacak ve yeni tiirler tanimlanacaktir. Bakteriyosinlerin molekiiliiler
biyolojisi lizerine bilgiler arttikca, gida koruyucusu ve terapotik ajanlar olarak

kullanim olanaklar1 yayginlik kazanacaktir.

Gida giivenligi icin biiyilk 6neme sahip olan bakteriyosinlerin gida endiistrisinde
kullaniminin artmasi, bakteriyosin {iretme yetenegi yiiksek ya da konakgi
spektrumu genis yeni bakteriyosin iiretici suslarin tanimlanmasina baghdir. Bu
dogrultuda; calismamizda, fermente siit lirtinlerinden izole edilmis, molekiiler ve
morfolojik ve tanist yapilmig laktik asit bakterileri olan Enterococcus,
Lactococcus ve Lactobacillus cinslerine ait bazi tiirlerin bakteriyosin tiretiminin
karakterizasyonu ile, inhibisyon spektrumlarina gore bakteriyosinlerin gesitli
patojen bakteri tiirlerine kars1 kullanimlart ile ilgili yeni bilgiler edinilmesi ve bu
LAB’nde bakteriyosin iiretiminin genotipik olarak arastirilmasi amaglanmistir.

1.1. Laktik Asit Bakterileri

Orla-Jensen’a (1919) gore laktik asit bakterileri karbonhidrat fermentasyonu
neticesinde son {irlin olarak laktik asit olusturan, ¢ubuk ya da kok seklinde,
hareketsiz, spor olugturmayan, genellikle katalaz negatif ve Gram-pozitif dogal bir
gruptur. Laktik asit bakterileri (LAB), ¢esitli bakteri cinslerinden olusmaktadir.
Tiim LAB anaerobiktir fakat bir¢ok anaerobun aksine oksijene duyarli degildir ve
oksijen olsa da olmasa da tireyebilirler. Bu nedenle aerotolerant anaerob



mikroorganizmalar olarak adlandirilmaktadirlar. Fermantasyon sonucu ana iiriin
olarak laktik asit iireten bu bakteriler porfirinleri ve sitokromlar1 igermedikleri i¢in
elektron taginmasina bagh fosforilasyon yapamazlar, sadece substrat diizeyinde
fosforilasyon ile enerji elde ederler. LAB sekerin fermentasyonu sonucunda olusan
iirlinlere gére homofermentatif ve heterofermentatif olmak tizere ikiye ayilirlar.
Homofermentatif grubun irettigi tek fermentasyon {rini laktik —asittir.
Heterofermentatif grubun tiyeleri ise laktik asit, etanol ve CO, firetirler (Pot vd.,
1994; Wood ve Holzapfel, 1995; Klein vd., 1998; Madigan and Martinko, 2006).
LAB’nin glikoz fermentasyonu sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Glucose
Homolactic Heterolactic
Glucose-6-P Glucose-6-P
Fructose-6-P 6-phosphogluconate
Fructose-1,6-DP Ribulose-5-P
Xylulose-5-P
Glyceraldehyde-3-P — > Dihydroxyacetone-P Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P
N
H.0 ¢ ¢
2 Pyruvate Pyruvate Acetaldehyde
2 Lactate Lactate Ethanol

Sekil 2.1. LAB’nin glikoz fermentasyonu (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

LAB taksonomisi uzun yillardan beri bakterilerin fenotipik 6zellikleri baz alinarak
hiicre ¢eperi bilesiklerinin analizi (6zellikle Bifidobacteria’lar), ¢oziiniir
sitoplazmik proteinlerin anazi, belirli enzimlerin elektroforetik hareketlilik analizi
ve FAME (fatty acid methyl esters) analizimetotlar1 ile gergeklestirilmektedir.



Ancak giliniimiizde gelisen molekiiler biyoloji teknikleri fenotip temelli
siiflandirmanin uygun olmadigini gézler oniine sermektedir (Klein vd., 1998).

Diger Gram pozitif bakterilerin aksine LAB’nin DNA’larinda, Bifidobacterium
(G+C > %55) harig, guanin ve sitozin oran1 %55’ten daha diisiiktiir (G+C < %55).
Firmicutes subesinin, Bacilli sinifinin, Lactobacillales takimina aittir (Makarova
vd., 2006). LAB’nin igerdigi onemli cinsler; Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Carnobacterium, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Ve
Weisella’dir. Diger cinsler ise; Aerococcus, Microbacterium, Propionibacterium
ve Bifidobacterium’dur (Parada vd., 2007; Carr vd., 2002;BJ Wood, WHN
Holzapfel, 1995 - books.). LAB’nin 16S rRNA bolgelerinin karsilagtirilmalari ile
belirlenmis filonegetik iliski sekil 2.2.’de gésterilmistir.

Bakteriyosin iireten LAB’ne ait tiirler, yine LAB’ne ait tiirlere kars1 inaktivasyon
etkisine sahiptirler. Ayrica bakteriyosin tiretici LAB Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Basillus cereus ve Staphylococcus aureus gibi gida
kaynakli patojen ve toksijenlere karsi da inaktivasyon etkisine sahiptirler (Franz
vd., 1997). Bu bakteri cinslerinden bazilar1 biyokoruma disinda gidalarda
probiyotikler olarak ya da belirli kosullar altinda starter kiiltiirler olarak
kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.2. Laktik asit bakterilerinin filogenetik gruplar1 (Stiles ve Holzapfel, 1997)



1.1.1. Enterococcus Cinsi Bakterilerin Temel Ozellikleri

Enterokoklar; tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunurlar ve 37°C’de
optimum gelisme gosterirler. Mikroskobik olarak streptokok tiirlerinden ayirt
edilemezler. Gram pozitif, kokobasil seklinde goriilebilirler, bazi tiirlerde pseudo-
katalaz goriilse de genellikle katalaz negatiftirler. Alfa, beta veya gama hemoliz
yetenegindedirler. Diisiik su aktivitesi, yiiksek 1s1 gibi ¢evresel kosullara, bazi
antiseptiklere kars1 direng gosterirler ve cansiz yilizeylerde uzun siire yasayabilirler
(Ruoff vd., 1990; Celik ve Alhan, 2008).

Hayvanlar ve bitkiler ile iligkili bakteri tiirlerini igeren enterokoklarin sadece evcil
hayvanlar ve insanlardan elde edilen tiirleri ayrintili bir sekilde incelenmistir. Bu
mikroorganizmalar ¢ogunlukla insan ve hayvan intestinal florasinin bilesenleri
olarak kabul edilirler ve viicudun farkli ekstra intestinal boliimlerinde firsatgi
patojen olarak bulunurlar (Devriese vd., 2006).

Enterokoklar ilk olarak DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon ¢aligsmalarina
dayanarak Streptococcus cinsinden ayrilmistir (Schleifer ve Kilpper-Bélz, 1984;
Schleifer vd., 1985; Schleifer ve Kilpper-Bilz, 1987). Bu ayrilma, enterokoklarin
laktokoklardan ve diger Gram pozitif koklardan farkli oldugunu da gosteren 16S
rRNA analizleri ile dogrulanmistir.Ayrica bu analizler 1s1¢inda enterokoklarin
diisik G+C oran1 ile LAB’ne dahil oldugu da anlagilmistir (Collins vd., 1997).
Enterococcus cinsi taksonomide Firmicutes subesi, Bacilli sinifi, Lactobacillales
takimi, Enterococcaceae ailesi igerisinde yer almaktadir (Kilpper-Bélz, 1984;
Devriese vd., 2006). Molekiiler yaklasimlarin siirekli kullanimi bugiine kadar
enterokok siniflandirilmasinda 6nemli gelismeler saglamistir ve bunun sonucunda
yaklasik 35 enterokok tiirli tanimlanmustir. Yeni tiirlerin tanimlanmasi fenotipik
testlerin ve DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalari, 16S rRNA dizi analizi ve
toplam hiicre protein profillerinin analizlerini kapsayan farkli molekiiler
tekniklerin bir kombinasyonuna dayanmaktadir (Teixeira ve Merquior, 2013).

Bakteriyosin iiretme yeteneginde olan bir¢ok enterokok tiiriiniin, 6zellikle bu tez
calismasinda da bakteriyosin karakterizasyonu i¢in test edilen Enterococcus
faecium ve Enterococcus faecalis’in, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Clostridium tyrobutyricum ve Listeria monocytogenes’i de igeren
Gram pozitif gida patojenlerine karst genis spektrumlu etki gosterdikleri
bilinmektedir (Giraffa, 1995).



1.1.2. Lactococcus Cinsi Bakterilerin Temel Ozellikleri

Laktokoklar Gram pozitif, kok ya da ovoid sekilli olan, katalaz negatif, hareketsiz
ve endospor olusturmayan bakterilerdir. Optimum gelisme sicakliklar1 30 °C’dir,
10 °C’nin altinda ve 45 °C’nin iizerinde gelisememeleri nedeni ile hem
streptokoklardan hem de enterokoklardan ayrilirlar. Kendi tiirleri arasinda da 40
°C lizerinde ve yiikksek tuz konsantrasyonlarinda (>% 4 sodyum Kklortir)
gelisebilme ve farkli sekerlerden (laktoz, mannitol ve rafinoz) asit olusturma
ozellikleri bakimindan farkliliklar goriilmektedir. Homofermentatif 6zellikte olan
laktokoklar, karbonhidrat katabolizmasi sonucu ana iiriin olarak L (+) laktik asit
tiretmektedir. Beta hemolitik reaksiyon gostermemektedirler. Baz1 L. lactis subsp.
lactis suglar1 zayif alfa hemolitik zon olusturmaktadir (Schleifer, 1985; Schleifer,
1987; Holt vd., 1994).

Lactococcus cinsi, Firmicutes subesi, Bacilli simifi, Lactobacillales takim
icerisinde yer alan Streptococcaceae ailesine dahildir. Bu cinsniikleik asit
hibridizasyonu, karsilastirmali serolojik caligmalar, lipit kompozisyonu ve hiicre
duvart kimyasal yapisinin belirlenmesi sonucu elde edilen veriler 1s1ginda
Streptococcus cinsinden ayrilmistir (Schleifer vd., 1985, 1986).

Laktokoklar en ¢ok ¢ig inek siitiinde goriiliirken bunun disindaki ortamlardan da
Lactococcus cinslerinin izolasyonunun miimkiin oldugu bilinmektedir (Esten,
1909; Klijn vd., 1995). Bu bakteriler bitkiler ve hayvan mataryelleri gibi ¢esitli
ortamlarda da bulunurlar. Ornegin; Lactococcus lactis subsp. hordniae odun yiyen
termitlerin yemek borularinin arka kismindan izole edilmistir (Schultz, 1978).
Lactococcus plantarum’un  dondurulmus bezelyeden (Collins vd., 1983),
Lactococcus piscium’un alabaliktan (Williams vd., 1990), Lactococcus lactis ve
Lactococcus garvieae’nin klinik 6rneklerden (Elliott vd., 1991) izole edildigi
bilinmektedir (Klijn vd., 1995). Yakin zamanda da ¢amur igerisinde olusan
kopiikten Lactococcus chungangensis (Cho vd., 2008; Odamaki, 2011) ve ¢in
lahanasindan (Brassica rapa L. var. glabra Regel) Lactococcus fujiensis izole
edilerek Lactococcus cinsleri arasinda yerlerini almiglardir (Cai vd., 2011;
Odamaki, 2011). Ayrica L. lactis’in bir alt tiirii olan L. lactis subsp. tructae de ilk
kez deniz alas1 (Salmo trutta) ve gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss)
bagirsak mukusundan izole edilmistir (Perez vd., 2011).



Lactococcus grubuna ait olan tiirleri ve alt tiirlerin tanimlanmasi i¢in molekiiler
teknikler Onerilmektedir. Ornegin; L. lactis’i diger LAB’den ayirt etmek icin
polimeraz zincir reaksiyonu — ayit edici gradient jel elektroforezi (PCR — DGGE)
kullanilmaktadir (Coppola vd., 2001; Odamaki vd., 2011). Son yillarda L. lactis’in
alt tlirlerinin smiflandirilmasinda; ¢ogaltilmis rDNA restriksiyon analizi
(ARDRA), rastgele polimorfik DNA amplifikasyonu (RAPD), restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP), Pulsed field jel eletroforezi (PFGE) ve
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) gibi modern
analiz teknikleri kullanilmaya baslanmistir (Samarzija vd., 2002; Delgado ve
Mayo, 2004).

Lactococcus cinsi; L. lactis, L. garvieae, L. piscium, L. plantarum ve L.
raffinolactis, olarak adlandirilan bes tir icermektedir (Holler ve Steele, 1995).
Yakin zamanda laktokok grubuna Lactococcus chungangensis (Cho vd., 2008) ve
Lactococcus fujiensis (Cai vd., 2011) adinda yeni iki tiiriin daha ilavesiyle
giintimiizde Lactococcus cinsinin 7 tiir i¢erdigi bilinmektedir. Lactococcus lactis
tirtinlin ise; L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.
hordniae ve gruba en son eklenen L. lactis subsp. tructae olarak bilinen dort alt
tiiri mevcuttur. (Perez vd., 2011; Odamaki vd., 2011).

Lactococcus cinsileri arasinda L. lactis tiirii ¢ig siitte ve fermente siit tiriinlerinde
en fazla bulunan LAB’dir. Bu nedenle bu bakteriler endiistriyel islemlerde
probiyotikler ve starter kiiltiirler olarak yogun bir sekilde kullanilmakta ve
peynirlerin olgunlasmasinda rol oynamaktadirlar (Kimoto vd., 2010; Yonezawa
vd., 2010; Odamaki vd., 2011). L. lactis tirtinin gida fermentasyonlarinda
kullanilmayan tek bir iiyesi vardir, o da laktoz fermentasyon yetenegi olmayan L.
lactis subsp. hordniae’dir. Siit bu bakterinin gelisimi bakimindan ¢ok fakirken L.
lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris gelisimi bakimindan zengindir
(Klijn vd., 1995; Nomura vd., 1999).

L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris suslar1 basta peynir imalatinda
olmak iizere bircok mandira {riiniiniin kiiltiire edilmesinde genis Olgiide
kullanilmaktadir. Bu suslar, lrettikleri asit miktar1 ve liretim sikligi, bakteri ve faj
enfeksiyonlarina karsi  gosterdikleri  direnglilik, raf Omriiniin ve gida
giivenilirliginin arttirilmasi, siitin temel proteini olan kazeini parcalayabilme
yetenekleri, imal edilen {irline aroma, lezzet, kivam &zelliklerinin kazandirilmasi
gibi endiistriyel a¢idan sahip olduklar1 6nemli birgok ayricaliklar sayesinde diger



bakteri suglarindan ayrilmaktadir (Tanskanen vd., 1990). L. lactis subsp. cremoris
susunun siit icerisindeki gelisimi daha iyi oldugu i¢in ve kendilerine 6zgli aroma
profilleri var oldugu i¢in bazi peynirlerin iiretimlerinde 6zellikle starter kiiltiir
olarak tercih edildikleri bilinmektedir (Salama vd., 1993; Urbach vd., 1997;
Fernandez vd., 2011).

Diinya g¢apmda, her yil yiiz milyon tondan fazla siit starter olarak L. lactis’in
kullanimiyla fermente siit iirlinlerine donistiiriilmektedir. Bu durum s6z konusu
mikroorganizmalarin endiistriyel ve dolayisiyla ekonomik 6nemini yansitmaktadir
(Parente ve Cogan, 2004; Fernandez vd., 2011).

1.1.3. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Temel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri arasinda yer alan laktobasiller ¢ubuk ya da kokkobasil
seklinde gozlenirler, Gram pozitiftirler ve spor olusturmazlar, kompleks beslenme
gereksinimleri vardir (karbonhidratlar, amino asitler, peptitler, yag asidi esterleri,
tuzlar, niikleik asit tiirevleri ve vitaminler). Oksijeni kullanma o6zelligine gore
mikroaerofilik ya da anaerobturlar ve %5 karbondioksitli ortamda gelisme
gosterebilirler. Bazi suslarinda pseudo-katalaz olustugu goriilse de genellikle
katalaz ve oksidaz negatif olarak bilinirler. Glikozu karbon kaynagi olarak
kullanan laktobasiller ya homofermantatif ya da heterofermantatiftirler. Genellikle
DNA’larindaki G+C oran1 % 50’den daha azdir (Stiles and Holzapfel 1997;
Hammes ve Vogel, 1995).

Laktobasiller, dogada karbonhidrat iceren substratlarin zengin bir sekilde elde
edilebilecegi ortamlarda yani hemen hemen her yerde bulunabilirler. Bu cinse ait
tirler gidalar (siit riinleri, fermente et, eksi hamurlar, sebzeler, meyveler ve
icecekler), insan ve hayvanlarin mukozal membranlari, bitkilerin ya da bitkisel
materyallerin {izeri, giibreler, lagim pisligi gibi c¢ok genis bir habitatta
bulunabilmektedirler (Hammes and Vogel, 1995; Felis ve Dellaglio, 2007).

Laktobacillus cinsi, tiirlerin gelisim sicakliklarina ve homofermentatif ya da
heterofermentatif olmalarina gore, Thermobacterium, Streptobacterium ve
Betabacterium olmak iizere 3 farkli gruba ayrilmaktadir (Pot, 1994; Hammes ve
Vogel, 1995). Laktobasiller de diger LAB gibi Firmicutes subesi, Bacilli smnifi,
Lactobacillales takimi igerisinde yer alir. Lactobacillaceae ailesine ait olan bu
cinsin ¢ok sayida tiirii vardir. Ik kez Beijerinck (1901) tarafindan tanimlanan bu
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cins sonradan fenotipik 6zelliklerine gore gruplandirilmistir. Molekiiler biyoloji
tekniklerinin gelismesi ile Lactobacillus cinsi yeniden diizenlenmistir ve 16S
rRNA analizlerine dayanarak yeniden gruplandirilmis ve bir¢ok diizeltme
yapilmistir (Collins vd., 1991). Ayrica molekiiler analizler pek c¢ok yeni tiiriin
tamimlanmasim da saglamustir. Ornegin; fermente siit iiriinlerinden izole edilen L.
rennini sp. nov. (Chenoll vd., 2006) ve L. cypricasei sp. nov. (Lawson vd.,2001).
44 Lactobacillus tiirii ve 11 alttiirii 1984 yilinda (Kandler ve Weiss, 1986), 88 tiir
ve 15 alttiir 2003 yilinda (Coeuret vd., 2003), 135 tiir ve 27 alttiir ise 2007 y1linin
Ocak ayinda tanimlanmustir (Bernardeau vd., 2008).

Lactobasillus tiirleri gida ve yem tretimindeki 6nemli rolleri ve bazi suslarmin
probiyotik o&zellikler sergilemesi nedeni ile gida mikrobiyolojisi ve insan
beslenmesinde yer alan en onemli taksonlardan bazilaridir (Felis ve Dellaglio,
2007). Ayrica bakteriyosin {iretme yetenekleri ile gidalarda istenmeyen
mikroorganizmalara karsi koruma sagladiklar1 pek ¢ok calisma ile goriilmiistiir.
Ornegin; L. gasseri K7 susunun sekiz haftalik iiretim siirecinde, peynirde
Clostridium tyrobutyricum akibetini ve biitirik asit olusumunu azalttigi
goriilmiistiir (Bogovic Matijasic vd.,2007).

1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Onemi

Fermente gida iiriinlerinden izole edilen laktik asit bakterileri; gerek starter kiiltiir
olarak kullanilarak fermente iiriinlerde tat, koku gibi organoleptik adi verilen
ozelliklerin kazandirilmasi gerekse bakteriyosin gibi gidalarda bozulmaya neden
olan bakterilerin gelisimini engelleyen antimikrobiyal madde iiretim yetenekleri

ile gida endiistrisi i¢in biiylik 6neme sahiptirler.

Laktik asit bakterileri (LAB) kavrami 1900’li yillarin baglarinda ortaya atilmis ve
19. yiizyilin ikinci yarist boyunca sistematik bilimi ve teknik gelisimlere de
onciiliik etmistir. Gida kaynakli LAB’nin birbirleriyle olan etkilesimlerinin bilim
insanlarmin  dikkatini ¢ekmesi 1857  yilinda, Pasteur’un laktik asit
fermentasyonuna onemli katkilariyla sonug¢lanmis ve bunu 1873 yilinda Lister
tarafindan ilk saf bakteri kiiltiiriiniin (Bacterium lactis) izolasyonu takip ettmistir.
Peynir ve eksi siit dretiminde starter kiltirlerin kullanilmasi 1890 yilinda
Almanya’nin Kiel sehrinde Weigmann, Kopenhag’da ise Storch tarafindan
neredeyse es zamanli olarak One sirilmiigtir. Bu c¢aligmalar gida
fermentasyonunda sanayilesmenin yolunu agmustir (Stiles ve Holzapfel 1997).
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Giintimiizde LAB fermente siit tirtinlerinin, etlerin ve sebzelerin biyo¢evriminde
temel gorevi tstlenen ve gida endistrisinde iirlin kalitesini  arttiran
organizmalardir. Bu bakterilerin, tarih boyunca kokeninde tarimcilik olan
neredeyse tiim toplumlarda yiyecek ve igeceklerin yapiminda kulanildigt
bilinmektedir (Miller ve Wetterstrom, 2000), kahve, konserve, hayvan yemi,
kakao, hamur mayasi ve ¢ok sayida dogal yiyecegin fermentasyon yolu ile
tiretilmesinde kritik onem tagidiklar1 da birgok kaynakta belirtilmistir (Wood,
1998; Makarova vd., 2006).

Siit endiistrisinde LAB peynir, tereyagi ve lor peyniri gibi fermente siit {irlinlerinin
glinliik imalatinda kullanilirlar (Klinj vd., 1995). Peynir gibi ev yapimi fermente
st drinleri, yaklagik 8.000-10.000 yildir insanlar tarafindan tiiketilmektedir.
Ancak siit fermentasyonu 20. yiizyila kadar dogal siireci ile devam etmistir. Laktik
asit bakterilerinin kesfi ve karacterizasyonu ile siit fermentasyonuna bakis agisi
degismistir. Son elli yil icerisinde laktik asit bakterilerinin genetigi, biyokimyasi
ve fizyolojisi hakkindaki arastirmalarin gelismesi en iyi starter Kkiiltiirlerin
secilmesini saglamistir ve boylece kaliteli ve giivenli fermente siit trtinlerinin
uretimi gergeklesmistir (Botinavd., 2006). Gidalarda iiriiniin duyusal 6zelliklerini
degistiren, patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu ve/veya raf Omriiniin
uzatilmasini  saglayan antagonistik kiiltiirler, koruyucu kiltiirler olarak
adlandirilmaktadir. Gidalarda giivenli olarak kabul edilen LAB koruyucu kiiltiirler
olarak kullanilirlar. LAB gidalarda zararli mikroorganizmalarin inhibisyonunu
saglamalar1 ve organik asit, hidrojen peroksit, antimikrobiyal enzimler, reuterin ve
bakteriyosinler gibi bir veya daha fazla antimikrobiyal metabolitler iiretme
yetenekleri ile antagonistik 6zellige sahiptirler (Holzapfel vd., 1995; Delieghere
vd., 2004).

1.3. Bakteriyosinler, Genel Ozellikleri ve Simiflandiriimasi

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen peptit ya da
protein yapisindaki bilesiklerdir ve genellikle iiretici susa yakin akraba tiirlere
kars1 antimikrobiyel etki gosterirler (Kurt ve Zorba, 2005). Bakteriyosinler, iiretici
hiicreler {izerinde Oldiiriicii etki yapmayan ve genellikle dar etki spektrumuna
sahip, protein dogasindaki antagonistik maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Bakteriyosinler, benzer aktivite Ozelliklerinden dolay1, bircok kaynakta
antibiyotiklerle karigtirllmaktadir. Bakteriyosinleri antibiyotiklerden ayiran pek
cok fark olmakla birlikte, temel kistas, antibiyotiklere nazaran ¢ok daha dar bir
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etki spektrumuna sahip olmalaridir (Riley ve Wertz, 2002). Basta Lactobacillus
olmak tizere Lactococcus, Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, Pediococcus,
Leuconostoc cinsi bakterilere ait pek ¢ok tiir bakteriyosin liretme yetenegine
sahiptir.

Bakteriyosinlerin taksonomik olarak {iretici susa yakin tiirler de dahil olmak tizere
bircok gida patojeni ve bozulma etmeni olan bakteri tiirli lizerinde inaktivasyon
etkileri olmasma ragmen bu maddelerin iiretici sus {izerinde oOldiriicii etkileri
yoktur. Bir¢ok durumda, bakteriyosin kodlayan gen kiimesi, ayn1 zamanda kendi
kendini 6ldiirmeyi 6nlemek igin, bir veya daha fazla bagisiklik proteinleri igerir.
Bagisiklik proteini bakteriyosinin membrana adsorbsiyonunu O6nleyebilir.
Membrana adsorbe olan bakteriyosini dig ortama geri gonderebilir ya da
bakteriyosini hiicre i¢ine alarak parcgalayabilir (Bizani vd., 2008).

Baz1 bakteriyosinler hiicre inhibisyonunu saglamak i¢in spesifik ya da spesifik
olmayan molekiillere tutunurlar. Ornegin nisin, peptidoglikan alt {initelerini
tastyan esas molekiil olan Lipid II’ye baglanabilir. Bu durumda sitoplazmadan
hiicre duvarina peptidoglikan alt {initeleri tasinamaz ve hiicre duvar sentezi dogru
sekilde gerceklesemez. Bunun sonucunda hiicre Oliir. Daha da Onemlisi
bakteriyosinler Lipid II’yi tanima molekiilii olarak kullanip membrana
yerlesebilirler, bdylece membranda por olusturmaya baglayarak hizli hiicre
Olimiine neden olurlar. Lacticin 3147 gibi baz1 bakteriyosinler bu etki
mekanizmalarindan her ikisine de sahipken, mersasidin sadece Lipid II’ye
baglanma aktivitesine sahiptir, por olusturmaz. Genelde Sinif II peptidler amfifilik
heliks yapidadir, bu sayede hedef hiicrenin membranmna yerlesebilirler,
depolarizasyona ve hiicre 6limiine neden olurlar. Biiyiik bakteriyolitik proteinler,
ornegin lizostafin, dogrudan Gram pozitif hedef hiicrelerin hiicre duvarina etki
ederek, hiicrelerin pargalanmasina ve dliimiine yol agar (Cotter vd., 2005).

Inaktive edebildikleri duyarli bakterilerin sitoplazmik membranma etki eden,
hiicre memraninda porlar olusmasina sebep olan bakteriyosinler membran
gecirgenligini degistirirler. Buna bagli olarak hedef hiicreden K* iyonu ve ATP
bilesiklerinin sizmasina sebep olurlar. Bunun sonucunda transmembran potansiyeli
ve pH gradiyentinin kismen ya da tamamen yok olmasi ile proton itici giic (PMF)
ortadan kalkar. PMF, hiicre i¢inde iyonlarin ve metabolitlerin birikmesi ile ATP
sentezi gibi sitoplazmik membranda enerjiye bagli birgok hayati islemleri
yiiriitmektedir. Dolayisiyla PMF’nin yok olmasi ya da bozulmasi ATP’nin
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kaybina, besin maddelerinin aktif transportla taginamamasina, hiicre i¢i pH
degerinin korunmasimi saglayan K* ve kofaktér olarak rol oynayan Mg?*
iyonlarinin hiicre disgina akisina ve duyarli bakterilerin enerji kaynaklarinin
tiikenmesine yol acar. Buna paralel olarak bakteriyosinler DNA, RNA ve protein
gibi makromolekiillerin sentezini azaltarak bakterilerin inhibisyonuna ve dliimiine
neden olmaktadirlar (Bauer ve Dicks, 2005).

Bakteriyosinler —ribozomal olarak  sentezlenmektedir. Ancak simf I
bakteriyosinlerin aktif formunun olusmasi i¢in post-translasyonel modifikasyona
ugramalar1 gerekmektedir. Bakteriyosin iiretimini kodlayan genler kromozom,
plazmid ya da tranzpozonlar {izerinde yer alabilir. Operonda bakteriyosinin yapisal
geni, bagisiklik proteini geni, bakteriyosinin olgunlasmasi, islenmesi, tasinmasi ve
regiilasyonunu saglayan genler bulunmaktadir. Cogu bakteriyosinin yapisal genleri
operona benzer bir yapi gosterir (Klaenhammer, 1993). Gram pozitif bakteriler
tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin sentezlenebilmesi i¢in dort farkli gene ihtiyag
vardir: (I) prepeptidi kodlayan yapisal gen, (II) immiinite geni, (III) ABC tasiyicisi
kodlayan gen ve (IV) bakteriyosinin digar1 taginmasinda gerekli olan aksesuar
proteinini kodlayan gen (Garneu vd., 2002; Chen ve Hoover, 2003).

Bakteriyosinler, yapisal genler tarafindan prepeptit olarak kodlanmaktadirlar. Bu
peptit, bir N-terminal uzantisi ve ya lider dizisiyle baglayan olgun bakteriyosinin
on maddesidir. Prebakteriyosinler biyolojik olarak inaktif olup N-terminalinde
lider peptit ve C-terminalinde propeptit igermektedirler. Propeptit domain lider
peptidin proteolitik par¢alanmasindan sonra aktiflesir. Ardindan modifikasyon

islemlerine ugrar ve olgun bakteriyosine doniisiir.

Bir bakteriyel iiriiniin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi i¢in biyolojik yonden
aktif bir proteine sahip olmasi, bakterisit etki gostermesi, dar bir inhibisyon
spektrumuna sahip olmasi, spesifik hiicre reseptorlerine tutunmasi, iiretimin ve
konake¢1 hiicre bagisikliliginin plazmid kokenli genetik determinantlara bagh
olmasi, tretimin lethal biyosentez yoluyla gerceklesmesi gereklidir.
Bakteriyosinlerin ¢esitli smiflart belirli bir antibakteriyel etkinlik, oligomerler,
protein boyutu, seker kisimlarin varligi, pozitif yiiklii amino asitler ve aksiyon
modu varhigimin olusumu, post-translasyonel modifikasyonlarin dogasi gibi

ozelliklere gore tanimlanmustir.
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Klaenhammer (1993), Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinleri
dort farklt grup altinda smiflandirmistir. Siif I bakteriyosinler, lantibiyotikler
olarak da adlandirilirlar ve translasyondan sonra degisiklige ugrayarak (post-
translational modification) aktif hale gecen ve dehidre kisimlar (dehidroalanin,
dehidrobutirin), lantionin ve B-metillantionin igeren kiigiik peptidlerdir (Deraz vd.,
2005).

Smuf II bakteriyosinler 1s1ya dayanikli, diisiik molekiil agirligina sahip, membran-
aktif peptidlerdir. Sinif III iyesi bakteriyosinler ise molekiil agirliklart biiyiik,
1siya dayanikli olmayan grubu olustururken, Sinif IV grubunda yer alanlar,
aktiviteleri i¢in protein olmayan bir kisma (6rn: karbohidrat, lipid) gereksinim
duyan kompleks bakteriyosinlerdir.

Jack vd. (1995), bakteriyosinlerin siniflandirilmasinda ve aktivite spektrumlarinda
disiilfid ve monosiilfid (lantionine) baglarin temel olusturdugunu belirtmislerdir.
Buna gore bakteriyosinler, dort grup altinda smiflandinlmistir. Ik simif,
dehidroalanin,  dehidrobiitiirin,  lantionin ~ veya  B-metillantionin  gibi
posttranslasyonal olarak modifiye olmus aminoasitler iceren antibiyotikler yani
lantibiyotiklerdir. ikinci grup ise, aktivite gosterebilmek igin en azindan bir
disiilfid kopriisiine ihtiyag duyan cystibiyotiklerdir. Antibiyotigin aktivitesi igin
indirgenmis formda tek bir —SH rezidiisii igeren thiolbiotikler ise 3. grubu
olusturur. Son grupta ise, sistein kisim igermeyen antibiyotikler yer alir (Jack vd.,
1995).

Cotter vd. (2005), yayinladiklart makalede bu siniflandirma sistemi igin diizeltme
onermislerdir (Cizelge 2.1.). Onerilen diizeltilmis smiflandirmaya gore,
bakteriyosinler baslica iki farkli kategori altinda smiflandirilmislardir. Siif I
lantionin  igeren  Lantibiyotikler; Smuf II ise Lantionin igermeyen
bakteriyosinlerdir. Onceki simiflandirma sisteminde Smif III olarak bilinen, biiyiik,
1stya dayaniksiz, miirein hidrolazlar ise “Bakteriyolizinler” olarak ayrica
siniflandirilmiglardir. Klaenhammer’in siniflandirmasinda IV. Grupta yer alan
bakteriyosinler ise aktivite i¢in peptid olmayan bir kisma ihtiyag duyan
bakteriyosinlere ayrilmigtir. Fakat giiniimiizde, bu tiir bir bakteriyosinle ilgili
heniiz inandiric1 ve kesin bilgiler olmadigi i¢in 6nerilen yeni siniflandirmaya dahil
edilmemislerdir.  Kemperman vd. (2003), halkasal yapidaki LAB
bakteriyosinlerinin Smif V  bakteriyosinler olarak gruplandirilmasini; Cotter vd.
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ise bu grubun da Smif II kategorisine dahil olabilecegini énermislerdir (Cotter vd.,
2005).

Cizelge 2.1. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi

SINIF 1 SINIF 11 BAKTERIYOLIZINLER
Lantionin iceren Lantionin icermeyen Bakteriyosin olmayan litik
- N
bakteriyosinler/ bakteriyosinler proteinler
Lantibiyotikler
Hem tek hem de iki Heterojen kiigiik peptid Biiyiik, 1s1ya dayaniksiz
peptidli grubu: Pediosin benzeri proteinler, genellikle miirein
lantibiyotikler; (alt simif a hidrolazlar
11 alt simf bakteriyosinler), Lizostafin, enterolisin A
Onerilmistir. iki-peptidli (alt stif b **Bu gruba dahil olan iiyeler
s g N artik  bakteriyosin olarak
Tek peptidli: Nisin, bakteriyosinler), diistiniilmemektedir.
mersacidin, Halkasal (alt sinif ¢
Laktisin 481 bakteriyosinler,
iki peptidli: Laktisin | Onceden Sinif V olarak
3147, .
bilinenler),
sitolizin

Pediosin olmayan tek,
linear peptidler (altsinif d)
Simif Ila: Pediosin PAL,
Leukosin A;

Simf IIb: Laktasin F;
Smuf Ilc: Enterosin
AS48, Reuterisin 6;

Simf IId: Laktokokkin A,
Divergisin A

Bir bakteriyosinin tanimlanmasi i¢in diger bakterilerin gelisiminin inhibisyonuna
neden olan iretici susun kapsamli testlerden gegirilerek biyolojik aktivitesinin
belirlenmesi  klasik tamimlama yoludur. Bunun diginda bakteriyosinler,
bakteriyosinlerin ve onlarin biyosentetik kiimelerinin tanimlanmasim saglayan bir
web tabanli yazilim araciyla da tanimlanabilir. BAGEL, yeni bakteriyosin gen
kiimelerinin tamimlanmas i¢in ilk tam otomatik ve ¢ok hizli bir web tabanh
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yazilim aracidir (De Jong vd., 2006). 21 Ocak 2013 tarihinde yapilan son
giincellemeye gore sinif I bakteriyosinler 160, simif 11 bakteriyosinler 236, sinif 111
bakteriyolizinler ise 93 iiyeden olusur. Bu bakteriyosinler arasinda Lactococcus
lactis subsp. lactis tarafindan firetilen nisin en iyi bilinen ve en iyi karakterize
edilmis olandir.

Nisin genis spektrumda antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi, gida koruyucusu
olarak uzun yillar giivenle kullanilmig olmasi gibi olumlu 6zellikleri nedeni ile ti-
cari ve eckonomik alanda biiyiik oneme sahiptir. Nisinin insanlar tarafindan
tilkketiminin giivenli oldugu 1962 yilinda yapilan toksitite testleri ile belirlenmistir.
Bu bakteriyosin koruyucu katki maddesi olarak ilk kez krem peynirde
kullanilmistir. Gilinlimiizde 47 {ilke tarafindan gilivenli gida koruyucusu olarak
kabul edilerek kullanilmaktadir. Nisaplin (Nisin A) 1962-1965 yillar1 arasinda
gelistirilen, nisinin ilk ticari ekstraktidir (Thomas ve Delves, 2005). Etki
spektrumu diger bircok bakteriyosine kiyasla daha genis olup, asidik gidalarda ve
Gram pozitif mikroorganizmalar {izerinde oldukga aktiftirler. Nisin Gram negatif
mikroorganizmalara karsi Gram pozitif mikroorganizmlara karsi oldugu kadar
basaril bir aktiviteye sahip degildir.

Gram negatif patojenlerin de varlig1 diistiniildiigiinde sadece nisin kullanimiyla
gida giivenligi tam anlamiyla saglanamamaktadir. Bu nedenle nisinle birlikte diger
gida koruyucu katkilarin veya proseslerin kullanilmasi gerekmektedir. Gram
negatif bakterilerin dig zarlarinin biitiinliigii bozuldugunda bakteriyosinlere karst
oldukca hassasiyet gostermektedirler. Bu nedenle nisinle beraber hiicre zarmi
bozabilecek trisodyum fosfat veya EDTA gibi celatlarin kullanilmasinin
inhibisyon etkisi yapabilecegi bildirilmektedir (Phillips ve Duggan, 2001)
Ornegin EDTA, Gram negatif mikroorganizmanm lipopolisakkarit kisminda Mg

‘u baglayarak dis zarn yapisini bozup, nisinin sitoplazmik zara ulagmasini
saglamaktadir (Abee vd., 1995). Nisinle birlikte sodyum klorid (Pawar vd., 2000),
sarimsak ekstrakti (Singh vd., 2001), potasyum sorbat, baz1 organik asitler (Frang
ve Tsai, 2003), sodyum sitrat ve sodyum laktat (Long ve Phillips, 2003), kitosan
ve tirevleri (Lee vd., 2004) gibi bircok katkinin kullanimiyla nisinin
antimikrobiyal etkisinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica nisinin etkisini artirmak
icin koruyucu katkilarm yanisira yiiksek basing ve yliksek voltaj elektrik alan
pulslarinin  (PEF) uygulanmasi énemli katki saglamistir. Ornegin 100 IU/ml
nisinle birlikte 155-400 MPa basing uygulamasinin Escherichia coli, Salmonella
enteridis, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Pseudomonas fluorescens ve
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Staphylococcus aureus’ u inaktive ettigi saptanmigtir (Masschalk vd., 2001).
Nisinle PEF’in etkisinin arastirildigt calismalarda ise, 10, 100 IU/ml nisinle
birlikte farkli seviyelerde (30, 40, 50 kV/cm) PEF uygulamasinin, yagsiz siit ve
stvi yumurtada L. innocua’ nin inaktivasyonunu artirdigr tespit edilmistir
(Calderon-Miranda vd., 1999).

Nisinin gidalarin korunmasinda uygulanan kullanim sekillerinden birisi de gida
yiizeyine uygulanan filmlerde kullanimidir. Bu tiir antimikrobiyal biyofilmler,
temas ettikleri gida ylizeyinde mikrobiyal gelisimi etkileyebilmektedir. Nisin,
kullanildigi biyofilmlerden gida yiizeyine belli oranlarda gegerek, yilizeyde
mikrobiyal gelisimi engelleyebilmektedir (Kumar ve Anand, 1998). Nisin, protein
yapisindaki biyofilmlerin polimer yapisina dogrudan katilarak veya polietilen
materyallerin polimer yapisinin yiizeyine adsorblanarak kullanilabildigi gibi, farkli
sekillerde de kullanilabilmektedir (Kurt ve Zorba, 2005).

Bakteriyosinlerin gida endistrisindeki kullanim alanlar1 ile Onemleri arttikca
aragtirmacilarin dikkatleri iiretici suslarin genetik materyalleri iizerine toplanmis
ve genis bir sekilde ele alinmistir. Bakteriyosin proteinlerinin etki mekanizmalari,
bunlar1 kodlayan gen kiimeleri, biyosentezi, regiilasyon sistemlerinin tamamen
aydinlatilmasi igin birgok ¢alisgma bulunmakta ve yeni bakteriyosin ¢esitlerinin
tespit edilebilmesi igin ¢aligmalar devam etmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda gida giivenliginde bakteriyosin kullanimi 6neminin artmasiyla bu
konuda yapilan ¢alismalar da artmis ve biiyiik 6nem kazanmustir.

Macwana ve Muriana (2012) dogal gida koruyucusu ve mikrobiyal inhibitorler
olan bakteriyosin iretici LAB’nde bakteriyosin iiretiminden sorumlu yapisal
genlerin tespiti igin PCR metodunu kullanmiglardir. Amplifikasyon sonucu elde
edilen sekans bilgileri GenBank’ta bulunan sekanslar ile karsilagtirilmistir.
Lactobacillus, Lactococcus ve Pediococcus tiirlerinden bakteriyosin yapisal
genlerinin amplifikasyonu basar ile gergeklesmistir. Bu ¢alisma bir mikroplate
yontemi kullanilarak bakteriyosin iireten LAB arasindaki bakteriyosin yapisal
genlerinin tanimlanmasi ve sekanslanmasi i¢in hizli bir yaklagim saglamistir.

2011 yilinda Mohankumar ve Murugalantha manda, ke¢i ve inek gibi hayvanlarin
¢ig sitinden bakteriyosin ireten Lactobacillus tiirlerini izole ederek
antimikrobiyal aktiviteyi belirlemeyi ve bakteriyosin karakterizasyonunu
amaglayan bir ¢aligma yapmustir. 50’si inek siitiinden, 22’si manda siitiinden ve
28’1 kegi siitinden 100 bakteri izole edilmis ve fenotipik Ozelliklerine gore
Lactobacilli olarak tanimlanmustir. Bakteriyosin iireten organizmalar agar spot
testi ile taranmigtir. Daha sonrasinda bakteriyosin {iretimi goriilen 10 tiir indikator
organizmalara karsi ve patojen organizmalara karsi agar kuyu difiizyon testi ile
analiz edilmistir. Sonug¢ olarak, Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Klebsiella pnuemoniae ve Proteusvulgaris’in Lactobacilli
izolatlar: tarafindan inhibe edildigi gorilmiistiir.

2009 yilinda Nawaz vd. giiniimiizde metisilin direngli bakteriyel enfeksiyonlarda
antibiyotik se¢imi zorlu hale geldigi i¢cin farkl: stratejiler gelistirilmesi gerektiginin
altin1 ¢izerek, metisilin direngli bakterilere karsi bakteriyosin {ireten bakterilerin
etkisini arastirmislardir. Cesitli dogal ortamlardan elde edilmis olan ve
bakteriyosin iireticisi oldugu diigiiniilen izolatlarin biyokimyasal O6zelliklerine
bakilarak Lactobacillus fermentum oldugu anlasilmistir. Sonu¢ olarak da 50
izolattan sadece 1 tanesi MRSAya karsi inhibisyon etkisi gostermistir. Bu ¢aligma
ile L. fermentum’un MRSA'ya karsi etkili bakteriyosin iretimi igin
kullanilabilecegi anlagilmisgtir.
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2009 yilinda Awaisheh ve Ibrahim yaptiklar ¢alismada yenmeye hazir vakumlu
paketlerde bulunan et {irtinlerinde (RTE-VPMP) farkli kaynaklardan izole edilen
LAB’nin antibakteriyel aktivitesini taramayr amag¢lamiglardir. Caligmada
kullanilan LAB insan, fermente sebzeler, RTE-VPMP ve giinliik siit drneklerinden
izole edilmistir. Bu izolatlar Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyal aktiviteleri igin
agar spot test teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. 6 LAB 6rnegi patojen tiirlere
karsi inhibisyon etkisi gdstermistir. Bakteriyosin iiretimini teyit etmek icin bu
izolatlarin hiicre igermeyen siipernatantlart (cell-free supernatant) farkli patojen
suslara kars1 taranmistir ve 6 izolat da patojen suslara kars: etkili olmustur. Insan
kaynaklt olan LAB izolatlarmin diger LAB izolatlarina gore daha yiiksek
antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak bu ¢alisma ile
LAB’nin gida kaynakli patojenlere karsi etkili olabilecegi ve RTE-VPMP
iiretiminde dogal biyokoruyucular olarak kullanilabilecegi anlagilmustir.

Anas vd. (2008) patojen mikroorganizmlara karsi LAB tarafindan diretilen
antimikrobiyal maddelerin tespiti amaciyla mikrobiyolojik ve biyokimyasal
yontemleri kullanmislardir. Calismada Bati Cezayir’de ¢ig kegi siitiinden izole
edilen LAB’nden 8 izolat belirlenmistir. Bu tiirlerden bir tanesinin (L. plantarum)
S. aureus’un gelisimini azalttig goriilmiistiir.

Elotmani vd. (2008) Fas geleneksel fermente siitiinden aldiklar1 74 6rnekte anti-L.
monocytogenes aktivitesi arastirmiglardir. Antilisterial aktiviteye sahip 9 LAB
isole edilmistir ve L. lactis (4), E. faecium (4) ve E. faecalis (1) olarak
tanimlanmigtir. Yapilan testler sonucunda Lactococcin R9/2 ve R10/1 en genis
inhibitér etkiyi gostermistir. Enterocin R69’un Listeria spp. inaktivasyon
Ozelligine sahip oldugu bilinirken enterocin R18 bakteriyosini daha genis bir
aktivite gostermistir. Sonug olarak L. Lactis R9/2 ve E. faecalis R18 30°C’de 24
saatte sterilize UHT siitiin koagiilasyonunu ve L. monocytogenes ATCC 15313
populasyonunda 2 log azalmayi saglayabildigi goriilmiistiir.

Oliveira vd. (2008) caligmalarinda vakumlu ambalajlarla paketlenmis olan sigir
etinden LAB izole ederek onlarin antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmeyi
amaglamigslardir. 200 adet izolat segilerek 5 tane ATCC referans Lactobacillus tiirii
tizerindeki inhibitdr etkisi igin taranmistir. Agar spot test sonucunda 36 izolat
indikator suslarin en az ikisine aktivite gOstermistir. Agar difiizyon testinde ise,
hidrojen peroksit ve organik asitlerin etkilerini elemine eden sartlar altinda, sadece
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6 CFS’nin antimikrobiyal etkisi goriilmiistiir. L. acidophilus’a kars1 LAB’nin ¢ogu
tarafindan tretilen antagonistik faktorler, genis bir pH araligi (4,0-9,0) boyunca
1s1l igleme (100°C 10dk.) direngli ve kararli olmuglardir. Sonugta bu ¢aligma bu
izolatlarin et iirlinleri i¢in uzun bir raf omrii hedefleyen umut verici ve yliksek
giivenlikli olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Knoll vd. (2008) enoloji (sarap, sarap yapimi bilimi) kokenli LAB’ni bakteriyosin
kodlayan genler icin genetik olarak taramislardir. Bu c¢alismada alkollii ve
melolaktik fermentasyon sirasinda Giiney Afrika kirmizi sarabindan izole edilen
330 LAB ve 9 ticari melolaktik bakteri starter kiiltiirleri antimikrobiyal aktivite
icin taranmugtir. Tiim taranan izolatlardan L. plantarum, L. paracasei, L. hilgardii
ve Oenococcus oeni tiirlerine ait 26 sus indikator suslara Kkarsi aktivite
gostermigtir. PCR bazli bir tarama se¢ilmis olan 5 L. plantarum susunda plIn-A,
pIn-EF, pIn-J ve pIn-K genlerinin varhigini ortaya c¢ikarmistir. Ayrica, L.
plantarum ve E. faecalis ile bir ko-kiiltiirii deneyi gergeklestirilmistir. E.
faecalis’in gelisimi 72 saat iginde Onlenmistir. O. onei’nin genomunda dort
bakteriyosin kodlayan gen tamimlanmis ve sekanslamustir. O. onei PSU-1
genomunun in silico analizinde BAGEL web sunucusu kullanilmistir. Bu ¢alisma
farkli O. oeni sarap izolatlarinda bakteriyosin kodlayan genlerin belirlenmesi

tizerine ilk rapor olmusgtur.

Ponce vd. (2008) LAB tarafindan iiretilen bakteriyosin benzeri maddelerin
karakterizasyonu i¢in yaprakli sebzelerden elde edilen LAB izolatlarini
kullanmiglardir. Bu calismada 45 LAB tiiriiniin taksonomik olarak kendilerine
yakin olan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri aragtirilmistir. Ayrica
secilen LAB PCR yontemiyle genetik olarak tanimlanmislardir (Enterococcus
faecium, Lactococcus lactis, Enterococcus hirae ve Enterococcus canis). Agar
kuyu difiizyon testi sonucunda bakteriyosin benzeri maddelerin secilmis olan
Gram pozitif ve Gram negatif gida kaynakli patojenlere (Listeria monocytogenes,
Escherichia coli) kars1 aktif oldugu goriilmiistiir. Daha sonra bu antimikrobiyal
etki proteaz ilavesi ile inaktive edilmistir, boylece inhibisyonun sebebi olan
antibakteriyel maddenin protein yapida oldugu teyit edilmistir. Bu sonuglar
antibakteriyel etkiye sahip olan 4 LAB tiiriinlin minimum islenmis sebze
iiretiminde biyokoruyucu olarak kullanilabilecegini gostermistir.

2004 yilinda Savadogo vd. Burkina Faso fermente siitiinden izole edilen ve
bakteriyosin iireten 8 LAB izolatinin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmuslardir.
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Izole edilen bakteriyosin Enterococcus faecalis 103907 CIP, Bacillus cereus
13569 LMG, Stapylococcus aureus ATCC 25293, Escherichia coli 105182 CIP
suslarma kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Gram-pozitif indikator
bakterilerin tiimii inhibe olmustur. Proteolitik enzimlerle (a-Kimotripsin, tripsini
pepsin) muamele edildiginde bakteriyosin aktivitesi kaybolmustur, oysa ki lipaz,
katalaz ve a-amilaz bakteriyosin aktivitesini etkilememistir.

Ozdemir vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada Tiirk fermente sucugundan izole
edilen laktobasil tiirlerinin S. aureus ve L. monocytogenes ‘e karsi agar spot test ve
agar kuyu difiizyon testine gore antibakteriyel etkileri saptanmistir. Sonug olarak
laktobasil tiirlerinin antibakteriyel etkilerinin dncelikle kullanilan metotlara ve test
edilen laktobasil tiirlerine gore farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Fermente sucuk
tiretiminde L. monocytogenes ve S. aureus’un gelisiminin kontrol altina alimmasi
icin bakteriyosin ve/veya bakteriyosin benzeri metabolit olusturan laktobasillerin,
gerekli testleri yapildiktan sonra starter kiiltiir olarak kullanilmasi dnerilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullamlan Laktik Asit Bakterileri

Bu c¢alismada materyal olarak Melihcan OZTEBER’in Yiiksek Lisans tez
caligmasi (2012, Aydin) sirasinda fermente siit iirlinlerinden izole edilmis ve 16S

rDNA gen bolgesi sekans analizi ile tanisi yapilmis olan 138 adet laktik asit

bakteri izolat1 kullanilmigtir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan LAB izolatlari, sayilar1 ve gelisim kosullari.

Laktik Asit Bakterileri Say1 Urem% Inkﬁ})asyon Besi Ortami
Sicakligi Siiresi
Brain Heart
Enterococcus durans 3 37°C 24 saat Infusion Agar
(BHI)
Enterococcus hirae 1 37°C 24 saat BHI
Enterococcus gallinarum 2 37°C 24 saat BHI
Enterococcus faecium 9 37°C 24 saat BHI
Enterococcus faecalis 4 37°C 24 saat BHI
Trypticase Soy
Lactococcus lactis 26 30°C 24 saat Yeast Extract
Agar (TSYE)
Man-Rogosa
Lactobacillus acidophilus 3 37°C 48 saat ShapeAgar
(MRS)
Lactobacillus alimentarius 2 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus brevis 1 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus casei 11 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus coryniformis 6 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus curvatus 5 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus delbrueckii 27 37°C 48 saat MRS
Lactobacillus diolivorans 1 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus fermentum 5 37°C 48 saat MRS
Lactobacillus gasseri 1 37°C 48 saat MRS
Lactobacillus kefiri 7 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus helveticus 2 37°C 48 saat MRS
Lactobacillus otakiensis 1 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus paracasei 5 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus plantarum 4 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus rhamnosus 9 37°C 48 saat MRS
Lactobacillus uvarum 1 30°C 48 saat MRS
Lactobacillus sp. 2 30°C 48 saat MRS
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3.1.2. Cahismada Kullamlan indikator Bakteriler

Caligmada kullanilan indikatér bakteriler ve gelisim kosullart c¢izelge 3,2°de

verilmistir.

Cizelge3.2. indikator bakteriler ve gelisim kosullari.

Indikator bakteriler Ureme Inkiibasyon Besi Ortami
Sicakligi Stiresi
Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22 55°C 24 saat Nutrient
Agar (NA)
Escherichia coli ATCC 35218 37°C 24 saat NA
Bacillus cereus ATCC 11778 30°C 24 saat BHI Agar
Listeria monocytogenes 37°C 24 saat BHI Agar
Listeria innocua DSM 20649 37°C 24 saat BHI Agar
Enterococcus faecalis ATCC 51299 37°C 24 saat BHI Agar
Micrococcus luteus ATCC 9341 30°C 24 saat BHI Agar
Lactococcus lactis DSMZ 20729 30°C 24 saat TSYE Agar
Lactobacillus plantarum DSMZ 20205 30°C 24 saat MRS Agar

3.1.3. Cahismada Kullamilan Besi Ortamlari
Trypticase Soy Yeast Extract Broth (TSYE Broth)
Triptik soy broth30,0 g/L

Maya ekstrakt13,0 g/L

Besiyeri icerigindeki maddeler tartildiktan sonra 1 litre distile su i¢inde ¢oziiliir ve
121 °C 'da 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

Bu besiyeri stok Lactococcus suslarinin aktiflestirilmesi igin kullanilmustir.
Trypticase Soy Yeast Extract Agar (TSYE Agar)

Triptik soy broth30 g/L

Maya ekstrakt1 3 g/L

Agar 15 g/L
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Bilesenler tartildiktan sonra 1 litre distile su i¢inde ¢6ziiliir. Bu besiyeri otoklavda
121°C 'da 15 dakika sterilize edilip steril petri kutularina dokiiliir.
Lactococcuslactis’in gelistirilmesinde kullanilmigtir.

Trypticase Soy Broth (TSB Broth), (Merck)
Kazein pepton 17,0 g/L

Soya pepton 3,0 g/L

D (+) Glukoz 2,5 g/L

Sodyum kloriir 5,0 g/L

Di-potasyum hidrojen fosfat 2,5 g/L

40,0 g besi yeri 1 litre distile suda ¢oziilir ve 121 °C 'da 15 dakika otoklavda
sterilize edilir. Lactococcus suslart igin kullanilan TSYE besiyerinin

hazirlanmasinda kullanilmaistir.

De Man-Rogosa SharpeBroth (MRS Broth), (Merck)
Kazein pepton 10,0 g/L

Et ziitii 10,0 g/L

Maya 06ziitii 4,0 g/L

D (+) glukoz 20,0 g/L

Di-potasyum hidrojen fosfat 2,0 g/L
Tween 80 1,0 g/L

Di-amonuyum hidrojen sitrat 2,0 g/L
Sodyum asetat 5,0 g/L

Magnezyum siilfat 0,2 g/L

Manganez siilfat 0,4 g/L
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52,2 g ortam 1 litre distile suda ¢oziiliir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. Stok
Lactobacillus suslariin aktiflestirilmesinde kullanilmistir.

De Man-Rogosa Sharpe Agar (MRS Agar), (Merck)
Kazein pepton 10,0 g/L

Et dziitii 10,0 g/L

Maya 6ziitii 4,0 g/L

D (+) glukoz 20,0 g/L

Di-potasyum hidrojen fosfat 2,0 g/L
Tween 80 1,0 g/L

Di-amonuyum hidrojen sitrat 2,0 g/L
Sodyum asetat 5,0 g/L

Magnezyum siilfat 0,2 g/L
Manganez siilfat 0,04 g/L

Agar-agar 14,0 g/L

66,2 g ortam 1 litre distile suda ¢6ziiliir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. 45
°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiliir. Lactobacillus suslarinin
geligtirilmesinde kullanilmugtir.

Brain Heart Infusion Broth (BHI Broth), (Merck)

Besin yiizeyi (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 g/L,
D(+) Glucose 2,0 g/L

NaCl 5,0 g/L

Na,HPO, 2,5 g/L
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37,0 g dehidre besiyeri 1 litre distile suda ¢oziiliir ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlanir. Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Listeria innocua,
Micrococcus luteus olmak tizere indikator bakteri stoklarinin ve c¢aligmada
kullanilan diger tiim Enterococcus stoklariin aktiflestirilmesinde kullanilmigtir.

Brain Heart InfusionAgar (BHI Agar), (Merck)

Besin yiizeyi (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 g/L,
D(+) Glucose 2,0 g/L

NaCl 5,0 g/L

Na,HPO, 2,5 g/L

Agar-agar 15,0g/L

52,0 g dehidre besiyeri 1 litre distile suda c¢oziilir, 121°C’de 15 dakika
otoklavlanir ve petri kaplarina dokiiliir. Bu besiyeri Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Listeria innocua, Micrococcus luteus olmak iizere indikator
bakterilerin ve ¢alismada kullanilan tim Enterococcus suslarinin gelistirilmesinde

kullanilmugtir,

Nutrient Broth (NB), (Merck)
Pepton 5,0 g/L

Et ekstrakt1 3,0 g/L

8,0 g besi ortamu 1 litre distile suda ¢6ziiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilir. Bu besi ortami1 Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22 ve
Escherichia coli stoklarinin aktiflestirilmesinde kullanilmustir.

Nutrient Agar (NA), (Merck)
Pepton 5,0 g/L
Et ekstrakt1 3,0 g/L

Agar-agar 12,0 g/L
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20 g dehidre besiyeri 1 litre su ile ¢oziiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilir. Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22 ve Escherichia coli ATCC
35218 suslarmin geligsmesi i¢in kullanilmgtir.

3.1.4. Cahismada Kullanilan Cozeltiler
%20’lik Skim Milk Cozeltisi

20 g Skim milk 100 mL distile suda ¢oziildiikten sonra, 118 °C’de 10 dakika
otoklavlanir. Izolat stoklarmin -20 ve -80 °C’de muhafaza edilmesinde
kullanilmustr.

1 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi

4 g NaOH 100 mL distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. CFS pH’lariin
ayarlanmasi i¢in kullanilmistir.

1 M Hidroklorik Asit Cozeltisi

Yogunlugu 1,19 olan %38’lik derisik HCI’den 8,062 mL distile su ile 100 mL’ye

tamamlanir. CFS pH’larini ayarlanmas i¢in kullanilmistir.
% 20’lik Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma)

20 g SDS (sigma) tartilarak 100mL steril distile suda ¢ozdiirilir. DNA

izolasyonunda lizis islemi i¢in kullanilmistir.
Proteinaz K (20 mg/ml), (Sigma)

20 mg Proteinaz K tartilarak 1 mL steril distile suda c¢o6zdirilir. DNA

izolasyonunda kullanilmustir.
Sodyum Asetat (3 M pH 5.5)

Toz haldeki Sodyum Asetattan (Sigma) 13,6 g tartilarak 100 mL distile suda
cozdiriiliir ve glasiyel asetik asit ile pH 5,5’e ayarlanir. DNA izolasyonunda

kullanilmustir.
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Lizis Tamponu (pH 8.0)

Tris-HCI (Riedel-de Haén), (50 mM) 0,79 g
EDTA (Sigma) (20 mM) 0,74 g

Glukoz (Sigma) 0,99 ¢

Once Tris-HCI sonra EDTA ¢éziiliir ve iizerine glukoz ilave edilir. Son hacim 100
mL olacak sekilde distile suda ¢oziiliir. 0,1 M NaOH ile pH 8,0’¢ ayarlanir. DNA
izolasyonunda bakteri hiicrelerini parcalamak amactyla kullanilmistir.

5X TBE Tamponu

Tris-baz (Sigma) 54 g/L

Borik asit (Riedel-de Haén) 27,5 g/L
EDTA.2H20 (Sigma) 3,72 g/L

Tampon igerigindeki maddeler tartildiktan sonra, distile su ile hacim 1 litreye
tamamlanir, pH 8.13-8.30’a ayarlanir. 5 kat seyreltilerek agaroz jelin

hazirlanmasinda ve elektroforezde tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir.
% 1,5’ luk Agaroz Jel (Sigma)

Agaroz15¢

1X TBE 100 mL

Agaroz lizerine 1X TBE tamponu eklenir ve mikrodalga firinda 1sitilarak homojen
hale getirilir. Sogutulduktan sonra SafeView™ Classic eklenerek elektroforez
tankina dokiiliir. Genomik DNA’lart ve PCR iiriinlerini elektroforezde

goriintiilemek i¢in kullanilmustir.
6X Yiikleme Tamponu
% 0,015 Bromfenol Mavisi 30 mL

% 0,015 Xylene Cyanol FF 0,015g
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% 30 Gliserol 0,015 g

Bromfenol Mavisi ve Xylene Cyanol FFtartilarak iizerine Gliserol eklenir. Steril
distile su ile 100 mL> ye tamamlanir. Elektroforezde, DNA ve PCR iiriinlerinin
agaroz jele yliklenmesinde kullanilmstir.

3.1.5. Cahsmada Kullamlan Primerler

Enterokoklarda enterosin A ve enterosin B, laktokoklarda latokokkin A ve laktisin,
laktobasillerde ise nisin ve plantarisin bakteriyosinleri ile ilgili gen bdolgeleri,
uygun primerler kullanilarak, PCR yontemiyle ¢cogaltilmistir. Calismada kullanilan
primerler ve ¢ogaltilan fragmanlarin boyutlar ¢izelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismanin molekiiler asamasinda arastirtlan genler, primerler ve

fragmanlari.
Arastirilan Gen Primer Fragman
F: GGT ACC ACT CAT AGT GGA AA
Enterocin A R: CCC TGG AAT TGC TCC ACC TAA 138 bg

(De Vuyst vd., 2003)

F: CAA AAT GTA AAAGAATTA AGT ACG

Enterocin B R: AGA GTATAC ATT TGC TAA CCC 201 bg
(De Vuyst vd., 2003)

F: CAATCAGTAGAGTTATTAACATTITG

Lactococcin A | R: GAT TTA AAA AGA CAT TCG ATA ATT AT 771 bg
(Rodriguez vd., 2000)

F: TCTGCACTCACTTCATTAGTT A

Lacticin 481 R: AAG GTAATT ACACCTCTTTTAT 366 bg
(Rodriguez vd., 2000)

F:GGATTT GGT ATCTGT TTC GAA G

Nisin R: TCT TTC CCATTA ACT TGT ACT GTG 598 bg
(Ghrairi vd., 2004)

F: GGC ATAGTT AAA ATT CCC CCC

Plantaricin R: CAG GTT GCC GCA AAA AAA G 428 bg
(Rojo-Bezares vd., 2007)
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3.2. Yontem
3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Aktiflestirilmesi

Calismada 19 adet Enterococcus izolati (BHI broth, BHI agar), 26 adet
Lactococcus izolatt (TSYE broth, TSYE agar), 93 Lactobacillus (MRS broth,
MRS agar) izolat1 kullanildi. -20°C’de skim milk igerisinde korunan bakteri stok
kiiltiirleri oncelikle cam tiiplerde SmL uygun sivi besiyerinde Enterokoklar 24
saat, Laktokok ve Laktobasiller 48 saat inkiibasyonla gelistirildi. Daha sonra
uygun kat1 besiyerlerinde mikroaerofilik olarak jar i¢erisinde mum kullanilarak, 24
saat inkiibe edilerek antibakteriyel etki spektrumlarinin belirlenmesi igin
aktiflestirildi.

3.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki Spektrumlarinin
Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etki spektrumlari agar spot test ve agar
kuyu difiizyon testi olmak iizere iki farkli yontemle belirlendi.

Agar Spot Test

Antimikrobiyal etki spektrumlari belirlenecek olan LAB 24 saatlik sivi
kiiltiirlerinden, her biri igin uygun olan, kat1 besi ortamlarina damla seklinde 2 pl
inokule edildi ve plaklar 24 saat siire ile uygun sicakliklarda inkiibasyona
birakildi. inkiibasyondan sonra % 0,5 agar ile hazirflannmus SmL’lik yumusak agar
icerisine, indikatdr mikroorganizmalarin 24 saatlik sivi kiiltiirlerinden 0,5 mL
inokule edilerek plaklarin ylizeyine dokiilmiistiir ve plaklar her bir indikator
mikroorganizma i¢in uygun olan sicakliklarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir
(Schillinger and Liike, 1989).

Agar Kuyu Difiizyon Testi

Antimikrobiyal etki spektrumlari test edilecek olan LAB falkon tiiplerde, 50 m1’lik
s1v1 besi ortamda ve uygun sicakliklarda inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir
sivilar1 8000 rpm’ de 10 dakika (+4°C’de) satnrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra
kiiltiir siipernatantlar pelletten ayirilmis ve yeni, steril falkon tiiplerde toplanarak
1 M NaOH/HCI kullamilmis ve asit inhibisyonunu ekarte edebilmek igin pH:
6.00’ya ayarlanmistir. Daha sonra bu siipernatantlar steril siringalarla ¢ekilerek
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0,45 ul por gapli, steril membran filtreden siliziilmiis ve siiziintiiler (CFS, cell-free
supernatant) steril deney tiiplerinde toplanmistir.

Caligmada kullanilan 9 farkli indikator bakterinin agar ortamindaki 24 saatlik
kiiltiirlerinden distile suda 0,5 McFarland bulanikligina esdeger siispansiyonlar
hazirlanmigtir. Bakteri siispansiyonlari, her bir indikatdr bakteri susu i¢in uygun
olan agar ortamlara, steril ekiivyon gubugu ile inkiibe edilmistir. Plaklara 6 mm
caphi steril agar delici ile kuyucuklar agilmistir. Hazirlanan kuyucuklara
CFS’lerden 100 pl konularak indikator bakteriler igcin uygun sicakliklarda 24
saat’lik inkiibasyona birakilmistir (Pringsulaka vd.,2012). Ayrica Enterococcus
(89, 94, 129, 130, 132), Lactococcus (111, 112, 113, 115, 117) ve Lactobacillus
(24, 54, 55, 56, 62) izolatlartindan ratgele beser tiir secilerek 6, 12, 16 ve 20 saatlik
inkiibasyonlar sonucunda agar kuyu difiizyon testi ile tarama yapilmigtir.

3.2.3. Molekiiler Yontemler
Laktik Asit Bakterilerinden Genomik DNA izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin genomik DNA’lari Ronimus vd. (1997)’nin fenol-
kloroform yontemi (modifiye edilerek) veya InstaGene Matrix DNA izolasyon Kiti
(Bio-rad) ile izole edilmistir.

Fenol-kloroform yonteminde, izolatlarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril plastik 6ze
yardimiyla birka¢ koloni alinarak, iginde 500 uL lizis tamponu bulunan eppendorf
tiiplerinde siispanse edilmistir. 10 saniye vorteks yapilan 6rnekler, 13000 rpm’ de
5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmis ve tiiplerdeki pellet tizerine
75 uL lizozim (20 mg/ml) ve 425 pL lizis tamponu eklenmistir. Tiipler alt-list
edilerek karistirilmig ve 37 °C’de, 30 dakika inkiibe edilmistir. 25 plL SDS
(%20°1ik) eklenerek 37 °C’de 30 dakika daha inkiibe edilmistir. Daha sonra 10 puL
Proteinaz K ile muamele edilen ornekler, 50 °C’de 1 saat bekletilmistir. Tiiplere
(v/v) olacak sekilde fenol: kloroform: izoamil alkol (Riedel-de Haén) karisimindan
eklenmis ve 13000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Ustteki berrak faz
toplanarak 1/10 (v/v) oraninda Na-asetat (3 M, pH 5.5) eklenmis ve tiipler alt-iist
edilerek karigtirnlmigtir. Tekrar esit hacimde (v/v) olacak sekilde isopropanol
eklenerek -20 °C’ de 30 dakika bekletilen tiipler 13000 rpm’de 30 dakika
santrifiijlenmistir. Stipernatant atilarak pelletin {izerine 500 pL etil alkol (%70)
eklenmistir. 15000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenen 6rneklerden siipernatant tekrar
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atilmig ve tiipler 50 °C lik etiivde tutularak alkol uzaklastirilmistir. Pellet {izerine
100 pL steril distile su eklenmis ve bir gece 37 °C’de DNA’nin ¢dziinmesi i¢in
inkiibe edilmistir. izole edilen DNA’lar kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Genomik DNA’y1 goriintiilemek amaciyla 6rneklerin % 1°lik agarozda
elektroforezi yapilmistir (Thermo EC330). Elektoroforez sonunda, DNA bantlarini
goriintiilemek icin UVP LM-20E cihazi kullanilmistir.

Izole edilen DNA’lar bakteriyosin genlerinin taranmasinda kullamlmuistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Bakteriyosin Gen Taramasi

Caligma kapsaminda bu laktik asit bakterilerinden genomik DNA izole edildikten
sonra uygun primerler kullamlarak PCR yontemi ile bakteriyosin genleri
arastirilmustir.  Enterokoklarda enterocin A ve enterocin B, laktokoklarda
lactococcin A ve laktisin 481, laktobasillerde ise nisin ve plantarisin
bakteriyosinleri ile ilgili gen boélgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilmig, dizi analizi
yapilarak bakteriyosin iretiminden sorumlu genetik belirleyiciler saptanmustir.
PCR karigimi ¢izelge 3.4.’te verildigi gibidir.

Cizelge 3.4. Bakteriyosin genlerini ¢ogaltmak i¢in hazirlanan PCR karigimi.

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim
PCR buffer (10x, +KCL, -MgCl,) 5ul
MgCl, (25 mM) 4 ul
dNTP (10 mM) 1l
Primer F (20 pMol) 1l
Primer R (20 pMol) 1l
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0,4 ul
Steril distile su 36,1 ul
DNA (20 ng/pl) 1l
TOPLAM 50 pl
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Cizelge 3.5.Arastirilan bakteriyosin genleri, fragmanlar1 ve PCR kosullar1.

=
S .
T2 Fragman
? g Uzunluklart PCR Kosullar1
<
Sicaklik Stire
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 95°C 5 dakika
Denatiirasyon: 95°C 30 saniye
ent-A | 138 baz ¢ifti Primer Baglanma: 58°C 30 saniye 35 dongii
Zincir Uzama: 72°C 30 saniye
Son Uzama: 72°C 5 dakika
(Moreno, 2003)
Sicaklik Siire
Baglangi¢ Denatiirasyonu: 95°C 5 dakika
Denatiirasyon: 95°C 30 saniye
ent-B [ 201 baz ¢ifti Primer Baglanma: 56°C 30 saniye 35 dongii
Zincir Uzama: 72°C 30 saniye
Son Uzama: 72°C 5 dakika
(Moreno, 2003)
Sicaklik Siire
Baglangi¢ Denatiirasyonu: 95°C 5 dakika
Denatiirasyon: 92°C 2 dakika
Icn-A | 771 baz ¢ifti Primer Baglanma: 38°C 2 dakika 30 dongii
Zincir Uzama: 72°C 2 dakika
Son Uzama: 72°C 5 dakika
(Rodriguez vd., 2000)
Sicaklik Siire
Baglangi¢ Denatlirasyonu: 95°C 5 dakika
Denatiirasyon: 92°C 30 saniye
lac-481 | 366 baz ¢ifti Primer Baglanma: 51°C 30 saniye 26 dongii
Zincir Uzama: 72°C 1 dakika
Son Uzama: 72°C 5 dakika
(Rodriguez vd., 2000)
Sicaklik Siire
Bagslangi¢ Denatiirasyonu: 95°C 5 dakika
Denatiirasyon: 92°C 2 dakika
nisin | 598 baz ¢ifti Primer Baglanma: 41°C 2 dakika 26 dongii
Zincir Uzama: 72°C 2 dakika
Son Uzama: 72°C 5 dakika
(Ghrairi vd., 2004)
Sicaklik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu: 95°C 5 dakika
Denatiirasyon: 94°C 3 dakika
pin 428 baz ¢ifti Primer Baglanma: 53°C 1 dakika 30 dongii
Zincir Uzama: 72°C 1 dakika
Son Uzama: 72°C 5 dakika

(Rojo-Bezares vd., 2007)
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PCR fiiriinlerinden 5 pL alinarak iizerine 2 pL 6X yilikleme tamponu eklenmis ve
ornekler, %5 plL SafeView™ Classic (Applied Biological Materials, Inc.) iceren,
% 1,5 luk agoraz jelde, 80 voltta, 45 dakika yiiriitiilmiistiir. Baz biiyiikliigii tespiti
igin, 100 bg¢’lik marker (Fermentas GeneRulerTM) kullanilmistir. Dizi analizi igin
Macrogen Firmasina (Kore) gonderilen orneklerin sekans sonuglart GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan Nucleotide-nucleotide BLAST

(blastn) programi kullanilarak karsilastirilmis ve homolojiler belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki Spektrumlarinin

Belirlenmesi
4.1.1. Agar Spot Test Sonuclar:

Agar spot testi sonucunda cizelge 4.1.’de verildigi gibi 6rneklerin hepsinin tim

indikatdrlere karsi zon olusturdugu goriilmiistiir. Inhibisyon zonlarmin c¢aplari

+<0,5cm, 0,5cm<++<1cm, 1cm<+++ olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.1. Agar spot test sonunda gézlenen inhibisyon zonlari. 1) indikator L.
monocytogenes’e karsi, 2) B. cereus ATCC 11778’e karsi, 3) M. Luteus ATCC
9341’¢ karsi elde edilen sonuglar.
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Cizelge 4.1.Agar spot testi sonunda LAB izolatlariin indikator bakterilere karsi gosterdigi inhibisyon etkisi.
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GLM 8 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + ++ ++ + ++ 4 4
GLM 9 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ o+
GLM 13 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + + ++ + + ++ o+
GLM 14 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ o+
GLM 17b | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + + + + + + +
GLM 18a | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + + + + + + +
GLM 18b | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus AF iF + + + + + + o+
GLM 24 Lactobacillus casei + + ++ ++ ++ + ++ o+ 4+
GLM 34 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + + + + + ++  ++
GLM 35 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + + + + ++ + o+t
GLM 37 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + ++ + ++ ++ ++ ++  ++ ++
GLM 42 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + ++ + ++ ++ 4+ ++
GLM 43 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + ++ + ++ ++  ++ ++
GLM 44a | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + + + + + + o+
GLM 44b | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + i + + + + + o+
GLM 49 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + ++ + ++ ++ + o+
GLM 52 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + ++ ++ +++ + ++ + + 4+
GLM 53 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ ++ + +++ + ++ ++ 4+ ++
GLM 54 | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + +++ + ++ +++ + 4+
GLM 55 Lactobacillus casei + ++ ++ +++ ++ ++ ++  ++ ++
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GLM 56 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei + ++ A+ ++ +++  ++ ++
GLM 58 Lactococcus lactis subsp. lactis +++ ++ + + ++ + ++ o+ 4+
GLM 59 Lactococcus lactis subsp. lactis + ++ + + + + ++ 4 +
GLM 60 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ + ++ + + ++ + o+
GLM 61 Lactococcus lactis subsp. lactis A +++  ++ + + + + + ++
GLM 62 Lactobacillus acidophilus ++ ++ + +++ + ++ ++ + +
GLM 66 Lactobacillus acidophilus + + ++ + ++ + + o+
GLM 67 Lactobacillus acidophilus + + ++ ++ ++ 4+t
GLM 68 Lactococcus lactis subsp. lactis + ++ ++ + + + ++ + 4+
GLM 69 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ ++ + ++ + ++ 4+ o+t
GLM 70 Lactococcus lactis subsp. lactis + ++ ++ + ++ ++ ++ +  ++
GLM 71 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ +H+ ++ + ++ ++ ++ + o+
GLM 72 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ +H+ ++ + ++ ++ ++ + o+
GLM 76 Lactobacillus kefiri ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + o+t
GLM 77 Lactobacillus kefiri ++ ++ o+t + ++ ++ ++ A+
GLM 79 Lactobacillus kefiri + + ++ + + ++ ++ + +
GLM 80 Lactococcus lactis subsp. lactis + ++ ++ + ++ ++ + + o+t
GLM 83 Lactobacillus curvatus + ++ ++ ++ + ++ ++ + +
GLM 84 Lactobacillus curvatus ++ ++ + ++ + + ++  ++ 4+
GLM 86 Lactobacillus casei + + ++ ++ ++ + ++  ++ 4+
GLM 88 Lactobacillus otakiensis + ++ ++ ++ ++ + ++  ++ 4+
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GLM 89 Enterococcus durans ++ + ++ + + + ++ =+t
GLM 90 Lactobacillus casei ++ +++ ++ 0+ 44 + ++ + +
GLM 91 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis + ++ + +++ + + ++ + +
GLM 92 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ +++ + + + + ++ ++ 4+t
GLM 93 Lactobacillus rhamnosus ++ +++ + +++ ++ ++ ++ T+t
GLM 94 Enterococcus hirae ++ ++ ++ + + + ++ + +
GLM 95 Lactobacillus paracasei ++ ++ + ++ ++ + ++ +
GLM 96 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis + ++ + + ++ + ++ + +
GLM 99 Lactobacillus curvatus + + + + + + + + +
GLM 101 Lactobacillus uvarum ++ +++ + ++ ++ ++ +++  ++ +
GLM 102 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens ~ ++ +++ + ++ ++ + +++ + +
GLM 103 Lactobacillus plantarum + ++ ++  +H+ ++ + o+t
GLM 104 Lactobacillus plantarum + + + + + + ++ =+t
GLM 105 Lactobacillus kefiri + + ++ ++ + + ++ + +
GLM 106 Lactobacillus diolivorans ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ =+ +t
GLM 107 Lactobacillus alimentarius ++ + ++ ++ + + ++ + o+t
GLM 108 Lactobacillus alimentarius ++ ++ ++ ++ + + ++ + +
GLM 109 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + ++ + + ++ ++ + +
GLM 110 Lactobacillus kefiri + + ++ + + ++ * + o+t
GLM 111 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ +++ + ++ + +++ + ++ o+t
GLM 112 Lactococcus lactis subsp. lactis +++ ++ ++ ++ + ++ L .
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GLM 113 Lactococcus lactis subsp. lactis +++ i ++ ++  ++ ++ + ++ ++
GLM 114 Lactobacillus casei +H o+ 4t ++ ++ ++ ++
GLM 115 Lactococcus lactis subsp. lactis +++ ++ = ++ ++ + ++
GLM 117 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ i+t ++ + + ++ +++ + ++
GLM 118 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ++ AF ++ + + + + ++ +
GLM 119 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ + + ++ + ++ ++ ++
GLM 120 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ++ ++ ++  ++ +t ++ ++ ++ +
GLM 122 Lactobacillus casei + + ++ ++ o+t ++ + ++ ++
GLM 123 Lactobacillus kefiri + + ++ + + ++ + ++ +
GLM 125 Lactobacillus kefiri ++ ++ ++ + + + ++ + +
GLM 129 Enterococcus gallinarum ++ + +  ++ ++ ++ ++ ++
GLM 130 Enterococcus faecium ++ ++ + ++ 4+ ++ ++ ++ ++
GLM 132 Enterococcus faecalis ++ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ + ++
GLM 133 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ + ++  ++ +++ ++ ++ ++
GLM 133a Lactococcus lactis subsp. lactis AFaF + 4 ++  ++ + + ++ ++
GLM 134 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ + ++ ++ +t + ++ + ++
GLM 135 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ i 4+ ++ ++ + ++
GLM 136 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ 4+ + + ++ +++  ++ ++
GLM 137 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ S + ++ ++ ++
GLM 140 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ L S & + ++ + ++
GLM 144 Enterococcus faecium ++ ++ ++ + + ++ +++ A+t +
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GLM 152 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ IF 4 ++ ++ ++ ++ +  ++
GLM 154 Lactobacillus curvatus ++ ++ ++ + + + + + +
GLM 157 Enterococcus gallinarum + + ++ ++ + ++ +++ + 4+
GLM 158 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ o+
GLM 159 Lactococcus lactis subsp. lactis ++ ++ ++ A ++ + +++ +  ++
GLM 160 Enterococcus faecium ++ +++ ++ ++ ++ ++ + ++ o+
GLM 161 Enterococcus faecium +++ -+ ++ + ++ ++ + + +
GLM 162 Lactobacillus rhamnosus ++ ++ ++ ++ ++ o+t
GLM 164 Lactobacillus rhamnosus ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++  ++
GLM 165 Lactobacillus rhamnosus + + ++ ++ ++ ++ ++ + +
GLM 166 Lactobacillus helveticus + 4+ 4+ + + + ++ o+
GLM 167 Lactobacillus fermentum ++ ++ ++ ++ + + ++ + +
GLM 168 Enterococcus faecium + ++ ++ ++ + ++ ++ o+ o+
GLM 169 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens — ++ SR o + + + + +
GLM 170 Lactobacillus casei ++ +++ ++ 44+ + + ++ ++  ++
GLM 172 Lactobacillus brevis ++ ++ ++ ++ + + ++ ++  ++
GLM 173 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens + ++ + + i i +++ ++ o+
GLM 174 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei + ++ + + + + ++ + +
GLM 175 Enterococcus faecium ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ o+
GLM 176 Enterococcus faecium + + ++ ++ + ++ +++ o+t
GLM 177 Lactobacillus paracasei ++ ++ T+ + + + + + +
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GLM 178 Enterococcus durans ++ +++ ++ + ++ ++ ++ + 4+
GLM 179 Enterococcus faecium ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++  ++
GLM 180 Lactobacillus gasseri ++ i 4+ + + + + + 4+
GLM 181 Enterococcus faecalis ++ +++ + + ++ ++ + + +
GLM 182 Lactobacillus rhamnosus ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +  ++
GLM 183 Enterococcus faecalis ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + +
GLM 184 Lactobacillus rhamnosus + ++ + ++ ++ + + + +
GLM 185 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ~ ++ ++ + + + + ++ + +
GLM 186 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ~ ++ ++ + + + + + + o+
GLM 188 Lactobacillus helveticus + ++ ++ ++ + ++ ++ + 4+
GLM 189 Lactobacillus casei + ++ ++  +++ + ++ ++ + +
GLM 190 Lactobacillus fermentum ++ ++ +++  ++ + ++ ++ + +
GLM 191 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + + + i + + + + +
GLM 192 Enterococcus durans + ++ +++ 4+ + ++ +++ + o+
GLM 194 Lactobacillus fermentum ++ ++ +++  ++ + + + ++ 4+
GLM 195 Enterococcus faecalis + ++ + ++ ++ ++ +++ + +
GLM 197 Lactobacillus rhamnosus 1+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++
GLM 199 Lactobacillus delbrueckii ++ ++ + ++ + + ++ + 4+
GLM 201 Lactobacillus coryniformis I S e ++ +++ 4+ +
GLM 202 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens  ++ ++ 4+ ++ ++ + +
GLM 203 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens  ++ + ++ ++ ++ + ++ +  ++

|h%



Cizelge 4.1. devami

()]
0]
g8 3 % N
%) = UN) < GC) D I [7p]
BN ® LK & % 22 ¥ N O
=9oN O >S4 O oL =4 2 M N 7o)
: : SEN O 4 g 82 8in go = Eo
1zola No [zolatlar c = by o e @ SO0 9 29
ooc= E O o c Q = T 2
oS un < S0 2 £2 &9 O 0O 8§
o B — om S %) i S - v <
G S0 = = 4/ WE < 2 8
< S < E < o =
3 ; _ g 2
GLM 204 Lactobacillus curvatus ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ 4+
GLM 205 Enterococcus faecium ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + 4+
GLM 208 Lactobacillus plantarum + ++ ++ ++ + ++ ++ o+ o+
GLM 209 Lactobacillus plantarum + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ o+
GLM 210 Lactobacillus casei + ++ +++ ++ ++ ++ ++ + +
GLM 212 Lactobacillus casei + ++ +++ ++ ++ ++ + + +
GLM 213 Lactobacillus casei ++ +++ ++ + + ++ ++ ++ 4+
GLM 215 Lactobacillus casei ++ ++ ++ ++ + ++ + + ++
GLM 216 Lactobacillus fermentum ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
GLM 217 Lactobacillus rhamnosus + ++ +++ ++ ++ ++ ++ + +
GLM 219 Lactobacillus fermentum + ++ ++  +++ + ++ ++ o+t
GLM 220 Lactobacillus rhamnosus ++ +++ A+t +H+ ++ ++ ++ + ++
GLM 221 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus + ++ + ++ + A A ++  ++
Pozitif kontrol Lactococcus lactis DSMZ 20729 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++  ++ ++

v
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4.1.2. Agar Kuyu Difiizyon Testi Sonuglari

Bu test sonucunda pozitif kontrol olarak kullanilan L. lactis DSMZ 20729 diginda

hi¢bir LAB izolat1 indikator bakterilere karsi antagonistik aktivite gostermemistir.

Sekil 4.2. Agar kuyu difiizyon testi sonunda sadece pozitif kontrol etrafinda
gozlenen inhibisyon zonlari. 1) Indikator M. luteus ATCC 9341’e karsi, 2) E.
faecalis ATCC 51299’a karsi, 3) B. cereus ATCC 11778’¢ karsi, 4) L. innocua
DSM 20649’a kars1 elde edilen sonuglar.
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4.2. Molekiiler Yontemler

4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Bakteriyosin Geni Tarama
Sonuclari

PCR yontemi ile bakteriyosin genlerinin taranmasi sonucunda 7Enterococcus
susunda (% 5,07) ent-A geni varligi (sekil 4.1), 3 Enteococcus susunda(%
2,17)ent-B geni varligr (sekil 4.2), 3 Lactococcus susunda Icn-A (% 2,17) geni
varhigi (sekil 4.3) ve 2 Lactobacillus(% 1,44) susunda pIn geni varligi (sekil 4.4)

saptanmigtir.

Cizelge 4.2. LAB’nin bakeriyosin gen taramasi sonuglari

. . Tespit Edilen
Izolat No Izolatlar Bakteriyosin
Genleri
GLM 144 Enterococcus faecium ent-A
GLM 160 Enterococcus faecium ent-A, ent-B
GLM 161 Enterococcus faecium ent-A, ent-B
GLM 168 Enterococcus faecium ent-A
GLM 175 Enterococcus faecium ent-A
GLM 176 Enterococcus faecium ent-A
GLM 205 Enterococcus faecium ent-A, ent-B
GLM 134 Lactococcus lactis subsp. lactis Icn-A
GLM 135 Lactococcus lactis subsp. lactis Icn-A
GLM 136 Lactococcus lactis subsp. lactis Icn-A
GLM 208 Lactobacillus plantarum Pln
GLM 209 Lactobacillus plantarum PIn




Marker

S
205 Negatif

Kontrol T

Sekil 4.3. ent-A (138 bg.) gen bolgesi i¢in PCR iiriinleri

Marker

Sekil 4.4. ent-B (201 bg.) gen bdlgesi i¢in PCR {irlinleri

Marker

Negatf

Kontrol

Sekil 4.5. Icn-A (771 bg.) gen bolgesi i¢in PCR iiriinleri
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Negatif Marker
Kontrol

10000p

5000p

1005p

Sekil 4.6. pIn (428 bg.) gen bolgesi i¢in PCR {iriinleri
4.2.2. Sekans Sonuglari

Cizelge 4.3. Arastirilan gen bolgesi sekanslarinin Blast analiz sonuglari

Izolat No Ornekler Sekans Uyumluluk
Sonuglar Derecesi
GLM 134 | Lactococcus lactis subsp. lactis lactococcin-A %94
GLM 135 | Lactococcus lactis subsp. lactis lactococcin-A %96
GLM 136 | Lactococcus lactis subsp. lactis lactococcin-A %95
GLM 144 | Enterococcus faecium enterocin-A %98
GLM 160 | Enterococcus faecium enterocin-A %100
GLM 160 | Enterococcus faecium enterocin-B %98
GLM 161 | Enterococcus faecium enterocin-A %99
GLM 161 | Enterococcus faecium enterocin-B %98
GLM 168 | Enterococcus faecium enterocin-A %98
GLM 175 | Enterococcus faecium enterocin-A %99
GLM 176 | Enterococcus faecium enterocin-A %97
GLM 205 | Enterococcus faecium enterocin-A %97
GLM 205 | Enterococcus faecium enterocin-B %94
GLM 208 | Lactobacillus plantarum plantaricin %99
GLM 209 | Lactobacillus plantarum plantaricin %98
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5. SONUC VE TARTISMA

Calismamzda Melihcan OZTEBER’in tez calismasi sirasinda, Aydin Merkez’de
yer alan mandira, market, halk pazarlarindan alman ev yapim ya da hazir
fermente siit Uriinlerinden izole edilmis LAB kullanilmistir. Enterococcus,
Lactococcus ve Lactobacillus cislerine ait olan 138 tiir bakteriyosin tiretiminin
karakterizasyonu igin incelenmigtir. Caligmammizda LAB’nin antibakteriyal etki
spektrumlarinin belirlenmesi i¢in agar spot test ve agar kuyu difiizyon testi olmak
tizere iki ayr1 yontem belirlenmistir. Agar spot test sonucunda 138 LAB de (%
100) zon olusturmus yani indikatér mikroorganizmalara Kkarsi inhibisyon etkisi
gostermistir. Agar kuyu difiizyon testinde ise, her iki metotta da pozitif kontrol
olarak kullanilan L. lactis DSMZ 20729 disinda higbir LAB’nin zon olusturmadigi
tespit edilmistir. Bunun {izerine Enterococcus, Lactococcus ve Lactobacillus’lar
igerisinden rastgele beser tiir secilerek 6, 12, 16 ve 20 saatlik inkiibasyonlar
sonucunda agar kuyu difiizyon testi ile tarama yapilmistir ve yine hicbir LAB
izolatinda indikator bakterilere karst inhibisyon zonu goriilmemistir.
Caligmamizda LAB tiirlerinin indikatér mikroorganizmalara karsi olusturduklar
antibakteriyal etki agar spot test ve agar kuyu difiizyon testlerine gore degiskenlik
gostermigtir. 2014 yilinda Rubio vd. fermente sosisten izole ettikleri LAB’nde
antagonistik aktiviteyi belirlemek i¢in bizim de ¢alismamizda se¢gmis oldugumuz
iki tarama yontemini kullanmuslardir. Tlk asamada 23 farkl1 Lactobacillus tiiriinden
L. gasseri suslariin L. monocytogenes ve Salmonella indikatorlerinin gelisimini
engellediklerini tespit etmislerdir. ikinci asamada yani, ndtralize siipernatantlarin
test edildigi agar kuyu difiizyon testinde hi¢cbir LAB’nin indikator suslar1 inhibe
edemedigini gérmiiglerdir ve agar spot test sonuglarindaki inhibisyon etkisinin asit
tretimi ile ilgili oldugunu rapor etmislerdir. Bu arastirmanin sonuglari bizim

calismamizla da ortiismektedir.

2011 yilinda Sieladie vd. Kamerun’daki ¢ig inek siitiinden izole edilmis laktobasil
suslarin probiyotik 6zelliklerini arastirmiglardir. Arastirmalarinda antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi i¢in agar spot test ile yaptiklari taramalarda tiim izolatlarin
patojen indikator suslarin (L. innocua ATCC 33090, S. aureus ATCC 25923, S.
aureus ATCC 25922, S. aureus, S. mutans DSM 20523, E. faecalis ATCC10541,
E. coli ATCC 13706, E. coli) gelisimini inhibe ettigini, agar kuyu diflizyon testi
sonucunda ise 15 Lactobacillus tiiriinden sadece bir tanesinin indikator suslara
kars1 inhibisyon zonu olusturdugunu gérmiislerdir.
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Alegria vd. 2010 yilinda cig siitten yapilan geleneksel Ispanyol peynirlerinden
izole ettikleri L. lactis suslarinin bakteriyosin tiretimini arastirmiglardir. Agar spot
test ile taramasi yapilan 60 sus da indikatoér bakteriler olarak segilen gida
patojenlerini inhibe etmistir. Agar kuyu difiizyon testinde ise sadece 17 sus
inhibitor etki gostermistir. Arastirmacilar siirpriz olmayan bu durumdan, ilk testte
pozitif sonu¢ veren fakat ikinci testte inhibisyon etkisi yok olmus olan suslarin
tirettikleri H,0, ve yag asitlerini i¢eren antimikrobiyal bilesiklerin sorumlu
olabilecegini belirtmislerdir. De Vuyst ve Leroy’un 2007 yilinda yapmis oldugu
caligma da bu sonucu desteklemektedir.

Awaisheh and Ibrahim (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada diger bir¢ok caligmada
oldugu gibi, agar spot testi ile yaptiklar1 taramalar sonucunda tespit ettikleri
inhibisyon etkisinin organik asitler, H,0,, bakteriyosinler ya da reuterin gibi
inhibitér bilesiklerin iiretiminden kaynaklanabilecegini rapor etmiglerdir. Bu
gortislerini Fuller ve Gibson (1997) ve Jacobson vd. (1999) tarafindan yapilan
caligmalarin sonuglariyla desteklemiglerdir. Agar kuyu difiizyon testinde ise
bakterilerin anaerobik sartlar altinda inkiibe edilmesiyle H,0,’in, CFS’lerin
notralize edilmesiyle de laktik asitlerin inhibe edici etkilerini ortadan
kaldirmiglardir. Boylece agar kuyu difiizyon testi sonucunda patojen ve gida
bozulmalarma neden olan bakterilere karsi olusan inhibisyon zonlarinin
bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri maddelerden kaynaklanmis oldugunu

ortaya koymuslardir.

Maragkoudakis vd. (2006) c¢alismalarinda antimikrobiyal aktiviteyi saptamak i¢in
agar spot test, agar kuyu difiizyon testi ve mikrotitre plaka metodunu
kullanmislardir. Uygun kontrol ortami (pH 6,5 MRS) ve nétre yakin siipernatant
(pH 6,5) ile uygulanmis olan agar spot test ve agar kuyu diflizyon testinde hicbir
patojene kars1 inhibisyon zonu olusmazken, mikrotitre plaka yonteminde (pH 4,5
siipernatant ve pH 4,5 MRS) tiim patojenlere karsi inhibisyon gerceklesmistir.
Bunun sonucunda arastirmacilar olusan inhibisyon zonlarinin bakteriyosin
etkisinden degil, biiyiik ihtimalle diisiik pH ile birlikte organik asit iiretiminden
kaynaklandigini bildirmislerdir.

Oliveira vd.’nin (2008) yapmis oldugu calismada 200 LAB’den 36’s1 agar spot
testte indikator bakterilerin gelisimini inhibe etmislerdir. Agar kuyu difiizyon testi
sonucunda da bu 36 LAB’nin 6’sinin inhibisyon etkisine sahip oldugu tespit
edilmistir. Arastirmacilar diger 30 LAB izolatinin agar spot testteki inhibitor
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etkisini laktik ve asetik asit liretimi ve buna bagli olarak pH azalmasi ya da
H,0,varligina atfetmiglerdir (Sawitzki vd., 2007). Ayrica bakteriyosinlerin difiize
olamamasi, proteaz inaktivasyonu ve konsantrasyon etkilerinin agar spot testteki
pozitif sonuglarin agar kuyu difiizyon testinde yanlis negatif sonuglara neden
olmus olabilecegini belirtmislerdir (Bromberg vd., 2004; Schillinger ve Liicke,
1989). Odeyemi vd. (2011) CFS kullanilmayan yontemlerin birincil/on tarama
testleri olarak belirlenmesi gerektigini ve bu tilir bir yontem igin agar spot testin
cok uygun oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar dogrulama testi olarak
CFS’lerin kullanildig1 agar kuyu diflizyon testi, agar disk diflizyon testi ya da
mikroplate yonteminin uygun oldugunu rapor etmislerdir.

Son yillarda bakteriyosinler ve onlarin gida siireglerindeki muhtemel uygulamalari
i¢in yapilan arastirmalara gosterilen ilgi artmustir. Ozellikle de Enterococcus,
Lactococcus ve Lactobacillussuslar1 derinlemesine arastirilmaktadir, molekiiler
calismalar biiyiik 6nem tagimaktadir (Dal Bello vd., 2010). Simdiye kadar bu
tirlere ait gida, insan, c¢evre ve hayvansal kaynakli izolatlarda bakteriyosin
genlerinin tespiti bircok c¢alismada rapor edilmistir (Migaw vd., 2014;
Stoyancheva vd., 2014; Algeria vd., 2010; Strompfova vd., 2008; Knoll vd., 2008;
Foulquie Moreno vd., 2006). LAB’nin gidalarda kullanimlar1 genellikle giivenli
olarak (GRAS) tanimlandigindan beri, bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar
ve patojen mikriorganizmalarin kontrolii ve yok edilmesi igin bakteriyosinlerin
gidalarda kullanimi Onerilmistir (De Vuyst ve Vandamme, 1994). Bizim
calismamizin da son asamasinda antimikrobiyal aktivite testleri yapilan
Enterococcus, Lactococcus ve Lactobacillus susalarindan olusan 138 LAB
izolatinda PCR yontemiyle bakteriyosin genleri taranmustir. Enterococcus
suglarinda ent-A geni (% 5,07) varligi (sekil 4.1) veent-B geni (% 2,17)varlig
(sekil 4.2), Lactococcus suslarinda Icn-A geni (% 2,17) varhigi (sekil 4.3) ve
Lactobacillussuslarindapln geni(% 1,44) varligi (sekil 4.4) saptanmistir (Cizelge
4.2). Genotipik olarak bakteriyosin genlerinin varligi tespit edilmis olan bu suslar
antimikrobiyal aktivite tarama testlerinde pozitif sonug¢ vermemistir.

Yapisal genler bakimindan pozitif olan suslarda antibakteriyal etkinin tespit
edilememesinin sebeplerinden birisi, LAB’nin inhibisyon etkisinin kullanilan
indikator bakteri suslarina ve kullanilan yontemlere gore degiskenlik gdstermesi
olabilir (Ozdemir vd., 2002). Baz1 bakteriyosinler ok dar bir hedef hiicre kitlesine
sahiptirler, bu yiizden de LAB’nin antimikrobiyal aktivite testlerinde, tretici
suslara kargt duyarli indikator suglarin se¢imi kilit 6nem tagimaktadir (Nes vd.,
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2007). Diger bir sebep ise, kodlanan bakteriyosinlerin ifade edilmemesi olabilir.
Bakteriyosin tiretimi igin bakteriyosin genlerinin varligi kosulsuz olarak gerekli ise
de bu yapisal genlerin varligi mutlaka bakteriyosin iiretiminin gerceklesecegi
anlamana gelmez. Ayrica, peptit bakteriyosin iiretimi bir regiilator sistem
tarafindan siklikla diizenlenir. Peptit bakteriyosinler i¢in en iyi anlasilmis olan
diizenleyici sistem iki bilesenli sistemdir ancak diger diizenleme mekanizmalar1 da
mevcuttur (Nes vd., 1999). Bizim ¢alismamizda oldugu gibi bakteriyosin yapisal
genlerine sahip suglarin antimikrobiyal aktivite liretimindeki aksakligin sebebi bir
islevsiz genetik sistem olabilir. Bazen bakteriyal genomlarin sadece bakteriyosin
tiretici sistemin bir kismini kodladigi ya da mutasyonlarin bakteriyosin genlerinin
islevselligini inaktive ettigi de goriiliir (Nes vd. 2007; Basbiilbiil Ozdemir, 2011).

Karakterize edilememis olan bakteriyosin treticisi suslarda, bu metabolitlerin
tiretiminden sorumlu genlerin tespitinde PCR tekniginin oldukga hizli, kuvvetli ve
diger tekniklere gére daha zahmetsiz oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan ispat
edilmistir. Bu uygulama GenBank’ta var olan sekans bilgileriyle zaten iyi
karakterize edilen bakteriyosin ¢aligmalar1 i¢in zaman kaybi yaratan ¢abalari en
aza indirmektedir (Macwana ve Murina, 2012).

Calisgmamizda elde ettigimiz verilere gore bazen izolatlarin ilk tarama testinde
goriilen inhibitor yetenekleri baska bir yontemle yapilan ikinci bir taramada
gdzlenemeyebilir, bu yiizden tarama testlerinin Odeyemi vd.’nin (2011) de
belirttigi gibi 6n ve dogrulama testleri olarak gruplandirilmas: dnerilmektedir. On
tarama testi muhtemel antimikrobiyal madde iireticilerinin indikator bakterilerin
gelisimini engellemesi olasiligini belirlemek igin, ikincil yani dogrulayici testler
ise ilk tarama sonuclarin1 dogrulamak, kontrol etmek i¢in énemlidir. Inkiibasyon
stiresi ve ortami, pH, bakteri taramasi igin kullanilan yontemler gibi faktorler elde
edilen sonuglara etki yetenegine sahiptir. Bu yiizden en iyi sonug¢ igin dikkatli

se¢imler yapilmasi dnerilmektedir.

Bu c¢alisma sonucunda LAB’nde antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerin 6n tarama ve dogrulama testleri olarak gruplandirilmasimin
ve bu testlerin sonuglarinin molekiiler yontemlerle teyit edilmesinin bilyliik 6nem
tagidigl anlagilmigtir. Calismamizin gidalarda bakteriyosin kullanimina bagli
olarak  biyokorumayir amaglayan ileri c¢aligmalara katki  saglayacag

distiniilmektedir.
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