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OZET

LAKTIK ASIT BAKTERILERI TARAFINDAN URETILEN PATOJENE
SPESIFIK BAKTERIYOSINLERIN KARAKTERIZASYONU VE KOKTEYL
OLARAK KULLANIMI
DOKTORA TEZI
HALIL IBRAHIM KAYA
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiIGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. OMER SIMSEK)

DENIZLi, TEMMUZ - 2019

Gida sistemlerinde patojen bakteriler tizerine antibakteriyel etkili
bakteriyosinler 6nemli dogal koruyuculardan birisidir. Ancak bakteriyosinlerin sinirl
antibakteriyel spektrumlart nedeniyle gida sistemlerinde mutlak giivenlik
saglanamamaktadir. Bu calismada gida sistemlerinde sorun olusturan patojen
bakterilere spesifik antibakteriyel etkili bakteriyosin iireticileri izole edilerek
karakterize edilmis ve bu patojen-spesifik bakteriyosinlerden (PSB) olusturulan
kokteylin siit ortaminda patojen bakteriler tizerine etkisi gosterilmistir. 250 farkli gida
orneginden PSB iireticileri, her bir patojenin (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes
ve Staphylococcus aureus) 5 farkli susunun karisimma (5x10° kob/ml) karst
antibakteriyel etkisi belirlenerek izole edilmistir. Bu stratejiye gore denenen 50 adet
B. cereus, 10 adet L. monocytogenes ve 10 adet S. aureus suslarinin tiimii tizerinde
inhibisiyon etkisi bulunan ti¢ farkli izolat elde edilmis, bunlarin 7 adet laktik asit
bakterisi (LAB) suslarina kars1 antibakteriyel etkisi bulunmamistir. 16S rDNA dizi
analizine gore li¢ izolatin sirasiyla Lactobacillus plantarum PFC339, Enterococcus
faecalis PFC340 ve Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis PFC341 tiirleri oldugu
(999,86, %100 ve %100 homoloji) belirlenmistir. Bu iiretici suslardan PSB’ler,
biyoreaktér ortaminda {iretildikten sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi, kati-faz
ekstraksiyonu ve UHPLC sistemleri kullanilarak saflastirilmis, spesifik aktiviteleri
sirastyla 607,59, 1472,39 ve 297,03 AU/mg olarak Olgilmiistiir. PSB’lerin
antibakteriyel aktivitesi proteolitik enzimler ile muamele edildiginde kaybolmustur.
Ayrica PBS’lerin MALDI-TOF ile sirastyla, 1219.021, 3346.803 ve 4853.768 Da
molekiiler biiyiikliige sahip olduklar tespit edilmistir. FE-SEM, PSB’lerin
patojenlerin hiicre duvar yapisi lizerinde farkli sekilde etkili oldugunu ve hiicre duvar
gecirgenligini bozarak veya porlar olusturarak inhibe ettigini gostermistir. Siit
ortamina 100 AU/ml ilave edilen PSB’ler etkili oldugu patojenlerin sayisin1 azaltirken,
diger iki patojen iizerinde etkisi bulunmamistir. Ancak PSB’lerin kokteyl halinde
kullanilmast durumunda her ii¢ patojenin de siit ortaminda gelisimi durdurulabilmistir.
Sonug olarak bu ¢alismada sadece B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus tiirlerine
spesifik etkili ti¢ farkli bakteriyosin tireticisi izole edilmis ve bu bakteriyosinlerin gida
sistemlerinde kokteyl seklinde ilk defa kullanilmas: ile patojenlerin engellenebilecegi
gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Laktik asit bakterileri, bakteriyosin, gida giivenligi,
bakteriyosin kokteyli, patojen bakteriler, dogal koruyucu.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF PATHOGEN-SPECIFIC BACTERIOCINS
PRODUCED BY LACTIC ACID BACTERIA AND THEIR APPLICATION
WITHIN COCTAIL
PH. D THESIS
HALIL IBRAHIM KAYA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. OMER SIMSEK)

DENIZLI, JULY 2019

In food systems, bacteriocins with antibacterial effect on pathogenic bacteria
are one of the important natural preservatives. However, due to the limited
antibacterial spectra of bacteriocins, absolute safety cannot be achieved in food
systems. In this study, bacteriocin producers with specific antibacterial effects against
pathogenic bacteria that cause problems in food systems were isolated and identified
and the performances of the cocktail formed from these pathogen-specific bacteriocins
(PSBs) on the pathogenic bacteria in the milk were determined. From 250 different
food samples, PSB producers were isolated by determining the antibacterial effect
against a mixture of each pathogens (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus) of 5 different strains (5x10° cfu / ml). According to this
strategy, three different isolates were obtained with the inhibition effect on all 50
strains of B. cereus, 10 of L. monocytogenes and 10 of S. aureus strains and they did
not have any antibacterial effect against 7 strains of lactic acid bacteria (LAB).
According to the 16S rDNA sequence analysis, three isolates were identified as
Lactobacillus plantarum PFC339, Enterococcus faecalis PFC340 and Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis PFC341 species (99,86 %, 100 % and 100 % homology). The
PSBs were purified using ammonium sulfate precipitation, solid-phase extraction, and
UHPLC systems after they were produced in a bioreactor and the specific activities
were measured as 607,59, 1472,39 and 297,03 AU / mg, respectively. The antibacterial
activity of PSBs was lost when treated with proteolytic enzymes. In addition, PBSs
were found to have a molecular size of 1219.021, 3346.803 and 4853.768 Da by
MALDI-TOF, respectively. FE-SEM showed that PSBs were distinctly effective on
the cell wall structure of pathogens by inhibiting cell wall permeability or by forming
pores. PSBs added 100 AU/ml to the milk, reduced the number of pathogens to which
it was effective while they had no effect on the other two pathogens. However, when
the PSBs were used as cocktails, the growth of all three pathogens in the milk medium
could be stopped. In conclusion, in this study, three different bacteriocin producer was
isolated with only specific activity to B. cereus, L. monocytogenes and S. aureus
species and pathogens were shown to be prevented by using these bacteriocins within
cocktails in food systems for first time.

KEYWORDS: Lactic acid bacteria, bacteriocin, food safety, bacteriocin cocktail,
pathogenic bacteria, natural preservative.
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ONSOZ

Bu ¢alismada gida sistemlerinde sorun olusturan patojen bakterilere spesifik
antibakteriyel etkili bakteriyosin iireticileri izole edilerek karakterize edilmis ve bu
patojen-spesifik bakteriyosinlerden olusturulan kokteylin siit ortaminda patojen
bakteriler lizerine etkisi gosterilmistir.

Calismalarim sirasinda bana her tiirlii destegi saglayan beni yonlendiren ve
deneyimlerinden yararlandigim danisman hocam sayin Dog. Dr. Omer SIMSEK e,
bilgilerini benimle paylasan ve destek olan bolimiimiiziin 6gretim elemanlarina
tesekkiirlerimi sunarim. Egitim hayatim boyunca tiim ¢aligmalarimda bana her zaman
maddi ve manevi agidan destek olan varliklariyla beni cesaretlendiren basta ¢ok
sevdigim esim Azimenur YUKSEL KAYAya ve aileme, calisma arkadaslarim Burcu
KORDIKANLIOGLU ve Duygu ZEHIR SENTURK’e ve diger Biolab ekibi
arkadaslarima tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Bakteriyosinler, c¢esitli bakteriler tarafindan ribozomal sentezlenerek
ekstraselliiler olarak ortama salgilanan ve genelde yakin akraba tiirleri inhibe eden
peptid veya protein yapidaki antibakteriyel metabolitlerdir (Delves-Broughton ve dig.
1996, Zou ve dig. 2018). Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda bakteriyosinlerin
gidalarda 6nem tasiyan Bacillus cereus, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus
aureus gibi tiirleri igeren birgok patojen bakteriye karsi onemli seviyede antibakteriyel
etkisi tespit edilmistir (Anastasiadou ve dig. 2008, Drider ve dig. 2000).
Bakteriyosinler, gerek ribozomal sentezli olmasi gerekse de sindirim enzimleri ile
kolayca pargalanmalar1 nedeniyle antibiyotiklerden ayrilmakta ve dogal
antibakteriyeller olarak kabul edilmektedir (Cotter ve dig. 2005). Bu ozellikleri
dolayisiyla; et ve siit irilinleri, konserve iriinler ve hazir ¢orbalar gibi gidalarin
korunmasinda, ayrica medikal alanda terapdtik amaglar dogrultusunda, mevcut
koruyuculara alternatif olarak bir¢ok ¢alismada onerilmektedir (Delves-Broughton ve
dig. 1996). Laktik asit bakterileri (LAB)’nin bilinen o6nemli antibakteriyel
metabolitlerinden birisi bakteriyosinlerdir (Klaenhammer 1993). Bakteriyosinler,
kiiglik peptid yapisinda, membran aktif dogal antibakteriyellerdir. LAB tarafindan
iretilen bakteriyosinlerden, gidalarin korunmasi amaciyla ya {iretici suslarin
dogrudan kullanilmasiyla ya da kismi saflastirilmis bu peptidlerin ilavesi ile
faydalanilmaktadir. Hatta LAB’ce iiretilen ilk bakteriyosin olan nisin de FDA
tarafindan GRAS olarak tanimlanmis, gidalarda kullanimina izin verilmis ve ticari
olarak gida koruyucusu seklinde kullanimi mevcuttur (Delves-Broughton ve dig.
1996, Cotter ve dig. 2005).

Her ne kadar, LAB’ler basta olmak {iizere birgok bakteri tarafindan iiretilen
cesitli bakteriyosinler olsa da, bunlarin gida sistemlerinde kullanimlar1 ile
antibakteriyel performansi yoniinde halen ¢esitli sorunlar bulunmaktadir (Galvez ve
dig. 2007). Bu sorunlarin basinda, bakteriyosinlerin spesifik inhibisyon
ozelliklerinden dolay1 antibakteriyel etki spektrumunun dar olmasi gelmektedir.
Kisaca bakteriyosinler hedef hiicrenin ylizeyinde bulunan reseptdr bolgelere tutunur,

daha sonra zarda por olusturarak hiicre i¢i dengenin bozulmasina ve dliimiine neden



olur (Oscariz ve Pisabarro 2001). Ornegin nisin hedef hiicrelerde lipit I molekiiliine
baglanir (Wiedemann ve dig. 2001), pediocin ise mannoz ABC transport proteinine
tutunur (Kjos ve dig. 2009). Bu spesifiklik patojen bakterilerin inhibisyonunda genel
antibakteriyel etki mekanizmasi saglayamaz. Bakteriyosinlerle ilgili diger bir sorun
ise, bu yapilarin hidrofobik karakteridir. Hidrofobisite, bakteriyosinlerin gida
fraksiyonlarina tutunmalarina, dolayisiyla da antibakteriyel performansin onemli
ol¢iide kaybina neden olur (Silva ve dig. 2018). Ugiincii sorun ise, ticari kullanimina
izin verilmis nisine karsi artan patojen direncidir. Bakterilerin hiicre duvarim
modifiye etmeleri neticesinde nisinin tutunma bdlgeleri ya degistirilmekte ya da

maskelenmektedir (Nawrocki ve dig. 2014).

Yukarida siralanan sorunlarin ¢éziimii i¢in ¢alismamizda bakteriyosinlerin
hem biyoteknolojik {iretimi hem de antibakteriyel etkilerinin 1iyilestirilmesi
hedeflenmistir. Bu ¢alismada yeni bakteriyosin iireticilerinin tespiti, bu bakterilerden
bakteriyosinlerin iiretimi, izolasyonu, saflagtirilmas: ve ileri karakterizasyonu
hedeflenmis, ilaveten genis antibakteriyel etki spektrumuna sahip bakteriyosin

kokteylinin siit model sisteminde patojen bakteriler tizerinde etkisi tespit edilmistir.

Calismamizda izole edilecek farkli karakterde ve yapida bakteriyosinleri
iceren kokteylin gida sisteminde maksimum performans saglanacak sekilde
hazirlanmasi, bakteriyosinlerin gida uygulamalarindaki énemli sorunlarindan birisi
olan dar antibakteriyel aktivite sorununun ¢oziilmesi ve bakteriyosin uygulamalarinin
yayginlastirilmasi agisindan 6zgiin nitelik tasimaktadir. Diger yandan s6z konusu
bakteriyosin kokteylinin yiiksek ticarilesme potansiyelinin bulunmast ve gida

sistemlerinde daha dnce uygulanmamis olmasi da 6nem arzetmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Bu c¢alismanin temel amaci, gida sistemlerinde uygulamaya hazir, genis
antibakteriyel spektruma sahip bakteriyosin kokteylinin olusturulmasi ¢atisi altinda,
patojen spesifik bakteriyosinlerin saflastirilarak ileri karakterizasyonu ve bakteriyosin
kokteylinin siit model sisteminde antibakteriyel etkisinin belirlenmesidir.

Yukarida belirtilen amaclar dogrultusunda ulasilmak istenen hedefler ise

maddeler halinde siralanmastir.



1) Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen patojen spesifik
bakteriyosinlerin izolasyonu, saflastirilmasi ve ileri karakterizasyonu yapilarak
molekiiler diizeyde tanimlanmasi.

2) Bakteriyosinlerin biyoreaktor sistemlerinde {iretimi, saflastirilmasi ve
kokteylin hazirlanmasi.

3) Patojen spesifik antibakteriyel aktiviteye sahip bakteriyosinlerden bir
karistm hazirlanarak gida iiretim sistemleri i¢in kullanilabilecek genis
antibakteriyel spektrumlu bakteriyosin kokteylinin {iretimi.

4) Antibakteriyel etki spektrumu ve mekanizmasi dikkate alinarak
secgilecek bakteriyosin kokteyllerinin siit model sisteminde patojen bakterilerin
inhibisyonu i¢in kullanilmasi, bu kapsamda antibakteriyel etkinin in vivo

izlenmesi ve performansinin artirilmasidir.

1.2 Literatiir Ozeti

Tiim canli varliklar, antibakteriyel proteinler liretmektedirler ve birgogu da
kiiciik molekiiler kiitleleri nedeniyle antibakteriyel peptidler olarak adlandirilirlar
(Chikindas ve dig. 2018). Bakteriyosinler, ¢esitli bakteriler tarafindan ribozomal
olarak sentezlenerek ekstraselliiler olarak ortama salgilanan ve genelde yakin akraba
tirleri inhibe eden peptid veya protein yapidaki antibakteriyel metabolitlerdir
(Delves-Broughton ve dig. 1996, Zou ve dig. 2018). Gram pozitif, Gram negatif
bakteriler ve hatta arke bakterilerin de bakteriyosin irettikleri tespit edilmistir (Juturu
ve Wu. 2018). Bakteriyosinler, prokaryot mikroorganizmalarin gelisimini
engelleyerek veya durdurarak etki ederken, patojen o6zellikli antibiyotik direngli
bakterilere karst da etkilidirler (Zou ve dig. 2018). Birgok farkli bakteri tarafindan
tiretilen bakteriyosinlerin, metisilin direngli S. aureus (MRSA) ve vankomisin direngli
enterokoklar1 (VRE) da icine alan insan ve hayvan patojenlerine kars1 etkili oldugu
ve toksisite gostermedikleri bildirilmistir (Ahmad ve dig. 2017, Zou ve dig. 2018).
Bakteriyosinler ayni zamanda yararli bakteriyel popiilasyonlarin olusmasinda da rol
oynamaktadirlar (Balciunas ve dig. 2013). Ik tespit edilen bakteriyosin, 1925 yilinda
Gratia tarafindan yapilan ¢alismada Escherichia coli tarafindan tiretilen antibakteriyel
protein olan colicin’dir (Balciunas ve dig. 2013, Cavera ve dig. 2015, Juturu ve Wu.
2018).



Bakteriyosinler, iiretici mikroorganizma tiirii, aminoasit kompozisyonu, post
translasyonel modifikasyon varlig1, molekiiler kiitlesi, 1s1 stabilitesi, etki mekanizmasi
ve antibakteriyel  spektrumlar1 gibi  birgok  farkli  Ozeliklerine  gore
siniflandirilabilmektedirler (Juturu ve Wu. 2018, Zou ve dig. 2018). Bakteriyosinlerin
siiflandirilmasi ilk olarak Klaenhammer (1993) tarafindan LAB’nin irettigi
bakteriyosinler i¢in gergeklestirilmistir. Bu siniflandirma daha sonra Cotter ve dig.
(2005) ve Heng ve Tag (2006) tarafindan modifiye edilerek glincellenmistir. 2016
yilinda Alvarez-Sieiro ve dig. tarafindan bakteriyosinlerin siniflandirilmasi revize
edilmistir. Son olarak Varella Coelho ve dig. (2017) bakteriyosinleri kimyasal yapilari
ve molekiiler kiitlelerine gore bes farkli grupta siniflandirmislardir (Zou ve dig. 2018,

Vasilchenko ve Valyshev 2018).

Laktik asit bakterileri, diisik G+C oranina sahip, Gram pozitif, fakiiltatif
anaerob, sporsuz ve asit tolerant olan tiirleri iceren heterojen bir gruptur.
Karbohidratlar1 heterofermentatif veya homofermentatif yolla laktik asite indirgerler.
Heterofermentatif tiirleri yan iirlin olarak asetik asit, formik asit, etanol ve
karbondioksit  olusturabilmektedir. Bitkisel ve hayvansal hammaddelerin
fermentasyonunda endiistriyel starter kiiltiir olarak kullanilan bu bakteriler;
Aerococcus,  Oenococcus, Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella olarak adlandirilan 12 cins igermektedir. Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus cinsi liyeleri, fermente siit iirlinlerinin
uretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (De Vuyst ve Leroy 2007). LAB
fermente gida {irtinlerindeki yapisal ve aromatik 6zelliklerin iyilestirilmesi yoniindeki
katkilarinin yaninda, trettikleri gesitli antibakteriyel metabolitler araciligiyla tiriini
mikrobiyal bozulmalara veya olusabilecek mikrobiyal hastalik risklerine karsi
korumaktadir. Yapilan ¢calismalarda LAB’nin laktik asit, H20», diasetil ve en 6nemlisi
bakteriyosin tretimiyle antibakteriyel nitellige sahip olduklar1 rapor edilmistir
(Galvez ve dig., 2007). LAB’nin bilinen en onemli antibakteriyel metabolitleri
bakteriyosinlerdir. 1933 yilinda, Whitehead, Lactococcus lactis subsp. lactis
tarafindan iiretilen bakteriyosini nisin olarak adlandirmistir (Juturu ve Wu. 2018).
LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinler ozellikle gida endiistrisinde daha ¢ok
kullanim alan1 bulmustur. Bunun nedeni ise; ilk olarak, fermente gidalarda starter

kiiltiir olarak kullanilmalar1 ve birgogunun genel olarak giivenli (GRAS) ve giivenli



olarak nitelendirilmis (QPS) statiide yer almalari, ikinci olarak, LAB
bakteriyosinlerinin bircok bozulma etmeni ve patojen bakteriye karst nanomolar
konsantrasyonda oldiiriicii etkili olmalar1 ve son olarak da gidalarin duyusal
Ozelliklerine etki etmemeleridir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016, Field ve dig. 2018).
Nisin, 1988 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan krem peynirlerde
kullanilmasi amaciyla onaylanmistir (Juturu ve Wu. 2018, Zou ve dig. 2018). L. lactis
tarafindan iretilen nisin Amerika ve Kanada dahil 48 farkli tilkede, Pediococcus
acidilactici tarafindan tretilen pediocin ve Carnobacterium maltaromaticum
UAL307 tarafindan iiretilen {i¢ bakteriyosinin (lactococcin A, carnobacteriocin BM1
ve piscicolin 126) kombinasyonundan olusan micocin yine Amerika ve Kanada’da

ticari amagla kullanilmaktadir (Zou ve dig. 2018).

Biitliin bu bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinlerden, gidalarin
korunmasi amaciyla ya {retici suslarin dogrudan kullanilmasiyla ya da kismi
saflagtirillmig bu peptidlerin ilavesi ile faydalanilmaktadir (O’Shea ve dig. 2013).
Bunun yaninda bakteriyosin lireten LAB’yi igeren ticari preparatlarin biyokoruyucu

starter kiltur olarak kullanimi1 da mevcuttur.

Bu béliimde ilk olarak bakteriyosinler hakkinda genel bilgiler paylasilacak ve
ardindan yeni nesil bakteriyosinlerden bahsedilerek, siniflandirilmalari hakkinda bilgi
verilecektir. Ardindan bakteriyosinlerin etki mekanizmalar1 aydinlatilmaya
caligilacak, gida sistemlerinde kullanimlarina yonelik uygulamalardan bahsedilecek ve

patojenlerin gidalarda meydana getirdigi sorunlar ele alinacaktir.

1.2.1 Gram Pozitif Bakterilerin Urettigi Bakteriyosinler

Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler, biyosentez
mekanizmalar1 ve biyolojik aktiviteleri goz Oniinde bulundurularak ii¢ ana gruba
ayrilmugtir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016). Ilk grup, ribozomal olarak sentezlenen ve
posttranslasyonel olarak modifiye edilen peptidleri (< 10 kDa), ikinci grup modifiye
olmamis bakteriyosinleri (< 10 kDa) ve son olarak ii¢lincii grup 10 kDa {izerinde

molekiiler kiitleye sahip modifiye olmamis bakteriyosinleri igermektedir.



1.2.1.1 Grup |

Birinci grup, enzimatik modifikasyonlar sonucu biyosentezlenen, siradisi
aminoasitler, glikosile olmus birimler ve siklik yapida peptidler igeren

bakteriyosinlerden olusmaktadir (Vasilchenko ve Valyshev 2018).

Grup la veya lantipeptidler olarak adlandirilan grup, yapilarinda bilinen
aminoasitler disinda lanthionin (Lan) ve beta metil lanthionin (MeLan) tiirevlerini
icermektedirler (Arnison ve dig. 2013). Lantipeptidler posttranslasyonel olarak
modifiye edilirler ve bu nedenle dort farkli tipleri mevcuttur. Fakat bunlardan sadece
tip I ve tip II olanlar lantibiyotikler olarak adlandirilirlar (Cotter ve dig. 2005, Wiley
ve Vander 2007, Heng ve dig. 2007). Tip I lantibiyotikler net pozitif yiik ve hidrofobik
polipeptid yapisina sahiptir. Hedef hiicrelerde membranda porlar olusturmak suretiyle
antibakteriyel etki gostermektedirler. Tip I lantibiyotikler kendi arasinda la ve lla
olarak iki gruba ayrilirlar. Bu ayrim modifikasyon enzimleri ve biyosentetik yol
farkina gore yapilmaktadir (Pag ve Sahl 2002). Tip II lantibiyotikler de yiiksiiz veya
negatif yiiklidiirler ve globiiler peptid yapidadirlar. Antibakteriyel aktivitelerini,
spesifik enzimleri inhibe etmek suretiyle gosterirler (Twomey ve dig. 2002). LAB
tarafindan ¢ok sayida farkli lantibiyotik iiretilmektedir. Tip I lantibiyotiklerin en
bilinen Ornegi, fazlaca calisilmis ve pek¢ok diilkede gida koruyucusu olarak
kullanilmasina izin verilmis olan nisindir (Nes ve dig. 2007). iki farkli nisin varyant:
(nisin A ve nisin Z), L. lactis tarafindan, Nisin U olarak adlandirilan diger varyant ise
Streptococcus uberis tarafindan tiretilmektedir, Nisin U, Nisin A ile % 78 oraninda
benzerdir (Wirawan ve dig. 2006). Bir diger lantibiyotik ise en iyi ¢alisilmig tip II
lantibiyotik olan yine L. lactis tarafindan tiretilen lacticin 3247’ dir. Birgok lantibiyotik
etki mekanizmasi hiicre duvar yapisinda yer alan lipid II molekiilini hedef
almaktadir. Bu gruptaki diger 6nemli bakteriyosinler ise lacticin 481, mutacin A ve

duramycindir (Siegers ve dig. 1996, Oscariz ve Pisabarro 2001).

Grup Ib, bakteriyosinlerinin N- teminal ve C- terminal uglart peptid bag ile
birbirine baglanmistir. Bu nedenle halkasal bir molekiil yapisina sahiptirler. Biitiin
tiyeleri alfa heliks boliimlerden olugmaktadir. Bu bakteriyosinler de ribozomal olarak
sentezlenmekte ve bu sebeple gramicidin-S ve microsubtilin gibi enzimatik yollarla
sentez edilen siklik antibakteriyel peptidlerden net bir sekilde farklidirlar. (Mogi ve
Kita 2009). Bu bakteriyosinler, N ve C terminalleri halkasal yap1 meydana getirmek



icin kovalent baglanan bakteriyosinlerdir. X-ray ve NMR analizleri Enterococcus
faecalis tarafindan tiretilen enterocin AS-48 ve lactococcin A bakteriyosinlerinin bu
grupta yer aldigini gostermistir (Kawulka ve dig. 2003, Jimenez ve dig. 2005, Martin-
Visscher ve dig. 2009, Van Belkum ve dig. 2011). Bu peptidler genel olarak 1s1l
stabiliteye sahip, proteolitik enzimlere kars1 direngli ve antilisteriyal aktiviteye
sahiptirler. Giiniimiize kadar tanimlanan halkasal bakteriyosinlerden alt1 tanesi LAB
orijinli olup (enterocin AS-48, enterocin 4, gassericin A, lactococcin A, lactocyclicin
Q, reutericin 6), diger ikisi Butryrivibrio fibrisolvens tarafindan iiretilen
butyrivibriocin AR10 ve Clostridium beijerinckii tarafindan tretilen circularin A’dir
(Cotter ve dig. 2005, Martin-Visscher ve dig. 2009, Rea ve dig. 2011). Halkasal
bakteriyosinlerin  benzer yapilarina ragmen, iki farkli etki mekanizmasi
bulunmaktadir. Lactococcin A, proton motive giiciin kaybedilmesine bagimli olarak
bakteriyel membranda por olustururken, enterocin AS-48, bakteriyel membran

tizerinde dimer olusturarak yapinin degismesine neden olmaktadir.

Grup Ic, diger adiyla saktibiyotikler siilfiir-alfa karbon atomu ihtiva eden
peptidlerdir. Bu grupta subtilosin A, thuricin CD ve H bakteriyosinleri yer almaktadir.
Bacillus subtilis tarafindan iiretilen subtilosin A, negatif yiikke sahip, siklik bir
bakteriyosindir. Buna ragmen post-translasyonel modifikasyon igermesi sebebiyle bu
grupta yer almaktadir (Marx ve dig. 2001, Kawulka ve dig. 2003, Martin-Visscher ve
dig. 2009). Grup tiyelerinden iki peptidli bakteriyosin, Bacillus thuringiensis 6431
tarafindan tiretilen thuricin CD, sistein residiileri arasinda alfa karbon kopriileri ihtiva
etmektedir ve Clostridium dificile’e kars1 antibakteriyel etkiye sahiptir (Rea ve dig.
2011). Yine B. thuringiensis tarafindan tiretilen thuricin H tek peptidli 4S-alfa karbon
baglar1 iceren bir bakteriyosindir. Subtilosin A hiicre membranini hedef alip gecici
porlar olusturarak etki gosterirken, thuricin H hiicre membran gegirgenligi iizerinde

etki etmemektedir.

Grup Id, lineer azol iceren peptidlerdir (LAPs). LAPs, ATP bagimh
siklodehidrasyon ve sonrasinda flavin mononiikleotid bagimli dehidrogenasyon ile
olusan sistein, serin ve treonin tiirevli tio-azol ve metiloksazol heterosiklik halkasal
yapilarinin  farkli kombinasyonlarmi icermektedirler. Streptococcus pyogenes
tarafindan {iiretilen streptolycin S bu grupta yer alan bakteriyosinlerdendir (Molloy ve
dig. 2015).



Grup le, Glycocinler olarak adlandirilmaktadir ve glikolize olmus rezidiiler
icermektedir. Lactobacillus plantarum tarafindan iiretilen glycocin F, LAB tarafindan
tiretilen ve tanimlanmis olan ilk glycocindir. Glycocin F, disiilfit baglari ile birbirine
baglanmis iki adet alfa heliksten olugmaktadir (Acedo ve dig. 2018, Amso ve dig.
2018).

Grup If, lasso peptidler olarak bilinmektedir. Lasso peptidler, core peptid
zincirlerinde yer alan ilk aminoasitlerinde amid bag1 ve polipeptidin C-terminal lineer
boliimiinii halkasal yapi ile saran negatif yiiklii residiiler icemektedir. Lasso peptidler
antibakteriyel, antiviral ve antikanser gibi ¢ok cesitli aktiviteler gostermektedir.
Bugiine kadar yapilan calismalarda LAB tarafindan iretilen bir lasso peptid
bildirilmemistir (Acedo ve dig. 2018, Mesa-Pereira ve dig. 2018).

1.2.1.2 Grup 11

Ikinci grup, siradisi modifikasyonlar1 icermeyen ve 10 kDa’nun altinda
molekiiler kiitleye sahip bakteriyosinleri icermektedir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016).
Grup II bakteriyosinleri modifiye olmamais tiirlerdir. Ribozomal olarak sentezlenen
antibakteriyel peptidlerin g¢ogunlugunun olusturdugu, kiiciik, 1siya dayanikli
bakteriyosinleri kapsamaktadir. Grup II bakteriyosinler post-transyonel modifikasyon
ihtiva etmemeleri, bakteriyosin, immunite ve transport genlerine sahip olmalari
nedeniyle yapilar1 lantibiyotiklerden daha basittir. Bu grup bakteriyosinler 4 alt gruba
ayrilmaktadir. Grup Ila; pediocin benzeri giiglii antilisteriyal bakteriyosinleri, Grup
IIb; iki peptid bakteriyosinleri, Grup Ilc; oncli grup icermeyen bakteriyosinleri ve
Grup I1d ise pediocin benzeri olmayan diger lineer bakteriyosinleri kapsamaktadir
(Rea ve dig. 2011, Alvarez-Sieiro ve dig. 2016).

Grup Il bakteriyosinlerinin en genis grubunu Grup lla bakteriyosinleri
olusturmaktadir. Listeria inhibe eden pediocin benzeri bakteriyosinler olarak
bilinmektedirler (Ennahar ve dig. 1999, Drider ve dig. 2006). Farkli aminoasit
igeriklerine sahip, 10 kDa’dan kii¢iik, yiiksek sicakliklara ve ekstrem pH derecelerine
dayanikli bakteriyosinlerdir. Cesitli LAB tarafindan iiretilen 30’a yakin pediocin
benzeri bakteriyosin tanimlanmistir (Nissen-Meyer ve dig. 2009). Pediococcus cinsi

tiyelerinin pediocin benzeri bakteriyosinleri tiretebildikleri tespit edilmistir. Bu cins



icerisinde pediocin irettigi rapor edilen tiirler; P. acidilactici, P. pentosaceus ve P.
damnosus’tur. Bu grubta tanimlanmis ve karakterize edilmis bakteriyosinler enterocin
A, leucocin A-UAL 187, mesentericin Y105, curvacin A, pediocin PA-1 ve sakacin
P’dir (Hastings ve dig. 1991, Hechard ve dig. 1992, Henderson ve dig. 1992,
Tichaczek ve dig. 1992, Aymerich ve dig. 1996, Drider ve dig. 2006, Nieto-Lozano ve
dig. 2010). Bu grubun iiyeleri, aminoasit dizi benzerligi igermekte ve korunmus amino
terminal dizisi ile amino terminal ucunda sistein distilfit kopriisii ihtiva etmeleri
nedeniyle farklidirlar. Grup II bakteriyosinlerinin etki mekanizmasi {i¢ temel
basamaktan olugsmaktadir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016). Pediocin, seker tasiyici
mannoz fosfotransferaz sistemi (Man-PTS) reseptorlerine baglanir, stoplazmik
membran igerisinden geger ve son olarak da por kompleksini olusturur. Antilisteriyal
etkileri bulunan ve Gram pozitif bakterilere bakteriosidal etkili olan pediocin benzeri
bakteriyosinler muhtemelen, hiicre zarin1 hedef almakta ve spesifik baglanma
bolgesine baglanarak etki etmektedirler. Grup Ila bakteriyosinlerinin sahip olduklar
YGNGYV aminoasit dizisi bu diziyi taniyan spesifik bir zar reseptoriine baglanmaktadir
(Papagianni 2003). Grup lla bakteriyosin mutantlar1 ve analoglari ile yapilan
caligmalar, tim dizinin ve ii¢ boyutlu yapinin etkilesimde ©Onemli oldugunu
gostermistir. Ug boyutlu yapi hiicre zari iizerinde 6zellikle, 6zel bolgelere baglanmak
suretiyle etki eden bakteriyosinler i¢in son derece énemli olmakta ve bakteriyosinler
hiicre duvarindan gegebilmektedir. Hiicre duvarindan gecen bakteriyosinler
sitoplazmik zarla temas sonucunda zarin fonksiyonunu bozmaktadirlar. Bunun
neticesinde, zar tasima mekanizmasi ve proton itici kuvvet (PMF) bozulmaktadir. En
nihayetinde hiicre lizizi meydana gelmektedir. Tiim bu olaylar enerji iretimini
engellemekte ve niikleik asit, protein gibi temel yapi taslarinin biyosentezinin
durmasma neden olmaktadir (Hill ve dig. 2011). Pediocinler genellikle dar
antibakteriyel spektruma sahiptir. Pediocinler 6zellikle Listeria’ya karsi yiiksek
inhibitif etkili olarak bilinirler. Ancak bu bakteriyosinlerin diger Gram pozitif
bakteriler lizerinde de cesitli seviyelerde antibakteriyel etkisinin oldugu saptanmistir.
Yapilan spektrum c¢alismalarinda pediocinlerin Listeria disinda Clostridium
sporogones, Clostridium thiaminolyticum ilaveten B. cereus, E. faecalis,
Staphylococcus carnosus gibi bakterilere karsi orta ve diisiik seviyelerde antibakteriyel
etkili olduklari belirlenmistir (Drider ve dig. 2006, Anastasiadou ve dig. 2008).



Grup Ilb iki peptidli bakteriyosinlerdir. Iki peptidli bakteriyosinler de ii¢ temel
kriter esastir. ilk olarak; iki peptid birlikte daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye
sahiptir, fakat tek baslarina da aktivite gosterirler (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016). Bunun
yani sira bir immunite proteinini igerirler. Ayrica genetik organizasyonlarinda
immunite genini takip eden iki bakteriyosin yapisal genleri bir arada bulunmaktadir
(Nes ve dig. 2007). Bu zamana kadar 16 farkli iki peptidli ve modifiye olmamis
bakteriyosin tanimlanmistir  (Nissen-Meyer ve dig. 2009). Iki peptidli
bakteriyosinlerin ii¢ boyutlu olarak Grup Ila ve Grup IId tek peptidli
bakteriyosinleriyle benzer fonksiyonlara sahip olduklari tespit edilmistir (Rea ve dig.
2011). L. lactis tarafindan {iretilen lactococcin G aktivite igin iki peptide de ihtiyag
duyarken, Streptococcus thermophilus tarafindan tiretilen thermophilin 13’iin tek bir
peptidi aktivite gosterirken, iki peptid birlikte iken ise aktivitesi artis gdstermektedir.
Lactococcin G, membrant penetre eden heliks yapist hassas bakterilerin
membranlarinda yer alan reseptorlere tutunarak sizinttya sebep olarak etki

gostermektedir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016).

Grup Ilc, lider peptid igermeyen bakteriyosinlerdir. Bakteriyosinin
salgilanmasinda ve modifiye edilmesinde taninma bdlgesi olarak rol alan ve iiretici
hiicre igerisinde inaktive olarak kalmasini saglayan N-terminal lider peptid igermeden
sentezlenmektedirler. Enterocin L50, iizerinde ¢ok ¢alisilmis ve iyi karakterize edilmis
plazmit kodlu iki peptidli lider peptid icermeyen bakteriyosinlerdendir (Perez ve dig.
2018, Towle ve Vederas 2017).

Grup IId digerlerinden farkli bakteriyosinlerdir. Bu bakteriyosinler diger
gruplara dahil olmayan, modifiye olmamis, lineer ve pediocin benzeri olmayan
bakteriyosinleri igerir (Cotter ve dig. 2005, Nissen-Meyer ve dig. 2009). Grup Ild
bakteriyosinleri farkli kaynaklardan izole edilen antibakteriyel peptidleri
icermektedir. Ilk izole edilen bakteriyosin Lactococcin A’dir. Lactococcin A homolog
bir diziye sahip degildir (Nissen-Meyer ve dig. 2009). Propionibacterium spp.
tarafindan iretilen bakteriyosinler de bu gruba dahil edilmektedir (Heng ve dig.
2007). Lactococcin 972 1siya duyarli, pH stabil olan bir bakteriyosindir. Hiicre
membraninda yer alan lipid II molekiiline baglanarak etki gostermektedir.
Lactococcin A ise man-PTS sistemi reseptorlerine baglanarak hiicre membranini
hedef almakta ve etki gostermektedir (Martinez ve dig. 2000, Martinez ve dig. 2008,
Daba ve dig. 2018).
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1.2.1.3 Grup I

Ucgiincii grup, 10 kDa iistiinde molekiiler kiitleye sahip, modifiye olmamus,
bakteriyolitik ve bakteriyolitik olmayan etki mekanizmasina sahip bakteriyosinleri
ihtiva etmektedir. Grup Il bakteriyosinler bakteriyolizinler olarak adlandirilan, 1s1l
stabilitesi olmayan biiyiikk molekiiler kiitleye sahip antibakteriyel peptidlerdir. Bu
grupta yer alan bakteriyosinler farkli domainlere sahiptirler. Lactobacillus helveticus
tarafindan iretilen helveticin J, Streptococcus zooepidermicus tarafindan tiretilen
zoocin A, E. faecalis tarafindan {iretilen enterolysin A, Streptococcus milleri
tarafindan iiretilen millericin B, Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis W2580
tarfindan dretilen dysgalacticin, Brevibacterium linens tarafindan tretilen linocin
M18 bu gruba dahil edilmektedir (Joerger ve Klaenhammer 1986, Valdes-Stauber ve
Scherer 1994, Simmonds ve dig. 1997, Beukes ve dig. 2000). Bakteriyolitik
bakteriyosinlerden enterolysin A ve benzer sekilde zoocin A N-terminalinde
endopeptidaz domaini igerirken, C-terminalinde substrat tanima domaini igermektedir
(Alvarez-Sieiro ve dig. 2016, Balciunas ve dig. 2013). Hedef hiicre duvar yapisinda
yer alan peptidoglikan tabakaya baglanmak suretiyle antibakteriyel aktivite
gostermektedirler. Bakteriyolitik olmayanlar ise, hiicre lizizine sebep olmadan etki
etmektedirler. Bu grupta yer alan dysgalacticinin, glukoz ve/veya Man-PTS sistemine
baglanmasi neticesinde, seker alimi engellenir ve hiicre icerisinde yer alan kii¢iik
molekiillerin membrandan sizmasina da neden olmaktadir (Alvarez-Sieiro ve dig.
2016, Ahmad ve dig. 2017). Yine bu grupta yer alan Lactobacillus casei tarafindan
tiretilen caseicin ise farkli bir mekanizmayla, protein ve DNA biyosentez
mekanizmalarini inhibe ederek etki etmektedir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016). LAB
disinda tiretilen proteinlerden lisostaphin de yine bu gruba dahil edilmektedir (Bastos
ve dig. 2010, Rea ve dig. 2011).

Tim bu bilgiler 1518inda LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin temel

karakteristikleri s0yle 6zetlenebilir;
1) Inhibitor etki spektrumu hedef mikroorganizmaya spesifiktir.
2) Inhibitér etki, hiicreye spesifik reseptorler ile ilgilidir.

3) Bakteriyosin iiretimi ve liretici hiicrenin bakteriyosin immunitesinin genetik

belirleyicisi genellikle plazmid DNA kaynaklidir. Bazi tiirlerde bakteriyosin
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iretiminin kromozomal DNA kaynakli oldugu da ifade edilmektedir
(Barefoot ve Klaenhammer, 1983; Hastings ve dig. 1991, Juven ve dig. 1991).

1.2.2 Gram Pozitif Bakteriler Tarafindan Uretilen Bakteriosinlerin Etki

Mekanizmalar

Birgok farkli bakteri tarafindan tiretilen bakteriyosinler, Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere kars1 antibakteriyel etkilerini ¢ok ¢esitli mekanizmalarla
gostermektedir. Bakteriyosinler, canli hiicreler i¢in yasamsal Oneme sahip,
transkripsiyon, translasyon, replikasyon ve hiicre duvar biyosentezi gibi fonsiyonlar
tizerine etki etmektedirler (Oscariz ve Pisabarro 2001, Cavera ve dig. 2015).
Bakteriyosinlerin etki mekanizmalarindaki bu farkliliklar kimyasal yapilarindaki
farkliliklardan dolayr meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar esas olarak, hiicre
duvar yapisinin biitiinliigiiniin  bozulmasi, protein ve niikleik asit sentez

mekanizmalariin inhibisyonu seklinde gergeklesmektedir (Ahmad ve dig. 2017).

Bakteriyosinler genel olarak aktivitelerini yakin akraba tiirlere karsi
gostermektedirler. Bu tip biyoaktiviteye sahip bakteriyosinler, dar spektrumlu olarak
adlandirilmaktadirlar. Son donemlerde, birgok bakteriyosinin ¢ok sayida cinsi igeren
cesitli bakterilere karsi aktivite gosterdikleri ve bu bakteriyosinlerin de genis
spektrumlu bakteriyosinler olarak adlandirildigi belirtilmistir. Gram pozitif bakteriler
tarafindan  iretilen  bakteriyosinler  etki =~ mekanizmalar1  bakimindan
siniflandirildiginda, hiicre duvar sentezini inhibe edenler, hiicre membran yapisin
bozanlar ve septum olusumunu engelleyenler olarak gruplandirmak miimkiindiir

(Sekil 1.1) (Cavera ve dig. 2015).
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Sekil 1.1: Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin antibakteriyel
etki mekanizmalari.

1.2.2.1 Hiicre Duvari Sentezini Engelleyen Bakteriyosinler

Hiicre duvarit bakterilerin canliligimi siirdiirmeleri adina ¢ok Onemli bir
hiicresel kisimdir. Oyle ki, hiicresel biitiinliigiin saglanmasi, hiicre morfolojisinin
olusmasi ve hiicre i¢i ozmotik basincin diizenlenmesi gibi hayati 6neme sahip islevleri
bulunmaktadir. Bu nedenle hiicre duvar biyosentezinin engellenmesi kritik bir

hedeftir (Cavera ve dig. 2015).

L. lactis tarafindan iiretilen nisin A, hiicre duvar biyosentezini hedef alan bir
lantibiyotiktir. Nisin A, membran baglanma prekursorii olup, peptidoglikan alt
birimlerini sitoplazmadan, hiicre duvarina tasiyan lipid II molekiiliine baglanarak
hiicre duvar biyosentezini inhibe etmektedir (Perez ve dig. 2018). Nisin lipid 1I
molekiiliinde yer alan fosfat gruplarina baglanmaktadir (Guilhelmelli ve dig. 2013).
Nisin-lipid IT kompleksi, daha yiiksek konsantrasyonlarda bakteri hiicre membraninda

por olusturmak suretiyle etki gostermektedir.

Benzer sekilde Staphylococcus warneri tarafindan tretilen, nukacin ISK-1

hiicre duvar1 biyosentezini lipid II molekiiliine baglanarak inhibe etmektedir.
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Nukacinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre membraninda por olusturmadigi
bildirilmistir. Bu bakteriyosinin metisilin direngli S. aureus biofilmlere kars1 etkili
oldugu belirtilmistir. Bakteriyosinin lipid II molekiiliine baglanmasinda nisin

yapisinin A halkasinin sorumlu oldugu tespit edilmistir (Cavera ve dig. 2015).

Microbispora sp. tiiri ATCC-PTA-5024 bakterisinin irettigi lantibiyotik,
NAI-107 bakteriyosini, hiicre membraninda yer alan lipid II molekiiliine baglanarak,
vankomisin direngli enterokoklar ve metisilin direngli stafilokoklarin gelisimini

inhibe ettigi tespit edilmistir (Miinch ve dig. 2014, Thomsen ve dig. 2016).

Lantibiyotikler igerisinde yer alan ve L. lactis tarafindan iiretilen lacticin 481
bakteriyosini ise, lipid II baglanma motifi igermesine ragmen, penisilin baglanma
proteini tarafindan katalize edilen peptidoglikan olusumunu inhibe ederek etki

gostermektedir (Dimov ve dig. 2005, Silva ve dig. 2018).

1.2.2.2 Bakteri Membran Biitiinliigiinii Bozan Bakteriyosinler

Bakteriyosinlerin hedef hiicrelerin membrani1 iizerinde temelde iki etki
mekanizmas1 mevcuttur. S6z konusu etki mekanizmalarin ilki, spesifik baglanma
noktas1 gerektirmeksizin, sadece kiitle etkisine bagli olarak hiicre membraninin
yapisini tahrip etmek suretiyle gerceklesen inhibisyon seklidir. Bu etki mekanizmasi
bakteriyosinlerin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi durumunda meydana gelir.
Bakteriyosinleri 6nemli kilan diger etki mekanizmasi ise, 6zellikle hedef hiicrelerin
antilisteriyal bakteriyosinlerde goriilen ve spesifik baglanma bolgesine ihtiyag duyan

inhibisyon seklidir.

Membran biitiinliigiinii hedef alan bir¢cok bakteriyosin, baglanma bdlgesi
olarak lipid II molekiiliinii kullanmaktadir. Bunlar igerisinde en iyi bilineni nisindir.
Nitekim nisin hiicre yiizeyinde bu molekiile tutunduktan sonra sitoplazmik membrana
transloke olmaktadir. Bakteriyosinlerin sahip oldugu bu antibakteriyel etki sonucunda
proton itici kuvvetin bozulmasi ve cesitli iyon kayiplart ile hiicresel elektrolitin
diisiisii ortaya ¢ikmaktadir. Olusan porlardan, aminoasitler, potasyum iyonlari ile ATP
hiicre i¢inden digina sizmaktadir (Jack ve dig. 1995, Cuesta ve dig. 2000, Sullivan ve
Nord 2005, Guilhelmelli ve dig. 2013). Bu sekilde etki eden, nisin disinda,

plantaricin, epidermin ve geobacillin gibi bir¢ok bakteriyosin yer almaktadir.
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Bac-GM17, Bacillus clausii GM17 tarafindan iiretilen, pH (pH 3-9) ve 1s1
stabilitesi olan bir bakteriyosindir. Birgok Gram pozitif ve negatif bakteriye karsi
bakterisidal ve Candida tropicalis R2 CIP203 mayasina kars1 ise antifungal aktiviteye
sahiptir. Staphylococcus epidermidis 5 bakterisi tarafindan iiretilen Pep5 ve S.
epidermidis Tu3298 tarafindan iretilen epidermin, bakteriyosinleri, silikon
kateterlerde S. epidermidis gelisimini inhibe etmektedir. Geobacillin 1, Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 tarafindan iiretilen yapisal ve fonksiyonel olarak nisinle
benzer bir bakteriyosindir. Benzer sekilde plantaricin E, F, J ve K, L. plantarum
tarafindan tiretilen dort farkli bakteriyosin anticandida aktivitesine sahiptirler ve bu
akiviteyi lipid II molekiiliine baglanmak suretiyle ger¢eklestirmektedirler (Cavera ve

dig. 2015).

Membran biitiinliigiinii bozmak suretiyle antibakteriyel etki gésteren biitiin
bakteriyosinler, bu etkiyi lipid II molekiiliine baglanmak suretiyle
gerceklestirmemektedirler. S. dysgalatiae subsp. equimilis W2580 tarafindan iiretilen
dysgalacticin membrana bagli glukoz molekiiliine ve/veya man-PTS sistemine
baglanmaktadir. Man-PTS sistemine baglanan dysgalacticin, stoplazmik membran
yapisini bozarak potasyum iyonlarinin disar1 sizmasina neden olmakta ve bu nedenle
de membran artik islevselligini kaybetmektedir. Lactococcin A ve B ile pediocin ve
pediocin benzeri bakteriyosinler de aktiviteleri i¢in man-PTS sistemine
baglanmaktadirlar. Daha 6nce de belirtildigi gibi Grup Ila igerisinde degerlendirilen
pediocinler katyonik peptidler olup benzer primer yapiya sahiptir. Pediocinlerin iki
Oonemli yapisal bolgesi bulunmaktadir. Bunlar yiiksek korunmus olan ve —=YGNGV-
konsensus motifini igeren N-terminal ile daha az korunmus olan C-terminal
bolgeleridir. Her iki ayr1 bolge de 6zellikleri dolayisiyla pediocinlerin antibakteriyel
mekanizmasiyla dogrudan etkilidir. Pediocin yapisinda pozitif yiikli rezidiiler
genelikle hidrofilik N-terminal kisimdadir. Dolayisiyla bu bdlgenin elektrostatik
intereaksiyonu pediocinlerin  fosfolipit yapiya baglanmasini saglamaktadir.
Pediocinlerin C-terminali ise hedef hiicrenin belirlenmesinde 6nem tasimaktadir.
(Quadri ve dig. 1997; Chen ve dig. 1997; Miller ve dig. 1998; Uteng ve dig. 2003;
Drider ve dig. 2006).

Lacticin Q, L. lactis QU 5 tarafindan iiretilen bakteriyosin, stoplazmik
membranda yer alan lipidlerin yer degistirmesi sonucunda toroidal porlar

olusturmaktadir. Olusan toroidal porlar neticesinde, hiicre i¢i proteinlerin hiicre disina
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sizmast ile spesifik bir reseptore ihtiyag duymadan hiicre oliimii gergeklesmektedir

(Zendo 2013, Iwatani ve dig. 2016).

Lactococcus garvieae tarafindan iiretilen garvicin ML bakteriyosininin hiicre
yilizeyinde yer alan maltoz ABC tasiyici sistemi ile yiiksek hassasiyette etkilesime
girdigi ve bu bekteriyosin i¢in bir hedef reseptor bolge oldugu belirtilmistir. Garvicin
ML bakteriyosini maltoz ABC tasiyici sistemini reseptor olarak tanimakta ve por

olusturmak suretiyle etki etmektedir (Gabrielsen ve dig. 2014).

E. faecalis tarafindan tiretilen enterocin AS48, hedef hiicre membraninda suda
¢Oziiniir halde dimer olusturmaktadir. Suda ¢6ziinen halde olusan dimer daha sonra,
membrana bagli hale gegmektedir. Bu sayede olusan yapi hiicre igine girebilmesine
imkan tanimaktadir. Enterocin AS48 por olusum mekanizmasinda herhangi bir 6zel
reseptore ihtiyac duymamaktadir. Bu nedenle etkisini direkt olarak lipid bilayer
tabakayla etkilesime girerek gostermektedir (Burgos ve dig. 2014). Benzer sekilde
0zel bir reseptore ihtiyag duymadan direkt lipid bilayer tabaka ile etkilesime girerek
iyon-spesifik porlar olusmasina neden olan carnocyclin A, Carnobacterium

maltaromaticum UAL307 tarafindan tiretilmektedir (Martin-Visscher ve dig. 2009).

1.2.2.3 Septum Olusumunu inhibe Eden Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, genel olarak canli hiicreler icin yasamsal Ooneme sahip,
transkripsiyon, translasyon, replikasyon ve hiicre duvar biyosentezi gibi fonksiyonlar
tizerine etki etmektedirler (Oscariz ve Pisabarro 2001). Bakteriyosinler i¢in yeni
hedeflerin kesfedilmesi, patojenler ile miicadelede onlar1 daha etkili kilabilecektir.
Her gegen giin bakteriyosinlerle alakali yeni etki mekanizmalar1 ve dolayisiyla yeni
hiicresel hedefler tanimlanmaktadir. Garvicin A ve lactococcin 972, yakin akraba
tirlerinde septum olusumunu inhibe ederek antibakteriyel etki gostermektedirler.
Garvicin A, L. garvieae tarfindan tiretilmektedir ve diger L. garvieae tiirlerine karsi
etkilidir. Lactococcin 972 L. lactis tarafindan iiretilmekte olup, sadece yakin akraba
olan Lactococcus tiirleri iizerinde etkili olmaktadir. Lactococcin 972, etki
mekanizmasi septum olusumunun bloke edilmesi seklinde gergeklesmektedir

(Martinez ve dig. 2008, Madera ve dig. 2009, Maldonado-Barragéan ve dig. 2013).
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1.2.3 Gram Pozitif Bakteriler Tarafindan Uretilen Bakteriyosinlerin

Uygulamalar

Son yillarda tiiketiciler tarafindan minimum islem gérmiis gidalara artan talep
sonucunda, bakteriyosinler gidalarin muhafazasinda ¢okca tercih edilmeye
baglamistir. Bakteriyosinlerin antibakteriyel aktivitelerinin yani sira, dogal siirecler
sonucu Uretilmeleri, gidalarin tat, koku ve tekstiirinde degisiklige meydan
vermemeleri nedeniyle yaygin olarak kullanimlar1 s6z konusudur. Peptid veya protein
tabiatinda olmalar1 nedeniyle, proteolitik enzimler ve mide salgilar1 tarafindan
pargalanabildiklerini ve insanlar tarafindan sindirilebilir olduklarin1 géstermektedir.
Bunun yanisira bazi bakteriyosinlerin 1siya karsi stabil olmalar1 ve hatta otoklav
sicakliklarinda bile stabil kalmalar1 nedeniyle yiiksek sicaklikta islem goren birgok
gida maddesinde kullanilabilirliklerini arttirmaktadir. Dolayisiyla bakteriyosinlerin et
ve siit Uriinleri basta olmak iizere bir¢cok farkli gida maddesinde kullanimlar
miimkiindiir. Gidalarda bakteriyosinler farkli sekillerde kullanilabilmektedirler.
Dogrudan gidalara ilave edilebildikleri gibi, bakteriyosin iiretici koruyucu kiiltiirlerin
gidaya ilavesiyle veya koruyucu ambalaj materyaline immobilize edilerek de

kullanilabilmektedirler (Zacharof ve Lovitt 2012, O’Shea ve dig. 2013).

Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler igerisinde, dikkati
tizerine ¢eken grup LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerdir. Bunun nedeni ise,
LAB fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilmalari, birgogunun genel olarak
giivenli (GRAS) ve giivenli olarak nitelendirilmis (QPS) statiide yer almalari, LAB
bakteriyosinlerinin bir¢ok bozulma etmeni ve patojen bakteriye karsi nanomolar
konsantrasyonda oldiirticii etkili olmalar1 ve son olarak da gidalarin duyusal
Ozelliklerine etki etmemeleridir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016, Field ve dig. 2018). Su
ana kadar gidalarda kullanimina izin verilmis olan LAB bakteriyosinleri, nisin ve
pediocin olmasina karsilik, yapilan ¢aligmalarda baz1 diger LAB bakteriyosinlerinin
de gidalarda biyokoruyucu olarak kullanilmak iizere umut vaat edici sonuglar verdigi

ve ¢esitli avantajlar sundugu belirtilmektedir (Alvarez-Sieiro ve dig. 2016).

Bakteriyosinler gida sistemlerinde farkli sekillerde kullanilabilmektedirler.
Gidalara saflagtinlmis olarak direkt ilave edilmek suretiyle uygulanabilmektedir.
Nisine ait saf ya da yar1 saf preperatlar cesitli {ilkelerde farkli ticari isimlerle

iretilmekte ve dinyanin pek¢ok yerinde gidalara dogrudan ilave edilerek
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kullanilmaktadir. Bakteriyosinlerin diger bir kullanim sekli, bakteriyosin igeren
fermantasyon iirliniiniin konsantre edilmesi sonucu elde edilen fermentatin
kullanilmas1 seklinde olmaktadir. Yine bu sekilde pediocin iiretici fermentasyon
tirlinliniin kullanildig1r 6rnekler mevcuttur. Son olarak, bakteriyosin iiretici kiiltiirler
starter kiiltiir, ilave kiiltiir ya da koruyucu kiiltiir olarak gidalara ilave edilebilirler.
Tim bu wuygulamalarin disinda, bakteriyosinlerin gidalarin ambalajlanmasi

basamaginda ambalaj materyal yapisina dahil edilerek de kullanimlar1 s6z konusudur.

LAB tarafindan tiretildigi tespit edilmis bir¢ok bakteriyosin olmasina ragmen,
en ¢ok uygulama alani1 bulan bakteriyosin, gidalarda kullanimina izin verilmis olan
nisindir. Nisin, lantibiyotikler grubuna dahil olan ve L. lactis tarafindan iretildigi
tespit edilen ilk bakteriyosindir. Nisinin genis etki spektrumu nedeniyle gida
sanayiinde koruyucu, saglik alaninda terapétik olarak kullanimi mevcuttur. Nisin
FDA tarafindan GRAS (Genel olarak giivenli) statiisiinde tanimlanmis ve EFSA
tarafindan belgelendirilerek (E234) kullanimina izin verilmistir (Field ve dig. 2015).
Nisin halen 50’den ¢ok {ilkede siit iirlinleri, konserve gidalar ve hazir gorbalarda
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bunun yanisira dis macunu ve sargi bezleri gibi
birgok saglik iirliniinde de kullanilmaktadir (Delves-Broughton ve dig. 1996, Zou ve
dig. 2018). Nisin, peynirlerde L. monocytogenes inhibisyonu i¢in ve et {irlinlerinde ise
Clostridium botulinum gelisiminin engellenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Nitekim
Mitra ve dig. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, nisin pastorize siit igerisine ilave
edilmis ve pastorizasyon sonrasinda canliligini koruyan ve bozulmaya neden olan
bakterilerin tespit edilemez diizeylere kadar inhibe edildigi bildirilmistir. Boylece
pastdrize siitiin raf dmrii buzdolab1 kosullarinda 2 aya kadar uzatilabilmistir. Dal Bello
ve dig. (2012)’nin yaptig1 ¢alismada gesitli Italyan fermente gidalarindan izole edilen
bakteriyosin tireticisi suslar kullanilmistir. Nisin A, nisin Z ve lacticin 481 {ireticisi
suglarin siizme peynirlere starter Kkiiltiir olarak ilave edilmesi sonucu L.
monocytogenes ve diger patojen bakterilerin gelisiminin basarili bir sekilde kontrol
altina alindig1 bildirilmistir. Nisinin genis etki spektrumu ayn1 zamanda starter kiiltiir
olarak da kullanilan LAB’de hedef almaktadir. Ozelikle siit iiriinlerinde ve diger
fermente gidalarda nisin kullanimi smirlidir (Silva ve dig. 2018). Bu nedenle, farklh
izolasyon stratejileri ile yeni bakteriyosinlerin tespit edilmesi biiyiilk onem arz

etmektedir. Bu bakteriyosinlerin, hedefe yonelik ve daha dar spektrumlu olmalari,
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farkli gida sistemlerinde stabilitesini korumalari, LAB’a kars1 etkili olmamalar1 ve 1s1l

islemlere kars1 dayanikli olmalar1 beklenen belli baslt 6zellikleri olabilecektir.

Lacticinler, L. lactis tiirleri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerdir. Bu grupta iki
bakteriyosin yer almaktadir. Bunlar lacticin 3147 ve lacticin 481°dir. Toz halinde olan
lacticin 3147, bebek siitii, cottage peyniri ve yogurda ilave edilmis ve Listeria ve
Bacillus bakterilerinin kontrol altina alinmasinda basarili oldugu bildirilmistir.
Lacticin 481, orta derecede etki spektrumuna sahip ve Clostridium tyrobutyricum ve
L. monocytogenes patojenlerine karsi etkili bir bakteriyosindir. Kismi saflastirilmis
lacticin 481 preperati, buzdolab1 kosullarinda muhafaza edien taze peynirlerde L.
monocytogenes sayisin1 3-7 giin icerisinde 3 logaritma diigiirdiigii tespit edilmistir
(Silva ve dig. 2018). Sarika ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada L. lactis PSY?2
susunun trettigi PSY?2 bakteriyosininin 1,600 AU/m1’lik soliisyonundan Epinephelus
diacanthus balig1 fletolarina 2 ml sprey halinde piiskiirtiilmiis, paketlenmis ve 4 °C’de
depolanmistir. Bakteriyosinle muamele edilen orneklerin kontrol drneklerine gore
muhafaza siiresinin 7 giin uzadig1 tespit edilmistir. 14 giinliikk depolama siiresince
bozulmaya neden olan bakteri sayisinda kontrol 6rnegine kiyasla 2,5 logaritmalik bir

azalma tespit edilmistir.

Lactobacillus reuteri tarafindan {retilen reutericyclin, diisik molekiiler
kiitleye sahip, hedef hiicrelerin stoplazmik membranlarini hedef alan ve bircok Gram
pozitif ve negatif bakteriye ve hatta bazi maya ve kiiflere kars1 etkili olan bir
bakteriyosindir. Patojen bakterilerden, S. aureus, Listeria innocua ve Enterococcus
faceium reutericyclin tarafindan hedef alinan mikroorganizmalardandir. Reutericyclin
icin minimum inhibe edici konsantrasyon 0,06-2,5 mg/L arasinda degismektedir

(Bharti ve dig. 2015).

Benzer sekilde farkli Pediococcus tiirleri tarafindan iiretilen pediocinlerde
umut vaat edici sekilde gidalarda bulunan patojenlere karsi etkili olmaktadir.
Peynirler, et ve et lirlinleri ve ¢esitli fermente gidalarda 6zellikle L. monocytogenes’in
sebep oldugu problemlerin 6nlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Pediocinler,
antilisteriyal ya da listeria aktif bakteriyosinler olarak da adlandirilirlar. Pediocinin,
gida kaynakli patojenler L. monocytogenes, S. aureus ile Gram negatif Pseudomonas
cinsine ait lyeler ve E. coli bakterilerine karsi nisinden daha etkili oldugu
bildirilmigtir. Nitekim cottage peyniri, krema ve peynir soslarinda 10? kob/ml

oraninda L. monocytogenes sayisinin kontrol altinda tutulmasi amaciyla pediocin
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ilave edilen bu tiriinlerde basarili sonuglar alindigi bildirilmistir. Benzer sekilde,
peynir alt1 suyu ortaminda {iretilen pediocinin kismi saflastirilmasi sonucunda elde
edilen preperatin bufalo siitiinden fermente peynir {iretiminde kullanilmasi
neticesinde, S. aureus sayisinin diisiiriilmesinde etkili oldugu ve raf dmriinii uzattig

tespit edilmistir (Silva ve dig. 2018).

Enterocinler, enterokoklar tarafindan iiretilen ve L. monocytogenes,
Clostiridium tiirleri, E. coli, Vibrio cholerae, S. aureus ve B. cereus gibi farkli patojen
ve gidalarda bozulmalara sebep olan bakterilere karsi etkili bakteriyosinlerdir.
Enterocin treticisi E. faecium, fermente et ve et trlinlerinde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Ispanyol tipi sosislerin iiretiminde, E. faecium RZS C13 ve E.
faecium CCM 4231 starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. E. faecalis tarafindan
tiretilen bir enterocin olan enterocin AS-48 enterotoksik S. aureus ile Bacillus ve
Clostridium tiirleri izerinde etkili olmaktadir (Bharti ve dig. 2015, Silva ve dig. 2018).
Yildirim ve dig. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, E. faecalis KP tarafindan
tiretilen enterocin KP, farkli konsantrasyonlarda L. monocytogenes ihtiva eden yagsiz,
yarim yagl ve tam yagh siitlere, farkli konsantrasyonlarda ilave edilmis ve yiiksek
antilisteriyal etki gostermistir. Fakat yiiksek antilisteriyal etkinin yag oran1 ve inokiile

edilen bakteri konsantrasyonunun artisi ile birlikte azaldigi belirtilmistir.

L. plantarum tiiriine ait birgok susun cesitli bakteriyosinleri iiretebildigi
bilinmektedir. Bu bakteriyosinler plantaricinler olarak adlandirilmaktadir.
Plantaricinler, L. monocytogenes, L. innocua ve Listeria ivanovii tiirlerine karsi
antibakteriyel etkiye sahiptirler. Bakteriyosin treticisi L. plantarum AMA-K ve L.
innocua igeren bir model sistemde L. innocua sayismin 12 sa sonunda 3,4x10* kob/ml
seviyesinden 7x10? kob/ml seviyesine, 24 sa sonunda ise tespit edilemeyecek
seviyeye kadar azaldigi bildirilmistir (Todorov 2009). Diger bir bakteriyosin {ireticisi,
L. plantarum TN635 tarafindan tiretilen BacTN635’in patojen Salmonella tiirlerini ve
hatta patojen bir maya olan Candida tropicalis R2 CIP203’i bile inhibe ettigi
bildirilmistir (Chalon ve dig. 2012).

Nakamura ve arkadaglarmin (2013) L. gasseri LA39 tarafindan iiretilen
gassericin A’y1 koyu kremaya ilave ederek yaptiklari ¢alismada, hacimce % 0,5 glisin
ve % 5 gassericin A igeren Ornekte, B. cereus AK1124 ve L. lactis subsp. lactis

AK1155 suslarinin tamamen inhibe olduklar1 bildirilmistir.
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Bakteriyosinlerin  gidalarda kullanimina iligkin diger bir yontemde
bakteriyosin iireticilerinin gidalara inokulasyonuyla gerceklestirilmektedir. Bu
amagla yapilan bir ¢alismada, peynir ortaminda bakteriyosin tireticisi L. plantarum
LMG P-26358 susunun L. innocua tiiriinii inhibe edebildigi rapor edilmistir (Mills ve
dig., 2011). Benzer sekilde De Vuyst ve Leroy (2007) tarafindan yapilan bir ¢alisma
da Belgika’ya has fermente bir sosis ortaminda bakteriosin iireticisi L. curvatus LTH

1174 susunun L. innocua LMG 13568 tiiriinii inhibe ettigi bildirilmistir.

Son yillarda gidalarda sorunlara neden olan patojenlerin kontrol altina alinmasi
amaciyla, bakteriyosinlerin gida sistemlerinde tek tek kullanilmasi yerine kokteyl
haline getirilerek kullanilmas1 yoniinde fikirler 6ne siiriilmektedir. Nitekim Hockett ve
dig. (2017), patojenlerin kontrol altina alinmasi amaciyla bakteriyosinlerin kombine
edilerek veya kokteyl haline getirilerek kullanilmalarinin basarili sonuglar alinmasina
olanak saglayacagin1 ifade etmistir. Yine baska bir c¢alismada gelecekte
bakteriyosinlerin kokteyl haline getirilip kullanilacagi ve bu neticede diren¢ kazanmis
olan patojenler ile olan miicadelenin daha etkili olabilecegi belirtilmistir (Hols ve dig.
2019). Bakteriyosinlerin karisim halinde kullanildigi tek calismada, sosislerde L.
monocytogenes’e karsi etkili bakteriyosinler tek tek kullanildiginda antibakteriyel
etkinin yetersiz kaldig1 ve L. monocytogenes’e karst etkili ti¢ farkli bakteriyosinin
karistm  haline getirilerek kullanildiginda ise basarili sonuglar elde edildigi

belirtilmistir (Vijayakumar ve Muriana 2017).

1.2.4 Bakteriyosinlerin Diger Yontemlerle Birlikte Uygulamalari

Bakteriyosinlerin etki spektrumlarinin sadece yakin akraba tiirleri kapsadigi
diistintildiiginde Gram pozitif bakteriler tarafindan tiretilen bakteriyosinler, Gram
pozitif bakterilere, Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerde, Gram
negatif bakterilere etki etmektedirler. Bakteriyosinlerin etki spektrumlarini bu
anlamda genisletmek adina farkli muhafaza yontemleri i¢in kullanilan organik asitler,
kimyasal katki maddeleri, g¢esitli 1s1l islemler ve yiiksek basing vb. gibi engeller
teknolojisinde de tercih edilen muhafaza yontemleriyle birlikte kullanimlar s6z
konusudur (Chalon ve dig. 2012, O’Connor ve dig. 2015, Silva ve dig. 2018). Bu

sayede olusan sinejistik etki ile birlikte antibakteriyel etki artmakta ve ayni zamanda
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hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler {izerinde etkili olabilmektedirler. Bu
sebeple engeller teknolojisinde bakteriyosinlerin de bulunmasi ve diger uygulamalarla

etkisinin arttirilmasi daha basarili sonuglar alinmasina neden olmaktadir.

Gidalarda bulunan bozulma etmeni ya da patojen Gram negatif bakterilerin
inhibe edilmesi adina en ¢ok tercih edilen yontem EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik
Asit) ile bakteriyosinlerin birlikte kullanildigi uygulamalardir. EDTA Gram negatif
hiicre membraninda yer alan lipopolisakkarit tabaka ile etkilesime girerek dis
membran gegirgenligini arttirmaktadir. Bakteriyosinlerle birlikte kullanimiyla, Gram
negatif bakteriler, Salmonella tiirleri, Enterobacter aerogenes, Shigella flexneri,
Citrobacter freudii, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ve Arcobacter butzleri gibi
genis bir spektrumda etkili olduklar: bildirilmistir (Prudencio ve dig. 2015, Silva ve
dig. 2018). Lactococcin A bakteriyosini normal sartlarda E. coli, P. aeruginosa ve
Salmonella Typhimurium bakterilerine kars1 antibakteriyel etkiye sahip degilken, 40
mM EDTA ile birlikte kombine edilerek test edildiginde, E. coli ve P. aeruginosa
bakterilerini inhibe ettigi bildirilmistir. Benzer sekilde 40 mM EDTA ile nisin
kombine edilerek bu aktivitenin arttirilabilecegi tespit edilmistir (O’Connor ve dig.

2015).

Yiiksek basing uygulamalari, oda sicakliginda gida maddelerinde bulunan
mikroorganizmalarin inaktivasyonu ile gida maddesinin dayandirilmasim hedef
almaktadir. Bu uygulama tek basina biitiin mikroorganizmalar1 inaktive etmek i¢in
yeterli olmamaktadir. Bu nedenle bakteriyosinler gibi diger muhafaza yontemleri ile
birlikte kullanildig1 takdirde daha etkili olmaktadir. Etki mekanizmasi olarak
EDTA’ya benzer mekanizmaya sahiptir. Ozelikle Gram negatif hiicrelerin dis
membranlarinin yapisinm1 bozarak, bakteriyosinlerin bu hiicreler iizerinde etkisini
arttirmaktadir (Prudencio ve dig. 2015). Bircok calismada yiiksek basing ve nisin
uygulamasinin sinerjist etki gosterdigi tespit edilmistir. Peynir iiretiminde bakteriyosin
iretici LAB ve ilave olarak azaltilmis yiiksek basing uygulamasi ile birlikte

mikrobiyolojik olarak kalitenin arttig1 bildirilmistir (Silva ve dig. 2018).

Sicaklik uygulamalar1 ile bakteriyosinlerin sinerjistik etki gosterdigi
bildirilmistir. Ozelikle diisiik sicaklik uygulamalarinin ardindan bakteriyosinlerin gida
maddelerine ilavesi seklinde uygulandigi bilinmektedir. Sicaklik uygulamasi ile

birlikte bakteriyosinlere karsi direncgli olan bakterilerde letal doz altinda stres
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kosullarinin olustugu ve nisin ve pediocin uygulamalarinin etkili oldugu tespit
edilmistir. Bu etkinin ise 6zellikle gidalarda kullanilan bakteriyosinlere karsi hassas
olmayan Gram negatif bakterilerde gercgeklestigi tespit edilmistir. Diisiik sicaklik
uygulamasi bakteriyel hiicre dis membraninda degisikliklere neden olmakta ve
akabinde gecirgenligi degisen hiicre membranindan uygulanan nisin gegerek S.
Typhimurium ve E. coli bakterilerine kars1 buzdolabi sicakliklarinda etkili olmaktadir
(Prudencio ve dig. 2015, Silva ve dig. 2018).

Bakteriyosinlerin kombine edildigi dogal antibakteriyel sistemlerden bir tanesi
laktoperoksidaz sistemidir. Laktoperoksidaz sistemi ¢ig siitte bulunan antimikrobiyal
etkisi olan bir sistemdir. Nisin ile birlikte uygulamasimnin yapildig1 bir ¢aligmada,
yagsiz siitte L. monocytogenes sayisini kontrol drnegine gore 5-6 logaritma azalttig
tespit edilmistir (Silva ve dig. 2018). Yine yapilan bagka bir calismada, toz haline
getirilmis bebek siitiinde tespit edilen ve bebeklerde menenjit, septisemi ve
enterokolite sebep olan Gram negatif patojen Cronobacter sakazakii bakterisini, nisin
veya lacticin 3147°nin laktoperoksidaz sistemi ile kombine edilmesi sonucunda 8 sa

igerisinde inhibe ettigi tespit edilmistir (O’Connor ve dig. 2015).

1.2.5 Gidalarda Sorunlara Neden Olan Patojen Bakteriler

Bakteriyosinlerin, bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda gidalarda 6nem tasiyan
B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus gibi tiirleri iceren birgok patojen bakteriye
kars1 onemli seviyede antibakteriyel etkili olduklar1 tespit edilmistir. B. cereus, L.
monocytogenes ve S. aureus gidalarda bozulmaya sebep olan en 6nemli gida kaynakl
patojenlerdir. B. cereus yaygin bir toprak saprofiti olup firsat¢i patojen olarak artan bir
oneme sahiptir. Gidalarda intoksikasyon olusturan Bacillaceae familyasinin Bacillus
genusuna ait aerobik, spor olusturan bir bakteri olup toprak ve bitki ortiisii iizerinde
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahge
tiriinlerine rahatlikla bulasabilmektedir. Gidayla tasinan bir patojen olarak dikkate
alman B. cereus ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi gida kaynakl
enfeksiyonlara, gida zehirlenmesine ve gida bozulmalarina neden olabilmektedir
(Tewari ve Abdullah 2015). Zehirlenme tehlikesini elimine etmek amaciyla kontamine

olmus gidaya genellikle 1s1l islem uygulamasi etkili bir ¢6ziim yontemi degildir.
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Ciinkii islem sonrasi canliligini koruyan sporlar daha sonra c¢imlenebilmektedir.
Ozellikle baz1 gida iiriinleri B. cereus kontaminasyonu agisindan daha biiyiik risk
tasimaktadir. Bunlar arasinda, islenmemis tahillar, nisasta ihtiva eden gida maddeleri,
et ve siit tirlinleri, kuru gidalar ile baharatlar yer almaktadir (Elicevik ve dig., 2008).
B. cereus, siit ve siit {irlinleri, et ve et tirlinleri, pastorize edilmis s1vi yumurta, pilav,
yemeye hazir sebzeler ve baharatlar gibi ¢ok ¢esitli gidadan izole edilmistir (Griffiths
ve Schraft 2017).

L. monocytogenes, insanlar ve hayvanlarda hastalia neden olan 6nemli gida
kaynakli patojenlerden birisidir. L. monocytogenes buzdolabi kosullarinda gelisebilme
ve ¢ogalabilmesi sebebiyle, 6zellikle tiiketime hazir gidalarda sorun olusturmaktadir.
L. monocytogenes ile kontamine gidalarin tiiketilmesi sonucunda listeriozis vakalari
meydana gelmektedir. Gram pozitif, fakiiltatif anaerobik ve sporsuz bir bakteridir.
Optimum gelisme sicakligi 35-37 °C olup, 1- 45 °C gibi genis bir sicaklik araliginda
da gelisebilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlardaki NaCl (% 10-12) varliginda
cogalabilir ve minimum su aktivitesi 0,92 olarak belirlenmistir. L. monocytogenes
genis pH araliginda (4.1-9.6) ¢ogalabilmekte, optimum gelisim i¢in ise pH 6.0- 8.0
arasinda olmalidir. Listeria cinsi 6 tiir icermektedir. Bunlar; L. monocytogenes, L.
innocua, L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri ve L. grayi’dir. Bunlardan sadece L.
monocytogenes insanlara karsi patojen 6zelliktedir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010). L.
monocytogenes, hamile kadinlar, yenidoganlar, 65 yas ve lizeri yetiskinler ile zayif
bagisiklik sistemi olan 6zellikle savunmasiz kisilerde listeriozis enfeksiyonuna neden
olmaktadir (Tabit 2018). L. monocytogenes diinya genelinde, yiiksek oranda
hastahanede tedavi edilmesi gereken ve O6liimle sonuglanan bircok gida kaynakli
salgina sebep olmaktadir (Rodriguez-Lopez ve dig. 2018). L. monocytogenes dogada
yaygin olarak bulunmaktadir ve toprak, bitki ortiisii, kanalizasyon, su, hayvan yemi,
taze ve donmus et, mezbaha atiklar1 ve saglikli hayvanlarin diskisindan izole
edilmistir. Bu nedenle insanlarda enfeksiyona ve gidalarin bozulmasina neden olan L.
monocytogenes icin ¢iftlik hayvanlari ve dogal ¢evresi en 6nemli bulasma kaynaklarin
olusturmaktadir (Jemmi ve Stephan 2006). L. monocytogenes varligi ve tespiti
ozellikle tiiketime hazir gidalar da 6nem arz etmektedir. Ciink{i bu tiir gidalarda tiretim
ve tikketim arasinda herhangi bir sekilde 1sil islem veya baska bir antibakteriyel

kullanim1 s6z konusu degildir.  Bu nedenle L. monocytogenes’in tespit edilmesi ve
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kontrol altinda tutulmasi gida endiistrisi ve halk sagligi acisindan ¢ok Snemlidir

(Jordan ve McAuliffe 2018).

S. aureus, insanlarda gida kaynakli hastaliklarin en 6nemli etkenlerinden
birisidir. S. aureus basta 1s1l islem olmak {izere mikroorganizmalarin indirgenmesine
yonelik tiim uygulamalara kars1 yiiksek bir duyarlilik géstermesine ragmen, insanlarda
hastaliga neden olan ve yiiksek derecede 1s1 stabilitesi gdsteren protein yapisinda 5 tip
toksin liretmektedir. Baz1 suslar1 yiiksek konsantrasyonda tuza ve bazi antibiyotiklere
de direnclidirler. Ortam sartlarina dayanikli olduklarindan dolayr dogada c¢ok
yaygindirlar. Gida zehirlenmelerine neden olan S. aureus 'un gidaya bulasmasindaki
en dnemli etkenin insan oldugu saptanmistir. Insanlar tasiyici olarak bu bakteriyi diger
insanlara ve gidalara bulastirirlar. Dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunda,
insan ve hayvan digkilarinda, ciltte apseli yaralarda ve sivilcelerde yogun olarak
bulunurlar. Gidalarda ve gida igletmelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Le Loir ve
dig. 2003; Giilbandilar, 2009; Kadariya ve dig. 2014; Xu ve dig. 2016). Genellikle
protein miktar1 yiiksek, nisastaca zengin gidalarda gelisme gdsteren S. aureus, et ve
st triinleri ile balik, patates, makarna ve benzeri iriinlerden siklikla izole

edilmektedir (Kiiciik¢etin ve Milci 2008).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Mikroorganizmalar ve Gelisme Kosullar

Calismada kullanilan gida kaynakli indikator patojen bakterilerden B. cereus
suslar1 (50 adet) Eskisehir Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden
(Giiven ve Mutlu 2008), S. aureus suslar1 (10 adet) Istanbul Universitesi Veteriner
Fakiiltesinden (Aydin ve dig. 2011) ve L. monocytogenes suslar1 (10 adet) ise
Pamukkale Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir Koleksiyonunda (PUFECC-
Pamukkale University Food Engineering Culture Collection) saklanan ve de DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) ve ATCC (American Type
Culture Collection) kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilmistir. LAB suslar1 ise
PUFECC’ten saglanmistir. Calisma boyunca tiim suslar son konsantrasyonu % 30
gliserol igerisinde -80 °C'de muhafaza edilmistir. B. cereus, S. aureus ve L.
monocytogenes suslar1 Brain Hearth Infusion (BHI, Merck, Almanya) besiyerinde, S.
aureus 37 °C’de, digerleri ise 30 °C’de 18 sa inkiibe edilerek gelistirilmigtir. LAB
suslarindan laktobasiller de-Mann, Rogosa ve Sharpe (MRS, Merck, Almanya) 30
°C’de, laktokoklar ise % 0,5 glukoz ilave edilen M17 Glukoz (M17G, % 0,5 Merck,

Almanya) ortaminda ¢ogaltilmustir.

2.2 Patojen Spesifik Antibakteriyel Etkili LAB Suslarinin izolasyonu

Patojen spesifik antibakteriyel etkili LAB’lerin izolasyonu amaciyla farkli
fermente gidalar (sucuk (10 adet), yogurt (20 adet), peynir (30 adet), tereyagi (10 adet),
eksi hamur (20 adet), tarhana (20 adet), tursu (25 adet), zeytin (20 adet), salgam (10
adet), salamura asma yaprag (5 adet)), ¢ig siit ((Inek (30 adet), koyun (9 adet), keci (8
adet), deve (3 adet)), taze sebzeler ((biber (10 adet), lahana (10 adet)) ve ham zeytin
(10 adet) ornekleri kullanilmistir. Gida 6rneklerinden laktokok ve streptokoklarin
izolasyonu amaciyla M17 Glukoz (M17G, % 0,5 Glukoz) agar (Merck, Almanya),
laktobasillerin izolasyonu ig¢in ise MRS agar (Merck, Almanya) besiyerleri
kullanilmistir. Uygun dilusyonlardan MRS ve M17G agar besiyerlerine yayma ekim
yapilmis ve 30 °C’de 48 sa inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra yaklagik 30-40
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koloni igeren petrilerin tizerine her bir patojen bakterinin (B. cereus, L. monocytogenes
ve S. aureus) bes farkli susunu igeren bakteri siispansiyonundan (Son konsantrasyonu
5x10° kob/ml) inokiile edilmis yumusak agar besiyeri yavasca dokiilmiistiir. Bakteri
stispansiyonun hazirlanmasi i¢in 18 sa gelistirilen her bir bakterinin ml’sindeki canli
sayist ii¢ kez tekrar edilerek belirlenmis, bundan sonraki ¢alismalar igin ortalama canli
sayis1 (kob/ml) referans alinmistir. Buna gore her seferinde 10° kob/ml olacak sekilde
B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus’un 5 farkli suslar1 karistirllmistir. Daha sonra
S. aureus igeren petriler 37 °C’de, L. monocytogenes ve B. cereus icerenler ise 30
°C’de 24 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon neticesinde etrafinda berrak zon olusturan
koloniler steril 6ze yardimiyla alinarak MRS ve M17G sivi1 besiyeri ortamlarinda 30
°C’de 48 sa gelistirilmis ve son konsantrasyonu % 30 olan gliserol i¢erisinde -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.3 Patojen Spesifik Antibakteriyel Etkili LAB izolatlarinin

Antibakteriyel Spektrumlarinin Belirlenmesi

Farkl1 fermente gidalardan izole edilerek en yiiksek patojen spesifik
antibakteriyel aktivitesi teyit edilen 3 adet LAB izolatlarinin 50 adet B. cereus, 10 adet
L. monocytogenes, 10 adet S. aureus ve 7 farkli LAB tiirlerine kars1 antibakteriyel
etkinligi kuyu difiizyon yontemiyle belirlenmistir (Tagg ve McGiven 1971). Besiyeri
ortaminda 30 °C’de 18 sa gelistirilen LAB izolatlari, 6000 g 15 dk siireyle santrifiij
(Hettich Universal 30 RF, Almanya) islemine tabi tutulmustur. Ust s1v1, ¢oken kati
fazin karismamasina dikkat edilerek yeni tiiplere aktarilmis, 6N NaOH kullanilarak
pH 6'ya ayarlanmis ve 0,45 um por ¢apli membran filtreden (Millex, Millipore,
Amerika Birlesik Devletleri) gecirilmistir. Ayr1 bir sekilde BHI sivi ortaminda
gelistirilen indikator bakteri siispansiyonlari, % 0,7 oraninda agar iceren 7 ml yumusak
BHI agar ortamina inokiile edilerek Nutirent agar (Merck, Almanya) igeren plaklarinin
tizerine ikinci bir tabaka halinde, homojen sekilde dokiilmiistiir. LAB tiirlerine kars1
denemelerde yumusak MRS veya M17G agar kullanilmistir. Agarin katilagsmasini
takiben steril cam pastor pipeti kullanilarak 5 mm c¢apinda kuyucuklar agilmus,
filtreden gegirilen bakteri {ist sivilart kuyucuklara 100 pL olacak sekilde
doldurulmustur. Inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklarin etrafinda inhibisyon zonu

olusumu incelenerek sonuglar degerlendirilmistir.
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2.4 Patojen Spesifik Antibakteriyel Etkili LAB izolatlarimn 16S rDNA
Dizi Analizi

Patojen spesifik bakteriyosin tirettigi tespit edilen izolatlarin tanimlanmasi igin
oncelikle genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bunun i¢in -20 °C’de bulunan
stoklardan izolatlar sivi besiyerinde gelistirilmis ve uygun besiyerlerine c¢izim
yapilarak, 30 °C’de 24 sa inkiibe edilmistir. Tek diisen koloniler secilerek MRS veya
M17G sivi ortamina inokiilasyon yapilmustir. 10° kob/ml oraninda hiicreler almarak
genomik DNA saflastirma kitinin (Invitrogen, Amerika Birlesik Devletleri) protokolii
dogrultusunda genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen ve
saflastirilan  genomik DNA’larin saflik  kontrolleri spektrofotometre’de (PG
Instruments, Birlesik Krallik) 260/280 nm alinan absorbans oran1 ve % 1°lik agaroz jel
(Sigma-Amerika Birlesik Devletleri) {izerinde elektroforez sisteminde (Thermo,
Amerika Birlesik Devletleri) yiiriitiiliip ardindan DNA goriintiileme sisteminde

(Vilber Lourmat, Fransa) belirlenmistir.

LAB izolatlarinin tanimlanmasi i¢in 16S rRNA geninin 1464 bazlik bolimii
iki farkli primer ¢ifti (27F-780R ve 529F-1491R) kullanilarak PZR (Polimerize Zincir
Reaksiyonu) ile cogaltilmistir. PZR karisimi 5 pl tampon, 2 pul dANTP karisimi
(Thermo, Amerika Birlesik Devletleri), 1'er ul (529F 5° GTGCCAGCMGCCGCGG
3’-1491R 5 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3 ve 27F 5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°-780R 5’TACCAGGGTATCTAATCCTGTT 3°)
primer, 1ul Hi-Fi Tag DNA polimeraz (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri) ve 2 ul
genomik DNA'dan olusturulmus ve toplam hacim 50 pl'ye steril ultra saf su ile
tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan tiiplere PZR (Techne, UK) cihazinda 95 °C 3
dk baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 30 dongii 95 °C’de 30 sn, 57 °C’de 30 sn, 72
°C’de 1 dk ve son asamada ise 72 °C’de 5 dk igeren bir program uygulanmastir.

PZR ile ¢ogaltilan fragmentlerin dogrulugu ve saflik kontrolii % 1 agaroz jelde
(Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) yiiriitiilerek izlenmistir. Dogru biiyiikliikte ve
safliktaki PZR fragmentlerin PZR saflastirma kiti (Thermo-Amerika Birlesik
Devletleri) ile temizligi yapildiktan sonra, BM-Labosis firmas:t (Ankara, Tiirkiye)
tarafindan hizmet alimi karsiliginda DNA dizi analizi yapilmigtir. Calismada

bakterilerden elde edilen fragmentlerin DNA dizileri, NCBI (National Center for
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Biotechnology Information) veri tabaninda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

taranarak nihai olarak tanimlanmis ve bu kiitiiphaneye kayitlar1 yapilmistir.

2.5 Kiiltiir Ust Sivilarindaki Patojen Spesifik Antibakteriyel Aktivitenin

Enzimlere Kars1 Hassasiyetinin Belirlenmesi

Patojen spesifik antibakteriyel aktivitesi bulunan LAB izolatlarinin kiiltiir iist
stvisindaki antibakteriyel aktivitenin protein tabiatindaki bir etkenden kaynaklanip
kaynaklanmadigini tespit edebilmek i¢in, 3 farkli LAB izolatindan elde edilen kiiltiir
iist sivilarina son konsantrasyonunda 1 mg/ml olacak sekilde tripsin (pH 7,0 Sigma,
Amerika Birlesik Devletleri), a-kemotripsin (pH 7,0 Sigma, Amerika Birlesik
Devletleri), proteinaz K (pH 7,0 Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) ve pepsin (pH
3,0 Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) enzimleri ilave edilerek, 37 °C’de 2 sa
inkiibasyona birakilmistir. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla da katalaz (pH
7,0 Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) enzimi kullanilmistir. Enzim aktiviteleri, 95
°C’de 5 dakika 1s1l islem ile sonlandirilmistir. S6z konusu kiiltiir {ist sivilarinda
antibakteriyel aktivitenin varligi kuyu difiizyon yontemine gore belirlenmistir (Tagg
ve McGiven 1971)

2.6 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Uretimi ve Saflagtirilmasi

LAB suslar tarafindan iiretilen patojen spesifik bakteriyosinler, {izerinde pH
(WTW, Almanya), sicaklik ve karistirma hizi kontrol {initelerinin bulundugu
fermentorde (Minifors, Isvigre) 2 L hacimde iiretilmistir. S6z konusu sistem kurulup
sterilize edildikten sonra 1sitma ve karistirma sistemleri agilarak ortamin 30 °C
sicakliga ulagsmasi saglanmistir. Ardindan patojen spesifik bakteriyosin tireticisi LAB
suslar1 fermentor ortamina % 1 oraninda ilave edilmis, SN NaOH ve 5N HCI ilave
edilerek pH 6°da ve karistirici ile de hiz 100 rpm’de sabit tutulmustur. Fermentor bu
sartlarda 24 sa kesikli sistemde c¢alistirilmistir. Fermentasyon siirecinde saat basi
ornekleme yapilmis hiicre gelisimi; siv1 igerisinde hiicre optik yogunlugu 600 nm’de

spektrofotometre’de (PG Instruments, ingiltere) dlgiilerek saptanmistir.
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Fermentorden alinan sivi besiyerinde gelisen bakteriler 9000 g’de 30 dk
santrifiij (Hettich Universal 30 RF, Almanya) islemine tabi tutulmus; ¢oken kati fazin
karismamasina dikkat edilerek kiiltiir iist s1visi steril bir erlen igerisinde toplanmustir.
Bu kiiltiir tist stvisinin 100 mililitresine son konsantrasyonu % 40-80 arasinda olacak
sekilde amonyum siilfat ilavesi yapilmig ve bakteriyosinin ¢okmesini saglayan
optimum amonyum siilfat konsantrasyonu belirlenmistir. Takiben en verimli
amonyum siilfat konsantrasyonu kiiltiir iist sivisina ilave edilmis + 4°C’de bir gece
karistirtlmistir (WiseShake SHO-1D, Birlesik Krallik). Bu siirenin sonunda 6rnekler
+4 °C’de 14000 g’de bir saat siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bitiminde iist
faz dokiilmis ve ¢okelti 0,005 M Sodyum fosfat (pH 6,0) tamponu igerisinde
¢ozlilmiistiir (Moreno ve dig. 2003).

Bu ¢ozelti i¢indeki bakteriyosinlerin geri kazanimi i¢in Strata C18-E SPE
(Phenomenex, 5g, 20 ml, Amerika Birlesik Devletleri) kolonlar1 kullanilmistir.
Oncelikle s6z konusu kolonlar % 100 etanol ile sartlandirilmis ardindan kolondan
0.005 M Sodyum fosfat (pH 6,0) tamponu gegirilmistir. Sirasiyla bakteriyosin i¢eren
cozelti kolona yiiklenmis ve daha sonra % 30 etanol ile iyice yikanmustir.
Bakteriyosinler kolondan % 70 izopropanol ve % 0,1 TFA(Trifloroasetik Asit) ile geri
kazanilmigtir (Mills ve dig. 2011). Sonra izopropanol rotari evaporator (BUCHI
Rotavapor R-114, isvicre) ile uzaklastirilmistir. Bu islemler safsizliklarin tamamen

giderilmesi adina, her bir bakteriyosin i¢in {i¢ defa gergeklestirilmistir.

Son asamada bakteriyosin igeren ekstrakt ters faz UHPLC sisteminden
(Thermo Scientific, UHPLC 3000, Almanya) gegirilerek ileri diizeyde saflagtirilmistir.
Bu sistemde bakteriyosin ¢ozeltisi UHPLC {izerinde takili olan C18 (Niikleosil,
Supelco, Amerika Birlesik Devletleri) kolonundan gradient kosullarda gegirilmistir.
Sistemde mobil faz olarak % 0,1 TFA igeren ultra saf su (Solvent A) ve % 0,1 TFA
igeren % 100 Asetonitril (Solvent B) kullanilmistir. UHPLC sisteminde 0,5 ml akis
hiz1 ve 0-5. dk % 70 A, 5-40. dk % 70 B, 40-50. dk % 100 B, 50-60. dk % 100 A
programi uygulanmistir. 220 nm’de DAD (Thermo Scientific, UHPLC 3000,
Almanya) dedektor kullanilarak okuma gergeklestirilmistir (Simha ve dig. 2012).

Yukarida siralanan saflagtirma basamaklarinin her asamasinda mutlaka
antibakteriyel aktivite taramasi yapilmistir. Ayrica bakteriyosin 6rneklerinin UHPLC

sisteminden gecirilmesi esnasinda pikler fraksiyonlar halinde toplanmis ve kuyu
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diflizyon yontemi esasina gore hedef patojenler iizerine antibakteriyel etkileri
arastirilmistir. Bakteriyosin aktiviteleri kritik diliisyon yontemine gore, inhibisyon
zonu alinan en yiiksek diliisyon oraninin, 1000/aktarilan miktar ile carpimindan elde
edilen Arbitrary Unite (AU) cinsinden hesaplanmistir (Franz ve dig. 1997). Bunun
yanisira fraksiyonlarin igerdigi toplam protein miktarlar1 Pierce BCA yoOntemiyle

belirlenmistir (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri).

2.7 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Molekiil Biiyiikliigiiniin MALDI-

TOF ile Belirlenmesi

Patojen spesifik bakteriyosinler UHPLC (Thermo Scientific, UHPLC 3000,
Almanya) sisteminden gecirilmis ve saflastirma sonucunda toplanan fraksiyonlarin
mobil fazi rotary evoporatdrde (BUCHI Rotavapor R-114, Isvigre) uzaklastirilmstir.
Mobil fazin uzaklastirilmasi sonrasi kalan fraksiyonlar liyofilize (Thermo Savant
Modulyo, Amerika Birlesik Devletleri) edilmis ve sonrasinda antibakteriyel aktivite
tespiti amaciyla agar spot testi uygulanmistir. Antibakteriyel aktivite tespit edilen
fraksiyonlarin molekiiler biiyiikliigi MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Microflex LT,
ABD) cihazinda, Nitrojen UV lazer (337 nm) ile pozitif iyon modu ve lineer spektrum
taramasi yapilarak belirlenmistir. Matriks olarak, a-Cyano-4-hydroxycinnamic asit ve
2,5-Dihydroxybenzoic asit (10 mg/ml, H2O:Asetonitril: TFA, 50:50:0.1, h:h:h)
bakteriyosinler ile 1:10 (h/h) oraninda karistirilarak kullanilmistir.

2.8 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Patojen Bakterilerin Morfolojisi
Uzerine Etkisinin FE-SEM ile Belirlenmesi

Patojen spesifik bakteriyosinlerin, patojen bakteri hiicreleri iizerinde meydana
getirdikleri morfolojik degisimler Alan Emisyon — Taramali Elektron Mikroskobu
(FE-SEM) ile belirlenmistir. Bunun i¢in 5 ml PBS kullanilarak daha 6nce saflastirilan
bakteriyosinlerden 100 AU/ml ve ayr1 ayr1 B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus
suslarindan 5x10° kob/ml ilave edilerek 3 adet siispansiyon hazirlanmis, 37 °C’de 30
dk muamele edilmistir. Kontrol 6rneklerinde bakteriyosin yerine dH20 kullanilmistir.

Daha sonra 6rneklere 6000 g’de 15 dk ¢oktiirme islemi uygulanmais, hiicre ¢okeltileri
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iki kez PBS tamponu ile iyice yikanmistir. Ardindan % 50-100 oraninda etanol ile
dehidrasyon yapilmistir (Jiang ve dig 2018). Dehidrasyon islemi sonrasinda hiicreler
6000 g’de 15 dk santrifiij ile toplanmus, liyofilize edilerek kurutulmus ve kurutulan
hiicreler, Quorum Q150 R ES cihazi (Quorum Teknoloji, Birlesik Krallik) kullanilarak
Altin-Palladyum (% 80-20) ile kaplanmustir. Hiicre morfolojileri FE-SEM (Zeiss supra
40 VP, Almanya) cihazinda, 20-25 kV voltaj ve 15000, 25000 ve 50000 kX biiyiitme

giictinde goriintiilenmistir.

2.9 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Siit Model Sisteminde Patojen
Bakteriler Uzerine Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi

Patojen spesifik bakteriyosinlerin patojenlere karsi spesifik antibakteriyel
etkinligini izlemek i¢in yarrm yaglh UHT siite (Pinar Siit Mamiilleri A.S., Izmir,
Uretim Tarihi: 03.11.2017) bakteriyosinler 100 AU/ml, patojen bakteriler ise 5x10°
kob/ml olacak sekilde ilave edilerek, ti¢ farkli deneme deseni kullanilarak

belirlenmistir.

Birinci deneme deseninde bakteriyosinlerin patojen bakteriler iizerine siit
ortaminda etkisini belirlemek amaciyla siite bir bakteriyosin ve bir patojenin 5 farklh
tiiriiniin ilavesi gergeklestirilmistir. Ikinci deneme deseninde ise siite bir bakteriyosin
ve ii¢ patojen tiiriin karisimi ilave edilmistir. Ugiincii denemede ise bakteriyosinlerin
slit ortaminda patojen bakterilerin engellenmesi yoniindeki basarisini kanitlamak
amaciyla siite tiim ii¢ bakteriyosin ve {i¢ patojen tiiriin karisimi birlikte ilave edilmistir.
Tiim deneme desenlerinde kontrol olarak bakteriyosin igermeyen ancak patojen tiirleri
igeren siit ornekleri de hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan tiim stit 6rnekleri +4 °C’de
7 glin depolanmigdir. Depolamanin 0., 1., 3., 5. ve 7. giinlerinde drnekler alinarak B.

cereus, L. monocytogenes ve S. aureus sayimlart gergeklestirilmistir.

Siit orneklerindeki S. aureus sayisi Baird Parker Agar (BPA) (Merck,
Almanya) ortaminda 37 °C’de 24 sa inkiibasyon sonunda tespit edilmistir. B. cereus
sayimi Chromogenic Bacillus Cereus Supplement (Oxoid, Amerika Birlesik
Devletleri) ilavesi yapilan Chromogenic Bacillus Cereus Agar (Oxoid, Amerika
Birlesik Devletleri) ortaminda 30 °C'de 48 sa inkiibasyon sonunda agar iizerinde

gelisen mavi-yesil kolonilerin sayimi ile yapilmistir. L. monocytogenes PALCAM
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Selektif Supplement (Merck, Almanya) ilavesi yapilmis PALCAM Agar (Merck,
Almanya) ortaminda 35 °C'de 24-48 sa inkiibasyon sonunda sayilmistir.

2.10 istatistiksel Analizler

MINITAB (14.0, Birlesik Krallik) hazir paket programi kullanilarak, PSB
astlanmig siit 6rneklerinin antibakteriyel aktiviteleri arasindaki farki karsilastirmak
icin Kruskal Wallis Analizi kullanilmistir. Farkliliklar p<0,05'de anlamli olarak kabul
edilmistir. Ortalama degerler standart sapma (£ SD) ile birlikte verilmistir. Tim

analizler {i¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Patojen Spesifik Antibakteriyel Aktiviteye Sahip LAB’lerin izolasyonu

Calismanin en 6nemli hedefi patojen spesifik bakteriyosinlere ulasmak oldugu
icin, bu calismada benzer bakteriyosin iireticisi se¢im yontemlerinden farkli olarak
hedef patojen bakterilerin 5 susu kullanilarak karisimlar indikator olarak
kullanilmistir. B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus i¢in ayri ayri hazirlanan
karisimlar cesitli fermente gidalar kullanilarak gelistirilen muhtemel LAB kolonilerin
tizerine ikinci katman olarak dokiilerek spesifik antibakteriyel aktiviteye ulasilmaya
calisilmistir. Mevceut izolasyon yonteminde (Harris ve dig 1989, Van Belkum ve dig.

1989) yapilan bu modifikasyon ile bakteriyosin-hedef bakteri spesifikligi artirtlmistir.

250 farkli gida maddesinden yapilan izolasyon sonucunda her bir M17G ve
MRS besiyeri igeren petride yaklasik 30 koloni tespit edilmis, izolasyonda 3 farkli
patojen karisimi kullanildigindan ve bu amagcla her bir patojen i¢in en az ii¢ petride
antibakteriyel aktivite tespiti yapildigindan, her bir patojen igin yaklasik 30 bin
civarinda muhtemel LAB kolonisinin taramasi gerceklestirilmis ve bunlar arasindan
yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip izolatlarin Se¢imi yapilmistir. Bu nedenle
caligmanin ilk ve 6nemli bir basamagi olan izolasyon basamagi mevcut izolasyon
yonteminden farkli bir yontemle gergeklestirilmistir. Kurgulanan strateji
dogrultusunda fermente gidalar kullamilarak MRS ve M17G ortaminda yapilan
taramalarda B. cereus’a kars1 21 adet, L. monocytogenes’e karsi 50 adet, S. aureus’a
kars1 34 adet izolat toplanmistir (Sekil 3.1). Toplam 250 fermente gida 6rnegi kaynak
olarak kullanildig1 dikkate alindiginda, kurgulanan yontemle patojen spesifik
antibakteriyel aktiviteye sahip izolat sayisi diisiiktiir. Beklenen bu sonu¢ her bir
patojen tiirlin birden fazla susunun karigimimin kullanilmasiyla pozitif sus sayisi
olasilig1 azalmistir. Tabi ki bu durum yontemin spesifik antibakteriyel etkili izolatlara

ulagmayi sagladigina da isaret etmektedir.
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Sekil 3.1: LAB izolatlarinin indikatér patojen bakteri suslarina (a: B. cereus, b: L.

monocytogenes ve c: S. aureus) karsi antibakteriyel etkisi

Toplanan izolatlarin antibakteriyel aktivitesinin teyiti amaciyla tekrar analiz
edilmistir. Buna gore B. cereus’un bes farkli susuna karsi en yiiksek etkili izolatin
peynirden izole edilen P2Bc1, L. monocytogenes’in bes farkli susuna karsi en yiiksek
etkili izolatin karin tereyagindan izole edilen KtLm1lve S. aureus’un bes farkli susuna
kars1 en yiiksek etkili izolatin siizme yogurdtan izole edilen Yo4S1 oldugu tespit
edilmistir. Bu izolatlar segilerek diger c¢alismalar i¢in muhafaza edilmistir. Bu
izolatlarin hedef patojenlere agar iizerindeki antibakteriyel etkisi Sekil 3.2°de

gosterilmistir.

Sekil 3.2: P2Bcl (a), KtLm1 (b) ve Y04S1 (c) izolatlarmin indikator patojen bakteri
suslarina (B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus) karsi antibakteriyel etkisi
3.2 Patojen Spesifik LAB izolatlarimin Antibakteriyel Spektrumu

Cesitli gidalardan izole edilen P2Bcl, KtLm1 ve Yo04S1 izolatlarinin 50 adet
B. cereus, 10 adet L. monocytogenes, 10 adet S. aureus ile 7 adet LAB tiirlerine kars1

antibakteriyel etki spektrumlar1 Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1: P2Bcl, KtLm1 ve Y04S1 izolatlarinin antibakteriyel etki spektrumu

. . LAB izolatlari
Indikator Suslar Indikator Sayisi (n)
P2Bcl KtLml Yo4S1
B. cereus 50 50/50" 5/50 0/50
L. monocytogenes 10 3/10 10/10 0/10
S. aureus 10 4/10 0/10 10/10
Lactobacillus casei shirota PSC7 1 0/1 0/1 0/1
Lactococcus lactis PSC10 1 0/1 0/1 0/1
Pediococcus acidilactici PFC69 1 0/1 0/1 0/1
Lactobacillus plantarum PFC72 1 0/1 0/1 0/1
Leuconostoc mesenteroides PFC73 1 0/1 0/1 0/1
Lactobacillus brevis PFC80 1 0/1 0/1 0/1
Lactobacillus pentosus PFC87 1 0/1 0/1 0/1
*Aktivite tespit edilen izolat sayisi/Toplam izolat Sayisi

Peynirden izole edilen P2Bcl izolati denenen 50 adet B. cereus suslarinin
tamamini inhibe etmeyi basarmistir. Bu susun B. cereus suslari {izerinde inhibisyon
aktivitesi orta ve yukarisi olarak tespit edilmistir. P2Bc1 izolatinin L. monocytogenes,
S. aureus ve LAB tiirleri tizerinde 6nemli bir antibakteriyel etkisi bulunamamustir.
P2Bcl izolatinin B.cereus’a karsi kuyu diflizyon yontemine gore antibakteriyel

aktivite goriintlisii Sekil 3.3’te verilmistir.

Karin tereyagindan izole edilen KtLml izolat1 denenen 10 adet L.
monocytogenes suslarin tiimiiniin iizerinde antibakteriyel etkili oldugu bulunmus ve
LAB tiirleri tizerinde 6nemli bir antibakteriyel etkisi bulunamamistir. Ayni sekilde bu
susun kiiltlir Gist stvisinin L. monocytogenes’e karsi kuyu diflizyon yontemine gore

antibakteriyel aktivite goriintiisii Sekil 3.3’de verilmistir.

Stizme yogurttan izole edilen Yo4S1 izolati denenen 10 adet S. aureus
suglarinin tiimiiniin iizerinde antibakteriyel etkili oldugu bulunmus ve LAB tiirleri
tizerinde 6nemli bir antibakteriyel etkisi bulunamamustir. Ayni sekilde bu susun kiiltiir
iist stvisinin S. aureus’a karst kuyu diflizyon yontemine gore antibakteriyel aktivite

goriintlisti Sekil 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.3: P2Bcl1 (a), KtLml (b) ve Y04S1 (c) izolatlarinin kiiltiir {ist stvilarinin
indikator patojen bakteri suslarina (B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus) karsi

antibakteriyel etkisi

Farkli kaynaklardan izole edilen LAB’lerinin {irettikleri ¢esitli metabolitler
(laktik asit, H20z, diasetil ve bakteriyosin) nedeniyle ¢esitli seviyelerde antibakteriyel
aktiviteye sahip olduklar1 bircok ¢alismada belirtilmistir (De Vuyst ve Leroy, 2007).
Ancak LAB’lerde antibakteriyel etkinligi ayiran en temel metabolit bakteriyosinlerdir
(Chen ve Hoover 2003; Hassan ve dig. 2012) Dolayisiyla bugiine kadar yapilan
calismalarda LAB tarafindan iiretilen bir¢ok bakteriyosin ve iireticisi rapor edilmistir.
Diger taraftan, laktik suslarca iiretilen bakteriyosinlerin gesitliligine bagli olarak
antibakteriyel  spektrumu  farklilik  gostermektedir. Bu durum  6zellikle
bakteriyosinlerin etki mekanizmasina bagli olarak sus spesifik 6zellik gdstermesinden

kaynaklanmaktadir (Dobson ve dig. 2012)

Calismamizda izole edilen LAB’ler gida kaynakli B. cereus, L. monocytogenes
ve S. aureus bakterilerinin bes farkli susunu iceren indikatér karisimina karsi
antibakteriyel etkili bulunmustur. Bu nedenle literatiirde yer alan bakteriyosin tireticisi
LAB’den bu yéniiyle farklilik gdstermektedirler. izole edilen LAB’nin tamaminin

indikator karisimina karsi orta seviyede antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir.

3.3 Patojen Spesifik Antibakteriyel Aktiviteye Sahip izolatlarin Tiir

Tanis1

Calisma kapsaminda 3 LAB izolatinin tiir seviyesindeki nihai tanis1 16S rRNA
geninin biliylik kisminin niikleotit dizisi belirlenerek gergeklestirilmistir. Buna gore
gida orneklerinden izole edilen patojen spesifik 3 adet LAB izolatlarinin genomik
DNA’sindan PZR ile ¢ogaltilan 16S rRNA genine ait fragmentler Sekil 3.4’de
gosterilmistir. 16S-27F/16S-780R primer ¢ifti kullanildiginda her bir LAB izolatindan
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753 b¢ uzunlugunda bir adet, 16S-529F/1491R primer ¢ifti ile de 962 b¢ uzunlugunda
bir adet DNA fragmentinin ¢ogaltildig1 agaroz jel iizerinde tespit edilmistir. Bu sonug
LAB izolatlarindan dogru bolge ve biiyiikliikte ¢cogaltma yapildigina isaret etmistir.
Bu asamadan sonra LAB izolatlarinin genomik DNA’sindan c¢ogaltilan DNA

fragmentlerinin temizlendikten sonra DNA dizisi ¢ikartilmistir.

NCBI veri tabani kullanilarak yapilan karsilastirma sonucunda LAB izolatlarin
tiir diizeyindeki tanimlanma sonuglar1 ve yiizdeleri Tablo 3.2°de gosterilmistir. Buna
gore peynirden izole edilen LAB izolatt P2Bcl1, L. plantarum tiirleri ile % 99 karin
tereyagindan izole edilen LAB izolat1 KtLml, E. faecalis tiirleri ile % 100 ve siizme
yogurttan izole edilen LAB izolat1 Yo4S1 ise, L. delbrueckii subps. lactis tiirleri ile %
100 oraninda benzer bulunmustur. Bu asamadan itibaren so6z konusu suslar PUFECC
koleksiyonuna eklenmis ve L. plantarum PFC339, E. faecalis PFC340 ve L.
delbrueckii subsp. lactis PFC341 olarak kaydedilmistir. Ayrica bu suslarin 16S rRNA
gen dizileri de NCBI veri tabanma girilerek ulasim numaras1 (Tablo 3.2) ile

kaydedilmistir.

DNA P2Bcl KtLm1 YodS1
I‘fggl“;" 529F  27F 27F  529F 27F  S529F
1491 R 780 R 780 R 1491 R 780 R 1491 R
3000—
2000

1500

1000-
900 -
700 -
600 —
500 -
400 -
300-
200-

-. ~. -'

Sekil 3.4: Fermente gidalardan izole edilen LAB izolatlarindan 16S-27F/16S-780R
ile 16S-529F/1491R primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilan PZR fragmentleri
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Tablo 3.2: Fermente gidalardan izole edilen LAB izolatlarinin 16S rRNA geni dizi
analizine gore tanimlama sonuglari ve NCBI ulasim numaralari.

izolat | PUFECC izolasyon Tiir Tammlanma | NCBI Ulasim
Kodu | Sus Kodu Kaynad Yiizdesi (%) | Numaralar
P2Bcl | PFC339 Peynir L. plantarum 99 MK784815
KtLml| PFC340 | Karm Tereyagi E. faecalis 100 MK784812
Yo4S1| PFC341 | Siizme Yogurt | L. delbrueckii subsp. lactis 100 MK784814

Fermente gidalarin florasinda bulunan laktik asit bakterileri 6nemli oranda
bakteriyosin iiretebilmektedir. Ozellikle Lactobacillus olmak iizere Lactococcus,
Pediococcus, Leuconostoc cinsi LAB’ne ait pek cok tiirlin bakteriyosin {iretme
yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir (Zacharof ve Lovitt 2012, Woraprayote ve
dig. 2016). Buna gore ¢alismada tanimlanan L. plantarum PFC339 ve E. faecalis
PFC340 suslar1 daha once de birgok calismada bakteriyosin {ireticisi olarak rapor
edilmistir (Balla ve dig. 2000, Zhu ve dig. 2014, Wen ve dig. 2016, Abanoz ve
Kunduhoglu 2018). Bu iki tiirin plantaricin ve enterocin trettikleri iyi bilinmektedir
(Zaccharof ve Lovitt 2012, Zou ve dig. 2018). Lakin L. delbrueckii subsp. lactis’in
bakteriyosin iirettigine dair bilgi sinirlidir (Borris ve dig. 2001).

3.4 izolat Kiiltiir Ust Sivilarmin Antibakteriyel Aktivitesinin Enzimlere

Kars1 Hassasiyeti

Farkli gida Orneklerinden izolasyonu gerceklestirilen LAB’lerin kiiltiir {ist
stvilariin, antibakteriyel aktivitesinin enzimlere gosterdigi hassasiyet Tablo 3.3’de
gosterilmistir. Proteolitik enzimler ile yapilan uygulama sonucunda ti¢ izolat kiiltiir tist
stvisinda antibakteriyel etkinin kiiltiirlerin kontrol iist sivilarinin antibakteriyel
etkisine gore kiyas edildiginde kayboldugu tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar
proteolitik enzim uygulamalar1 sonucu kaybolan antibakteriyel etkinin, izolatlarin
antibakteriyel etkili bilesenlerinin peptid ya da protein tabiatinda oldugunu
gostermektedir. Uc bakteriden elde edilen kiiltiir iist sividaki antibakteriyel aktivite
pepsin hari¢ diger proteolitik enzimler tarafindan inaktive olmustur. Kiiltiir st
stvilarin enzimlere karsi hassasiyetlerinde farklilik tespit edilmemistir. Bunun yaninda
izolatlarin kiiltiir {ist sivilarinin katalaz enzimiyle muamelesi sonucunda aktivite

kaybolmamustir.
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Tablo 3.3: Izolatlarn kiiltiir iist stvilarinin antibakteriyel aktivitesine cesitli
enzimlerin etkisi

Uygulama—
Kontrol | a Kemotripsin | Pepsin | Proteinaz K | Tripsin | Katalaz

1zolat |

P2Bcl ++ - + - - ++
KtLml ++ - + - - ++
Yo04S1 ++ - + - - 4+

Antibakteriyel Zon Caplari: — = < Imm (Etkisiz) + = 1-5 mm (Disiik Etkili) ++=5-15 mm (Orta Etkili)
+++=>15 mm (Yiiksek Etkili)

Cesitli  caligmalarda  bakteriyosin  karakterizasyon = basamaklarinda
bakteriyosinlerin proteolitik enzimlere karsi hassas olduklar1 ve 6zellikle proteolitik
enzimlerle muamele edildiklerinde antibakteriyel aktivitede azalmanin oldugu ve hatta
aktivitenin kayboldugu bildirilmistir (Lii ve dig. 2014a, Lii ve dig. 2014b, Zhu ve dig.
2014, Woraprayote ve dig. 2015, Hu ve dig. 2017). Nisinin proteolitik enzimlere kars1
hassasiyetinin belirlendigi ¢alismada, proteinaz K ve o kemotripsin enzimlerine kars1
hassas oldugu ve muamele sonucunda antibakteriyel aktivitenin kayboldugu
belirlenmistir. Pepsin ve tripsin enzimleri ile muamele sonucunda nisin aktivitesinin
kismen de olsa var oldugu ve tamamen yok olmadig tespit edilmistir (Moreno ve dig.
2000). Pediocinlerin, o kemotripsin, pepsin ve tripsin enzimleri ile muamele edilmeleri
neticesinde antibakteriyel aktivitenin bazilarinda kaybolmadigi bu nedenle de bazi
pediocinlerin bu enzimlere karsi hassas olmadiklari, fakat tiim pediocinlerin proteinaz
K enzimi ile muamele edildiklerinde aktivitenin kayboldugu yani pediocinlerin
proteinaz K enzimine kars1 hassas oldugu belirtilmistir (Papagianni ve Anastasiadou
2009). Sonuglar literatiir verileriyle birlikte degerlendirildiginde, elde edilen kiiltiir tist
stvilarinda yer alan metabolitlerin peptid ya da protein tabiatinda olan bakteriyosinler

oldugunu gostermistir.

3.5 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Uretimi ve Saflastiriimasi

LAB suglar tarafindan iiretilen patojen spesifik bakteriyosinler, pH, sicaklik
ve karistirma hizi sabit tutularak biyoreaktorde tiretilmistir. Sistem sterilize edildikten
sonra, ortamin 30°C sicakliga ulagsmasi saglanmig ve patojen spesifik bakteriyosin

tireticisi LAB suslar1 fermentor ortamina % 1 oraninda inokiile edilmistir. Ortam pH’s1
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6’da ve karigtirict hizi ise 100 rpm’de sabit tutulmustur. Fermentor bu sartlarda 24 sa

kesikli sistemde ¢alistirilmistir. Fermentasyon siirecinde saat bast 6rnekleme yapilmis

ve PFC339, PFC340 ve PFC341 bakteriyosinlerine ait hiicre gelisimi; siv1 igerisinde

hiicre optik yogunlugu 6lgiilerek tespit edilmistir (Sekil 3.5, 3.6 ve 3.7).
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Sekil 3.5: PFC339 izolatinin hiicre gelisim egrisi

Saat

Sekil 3.6: PFC340 izolatinin hiicre gelisim egrisi
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Sekil 3.7: PFC341 izolatinin hiicre gelisim egrisi

Cesitli fermente gidalardan izole edilen LAB’nin kiiltiir ist sivilarindan iliskili
bakteriyosinlerin ileri derecede karakterizasyon ¢alismalari amaciyla saflagtirilmast,
lic asamada gerceklestirilmistir. Buna gore kiiltiir iist sivisindaki protein fraksiyonu %
60 oraninda amonyum siilfat ile c¢oktiriilerek toplanmistir. Amonyum siilfat
coktlirmesi asamasinda amonyum siilfat oraninin belirlenmesi amaciyla farklh
konsantrasyonlar denenmis ve en iyi konsantrasyon, protein miktarinin tespiti ve
antibakteriyel aktivite tayini ile belirlenmistir (Tablo 3.4). Ardindan protein ¢okeltisi
kat1 faz ekstraksiyon kolonundan gecirilmis ve safsizliklarin 6nemli bir kismi
uzaklastirilmistir. Son agsamada ise kolondan toplanan eluent UHPLC sisteminden
gecirilmis ve tespit edilen pikler ayr1 ayr toplanarak antibakteriyel aktivitesi
arastirtlmistir. Amonyum siilfat, kat1 faz ekstraksiyonu ve UHPLC bakteriyosinlerin
saflastirilmasinda siklikla kullanilan ve verimli ¢alisan sistemlerdir. S6z konusu
sistemlerin kullanilmasiyla birgok yeni bakteriyosin veri tabanina (BAGEL,
http://bagel.molgenrug.nl) kazandirilmistir (Saavedra ve Sesma, 2011). Amonyum
stilfat ¢oktiirmesi amaciyla genellikle % 40-60 arasinda konsantrasyonlar
kullanilabilmektedir. Kullanilacak konsantrasyon belirlenirken farkli araliklarda
denemelerin yapilmasi ¢oktiirme veriminin her bir bakteriyosin i¢in farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Todorov ve dig. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada
Lactobacillus sakei R1333 bakterisinin iirettigi bakteriyosinin saflastirilmasinda
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amonyum siilfat ¢oktliirmesi % 60 konsantrasyonda gerceklestirilmistir. Diger bir
calismada ise Lactobacillus casei TN-2 bakteriyosininin saflastiriimasinda % 20, 40,
80 ve 100 oraninda amonyum siilfat konsantrasyonlar1 tercih edilmistir (Lt ve dig.
2014a). Konsantrasyon farkliliklart amonyum siilfat ¢oktiirmesinde her bir yeni
bakteriyosin icin farkli oranlarin denenerek en yiliksek verimin alindigi amonyum

stilfat oraninin tercih edilmesi gerektigini gostermektedir.

Tablo 3.4: Amonyum siilfat konsantrasyonuna karsilik protein konsantrasyonlari

Amonyum Siilfat Toplam Protein (mg/100 ml)
Konsantrasyonu (%) PFC339 PFC340 PFC341
40 788,47 685,67 599,78
50 876,45 812,45 689,32
60 928,23 868,12 831,56
70 902,34 802,34 786,34

Kiiltir tst sivilarindan  saflastirilan  bakteriyosinlere ait UHPLC
kromotogramlar1 ve antibakteriyel aktivite goriintiileri Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10°da,
saflagtirma basamaklarinda tespit edilen protein miktarlari, hacimleri ve aktivite

degerleri Tablo 3.5, 3.6 ve 3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.8: PFC339 izolatinin UHPLC kromotogrami ve fraksiyona ait antibakteriyel
aktivite

Tablo 3.5: PFC339 izolatinin saflagtirma basamaklarinda bakteriyosin aktiviteleri ve
protein miktarlar

Saflastrma | Hacim Toplam | Antibakteriyel | Antibakteriyel | Spesifik | Spesifik
izolat Iz;a::ma"la (mi) | Protein | Aktivite Aktivite | Aktivite | Aktivite
g (mg) (AU/ml) (Toplam AU) | (AU/mg) |  Artisi
CFS 2000 | 94890 320 640000 6,74 1,00
PEC ASC 30 278,52 320 9600 34,47 511
339 SPE 5 11,44 400 2000 174,83 25,94
UHPLC 3 3,95 800 2400 607,59 90,15
CFS: Kiiltir st s1visi, ASC: Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, SPE: Kati faz ekstraksiyonu, UHPLC: Sivi kromatografisi

PFC339 bakteriyosini kiiltiir iist sivisinda spesifik bakteriyosin aktivitesi 6,74
AU/mg olarak tespit edismis ve saflastirmanin son basamaginda UHPLC
kromotograminda 41. dk’da yer alan pikde antibakteriyel aktivite tespit edilmis ve
spesifik aktivite 607,59 AU/mg’ye ulasmistir. U¢ basamakli saflastirma sonunda,
90,15 katlik bir spesifik aktivite artig oranina ulasilmigtir. PFC339 bakteriyosini i¢in
saflastirma basamaklarina karsilik protein miktarlarina bakildiginda saflastirma
isleminin olagan bir sekilde gerceklestigi sOylenebilir. Protein konsantrasyonu

saflagtirma basamaklariyla birlikte azalirken, spesifik aktivitenin arttig1 belirlenmistir.
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Saflastirma basamaklarinda her ne kadar protein kaybi goziikse de antibakteriyel
aktivite artis1 saflastirma isleminin gerceklestirildigini gostermektedir. UHPLC
sonunda elde edilen antibakteriyel aktivite ve protein miktarina karsilik yiiksek bir
spesifik aktivite degeri tespit edilmistir. Nitekim yapilan ¢alismalarda da
bakteriyosinlerin saflastirma basamaklarinda benzer sonuglar elde edildigi

bildirilmistir (Zhu ve dig. 2014, Woraprayotea ve dig. 2015, Hu ve dig. 2017).
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Sekil 3.9: PFC340 izolatinin UHPLC kromotogrami ve fraksiyona ait antibakteriyel
aktivite

Tablo 3.6: PFC340 izolatinin saflastirma basamaklarinda bakteriyosin aktiviteleri ve
protein miktarlari

Saflastrma | Hacim Toplam | Antibakteriyel | Antibakteriyel | Spesifik | Spesifik

izolat Ea::mana (m) | Protein | Aktivite Aktivite Aktivite | Aktivite
g (mg) (AU/ml) (Toplam AU) | (AU/mg) | Artisi

CFS 2000 | 63030 320 640000 10,15 1,00

PEC ASC 30 | 264,84 320 9600 36,25 3,57
340 SPE 5 4,47 640 3200 715,88 70,53
UHPLC 3 1,63 800 2400 1472,39 | 145,06

CFS: Kiiltiir tist stvisi, ASC: Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, SPE: Kati faz ekstraksiyonu, UHPLC: Sivi kromatografisi

PFC340 bakteriyosini kiiltlir iist sivisinin spesifik aktivitesi 10,15 AU/mg
olarak belirlenmis, UHPLC saflastirma basamaginda 41. dk’da toplanan pikde
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antibakteriyel aktivite tespit edilmis ve spesifik aktivitesi 1472,39 AU/mg olarak
belirlenmistir. Saflagtirma basamaklar1 sonunda 145,06 katlik bir spesifik aktivite artis
oranma ulasilmistir. PFC340 bakteriyosini i¢in de protein konsantrasyonunun
saflagtirma basamaklariyla birlikte azaldigi ve spesifik aktivitenin de arttig
belirlenmistir. Saflastirma basamaklarinda protein kayiplart gerceklesmis olsa da
spesifik aktivitede ki artisin saflastirma isleminin uygun sekilde gergeklestirildigini
gostermektedir. UHPLC sonunda elde edilen antibakteriyel aktivite ve protein
miktarina karsilik yine ytiksek bir spesifik aktivite degeri tespit edilmistir. Literatiirde
yer alan ¢alismalarda saflastirma bagmaklarinda meydana gelen protein kayiplarinin
olagan oldugu ve buna karsilik da antibakteriyel aktivitede artis meydana geldigi tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak saflastirma ile birlikte o6zellikle spesifik aktivitede artis
meydana geldigi yapilan calismalarda bildirilmistir (Pei ve dig. 2013, Diindar ve dig.
2014, Elayarajal ve dig. 2014, Zommiti ve dig, 2016, An ve dig. 2017). Calismamizda

da saflagtirma basamaklarinda literatiir verilerine benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.10: PFC341 izolatinin UHPLC kromotogrami ve fraksiyona ait antibakteriyel
aktivite
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Tablo 3.7: PFC341 izolatinin saflastirma basamaklarinda bakteriyosin aktiviteleri ve
protein miktarlari

Saflastrma | Hacim Toplam | Antibakteriyel | Antibakteriyel | Spesifik | Spesifik
izolat Bas:ma'l (ml) Protein Aktivite Aktivite Aktivite | Aktivite
g (mg) (AU/ml) | (Toplam AU) | (AU/mg) | Artis1
CFS 2000 50040 160 320000 6,39 1,00
PEC ASC 30 252,99 160 4800 18,97 2,97
341 SPE 5 8,57 200 1000 116,69 18,26
UHPLC 3 2,02 200 600 297,03 46,48
CFS: Kiiltiir dist s1visi, ASC: Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi, SPE: Kati faz ekstraksiyonu, UHPLC: Sivi kromatografisi

PFC341 bakteriyosinin kiiltiir iist sivis1 spesifik aktivitesi 6,39 AU/mg olarak
tespit edilmistir. UHPLC kromotograminda antibakteriyel aktivite tespit edilen 40.
dakikada toplanan pikde spesifik aktivite 297,03 AU/mg’ye ulasmistir. Saflastirma
islemleri sonucunda 46,48 kat spesifik aktivite artis oranina oranina erisilmistir.
PFC341 bakteriyosini i¢in de protein konsantrasyonunun saflastirma basamaklariyla
birlikte azaldigi ve spesifik aktivitenin de arttigi belirlenmistir. Saflagtirma
basamaklarinda protein kayiplar1 ger¢eklesmis ve buna karsilik spesifik aktivitede artis
meydana gelmistir. Bu da saflastirma isleminin uygun sekilde gerceklestirildigini
gostermektedir. UHPLC sonunda elde edilen antibakteriyel aktivite ve protein
miktarina karsilik yine yiiksek bir spesifik aktivite degeri tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda saflagtirma bagmaklarinda protein kayiplarinin meydana geldigi ve buna
karsilik da antibakteriyel aktivitede artis meydana geldigi tespit edilmistir. Saflagtirma
ile birlikte 6zellikle spesifik aktivitede artis meydana geldigi yapilan ¢aligsmalarda
bildirilmistir (Zhu ve dig, 2014, Zommiti ve dig. 2016, An ve dig. 2017).
Calismamizda da saflastirma basamaklarinda yapilan ¢alismalarla benzer sonuglar

elde edilmistir.

3.6 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Molekiiler Biiyiikliikleri

Patojen spesifik bakteriyosinlerin UHPLC sisteminden gegirildikten sonra
saflastirilmasi neticesinde fraksiyonlar liyofilize edilmis ve sonrasinda antibakteriyel
aktivite kontrolii yapildiktan sonra molekiiler biiyiikliiklerinin tespiti amaciyla

MALDI-TOF cihaz (Bruker Daltonics, Microflex LT, ABD) kullanilmustir.
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Lactobacillus plantarum PFC339 tarafindan iiretilen bakteriyosinin molekiil
kiitlesi 1219.021 Da olarak tespit edilmistir (Sekil 3.11). Bu bakteriyosinin molekiil
kiitlesi karsilastirma yapilan plantaricinlerin molekiil kiitlelerinden farklidir (Zhu ve
dig. 2014, Wen ve dig. 2016). Bu sonug¢ PFC339 bakteriyosinin yeni bir plantaricin

olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 3.11: PFC339 bakteriyosini MALDI-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

Enterococcus faecalis PFC340 ve Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
PFC341 suslar tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin molekiil biiylikliigli sirasiyla
3346.803 ve 4853.768 Da olarak tespit edilmistir (Sekil 3.12, 3.13). Cesitli
bakteriyosin {ireticisi E. faecalis suslari1 tarafindan iiretilen enterocinler i¢in rapor
edilen molekiil kiitlelerinin, 3,5 kDa ile 6 kDa arasinda degistigi bildirilmistir (Balla
ve dig. 2000, Abanoz ve Kunduhoglu 2018). Ayrica, L. delbrueckii subps.
lactis tarafindan iretilen bakteriyosin {izerinde yapilan tek c¢alismada molekiil
biiyiikliik 6 kDa olarak belirlenmistir (Borris ve dig. 2001). Bakteriyosinlerin molekiil
biiyiikliigiiniin tespitinde bugiine kadar tricine SDS-PAGE yo6ntemi kullanilmaktaydi.
Bu yontemlerde molekiiliin yaklasik boyutu dgrenilebilmekteydi. Buna gore PFC340

tarafindan iiretilen enterocin mevcut bilgilere oldukga yakin iken, L. delbrueckii subps.
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lactis PFC341 tarafindan iretilen bakteriyosinin olduk¢a farklidir. Bu sonug

PFC341’in iirettigi bakteriosinin yeni ve farkli olabilecegine isaret etmektedir.

Son yillarda yeni bakteriyosinlerin tespitinde kiitle spektrometresi ile
molekiiler biiylikliglin belirlenmesinin yani sira bakteriyosinlerin aminoasit sekans
analizide gergeklestirilmektedir. Calismamizda saflagtirdigimiz bakteriyosinlerin
aminoasit sekanslarinin da yapilarak mevcut veritabanlarinda yer alan sekanslar ile
karsilastirilmasi ve bunun sonucunda yeni birer bakteriyosin olup olmadigi konusunda

sonuclarimizi destekleyici verilerin elde edilmesi de faydali olacaktir.
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Sekil 3.12: PFC340 bakteriyosini MALDI-TOF kiitle spektrometresi spektrumu
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Sekil 3.13: PFC341bakteriyosini MALDI-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

3.7 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Patojen Bakteriler Uzerine
Antibakteriyel Etkisinin FE-SEM Goriintiileri

Patojenlere spesifik bakteriyosin kiiltlir {ist sivilarinin indikator bakteri
karisimi hiicreleri tizerinde antibakteriyel aktiviteleri sonucunda olusan hiicrelerin

morfolojik degisimleri Sekil 3.14, 3.15 ve 3.16°da gosterilmistir.

PFC339, PFC340 ve PFC341 bakteriosinleri ile muamele edilen ve edilmeyen
kontrol B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus suslarinin FE-SEM goriintiileri
incelendiginde, PFC339 ve PFC341 bakteriosinlerinin hiicrelerin bas kisimlarinda
porlar olusturduklar1 dikkati ¢ekmektedir. PFC340 bakteriyosini ise diizglin hiicre
ylizeyinin bozulmasina neden olarak hiicre i¢i sivisinin kaybina ve bliziismelere neden
olmaktadir. ~ Gorilintiilerden  anlasildigi  kadariyla, PFC339 ve PFC341
bakteriyosinlerinin indikator hiicreler lizerinde benzer, PFC340 bakteriyosinin ise iki
bakteriyosinden farkli bir etki mekanizmasina sahip oldugu diistiniilmektedir.
Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde literatiirde yer alan ¢alismalarla benzer

sekilde, bakteriyosinle muamele edilen hiicrelerin kontrol hiicrelerine gore hiicre
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yapilarinda ve morfolojilerinde degisiklikler meydana geldigi goriilmektedir. Hiicre
yiizey yapilar1 degismis, porlar meydana gelmis ve hiicre duvari gegirgenliginde
meydana gelen degisimler sonucunda olusan porlardan hiicre i¢i stvinin hiicre disina
tagmasina ve hiicrelerin 6liimiine neden olmustur (Lii ve dig. 2014b, Wang ve dig.

2014).

Sekil 3.14: PFC339 bakteriyosini ile muamele edilen B. cereus suslarinin morfolojik

goriiniimii (a: Kontrol b: Ornek)

Sekil 3.15: PFC340 bakteriyosini ile muamele edilen L. monocytogenes suslarinin

morfolojik goriiniimii (a: Kontrol b: Ornek)
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Sekil 3.16: PFC341 bakteriyosini ile muamele edilen S. aureus suslarinin morfolojik

gdriiniimii (a: Kontrol b: Ornek)

3.8 Patojen Spesifik Bakteriyosinlerin Siit Model Sisteminde Patojen
Bakteriler Uzerine Antibakteriyel EtKisi

Bakteriyosinler ile patojen bakterilerin tek tek ilave edildigi siit 6rneklerinde
bir haftalik depolama sonunda B. cereus sayist yaklagik 1,5 log kob/ml, L.
monocytogenes sayist 3 log kob/ml, S. aureus sayist 1,5 log kob/ml azalmistir (Sekil
3.17, 3.18 ve 3.19). Kontrol gruplariyla kiyaslama yapildiginda bakteriyosinlerin siit

ortaminda hedef patojenler iizerinde antibakteriyel etkili oldugu anlagilmistir (P <
0,05).
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Sekil 3.17: Anti-B. cereus (PSB-Bc) bakteriyosininin B. cereus suslarinin karisimina

kars1 antibakteriyel etkisi
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Sekil 3.18: Anti-L. monocytogenes (PSB-Lm) bakteriyosininin L. monocytogenes

suslarinin karisimina karsi antibakteriyel etkisi

5,50 |.
5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50

—o— Sa/PSB-Sa
Sa K

log kob/ml

|

Sekil 3.19: Anti-S. aureus (PSB-Sa) bakteriyosininin S. aureus suslarinin karigimina
kars1 antibakteriyel etkisi

Tek bakteriyosin ile tliim patojen bakterilerin birlikte bulundugu siit
orneklerinde B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus sayilar sirastyla 1,5, 2,5 ve 1
log kob/ml azalmistir (Sekil 3.20, 3.21 ve 3.22). Siite ilave edilen patojen-spesifik
bakteriyosinler hedef patojen bakteri tizerinde antibakteriyel etkili olurken, diger iki
patojen tlizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonu¢ denenen bakteriyosinlerin
oldukga patojen spesifik antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica
higbir bakteriyosin igermeyen ve ii¢ patojen bakteriyi iceren siit orneklerinde ise
depolama ile birlikte L. monocytogenes hari¢ hiicre sayist degismemistir. Lakin L.

monocytogenes sayisi ise depolama ile birlikte artmistir (P < 0,05).
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Sekil 3.20: Anti-B. cereus (PSB-Bc) bakteriyosininin biitiin indikatér karisimlarina
kars1 antibakteriyel etkisi
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Sekil 3.21: Anti-L. monocytogenes (PSB-Lm) bakteriyosininin biitiin indikator

karisimlarina kars1 antibakteriyel etkisi
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Sekil 3.22: Anti-S. aureus (PSB-Sa) bakteriyosininin biitiin indikator karisimlarina
kars1 antibakteriyel etkisi

Patojenleri markaja almak ve gida giivenligini garanti etmek i¢in, s6z konusu
bakteriyosinler siit ortamina her birisinden 100 AU/ml olacak sekilde kokteyl olarak
ilave edilmis ve 5 log kob/ml inokiile edilen B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus
suslarina karst spesifik antibakteriyel etkinlik tespit edilmistir. Sekil 3.23
incelendiginde siit igerisinde bir hafta depolama sonunda B. cereus, L. monocytogenes
ve S. aureus sayilarinda sirasiyla 1,5, 3 ve 2 log kob/ml azalma gerc¢eklesmistir. Buna
karsin bakteriyosin igermeyen kontrol gruplarinda inokiile edilen patojen bakterilerin
sayisinda kismi artig gozlenmistir (P < 0,05). Bu sonuglar gida sistemlerinde hedef
patojen bakterilere karsi spesifik aktivitesi bulunan bakteriyosinlerin kokteyl
formunda kullanilmasi1 durumunda patojen bakterileri basariyla durdurabildigini
gostermistir.  Cesitli gida sistemlerinde bakteriyosin kullanilmasinin  patojen
bakterilerin gelisimini engelledigi bircok ¢alisma ile gosterilmistir (Munoz ve dig.
2004, Arques ve dig. 2011, Alves ve dig. 2016). Ancak bu caligmalarda gida
sistemlerine ilave edilen bakteriyosinlerin belirli bir spektrumunun bulunmasi
nedeniyle gida gilivenligi riski bulunmaktadir. Patojenler iizerine spesifik etkili
bakteriyosinlerin kokteyl formunda uygulanmasi patojenlerin kontrol edilmesi ve

durdurulmasi i¢in kullanilabilecek yeni bir gida muhafaza yontemi yaklagimidir.
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Sekil 3.23: Anti-B. cereus (PSB-Bc), Anti-L. monocytogenes (PSB-Lm) ve Anti-S.
aureus (PSB-Sa) bakteriyosin kokteylinin biitiin indikator karisimlarina karsi

antibakteriyel etkisi

Tirk Gida Kodeksi, Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi Ek 1°¢ (2013) gore
nisin igin kullanim limitleri farkli gidalar i¢in 3 mg/L-kg ile 25 mg/L-kg arasinda
degismektedir. Cesitli lilkelerde nisinin gidalarda kullanim limitleri degiskenlik
gostermektedir. Buna gore, Avustralya, Birlesik Krallik ve Fransa’da, peynir, peynir
tozu ve konserve gidalar i¢in herhangi bir limit bulunmamaktadir. Rusya’da diyet
peynirler ve konserve sebzeler i¢in kullanim limiti maksimum 8000 IU/g iken,
Amerika’da, pastorize siitten iretilen peynirlerde maksimum 10000 IU/g nisin
kullanimina izin verilmektedir (Gharsallaoui ve dig. 2015). Nisinin ¢esitli gidalarda,
farkli bakteriler i¢in kulanim dozlar1 da gesitli ¢alismalar da verilmistir. Buna gore,
pastorize ¢corba, hamburger ekmegi gibi gida maddelerinde B. cereus i¢in kullanilmast
gereken nisin miktar1 100-250 1U/g-ml, gesitli peynirlerde L. monocytogenes igin
kullanilmas1 gereken nisin miktart 100-2000 1U/g-ml olarak belirlenmistir

(Gharsallaoui ve dig. 2015).

Ruiz Martinez ve dig. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada, yarim yagl siite B.
cereus 5 log kob/ml ve L. monocytogenes 4 log kob/ml oraninda ilave edilmistir.
Siitlere 0,5-1 mg/L nisin (Nisaplin, Danisco, Birlesik Krallik) ilavesi yapilmis ve 21
giin boyunca 6 'C ‘de depolanmistir. 0,5 mg/L nisin ve B. cereus ihtiva eden siitte B.
cereus sayisi 6. giin sonunda 3 log kob/ml civarinda, 1 mg/L nisin ve L. monocytogenes
ilaveli siitte L. monocytogenes 6. giin sonunda 1 log kob/ml civarinda tespit edilmistir.
Yine 400 ve 500 IU/mL nisin (Nisaplin, Danisco, Brezilya) ilave edilen minas frescal

peynirlerinde S. aureus sayisinin kontrol drneginde 4 “C‘de, 30 giinliik depolama
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sonunda 7 log kob/g olarak tespit edilmistir. 400 IU/g nisin ilave edilen 6rnekte bu
say1 6,5 log kob/g, 500IU/g nisin ilave edilen 6rnekte ise 6 log kob/g olarak tespit
edimistir (Felicio ve dig. 2015).

Verma ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ig buffalo siitiine % 1, 5
ve 10 oraninda kismi saflagtirilmis pediocin PA-1 ilave edilmistir. Siite ayn1 zamanda
10° kob/ml S. aureus ilave edilmistir. 6 sa sonunda kontrol 6rneginde S. aureus sayisi
9 log kob/mlI’ye yiikselmis ve % 1, 5 ve 10 oraninda pediocin PA-1 igeren 6rneklerde
bu say1 sirastyla, 5, 4 ve 3 log kob/ml olarak tespit edilmistir.

Ribeiro ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada E. faecalis L3B1K3 susu
tarafindan iiretilen kismi saflagtirilmig enterocin taze peynir 6rneklerine, 134, 268 ve
536 ng/g olarak ilave edilmis, peynirler 4 °C‘de, 4 giin boyunca depolanmis ve siite
baslangigta 10° kob/ml ilave edilen L. monocytogenes ATCC 7644 sayimlari
gerceklestirilmistir. Uciincii giiniin sonunda L. monocytogenes sayist kontrol
orneginde 7 log kob/g, 134 ug/g enterocin ilave edilen 6rnekte 6 log kob/g, 268 ng/g
enterocin ilave edilen 6rnekte 4 log kob/g olarak tespit edilmis ve 536 pg/g enterocin

ilave edilen 6rnekte L. monocytogenes tespit edilmemistir.

Calismamizda tercih edilen bakteriyosin konsantrasyonunun tilkemizde ve bazi
dis tilkelerde belirlenen limitler ile kiyaslandiginda diisiik oldugu tespit edilmis, fakat
tercih edilen dozun siit model sisteminde patojenlere karsi spesifik olarak basarili bir
sekilde uygulamas1 gerceklestirilmistir. Yine yapilan ¢aligmalarda kullanilan nisin,
pediocin ve enterocin gibi bakteriyosin miktarlari ile yaklasik olarak benzer oranlarda

bakteriyosinin siit model sisteminde kullanildig: tespit edilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada cesitli fermente gidalardan izole edilen ve ii¢ farkli patojen
karisimina karst en yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip ti¢ farkli laktik susun
bakteriyosin {iretimi izlenmis ve bu bakteriyosinlerin belirtilen patojen bakteri
karisimlart tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Bu kapsamda bakteriyosin iireticisi laktik
suslar kullanilarak siit model sisteminde in vivo kosullarda bakteriyosin iiretimleri
tespit edilmis ve iretilen bakteriyosinlerin patojen bakterilerin gelisiminin spesifik

olarak engellenmesi yoniindeki basarisi tespit edilmistir.

B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus bakterilerine ait bes farkli sustan
olusan ii¢ farkli karisima karsi antibakteriyel aktiviteye sahip ii¢ farkli laktik sus
izolasyonu gergeklestirilmistir.  Bakteriyosin ireticisi bu suslarin  rettigi
bakteriyosinler saflastirilmis, karakterize edilmis ve molekiiler biiytikliikleri tespit
edilmistir. Kismi saflastirilan bakteriyosinler, siit model sisteminde patojen bakteri sus
karisimlarina karsi tek tek ve kokteyl halinde denenmistir. Yapilan in vivo ¢alisma
sonucunda bakteriyosinlerin hedefe yonelik olarak etkili olduklar1 ve patojenlere

spesifik olarak antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir.

Calismamiz sonucunda, mevcut izolasyon yonteminden farkli olarak patojen
bakterilerin belirli bir tiiriine ait suslarinin karisiminin bakteriyosin iireticisi se¢imi
dogrultusunda indikator olarak kullanilmasi, spesifik antibakteriyel aktiviteye sahip
yeni bakteriyosin iireticilerin tespitine imkan tanimistir. Boylece mevcut ¢caligmalarda
izole edilenlerin aksine patojen tiirlerin bir¢ok susuna karsi antibakteriyel etkili
bakteriyosin iireticisi LAB izolatlarina ulasilmistir. Bu dogrultuda, calismada B.
cereus, L. monocytogenes ve S. aureus tiirlerinin suslarina karsi spesifik etkisi bulunan
ve yeni bakteriyosinleri tirettigi tespit edilen L. plantarum, E. faecalis ve L. delbrueckii
subsp. lactis suslar1 tanimlanmustir. Yeni izolasyon teknigi ile bir patojen susa spesifik
etkili ve diger suslara karsi etkisiz yada kismen etkisi bulunan ve de LAB’ye kars1
antibakteriyel etkisi bulunmayan bakteriyosin iireticileri hedeflendigi sekilde basarili

bir sekilde izole edilmistir.

Bakteriyosinlerin gidalarda sorunlara yol acan patojenlere kars1 dar spektruma
sahip olmalart gida sistemlerinde kullanimlarint  smirlt  hale  getirmektir.

Bakteriyosinlerin kokteyl haline getirilerek kullanilmasi neticesinde bu sorunun
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ortadan kalkacagi calismamiz neticesinde bagarilmistir. Farkli gida patojenlerine karst
spesifik etkili bakteriyosinlerin gidalarda kokteyl haline getirilerek genis
antibakteriyel spektrumlu kullanimlari, gidalarin bu dogal koruyucular ile giivenli hale
getirilmesine imkan taniyacaktir. Calismamizda saflastirilan bakteriyosinlerin kokteyl
formunda siitte basarili bir sekilde uygulamasi ve patojenler iizerine antibakteriyel
etkisi gida muhafazasi acisindan yeni bir yaklagimi ortaya ¢ikarmistir. Bu strateji ile
gida sistemlerinde farkli patojen bakterilerin varligi riski en aza indirilebilecektir.
Neticede dogal koruyucular olan bakteriyosinlerin kokteyl halinde kullanimi ile daha

saglikli ve glivenli gidalarin tiiketimi miimkiin hale gelecektir.

B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus gidalarda bozulmaya sebep olan ve
insanlarda ¢esitli hastaliklara neden olan en Onemli gida kaynakli patojenlerdir.
Ulkemizde ve diinyada patojenler vasitasiyla gidalar bozulmakta ve gida kaynakli
patojenler nedeniyle insanlar hastalanmakta, tedavi altina alinmakta ve hatta bir kismi1
da olimle sonuglanmaktadir. Gidalarin bozulmasi ve insanlarin tedavi siiregleri
neticesinde ciddi ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Calismamiz neticesinde
gida sistemlerinde kullanima hazir bakteriyosinler ve bakteriyosin kokteyli ile
ekonomik kayiplar en aza indirgenebilecek ve saglikli gida tiiketimi miimkiin hale

gelecektir.

Sonug olarak, B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus tiirlerinin suslarma
karsi, ii¢ spesifik bakteriyosin iireticisi izole edilmistir. Bu bakteriyosin iireticisi
suslarin sirasiyla L. plantarum, E. faecalis ve L. delbrueckii subsp. lactis oldugu
belirlenmis ve bu bakteriyosinlerin sirasiyla B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus
tiirlerinin suslarina kars1 spesifik etkilerinin bulundugu tespit edilmistir. Calismamiz
da bu bakteriyosinlerin kokteyl halinde siit model sisteminde kullanilmas1 sonucunda
gidalarda sorun olusturan patojenlerin engellenebilecegi ve bu sonucunda
bakteriyosinlerin kokteyl halinde kullanilmasi neticesinde basarildigi sonucuna

ulasilmistir.
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