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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SU URUNU KAYNAKLI ENTEROKOK IZOLATLARININ ANTIMIKROBIYEL
AKTIVITE POTANSIYELININ BELIRLENMESI

Gozde SOYSAL

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Damisman: Dog. Dr. Sine OZMEN TOGAY

Bu calismanin amaci ¢ig ve islenmis su tirlinlerinden izole edilen enterokok izolatlarinin
antimikrobiyel aktivite potansiyellerinin belirlenmesidir. Bu ¢alisma kapsaminda ¢ig
balik 6rnekleri Bursa, Istanbul ve Canakkale balik pazarlarindan, islenmis deniz iiriinleri
ornekleri ise slipermarket ve sarkiiterilerden temin edilmistir. Cig ve islenmis su
tirtinlerinden izole edilip tanimlanmis olan enterokok izolatlarinin S. aureus, E. coli, L.
monocytogenes, L. innocua, E. faecalis, E. faecium referans bakteri suslarina ve izolatlar
arasindan segilen enterokok suslarina karsi gosterdikleri antimikrobiyel aktivite
potansiyelleri agar damlatma yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda elde edilen verilere gore iilkemizde avlanan ve iglenen su iiriinlerinden izole
edilen 12 adet enterokok izolatinda S. aureus L. monocytogenes, L. innocua, E. faecalis
ve E. faecium’a karst 1,5 cm ve lizerinde zon ¢apimna sahip antimikrobiyel aktivite
potansiyeli tespit edilmistir. Sarikanat kaynakli E. gallinarum ve sardalye kaynakli E.
gallinarum ve E. casseliflavus izolatlarinda L. monocytogenes’e karsi 3,2-3,8 cm zon
capina sahip antimikrobiyel etki belirlenmistir. Bu veriler, su {irtinii kaynakli enterokok
izolatlarinin gida endiistrisinde koruyucu kiiltiir olarak kullanim potansiyeli olabilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Su iirtinleri, Enterococcus spp., antimikrobiyel aktivite
2020, ix + 84 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY POTENTIAL OF
ENTEROCOCCI ISOLATES FROM SEAFOOD

Gozde SOYSAL

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sine OZMEN TOGAY

The aim of this study was to determine the antimicrobial activity potential of
Enterococcus strains isolated from raw and processed seafood. In the study, raw fish
samples that were obtained from fish markets in Bursa, Istanbul and Canakkale and
processed seafood samples were obtained from supermarkets and delicatessens.
Antimicrobial activity potentials of enterococci which isolated and identified from raw
and processed seafood, against S. aureus, E. coli, L. monocytogenes, L. innocua, E.
faecalis, E. faecium reference bacteria strains and Enterococcus strains selected from
isolates were determined by the spot on lawn method. The antimicrobial activity potential
which had more than 1,5 cm zone diameter against S. aureus L. monocytogenes, L.
innocua, E. faecalis and E. faecium has been determined in 12 of enterococcal strains
isolated from hunted and processed seafood in our country. It was determined that E.
gallinarum isolate from Mediterranean horse mackerel, E. gallinarum and E.
casseliflavus isolates from sardine showed antimicrobial activity against L.
monocytogenes between 3,2-3,8 cm zone diameters. These data were supposed that the
enterococcal isolates from seafood may have using potantial as protective culture in food
industry.

Key words: Seafood, Enterococcus spp., antimicrobial activity
2020, ix + 84 pages.
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1. GIRIS

Enterokoklar, saglikli insan Ve hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda dogal olarak
bulunan bakteriler olup olumsuz ¢evre kosullarimi tolere etme yetenekleri ve fekal
kaynaklardan yayilmalarinin bir sonucu olarak, topraktan, gidalardan, su ve bitkilerden
izole edilmektedirler (Foulquie Moreno ve ark. 2006, Cariolato ve ark. 2008, Ogier ve
Serror 2008, Lopez ve ark. 2009, Cetinkaya ve Elal Mus 2010). Enterokoklar sucul
ortamlardan, baliklarin deri, solungag ve bagirsaklarindan, kabuklu deniz iiriinlerinden
izole edilmekte ve tuz konsantrasyonu yiiksek ortamlara gosterdikleri tolerans nedeniyle
deniz kiyilarinda uzun siire canli kalabilmektedir (Harwood ve ark. 2000, Valenzuela ve
ark. 2010, Hammad ve ark. 2015). Ayrica gastrointestinal sistem kokenli olmalarindan
dolayr fekal kontaminasyon indikatdrii ve sanitasyon indeksi olarak da

degerlendirilmektedirler (Cetinkaya ve Elal Mus 2010, Keeratipibul ve ark. 2010).

Gilinlimiizde uzun raf Omrilii gidalarin Uretim siireglerine olan ilgi giderek artis
gostermektedir. Gida sektorii agisindan degerlendirildiginde stirdiiriilebilir yontemler ile
seri Uiretime uygun, uzun raf omiirlii ve besin degeri yliksek {riinlerin tiretilmesi temel
hedefler arasinda yer almakta ve bu siirecte gidalara ¢esitli kimyasal katki maddelerinin
ilavesi ile raf dmriiniin uzatilmasi miimkiin oldugunca tercih edilmemektedir. Bununla
birlikte tiiketicilerinde kimyasal katki igermeyen, saglikli ve geleneksel yontemler ile
iiretilen dogal {iriinlere olan ilgisi giin gectikte artmaktadir (isleroglu 2006, Dinger ve ark.
2010). Gida endiistrisinde modern teknolojinin kullaniliyor olmasina ragmen, gidalarin
korunmasi konusu hem gelismekte olan iilkeler hem de gelismis iilkeler i¢in 6nemli bir
sorun olusturmaktadir. Gida endiistrisinin ana hedefleri arasinda; gida giivenliginin
saglanmasi, gida bozulmalarindan kaynaklanan ekonomik ve endiistriyel kayiplarin
azaltilmasi, gida isleme maliyetinin diisiiriilmesi, tiiketici beklentilerini karsilayabilecek,
tilketime hazir, besin degeri yliksek, taze, az islem gormiis ve yasal sinirlar icerisinde
kimyasal koruyucu igeren gidalarin iiretilmesi yer almaktadir (Koral 2011, Uludag 2015).
Giivenilir gida tiretimi ve tiiketiminin uluslararas1 boyutta 6nem kazanmasi dogal gida
koruyucularmin arastirilmasina ve sektérde yer edinmesine dair g¢alismalara hiz
kazandirmistir (Soomro ve ark. 2002, Dinger ve ark. 2010). Giiniimiizde dogal, kaliteli ve

besin degeri maksimum diizeyde korunmus hazir gidalara olan taleplerin artmasindan



dolay1 biyokoruma en ¢ok arastirilan yeni muhafaza tekniklerinden biri haline gelmistir

(Serdaroglu ve Sapanci Ozsiimer 2000, Bilgin 2008).

Biyokoruma yontemi, antimikrobiyel 0zellige sahip starter kiiltiir veya bu kiiltiirlerin
iirettikleri metabolitlerin iiriine ilavesi ile gerceklesmektedir. Uriinde, gida giivenligini
saglamak amaciyla bozulmalara neden olan patojen mikroorganizmalarin kontrolii son
derece dnemlidir (Serdaroglu ve Sapanci Ozsiimer 2000, Isleroglu 2006, Uludag 2015,
Yangilar 2015). Biyokoruma yontemi ¢ergevesinde iirline ilave edilen kiiltiirler veya bu
kiiltiirlerin antimikrobiyel metabolitleri patojen bakterilere karsi inhibitor etki gostererek
raf Omrii uzun gidalarin lretilmesine olanak saglamaktadir. Bu kiiltiirler koruyucu
kiiltiirler olarak adlandirilmaktadir. Koruyucu kiiltiirler, {irlinde istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini 6nleme yetenegine ve istenilen tekstiir ve aromaya
katkisina gore se¢ilmektedirler. Bunun yaninda bu kiiltiirlerin muhafaza siiresi boyunca
trliniin duyusal 6zellikleri iizerine olumsuz etkide bulunmamasi istenmektedir. Ayni
zamanda, trettikleri organik asitler, alkoller, karbondioksit, hidrojen peroksit,
bakteriyosin, diasetil, reuterin ve reutersiklin gibi bilesikler sayesinde tiriinde gelismesi
istenmeyen bakterilere karsi bakterisidal veya bakteriyostatik etki gostermelidirler
(Isleroglu 2006, Kesenkas ve ark. 2006, Yangilar 2015). Antimikrobiyel etkiye sahip
mikroorganizmalar ve bunlarin iirettikleri metabolitler “dogal koruyucu” maddeler olarak
adlandirilmakta ve gidalarin dogal yolla korunmasina katkida bulunabilmektedirler (Abee
ve ark. 1995, Stiles 1996, Giirsel ve ark. 2004, Senel ve ark. 2006).

Gidalarin korunmasinda bakteriyosin ad1 verilen laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen
antimikrobiyel metabolitler de kullanilmaktadir (De Martinis ve ark. 2002, Kurt ve Zorba
2005). insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda kolayca sindirilmeleri ve gidalarin yapisal
Ozelliklerinde degisime neden olmadan bozulma ve hastalik etmeni bakterilere karsi
gostermis olduklari inhibitor etki ile bakteriyosinler 6zellikle son yillarda tizerinde ¢ok
fazla galisilan bir konu haline gelmistir (Bilgin 2008, Yildirim ve ark. 2017). Laktik asit
bakterileri, Gram pozitif bakterileri kapsayan etki spektrumuna sahip bakteriyosinler
tiretmektedir (Alvarez Cisneros ve ark. 2010). Enterokoklarin iirettikleri bakteriyosinler
ise enterosin olarak isimlendirilmektedir. Enterosinler, et iiriinlerinde Listeria

monocytogenes gibi patojenlerin gelisiminin ve laktik asit bakterileri tarafindan {irtinde



yapiskan tabaka olusumunun Onlenmesinde Kimyasal koruyuculara alternatif olarak
kullanilabilmektedir (Hugas ve ark. 2003). Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium gibi baz1 enterokok suslar1 Staphylococcus aureus, L. monocytogenes, Bacillus
cereus, Clostridium spp. gibi patojen bakterilere karsi etkili bakteriyosinler
tiretmektedirler (Strompfova ve ark. 2008, Valenzuela ve ark. 2009, Cetinkaya ve Elal
Mus 2010). Cesitli su iiriinlerinden izole edilen bakteriyosin lireticisi enterokok suslarinin
Enterococcus spp., Listeria spp., B. cereus, Lactobacillus spp., Carnobacterium spp.,
Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum’a karsi inhibitor
etki gosterdigi tespit edilmistir (Chahad ve ark. 2012, Migaw ve ark. 2014). Antibiyotik
direngliligi ve biyojen amin iiretimi gibi 6zelliklere sahip olmayan su iiriinlerinden izole
edilen bakteriyosin lireten enterokoklar veya iirettikleri bakteriyosinler su tirlinlerinin ve

diger gidalarin korunmasinda kullanilabilmektedir (Valenzuela ve ark. 2010).

Bu ¢alismada, Marmara Bolgesi’nde giinliik olarak avlanmis ekonomik 6neme sahip taze
balik (hamsi, istavrit, barbun, sardalye, sarikanat, izmarit) ve hazir gida olarak satisa
sunulan (anguez, lakerda) su tirinii 6rneklerinin mikrobiyotasinda bulunan ve 2150374
nolu TUBITAK projesi kapsaminda izole edilen ve tanimlanan enterokok izolatlarmin

antimikrobiyel aktivite potansiyelleri arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Su Uriinleri
2.1.1. Su iiriinleri tanimi ve beslenme yoniinden 6nemi

Su iiriinleri, 1380 Sayili Su Uriinleri Kanunu’nda “denizlerde ve i¢ sularda bulunan

bitkiler ile hayvanlar ve bunlarin yumurtalar1” olarak tanimlanmaktadir (Anonim 1971).

Su {riinlerinin insan beslenmesindeki yeri ve Onemi tarih 6ncesi donemlere kadar
uzanmaktadir. Balik, protein icerigi agisindan degerlendirildiginde insan diyeti i¢in
onemli bir kaynaktir (Turan ve ark. 2006). Balik etinin diinya gida {iretimine katkisi
%71°dir. Toplam hayvansal protein kaynaginin %14’{i ve toplam protein tiretiminin %5’ini
balik olusturmaktadir. Baligin, diinyayr tehdit eden aglik sorununa karsi ve insan
sagligina olumlu etkilerinden dolay1 gelecekte daha c¢ok talep edilecek bir besin olmasi

muhtemeldir (Kaya ve ark. 2004, Yiiksel 2018).

Baliklarin kimyasal yapisi, mevsim degisikliklerine, baligin tiiriine, yasina, cinsiyetine ve
yasama ortamina bagl olarak degisiklik gdstermektedir. Insan beslenmesinde &nemli role
sahip olan proteinlerin balik etindeki miktari birgok parametreye bagli olarak degismekte
olup baligin yenilebilir kismimnin her 100 graminda 18-22 g arasinda bulunmaktadir (Dean
1990, Turan ve ark. 2006). Balik proteinleri, viicudumuz igin elzem olan tiim esansiyel
amino asitleri icermektedir. Balik eti, tavuk eti ve kirmizi ette bulunan kikirdak ve
sinirleri icermemesi nedeniyle kolay sindirilmektedir. Baliklar, vitamince zengin gidalar
arasinda bulunmaktadir. Vitaminlerin dokulardaki dagilimi diizensiz olup vitamin miktari
baligin tiirline ve i¢inde yasadig1 ortama gore degiskenlik gostermektedir. A, D, E ve K
vitaminlerinin su iiriinlerinde kara hayvanlarina gére daha fazla bulundugu bilinmektedir
(Turan ve ark. 2006). Mineraller insan viicut agirligmin yaklasik %4 iini
olusturmaktadir. Magnezyum, ¢inko, iyot, flor, potasyum, sodyum, kalsiyum, demir,
fosfor, bakir ve kobalt mineralleri su {riinlerinde degisken miktarlarda bulunmaktadir

(Dean 1990).



Balik ve diger su iirlinleri ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) bakimindan zengindir.
PUFA’lar omega -3, omega »-6 yag asitleri olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. ®-6
yag asitleri soya fasulyesi ve misir yaginda, ®-3 yag asitleri ise ceviz, keten tohumu,
planktonlar ve yagli baliklarda bol miktarda bulunmaktadir. Keten tohumu ve cevizde a-
linolenik asit, balik yaglarinda ise Eikosapentaenoik asit (EPA) ve Dokosahekzaenoik asit
(DHA) en 6nemli yag asitleridir. Viicut tarafindan sentezlenemediginden dolay1 EPA ve
DHA’nin gidalarla temin edilmesi gerekmektedir. Yag miktar1 baliklarda % 1-20
araliginda degisen miktarlarda, kabuklu deniz iirlinlerinde ise %1’den az bulunmaktadir.
Su triinlerinde bulunan EPA ve DHA yag asitlerinin kalp ve damar hastaliklari,
romatizmal hastaliklar, diyabet, depresyon, kolestrol, migren, tansiyon, alerjik hastaliklar
ve kanser gibi birgok hastaliktan korunmada 6nemli etkisi oldugu tespit edilmistir (Kaya
ve ark. 2004). Ayrica iireme, gdrme ve sinir sistemi tizerinde PUFA’larin 6nemli bir rolii

vardir (Sidhu 2003).

2.1.2. Su iiriinleri mikrobiyotasi

Su triinlerinin bozulmasima otolitik, oksidatif ve bakteriyel etkiler neden olmaktadir
(Varlik 1994). Bakteriyel faaliyet, baliklardaki en temel bozulma nedenidir. Baliklarin
deri, solungag¢, mide ve bagirsaklarinda milyonlarca mikroorganizma bulundugu
bilinmektedir. Bakteriler avlanma sonrasi kan damarlari vasitasi ile solungaglardan ve
karin bolgesinden balik etine niifuz ederek baligin bozulmasina sebep olurlar (Serdaroglu

ve Deniz 2001).

Canli baligin mikrobiyotasi, i¢inde bulundugu suyun bakteriyel icerigine bagh
degiskenlik gosterir. Baligin avlandigi suyun Kirlilik miktari, sicakligi, baligin avlanma
sekli ve avlanmadan sonra baliga yapilan islemler mikrobiyal kontaminasyon agisindan
onem tagimaktadir (Cakli ve Kisla 2003, Aras Hisar ve ark. 2004, Yaman ve Esendal
2004). Mikroorganizmalar genellikle baligin dis ylizeyinde deri ve solungaglarinda, i¢
bolgede ise gastrointestinal sisteminde bulunmaktadir. Soguk sularda yagayan baliklarin
derisinde Acinetobacter, Psychrobacter, Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium ve
Shewanella, ilik sularda yasayanlarin derisinde ise Micrococcus, Corynebacterium ve

Bacillus spp. bulunmaktadir. Deniz sularinda yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere



edebilen ve gelisimleri i¢in sodyuma gereksinim duyan halofilik Photobacterium, Vibrio
ve Shewanella putrefaciens gibi Gram negatif bakteriler, tatli sularda ise Moraxella,
Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus ve
Corynebacterium spp. bulunmaktadir (Cakli ve Kigla 2003, Aras Hisar ve ark. 2004).
Tatli su ve deniz baliklarimin deri, solunga¢ ve bagirsaklarindan izole edilen bazi

bakteriler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tatli su ve deniz baliklarinin deri, solungag ve bagirsak mikrobiyotasi
(Yaman ve Esendal 2004)

Deniz baliklarinin | Deniz baliklarinin | Tath su Tath su
deri mikrobiyotasi | solungag baliklarinin deri | bahiklarimin
mikrobiyotasi mikrobiyotasi bagirsak
mikrobiyotasi
Acinetobacter spp. | Achromobacter Acinetobacter spp. | Acinetobacter spp.
spp.

Alcaligenes
faecalis

Alcaligenes spp.

Alcaligenes spp.

Aeromonas spp.

Bacillus cereus

Bacillus spp.

Escherichia coli

Enterobacter spp.

Bacillus firmus

Flavobacterium
spp.

Flexibacter spp.

Escherichia coli

Corynefora spp.

Micrococcus spp.

Pseudomonas
fluorescens

Flexibacter spp.

Escherichia coli

Vibrio fluviatilis

Klebsiella spp.

Hyphonicrobius
vulgare

Proteus spp.

Lucibacterrium
harveyi

Pseudomonas spp.

Pseudomonas
fluorescens

Serratia spp.

Pseudomonas
marina

Photobacterium
angutsum

Vibrio spp.

Istiridyeler ve diger kabuklular toprak ve suda bulunan mikroorganizmalar1 biinyelerine
suyu siizerek almaktadir. Karides, 1stakoz, yengeg gibi kabuklu su tirinlerinin mikrobiyal

biyotas1 baliklarin mikrobiyal biyotasiyla benzerlik gdstermektedir. Ornegin karideste,



Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Proteus ve
Pseudomonas cinslerine ait tiirlerin bulundugu yapilan ¢aligmalar sonucunda saptanmistir
(Cakl1 ve Kisla 2003). Istiridye ve midye gibi fermente olmayan kabuklu su iiriinlerinden
Enterococcus spp. ve taze baliklarin i¢ organlarindan Enterococcus durans, E. faecium
ve Lactococcus lactis’in izole edildigi ¢aligmalar bulunmaktadir (Pinto ve ark. 2009,
Migaw ve ark. 2014). Ayrica yiiksek tuz konsantrasyonlarina toleranslari sonucu deniz
kiyilarinda uzun siire canliligini koruyabilen E. faecalis ve E. faecium’un islenmis ve ¢ig
su tirtinlerinden izole edildigi bilinmektedir (Frangoise 2010, Valenzuela ve ark. 2010).
Ek olarak, Japon ¢ig baliklarindan E. faecium, E. faecalis, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus gallinarum, Enterococcus phoeniculicola, Enterococcus saccharolyticus,
Enterococcus raffinosus ve Enterococcus gilvus tiirlerinin (Hammad ve ark. 2014),
Tunus’daki su iiriinlerinden ise Enterococcus mundtii, E. faecium, E. faecalis, E. durans,
E. casseliflavus, Enterococcus hirae ve E. gallinarum tirlerinin izole edildigi
bildirilmistir (Ben Said ve ark. 2017). Gida zehirlenmelerine sebep olan patojen
bakterilere temiz sularda genellikle rastlanmamaktadir. Ancak bu bakterileri icinde
barindiran kirli sulardan avlanan su iriinleri bu patojenlerle kontamine olmaktadirlar.
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Vibrio mimicus, Salmonella,
Shigella, Escherichia coli, A. hydophila, L. monocytogenes, Clostridium botulinum E tipi
ve S. aureus baliklarda ve diger su iirlinlerinde rastlanan patojen mikroorganizmalardir

(Cakli ve Kigla 2003, Aras Hisar ve ark. 2004).

2.1.3. Su iiriinleri ile ilgili antimikrobiyel aktivite calismalar:

Su triinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin ve bunlarin {irettigi antimikrobiyel
metabolitlerin su liriinlerinde ve diger gidalarda biyokoruyucu olarak kullanim1 her gegen
giin daha da 6nem kazanmakta ve arastirmalara konu olmaktadir. Cesitli su iirlinlerinden
izole edilen bakteriyosin iireticisi enterokok suslarinin Enterococcus spp., Listeria spp.,
Clostridium spp., Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., B. cereus, S. aureus, A.
salmonicida, A. hydrophila ve V. anguillarum gibi bakterilere kars1 antimikrobiyel
aktivite gosterdigi yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenmistir (Valenzuela ve ark. 2010,
Chahad ve ark. 2012, Migaw ve ark. 2014). Ayrica su iirlinlerinde esansiyel ugucu



yaglarin kullanildigi antimikrobiyel aktivite ¢aligmalar1 da bulunmaktadir (Ekici ve ark.
2011, Rahimabadi ve ark. 2012, Heydari ve ark. 2015, Mutlu ve Bilgin 2016).

Pismemis su iiriinlerinden izole edilen E. faecium tiirlerinin antimikrobiyel aktivitesinin
incelendigi calismada, izolatlarin Enterococcus spp., S. aureus ve L. monocytogenes’e

kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi saptanmigtir (Valenzuela ve ark. 2010).

Taze baliklarin i¢ organlarindan izole edilen ve bakteriyosin benzeri aktivite gosteren
laktik asit bakteri suslarmin Lc. lactis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaricus,
Listeria ivanovii, Listeria innocua, E. faecalis, B. cereus, Saccharomyces cerevisiae ve
Candida pseudotropicalis’e karsi antimikrobiyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Migaw ve ark. 2014).

Zataria multiflora boiss esansiyel yagi ve nisinin gokkusag: alabahg: filetolarmin raf
omrii iizerine olan etkisi incelenmistir. Esansiyel yag ve nisini birlikte iceren gruplar raf
omriinii 12 giine uzatirken, raf 6mrii kontrol grubunda 9 giin olarak belirlenmistir
(Rahimabadi ve ark. 2012).

Schelegueda ve ark. (2012), baligin mikrobiyal biyotasi iizerine potasyum sorbat, nisin,
sodyum laktat ve kitosanin etkilerini incelemistir. Calisma sonucunda nisinin Gram

pozitif bakteriler lizerinde inhibitor etkisinin oldugu belirlenmistir.

Gui ve ark. (2014), paraplantarisinin gokkusag: alabaliklari tizerine etkisini incelemistir.
Bu arastirma sonucunda paraplantarisinin Pseudomonas, Enterobacteriaceae ve spor

olusturan bakterilere kars1 inhibitor etkili oldugu belirlenmistir.

Gao ve ark. (2014), pompano balig1 tlizerine nisin ve biberiye ekstraktinin kombine
etkisini incelemistir. Yapilan calisma sonucunda raf omrii 4°C’de depolanan balik

filetolarinda 6 giin uzamistir.

4 °C’de depolanan vakum paketli gokkusag: alabaliklari (Oncorhynchus mykiss) tizerine

nisinin etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda nisin ile muamele edilen baliklar kontrol



grubuyla karsilagtirildiginda raf Omriiniin 4 giin daha uzadigi ve iriinde Kalite

ozelliklerinin korundugu belirlenmistir (Behnam ve ark. 2015).

Shamloofar ve ark. (2015) taze alabalik filetolarinin, gesitli konsantrasyonlarda nisinle
muamele sonrasi modifiye atmosferde 4+1°C’de 20 giinlik muhafaza kosullarinda
nisinin filetolar lizerine etkisini incelemistir. Calisma sonucunda, nisinin laktik asit

bakterileri lizerine antimikrobiyel etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Mutlu ve Bilgin (2016) yag giilii ve zeytin yaprag: ekstraktlarinin 4+1°C’de muhafaza
edilen sicak dumanlanmig alabalik filetolar1 {izerine etkisini aragtirmistir. Calisma
sonucunda kontrol grubunda raf émrii 21 giin, zeytin yapragi ekstraktli grubun raf émrii

42 giin, kombine ve yag giilii ekstraktli grubun raf 6mrii ise 28 giin olarak tespit edilmistir.

Heydari ve ark. (2015) yabani nane (Mentha longifolia) yag: ile zenginlestirilmis sodyum
aljinat kaplamasinin 4°C’de depolanan sazan filetolar {izerine etkisini arastirmistir.
Calisma sonucunda kaplamanin filetolarin bozulma siirecini geciktirdigi, TBA
(tiyobarbitiirik asit), peroksit ve TVB-N (Toplam Ugucu Bazik Azot) degerlerinin kontrol
grubuyla karsilastirildiginda daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Adilla ve ark. (2017) nisinin gesitli konsantrasyonlarinin panga filetolar: tizerine etkisini
incelemistir. Caligma sonucunda, 4°C’de 16 giin boyunca depolanan 6rneklerde nisin
konsantrasyonuna bagli olarak raf omriinlin uzadigi, tiim Orneklerdeki toplam canli

bakteri ve TVB-N sayisinin azaldigi belirlenmistir.

Ju ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada trakonya baligi (Lateolabrax japonicus)
nisin ve cay polifenolleri ile birlikte depolanmistir. Calisma sonucunda, mikrobiyal
gelismenin durdugu, baligin duyusal ve fizikokimyasal ozelliklerinin iyilestigi
goriilmiistiir (Ju ve ark. 2017).

Sofra ve ark. (2018), nisin ilavesi ile zenginlestirilmis ozmotik ¢6zeltilerin 5°C’de
muhafaza edilen vakum paketli ton baliklar tizerine etkisini incelemistir. Calisma

sonucunda, ton baliklarinda raf dmriiniin 41 giin uzadig: belirlenmistir.



Kekik, melisa, karabag, biberiye ve zencefil bitkisel u¢ucu yaglarinin in vitro ortamda
baliklarin mikrobiyotasinda bulunan bakterilerden; Yersinia ruckeri, Flavobacterium
psychrophilum, A. hydrophila, Lactococcus garvieae, V. anguillarum ve Vibrio
alginolyticus tizerinde antibakteriyel etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda, melisa ve
kekik yaglarinin diger yaglara gore daha giiglii antibakteriyel etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Ekici ve ark. 2011).

Jeon ve ark. (2001) Gram negatif bakteriler ile karsilastirildiginda kitosanin Gram pozitif
bakteriler iizerine daha etkili inhibisyon olusturdugunu bildirmistir. E. coli, E. coli
0157:H7, S. aureus, Bacillus sublitis, Salmonella Typhi gibi bakteriler i¢in Minimum
Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri % 0,1'in altinda bulunmus, ayni deger

Pseudomanas aeruginosa i¢in % 0,25 olarak belirlenmistir.

2.2. Laktik Asit Bakterileri ve Bakteriyosinler

Bir grup olarak laktik asit bakterileri (LAB)’nin ilk tanimi, koliform bakterileri de
kapsayan, siitii fermente ve koagiile etme yeteneklerine dayandirilmistir. LAB, Gram
pozitif, cubuk ve kok seklinde, hareketsiz, spor olusturmayan, homofermentatif bir
gruptur. Gida ile iligkili LAB, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus,
Carnobacterium, Oenococcus, Streptococcus, Pediococcus, Weissella, Tetragenococcus
ve Vagococcus gibi cinslerin tiirlerini kapsamaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997, Isleroglu
2006).

Laktik asit bakterileri (LAB) “food-grade” organizmalar olarak kabul edilmekte ve gida
endiistrisinde 6zellikle fermente gidalarin iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir. Fermente
gidalarin tat, aroma, tekstiir ve goriiniislerinde 6nemli katkilarda bulunduklar1 gibi
depolama stabilitelerinin de artmasina neden olmaktadirlar (isleroglu 2006, Bilgin 2008,
Uludag 2015). Bu bakterilerin iiretmis oldugu organik asitler, hidrojen peroksit, asetoin,
diasetil, reuterin, asetaldehit, hidrojen siilfiir, karbondioksit, antifungal peptitler, alkol ve
bakteriyosinler sayesinde patojen mikroorganizmalarin kontrolii saglanabilmektedir
(Lyon ve Glatz 1991, Piard ve Desmazeaud 1991, Giirsel ve ark. 2004, Isleroglu 2006,
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Kesenkas ve ark. 2006, Senel ve ark. 2006, Bilgin 2008, Nalvuran 2013, Uludag 2015,
Yangilar 2015).

Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin adi verilen antimikrobiyel madde iirettigi
belirtilmektedir. Uretilen bakteriyosinler B. cereus, S. aureus, Clostridium perfringens ve
Listeria spp., gibi patojen bakterilere ve baz1 Gram negatif bakterilere kars1 inhibitor etki
gostermektedir (Lewus ve ark. 1991, Messi ve ark. 2001, Dinger ve ark. 2010). Gram
negatif bakteriler bakteriyosinlere karsi direng gostermektedir. Bu direncin ortadan
kalkmas1 ancak EDTA gibi selat ajanlari ve 1sil islem uygulamalar1 ile miimkiin
olmaktadir (Delves Broughton ve ark. 1996, Nalvuran 2013). Giiniimiizde tiiketicilerin
dogal, katkisiz ve gilivenilir gidalara olan talepleri dogrultusunda biyokoruyucu olarak
LAB’leri tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin énemi artmustir (Holtzel ve ark. 2000,
Ressland ve ark. 2005, Bilgin 2008, Yildirim ve ark. 2017).

LAB bakteriyosinlerinin, GRAS statiisiinde olmalari, dkaryot hiicreler iizerinde toksik
etkili olmamalari, genis pH araliklarina ve sicaklik uygulamalarina direngli olmalari,
bozulma ve hastalik etmeni patojen bakteriler lizerinde genis spektrumda antimikrobiyel
etkili olmalar1 gidalarda koruyucu olarak kullanim alan1 bulmalarmin nedenleri

arasindadir (Galvez ve ark. 2007, Dinger ve ark. 2010).

Bakteriyosinler, ribozomal olarak mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen,
mikroorganizmalara kars1 dar spektrumda inhibitor etki gosteren aktif protein yapisinda
maddelerdir (Lewus ve ark. 1991, Bruno ve Montville 1993, Serdaroglu ve Sapanci
Ozsiimer 2000, Bilgin 2008, Uymaz 2009, Dinger ve ark. 2010, Yangilar 2015).
Bakteriyosinlerin etki mekanizmasi, etki spektrumu, molekiil agirliklari, biyokimyasal
Ozellikleri ve genetik yapilanmalar1 olduk¢a karmasiktir (Dinger ve ark. 2010, Abanoz
2014, Yangilar 2015). Bakteriyosin iireticisi bazi suslar sadece bir bakteriyosin
sentezlerken, bazi suslar ise birden fazla (2 veya 3) bakteriyosin sentezlemektedir (Naidu
ve ark. 1999, Parente ve Ricciardi 1999, Budde ve ark. 2003, Sezer 2007). Bakteriyosinler
gida kaynakli patojenlerin inhibisyonunda, raf omrii uzun gidalarin iretilmesinde,
fermantasyonun kontroliinde ve mikrobiyolojik gilivenilirligin saglanmasinda rol alirlar

(Foegeding ve ark. 1992, Serdaroglu ve Sapanci Ozsiimer 2000).
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Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etkilerinin yaninda, dogal olmalari, renklerinin,
tatlariin ve kokularinin olmamasi {iriiniin 6zellikleri acisindan 6nem tasimaktadir.
Bakteriyosinlerin protein yapili olmasi mide ve ince bagirsaklarda proteolitik enzimler
tarafindan parcalanmalarina sebep olmaktadir. Dolayisiyla viicut tarafindan absorbe
edilemezler ve kalin bagirsaga ulasamazlar (Tagg ve ark. 1976, Holzapfel ve ark. 1995,
Isleroglu 2006, Demirci 2013, Nalvuran 2013, Uludag 2015). Bakteriyosinler genellikle
30-60 amino asit kalintis1 igerirler ve 1s1ya dayaniklidirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 gida
endiistrisinde kullanim alani bulmaktadirlar (Tagg ve ark. 1976, Bruno ve Montville
1993, Holzapfel ve ark. 1995, Serdaroglu ve Sapanci Ozsiimer 2000, Sezer 2007, Demirci
2013, Nalvuran 2013, Yildirim ve ark. 2017).

Bakteriyosinlerden dogal antibiyotikler olarak bahsedilmektedir. Bakteriyosinleri
antibiyotiklerden ayiran temel kriter, antibiyotiklerin bakteriyosinlere gore daha genis
etki spektrumuna sahip olmalar1 ve bakteriyosinlerin sadece yakin akraba tiirler iizerinde
antimikrobiyel etkiye sahip olmalaridir (Riley ve Wertz 2002, Uymaz 2009, Demirci
2013).

Bakteriyosinler, protein yapili olduklarindan dolayi proteolitik enzimlere kars1 duyarhdir.
Bakteriyosinlerin protein yapilarinin ve karakterizasyonunun belirlenmesinde en ¢ok
yararlanilan uygulama pepsin, tripsin ve a-kimotripsin gibi enzimlerle hidroliz islemidir.
Ayrica yiliksek sicaklik uygulamalarina gosterdikleri dayanikliik ve genis pH
araliklarinda gosterdikleri aktivite karakterizasyonlarinin belirlenmesinde dikkate alinan

diger hususlardir (Cleveland ve ark. 2001, Demirci 2013).

Bakteriyosinlerin gidalara koruyucu olarak ilave edilmesi ile; gidalarin raf omrii
uzatilabilmekte, gida kaynakli patojenlerin yayilimi azaltilabilmekte, bakteriyel gida
bozulmalarinin ekonomik ve endiistriyel kayiplar1 azaltilmakta, kimyasal koruyucu katki
maddelerinin kullanimlar1 azaltilabilmekte, iiriiniin besinsel degeri ve organoleptik
ozellikleri muhafaza edilebilmektedir (Thomas ve Wimpenny 1996, Dinger ve ark. 2010,
Uludag 2015, Yangilar 2015).
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FDA (U.S. Food and Drug Administration — Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan
GRAS (Generally Recognized as Safe — Genel olarak giivenilir kabul edilen) olarak
tanimlanmis ve belgelendirilerek gida katki maddesi olarak kullanilmasina izin verilen
ilk bakteriyosin Lc. lactis subsp. lactis tarafindan sentezlenen nisindir (Simsek ve ark.
2007). Guiniimiizde yaklasik 50°den fazla iilkede saglik acgisindan giivenli bir gida
koruyucusu olarak kabul edilmistir ve birgok gidada kullanilmaktadir (Cheen ve Hoover
2003, Isleroglu 2006, Bilgin 2008).

2.2.1. Bakteriyosinlerin simiflandirilmasi

LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinler, aminoasit dizilimleri, biyolojik aktiviteleri, etki
mekanizmalari, 1s1 toleranslari, salgi mekanizmalar1 ve modifiye amino asit igerikleri goz
ontinde bulundurularak siniflandirilmaktadir. Gram pozitif bakteriler tarafindan tiretilen
bakteriyosinler ~Klaenhammer (1993) tarafindan dort farkli grup altinda

siniflandirilmastir.

Simf | bakteriyosinler: Bu smifta yer alan bakteriyosinler yapilarinda lantiyonin
bulundurduklarindan dolay: lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Yapilarinda bilinen
amino asitlerden farkli olarak lantiyonin (Lan) ve B-metillantiyonin (MeLan) gibi tiyoeter
amino asit tiirevlerini, dehidroalanin (Dha) ve dehidrobiitirin (Dhb) gibi doymamis amino
asitleri ve zincir i¢i siilfiir kopriilerini bulundurmaktadir. Bu grup bakteriyosinler
polisiklik yapidadir (Twomey ve ark. 2002, Demirci 2013, Avci 2015). iki farkli parcadan
olusan, ribozomlarda inaktif oncii peptitler olarak sentezlenen lantibiyotiklerin aktivite
kazanmalari igin translasyon sonrasi amino ucunda bulunan lider peptit proteazlar
vasitastyla uzaklastirilmalidir. Bu enzimatik reaksiyon lantibiyotigin tiretildigi hiicrenin
iginde, lantibiyotigin hiicre disina transferi sirasinda veya sonrasinda gergeklesmektedir
(McAuliffe ve ark. 2001, Avcr 2015). Lantibiyotiklerin molekiil agirliklart 5 kDa’dan
diisiiktiir. Genelikle 1s1 uygulamalarina kars1 direng gostermektedirler (Twomey ve ark.
2002, Kurt ve Zorba 2005, Foulguie Moreno ve ark. 2006, Avcit 2015, Uludag 2015).
Nisin, plantarisin C, laktisin 3147A ve 3147B bu gruba 6rnek verilebilir (Chen ve Hoover
2003, Gok Charyyev 2016). Bu gruptaki bakteriyosinler la (nisin-benzeri) ve Ib
(duramisin-benzeri) olmak ftizere iki gruba ayrilmaktadir (Avcr 2015, Gok Charyyev
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2016). Sinuf Ia lantibiyotikler pozitif ylike sahip, dogrusal ve hidrofobik polipeptitlerdir.
Ortalama olarak 21-38 amino asit kalintisina sahiptirler. Bakterilerin hedef hiicre
membranlarinda porlar olusturup membran potansiyelini bozarak duyarli bakterileri
inhibe etmektedirler (Reunanen 2007, Akkog ve ark. 2009, Avci 2015, Uludag 2015, Gok
Charyyev 2016). Nisin bu alt grubun en 6nemli liyesidir ve gidalarda bozulmaya neden
olan bakterilere ve pek ¢ok patojene karsi antimikrobiyel etki gostermektedir (Chen ve
Hoover 2003, Deraz ve ark. 2005, Uludag 2015). Smnif Ib lantibiyotikler ise; yliksiiz ve
ya negatif yiikli globiiler bakteriyosinlerdir. Biiytikliikleri 19 amino asiti asmamaktadir.
Bakterilerin enzim sistemleri iizerine etki gosterirler. Mersasidin, sinnamisin, duramisin,
aktagardin bu grup lantibiyotiklere 6rnek olarak verilebilir (Twomey ve ark. 2002, Chen
ve Hoover 2003, Akkog ve ark. 2009, Avci 2015, Uludag 2015).

Simf Il bakteriyosinler: Translasyon sonrasinda modifiye olmayan bakteriyosinleri
iceren bu grubun iiyeleri 1siya karsi direng géstermektedir. Ayrica, bu grup iiyelerinden
bazilarinin 100-121°C’ye kadar olan sicaklik uygulamalarina karsi dayanikli oldugu
bilinmektedir. Bu grup bakteriyosinlerin molekiiler agirliklar1 10 kDa’dan diisiiktiir.
Antimikrobiyel aktiviteleri, membran aktif molekiil yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu
bakteriyosinler Ila, ITb ve llc olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilmaktadir (De Martinis ve ark.
2002, Avcr 2015, Uludag 2015, Gok Charyyev 2016). Smif Ila iiyesi bakteriyosinler,
pediosin benzeri bakteriyosinlerdir ve Listeria tirlerine karsi inhibitor aktivite
gostermektedirler. Bu grupta yer alan bakteriyosinler Lactobacillus ve Enterococcus
suslarina kars1 da aktivite gosterirler. Giiglii antilisterial aktiviteye sahip olan enterosinler
genellikle bu sinifin tiyesidir (Drider ve ark. 2006, Leroy ve De Vuyst 2010, Avci 2015).
Bakteriyosinin N-terminal ucunda YGNGVXC (Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys) amino
asit dizisi yer almaktadir. Enterosin A, 16kosin A, Pediosin PA-1 (AcH) ve sakasin P bu
grubun bilinen tiyeleridir (Nes ve ark. 1996, Ennahar ve ark. 2000, Chen ve Hoover 2003,
Avci1 2015). Smf 1lb bakteriyosinler, iki peptit icermekte ve tam aktivite gosterebilmek
icin iki peptide birlikte ihtiya¢ duymaktadir. Bu gruptaki bazi énemli bakteriyosinler,
enterosin L50A ve L50B, laktokoksin G ve M/N, plantarisin EF ve JK’dir (Kurt ve Zorba
2005, Akkog ve ark. 2009, Uludag 2015, Gok Charyyev 2016). Bir diger alt grup ise sinif
llc bakteriyosinleridir. Sif Ilc {iyesi bakteriyosinlerin birgogu sistein kalintisi

icermektedir. Bu nedenle bu bakteriyosinlere tiolbiyotikler veya sistibiyotikler
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denilmektedir. Bu bakteriyosinlerin aktivite gostermeleri icin indirgenmis sistein
kalintisina ihtiyaclart vardir. Bu gruba ornek olarak asidosin B, laktokoksin B ve
enterosin AS-48 verilebilir (De Martinis ve ark. 2002, Alvarez Cisneroz ve ark. 2011,
Avci 2015).

Sumf 111 bakteriyosinler: Isiya duyarli olan ve bakteriyolizinler olarak da adlandirilan
bu grup tyeleri, 30 kDa ve tizeri molekiil agirligina sahiptirler. Bu grup bakteriyosinlerin
cogunun Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Helvetisin
J, Helvetisin V-1829, enterolisin A, laktisin A ve laktisin B bu gruba ait bakteriyosinlerdir
(Klaenhammer 1993, Chen ve Hoover 2003, Dinger ve ark. 2010, Uludag 2015, Goék
Charyyev 2016).

Smif 1V bakteriyosinler: Bu gruba ait bakteriyosinler, biiyiik ve karmasik molekiillerdir
ve aktivite gosterebilmeleri igin karbonhidrat ya da lipid yapida bilesenlere ihtiyag
duymaktadirlar (Kurt ve Zorba 2005). Bu bakteriyosinler heniiz tam olarak
saflastirilmamistir. Plantarasin S, lakstrepsin, leukonosin S ve laktasin 27 bu grubun bazi
ayeleridir (Klaenhammer 1993, Akkog¢ ve ark. 2009, Avci 2015, Uludag 2015, Gok
Charyyev 2016).

Cizelge 2.2°de Siif I, Siif IT ve Simif III bakteriyosinlere ve iiretici mikroorganizmalara

ornekler verilmistir.
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Cizelge 2.2. Bakteriyosinler ve iiretici mikroorganizmalar (Chen ve Hoover 2003)

Bakteriyosin

Uretici Mikroorganizma

Smf TA

Nisin Lc. lactis

Laktosin S Lactobacillus sake
Epidermin Staphylococcus epidermidis
Gallidermin Staphylococcus gallinarum
Laktisin 481 Lc. lactis

Smif IB

Mersasidin B. subtilis

Sinnamisin Streptomyces cinnamoneus
Duramisin S. cinnamoneus
Aktagardin Actinoplanes ssp.

Smf ITA

Pediosin PA-1/AcH

Pediococcus acidilactici

Sakasin A ve Sakasin P

Lb. sake

MesenterisinY105

Leuconostoc mesenteroides

Enterosin A E. faecium
Sinif 1IB

Laktokoksin G Lc. lactis
Laktokoksin M Lc. lactis

Laktasin F Lactobacillus johnsonii
Plantarisin S Lactobacillus plantarum
Smif IIC

Asidosin B Lactobacillus acidophilus
Karnobakteriosin A Carnobacterium piscicola
Enterosin B ve Enterosin P E. faecium

Simaf 111

Helvetisin J Lactobacillus helveticus

Helvetisin V-1829

Lb. helveticus
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Kamperman yakin zaman oOnce, modifiye olmayan dairesel yapida antibakteriyel
peptitlerden olusan yeni bir gruptan (Siif VI) bahsetmistir. Cotter ise 2005 yilinda
bakteriyosinler i¢in Klaenhammer (1993)’in yaptigi smiflandirma tizerinde bir takim
degisiklikler yapmustir ve bakteriyosinleri prensipte lantibiyotikler (Sinif I) ve lanthionin
icermeyenler (Smif II) olmak tizere iki ana kategori altinda toplamistir. Klaenhammer
(1993)’1n yaptig1 smiflandirmada yer alan Sinif III bakteriyosinleri, bakteriyolizinler
olarak yeniden adlandirilmistir ve Sinif IV siniflandirma sistematiginden ¢ikarilmistir. Ek
olarak Klaenhammer (1993)’in Simf II alt gruplar1 Ila ve IIb aynen korunmus,
Kamperman’in 6nerdigi sinif VI (dairesel peptitler) Ilc olarak degistirilmistir. 11d olarak
adlandirilan alt grup ise lantibiyotik olmayan diger bakteriyosinleri igermektedir.
Klaenhammer ve Cotter’in yaptigi siniflandirma Sekil 2.1°de 6zetlenmistir (Dinger ve

ark. 2010). Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi hala tartisilan bir konu olmaktadir.

Klaenhammer'm smdlandirmast Cotter'm smdlandirmas
1. Lantibiyotikler | 2. Modifiye olmams Sunef Jc, Sunef 3 ve Sunf 4 elemine 1. Lantibiyotikler
laTipA peptitler edilerek Sind 2 yeniden (11 alt grupta
1b.TipB 2a. Pediosin benzeri dizenlenmigtir. toplanmustsr.)
it gr —— —
2c. Thiol aktif 2. Modifiye olmanng
3. Biiyiik 151 labil _ peptitler _
proteinler 4. Kompleks 2a. Pediosin benzen
bakterivosinler 2b. Iki bilegenti
2c. Dairesel
2d. Diger
hivatils . b
L'anpbty ot.x'kler alt sn_mﬂara aynlmi ve Sindf' 2 Dkl gl Sl
yeniden diizenlenmistir. St :
S0 4icensinde yeniden
Sinif 3 yeniden .. 2ot
) 27 diizenlenmigtir.
diizenlenmigtir.

1. Lantibiyotikler

1a. Linear proteinler
1b. Globiiler proteinler
lc. Gok bilegenti
proteinler

2. Dogal Peptitler

2a. Pediosin benzen proteinler
2b. Digerlen

2c. Gok bilegenli proteinler

3. Biiyiik Proteinler 4. Dairesel Peptitler
3a. Baktenyolitik

3b. Non-litik

Sekil 2.1. Bakteriyosinlerin kabul goren siniflandirma sistematigi (Dinger ve ark. 2010)
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2.2.2. Bakteriyosinlerin biyosentezleri

Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenmektedir. Bakteriyosin iiretimi ile immiiniteyi
kodlayan genler, kromozom, plazmid ve transpozon iizerinde bulunabilmektedir. Birgok
bakteriyosinin yapisal genleri operona benzer bir yap1 gostermektedir. Bakteriyosinlerin
iiretiminin gerceklestirilebilmesi i¢in prepeptidi kodlayan bir yapisal gene, immiinite
genine, ABC tasiyicisim1 (ATP-binding cassette transporters) kodlayan gene ve
bakteriyosinin disar1 tasinmasinda gorev alan aksesuar proteinini kodlayan gene ihtiyag
vardir (Garneu ve ark. 2002, Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Uludag 2015). Biitiin operonlar
biitiin genleri igermemekte ve operonlarda genlerin dizilimi ayni1 olmamakla birlikte
bircok benzerlikleri bulunmaktadir (Isleroglu 2006). Biitiin bakteriyosinlerin biyosentez
mekanizmasi birbirine benzemektedir. Smif I bakteriyosinlerin biyosentezinde bulunan
kimyasal modifikasyon asamasi anormal aminoasitlerin (lantibiyotikler, dehidre
aminoasitler vb.) tiretiminden sorumludur. Sinif II ve sinif III bakteriyosinleri kimyasal
modifikasyona ugramadiklarindan dolayr anormal aminoasitleri igermemektedirler

(Isleroglu 2006, Savadogo ve ark. 2006, Asutay 2007, Bilgin 2008, Uludag 2015).

Bakteriyosinlerin biyosentezinde histidin protein kinaz enzimi, respons regiilatorii ve
indiiksiyon faktoriinden olusan {i¢ bilesenli regiilatér sistemi rol oynamaktadir.
Membranda yer alan histidin protein kinaz enzimi indiikksiyon faktorii tarafindan
uyarilmaktadir. Daha sonra histidin protein kinaz enzimi sitoplazma igerisinde yer alan
respons regiilatoriinii fosforilize eder ve uyar hiicreye iletilir (Ennahar ve ark. 2000,
Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Uludag 2015). Sekil 2.2°de bakteriyosinlerin regiilasyonu ve

biyosentezlerinin semasi1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Bakteriyosinlerin regiilasyonu ve biyosentezleri (Uludag 2015)

Yapisal gen bir prebakteriyosin (prepeptit) olarak kodlanmaktadir. Biyolojik olarak
inaktif olan prebakteriyosinler N terminallerinde lider peptiti ve C terminallerinde
propeptiti icermektedir. Prebakteriyosinin taginmasi veya olgunlagmasi sirasinda N-
terminal uzantis1 enzim vasitasiyla parcalanip uzaklagmakta ve boylece aktif hale
geemektedirler (Bilgin 2008, Uludag 2015). Bakteriyosinlerin hiicre i¢inde sentezleri
gerceklestikten sonra, hiicre disinda etkilerini gosterecekleri bolgelere taginmaktadir.
Sentezlenen bakteriyosinler hiicre disina aksesuar proteini ve ABC tasiyicisi vasitasiyla
tasinmaktadir. ABC tasiyicisi prebakteriyosinin tasinmasinda gorev almaktadir. Ayrica
proteolitik aktiviteye sahip oldugundan prepeptidin lider dizisini parcalayip lider peptidi
uzaklastirmakta ve olgun bakteriyosin sitoplazmik membrandan disariya tasinmaktadir.
Membranda bulunan hidrofobik N terminal bolge ve biiyiik hidrofilik C terminal
bolgesinden olusan aksesuar proteinleri bakteriyosinlerin tasinmasinda rol oynamaktadir

(Klaenhammer 1993, Rodriguez ve ark. 2003, Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Uludag 2015).
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Bazi bakteriyosinler ise genel salgilanma yolu ile sentezlenmektedirler. Genel salgilanma
yolu ile agiga ¢ikan proteinler pozitif yiikli N-terminal ucu, hidrofobik bir merkez ve
pargalanma bolgelerinden olusan, sinyal peptit olarak adlandirilan bir N-terminal lider
dizisi icermektedir. Pargalanma bolgesi proteinlerin sitoplazmik membrandan ¢ikmasini
saglamakta ve membrandan taginmasi sirasinda bir sinyal peptidaz tarafindan
parcalanmaktadir. Enterosin P, Divergesin A ve Bakteriyosin 31 genel salgilanma yolu

ile salgilanan bakteriyosinlerdir (Pugsley 1993, Cintas ve ark. 1997, isleroglu 2006).

2.2.3. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etki mekanizmalari

Bakteriyosinler bakterilerin hiicre zarlarinda iyonik porlar olusturarak potasyum ve
inorganik fosfat sizmasina neden olmakta ve membran iyon dengesi bozulmaktadir. Bu
durum transmembran potansiyeli ve pH gradyanini yok ederek proton itici giicii ortadan
kaldirmaktadir. Proton itici gili¢, hiicre iginde ATP’nin sentezlenmesi, metabolit ve
iyonlarmn birikmesi gibi 6nemli iglemlerden sorumludur. Dolayisiyla bu giiclin ortadan
kalkmasi bakteri hiicresinin inhibisyonuna sebep olmaktadir (Bruno ve Montville 1993,
Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Tiiremis 2012). Bakteriyosinlerin duyarli hiicrelerin
sitoplazmik membranda por olusturmalariyla ilgili olarak one siiriilen baslica {i¢ model
bulunmaktadir. Bu modeller “Barrel-Stave”, “Wedge-Model” ve “Lipit II Model”dir
(Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Tiiremis 2012, Uludag 2015).

Barrel-Stave mekanizmasinda, bakteriyosinlerin katyonik yiik tasiyan C terminali,
fosfolipitlerin fosfat gruplari ile elektrostatik interaksiyona girerek membranda incelmeye
neden olmaktadir (Sekil 2.3). Membran potansiyeli varliginda membran igine girip
oligomerize olmakta ve boylece membranda iyonik porlar olusturmaktadirlar. Peptitler
merkezi kanalin etrafinda dizilmekte ve hidrofilik yiizeyler gozenegin merkezine dogru,
hidrofobik yiizeyler ise membrana dogru yonelmektedir (McAuliffe ve ark. 2001,
Garneau ve ark. 2002, isleroglu 2006, Uludag 2015).
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Sekil 2.3. Barrel-Stave mekanizmasi ile por olusumu (Uludag 2015)

Wedge-Modeli’nde lantibiyotiklerin pozitif yiiklii C-terminali anyonik fosfolipitlerle
iyonik etkilesime girerek membran yiizeyine sikica tutunmakta ve lipit dinamiginde
bozulmaya sebep olmaktadir (Sekil 2.4). Bakteriyosin molekiilleri yeterli miktarda
membran potansiyeli varliginda (-100 mV), membran i¢inde kivrilmalara neden olmakta
boylece gdzenekler olusmaktadir (Koponen 2004, Bauer ve Dicks 2005, Isleroglu 2006,
Bilgin 2008, Uludag 2015).

Sekil 2.4. Wedge-Model ile por olusumu (Uludag 2015)

Lipit 11 modelinde lantibiyotik 6ncelikle 1:1 oraninda lipit bagl peptidoglukan prekiirsorii
olan lipit II’nin karbonhidrat kismina baglanmaktadir. Bu baglanmada negatif bir yiizey
gerekmeksizin lantibiyotigin N-terminali rol oynamaktadir. Lantibiyotigin C terminal ucu
membran igine girerek membranin karsi tarafina gegmektedir. Gozeneklerin olugmast i¢in
birkag lantibiyotik/lipit 1l kompleksi gerekmektedir (Sekil 2.5) (Koponen 2004, Bauer ve
Dicks 2005, Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Uludag 2015).
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Sekil 2.5. Lipit Il modeli ile por olusumu (Uludag 2015)

2.2.4. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etki spektrumlari

LAB bakteriyosinleri genellikle Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktivite
gostermekte olup 6zellikle B. cereus, C. botulinum, L. monocytogenes ve S. aureus gibi
patojen ve gidalarda bozulmaya neden olan bakteriler tizerinde inhibitor etkiye sahiptir.
Gram negatif bakteriler, dis membranlarindan dolay1 antimikrobiyel maddelere kars1 daha
direngli olduklarindan dolay1 bu bakterilerin 1s1l igleme, trisodyum fosfat veya EDTA gibi
selat ajanlarina maruz birakildiklarinda bakteriyosinlere olan direnglerini kaybettikleri
bildirilmigtir (Cotter ve ark. 2005, Kurt ve Zorba 2005, Asutay 2007, Uludag 2015). En
yaygin kullanilan bakteriyosin nisindir. Nisin, Gram pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyel etki gostermesine ragmen Gram negatif bakterilere karsi tek basina
aktivite gostermemektedir. E. coli O157:H7 ve Salmonella gibi patojenlerin gelisimini
EDTA gibi selat ajanlarinin nisin ile kombinasyonu kullanildiginda veya sicaklik soku
uygulandiginda 6nlendigi goriilmektedir (Cleveland ve ark. 2001, Kurt ve Zorba 2005,
Isleroglu 2006, Bilgin 2008).

Cintas ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir ¢aligmada enterosin L50, pediosin PA-1, nisin
A ve laktosin S’nin gidalarda bozulma etmeni bazi patojenlere karsi antimikrobiyel
aktiviteleri incelenmistir. Nisin A ve laktosin S Listeria monocytogenes’e karsi inhibitor
aktivite gostermezken, Enterosin L50 ve pediosin PA-1’in bu patojene kars1 aktif oldugu

goriilmiistiir. Ayrica Enterosin L50 S. aureus, C. perfringens ve C. botulinum’a kars1 da
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antimikrobiyel aktivite gosterirken diger bakteriyosinlerin s6z konusu bakterilere karst

aktivite gostermedigi bildirilmistir.

Du Toit ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada E. faecalis suslarinin genellikle
enterokok tiirlerine karsi etkili oldugu, E. faecium suslarinin ise, Propionibacterium spp.,
Clostridium sporogenes, Clostridium tyrobutyricum, L. innocua ve L. monocytogenes’i

kapsayan antimikrobiyel aktivite spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir.

Laukova ve ark. (1999) siit tiriinlerinde yaptiklari bir ¢alismada enterosin CCM 4231’in

L. monocytogenes ve S. aureus gelisimi tizerine inhibitdr etki gosterdigi belirlenmistir.

Meyve sularinda bozulma etmeni olan Alicyclobacillus acidoterrestris’in E. faecalis A-
48-32 susu tarafindan iiretilen enterosin AS-48 bakteriyosini ile inhibe edildigi
gozlenmistir. Ayrica bakteri endosporlarinin bakteriyosinlerle kisa siireli inkiibasyonu

sonucu inaktive oldugu belirlenmistir (Grande ve ark. 2005).

L. mesenteroides KCCM 11324°¢ kars1 bakterisidal aktiviteye sahip bir bakteriyosin
tireticisi olan Lc. lactis NK24 susu tarafindan iiretilen laktisin NK24’tin Gram negatif
bakterilerden E. coli KCMM32396 ve Pseudomanas aeruginosa ATCC15442’ye ve ¢ogu
laktik asit bakterisine karsi antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Lee ve
Paik 2001).

E. faecium MMT21 susu tarafindan tiretilen enterosin A ve B’nin Lc. lactis, E. faecium,
E. faecalis, B. cereus, S. aureus, L. ivanovii ve L. monocytogenes iizerinde antimikrobiyel

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Ghrairi ve ark. 2008).

2.2.5. Bakteriyosinlerin iiretimi, antimikrobiyel aktiviteleri ve stabilitelerini
etkileyen faktorler

Bakteriyosin iiretimi, aktivitesi ve stabilitesini etkileyen faktorler; besiyerinin bilesimi,
tiretici bakterinin gelisme fazi, besiyeri baslangi¢c pH’s1, fermentasyon sekli (kesikli ve
stirekli), inkiibasyon sicakligi ve siiresi, 1s1l islem, proteolitik enzimler ve depolama

kosullaridir (Asutay 2007, Uludag 2015). Kullanilan besiyerinde bulunan baz: bilesikler
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(laktoz, maya ekstrakti, tampon madde vb.) bakteriyosin aktivitesinin korunmasina ve
artmasina olanak saglamaktadir. Bakterilerin gelismesi igin gereken en uygun sicaklik ve
pH degeri genellikle bakteriyosin iiretimi i¢in de optimum deger olmakla birlikte bazi
bakteriyosinlerin gelisme sicakhiginin biraz altindaki derecelerde de iiretildigi
goriilmektedir. Ancak inkiibasyon siiresinin uzatilmasi ve optimum sicakligin ¢ok altinda
veya ustiinde inkiibe edilmesi bakteriyosin aktivitesi iizerinde olumsuz etkilere sebep
olmaktadir. Inkiibasyon siiresinin uzamasiyla asitlik artmakta, bakteri tarafindan
salgilanan veya lize olan bakterilerden ekstraseliiler ve intraseliiler proteazlar agiga
cikmakta dolayisiyla bakteriyosinin aktivitesi azalmaktadir (Todorov ve Dicks 2006,
Uludag 2015).

Bakteriyosin ireten mikroorganizmalarin veya bakteriyosinlerin gida sanayinde
kullanimlarin: sinirlayan faktorler; bakterinin adaptasyon yetenegi, liriine ait 6zellikler,
hedef bakteride direnglilik gelisimi ve bakterinin rekabet giicii, bakteriyosinin veya
tiretici susun ilave edilecegi tlirliniin {iretim parametrelerine duyarlilik, inaktivasyon riski,
duyusal 6zelliklerden kaynakli olumsuzluklar, aktivite spektrumu, inhibitér maddeler ve
gida bilesenleriyle spesifik olmayan baglanma (lipitlerin neden olabilecegi inaktivasyon)
seklinde siralanabilmektedir (Ttremis 2012, Uludag 2015).

Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etkilerinin az ve aktivite spektrumlarinin sinirli olmasi
gidalarda uygulamalarin: sinirlayan en biiyiik engeli teskil etmektedir. Bakteriyosinlerin,
cok faktorli bir sistemin pargas: olarak kullanilmasi, daha basarili sonuglar alinmasini
saglamaktadir. Gida giivenliginin saglanmasinda ve gidalarin muhafazasinda tek basina
yeterli olamayan birgok faktoriin (sicaklik, pH, su aktivitesi, oksidasyon/rediiksiyon
potansiyeli, farkli antimikrobiyel maddeler) bir arada kullanilarak sinerjistik bir etkinin
ortaya ¢ikmasina “Hurdle Etkisi” (veya engeller teknolojisi) denilmektedir (Cleveland ve
ark. 2001, Chen ve Hoover 2003, Tiiremis 2012).

Bakteriyosin uygulamalarindaki sinirlamalarin  dayandirildigi nedenler arasinda;
bakteriyosinlerin dar spektrum araligina sahip olmasi, yap1 ve fonksiyonlari hakkindaki
bilginin yetersiz olmasi, Suslardaki bakteriyosin {iretiminin zayif olmasi,

bakteriyosinlerin insanlarin sindirim sisteminde olusturacag: etkilerin belirlenememis
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olmasi, bakteriyosinlerin gida maddeleri igerisindeki davraniglarinin bilinmemesi
bulunmaktadir (Uludag 2015).

Cheigh ve ark. (2002) Lc. lactis subsp. lactis A164 tarafindan iretilen nisin benzeri
bakteriyosinin iiretimi iizerine yapmis olduklari bir calismada bakteriyosinin karbon ve
azot kaynaklarindan fazlaca etkilendigi gorilmistiir. A164 susunun laktoz ilave edilmis
M17 besiyerinde diger karbon kaynaklar: kullanilmis besiyerlerine gore 4 kat daha fazla
bakteriyosin trettigi gozlenmistir. % 3 diizeyinde maya ekstrakti ilavesi optimum azot
kaynagi olarak bulunmustur. Bakterinin optimum gelisme sicakligi 37°C, bakteriyosin
aretimi igin optimum sicaklik 30°C olarak tespit edilmistir. Gelisme i¢in optimum pH
5,5-6,5 arasinda degisirken bakteriyosin dretimi igin optimum pH’nin 6,0 oldugu
belirlenmistir. Maksimum aktivite M17L broth (% 3 laktoz), 30°C ve pH 6,0’da erken

durgun gelisme fazinda gozlenmistir.

P. acidilactici NRRL B-5627’nin trettigi pediosinin papain, pepsin, subtilisin ve tripsin
ile 15 dakika muamele sonucunda aktivitesini kaybettigi goralmistiir. Lc. lactis subsp.
lactis CECT 539 tarafindan iiretilen nisinin pepsin, tripsin ve subtilisin ile muamele
sonucu aktivitesini tamamen kaybettigi, ancak papain ile muamele sonucu aktivitesini %

50 oraninda kaybettigi tespit edilmistir (Guerra ve ark. 2001).

Blom ve ark. (1997) agar plate model sisteminde indikator hiicre sayisi, pH, NaCl, agar
ve soya yag1 konsantrasyonunun pediosin PA-1, pissikolin 61, sakasin P, nisin ve sakasin
A bakteriyosinlerinin difiizyonlar: iizerine etkisini incelemistir. Calisma sonucunda bazi
bakteriyosinlerin difiizyon alanlarinin, faktorler disiik miktarlardan yiiksege dogru
ciktikga degistigi goriilmustiir. Her bakteriyosinin profilini etkileyen bir karakteristik i¢
faktoriniin oldugu fakat pH ve indikator hiicrelerin yogunlugunun tim bakteriyosinleri

etkiledigi goriilmiistiir.

E. faecium N15 tarafindan tiretilen bakteriyosinin pepsin, tripsin, proteinaz K, a-
kimotripsin ve a-amilaza kars1 duyarl, lipaz enzimine ise dayanikli oldugu saptanmistir.
Bakteriyosin, 100°C’de 2 saat 1s1l isleme dayanikli oldugu halde 121°C’de 15 dakika

otoklavlama kosullarinda aktivitesini tamamen kaybetmektedir. S6z konusu
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bakteriyosinin pH 2-10 araliginda genis aktivite spektrumuna sahip oldugu belirtilmistir
(Losteinkit ve ark. 2001).

2.2.6. Bakteriyosinlerin saflastiriimalar:

Bakteriyosinlerin saflastirilmasinda kullanilan yontemler bakteriyosinlerin katyonik ve
hidrofobik molekiiller olmalari, Gram pozitif bakterilere adsorbe olabilmeleri ve
adsorpsiyonun pH’ya bagli olmas1 6zelliklerine dayanarak gelistirilmistir. Saflastirmanin
ilk asamasinda temel amag¢ hacmin azaltilmasi ve istenmeyen bazi protein ve lipit gibi
bilesiklerin uzaklastirilmasidir. Bu nedenle tuzla ¢oktiirme, asitle veya diger organik
coziiciilerle pihtilastirma, diyaliz, ultrafiltrasyon gibi yontemler kullanilir. Ikinci asamada
ise temel amag¢ besiyerinden ve hiicre metabolizmasindan kaynaklanan kontamine
proteinlerden iyi derecede bir arindirma saglamak oldugundan jel filtrasyonu, anyon veya
katyon degistirici kromotografisi, hidrofobik interaksiyon kromotografisi gibi
kromatografik yontemlerden yararlanilmaktadir (Yang ve ark. 1992, Coventry ve ark.
1996, Asutay 2007, Bilgin 2008).

2.2.7. Bakteriyosinlerin kullamim alanlar:

Bakteriyosinler, gidalarda koruyucu olarak, klinikte, veterinerlikte, bitki hastaliklarinin
kontroliinde ve antitimér arastirmalarinda kullanilmaktadir (Dinger ve ark. 2010, Uludag
2015). Bakteriyosinlerin veya bakteriyosin iireticisi suglarin gida endiistrisinde kullanimi
lizerine olan galigmalar gidanin gesidine, hammaddeye ve iiretim kosullarina bagh olarak
gidalarda bozulma yapan patojen bakteriler tizerine yogunlagsmistir (Galvez ve ark. 2008).
Tiketicilerin kimyasal koruyucu igermeyen, az islem gérmiis dogala yakin tiriinleri tercih
etmeleri, Ureticilerin ise raf Oomrii uzun, giivenli ve kaliteli gida {iretimi {izerine
yogunlagmalar1 gidalarda koruyucu olarak bakteriyosinlerin veya bakteriyosin {iretici
tirlerin kullanimmin 6ntinii agmustir. Bakteriyosinlerin  kullanimi1  sayesinde, gida
bozulmalarindan kaynakli ekonomik ve endiistriyel kayiplar azalmakta ve kimyasal
koruyucu katki maddeleri daha az kullanilmaktadir (Basbiilbiil 2009, Uludag 2015).
Ayrica bakteriyosinlerin renksiz, kokusuz ve tatsiz olmalari, kolaylikla sindirilebilmeleri
ve 1stya olan direngleri gida endiistrisinde kullanim alani bulmalarina olanak

saglamaktadir (De Martinis ve ark. 2002, Uludag 2015).
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Bakteriyosinlerin aktiviteleri gidanin fiziksel 6zelliklerine ve kimyasal kompozisyonuna
baglidir. Bakteriyosinlerin bircok gida sisteminde tek basina koruyucu olarak
kullanimlarinda karsilasilan en biiyiik engel, sahip olduklar: sinirl: aktivite spektrumlar:
ve antibakteriyel etkilerinin az olmasidir. Bakteriyosinler genellikle Gram negatif
bakterilere kars1 etkili degillerdir. Ancak Gram negatiflerin dis membranlarinda
lipopolisakkarit tabakadaki magnezyum iyonlarini baglayan EDTA gibi selat ajanlarinin
kullanimiyla dis membranlarinin gegirgenlik bariyerleri etkisiz hale getirildiginde

bakteriyosinin sitoplazmik zara gecisi saglanabilmektedir (Sezer 2007).

Koruyucu kiiltiir olarak, daha ¢ok laktik asit bakterileri yaygin olarak kullanilirken,
bakteriyosin olarak, GRAS statiisiinde kabul edilen ilk bakteriyosin olan nisin
kullaniimaktadir. Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan birgok iilkede gida koruyucusu
olarak kullanimi onaylanan nisinin “Nisaplin” adi ile ticari {iretimi yapilmaktadir
(Settanni ve Corsetti 2008, Avci 2015). Nisin diisiik pH’ya dayanikli olup, vejetatif
hiicrelere ve bakteriyel endosporlara kars: da etkilidir (De Martinis ve ark. 2002, Chen ve
Hoover 2003). 1988 yilindan beri FDA tarafindan C. botulinum sporlarinin gelismesini
ve toksin olusumunu 6nlemek amaciyla pastorize peynirlerde kullanimina izin verilmistir.
Ayrica salamda, konserve baliklarda, hazir etlerde ve cesitli kozmetik iriinlerinde

ozellikle depo omriinii arttirict olarak kullamimaktadir (isleroglu 2006).

Ayrica ticari olarak tiretimi yapilan ve Alta® 2341 markasi ile bilinen pediosin PA-1, et
iirtinlerinde L. monocytogenes gelisimini engellemek amaci ile kullanilmaktadir (Settanni
ve Corsetti 2008). Geleneksel Avrupa peynirleri gibi iiriinlerin islenmesi sirasinda hayvan
kaynakli bulasilar meydana gelmektedir. Bakteriyosin iireticisi Enterococcus suslari
peynir iretiminde starter kiltiir olarak kullanilarak kontaminant floranin gelismesi
engellenebilmektedir (Foulquie Moreno ve ark. 2006, Avci 2015). Cizelge 2.3’te

bakteriyosinlerin gidalarda kullanimlarina érnekler verilmistir.
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Cizelge 2.3. Bakteriyosinlerin gidalarda kullanimlarina drnekler (Isleroglu 2006, Gao ve
ark. 20142, Gui ve ark. 2014°, Shamloofar ve ark. 2015°)

Bakteriyosin

Uygulama

Sonuc¢

kullanilmasi

Nisin A Nisinin Ricotta peynirinde L. Nisinin 8 haftada L.
monocytogenes gelisiminin monocytogenes’i inhibe ettigi
kontrol edilmesi i¢in belirlenmistir.
kullanilmast

Pediosin Baharatli sosis tiretiminde 15°C’de anaerobik kosullarda 15
pediosin iireten P. giine kadar L. monocytogenes
acidilactici’nin katilmasi gelisiminin kontrol edildigi

saptanmistir.

Pediosin PA-1 | Cheddar iiretiminde bir pediosin | L. monocytogenes sayisinin bir

(AcH) iireten Lc. lactis’in starter olarak | haftada 10? cfu/g’a diistiigii
kullanilmasi saptanmustir.

Enterosin Taleggo  peyniri  iiretiminde | L. innocua’nin inhibe oldugu
enterosin  lreten Enterococci | tespit edilmistir.

Manchego peyniri {iretimi igin
enterosin treten E. faecalis’in

starter olarak kullanilmasi

L. monocytogenes Ohio’nun

inhibe oldugu goriilmiistiir.

Enterosinin tavuk gogsii,
jambon, domuz eti ve sosise

katilmast

L. monocytogenes gelisiminin
bir¢ok kosul altinda kontrol

edildigi belirlenmistir.

Laktisin 3147

Laktisin 3147 nin toz
preparatinin cottage peyniri,
yogurt ve toz haldeki ¢corbalara

katilmasi

L. monocytogenes ve
B.cereus’un bu iirtinlerdeki
gelisiminin kontrol edildigi

belirlenmistir.

Cottage peynirinin {iretiminde
laktisin 3147 tireten Lc. lactis’in

kullanimi

4°C’de 5 giinde L.
monocytogenes Scott A sayisinin

%99,9 azaldig1 gézlenmistir.
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Cizelge 2.3. Bakteriyosinlerin gidalarda kullanimlarina drnekler (isleroglu 2006, Gao ve
ark. 20142, Gui ve ark. 2014°, Shamloofar ve ark. 2015°) (devamr)

Bakteriyosin

Uygulama

Sonug¢

casei’nin, ogiitilmiis sigir
etine L. monocytogenes

kontrolinde kullanilmasi

Leukosin A Leu. gelidum UAL 187’nin | Lb. sake bozulmasinin 6
sigir etinin bozulmasinin | haftaya kadar geciktigi
kontroliinde kullanilmas1 gozlenmistir.

Laktosin 705 Laktosin  tireten  Lb. | L. monocytogenes’in

inhibe oldugu saptanmustir.

Sakasin A

Sakasin A reten Lb.
sake’nin kiyma ve ¢ig

domuz etine katilmasi

L. monocytogenes’in

inhibe oldugu saptanmuistir.

Enterosin AS-48

Enterosin AS-48 sosislerde

kullanimi

S. aureus gelisimini inhibe

ettigi saptanmustir.

Enterosin CCM 4231

Sut turunlerinde Enterosin

S. aureus ve L.

CCM 4231 kullanimi1 monocytogenes
gelisimini durdurdugu
saptanmistir.
Nisin Taze alabalik filetolarinda | Laktik  asit  bakterileri
nisin kullanimi® lizerine inhibitor etkili

oldugu saptanmustir.

Pompano filetolarinda
nisinin biberiye ekstrakti

ile birlikte kullanimi®

Raf 6mriinde 6 giine varan

artis gozlemlenmistir.

Paraplantarisin

Gokkusagr alabaliklarinda

paraplantarisin kullanimi”

Pseudomonas,

Enterobacteriaceae ve
spor olusturan bakterilere
kars1 antibakteriyel aktivite

gosterdigi belirlenmistir.
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Bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak kullanim: disinda farkli alanlarda da kullanim
olanaklari bulunmaktadir. Giliniimiizde hastalik etmeni patojenlerin sik ve yanls
antibiyotik kullanim: sonucu diren¢ kazanmasi, giderek artan bir sorun haline
gelmektedir. Coklu ilag direnci gosteren patojen bakterilerin artisi, insan ve hayvan
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde alternatif antimikrobiyel maddelerin
kullanimi konusunda yeni aragtirmalarin oniinii agmistir. Bu amagla bir¢ok bilim insani
bakteriyosinlerin tibbi iirinlerde ve kisisel bakim iriinlerinde kullanim olanaklar

konusunda ¢alismalar yiirtiitmektedir (Uludag 2015).

Salivaricin A2 ve B iireten Streptococcus salivarius K12 susunun 6zellikle ¢ocuklarda
akut enfeksiyonlara neden olan Streptococcus pyogenes’e karsi inhibitér olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir (Tagg 2004). Tiim bunlarin yanisira Reddy ve ark. (2004)
tarafindan yapilmig olan in vivo ve in vitro c¢alismalarda nisinin dogum Kkontrol

etkinliginin bulundugu belirlenmistir.

2.3. Bakteriyosinlere Diren¢ Mekanizmasi

Bakteriyosinlerin hedef aldigi patojenlerin, bakteriyosinlere karsi direng gelistirebilme
olasiliklari, gidalarda koruyucu olarak kullanilmalart hususunda endiseye neden
olmaktadir. Bu alanda en ¢ok arastirmalara konu olan bakteriyosinler nisin, pediosin ve
bazi Sinif Ila tiyeleridir (Gravesen ve ark. 2002, Tiremis 2012). Bakteriyosinlerin
antibiyotiklerden farkl: bir yapiya sahip olmalarina ragmen antibiyotik direnglilige sahip
bir¢ok patojen bakteri iizerinde bakteriyosinlerin direng mekanizmasi ilgi odag: olmustur.
Bakteriyosinler i¢in direng mekanizmasinin nasil islediginin bilinmemesine ragmen,
diisiik molekiil agirhikli bakteriyosinlerin cogunun bakteriyel membran ile iliskili oldugu
diistiniilmekte dolayisiyla direncin genellikle bakteriyosinin hedefledigi bakterinin
membranindaki degisikliklere bagli olarak sekillendigi belirtilmektedir. Direng gelisimi,
hiicre duvarmin ve hiicre zarinin yiikii, hiicre zar1 akiskanhgindaki degisimler, hiicre
duvarinin sahip oldugu kalinlik ve bu faktorlerin kombine etkileri ile iliskilidir (Stiles
1996, Sezer 2007, Tiiremis 2012).
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Ming ve Daeschel (1993) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, L. monocytogenes Scott A’nin

minimum inhibisyon konsantrasyonundaki (MiK) nisine 2-8 defa maruz kalmas: halinde

nisine kars1 direng gelistirdigi goriilmiistiir. Hiicrelerin nisine kars1 direng mekanizmasi
tam olarak belirlenememis olmasma ragmen, Lipid 1l kismindaki degisimlerle ilgili
olmadig1 distiniilmektedir. Nisine kars1 direng gelisimine neden olan ve nisini kalitsal
olarak tolere eden genetik lokuslar tanimlanmis olup, bu hususta en 6nemli fakt6riin hiicre

duvar yiikii oldugu belirlenmistir.

Vadyvaloo ve ark. (2004) tarafindan Sinif lla direngli L. monocytogenes’in direng
mekanizmasinin incelendigi ¢alismada hiicre zar1 akiskanlhiginin ve hiicre ylizeyi yiikiiniin

direng gelisiminde dnemli oldugu saptanmustir.

2.4. Enterokoklarin Genel Ozellikleri

Enterokoklarin ilk tanimi Thiercelin tarafindan 1899 yilinda yapilmistir (Franz ve ark.
1999). Sherman 1937 yilinda streptokoklar1 piyojenik streptokoklar, laktik streptokoklar,
viridans streptokoklar ve enterokoklar olmak tizere dort grup altinda toplamistir.
Streptococcus cinsi bakteriler daha sonra fizyolojik testlerin, serolojik ¢alismalarin,
siperoksit dismutaz enzim analizlerinin ve niikleik asitlerin hibridizasyonu gibi
molekiiler tekniklerin kullanilmasiyla birlikte Streptococcus, Lactococcus ve
Enterococcus olmak tizere 3 ayr1 cins olarak anilmaya baslanmistir (Franz ve ark. 2003,
Gok Charyyev 2016).

16S rRNA dizilimi dikkate alindiginda Enterococcus cinsi dort gruba ayrilmustir. E.
faecium, E. hirae ve E. mundtii “faecium” grubunu, E. avium, E. malodoratus, E.
raffinosus ve E. pseudoavium “avium” grubunu, E. gallinarum ve E. casseliflavus
“gallinarum” grubunu, E. columbae ve E. cecorum ise diger grubu olusturmaktadir. E.
faecalis, E. saccharolyticus, E. dispar, E. sulfurous, E. flavescens, E. seriolicida ve diger
enterokok tiirleri ise bireysel olarak siniflandirilmaktadir. Enterokok tiirleri arasinda
ozellikle E. faecalis ve E. faecium fermente gidalarin kendine has tat, aroma ve tekstiir

ozelliklerinin gelisiminde 6nemli rol oynamalarindan dolay1 6nem arz etmektedirler. Bu
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iki tiir ayrica probiyotik olarak da degerlendirilmektedir (Franz ve ark. 1999, Franz ve
ark. 2003, Ozmen Togay 2010, Ozmen Togay ve Temiz 2011, Gk Charyyev 2016).

Enterococcus cinsinin iiyeleri, fakiiltatif anaerob, Gram pozitif, genellikle katalaz ve
oksidaz negatif, kisa veya ikili zincirler halinde bulunan kok sekilli, spor olusturmayan,
E. gallinarum ve E. casseliflavus disinda hareketsiz bakterilerdir. Kemoorganotrofik ve
homofermantatiftirler. Optimum olarak 35°C’de trerler ancak 10-45°C sicaklik
araliginda, % 6,5 NaCl ve pH 9,6 ortaminda da tireyebilmektedirler. 60°C’de 30 dakikalik
11l isleme dayanabilmekte ve suslarin cogu % 40 safra tuzu varliginda eskulini hidrolize
edebilmektedir. Enterokoklar genellikle hemolitik aktivite gdstermezler. Ancak bazi
suslarinin a-hemolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Franz ve ark. 1999, Gardini ve
ark. 2001, Foulquie Moreno ve ark. 2006, Bilgin 2008, Ozmen Togay ve Temiz 2011,
Gok Charyyev 2016). 16S rRNA dizisi analizleri karsilagtirildiginda Enterococcus
cinsinin % G+C oram diisiik olup % 50’nin altindadir (isleroglu 2006).

Enterokoklar, saglikli insan ve hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda dogal olarak
bulunan bakteriler olup olumsuz ¢evre kosullarini tolere etme yetenekleri ve fekal
kaynaklardan yayilmalarinin bir sonucu olarak, topraktan, gidalardan, su ve bitkilerden
izole edilmektedirler (Foulquie Moreno ve ark. 2006, Cariolato ve ark. 2008, Ogier ve
Serror 2008, Lopez ve ark. 2009, Cetinkaya ve Elal Mus 2010). Enterokoklar sucul
ortamlardan, baliklarin deri, solunga¢ ve bagirsaklarindan, kabuklu deniz iiriinlerinden
izole edilmekte ve tuz konsantrasyonu yiiksek ortamlara gosterdikleri tolerans nedeniyle
deniz kiyilarinda uzun siire canli kalabilmektedir (Harwood ve ark. 2000, Valenzuela ve
ark. 2010, Hammad ve ark. 2015). Ayrica gastrointestinal sistem kokenli olmalarindan
dolayr fekal kontaminasyon indikatdrii ve sanitasyon indeksi olarak da
degerlendirilmektedirler (Cetinkaya ve Elal Mus 2010, Keeratipibul ve ark. 2010).
Probiyotik olarak degerlendirilen suslara sahip olmalarinin yani sira Enterococcus
tiirlerinin baz1 suslar1 patojen 6zellige de sahiptir (Franz ve ark. 2003, Cetinkaya ve Elal

Mus 2010).

Bazi1 enterokok tiirlerinin gidalarda bulunma durumlar1 Cizelge 2.4‘te gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. Gidalarda enterokoklarin ekolojisi (Klein 2003)

Tiir Peynir | Balik Et Domuz Kiyilmis Kiytlmis
Karkast Sigir Eti Domuz Eti
E. faecalis (+) + + ++ ++ ++
E. faecium ++ (+) ++ (+) (+) (+)
E. durans/hirae (+) - (+) (+) (+) (+)
E. gallinarum - (+) (+) ND (+) (+)
E. casseliflavus - - (+) ND - (+)
E. mundtii - (+) (+) ND ND ND
E. avium ND ND ND ND - +)
E. malodoratus ND ND ND (+) ND ND
E. pseudoavium ND ND ND (+) ND ND
E. raffinosus ND ND ND (+) ND ND

++: olagan; +: sik; (+): nadiren; -: bahsedilmemis; ND: belirlenmemis

Fekal koliformlar, C. perfringens, E. coli ve enterokoklar fekal kontaminasyon gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Sicakkanli hayvanlarda, toprakta, yiizey sularinda, bitki ve
sebzelerde bulunan enterokoklardan E. faecalis, E. faecium ve E. durans tiirlerinin digki
kokenli olmalar1 ve sucul ortamlarda ireyebilmeleri, bu bakterilerin sularda fekal
kontaminasyon indikatorii olarak tanimlanmalarina neden olmaktadir. Dondurma ve
kurutma gibi olumsuz ortam kosullarina gosterdikleri direng nedeniyle su, dondurulmus
sebze, dondurma, sprey boyalarla kurutulmus yumurta tozlar1 ve dondurulmus balik
tirtinlerinde enterokoklarin koliform grubu bakterilere gore sayisal iistiinliik gostermesi
fekal kontaminasyon indikatdrii olarak mikrobiyolojik kriterler icerisinde yer alma
egilimini arttirmaktadir (Citak ve ark. 2009). Ancak Avrupa Birligi tarafindan 1992
yilinda E. coli ve koliform grubu bakterilerin hijyen indikatorii olarak gidalarda
maksimum bulunabilme diizeyinin belirlenmesine ragmen enterokoklar icin bir limit
belirtilmemistir. Bu nedenle enterokoklarin gidalarin endiistriyel prosesinde hijyen
indikatorii olarak daha az oneme sahip oldugu belirtilmektedir (Klein 2003, Foulquie
Moreno ve ark. 2006, Isleroglu 2006, Marekova ve ark. 2007, Ozmen Togay 2010).
Enterokoklar sahip oldugu yararli 6zellikler nedeniyle gidalarda starter kiiltiir, yardimct
kiiltiir ve probiyotik olarak kullanilmaktadir. Probiyotik olarak kullanilan suslarin safra

tuzlarindan etkilenmedigi, diisiik pH’lara direngli oldugu ve bireylerde herhangi bir yan
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etkiye neden olmadigi belirtilmektedir. Bazi enterokok suslarinin ishal tedavisinde
antibiyotik uygulamasina alternatif olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ayrica
antibiyotik kaynakli ishallerin ve c¢ocuk ishallerinin 6nlenmesi ve tedavisinde klinik
olarak etkili oldugu ifade edilmektedir (Franz ve ark. 1999, Foulquie Moreno ve ark.
2006).

Enterokoklar bazi suslarinin sahip oldugu vyararli etkilerin yaninda insanlarda
bakteriyemi, septisemi, endokarditis ve tiriner sistem enfeksiyonlarina neden olan hastane
kaynakl1 patojen olarak da bilinmektedir. Enterokoklarin patojenitesi tasidiklar: viriilens
genleri ve antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng 6zellikleri ile iliskilidir (Franz ve ark.
1999, Franz ve ark. 2003, Foulquie Moreno ve ark. 2006, Tiiremis 2012).

Enterokoklar, laktik asit tiretimi, lipolitik ve proteolitik aktiviteleri, probiyotik 6zellikleri,
sitrat metabolizmas1 ve bakteriyosin gibi antimikrobiyel maddeleri sentezleme
yetenekleri nedeniyle gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptirler (Giraffa 2002, Ogier
ve Serror 2008). Dolayisiyla peynir, sucuk, zeytin, tarhana vb. geleneksel fermente
gidalar ile diger bircok gidadan ve anne siitlerinden de izole edilebilmektedir. Anne
siitiinden izole edilen bakteriler arasinda Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus
ya da E. faecium gibi tiirler potansiyel probiyotik bakteriler arasinda degerlendirilmekte
ve bazi suslar ticari probiyotik iriinlerde kullanilmaktadir (Franz ve ark. 1999, Franz ve
ark. 2003, Foulquie Moreno ve ark. 2006, Ozmen Togay 2010).

2.5. Enterosinler

Enterosinler, genellikle E. faecium ve E. faecalis tarafindan tiretilen bakteriyosinlerdir.
Enterosinlerin Clostridium, Listeria ve Staphylococcus cinsi patojen bakterilerilere karsi
aktivitesi saptanmistir. Enterosinlerin genellikle sinif I, sinif IT (1la ve llc grubu) ve sinif
IIT bakteriyosinlere iiye olduklar1 goriilmektedir. Smif I, sinif Ia, sinif Ilc ve smif III
bakteriyosinleri i¢inde yer alan enterosinler, tiretici suslar ve enterosinlerin amino asit

dizilimleri Cizelge 2.5’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.5. Enterokoklar tarafindan iiretilen sinif I, simif II ve sif III bakteriyosinleri
(enterosinler) (Foulquie Moreno ve ark. 2006)

Enterosin Smif | Amino asit dizilimi Uretici sus

Cyl L. | MENLSVVPSFEELSVEEMEAIQGSGDVQAE E. faecalis DS16
TTPVQCAVAATAAASSAACGWVGGGIFTG
VTVVVSLKHC

Cyl Ls | VLNKENQENYYSNKLELVGPSFEELSLEEM E. faecalis DS16
EAIQGQSGDVQAETTPACFTIGLGVGALFSA
KFC

Enterosin A 1A TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATT E. faecium CTC492
QCIAGMSIGGFLGGAIPGKC

Enterosin CRL 35 | IIA KYYGNGVTLNKXGXSVNXXXA... E. faecium CRL 35

Bakteriyosin 31 1A ATYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKI | E. faecalis Y1717
IQVNGWVQHGPWAPR

Enterosin P 1A ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAG | E. faecium P13
IQVISGWASGLAGMGH

Mundtisin 1A KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSA | E. mundtii AT06
QANLATGGAAGWSK

Enterosin SE-K4 1A ATYYGNGVYCNKQKCWVDWSRARSEIIDR E. faecalis K-4
GQVKAYVNGFTKVLG

Enterosin AS-48 1C MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVS | E. faecalis S-48
ILTAVQGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIK
KKGKRAVIAW

Enterosin B 1C ENDHRMPNELNRPNNLSKGGAKCGAAIAG E. faecium T136
GLFGIPQKGPLAWAAGLANVYSKCN

Enterosin Q 1C MNFLKNGIAKWMTGAELQAYKKKYGCLP E. faecium L50
WEKISC

Enterosin L50A 1C MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEG | E. faecium L50
WAINQKIEWIKKHI

Enterosin L50B 1C MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQG E. faecium L50
WTIDQQIEKWLKRH

Enterosin 1071A 1C ESVFSKIGNAVGPAAYWILKGLGNMSDVNQ | E. faecalis BEF
AQDRINRKKH 1071

Enterosin 1071B 1C GPGKWLPWLQPAYDFVTGLAKGIGKEGNK | E. faecalis BEF
NKWKNV 1071

Enterosin RJ-11 1C APAGLVAKFGRPIVKKYYKQIMQFIGEGSAI | E. faecalis RJ-11
NKIIPQWIARMWRT

Enterolisin A 11 ASNEWSWPLGKPYAGRYEEGQQFGNTAFN E. faecalis LMG
RGGTYQFHDGFDFGSAIYGNGSVYAVHDG 2333
KILYAGWDPVGGQGSLGAFIVLQAGNTNVI
YQEFSRNVGDIKVSTGQTVQKKGQLIGKFTS
SHLHLGMTKKEWRSAHSSWNKD...

Farkli kaynaklardan izole edilen bakteriyosin iireticisi Enterococcus suslari Cizelge

2.6’da gosterilmektedir.
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Cizelge 2.6. Farkli kaynaklardan izole edilen bakteriyosin {ireticisi Enterococcus suslari
(Foulquie Moreno ve ark. 2006, Kumar ve ark. 2011?)

Kaynak Sus

Insan E. faecalis S-48

. faecium Y1717
. faecium RC714

Su . faecalis EJ97
Sebzeler . faecalis 226
. faecium BFE 900
. mundtii ATO6

. faecium 6T1a

. faecium DPC1146

. faecium 7C5

. faecium RZS C5

. faecalis INIA 4

. faecium CRL 35

. faecium WHE 81

. faecalis FAIR-E 309
. faecium FAIR E-198
. faecium L1

. faecium CTC492

. faecalis EFS2

. faecium T136

. faecium P13

. faecium L50

. faecium AA13

. faecium G16

. faecium P21

. casseliflavus IM 416K1
. faecium N15

. faecium B1

. faecium B2

. faecium MC13

Sit urinleri

Fermente sosisler

Diger fermente gidalar

mmmmmmmMmMmMmmMMmMmMmMmMMmMmmmMmmmMmmMmmmmmmmmmmim

Su triinleri®

Enterosinler, diger bakteriyosinler gibi, hiicre membraninda porlar olusturarak elzem
hiicre i¢i molekiillerin sizintisina neden olmakta ve boylece transmembran potansiyelini
ve/veya pH gradyanini bozmaktadirlar. Enterosinler, et iirinlerinde ve diger birgok gida
tiriiniinde L. monocytogenes‘in gelisiminin ve laktik asit bakterileri tarafindan iriinde
yapiskan tabaka olusumunun Onlenmesinde kimyasal koruyuculara alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Genellikle L. monocytogenes, L. innocua, Leuconostoc spp., E.
coli, Lactobacillus spp., S. aureus, Clostridium spp., V. choleroe, Lactococcus spp., A.

acidoterrestris, Bacillus spp., Lactococcus spp. ve Pediococcus spp. gibi bakterilere karsi
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antimikrobiyel aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir (McAuliffe ve ark. 2001,
Koponen 2004, Foulquie Moreno ve ark. 2006, Bilgin 2008, Avci 2015, Uludag 2015).

Enterosinlerin, pepsin, tripsin, proteinaz K, a-kimotripsin gibi proteazlarla aktivitelerini
kaybetmelerinin yani sira katalaz, amilaz ve lipaz enzimlerine kars1 dayanikli olduklari
belirlenmistir. Genis pH araliklarinda aktivite gostermelerine ragmen diisiik pH’larda
daha fazla aktif olduklar1 belirlenmistir. Buzdolab1 kosullarina, yiiksek sicaklik (100°C)
uygulamalarina ve liyofilizasyon islemine karsi dayanikli olduklar1 saptanmistir
(Isleroglu 2006, Bilgin 2008, Avci 2015).

2.5.1. Enterosin A

Enterosin A’nin E. faecium CTC492, E. faecium DPC1146, E. faecium P21, E. faecium
TI36, E. faecium EFMO1, E. faecium MMT21 gibi birgok farkli enterokok susu tarafindan
tiretildigi belirtilmistir (Aymerich ve ark. 1996, Casaus ve ark. 1997, O’Keeffe ve ark.
1999, Ennahar ve Deschamps 2000, Herranz ve ark. 2001, Ghrairi ve ark. 2008).
Enterosin A, grup lla (pediosin benzeri) bakteriyosinleri sinifina dahil, 4829 Da
molekiiler agirliga sahip, 47 amino asit kalintis1 ile dort sistein kalintisinin olusturdugu
disiilfit kopriisii ve N-ug zincirinde YGNGV konsensus serisini icermektedir. (Aymerich
ve ark. 1996, Casaus ve ark. 1997, O’Keeffe ve ark. 1999). Enterosin A’nin logaritmik
fazin sonuna dogru maksimum seviyede tiretildigi belirlenmistir. Genis pH araliginda (pH
2-11) aktivite gosteren Enterosin A, 20 dk siire ile 80-100°C 1s1 uygulamasina,
liyofilizasyona, dondurma-¢6zdiirme iglemine, -20°C’de depolamaya kars1 dayaniklidir.
Ayrica tripsin, pronaz E ve proteinaz K gibi proteolitik enzimlerle aktivitesini
kaybetmekte lipaz ve a-amilaz gibi enzimlere karsi aktivitesini korumaktadir (Ennahar
ve Deschamps 2000, Herranz ve ark. 2001, Ghrairi ve ark. 2008). Gram negatif
bakterilere karsi etki gostermeyen enterosin A, C. botulinum, C. sporogenes, C.
tyrobutyricum, Propionibacterium spp., B. cereus, L. monocytogenes ve S. aureus gibi
birgok Gram pozitif bakteriye karsi antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Casaus ve
ark. 1997, Ennahar ve Deschamps 2000, Herranz ve ark. 2001, Ghrairi ve ark. 2008).
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2.5.2. Enterosin B

Enterosin B’nin, E. faecium T136, E. faecium MMT21, E. faecalis MYES8 gibi baz1 E.
faecium suslari tarafindan sentezlendigi bilinmektedir (Casaus ve ark. 1997, Ghrairi ve
ark. 2008, Tuncer ve ark. 2014). Karnobakteriyosin A ile giiglii homoloji gosteren
Enterosin B sinif Ila (pediosin benzeri) bakteriyosinler sinifina ait degildir ve pediosin
benzeri bakteriyosinlerde goriilen YGNGV aminoasit dizisini icermemektedir. Ancak
lider peptitleri ve C terminalindeki dizi benzerlikleri dolayisiyla pediosin benzeri
bakteriyosin ailesi ile iligkili olduklari diistiniilmektedir (Casaus ve ark. 1997). 5463,8 Da
molekiiler agirliga sahip ve pH 2,0-10,0 araliginda aktivite gosteren Enterosin B’nin
pronaz E, tripsin ve proteinaz K gibi proteolitik enzimlere karsi duyarli, 100°C’de 15
dakika siireyle 1s1l isleme direngli oldugu belirtilmektedir (Ghrairi ve ark. 2008).
Gidalarda bozulmaya ve gida intoksikasyonlarma yol agan gida kaynakli patojen
bakterilerden E. faecalis, L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus ve L. innocua’ya karsi

inhibitor aktivite gostermektedir (Ghrairi ve ark. 2008, Tuncer ve ark. 2014).

2.5.3. Enterosin C

Enterosin C, insan kolostrumundan izole edilen E. faecalis C901 susu tarafindan iiretilen
grup IIb tiyesi bir bakteriyosindir. Enterosin C, C1 ve C2 olarak adlandirilan ve sinerjik
antimikrobiyal aktivite gosteren iki farkli peptitten olusmaktadir. Enterosin C1 ve C2’nin
molekiil agirliklar: sirasiyla 4284 ve 3867 Da olarak tespit edilmistir. Enterosin C’nin, bu
calismada kullanilan Actinomyces neuii FR1543, E. faecalis C301, E. faecalis L1443, E.
faecalis EV1444, E. faecalis FR1441, E. faecalis FR1542, E. faecium C656, Facklamia
hominis EV1443, Lc. lactis subsp. cremoris MG1363, Lc. lactis subsp. diacetylactis
IPLAB838, Lc. lactis subsp. lactis L1403, Lb. sakei NCFB 2714, Lactobacillus paracasei
C1351, Lb. paracasei C1352, Leuconostoc mesenteroides C1353, Propionibacterium
acnes P1544, P. acnes SC1441, P. acnes SC1544b, Staphylococcus caprae FR1541a, S.
epidermidis, Streptococcus anginosus EV1442 ve Streptococcus intermedius LA1443
suslarina kars1 inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Enterosin C1 ve C2’nin amino asit
sekans analizi sonucu enterosin C1’in E. faecalis BFE1071 tarafindan iiretilen enterosin
1071A’nin N-ug bolgesindeki ilk 10 amino asit ile % 100 homoloji gosterdigi enterosin

1071B’nin sekansinda ise enterosin C2’den bir amino asit farkli oldugu belirlenmistir.
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Enterosin 1071B’de 17. pozisyonda treonin bulunurken enterosin C2’de 17. pozisyonda
alanin bulunmaktadir (Maldonado Barragan ve ark. 2009).

2.5.4. Enterosin P

Enterosin P, Ispanyol fermente sosisinden izole edilen E. faecium P13 susu tarafindan
sentezlenmektedir. Amino asit sekans analizine gore enterosin P’nin 5-9 poziyon
araliginda Grup Ila’y1 olusturan pediyosin benzeri bakteriyosinlerin yapisinda bulunan
YGNGYV dizisine sahip oldugu ve genel salgilanma yoluyla sentezlendigi belirlenmistir.
Molekiil agirliginin 4493 Da oldugu saptanmistir. Enterosin P gida kaynakli patojen
bakteriler olan L. monocytogenes, C. perfringens, C. botulinum ve S. aureus gibi bir¢ok
Gram pozitif bakteriyi igeren genis bir antibakteriyel etki spektrumuna sahiptir. pH 2,0-
11,0 araliginda aktivite gosteren Enterosin P’nin 100°C’de 60 dakika ve 121°C’de 15
dakika 1s1l igleme, liyofilizasyona, dondurma ve ¢oziindiirme islemlerine, 4 ve -20°C’de

uzun siireli depolamaya kars1 dayanikli oldugu belirlenmistir (Cintas ve ark. 1997).

2.5.5. Enterosin L50

Enterosin L50, E. faecium L50 susu tarafindan iiretilen Grup IIb iiyesi, iki bilesenli (LS0A
ve L50B) bir bakteriyosindir. Enterosin L50 (EntL50A ve EntL50B) 50 kb biiyiikliigiinde
pClZ1 plazmiti tizerinde kodlanmakta ve N terminal lider dizisi veya sinyal peptidi
olmadan sentezlenmektedir. Enterosin L50A ve L50B’nin molekiil agirliklart sirasiyla
5190 Da ve 5178 Da’dur. Enterosin L50A ve L50B’nin gida kaynakli patojenlerden B.
cereus, S. aureus, L. monocytogenes, C. perfringens, C. botulinum’a ayrica insan ve
hayvanlarda enfeksiyona neden olan Streptococcus pneumonie, Streptococcus oralis,
Streptococcus mitis, Streptococcus parasanguis ve Streptococcus agalactiae tiirlerine
kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi bilinmektedir (Cintas ve ark. 1998, Cintas ve ark.
2000).
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2.5.6. Enterosin |

Enterosin I, Ispanyol tipi fermente yesil zeytinden izole edilen E. faecium 6T1a susu
tarafindan tiretilmektedir. 44 amino asitten olusan enterosin I’'nin molekiiler agirligt 5
kDa’dur. Enterosin I iiretimi, E. faecium 6T 1a susunda bakteriyosin iiretimi ve bagisiklik
genlerinin pEF1 plazmiti {izerinde kodlu oldugu belirlenmistir. Enterosin | diger
pediyosin benzeri enterosinlerden farkli olarak (enterosin B ve karnobakteriyosin A haric)
N terminalinde yaygin olarak goriilen YGNGV motifini ve diger pediyosin benzeri
bakteriyosinlerde mevcut olan sistein kalintisini igermemektedir. Enterosin I 100°C’de 5
dakika 1s1] isleme karsi direngli olup otoklavlama sonucu aktivitesini kaybetmektedir.
Ayrica a-kemotripsin, pronaz E, proteinaz K, subtilopeptidaz A, termolisin ve tripsin
enzimlerine kars1 duyarli oldugu, a-amilaz, katalaz, fisin, lizozim ve RNaz A enzimleri
ile muamele sonucu aktivitesini kaybetmedigi tespit edilmistir. Enterosin | zeytin
fermentasyonunda dogal olarak bulunan Lactobacillus spp., Lc. lactis ve Pediococcus
pentosaceus suslarina, zeytinde bozulmaya sebep olan Gram pozitif bakterilerden
Propionibacterium spp., Clostridium spp. ve Bacillus spp. suslarina, zeytin
fermentasyonunu yaygin olarak kontamine eden E. faecalis’e, L. innocua ve L.
monocytogenes’® karst antimikrobiyal aktivite gostermekte ancak Gram negatif
bakterilerden Klebsiella spp., Pseudomonas spp. ve E. coli Enterosin I’dan

etkilenmemektedir (Floriano ve ark. 1998).

2.5.7. Enterosin 1071

Arjantin peynirinden izole edilen E. faecalis FAIR-E 309 ve minyatiir domuz diskisindan
izole edilen E. faecalis BFE 1071 suslari tarafindan tiretilen enterosin 1071, grup IIb tiyesi
iki bilesenli (1071A ve 1071B) bir bakteriyosindir. Sirasiyla 39 ve 34 amino asit igeren
Enterosin 1071A ve 1071B’nin molekiil agirliklart sirasiyla 4285 ve 3899 Da’dur.
100°C’de 60 dakika 1s1l isleme kars1 direngliyken 121°C’de 15 dakikada aktivitelerinin
%50’sini kaybetmektedirler. Enterosin 1071A ve 1071B genleri 50 kb biiytikligiindeki
pEF1071 plazmiti iizerinde kodlanmaktadir. pH 3,0-12,0 araliginda aktivitelerini koruyan
Enterosin 1071A ve 1071B pepsin, tripsin, a-kemotripsin, papain, pronaz ve proteinaz K
gibi proteolitik enzimler ile muamele sonucunda aktivitelerini kaybetmekte ve C.

tyrobutyricum, Lb. salivarius, L. innocua, Microccus spp. ve Enterococcus spp. gibi
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Gram pozitif bakterilere kargi antimikrobiyel aktivite géstermektedir (Balla ve ark. 2000,
Franz ve ark. 2002, Maldonado Barragan ve ark. 2009).

2.5.8. Enterosin FH 99

Enterosin FH 99, E. faecium FH 99 susu tarafindan sentezlenen grup II iiyesi bir
bakteriyosindir. Enterosin FH 99, pH 2,0-10,0 araliginda aktivitesini korumaktadir.
Molekiil agirligi 5 kDa’dur. Proteinaz K, papain, tripsin, pronaz E, fisin, kimotripsin ve
proteaz I enzimlerine karsi duyarli olup rennin, amilaz, lipaz ve katalaz enzimlerinden
etkilenmemektedir. Enterosin FH 99, 100°C’de 60 dakika, 121°C’de 15 dakika gibi
yiksek derecelerde sicaklik uygulamalarinda aktivitesini kaybetmemektedir. L.
monocytogenes ve bazi S. aureus suslarina karsi inhibitor etki gosterdigi bilinmektedir
(Gupta ve ark. 2010).

2.5.9. Enterokoksin EFS2

Enterokoksin EFS2, peynirden izole edilen E. faecalis EFS2 susu tarafindan
sentezlenmektedir. L. innocua LINI11 susuna, bazi Staphylococcus aureus ve
Leuconostoc suslarina karsi inhibitor aktivite gosterdigi, Gram negatif bakterilere karsi
ise inhibitor aktivitesinin olmadigi belirlenmistir. 7146,4 Da molekiil agirligina sahip
Enterokoksin EFS2, pH 4,5-9,0 araliginda aktivite gostermekte ve 67 amino asit dizisi
icermektedir (Maisnier Patin ve ark. 1996).

2.5.10. Enterosin HJ35

Enterosin HJ35, Propionibacterium acnes’e karsi aktivite gosterdigi i¢in akne tedavisinde
antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ve insan derisinden izole edilen E. faecium HJ35
susu tarafindan iretilen bir bakteriyosindir. Gram pozitif bakterilerden Enterococcus
spp., S. aureus, S. epidermitis, B. subtilis, L. mesenteroides, C. perfringens, Micrococcus
flavus, L. monocytogenes, L. ivanovi, P. acnes’e, Gram negatif bakterilerden ise E. coli,
Pseudomonas cepacia ve Pseudomonas fluorescens e karsi inhibitor aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Enterosin HJ35’in proteaz XIV uygulamasi ile aktivitesini tamamen

kaybettigi ancak pepsin A, a-kimotripsin, B-kimotripsin, a-amilaz ve riboniikleaz A
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enzimlerinden etkilenmedigi  belirlenmistir.  pH 3,0-9,0 araliginda aktivite
gostermektedir. Yaklasik 4-4,5 kDa molekiil agirligina sahip Enterosin HJ35, 100°C’de
30 dakika 1s1l isleme ve organik solvent uygulamalarina karsi aktivitesini korumaktadir
(Yoon ve ark. 2005).

2.5.11. Enterosin LM-2

Enterosin LM-2, E. faecium LM-2 susu tarafindan sentezlenmektedir. Listeria,
Staphylococcus, Bacillus, Clostridium, Salmonella ve Pseudomonas cinslerine ve
ozellikle en cok test edilen gida kaynakli patojenlerden L. monocytogenes, S. aureus, B.
cereus, B. subtilis ve E. coli‘ye kars1 inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir. Enterosin
LM-2 a-amilaz ve lizozim gibi enzimlere kars1 aktivitesini korumakta ancak pepsin,
proteinaz K, tripsin ve papain gibi proteolitik enzimlerle aktivitesini kaybetmektedir.
80°C’de 30 dakika, 100°C’de 15 dakika ve 121°C’de 15 dakika 1s1l islem uygulamasinda
aktivitesini korudugu goriilmektedir. pH 2,0-12,0 arasinda aktivite gosteren Enterosin
LM-2’nin 3,5 ve 6,4 kDa biiyiikliigiinde iki aktif protein band1 igerdigi belirlenmistir (Liu
ve ark. 2011).

2.5.12. Enterosin HZ

Enterosin HZ, E. faecium HZ tarafindan sentezlenmektedir. Papain ve tripsin enzimlerine
kars1 duyarli ancak pepsin, lipaz, katalaz, a-amilaz, organik solventler, deterjanlar, -
merkaptenole ve 90°C’de 30 dakika 1sil islem uygulamasma karsi aktivitesini
korumaktadir. pH 2,0-9,0 araliginda aktivite gosteren Enterosin HZ nin molekil agirligi
yaklasik 4,5 kDa olarak belirlenmistir. Enterosin HZ Lb. plantarum, Lc. lactis, Lc.
cremoris, E. faecalis, E. faecium, L. mesenteroides, L. monocytogenes, L. ivanovii ve B.
cereus‘a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bakteriyosin {iretimi orta ve geg

logaritmik fazda maksimum seviyeye ulagmaktadir (Yildirim ve ark. 2014).

2.5.13. Enterosin EFS100

Enterosin EFS100, E. faecalis EFS100 susu tarafindan iretilmektedir. Enterosin
EFS100’iin, 60°C’de 60 dakika, 80°C’de 40 dakika, 100°C’de 30 dakika ve 121°C’de 15
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dakika 1s1l iglem uygulamasinda aktivitesini korudugu goriilmektedir. Aktivite kaybi
goriilmeksizin 4°C’de 2 ay depolanabilmektedir. pH 5,0-8,5 araliginda aktivite gosteren
Enterosin EFS100’iin, o-kemotripsin ve pronaz E ile muamele edilmesi sonucu
aktivitesini tamamen, tripsin ile muamele sonucu aktivitesini kismen kaybettigi, katalaz,
fisin, lizozim, pepsin A ve kloroform ile muamele edilmesi sonucu ise aktivitesini
korudugu goriilmektedir. Bakteriyosin iiretimi pESF100 plazmiti {izerinde kodlu olmakla
birlikte erken logaritmik fazda baslayip erken durma fazinda maksimum seviyeye
ulagsmaktadir. Enterosin EFS100, Gram pozitif bakterilerden Corynebacterium
diphtheriae, Lb. acidophilus, Micrococcus lysodiecticus, L. monocytogenes, S. aureus, S.
epidermidis, S. saprophyticus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus equi, E. faecalis,
E. faecium, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes’e ve Gram negatif bakterilerden Neisseria meningitidis ve
Xanthomonas maltophila’ya karsi inhibitor aktivite gostermektedir (Ahmad ve ark.
2004).

2.5.14. Enterosin KP

Enterosin KP, E. faecalis KP tarafindan sentezlenmektedir. pH 2,0-8,0 araliginda aktivite
gosteren Enterosin KP 5,8 kDa molekiil agirligina sahiptir. Enterosin KP’nin, papain, -
merkaptoetanol ve 110°C ve 121°C’de 15 dakika 1s1l isleme karsi duyarl ancak tripsin,
pepsin, lipaz, a-amilaz, pankreatin, organik ¢oziiciiler, deterjanlar, EDTA’ya ve 90°C’de
30 dakika 1s1l isleme kars1 direngli oldugu goriilmektedir. Ek olarak, hiicre igermeyen
slipernatantlar liyofilizasyon islemi ve (-20)-(-80)°C’de 2 ay siireli depolama sonrasinda
aktivitesini korumakta ancak buzdolabi kosullarinda 2 ay depolama sonucu aktivitesinin
%50’sini kaybetmektedir. Enterosin KP L. monocytogenes, L. ivanovii, Lb. plantarum, E.
faecium, E. faecalis, E. dissduens, Lc. cremoris, Lc. lactis, L. mesentereoides, B. cereus,

B. subtilis‘e kars1 inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir (Isleroglu ve ark. 2012).

2.5.15. Enterosin M

Enterosin M, Enterococcus faecium AL41 susu tarafindan sentezlenmektedir. Giiglii
antilisterial etkiye sahip Grup Il-a pediyosin benzeri bakteriyosinlere iiyedir. E. faecium,

E. faecalis, E. avium, E. casseliflavus, S. aureus, Staphylococcus vitulinus,
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Staphylococcus  xylosus, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus lentus,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus gallinarum,
Micrococcus luteus, Lb. pantarum, Lb. curvatus, Lb. sakei, C. piscicola, B. cereus, L.
innocua, L. monocytogenes ve E. coli’ye karsi inhibitor aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Molekiil agirlig1 4628 Da olan Enterosin M, 60, 80 ve 100°C’de 1 saat siireyle
1s1l isleme ve +4 ve -20°C’de uzun siireli depolama kosullarina karsi aktivitesini
korumaktadir. Ancak proteaz uygulamasi sonucu aktivitesini tamamen kaybetmistir

(Marekova ve ark. 2007).

2.5.16. Enterosin MC13

Enterosin MC13, bir tiir kefal cinsi olan Mugil cephalus’un bagirsagindan izole edilen E.
faecium MC13 susu tarafindan sentezlenmektedir. Enterosin MC13 tripsin, proteaz ve
kemotripsin gibi proteolitik enzimlerle muamele sonucunda aktivitesini kaybetmekte
ancak katalaz ve lipaz enzimlerinden etkilenmemektedir. Enterosin MC13 90°C’de 20
dakika 1s1l isleme direng géstermektedir. Molekiil agirligi 2148 Da olan Enterosin MC13,
su Uriinleri kaynakli patojenlerden L. monocytogenes, V. parahaemolyticus ve V.
vulnificus’a karsi inhibitor aktivite gostermektedir. Su triinlerinde L. monocytogenes’e

kars1 biyokoruyucu olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Kumar ve ark. 2011).

2.5.17. Enterosin RJ-11

Enterosin RJ-11, E. faecalis RJ-11 susu tarafindan sentezlenmektedir. Molekiil agirlig1 5
kDa olup 44 amino asitten olusmaktadir. Bakteriyosin iiretiminin erken durma fazinda
maksimum seviyeye ulastigi belirlenmistir. Enterosin RJ-11 proteaz ve proteinaz K
enzimleri ile aktivitesini tamamen kaybetmekte, o-kemotripsin, tripsin ve pepsin
enzimleri ile muamele sonucu aktivitesinde azalma go6zlenmekte ancak papain
enziminden etkilenmemektedir. pH 2-12 araliginda, 100°C’de 15 ve 30 dakika 1s1l islem
uygulamalarina kars1 aktivitesini korumaktadir. Enterosin RJ-11, L. monocytogenes, B.
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus, S. aureus, E. durans, L. mesenteroides ve
Lc. lactis tiirlerine karsi inhibitor aktivite gostermekte ancak E. coli, P. aeruginosa ve
Salmonella enterica serovar Typhimurium’a karsi aktivite gostermemektedir. Sekil

2.6’da goriildiigii tizere Enterosin RJ-11’ in amino asit dizilimi enterosin L50A ve
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L50B’nin amino asit dizilimi ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Yamamoto ve
ark. 2003).

enterocin RJ-11 -\,\ VKKYYKQIMQZ: IGE SJAEMWR
enteracin L50A R B A vakreollP I VKKYYKQIMQE | GEGRY KKHI
enterocin L50B vel) I Bk [T vl L (PR PR R R ofdw TR0 ol e « LKE-I

Sekil 2.6. Enterosin RJ-11, Enterosin L50A ve Enterosin L50B’nin amino asit
dizilimlerinin karsilastirilmasi (Yamamoto ve ark. 2003)

2.5.18. Enterosin CRL35

Enterosin CRL35’in, 6nce E. faecium CRL35 olarak tanimlanan daha sonra E. mundtii
CRL35 olarak adlandirilan enterokok susu tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. L.
monocytogenes’e ve Herpes simplex viriisiine (tip I ve tip II) kars1 antimikrobiyel aktivite
gostermektedir. Enterosin CRL35’in, gidalarda koruyucu olarak kullaniminin yani sira
antibiyotiklerle birlikte olusturdugu sinerjist etki nedeniyle klinik uygulamalarda da
kullanim1 miimkiin olmaktadir (Wachsman ve ark. 1999, Minahk ve ark. 2000, Masias ve
ark. 2014, Avci 2015).

2.5.19. Enterosin ON-157

Enterosin ON-157, E. faecium NIAI 157 susu tarafindan sentezlenmektedir. 2,5 kDa
molekiil agirligina sahip Enterosin ON-157 dretimi, logaritmik gelisme fazinda
maksimum seviyeye ulagsmakta ve sirasiyla 49 kb ve 43,7 kb biiyiikliigiindeki pEN100 ve
PEN200 plazmitleri tizerine kodlanmaktadir. Enterosin ON-157 a-kimotripsin, pepsin ve
a-amilaz enzimleri ile muamele sonucu aktivitesini kaybetmekte ancak pronaz, tripsin ve
a-glukozidaz enzimleri ile muamele sonucu aktivitelerinde azalma goriilmektedir. pH
2,0-7,0 araliginda 30°C’de 1 saat 1s1l islem uygulamasi sonucu aktivitesini korumakta
ancak pH 6,0-7,0 araliginda 100°C’de 30 dakika 1s1l islem uygulamasi sonucu aktivitesini
kaybetmektedir. Enterosin ON-157"nin E. faecium, E. faecalis, E. hirae, Lb. sake ve L.
monocytogenes’e karsi giiglii, L. mesenteroides, P. acidilactici, Pediococcus pentosaceus
ve Lb. plantarum’a kars1 zay1f antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Ohmomo
ve ark. 2000).

45



2.5.20. Enterosin T

Enterosin T, Enterococcus sp. 812 tarafindan sentezlenen smf Ila tiyesi bir
bakteriyosindir. N-ug¢ bolgesinde YGNGV amino asit dizisini igermektedir. Molekiil
agirh@ yaklasik olarak 4521,3 Da olarak bulunmustur. L. monocytogenes, Lb. sakei
subsp. sakei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus’a karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Enterosin T’nin 121°C’de 15 dk
otoklavlanmasi sonucu aktivitesinde azalma goriiliirken proteinaz K enzimi ile
muamelesi sonucunda aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir (Chen ve ark.
2013).

2.5.21. Enterosin TW21

Enterosin TW21, E. faecium DO081821 susu tarfindan sentezlenmektedir. Grup lla
bakteriyosinlere iiyedir. N ug bolgesinde YGNGV amino asit dizisini igermektedir.
Molekiil agirligr yaklagik 5300,6 Da olarak belirlenmistir. Bakteriyosinin sentezinde 76
amino asit kalintis1 iceren Oncii peptit modifikasyona ugrayarak 48 amino asit kalintisi
iceren olgun peptide doniigmektedir. Amino asit dizi analizi sonucu enterosin TW21’in
amino asit diziliminin enterosin SE-K4, hirasin JM79 ve durasin GL ile benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. L. monocytogenes, C. perfringens ve Sporolactobacillus

kofuensis’e kars1 antimikrobiyal aktivite géstermektedir (Chang ve ark. 2013).

2.5.22. Enterosin Q

Enterosin Q, E. faecium L50 tarafindan sentezlenmektedir (Criado ve ark. 2006). 3980
Da molekiil agirligina sahip Enterosin Q’nun amino asit dizilimi enterosin L50A ve
enterosin L50B ile benzerlik gostermektedir (Cintas ve ark. 2000). Enterosin Q, grup lic
bakteriyosinleri siifina iiyedir (Criado ve ark. 2006, Basanta ve ark. 2008). Enterosin
Q’nun biralarda bozulmaya neden olan Lactobacillus brevis ve Pediococcus damnosus
ile C. botulinum, C. perfringens, S. aureus ve L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyel

aktivite gosterdigi saptanmustir (Basanta ve ark. 2008).
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2.5.23. Sitolisin

Sitolisin, baz1 E. faecalis suslar1 tarafindan sentezlenmekte ve Siif | Lantibiyotikler
icerisinde yer almaktadir (Gilmore ve ark. 1994, Shankar ve ark. 2004, Van Tyne ve ark.
2013). Sitolisin iiretiminden sorumlu genler ya kromozomal olarak kodlanmis 150 kb
bliyiikliikte olan patojenite adasi i¢cinde (PAI) ya da konjligatif, feromona duyarl
plazmidler iizerinde bulunmaktadir (Shankar ve ark. 2004, Van Tyne ve ark. 2013).
Antimikrobiyal aktivitesinin yani sira hemolitik aktivite de gostermektedir. Okaryot
organizmalar ve Gram pozitif bakteriler {izerinde etkili olmasina ragmen viriilens faktor
olarak kabul edildiginden dolay1 antimikrobiyel ajan olarak kullanilamamaktadir (Jett ve

ark. 1994, Poeta ve ark. 2007).

2.5.24. Enterosin W

Enterosin W, geleneksel Thai fermente balig1 Pla-ra’dan izole edilen E. faecalis NKR-4-
1 susu tarafindan sentezlenmektedir. Wa ve W[ olarak adlandirilan iki peptitten olusan
bir lantibiyotik olarak tanimlanmaktadir. Enterosin Wa ve enterosin W nin molekiil
agirliklar sirastyla 3256,5 ve 2728,6 Da olarak belirlenmistir. Ayrica Enterosin Wo’nin
21, enterosin Wf’ nin ise 18 amino asit kalintis1 icerdigi tespit edilmistir. Enterosin Wa
ve enterosin Wp’nin, Bacillus coagulans, Pediococcus pentosaceus, Lc lactis subsp.
lactis, Lb. sakei subsp. sakei’e karsi aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sawa ve ark.
2012).

2.5.25. Enterosin 96

Enterosin 96, E. faecalis WHE 96 susu tarafindan sentezlenmektedir. Simif II
bakteriyosinlere tliyedir. Molekiil agirligi yaklasik 5494 Da olarak hesaplanmistir.
Ozellikle E. faecalis olmak iizere bircok Enterococcus tiiriine, L. monocytogenes ve S.
aureus gibi Gram pozitif bakterilere kars1 giiglii, E. coli ve Salmonella enterica seovar.
Typhimurium gibi Gram negatif bakterilere karsi ise zayif antimikrobiyel aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Izquierdo ve ark. 2009).
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2.5.26. Enterosin 416K1

Enterosin 416K1, E. casseliflavus IM 416K1 susu tarafindan sentezlenen grup lla
bakteriyosinlerindendir. Molekiil agirliginin 5 kDa’dan kiigiik oldugu tespit edilmistir.
90°C’de 120 dakika 1s1l isleme ve 4°C’de 6 ay depolamaya kars1 direng gostermektedir.
E. faecalis’in bazi1 suslarina ve Listeria spp.’ne karsi inhibitér etki gosterdigi
belirlenmistir. Bakteriyosin iiretimi ve bagisiklik genleri 34 MDa biiyiikliigiinde bir
plazmit tarafindan kodlanmaktadir (Sabia ve ark. 2002).

2.5.27. Bakteriyosin ST5Ha

Bakteriyosin ST5Ha, Norve¢ dumanlanmis somon etinden biyomolekiiler tekniklerle
izole edilen E. faecium ST5Ha susu tarafindan sentezlenmektedir. Bakteriyosin
ST5Ha’nin baz1 laktik asit bakterilerine, Listeria tiirlerine ve HSV-1 viriisiine karsi
antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Molekiil agirlig1 yaklasik 4,5 kDa olarak
tespit edilen Bakteriyosin ST5Ha’nin lipaz ve a-amilaz enzimlerine karsi direng
gosterirken, proteinaz K ve a-kimotripsin enzimleri tarafindan inaktive edildigi

belirlenmistir (Todorov ve ark. 2010).

2.5.28. Bakteriyosin ST15

Bakteriyosin ST15, E. mundtii ST15 susu tarafindan sentezlenmektedir. 3944 Da molekiil
agirh@ina sahip Bakteriyosin ST15, pH 2,0-12,0 arasinda aktivite gostermektedir.
Bakteriyosin ST15 pepsin, pronaz, proteaz, proteinaz K ve triton X-114 uygulamalari
sonucu aktivitesini kaybetmekte ancak a-amilaz, katalaz, triton X-100, tween 20, tween
80, tire, SDS ve EDTA uygulamalarindan etkilenmemektedir. 100°C’de 90 dakika 1sil
isleme direng gostermekte ancak 121°C’de 20 dakika 1s1l isleme karsi aktivitesini
koruyamamaktadir. Bakteriyosin ST15, B. cereus, C. tyrobutyricum, E. faecalis, Lb.
sakei, Propionibacterium spp., Acinetobacter baumanii, P. aeruginosa, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae ve Streptococcus caprinus’a karsi

inhibitor etkili oldugu belirlenmistir (De Kwaadsteniet ve ark. 2005).
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2.5.29. Bakteriyosin T8

Bakteriyosin T8, E. faecium T8 tarafindan sentezlenmektedir. Sinif lla bakteriyosinlere
iiye olan Bakteriyosin T8’in molekiiler agirhigr 5,1 kDa’dur. pH 4,0-10,0 araliginda
aktivite gostermekte ve 100°C’de 60 dakika 1s1l isleme kars1 aktivitesini korumaktadir.
Pepsin, pronaz ve proteinaz K enzimlerine karsi aktivitesini kaybederken amilaz
enziminden etkilenmemektedir. Bakteriyosin T8 firetimini kodlayan genler 7 kb
biyiikliigiindeki T8 plazmiti {izerine kodlanmaktadir. Bakteriyosin  T8’in,
Propionibacterium spp., Lb. sakei ve E. faecalis’in baz1 suslarina karsi antimikrobiyel
aktivite gosterdigi belirlenmistir (De Kwaadsteniet ve ark. 2006).

2.5.30. Bakteriyosin GM-1

Bakteriyosin GM-1 E. faecium GM-1 susu tarafindan sentezlenmektedir. Bakteriyosin
dretimi  optimum olarak 35-40°C’de pH 6,0-6,5 araliginda ger¢eklesmektedir.
Bakteriyosin notral pH kosullarinda 100°C’de 20 dakika 1s1l isleme karsi aktivitesini
korumaktadir. Bakteriyosin GM-1’in enterosin P ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Bakteriyosin GM-1’in, E. coli, Staphylococcus aureus, Vibrio spp., Salmonella
typhimurium, L. monocytogenes, Lb. acidophilus ve S. thermophilus’a karsi inhibitor

etkili oldugu belirlenmistir (Kang ve Lee 2005).

2.5.31. Enterosin 62-6

Enterosin 62-6, E. faecium 62-6 susu tarafindan sentezlenmektedir. pH ve 1siya direngli,
katyonik, hidrofobik, iki peptitten (62-6A ve 62-6B) olusan smf Ilc
bakteriyosinlerindendir. Enterosin 62-6A ve enterosin 62-6B’nin molekiil agirliklar:
sirastyla 5206 ve 5219 +1 Da olarak hesaplanmis olup sirasiyla 44 ve 43 amino asit
igerdigi belirlenmistir. pH 4,0-8,0 araliginda aktivite gosteren Enterosin 62-6, pepsin ve
a-kimotripsin enzimleriyle muamele sonucu aktivitesini kaybederken, lizozim, proteinaz
K ve lipaz enzimlerinden etkilenmemektedir. Enterosin 62-6, Streptococcus spp.,
Enterococcus spp., Corynebacterium spp. ve Lactobacillus spp.’ne kars1 inhibitor aktivite

gostermektedir (Dezwaan ve ark. 2007).
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2.5.32. Enterosin 81

Enterosin 81, E. faecium WHES1 susu tarafindan sentezlenmektedir. L. monocytogenes,
L. innocua, L. seeligeri, E. faecium, E. hirae ve Lb. plantarum’a kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. a-Kimotripsin, fisin, pepsin, pronaz E, proteinaz K ve
tripsin enzimlerine karsi aktivitesini kaybetmekte ancak o-amilaz, lipaz ve katalaz

enzimlerinden etkilenmemektedir (Ennahar ve ark. 1998).

2.5.33. Enterosin 1146

Enterosin 1146, E. faecium DPC 1146 susu tarafindan sentezlenmekte olup L.
monocytogenes ve L. innocua’ya karsi inhibitor aktivite gostermektedir. Pepsin, tripsin,
pronaz E, proteinaz K ve a-kimotripsin enzimleriyle inaktive olmakta ancak katalaz
enziminden etkilenmemektedir. 3 kDa molekiil agirligina sahip olan Enterosin 1146, -

20°C’de aktivitesini kaybetmeden depolanabilmektedir (Parente ve Hill 1992).

2.5.34. Enterosin AS-48

Enterosin AS-48, farkli kaynaklardan izole edilen E. faecalis AS-48-32 ve bazi E.
faecium suslari tarafindan sentezlenmektedir. 7,4 kDa molekiiler agirliga sahip olup Grup
IIc bakteriyosinlere tiyedir (Galvez ve ark. 1989, Abriouel ve ark. 1998, Jett ve ark. 1994,
Alvarez Cisneros ve ark. 2011, Grande Burgos ve ark. 2014).

Enterosin AS-48, genis pH araliklarinda, yiiksek sicaklik uygulamalarina ve cesitli
denatiire edici maddelere kars1 aktivitesini korumakta ancak tripsin ve pepsin gibi
proteolitik enzimler ile aktivitesini kaybetmektedir. Enterosin AS-48’in gida
sistemlerindeki etkinligi kimyasal koruyucular, esansiyel yaglar, fenolik bilesikler,
yiiksek yogunluklu elektrik alan uygulamasi, yiiksek hidrostatik basing uygulamasi gibi
fizikokimyasal iglemlerle biiyiik 6l¢iide artmaktadir (Grande Burgos ve ark. 2014).

Enterosin AS-48’in, Gram pozitif bakterilerden Micrococcus ve Staphylococcus suslar

daha az duyarli olmakla birlikte, Brochothrix thermosphacta ve Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus cinslerine ait tiirler ile B. cereus, B. coagulans,
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B. subtilis, Paenibacillus spp., B. licheniformis, B. macroides, A. acidoterrestris, A.
acidocaldarius, Geobacillus stearothermophilus, C. perfringens, C. sporogenes ve
Clostridium tetani tiirlerine, Gram negatif bakterilerden ise Myxococcus, Rhizobium ve
E. coli’ye kars1 inhibitor etkili oldugu belirlenmistir (Abriouel ve ark. 1998, Grande
Burgos ve ark. 2014).

Enterosin AS-48’in kompozisyon analizleri sonucu yiiksek oranda temel asidik amino
asitleri, % 49 oraninda hidrofobik amino asitleri (Ala, Pro, Val, Met, Ile, Leu ve Phe) ve
yiikstiz hidrofilik amino asitleri (Ser, Gly, Thr ve Tyr) igerdigi goriilmektedir.
Bakteriyosin toplamda 70 amino asit igermektedir. Ancak modifiye amino asit kalintilart
ve disiilfit kopriileri igermemektedir. N u¢ bolgesinde bulunan metiyonin amino asiti ile
C ug bolgesinde bulunan triptofan amino asiti arasinda olusan peptit bagi sayesinde
halkasal yap1 gostermektedir. Enterosin AS-48’in yapisal genlerinin 35 amino asiti sinyal
peptit olmak tizere 105 amino asitten olusan prepeptitten meydana geldigi tespit edilmistir

(Grande Burgos ve ark. 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Enterokok izolatlar1

Bu calismada, Marmara bolgesinden giinliik olarak avlanmis ekonomik 6neme sahip taze
balik (hamsi, istavrit, barbun, sardalye, sarikanat, izmarit) ve hazir gida olarak satisa
sunulan (anguez, lakerda) su tiriinii 6rneklerinin mikrobiyotasinda bulunan ve 2150374
nolu TUBITAK projesi kapsaminda izole edilen ve tanimlanan enterokok izolatlarmin
bir kism1 antimikrobiyel aktivite potansiyelleri yoniiyle degerlendirilmistir. Tez ¢aligsmasi
kapsaminda toplam 40 adet izolat ¢alisgslmistir. Izolatlar gerektiginde kullanilmak iizere
%30’luk steril gliserol ¢ozeltisi igeren Brain Heart Infusion Broth (Merck) besiyerinde

stok yapilarak -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.2. Referans suslar

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 35218, Enterococcus
faecium M74, Enterococcus faecalis NCIMB 700584, Listeria innocua ATCC 33090,
Listeria monocytogenes ATCC 7644 referans suslari, antibakteriyel etkinin

belirlenmesinde test bakterileri olarak kullanilmustir.

3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Izolatlarin ve test mikroorganizmalarinin aktiflestirilmesi amaciyla Brain Heart Infusion
broth (BHIB) ve De Man Rogosa Sharpe broth (MRSB), enterokok izolatlarinin
antimikrobiyel aktivite potansiyelinin belirlenmesi i¢in bu ¢alismada kullanilan agar
damlatma ve agar diffiizyon tekniklerinde Brain Heart Infusion agar (BHIA) besiyeri
kullanilmistir. Kiiltiirlerin stoklanmasi1 amaciyla gliserol ¢ozeltisi ve pH ayar1 yapmak

amaciyla ise 6N HCI ve 6N NaOH c¢ozeltilerinden yararlanilmistir.
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3.1.3.1. Brain heart infusion broth

500 gramlik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyeri, belirtilen hazirlama
prosediiriine bagli olarak 37 g/L. miktarlarda tartilarak saf su ile sulandirilmig ve 5 mL’lik
tiiplere dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri, otoklavda 121°C’de 15 dakikalik sterilizasyon

islemi sonrasinda izolatlarin aktiflestirilmesi amaciyla kullanilmastir.

3.1.3.2. Brain heart infusion agar

Brain Heart Infusion Broth besiyeri i¢in belirtilen hazirlama prosediiriine uygun olarak
hazirlanan besiyerine, % 0,75 (yumusak agarli besiyeri hazirlama amaciyla) ve % 1,5 agar
ilavesi ile Brain Heart Infusion Agar besiyerleri elde edilmistir. Hazirlanan besiyerleri
otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi sonras1 %
1,5 agar (w/v) iceren besiyeri uygun sicaklikta sogutularak petrilere dokiilmiis, % 0,75
agar (w/v) igeren besiyeri ise gerektiginde test mikroorganizmalar ile karistirilarak

kullanilmastir.

3.1.3.3. De man rogosa sharpe broth

500 gramlik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyeri, belirtilen hazirlama
prosediiriine bagli olarak 50 ¢g/L miktarlarda tartilarak saf su ile sulandirilmis ve
otoklavda 121°C’de 15 dakikalik sterilizasyon islemi sonrasinda izolatlarin

aktiflestirilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.4. Gliserol

Kiltiirlerin stoklanmas1 amaciyla hazirlanan %30’luk gliserol ¢o6zeltisi otoklavda

121°C*de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

3.1.3.5. 6N HCI ve 6N NaOH

_m.Td
" Ma.V
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formiili kullanilarak uygun miktarlarda tartilan HCI ve NaOH saf su ile istenilen hacme

tamamlanarak elde edilen ¢ozeltiler otoklavda 121°C‘de 15 dakika siireyle sterilize

edilmistir.
N : Normalite
m : Kiitle

Tq : Tesir degerligi
Ma  : Molekiil agirlig:
\% ‘Hacim

3.2. Yontem
3.2.1. izolatlarin antimikrobiyel aktivite potansiyellerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan toplam 40 adet enterokok izolatinin gida ve su {iriinii kaynakl
patojen ve bozulma etmeni S. aureus, E. coli, L. monocytogenes, L. innocua, E. faecalis,
E. faecium referans bakteri suslarina ve tez ¢alismasinda denenen izolatlar arasindan her
ornekten 1-2 adet olacak sekilde secilen enterokok suslarina karst gosterdikleri
antimikrobiyel aktivite potansiyelleri, agar damlatma yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir (Harris ve ark. 1989, Saavedra ve ark. 2003, Hajikhani ve ark. 2007,
Ghrairi ve ark. 2008, Ozmen Togay 2010).

Agar damlatma yonteminde, 5 mL BHI broth besiyerinde 37°C'de 24 saat siire ile
gelistirilmis enterokok izolatlar1 3 pL miktarda petri kutusundaki BHI agar yiizeyine
damlatilmistir. Petri kutular1 daha sonra 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. BHI broth
besiyerinde 37°C'de 24 saat aktiflestirilmis test mikroorganizmalarindan (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, E.coli ATCC 35218, Enterococcus faecium M74, Enterococcus
faecalis NCIMB 700584, Listeria innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC
7644) % 0,75 agar igeren 10 mL BHI agar besiyerine 10 uL miktarda eklenip karistirilmis

ve bu karisim BHI agarda gelistirilen damlatma kiiltiirlerin tizerine dokilmiustiir. Petri

kutulari daha sonra 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Suslarin test mikroorganizmalarina

kars1 antimikrobiyel aktiviteleri, inkiibasyon sonunda damlatma kiiltiirler etrafinda olusan

seffaf inhibisyon zonlar: yoniiyle degerlendirilmistir.
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3.2.1.1. Diisiik pH’mn izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinden sorumlu olup
olmadiginin belirlenmesi

Enterokok izolatlarinin test bakterileri iizerindeki antimikrobiyel aktivitelerinin yiiksek
asitlikten kaynaklanip kaynaklanmadigi kiiltiir siipernatantlarinin  pH degerleri

notrallestirilerek, agar difiizyon teknigi ile belirlenmistir.

MRS broth besiyerinde 37°C'de 24 saat siire ile aktiflestirilen enterokok izolat kiiltiirleri
3000 rpm’de 10 dakika siire ile 4°C'de santrifiijlenerek siipernatantlar elde edilmistir.
Stipernatant pH’lari, 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak pH 6,0-7,0 olarak
ayarlanmigtir. Notral pH’lardaki siipernatantlar 0,22 um gozenek ¢apli steril membran
filtreden (Millipore, USA) gecirilerek sterilize edilmis ve bunlarin antimikrobiyel etkileri
agar difiizyon teknigi ile test edilmistir. Aktiflestirilmis 0,1 mL test bakterisi % 0,75 agar
(w/v) igeren 20 mL miktardaki BHIA besiyeri i¢ine ilave edilip karigtirilarak steril petri
kutularina dokiilmiis ve buzdolabi icerisinde 2 saat bekletilerek katilasmasi saglanmaistir.
Katilagan agar yiizeyine 1 mL’lik steril otomatik pipet uglar1 kullanilarak 8 mm ¢apinda
kuyucuklar ag¢ilmis ve her bir kuyucuk i¢ine calisilan izolatlarin hiicre igermeyen
stipernatantlarindan 100 pL miktarda ayr1 ayr1 eklenmistir. Enterokok izolatlarmin
antimikrobiyel aktiviteleri, petri kutularinin 37°C'de 24 saat inkiibasyonunun ardindan
kuyucuklar etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlar1 cetvel ile dlgiilerek belirlenmistir

(Harris ve ark. 1989).

3.2.1.2. Hidrojen peroksit varh@mn izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinden
sorumlu olup olmadiginin belirlenmesi

Enterokok izolatlarinin test bakterileri izerindeki antimikrobiyel aktivitelerinin hidrojen
peroksit varligindan kaynaklanip kaynaklanmadigr katalaz enzimi (Sigma, USA)

kullanilarak agar difiizyon teknigiyle belirlenmistir.
MRS broth besiyerinde 37°C'de 24 saat siire ile aktiflestirilen izolat kiiltiirleri 3000

rpm’de 10 dakika siire ile 4°C'de santrifiijlenerek siipernatantlar elde edilmistir.

Stipernatantlar notralize edildikten sonra 0,22 um gézenek capli steril membran filtreden
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(Millipore, USA) gecirilerek sterilize edilmistir. Siipernatantlara olas1 hidrojen peroksit
etkisinin elimine edilmesi amaciyla 1 mg/mL derisiminde katalaz enzim ¢ozeltisi
uygulanmis ve 37°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 80°C'de 5 dakika 1s1l
islem uygulanarak enzim aktivitesi inhibe edilmistir. Bu siipernatantlarin antimikrobiyel
etkileri agar difiizyon yontemiyle test edilmistir (Du Toit ve ark. 2000, Tiikel ve ark.
2007). Calismanin bu kism1 2150374 No’lu TUBITAK 3001 projesi kapsaminda Trakya
Universitesi Gida  Miihendisligi ~ Bélimii ~ Mikrobiyoloji ~ Laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

3.2.1.3. Protein yapidaki maddelerin izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinden
sorumlu olup olmadiginin belirlenmesi

Izolatlarin antimikrobiyel etkisinin protein yapida bir madde kaynakli olup olmadig

proteolitik enzimler kullanilarak agar diflizyon yontemi ile belirlenmistir.

MRS (De Man Rogosa Sharpe) broth besiyerinde 37°C'de 24 saat siire ile aktiflestirilen
izolat kiiltiir stvilar1 3000 rpm’de 10 dakika siire ile 4°C'de santrifiijlenerek (Sigma, USA)
slipernatantlar elde edilmistir. Siipernatantlar ndtralize edildikten sonra 0,22 um gozenek
caph steril membran filtreden (Millipore, USA) gegirilerek sterilize edilmistir. Elde
edilen silipernatantlar ikiye ayrilmis ve her bir siipernatanta 1 mg/mL konsantrasyonda
proteinaz K ve tripsin enzimi ayri ayr1 uygulanmis ve 37°C'de 2 saat inkiibe edilmistir.
Bu siire sonunda 80°C'de 5 dakika 1s1l iglem uygulanarak enzim aktivitesi inhibe
edilmistir. Bu silipernatantlarin antimikrobiyel etkileri agar diflizyon yontemiyle test
edilmistir (Akgelik ve ark. 2006). Calismanin bu kism1 2150374 No’lu TUBITAK 3001
projesi kapsaminda Trakya Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. izolatlarin Antimikrobiyel Aktivite Potansiyelleri

Calisma kapsaminda test edilen izolatlarin elde edildigi kaynaklar ve ait oldugu tiirler
Cizelge 4.1°de belirtilmistir. Bu ¢izelgeye gore enterokok izolatlarinin agirlikli olarak ¢ig
su lriinlerinden elde edildigi, bunlarin da sirasiyla sardalye (n=9 izolat), istavrit (n=9
izolat), barbun (n=9 izolat), hamsi (n=8 izolat), izmarit (n=2 izolat) ve sarikanat (n=1
izolat) dagilimi gosterdigi, islenmis iirlinlerde ise anguez ve lakerda kaynakli birer
izolatin analiz edildigi goriilmektedir. Calisilan izolatlar genelde E. faecalis (n=27 izolat)
tiiriine aittir ve ¢ig su iriinlerinden elde edilmistir. Diger enterokok tiirleri ise yine ¢ig
balik kaynakli E. faecium (n=6 izolat), ¢ig ve islenmis su iiriinii kaynakli E. gallinarum

(n=5) ve E. casseliflavus (n=2 izolat) olarak siralanmaktadir.

Cig ve islenmis su triinlerinden izole edilen enterokok izolatlarinin bazi Gram pozitif ve
Gram negatif test bakterilerine (Staphylococcus aureus ATCC 6538, E.coli ATCC
35218, Enterococcus faecium M74, Enterococcus faecalis NCIMB 700584, Listeria
innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC 7644) (n=6) ve farkli su {irlini
kaynakli enterokok izolatlarindan secilen suslara (n=15) kars1 gosterdikleri
antimikrobiyel aktivite potansiyeline iligkin agar damlatma testi sonuglari Cizelge 4.2-
4.4’te gosterilmistir. Calisilan 40 adet izolatin en az bir test bakterisine karsi
antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Izolatlarin arasinda, antimikrobiyel
aktivite gosterdigi test bakteri sayist agisindan en genis etki spektrumuna sahip olan susun
barbun kaynakli E. faecalis (7-1) oldugu ve bu izolatin L. monocytogenes ve S. aureus da
dahil olmak tizere 11 adet test bakterisine kars1 1,2-2,0 cm ¢apl1 aktivite zonu olusturdugu
belirlenmistir. S6z konusu izolatin kendisine karsi da 1,6 cm ¢apinda antagonistik etki
gosterdigi belirlenmistir. Bu izolat1 § test bakterisi ile barbun kaynakli E. faecalis (7-2)

ve sardalye kaynakli E. casseliflavus (68-2) susu takip etmistir.

Calisma kapsaminda zon ¢apmin biiylikligli ylinliyle en etkin izolatlarin sardalye
kaynakli E. gallinarum (68-1), sarikanat kaynakli E. gallinarum (58-2) ve sardalye
kaynakli E. casseliflavus (68-2) suslari oldugu ve test bakterilerine karst olusturduklari

zon ¢aplarinin sirasiyla 1,6-3,6, 1,4-3,8 ve 1,0-3,2 cm araliklarinda oldugu, ayrica bu
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izolatlarin Listeria monocytogenes test bakterisine karsi 3,2-3,8 cm araliginda

antagonistik etki olusturabildigi belirlenmistir.

Sardalyeden izole edilen E. faecalis (5-2), barbundan izole edilen E. faecalis (7-1),
hamsiden izole edilen E. faecium (8-4) ve sarikanattan izole edilen E. gallinarum (58-2)
suglarinin  kendilerine karsi da antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Calismada test edilen 1-4, 2-3, 2-4, 3-3, 4-1, 7-3, 7-4, 8-2, 8-3 numaral1 E. faecalis ve 77-
3 numarali E. casseliflavus izolatlarin sadece referans bakteri suslarina karsi aktivite
gosterdigi, su iirlinii kaynakli izolatlar arasindan secilen enterokok suslarina karsi aktivite

gostermedigi goriilmiistiir.

Gram negatif 6zellikteki E. coli ATCC 35218 susuna karsi yapilan ¢alismada denenen
izolatlar arasindan sadece hamsiden izole edilen E. faecalis (8-1) ve anguezden izole
edilen E. casseliflavus (77-3) suslarinin sirasiyla 1,5 cm ve 1,0 cm zon gaplarinda
antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvar
yapisindaki farklilik antimikrobiyel maddelere karsi bu grup bakterileri direngli hale
getirmektedir. Bu bakterilerin 1sil isleme, trisodyum fosfat veya EDTA gibi selat
ajanlaria maruz birakilmalart bu direncin ortadan kalkmasina yardimci olmaktadir

(Cotter ve ark. 2005, Kurt ve Zorba 2005, Asutay 2007, Uludag 2015).

[zolatlarin en fazla S. aureus ATCC 6538 susuna karsi1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Test edilen 40 adet su {iirlinii kaynakli enterokok izolatinin 23 adetinde 1,0-
1,3 cm ¢ap aralifinda antimikrobiyel aktivite belirlenmistir. Aktivite gosteren izolatlarin

agirlikli olarak sardalye, istavrit ve barbun kaynakli oldugu belirlenmistir.

Izolatlarin higbiri sardalye kaynakli E. faecalis (1-2), istavrit kaynakli E. faecalis (2-1) ve
barbun kaynakli E. faecium (3-4) test bakterilerine karsi aktivite gostermemistir.
Izolatlarin, kendi aralarindan segilen test bakterilerine karsi gosterdikleri aktivite
degerlendirildiginde en yiiksek aktiviteyi sardalyeden izole edilen E. gallinarum (68-
1)’un istavritten izole edilen E. faecalis (6-6) ve sardalyeden izole edilen E. casseliflavus
(68-2)’a kars1 gosterdigi ve zon gaplarinin sirastyla 3,6 cm ve 3,1 cm oldugu tespit

edilmistir. Izolatlarin, referans bakteri suslarina kars1 gosterdigi antimikrobiyel aktivite
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degerlendirildiginde en yiiksek aktiviteyi sarikanattan izole edilen E. gallinarum (58-
2)’un 3,8 cm zon c¢api ile L. monocytogenes ATCC 7644’¢e karsi, en diisiik aktiviteyi ise
sardalyeden izole edilen E. faecalis (5-3)’in 0,9 cm zon ¢ap1 ile E. faecalis NCIMB

700584°¢ kars1 gosterdigi belirlenmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde izolatlarin agirlikli olarak S. aureus ATCC 6538,
E. faecium M74, E. faecalis NCIMB 700584, L. innocua ATCC 33090 ve L.
monocytogenes ATCC 7644 test bakterilerine kars1 ve 0,9-3,8 cm araliginda zon ¢apina
sahip antimikrobiyel aktivite potansiyeli gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.4).
[zolatlarin 29 adedi S. aureus ATCC 6538’¢, 2 adedi E. coli ATCC 35218, 13 adedi E.
faecium M74’¢, 13 adedi E. faecalis NCIMB 700584’e, 14 adedi L. innocua ATCC
33090’a ve 14 adedi L. monocytogenes ATCC 7644’e kars1 antimikrobiyel aktivite
gostermistir. Gram negatif bakterilerden E. coli ATCC 35218 susu enterokok izolatlari
tarafindan {iretilen antimikrobiyel maddelere karsi oldukga direngli bulunmustur.
Izolatlar arasinda kendilerine kars1 antimikrobiyel aktivite gdsteren suslar bulunmasina
ragmen bazi suslarin enterokok tiirlerine karst oldukg¢a direncli oldugu saptanmistir. S.
aureus, L. innocua ve L. monocytogenes’in test edilen referans suslarmin galismada
denenen su iriinii kaynakli enterokok izolatlarina karsi en duyarli patojen bakteriler

oldugu tespit edilmistir.

Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara benzer sekilde, ulusal ve uluslararasi literatiirde
de su triinii ve diger gida kaynakli enterokok izolatlarinin antimikrobiyel aktivite

potansiyellerinin degerlendirildigi ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.

Valenzuela ve ark. (2010) ¢ig su iiriinlerinden (yumusakgalar, balik, balik filetolar1) izole
ettikleri E. faecium izolatlarinin antimikrobiyel direngliliklerini ve bakteriyosin iiretim
potasiyellerini agar damlatma yontemiyle test etmislerdir. Calisma sonucunda E. faecium
izolatlarinin Enterococcus spp., L.monocytogenes ve S. aureus’a karsi inhibitor etkili
oldugu tespit edilmistir. izolatlarda B. cereus ve E. coli’ye kars1 antibakteriyel aktivite

goriilmedigi belirtilmistir.
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Chahad ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ipura ve levrekten izole edilen
Enterococcus cinsine ait izolatlarin antimikrobiyel aktiviteleri agar damlatma ydntemi
kullanilarak belirlenmistir. Calisma sonucunda enterokok izolatlarinin Carnobacterium
spp., Bacillus spp., L. monocytogenes, A. salmonicida, A. hydrophila ve V. anguillarum’a

kars1 inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir.

Yildirim ve ark. (2014) beyaz peynirden izole ettikleri E. faecium HZ tarafindan
sentezlenen enterosin HZ’nin antimikrobiyel aktivitesini agar damlatma yd&ntemi
kullanarak test etmislerdir. Calisma sonucunda enterosin HZ’nin Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp., Enterococcus spp., B. cereus, L. mesenteroides, L. ivanovii ve L.

monocytogenes’e karst antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Enterokok izolatlarinin elde edildigi kaynaklar ve ait oldugu tiirler

Sira No Izolat No Kaynak Tiir

1 1-2 Sardalye E. faecalis
2 1-3 Sardalye E. faecalis
3 1-4 Sardalye E. faecalis
4 1-5 Sardalye E. faecalis
5 2-1 Istavrit E. faecalis
6 2-2 Istavrit E. faecalis
7 2-3 Istavrit E. faecalis
8 2-4 Istavrit E. faecalis
9 2-5 Istavrit E. faecalis
10 3-1 Barbun E. faecalis
11 3-2 Barbun E. faecalis
12 3-3 Barbun E. faecalis
13 3-4 Barbun E. faecium
14 3-5 Barbun E. faecalis
15 4-1 Hamsi E. faecalis
16 4-2 Hamsi E. faecalis
17 5-2 Sardalye E. faecalis
18 5-3 Sardalye E. faecalis
19 5-4 Sardalye E. faecium
20 6-1 Istavrit E. faecium
21 6-4 Istavrit E. faecium
22 6-5 Istavrit E. faecium
23 6-6 Istavrit E. faecalis
24 7-1 Barbun E. faecalis
25 7-2 Barbun E. faecalis
26 7-3 Barbun E. faecalis
27 7-4 Barbun E. faecalis
28 8-1 Hamsi E. faecalis
29 8-2 Hamsi E. faecalis
30 8-3 Hamsi E. faecalis
31 8-4 Hamsi E. faecium
32 8-5 Hamsi E. faecalis
33 8-6 Hamsi E. faecalis
34 58-2 Sarikanat E.gallinarum
35 68-1 Sardalye E. gallinarium
36 68-2 Sardalye E. casseliflavus
37 77-3 Ancuez E. casseliflavus
38 80-1 Lakerda E.gallinarum
39 88-2 Izmarit E. gallinarum
40 88-3 Izmarit E. gallinarum
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Cizelge 4.2. Enterokok izolatlarinin bazi test bakterilerine karsi antimikrobiyel aktivite
zon ¢aplar1 (cm)

Sira | Izolat 1-2 2-1 3-1 3-4 4-1 5-2 5-4 6-1

No No
1 1-2 - - - - - - - 15

2 1-3 - - - - - - - 1,7

3 1-4 - - - - - - - -

4 1-5 - - - - - - - -

5 2-1 - - - - - - - 1,7

6

7

8

2-2 - - - - - - - -
2-3 - - - - - - - -
2-4 - - - - - - - -
9 2-5 - - - - - - - -
10 3-1 - - - - - - - -
11 3-2 - - - - - - - -
12 3-3 - - - - - - - -
13 3-4 - - - - - - - -
14 3-5 - - - - - - - -
15 4-1 - - - - - - - -
16 4-2 - - - - - - 1,9 -
17 5-2 - - - - - 1,0 1,5 -
18 5-3 - - - - - - 1,5 -
19 5-4 - - - - - - - -
20 6-1 - - - - - - 1,8 -
21 6-4 - - - - - - - -
22 6-5 - - - - - - 1,7 1,4
23 6-6 - - - - - - 1,2 -
24 7-1 - - - - - - - 1,3
25 7-2 - - - - - - - -
26 7-3 - - - - - - - -
27 7-4 - - - - - - - -
28 8-1 - - - - - - - -
29 8-2 - - - - - - - -
30 8-3 - - - - - - - -
31 8-4 - - - - - - - -
32 8-5 - - - - - - - 15
33 8-6 - - - - - - - 1,7
34 58-2 - - - - - - - 1,8
35 68-1 - - - - - - - -
36 68-2 - - - - - - - -
37 77-3 - - - - - - - -
38 80-1 - - 2,0 - - - - -
39 88-2 - - - - 1,6 - - -
40 88-3 - - - - - - - -
“: antimikrobiyel aktivite yok
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Cizelge 4.3. Enterokok izolatlarinin bazi test bakterilerine karsi antimikrobiyel aktivite
zon gaplari (cm)(devami)

Sira | Izolat 6-6 7-1 8-1 8-4 58-2 68-2 88-2
No No
1 1-2 15 -~ - - - - 15
2 1-3 - - - - - - -
3 1-4 - - - - - - -
4 1-5 - - 1,8 - - - -
5 2-1 - - - - - - -
6 2-2 - - - 1,8 15 - -
7 2-3 - - - - - - -
8 2-4 - - - - - - -
9 2-5 - 1,9 - - - - -
10 3-1 15 1,8 1,1 - 1,4 - -
11 3-2 1,4 - - - - - -
12 3-3 - - - - - - -
13 3-4 - - - - - - 1,7
14 3-5 - - - - - - 1.8
15 4-1 - - - - - - -
16 4-2 1,7 - - - - - -
17 5-2 1,8 - - - - - -
18 5-3 15 1,0 1,5 - - - -
19 5-4 - 1,4 1,8 - 1,2 - -
20 6-1 1,7 - - - - - -
21 6-4 - 1,5 - - - - 1,7
22 6-5 - 1,3 - - 1,7 - 15
23 6-6 - 1,8 - 14 15 - 1,6
24 7-1 1,6 1,6 - 2,0 14 - 1,7
25 7-2 1,6 1,4 - - 14 - -
26 7-3 - - - - - - -
27 7-4 - - - - - - -
28 8-1 - - - - 14 - -
29 8-2 - - - - - - -
30 8-3 - - - - - - -
31 8-4 - - - 1,1 - - -
32 8-5 - - - 1,7 - - -
33 8-6 - - - - 1,1 - -
34 58-2 - - - - 1,8 - -
35 68-1 3,6 - - - - 3,1 -
36 68-2 1,5 - 2,0 2,0 1,9 - -
37 77-3 - - - - - - -
38 80-1 - - - - 1,6 - -
39 88-2 - - 0,9 1,6 - - -
40 88-3 - - - 1,8 - - -

- antimikrobiyel aktivite yok
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Cizelge 4.4. Enterokok izolatlarinin bazi test bakterilerine karsi antimikrobiyel aktivite

zon ¢aplar1 (cm)(devami)

Sira | Izolat | S.aureus | E.coli | E.faecium | E.faecalis | L.innocua | L.monocytogenes
No | No ATCC | ATCC M74 NCIMB ATCC ATCC 7644
6538 35218 700584 33090
1 1-2 1,2 - - - - -
2 1-3 1,0 - - - - -
3 1-4 1,1 - - - - -
4 1-5 - - - - - -
5 2-1 - - - - - -
6 2-2 1,3 - - - - -
7 2-3 1,3 - - - 1,2 -
8 2-4 1,0 - - - 15 1,3
9 2-5 1,0 - - - - -
10 | 3-1 1,1 - - - - -
11 | 3-2 - - - - - -
12 | 3-3 1,0 - - - - 1,0
13 | 34 1,0 - - - - -
14 | 3-5 1,2 - - - - 1,3
15 | 4-1 1,0 - - - - -
16 | 4-2 - - - - - -
17 | 5-2 1,3 - 1,2 1,0 - -
18 | 5-3 1,2 - - 0,9 - -
19 | 54 1,0 - 1,3 - - 1,1
20 | 6-1 1,0 - - - - -
21 | 6-4 - - - - - -
22 | 6-5 1,3 - - - - -
23 | 6-6 1,2 - - - 1,2 -
24 | 7-1 1,2 - 1,6 1,6 1,6 1,6
25 | 7-2 11 - 15 11 1,3 2,6
26 | 7-3 1,3 - - - - 1,3
27 | 7-4 1,3 - 11 - - -
28 | 8-1 11 15 - - - -
29 | 8-2 1,3 - 1,3 - - -
30 | 8-3 1,2 - - - - -
31 | 84 1,2 - - 1,3 1,1 -
32 | 85 - - - 1,2 1,2 -
33 | 8-6 - - - 1,3 -. -
34 | 58-2 - - 14 2,9 2,0 3,8
35 | 68-1 - - 2,9 2,4 1,6 3,4
36 | 68-2 - - 1,0 1,2 1,2 3,2
37 | 77-3 1,0 1,0 11 - 2,8 1,2
38 | 80-1 1,2 - 1,0 2,3 1,5 1,2
39 | 88-2 - - 1,0 2,1 1,8 14
40 | 88-3 1,3 - 2,4 14 3,2 1,3

> antimikrobiyel aktivite yok
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Laktik asit bakterilerinin dogal metabolizma faaliyetleri dogrultusunda gelisme
ortaminda bakteriyosinlerin haricinde bir takim antimikrobiyel madde (organik asitler ve
hidrojen peroksit gibi) iirettigi bilinmektedir. Bu nedenle, izolatlarin antimikrobiyel
etkisinin protein yapisindaki bakteriyosinden mi yoksa gelisme ortaminda olusturduklari
diger metabolitlerden mi kaynaklandiginin belirlenmesi amaciyla antimikrobiyel etkiye
neden olan metabolitin protein yapisinda olup olmadiginin test edilmesi gerekmektedir

(Isleroglu 2006, Uludag 2015).

Aslim ve ark. (2005) tarafindan yapilan g¢alismada siit tiriinlerinden izole ettikleri
laktobasil suslarinin (Lb. bulgaricus, Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb.
fermentum, Lb. brevis, Lb. lactis, Lb. helveticus) agar difiizyon yontemi kullanilarak
patojen test bakterilerine (S. aureus, E. coli, Yersinia enterocolitica) karsi notralizasyon
ve katalaz ilavesi oncesi inhibisyon etkisi tespit edilmis, stipernatant pH’larinin 6,5’e
ayarlanmas1 ve ortama katalaz ilave edilmesi sonrasinda ise patojen test bakterilerine
kars1 olusan inhibisyon etkisinde dnemli azalma meydana geldigi ve sadece 3 laktobasil
susunun (Lb. plantarum 10, Lb. fermentum 25, Lb. acidophilus 1) inhibisyon etkisinin

devam ettigi tespit edilmistir.

Calismada, antimikrobiyel aktivite potansiyeli agar damlatma yontemiyle test edilen ve
bir veya birden fazla referans test bakterisine kars1 1,5 cm ve iizeri zon ¢ap1 olusturan E.
faecalis 2-4, E. faecalis 7-1, E. faecalis 7-2, E. faecalis 8-1, E. faecalis 8-5, E. gallinarum
58-2, E. gallinarum 68-1, E. casseliflavus 68-2, E. casseliflavus 77-3, E. gallinarum 80-
1, E. gallinarum 88-2 ve E. gallinarum 88-3 izolatlarinin hiicre igermeyen siipernatantlari

ile ileri analizlere agar diflizyon yontemi uygulanarak devam edilmistir.

Izolatlarin antimikrobiyel etkisinin yiiksek asitlikten kaynaklanip kaynaklanmadiginin
belirlenmesi amaciyla izolatlarin hiicre igermeyen siipernatantlariin pH degerleri
notrallestirilerek, siipernatantlarin  olas1 antimikrobiyel aktivitesi agar difiizyon
yontemiyle test edilmistir. Bu islem sonucunda test bakterilerine karst inhibisyon zonu
olusturan izolatlar E. gallinarum 58-2, E. gallinarum 68-1, E. casseliflavus 68-2, E.
casseliflavus 77-3, E. gallinarum 80-1, E. gallinarum 88-2 ve E. gallinarum 88-3 olarak

belirlenmis ve ¢alismaya bu izolatlarla devam edilmistir.
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Olas1 bakteriyosin iireticisi olarak belirlenen bu suslarin antimikrobiyel etkisinin hidrojen
peroksit kaynakli olup olmadigi ve antimikrobiyel etkiye neden olan metabolitin protein
yapisinda olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla antimikrobiyel aktiviteye sahip hiicre
icermeyen silipernatantlar lizerinde ayr1 ayr1 olmak {izere katalaz, proteinaz K ve tripsin
uygulamasi yapilmistir. Bu testin gergeklestirilmesi sirasinda gida kaynakli énemli bir
patojen olan L. monocytogenes ATCC 7644 referans susu test bakterisi olarak se¢ilmis ve
izolatlarin bu patojene karsi olan antimikrobiyel etkinligi izolatlarin olas1 bakteriyosin
tireticisi  olup olmadigi kapsaminda degerlendirilmistir. Proteinaz K ve tripsin
enzimlerinin, antimikrobiyel aktivitesi test edilen suslarin siipernatantlar lizerine etkili
oldugu tespit edilmistir. Katalaz enziminin ise suslarin siipernatantlari tizerine herhangi
bir etkisi bulunmamistir (Cizelge 4.5). Elde edilen analiz sonuglarina gore, ¢alisma
kapsaminda enterokok suslarinin antimikrobiyel aktivite gosteren metabolitlerinin
protein yapisinda bakteriyosinler oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.5’te goriildiigl gibi
test edilen tiim suslardaki antimikrobiyel aktivite, proteinaz K ve tripsin enzimleri
uygulamasi sonucunda kaybolmustur. Bu sonuglar, elde edilen siipernatantlardaki
antimikrobiyel etkinin hidrojen peroksit kaynakli olmadigi ve bu siipernatantlarda

aktivite gésteren metabolitin protein yapisinda olduguna isaret etmektedir.

Cizelge 4.5. Test susglarmin Listeria monocytogenes ATCC 7644’¢ kars1 antimikrobiyel
aktivitesi lizerine katalaz, proteinaz K ve tripsinin etkisi

Kullanilan Suslarin Bakteriyosin Aktiviteleri (AU/mL) ve Zon Caplar1
Enzim (cm)
58-2 | 68-1 | 68-2 77-3 80-1 88-2 88-3
Kontrol Aktivite | 320 | 320 |80 40 20 40 40
Zon Cap1 | 2,0 2,1 1,4 1,2 1,1 1,3 1,2
Katalaz Aktivite | 320 | 320 |80 40 20 40 40

Zon Cap1 | 2,0 2,0 1,3 11 1,1 1,2 1,2
Proteinaz K | Aktivite |-~ - - - - - -
Zon Capt | - - - - - - -
Tripsin Aktivite | - - - - - - -
Zon Cap1 | - - - - - - -
“:antimikrobiyel aktivite yok
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Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin proteolitik enzimler ile
muamele sonucu aktivitesini kaybettigi yapilan calismalar sonucunda belirlenmistir.
Literatiirde, bu ¢alismada elde edilen verileri destekleyen sonuclarin elde edildigi
arastirmalar bulunmaktadir (Ennahar ve ark. 1998, Gupta ve ark. 2010, Tuncer ve ark.
2014, Gok Charyyev 2016).

Ennahar ve ark. (1998) peynirden izole ettikleri E. faecium WHE 81 susu ile yaptiklar
calismada bu bakterinin tirettigi enterosin 81’in a-Kimotripsin, fisin, pepsin, pronaz E,
proteinaz K ve tripsin enzimleri ile aktivitesini kaybettigini ancak a-amilaz, lipaz ve

katalaz enzimlerinden etkilenmedigini tespit etmislerdir.

Gupta ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada E. faecium FH 99 susunun irettigi
bakteriyosin aktivitesi tiizerine enzim etkisi incelenmistir. Caligma sonucunda
bakteriyosin aktivitesinin proteinaz K, pepsin, tripsin, papain, fisin, pronaz E,
Kimotripsin, proteaz I ve proteaz XIII ile kayboldugu ancak lipaz, amilaz, katalaz ve

rennin enzimlerinden etkilenmedigi tespit edilmistir.

Tuncer ve ark. (2014) tarafindan yapilan calismada ¢ig siitten izole edilen enterosin B
tireticisi E. faecalis MYES8 susunun giivenlik degerlendirmesi yapilmistir. Calisma
sonucunda MYES5S izolat:1 tarafindan {iretilen bakteriyosinin S. aureus ATCC6538P, L.
innocua LMG2813, L. monocytogenes ATCC15813 ve L. monocytogenes ATCC19115

suslarina kars1 giiclii antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Gok Charyyev (2016) tarafindan yapilan ¢alismada bozadan izole edilen bakteriyosin
tireticisi E. faecium YT52 susunun L. monocytogenes ve B. cereus gibi gesitli Gram

pozitif bakterileri inhibe ettigi belirlenmistir.

Ayrica tez galismasinin da iginde yer aldigi 2150374 No’lu TUBITAK 3001 projesi
kapsaminda, antimikrobiyel aktivite potansiyeline sahip izolatlardan 5 adedinde (E.
gallinarum 68-1, E. casseliflavus 68-2, E. casseliflavus 77-3, E. gallinarum 80-1 ve E.
gallinarum 88-2) enterosin kodlayan entA ve/veya entB genlerinin de varligi

belirlenmistir (Cizelge 4.6). Enterosin kodlayan genlerin en az birini barindiran bu
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izolatlarin test bakterilerine kars1 yaygin bir etki spektrumuna sahip olduklar1 ve L.
monocytogenes’e karst da 1,2-3,4 cm zon capinda antagonistik etki gosterebildigi

gorilmistiir.

Valenzuela ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada en yaygin enterosinleri kodlayan
yapisal genlerin (entA, entB, entP, entQ, entl071, entL50A/entL50B, ent31) PCR
amplifikasyonu sonucu E. faecium PE 2-2 susunun entA yapisal genini tasidigi tespit

edilmistir.
Chahad ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada baliktan izole edilen enterokok
izolatlarinin entA, entB, entP, entL50, entP2, entP1P2, entP1P3 enterosin yapisal

genlerini tagidigi belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Izolatlarda entA ve/veya entB genlerinin bulunma durumu

Sira No | Izolat No Kaynak Tiir entA geni entB geni
1 68-1 Sardalye E. gallinarum + -
2 68-2 Sardalye E. casseliflavus - +
3 77-3 Ancguez E. casseliflavus + -
4 80-1 Lakerda E. gallinarum + +
5 88-2 Izmarit E. gallinarum - +

Enterokoklarin da i¢inde bulundugu laktik asit bakterileri, Listeria spp. gibi gidalarda
bozulma ve hastalik etmeni Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyel aktiviteye sahip
bakteriyosinler tiretmektedir (Alvarez Cisneros ve ark. 2010). E. faecalis ve E. faecium
basta olmak iizere bazi enterokok suslarinin tirettigi bakteriyosinler (enterosin) B. cereus,
Clostridium spp., Listeria spp. ve S. aureus gibi patojen bakterilere karsi etki
gosterebilmektedir (Strompfova ve ark. 2008, Valenzuela ve ark. 2009, Cetinkaya ve Elal
Mus 2010).

Cesitli su tirtiinlerinden (Akdeniz baliklarinin i¢ organlari, ¢ipura, levrek vb.) izole edilen
bakteriyosin iireticisi enterokok suslarinin Enterococcus spp., Listeria spp., B. cereus,

Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., A. salmonicida, A. hydrophila ve V.
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anguillarum’a karsi inhibitor etkili oldugu belirlenmistir (Chahad ve ark. 2012, Migaw
ve ark. 2014). Ulkemizde Katircioglu ve Beyatli (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada
gokkusagi alabalig1 ve aynali sazandan izole edilen Lactobacillus suslarinin bakteriyosin
benzeri madde iirettigine iliskin veriler bulunmakta ancak tilkemiz sularinda yetistirilen,
avlanan ve isglenerek lilkemiz piyasasinda satisa sunulan su {iriinlerinden izole edilen
enterokoklarin bakteriyosin iiretme potansiyellerine iligkin herhangi bir calismaya

rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler neticesinde iilkemizde avlanan ve islenen
su iriinlerinden izole edilen enterokok izolatlarinda S. aureus L. monocytogenes, L.
innocua, E. faecalis ve E. faecium’a kars1 belirgin bir antimikrobiyel aktivite potansiyeli

belirlenmistir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma kapsaminda ekonomik 6neme sahip ¢ig ve islenmis su triinii 6rneklerinden
elde edilen enterokok izolatlart antimikrobiyel aktivite potansiyeli yoniinden
degerlendirilmistir. Calisilan 40 adet izolatta Staphylococcus aureus ATCC 6538, E.coli
ATCC 35218, Enterococcus faecium M74, Enterococcus faecalis NCIMB 700584,
Listeria innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC 7644 referans
bakterilerini ve farkli su iiriinii kaynakli enterokok izolatlarindan segilen suslari i¢eren

test bakterilerinden en az birine kars1 antimikrobiyel aktivite potansiyeli belirlenmistir.

Calismada potansiyel bakteriyosin ireticisi suslarin belirlenmesi amaciyla, agar
damlatma testinde bir ya da daha fazla test bakterisine kars1 en az 1,5 cm zon ¢apinda
antimikrobiyel aktivite belirlenen izolatlarin (n=12) hiicre igermeyen siipernatantlari
tizerinde ayr1 ayr1 olmak iizere katalaz, proteinaz K ve tripsin uygulamasi yapilmis ve
izolatlarin L. monocytogenes’e karsi etkinligi test edilmistir. Proteinaz K ve tripsin
enzimlerinin antimikrobiyel aktivitesi test edilen suslarin siipernatantlari lizerine etkili
oldugu tespit edilmistir. Katalaz enziminin ise suslarin slipernatantlari tizerine herhangi
bir etkisi bulunmamistir. Elde edilen analiz sonuglarina gore E. gallinarum 68-1, E.
casseliflavus 68-2, E. casseliflavus 77-3, E. gallinarum 80-1 ve E. gallinarum 88-2
izolatlarinda antimikrobiyel aktivite gosteren metabolitlerinin protein yapisinda
bakteriyosinler oldugu tespit edilmistir. S6z konusu izolatlarda ayrica enterosin kodlayan

entA ve entB genlerinden en az birinin varlifi da ortaya konmustur.

Bu izolatlarin gida endiistrisinde koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyelinin
belirlenebilmesi i¢in suslarin {irettigi bakteriyosinlerin saflastirilmasi, saflastirilan
bakteriyosinin molekiil agirliginin, amino asit diziliminin ve bakteriyosin iiretici gen
diziliminin belirlenmesi, s6z konusu bakteriyosinlerin ya da bakteriyosin fiireten
izolatlarin gida ortamindaki etkinliginin, gida ortamindaki diger mikroorganizmalarla
olan iligkilerinin degerlendirilmesi, gida isleme prosesinde etkinliginin kontrolii ve
tiretilen bakteriyosinlerin toksisite testlerinin gerceklestirilmesi gibi ileri ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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