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Bu ¢alismada Geobacillus cinsine 6zgii tiirlerin (11 referans, 8 izolat) termostabil bakteriyosin
iretim potansiyellerinin taranmasi amaglanmstir. Yapilan tarama sonucunda, Geobacillus sp.
C304 izolatinin gosterdigi antimikrobiyal etkinligin kaynaginin yeni bir bakteriyosin olarak
tanimlanabilecek bir antimikrobiyal peptid oldugu, proteinaz K uygulamasi ve kiiltiir
stipernatantinin nétralizasyonu islemleriyle dolayli yollardan kanitlanmistir. S6z konusu izolatin
iirettigi antimikrobiyal peptidin etkinligini artirmak adina birtakim optimizasyon caligsmalari
yapilmistir. Bu baglamda farkli inkiibasyon siirelerinde (0., 4., 8., 12., 16., 20., 24., 30., 36., 48.,
60., 72.) inkiibasyon sicakliklarinda (50°C, 55°C, 60°C, 65°C) ve farkli besiyeri pH
degerlerinde (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5) bakteriyosin iiretim etkinlikleri test
edilmistir. 16 ila 20. saatlerde, 60 °C’de pH 7.5’ta tespit edilen optimum kosullarin uygulanmasi
sonras1 elde edilen C304 siipernatantinin; Staphyloccous aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecium 23, Enterococcus faecalis ATCC 25912, Bacillus subtilis DSM 1971, Listeria
monocytogenes NCTC 5348, S. aureus MRSA ATCC 43300, Bacillus licheniformis DSM 13,
Staphylococcus carnosus, Salmonella Enteritidis ATCC 13311, S. Typhimurium DMCA4,
Escherichia coli ATCC 35150, Salmonella Infantis DMC12, Klebsiella pneumoniae ATCC
7006003, E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella sp. ve
Candida albicans patojen suslart tizerindeki antimikrobiyal etkinligi damlatma teknigi
kullanilarak analiz edilmistir. C304 siipernatantinin inhibisyon etki gosterdigi suslar i¢in ayrica
MIK degerleri ve antibiyofilm etkinlik de belirlenmistir. Ayrica elde edilen antimikorobiyal
icerigin pH ve sicaklik toleranslart da degerlendirilmistir. Son olarak C304 silipernatantinin
referans bir termofilik sus olan Geobacillus toebii DSM 14590 f{izerinde sergiledigi
antimikrobiyal aktivite, Native-PAGE (N-PAGE) analizinde goriilen belirgin seffaf inhibisyon
zonu ile teyit edilmistir. Elde edilen bu sonuglarla, Geobacillus sp. C304 izolatinda tespit edilen
bu termostabil bakteriyosinin endiistriyel siireclerde kullanim potansiyelinin olabilecegi
giindeme gelmistir.

Haziran 2022, 58 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik, Bakteriyosin, Geobacillus



ABSRTACT

Master Thesis

SCREENING OF ANTIMICROBIAL EFFECTS OF CELL-FREE SUPERNATANTS OF
MEMBERS OF THERMOPHILIC GEOBACILLUS AND PARTIAL CHARACTERIZATION
OF A POTENTIAL BACTERIOCINE-LIKE A THERMOSTABLE PEPTIDE

Deniz ABACI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

In this study, the potential of thermostable bacteriocin production by species of the genus
Geobacillus (11 references, 8 isolates) was investigated. As a result of monitoring, Geobacillus
sp., the source of antimicrobial activity of isolate C304 is an antimicrobial peptide that might be
defined as a new bacteriocin, which was indirectly demonstrated by the application of
proteinase K and neutralisation of the culture supernatant. A series of optimisation studies were
carried out to increase the efficacy of the antimicrobial peptide produced by the isolate. In this
context, bacteriocin production activities were tested at different incubation times (0., 4., 8., 12,,
16., 20., 24., 30., 36., 48., 60., 72.), incubation temperatures (50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C) and
different pH values of the media (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 and 9.5). C304 supernatant
obtained after applying optimal conditions at pH 7.5 at 60 °C for 16 to 20 hours; Antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium 23, Enterococcus
faecalis ATCC 25912, Bacillus subtilis DSM 1971, Listeria monocytogenes NCTC 5348,
MRSA ATCC 43300, Bacillus licheniformis DSM 13, Staphylococcus carnosus, Salmonella
Enteritidis ATCC 13311, Salmonella Typhimurium DMC4, Escherichia coli ATCC 35150,
Salmonella Infantis DMC12, Klebsiella pneumoniae ATCC 7006003, E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella sp. and Candida albicans pathogenic strains
were analysed using the drop technique. The MIC values and antibiofilm activity were also
determined for the strains where the supernatant of C304 had an inhibitory effect. In addition,
the pH and temperature tolerances of the antimicrobial content obtained were also evaluated.
Finally, the antimicrobial activity of the C304 supernatant on a thermophilic reference strain,
Geobacillus toebii DSM 14590, was confirmed by the clear zone of inhibition in the Native-
PAGE (N- PAGE) analysis. With these results, it became clear that this thermostable
bacteriocin detected in isolate C304 has the potential to be used in industrial processes.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin gesitli mikrobiyal savunma sistemleri vardir. Bu sistemlere genis
spektrumlu antibiyotikler, laktik asitler gibi metabolik {riinler, lizozimler gibi litik
ajanlar, protein yapisindaki ekzotoksinler ve bakteriyosinler dahil edilebilir. Bu
biyolojik bilesenler hem ¢esitliligiyle hem bolluguyla da dikkat ¢ekmektedir.
Bakteriyosinler, bugiine kadar tanimlanmis birgok bakteri tiirlinde bulunmaktadir ve bir
bakteri ailesi igerisinde dahi onlarca, hatta yiizlerce farkli bakteriyosin tipi
bulunabilmektedir. Bakteriyosinler, genis spektrumlu antibiyotiklerden farkli bir sekilde
dar bir antimikrobiyal etki spektrumuna sahiptirler ve ¢ogunlukla iretici
mikroorganizma ile evrimsel agidan yakindan iligkili mikroorganizmalar {izerinde etkili

olurlar.

Bakteriyosinler insan ve hayvan sagligimi ilgilendiren uygulamalarda ve tarimsal
teknolojilerdeki potansiyelleri agisindan siirekli arastirma konusu olmaktadirlar.
Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen dogal antimikrobiyal maddelerdir ve
protein yapisinda olup, genellikle kisa zincirli, kiiglik molekiil agirliga sahiptirler.
Bircogu 1s1 stabilitesine sahip olup, asidik gidalarda aktivite gosterebilmekte ve sindirim
sistemi orijinli proteolitik enzimlerle parcalanabilmektedir (Cherif vd 2003).
Biyokimyasal 6zellikleri ve etki spektrumlar: iiretici mikroorganizmalara bagli olarak
farklilik gostermektedir. Bakterityosinler Lactococcus, Pediococcus, Leoconostoc ve
Staphylococcus gibi birgok mikroorganizma tarafindan sentezlenmekle birlikte, laktik
asit bakterileri tarafindan retilen bakteriyosinler gida endiistirisinde gida koruyuculari
olarak da kullanilmaktadir. Laktik asit bakterisi orijinli bakteriyosinlerin Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum ve Salmonella spp. gibi
birgok patojen mikroorganizma iizerinde etkili olmalar1 nedeniyle, gidalarda kullanim
potansiyelleri giin be giin artmaktadir. Bununla birlikte, gidalarin korunmasinda diger
koruyucu maddeler veya koruyucu islemlerle birlikte tercih edilmeleri daha etkili

sonuglar dogurmaktadir (Riley vd 2002).

Bakteriyosinlerin gidalarda koruyucu olarak ilk kullanimlart resmi olarak 50’li yillarin

basinda olsa da insanoglu fermante siit iiriinleri kullandigindan beri farkinda olmadan



bakteriyosinlerden istifade etmektedir. Bu antimikrobiyal 6zeliklerle sahip molekiiller
ilk olarak 1928 yilinda kesfedilmis, 1933 yilinda bu molekiillerin protein yapida oldugu
ortaya ¢ikartilmis ve 1947 yilinda ilk defa “nisin” olarak isimlendirilen, tanimlanmis ve
karakterize edilmis bakteriyosin tanimlanmistir. Nisinin 1969 yilinda Gida ve Tarim
Orgiitii ile Diinya Saglk Orgiitii tarafindan gidalarda kullammmin giivenli oldugu
onaylanmuistir. Nisin, 1983 yilinda Avrupa gida katki maddeleri listesinde E234 olarak
numaralandirilmis (EEC 1983) ve 1988°de Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan

peynir tiretiminde kullanimina izin verilmistir (Cotter vd 2005).

Geobacillus, Bacillaceae ailesinie dahil bir cinstir. Bu cinsin iyeleri termofilik
ozelliklere sahiptir ve sporlu Gram-pozitif bakterilerdir. Geobacillus tiirleri genellikle
sicak su kaynaklarinda bulunur. Bu tiirlerin yiiksek sicakliklara adaptasyonlar
endiistriyel ¢evrelerde duruma gore istenen duruma gore istenmeyen tiirler olmalarina
neden olmaktadir. Geobacillus tiirleri, biyoteknolojik islemler ile degerlendirilip
endistriye  dahil edilebilecegi gibi termostabil enzimleri ve yiiksek sicaklik
adaptasyonlarindan &tiirii  1s1l  islem gerektiren gidalarin bozulmalarima neden

olabilmektedir.

Termofilik antimikrobiyal peptidler Tiirkiye gibi sicak su kaynaklarinin fazlaca oldugu
yerlede yeni tiirlerin kesfedilmesi, bu tiirlerin ekonomik potansiyelleri ve arastirma
sahasma katki sunulmasi acisindan kiymetli oldugu gibi; literatiire sunulacak yeni
veriler sayesinde ¢evrecei yaklagimlarla yeni arastirma sahalarinin ortaya ¢ikarilmasina

On ayak olabilecektir.

Bu baglamda termofilik orijinli bakteriyosinler heniiz yeni bir alan sayilmaktadir.
Literatiirde heniliz yeterince karsiliklarinin bulunmamasi ve tasidigi potansiyeller

diistintildiiginde mutlak surette ¢alisilmaya deger potansiyelde bakteriyosinlerdir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1 Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri

Bakteriyosinlerin  ¢ogunlukla Gram-pozitif bakteriler tarafindan sentezlendigi
bilinmektedir. Gram-negatif bakterilerin bakteriyosinleri ise ¢ogunlukla mikrosin olarak
adlandirilmaktadir. Mikrosinler post-translasyonel modifikasyon basamaklari sayesinde,
ortalama 58 amino asitli ilk sentez formlarindan tiirevlenerek farkli etki
mekanizmalarina sahip yeni bakteriyosinler ortaya ¢ikarmaktadirlar (Gouaux vd 1997).
E. coli tarafindan sentezlenen “kolisin” iizerinden 6rnek vermek gerekirse, biitiin Gram-
negatif orijinli bakteriyosinler kii¢iik protein govdelerinden olusmamaktadir. Hiicre
zarinda por olusturan kolisinlerin biiytlikliikleri 449-629 amino asit arasinda degisim
gostermektedir. Niikleaz kolisinlerinin amino asit sayisi ise daha genis bir de8isim
araligina (178 ile 777 amino asit igerirler) sahiptir. Gram-negatiflerden izole edilen
bakteriyosinlerin ¢ogunun benzer sekilde birbirlerinin rekombinasyonlar1 olduklari,
protein dizi analizleri neticesinde anlasilmistir. Gram-pozitif bakterilerde bakteriyosinin
salinmasindan sorumlu transport mekanizmasi, Gram-negatif bakterilerin mekanizmasi
ile karsilagtirlldiginda onemli oOl¢lide farkli bulunmustur. Bazi bakteri gruplar
bakteriyosin tagmmasi i¢in spesifik sistemler gelistirmis iken, bazilar1 sadece salgi-
bagimli salinim yolunu kullanmaktadir. Bakteriyosin iiretimi hiicre ¢ogalmasina degil,
hiicre sayisinin belirli bir yogunluga erismesine baghdir. Aslinda bu sebepten hiicrelerin
iletisim yolaklartyla (QS; Quorum Sensing, Yeter Say1 Algilama) da bakteriyosin
tiretiminin baglantili oldugu diistiniilebilir (Silverstein vd 2005). Asagidaki tabloda
sentezleyen bakteri ve etki spektrumlarina gére bazi bakteriyosin 6rnekleri verilmistir

(Cizelge 2.1 ve Sekil 2.1), (Kurt ve Zorba 2005).



Cizelge 2.1 Baz1 bakteriyosinler ve etki spektrumlari

Bakteriyosin Sentezleyen Etki Spektrumlar:
Grupl A
Lactococcus ssp., Lactobacillus ssp.,
Streptococcus ssp., Micrococcus ssp.,
. Lactococcus .
Nisin lactis Mycobacterium ssp., S. aureus,
Corynebacterium ssp., Clostridium ssp., Bacillus
ssp., Listeria ssp.
. Lactobacillus ssp., Leuconostoc mesenteroides,
. Lactobacillus ; P .
Lactocin S sake Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus
Epidermin Staphylococcus epidermis
Gallidermin Staphylococcus gallinarum
- Lactobacillus Lactococcus ssp., Lactobacillus helveticus,
Lacticin 481 . . .
lactis Lactobacillus bulcaricus,
Grup I B
Mersacidin B. subtilis
Cinnamycin Streptomyces cinnamoneus
Ancovenin Streptomyces ssp.
Duramycin Streptomyces cinnamoneus
Actagardin Actinoplanes ssp.
Grup Il A
Pediococcus . :
Pediocin PA-1 acidilactici Lactobamlll unigi%c’ i’gdé?]cégccus S5P-,
PAC 1.0 ' ytog
Pediocin AcH Pe_zd_loco_cc_us L. monocytogenes,_Llsterla Ivanovii, Listeria
acidilactici H innocua
Sakacin A L. sake Lactobacillus ssp., L. Monocytogenes
. Enterococcus ssp., Lactobacillus, Pediococcus,
Sakacin P L. sake : X ;
L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovi
Leucocin A- Leustonostoc gelidum
UAL 87 g
Mesentericin Leuconostoc L monocvtodenes
Y105 mesenteroides ' ytog
Enterocin A E. faecium
. Carnobacterium | Enterococcus ssp., Lactobacillus, Pediococcus,
Divercin V41 . . - -
divergens L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovi
Lactococcin L lactis Enterococcus ssp., Lactobacillus ssp.,
MMFII ' Lactococcus ssp., L. ivanovi
Grup 11 B
Lactococcin G L. lactis
Lactococcin M L. lactis
Lactacin E Lactobacillus L. bulcaricus, L. leichmanni, L. helveticus, L.
johnsonii lactis, L. fermentum 1750, E. faecalis
- Lactobacillus | L. plantarum, L. paramesenteroides, E. faecalis,
Plantaricin A )
plantarum Pediococcus pentosaceus




Cizelge 2.1 Bazi bakteriyosinler ve etki spektrumlari (devam)

Plantaricin S L. plantarum Lactobacillus ssp., Leuconostoc ssp.,
Pediococcus ssp.
Plantaricin L. plantarum
EF
Plantaricin L. plantarum
JK
Grup Il C
Acidocin B Lactobacillus acidophilus
Carnobacteri Carnobacterium piscicola
ocin A
Divergicin A Carnobacterium divergens
Enterocin P E. faecium
Enterocin B E. faecium
Grup I
Helveticin J Lactoba_cillus L. helveticus 1846_ ve 1244, L. bulc_aricus 13_73
helveticus ve 1489, L. lactis 970, Lactobacillus casei
Helveticin V- L. helveticus
1829

Gram-poztif orijinli peptid tabanli antimikrobiyal bilesikler disiilfid ve monosiilfid
(lantiyonin) baglar1 ve etki spektrumlar1 temelinde 4 gruba ayrilir. En ¢ok arastirilmis
bakteriyosinler, gida koruyucular1 olarak kullanilabilmelerinden dolay1 laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerdir. Klaenhammer bu bakteriyosinleri; etki
mekanizmalarini, enzimatik ve 1s1 duyarhiliklarini, sentezlendikten sonra modifiye olan
amino asitlerin varligini ve molekiiler agirliklarini esas alarak 4 grup altinda

siniflandirmistir (Klaenhammer 1988), (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2 Bakyeriyosinlerin genel siniflandirmasi (Lopez vd 2016)

Tip Siniflandirma  Agirhk  Peptid niteligi Ornek
Post-
translasyonel Yaklagik ) .. .
modifikasyona la 3.5 kDa Net yiik pozitif Nisin
ugrayanlar;
lantiyonin
Yaklasik Negatif yiiklii ya -
Ib 35kDa  da yiksiiz Mersacidin
Post- Pediocin PA-1,
translasyonel pediocin  CP2,
mVOdIflkaSyona lla 3-10 kDa Katyonik, 1s1 stabil ped'ac'f‘ Ach,
ugramayanlar; enterocin A,
Lactocin  Gal
ve Gb
25ve65 . . .
Ib KkDa Iki farkli peptid
Habda P
lic 5-7 kDa amocyctin,
circularin A ve
AS-48
I. Net pozitif yiik
Yiiksek izoelektrik Gassericin
nokta Alreutericin A
ii. Yiiksiiz
Is1 duyarli, sec- .
I >30kDa bagimli sistem ile  CMerOlysis A,
Helveticin J
salinmaktadir.
Tanimlanmamis
v 30 kDa protein, lipit ve

karbohidrat
karigimlaridir.

2.2 Bakteriyosinlerin Potansiyel Kullamim Alanlari

2.2.1 Gida koruma ve bagirsak enfeksiyonlariin sagaltim

Bakteriyosinler, gastrointestinal sistemde probiyotik suslarin patojenlerle olan
rekabetine yardime1 olan unsurlardir. Bu bakteriyosinler peptid duyarl patojenlere karsi
bir silah gorevi goriir. Bakteriyosinler ayrica bagisiklik sisteminin aktivasyonu ig¢in

sinyal peptidleri olarak da fonksiyon gosterebilirler. Bakteriyosinlerin gida koruyucu



olarak kullanilmalar1 en ¢ok ¢aligilan konularin basinda gelmektedir. Bakteriyosin ihtiva
eden baz kiiltiir 6ziitleri taze sebze ve sigir etlerinin korunmasinda test edilmistir. Ham
Oziitler daha genis ex situ uygulamalara imkan vermektedir. Giivenli gida isleme
yontemleri ile birlikte taze sebze Orneklerine ham bakteriyosin oziitlerinis eklenmesi
aerobik, mezofilik wve psikrotrofik bakterilerin  gelisimini  baskilamaktadir
(Bodaszewska-Lubas vd 2012).

De Souza Barbosa vd (2015) Lactobacillus curvatus tarafindan iiretilen “sakasin”
bakteriyosinini igeren bir oziit test etmislerdir. Bu 6ziit, L. monocytogenes ile inokiile
edilmis salamin olgunlagmasi siirecinde kullanilmistir. Bu c¢alismada, test gruplari
kontrol ile karsilastirildiginda, 30 gilinliik salam olgunlagsmasi sonunda L.

monocytogenes’in 2 logartmik sayida azaldig1 saptanmistir.

Bazi ¢aligmalar ise bakteriyosinlerin (nisin, enterocin A ve B ve sakacin K) gesitli gida
islem kosullar1 altindaki etkinlik verimliliklerini karsilastirmistir. Ornegin yiiksek
basing isleme teknolojilerinin (HPP) kullanilmasi halinde bile bakteriyosinler et, sebze
ve siit tirlinlerinde belirli patojenlere karsi koruma hala etkili kalabilmektedir (Jofré vd
2008).

Bakteriyosinlerin kullanimi ilk olarak fermente iirlinlerin tiiketimiyle baslamaktadir.
Bakteriyosinler siit iiriinlerinin Uretildigi ortamlarda gida patojenlerinin gelisimlerini
baskilayarak giivenli bir gida ortaminin olusumuna katki saglarlar. Giliniimiizde siit
tirinlerinde dogrudan bakteriyosin kullanilmasiin nedenlerinden biri de budur. Bugiine
kadar FDA tarafindan gidalarda kullanimina izin verilmis tek bakteriyosin nisindir

(Jones vd 2005).

Kirmiz1 etlerdeki gida bozulmalarinda ve ciddi hastaliklara sebep olabilecek L.
monocytogenes gibi patojenlere karst nisinden farkli olarak da bakteriyosinlerin
kullanim potansiyelleri vardir (Lopez vd 2016). Gida koruyucusu olarak kullanilan bazi
bakteriyosinler, “pediocin” gibi paketleme yiizeylerini kaplayarak kullanilsa da krem
peynir gibi bircok peynir ¢esidinde de dogrudan hammadde icine formiile edilerek

kullanilmaktadir (Sekil 2.1, Cizelge 2.3).



Sekil 2.1 Nisin kaph gida filminin Micrococcus luteus’a karsi antimikrobiyal etkinligi
a) Muamele edilen film, b) Uygulanan nisin soliisyonu, ¢) Sarma isleminden
sonra muamele edilen film, d) Muamele edilmeyen film (Mauriello vd 2005).

Cizelge 2.3 Gida endiistrisinde kullanim1 olan bakteriyosinler (Lopez vd 2016)

Bakteriyosin Ticari ad1 Firma Uygulamalar H_edef .
mikroorganizmalar
Danisco, Sitt, TRk, Listeria s Bacillus
Nisin A Nisaplin® Copenhagen, et, hamurisi ve cl F;pd
Denmark icecek SPR., Liostiridium spp.
Danisco, P.?yp |r tazg
Natamycin Natamax® Copenhagen, sut uru.nlen’ Mayalar ve kiifler
Denmark ¥$lenmls et ve
icecek
Micocin*lI CanBiociln, Etiriinleri L. monocytogenes,
Micocin Edmonton, Canada
Nisin Chr. Hansen, Et sosis ve Clostridium botulinum,
Chrisin® Horsholm Denmark pe’ynir L. monocytogenes
o ALTA® 25! Kerry B!oscience, ’
Pediocin 2341 Carrigaline, Co. Et tiriinleri L. monocytogenes
Cork, Ireland
Nisin A, Nisin A® Handary, Brussels, ~ >ut riinleri,  Listeria spp.,
NisinZ Nisin Z® Belgium hamurs, Clostiridium spp.,
igecek, et Bacillus cereus
Quest International,
Pediocin Fargo 23" B.B., Naerden, The  Et iiriinleri L. monocytogenes
Netherlands
Pediocin, Bactoferm F Chr. Hansen, Et iiriinleri L monocvtodenes
Sakacin LC® Horsholm Denmark urunien ' ylog

Uzun raf omriine sahip yiiksek kaliteli gida talepleri, gida israfin1 azaltmak gibi

kaygilarla birlikte, biyolojik katki maddeleri i¢eren yenilebilir kaplamalar tizerindeki

aragtirmalar1 da tesvik etmektedir. Ornegin; bakteriyosin kapli ambalajlar, depolama ve

dagitim  sirasinda

istenmeyen

mikroorganizmalarin

inhibisyonunua  olanak



saglamaktadir. Son yillarda ayrica bakteriyosinlerin ¢esitli biyopolimerler ile
etkilesimleri arastirilmaktadir. Ornegin, nisin/kitosan kombinasyonlari, kapali gida

yiizeylerinde daha yiiksek olan etkili anti-listeriyal etki gosterebilmektedir.

2.2.2 Nanoteknoloji

Nanoemiilsiyonlar, nanolipozomlar, nanopartikiiller ve nanofiberler ile elde edilen
bakteriyosin nano kapsiilleri, gida ve tibbi uygulamalarda cazip olanaklar gostermistir.
Bakteriyosin nanoemiilsiyonlar1 (6rnegin nisin, pediocin ve subtilisin) dahil olmak
tizere, L. monocytogenes, S. Typhimurium, Candida lusitaniae ve E. coli'ye karsi
curcumin, carvacrol ve cymene ile kombinasyon halinde test edilmistir. De Mello vd
nisin, pediocin ve BLS P34'U igeren kapsill nano-vezikiilleri test etmis ve
emiilsiyonlarin stabilitesini ve L. monocytogenes'e kars: aktivitelerini degerlendirmistir.
S. aureus ile enfekte olan derin yaralarda etilen oksitin ve poli (d, I-laktik asit) iceren
nano liflerin kullanilabilir oldugu, ancak bu teknolojinin optimize edilmesi gerektigi

baska bir ¢aligmada ortaya konulmustur (de Mello vd 2013).

2.2.3 Sistemik enfeksiyonlar ve agiz bakimi

S. aureus birgok solunum yolu enfeksiyonunda 6nemli bir patojendir. Bu nedenle etkili
anti-stafilokok ajanlarinin gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir. De Kwaadsteniet vd (2005) L.
lactis tarafindan elde edilen F10-nisin F hem bagisiklik sistemi baskilanmig hem de
baskilanmamis  siganlarda  solunum  yolu  enfeksiyonlarmin  tedavisinde
degerlendirmistir; S. aureus ile asilanmis modeller 8192 birim (AU) nisin F ile tedavi
edilebilmistir. De Mello vd S. aureus xen 36 (biyoliiminesan aktiviteye sahip bir sus) ile
karini¢i olarak enfekte edilmis fareler ile ¢alismistir ve modelleri yedi giin boyunca
nisin (2139 AU) uygulayarak tedavi edebilmislerdir. Bu sonug¢ bakteriyostatik bir
etkiden ziyade bakteriyosidal etki ile iligkilendirilmistir. Ayrica nisin ile muamele
edilen gruplarda nisinin bagigiklik sistemini uyarict etkileri oldugu da anlasilmistir.
Ayrica, Lactobacillus sp. tarafindan tretilen bazi bakteriyosinlerin prostanoidlerin
olusumundan sorumlu bir enzim olan siklooksijenazin (Cox) inhibisyonuna imkan

vererek antienflamatuvar etkinlik gosterdikleri de bilinmektedir (Mathews vd 2015)



P. aeruginosa, bebeklerde otitis media (orta kulak iltihabi) ile iligkili, uzun siireli igitme
giicliiklerine ve konusma gecikmesine ve akciger enfeksiyonuna neden olabilecek
patojenik bir bakteridir. Enterococcus mundtii bir sinif Ila peptidi olan ST4SA'y1 tiretir,
bu termostabil bakteriyosinin akciger enfeksiyonlarina ve orta kulak iltihabina sahip
hastalardan izole edilmis P. aeruginosa, S. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, E.
faecium, S. aureus ve diger Gram-pozitif bakterilere karsi etkili oldugu saptanmistir
(Al-Mathkhury vd 2011).

Streptococcus salivarius K12 susu, Streptococcus mutans'in sebep oldugu karyojenik
etkileri (dis cliriitme etkisi) ve ayrica Streptococcus pyogenes ve Streptococcus
pneumoniae’nin neden oldugu solunum problemlerini azaltan bakteriyosin iireticisi bir
sustur. Bu sus aym1 zamanda antibiyofilm etkinlik sergileyen salivarisin A ve B
bakteriyosinlerini tiretir. (Ishijima vd 2012) salivarisinin, bazi patojen bakteriler
tizerindeki antibiyofilm etkinligini degerlendirerek, yaslilari ve bagisiklik sistemi
zayiflamis bireyleri etkileyen ve ciddi enflamasyona neden olabilen biyofilmlere karsi
etkilerini kanitlamigtir. Salivarisinin C. albicans'a karsi bir fare modelinin agiz
boslugunda in vitro ve in vivo degerlendirmeleri yapilmis ve bunun sonucunda Candida

kolonizasyonunun 6nlendigi goriilmistiir (Tamura vd 2009).

2.2.4 Kadin saghg

Insan popiilasyonunu kontrol etme yontemleri arasinda kontraseptif kimyasal
spermisitler mevcuttur; ancak spermisitlerin kullanimi normal floranin bozulmasina ve
boylece idrar yolu enfeksiyonlarma neden olabilmektedir. Bakteriyosinler, sperm
hareketliligini etkileme yeteneklerinden dolay1 potansiyel spermisidal ajanlardir.
Laktasin ve fermentisin HV6b, insan spermatozoasinin hareketliliginin azalmasinda
onemli bir etki gostermistir; bu bakteriyosinler yiiksek konsantrasyonlarda, spermlere
hasar vermektedir. Ayrica Fermentisin HV6b'nin, Gardnerella vaginalis gibi patojenik
vajinal bakterilerin gelisimini inhibe ettigi de gosterilmistir. P. pentosaceus SB83
tarafindan {dretilen SB83, E. faecium tarafindan iretilen enterocin 62-6 gibi bazi
bakteriyosinler ve Lactobacillus rhamnosus tarafindan {iiretilen laktosin 160 (peptid

benzeri bir bakteriyosin), G. vaginalis, Bacteroides, Peptostreptococcus, Mobiluncus
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spp. ve Prevotella bivia gibi vajinal enfeksiyonlarda siklikla izole edilen patojenlere
kars1 inhibe edici etkiler sergilemektedir (Silkin vd 2008).

2.2.5 Cilt saghg ve cilt bakim

Cilt bakimui i¢in potansiyel arz eden bakteriyosinler, cilt sagligi ve cilt bakimi anlaminda
pazar olarak degerlendirilmektedir. Bakteriyosinlerin topikal formiilasyonlar1 ayni
zaman da yaslanma karsit1 faydalar da i¢erebilmektedir. Ayrica yaglanma belirtilerinin
yani sira, akne ve rosacea gibi bakteriyel ve maya orijinli enfeksiyonlar, sedef hastaligi
ve dermatit gibi cilt hastaliklar1 da c¢esitli bakteriyosinlerin uygulanmasiyla tedavi
edilebilmektedir (Cinque vd 2011; Loépez-Cuellar vd 2016). Bakteriyosinlerle ilgili
olarak, mevcut arastirmalar, bakteriyosinlerin cilt mikroflorasi, cilt lipitleri ve bagisiklik
sisteminin modiilasyonuna katkida bulundugunu ve dogal cilt homeostazinin
korunmasini sagladigimi gostermektedir. Salivarisin, nisin A, mersasidin, laktisin 3147
ve 16kosin A, ¢oklu antibiyotik direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi
etmekte kullanilabilir; ayrica yaygin goriillen patojenik aknenin sorumlusu
Propionibacterium acnes aknelerine karsi ve deri ve mukozal yaralarin hastane
enfeksiyonlarmin tedavisinde tip Ila bakteriyosinleri immiin modiilatorler olarak
kullanilmigtir. E. faecalis SL-5 tarafindan iretilen bir bakteriyosin olan ESLS, P.
acnes'in neden oldugu iltihaplt sivilce lezyonlar1 olan bir hastada ESL5 losyon olarak
uygulanmig ve plasebo losyonuna kiyasla Onemli oOlclide iltihapli lezyonlar ve

piistiillerde azalma meydana getirmistir (Kang vd 2009).

2.2.6 Kanser

Bakteriyosinlerin anti-kanser terapisindeki potansiyel kullanimi, timor hiicrelerinde
apoptozu veya sitotoksisiteyi indiikleyen DNA ve membran protein sentezini inhibe
etmelerinden kaynaklanmaktadir (Joo vd 2012). Nisinin, bas ve boyunda skuamoz
hiicreli karsinom tedavisinde, seyreden apoptozis sirasinda, hiicre donglislinii
durdurdugu ve primer keratinositlerle karsilastirildiginda, kanser hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu azalttig1 goriilmiistiir. Nisinin, test edilen kosullarda hem diisiik (%20)

hem de yiiksek (%90) konsantrasyonlarda in vivo ve in vitro cilt kanseri timor
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olusumunu azalttig1 goézlemlenmistir. Bununla beraber onkoloji i¢in diger bir énemli
bakteriyosin, Eenterococcus mundtii tarafindan iiretilmekte olup, bu bakteriyosin oral
kanser HSC3, meme kanseri MCF7, akciger kanseri H1299 ve kolon kanseri HCT116
gibi kanser hiicre hatlarina kars1 etkin bulunmustur (Sand vd 2010).

2.2.7 Farmasotik

Yiiksek saflikta yapilandirilmis nisin  gelatlart  {ilsere karsi koruyucu olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica laboratuvar ortaminda denenmis cilt kanseri hiicre soy
hatlarina kars1 etkili farkli bakteriyosinler de bulunmaktadir. Bu g¢aligmalar heniiz
gerekli fazlar1 tamamlamamislardir. Farmasotik alaninda gerekli fazlar tamamlandikan
sonra S. aureus gibi Gram-pozitif bakterilerin de enfeksiyonlarina miidahale edebilecek

yeni bakteriyosinler markete sunulabilmektedir (Piper vd 2016).

2.2.8 Veterinerlik

Mastitis (meme yangisi) hayvancilikta ve siit endiistrisinde ekonomik kayiplarin temel
sebeplerden birisidir. Bu baglamda Nisin A, lacticin 3147, aureoicin A70, nisin Z ve
macedocin ST91KM bakteriyosinleri bu ekonomik kayiplart kontrol altinda tutmak igin
test edilmislerdir. Su anda Nisin tiirevleri, mastitise karsi kullanilmaktadir. Farkli
calisma gruplarindan ise bakteriyosinlerin endiistriyel potansiyel kullanimlari i¢in gut
florasinin kontrolii 6rnek verilebilir. C. divergens tarafindan iretilen divercin AS7
molekiilii; Salmonella spp., Campylobacter jejuni, S. Enteritidis, Salmonella Wien,
Shigella flexneri, P. aeruginosa ve Pseudomonas stutzeri patojenlerine karsi yiiksek
etkinlik gostermistir (Wu vd 2007).

Bunlarla beraber bakteriyosinler ¢cok genis bir kullanim potansiyeline sahiplerdir. Bu
sebepten her gecen giin bu konu lizerine arastirmalar artmakta ve her giin potansiyel
endistriyel kullanimlarina bir yenisi eklenmektedir. Bunlardan bazilar1 asagida

verilmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Bakteriyosinlerle ilgili farkli uygulamala alanlarim1 kapsayan bilimsel
calismalarin dagilimi (Lopez vd 2016)

2.2.9 Ticari kullammda bakteriyosinler

Bakteriyosin pazar1 son 10 yilda, temel olarak FDA ve Avrupa mevzuati tarafindan
genel olarak gilivenli-taninir olarak kabul edilen iiriinleri iceren hem farmasdtik hem de

gida endiistrisinin taleplerine cevap olarak, 6nemli bir bityiime gostermistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Bakteriyosin teknolojisinin gelistirilmesinde Oncii iilkeler ve patent sayilari
(2004-2015), (Lopez vd 2016)
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1969'da nisin (E234), Ortak Gida ve Tarmm Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii Gida Katki
Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan gida kullanimi igin giivenli oldugu
belirlenmis ve 1983 yilinda Avrupa gida katki maddeleri listesine eklenmistir.
Giliniimiizde, nisin yaklasik 60 iilkede kullanilmaktadir; bununla birlikte, uluslararasi
mevzuatta irmik, tapyoka peyniri ve islenmis peynir (krem peynir, labne) gibi gida
maddelerinde yer alan nisin diizeyleri konusunda farkliliklar vardir. Ticari olarak, nisin,
spor olusturabilen mikroorganizmalarin gelismesini inhibe etmede kullanilmistir.
Birlesik Krallik'ta, sigir etine, islenmis ve pastorize edilmis peynirlere, meyvelere ve
sebzelere nisin eklenmesi, iyi iiretim uygulamalar1 iceren ingiliz Standartlar1 Enstitiisii
Metotlar tarafindan diizenlenmektedir. S6z konusu standartlar dahilinde azami 250
ppm nisin kullanimina izin verilmektedir. Bu nedenle, diinyanin belirli bolgelerinde
bakteriyosin uygulamalari i¢in patentler alinmistir. Amerika Birlesik Devletleri, verilen
patentlerin %42'sine sahiptir. Bakteriyosin teknolojisinin gelistirilmesinde lider iilkeler,
ABD’nin ardindan sirastyla %12 ile Cin ve %10 ile Danimarka’dir (Sekil 2.3 ve Sekil
2.4), (Abriouel vd 2011).

Uretim ve saflastma

Agiz saghgi ve solunum yolu enfeksiyonlan
Gida koruyucu

Kadin saghs

Kanser

Veterinerlik

Sistematik enfeksiyonlar

Rekombinant proteinler ve molekiiler modifikasyonlar
Biyo-nanomateryaller ve paketleme
Endistriyel kullanim

Cilt saghgt

L X N NN N NN N

Sekil 2.4 Bakteriyosinin kullaniminin patent aldigi uygulama alanlar1 (2004-2015),
(Lopez vd 2016)

Sekil 2.3 ve 2.4 incelendiginde goriilmektedir ki, 2010-2015 doneminde
bakteriyosinlerle ilgili 154 patent alinmis olup, bu rakamin 6nceki yillara gore %66
daha fazla oldugu goriilmektedir (6rnegin 2004—-2009'da yalnizca 81 patent alinmistir),
(Sekil 2.2.3). Yani son yillarda biyoteknolojide bir alternatif olarak bakteriyosinlerin
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dikkat c¢ekici bir arastirma hizi ivmesi bulunmaktadir. Tiim bu teknoloji gelecekte
uygulaniyor olacaktir ve sektorde ciddi bir biiylime beklenmektedir. 2004'ten beri
verilen bakteriyosin patentlerinin %31'i biyomedikal kullanimi1, %29'u gida koruyucusu
olarak kullanimi, %5'i veteriner kullanimi, %13'i tiretim aritma sistemlerinde kullanimi
ve %16's1 rekombinant proteinler veya iiretici suslarin da molekiiler modifikasyonlarini
iceren kullanimlarin patentlerine karsilik gelmektedir. Kii¢iik bir oranda patentleme,
biyo-nanomalzeme-ambalajlama ve endiistriyel uygulamalar ile ilgilidir. Bakteriyosin
uygulamalar i¢in verilen patent sayisindaki artis yavas olmasina ragmen, net bir artis
egilimi vardir ve Oniimiizdeki yillarda ciddi bir artis olmasi beklenmektedir.
Bakteriyosinlerin tek bagina veya kombinasyon halinde sundugu genis spektrum,
onemli sayida hedef organizma ile miicadelede giiclii alternatifler sunmaktadir. Bu
alanda calisan sirketler, gida, biyomedikal ve diger alanlarda bakteriyosinlerin daha
genis ve yenilik¢i uygulamalarini gelistirmistir. Bactoferm-LC®, fermente edilmis
sosislere uygulanan Christian Hansen tarafindan iiretilen karigik bir preparattir (pediocin
ve sakacin A iireten Laktik asit bakterileri). Aym1 sekilde sirket, et iriinlerinin
korunmasinda kullanilmak {izere Lactobacillus sakei ve Leuconostoc carnosum 4010'un
karigtirilmasiyla esas olarak nisin iiretimine dayal kiiltiirler de iiretmektedir. Danisco,
esas olarak Gram-pozitif patojenlerin yani sira mayalari ve kiifleri, heterofermentatif
bakterileri ve enterokoklari kontrol etmeyi amaglayan koruyucu kiiltiir karigimlart
(HOLDBAC®) iiretmektedir. Bakteriyosinlerin kullanimi ile ilgili mevzuatlar
konusunda yapilan diizenlemelerin en onemlisi Amerika'da yapmustir. 2011 yilinda
Kanada Saglik Kurulusu, yemeye hazir gidalarda Listeria riskini azaltmak icin bir
diizenleme yapmustir. Alberta Universitesi, L. monocytogenes'e kars: bir Carnobacteria
maltaromaticum bakteriyosini olan Micocin® isimli bir iirlin piyasaya sirmustiir.
Bugiin Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Meksika, Kosta Rika ve Kolombiya'da, et
iriinleri de dahil olmak tizere islenmis tiriinlerde Listeria'nin kontroliine yardimci olmak

icin Micocin® kullanmak yasaldir (Miller vd 2010).

Yonlendirilmis mutagenez veya vektorlerin yerlestirilmesi, hiicrelerde trans-membran
etkilesimleri ve metabolit stabilitesi ile elde edilen rekombinant bakteriyosin proteinleri

icin aliman patentlerin sayisinda da bir artig vardir. Bu patentler simdiye kadar,
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molekiiler modifikasyonlardan kaynaklanan biyoteknolojik gelismelere alinan

patentlerin %18'ine tekabiil etmektedir (Cebrian vd 2014).

2.3 Termostabil Proteinler

Proteinlerin  giinimiizdeki en genis kullanim alanlar1  enzimlerdir. Mikro
organizmalardan elde edilen enzimler giiniimiizde hemen her sahada kullanilmaktadir.
Diger kaynaklardan elde edilen enzimlere gore hem pratik hemde ekonomik olarak
avantajlar1 vardir. Ayrica bu enzimlerin ektrem kosullarda da caligmasi kontaminasyon
riskini azaltir. Termostabil proteinler, farkli denatiirasyon sartlarina karsi direng
gosterirler. Bu proteinlerin igerigindeki o heliks ve  tabakasi mezofilik proteinlere gore
daha coktur. Bu proteinlerin katlanma hiz1 disiiktiir bu sayede denatiirasyona karsi
tolerans gosterirler. Ayrica termostabil enzimler c¢evre kirliginin ortaya ¢ikmasindan

kag¢inmak tizere de kullanilabilirler (Van Den Burg 2003).

Termofilik bakterilerden elde edilen enzimlerin kesfinde son yillarda artis olmustur
clinkii endistliride enzimlerin kullamildig1 alanlar genellikle yiiksek sicaklik
gerektirmektedir. Biyoteknolojik islemlerin yiiksek sicakliklrada yapilmasi yan faydalar
saglar. Organik bilesiklerin ¢oziiniirliigli ve biyolojik olarak kullanimlar1 genellikle
sicakliga baglidir. Viskositenin diigmesi kimi zaman sicaklila saglanir boylece organik
bilesilerin diflizyon katsayist artmis olur. Boylelikle alan daraltilarak reaksionlar

hizlandirilabilir (Kristjansson 2002).

Yiiksek sicakliga direngli enzimlerde termostabilite genellikle bir kombinasyon ile
ortaya cikar. Artan hidrojen sayis1 ve tuz kopriileri, hidrofobik merkezin en muntazam
sekilde katlanmasi, artan prolin aminoasit sayis1 ve gomiilii olan amino asitlerde artig
gibi. Temal adaptasyonun temel anahtari enzim proteininin esnekliginin saglanmasi gibi

goriinmektedir (Fitter vd 2001).

Proteinlerin konformasyonel dayaniklilig1 iki zit faktor arasindaki dengenin sonucudur.

Bunlar esneklik ve sertliktir. Termozimler mezofilik olanlara nazaran oda sicakliginda
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daha fazla sert yapidadirlar. Bu sertlik onlar1 bozulmadan korur ve katalitik olarak aktif
yapiy1 korumalarin1 saglar. Bundan dolay1 zorlu denatiire edici sartlar altinda optimal

olarak daha aktiftirler (Bruins vd 2001).

2.4 Antimikrobiyal proteinlerin islevleri

Antimikrobiyal proteinler bakteri enfeksiyonlarmin ortadan kaldirilmasi igin
mekanizmala ortaya ¢ikartirlar. Konvansiyonel antibiyotiklerin aksine bu peptidler
bakterinin gelismesini engelleyici degil bakteri Oldiiriicii olarak rol almaktadirlar.
AMP’lerin antibakteriyal aktiviteleri yaninda, antiviral (baz1 zarfli virisler),
antiparaziter (tripanozom, plazmodium gibi), antifungal, antikanser aktiviteleri de vardir
(Wang 2014).

2.5 Termostabil Bakteriyosinler

Gilintimiize dek yiiriitiilen ¢alismalar goz 6nlinde bulunduruldugunda endospor iireticisi
termofilik Gram-pozitif bakterilerin endiistriyel 6nemi ve degeri nispeten goz ardi
edilmistir. Bir bakteriyosini endilistriyel ve ekonomik agidan énemli kilan bazi faktorler
vardir. Bunlarin faktorlerin basinda bakteriyosinin termostabil olup olmamasi
gelmektedir. Ciinkii hem pastorizasyon hem de sterilizasyon islemleri gibi patojenlerin
elimine edildigi yiiksek sicaklik gerektiren islemlerde endiistriyel kullanimi olacak bir
bakteriyosinin dayanikli olmasi tercih nedenidir. Bir bakteriyosinin 1sil direncinden
sonra gelen bir diger Onemli 0Ozelligi genis bir pH dizgesine de stabilite
gosterebilmesidir. Ciinkii basta gida endiistrisindekiler olmak {izere endiistriyel iirlinler,
genis bir pH dizgesi gerektirebilen siiregler ile islenmektedir. Daha stabil bir yapiya
sahip olduklarindan dolay1 termofilik bakterilerin iirettigi bakteriyosinlere giin gectikce
daha ¢ok yonelinmektedir. Termofilik bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler
retildikleri c¢evredeki istilact tiirlere karsti son derece spesifik antimikrobiyal
etkinlikleri ile 6n plandadir. Ayrica subtilosin gibi bazi1 bakteriyosinlerin patojenlere
karst MIK degerinin altindaki konsantrasyonlarda yeter say1 algilama (quorum-sensing)
mekanizmasini inhibe ettigi raporlanmistir. Daha genis bir bakis agisiyla hem sitotoksik

olmayan hem de quorum-sensing mekanizmasini inhibe eden bir bakteriyosinin
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termostabil Ozellik tasimasi arastirmacilart hem farmasotik alaninda yapilabilecek
calismalar hem de gida alaninda yapilacak caligmalar i¢in tesvik etmektedir (Pranckuté

vd 2015; Algburi vd 2017).

Bacillus cinsine tiye bakterilerden tanimlanan bakteriyosinler ya da bakteriyosin benzeri
bilesenler genis dizgede inhibe edici etki gostermelerinden otiirii miitemadiyen artan bir
ilgi odagindadir. Zira termofilik basil orijinli bakteriyosinler giiniimiize dek laktik asit
bakterilerinden izole edilip tanimlanan bir¢cok bakteriyosinden daha genis bir pH ve
sicaklik dizgesinde etkinlik gosterebilmektedirler. Ayrica antibakteriyel etkinligin yani
sira insanlar ve hayvanlar icin patojenik olan birgok maya ve fungus tiirii iizerinde de
etkilidirler (Abriouel vd 2011). Termofilik basillerin iirettigi termofilik bakteriyosinlere
iligkin literatiirde olduk¢a kisithi sayida calisma mevcuttur. Bunlardan baslicalarina

deginmek gerekirse (Cizelge 2.4):

Cizelge 2.4 Antibakteriyel etkinligin insanlar ve hayvanlar i¢in patojenik olan maya ve
fungus tiirii Gizerindeki etkileri (Abriouel vd 2011)

Termostabil peptid Organizma Referans
Geobacillin G. thermophilus (Pokusaeve vd 2009)
Bacillocin Bb Brevibacilus brevis (Saleem vd 2009)
Megacin Bacillus megatherium (Khalil vd 2009)
- . (Ozdemir ve Biyik
Toebicin G. toebii 2012)
Geobacillin NG80-2 G. thermde”'tg'f'cans NG80- (Garg vd 2012)
- . (Ceylan-Bagbiilbiil
Toebicin 218 G. toebii 2016)
Karakterize edilmemis Geobacillus sp. suslari (Pranckuté vd 2015)
Geobacillin (Genom Geobacillus sp. suslar: (Kaunietis vd 2016)
dizileme)

Termofilik basillerden ilk kez saflastirilan ve etkinligi test edilen bakteriyosin G.
stearothermophilus RS93 susundan izole edilen thermocin 93’tiir. S6z konusu
bakteriyosin bir¢ok termofilik basilin gelisimini inhibe etmektedir (Sharp vd 1979). Bu
calismay1 miiteakip G. stearothermophilus NU-10 susundan thermocin 10 bakteriyosini

izole edilmis ve oldukca yliksek sicakliklarda stabil kalabilen, proteolitik enzimlere
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direncli bu bakteriyosinin DNA, RNA, ATP sentezini inhibe ettigi ve hiicre
hareketliligini kisitladigi saptanmistir (Fikes vd 1983).

Geobacillus thermoleovorans S-1l1 ve Geobacillus thermoleovorans NR-9 suslarindan
kartakterize edilen thermoleovorin bakteriyosini yiiksek sicaklik ve pH dizgesinde
aktivite gostermis olup test edlien tim G. thermoleovorans suslari ve Salmonella
Typhimurium, Branhamella catarrhalis, E. faecalis, Thermus aquaticus gibi hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler tizerinde antimikrobiyel etkinlik

sergilemistir (Novotny ve Perry, 1992).

Paenibacillus polymyxa P13 susunun iirettigi polyxin 90°C’de aktivite gosterebilen ve
Bacillus spp., Lactobacillus spp., E. coli, Proteus vulgaris ve Kilebsiella
pneumoniae’nin de dahil oldugu birgok gida patojeni ilizerinde antimikrobiyel etki
gostermistir (Piuri vd 1998).

B. licheniformis in termofilik bir susunda tanimlanan ve genis sicaklik-pH dizgesinde
aktivite iceren bacillocin 490, G. stearothermophilus, Bacillus smithii, B. subtilis,
Bacillus anthracis, B. cereus ve B. licheniformis gibi yakin akraba tiirler iizerinde

yiiksek antimikrobiyal etkinlik gostermistir (Martirani vd 2002).

Yine B. licheniformis’te tanimlanan bakteriyosin benzeri bir bilesen, Listeria
monocytogenes, B. cereus gibi 6nemli gida patojenleri ve Streptococcus spp.’nin klinik
izolatlar1 iizerinde yiiksek antimikrobiyel etkinlik gostermistir. Bacillocin P40 adi
verilen bilesenin whey ve peynir gibi gida iiriinlerine uygulanmasi neticesinde koruyucu

ozellik gosterdigi kanitlanmistir (Cladera-Olivera vd 2004).

Pokusaeve vd (2009) yiiriittiigii calismada G. thermophilus bakterisinden dort farkli
bakteriyosin benzeri peptid tanimlanmistir. Tanimlanan bu peptidlerin hem yakin
akraba termofilik tiirler {izerinde hem de Bacillus cereus hem de Staphylococcus
haemolyticus gibi énemli gida patojenleri iizerinde etkili oldugu saptanmustir. Ilgili

calismada karakterize edilen termofilik baskteriyosinlerin olduk¢a genis bir pH (pH 4,0-
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10,0) ve sicaklik (100°C’ye kadar) degeri dizgesinde etkin oldugu belirtilmis ve s6z
konusu bakteriyosin benzeri bilesenlerin 6zellikle gida endiistrisinde genis bir kullanim

potansiyeline sahip olabilecekleri vurgulanmastir.

Brevibacilus brevis’in irettigi bacillocin Bb bakteriyosin benzeri bir peptid olup, pH
1,0-9,0 arasinda aktif, 100°C’de 30 dakikaya stabil, deterjanlara ve organik ¢oziiciilere
direngli bir bilesendir. Ayrica S. aureus, Micrococcus luteus, Corynebacterium
diphtheriae, Corynebacteium xerosis ve Corynebacterium hoffmanni gibi gida
patojenleri {izerinde son derece etkili oldugu i¢in Saleem vd (2009) tarafindan gida

endiistrisinde kullanilmasinin son derece yararli olabilecegi vurgulanmistir.

Bacillus megatherium un urettigi ve megacin adi verilen bakteriyosinler A, B ve C
olmak iizere {i¢ smifta toplanmistir. Gorece yakin bir tarihte karakterize edilen iki
megacin bakteriyosininin Salmonella Typhimurium ve S. aureus dahil olmak iizere

bir¢ok gida patojeninde etkili oldugu saptanmistir (Khalil vd 2009a, 2009b).

Termofilik basillerden karakterize edilen bakteriyosin benzeri bilesenlerin yerinde
uygulamasina iyi bir 6rnek vermek gerekirse Abdel-Mohsein vd (2011) gerceklestirdigi
calisma Ornek verilebilir. Bu ¢alismada B. licheniformis H1 susundan izole edilen
antimikrobiyel peptid kompost iiretiminde sorun teskil eden ve ¢iftlik hayvanlarinin
hastalanmasina neden olan birgok patojenin gelisimini inhibe etmistir. Kismen
saflagtirilan ve karakterize edilen peptid dogrudan komposta karistirilmis ve carpici

neticeler alinmistir.

Ozdemir ve Biyik (2012) ise genis bir termofilik basil koleksiyonu ile yiiriittiikleri
calismada, termal kaynaktan izole ettikleri G. toebii bakterisinin bakteriyosin benzeri
peptidinde yine yakin akraba termofilik basillere ve Enterococcus faecalis, Listeria sp.,
E. avium, Clostridium pasteurianum, Cellulomonas fimi gibi gida patojenlerine karsi

etkinlik saptamislardir.
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Garg vd (2012) yirittikleri fonksiyonel ve yapisal genom analizinde, G.
thermodenitrificans NG80-2 bakterisinde nisin benzeri bir lantibiyotigin analogu
saptanmis ve bu analoga geobacillin I adi verilmistir. Saflastirilan ve karakterize edilen
bu lantibiyotigin uzun yillardir gida endiistrisinde kullanilmina izin verilen nisinden ¢ok
daha fazla sayida tiyoeter bagi bulundurdugu ve daha stabil oldugu kanitlanmistir. S6z
konusu bakteriyosin bazi dnemli gida patojenleri ilizerinde de yliksek antimikrobiyel
etkinlik gostermistir. ilgili ¢alismada ayrica oldukca dar bir pH dizgesinde stabil
aktivite sergileyen nisinden farkli olarak, karakterize edilen geobacillinin genis bir pH

dizgesinde stabil ve aktif kaldigi belirtilmistir.

Pranckuté vd (2015) petrol kuyularindan ve havuzlarindan izole ettikleri termofilik
basillerden karakterize ettikleri bakteriyosin benzeri bilesenlerin 19 farkli gida patojeni
tizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Kismen karakterize edilen bilesenlerin yine diger
calismalarda da saptandigi iizere oldukc¢a genis bir sicaklik ve pH dizgesinde

fonksiyonel oldugu goriilmiistiir.

Kaunietis vd (2016) petrol kuyularindan izole ettikleri Geobacillus suslart ile
yiriittiikleri genom dizileme caligmalariyla bu bakterilerin genomunda ¢ok sayida

bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri bilesenin determinanti tanimlamistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

Tez galismas1 kapsaminda kullanilan Geobacillus cinsine dahil 11 referans sus ve 8
izolat, Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvar1 koleksiyonundan temin edilmistir (Cizelge 3.1). -86°C’de, %60’lik
gliserollii stoklarda muhazafa edilen Geobacillus suslar1 TSA (Tyriptic Soy Agar;
Triptik Soy Agar, Merck, Almanya) besiyerine asilandiktan sonra 18 saat siiresince
55°C’de gelistirilerek, 4°C stoklar1 hazirlanmigtir. Bu stoklar ilerleyen galigmalarda
kullanilmis ve birer haftalik periyotlarda stoklardan yeni kiiltiirler acilarak

yenilenmistir.

Cizelge 3.1 Tez galismasi kapsaminda degerlendirilmis olan Geobacillus referans
suslar1 ve izolatlar1

Referans suslar Cins/Tiir adi
DSM 22625 G. thermodentrificans

DSM 22628 G. thermodentrificans spp. calidus
DSM 22629 G. thermodentrificans spp. calidus
ATCC 12980 G. stearothermophilus

DSM 5934 G. stearothermophilus

DSM 2542 G. thermoglucosidans

DSM 463 G. themodentrificans

DSM 14590 G. toebii

DSM 5366 G. thermoleouorans

DSM 7263 G. kaustophilus

DSM 13174 G. vulcanii

Izolatlar Cins/Tiir ad1

B84a G. thermoglucosidans

D195 G. thermodentrificans

Al13 G. stearothermophilus

A353 Geobacillus sp

C304 Geobacillus sp.

D413 Geobacillus sp.

E134 G. toebii

E173b Geobacillus sp.
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3.1.2 Tezin deneysel ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

Cizelge 3.2 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi Miktar
Akrilamid 29,29
Bisakrilamid 0,89
dH,0O 100 mL

Cizelge 3.3 Ayirma jeli (%10)

Ayirma Jeli (%10) Miktar

Akrilamid/Bisakrilmid 5,78 mL
dH,O 7,13 mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8,6) 4,33 mL
APS 86,7 uL
TEMED 8,16 uL

Cizelge 3.4 Ornek tamponu (4X)

Ornek Tamponu (4X) Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH6,8) 5,12 mL
Gliserol 8 mL
deO 3mL
Bromofenol blue 2.10% g

Cizelge 3.5 Coomassie blue boyama ¢ozeltisi

Coomassie blue boyama c¢ozeltisi Miktar
Coomassie Brillant Blue R250 159

Izopropil alkol 250 mL
Glasiyel asetik asit 100 mL
dH20 650 mL

Cizelge 3.6 Boya giderme soliisyonu

Boya giderme ¢ozeltisi Miktar

Izopropil alkol 250 mL
Glasiyel asetik asit 100 mL
dH20 650 mL
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Cizelge 3.7 Serum fizyolojik ¢ozeltisi

Serum fizyolojik cozeltisi Miktar
NaCl 099¢
dH20 100 mL

121 °C’de 15 dakika suresince otoklavda sterilize edilir.

Cizelge 3.8 Kristal viyole ¢ozeltisi (%0,1)

Kristal viyole ¢ozeltisi (%60,1) Miktar
Kristal viyole 0,19
dH20 100 mL
Cizelge 3.9 Metanol ¢ozeltisi (%95)
Metanol ¢ozeltisi (%95) Miktar
Metanol 95 mL
dH20 5mL
Cizelge 3.10 Etanol:aseton (70:30)
Etanol:aseton (70:30) Miktar
Etanol 70 mL
Aseton 30 mL
Cizelge 3.11 %8’lik H,0, ¢ozeltisi
%8’lik H,O, cozeltisi Miktar
%20’lik H,0; ¢ozeltisi 40 mL
dH20 60 mL
Cizelge 3.12 1 M NaOH ¢ozeltisi
1 M NaOH cozeltisi Miktar
NaOH 409
dH20 1L
Cizelge 3.13 1 M HCI ¢ozeltisi
1 M HCI cozeltisi Miktar

%37’lik HCI ¢ozelisinden 82 mL alinir son hacim distile

suile 1 L’ye tamamlanir.




Cizelge 3.14 1 mg/mL proteinaz K ¢ozeltisi

1 mg/mL proteinaz K ¢ozeltisi Miktar

20 mg/mL’lik proteinaz K stok ¢ozeltisi 50 mM Tris-
HCI-1,5 mM kalsiyum asetat ¢ozeltisiyle seyreltilir.
50 mM Tris-HCI-1,5 mM kalsiyum asetat tamponu

Tris-HCI 444 g
Tris-base 2,65 ¢
Kalsiyum asetat 0,24 ¢
dH20 1L

pH 8.0’¢ ayarlanir.

3.1.3 Tezin deneysel calismalarinda kullamilan besiyerleri

Cizelge 3.15 TSB besiyeri

Serum fizyolojik ¢ozeltisi Miktar

Ticari olarak temin edilen TSB besiyerinden 30 g tartilir
1 L dH,0 igerisinde ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15
dakika sotoklavla sterilize edilir.

Cizelge 3.16 TSA besiyeri

Serum fizyolojik ¢ozeltisi Miktar

Ticari olarak temin edilen TSB besiyerinden 30 g tartilir
1 L dH,0 igerisinde ¢oziildiikten sonra 15 g agar ilave
edilir. Icerik 121 °C’de 15 dakika sotoklavla sterilize
edilir.

3.2 Yontem

3.2.1 Geobacillus iiyelerinin hiicrelerinin ve hiicresiz kiiltiir siipernatantlarimin
antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi

Cizelge 3.1’de verilen tim Geobaillus tiyelerinin aktif kiiltiirlerinden elde edilen
hiicrelerinin ve hiicresiz kiiltiir siipernatantlarinin antimikrobiyal etkinlikleri 1ilgili
calismada degerlendirilmistir. Antimikrobiyal tarama ¢aligsmasi, cinse {liye bakterilerin
birbirlerine kars1 etkinlikleri degerlendirilerek gerceklestirilmistir. Bu baglamda
Geobacillus tiyeleri hem TSB (Tyriptic Soy Broth, Triptik Soy sivi besiyeri, Merck,
Almanya) hem de TSA (Tyriptic Soy Agar, Triptik Soy Agar, Merck, Almanya)
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besiyerlerine inokiile edilmistir. Uyeler, 5 mL’lik TSB besiyerlerine %4 oraninda
inokiile edilerek, 55 °C’de ¢alkalamali kosullarda (170 rpm) 18 saat siiresince aktive
edilmistir. TSA besiyerlerine ise ¢izgi ekim teknigiyle inokiilasyon yapilan petriler ise
55 °C’de 18 saat siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerden gelisen
koloniler toplanarak 0.5 MacFarland standardinin esas alinmasiyla steril serum
fizyolojik icerisinde (%0.9 NaCl) siispanse edilmistir (Geobacillus hiicrelerinin
antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirilmesi). TSB besi ortaminda gelistirilen
kiltlirlerden ise 1’er mL alinarak 15.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra {iist faz (siipernatant) alinarak 0.22 pm por caplh filtrelerden
(Sartorious, Fransa) gecirilerek sterilize edilmis ve canli hiicrelerden arindirilmistir. 19
Geobacillus iiyesinin her biri s6z konusu ¢aligma kapsaminda hem indikator hem de

antimikrobiyal etkenin arastirilacagi bakteri olarak test edilip degerlendirilmistir.

Geobacillus hiicrelerinin ve hiicresiz siipernatantlarinin antimikrobiyal etkinlikleri “spot
on lawn” (damla plak) yontemi esas alinarak gergeklestirilmistir. Her bir iiyenin 0,5
MacFarland standardina gore ayarlanmug kiiltiir stispansiyonu 14 cm’lik TSA agar
iceren plakalara yayilmistir. Siispansiyonun fazlasi uzaklastirildiktan sonra petriler
kurutulmustur (indikator 6zelligi). Her bir liyenin petrileri hazirlandiktan sonra petriler
esit alanlara taksim edildikten sonra hazirlanan hiicre slispansiyonlar1 ve siipernatantlari
10’ar pL hacimde petri yiizeylerine uygulanmistir. Petriler 18 saat siiresince 55 °C’de
inkiibe edildikten sonra muhtemel inhibisyon zonlar tespit edilmis ve zon caplar
Ol¢iilmiistiir. Boylelikle her bir {iyenin hiicresinin ve hiicresiz slipernatantinin birbirine
kars1 antimikrobiyal etkinligi saptanmistir. Yiiksek antimkrobiyel etkinlik ihtiva eden

Geobacillus tiyeleri segilerek ileri caligmalara gegilmistir.

3.2.2 Hiicresiz kiiltiir siipernatantlarinin antimikrobiyal etkinliklerinin peptid
tabanh (bakteriyosin) olup olmadiginin arastirilmasi

Bir dnceki ¢aligma dahilinde, antimikrobiyal etkinlik gosterdigi saptanan siipernatantlar
esas alinarak silipernatant notralizasyonu (antimikrobiyal etkinligin bakterinin tirettigi
asidik bilesenlerden kaynaklanip kaynaklanmadigini anlamak iizere), proteinaz K

uygulamasi (genis spektrumlu bu enzimin muamelesiyle peptid tabanli antimikrobiyal
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bilesenin etkinligi kaybolacaktir) ve katalaz enziminin varliginin arastirilmasi gibi

calismalar gergeklestirilmistir.

Kiiltiire alma islemi ve hazirliklart bir Onceki basamakta anlatildigr sekliyle
gerceklestirilmistir. Aktif kiiltiirden elde edilecek hiicresiz siipernatantlar oncelikle
notralize edilmistir. Notralize edilen siipernatantlar yine bir 6nceki basamakta izah
edildigi sekliyle indikator bakterinin yayildigi petriler iizerine uygulanmistir. Elde
edilen siipernatantlara ayrica siispansiyonun son konsantrasyonunda 1 mg/mL proteinaz
K (Sigma-Aldrich, ABD) olacak sekilde enzim uygulamasi yapilmistir (37°C’de 90
dakika). Enzim uygulamasindan sonra siipernatant, indikatdr bakteriyi igeren petri
yiizeyine uygulanmistir. Her iki uygulamada da herhangi bir islemden gegcirilmemis
(notralize edilmemis ve proteinaz K uygulanmamis) siipernatant drnekleri kontrol grubu
olarak degerlendirilmistir. Kontrol gruplarina gore inhibisyon zonlarinda meydana
gelecek olasi degisimler (inhibisyon zonunda azalma ya da zonun tamamen kaybolmasi)

degerlendirilmistir.

Katalaz testi ise petri ylizeylerinde gelisen koloniler {izerine dogrudan %8’lik H,0O;
cozeltisinin damlatilmasiyla degerlendirilmistir. Agiga ¢ikan O, molekiillerine (gozle
gorlliir hava kabarciklar1) gore test edilen kiiltlirler katalaz enzimi {ireticisi olarak
degerlendirilmistir. Bdylelikle katalaz enzimi iireten bakterinin kiltiir ortamindaki
antimikrobiyal etkinligi bilinen H2O;’i inhibe ettigi ve etkinligin bu molekiilden

kaynaklanmadigina kanaat getirilmistir.

Boylelikle her {i¢ uygulama neticesinde antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi daha once
saptanmig kiiltiir siipernatantlarinin etkinliklerinin peptid tabanli (bakteriyosin) oldugu
dolayli yoldan kanitlanmigtir. Calisma sonunda bu oOzelligi gosteren ve genis
spektrumda aktivite gosteren bir Geobacillus {iyesi segilerek c¢alismalara devam

edilmistir.
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3.2.3 Bakteriyosin aktivite iinitesinin belirlenmesi

Iyi bir bakteriyosin {ireticisi oldugu saptanan Geobacillus sp. C304 susu tarafindan
iiretilen bakteriyosinin aktivite tiinitesi ilgili c¢alisma kapsaminda hesaplanmistir.
Aktivite tnitesi (AU/mL) Biswas vd (1991) tarafindan kullanilan ve temeli ham
bakteriyosinin steril distile suyla 1:10-1:250 araliginda seyreltmelere tabi tutuldugu
yontemle hesaplanmistir. Seri seyreltme isleminin ardindan her bir seyreltme faktorii
daha 6nceden yar1 kat1 besiyerinin kullanimi1 neticesinde indikatdr susun ekilmis oldugu
kat1 ylizeye nokta ekim yontemiyle ekilmistir. Uygun kosullarda inkiibasyonun ardindan
sonuglar seyreltme faktorlerinde zon olusumunun varligma/yokluguna gore
degerlendirilmistir. Aktivite linitesi ise inkiibasyonun ardindan 2 mm veya daha fazla
bliylime inhibisyon zonu veren en yliksek seyreltme degerinin 200’le c¢arpilmasi
sonucunda hesaplanmistir [AU/mL=seyreltme faktérii x (1000 pL/5 pL)] (Yang vd
1992).

3.2.4 bakteriyosin iiretiminin optimizasyonu

3.2.4.1 Bakteriyosin iiretimi icin uygun inkiibasyon zamaninin belirlenmesi

Bu caligmada azami aktivitede bakteriyosin iiretiminin belirlenebilmesi igin ideal
inkiibasyon zamani belirlenmistir. Bu amacgla 100 mL TSB besiyerine bakteriyosin
tireticisi bakterinin kiiltlirtinden %1 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Farkli inkiibasyon
stirelerinde 55°C’de dorder saat araliklarla kiiltiirlerden 6rnekler alinmistir. Eg zamanl
olarak gelisen kiiltliriin bulundugu her bir besiyerinin pH’s1 6l¢iiliip, bakteriyel gelisim
600 nm’de gergeklestirilen okumalardan elde edilen optik yogunlukla belirlenmis ve
ham (crude) bakteriyosin ekstrakti daha oOnce izah edildigi sekliyle elde edilerek
indikatér susa kars1 aktivite T{nitesi tespit edilmistir. Boylelikle ¢alisilan susun
maksimum aktivitede bakteriyosin {irettigi uygun inkiibasyon zaman aralif

belirlenmistir (Yang ve Ray 1994).
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3.2.4.2 Bakteriyosin iiretimi icin uygun inkiibasyon sicakhiginin belirlenmesi

flgili calismada bakteriyosin iireticisi Geobacillus iiyesinin 100 mL’lik TSB sivi
besiyerine %1 oraninda inokiile edilmis ve kiiltiirler 50 °C, 52 °C, 55 °C, 60 °C ve 65
°C’lik farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Bir 6nceki ¢alismada maksimum
aktivitenin elde edildigi ideal inkiibasyon siiresi esas alinarak inkiibasyon sonunda,
farkli sicakliklarda inkiibe edilen besiyerlerinin son pH’st ve 600 nm’de yogunlugu
Olclilmiistiir, hazirlanacak ham bakteriyosin ekstraktinin ise aktivite iinitesi uygun bir
indikator susa karst belirlenmistir. AU/mL degerlerinin yiiksek oldugu sicaklik

bakteriyosin tiretimi ve aktivitesi i¢in optimum sicaklik olarak secilmistir.

3.2.4.3 Bakteriyosin iiretimi icin uygun pH degerinin belirlenmesi

Bakteriyosin iireticisi Geobacillus tiyesi pH degerleri (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 6.8, 7.0, 7.5,
8.0, 9.0, 9.5) ayarlanmis TSB besiyerlerine %1 oraninda inokiile edilmis ve bir 6nceki
asamada belirlenecek uygun sicaklikta ve inkiibasyon siiresince inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, farkli pH’lardaki besiyerlerinin son pH’s1 ve 600
nm’de optik yogunlugu, elde edilen ham bakteriyosin ekstraktinin ise aktivite iinitesi

indikator susa karsi daha once belirtildigi sekliyle belirlenmistir (Nel vd 2001).

3.25 Agar difiizyon yontemi ile bakteriyosin iceren Kiiltiir siipernatantinin
antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi

llgili yontem dahilinde bakteriyosin igeren kiiltiir siipernatanti genis dizgede Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakteriyal tiirler iizerinde antimikrobiyal etkinligi itibariyle
degerlendirilmistir. Calisma ayrica bir adet dkaryotik 6rnek degerlendirilmistir. Calisma
kapsaminda antimikrobiyal taramaya tabi tutulan mikrobiyal tiirler Cizelge 3.17°de
verilmistir. Suslar Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji

Arastirma Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.
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Cizelge 3.17 Antimikrobiyal etkinlik degerlendirmesine tabi tutulan mikrobiyal suslar

Sus kodu ve ada
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecium 23
Enterococcus faecalis ATCC 25912
Bacillus subtilis DSM 1971
Listeria monocytogenes NCTC 5348
S. aureus MRSA ATCC 43300
Bacillus licheniformis DSM 13
Staphylococcus carnosus
Salmonella Enteritidis ATCC 13311
Salmonella Typhimurium DMC4
Escherichia coli ATCC 35150
Salmonella Infantis DMC12
Klebsiella pneumoniae ATCC 7006003
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Shigella sp.

Candida albicans

Cizelge 3.17°de listelenen suslarin -86 °C’de muhafaza edilen kiiltiir stoklar1 agilarak
TSA besiyerlerine ¢izgi ekim yontemi ile inokiile edilmistir. 37 °C’de 18 saatlik bir
inkiibasyonu miiteakip aktiflestirilen kiiltiirler tekrar kullanilarak ikinci kez pasajlama
islemine gecilmistir. Ikinci kiiltiirasyon yine aym kosullarda gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda ¢izgi ekimle tek diisiiriilen koloniler, her bir sus igin, toplanarak
serum fizyolojik (%0.9 NaCl) igerisinde siispanse edilerek 0,5 McFarland standardina
gore ayarlanmistir (=1,0 x 108 KOB/mL). Hazirlanan kiiltiir siispansiyonlar1 yayma
ekim yontemiyle TSA agar plaklarinin {izerine inokiile edilmistir. Petriler aseptik
kosullarda kurutulduktan sonra agar yiizeylerinde kuyu agma aparati araciligiyla 9
mm’lik kuyular agilmistir (her bir sus i¢in iki parallel). Agilan kuyulara 50’ser pL
bakteriyosin igceren kiiltiir stipernatanti (Geobacillus sp. C304) transfer edilmistir.
Petriler 37 °C’de 18 saat siiresince inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon bitiminde

inhibisyon zon ¢aplar1 “mm” cinsinden dl¢iilerek kaydedilmistir.
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3.2.6 Bakteriyosin iceren kiiltiir siipernatantinin minimum inhibisyon diliisyon
degerinin ve antibiyofilm etkinliginin degerlendirilmesi

flgili ¢alisma kapsaminda Geobacillus sp. C304 susunun bakteriyosin igeren kiiltiir
stipernatantinin etkinligi iki adet duyarli termofilik sus (Geobacillus sp. A353, G. toebi
DSM 14590) ve iki mezofilik sus tizerinde (B. subtilis DSM 1971, B. licheniformis
DSM 13) degerlendirilmistir. S6z konusu suglar1 ideal inkiibasyon kosullarinda
gelistirildikten sonra (Geobacillus sp. A353 ve G. toebi DSM 14590 icin 55 °C’de,
sirastyla %1,0 ve %0,5 NaCl iceren TSB besiyerlerinde, ayn1 zamanda ideal biyofilm
iretim kosullari, 18 saat; B. subtilis DSM 1971 ve B. licheniformis DSM 13 37 °C’de,
%1,0 NaCl igeren besiyerlerinde, ayn1 zamanda ideal biyofilm tiretim kosullari, 18 saat)
yine 0,5 McFarland standardina gore daha Once belirtildigi sekliyle kiiltiir
stipernatantlart  hazirlanmistir.  Minimum  inhibisyon  diliisyon  degerlerinin
belirlenebilmesi adma 96-kuyulu mikrotitre plakalarindan (LP Italiana, italya) istifade
edilmistir. Mikrotitre plaka kuyularina oncelikle 140’ar pL steril TSB (Tryptic Soy
Broth, Merck, Almanya) besiyeri transfer edilmistir. Plaka diizeninde test edilen sus i¢in
ilk siituna 140’ar pL bakteriyosin igeren kiiltiir siipernatant:1 ilave edilerek ¢ok kanalli
pipet yardimiyla diliisyona baslanmistir (2-kat; 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32). Yalnizca
inokiiliim ve besiyeri ihtiva eden kuyulara pozitif kontrol, yalnizca besiyeri ihtiva eden
kuyular ise negative kontrol gruplar1 olarak tasarlanmistir. Dillisyon isleminden sonra
test kuyularina (etken iceren) ve pozitif kontrol kuyularina kiiltiir siispansiyonlarindan
10’ar pL transfer edilmistir. Plakalar 24 saat siiresince test edilen her bir sus i¢in uygun
inkiibasyon sicakliklarinda inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon bitiminde yine her
bir sus i¢in test ve pozitif kontrol kuyularindan 100’er pL alinmis ve serum fizyolojik
icersinde bir seri diliisyon yapilmistir (10-kat). Diliisyon faktorlerinden TSA
besiyerlerine damla plak yontemiyle inokiilasyon gerceklestirilmistir. Petriler aseptik
kosullarda kurutulduktan sonra yine her bir sus i¢in ideal inkiibasyon kosullarina
kaldirilmistir. inkiibasyon bitiminde sayima uygun diliisyon faktrlerinden koloni
sayimi gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol gruplarina gore koloni olusturan birimlerdeki
azalma (1-10"%)*100 formiiline gore hesaplanmistir (LR; kontrol grubuna gore
logaritmik azalma). Logaritmik degisimler arasindaki ortalama farklari Tek Yonli

Varyans Analizi ve Tukey Testi ile degerlendirilmistir.
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Ayni plakalar yukarida bahsi gecen islemlerden sonra biyofilm iiretim miktarlarindaki
muhtemel degisimleri tespit admma da kullanilmistir. Bu baglamda kristal viyole
baglanma yontemi esas almmustir (Stepanvic vd 2000). Plaka kuyulari aseptik
kosullarda bosaltildiktan sonra iki kez serum fizyolojik ile (%0,9 NaCl) ile planktonik
fazdaki hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in yikanmistir. Yikama isleminden sonra kurutulan
plaka kuyularina 140’ar pL %95’lik methanol ¢ozeltisi (Merck, Almanya) transfer
edilmis ve kuyulardaki biyofilm 6rnekleri fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra
kuyular bosaltilip kurutulmustur. Bu asamadan sonra kuyulara 140’ar pL %0,1’lik
kristal viyole cozeltisinden transfer edilmistir. Plakalar 30 dakika siiresince oda
kosullarinda inkiibe edilmistir. Boyama islemini miiteakip plakalar, akan musluk
suyunun altinda nazikc¢e yikanarak tutunmayan boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir.
Plakalar tekrar kurutulduktan sonra kuyu tabanlarinda ve ceperlerinde boya tutan
biyofilm ornekleri 140’ar pL etanol:aseton (70:30) cozeltisi ile 15 dakika muamele
edilmistir. Bu islem sonrasinda plakalar 595 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA
okuyucusunda okutulmustur. Etken iceren kuyulardaki olasi biyofilm {iretimindeki
azalmalar [(C-B)-(T-B)/C-B)]*100 formiiliine gore hesaplanmistir (C; pozitif kontrol
gruplarindan gelen absorbans degerleri, B; kor olarak tasarlanan kuyulardan gelen
absorbans degerleri, T; test gruplarindan gelen absorbans degerleri). Biyofilm

tiretimindeki ylizde azalma degerleri standart sapma () degerleri ile hesaplanmistir.

3.2.7 Cevresel parametrelerin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkileri

3.2.7.1 Sicakhi@in bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkisinin belirlenmesi

Bakteriyosin aktivitesi lizerine farkli sicakliklarin etkisi ham bakteriyosin ekstraktinin
kullanilmasiyla tanimlanmigtir. Notralize edilmis steril kiiltiir st sivist 80, 90 ve
100°C’de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121°C’de 15 dakika siireyle sicakliga tabi tutulmustur.
Kontrol olarak sicaklikla muamele edilmeyen nétralize edilmis kiiltiir Gist sivilar
kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite; duyarli indikatdr bakteriye karsi nokta ekim

yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Bhunia vd 1988).
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3.2.7.2 pH’nin bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkisinin belirlenmesi

Bakteriyosin  aktivitesi tizerine pH’nin etkisi ham bakteriyosin ekstraktinin
kullanilmasiyla tanimlanmistir. Daha once belirtildigi sekilde hazirlanan bakteriyosin
orneklerinin pH’s1, 1 M NaOH ve 1 M HCl ile pH 2-12 degerleri arasinda ayarlanmistir.
Numuneler, 24 saat 25°C’de inkiibe edilecektir. Inkiibasyon ardindan numunelerin pH
degeri pH 7 olacak sekilde noétralize edilmistir. pH uygulamalarinin bakteriyosin
aktivitesi iizerine etkisi pH’nin hi¢bir islemine tabi tutulmayan kiiltiir st sivisinin
inhibisyon etkinliginin, pH diizeyleri ayarlanan kiiltiir st sivilarinin inhibisyon
etkinlikleri ile karsilastirilmasi neticesinde duyarli indikatdr bakteriye karsi nokta ekim

yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Bhunia vd 1988).

3.2.7.3 Enzimatik uygulamalarin bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkilerinin
belirlenmesi

Uretilen bakteriyosinin protein dogasini agikliga kavusturmak adina nétralize edilmis
steril kiiltiir Gist stvilarina, son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde 50 mM
Tris (pH 8,0)-1,5 mM Kalsiyum asetat tamponunda hazirlanmis olan proteinaz K
(Sigma, Amerika), tripsin (Sigma, Amerika), a-amilaz (Sigma, ABD), Alkalen proteaz
(Sigma, ABD) ve lizozim (Sigma, ABD) enzimleri ilave edilmis ve 37 ‘C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 100 °C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile enzim
aktiviteleri sonlandirilmistir. Denemelerde kontrol olarak, enzim muamele edilmemis
kiiltiir tist sivilart kullanilmistir ve bakteriyosin aktiviteleri esas alinarak sonuclar
degerlendirilmistir (Bhunia vd 1988; Todorov ve Dicks 2005). Enzim uygulanan ve
uygulanmayan ham bakteriyosin ektsraktindaki antimikrobiyal aktivite; duyarli

indikatdr bakteriye karsi damlatma ekim yontemi kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.8 Native-Poliakriamid Jel Elektroforezi ile Bakteriyosin Varhgmmn
Kanitlanmasi

Laemmli (1970)’e gore yapilan N-PAGE’de %4’liik yigma jeli ve %10’luk ayirma jeli
kullanilmistir. Belirlenen optimum kosullarda inkiibe edilerek hazirlanan Geobacillus

sp. C304 siipernatanti, inkiibasyon sonrasinda filtre edilerek 1 X 6rnek tamponu ile 1:1
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oraninda karistirilmis ve preparatif olarak hazirlanan N-PAGE’in her bir kuyucuguna
10’ar pL olacak sekilde yiiklenmistir. Daha sonra sirasiyla yigma ve ayirma jelinde 25
ve 30 mA’de +4 °C’de elektroforez islemi yapilmistir. Elektroforez islemi bitiminde
jelin yaris1 TSA besiyeri lizerine yerlestirilmis, diger yaris1 da Coomassie Brillant Blue
boya ¢ozeltisi ile boyanma soliisyonuna alimmistir. Coomassie ile boyanan jel kismi
ardindan boya giderme soliisyonunda 10 dakika tutulduktan sonra, %7’lik asetil asit
igerisine alinarak goriintiilenmistir. C304 siipernatantinin antimikrobiyal etkinligini
gbzlemleyebilmek adina, besiyeri lizerine yerlestirilen iki farkli N-PAGE jelinin tizerine
%0,7’lik agar iceren TSA soft besiyerine 0,1 ve 0,5 McFarland bulaniklikta olacak
sekilde agilanmis G. toebii DSM 14590 indikator sus kiiltlirii yayilmistir. 55 °C’de 18-
24 saat inkiibasyon sonrasinda, jel iizerinde olusan inhibisyon zonunun varlig

gbzlemlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1 Geobacillus Uyelerinin Hiicrelerinin ve Hiicresiz Kiiltiir Siipernatantlarmin
Antimikrobiyal Etkinliklerinin Belirlenmesi

Bu deneyle beraber siipernatant1 ¢ok sayida bakteri tizerine etki gosteren sus test susu
olarak sonraki c¢alismalari siirdirmek adma secilmistir. Bu baglamda genel

antimikrobiyal tarama sonuglari ele alindiginda Geobacillus sp. C304 izolat1 sonraki

deneyler i¢in tercih edilmistir. Her bakteri ¢apraz bir sekilde diger Geobacillus suslari
ile karsilastirilarak antimikrobiyal tarama yapilmistir. Her bir bakterinin hem hiicreleri
hem de kiiltiir siipernatantlar1 potansiyel antimikrobiyal i¢erik hem de bakterinin bizzat
kendisi indikator olarak dikkate alinmistir. Her bir {iyenin petrileri hazirlandiktan sonra
petriler esit alanlara taksim edildikten sonra hazirlanan hiicre silispansiyonlar1 ve
siipernatantlart 10’ar pL hacimde petri yiizeylerine uygulanmustir. Inhibisyon zon
olusumu esas alinarak antimikrobiyal etkinlik degerlendirilmis ve Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Cizelge 4.1°de tez galismasina dahil edilen tiim Geobacillus sus ve

izolatlar birbirlerine kars1 test edilmis ve sonuglar ¢izelge halinde 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1 Geobacillus suslarmin kiltiir slipernatantlarinin - ve hiicrelerinin
antimikrobiyal etkinliklerinin test edilmesi

Indikator bakteri Siipernatant1 etki gosteren izolatlar/suslar Hiicresi etki gosteren izolatlar/suslar

Geobacillus sp. C304, G. thermodentrificans spp.
calidus F84a, G.themodentrificans spp. calidus
F84b , G. thermodentrificans DSM 463, G. toebii
DSM 5366

Geobacillus sp. C304, G.
G. stearothermophilus A113 thermoglucosidans-DSM 2542, G.
themodentrificans DSM 463

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.
C304, G. toebii E134, G. thermodentrificans spp.
calidus F84a, G.thermodentrificans spp. calidus
G. thermodentrificans A333 | Geobacillus sp.C304, G. toebii DSM 14590 F84b, G. thermoglucosidans DSM 2542, G.
thermodentrificans D195, G. thermoleouorans

DSM5366, G. kasustophilus DSM5366, G.

vulcanii DSM13174

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.
Geobacillus sp. A353 C304, G. thermoglucosidans DSM 2542, G.
toebii DSM 14590

Geobacillus sp. C304, G. thermoglucosidans
DSM 2542, G. toebii DSM 14590

G. thermodentrificans A333, Geobacillus sp.
A353, Geobacillus sp. D413, G. toebii E134, G.
thermodentrificans spp. calidus F84b ,
G.stearothermophilus ATCC 12980, G.

Geobacillus sp. C304 Sonug elde edilemistir. stearothermophilus DSM 2542, G.
thermoglucosidans DSM 2542,
G.themodentrificans DSM 463, G.
thermodentrificans D195 , G. toebii DSM 14590,
G. vulcanii DSM 13174
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Cizelge 4.1

Geobacillus

suslarinin ~ kiiltiir

siipernatantlarinin  ve  hiicrelerinin

antimikrobiyal etkinliklerinin test edilmesi (devam)

Geobacillus sp. D413

Geobacillus sp. C304, G. thermoglucosidans
DSM 2542, G. themodentrificans DSM 463,
G. toebii-DSM 14590

Geobacillus sp. C304, G. toebii E134, G.
thermodentrificans spp. calidus F84a, G.
stearothermophilus ATCC 12980, G.
stearothermophilus DSM 5934, G.
thermoglucosidans DSM 2542, G.
thermoglucosidans B84a, G. toebii DSM
14590

G. toebii E134

Sonug elde edilemistir

Geobacillus sp.-(izolat)-C304, G.
thermoglucosidans-DSM 2542

Geobacillus sp. E173b

Sonug elde edilemistir

Sonug elde edilemistir.

G. thermodentrificans spp.
calidus F84a

Sonug elde edilemistir

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.

C304, G. toebii E134, G. stearothermophilus

DSM 5934, G. thermoglucosidans DSM 2542

G. thermoglucosidans B84b, G. toebii DSM
14590

G.
thermodentrificans spp. calidus
F84b

Geobacillus sp. A353, Geobacillus sp.
C304, G. thermodentrificans spp. calidus
F84a, G. thermoglucosidans DSM2542, G.
themodentrificans DSM463, G. toebii
DSM14590

Geobacillus sp. A353, Geobacillus sp. C304,
G. toebii E134, G. stearothermophilus ATCC
1298, G. stearothermophilus DSM5934, G.
thermoglucosidans DSM 2542, G.
thermoglucosidans B84a, G. toebii DSM
14590

G. stearothermophilus ATCC
12980

Geobacillus sp. C304, G. thermoglucosidans
DSM 2542, G. thermoglucosidans B84a, G.
kasustophilus DSM 7263

Geobacillus sp. C304, G. thermodentrificans
spp. calidus F84a, G. thermoglucosidans DSM
2542, G. thermoglucosidans B84a, G. toebii
DSM14590

G. stearothermophilus DSM
5934

Geobacillus sp. C304, G. thermoglucosidans
DSM 2542

Geobacillus sp. C304, G. themodentrificans
DSM 463, G. toebii DSM 14590

G. thermoglucosidans DSM
2542

Geobacillus sp. C304, G.
stearothermophilus DSM 5934, G. toebii
14590, G. vulcanii DSM 13174

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.
C304

G. themodentrificans DSM 463

Geobacillus sp. D413, G.
thermoglucosidans DSM 2542

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.
C304, G. toebii E134, G. thermodentrificans
spp. calidus F84a, G. thermodentrificans spp.
calidus F84h, G. stearothermophilus ATCC
12980, G. stearothermophilus DSM 5934, G.
thermoglucosidans DSM 2542, G.
thermoglucosidans B84a, G.
thermodentrificans D195, G. toebii DSM
14590

G. thermoglucosidans B84a

Geobacillus sp. C304, G. toebii DSM
14590, G. vulcanii DSM 13174

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.
C304, Geobacillus sp. D413

G. thermodentrificans D195

Geobacillus sp. C304

G. stearothermophilus A113, Geobacillus sp.
C304, G. thermoglucosidans DSM 2542, G.
toebii DSM 14590

G. toebii DSM 14590

G. stearothermophilus A113, Geobacillus
sp. C304, G. thermoglucosidans B84a

G. stearothermophilus A113, G.
thermodentrificans A333, Geobacillus sp.
C304, G. toebii E134

G. thermoleouorans DSM
5366

Geobacillus sp. C304, G. thermoglucosidans
B84a, G. toebii DSM 14590

Geobacillus sp. C304, G. thermodentrificans
spp. calidus F84b, G. stearothermophilus DSM
5934, G. thermoglucosidans DSM 2542, G.
thermoglucosidans B84a, G. toebii DSM
14590

G. kaustophilus DSM 7263

Geobacillus sp. C304, G.
stearothermophilus ATCC 12980, G.
stearothermophilus DSM 5934, G.
thermoglucosidans DSM 2542, G.
themodentrificans DSM 463, G.
thermoglucosidans B84a, G. toebii DSM
14590, G. thermoleouorans DSM 5366

Geobacillus sp. C304, G. stearothermophilus
DSM 5934, G. thermoglucosidans DSM 2542,
G. toebii DSM 14590

G. vulcanii DSM 13174

Geobacillus sp. C304, G.
thermoglucosidans-DSM 2542, G. toebii
DSM 14590

Geobacillus sp. C304, G. stearothermophilus
DSM 5934, G. thermoglucosidans DSM 2542,
G. toebii DSM 14590
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Cizelge 4.1°den de anlasilacag: iizere Ozellikle kiiltiir siipernatantlarinin Geobacillus

suglar1 iizerindeki antimikrobiyal etkinligine bakildiginda Geobacillus C304 izolatinin

hemen hemen tiim Geobacillus suslar1 tizerinde antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
anlasilmaktadir. Bu gerekgeyle s6z konusu sus 6n tarama sonuglar1 da dikkate alinarak

sonraki ¢caligmalarin yiiriitiilmesi adina tercih edilmistir.

4.2 Hiicresiz Kiiltiir Siipernatantlarimin Antimikrobiyal Etkinliklerinin Peptid
Tabanh (Bakteriyosin) Olup Olmadiginin Arastirilmasi

Bu calismanin sonucunda secilen test susunun kiiltiir siipernatanti igerigindeki
antimikrobiyal etkenin peptid tabanli bir ajan oldugu dolayli yoldan kanitlanmistir.
Notralize edilen ve edilmeyen siipernatant Orneklerinin antimikrobiyal etkinlikleri
arasinda anlamli bir fark goriilmezken proteinaz K enzim uygulamasi yapilan
slipernatantta etkinlik kayb1 gézlemlenmistir (Cizelge 4.2). Test susu igin ayrica katalaz
aktivitesi de pozitiftir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2 Kiiltiir siipernatantlarinin antimikrobiyal etkinliklerinin peptid tabanli
(bakteriyosin) olup olmadiklarinin arastiriimasi

Yalnizca notralize

Enzim uygulamasi yapilan ., . o tantt Kontrol
indikator Test ve notralize edilmis ¢ l(ll ml(srsluperna anl an grubu zon
bakteri bakterisi siipernatanttan elde edilen elde edrien zon caplar caplari
zon ¢aplar1 (mm) (mm) (mm)**
Geobacillus sp.  Geobacillus x 9 9
A353 sp. C304
G. toebii Geobacillus i 15 14
DSM14590 sp. C304
G. kaustophilus  Geobacillus i 3 4
DSM13174 sp. C304
*Inhibisyon zonunun gériilmedigi anlamina gelmektedir.
** Kontrol:

Cizelge 4.3 H,0O, Uygulamasi ve katalaz enzimi aktivitesinin tespit edilmesi

H,0, Uygulamasi Sus Katalaz aktivitesi
G. stearothermophilus A113 Negatif
Geobacillus sp. C304 Pozitif
G. thermoglucosidans DSM2542 Pozitif
G. themodentrificans DSM463 Pozitif
G. thermoglucosidans B84a Pozitif
G. toebii DSM14590 Negatif
G. vulcanii DSM13174 Negatif
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Cizelge 4.3’ten de goriilecegi tizere Geobacillus C304 izolatinin katalaz enzim aktivitesi
bulunmaktdir. Bu sonuca gore kiiltiir siipernatanti igerisinde H»O,’den kaynakl

muhtemel bir antimikorabiyal etkinlik s6z konusu degildir.

4.3 Bakteriyosin Aktivite Unitesinin Belirlenmesi

Geobacillus sp. C304 izolatinin siipernatantinin aktivite {nitesinin belirlenmesi
amaciyla farkli oranlarda dilie edilen siipernatant damlatma yontemiyle 10’ar uL
hacimde olacak sekilde indikator bakteriler {izerine uygulanmis ve sonuglar asagida

verilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Bakteriyosin aktivite tinitesi sonuglarinin indikator suslar tizerindeki etkileri

Diliisyon Geobacillus sp. A353 G. toebii DSM 14590
Faktorii Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)  Inhibisyon zon capi (mm)
1 24,50 22,00
) 18,00 13,25
Ya 15,50 10,50
1/8 13,50 4,50
1/16 7,50 -
1/32 -* -
1/64 - -

*[nhibisyon zonunun goriilmedigi anlamia gelmektedir

Cizelge 4.4’te inhibisyon zon caplar1 esas aliarak Geobacillus C304 izolatinin

bakteriyosinin aktivite Uniteleri degerlendirmeye tabi tutulan indikator suslar igin
hesaplanacak olursa, Geobacillus sp. A353 izolat1 i¢gin 3200 AU, G. toebi DSM 14590
icinse 1600 AU olarak tespit edilmistir.

4.4 Cevresel Parametrelerin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkileri

4.4.1 Bakteriyosin iiretimi icin uygun inkiibasyon zamaninin belirlenmesi

Geobacillus sp. C304 izolatinin siipernatantinin ideal antimikrobiyal etkinlik gosterdigi

inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla farkli saat araliklarinda inkiibe edilen
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kiiltiirlerden elde edilen silipernatantlar damlatma yontemiyle 10’ar pL. hacimde

indikator suslar tizerine uygulanmistir ve sonuglari asagida verilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Bakteriyosin iiretimi Ve aktivitesi icin uygun inkiibasyon zamaninin

belirlenmesi
ver i e Inhibisyon zon | Inhibisyon zon
Ornekleme (Ic;cl)ltlit K fall;l:]sci)tg) Kiiltiir pH’s1 ¢ap- gap!- G. toebii
saati degeri Geobacillus sp. | —-DSM 14590
A353 (mm) (mm)
0 0,011 7,32 -*E -
4 0,082 7,22 - -
8 0,369 6,89 11,4 -
12 0,928 6,20 25,5 22
16 0,682 6,43 26,8 24
20 0,789 6,83 36 23,8
24 0,757 7,22 22,9 23
30 0,721 7,55 28 23,8
36 0,438 7,86 28 24,6
48 0,501 8,10 25,5 21,8
60 0,623 8,19 26 22,4
72 0,696 8,26 27,5 21,8

Cizelge 4.5’e bakildiginda bakteriyosin aktivitesi i¢in ideal inkiibasyon siiresine
bakildiginda her iki indikator sus i¢in i¢in de azami antimikrobiyal aktivite 20. saatin
sonunda elde edilen ham bakteriyosinde goriilmiistiir. Bu agamadan sonra bakteriyosin

iceren kiiltiir siipernatantinin eldesi i¢in kiiltiirler 20 saat siiresince inkiibe edilmistir.

4.4.2 Bakteriyosin iiretimi i¢in uygun inkiibasyon sicakhigimin belirlenmesi

Geobacillus sp. C304 izolatinin siipernatantinin ideal antimikrobiyal etkinlik gosterdigi

inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi amaciyla farkli sicakliklarda gelistirilen
kiiltiirlerden elde edilen silipernatantlar damlatma yontemiyle 10’ar pL hacimde

uygulanmistir ve sonuglari asagida verilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Bakteriyosin iiretimi i¢in uygun inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi

50 °C 55°C 60 °C 65 °C
19 23 29 17,4

Geobacillus sp. A353
Inhibisyon zon cap1 (mm)
G. toebii DSM 14590
Inhibisyon zon cap1 (mm)

14,9 21 21,7 13

Her iki indikator sus icin de elde edilen en yiiksek antimikrobiyal aktivite 60 °C’lik
inkiibasyon sicakliginda elde edilen ham bakteriyosinde saptanmistir. Bu asamadan

sonrasinda ideal inkiibasyon sicaklig1 olarak 60 °C olarak belirlenmistir.

4.4.3 Bakteriyosin iiretimi icin uygun pH degerinin belirlenmesi

Geobacillus sp. C304 izolatinin siipernatantinin ideal antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
besiyeri pH’sinin belirlenmesi amaciyla farkli pH’larda inkiibe edilen kiiltiirlerden elde
edilen siipernatantlar nétralize edildikten sonra damlatma yontemiyle 10’ar pL hacimde

uygulanmistir ve sonuglar1 asagida verilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Bakteriyosin iiretimi i¢in uygun pH degerinin belirlenmesi

pH Geobacillus sp. A353 G. toebii DSM 14590
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm) Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
5,50 -* - - - - - - -
6,00 - - - - - - - -
6,50 - - - - - - - -
7,00 11,5 12 11 11 12,5 9,5 13 14
7,22 23 24 25 24 21,5 21,5 21,5 20
7,50 26 26 25 25,5 22,5 20,5 21 22
8,00 31 30 29,5 29 21 21,5 20 20
8,50 20 21 19 19 12,5 13 14 13
9,50 15 15 15 15 9 10 10 9

*Inhibisyon zon ¢ap1 gdzlenmemistir.

Cizelge 4.7°de goriilecegi lizere alkali pH degerlerinin bakteriyosin iiretimini tesvik
ettigi gorilmektedir. Her iki indikator susun inhibisyonuna bakarak bundan sonraki

asamalarda besiyerinin pH’s1 8,0’e ayarlanmistir.
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4.4 Agar Difiizyon Yontemi ile Uretimi Optimize Edilen Bakteriyosinin Patojen
Bakteriler Uzerinde Antimikrobiyal Etkinliginin Test Edilmesi

Agar difiizyon yontemi itibariyle elde edilen inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.8’de

verilmisgtir.

Cizelge 4.8 Agar difiizyon antimikrobiyal etkinlik testi ile belirlenen inhibisyon zon
caplari

Sus kodu ve ad1 Inhibisyon zon ¢api

S. aureus ATCC 25923 -*
E. faecium 23 -

E. faecalis ATCC 25912 -

B. subtilis DSM 1971 13 mm
L. monocytogenes NCTC 5348 -
MRSA ATCC 43300 -

B. licheniformis DSM 13 12 mm
S. carnosus -

S. Enteritidis ATCC 13311 -

S. Typhimurium DMC4 -

E. coli ATCC 35150 -

S. Infantis DMC12 -

K. pneumoniae ATCC 7006003 -

E. coli ATCC 25922 -

P. aeruginosa ATCC 27853 -
Shigella sp. -

C. albicans -

-; inhibisyon zonu saptanmamustir.

Sonuglardan da anlasilacag: {izere soz konusu bakteriyosinin etki spektrumunun dar
oldugu goriilmektedir. Antmikrobiyal etkinlik yalnizca test paneline dahil edilen B.

licheniformis ve B. subtilis gibi yakin akraba tiirler izerinde gozlenmistir.

4.5 Bakteriyosin Iceren Kiiltiir Siipernatantimn Minimum Inhibisyon Diliisyon
Degerinin ve Antibiyofilm Etkinliginin Degerlendirilmesi

Minimum inhibisyon dillisyon konsantrasyonlarindan elde edilen logaritmik sayim ve
logartitmik yiizde azalma sonuclar1 Sekil 4.1°de verilmistir. Minimum Inhibisyon

diliisyon degerleri bakteriyosine duyarli olan iki Bacillus, iki Geobacillus sus ve
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izolatlarina kars1 degerlendirilmistir. Logaritmik yiizde azalma sonuglar1 pozitif kontrol

gruplaria gore koloni olusturan birim sayilarindaki degisimi yansitmaktadir.

ok
p < 0.0001

p < 0.0001 = 172
| @ = 1/4
g 2 < 00001
o I P—’| 1/8
£ s 2 = 1/16
~ - H -
= “H =
E == £ E 1/32
aa] ] -
g E E3 Kontrol
=) H
0 =
2
Logaritmik yiizde azalma log(KOB/mL.)
Diliisyon faktorii
12 1/4 1/8 1/16 1/32
B. subtilis 98.57+0.67 97.28+1.55 83.33+3.37 82.37+2.02 72.85+2.02
B. licheniformis 99.97+0.00 9959003 94.63£1.52 9184668 76.37+3.04
Geobacillus sp. A453 100 100 100 100 99 85+0.19
G. toebi DSM 14590 100 100 100 100 99.96+0.00

Sekil 4.1 Minimum inhibisyon diliisyon konsantrasyonlarindan elde edilen logaritmik
sayim ve logartitmik ylizde azalma sonuglari

Bakteriyosin iceren siipernatantin termofilik tiirler iizerinde son derece etkili oldugu
goriiliirken mezofilik tiirler dahilinde minimum bakterisidal konsantrasyona yalnizca B.
Licheniformis tiirtinde ulagilmistir (%99,97). Bakteriyosin iceren siipernatantin ilgili
dort tlir iizerindeki antibyiofilm etkinligi ve biyofilm iiretimindeki yilizde azalmalar
Sekil 4.2°de verilmistir. En yiiksek antibiyofilm etkinligi Geobacillus sp. A453 izolati
ve G. Toebi DSM 14590 referans susu tizerinde goriilmiistiir.
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B. licheniformis DSM 13

B. subtilis DSM 1971

a) b)
— 1.07 = 1.09
z E
& 08 3 0.8
- = l,‘) - =
2
= 0.6 = 0.6
= E
2 04- £ 04-
£ £
= 0.2+ = 0.2+
S =)
2 2
% 0.0 T T T T 1 A 0.0 1T T T T T
> O & X AN
{x('@ \\n;\/ \\\ RSN\ ,\\'\/ ’é’(&o \\,-,;L \\'\b \}‘30 \\b& \\%
Q @
Diliisyon faktori Diliisyon faktorii
Geobacillus sp. A353 G. toebi DSM 14590
©) d)
,é\ 1.0- = 2.0
= c
v v
2 0.8 A
PN A 1.5+
: :
= 0.6 =
£ £ 1.0
D i )5
504 =
£ £ 0.5+
= 0.2 =
= =
0.0 T T T | N R R % 0.0-
AN
RN N GING RSN EN N
S NN SN
&S 3
Diliisyon faktort Diluisyon faktort
Biyofilm iiretimi % azalma
Diliisyon faktorii
12 1/4 1/8 1/16 1/32
B. licheniformis 64.67513.10 60.09£1921 52.56+13.70 483711529 27.25+7.75
B. subtilis 80424252 71.03+12.83 58.73+1174 5291+  41.01+1995
Geobacillus sp. A453 100 100 100 7557243 65.305.55
G. 10ebi DSM 14590 100 100 100 100 93.04+3.09

Sekil 4.2 Antibiyofilm etkinligi a) B. Licheniformis DSM 13 b) B. Subtilis DSM 1971
c¢) Geobacillus sp. A353 d) G. Toebi DSM 14590
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4.6 Cevresel Parametrelerin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkileri

4.6.1 Sicakhigin bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkisinin belirlenmesi

Ideal inkiibasyon kosullarindan elde edilen siipernatantlar farkli sicakliklara farkli
siirelerde maruz 44irakildiktan sonra etkinlikleri yine indikator bakteriler {izerinde
stnanmis ve sonuglar Cizelge 4.9°da verilmistir. ilgili bulgular bakteriyosin igeriginin
yiksek sicakliklarda dahi aktivitesini yitirmedigini gostermektedir. Yiiksek
sicakliklarda ve farkli temas siirelerinde bakteriyosin aktivitesinde anlamli bir degisim

gbzlenmemistir.

Cizelge 4.9 Sicakligin bakteriyosin aktivitesi lizerine olan etkisinin belirlenmesi

Geobacillus sp. A353 icin  G. toebii DSM 14590 icin
inhibisyon zon ¢ap1 (mm) inhibisyon zon ¢cap1 (mm)

Sicaklik °C 80 90 100 80 90 100

5dk 31,0 30,1 30,5 30,5 30,5 30,4
10dk 31,8 30,6 29,1 30,5 30,5 30,2
15dk 30,0 30,3 30,3 30,2 30,2 30,2
20dk 29,6 28,9 29,8 29,4 29,4 29,4

Siire

4.6.2 pH’nin bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkisinin belirlenmesi

Geobacillus sp. C304 izolatinin siipernatanti farkli pH’lara maruz birakildiktan sonra
indikator suslar iizerine uygulanmistir ve sonuglari inhibisyon zon ¢ap1 olarak Cizelge
4.10°da verilmistir. Sonuglardan da goriilecegi lizere test edilen bakteriyosin ¢ok genis

bir pH skalasinda ve ekstrem pH degerlerinde dahi aktivitesini yitirmemektedir.
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Cizelge 4.10 pH’nin bakteriyosin aktivitesi lizerine olan etkisinin belirlenmesi

Geobacillus sp. A353 i¢in G. toebii DSM 14590 icin
inhibisyon zon cap1 (mm) inhibisyon zon cap1 (mm)
Kontrol 27,4 28,8
pH
2 20,1 14,4
3 21,1 14,8
4 24,6 24,8
5 25,1 22,6
55 - -
6 18,8 13
6,5 26 22,6
7 24,3 20,5
7,5 26,4 23
8 27,3 25,6
8,5 26,8 22,6
9 23,1 18,8
10 24,1 20
11 25,4 22,6
12 23,4 18

4.6.3 Enzimatik uygulamalarin bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkilerinin
belirlenmesi

Geobacillus sp. C304 izolatinin siipernatantinin ideal antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
kosullarda elde edilen siipernatantlar Cizelge 4.11°de belirtilen enzimelerle muamele
edilmis ve indikator suslar tizerinde test edilmistir (Cizelge 4.11). Antimikrobiyal
etkinlik gosteren igerik alkalen proteaz ve proteinaz K gibi proteolitik enzimlerle

muamele sonucunda etkinligini biitlinliyle yitirmektedir.

Cizelge 4.11 Enzimatik uygulamalarin bakteriyosin aktivitesi iizerine olan etkilerinin
belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinlik
Uygulanan enzim Geobacillus sp. A353 G. toebii DSM 14590

Negatif kontrol Yok Yok
a-amilaz Yok Yok
Alkalen proteaz Var Var
Lizozim Yok Yok
Proteiaz-K Var Var
Tripsin Yok Yok
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4.7 Native-poliakriamid jel elektroforez (N-PAGE) antimikrobiyal peptid
varhiginin gosterilmesi

Besiyeri {lizerine yerlestirilen N-PAGE’in iizerine yayilan ornegin antimikrobiyal
etkinligini gozlemleyebilmek igin, 0,1 McFarland (Sekil 4.3a) ve 0,5 McFarland (Sekil
4.3b) kiltiir yogunluguna getirilmis %0,7 agar icerikli soft besiyeri (TSA) icerisindeKi
G. Toebii DSM 14590’n in {izerinde antimikrobiyal etkinlik gdsterilmistir. Jellerin
Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisi ile boyanan kismi1 Sekil 4.4’te gosterilmistir.
C304 siipernatantinin, DSM 14590 referans susu iizerindeki antimikrobial etkinligi, jel
tizerinde goriilen inhibisyon zonuyla gézlemlenmistir. Ayrica, 6zellikle Sekil 4.3’teki
inhibisyon zonunun, Sekil 4.4’teki jelin alt fraksiyonunda Coomassie Brillant Blue

boyamasi ile goriiniir hale getirilen protein bantlarindan ileri geldigi gdzlemlenmistir.

Sekil 4.3 a) C304 siipernatant1 yiiklii N-PAGE’de 0.1 McFarland ve b) 0,5 olarak
asilanarak yayilmis DSM 14590 indikatdr susuna karsi olusan inhibisyon zonu
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> inhibisyon zonuna neden olan
diistik molekiiler agirhikli
protein fraksiyonlari

Sekil 4.4 N-PAGE’de C304 siipernatantinda saptanan protein bantlari
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada farkli sicak su kaynaklarindan izole edilen termofilik bakteriler ile
uluslaras1 koleksiyonlardan referans suslar kullanilmistir. Geobacillus sp. C304
izolatinin siipernatant1 tarama yaptigimiz bakterilerin 14’1 tizerine etki gostermistir. Bu
sebeple genel olarak bir bakteriyosin potansiyeli tasidigina kanaat getirilmis, bu
bakteriyosinin kismi tanimlamasi i¢in gerekli deneyler etrafinda ¢alisma sekillenmistir.
Katalaz aktivitesi ol¢timlerinde Geobacillus sp. C304 her ne kadar pozitif ¢iksa da
proteolitik enzimlerin kullanildigi denemelerde etkinlik tamamen kaybolurken diger
enzimlerde etkinlik kaybi olugsmadigindan katalaz testi sonuglar1 géz ardi edilmistir.
Bakteriyosin aktivite {initesi 6l¢imlerinde ise 1/16 diliisyon faktdriinden daha ¢ok diliie
edildiginde herhangi bir etkinlik gosterilememistir. Optimizasyon deneyleri sirasinda da
C304 izolatinin dogal ortamindaki stres kosullar1 ¢ergevesinde optimum antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi anlasilmistir. Cizelge 4.5.1’de de goriildiigii iizere bakteriyosin
iceren siipernatant B. licheniformis ve B. subtilis gibi yakin akraba tiirler {izerinde
antimikrobiyal etkinlik sergilmistir. Antibiyofilm etkinligi degerlendirildiginde ise
antimikrobiyal etkinlik ile paralel sonuglara ulagilmistir. Bakteriyosinin sicakliga
direnci ise 100°C’de 20dk’ya kadar degerlendirilmis ve anlamli bir etkinlik kaybi

goriilmemistir.

pH tolerans: incelenirken 6zellikle pH 5.5’te bir antimikrobiyal etkinlik goriilmemis
olmasi ilgi ¢ekicidir. Bu sebeple proteinin bu pH degerinde konformasyon degisimi
gosterdigi distiniiliirken endistiiriyel uygulamalar ¢er¢evesinde rolatif olarak kullanim

potansiyelini géstermistir.

Bakteriyosinin proteolitik enzim uygulamalarinda tamamen etkinligini Yyitirmesi ise
sindirim agisindan herhangi bir problem teskil etmedigini ve gida uygulamalarinda
kullanim potansiyelini gostermektedir. Yine de proteinin yikimindan ortaya ¢ikacak
olan daha kiiciik fragmantlarin sitotoksik etkinliginin gézden gecirilmesi gerektigi

distintilmiistiir.

48



Tezin deneyleri asamasinda oncelikle SDS-PAGE deney tasarimi yapilmis fakat SDS
proteinde yikima sebep oldugundan ve etkinlik gézlemlenemediginden sadece N-PAGE
yapilarak etkinlik gosterilmis ve Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisi ile boyanan
jelin icergindeki protein gosterilmistir. Bu sonug ile bakteriyosinin kuarterner yapisi

olmaksizin herhangi bir antimikrobiyal etkinligi olmadig1 anlagilmistir.

Koleksiyon suslariin ve izolatlarin akrabalik iliskileri incelendiginde Geobacillus sp.
C304’in etkinlik gosterdigi suslar ve izolatlar, akrabalik iliskileri ile korelasyon
igerisindedir (Cihan vd 2011). Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda kemotaksonomik
bakis acistyla da bu verilerin uyumlu oldugu disiiniilmiistiir. Bakteriyosinlerin

genellikle yakin akraba tiirlere kars1 etkinlik gosterigi gorilmiistiir.

Kismi olarak tanmimladigimiz bu bakteriyosine genis cergeveden bakildiginda
endistiiriyel kullanim anlanlar1 olabilecegi agik¢a goriilmektedir. Ama bakteriyosinlerin
etki spektrumunun kisitli olmasi ve genellikle yakin akraba tiirler lizerine etkili olmasi
elimizdeki olanaklar1 olduk¢a kisitlamaktadir. Geobacillus sp. C304’nin {irettigi
bakteriyosinin modifiye edilebilmesi veya modifiye halinin dogrudan bakteriden
sentezletilmesi gibi yollar i¢in yenilik¢i genetik miihendisligi yontemleri ile daha

radikal sonuclar elde edilebilecegi diistintilmiistiir.

Gida koruma yontemleri ¢ogunlukla tuzlara ve kimyasal maddelere dayanmaktadir. Bu
yontemlerin ise insan saglig1 lizerine negatif etkileri olabilmektedir. Dogal gida koruma
yontemlerinin ise herhangi bir negatif etkisi olmadigindan su anda bu arastirmaya konu

olan sicaklik ve pH tdleransi gosteren bakteriyosinler bir ihtiya¢ haline gelmektedir.

Gida endiistrisinde pastorizasyon sik¢a kullanilan bir yontemdir. Geobacillus sp.
C304’in Trettigi bakteriyosinin sicaklik toleransi akillara pastorizasyon islemi
sonrasinda sivi yumurta iiriinlerinde, bira ve sarapcilik endistiirisinde, meyve sularinda
ve pH toleransi sebebiyle tursularda ve sirkelerde kullanim potansiyelleri olabilcegini

getirmektedir.
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Ozellikle siit endiistrisinde termofilik basillerin gida kalitesini etkiledigi ve ciddi
ekonomik kayiplara sebep olabildigi bilinmektedir. Geobacillus sp. C304’iin {irettigi
bakteriyosinin  siit endiistrisindeki proseslerde kullanimi ekonomik kayiplari

azaltabilecek potansiyele sahiptir (Ceylan vd 2019) .

Calisma ¢ercevesinde denenen saflastirma yoOntemlerinden bir tanesi de Amonyum
stilfat coktiirmesi olmustur. Fakat cok yliksek konsantrasyonlara kadar ¢ikilmasina
karsin bir sonu¢ alinamamasi neticesinde Geobacillus sp. C304’in irettigi
bakteriyosinin saflastirmasi laboratuarimiz imkanlarinda gerceklestirilememistir. Kiitle

kromatografisi yontemiyle saflastirma i¢in ileri ¢calismalar tasarlanmistir.

Geobacillus sp. C304’iin irettigi bakteriyosinin saflastirmasi asamasindan sonra gida
koruma gibi alanlarin {izerine gidilebilecegi gibi farkli endistiirilerde farkli kullanim
potansiyelleri de ortaya ¢ikabilecektir. Ornegin de Mello vd 2013 ¢alismada
gosterdikleri gibi farkli komponoentlerle bir bakteriyosinin kombinatif olarak

denenmesi kaplama olarakda potansiyelleri oldugunu gostermektedir.

Bakteriyosinler, sperm hareketliligini etkileme yeteneklerinden dolayr potansiyel
spermisidal ajanlardir. Laktasin ve fermentisin HV6b, insan spermatozoasinin
hareketliliginin azalmasinda onemli bir etki gostermistir; bu bakteriyosinler yiiksek
konsantrasyonlarda, spermlere hasar vermektedir (Kumar vd 2012; Lopez vd 2016).
Geobacillus sp. C304’iin irettigi bakteriyosinin ilk etapta Laktasin gibi bir
bakteriyosinle kombinatif olarak ve neticede kendi basina denemeleri yapilarak
spermisit etkisi potansiyelleri degerlendirilebilir. Lactobacillus rhamnosus tarafindan
tiretilen laktosin 160 (peptid benzeri bir bakteriyosin), G. vaginalis, Bacteroides,
Peptostreptococcus, Mobiluncus spp. ve Prevotella bivia gibi vajinal enfeksiyonlarda
siklikla izole edilen patojenlere karsi inhibe edici etkiler sergilemektedir (Silkin vd

2008). Bu tip inhibisyon etkileri de yine potansiyeller ¢ergevesinde goriilmektedir.

Bakteriyosinlerin anti-kanser terapisindeki potansiyel kullanimi, timor hiicrelerinde

apoptozu veya sitotoksisiteyi indiikleyen DNA ve membran protein sentezini inhibe
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etmelerinden kaynaklanmaktadir (Joo vd 2012). Geobacillus sp. C304’in {irettigi
bakteriyosininde kullanim potansiyelleri bu baglamda potansiyel tasimaktadir.

Sonug olarak bu g¢alismada Geobacillus sp. C304’lin iirettigi bakteriyosinin protein
yapisinda oldugu gosterilmis termostabil bir antimikrobiyal peptid oldugu anlasilmustir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar g6z 6niinde bulunduruldugunda daha ileri ¢aligmalar ile
bu bakteriyosinin saflagtirmasi yapilmali, molekiiler yapis1 aydinlatilmali ve aldigimiz
sonuglara gore gida disindaki diger endistiirilerde kullanim potansiyelleri ilk olarak

literatiirdeki ornekleriyle karsilastirilmali sonrasinda deneysel olarak gosterilmelidir.

o1



KAYNAKLAR

Abdel-Mohsein, H. S., Sasaki, T., Tada, C., Nakai, Y. 2011. “Characterization and
partial purification of a bacteriocin-like substance produced by thermophilic
Bacillus licheniformis H1 isolated from cow manure compost”, Animal Science
Journal, 82, 340-51.

Abriouel, H., Franz, C. M., Omar, N. B., & Galvez, A. (2011). Diversity and
applications of Bacillus bacteriocins. FEMS microbiology reviews, 35(1), 201-
232.

Algburi, A., Comito, N., Kashtanov, D., Dicks, L. M., & Chikindas, M. L. (2017).
Control of biofilm formation: antibiotics and beyond. Appl. Environ.
Microbiol., 83(3), e02508-16.

Al-Mathkhury, H. J. F., Ali, A. S., & Ghafil, J. A. (2011). Antagonistic effect of
bacteriocin against urinary catheter associated Pseudomonas aeruginosa
biofilm. North American journal of medical sciences, 3(8), 367.

Bodaszewska-Lubas, M., Brzychczy-Wloch, M., Gosiewski, T., & Heczko, P. B.
(2012). Antibacterial Activity of Selected Standard Strains of Lactic Acid
Bacteria Producing Bacteriocins-Pilot Study. Advances in Hygiene &
Experimental Medicine/Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 66.

Brogden, K. A. (2005). Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria. Nature reviews microbiology, 3(3), 238.

Brogden, K. A., Ackermann, M., McCray Jr, P. B., & Tack, B. F. (2003). Antimicrobial
peptides in animals and their role in host defences. International journal of
antimicrobial agents, 22(5), 465-478.

Brogden, N. K., & Brogden, K. A. (2011). Will new generations of modified
antimicrobial peptides improve their potential as pharmaceuticals. International
journal of antimicrobial agents, 38(3), 217-225.

Bruins, M. E., Janssen, A. E., & Boom, R. M. (2001). Thermozymes and their
applications. Applied biochemistry and biotechnology, 90(2), 155.

Burgess, S. A., Brooks, J. D., Rakonjac, J., Walker, K. M., Flint, S. H. 2009. “The
formation of spores in biofilms of Anoxybacillus flavithermus”, Journal of
Applied Microbiology, 107, 1012-8.

Cebrian, R., Rodriguez-Ruano, S., Martinez-Bueno, M., Valdivia, E., Maqueda, M., &
Montalban-Lépez, M. (2014). Analysis of the promoters involved in enterocin
AS-48 expression. PloS one, 9(3), e90603.

Ceylan, A. A., Bagbiilbiil, G., Biyoloji Boliimii, A., Rekombinant, D. N. A., Merkezi, R.
P., & REDPROM, A. (2019). Geobacillus toebii HBB-218 Tarafindan Uretilen
Bakteriyosinin Konserve Gidalarda Bacillus coagulans ve Geobacillus
stearothermophilus’u Engellemek Amaciyla Uygulanmasi. Tiirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti Dergisi, 140.

52



Cherif, A., Chehimi, S., Limem, F., Hansen, B. M., Hendriksen, N. B., Daffonchio, D.,
& Boudabous, A. (2003). Detection and characterization of the novel bacteriocin
entomocin 9, and safety evaluation of its producer, Bacillus thuringiensis ssp.
entomocidus HD9. Journal of Applied Microbiology, 95(5), 990-1000.

Chopra, A. K., Mathur, D. K. 1984. “Isolation, screening and characterization of
thermophilic Bacillus species isolated from dairy products”, Journal of Applied
Bacteriology, 57, 263-71.

Cihan, A. C., Ozcan, B., Tekin, N., & Cokmus, C. (2011). Phylogenetic diversity of
isolates belonging to genera Geobacillus and Aeribacillus isolated from different
geothermal regions of Turkey. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 27(11), 2683-2696.

Cinque B, La Torre C, Melchiorre E , et al. Use of probiotics for dermal applications.
In: Liong MT , editor. Probiotics, biology, genetics and health aspects. Vol. 21,
Microbiology monographs. Berlin : Springer-Verlag; 2011. p. 221-241.

Cladera-Olivera, F., Caron, G. R., Brandelli, A. 2004. “Bacteriocin-like substance
production by Bacillus licheniformis strain P40”, Letters in Applied
Microbiology, 38, 251-6.

Cotter, P. D., Hill, C., Ross, R. P. 2005. “Bacterial lantibiotics: strategies t0 improve
therapeutic potential”, Current Protein and Peptide Science, 6, 61-75.

de Kwaadsteniet, M., Todorov, S. D., Knoetze, H., & Dicks, L. M. T. (2005).
Characterization of a 3944 Da bacteriocin, produced by Enterococcus mundtii
ST15, with activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria.
International Journal of Food Microbiology, 105(3), 433-444.

de Martinis, E. C. P., Alves, V. F., & Franco, B. D. G. D. M. (2002). Fundamentals and
perspectives for the use of bacteriocins produced by lactic acid bacteria in meat
products. Food Reviews International, 18(2-3), 191-208.

de Mello, M. B., da Silva Malheiros, P., Brandelli, A., da Silveira, N. P., Jantzen, M.
M., & da Motta, A. D. S. (2013). Characterization and antilisterial effect of
phosphatidylcholine  nanovesicles containing the antimicrobial peptide
pediocin. Probiotics and antimicrobial proteins, 5(1), 43-50.

de Souza Barbosa, M., Todorov, S. D., Ivanova, 1., Chobert, J. M., Haertlé, T., & de
Melo Franco, B. D. G. (2015). Improving safety of salami by application of
bacteriocins produced by an autochthonous Lactobacillus curvatus isolate. Food
Microbiology, 46, 254-262.

Fikes, J. D., Crabtree, B. L., Barridge, B. D. 1983. “Studies on the mode of action of a
bacteriocin produced by Bacillus stearothermophilus”, Canadian Journal of
Microbiology, 29, 1576-82.

Fitter, J., Herrmann, R., Dencher, N. A., Blume, A., & Hauss, T. (2001). Activity and
stability of a thermostable a-amylase compared to its mesophilic homologue:
mechanisms of thermal adaptation. Biochemistry, 40(35), 10723-10731.

Flint, S.H., Palmer, J., Bloemen, K., Brooks, J., Crawford, R. 2001. “The growth of
Bacillus stearothermophilus on stainless steel”, Journal of Applied Microbiology,
90, 151-7.

53



Garg, N., Tang, W., Goto, Y., Nair, S. K., van der Donk, W. A. 2012. “Lantibiotics
from Geobacillus thermodenitrificans”, Proceedings of the National Academy of
Sciences, 109, 5241-6.

Garneau, S., Martin, N. 1., Vederas, J. C. 2002. “Two-peptide bacteriocins produced by
lactic acid bacteria”, Biochimie, 84, 577-92.

Gouaux, E. (1997). The long and short of colicin action: the molecular basis for the
biological activity of channel-forming colicins. Structure, 5(3), 313-317.

Guder, A., Wiedemann, I, & Sahl, H. G. (2000). Posttranslationally modified
bacteriocins—the lantibiotics. Peptide Science, 55(1), 62-73.

Hammami, R., Zouhir, A., Hamida, J. B., & Fliss, I. (2007). BACTIBASE: a new web-
accessible database for bacteriocin characterization. Bmc Microbiology, 7(1), 89.

Hancock, R. E. (1997). The bacterial outer membrane as a drug barrier. Trends in
microbiology, 5(1), 37-42.

Ishijima, S. A., Hayama, K., Burton, J. P., Reid, G., Okada, M., Matsushita, Y., & Abe,
S. (2012). Effect of Streptococcus salivarius K12 on the in vitro growth of
Candida albicans and its protective effect in an oral candidiasis model. Applied
and environmental microbiology, 78(7), 2190-219

Izadpanah, A., & Gallo, R. L. (2005). Antimicrobial peptides. Journal of the American
Academy of Dermatology, 52(3), 381-390.

Jofré, A., Aymerich, T., Monfort, J. M., & Garriga, M. (2008). Application of
enterocins A and B, sakacin K and nisin to extend the safe shelf-life of
pressurized ready-to-eat meat products. European Food Research and
Technology, 228(1), 159.

Jones, E., Salin, V., & Williams, G. W. (2005). Nisin and the market for commercial
bacteriocins (No. 1406-2016-117331).

Joo, N. E., Ritchie, K., Kamarajan, P., Miao, D., & Kapila, Y. L. (2012). Nisin, an
apoptogenic bacteriocin and food preservative, attenuates HNSCC tumorigenesis
via CHAC 1. Cancer medicine, 1(3), 295-305.

Kang, B. S., Seo, J. G, Lee, G. S., Kim, J. H., Kim, S. Y., Han, Y. W., ... & Park, Y. M.
(2009). Antimicrobial activity of enterocins from Enterococcus faecalis SL-5
against Propionibacterium acnes, the causative agent in acne vulgaris, and its
therapeutic effect. The Journal of Microbiology, 47(1), 101-109.

Kaunietis, A., de Jong, A., Pranckuté, R., Buivydas, A., Kuipers, O. P. 2016. “Draft
genome sequences of two Geobacillus species strains, isolated from oil wells and
surface soil above oil pools”, Genome announcements, 4, 5.

Khalil, R., Djadouni, F., Elbahloul, Y., Omar, S. 2009a. “The influence of cultural and
physical conditions on the antimicrobial activity of bacteriocin produced by a

newly isolated Bacillus megaterium 22 strain”, African Journal of Food Science,
3, 011-022.

Khalil, R., Elbahloul, Y., Djadouni, F., Omar, S. 2009b. “Isolation and partial
characterization of a bacteriocin produced by a newly isolated Bacillus
megaterium 19 strain”, Pakistan Journal of Nutrition, 8, 242-50.

54



Klaenhammer, T. R. (1988). Bacteriocins of lactic acid bacteria. Biochimie, 70(3), 337-
349.

Kristjansson, M. M., & Asgeirsson, B. (2002). Properties of extremophilic enzymes and
their importance in food science and technology. Handbook of Food Enzymology,
77-100.

Kumar, B., Balgir, P. P., Kaur, B., Mittu, B., & Garg, N. (2012). Antimicrobial and
spermicidal activity of native and recombinant pediocin CP2: a comparative
evaluation. Archives of Clinical and Microbiology, 3(3), 2012.

Linde A., Ross C.R., Avis E.G., Di L., Blecha F., Melgarejo T., Journal of Veterinary
Internal Medicine, 22,247, 2008.

Lopez-Cuellar, M. D. R., Rodriguez-Hernandez, A. I., & Chavarria-Hernandez, N.
(2016). LAB bacteriocin applications in the last decade. Biotechnology &
Biotechnological Equipment, 30(6), 1039-1050.

Margaret A. Riley, Milind A. Chavan, Margaret A. Riley, Milind A. Chavan. Publisher:
Springer-Verlag Berlin Heidelberg, “Bacteriocins: Ecology and Evolution”. Year:
2007, ISBN: 978-3-540-36603-4,978-3-540-36604-1.

Martirani, L., Varcamonti, M., Naclerio, G., De Felice, M. 2002. “Purification and
partial characterization of bacillocin 490, a novel bacteriocin produced by a
thermophilic strain of Bacillus licheniformis”, Microbial cell factories, 1, 1.

Mathews, S., Panicker, S., Arunkumar, G., & Mathew, T. (2015). Detection of anti-
inflammatory activity of Lactobacilli producing bacteriocins. International Journal
of Current Microbiology and Applied Sciences, 4(3), 598-606.

Mauriello, G. D. L. E., De Luca, E., La Storia, A., Villani, F., & Ercolini, D. (2005).
Antimicrobial activity of a nisin-activated plastic film for food packaging. Letters
in applied microbiology, 41(6), 464-469.

Miller, P., Haveroen, M. E., Solichova, K., Merkl, R., McMullen, L. M., Mikova, K., &
Chumchalova, J. (2010). Shelf life extension of liquid whole eggs by heat and
bacteriocin treatment. Czech Journal of Food Sciences, 28(4), 280-289.

Novotny, J. F., Perry, J. J. 1992. “Characterization of bacteriocins from two strains of
Bacillus thermoleovorans, a thermophilic hydrocarbon-utilizing species”, Applied
and Environmental Microbiology, 58, 2393-6.

Oscariz, J. C., Lasa, 1., Pisabarro, A. G. 1999. “Detection and characterization of cerein
7, a new bacteriocin produced by Bacillus cereus with a broad spectrum of
activity”, FEMS Microbiology Letters, 178, 337-41.

Ozdemir, G. B., Biyik, H. H. 2012. “Isolation and characterization of a bacteriocin-like
substance produced by Geobacillus toebii strain HBB-247”, Indian Journal of
Microbiology, 52, 104-8.

Palffy, R., Gardlik, R., Behuliak, M., Kadasi, L., Turna, J., & Celec, P. (2009). On the
physiology and pathophysiology of antimicrobial peptides. Molecular
medicine, 15(1), 51.

55



Piper, C., Casey, P. G., Hill, C., Cotter, P. D., & Ross, R. P. (2012). The lantibiotic
lacticin 3147 prevents systemic spread of Staphylococcus aureus in a murine
infection model. International journal of microbiology, 2012.

Piuri, M., Sanchez-Rivas, C., Ruzal, S. M. 1998. “A novel antimicrobial activity of a

Paenibacillus polymyxa strain isolated from regional fermented sausages”, Letters
in Applied Microbiology, 27, 9-13.

Pokusaeva, K., Kuisiene, N., Jasinskyte, D., Rutiene, K., Saleikiene, J., Chitavichius, D.
2009. “Novel bacteriocins produced by Geobacillus stearothermophilus”, Open
Life Sciences, 4, 196-203.

Pranckuté, R., Kaunietis, A., Kananavi¢itite, R., Lebedeva, J., Kuisiené, N., Saleikiené,
J. 2015. “Differences of antibacterial activity spectra and properties of
bacteriocins, produced by Geobacillus sp. bacteria isolated from different
environments”, Journal of Microbiology, Biotechnology and Food sciences, 155-
61.

Riley, M. A. (1998). Molecular mechanisms of bacteriocin evolution. Annual review of
genetics, 32(1), 255-278.

Riley, M. A, & Wertz, J. E. (2002). Bacteriocins: evolution, ecology, and
application. Annual Reviews in Microbiology, 56(1), 117-137.

Sadekuzzaman, M., Yang, S., Mizan, M. F. R., & Ha, S. D. (2015). Current and recent
advanced strategies for combating biofilms. Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, 14(4), 491-509.

Saleem, F., Ahmad, S., Yaqoob, Z., Rasool, S. A. 2009. “Comparative study of two
bacteriocins produced by representative indigenous soil bacteria”, Pakistan
journal of pharmaceutical sciences, 22, 3.

Sand, S. L., Oppegard, C., Ohara, S., lijima, T., Naderi, S., Blomhoff, H. K., & Sand, O.
(2010). Plantaricin A, a peptide pheromone produced by Lactobacillus plantarum,
permeabilizes the cell membrane of both normal and cancerous lymphocytes and
neuronal cells. Peptides, 31(7), 1237-1244.

Scott, S. A., Brooks, J. D., Rakonjac, J., Walker, K. M. R., Flint, S. H. 2007. “The
formation of thermophilic spores during the manufacture of whole milk powder”,
International Journal of Dairy Technologies, 60, 109-17.

Seale, R. B., Dhakal, R., Chauhan, K., Craven, H. M., Deeth, H. C., Pillidge, C. J.,
Powell, 1. B., Turner, M. S. 2012. “Genotyping of present-day and historical
Geobacillus species isolates from milk powders by high-resolution melt analysis
of multiple-variable-number tandem-repeat loci”, Applied and Environmental
Microbiology, 78, 7090-7.

Sharp, R. J., Bingham, A. H. A., Comer, M. J., Atkinson, A. 1979. “Partial
characterization of a bacteriocin (Thermocin) from Bacillus stearothermophilus
RS93”, Microbiology, 111, 449-51.

Silkin, L., Hamza, S., Kaufman, S., Cobb, S. L., & Vederas, J. C. (2008). Spermicidal
bacteriocins: lacticin 3147 and subtilosin A. Bioorganic & medicinal chemistry
letters, 18(10), 3103-3106.

56



Silverstein, K. A., Graham, M. A., Paape, T. D., & VandenBosch, K. A. (2005).
Genome organization of more than 300 defensin-like genes in Arabidopsis. Plant
physiology, 138(2), 600-610.

Siikrii, K. U. R. T., & ZORBA, O. (2005). Bakteriyosinler ve gidalarda kullanim
olanaklar1. Yiiziincii Yil Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 16(1), 77-83.

Tamura, S., Yonezawa, H., Motegi, M., Nakao, R., Yoneda, S., Watanabe, H., ... &
Senpuku, H. (2009). Inhibiting effects of Streptococcus salivarius on competence-
stimulating peptide-dependent biofilm formation by Streptococcus mutans. Oral
microbiology and immunology, 24(2), 152-161.

Tzeng, Y. L., Ambrose, K. D., Zughaier, S., Zhou, X., Miller, Y. K., Shafer, W. M., &
Stephens, D. S. (2005). Cationic antimicrobial peptide resistance in Neisseria
meningitidis. Journal of bacteriology, 187(15), 5387-5396.

Upreti, G. C., & Hinsdill, R. D. (1975). Production and mode of action of lactocin 27:
bacteriocin from a homofermentative Lactobacillus. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 7(2), 139-145.

Van Den Burg, B. (2003). Extremophiles as a source for novel enzymes. Current
opinion in microbiology, 6(3), 213-218.

Vaughan, E. E., Daly, C., & Fitzgerald, G. F. (1992). Identification and characterization
of helveticin V-1829, a bacteriocin produced by Lactobacillus helveticus
1829. Journal of applied bacteriology, 73(4), 299-308.

Wang, G. (2014). Human antimicrobial peptides and proteins. Pharmaceuticals, 7(5),
545-594.

Wu, J., Hu, S., & Cao, L. (2007). Therapeutic effect of nisin Z on subclinical mastitis in
lactating cows. Antimicrobial agents and chemotherapy, 51(9), 3131-3135.

57





