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oz

Bu calismada, fermente sucuktan izole edilen antlisterial aktiviteye sahip Enterococcus nundtii YB6.30
tarafindan tretilen bakteriyosinin karakterizasyonu amaglanmustir. YB6.30 izolatt Listeria titlerinin yam sira
Staphylococcns anrens, Bacillus cerens, Salbmonella Enteritidis, S. Typhimurium ve Escherichia wli gibi gida
patojenlerinin de dahil oldugu cesitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri inhibe etmigtir. Proteolitik
enzim uygulamasi sonucu YB6.30 izolati tarafindan tretilen antimikrobiyal maddenin baktetiyosin oldugu
belitlenmistir. . zundtii YB6.30 susunun tanist 16S tRNA gen dizi analizi ve tiire 6zgii primetler kullanilarak
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile yapilmustir. Farkli sicaklik ve pH uygulamalart sonucu
bakteriyosinin 1s1 stabil oldugu ve genis pH araliginda (2.0-10.0) aktvite g6sterdigi belirlenmistir.
Bakteriyosin vankomisin direncli E. faecium ATCC 51559 susuna karst bakterisidal etki gostermistir. PZR
denemesi sonucu E. mundtii YB6.30’da mundtisin KS geni varhigt tespit edilmigtir. Trisin-SDS-PAGE analizi
sonucu aktf protein bandinin molekiiler buyiikligi yaklastk 7.56 kDa olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus mundtii, mundtisin KS, fermente sucuk, enterosin, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), Trisin-SDS-PAGE.

CHARACTERIZATION OF BACTERIOCIN PRODUCED BY ANTILISTERIAL
ENTEROCOCCUS MUNDTIIYB6.30 ISOLATED FROM FERMENTED SUCUK

ABSTRACT

In this study, the characterization of bacteriocin produced by Ewnterococcus mundtii YB6.30 with
antilisterial activity isolated from fermented sucuk was aimed. The YB6.30 inhibited various Gram-
positive and Gram-negative bacteria, including Listeria species, as well as food pathogens such as
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Staphylococeus anrens, Bacillus cereus, S almonella Enteritidis, §. Typhimurium and Escherichia coli. As a result
of proteolytic enzyme treatment, the antimicrobial substance produced by YB6.30 was identified as
bacteriocin. Identification of E. mundtii YB6.30 was done by 16S tRNA gene sequence analysis and
polymerase chain reaction (PCR) using species-specific primers. As a result of different temperature
and pH treatments, it was determined that bacteriocin is heat stable and shows activity in wide pH
range (2.0-10.0). Bacteriocin showed a bactericidal activity against vancomycin resistant E. faecium
ATCC 51559. As a result of the PCR experiment, the presence of mundtisin KS gene was detected
in E. mundtii YB6.30. Molecular size of active protein band was determined as 7.56 kDa as a result of

Tricine-SDS-PAGE analysis.

Keywords: Enterococcns mundtii, mundtisin KS, sucuk (Turkish dry-fermented sausage), enterocin,
polymerase chain reaction (PCR), Tricine-SDS-PAGE

GIRIS

Enterokoklar pastdrizasyon sicakligina dayanikli
olmalarinin yant sira  yiksek-disitk  sicaklik,
ekstrem pH ve tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilme 6zellikleri nedeniyle hem hayvansal
hem de bitkisel kékenli bircok fermente gidadan
siklikla izole edilebilen homofermentatif laktik asit
bakterileridir (LAB) (Martin-Platero, 2009; Javed
vd., 2011; Akpmar Kankaya vd., 2017).
Enterokoklarin  ekstrem  cevresel kosullarda
gelisebilmeleri, endiistriyel siireclerde farklt gida
proseslerinde kullanilabilmeleri agisindan avantaj
saglamaktadir  (Alvarez-Cisneros vd., 2011).
Enterokoklar glikolitik, proteolitik, lipolitik ve
nitrat rediiktaz aktiviteleri ve sitrat yikimu ile
peynir ve sosis gibi fermente gidalarin tiretiminde
urtine has karakteristik 6zelliklerin  olusumuna
katkida bulunmaktaditlar (Giraffa, 2003; Franz
vd., 2003; Foulquié Moreno vd., 2000).
Enterokoklar fermente gidalatin raf Omrind
uzatmak i¢in koruyucu starter kiltiitler olarak da
kullanilmaktaditlar ~ (Abriouel — vd.,  2005).
Enterokoklar laktik asit, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinler gibi antimikrobiyal maddeler
treterek fermente gidalarin raf Smriind uzatip son
triniin mikrobiyel giivenligini artirirlar (Martin-
Platero  vd., 2009; Jaouani vd., 2015).
Bakteriyosinler, farkli bakteri tideri tarafindan
ribozomal olarak sentezlenen antimikrobiyal
peptitlerdir  (Franz vd., 2007). Enterokoklar
tarafindan dretilen bakteriyosinler enterosinler
olarak adlandirilmaktadir. Enterokoklarda yaygin
olarak karsilasilan enterosinler; enterosin A, B, P,
AS-48, L50A, L50B, 1071A, 1071B ve Q’dur
(Edalatian vd., 2012; Ozden Tuncer vd., 2013;
Gok Charyyev vd., 2019). Baglica enterosin iiretici
titler E. faecium ve E. faecalis olarak bilinse de
dustk sikliklada olsa E. mundtii, E. durans, E. hirae

ve E. avinm titleri de bakeriyosin iiretmektedir
(Cotter vd., 2005). Mundtisin (Bennik vd., 1998),
mundtisin KS (Kawamoto vd., 2002), mundtisin
CRL35 (Saavedra vd., 2004), mundtisin QU2
(Zendo vd., 2005) ve mundtisin L (Feng vd.,
2009) E. mundtii suslan tarafindan  iretildigi
bildirilmis enterosinlerdir.

Bu calismada, fermente sucuktan izole edilen
antilisterial aktiviteye sahip Ewnferococcus mundtii
YB6.30 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin
karakterizasyonu amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizmalar

Cins dizeyinde tanst yapilmis fermente sucuktan
izole edilen antilisterial  aktiviteye  sahip
Enterococens spp. YB6.30 izolatt Stileyman Demirel
Universitesi  Gida ~ Miihendisligi ~ Bélimii
Bakteriyel ~ Genetik  Laboratuvan kiltir

koleksiyonundan temin edilmistir. YB6.30 izolatt
de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS, LAB M,
Lancashire, UK) ortaminda 37 °C’de 18 saat
inkiibe edilerek kultire edilmistit. YB6.30
izolatinin antibakteriyel aktivite spektrumunun
beliflenmesinde kullanilan indikator bakteriler,
kiltiire edildikleri besiyeri ortamlart ve gelisme
sicakliklart Cizelge 1’de verilmistir. Stok kultirler
% 20 (v/v) steril gliserol ilave edilerek -32 °C’de
muhafaza edilmistir. Calisma kultirleri ise gliserol
ilave edilmemis besiyeri ortamlarinda +4 °C’de
saklanmustir.

Genomik DNA izolasyonu

YBG6.30 izolatindan genomik DNA Cancilla vd.
(1992) tarafindan Onerilen yontemde kiigik
degisiklikler yapilarak izole edilmistir. 1 ml. aktif
YB6.30 kultirt 13000 gde 5 dakika santrifii]
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(Sigma 2-16P, Almanya) edilmis ve hiicre peleti
0.5 mL liziz buffer ile ¢ézulmustir. 37 °C’de 1
saat inkiibasyonun ardindan, tipe 30 uL sodyum
dodesil silfat (SDS, % 10 w/v) ilave edilmis ve
tip 80 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Lizata
0.7 mL fenol-kloroform (1:10, v/v) ilave edilmis
ve 13000 gde 5 dakika santrifiij edilmistir.
Genomik DNA 0.7 mL 2-propanol ile presipitiye
edilmis ve 13000 gde 5 dakika santrifiij edilmistir.
Pelet 50 puL. Tris-EDTA (pH 8.0) ile ¢6zillmus ve

kullanthincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. DNA 6rneginin agaroz jel elektroforezi
% 0.7 (w/v) agaroz orant ile hazitlanan jelde 65
voltta 1.5 saat sireyle yapimistr. Jel etidyum
bromit (0.2 pg/mL) (Amtesco Inc., Solon, OH,
ABD) igeren c¢Ozeltide boyanmis ve UV
transilluminator (Vilber Lourmat, ECX-F20.M,
Fransa) tzerinde incelenmistir. Jel fotografi
Nikon D5100 dijital fotograf makinesi (Nikon
Cotp., Japonya) kullamilarak cekilmistir.

Cizelge 1. Indikatér bakterilerin gelistirildigi besiyeri ve inkiibasyon sicakligt ve Enterococens spp. YB6.30
izolatinin inhibit6r spektrumu
Table 1. Growth medinm and incubation temperature of indicator strains, and inhibitory spectrum of Enterococens spp.
YB6.30 isolate

Gelisme besiyeri* ve
inkiibasyon sicakligt
Growth mediun® and
incubation temperature

Indikator bakteriler
Indicator bacteria

YB6.30 izolatinin
inhibisyon zonu (& mm)
Inhibition zone of YB6.30 (O mim)

Enterococcus faecinm ATCC 51559 MRS, 37 °C 19
Enterococcus faecalis ATCC 51299 MRS, 37 °C 11
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MRS, 37 °C 11
Enterecoccus faecalis LIMG 2602 MRS, 37 °C 3
Enterococcus faecalis LMG 2708 MRS, 37 °C 20
Staphylococens anrens ATCC 29213 TSBYE, 37 °C 14
Staphylococcus carnosus LMG 2709 TSBYE, 37 °C 5
Psendomonas aernginosa ATCC 15442 TSBYE, 37 °C 13
Listeria monocytogenes ATCC 7644 TSBYE, 37 °C 15
Listeria monocytogenes ATCC 19115 TSBYE, 37 °C 4
Listeria monocytogenes ATCC 15813 TSBYE, 37 °C 17
Listeria innocua LMG 2813 TSBYE, 30°C 16
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) TSBYE, 37 °C 6
Escherichia coli ATCC 25922 TSBYE, 37 °C 7
Escherichia coli ATCC 25828 TSBYE, 37 °C 6
Bacillus cerens ATCC 10876 TSBYE, 37 °C 7
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 TSBYE, 37 °C 6
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 TSBYE, 37 °C 6
Streptococcus mutans ATCC 25175 TSBYE, 37 °C -
Micrococcus lntens RSK 1123 GM17, 30 °C 9

*MRS: de Man, Rogosa and Sharpe broth; GM17: M17 broth (% 0.5 glukoz); TSBYE: Triptone Soy broth (% 0.5

maya ckstraktt)

*MRS: de Man, Rogosa and Sharpe broth; GM17: M17 broth (containing 0.5 % glucose); TSBYE: Triptone Soy broth (containing

0.5 % yeast extract)

Enterococcus spp. YB6.30 izolatinin tiir
diizeyinde tanisi

Enterococens spp. YB6.30 izolatinin tiir diizeyinde
tanist 16S rRNA gen dizi analizi ile yapilmustir.
168 rRNA gen bélgesinin PZR ile cogaltilmasinda
Edwards vd. (1989) tarafindan 6nerilen yéntem
kullanilmistir.  Izolatin  tiir  diizeyinde tanist

Jackson vd. (2004) tarafindan énerilen E. mundtii
tirine  Ozgi  primer  ¢ifti  kullanilarak
desteklenmistit.  Ewterococcns  spp.  YB6.30
izolatinin tir dizeyinde tanisinda kullanilan
primer ciftleri, Grtin buyiiklikleri ve PZR kosullart
Cizelge 2’de verilmisgtir.
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Cizelge 2. Calismada kullanilan PZR primerleri, iriin buyiiklikleri ve PZR kosullart
Table 2. PCR primers, product siges and PCR protocols used in this study

Uriin
Gen Primer sekanslari (5'- 3") buy(iklugu PZR protokolii
Gene Primer sequences (5'-3") Pro dﬂ? size PCR protocol
(tp)

Baglangic denatiirasyonu
165 'DNA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 921 94°C’de 2dk; 30 déngii 94°C’de
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 30 sn, 55°C’de 60 sn, 72°C’de
90 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baglangic denatiirasyonu
sodA CAGACATGGATGCTATTCCATCT 08 95°C°de 5dk; 30 dongt 95°C’de
E. mundtii GCCATGATTTTCCAGAAGAAT 30 sn, 60°C’de 60 sn, 72°C’de
60 sn; son uzama 72°C’de 7 dk
Baglangic denatiirasyonu
A AAATATTATGGAAATGGAGTGTAT 126 94°C°de 5dk; 35 dongt 94°C’de
o GCACTTCCCTGGAATTGCTC 60 sn, 56°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ontB GAAAATGATCACAGAATGCCTA 162 94°C°de 5dk; 35 dongt 94°C’de
GTTGCATTTAGAGTATACATTTG 60 sn, 50°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ontP TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT 120 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
ATGTCCCATACCTGCCAAAC 60 sn, 50°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
1504/B TGGGAGCAATCGCAAAATTAG 08 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
o ATTGCCCATCCTTCTCCAAT 60 sn, 52°C'de 60 sn, 72°C'de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
bac31 TATTACGGAAATGGTTTATATTGT 123 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
“ TCTAGGAGCCCAAGGGCC 60 sn, 50°C'de 60 sn, 72°C'de
40 sn; sonuzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ot AS48 GAGGAGTTTCATGATTTAAAGA 340 94°C’de 5dk; 35 dongti 94°C’de
CATATTGTTAAATTACCAAGCAA 60 sn, 50°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
0 ATGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA 105 94°C°de 5dk; 35 dongt 94°C’de
TTAACAAGAAATTTTTTCCCATGGCAA 60 sn, 56°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
nt1071.4/B CCTATTGGGGGAGAGTCGGT 343 94°C’de 5dk; 35 dongii 94°C’de
ATACATTCTTCCACTTATTTTT 60 sn, 51°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; son uzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
KS TGAGAGAAGGTTTAAGTTTTGAAGAA 330 94°C’de 5dk; 35 dongii 94°C’de
. TCCACTGAAATCCATGAATGA 60 sn, 55°Cde 60 sn, 72°C'de
40 sn; sonuzama 72°C’de 10 dk
Baslangic denatiirasyonu
ontCRL35 GCAAACCGATAAGAATGTGGGAT 490 94°C’de 5dk; 35 dongii 94°C’de

TATACATTGTCCCCACAACC

60 sn, 55°C’de 60 sn, 72°C’de
40 sn; sonuzama 72°C’de 10 dk
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PZR islemleri TurboCycler 2 (Blue-Ray Biotech.
Corp., Taipei city, Tayvan) termal dongi
cihazinda gerceklestirilmistir. 16S rRNA gen
bélgesinin PZR fragmentinin elektroforezi % 1
(w/v), E. mundtii tirine Ozgu ptimer ¢iftd

kullanilarak ~ ¢ogaltlan PZR  fragmentinin
elektroforezi ise % 2 (w/v) agaroz orant ile
hazirlanan  jellerde yapilmustir.  Elektroforez

islemletinde Thermo Minicell®Primo EC320 tank
sistemi kullanilmistir. Jeller etidyum bromit ile
boyanmis ve UV 1sik altnda fotograflanmustir.
Fragment biyiiklikleri O’GeneRuler™ 100-bp
DNA marker (Thermo, #SM1153) ve Genesta™
100 bp DNA marker (GeneAll Bldg, GA-010,
Seul, Kore) kullanilarak belirlenmistir. 16S tfRNA
gen bolgesinin PZR fragmentinin sekans analizi
Oligomer  Biyoteknoloji Ltd. St. (ODTU
Teknokent, Ankara)’inde yaptirllmis ve dizi
benzerligi Basic Local Alighment Search Tool
(BLAST) programinda analiz edilmistir.

Antibakteriyel aktivite spektrumu

E. mundtii YB6.30 susunun antibakteriyel aktivite
spektrumu  Cizelge 1’de verilen 20 indikator
bakteriye karst test edilmistir. Antibakteriyel
aktivite testi i¢in, YB6.30 kolonileri MRS agar
ortamina steril kiirdan araciligi ile inokdile edilmis
ve 37 °Cde 24 saat inkibasyona birakilmigtir.
Gelisen koloninin tzeri uygun besiyeti ortaminda
gelistirilmis 100 pL indikatér bakteti iceren 5 mlL
yumusak agar ile kaplanmistir. Petri kutular
indikator bakterilerin gelistigi uygun sicaklikta 18
saat inkiibasyona birakilmis ve silire sonunda
YB6.30 kolonisi etrafinda olusan inhibisyon zon
caplart 6lcilmistiir (van Belkum vd., 1989).

Antibakteriyel maddenin protein dogasinin
belirlenmesi

E. mundiii YB6.30 susu tarafindan Uretilen
antibakteriyel maddenin protein dogast proteolitik
enzim uygulamast ile beliflenmistir. MRS brtoh
ortaminda 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek
gelistirilen E. mundtii YB6.30 kiltird 10000 gde 5
dakika santrifij edilmis ve 0.45 um por capl
membran  filtreden  (Sartorius,  Almanya)
gecirilerek steril kiltir dst stvist elde edilmigtir.
MRS agar ortamina 20 uL steril kiiltiir {ist stvist ve
yaklagik 1 cm uzagina enzim konsantrasyonu 50
mg/ml olacak sekilde hazitlanmis pepsin (pH

3.0), tripsin (pH 7.0), proteinaz K (pH 7.0), o-
kemotripsin (pH 7.0) veya katalaz (pH 7.0) enzim
¢ozeltisinden 20 pL. damlatlmis ve petri kutular
oda sicakhiginda 30 dakika bekletilmistir. Stre
sonunda petri kutulart 100 pL. E. faecium ATCC
51559 inokiile edilmis MRS yumusak agar ortamt
ile kaplanmugtir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon
siresi sonunda, yarim ay seklinde gorilen
inhibisyon zonlar1 kiltlr Gst stvistnin proteolitik
enzimlere duyath oldugunun gostergesi olarak
degerlendirilmistir (Ryan vd., 1996).

Bakteriyosin aktivitesi {izerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarinin etkisi

Bakteriyosin aktivitesi lzerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarinin etkisi Franz vd. (1997)
tarafindan 6nerilen yonteme gbre belirlenmistir.
Bakteriyosin aktivitesi tizerine pH’nin etkisini
belirlemek icin kiltir Gst stvistnin pH’st 2.0-11.0
degerleri arasinda  ayarlanmustir. pH’st
ayarlanmamis kiltiir Gst stvist kontrol olarak
kullantlmistir.  Bakteriyosin —aktivitesi Uzerine
enzim uygulamasinin etkisinin belirlenmesi i¢in
steril  kiltir  dUst  sivisina son  enzim
konsantrasyonu 1 mg/ml.  olacak sekilde
proteinaz K (pH 7.0), tripsin (pH 7.0), «-
kemotripsin (pH 7.0), pepsin (pH 3.0), a-amilaz
(pH 7.0), lipaz (pH 7.0), katalaz (pH 7.0) veya
lizozim (pH 7.0) ¢6zeltisi ilave edilmistir. Tupler
37 °C’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmis
ve enzim aktiviteleri 100 °C’de 5 dakika 1s1
uygulamast ile sonlandirilmistir. Denemelerde
enzim uygulanmamis kiltlr Gst sivist kontrol
olarak  kullanilmustir.  Sicakltk uygulamasinin
bakteriyosin aktivitesi tizerine etkisi steril kiltir
ust stvilarinin 100 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dakika 1sil
isleme tabi tutulmastyla belitlenmistir. Kontrol
olarak sicaklik uygulanmamus kultir st sivist
kullamlmustir. pH, enzim ve sicaklik uygulamasi

sonucu  kalan  bakteriyosin  aktivitesinin
belirlenmesinde  kritik  dilisyon  ySntemi
kullantlmigtir.  Krittk  dilisyon  yonteminde

indikatér bakteri olarak E. faecium ATCC 51559
kullantlmigtir.

Bakteriyosin yapisal genlerinin PZR ile
belirlenmesi

E. mundtii YBG6.30 susunda bilinen enterosin
yapisal genlerinin varligi, enterosin A (entA), B
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(entB), P (entP), Q (entQ), L50A/B (ent1.50A/B),
1071A/B (ent1071.A4/B), AS48 (entAS48), CRL35
(entCRL35), bakteriyosin 31 (bac37) ve mundtisin
KS  (munKS) bakteriyosinlerine &zgii  primer
giftleri  kullanilarak PZR ile arastirtlmistir
(Saavedra vd., 2004; Yousif vd., 2005; Zendo vd.,
2005; Ben Belgacem vd., 2010). Bakteriyosin
yapisal genlerinin belirlenmesinde kullanilan PZR
primetleri, Griin biytklikleri ve PZR protokolleri
Cizelge 2’de verilmistit. PZR fragmentlerinin
elektroforezi % 2 (w/v) agaroz orant ile
hazirlanan  jelde  yapilmustir.  Denemelerde
enterosin Ureticisi . faecium EYT31 (entA*, entB*,
entP*) pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Ozden
Tuncer vd., 2013).

Bakteriyosin diretimi

Bakteriyosin Uretiminin beliflenmesi i¢in E.
mundtii YB6.30 susu 100 mL. MRS broth ortamina
inokile (%1, v/v) edilmis ve 37 °Cde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona birakilan
kiltirden her saat bast olmak tlzere 12 saat
boyunca Ornek alinmis ve kiltirin optik
yogunlugu ve bakteriyosin dretim  miktart
belirlenmistir. ~ Kiltirin  optik  yogunlugu
Shimadzu 1600 UV/VIS spektrofotometre
(Japonya) kullamilarak 600 nm dalga boyunda
Olgtlmustir. Bakteriyosin tretim miktart kritik
dilisyon yontemi ile belilenmistir. Indikator
bakteri olarak E. faeciumz ATCC 51559 susu
kullandmustir (Todorov ve Dicks, 2005).

Hiicre liziz

Hiucre liziz denemesi icin 20 ml. E. wundtii
YB6.30 steril kiltiir Gst stvist erken gelisme fazina
kadar gelistirilen 100 mL E. faecium ATCC 51559
kiltirine ilave edilmis ve 12 saat streyle inkiibe
edilmigtir. Kaltirin optik yogunlugu birer saat
arayla spektrofotometre (Shimadzu) ile 600 nm’de
olctlmustir. E. mundiii YBG6.30 steril kultiir st
stvist ilave edilmemis E. faecium ATCC 51559
kiltird kontrol olarak kullanilmistir (Todorov ve
Dicks, 2005).

Bakteriyosinin kismi saflagtirilmasi

MRS broth ortaminda 37 °C’de bir gece kiltiire
edilmis 100 mL E. mundtii YB6.30 kiltiri 15000
gde 20 dakika santrifiij edilmis ve kultir ust
stvistnin - pH’st - 6.5’¢  ayarlanmugtir.  Notralize

edilmis kiltiir Gst stvisina 40 g (NH4)2SO4 (Merck,
Darmstadt, Almanya) yavas yavas ilave edilmis ve
4 °Cde bir gece karstunlmustir. Ertesi gin
doyurulmus kiiltir Gst stvist 4 °C’de 15000 g'de 30
dakika santriflyj edilmigtir. Yiizey peletleti ve dip
peleti 5 mL sodyum fosfat tampon (pH 7.0) ile
¢Ozilmuistir.  Karnstim  Gzerine 75 mL
metanol/kloroform (1:2, v/v) c¢ozeltisi ilave
edilerek 4 °C’de 1 saat ekstrakte edilmistir. Daha
sonra 6rnek 4 °C’de 15000 g'de 45 dakika santrifiij
edilmis ve olusgan pelet oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutulan ¢ékelti 1 ml. steril ultra
saf suda ¢ozilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir
(Foulquié Moreno vd., 2003).

Trisin-SDS-PAGE ve aktif protein bandinin
tespiti

Bakteriyosinin molekiler biyiikliigi Schigger ve
von Jagow, (1987) tarafindan Onerilen Trisin-
SDS-PAGE yéntemi kullamilarak belirlenmistir.
Elektroforez islemi Thermo OWL™ P81 dikey
tank sisteminde % 9.8’lik toplayict jel ve % 16.57lik
ayirict jel hazirlanarak tris-trisin-SDS  tamponu
(Sigma, T1165, Steinheim, Almanya) esliginde
gerceklestirilmistir. Toplayict jel icin 30 volt,
ayirict jel icin 90 volt elektrik akimi uygulanmustir.
Jel  kuyularina kismi  saflastirilmast  yapilmis
bakteriyosin 6rneginden 10 uplL  aktarilmustir.
Elektroforez islemi sonrast jel iki ayt1 parcaya
ayrilmis ve parcalardan biri peptid bantlarinin
buyukliginin belirlenmesi icin  Coomassie
brilliant blue R250 (Merck) ¢Ozeltisi ile
boyanmustir. Boyanmamus jel parcast aktif protein
bandinin tespiti icin kullamilmustir. Bunun igin jel
steril ultra saf su ile 3 kez ytkanmistir. Yikanan jel,
besiyeri ile jel arasinda bosluk kalmayacak sekilde
MRS agar bulunan petri kutusuna (@ 14 cm)
yetlestirilmis ve yuzeyi E. faecium ATCC 51559
inokile edilmis 20 ml. MRS yumusak agar ile
kaplanmistir.  Petri kutusu 37 °Cde 24 saat
inkiibasyona birakidmis ve siire sonunda jel
tzerinde olusan inhibisyon zonu incelenmigtir
(Tuncer ve Ozden, 2010).

SONUC VE TARTISMA
Fenotipik yontemlerle cins dizeyinde tanisi
yapilmis olan antilisterial aktiviteye sahip

Enterococens spp. YBG6.30 izolattmin tir diizeyinde
tanust 16S rRNA gen dizi analizi ve tiire Ozgi
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primer cifti kullanilarak yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile yapdmistr. Enterococcus spp.
YB6.30 izolatinda 16S rRNA gen bolgesinin PZR
ile ¢ogaltlmis amplikonunun DNA dizisi BLAST
programinda analiz edilmis ve Enterococcus mundtii
ile % 96 oraninda benzerlik  gdsterdigi
belirlenmistir. YB6.30 izolattmn tir diizeyinde
tanist . mundtii tirine Ozgh primer ¢iftd
kullamilarak PZR ile desteklenmistir. Ttre 6zgi
PZR analizi sonucu YB06.30 susunun E. waundtii
tirtine zgl primer cifti ile 98 b¢ biyiikligiinde
amplikonlar verdigi agaroz jel elektroforezi ile

belirlenmistir. Elde edilen bulgular 1s1ginda
antilisterial aktiviteye sahip Ewferococcus  spp.
YB6.30 izolatt  Ewnterococcens  mundtii  olarak

tantmlanmustir. Gegmis yillarda yapilan benzer
calismalarda da basta geleneksel peynir (Parada
vd., 2007; I§leroglu vd., 2012; Ozden Tuncer vd.,
2013; Favaro vd., 2014; Avct ve Ozden Tuncer,
2017) ve fermente sosis (Paramithiotis vd., 2014)
olmak tizere ¢ig siit (Tuncer vd., 2014) ve boza
(Gok Charyyev vd., 2019) gibi farkll gida
Orneklerinden  antilisterial ~ aktiviteye  sahip
Enterococens tutleri izole edilmistir. Ancak s6z
konusu calismalarda bakteriyosin dretimi E.
faecium ve E. faecalis tirlerinde daha sik tanimlanan
bir 6zellik olarak dikkati cekmektedir. Bu nedenle
calisma  kapsaminda  kullanilan  antilisterial
aktiviteye sahip Enterococens spp. YB6.30 izolatinin
E.  mundtii olarak tanimlanmasi  Snemlidir.
Giiniimiize kadar bakteriyosin treticisi oldugu
belirflenmis siurh sayida E. mundtii susu rapor
edilmistir (Kawamoto vd., 2002; De Kwaadsteinet
vd., 2005; Ferreira vd., 2007; Espeche vd., 2014;
Settanni vd., 2014). S6z konusu c¢alismalarda
kullandlan E. mundtii suslart genellikle bitkisel
kokenli izolatlardir. Istisnai olarak Ferreira vd.
(2007) tarafindan kullandan E. mundtii suslan
insan digkisi izolatt, Espeche vd. (2014) tarafindan
kullanulan E. mundni CRLL1656 susu ise saglhkli
sigir izolatidir. E. mundtii YB6.30 susu fermente
sucuktan izole edilen ilk bakteriyosin iireticisi .
mundtii susudut.

Aktivite spektrumu belirleme ¢alismasi sonucu E.
mundtii ' YB06.30 susunun Listeria innocna, L.
monocytogenes, Staphylococcus anrens, Bacillus cereus,
Salmonella  Enteritidis, S. Typhimurium ve
Escherichia coli gibi gida patojenlerinin de dahil

oldugu ¢esiti Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterileri inhibe ettigi belitlenmistir (Cizelge 1).
E. mundtii YBG6.30 susu tarafindan dretilen
antibakteriyel maddenin  Gram-pozitif gida
patojenlerinin  yant sita  Salmonella ve E. coli
suslarina karsi da inhibitér etki géstermesi dikkat
cekicidir. LAB tarafindan Uretilen
bakteriyosinlerin Gram-negatif bakteriler tizerine
inhibitdr etki gosterdigini bildiren sinurh sayida
calisma bulunmasina ragmen bazi Enterococcus
titrleri tarafindan iretilen enterosinlerin Gram-
pozitif bakterilerin  yami  sira  Gram-negatif
bakterilere karst da antibakteriyel aktivite
gosterdigini bildiren calismalar bulunmaktadir
(De Kwaadsteniet vd., 2005; Ferreira vd., 2007;
Alvarez-Cisneros vd., 2011; M’hir vd., 2011; H-
Kittikun vd., 2014; Schelegueda vd., 2015; Avct ve
Ozden Tuncer, 2017).

Proteolitik enzim uygulamast sonucu, E. mundtii
YB6.30 susu tarafindan iretilen antibakteriyel
maddenin katalaz enziminden etkilenmedigi
ancak proteinaz K, pepsin, o-kemottipsin ve
tripsin  ile aktivite kaybina ugradigi tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular antibakteriyel
aktivitenin H>O» kaynakli olmadigini, YB6.30
susu tarafindan Uretilen antibakteriyel maddenin
protein  yaptda  (bakteriyosin)  oldugunu
gOstermistit. Bakteriyosinler protein  dogalart
nedeniyle proteolitik enzim uygulamalari sonucu
kismen veya tamamen aktivitelerini
kaybetmekteditler (Ben Belgacem vd., 2010).
Farkli  arastirmacilar  tarafindan  yapilan
calismalarda da LAB tarafindan  retilen
bakteriyosinlerin ~ proteinaz K, tripsin, o-
kemotripsin ve pepsin gibi proteolitik enzimler ile
muamele edilmeleri sonucunda aktivitelerini
kismen ya da tamamen kaybettikleri rapor
edilmistir (Kawamoto vd., 2002; De Kwaadsteniet
vd., 2005; Ferreira vd., 2007; H-Kittikun vd.,
2014; Gok Chatyyev vd., 2019).

Bakteriyosin aktivitesi lzerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarimin  etkisi  Cizelge 3’de
verilmistir. Bakteriyosin aktivitesi tizerine pH’nin
etkisinin test edildigi denemeler sonucu E. mundtii
YB6.30 susu tarafindan dretilen bakteriyosinin
pH 2.0-9.0 arahiginda aktivitesini korudugu, pH
10.0°da aktivitesinin % 50 oraninda azaldigt ve pH
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11.0°de ise aktivitesini kaybettigi belirlenmistir.
Benzer olarak farkli calismalarda da enterosinlerin
genellikle pH 2.0 ile 10.0 arasinda aktivitesini
korudugu bildirilmistir (Zendo vd., 2005; Ferreira
vd., 2007; Strompfova ve Laukova, 2007; Javed
vd., 2011; Ahmadova vd., 2013; G6k Charyyev
vd., 2019). Enzim uygulamas: sonucu
bakteriyosinin  katalaz, lizozim ve lipaz
enzimlerine karst aktivitesini korurken proteinaz
K, pepsin, a-kemotripsin, tripsin ve o-amilaz
enzimleri ile muamele edildiginde aktivitesini
tamamen kaybettigi beliflenmistir. Enterosinlerin
protein dogalart nedeniyle proteolitik enzimler ile
muamele edildiklerinde aktivite kaybina ugradigi,
lipaz, katalaz ve lizozim enzimlerinden ise
etkilenmedigi bildirilmistir (Kawamoto vd., 2002;
Parada vd., 2007; Javed vd., 2011; Chen vd., 2013;
Ahmadova vd., 2013; Gok Charyyev vd., 2019).
E. mundtii YB6.30 susu tarafindan uretilen
bakteriyosinin aktivitesi lizerine lipaz enziminin
etkisiz olmasi tretilen bakteriyosinin yapisinda
lipit bulunmadigint gbstermektedir. Diger taraftan
uretilen  bakteriyosinin = a-amilaz  enzimi
uygulamast aktivitesini  kaybetmesi
bakteriyosin aktivitesi icin karbonhidrat yapinin
gerekli oldugunu gostermektedir. Gegmis yillarda
vapilan caligmalarda da  o-amilaz’a  duyartlt
glikoprotein bakteriyosinler bildirilmistir (Tuncer
ve Ozden, 2010; Seo vd., 2014; Heredia-Castro
vd.,, 2015; Gok Charyyev vd., 2019). Sicaklik
uygulamasinin  bakteriyosin aktivitesi Uzerine
etkisinin  arastirlldigt  denemeler  sonucu,
bakteriyosinin 100 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dakika
sicaklik uygulamalarinda aktivitesini korudugu (1s1
stabil oldugu) belirlenmistir. Enterosinler 1st stabil
bakteriyosinlerdir. Cogu enterosinin 121 °C’de 15
dakika 1s1l islem uygulamasi sonucu aktivite
kaybina ugramadigs rapor edilmistir (Kawamoto
vd., 2002; Parada vd., 2007; H-Kittikun vd., 2014;
Schelegueda vd., 2015; Gok Charyyev vd., 2019).
E. mundiii YB6.30 susu tarafindan Uretilen
bakteriyosinin  genis pH araliginda aktivite
gOstermesi ve 1s1 stabil olmasi gida proseslerinde
kullantmi acisindan 6nemli bir avantajdir.

sonucu

Bilinen enterosin primer ¢iftleri kullanilarak
yapilan PZR denemeleri sonucunda E. mundtii
YB6.30 susundan mundtisin KS iretiminden
sorumlu  m#nKS  genine  6zgii 380  bg

buytkliginde amplikon elde edilmistir. PZR
denemelerinde kullanilan diger primer ¢iftleri ile
herhangi bir amplikon elde edilememistir (Sekil 1).
Bu bulgular E. mundtii YB6.30 susu tarafindan
tretilen bakteriyosinin mundtisin KS oldugunun
gicli delili olarak kabul edilmistir. Gintimiize
kadar E. mundtii suslaninda mundtisin (Bennik vd.,
1998), mundtisin KS (Kawamoto vd., 2002),
mundtisin CRL35 (Saavedra vd., 2004), mundtisin
QU2 (Zendo vd., 2005) ve mundtisin L. (Feng vd.,
2009) olmak tizere sinirli sayida bakteriyosin
tantmlanmustir.

Gizelge 3. E. mundtii YB6.30 tarafindan tretilen
bakteriyosinin aktivitesi iizerine pH, enzim ve
sicaklik uygulamalarinin etlkisi
Table 3. The effects of pH, engyme and heat treatments
on the acyivity of the bacteriocin produced by E. mundtii

YB6.30
Muamele Bakteriyosin
Treatment Aktivitesi
(AU/mL)
Bacteriocin activity
(AU/mL)
E. mundtii YB6.30
Kontrol/ Control 800
pH
2 800
3 800
4 800
5 800
6 800
7 800
8 800
9 800
10 400
11 0
Enzim/ Enzyme
Proteinaz K/ Proteinase K 0
Pepsin/ Pepsin 0
Lizozim/ Lysozyme 800
a-Kemottipsin/ a-Chymotrypsin 0
Tripsin/ Trypsin 0
o-Amilaz/ a-Amylase 0
Lipaz/Lipase 800
Katalaz/ Catalase 800
Sicaklik/ Heat
100°C 5 dk /100°C 5 min 800
100°C 10 dk /700°C 10 min 800
100°C 15 dk /100°C 15 min 800
100°C 20 dk /700°C 20 min 800
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8 9 10 11 M 12 13 14

2000 bg
1200 bg
munKS 380 bg
500 bg
entB 162 bg
entA 126 bg
entP 120 bg
100 bg

Sekil 1. E. mundtii YB6.30 susunda bilinen enterosin yapisal genlerinin PZR ile tespiti (1-10: E. mundtii
YBG6.30, 12-14: E. faecinm EY'T31 (pozitif kontrol))
1: entA; 2: entB; 3: entP; 4: entl 504/ B; 5: bac31; 6: entAS48; M: Genesta™ 100 bc DNA marker
(GeneAll, Kore); 7: entQ; 8: ent1071.4/B; 9: entCRI.35; 10: munKS (380 bg); 11: negatif kontrol (su); M:
Genesta™ 100 b¢ DNA marker (GeneAll, Kore); 12: entA (126 bg); 13: entB (162 bg); 14: entP (120 bg)

Figure 1. Detection of known enterocin structural genes in E. mundtii YB6.30 strain by PCR (1-10: E. mundtii
YB6.30, 12-14: E. faecium EY 131 (positive control))
1:entA; 2: entB; 3: entP; 4: entl 504/ By 5: bac31; 6: entAS48; M: Genesta™ 100 bp DNA marker (GeneAll,
Korea); 7: entQ; 8: ent1071.4/B; 9: entCRI.35; 10: munKS (380 bp); 11: negative control (water); M: Genesta™
100 bp DNA marker (GeneAll, Korea); 12: entA (126 bp); 13: entB (162 bp); 14: entP (120 bp)

Bakteriyosin  retiminin  belitlenmesi Uzerine 900 - - 23
yapilan denemelerde E. mundtii YB6.30 susunun 3,80 |
inkiibasyonun 4. saati sonunda 50 AU/mL 53 00 - -2
diizeyinde bakteriyosin drettigi tespit edilmistir. ngu | _
Inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde bakteriyosin S8 | 15 £
aktivitesinin hiicre yogunlugunun artisina paralel gé ik é
olarak  artug  belitlenmigtr. En  yuksek £ T 300 | g
bakteriyosin aktivitesi olan 800 AU/mL kultir £3 i |

o y . g . 3 L o3
yogunlugunun 1.987 degerine ulastigt 9. saatin 28 '
sonunda tespit edilmistir (Sekil 2). Bakteriyosin = 100;
tretiminin gelisme fazinda baglamis ve gelisme ’ 6 F 3 B 4w S o8 o g ¢
fazinin sonunda maksimum seviyeye ulagmug Zaman (saat)
olmast E. mundtii YB6.30 susu tarafindan Uretilen . - Time (horc)
bakteriyosinin primer metabolit kinetigine sahip Sekil 2. E mundlii YB6.30 sugunun 37°C’d.e
oldugunu isaret etmektedir. Farkli arastirmacilar kontrolstiz pH’da be.lk.tenyomn. urctimi (OPUk.
tarafindan yapilan calismalarda da  Enterococcus yog“unl}lk.600 nm’de ~(1(;1~ dolu dgre), balitenyosm
tiitleri tarafindan Uretilen baktetiyosinlerin primer tretimi AU/ml cinsinden (ici dolu stitun)).
metabolit kinetigine sahip oldugu rapor edilmistir Figure 2. Bacteriocin production of E. mundtii YB6.30
(Ferreira vd., 2007; Mattin-Platero vd., 2009; strain at uncontrolled pH at 37°C (optical density at
Chen vd., 2013; Espeche vd., 2014; Gok Charyyev 600 nm (filled circle), bacteriocin production as AU/ mL
vd., 2019). (filled column).
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Hiicre liziz calismast ile E. faecium ATCC 51559
kaltirinin  optik  yogunlugunun bakteriyosin
iceren kultiir st stvisinin ilave edilmesini takiben
dismeye basladigi ve bu inhibisyonun 12. saatin
sonuna kadar devam ettigi tespit edilmistir (Sekil
3). Elde edilen bulgular isiginda E. mundtii YB6.30
susu tarafindan tretilen bakteriyosinin E. faecium
ATCC 51559 susuna karst bakterisidal etki
gOsterdigi  belitlenmistit.  Enterococcus  suslart
tarafindan  dretilen  bakteriyosinlerin  duyarli
indikatér bakterilere karst bakterisidal etki
gOsterdigi farkll arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda da tespit edilmistir (Alvarez-Cisneros
vd., 2011; Javed vd., 2011; Ahmadova vd., 2013;
Favaro vd., 2014; Ndlovu vd., 2015; Gok
Charyyev vd., 2019).

o

= — —
o (] o

OD (600nm)

=
g

9 10 11 12 13

0 1 2 3 4 5 6 71 8

Zaman (saat)
Time (hour)

Sekil 3. E. mundtii YBG6.30 kiiltiir iist swisinn, kiiltiir
dist swist dlave edilmemis (igi dolu daire) ve edilmis (igi
bog diggen) E. faecium ATCC 51559 un gelismesi
wizerine etki sekli. Ok bakteriyosin ieren kiiltiir jist
sewesinin tlave edildigi noktay: gostermektedir.

Figure 3. Mode of action of cell free supernatant of E.
mundtii YB6.30 on growth of E. faecinm ATCC
51559 withont cell free supernatant (filled circle) and
with cell free supernatant (open triangle). The arrow
indicates the point at which cell free supernatant
containing active bacteriocin was added.

E. mundtii YB6.30 susu tarafindan tretilen kismi
saflastirllmast yapilmis bakteriyosinin molekiiler
buyukligi  Trisin-SDS-PAGE  yontemi  ile
beliflenmistir (Schigger ve von Jagow, 1987).
Aktif protein bandinin molekiler buyikligu
yaklasik 7.56 kDa olarak tespit edilmistir (Sekil 4).
Yapilan c¢alismalar giinimiize kadar tanimlanmis
grup Ila  dyesi enterosinlerin  molekiler
buytkliklerinin 10 kDa’dan kiiciik oldugunu
gostermistir (Eijsink vd., 2002; Ferreira vd., 2007,
Gok Charyyev vd., 2019). Elde edilen sonug da
bunu destekler niteliktedir. Kawamoto vd. (2002)
tarafindan yapilan calismada E. mundtii NFRI
7393 susu tarafindan dretilen amonyum silfat
¢coktirmesi,  katyon-degisim  kromotografisi,
aseton cOktiirmesi ve sivi-faz ekstraksiyonu ile
saflastirlmis  mundtisin = KS’nin  Trisin-SDS-
PAGE ile tek aktif protein bandi verdigi
belitlenmistir. Arastirmacilar amino asit ve
nikteotit dizilerini esas alarak mundtisin KS’nin
yaklastk 4290 Da molekiiler buytklige sahip
oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada E. mundtii
YB6.30 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin
saflastirllmasinda  sadece  amonyum  silfat
¢oktirmesi yapilmis olmast bakteriyosinin Trisin-

SDS-PAGE’de goctni  etkilemis  olabilecegi
dustnilmektedir. Benzer olarak Huang vd.
(2016), sadece amonyum silfat ¢oktirmesi

yaparak kismi saflastirmasint yapuklatt Bacilius
thuringiensis BRC-ZYR2 susu tarafindan Uretilen
thurisin =~ B/CspB  bakteriyosininin ~ molekiler
buyikligini Trisin-SDS-PAGE ile <14.4 kDa
olarak  tespit etmisken, anyon  degisim
kromotografisi ile saflastiilmis bakteriyosinin
molekiiler agitligint Trisin-SDS-PAGE ile 7 kDa
olarak tespit etmislerdir. Bu nedenle ileride
yaptlacak calisma ile E. mundtii YB6.30 susu
tarafindan Uretilen bakteriyosinin molekiiler
buyikliginin kesinlik kazanmast i¢in amonyum

stlfat ¢oktirmesini takiben kromotografik
saflasirma  proseslerinin = de  uygulanmasi
gerekmektedir.
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Inhibisyon zonu
Inhibition zone

Sekil 4. Kismi saflastirilmast yapilmus bakteriyosinin Trisin-SDS-PAGE ile ayrimi. M: multicolour low
range protein marker (fermentas), 1: protein bantlari; 2: TSBYE yumusak agarda E. faecium ATCC
51559’in inhibisyonu (ok).

Figure 4. Separation of partially purified bacteriocin by tricine-SDS-PAGE. M: multicolour low range protein ladder
(fermentas), 1: protein bands; 2: inbibition of E. faecium ATCC 51559 (arrow), embedded in TSBYE soft agar.

SONUC
Bu calismada antilisterial aktiviteye sahip E.
mundtii - YB6.30  susu  tarafindan  Uretilen

bakteriyosinin karakterizasyonu yapdmustir. Genis
aktivite spektrumuna sahip mundtisin KS treticisi
oldugu tespit edilen E. mundtii YB6.30 susu gida
giivenligini gelistirmek amach fermente gida
tretiminde starter ya da yardimct starter kiltir
olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Kasap ve
Tuncer (2019) tarafindan yapilan calismada,
mundtisin KS treticisi E. zundtii YB6.30 susunun
gida  endistrisinde  starter  kiltir  olarak
kullantminin giivenli oldugu belirtilmistir. fleride
yapilacak calismalar ile mundtisin KS treticisi E.
mundtii YB6.30 susunun gida tiretim proseslerinde
starter/yardimet starter kultir olarak kullaniminin
test edilmesi gerekmektedir.

TESEKKUR

Bu calismayt FYL-2018-5761 nolu proje ile maddi
olarak destekleyen Siilleyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi’ne
tesekkir ederiz.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

YT, calisma konusunu belirlemis ve deneysel
calisma dizenegini planlamistir. TA ve YT
deneysel  calismalart  gergeklestirmistir.  TA
makalenin taslagini olusturmus, YT makalenin
inceleme-dlizenleme  asamalarinda  danisman
olarak katki saglamistir. Yazarlar makalenin son
halini okumus ve onaylamustir.
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