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Bu calismada, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir
koleksiyonundan saglanan 100 adet L. /actis (68 adet L. lactis subsp. lactis, 24 adet L.
lactis subsp. cremoris ve 8 adet L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis) susunda
bakteriyosin iiretim yetenegi ve bu Ozelligin genetik determinantlari aragtirild.
Bakteriyosin iireticisi suslar; laktik asit iiretimi, proteolitik aktivite ve faj direnclilik
diizeyleri gibi endiistriyel 6zellikleri bakimindan da incelendi. 100 adet L. lactis susu
icerisinden, 9 adet L. lactis subsp. lactis susu bakteriyosin iliretme yeteneginde bulundu.
Etki spektrumlari, plazmid profilleri ve toplam hiicre proteinlerindeki uyusmaya gore bu
suslarin esasen 3 farkli sus oldugu belirlendi. L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve
PLL47 suslarn tarafindan {iretilen bakteriyosinler, farkli enzim, pH ve sicaklik
uygulamalar1 sonucu; sirasiyla laktoztrepsin 2, laktisin 481 ve laktisin FS92 olarak
tanimlandi. SDS-PAGE analizleri sonucunda; kismi saflastirmasi yapilan laktoztrepsin
2’nin 12000 Da, laktisin 481’in 3400 Da ve laktisin FS92’nin 3500 Da molekiiler
agirlikta oldugu tespit edildi. L. lactis subsp. lactis PLL19 susunda 27.3 kb, PLL23
susunda 19.0 kb ve PLL47 susunda 19.6 kb biiytikliikteki plazmidlerin bakteriyosin
iiretimi ve laktoz fermentasyonundan sorumlu oldugu saptandi. L. lactis subsp. lactis
PLL19, PLL23 ve PLL47 suslarinda bakteriyosin iiretim yetenegini determine eden
plazmidlerin konjugal aktarim siklii, verici hiicre basma 2.6x10°-4.5x10™ arasinda
belirlendi. Konjugantlarda bakteriyosin iiretimini kodlayan plazmidlerin stabilite
oranlar1 % 88-92 arasinda bulundu. Bakteriyosin iiretme yetenegindeki 3 L. lactis subsp.
lactis (PLL19, PLL23 ve PLL47) susunda laktik asit {iretimi % 0.48-0.52, proteolitik
aktivite diizeyleri 42.6-61.3 pg Tyr/mL arasinda saptandi. Bu suslarin higbirinde fajlarin
tiimiine kars1 direnglilik 6zelligi belirlenmedi.
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ABSTRACT
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IDENTIFICATION OF BACTERIOCINS WHICH ARE PRODUCED BY
LACTOCOCCAL STRAINS AND DETERMINATION OF GENETIC NATURE OF
THIS PROPERTY

Yasin TUNCER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, bacteriocin production abilities and genetic determinants of this character
in producer strains among 100 Lactococcus lactis strains (68 L. lactis subsp. lactis, 24
L. lactis subsp. cremoris and 8 L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis), provided
from culture collection of Ankara University, Agricultural Faculty, Food Engineering
Department, were investigated. Industrial traits such as lactic acid production,
proteolytic activity and phage resistance were also investigated in bacteriocin producer
strains. 9 L. lactis subsp. lactis strains were found as bacteriocin producers among 100
L. lactis strains. These strains were determined as three different strains according to
similarities in their activity spectrum, plasmids and whole-cell protein profiles.
Bacteriocins of L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 and PLL47 were characterized as
lactostrepcin 2, lacticin 481 and lacticin FS92, respectively by enzyme, pH and heat
treatments. SDS-PAGE analysis showed that molecular weights of partially purified
lactostrepcin 2, lacticin 481 and lacticin FS92 were 12000 Da, 3400 Da and 3500 Da,
respectively. Bacteriocin production and lactose fermentation abilities of these strains
were found to be determined by 27.3 kb, 19.0 kb and 19.6 kb plasmids for PLL19,
PLL23 and PLLA47 strains of L. lactis subsp. lactis, respectively. Plasmids, encoding
bacteriocin production in L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 and PLL47 could be
transfered by conjugation with the frequency rates of 2.6x10°—4.5x10™ per donor cell.
The stability of plasmids encoding bacteriocin production were ranged at 88-92 % in
conjugants. Lactic acid production and proteolytic activity in three bacteriocin producer
L. lactis subsp. lactis strains (PLL19, PLL23 and PLL47) were determined at the rates
between 0.48-0.52 % and 42.6-61.3 pg Tyr/mL, respectively. Complete phage
resistance was not found in any of these strains.
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1. GIRIS

Lactococcus (laktokoklar) cinsi iiyesi L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis ve L. lactis subsp. cremoris basta fermente siit {iriinleri olmak
tizere, degisik tip fermente gidalarin {iretiminde starter kiltiir suslari olarak
kullanilmaktadir. Fermentasyon siire¢lerinde bu bakteriler, iiriiniin yapisal ve aromatik
ozelliklerinin gelisimi ve raf Omriiniin uzatilmas1 gibi iki temel fonksiyona sahiptir.
Uriiniin raf émriiniin uzatilmasi, sdz konusu bakterilerin 6zellikle siit sekeri laktoz
tizerinden hizli asit iiretmeleri ve bakteriyosin sentezleme yetenekleri sayesinde gida
bozulmasi etmeni ya da patojen mikroorganizmalarin gelisimlerinin engellenmesi ile
saglanmaktadir. Seker fermentasyonu sonucu ortamda asit birikimi, ayrica iriiniin
reolojik ve organoleptik Ozelliklerinin gelisimi iizerinde de kritik bir role sahiptir. Bu
siirecte starter kiiltiir suslarmin iirettigi proteinazlar, peptidazlar ve hidrolazlar gibi

hidrolitik enzimler yaninda, lipazlar ve esterazlar da etkili olmaktadir.

Gilintimiizde kullanilan modern teknoloji ve kritik kontrol noktalarinda engel analizleri
(HACCP) gibi giivenlik sistemlerine ragmen, rapor edilen gida kaynakli hastaliklarin ve
intoksikasyonlarin sayis1 artmaktadir. Basta et, siit, deniz ve yumurta iirlinleri olmak
lizere, tim temel gidalar aracilig ile; Salmonella, Campylobacter jejuni, Escherichia
coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum
ve Clostridium perfringens gibi patojen mikroorganizmalarin neden oldugu c¢ok sayida
hastalik vakasi meydana gelmekte ve Ozellikle gelismekte olan ya da gelismemis
iilkelerde beklenenden yiiksek oranda dliimlere yol agmaktadir. Ayrica, gida bozulmasi
etmeni bakterilerin faaliyetleri sonucunda tiim diinyada giderek artan miktarlarda gida
tiiketilemez hale gelmektedir. Bu durum, gidalarin mikrobiyel patojenlerden ve bozulma
etmenlerinden korunmasina 6zel bir 6nem kazandirmistir. Son yillarda 6zellikle insan
ve cevre saglhig lizerinde yarattigi olumsuz etkiler nedeni ile, kimyasal katkilar
kullanilarak korunan iirlinlere kars tepkiler artmaktadir. Bunun yerine tiiketici egilimi
daha dogal ve mikrobiyolojik agidan giivenli olan iriinler yoniinde gelisme
gostermektedir. Bu da, alternatif gida koruma yontemlerinin gelistirilmesi ¢aligmalarina

hiz kazandirmistir.



Insan ve cevre saghg iizerinde olumsuz etki igermeyen, ancak gida bozulmas: ya da
gida kokenli hastalik etmeni olan mikroorganizmalara kars1 giiclii bir koruma saglayan
en onemli bilesiklerden biri bakteriyosinlerdir. Bu 6zellikleri, bakteriyosinleri yogun
arastirmalarin odagi haline getirmistir. Diger laktik asit bakterileri gibi, laktokoklar da
degisik tip bakteriyosinler iiretme yetenegindedir. Yapisal Ozellikleri ve konakgi
etkinlikleri esas alinarak siniflandirilan ve her gecen giin yeni iiyelerin ilave edildigi
laktokok bakteriyosinleri icerisinde, gida katkisi olarak kullanimina izin verilen tek
bakteriyosin nisin’dir. Nisin, Ozellikle peynir, sivi yumurta iirtinleri, distk asitli
konserve gidalar, cesitli pastorize siit irlinleri ve salata soslarinin mikrobiyel
kontaminantlardan korunmasi amaci ile, 48 iilkede kullanilmaktadir. Son yillarda gida
endiistrisinde  fermente  iriinlerin  mikrobiyel gilivenligini  saglamak i¢in,
bakteriyosinlerin dolayli kullanimi tercih edilir olmustur. Bu durumda, fermente
gidalarin tretiminde kullanilan starter kiiltiir suslari, diger endiistriyel ozellikleri
yaninda, bakteriyosin iiretme yetenekleri de dikkate alinarak segilmektedir.

Laktokoklarda bu uygulama uzun zamandir yapilmaktadir.

Bakteriyosin iireten suslarin dogrudan ya da dolayli bir sekilde gida endiistrisinde
kullaninminin artmasi, bakteriyosin {iretme yetenegi yiiksek ya da konake1 spektrumu
genis yeni bakteriyosin {ireticilerinin tanimlanmasi ile mimkiin olacaktir. Bu
gereksinim dogrultusunda tasarlanan tezde, Tiirkiye kokenli laktokok suslarinda
bakteriyosin iiretim 6zelliginin belirlenmesi, iiretilen bakteriyosinlerin biyokimyasal ve
genetik dogasimin tanimlanmasi amacglanmistir. Tez kapsaminda ayrica, bakteriyosin
tireticisi suglarin; laktik asit liretimi, proteolitik aktivite ve faj direnglilik gibi diger
endiistriyel 6zelliklerinin de arastirilarak, starter kiiltiir potansiyellerinin tespit edilmesi

hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Lactococcus Cinsi ve Bu Cinse Ait Tiirlerin Ozellikleri

Niikleik asit hibridizasyonu, karsilastirmali serolojik ¢aligsmalar, lipit kompozisyonu ve
hiicre duvar1 kimyasal yapisinin belirlenmesi sonucu elde edilen veriler 1s18inda

Streptococcus cinsinden ayrilan baz tiirler, Lactococcus cinsi altinda siniflandirilmistir

(Schleifer et al. 1985).

N grup streptokoklarin hareketsiz iiyelerini igeren laktokoklar; L. lactis, L. raffinolactis,
L. gavriae, L. piscium ve L. plantarum olmak {izere bes tiire sahiptir (Schleifer et al.
1985, Williams ef al. 1990, Holler and Steele 1995). Laktokoklar; Gram-pozitif, katalaz
negatif, kemoorganotrof, fakiiltatif anaerob, hareketsiz ve endospor olusturmayan
bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Gelismeleri icin basta azot kaynaklar1 olmak {izere
cok sayida besin maddesine gereksinim duyan laktokoklar; s1vi besin ortamlarinda tek,
cift veya kisa zincirler halinde lireme gosterirler. Hiicre ciftlerinin temas yoniinde
uzamasi, morfolojik tanimlamada laktobasiller ile karistirilmalarina yol agmaktadir.
Siferik ve ovoid sekilli olan hiicreler, ortalama 0.5-1.2 x 0.5-1.5 pm boyutlarindadir. N
grup antisera ile aglutine olmayan nadir suslar harig, timii N grup antijen igermektedir.
Homofermentatif 6zellikte olan laktokoklar, karbonhidrat katabolizmasi sonucu ana
tirtin olarak L (+) laktik asit iretmektedir. Optimum gelisme sicakliklart 30 *C’dir. 10
°C’nin altinda ve 45 °C’nin lizerinde gelisememe O6zellikleri ile hem streptokoklardan
hem de enterokoklardan ayrilirlar. B-hemolitik reaksiyon gostermemektedirler. Bazi L.
lactis subsp. lactis suslan zayif a-hemolitik zon olusturmaktadir (Schleifer 1987, Holt et

al. 1994, Boumerdassi et al. 1997).

Laktokoklarda hiicre duvarinda yer alan temel glikolipit Glc(al-2)Gle(al-3)acyl,Gro
yapisindadir. Ancak az miktarda Glc(al-2),acyl6Glc(al-3)acyl,Gro’da bulunmaktadir.
Biitiin suslar fosfotidilgliserol ve kardiolipin icermektedir. Lipotaykoik asit yapisi ve
aminofosfolipitlerin meydana gelisi ise, cins’ten ¢ok tiire 6zgii 6zelliklerdir (Schleifer et

al. 1985, Holler and Steele 1995, Erlandson and Batt 1997).



L. lactis tiirQi; L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. hordniae
ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis olmak iizere li¢ alt tiir ve bir biyovaryete
icermektedir. Peynir, tereyagi, krema ve yogurt gibi fermente siit {iriinlerinde starter
kiiltlir olarak kullanimlarindan dolay1 L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris ve
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis biiyiik ekonomik dneme sahiptir (Schleifer et

al. 1985, Boumerdassi et al. 1997).

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis sitrat fermentasyonu sonucu diasetil ve
asetoin Uretme 6zelligi ile L. lactis subsp. lactis 'den ayrilmaktadir. Sitrat fermentasyonu
yeteneginin plazmid kodlu bir 6zellik olmasi nedeniyle; bu suslar L. lactis’in bir alt tiirii
degil, L. lactis subsp. lactis’in biyovaryetesi olarak tanimlanmistir (Schleifer et al.
1985, Mundt 1986). L. lactis subsp. cremoris ise; arjinini hidrolize edememesi, riboz ve
maltoz fermentasyonu yeteneklerini icermemesi (Schleifer and Kilpper-Bélz 1987), % 4
NaCl varliginda, % 0.1 metilen mavisi iceren siitte, pH 9.2°de ve 40 °C inkiibasyon
sicakliginda gelisme gosterememesi ile L. lactis subsp. lactis’ten ayrilmaktadir (Stiles

and Holzapfel 1997).

Son yillarda L. lactis alt tiirlerinin siiflandirilmasinda; plazmid profilleri (Davies et al.
1981), restriksiyon endoniikleaz haritalar1 (Kohler et al. 1991, Desmasures ef al. 1998)
ve polimeraz zincir reaksiyonlarina dayali DNA polimorfizmi (Cancilla et al. 1992,
Conconcelli ef al. 1995, Basaran et al. 2001, Samarzija et al. 2002, Delgado and Mayo

2004) gibi modern analiz teknikleri kullanilmaya baslanmistir.

L. lactis suslar1 da, diger laktokok tiirleri gibi evrimsel pozisyonlar1 ile patojenik
cinslerden ayrilmaktadir. Tiim laktokok tiirleri insan ve hayvan tiikketimine giivenilir
(GRAS) mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Kronik ya da enfeksiydz tipte
hastalik etmeni iiyeleri bulunmamaktadir (Teuber 1990, Holt et al. 1994, Erlandson and
Batt 1997, Forde and Fitzgerald 2003).



2.2. L. lactis Suslarimin Endiistriyel Oneme Sahip Ozellikleri

Laktokoklarin; siit sekeri laktozu fermente ederek laktik asit olusturmalari, kazein
hidrolizi (proteolitik aktivite), faj direnclilik diizeyleri, sitrattan diasetil olusturmalari
(yalmz L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis), ekzopolisakkarit ve bakteriyosin
tiretim yetenekleri, bu bakterilerin siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanimlarina
esas teskil eden Ozellikleridir. Pek ¢ok laktokok susunda bu endiistriyel ozellikler
plazmidler tarafindan kodlanmaktadir (Gasson and Davies 1984, von Wright and

Sibakov 1993, Hill and Ross 1998).

L. lactis suslarinda ana metabolik yol sekerlerin laktik asite glikolitik degisimidir. L.
lactis suslar1 normal gelisme kosullar altinda, sekerleri homolaktik fermentasyon yolu
ile L-laktat’a metabolize eder (van Asseldonk et al. 1993). Laktoz, fosfotransferaz
sistemi tarafindan hiicre icine almir ve ilk asamada laktoz-6-fosfata doniistiirtiliir.
Laktoz-6-fosfat, fosfo-B-galaktozidaz enzimi tarafindan glukoz ve galaktoz-6-fosfata
hidrolize edilir. Bu ara bilesikler sirasiyla glikoliz ve tagatoz-fosfat yolu ile triyoz-
fosfata metabolize edilir. Triyoz-fosfat, son asamada laktik asidin olusturulacagi
piruvata doniistiiriilir (Vaughan and De Vos 1994). L. lactis suslarinda yukarida
Ozetlenen laktoz metabolizmasini yoneten temel enzimler, genellikle biiyiik konjugatif
ozellikte plazmidler tarafindan kodlanmaktadir (Gasson et al. 1992, Godon et al. 1994,
Gasson et al. 1995, Akcelik 1998, De Vos and Hugenholtz 2004).

Siitte bulunan proteinlerin yaklasik % 80’ini kazeinler olusturmaktadir. Laktokoklarin
hiicre zarinda bulunan proteinazlar yardimiyla kazeinleri hidrolize etmeleri, gelismeleri
icin gerekli olan amino asitlerin saglanmasinda ilk asamadir (Pritchard and Coolbear
1993). Kazein hidrolizi sonucu olusan {iriinler (kiigiik peptitler ve amino asitler) starter
kiltlirler i¢in 6nemli besin kaynagi olusturmanin yaninda peynirlerin olgunlagmasi
sirasinda aroma ve tat gelisiminde de anahtar rol oynamaktadir (Visser 1993). Diger
yandan, belirli peptitler peynirlerde istenmeyen aroma ve tat gelisimine de neden
olabilmektedir (Chopin 1993, Flambard et al. 1998). Laktokokkal proteinazlar,
laktosepinler olarak adlandirilmaktadir (Reid and Coolbear 1998). Laktokoklarda; o;-,



B-, ve k-kazein’in pargalanma iirlinleri esas alinarak P; ve Py; olmak lizere iki 6zel
proteinaz aktivitesi tanimlanmistir (Visser et al. 1986, Poolman et al. 1995). P tip
proteinaz P-kazein’i pargalarken, Py tip proteinaz hem oy hem de B-kazein’i
parcalamaktadir (Trieu-Cuot and Courvalin 1983, Visser ef al. 1986). Py tip proteinaz, k-
kazein’in parcalanmasinda Py tip proteinaz’a gore daha az aktiftir (Exterkate and de
Veer 1987). L. lactis suslarinda her iki tip proteinazin da kromozomal DNA ve degisik
molekiiler agirlikta plazmidler tarafindan kodlandigi belirlenmistir. Proteinaz negatif
varyantlar, dogal kosullarda da meydana gelebilmekte ve bu tip varyantlarin kullanimi
halinde siitiin koagulasyonu i¢in 48 saatten daha uzun bir siire gerekmektedir (Kok

1996, Flambard et al. 1997, Flambard and Juillard 2000).

Siit fermentasyonlarinin  dogas1 geregi tam anlami ile aseptik kosullarin
saglanamayisindan dolay1 faj kontaminasyonlar1 yaygin bir sekilde meydana gelmekte
ve fajlarin duyarhi kiiltlirleri parcalamasi sonucu, iriiniin kalite ve miktar1 olumsuz
yonde etkilenmektedir (Garvey et al. 1995). Ortalama bir faj kontaminasyonu; iiriin
kalitesini etkilemesi disinda, bir iiretim devresinde yaklasik % 15-20 oraninda iiriin
kaybina yol agmaktadir (Daly et al. 1996). L. lactis suslarinda bugiine kadar saptanan
dogal faj direnglilik sistemleri, etki tipine gore dort ana grupta toplanmistir. Bunlar; faj
adsorbsiyonunun engellenmesi, faj DNA’sinin hiicre i¢ine enjeksiyonunun inhibisyonu,
restriksiyon/modifikasyon sistemleri ve abortif enfeksiyon mekanizmalari olarak
tanimlanmaktadir (Klaenhammer 1984, Hill 1993, Moineau et al. 1997). Faj direnclilik
sistemleri lizerinde yiirlitiilen aragtirmalarda temel yaklasim, fermentasyon ortamlarinda
fajlar ile siirekli temas halinde olan L. lactis suslarindaki dogal direnglilik
mekanizmalarinin tamimlanmasidir. Bir diger yaklasim ise, genetik aktarim ile bu
sistemlerin determinantlarinin duyarli starter suslara aktarimi ve ifadesini esas

almaktadir (Moineau et al. 1997).

Basta tereyag1 olmak iizere, 6zel fermente siit lirlinlerinin ana aroma bilesiklerinden biri
olan diasetil, baz1 Leuconostoc suslar1 ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
tarafindan, sitrat metabolizmasi sonucu sentezlenmektedir (Hugenholtz and Starrenburg
1992). Sitrat, hiicre igine sitrat permeaz enzimi tarafindan alinir ve burada sitrat liyaz

enzimi yardimi ile asetata ve okzaloasetata katabolize edilir. Okzaloasetat, okzaloasetat
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dekarboksilaz enzimi tarafindan piruvata doniistiiriiliir. o-Asetolaktat sintaz (ALS)
enzimi piruvattan asetaldehit-tiamin pirofosfat ve a-asetolaktat olusumunu
gerceklestirir.  Son  asamada  diasetil, o-asetolaktat’in  kimyasal  oksidatif
dekarboksilasyonu ile meydana getirilir (Hugenholtz and Starrenburg 1992, Swindell et
al. 1996). Asetoin ise; diasetilin, diasetil rediiktaz enzimi aracilig1 ile rediiksiyonu ya
da oksidatif olmayan dekarboksilasyonu yolu ile olusturulur (Hugenholtz 1993, Morita
et al. 1997). Genetik arastirmalar sonucu, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’in
tiim suslarinda sitrat metabolizmasinin ana enzimi olan sitrat permeaz aktivitesinin 8 kb
(kilobaz) biiyiikliikte bir plazmid tarafindan kodlandig1 saptanmistir. Bazi starter kiiltiir
suslarinda s6z konusu plazmidin kendiliginden kayb1 sorunu, bu plazmidin bakteriyel

kromozoma entegrasyonu ile asilmaya ¢alisilmaktadir (Morita et al. 1997).

L. lactis suglar1 tarafindan iiretilen hiicre dis1 polisakkaritler (EPS); galaktoz, glukoz ve
ramnoz monomerlerinin tekrarlarin1 igeren heteropolisakkaritlerdir. Hiicre duvarina
gevsek baglarla baglanan ekzopolisakkaritleri iiretme yetenegindeki laktokok suglarinin
starter kiiltlir olarak kullanilmasi halinde; pihtilasma azalmakta, viskozite artmakta ve
siit tirtinlerinin yapisal ozellikleri gelismektedir. Diger yandan, ekzopolisakkaritler
iretici suslar1 zararli ¢evresel kosullara karst korumaktadir. Ekonomik onemlerinden
dolay1, cesitli laktokok suslari tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritlerin yapisi,
kompozisyonu, eps genlerinin organizasyonu ve baz dizilerinin belirlenmesi gibi
caligmalar son yillarda biiylik bir ivme kazanmistir (De Vuyst and Degeest 1999, van
Kranenburg ef al. 1999, van Casteren et al. 2000).

Laktokoklarin endiistriyel acidan 6nem tasiyan bir diger 6zelligi, bakteriyosin liretme
yetenekleridir. Bakteriyosinler, gidalarin mikrobiyel kontaminasyonlardan korunmasini
esas alan c¢alismalarda, Ozellikle insan ve cevre sagligir agisindan risk tagimamasi
nedeniyle, biiyilk 6nem arz etmektedir (Coakley et al. 1997). Geis et al. (1983)
tarafindan yiiriitiilen caligmalarda, laktokok suslarinin {rettigi bakteriyosinlerin
simiflandirilmasinda; konakgr spesifiteleri, sicaklik ve pH optimumlari, enzim
uygulamalarina kars1 gosterdikleri aktivite 6zellikleri, molekiiler biiytikliikleri ve amino
asit dizilimleri esas alinmistir. Bu kriterlere gore laktokok bakteriyosinleri;

laktokoksinler, diplokoksin, lantibiyotikler ve laktoztrepsinler olmak {izere dort gruba
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ayrilmistir. S6z konusu bakteriyosinlerin genetik ve biyokimyasal dogasi iizerinde
yogun  arastirmalar  siirdiiriilmektedir.  Ozellikle  bakteriyosinlerin  etkinlik
mekanizmalarinin  ve genetik determinantlarinin tespiti starter kiiltlir gelistirme
programlari acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Zira bu programlarda, bir yandan genis
etki spektrumuna sahip bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak kullanim olanaklari
aragtirtlirken, diger yandan plazmid ya da kromozomal DNA kdkenli bakteriyosin
genlerinin genetik aktarimi ve stabilizasyonu saglanmaya calisilmaktadir (Nettles and

Barefoot 1993, Coakley et al. 1997).

2.3. Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri ve Stmflandiriimasi

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan iiretilen antibakteriyel etkiye sahip, protein ya da
proteinlerle birlikte baz1 yan gruplar da igerebilen metabolitler olarak tanimlanmaktadir
(Tagg et al. 1976, Klaenhammer 1993, Jack ef al. 1995). Bu tansimdan hareketle bir ¢ok
kaynakta bakteriyosinler ile antibiyotikler karigtirtlmaktadir. Ancak bakteriyosinler ile
antibiyotikler arasinda temel farkliliklar bulunmaktadir. S6z konusu farkliliklar

asagidaki maddeler halinde 6zetlenebilir;

1. Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen iiriinlerdir, antibiyotikler ise
enzimatik islenme sonucu aktif formlarin1 kazanirlar.

2. Bakteriyosinler, antibiyotiklere gore ¢ok daha dar etki spektrumlarina sahiptir.

3. Her bakteriyosinin kendi bagisiklik proteini vardir. Bu bagisiklik proteinlerini
kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapisal genleri ile baglantilidir. Antibiyotik
bagisikligini yoneten genetik determinantlar ise, yapisal antibiyotik genleri ile
baglantili degildir.

4. Bakteriyosinler genellikle gelisme fazinda iretilir ve iki bilesenli bir sistem
tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler ise, gelisimin durma fazinda {iretilen

ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Nes et al. 2002).

Bakteriyosin sentezleme yetenegine sahip bakteriler incelendiginde, olduk¢a genis bir

yelpaze ile karsilasilmaktadir. Basta Lactobacillus ve Lactococcus olmak {izere



Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilere ait

pek cok tiir, bakteriyosin iiretme yetenegine sahiptir (Gorris 1996).

Laktokokkal bakteriyosinlerin tanimlanmasinda kullanilan ve daha 6nce s6z edilen tiim
kriterler, diger bakteriler tarafindan tretilen bakteriyosinlerin siiflandirilmasinda da
kullanilmaktadir. Bu kriterlere gore, Gram-pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen
bakteriyosinler dort grup altinda toplanmistir. Gram-negatif bakteriler tarafindan
sentezlenen bakteriyosinler, bu siniflandirmada yer almamaktadir. Zira Gram-negatif
bakterilerin iirettigi bakteriyosinler ayr1 bir smif olarak kabul edilmektedir

(Klaenhammer 1993, Nes ef al. 1996, Ennahar et al. 2000).

2.3.1. Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler

2.3.1.1. Grup I bakteriyosinler

Lantibiyotikler olarak da adlandirilan bu grup igerisinde yer alan bakteriyosinler,
translasyon sonrasinda modifiye edilen kii¢iik peptitleri icermektedir. Bu bakteriyosinler
lantionin ve P-metillantionin gibi modifiye olmus tioether amino asitleri ve
dehidroalanin ve dehidrobutirin gibi a ve f doymamis amino asitleri igermeleri ile
karakterize edilirler. Grup I bakteriyosinlerin molekiiler agirliklar1 1.9 kDa ile 4.6 kDa
arasinda degismektedir (Oscariz and Pisabarro 2001, O’Sullivan et al. 2002a).

Lantibiyotikler grubuna dahil bakteriyosinler, olgunlagsmis peptitlerin amino asit
kompozisyonu esas alinarak 6 kategoriye ayrilmistir. S6z konusu kategoriler; nisin alt
grubu (nisin A ve nisin Z), laktisin 481 alt grubu (laktisin 481 ve laktisin J49), laktisin
3147 alt grubu (PIwp ve Ltn A2), mersaisin alt grubu (plantarasin C, Ltn Al ve Plwa),
sitolisin alt grubu (CylL1 ve CylL2) ve laktosin S alt grubu adini1 almaktadir (Twomey
et al. 2002).



2.3.1.2. Grup II bakteriyosinler

Grup II bakteriyosinler; 10 kDa’dan kiiclik, genelde 1s1 stabil ve translasyon sonrasinda
modifiye olmayan bakteriyosinleri igeren oldukca genis bir gruptur. Grup II
bakteriyosinler, Ila ve IIb olmak {izere iki alt grup altinda toplanmaktadir (Ennahar et

al. 2000).

Ila alt grubu bakteriyosinler, Listeria tiirlerine kars1 aktivite gosteren pediosin benzeri
bakteriyosinlerdir. Bu bakteriyosinlerin N-u¢ bolgelerinde yer alan YGNGV-C dizisi ve
peptit ortasinda yer alan disiilfit kdpriisii olusturmus iki sistein amino asidi evrimsel
siirecte korunmustur. Pediosin PA-1 (AcH), leukosin A, sakasin A, sakasin P ve
enterosin A, Ila alt grubu tiyesi bakteriyosinlerdir (Nes et al. 1996, Callewaert et al.
1999, Ennahar ef al. 2000, O’Sullivan ef al. 2002a).

ITa alt grubuna dahil bakteriyosinlerin ve dolayisi ile bu bakteriyosinlerin iireticisi olan
bakterilerin Listeria tiirlerine kars1 gosterdikleri yiiksek antibakteriyel etki,
biyokoruyucu olarak kullanimlarini esas alan ¢alismalarin yogunlagsmasina yol agmaistir.
Son yapilan aragtirmalar; Ila alt grubu bakteriyosinlerin, anti-listeriyal ajanlar olarak,
nisin gibi grup I {iyesi bakteriyosinlerden daha etkili olduklarina isaret etmektedir.
Ancak, bu grup bakteriyosinler nisin kadar genis aktivite spektrumu goéstermemektedir

(Ennahar et al. 1999, Nes et al. 2002).

IIb alt grubu bakteriyosinler, laktokoksin G, laktokoksin F ve laktasin F’nin dahil
oldugu iki bilesenli (iki peptitli) bakteriyosinleri igermektedir. Bu grupta bulunan
bakteriyosinlerin en 6nemli 6zelligi, tam aktivite gosterebilmeleri i¢in her iki peptite de
ihtiyag duymalaridir (Nes et al. 2002). Bu peptitler, tek tek oldukc¢a zayif inhibisyon
aktivitesi gosterirken, ayni1 ortamda olduklarinda sinerjetik etkilesim sonucu ¢ok daha
aktif molekiiller haline gelmektedir (Fimland et al. 1996, Nes et al. 2002, Ramnath et
al. 2004).
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2.3.1.3. Grup III bakteriyosinler

Grup III bakteriyosinler, yliksek molekiiler agirliga sahip ve 1s1ya duyarl proteinlerden
olusmaktadir. Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin biiyilik bir kismu Lactobacillus cinsi
bakteriler tarafindan sentezlenmektedir. Helvetisin J, laktisin A, laktisin B, helvetisin
V-1829 ve enterolisin A bu grubun en bilinen iyeleridir. Grup I iiyesi
bakteriyosinlerin ¢ogu 1s1 duyarli proteinler olmasina ragmen, helvetisin J gibi 1s1 stabil
tiyeleri de bulunmaktadir (Klaenhammer 1993, Ennahar et al. 2000, O’Sullivan et al.
2002a, Trotter et al. 2004).

2.3.1.4. Grup IV bakteriyosinler

Dordiincii  grup altinda smiflandirilan  bakteriyosinler, polipeptit yapisi disinda,
lipoprotein veya glikoprotein gibi ilave bazi yapilar icermeleri ile karakterize
edilmektedir. Plantarasin S, laktosin 27 ve leukonosin S bu gruba dahil bazi
bakteriyosinlerdir (Klaenhammer 1993, Nes et al. 1996, Ennahar et al. 2000, Nes and
Holo 2000). Bu siniflandirma, bakteriyosin aktivitesinin protein dig1 yan gruplardan da
kaynaklanabilecegine isaret eden sinirli sayida literatiir verisi esas alinarak yapilmistir.
Ancak, yan gruplarin bakteriyosin aktivitesi higbir arastirmada kesin bir sekilde

tanimlanamamustir (Oscariz and Pisabarro 2001, Madera et al. 2003).

2.3.2. Laktokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinler

2.3.2.1. Diplokoksin

Laktokoklarda tanimlanan ilk protein benzeri inhibitor madde diplokoksindir.
Diplokoksin fireticisi suslar; laktokoklarda bakteriyosin iiretiminin genetik dogasi ve
bagisiklik proteinlerinin detayli bir sekilde incelenmesi i¢in model sistem olmustur. L.
lactis subsp. cremoris suslari tarafindan iiretilen diplokoksin; tripsin, pronaz ve o-
kemotripsin enzimlerine duyarli 5300 Da biiyiikliigiinde bir peptitdir. S6z konusu peptit

saflagtirildig1 zaman, stabilitesini kaybetmektedir. Diplokoksin, laktokok suslar1 {izerine
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giiclii bakterisidal etkiye sahiptir. Bu bakteriyosinle muamele edilen hiicrelerde DNA ve
RNA sentezi hizli bir sekilde durmakta ve hiicre lizizi olmaksizin 6lim meydana
gelmektedir. Molekiiler biyiikliigii, 1s1 stabilitesi ve bakterisidal etkisi nedeniyle,
diplokoksinin membrana etkili bir bilesik oldugu diisiiniilmektedir (Davey and
Richardson 1981, Klaenhammer 1993).

Konjugal aktarim caligmalarinda diplokoksin iiretme yetenegi igermeyen alict suslar
kullanilmak suretiyle, diplokoksin iiretici suglardan bakteriyosin liretiminin aktarimi
saglanmis ve plazmid dogas1 tamimlanmistir. Ozellikle L. lactis subsp. cremoris 346
susunda tespit edilen ve diplokoksin {iretimi/direnclilik genlerini tagiyan 81 kb
biiyiikliikkteki  konjugatif — plazmid, starter kiiltiir — gelistirme programlarinda
kullanilmaktadir. Dar konak¢1 spektrumu, bu bakteriyosinin gida koruma ajani olarak

kullanimin1 engellemektedir (Sahl and Bierbaum 1998, Twomey et al. 2002).

2.3.2.2. Laktokoksinler

Laktokoksinler, L. lactis suslar1 tarafindan iiretilen, primer bakterisidal aktiviteyi diger
laktokoklara kars1 gosteren 1s1 stabil peptitlerdir. Bu grup bakteriyosinlerin en bilinen
tiyeleri laktokoksin A ve laktokoksin B’dir (van Belkum et al. 1989, Holo ef al. 1991,
Stoddard et al. 1992, Klaenhammer 1993).

2.3.2.2.1. Laktokoksin A

Baz1 L. lactis suglart tarafindan iretilen laktokoksin A, dar bir etki spektrumu
icermektedir (van Belkum et al. 1989, Stoddard et al. 1992). Biyokimyasal analizler
sonucu laktokoksin A’nin (Lcn A) 54 amino asit igeren hidrofobik bir peptit oldugu
saptanmistir. Len A primer etkisini sitoplazmik membran iizerinde gostermektedir
(Holo et al. 1991). Hiicre i¢i iyonlarin disar1 sizmasi ve proton itici giiciin azalmasina
yol agarak, L. lactis hiicrelerinde sitoplazmik membranin gecirgenligini degistirebildigi
gosterilmistir. Laktokoksin A, saglam hiicrelerde veya membran vesikiillerinde bolge

spesifitesi icermektedir. Bu spesifitenin lipozomlarda tanimlanmamasi, laktokoksin
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A’nin hedefi tanimasi ve hedef yapi iizerinde aktivite gosterebilmesi icin 6zel bir
membran reseptoriine gereksinim duydugu goriisiinti giiclendirmektedir (Klaenhammer

1993).

Laktokoksin A iireticisi L. lactis subsp. cremoris LMG 2130 susunda yapilan genetik
analizler sonucunda, bakteriyosin iiretimi ve direngliligini kodlayan genlerin 55 kb
biiyiikliikteki  bir plazmid {izerinde yer aldigi belirlenmistir (Holo et al. 1991,
Klaenhammer 1993).

2.3.2.2.2. Laktokoksin B

Laktokoksin B, L. lactis subsp. cremoris 9B4 susu tarafindan iiretilmektedir. Genetik
analizler, bu bakteriyosinin sentezinin p9B4 olarak adlandirilan plazmid iizerinde yer
alan ve 1.2 kb biiyiikliikte olan bir bolge tarafindan kodlandigin1 gostermistir (Nettles
and Barefoot 1993). Hidrofobik bir bakteriyosin olan laktokoksin B, duyarli laktokok
suslariin membran vesikiillerinde porlar agmaktadir. Duyarl hiicrelerde olusan porlar,
oncelikle proton itici giigte kayba neden olmaktadir. Daha sonra hiicre i¢i iyonlarin ve
amino asitlerin (yliksek laktokoksin B konsantrasyonunda 6zellikle glutamatin) hiicre
disina kontrolsiiz akisi meydana gelmektedir (Venema ef al. 1993). Laktokoksin B’nin
aktivitesi, bakteriyosindeki tek sistein kalintisinin (Cys-24) rediiklenmesine baglhidir.
Tiol-aktif toksinler ile benzerlik gdsteren bu aktivite, laktokoksin B’yi mekanik olarak
laktokoksin A’dan ayirmaktadir. Sistein kalintis1 rediikklenmesinin, membran
reseptOriinii tanimaya yol agtifi veya bakteriyosinin por olusturmasini tesvik ettigi

diistiniilmektedir (Klaenhammer 1993).

2.3.2.2.3. Laktokoksin MN

Laktokoksin MN, laktokoksin M ve laktokoksin N alt iinitelerinden olusan iki peptitli
bir bakteriyosindir. Laktokoksin M alt birimi 48 amino asit, laktokoksin N alt birimi ise

47 amino asit icermektedir. Bu bakteriyosinin iiretimi, L. lactis subsp. cremoris 9B4
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susunun igerdigi p9B4 plazmidinin 1.8 kb’lik fragmenti tarafindan kodlanmaktadir
(Nettles and Barefoot 1993, Nes and Holo 2000).

2.3.2.2.4. Laktokoksin G

Laktokoksin G, ilk kez Nissen-Meyer et al. (1992) tarafindan L. lactis LMG 2081
susundan izole edilmistir. Bakteriyosin, o ve B olarak adlandirilan iki alt birim
icermektedir. a alt birimi 39 amino asitten, B alt birimi ise 35 amino asitten meydana
gelmistir (Nes and Holo 2000). Laktokoksin G, duyarli hiicrelerde ATP
konsantrasyonunu diisiirmekte, membran potansiyellerinin degisimine yol agmakta ve
amino asit birikimini engellemektedir. Bu kombine etkiler sonucu hiicreler normal
yasam faaliyetlerini siirdiiremez hale gelmektedir. Laktokoksin G’nin antibakteriyel etki
mekanizmasina ait yukaridaki veriler dogrultusunda, arastiricilar bu bakteriyosinin
birincil hedefinin hiicre membrani1 oldugunu ve burada 6zellikle K™ porlart meydana
getirdigini ileri stirmiistiir (Moll et al. 1996, McAuliffe et al. 2001). Bu bakteriyosin,
pH degisimine kars1 yiiksek diizeyde direng gostermektedir (McAuliffe ef al. 2001).

2.3.2.2.5. Laktokoksin 972

L. lactis subsp. lactis IPLA 972 tarafindan iiretilen laktokoksin 972, icerdigi iki peptidin
zayif bagli homodimer halinde bulundugu bir bakteriyosindir. Bakteriyosin, 50 “C 1s1l
islem veya asidik pH uygulamasi sonucu kolaylikla monomerlerine ayrilmaktadir.
Ayrilan monomerler antibakteriyel aktivite gdsterememektedir (Martinez et al. 1996).
Laktokoksin 972, simdiye kadar s6z edilen bakteriyosinlerden farkli olarak, hidrofobik
ozellik icermemektedir (Martinez et al. 1999). Laktokoksin 972 ile muamele edilen
duyarli hiicrelerde, sitoplazmik igerikte sizma ve makro molekiillerin (DNA veya RNA)
sentezinde 6nemli bir azalma tanimlanmamistir (Gonzalez et al. 1996, Martinez et al.

1996, Martinez et al. 1999).

Martinez et al. (2000) laktokoksin 972 nin hiicre duvari metabolizmasi lizerine etkisini

belirlemek i¢in; bakteriyosin ile muamele edilen hiicreleri elektron mikroskobunda
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incelemis ve hiicre sekillerinde biiyiik degisimlerin meydana geldigini belirlemistir.
Yapilan caligmada kontrol olarak kullanilan, bakteriyosin ile muamele edilmemis
hiicreler; tipik kiiresel sekilli ve kisa zincirler halinde tanimlanmistir. Bakteriyosin ile
muamele edilen hiicreler ise; uzamis, diizensiz basil benzeri formlar halinde tespit
edilmistir. Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin pek cogu, beklenildigi gibi erken
eksponensiyel fazda boliiniirken; bakteriyosin ilavesini takiben, boliinme siirecinin
baslangicinda bloke olan hiicre sayisinda artis oldugu saptanmustir. Laktokoksin 972
ilave edilerek iki saatten fazla inkiibasyona birakilan bakteri hiicrelerinde ise hiicre

parcalanmas1 meydana gelmistir.

2.3.2.2.6. Laktokoksin MMFII

Laktokoksin MMFII, Tunus’ta iiretilen geleneksel bir fermente siit iiriiniinden izole
edilen L. lactis MMFII susu tarafindan sentezlenmektedir. Bu bakteriyosin 80 °C’de ve
100 °C’de 30 dakika 1s1 uygulamasi sonucu, sirastyla % 42 ve % 75 oraninda aktivite
kaybina ugramaktadir. Laktokoksin MMFII, pH 5.0-8.0 arasinda tam aktivite
gosterirken, daha diisiik ve yiiksek pH’larda aktivitede Onemli oranda azalma
olmaktadir. Laktokoksin MMFII'nin inhibitér etkisi proteinaz K, tripsin ve papain
enzimleri ile tamamen kaybolurken; glukoamilaz, lipaz, o-amilaz ve lizozim
enzimlerinden etkilenmemektedir. 37 amino asit iceren polipeptidin, 9. ve 14.
pozisyonunda iki adet sistein bulunmaktadir. Bakteriyosinin molekiiler agirligi 4144.6
Da’dur. Laktokoksin MMFII N-u¢ bolgesinde YGNGV konsensiis serisi i¢germesi ve
Listeria’ya kars1 aktivite gostermesinden dolayi, Ila alt grubu bakteriyosinlere dahil

edilmistir (Ferchichi et al. 2001, Vaughan et al. 2004).

2.3.2.3. Lantibiyotikler

Lantibiyotikler, tioether amino asitler olan lantionin ve B-metillantionin tarafindan
meydana getirilen intramolekiiler halkalar i¢eren ve translasyon sonras1 modifikasyonlar

ile aktive edilen peptitlerdir. L. lactis subsp. lactis susu tarafindan {iiretilen nisin en
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bilinen lantibiyotiktir (Jung and Sahl 1991, Sahl and Bierbaum 1998, McAuliffe ef al.
2001, Twomey et al. 2002, Nes and Johnsborg 2004).

2.3.2.3.1. Nisin

Nisin 1947 yilinda Mattick ve Hirsch tarafindan izole edilmis, tanimlanmis ve
isimlendirilmistir. Nisin polipeptidi 34 amino asit icermekte ve bu amino asitler
arasinda 5 tioether bagi bulunmaktadir. Molekiiler agirlig1 yaklasik 3500 Da’dur (Gross
and Morell 1967, Gross 1977). Uretim ortamlarinda monomer yapidan ¢ok, 7000 Da
molekiiler agirhiginda iki aynit monomerden meydana gelen bir dimer halinde
saptanmaktadir (Jarvis et al. 1968). pH 2.0-10.0 gibi genis pH araliginda aktivite
gosterebilen nisin, 121 C’de 15 dakika 1s1] isleme dayanikli, a-kemotripsin ve proteinaz
K uygulamasina kars1 ise duyarlidir ( De Vuyst and Vandamme 1994). Nisinin; nisin A,
nisin Z ve son yillarda izole edilen nisin Q olmak iizere ii¢ dogal varyanti
bulunmaktadir (Mulders et al. 1991, Zendo et al. 2003). Nisin A ve nisin Z, polipeptidin
27. pozisyonundaki bir amino asitin degismesi sonucu farklilasmistir. Bu pozisyonda
nisin A histidin amino asiti igerirken, nisin Z asparajin amino asiti igermektedir
(Mulders et al. 1991). Nisin A ve nisin Q, polipeptit zincirindeki dért amino asitin
degisimi sonucu farklilasmistir. Nisin Q, nisin A’dan; polipeptidin 15. pozisyonundaki
alanin yerine valin, 21. pozisyonundaki metiyonin yerine ldsin, 27. pozisyonundaki
histidin yerine asparajin ve 30. pozisyonundaki izoldsin yerine valin amino asitlerini
icermesi ile ayrilmaktadir. Nisin A ile nisin Q arasinda tanimlanan bu farkliliklar, 27.
pozisyonda yer alan asparajin hari¢ (bu amino asit nisin Z ve nisin Q’da ortaktir), nisin

Z ile nisin Q arasinda da ortaktir (Zendo et al. 2003).

L. lactis subsp. lactis tarafindan {retilen nisin, letal etkisi ve genis aktivite spektrumu
nedeniyle en c¢ok calisilan ve halen dogal gida koruyucusu olarak kullanilan tek
bakteriyosindir (Hurst 1981, Delves-Broughton et al. 1996, Zendo et al. 2003). Bu
bakteriyosin, L. lactis subsp. cremoris gibi yakin akraba tiirlere ilave olarak,
Corynebacterium, Lactobacillus, Listeria, Micrococcus, Mycobacterium, S. aureus ve

Streptococcus tirlerinin de dahil oldugu genis bir konak¢1 spektrumunda inhibisyon
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etkisi gostermektedir (Mattick and Hirsch 1947, Gowas et al. 1952, Mohamed et al.
1984, Noonpakdee et al. 2003).

Nisin {ireticisi L. lactis suslari, dogal populasyonlarda olduk¢a nadir rastlanmaktadir. Bu
nedenle nisin {ireticisi yeni suslarin belirlenmesine yonelik ¢alismalar halen
stirdiiriilmektedir. Saptanan nisin tiireticilerinin aktivite spektrumlarinin tanimlanmasi ve
yapisal ozelliklerinin belirlenmesi ise, gida koruyucusu olarak kullanimlarina esas teskil
etmektedir. Spelhaug ve Harlander (1989) nisin {ireticisi olarak tanimlanan L. lactis
subsp. lactis 11454 susunun aktivite spektrumunu inceledikleri ¢aligmalarinda; nisinin
Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria
monocytogenes, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri ve Staphylococcus aureus gibi
Gram-pozitif bakteri tiirleri yaninda, Aeromonas hydrophila, E. coli O157:H7, Vibrio
cholerae ve Vibrio parahaemolyticus gibi Gram-negatif bakteri tlirlerinin gelisimini de
engelledigini tespit etmistir. Bu calisma, baz1 dogal nisin varyantlarinin Gram-negatif
bakterilere kars1 da etkili oldugunun belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Motlagh
et al. (1991) tarafindan ylriitiilen benzer bir arastirmada ise; L. lactis subsp. lactis
DL16 susunun iirettigi nisin yaninda, ticari nisin preparati olan nisaplin’in de Gram-
negatif bakterilere karsi inhibisyon etkinligi gostermedigi ileri siirtilmiistiir. Olasupo et
al. (1999) Afrika’da iiretilen degisik fermente gidalardan izole ettikleri 500 adet laktik
asit bakterisi icerisinden yalniz birinin nisin {ireticisi oldugunu tespit etmistir. Wara (bir
tiir geleneksel Nijerya peyniri) adi verilen fermente siit iirlinlinden izole edilen
bakteriyosin Tlreticisi L. lactis BFE 1500 susunun, hem yakin akraba laktik asit
bakterilerine ve hem de L. monocytogenes, L. innocua, C. butyricum, C. perfringens, B.
cereus ve S. aureus gibi farkl tiirlere karsi inhibisyon etkinligi gosterdigi saptanmistir.
Bu susun kiiltiir ortamlarindan saflastirilan bakteriyosin ile yiiriitiilen ¢alismalarinda,
s0z konusu antibakteriyel etkinligin nisin’den kaynaklandigi belirlenmistir. Yiiriitiilen
ileri analizlerde, BFE 1500 susunun iirettigi nisin’in 1s1 stabil (121 °C’de 15 dk.)
oldugu ve pH 2.0-10.0 arasinda aktivitesini korudugu kanitlanmistir. Nisin aktivitesi
ozellikle pH 2.0-3.0 arasinda optimuma ulagmaktadir. a-kemotripsin ve proteinaz K
uygulamast sonunda ise nisinin antibakteriyel aktivitesi tamamen kaybolmustur.
Polimeraz zincir reaksiyonunu esas alan genetik analiz ¢alismalari, BFE 1500 susunda

nisin operonunun varligina isaret etmis ve yapisal genin DNA dizi analizleri sonucunda,
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bu sus tarafindan tiretilen nisinin, nisin Z oldugu belirlenmistir. Geleneksel fermente siit
irtinlerinin  Uretiminde kullanilan laktokok suslarmmin  nisin dretim  sikliginin
tanimlanmasini esas alan ve Noonpakdee et al. (2003) tarafindan yiiriitiilen aragtirmada

da, nisin ireticisi sus sikliginin ¢ok diisiikk oldugu belirlenmistir.

Nisin, N-ug bdlgesi aracilig ile membrana bagli hiicre duvari onciisii lipit II molekiiliine
baglanarak peptidoglukan biyosentezini inhibe etmekte ve duyarli hiicre
membranlarinda por olusumuna neden olmaktadir (Wiedemann et al. 2001, Hechard
and Sahl 2002, Hsu et al. 2002). Bu porlar, membran gecirgenligini arttirarak ATP ve
amino asitler gibi hiicre i¢in yasamsal 6neme sahip olan molekiillerin hiicre disina
sizmasina yol agmaktadir (Garcia-Garcera ef al. 1993, Hechard and Sahl 2002). Yapilan
cesitli arastirmalarda, nisinin duyarli hiicrelere baglanmasi ve por olusturmasi igin,
bakteriyosinin N-u¢ bolgesinin yaninda, C-u¢ bolgesinin de negatif yiikli membran
yiizeyi ile etkilesiminin gerekli oldugu belirlenmistir (Demel et al. 1996, Breukink et
al. 1997, van Kraaij et al. 1998, Breukink et al. 2003). Duyarl hiicrelerde por olusumu
icin 5 ile 8 arasinda nisin molekiiliine ve ayni sayida lipit II molekiiliine gereksinim

vardir (Breukink ef al. 2003).

Nisin biyosentezi eksponensiyel gelisme fazinda meydana gelmektedir. Hiicreler durma
fazina girdigi zaman ise, nisin tiretimi de tamamen durmaktadir (van der Meer et al.
1993, Kim et al. 1997, Cheigh et al. 2002). Degisik calismalarda, sakkaroz
fermentasyon yetenegi ile nisin Uretimi Ozelliklerini kodlayan gen kiimesinin
(nisABTCIPRKFEG) yakm iligkili oldugu ve bu genlerin kromozomal DNA’daki
konjugatif bir transpozon iizerinde bulundugu saptanmistir (Horn ef al. 1991, Rauch and
De Vos 1992, Kuipers et al. 1993, Kuipers et al. 1995, Immonen and Saris 1998,
Olasupo et al. 1999, Hsu et al. 2002). nisABTCIPRKFEG gen kiimesi; nisin 6ncii
proteininin (NisA) sentezini, proteinin translasyon sonrasi modifikasyonunu, nisin
direngliligi, transkripsiyonel regiilasyonu, peptit transferini ve Oncli proteinin
islenmesini gerceklestiren proteinleri kodlamaktadir (Engelke et al. 1994, Siegers and
Entain 1995, Cheigh et al. 2002). Inaktif olan NisA 6ncii proteini, nisB ve nisC gen
tiriinleri ile kimyasal olarak modifiye edilmektedir. Bu kimyasal siiregte serin ve treonin

kalintilarinin dehidrasyonu yapilir ve lantibiyotik bakteriyosinlerin karakteristik 6zelligi
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olan tioether kopriileri sekillendirilir (Siegers et al. 1996, Sen et al. 1999, Koponen et
al. 2002). Modifiye olan Oncii peptit, NisT proteini tarafindan taginir. nisP geninin
kodladig1 proteinaz, 23 amino asitlik lider peptiti bakteriyosin yapisindan ayirir
(Koponen et al. 2002). nis] ve nisFEG genleri ise; lretici susta nisin direncliligini
saglayan proteinleri kodlamaktadir (Engelke et al. 1994, Siegers and Entain 1995, Ra et
al. 1999, Zendo et al. 2003, Pongtharangkul and Demirci 2004).

Nisin biyosentezi iki elemanli bir sistem (NisRK) tarafindan regiile edilmektedir. Hiicre
dis1 olgunlagmis nisin birikimi kritik seviyeye ulastigi zaman, hiicre membranina baglh
kinaz (NisK) fosforilize edilerek aktif hale gecer. Daha sonra bu fosforil grubu NisR
proteinine transfer edilir ve hiicre i¢i yanit1 diizenleyici NisR proteini, nisABTCIP ve
nisFEG genlerinin transkripsiyonunun baslamasini saglar (Chandrapati and O’Sullivan

1999, Breukink et al. 2003, Beasley and Saris 2004).

2.3.2.3.2. Laktisin 3147

Laktisin 3147, ilk kez L. lactis subsp. lactis DPC3147 susundan tanimlanan genis etki
spektrumlu bir bakteriyosindir. Laktisin 3147 Acetobacter, Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria, Pediococcus ve Staphylococcus
suslarina kars1 antibakteriyel aktivite gdstermektedir (Ryan et al. 1996). iki bilesenli bir
lantibiyotik bakteriyosin olan laktisin 3147°nin tam biyolojik aktivite gosterebilmesi
icin her iki yapisal proteine de (LtnAl ve LtnA2) gereksinim duydugu belirlenmistir.
Bu bakteriyosin, duyarli hiicrelerin stoplazmik membranlar1 iizerinde porlar acarak,
potasyum ve fosfat iyonlarinin sizmasina neden olmaktadir. Ancak, ATP gibi biiyiik
molekiiller s6z konusu porlardan sizmamaktadir. Iyonlarmn bu hareketi sonucu membran
potansiyeli (Ay) zarar géormekte ve hiicre 6limii gerceklesmektedir. Bu mekanizma, dar
etki spektrumuna sahip iki bilesenli bakteriyosinler olan laktisin F ve laktokoksin G’nin
yol agtig1 secici iyon porlarina benzemektedir (Abee et al. 1994, Moll et al. 1996,
McAuliffe et al. 1998).

19



Laktisin 3147 iretimi ve direncliliginin genetik determinantlarinin, 60.2 kb
biiyiiklikteki pMRCO1 plazmidi tlizerinde bulundugu saptanmistir (Dougherty et al.
1998). Konjugatif karakteri nedeniyle ticari starter Kkiiltiirlere bakteriyosin iiretimi
0zelliginin kazandirilmasinda pMRCO1 plazmidinden yararlanilmaktadir (Coakley et al.
1997, O’Sullivan et al. 1998). Giiniimiizde bu yolla yirmi bes kadar laktisin 3147
tireticisi transkonjugant meydana getirilmistir (Ryan et al. 1996, Coakley et al. 1997,
O’Sullivan ef al. 1998). pMRCO1 plazmidinde laktisin 3147 iiretimi ve direncliliginden
sorumlu bolge, farkli organize olmus iki gen kiimesi icermektedir. Biiylik olan gen
kiimesinin bakteriyosin iretimi, modifikasyonu ve salinimindan, kiigiik gen kiimesinin
ise laktisin 3147 direngliliginden sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Fath and Kolter

1993, Jack et al. 1995, McAuliffe ef al. 1998).

2.3.2.3.3. Laktisin 481

Laktisin 481, baz1 L. lactis suslar1 tarafindan iiretilen ve tek peptit zincirinden olusan
lantibiyotik 6zellikte bir bakteriyosindir (Piard et al. 1992, Rince et al. 1994, O’Sullivan
et al. 2002b). Bu bakteriyosin, son yapilan siiflandirmada grup I bakteriyosinlerin bir
alt grubu olarak degerlendirilmistir (Twomey et al. 2002). Laktisin 481 Ozellikle
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc olmak tizere laktik asit bakterilerine ve C.
tyrobutyricum’a kars1 bakterisidal etki gostermektedir (Mackay et al. 1996, O’Sullivan
et al. 2002b). Laktisin 481°in laktokokal starter kiiltiirlerin lizizine sebep olmasi, peynir
tiretiminde kullanim olanagi bulabilecegine isaret etmektedir. Zira bu bakteriyosinin
starter kiltlirleri lize etmesi sonucu yardimci enzimlerin peynir matriksine salinimi,
peynirin olgunlagsmasint hizlandirmaktadir (O’Sullivan et al. 2002b, O’Sullivan et al.
2003).

Laktisin 481’in tiretimi, direngliligi ve transportundan, plazmidler tarafindan taginan alt1
genin (IctAMTFEG) sorumlu oldugu tespit edilmistir (Rince et al. 1994, Rince et al.
1997, Dufour et al. 2000, Mills et al. 2001, O’Sullivan et al. 2002b, Hindré et al. 2004).
Ilk iic gen laktisin 481 biyosentezini yonetmektedir. lct4, laktisin 481 6ncii peptidini

kodlamaktadir. lctMT gen Triinleri ise IctA proteinini modifiye ederek salgilanmasina

20



yardimci olmaktadir (Rince ef al. 1994, Uguen et al. 2000). LctFEG genleri de, iiretici
suslarin kendi bakteriyosinlerinden korunmasini saglayan, direnglilik proteinlerini

kodlamaktadir (Rince et al. 1997, Dufour et al. 2003, Hindré ef al. 2004).

2.3.2.3.4. Laktisin FS92

L. lactis subsp. lactis FS92 tarafindan iiretilen laktisin FS92, Bacillus ve Clostridium
tirleri ile L. monocytogenes’e kars1 inhibitor etki gostermektedir. Enzim uygulamalari
sonucu, laktisin FS92’nin; a-kemotripsin, pepsin, pronaz E ve proteinaz K ya karsi
duyarl oldugu tespit edilmistir. Bu bakteriyosin, 100 °C’de 20 dakika veya 121 °C’de
15 dakika 1s1 uygulamasina karsi direnclidir. Bakteriyosinin molekiiler biiyiikligi

yaklagik 3500 Da olarak tanimlanmistir (Mao et al. 2001).

2.3.2.4. Laktoztrepsinler

Laktoztrepsinler (Las); L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, ve L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis suglar1 tarafindan {iretilen ve sadece asidik pH’larda
aktivite gosteren antimikrobiyel proteinlerdir (Kozak et al. 1977). Biitiin
laktoztrepsinler, protein yapilarindan dolayr proteolitik enzimlere karsi duyarlidir
(Dobrzanski et al. 1982). Las 1 ve Las 2; tripsin, a-kemotripsin, pronaz ve fosfolipaz D
ile inaktive olmaktadir (Kozak et al. 1977). Las 5; tripsin, a-kemotripsin ile inaktive
olurken lipaz ve fosfolipaz D uygulamasindan etkilenmemektedir (Zajdel and
Dobrzanski 1983). Laktoztrepsinler pH 7.0’de aktivitelerini kaybetmekte, ancak ortam
pH’sinin asidik degere getirilmesi durumunda inhibitér aktivite tekrar gelismektedir.
Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin ¢ogu pH degisimiyle birlikte
aktivitelerinde azalma veya artma gostermelerine ragmen, pH bagimli aktivitedeki bu
acik farklilik bagka hi¢ bir bakteriyosin i¢in tanimlanmamistir (Klaenhammer 1993).
Laktoztrepsin 1; pH 4.2-6.0 arasinda optimum aktivite gostermekte, pH 7.0 ve
yukarisinda ise inaktif forma doniismektedir. Laktoztrepsin 2 nin, pH 4.6-5.0 arasinda
L. lactis subsp. lactis 60 susuna karst optimum inhibitér aktivite gosterdigi

belirlenmistir. pH 6.0’da s6z konusu aktivite azalmakta, pH 7.0 ve yukarisinda ise
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tamamen kaybolmaktadir. Biitiin laktoztrepsinler 100 “C’de 10 dakika 1s1 uygulamasina
direnclidir. Sadece Las 1 121 °C’de 10 dakika 1s1 uygulamasi sonucu inaktive
olmaktadir (Kozak ef al. 1977, Kozak et al. 1978, Bardowski et al. 1979, Zajdel et al.
1985).

Laktoztrepsin 5 uygulanan duyarli bakterilerde; ATP, K*, Ca™ ve Mg™ iyonlarmin
hiicre disina akisinin 6nemli 6l¢iide stimiile edildigi saptanmistir. Bununla birlikte;
protein, DNA ve RNA gibi makromolekiillerin sentezinde kayda deger bir farklilik
belirlenmemistir. L. lactis subsp. cremoris 202 susunda yiiriitiilen mutasyon testleri
sonucu, sO0z konusu bakteriyosinin kromozomal DNA tarafindan kodlandigi tespit

edilmistir (Klaenhammer 1993).

2.4. Bakteriyosinlerin Kullanim Alanlari

Giliniimiizde gida katki maddesi olarak kullanimina izin verilen tek bakteriyosin
nisin’dir. Applin-Barret firmas: tarafindan iiretilen bu ticari preparat, Nisaplin ticari
adiyla piyasada satilmaktadir (Delves-Broughton 1990, O’Sullivan et al. 2002a).
Gidalarin korunmasinda bakteriyosinlerin kullanimini esas alan alternatif bir yaklasim
da, bakteriyosin lreticisi canli kiiltiirlerin kullanimidir. Bu yaklagimda bakteriyosin
iireticisi suslarin; starter kiiltiirler ya da starter kiiltiir karisimlarinin bir pargasi olarak
kullanim1 veya bu suslarin mamul gidalara ilave edilmesi onerilmektedir (O’Sullivan et

al. 2002a).

Son on yilda ¢ok sayida bakteriyosin tanimlanmis olmasmna ragmen, bu
bakteriyosinlerin igerdigi dar inhibisyon spektrumlari yaninda, 1s1l stabilitelerinin ve
cozlinlirliiklerinin ~ gida  sistemlerine uygun olmamasi, ticari uygulamalarin
sinirlandirmaktadir. Genelde gida uygulamalari i¢in bakteriyosin iireticisi sus seciminde

takip edilen kriterler sunlardir;
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1. Uretici sus tercihen GRAS (insan ve hayvan tiiketiminde giivenilir kabul edilen
ozelliklere sahip) olmalidir.

2. Bakteriyosin L. monocytogenes ve C. botulinum gibi patojenlerin dahil oldugu
genis bir aktivite spektrumuna sahip olmalidir.

3. Bakteriyosin 1s1 stabil olmalidir.

4. Bakteriyosinin, tiiketici saglig1 iizerinde olumsuz etkileri olmamalidir.

5. Uriinde giivenlik, kalite ve aroma bilesenlerinin gelistirilmesi gibi yararli etkileri

olmalidir (Holzapfel et al. 1995, O’Sullivan et al. 2002a, Horn et al. 2004).

2.4.1. Peynir ve siit iiriinleri

Peynirlerde nisin kullaniminin temel amaci; peynir {iiretiminde ve olgunlagmasi
sirasinda ciddi problemlere neden olan L. monocytogenes kontaminasyonlarindan
korunmaktir (Delves-Broughton 1990). Giinlimiizde nisin iireticisi starter kiiltiirlerinin,
¢ig siitiin mL’sinde 10° oranina kadar L. monocytogenes bulunmasi halinde bile, peynir

tiretiminde tam bir koruma sagladig: bilinmektedir (Maisnier-Patin et al. 1992).

Laktisin 3147 iiretici suslari, Cottage peynirinin ve dogal yogurtlarin korunmasinda L.
monocytogenes ve B. cereus suslarina karsi kullanilmaktadir (Morgan et al. 1999,
Scannell et al. 2000). Laktisin 3147 iireticisi kiiltiirler, Cheddar peynirlerinde starter
kiiltiir susu Ozelligi tasimayan laktik asit bakterilerinin (NSLAB) gelisimini tamamen
inhibe etme yeteneklerinden dolayi, peynir kalitesinin standardizasyonuna yardimci
olmaktadir (Ryan et al. 1996, Fenelon et al. 1999). Starter kiiltiir 6zelligi tasimayan
laktik asit bakterileri; bazen kalsiyum laktat kristallerinin olusumuna, aroma
bilesiklerinin ve drilinlin fiziki yapisinin gelisiminin bozulmasina yol a¢maktadir

(McAuliffe et al. 1999).

Laktokoksin A, B ve M, sadece tiir ici etkinlik gdsteren laktokok bakteriyosinleridir.
S6z konusu bakteriyosinlere karsi duyarli starter kiiltiir suslarinin Cheddar peyniri
tiretiminde kullanimi, iriiniin yapisal ve aromatik 0Ozelliklerinin olusumunun

(olgunlagsma) hizlandirilmasinda etkin bir yontemin uygulanmasini olasi kilmistir. Buna
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gore laktokoksinlere duyarli starter kiiltiir suslari, fermentasyon siirecinin belirli bir
asamasinda laktokoksinler araciligi ile parcalanmakta ve hiicre i¢i enzimlerin salinimi
sonucunda peynirin olgunlasmasi énemli 6l¢lide hizlandirilmaktadir (Ross et al. 1999,

Morgan et al. 2002).

Cheddar peyniri tiretiminde yardimei kiiltiir olarak laktisin 481 {ireticisi L. /actis subsp.
lactis CNRZ481 kullanim1 sonucu, iiretilen peynirde, kontrol peynire gore laktat
dehidrogenaz (LDH) enzimi seviyesinin 5 kat arttig1 ve starter Kkiiltiir susu 6zelligi
tasimayan laktik asit bakterilerinin gelisiminin % 90 oraninda azaldigi saptanmistir

(O’Sullivan et al. 2003).

2.4.2. Et tiriinleri

Taze et ve fermente et iiriinleri patojenik ve bozulma etmeni mikroorganizmalarin
gelisimi i¢in uygun ortamlardir (Stiles and Hasting 1991). Nisin’in et {riinlerinde
koruyucu olarak kullanimi {izerinde yogun ¢aligmalar yiiriitilmesine ragmen,
uygulamalarin ¢ok azinda ticari bagart saglanmistir (O’Sullivan et al. 2002a). Yiiksek
oranda yag iceren etlerde nisin, fosfolipitler ile giiglii bir etkilesime girmekte ve bu
durum nisinin antibakteriyel aktivitesini sinirlamaktadir. Nisin ireticisi L. lactis
kiltlirlerinin biyokoruyucu olarak dondurulmus etlerde kullanimi ise, bu suslarin
dondurulmus iirtinlerde gelisememesinden dolayr miimkiin degildir (Henning et al.

1986, O’Sullivan et al. 2002a).

Nisinin, 6zellikle tween 80 ilave edilen alginat ya da agaroz esash jeller ile birlikte
tavuk parcalarimin  ylizeyine uygulanmasi, tavuk etlerinin S. fphimurium
kontaminasyonlarindan korunmasinda ticari potansiyel tasimaktadir. Zira bu
uygulamalarda S. typhimurium sayisinin +4 °C de 72 saatte 10° oraninda azaldig tespit

edilmistir (Natrajan and Sheldon 2000, Barbosa et al. 2004).
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2.4.3. Salata ve salata soslar1

Taze kesilmis sebzeler (salatalar), mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun ortamlar
haline gelmektedir. Ozellikle L. monocytogenes gibi gida kaynakli patojen
mikroorganizmalar  besince zengin hale gelen bu ortamlarda kolaylikla
tireyebilmektedir. Bakteriyosinler, bu gidalarin raf Omriinii uzatmak igin sogukta
muhafazanin yani sira, ilave bir 6nlem olarak kullanilmaktadir. Tiiketime hazir salatalar
ile yiiriitilen c¢alismalarda; nisin Z ireticisi L. lactis HPB 1688 susunun, L.
monocytogenes’e karst 7 °C saklama kosullarinda 6nemli Ol¢lide inhibisyon etkisi

gosterdigi belirlenmistir (Cai et al. 1997).

Salata soslari, diisiik pH degerlerinden dolayr mikrobiyel bozulmalara karsi oldukca
direnglidir. Ancak bu soslar laktobasiller ve mayalar gibi asidik kosullar1 tolore eden
mikroorganizmalar tarafindan bozulabilmektedir. Son yillarda, bilesimindeki asetik asit
miktar1 azaltilmis salata soslarina (az eksili) olan tiiketici talebi artmaktadir. Asetik asit
miktarinin azaltilmasi, salata soslarinin muhafazasi sirasinda laktik asit bakterileri
tarafindan bozulmalar1 riskini arttirmaktadir (Delves-Broughton et al. 1996, Cai et al.
1997). Nisin’in, gesitli ticari salata soslarindan izole edilen bakteriyel kontaminantlar
lizerine inhibitor etkisini belirlemek i¢in yapilan arastirmada, bu ortamlardan izole
edilen 30 adet bakteriyel kontaminanttan 27 adedinin gelisimini inhibe ettigi

belirlenmistir (Muriana and Kanach 1995, Ryan et al. 2002).

2.4.4. Konserve iiriinler

Nisin, konserve gidalarda Bacillus ve Clostridium tiirlerinin ve sporlariin gelisimini
engellemek i¢in kullanilmaktadir. Konserve gidalarin bozulmasina o6zellikle B.
stearothermophilus ve C. thermosaccharolyticum bakterileri neden olmaktadir. Bu
bakterilerin ana kontaminasyon kaynagi konserve gidalara katilan un, seker ve
baharatlardir. Konserve gidalarda nisin kullanimi ile bu gida bozulmasi etmeni
organizmalarin gelisimi engellenmekte ve bu nedenle proses sirasinda uygulanan 1sil

islem derecesi diistiriilebilmektedir. Yiiksek sicaklik uygulamasi ile {irlinlin besin
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degerinde, tekstliriinde ve goriiniislinde meydana gelen olumsuz degisimler, islem
sicakliginin  diigtiriilmesi ile azalmaktadir. Bu durum, ayrica iiretim maliyetinin

diismesine de yol agmaktadir (Ryan et al. 2002).

2.4.5. Biyomedikal uygulamalar

Son yillarda yiiriitiilen caligmalar, nisinin mastitis etmeni patojenleri inhibe ettigini
gostermistir (Broadbent ef al. 1989). S1g1r mastitis tedavisinde nisin, anti stafilokok ajan
olan lisostafin ile birlikte kullanilmaktadir. Bu iki antimikrobiyel madde, sinerjit
etkilesim sonucu mastitis etmeni organizmalara karst gilicli bakterisidal etki
gostermektedir. Nisin uygulamast ile, S. aureus, Streptococcus agalactiae ve
Streptococcus uberis tedavisinde sirasiyla % 66, % 95 ve % 100 iyilesme saglanmistir
(Sears et al. 1995). Nisin gibi, laktisin 3147 de biitiin 6nemli mastitis etmeni patojenlere
kars1 (Gram-pozitif) bakterisidal etki gostermektedir (Ryan et al. 1998). Laktisin 3147
“Teat seal” (Cross Vetpharm Group Ltd, Dublin, Ireland) adiyla, ineklerde mastitis

tedavisi icin ticari kuru preparat olarak tiretilmektedir (Ross ef al. 1999).

Laktisin 3147’nin, metisilin direngli S. aureus, vankomisin direngli Enterococcus
faecalis, penisilin direngli Pneumococcus, Propionibacterium acne ve Streptococcus
mutans 1n dahil oldugu bazi insan patojenlerine karst da inhibisyon yetenegi
arastirllmistir.  Laktisin  3147’nin  (20.000 AU/mL) konsantre edilmis preparati
kullamlarak iki saat igerisinde 10* den fazla hiicre igeren insan patojeni populasyonunu
oldiirdiigli belirlenmistir (Galvin et al. 1999). Propionibacterium acne’nin laktisin
3147’ye o6zel duyarlihik gostermesi, laktisin 3147’nin akne tedavisinde kullanim

potansiyeli olduguna isaret etmektedir (Ross et al. 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizmalar

Calisma kapsaminda, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
kiiltiir koleksiyonundan saglanan 100 adet laktokok susu (68 adet Lactococcus lactis
subsp. lactis, 24 adet Lactococcus lactis subsp. cremoris ve 8 adet Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis), 50 adet laktokok faji ve Prof. Dr. I. F. Nes’den
(Department of Genetics and Biochemistry, Agricultural University of Norway,
As/Norway) temin edilen 18 adet (L. lactis SIK-83, L. lactis 1L 1403, L. lactis 105, L.
lactis LMG 2908, L. lactis T1, L. lactis 731, L. lactis 2, L. lactis LMG 2912, L. lactis
LMG 2088, L. lactis LMG 2132, L. lactis JC 17, Lactobacillus sake NCDO 2714,
Lactobacillus plantarum LMG 2003, Listeria innocua LMG 2813, Escherichia coli
LMG 3083 (ETEC), Salmonella enterica serotype Typhimurium SL1344, Pseudomonas

fluorescens P1 ve Enterococcus faecalis) indikator bakteri kullanilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

Dogal tip laktokok suslar1 M17 broth ve agar ortamlarinda, laktoz fermentasyon
yetenegini kaybetmis L. lactis mutantlar1 ise, laktoz yerine 5 g/L olacak sekilde glukoz
ilave edilmis Glukoz M17 broth (GM17) ortamlarinda gelistirilmistir. Indikator
bakterilerden Lb. sake NCDO 2714 ve Lb. plantarum LMG 2003 MRS broth ortaminda,
P. fluorescens P1, S. enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG 3083
(ETEC) Luria Bertani (LB) broth ortaminda fretilmistir. Bunlarin disinda kalan
indikator bakteriler i¢in ise GM17 broth ortamlar1 kullanilmistir.

27



M17 Broth ve Agar

Polipepton 5 g
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 25 g
Et ekstrakt 5 g
B-disodyum gliserofosfat 19 g
Laktoz (% 10) 50 mL
MgS0.4.7H,0 (1 M) 1 mL
Askorbik asit 05 ¢
Agar 15 g
Destile su 950 mL

pH 7.15 £ 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Ortam igerikleri 950 mL destile su igerisinde ¢oziilmiis ve 121 °C’de 15 dakika siire ile
sterilize edilmistir. Ortam su banyosunda sogutulduktan sonra (45 °C), ayr sterilize

edilen laktoz ¢ozeltisi (50 mL) ilave edilmistir (Terzaghi and Sandine 1975).

MRS Broth

Kazein pepton 10 g
Et ekstrakt 10 g
Maya ekstrakti 5 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 5 g
Diamonyum sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS0,4.7H,0 05 ¢
MnS04.4H,0 02 g
Tween 80 1 g
Destile su 1000 mL

pH 5.7 £ 0.02 (sterilizasyondan once)
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Ortam igerikleri 1000 mL destile su igerisinde ¢oziilmiis ve sterilizasyon, 118 “C’de 15

dakika stire ile yapilmaistir.

Luria Bertani Broth

Tripton 10 g
Maya ekstrakti 5 g
NaCl 10 g
Destile su 1000 mL

pH 7.0 £ 0.02 (sterilizasyondan once)

Ortam igerikleri 1000 mL destile su igerisinde ¢oziilmiis ve sterilizasyon, 121 °C’de 15

dakika stire ile yapilmaistir.

Bakteriler M17, LB, MRS ve GM17 dik agar ortamlarinda +4 °C’de ve M17, LB, MRS
ve GM17 broth ortamlarina % 20 oraninda steril gliserol ilave edilerek, —20 °C’de
saklanmistir. Laktokok faj stoklari ise, % 40 oraninda steril gliserol ilave edilen M17
broth ortaminda hazirlanmis ve bakteri stoklarinda oldugu gibi —20 °C’de muhafaza
edilmistir. Calisma materyalleri ise gliserol ilave edilmemis M17, LB, MRS ve GM17
broth ortamlarinda, +4 °C’de ve haftalik transferler yapilarak korunmustur (Holt et al.
1994).

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriyosin iiretim 6zelliginin belirlenmesi

L. lactis suslarinda bakteriyosin liretim 6zelliginin belirlenmesinde iki farkli yontem
kullanilmistir. ilk yontemde, test edilecek L. lactis suslar1 M17 broth ortaminda 30
°‘C’de 18 saat siireyle gelistirilmistir. Bu aktif kiiltiirlerden M17 agar ortamlarina
mikropipet yardimi ile damlatma ekim yapilmis (5 pL) ve 30 °C’de 18 saat siireyle

inkiibe edilmistir. Koloni gelisiminden sonra, % 0.7 agar orani ile hazirlanan 3.5 mL
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yumusak agar (LB, MRS ve GM17) ortamina indikator bakteri ilave edilmig (100 pL)
ve M17 agar besiyerinde gelistirilen laktokok kolonileri iizerine homojen bir sekilde
yayllmistir. Bu ortamlar, indikator bakterilerin gelisimi i¢in uygun sicaklikta 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda laktokok suslarinin indikator

bakterilere karsi olusturduklart inhibisyon zonlar1 incelenmistir (Geis ef al. 1983).

Bakteriyosin tiretim 6zelliginin tanisinda kullanilan ikinci yontemde, aktif L. /actis sus
kiiltlirlerinden 6ze yardimiyla M 17 agar ortamlarina siirme ekim yapilmis ve bakteriler
bu ortamlarda 30 °C’de 18 saat gelistirilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan
kolonilerden, steril kiirdan araciligryla M17 agar ortamina bir petride bes farkli L. lactis
susu olacak sekilde nokta ekim yapilmis ve 30 “C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Uygun besiyeri ve inkiibasyon sicakliginda 18 saat gelistirilen indikator bakterilerden
100 pL alinarak, % 0.7 oraninda agar igeren 5 mL yumusak agar (LB, MRS ve GM17)
tizerine aktarilmig ve bu ortamlar M17 agar besiyerinde gelistirilen laktokok kolonileri
tizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Petri kutular indikator bakterilerin gelisimi igin
uygun sicaklikta 18 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire sonunda, laktokok
suslarinin indikator bakterilere karsi olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 incelenmistir (van

Belkum et al. 1989).

3.2.2. Proteolitik enzim uygulamasi

Uretilen antimikrobiyel maddenin protein dogasinda olup olmadiginin belirlenmesi igin,
oncelikle indikator bakterilere karsi zon veren L. lactis suslar1t M17 broth ortaminda 30
°C’de 18 saat siireyle gelistirilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirler 6000 devirde 15 dakika
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Coken kat1 fazin karismamasina dikkat edilerek yeni
tiiplere aktarilan kiiltiir iist sivilarinin pH’s1, 6 N NaOH kullanilarak 6.5-7.0 arasinda
ayarlanmis ve bu ortamlar 0.45 um por ¢apinda steril membran filtrelerden (Sartorius,
Germany) gecirilmek suretiyle sterilize edilmistir. Notralize edilmis steril kiiltiir st
stvilarina son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde proteinaz K (Sigma,

Chem. Co., USA) ilave edilmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmigtir. Enzim
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aktivitesi 100 °C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile sonlandirilmigtir. Enzim ilave

edilmemis 6rnekler kontrol olarak kullanilmistir (Franz et al. 1997).

Enzim uygulanan ve uygulanmayan notralize edilmis Kkiiltiir st sivilarinda
antimikrobiyel aktivite; duyarli indikatdr bakterilere karsi kuyu difiizyon yodntemi
kullanilarak tespit edilmigtir. Kiiltiir {ist sivilart kuyucuklara 100 pL olacak sekilde

aktartlmistir.

3.2.3. Bakteriyosin aktivitesi iizerine pH, sicaklik ve enzim uygulamalarinin etkisi

3.2.3.1. pH’min bakteriyosin aktivitesi iizerine etKisinin belirlenmesi

30 °C’de 18 saat gelistirilen L. lactis kiiltiirleri 6000 devirde 15 dakika santrifiij edilmis
ve kiiltiir iist sivilariin pH’lari, 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak 2.0-11.0
degerleri arasinda ayarlanmistir. pH’lar1 ayarlanan kiiltiir iist sivilari, 0.45 pm por ¢aplh
membran filtrelerden (Sartorius, Germany) gecirilerek sterilize edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan ortamlar +4 °C’de 24 saat bekletilmistir. pH degisimlerinin bakteriyosinlerin
inhibisyon diizeyleri lizerindeki etkisi; membran filtrelerden gegirildikten sonra higbir
isleme tabi tutulmayan kiiltlir Gist stvilarinin inhibisyon etkinliklerinin, pH diizeyleri
ayarlanan kiltlir iist sivilarinin inhibisyon etkinlikleri ile karsilastirilmasi sonucu
tanimlanmistir. pH ayarlamasi yapilan kiiltiir {ist sivilarinda, bakteriyosin aktivitesinin
pH degisimlerinden etkilendigi, bu ortamlara proteinaz K wuygulamasi sonrasi
antibakteriyel aktivitenin tamamen kayb1 belirlenerek kesinlik kazanmigtir. Degisik pH
diizeylerinde bakteriyosin aktivitelerindeki degismeler, duyarli indikator bakterilere
karst kritik diliisyon yontemi kullanilarak saptanmistir. Bakteriyosin aktiviteleri;
inhibisyon zonu alman en yiiksek dilisyon oranmin, 1000/aktarilan miktar ile
carpimindan elde edilen arbitrary iinite (AU) cinsinden hesaplanmistir (Franz et al.

1997).

31



3.2.3.2. Sicakhk wuygulamasimin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Notralize edilmis ve nétralize edilmemis kiiltiir iist sivilarinda bakteriyosin aktivitesi
tizerine sicakligin etkisi; s6z konusu ortamlarin 100 °C’de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121
°C’de 10 dakika siireyle sicakliga tabi tutulmasindan sonra, bu ortamlardan alinan
orneklerin duyarl indikator bakterilere denenmesi suretiyle saptanmaistir. Kontrol olarak
sicaklik uygulanmamis kiltiir st sivilart kullanilmistir.  Sicakligin - bakteriyosin
aktivitesi iizerinde yarattig1 etki, kritik diliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir

(Franz et al. 1997).

3.2.3.3. Enzim uygulamalarinin bakteriyosin aktivitesi iizerine etKisinin

belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesi lizerine degisik enzimlerin etkisi; pH ve sicakligin etkisinin
saptandig1 testlerde oldugu gibi, kiiltiir iist stvilar1 kullanilarak tanimlanmistir. Notralize
edilmis ve notralize edilmemis kiiltiir {ist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL
olacak sekilde tripsin (pH 7.0 Merck, Germany), a-kemotripsin (pH 7.0 Sigma Chem.
Co., USA), pepsin (pH 3.0 Sigma Chem. Co., USA), a-amilaz (pH 7.0 Sigma Chem.
Co., USA), lipaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), katalaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co.,
USA) ve lizozim (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA) enzimleri ilave edilmis ve 37 °C’de 2
saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim aktiviteleri, 100 °C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile
sonlandirilmistir. Denemelerde kontrol olarak, enzim muamele edilmemis kiiltiir ist
stvilart kullanilmigtir. Bakteriyosin aktiviteleri kritik diliisyon yontemi esas alinarak

saptanmistir (Franz et al. 1997).

3.2.4. Bakteriyosinlerin kismi saflastirmasi

Bakteriyosin tireticisi L. lactis sus kiiltlirlerinden, 100 mL M17 broth ortamlarina 1 mL
ekim yapilmis ve 30 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi

sonunda, gelisen kiiltiirler 5000 devirde 20 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur.
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Coken kat1 fazin karigsmamasina dikkat edilerek, yeni tiiplere aktarilan kiiltiir st
stvilarinin pH’s1 10 N NaOH kullanilarak 6.5’e ayarlanmistir. Kiiltiir iist sivilarina, son
konsantrasyon orani % 40 olacak sekilde amonyum siilfat ilave edilmis ve eriyinceye
kadar karistirllmistir. Amonyum siilfat ilave edilen nétralize edilmis kiiltiir list sivilar
santrifiij tliplerine aktarilmis ve +4 °C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler +4
°C’de 15000 devirde 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bitiminde {ist
faz dokiilmiis ve ¢okelti kurutulmustur. Kurutulmus ¢okelti 1 mL sodyum fosfat tampon
(pH 6.5) igerisinde ¢ozlilmiis ve lizerine 15 mL metanol/kloroform (1:2 v/v) ¢ozeltisi
ilave edilerek +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler +4 °C’de 15000
devirde 30 dakika santrifiij edilmis, iist faz dokiilmiis ve ¢okelti kurutulmustur. Son
asamada, kurutulmus ¢okelti 100 pL steril saf suda ¢6ziilmiis ve — 20 °C’de saklanmistir

(Moreno et al. 2003).

Sodyum Fosfat Tampon

Sodyum dihidrojen fosfat 10 g
Disodyum hidrojen fosfat 10 g
Destile su 100 mL
pH 6.5 £0.02

3.2.5. Toplam hiicre proteinlerinin izolasyonu

Bakterilerin toplam protein igeriklerinin analizi i¢in, ilk asamada 1.6 mL hacimde aktif
bakteri kiltiirleri 2.5 mL’lik steril tiiplere aktarilmistir. Kiiltiirlerin {izerine 400 pL
triklor asetik asit (% 80 TCA) ilave edilmis ve 20 dakika buz banyosunda bekletilmistir.
Buz banyosundan alinan kiiltiirler +4 °C’de 10000 devirde 10 dakika siireyle santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Santrifiij uygulamasi ile tiiplerde meydana gelen iist faz
dokiilmiis, kalan ¢okelti 500 pL aseton ile iki kez yikanmistir. Aseton ile yikanarak
¢oOziilen ortamlara, +4 "C’de 10000 devirde ve 10 dakika santrifiij uygulanarak ikinci bir
coktiirme yapilmistir. Bu islem sonunda iist faz dokiilmiis ve ¢okelti icerisinde kalan
aseton ucurulmustur. Asetonu uzaklastirilan ¢okeltilere 160 uL TES, 16 pL lizozim, 2

uL RNaz A (x5 seyreltik) ilave edilmis ve 37 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dakika
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siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde protein izolatlarindan 20 pL
alinarak steril eppendorf tiiplerine aktarilmis ve tizerine 4 puL Ornek tamponu ilave
edildikten sonra 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda tutulmustur. Orneklerin oda
sicakligina kadar sogumasi beklenmis ve sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) sistemlerinde protein analizi islemine gecilmistir (Piard et al.

1997).

TES

Sakkaroz 6.7 g
10 mM Tris-HCl 0.1576 g

1 mM EDTA 0.0372 ¢
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Lizozim Cozeltisi

Tris 0.3 g
Lizozim 0.1 g
Destile su 10 mL
pH 8.0 £0.02

TCA

Triklor asetik asit 3632 ¢
Destile su 100 mL

Ornek Tamponu (x4)

0.5 M Tris-HCl 1 mL
Gliserol 0.8 mL
Destile su 4 mL
% 10 SDS 1.6 mL
2-Merkaptoetanol 04 mL
Brom fenol mavisi (% 0.05) 0.2 mL
pH 6.8 £0.02
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RNaz A Cozeltisi: 5 mL steril destile su igerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat

cozeltisinin pH’s1 asetik asit ile 5.0’a ayarlanmig ve iizerine 5 mg RNaz A (Sigma,
Chem. Co., USA) ilave edilmistir. Kaynar su igerisinde ortam 5 dakika tutulduktan

sonra, —20 °C’de saklanmustir.

3.2.6. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE denemeleri Laemmli (1970) tarafindan oOnerilen yontem kullanilarak
yapilmigtir. Dikey jel sisteminde, iki adet 20x20 cm ebatlarinda cam plaka
kullanilmistir. Elektroforez plakalar1 % 70°lik etanol ¢ozeltisi ile yikanip kurutulduktan
sonra, plakalar arasina, jel taraginin yerlestirildigi iist kistm hari¢, 0.3 mm kalinli§inda
ayiricilar konulmustur. Ayirict jel dokiilmeden once, plakalarin ayiricilarina % 1°lik
agaroz uygulanarak jelin akmas1 engellenmistir. Bu agsamadan sonra, jel taraginin 1 cm
altina kadar gelecek sekilde % 10’luk ayiric1 jel dokiilmiis ve tizerine 1 mL destile su
ilave edilmistir. Ayirict jelin polimerizasyonu i¢in 45 dk beklenmis ve destile su,
filtreler araciligi ile ortamdan alinmistir. Plakanin geri kalan kismi, % 4°liik toplayici jel
dokiilerek tamamlanmis ve tarak yerlestirilmistir. Toplayict jelin polimerizasyonu igin
45 dk daha beklendikten sonra cam plakalar elektroforez tankina konulmus, tarak
cikarilmis ve tank haznelerine elektrot tamponu ilave edilmistir. Son asamada, protein
ornekleri 20 pL ve bakteriyosin ornekleri 50 pL olacak sekilde kuyucuklara
aktarilmistir. Jel sistemine, toplayici jel igin 100-120 Volt (25 mA) ve ayirict jel igin ise
220-300 Volt (35 mA) elektrik akimi verilmistir. Protein 6rneklerinin yiiriitiilme
isleminin tamamlanmasinin ardindan jel, Commasie brillant blue boya c¢ozeltisine
alinarak, burada bir gece tutulmustur. Bu siire bitiminde jel, fazla boyanin geri alindig
cozeltide protein bantlar1 netlik kazanincaya kadar (30-60 dk) bekletilmis ve asetik asit

cozeltisi (fiksasyon ¢ozeltisi, % 7 v/v) i¢cine alinmustir.

AKkrilamid / Bis-akrilamid Cozeltisi

Akrilamid 292 g
Bis-akrilamid 08 g
Destile su 100 mL
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Whatman No. 1 ile filtre edilen ¢dzeltinin bulundugu erlenmayer, aliiminyum folyo ile

kaplanarak +4 C’de tutulmustur.

SDS (%10)
SDS 10 g
Destile su 100 mL

1.5 M Tris-HCI
Tris-HCI 18.15 g
Destile su 100 mL

pH 8.6 = 0.02’ye ayarlanir. +4 'C’de saklanr.

0.5 M Tris-HC1
Tris-HCI 6.05 ¢
Destile su 100 mL

pH 6.8 + 0.02’ye ayarlanir. +4 C’de saklanr.

APS (%10)

Amonyum persiilfat 0.1 g
Destile su 1 mL
Elektrot Tamponu

Tris 1.65 ¢
Glisin 8 g
SDS 14 g
Destile su 1100 mL
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Aviricl Jel

Akrilamid / Bis-akrilamid 8.67 mL
1.5 M Tris-HCl 6.5 mL
SDS (% 10) 250 pL
Destile su 10.7 mL

Doékmeden hemen 6nce, 130 pL % 10 amonyum persiilfat ve 12.24 pL tetrametil etilen
diamin (TEMED) ilave edilmistir.

Toplayici Jel

Akrilamid / Bis-akrilamid 1.221 mL
0.5 M Tris-HCl 1.86 mL
SDS (% 10) 75 uL
Destile su 4.365 mL

Doékmeden hemen 6nce, 43.5 pL % 10 amonyum persiilfat ve 7.35 pyL. TEMED ilave

edilmistir.

Commasie Brilliant Blue Boya Cozeltisi

Commasie brilliant blue R250 1 g

Metanol 400 mL
Glasiyel asetik asit 100 mL
Destile su 500 mL

Bova Geri Alma Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetik asit 100 mL
Destile su 500 mL
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Jel Fiksasyon Cozeltisi

Glasiyel asetik asit 70 mL
Destile su 930 mL

3.2.7. Protein biiyiikliiklerinin saptanmasi

Beyaz 151k kaynagi iizerine yerlestirilerek alinan jel fotograflarinda bakteriyosinlerin ve
diger hiicresel proteinlerin molekiiler biiyiikliikleri; 180.0, 116.0, 97.0, 58.1, 39.8, 29.0,
20.1, 14.3 ve 6.5 kDa’luk proteinleri i¢ceren marker karigimi (Sigma Chem. Co., USA,
Cat. No: B 2787) kullanilarak hesaplanmistir. Excel programinda her bir marker
proteinin molekiiler bilyiikliigliniin logaritmas: y eksenini, hesaplanan R, degeri x
eksenini olusturacak sekilde grafige gecirilmis ve program araciligr ile grafige ait
egrinin matematiksel ifadesi elde edilmistir. Biiyiikliigii hesaplanmak istenen proteinin
R, degeri, jel fotografi lizerinde olglilmiis ve formiilde yerine konularak, Excel

programinda molekiiler biiylikliigli hesaplanmistir (Laemmli 1970).

R;Degeri
R/= proteinin kat ettigi mesafe / boyanin kat ettigi mesafe

3.2.8. Bakterilerin plazmid i¢eriklerinin tanimlanmasi

3.2.8.1. Plazmid izolasyonu

M17 broth ortaminda 30 °C’de 18 saat gelistirilen L. lactis kiiltiirlerinden, 10 mL’lik
M17 broth ortamlarina birer mL inokiilasyonlar yapilarak tiipler 30 °C’de 3-3.5 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde santrifiij tiiplerine aktarilan
bakteri kiiltiirleri, 6000 devirde 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Elde
edilen hiicre ¢okeltisi kurutulduktan sonra, 379 puL sakkaroz tamponunda ¢oziilmiistiir.
37 °C’ye kadar 1sitilan bu ortama 96.5 puL lizozim ilave edilmis ve su banyosunda 37
°C’de 5 dakika bekletilmistir. 48.2 pL Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, tiiplere %
20 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden 27.6 pL aktarilarak karistirilmigtir. Bu
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asamada ortamda viskozitenin artist lizizin bagladigin1 gostermektedir. Lizizin
tamamlanmasi i¢in santrifiyj tiipleri 37 “C su banyosunda 10 dakika siire ile tutulmustur.
10 dakika sonunda tiipler mekanik karistiricida, yiiksek devirde 30 saniye karistirilarak
kromozomal DNA’nin kirilmasi saglanmistir. Ortama yeni hazirlanmis 3 N NaOH
cozeltisinden 27.6 pL ilave edilmis ve tiipler diiz bir zemin iizerinde 10 dakika siire ile
yavasea cevrilerek kromozomal DNA’nin alkali denatiirasyon kosullar1 olusturulmustur.
Denatlirasyon asamasmin sonunda santrifiij tiiplerine 49.6 pL Tris-HCl ¢d6zeltisi
aktarilarak, 3 dakika siire ile yine diiz bir zeminde hafifce karistirllmistir. Ortam pH’
sinin 8.5-9.0 arasina diigiisii ile notralizasyonun saglandigi belirlenmistir. Tiiplere, +4
°C’de tutulan 5 M NaCl c¢ozeltisinden 71.7 uL ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol
cozeltisinden 700 pL ilave edilerek, +4 *C’de 15000 devirde 15 dakika santrifiij islemi
uygulanmistir. Tiiplerde olusan iist faz, mikropipet yardimiyla yeni tiiplere aktarilmis ve
deproteinasyonun saglanmasi i¢in 700 pL kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Bu ortamlara +4 “C’de 15000 devirde 15 dakika santrifiij islemi uygulanmas,
olusan iist faz yeni tiiplere alinmis ve iizerine esdeger hacimde etil alkol aktarilmistir.
Etil alkol ilave edilen tiipler —20 °C’de bir gece bekletildikten sonra, 15000 devirde 15
dakika santrifiij uygulanarak plazmid DNA ¢oktiiriilmiis ve sivi faz dokiilerek
cokeltiler kurutulmustur. Kurutulan ¢okeltiler 20 pLL Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziilmiis
ve RNaz A stok cozeltisinden 2 pL ilave edilerek 37 °C’de 45-50 dakika inkiibe
edilmistir (Anderson and McKay 1983).

Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655 g
EDTA 0.0372 ¢
Sakkaroz 6.7 ¢
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02
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Lizozim Cozeltisi

Tris
Lizozim
Destile su

pH 8.0 +0.02

Tris-EDTA-1
Tris

EDTA
Destile su

pH 8.0 +0.02

SDS Cozeltisi
Tris

EDTA

SDS

Destile su

pH 8.0 £ 0.02

Tris-HCI1
Tris-HCI
Destile su

pH 7.0 £ 0.02

Tris-EDTA-2
Tris

EDTA
Destile su

pH 7.5 £ 0.02

0.3 g
0.1 g
10 mL
06 ¢
931 g
100 mL
06 ¢
0.74 ¢
20 g
100 mL
3152 ¢
100 mL
0.121 g
0.037 g
100 mL
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% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Coézeltisinin Hazirlamisi: 100 g fenol {izerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 °C’deki su banyosunda ¢oziilmiistiir. Ortama 0.1 g

hidroksiguinolin ilave edilmis, karistirilarak oda sicakliginda tutulmustur.

RNaz A Cozeltisi: 5 mL steril destile su icerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum asetat

cozeltisinin pH’s1 asetik asit ile 5.0’a ayarlanmig ve iizerine 5 mg RNaz A (Sigma,
Chem. Co., USA) ilave edilmistir. Kaynar su icerisinde ortam 5 dakika tutulduktan

sonra, —20 °C’de saklanmustir.

3.2.8.2. Elektroforez

Plazmid DNA 0Orneklerinin elektroforezi % 0.7 agaroz orani ile hazirlanan jellerde
yapilmistir (Meyers et al. 1976). Yatay jel sistemleri i¢in agaroz, kullanilan jel plaka
sisteminin biiyilikliigline gore 30-35 ya da 150-200 mL tris-fosfat elektroforez tamponu
icerisinde kaynar su banyosunda c¢oziilmistiir. 45 °C’ye kadar sogumasi beklenen
ortam, elektroforez plakalarina dokiilmiis ve jel taraklari yerlestirilerek 1 saat
bekletilmistir. Bu siire sonunda elektroforez tanklarina, jelin tizerini kapatacak bi¢cimde
tampon c¢ozelti ilave edilmis ve jelin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar
ortamdan alinmistir. RNaz uygulanan DNA ornekleri su banyosundan alinarak 2 pL
marker boya c¢ozeltisi ile karistirilmig ve mikropipet yardimiyla jel kuyucuklarina
aktartlmistir (20 pL). Elektroforez, 100 voltta 3-3.5 ya da 5-5.5 saat siireyle yapilmistir.
Marker boyanin jel sistemini terk etmesinden sonra elektrik akimi kesilmis ve ortamdan
alan jeller, kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0.2 pg/mL etidyum
bromit i¢eren ¢ozeltisinde 1 saat boyanmistir. Boyama isleminin sonunda jeller, 366 nm
dalga boyunda ultraviyole 1s1k altinda incelenmistir (Macrina et al. 1982). Fotograflarin
cekiminde Kodak Gel Logic 200 jel dokiimantasyon sistemi (Eastman Kodak Co.,
USA) kullanilmistir.

41



Tris-Fosfat Tampon (10X)

Tris 108 ¢
% 85 fosforik asit (1.679 pg/mL) 15.5 mL
EDTA (0.5 M) 100 mL
pH 8.0 £0.02

Marker Boya

Brom fenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.8.3. Plazmid biiyiikliiklerinin saptanmasi

L. lactis suslarindan izole edilen plazmidlerin biiyiikliiklerinin saptanmasinda,
molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’larinin elektroforetik hareketleri ile,
biiyiikliiklerinin logaritmalar1 arasinda belirlenen dogrusal iliskiden yararlanilmistir
(Macrina et al. 1978, Southern 1979, Schaffer and Sederoff 1981). Marker ccc DNA
molekiillerinin agaroz jel fotograflar1 {izerinde Ol¢iillen go¢ araliklari ile bilinen
biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak egrileri cikarilmistir. Istatistik
analizlerle her farkli jel i¢in korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek,
bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiyiikliikleri saptanmistir (Campbell 1974, Elder
and Southern 1983, Elder ef al. 1983).

E-(G.C)
Egrinin Egimi (I) =

B-(G.A)

E-(G.C)

Korelasyon Katsayisi (J) =

V[D-(H.C)].[B=(G.A)]
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Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilogjo [[. (a—G)+H]
X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel tizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiyiikliigii (kilobaz)

A=X1+ X0+ X3+ oo + Xa
B=X 2+ X"+ X5’ + oo, + X,
C=logioY: +1ogioY2 +10g10Y3 + coeeeiieiiiiieee + logioYn
D= (logioY1)* + (1ogioY2 ) + (10€10Y3)* + weveeeeerreeereenn. +(logioYn)*
E=X;(logioY1)+ Xz (logioY2 )+ X3 (10g210Y3) + eevveeeiiieeiiene + X (logioYn)
A
G = Ortalama X =
N
C
H = Ortalama Y =
N

a = Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmidin jel iizerindeki gé¢li (mm)

3.2.9. Bakteriyosin iireten suslardan plazmidlerin giderilmesi ve plazmidleri

giderilmis mutantlarin secimi

L. lactis subsp. lactis suslarinda plazmid giderme ajani olarak akriflavin kullanilmstir.
Her susun gelisebildigi en yiiksek akriflavin orani deneysel olarak belirlendikten sonra,
suglar bu akriflavin oraninda bes pasaj gelistirilmistir. Bu siire sonunda gelisen
kiiltiirlerden hazirlanan seri diliisyonlardan, laktoz indikator agar ortamlarina ekimler
yapilmis ve 30 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
olusturduklart laktik asit sayesinde indikatdr boya rengini sariya g¢eviren koloniler,
laktoz fermentasyon yetenegini siirdiiren (Lac’) koloniler olarak degerlendirilmistir.
Yeterli asit olusturamadigi i¢in indikatér boya renginin doniisiimiine neden olamayan

beyaz koloniler ise, laktoz fermentasyon yetenegini kaybetmis (Lac’) mutantlar olarak
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secilmis ve GM17 broth ortamia alinmistir (McKay et al. 1972, Gasson and Davies
1980, Wolfe and McKay 1983). Se¢ilen mutantlarin plazmid igeriklerindeki degisimler

agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.

Laktoz indikatér Agar

Tripton 20 g
Jelatin 25 g
Dekstroz 25 g
Laktoz (% 1) 100 mL
NaCl 4 g
Sodyum asetat 1.5 g
Askorbik asit 05 ¢
Brom krezol purpur (% 0.004) 10 mL
Agar 15 g
Destile su 880 mL

pH 6.8 = 0.02 (sterilizasyondan once)

Ortam igerikleri 880 mL destile su igerisinde ¢oziilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika
sterilizasyon isleminden sonra, ayrn sterilize edilen laktoz ve brom krezol purpur ana
besiyerine ilave edilmistir. Besiyeri 45 °‘C’ye kadar soguduktan sonra, 15 mL’lik

hacimler halinde petri kutularina dokiilmiistiir.

3.2.10. Konjugasyon

Konjugasyonda alict sus olarak Dr. Cagla TUKEL’den (Texas A&M University,
Department of Medical Microbiology and Immunology, USA) temin edilen L. lactis
subsp. lactis MLL 40-29 kullanilmistir. Alict sus GM17 broth, diger suslar ise M17
broth ortamlarinda 30 °C’de 18 saat stireyle gelistirildikten sonra, 2 mL alict sug ile 3
mL verici sus karigtirilmis ve steril membran filtreler (0.45 pm, Sartorius, Germany)
tizerinde toplanmistir. Alici ve verici sus Kkiiltiirlerini iceren filtreler GM17 agar

ortamlarina yerlestirilerek, 30 °C’de 18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonunda GM17 agar ortamlarindan alinan filtreler, 1 mL steril fizyolojik
tuzlu su icerisinde karistirilarak, bakteri siispansiyonlari elde edilmistir. Bu ortamlardan
10° diizeyine kadar seri diliisyonlar hazirlanmistir. Her diliisyondan, 45 pg/mL
kloramfenikol ve 120 pg/mL eritromisin igeren laktoz indikator agar ortamlarina, 0.1
mL aktarilarak yayma ekimler yapilmis ve 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, laktoz indikatér agar ortaminda belirlenen bakteriyosin
iiretme yetenegindeki Lac” ya da Lac™ koloniler konjugant olarak tanimlanmustir.
Konjugasyon sikligi; 1 mL i¢in saptanan konjugant sayisinin, 1 mL’de bulunan verici
sus sayisina oranlanmasi sonucu saptanmistir. Hicbir muameleye tabi tutulmadan laktoz
indikator agar ortamlarinda gelistirilen verici sus kiiltiirleri, kontrol olarak kullanilmistir

(Gasson and Davies 1980, Gasson and Davies 1981).

3.2.11. Bakteriyosin iiretme yetenegini kodlayan plazmidlerin stabilite

diizeylerinin saptanmasi

Bakteriyosin liretme yetenegindeki dogal suslarda ve konjugantlarda, bu ozelligi
determine eden plazmidlerin stabilitesi; suslarin her birinin % 10 reconstitute skim milk
(Oxoid Ltd., England) ortaminda 10 pasaj (~70 generasyon) gelistirilmesinden sonra
secilen kolonilerin, bakteriyosin iiretim yetenekleri yoniinden tekrar test edilmesi
suretiyle saptanmistir (Coakley ef al. 1997). Bakteriyosin liretim yetenegini siirdiiren

kolonilerin populasyondaki orani, yiizde stabilite cinsinden ifade edilmistir.

3.2.12. Bakteriyosin iiretme yetenegine sahip L. lactis subsp. lactis suslariin laktik

asit liretim diizeylerinin saptanmasi

Laktik asit tretim diizeylerinin belirlenmesinde, 30 °C’de 18 saat gelistirilen
bakteriyosin liretme yetenegindeki L. lactis subsp. lactis kiiltiirleri kullanilmigtir. Bu
kiiltiirlerden reconstitute skim milk ortamina (% 11, Oxoid Ltd., England) inokiilasyon
yapilmis (% 1 v/v) ve 30 °C’de 6 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon siiresi

sonunda, bu ortamlara 0.5 mL fenolftalein indikatorii aktarilmis ve 0.1 N NaOH (pH
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8.2) ile titre edilmistir. Uretilen % laktik asit miktar1, asagidaki formiil kullanilarak

belirlenmistir;

[Harcanan NaOH miktar1 (mL)] x (NaOH’1n normalitesi)
% Laktik asit = x9

Ornek miktari

(Bradley et al. 1992).

Fenolftalein Indikatorii: 1 g fenolftalein, 100 mL etil alkol (% 95) igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmistir.

3.2.13. Bakteriyosin iiretme yetenegine sahip L. lactis subsp. lactis suslarimin

proteolitik aktivite diizeylerinin saptanmasi

Bakteriyosin iiretme yetenegine sahip L. lactis subsp. lactis suslariin proteolitik
aktivite diizeyleri, gelisme ortaminda meydana gelen tirozin miktarinin
spektrofotometrik olarak Sl¢iimii ile tespit edilmistir. L. lactis subsp. lactis suslar1 100
mL reconstitute skim milk (% 11, Oxoid Ltd., England) ortamlarina % 1 oraninda
inokiile edilmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kiiltiirlerden
alman 2 mL hacimdeki 6rnekler steril erlenlere aktarilmis ve 1 mL destile su ilave
edilerek karistirllmigtir. Bu ortamlara 10 mL ¢ozelti A uygulamasindan (10 dk) sonra
filtrasyon islemi yapilmis (Whatman No.40) ve filtratlar 5 mL’lik hacimler halinde ayr
erlenlere alinmistir. Bunlarin iizerine 10 mL B ¢6zeltisi ve 3 mL C ¢ozeltisi ilave edilip,
mavi renk olusumu i¢in 5 dakika beklenmistir. Spektrofotometrik dl¢timler, 1 cm 151k
yoluna sahip kiivetler kullanilarak 650 nm dalga boyunda yapilmistir (Shimadzu UV-
1201V spectrofotometer). Elde edilen degerler tirozin standardi sonuglar ile
karsilastirilmis ve tirozin esdegeri olarak verilmistir. Orneklerin okunmasinda kontrol
olarak; steril reconstitute skim milk besiyerinden alinan (2 mL) ve yukarida belirtilen

islemler uygulanarak elde edilen karisim kullanilmistir (Anonymous 1997).
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A Cozeltisi: 0.72 N triklor asetik asit (TCA)

B Cozeltisi: 75 g sodyum karbonat ve 10 g tetrasodyum-difosfat 500 ml destile su

igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

C Cozeltisi: Kullanmadan hemen 6nce 1 birim Folin-Ciocalteu (Merck, Germany)

cozeltisi 2 birim destile su ile karistirilarak hazirlanmastir.

Tirozin Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi: 100 mg tirozin 250 mL destil su

igerisinde ¢oziilmiistiir. Tirozin ¢ozeltisinden 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mL hacimlerde
alinmis ve ayr1 ayr1 her biri 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 5’er mL
aliarak erlenlere aktarilmig ve 1’er mL destile su ilave edilerek hacimleri 6 mL’ye
tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan standart ¢ozelti Orneklerinin diger islemleri

3.2.13.’te anlatildig1 gibi yiiriitilmiistiir.

3.2.14. Bakteriyosin iiretme yetenegine sahip L. lactis subsp. lactis suslarinin faj

duyarhhiklarinin saptanmasi

Bakteriyosin iiretme yetenegine sahip L. lactis suslarinin faj duyarliliklan cift tabaka
agar yontemi kullanilarak belirlenmistir (Terzaghi and Sandine 1975). Hazirlanan 3
saatlik bakteri kiiltiirlerinden (aktif bakteri kiiltiirlerinden M17 broth ortamlarina % 1
oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra, 30 °C’de 3 saat inkiibasyona tabi tutulmasi ile
gelistirilmistir) yumusak agar tizerine 0.1 mL aktarilip karistirildiktan sonra, bu ortam
alt tabaka M17 agar ilizerine dokiilmiistiir. Yumusak agarin homojen bir sekilde
dagilmas1 saglanmis ve katilagsmasi i¢in kisa bir siire bekletilmistir. Son asamada {ist
tabaka tizerine, titreleri 10’ plak olusturma birimi/mL (pfu/mL) ya da yukarisinda elde
edilen faj lizatlar1 mikropipet yardimiyla damlatilmistir (10 pL). Bu ortamlar 30 °C’de
18 saat inkiibasyona birakilmis; faj plak olusumuna ve faj plak etkinligi diizeyine gore,

suglar duyarl ya da direngli olarak tanimlanmaistir.
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Cift Tabaka Ortamlarin Hazirlamsi: Faj denemelerinde M17 alt tabaka agar ortami,

ayn sterilize edilen 1 M CaCl,.6H,O c¢ozeltisinden 10 mL/L ilave edilerek petri
kutularna aktarilmis (15-20 mL) ve 20-25 °C’de 18 saat tutulmustur. Ust tabaka agar
ortami1 M17 alt tabaka igeriklerinin tiimiiniin katilmasi ile hazirlanmis, ancak burada

agar orani % 0.45’e diistliriilmiistiir (Terzaghi and Sandine 1975).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. L. lactis Suslarimin Bakteriyosin Uretme Yeteneklerinin Belirlenmesi

Iki farkli yontem kullamlarak, 18 adet indikatdr bakteriye karsi bakteriyosin iiretim
ozellikleri arastirilan Tiirkiye kokenli 100 adet L. lactis susundan 20 adedinin gesitli
indikator bakterilere karsi inhibisyon zonu olusturdugu belirlendi. L. lactis suslarinin
indikator bakterilere karsi olusturduklar1 zon ¢aplari, van Belkum et al. (1989) tarafindan

Onerilen yontem kullanilarak elde edilen sonuclara gore verilmistir (Cizelge 4.1.).

Bakteriyosin iiretim 6zellikleri test edilen L. lactis suslari, etki spektrumu benzerligine
gore, yedi farkli grup altinda toplandi. I. Grup, sadece Listeria innocua LMG 2813 ’e
kars1 inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis suslarin1 (PLL3, PLL16, PLL17,
PLL30 ve PLL36); II. Grup, Listeria innocua LMG 2813 ile birlikte Lactobacillus
plantarum LMG 2003 ’e karst inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis suslarini
(PLL10 ve PLL44); IIl. Grup, Lactococcus lactis SIK-83, Lactococcus lactis 105,
Lactococcus lactis LMG 2908, Lactococcus lactis T1, Lactococcus lactis 731,
Lactococcus lactis LMG 2912 ve Lactococcus lactis 2’ye karsi inhibisyon zonu olusturan
L. lactis subsp. lactis suglarin1 (PLL19, PLL84 ve PLL9S); IV. Grup, Lactococcus lactis
SIK-83, Lactococcus lactis 1L 1403, Lactococcus lactis 105, Lactococcus lactis LMG
2908, Lactococcus lactis T1, Lactococcus lactis 731, Lactococcus lactis LMG 2912
(Sekil 4.1.), Lactococcus lactis 2, Listeria innocua LMG 2813 ve Enterococcus
faecalis’e karsi inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis suslarin1 (PLL23,
PLL52, PLL69 ve PLL77); V. Grup, Lactococcus lactis 1L 1403, Lactococcus lactis T1
ve Enterococcus faecalis’e karst inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis
suglarin1 (PLL32 ve PLL83); VI. Grup, Lactobacillus sake NCDO 2714, Lactococcus
lactis 1L 1403, Lactococcus lactis T1 (Sekil 4.2.), Listeria innocua LMG 2813 ve
Enterococcus faecalis’e karsi inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis suslarini
(PLL47 ve PLL67) ve VIL. Grup, Lactobacillus sake NCDO 2714, Lactobacillus
plantarum LMG 2003 ve Listeria innocua LMG 2813 e kars1 inhibisyon zonu olusturan
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis suslarim (PLD14 ve PLD73) icermektedir.
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Cizelge 4.1. Indikator bakterilere kars1 zon veren laktokok suslari

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLL1

PLL2

PLL4

PLL5

PLL6

PLL7

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLDI14

PLLI5

PLL16

PLL17

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis
PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLL23

PLL24

PLL25 | PLL26

PLL27

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

[ ]+

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLL34

PLL35

PLL36

PLL37

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLL44

PLLA45 | PLL46

PLLA47

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

+

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

_|_

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L. lactis LMG 2908 (Bac)
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLL52

PLL54

PLL55 | PLL56

PLL57

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

F ]

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLC64

PLD65 | PLC66

PLL67

PLL69

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

+

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

_|_

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

[ ]+

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis
PLC: L. lactis subsp. cremoris
PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLC74

PLC75 | PLC76

PLL77

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

[ ]+

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis
PLC: L. lactis subsp. cremoris
PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLL84

PLC85 | PLC86

PLC87

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

+

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

]+

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis
PLC: L. lactis subsp. cremoris
PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis




Cizelge 4.1. (devam)

Indikator Bakteriler

Test Edilen Suslar

PLC9%4

PLC95 | PLC96

PLC97

PLL98

PLLI100

L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi)

Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli)

Lactobacillus plantarum LMG 2003

. lactis 1L 1403 (nisin duyarli)

. lactis 105 (laktisin {ireticisi)

. lactis LMG 2908 (Bac")

. lactis T1 (Bac)

. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi)

L
L
L
L
L
L

. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi)

L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi)

||+

Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli)

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC)

S. enterica serotype Typhimurium SL1344

Pseudomonas fluorescens P1

Enterococcus faecalis (nisin duyarli)

PLL: L. lactis subsp. lactis
PLC: L. lactis subsp. cremoris




Cizelge 4.1. (devam)

Test Edilen Suslar
Indikator Bakteriler PLL3 | PLL10 | PLD14 | PLL16 | PLL17 | PLL19 | PLL23 | PLL30 | PLL32 | PLL36
L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi) - - - - - Smm | 6 mm - - -
Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli) - - 9 mm - - - - - - -
Lactobacillus plantarum LMG 2003 - 9mm | 10 mm - - - - - - -
L. lactis 1L 1403 (nisin duyarh) - - - - - - 2 mm - 3 mm -
L. lactis 105 (laktisin {ireticisi) - - - - - 2mm | 6 mm - - -
L. lactis LMG 2908 (Bac) - - - - - 6 mm | 7 mm - - -
L. lactis T1 (Bac") - - - - - 3mm | 5mm - 3 mm -
L. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi) - - - - - 6 mm | 8§ mm - - -
L. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi) - - - - - 6 mm | 8 mm - - -
L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi) - - - - - Smm | 9 mm - - -
Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli) 2mm | 3mm | 2mm | 3mm | 4 mm - §mm | 2 mm - 2 mm
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) - - - - - - - - - -
S. enterica serotype Typhimurium SL1344 - - - - - - - - - -
Pseudomonas fluorescens P1 - - - - - - - - - -
Enterococcus faecalis (nisin duyarli) - - - - - - 3 mm - 2 mm -

PLL: L. lactis subsp. lactis
PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis




Cizelge 4.1. (devam)

Test Edilen Suslar
Indikator Bakteriler PLL44 | PLL47 | PLL52 | PLL67 | PLL69 | PLD73 | PLL77 | PLL83 | PLL84 | PLL98
L. lactis SIK-83 (nisin iireticisi) - - 6 mm - 6 mm - 5 mm - 4mm | 5Smm
Lactobacillus sake NCDO 2714 (nisin duyarli) - 3 mm - 3 mm - 10 mm - - - -
Lactobacillus plantarum LMG 2003 8 mm - - - - 8 mm - - - -
L. lactis IL 1403 (nisin duyarli) - 2mm | 2mm | 3mm | 2mm - 2mm | 2 mm - -
L. lactis 105 (laktisin {ireticisi) - - 6 mm - 6 mm - 5 mm - 2mm | 1 mm
L. lactis LMG 2908 (Bac) - - 7 mm - 7 mm - 7 mm - 6 mm | 6 mm
L. lactis T1 (Bac) - I8mm | Smm | 19mm | 5mm - Smm | 3mm | 3mm | 3 mm
L. lactis 731 (laktisin 3147 {ireticisi) - - 7 mm - 8 mm - 8 mm - Smm | 6 mm
L. lactis 2 (laktisin 3147 {ireticisi) - - 8 mm - 8 mm - 7 mm - 6 mm | 6 mm
L. lactis LMG 2912 (laktisin 3147 {ireticisi) - - 8 mm - 9 mm - 8 mm - Smm | 6 mm
Listeria innocua LMG 2813 (nisin duyarli) 2mm | 14SZ | 8mm | 14SZ | 8mm | 2mm | 8 mm - - -
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) - - - - - - - - - -
S. enterica serotype Typhimurium SL1344 - - - - - - - - - -
Pseudomonas fluorescens P1 - - - - - - - - - -
Enterococcus faecalis (nisin duyarli) - 2mm | 3mm | 2mm | 3 mm - 3mm | 2mm - -

PLL: L. lactis subsp. lactis

PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

SZ: Silik zon




Sekil 4.1. L. lactis subsp. lactis PLL23 (1), PLL52 (2), PLL69 (3) ve PLL77 (4)
suslarinin Lactococcus lactis LMG 2912 susuna karst verdikleri inhibisyon
zonlar1

Sekil 4.2. L. lactis subsp. lactis PLLA47 susunun, Lactococcus lactis T1 susuna karst
verdigi inhibisyon zonu
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Bakteriyosinlerin ~ siniflandirilmasinda  kullanilan  yontemlerin  ilk  asamasinda
bakteriyosin iireticisi suslarin aktivite spektrumlarinin belirlenmesi esastir (Geis et al.
1983, Nes et al. 1996). Yapilan bir¢cok aragtirmada laktokoklar tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin yakin akraba tiirler yaninda c¢esitli Gram-pozitif gida patojenlerine
kars1 da inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir (Geis et al. 1983, Ryan et al. 1996, Mao
et al. 2001). Laktokokkal bakteriyosinlerin Gram-negatif bakteriler iizerine inhibit6r
etki gosterdigini One siliren siurlt sayida literatiir verisi bulunmaktadir (Spelhaug and
Harlander 1989, Noonpakdee et al. 2003). Arastirma kapsaminda bakteriyosin iiretim
ozellikleri test edilen Tiirkiye kokenli 100 adet laktokok susundan higbirinin Gram-
negatif bakterilere kars1 antimikrobiyel aktivite gdstermemesi literatiir verileriyle uyum

gostermektedir.

Bakteriyosin {reticisi olduklar1 diisliniilen 20 adet L. lactis susunun trettigi
bakteriyosinlerin 6n tanisi, bakteriyosin iireticisi olduklar1 bilinen L. lactis referans
suslarina karsi ¢apraz denemeler yapilarak gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2. ve Cizelge
4.3.). Bakteriyosin treticisi suslarda, genellikle operonlar ya da gen gruplar1 halinde
organize olan direnclilik genleri tanimlanmistir. S6z konusu genler sayesinde her
bakteri iirettigi bakteriyosine direngliligi kontrol eden proteinleri sentezlemektedir
(Engelke ef al. 1994, Siegers and Entain 1995, Rince et al. 1997, Ra et al. 1999, Trotter
et al. 2004). Bu ozellik Tirkiye kokenli L. lactis suslari tarafindan iiretilen

bakteriyosinlerin 6n tanisinda etki spektrumlari ile birlikte kullanilmistir.

Capraz denemelerde, bakteriyosin iireticisi L. lactis referans suslar1 ve Tiirkiye kokenli
L. lactis suglarinin karsilikli inhibisyon etkinlikleri aragtirilmistir. Bakteriyosin {ireticisi
L. lactis referans suslarina karsi test edilen 20 adet L. lactis susu, inhibisyon etkinligi
benzerligine gore bes farkli grup altinda toplanmistir. 1. Grup, sadece L. lactis JC17’ye
kars1 inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis PLL36 susunu; II. Grup, yalniz L.
lactis LMG 2132’ye kars1 inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis PLL10 ile
PLL44 suslarin1 ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis PLD14 ile PLD73
suslarini; II. Grup, L. lactis SIK-83, L. lactis 105, L. lactis 731, L. lactis 2, L. lactis
LMG 2912, L. lactis LMG 2088 ve L. lactis JC17’ye kars1 inhibisyon zonu olusturan L.
lactis subsp. lactis PLL19, PLL84 ve PLL98 suslarini; IV. Grup, L. lactis SIK-83, L.
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lactis 105, L. lactis 731, L. lactis 2, L. lactis LMG 2912, L. lactis LMG 2088 ve L.
lactis LMG 2132’ye karsi inhibisyon zonu olusturan L. lactis subsp. lactis PLL23,
PLL52, PLL69 ve PLL77 suslarin1 ve V. Grup, bakteriyosin iireticisi referans suslarin
hicbirine karsi inhibisyon zonu olusturamayan L. lactis subsp. lactis PLL3, PLL16,
PLL17, PLL30, PLL32, PLL47, PLL67 ve PLL83 suslarini icermektedir (Cizelge 4.2.).

L. lactis referans suslarinin, Tiirkiye kokenli 20 adet L. /actis susuna karsi inhibisyon
etkinliklerinin incelenmesi sonucu; L. lactis SIK-83, L. lactis 105, L. lactis 731, L. lactis
2, L. lactis LMG 2912 suslarinin denemede kullanilan Tiirkiye kokenli L. lactis
suslarinin tiimiiniin gelisimini engelledigi belirlenmistir. L. lactis LMG 2088 referans
susu, L. lactis subsp. lactis PLL3, PLL16, PLL17, PLL19, PLL23, PLL30, PLL32,
PLL36, PLL47, PLL52, PLL67, PLL69, PLL77, PLL83, PLL84 ve PLL90 suslarina; L.
lactis JC17 referans susu, L. lactis subsp. lactis PLL3, PLL10, PLL16, PLL17, PLL19,
PLL30, PLL32, PLL36, PLL44, PLL83, PLL84 ile PLL90 ve L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis PLD14 ile PLD73 suslarina; L. lactis LMG 2132 referans susu, L.
lactis subsp. lactis PLL3, PLL10, PLL16, PLL17, PLL19, PLL23, PLL30, PLL32,
PLL36, PLL44, PLL52, PLL69, PLL77, PLL83, PLL84 ile PLL90 ve L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis PLD14 ile PLD73 suslarina karsit inhibisyon etkinligi
gostermistir (Cizelge 4.3.).

Etki spektrumunun belirlenmesini esas alan testler ve iiretici organizmalar arasinda
yiiriitiilen capraz denemeler sonucunda; PLL3, PLL16, PLL17 ve PLL36 suslarinin
iirettikleri antimikrobiyel maddelerin laktokoksin MMFII veya laktoztrepsinler ile,
PLL10, PLD14, PLL44 ve PLD73 suslarinin iirettikleri antimikrobiyel maddelerin
laktokoksin G, laktokoksin MMFII, laktoztrepsinler veya nisin ile, PLL19, PLL84 ve
PLL98 suslarinin tirettikleri antimikrobiyel maddelerin laktoztrepsinler, laktokoksin A,
B veya MN ile, PLL23, PLL52, PLL69 ve PLL77 suslarinin {irettikleri antimikrobiyel
maddelerin laktisin 481, laktisin FS92 veya laktokoksin MMFII ile, PLL30, PLL32 ve
PLL83 suglarimin {irettikleri antimikrobiyel maddelerin laktokoksin G, laktokoksin
MMFII veya laktoztrepsinler ile, PLL47 ve PLL67 suslarinin iirettikleri antimikrobiyel
maddelerin ise laktisin 481, laktisin FS92, laktokoksin MMFII veya laktoztrepsinler ile

uyumlu bir konakg¢1 etkinligi i¢erdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Tiirkiye kokenli L. /actis suslarinin bakteriyosin tireticisi laktokoklara kars1 inhibisyon etkinligi

Referans Bakteriler

Test Edilen Bakteriler

PLL3

PLL10

PLD14

PLL16

PLL17

PLL19

PLL23

Lactococcus lactis SIK-83

+

+

Lactococcus lactis 105

Lactococcus lactis 731

Lactococcus lactis 2

Lactococcus lactis LMG 2912

Lactococcus lactis LMG 2088

[+

Lactococcus lactis JC17

||+

Lactococcus lactis LMG 2132

+

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

Lactococcus lactis SIK-83: Nisin tireticisi
Lactococcus lactis 105: Laktisin tireticisi
Lactococcus lactis 731: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis 2: Laktisin 3147 reticisi

Lactococcus lactis LMG 2912: Laktisin 3147 ureticisi
Lactococcus lactis LMG 2088: Laktokoksin G iireticisi

Lactococcus lactis JC17: Laktisin 481 ureticisi

Lactococcus lactis LMG 2132: Laktokoksin A+B tireticisi




Cizelge 4.2. (devam)

Test Edilen Bakteriler

Referans Bakteriler PLL44 | PLL47

PLL52

PLL67

PLL69

PLD73

PLL77

PLL&4

PLL98

Lactococcus lactis SIK-83 - -

+

+

Lactococcus lactis 105 - -

Lactococcus lactis 731 - -

Lactococcus lactis 2 - -

Lactococcus lactis LMG 2912 - -

Lactococcus lactis LMG 2088 - -

[+

[+

[+

Lactococcus lactis JC17 - -

[+

||+

Lactococcus lactis LMG 2132 + -

+

+

+

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
Lactococcus lactis SIK-83: Nisin tireticisi

Lactococcus lactis 105: Laktisin iireticisi

Lactococcus lactis 731: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis 2: Laktisin 3147 {ireticisi

Lactococcus lactis LMG 2912: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis LMG 2088: Laktokoksin G iireticisi
Lactococcus lactis JC17: Laktisin 481 iireticisi
Lactococcus lactis LMG 2132: Laktokoksin A+B iireticisi




Cizelge 4.2. (devam)

Test Edilen Bakteriler

Referans Bakteriler PLL3 | PLL10 | PLD14 | PLL16 | PLL17 | PLL19 | PLL23 | PLL30 | PLL32 | PLL36
Lactococcus lactis SIK-83 - - - - - Smm | 6 mm - - -
Lactococcus lactis 105 - - - - - 2mm | 6 mm - - -
Lactococcus lactis 731 - - - - - 6mm | 8§ mm - - -
Lactococcus lactis 2 - - - - - 6 mm | 8§ mm - - -
Lactococcus lactis LMG 2912 - - - - - Smm | 9mm - - -
Lactococcus lactis LMG 2088 - - - - - 6 mm | 10 mm - - -
Lactococcus lactis JC17 - - - - - 5 mm - - - 787
Lactococcus lactis LMG 2132 - 15mm | 17 mm - - - 7 mm - - -

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
Lactococcus lactis SIK-83: Nisin tireticisi

Lactococcus lactis 105: Laktisin iireticisi

Lactococcus lactis 731: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis 2: Laktisin 3147 {ireticisi

Lactococcus lactis LMG 2912: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis LMG 2088: Laktokoksin G iireticisi
Lactococcus lactis JC17: Laktisin 481 iireticisi
Lactococcus lactis LMG 2132: Laktokoksin A+B iireticisi
SZ: Silik zon




Cizelge 4.2. (devam)

Test Edilen Bakteriler

Referans Bakteriler PLL44 | PLL47 | PLL52 | PLL67 | PLL69 | PLD73 | PLL77 | PLL83 | PLL84 | PLL98
Lactococcus lactis SIK-83 - - 6 mm - 6 mm - 5 mm - 4mm | 5mm
Lactococcus lactis 105 - - 6 mm - 6 mm - 5 mm - 2mm | 1 mm
Lactococcus lactis 731 - - 7 mm - 8 mm - 8 mm - Smm | 6 mm
Lactococcus lactis 2 - - 8 mm - 8 mm - 7 mm - 6 mm | 6 mm
Lactococcus lactis LMG 2912 - - 8 mm - 9 mm - 8 mm - 5mm | 6 mm
Lactococcus lactis LMG 2088 - - 10 mm - 10 mm - 10 mm - 5mm | 6 mm
Lactococcus lactis JC17 - - - - - - - - 5mm | 5mm
Lactococcus lactis LMG 2132 15 mm - 7 mm - 7mm | 17 mm | 6 mm - - -

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
Lactococcus lactis SIK-83: Nisin tireticisi

Lactococcus lactis 105: Laktisin iireticisi

Lactococcus lactis 731: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis 2: Laktisin 3147 {ireticisi

Lactococcus lactis LMG 2912: Laktisin 3147 Uireticisi
Lactococcus lactis LMG 2088: Laktokoksin G iireticisi
Lactococcus lactis JC17: Laktisin 481 iireticisi
Lactococcus lactis LMG 2132: Laktokoksin A+B iireticisi




Cizelge 4.3. Bakteriyosin tireticisi laktokoklarin, Tiirkiye kokenli L. lactis suslarina kars1 inhibisyon etkinligi

Test Edilen Referans Bakteriler

L. lactis Suslar SIK-83

—
)]
~
—

2

LMG 2912

LMG 2088

JC17

LMG 2132

PLL3 +

+

PLL10

PLDI14

PLL16

PLL17

PLL19

||+

PLL23

PLL30

PLL32

e A N E
|+ ||+ ]|+
o o T R S S R S T o

PLL36

FlH |||+

A N S S e

FlH ]+

|+ ]+

FlH | ||+

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

SIK-83 : Lactococcus lactis SIK-83 (Nisin iireticisi)

105 : Lactococcus lactis 105 (Laktisin iireticisi)

731 : Lactococcus lactis 731 (Laktisin 3147 iireticisi)

2 : Lactococcus lactis 2 (Laktisin 3147 {ireticisi)

LMG 2912 : Lactococcus lactis LMG 2912 (Laktisin 3147 {ireticisi)
LMG 2088 : Lactococcus lactis LMG 2088 (Laktokoksin G iireticisi)
JC17 : Lactococcus lactis JC17 (Laktisin 481 tireticisi)

LMG 2132 : Lactococcus lactis LMG 2132 (Laktokoksin A+B iireticisi)




Cizelge 4.3. (devam)

Test Edilen Referans Bakteriler

L. lactis Suslar SIK-83

—
)]
~
—

2

LMG 2912

LMG 2088

LMG 2132

+

PLL44

+

PLLA47

PLL52

4+ |1

PLL67

PLL69

[+

PLD73

4+ |1

PLL77

PLLS&3

PLL84

e N S N E
|+ ||+ +]D
o N T S S R N T o

PLL90

FlH | ||+

N N S R S

[+

|+ ]+

FlH ]

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

SIK-83 : Lactococcus lactis SIK-83 (Nisin iireticisi)

105 : Lactococcus lactis 105 (Laktisin iireticisi)

731 : Lactococcus lactis 731 (Laktisin 3147 iireticisi)

2 : Lactococcus lactis 2 (Laktisin 3147 {ireticisi)

LMG 2912 : Lactococcus lactis LMG 2912 (Laktisin 3147 {ireticisi)
LMG 2088 : Lactococcus lactis LMG 2088 (Laktokoksin G iireticisi)
JC17 : Lactococcus lactis JC17 (Laktisin 481 tireticisi)

LMG 2132 : Lactococcus lactis LMG 2132 (Laktokoksin A+B iireticisi)




Cizelge 4.3. (devam)

Test Edilen Referans Bakteriler
L. lactis Suslan SIK-83 105 731 2 LMG 2912 | LMG 2088 JC17 LMG 2132
PLL3 6 mm 4 mm 4 mm 2 mm 4 mm 4 mm 6 mm 17 mm
PLL10 2 mm 4 mm 4 mm 4 mm 6 mm - 1 mm 20 mm
PLD14 2 mm 7 mm 4 mm 5 mm 5 mm - 16 mm 24 mm
PLL16 6 mm 4 mm 4 mm 2 mm 4 mm 4 mm 6 mm 17 mm
PLL17 17 mm 5 mm 4 mm 4 mm 4 mm 4 mm 4 mm 18 mm
PLL19 12 mm 10 mm 8 mm 8 mm 10 mm 8 mm 28 mm 30 mm
PLL23 24 mm 12 mm 12 mm 12 mm 12 mm 6 mm - 30 mm
PLL30 4 mm 4 mm 4 mm 2 mm 6 mm 1 mm 23 mm 25 mm
PLL32 6 mm 7 mm 7 mm 3 mm 7 mm 2 mm 28 mm 20 mm
PLL36 10 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 5 mm 28 mm 33 mm

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

SIK-83 : Lactococcus lactis SIK-83 (Nisin iireticisi)

105 : Lactococcus lactis 105 (Laktisin iireticisi)

731 : Lactococcus lactis 731 (Laktisin 3147 iireticisi)

2 : Lactococcus lactis 2 (Laktisin 3147 {ireticisi)

LMG 2912 : Lactococcus lactis LMG 2912 (Laktisin 3147 {ireticisi)
LMG 2088 : Lactococcus lactis LMG 2088 (Laktokoksin G iireticisi)
JC17 : Lactococcus lactis JC17 (Laktisin 481 tireticisi)

LMG 2132 : Lactococcus lactis LMG 2132 (Laktokoksin A+B iireticisi)



Cizelge 4.3. (devam)

Test Edilen Referans Bakteriler

L. lactis Suslan SIK-83 105 731 2 LMG 2912 | LMG 2088 JC17 LMG 2132
PLL44 2 mm 4 mm 4 mm 4 mm 6 mm - 1 mm 20 mm
PLL47 4 mm 4 mm 4 mm 4 mm 4 mm 4 mm - -
PLL52 22 mm 11 mm 11 mm 11 mm 12 mm 6 mm - 29 mm
PLL67 4 mm 4 mm 3 mm 4 mm 3 mm 4 mm - -
PLL69 24 mm 12 mm 12 mm 11 mm 12 mm 6 mm - 28 mm
PLD73 2 mm 7 mm 4 mm 5 mm 5 mm - 16 mm 24 mm
PLL77 24 mm 12 mm 12 mm 12 mm 12 mm 6 mm - 30 mm
PLLS&3 6 mm 7 mm 7 mm 3 mm 7 mm 2 mm 26 mm 21 mm
PLL&4 12 mm 10 mm 8 mm 8 mm 10 mm 9 mm 28 mm 30 mm
PLL90 11 mm 10 mm 8 mm 8 mm 9 mm 8 mm 28 mm 30 mm

PLL: Lactococcus lactis subsp. lactis

PLD: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

SIK-83 : Lactococcus lactis SIK-83 (Nisin iireticisi)

105 : Lactococcus lactis 105 (Laktisin iireticisi)

731 : Lactococcus lactis 731 (Laktisin 3147 iireticisi)

2 : Lactococcus lactis 2 (Laktisin 3147 {ireticisi)

LMG 2912 : Lactococcus lactis LMG 2912 (Laktisin 3147 {ireticisi)
LMG 2088 : Lactococcus lactis LMG 2088 (Laktokoksin G iireticisi)
JC17 : Lactococcus lactis JC17 (Laktisin 481 tireticisi)

LMG 2132 : Lactococcus lactis LMG 2132 (Laktokoksin A+B iireticisi)




4.2. Proteolitik Enzim Uygulamasi

Degisik indikatdr bakterilere karsi antimikrobiyel etki gosterdigi tespit edilen 20 adet L.
lactis susunda, iiretilen antimikrobiyel maddenin protein dogasinda olup olmadigi; bu
bakterilerin noétralize edilmis steril kiiltlir {ist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1
mg/mL olacak sekilde proteinaz K uygulamasi sonucu belirlenmistir. Proteinaz K
uygulamasinda indikator bakteri olarak, test edilen her bir L. lactis susunun en yliksek
inhibisyon zonunu olusturdugu bakteri sec¢ilmistir. Kontrol testler, enzim ilave

edilmemis notralize kiiltiir st sivilar1 kullanilarak yapilmaistir.

L. lactis susglarinin nétralize edilmig steril kiiltiir {ist sivilarinda yapilan proteinaz K
uygulamasi sonucu, 11 adet L. lactis susunun (PLL3, PLL10, PLD14, PLL16, PLL17,
PLL30, PLL32, PLL36, PLL44, PLD73 ve PLLS83) {irettigi antimikrobiyel maddenin
proteinaz K uygulamasindan etkilenmedigi, buna karsin 9 adet L. lactis susunun
(PLL19, PLL23, PLL47, PLL52, PLL67, PLL69, PLL77, PLL84 ve PLL9S) iirettigi
antimikrobiyel maddenin ise proteinaz K uygulamasi sonucu etkinligini kaybettigi

belirlenmistir (Cizelge 4.4.).

L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL84 ve PLL98 suslarinin kontrol amac ile kullanilan
notralize edilmis steril kiiltiir st sivilarinda indikatér bakteriye karst zon
alinamamasindan dolayi, bu suslar ile yiiriitiilen denemelerde nétralize edilmemis steril
kiiltiir tist sivilar1 devreye sokulmustur. Notralize edilmemis steril kiiltlir {ist sivilari
kullanildig1 zaman, bu suslar tarafindan iiretilen antimikrobiyel maddenin proteinaz K
uygulamasindan etkilendigi ve aktivitesini kaybettigi belirlenmistir. Laktokoklar
tarafindan tretilen bakteriyosinlerin bir grubunu teskil eden laktoztrepsinler, notral pH
degerlerinde aktivitelerini tamamen kaybetmektedir (Kozak et al. 1977, Klaenhammer
1993). L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL84 ve PLL98 suslarmin kiiltiir iist sivilarinda
da aym aktivite 6zelliklerinin saptanmasi, bu suglar tarafindan iiretilen bakteriyosinin

laktoztrepsin oldugunun gii¢lii bir delili olarak kabul edilmistir.
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Baz1 karbonhidrat veya lipit yan gruplar1 da igerebilmelerine ragmen, bakteriyosinlerin
timiinde antibakteriyel etkinlik ana protein yapidan kaynaklanmaktadir. Laktik asit
bakterilerinde tanimlanan tiim bakteriyosinlerin, proteolitik enzim muamelesi
sonucunda aktivitelerini ya tamamen ya da biiylik Ol¢lide kaybettikleri saptanmistir
(Dobrzanski et al. 1982, van Belkum et al. 1989, Jimenez-Diaz et al. 1990, Piard et al.
1990, Dieye et al. 2001). Proteinaz K uygulamasi sonucu inhibitér etkinin tamamen
ortadan kalkmas1 aktif maddenin protein yapida oldugunu (bakteriyosin), proteinaz K
uygulamasindan etkilenmemesi ise antibakteriyel aktivitenin protein benzeri yapidan
ileri gelmediginin delili olarak degerlendirilmistir. Bu veriler 1s18inda, proteinaz K
uygulamasindan etkilenen 9 adet L. lactis subsp. lactis susu bakteriyosin iireticisi olarak

tanimlanmustir.

11 adet L. lactis susunun iirettigi antimikrobiyel maddenin proteinaz K uygulamasindan
etkilenmemesi ise, bu suslarin bakteriyosin disinda bagka bir antimikrobiyel madde
tirettiklerine isaret etmektedir. Bugiine kadar yapilan farkli ¢alismalarda, laktokok
suslarinin bakteriyosinler disinda; organik asitler, diasetil, asetoin ve hidrojen peroksit
gibi farkli antimikrobiyel maddeler trettikleri belirlenmistir (Jay 1982, McKay 1983,
Condo 1987, Hugenholtz and Starrenburg 1992, Morita et al. 1997, Hsu et al. 2002,
Devlieghere et al. 2004).
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Cizelge 4.4. L. lactis Kkiiltiir {ist sivilarinda proteinaz K uygulamasi sonucu meydana
gelen antimikrobiyel aktivite degisimleri

Bakteri Kod No. Antimikrobiyel Aktivite !

(Notralize Edilmis L. lactis Kontrol Proteinaz K Uygulamasi Sonrasi

Kiiltiir Ust Sivilari)

PLL3
PLL10
PLD14
PLLI16
PLL17
PLL19®
PLL23
PLL30
PLL32
PLL36
PLL44
PLLA47
PLL52
PLL67
PLL69
PLD73
PLL77
PLLS3
PLL84®
PLL9S?

+ + + o+ o+

+ o+ 4+ o+

+ + + 4+ + + 4+ + + + + + + + o+ + + o+ 4+ o+

PLL: L. lactis subsp. lactis

PLD: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

! Antimikrobiyel aktiviteler suslarm en yiiksek diizeyde etki gosterdigi indikatorlere
kars1 belirlenmistir.

2 Notralize edilen kiiltiir iist stvilarma proteinaz K uygulamasi yapilmanustir.

3 Notralize edilen kiiltiir iist sivilarinda indikatdr bakteriye karsi zon alinamayinca, bu
suslarin  laktoztrepsin {ireticisi olabilecegi diisliniilerek, denemelerde noétralize
edilmemis kiiltiir iist sivilar1 kullanilmistir.
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4.3. Bakteriyosin Ureticisi L. lactis subsp. lactis Suslarimin Plazmid iceriklerinin

Tanimlanmasi

Proteinaz K uygulamasi sonucu bakteriyosin fiireticisi olduklar1 tespit edilen 9 adet
laktokok susunun, Anderson ve McKay (1983) tarafindan onerilen alkali denatiirasyon
yontemi kullanilarak  yapilan plazmid izolasyonu ¢alismalarinda, icerdikleri
plazmidlerin sayis1 ve biiylikliikleri ayn1 olan ii¢ grup olusturulmustur. Birinci grupta;
molekiiler biiyiikliikleri 19.0, 13.2, 11.2, 7.5, 6.2, 5.2 ve 1.9 kb (kilobaz) olan 7 adet
plazmid igerdigi belirlenen L. lactis subsp. lactis PLL23, PLL52, PLL69 ve PLL77
suslart bulunmaktadir. Ikinci grup’ta 13 adet plazmid iceren ve molekiiler biiyiikliikleri
27.3,20.9, 18.6, 15.5,10.8, 5.9, 5.6, 5.2, 4.2, 3.9, 3.5, 2.0 ve 1.8 kb olan L. lactis subsp.
lactis PLL19, PLL84 ve PLL98 suslar1 yer almistir. Ugiincii grup ise; molekiiler
bliytiklikleri 19.6, 18.3, 11.9, 11.2, 10.1, 6.8, 6.0, 5.6, 5.1 ve 4.7 kb olarak saptanan 10
adet plazmid igeren L. lactis subsp. lactis PLL47 ve PLL67 suslarindan olusmustur
(Sekil 4.3.).

Cesitli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, Lactococcus cinsi suglarin igerdigi
plazmidlerin bilytikliklerinin genellikle 1-100 kb arasinda oldugu belirlenmistir
(Klaenhammer et al. 1978, Kuhl et al. 1979, Davies et al. 1981, von Wright ef al. 1986,
Lucey et al. 1993, Liu et al. 1997, Tiikel ve Akgelik 2000). Bakteriyosin iireticisi
olduklart tespit edilen 9 adet L. lactis subsp. lactis susunun plazmid igerikleri, bu

literatiir verileri ile uyum gostermektedir.

Plazmid igeriklerindeki uyusma; tiir, alttiir ya da biyovaryete’nin suglarinin ayriminda
yaygin kullanim alan1 bulan yontemlerin basinda gelmektedir (Schleifer 1987, Beimfohr
et al. 1997, Leroy and De Vuyst 2004). Etki spektrumlar1 benzerligine gore ayni grup
icerisinde yer alan Tiirkiye kokenli bakteriyosin lreticisi L. lactis subsp. lactis
suglarinin plazmid igeriklerinin de tamamen ayni olmasi, bu suslarin aymi suslar

olduklarini1 kanitlamaktadir.
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1 2 34 56 789 M

Sekil 4.3. Bakteriyosin {ireticisi L. lactis subsp. lactis suslarinin plazmid icerikleri

1

kb
19.0
13.2
11.2
7.5
6.2
52
1.9

2 3 4 5 6 7 8 9 M
PLL23 PLL52 PLL69 PLL77 PLL19 PLL84 PLL98 PLL47 PLL67 (ccc Plazmid
DNA Marker)
kb kb kb kb kb kb kb kb kb
190 190 190 273 273 273 196 19.6 16.2
132 132 132 209 209 209 183 183 14.1
112 112 112 186 186 186 119 119 12.2
7.5 7.5 7.5 155 155 155 112 112 10.2
6.2 6.2 6.2 10.8 10.8 10.8 10.1  10.1 8.0
52 52 52 59 59 59 6.8 6.8 7.2
1.9 1.9 1.9 5.6 5.6 5.6 6.0 6.0 6.0
52 52 52 5.6 5.6 5.0
4.2 4.2 4.2 5.1 5.1 4.0
3.9 3.9 3.9 4.7 4.7 2.9
3.5 3.5 3.5 2.1
2.0 2.0 2.0
1.8 1.8 1.8
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4.4. Bakteriyosin Ureticisi L. lactis subsp. lactis Suslarimin Toplam Hiicre

Proteinlerinin Tanimlanmasi

Bakteriyosin iireticisi L. lactis subsp. lactis suslarinin toplam hiicre proteini profilleri
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile
belirlenmistir. Plazmid say1 ve biiylikliikleri bakimindan tam bir uyusma goriilen grup
tiyelerinde yiiriitiilen protein analizi sonucunda, ayn1 benzerligin toplam hiicre proteini

profilleri bakimindan da var oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

Birinci grup tiiyesi olan L. lactis subsp. lactis PLL23, PLL52, PLL69 ve PLL77
suslarinda, molekiiler biiyiikliikleri 197.0, 138.5, 120.4, 109.0, 104.7, 102.6, 97.0, 92.9,
80.8, 71.6, 63.5, 57.5, 54.2, 51.0, 48.0, 46.1, 40.1, 33.5, 29.1, 27.4, 26.4, 23.4, 19.2,
16.3, 15.1, 14.5, 12.8, 11.3, 10.5, 9.5, 8.6, 7.9, 6.6, 5.7, 4.9,4.2,3.4,2.9,2.5,2.2, 1.8,
1.4, 1.2 ve 1.0 kDa (kilo Dalton) olan 44 adet protein band1 tanimlanmistir. Ikinci grubu
teskil eden L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL84 ve PLL98 suslarinda, molekiiler
biiyiikliikleri 138.5, 120.4, 109.0, 104.7, 102.6, 100.1, 96.7, 84.1, 80.8, 71.6, 64.8, 59.8,
56.4, 55.2, 52.0, 46.1, 42.6, 37.0, 34.2, 29.7, 23.4, 18.0, 16.3, 15.1, 14.5, 12.8, 11.3,
10.5, 9.5, 8.6, 6.6, 5.7, 4.9, 4.5,4.2,3.4,29,2.5,22,1.8, 1.4, 1.2 ve 1.0 kDa olan 43
adet protein band1 saptanmistir. Uciincii grup iiyeleri L. lactis subsp. lactis PLL47 ve
PLL67 suslarinda ise, molekiiler biiytikliikleri 138.5, 120.4, 109.0, 102.6, 97.0, 92.9,
80.8, 71.6, 63.5, 57.5, 54.2, 51.0, 48.0, 46.1, 40.1, 33.5, 29.1, 27.4, 26.4, 23.4, 19.2,
16.7, 15.4,12.8, 11.3, 10.5, 9.7, 8.6, 7.9, 6.6, 5.7,4.9,4.2,3.4,2.9,2.5,2.2, 1.8, 1.4 ve
1.2 kDa olan 40 adet protein band1 belirlenmistir.

Konake¢r bakterilere karsi gosterdikleri inhibisyon etkinligi ve plazmid igerikleri
benzerligine gore, esasen 3 farkli sus olduklar1 sonucuna varilan 9 adet L. lactis subsp.
lactis susunun protein profilleri de, bu degerlendirmeyi desteklemektedir. Toplam hiicre
proteini profillerinin belirlenmesi (SDS-PAGE); kolay, tekrarlanabilir ve gilivenilir bir
yontem olmasi nedeniyle, tiir ve alt tiir ayrimlarinda genetik yontemlerle beraber
kullanilmaktadir (Descheemaceker et al. 1994, Teixeira et al. 1996, Perez et al. 2000,
Vereecken and Van Impe 2002, Delgado and Mayo 2004).
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Sekil 4.4. Bakteriyosin lireticisi L. lactis subsp. lactis suslarinin protein profilleri
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Protein
Marker
PLL23
PLL52
PLL69
PLL77

PLL19
PLL84
PLL98

PLLA47
PLL67

(kDa) :

(kDa):

(kDa) :

(kDa):

180.0, 116.0, 97.0, 58.1, 39.8, 29.0, 20.1, 14.3, 6.5

197.0, 138.5, 120.4, 109.0, 104.7, 102.6, 97.0, 92.9, 80.8,
71.6, 63.5, 57.5, 54.2, 51.0, 48.0, 46.1, 40.1, 33.5, 29.1, 27 .4,
26.4, 23.4, 19.2, 16.3, 15.1, 14.5, 12.8, 11.3, 10.5, 9.5, 8.6,
79,6.6,5.7,4.9,4.2,3.4,2.9,2.5,2.2,18,14,1.2,1.0

138.5, 120.4, 109.0, 104.7, 102.6, 100.1, 96.7, 84.1, 80.8,
71.6, 64.8, 59.8, 56.4, 55.2, 52.0, 46.1, 42.6, 37.0, 34.2, 29.7,
23.4, 18.0, 16.3, 15.1, 14.5, 12.8, 11.3, 10.5, 9.5, 8.6, 6.6,
5.7,49,45,42,34,29,25,22,18,14,1.2,1.0

138.5, 120.4, 109.0, 102.6, 97.0, 92.9, 80.8, 71.6, 63.5, 57.5,
54.2,51.0, 48.0, 46.1, 40.1, 33.5, 29.1, 27.4, 26.4, 23.4, 19.2,
16.7, 15.4, 12.8, 11.3, 10.5, 9.7, 8.6, 7.9, 6.6, 5.7, 4.9, 4.2,
34,29,25,2.2,1.8,1.4,1.2
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4.5. Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine pH, Sicakhk ve Enzim Uygulamalarinin Etkisi

Bakteriyosin tireticisi olarak tanimlanan ve plazmid igerikleri ile toplam hiicre protein
profillerindeki uyusmaya gore 3 farkli sus olduklar1 belirlenen L. lactis subsp. lactis
suglarinda, iiretilen bakteriyosinlerin ileri diizeyde tanis1 ve siniflandirilmasinda;
bakteriyosinlerin degisik enzim, pH ve sicaklik uygulamalarina kars1 davraniglar esas
alinmistir. Caligmalarda 1. grup temsilcisi olarak PLL23, II. grup temsilcisi olarak

PLL19 ve III. grup temsilcisi olarak PLL47, suslar1 kullanilmigtir.

L. lactis subsp. lactis PLL19 susunun kiiltiir iist sivilarinda kritik diliisyon yontemi
kullanilarak yiiriitiilen testler sonucunda, iiretilen bakteriyosinin aktivitesi 80 AU/mL
olarak belirlenmistir. pH denemelerinde; PLL19 susunun iirettigi bakteriyosinin pH 2.0-
5.0 arasinda stabilitesini korudugu, pH 6.0 da % 50 oraninda akvite kayb1 gosterdigi ve
pH 7.0-11.0 arasinda ise tamamen inaktive oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5.). Enzim
uygulamalarinda s6z konusu susun irettii bakteriyosininin; tripsin ve o-kemotripsin
tarafindan inaktivasyonunun gerceklestigi belirlenmistir (Cizelge 4.6. ve Sekil 4.5.).
Kullanilan diger enzimler ve 100 °C’de sicaklik uygulamalarinda ise, herhangi bir
aktivite degisimi meydana gelmemistir (Cizelge 4.6.). Degisik enzim ve pH
uygulamalarinin sonuglar ile literatiir verileri karsilagtirildiginda (Kozak et al. 1977,
Kozak et al. 1978, Bardowski et al. 1979, Klaenhammer 1993) PLL19 susu tarafindan
tiretilen bakteriyosinin laktoztrepsin 1 ya da laktoztrepsin 2 oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Laktoztrepsin 1 ve 2 arasindaki temel ayrim, laktoztrepsin 1’in 121 "C’de 10 dakika
sicaklik uygulamasinda aktivitesini tamamen kaybetmesidir (Bardowski et al. 1979,
Klaenhammer 1993). Bu test sonucunda PLL19 susunun drettigi bakteriyosinin
aktivitesinin etkilenmedigi belirlenmistir (Cizelge 4.6.). Bu nedenle s6z konusu

bakteriyosin, laktoztrepsin 2 olarak tanimlanmustir.

L. lactis subsp. lactis PLL23 susunda bakteriyosin aktivitesi, bu bakterinin nétralize
edilmis kiltiir tist sivilarinda 2560 AU/mL diizeyinde tespit edilmistir (Cizelge 4.5. ve
Sekil 4.6.). PLL23 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin; pH 2.0-8.0 degerleri arasinda
tamamen stabil iken, pH 9.0, 10.0 ve 11.0 degerlerinde % 50 oraninda aktivite kaybi
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gostermistir (Cizelge 4.5.). Bu bakteriyosin de o-kemotripsin muamelesi sonucu tiim
aktivitesini kaybetmis, ancak diger enzim uygulamalarindan etkilenmemistir. Son
olarak; s6z konusu bakteriyosin degisik siireler ile 100 °C’de yiiriitiilen sicaklik
denemelerinden hi¢ etkilenmemis, 121 C’de 10 dakika sicaklik uygulamasinda ise %
50 oraninda aktivite kaybina ugramistir (Cizelge 4.6.). Bu veriler, denemelerde sahit
olarak kullanilan ve laktisin 481 {ireticisi olan L. lactis subsp. lactis JC17 susunun
kiltlir tist stvilan ile yiiriitiilen testlerle tam bir uyum gostermistir. Buradan hareketle,

PLL23 tarafindan tiretilen bakteriyosin laktisin 481 olarak tanimlanmaistir.

Uciincii bakteriyosin iireticisi olan L. lactis subsp. lactis PLL47 susu, diger iki
bakteriyosin iireticisinden daha yiiksek oranda antibakteriyel protein iiretme
yeteneginde bulunmustur. Bu bakterinin noétralize edilmis kiiltiir {ist sivilarinda
bakteriyosin aktivitesi 6400 AU/mL olarak saptanmistir. Bu bakteriyosin, PLL23
susunun Urettigi bakteriyosinle benzer bir sekilde, pH 2.0-8.0 arasinda tamamen
stabilitesini korumus ve pH 9.0, 10.0 ve 11.0’de ise % 50 oraninda aktivite kaybi
gostermistir (Cizelge 4.5.). a-kemotripsin’e ilave olarak, pepsin ile de tamamen ve
tripsin uygulamasi ile ise kismen aktivite kaybi (% 50 oraninda) gosteren PLL47
tarafindan tretilen bakteriyosin, sicaklik uygulamalarima da direngli bulunmustur
(Cizelge 4.6.). Bu veriler PLL47 susunun irettigi bakteriyosinin, laktisin FS92 ile

tamamen ayni 0zelliklere sahip olduguna isaret etmektedir (Mao ef al. 2001).
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Cizelge 4.5. Bakteriyosin aktivitesi lizerine pH’nin etkisi

pH Bakteriyosin Aktivitesi (AU mL™")

PLL19 PLL23 PLL47 JC17
2 80 2560 6400 3200
3 80 2560 6400 3200
4 80 2560 6400 3200
5 80 2560 6400 3200
6 40 2560 6400 3200
7 0 2560 6400 3200
8 0 2560 6400 3200
9 0 1280 3200 1600
10 0 1280 3200 1600
11 0 1280 3200 1600

PLL : L. lactis subsp. lactis
JC17 : L. lactis subsp. lactis (laktisin 481 {ireticisi)
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Cizelge 4.6. Bakteriyosin aktivitesi lizerine enzim ve sicakligin etkisi

Muamele Bakteriyosin Aktivitesi (AU mL™")

PLL19 PLL23 PLL47 JC17
Kontrol 80 2560 6400 3200
Tripsin 0 2560 3200 3200
a-kemotripsin 0 0 0 0
Pepsin 80 2560 0 3200
o —amilaz 80 2560 6400 3200
Lipaz 80 2560 6400 3200
Katalaz 80 2560 6400 3200
Lizozim 80 2560 6400 3200
100 °C’de 5 dak 80 2560 6400 3200
100 °C’de 10 dak 80 2560 6400 3200
100 °C’de 15 dak 80 2560 6400 3200
100 °C’de 20 dak 80 2560 6400 3200
121 °C’de 10 dak 80 1280 6400 1600

PLL : L. lactis subsp. lactis
JC17 : L. lactis subsp. lactis (laktisin 481 {ireticisi)
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Sekil 4.5. L. lactis subsp. lactis PLL19 susunun lirettigi bakteriyosin iizerine enzimlerin
etkisi. Proteinaz K (1), lizozim (2), pepsin (3), tripsin (4), a-amilaz (5),
katalaz (6), a-kemotripsin (7), lipaz (8) ve kontrol (K)

Sekil 4.6. L. lactis subsp. lactis PLL23 susunun bakteriyosin aktivitesinin kritik
diliisyon yontemi ile saptanmasi (2560 AU/mL)
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4.6. Kismi Saflastirilmas1 Yapilan Bakteriyosinlerin Molekiiler Biiyiikliiklerinin

Saptanmasi

L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLL47 suslarinin; antibakteriyel etki
spektrumlar1 yaninda, kimyasal ve fiziksel uygulamalara verdikleri yanitlar esas
alinarak tanimlanan bakteriyosinlerinin molekiiler biiytikliikleri, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) sisteminde belirlenmistir (Sekil 4.7.).
Amonyum siilfat (% 40) ¢oktiirme esasina gore kismi saflagtirmas1 yapilan
bakteriyosinlerin molekiiler biiytlikliikleri; laktoztrepsin 2 i¢in 12000 Dalton, laktisin
481 i¢in 3400 Dalton ve laktisin FS92 i¢in ise 3500 Dalton olarak saptanmistir.

Bugiine kadar yapilmis olan caligsmalarda laktoztrepsinlerin molekiiler biiytikliigii
hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Laktoztrepsinlerin ¢esitli proteolitik enzimler
yaninda fosfolipaz D’ye karsida duyarli olmasi, s6z konusu bakteriyosinlerin protein
yap1 yaninda fosfolipit yan grubu da icerdigini gostermektedir. Yan gruplar icermesi
nedeniyle, laktoztrepsinlerin diger bakteriyosinlerden daha biiyliik molekiiler agirliga
sahip oldugu ileri stiriilmistiir (Kozak et al. 1977, Kozak et al. 1978, Zajdel and
Dobrzanski 1983). Arastirma kapsaminda laktoztrepsin 2’nin molekiiler biiyiikliigiiniin
belirlenmesi, bu konuda kisitli olan literatiir verilerine katkisindan dolay1 ayr1 bir 6nem
tagimaktadir. Degisik arastirmalarda, iiretim ortamlarindan ekstrakte edilerek
hazirlanan preparatlar iizerinde yiiriitilen analizler, laktisin 481’in molekiiler
bliytikliigliniin 3400 Da civarinda oldugunu gostermistir (Piard et al. 1992, Nettles and
Barefoot 1993). Diger yandan, kismi saflastirilmasi yapilan laktisin FS92’nin molekiiler
biiyiikliigiiniin, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi analizleri
sonucunda yaklasik olarak 3500 Da oldugu belirlenmistir (Mao et al. 2001). Tiirkiye
kokenli L. lactis subsp. lactis suslarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi esasina gore kismi
saflagtirilmasi yapilan bakteriyosinlerin molekiiler biiytlikliiklerinin literatiir verileri ile
paralellik tasimasi, L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLL47 suslar tarafindan

tiretilen bakteriyosinlerin tanisina kesinlik kazandirmistir.
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Sekil 4.7. L. lactis subsp. lactis suslari tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin sodyum

dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez profilleri

1 2 3 4
PLL47 PLL23 PLL19 jc17"
kDa kDa kDa kDa
3.5 3.4 12.0 3.4

" L. lactis subsp. lactis JC 17; laktisin 481 {ireticisi
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4.7. Bakteriyosin Ureticisi L. lactis subsp. lactis Suslarmin Genetik

Determinantlarinin Saptanmasi

Bakteriyosin iireticisi olarak tanimlanan L. lactis subsp. lactis suslarinda, bu 6zelligi
kontrol eden genetik determinantlarin belirlenmesi i¢in; mutasyonel analiz ve konjugal
aktarim olmak iizere, iki farkli yontemden yararlanilmistir. Mutasyonel analiz
calismalarinda mutajen ajan olarak akriflavin kullanilmistir. Minimum tiremenin
gerceklestigi akriflavin dozu deneysel olarak belirlenmistir (PLL19, PLL23 ve PLL47
suglart i¢in, sirasiyla 22.5 pug/mL, 15.0 pg/mL ve 18.5 pug/mL). Bu akriflavin
konsantrasyonlarinda 5 pasaj gelistirilen bakteriyosin iireticisi laktokok suslarindan,
laktoz indikator agar ortamlarina yayma ekim (0.1 mL) yapilmis ve 30 °C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda laktoz fermentasyon yetenegini
siirdiiren (Lac") ve laktoz fermentasyon yetenegini kaybetmis (Lac’) koloniler secilmis
ve GM17 agar ortamlarinda bakteriyosin iiretim yetenekleri, duyarli indikatdr bakteriler
kullanilarak arastinlmistir. Bakteriyosin iiretme yetenegini siirdiiren (Bac') ve
bakteriyosin iiretme yetene8ini kaybetmis (Bac’) mutantlarin plazmid igeriklerindeki
degisim, % 0.7 agaroz iceren jellerde belirlenmistir (Sekil 4.8., 4.9. ve 4.10.). Konjugal
aktarim g¢alismalarinda ise; Bac’, Lac’, kloramfenikol ve eritromisine duyarli (Cm® ve
Em®) dogal tip verici suslar ile Bac’, Lac’, kloramfenikol (45 pg/mL) ve eritromisine
(120 pg/mL) direngli (Cm" ve Em') L. lactis subsp. lactis MLL40-29 alict susunun
membran filtre iizerinde eslestirilmesi yontemi kullamlmistir. Bac', Cm' ve Em"
kriterlerine gore secilen konjugantlarda (Cizelge 4.7.) plazmid analizleri ile, aktarim

saglanan 6zelligi kontrol eden plazmidler tanimlanmistir (Sekil 4.11., 4.12. ve 4.13.).

Laktoztrepsin 2 iireticisi olarak tanimlanan L. lactis subsp. lactis PLL19 susunda
yapilan plazmid izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi analizleri sonucunda;
biiyiikliikleri 27.3, 20.9, 18.6, 15.5, 10.8, 5.9, 5.6, 5.2, 4.2, 3.9, 3.5, 2.0 ve 1.8 kb olan
13 adet plazmid icerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3.). Bu susun laktoztrepsin 2 iiretme
yetenegini igermeyen (Lct2") iki mutantindan birincisinde (PLL19-11) biiyiikliikleri
27.3,5.9,5.6 ve 5.2 kb olan 4 plazmid kayb1 olmus iken, ikincisinde (PLL19-17) sadece
27.3 kb biiyiikliikteki plazmid kayb1 meydana gelmistir. PLL19-17 mutantinda, sadece
27.3 kb biiyiikliikteki plazmidin kayb1 ile Lct2” ve Lac™ fenotipin olusmasi, bu iki
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ozelligin 27.3 kb biiylikliikteki plazmid tarafindan determine edildiginin gii¢li delili
olarak kabul edilmistir (Sekil 4.8.). L. lactis subsp. lactis PLL19 dogal susu (Lct2",
Lac’) ile L. lactis subsp. lactis MLL40-29 (Lct2, Lac) alict susu arasinda
gerceklestirilen konjugasyon denemeleri sonucu; verici hiicre basma 2.6x10~ siklikta
meydana gelen Lct2” ve Lac™ konjugantlarin (Cizelge 4.7.) yalniz 27.3 kb biiyiikliikteki
plazmidi icermesi, Lct2” ve Lac’ oOzelliklerin genetik determinantlarinin 27.3 kb

bliytikliikteki plazmid iizerinde tasindigina kesinlik kazandirmistir (Sekil 4.11.).

Biiytikliikleri 19.0, 13.2, 11.2, 7.5, 6.2, 5.2 ve 1.9 kb olan 7 adet plazmid icerdigi
belirlenen (Sekil 4.3.) laktisin 481 iireticisi (481") L. lactis subsp. lactis PLL23 susunda;
PLL23-20 mutant1 19.0, 13.2, 11.2 ve 7.5 kb ve PLL23-9 mutant1 19.0, 13.2 ve 11.2 kb
biiyiikliikteki plazmidlerin giderilmesiyle, 481" ve Lac’ ozelliklerini kaybetmistir.
PLL23-15 mutantinda ise, sadece 19.0 kb biiyiikliikteki plazmidin giderilmesi ile 481
ve Lac” fenotip meydana gelmesi, 481" ve Lac" dzelliklerinin genetik determinantlarinin
19.0 kb biiyiikliikteki plazmid iizerinde bulunduguna isaret etmektedir (Sekil 4.9.). L.
lactis subsp. lactis PLL23 verici susu ile, L. lactis subsp. lactis MLL40-29 alic1 susu
arasinda gergeklestirilen konjugal aktarim c¢alismalarinda; verici hiicre bagina 4.5x10™
siklikta Lac™ ve 481" fenotipin meydana geldigi belirlenmistir. Konjugantlarda sadece
19.0 kb biiyiikliikteki plazmidin aktarimi ile 481 ve Lac’ fenotipin olusmasi, bu
ozelliklerin genetik determinantlarinin  19.0 kb biiyiikliikteki plazmid {izerinde

bulundugu verisini desteklemektedir (Cizelge 4.7. ve Sekil 4.12.).

Laktisin FS92 iireticisi L. lactis subsp. lactis PLL47 susunda, biiylkliikleri 19.6, 18.3,
11.9,11.2,10.1, 6.8, 6.0, 5.6, 5.1 ve 4.7 kb olan 10 adet plazmid tanimland1 (Sekil 4.3.).
PLL19 ve PLL23 suslar ile benzer bir sekilde PLL47 susunda da, yalniz bir plazmidin
(19.6 kb) kayb1 sonucu FS92" ve Lac” mutant (PLL47-18) meydana gelmistir (Sekil
4.10.). L. lactis subsp. lactis PLL47’nin (FS92", Lac") verici sus olarak kullanildig:
konjugal aktarim calismalar1 sonucu, 19.6 kb biiytikliikteki plazmidin L. lactis subsp.
lactis MLLA40-29 (FS92°, Lac") alict susuna transferi gerceklestirilmistir (Sekil 4.13.).
Laktoz metabolizmas1 ve laktisin FS92 {iretimini kontrol eden plazmidin konjugal

aktarim siklig1, verici hiicre bagina 8.0x107 diizeyinde saptanmustir (Cizelge 4.7.).

88



Degisik arastiricilar tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarda; laktokoklarda bakteriyosin
tiretim Ozelliginin genetik determinantlarinin, genellikle farkli biiyiikliklerdeki
plazmidler tarafindan kodlandigi tanimlanmistir (Scherwitz et al. 1983, Davey 1984,
van Belkum et al. 1989, Dufour et al. 1991, Holo et al. 1991, Stoddard et al. 1992,
Coakley et al. 1997, Akgelik 1999, Akgelik vd 2001). Bakteriyosin iiretim 6zelligine
sahip oldugu tespit edilen Tiirkiye kokenli ti¢ L. /actis subsp. lactis (PLL19, PLL23 ve
PLLA47) susunda, laktoz fermentasyonu yetenegi ve bakteriyosin iiretim o6zelliginin
genetik determinantlarinin  birlikte bulundugu plazmidlerin  biiyiikliigii literatiir
verileriyle uyum gostermektedir. Laktokoklarda laktoz fermentasyon yeteneginden
sorumlu plazmidlerin 17 kb’dan biiyiik oldugu bildirilmistir. Bu arastirmalarda, laktoz
plazmidleri tlizerinde yer alan bakteriyosin iiretimi fenotipinin, genellikle konjugal
aktarim yetenegine sahip oldugu saptanmistir. S6z konusu plazmidlerin konjugal
aktarim sikhigimin, verici hiicre basma 107'-107 arasinda degisme gosterdigi tespit
edilmistir (Neve et al. 1984, Powell et al. 1990, Piard et al. 1993, Coakley et al. 1997,
Hindré¢ et al. 2004).

Literatiir verileri ile benzer sekilde, Tiirkiye kokenli bakteriyosin iireticisi laktokok
suslarinda bakteriyosin liretim 6zelliginin genetik determinantlarinin konjugatif 6zellige
sahip laktoz plazmidleri iizerinde bulundugu tespit edilmistir. Lacfococcus cinsi
tiyelerinde, konjugatif Ozellik iceren plazmidler {izerinde taginan &zellikler, yliksek
diizeyde stabilite gostermektedir. Kromozomal replikasyon siiresince ¢ikarilan plazmid
kopya sayisinin yiiksek olusu ve konjugasyon yolu ile aktarimi, plazmid kodlu
ozelliklerin populasyondaki gen frekansinin hizla artmasina yol agmakta ve sonugta soz
konusu fenotipin stabilitesi meydana gelmektedir. Bu stabilite, teknolojik ac¢idan
kullanigli metabolik Ozellikler icin laktokok starter kiiltiir suslarinda aranmaktadir
(Gasson et al. 1992, Kok 1996, Langella ef al. 1996, van Kranenburg and De Vos 1998,
Nes and Johnsborg 2004, Véazquez et al. 2004). Bu arastirma kapsaminda tanimlanan
bakteriyosin iireticisi L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLL47 suslarinda; laktoz
fermentasyonu ve bakteriyosin iiretimi ozelliklerinin gen kodunun konjugal aktarim
siklig1 yiiksek laktoz plazmidleri {izerinde bulundugunun tespiti, bu bakterilerin
endistriyel starter kiiltiir susu gelistirme programlart i¢in uygun olduguna isaret

etmektedir. Diger yandan, laktokoklarda laktoztrepsinlerin iiretimi ve genetik
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determinantlan tlizerinde az miktarda literatiir verisi bulunmaktadir (Devlieghere et al.
2004, Nes and Johnsborg 2004). Bu nedenle, arastirma kapsaminda tanimlanan
laktoztrepsin 2 f{ireticisi L. lactis subsp. lactis PLL19 susundan saglanan veriler,
literatiire katki niteligi tasimaktadir. Bu genetik verilerin ¢ogalmasi, Ozellikle
bakteriyosin iiretiminin regiilasyonunun esasinin tanimlanmasina yonelik caligmalara

ivime kazandiracaktir.
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Sekil 4.8. L. lactis subsp. lactis PLL19 dogal susu ve laktoztrepsin 2 liretme yetenegini
kaybetmis (Lct2) ya da bu 6zelligi siirdiiren (Lct2") mutantlarmin plazmid

igerikleri
1-8 2 3-5-7 4 6
(PLL19 Dogal sus,  (PLL19-6, (PLL19-17, (PLL19-9, (PLL19-11,
Let2”, Lac+) Mutant, Mutant, Mutant, Mutant,
Let2,Lac’)  Let2,Lac) Let2',Lac’) Let2), Lac)
kb kb kb kb kb
27.3 27.3 20.9 27.3 20.9
20.9 20.9 18.6 20.9 18.6
18.6 18.6 15.5 18.6 15.5
15.5 15.5 10.8 15.5 10.8
10.8 42 5.9 10.8 42
5.9 3.9 5.6 5.9 3.9
5.6 3.5 5.2 5.6 3.5
5.2 4.2 5.2 2.0
42 3.9 42 1.8
3.9 3.5 3.9
3.5 2.0 3.5
2.0 1.8
1.8
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1 2 3 45 6 7

Sekil 4.9. L. lactis subsp. lactis PLL23 dogal susu ve laktisin 481 iiretme yetenegini
kaybetmis (4817) ya da bu 6zelligi siirdiiren (481") mutantlarmin plazmid

icerikleri
1 2-3 4 5-6 7
(PLL23 Dogal sus, (PLL23-15, (PLL23-9, (PLL23-3, (PLL23-20,
4817, Lac") Mutant, Mutant, Mutant, Mutant,
4817, Lac’) 481,Lac’) 4817,Lac’) 4817, Lac)
kb kb kb kb kb
19.0 13.2 7.5 19.0 6.2
13.2 11.2 6.2 6.2 52
11.2 7.5 5.2 5.2 1.9
7.5 6.2 1.9 1.9
6.2 5.2
5.2 1.9
1.9
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Sekil 4.10. L. lactis subsp. lactis PLL47 dogal susu ve laktisin FS92 {iretme yetenegini
kaybetmis (FS92") ya da bu ézelligi siirdiiren (FS92") mutantlarinin plazmid

igerikleri
1-6-7 2 3 4-5 8
(PLL47 Dogal sus, (PLL47-10,  (PLL47-13, (PLL47-18, (PLL47-7,
FS92", Lac") Mutant, Mutant, Mutant, Mutant,
FS92',Lac) FS92" Lac’) FS92", Lac) FS92', Lac)
kb kb kb kb kb
19.6 18.3 19.6 18.3 11.9
18.3 6.8 18.3 11.9 11.2
11.9 6.0 6.8 11.2 10.1
11.2 5.6 6.0 10.1 6.8
10.1 5.1 5.6 6.8 6.0
6.8 4.7 5.1 6.0 5.6
6.0 4.7 5.6 5.1
5.6 5.1 4.7
5.1 4.7
4.7
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Sekil 4.11. L. lactis subsp. lactis PLL19 dogal susu ve laktoztrepsin 2 {iretimi ile laktoz

fermentasyonu yetenegi kazanmis (Lct2”, Lac’) konjugantmin plazmid
igerikleri

2 4 1-3
(PLL19, Dogal sus, (MLL40-29, Mutant, (PLL19K 26,
Lct2', Lac’, Lct2, Lac, PLL19 X MLL40-29
Konjugal verici sus) Konjugal alic1 sus) Konjugant Lct2”, Lac’)
kb kb kb

27.3 - 27.3
20.9
18.6
15.5
10.8
59
5.6
5.2
4.2
3.9
3.5
2.0
1.8
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Sekil 4.12. L. lactis subsp. lactis PLL23 dogal susu ve laktisin 481 iiretimi ile laktoz
fermentasyonu yetenegi kazanmis (4817, Lac’) konjugantinin plazmid

igerikleri
3 2 1
(PLL23, Dogal sus, (MLLA40-29, Mutant, (PLL23K 7,
481", Lac’, 481, Lac, PLL23 X MLL40-29
Konjugal verici sus) Konjugal alic1 sus) Konjugant 481", Lac")
kb kb kb
19.0 - 19.0
13.2
11.2
7.5
6.2
5.2
1.9
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Sekil 4.13. L. lactis subsp. lactis PLLA7 dogal susu ve laktisin FS92 iiretimi ile laktoz
fermentasyonu yetenegi kazanmis (FS92°, Lac’) konjugantinin plazmid
igerikleri

3 2 1
(PLL47, Dogal sus, (MLLA40-29, Mutant, (PLL47K 33,
FS92", Lac’, FS92', Lac, PLL47 X MLL40-29
Konjugal verici sus) Konjugal alic1 sus) Konjugant FS92", Lac")
kb kb kb

19.6 - 19.6
18.3
11.9
11.2
10.1
6.8
6.0
5.6
5.1
4.7
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Cizelge 4.7. L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLLA47 suslarindan laktoz fermentasyonu ve bakteriyosin iiretimini kodlayan plazmidlerin,
L. lactis subsp. lactis MLL40-29 alic1 susuna konjugal aktarimi

Verici Sus  Fenotipik Alic1 Sus Fenotipik Konjugant Konjugal Aktarim Sikligi  Konjugant
Kod No Ozellikler Kod No Ozellikler Secim Kriterleri (Verici Hiicre Basina) Plazmid Igerigi(kb)
PLLI9 Lac’,Lct2”  MLL40-29 Lac’, Let2” Lac', Let2" 2.6x10” 27.3
Cm®, Em® Cm', Em' Cm', Em'
PLL23 Lac', 481" MLL40-29 Lac, 481 Lac', 481" 4.5x10™ 19.0
Cm®, Em® Cm', Em' Cm', Em'
PLL47 Lac’, FS92" MLL40-29 Lac’, FS92° Lac’, FS92" 8.0x107 19.6
Cm®, Em® Cm', Em' Cm', Em'

" Lac": Laktozu fermente etme yetenegi var; Lac: Laktozu fermente etme yetenegi yok; Lct2™: Laktoztrepsin 2 iiretme yetenegi var; Lct2:
Laktoztrepsin 2 iiretme yetenegi yok; 481": Laktisin 481 iiretme yetenegi var; 4817 Laktisin 481 iiretme yetenegi yok; FS92": Laktisin FS92
liretme yetenegi var; FS92: Laktisin FS92 iiretme yetenegi yok; Cm': Kloromfenikole direngli (45 pg/mL); Cm®: Kloromfenikole duyarli (45
pug/mL); Em': Eritromisine direngli (120 pg/mL); Em®: Eritromisine duyarli (120 pg/mL);



4.8. Dogal L. lactis subsp. lactis Suslar1 ve Bunlarin Konjugantlarinda Bakteriyosin

Uretimini Determine Eden Plazmidlerin Stabilitesi

Laktoz fermentasyonu (Lac") ve bakteriyosin iiretim (Bac") 6zelliklerini determine eden
plazmidlerin stabilitesi; tek kolonilerden iiretilen kiiltiirlerin, reconstitute skim milk (%
10) ortamlarinda ardisgtk 10 pasaj (~70 generasyon) gelistirilmesinden sonra

saptanmistir.

Dogal suslarda Lac” ve Bac" 6zelliklerini determine eden plazmidlerin stabilitesi; L.
lactis subsp. lactis PLL19 susu i¢in % 96, L. lactis subsp. lactis PLL23 susu i¢in % 88
ve L. lactis subsp. lactis PLLA47 susu icin ise, % 90 olarak belirlenmistir. PLL23K 7 ve
PLL47K 33 konjugantlarinda, dogal suslarda oldugu gibi, 19.0 kb biiyiikliikteki plazmid
icin % 88 ve 19.6 kb biiytikliikteki plazmid i¢in % 90 oraninda plazmid stabilitesi tespit
edilmistir. PLL19K 26 konjugantinda Lac’ ve Bac" dzelliklerini determine eden 27.3 kb
biiyiikliikteki plazmidin stabilitesi ise, % 92 olarak saptanmistir (Cizelge 4.8.).

Ozellikle konjugantlarda aktarrmi gerceklesen plazmidin stabilitesinin yiiksek diizeyde
meydana gelmesi, bu konjugantlarin fermentasyon siireclerinde kullanilabilmesi i¢in 6n
kosuldur. Zira siit endiistrisinde kullanilan laktokok suslarinda, in-vitro gen aktarimi ve
stabilizasyonu tekniklerinin kullanimina izin verilmemektedir. Bu durumda, starter
kiiltiir suslariin arzu edilen dogrultuda degistirilerek yeniden diizenlenmesinde; yalniz
klasik mutant se¢gme ve konjugal aktarim ¢aligmalarindan yararlanilabilmektedir. Halen
fermente siit endiistrisinde kullanimda olan bir ¢ok starter kiiltiir susunda; bakteriyosin
iiretimi, laktoz fermentasyonu, proteolitik aktivite ve faj direnglilik gibi 6zellikler, bu
yontemlerle gelistirilmistir. Gelistirilen suglarda stabilite, alic1 olarak secilen susun ve
aktarilan plazmidin fonksiyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Cogu kez rastlantisal olan
bu kosullar, istenilen sonucu vermemektedir (Smith et al. 1992, Ward et al. 1993, van
Kranenburg and De Vos 1998, Dieye et al. 2001, Rakonjac et al. 2003, McGrath et al.
2004). Calismamizda kullanilan, laktoz fermentasyonu ve bakteriyosin {iretimi

Ozelliklerini  kodlayan plazmidlerin; gerek konak¢t suslarinda ve gerekse
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konjugantlarinda tespit edilen stabilite diizeyleri, s6z konusu plazmidlerin ve alici

suslarinin in-vivo diizenleme ¢aligmalari i¢in uygun olduguna isaret etmektedir.

Cizelge 4.8. Dogal tip L. lactis subsp. lactis suslar1 ve L. lactis subsp. lactis MLL40-29
alict susu kullanilarak olusturulan konjugantlarda endiistriyel 6zellikleri
kodlayan plazmidlerin stabilitesi

Dogal Sus (Verici) Plazmid Fenotipik Ozellik Stabilite
ve Konjugant Biiyiikliigii (kb) (%)
Kod No.
PLLI19 27.3 Lac’ ve Let2” 96
PLLI9K 26 27.3 Lac’ ve Let2” 92
PLL23 19.0 Lac" ve 481" 88
PLL23K 7" 19.0 Lac” ve 481" 88
PLL47 19.6 Lac’ ve FS92" 90
PLL47K 33 19.6 Lac” ve FS92° 90
* Konjugantlar

" Lac™: Laktozu fermente etme yetenegi var; Let2”: Laktoztrepsin 2 iiretme yetenegi
var; 481" Laktisin 481 iiretme yetenegi var; FS92": Laktisin FS92 iiretme yetenegi var

4.9. Bakteriyosin Ureticisi L. lactis subsp. lactis Suslarinin Laktik Asit Uretimi,

Proteolitik Aktivite ve Faj Direnclilik Diizeylerinin Belirlenmesi

Bakteriyosin iiretim yetenekleri genetik ve biyokimyasal diizeyde tanimlanan L. lactis
subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLL47 suslarinda, diger endiistriyel 6zelliklerin tiretim
stireclerine uygunlugunun belirlenmesi amaci ile laktik asit iiretimi, proteolitik aktivite
ve faj direnclilik karakteristikleri arastirilmistir. Yapilan testler sonucunda; L. lactis
subsp. lactis suglarinda laktik asit iiretim diizeylerinin % laktik asit cinsinden PLL19,
PLL23 ve PLLA47 suslan i¢in, sirasiyla % 0.52, % 0.56 ve % 0.48 oldugu saptanmastir.
Proteolitik aktivite ise, lireme ortaminda Olgiilen pg tirozin (Tyr)/mL cinsinden
hesaplanmistir. Denemeye alinan suslarin, proteolitik aktivite sonucunda iireme

ortamimnin mL’sinde PLL19 susunun 61.3 pg, PLL23 susunun 42.6 ug ve PLL47
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susunun ise 47.4 pg oranlarinda tirozin olusumuna yol actig1 tespit edilmistir (Cizelge

4.9.).

Endiistriyel starter kiiltiir susu olarak kullanim amaci ile segilecek Lactococcus cinsine
ait bakterilerde laktik asit iiretim diizeylerinin; siit ortamlarima bu bakterilerin % 1
oraninda inokiilasyonu ve 30 °C’de 6 saat iiretilmesi halinde, % 0.4 oraninda ya da
yukarisinda olmasi tercih edilmektedir. Endiistriyel suslarda proteolitik aktivite
diizeyleri ise, laktik asit tiretimi tayininde kullanilan bakteriyel gelisme kosullarinda, 25
ug/mL tirozin esdegeri ve ilizerindeki miktarlarla ifade edilmektedir (Madera et al.
2003). Arastirma kapsaminda bakteriyosin iireticisi olduklar1 tespit edilen L. lactis
subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLL47 suslar1 bu kriterlere uymalarindan dolayz,

endiistriyel starter kiiltiir susu olarak kullanim potansiyeli tagimaktadir.

Bakteriyosin iireticisi L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve PLL47 suslarinda
aragtirtlan son endiistriyel ozellik, Tiirkiye kokenli fajlara kars1 gosterdikleri duyarlilik
diizeyleri olmustur. Bu amacla, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimii Kiiltiir Koleksiyonundan saglanan 50 adet laktokok faji kullanilmistir. Cift
tabaka M17 agar ortamlarinda yliriitiillen denemeler sonucunda L. lactis subsp. lactis
PLLA47 susunun 3, L. lactis subsp. lactis PLL19 susunun 7 ve L. lactis subsp. lactis
PLL23 susunun ise 10 adet faja kars1 duyarlilik gdsterdigi saptanmistir (Cizelge 4.10.).

Siit fermentasyonu ortamlarinin tam anlami ile aseptik olmamasindan dolay1
Lactococcus cinsi lyesi starter kiiltiirler faj ataklarina maruz kalmakta ve fajlarin
duyarh kiiltiirleri par¢alamasi sonucu, {riiniin kalite ve miktar1 olumsuz yonde
etkilenmektedir (Garvey et al. 1995, Daly et al. 1996, Rakonjac et al. 2003, Blatny et
al. 2004). Bakteriyosin iireticisi (PLL19, PLL23 ve PLL47) higbir susun denenen
fajlarin tiimiine direng Ozelligi gostermemesi, siit endiistrisinde starter kiiltiir suslari
olarak kullanimlarinda sorun yaratabilir. Bu bakterilerin starter kiiltiir suslar1 olarak
kullanilabilmeleri, faj direnclilik ozelliklerinin gelistirilmesi ile miimkiin olabilir.
Starter kiiltlir potansiyeli tasiyan suslarin faj duyarlilik problemi; konjugatif 6zellik

iceren ve dogal faj direnglilik sistemlerini kodlayan plazmidlerin, faj duyarh kiiltiirlere
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aktarimi ile asilmaya ¢alisilmaktadir. Farkli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda
bu plazmidlerin, faj duyarl: starter kiiltiir suslarina konjugasyon yolu ile aktarimi basari
ile gerceklestirilmistir (Coakley et al. 1997, O’Sullivan ef al. 1998, Forde et al. 1999,
Ross et al. 2000, Domingues et al. 2004, Ward et al. 2004). Starter kiiltiir suslar1 olarak
kullanilabilmeleri i¢in, bakteriyosin {ireticisi L. lactis subsp. lactis PLL19, PLL23 ve
PLLA47 suslarinda konjugal aktarim yolu ile faj direnglilik 6zelliklerinin gelistirilmesi

zorunludur.

Cizelge 4.9. Bakteriyosin liretim yetenegindeki L. lactis subsp. lactis suslarinin laktik
asit iiretimi ve proteolitik aktivite dlizeyleri

Bakteri Kod No. Laktik Asit Proteolitik Aktivite
(%) (ng Tyr/mL)
L. lactis subsp. lactis
PLL19 0.52 61.3
PLL23 0.56 42.6
PLL47 0.48 47.4
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Cizelge 4.10. Bakteriyosin iliretme yetenegindeki L. lactis subsp. lactis suslariin faj
direnglilik 6zellikleri

Faj Kod No. Bakteri Kod No.
PLL19 PLL23 PLL47

Opll12-2 - - -
Opll12-7 + - +
Opll12-10 - + -
Opll12-11 - - -
Opll13-5 + - -
Opll13-7 - - -
Opl130-4 + - +
Opll30-5 - - -
Opl130-9 - - -
Opll43-1 - + -
Opll43-2 - - -
Opll43-4 - - +
Opll43-6 - - -
Opll43-7 + - -
Opll43-9 - + -
Opll43-10 - - -
Opll43-11 - + -
Opll44-2 - - -
Opll44-3 - - -
Opll44-5 - - -
Opll44-6 + + -
Opll44-7 - - -
Opll59- 1 - - -
Opll59-2 - + -
Opll59-4 - - -

PLL : L. lactis subsp. lactis
+ : Duyarh
- : Direngli
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Cizelge 4.10. (devam)

Faj Kod No.

Bakteri Kod No.

PLL19

PLL23

PLLA47

Opll59-6
Opll59-7
Opll59-9
Opll59-10
Opll59-11
Opll59-13
Opll59-14
Opll59-15
Opld68-2
Opld68-3
Opld68-5
Opld70-5
Opld70-8
Opld72-6
Opld72-7
Opld72-10
Oplc81-1
Oplc81-4
Oplc81-5
Oplc81-7
Oplc81-10
Oplc96-3
Oplc96-6
Oplc96-8
Oplc96-10

_|_

PLL : L. lactis subsp. lactis

+ : Duyarlt
- : Direngli
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