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Ozet

Bu ¢alismada gidadan izole edilmis 25 adet Bacillus cereus straininin serein olarak
adlandirilan bakteriyosini Uretme kapasiteleri arastiriimis ve bu strainler arasinda
capraz antagonistik aktivitelerin taramasi gergeklestiriimigtir. Yapilan denemeler
sonucunda, serein'e durgunluk fazindaki hucrelerin kaltur filtratlarinda saptanmis ve
sadece 5 strain 6nemli dizeyde antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Serein
preparasyonlarinin sicakliga kismen direncli olduklari ve bir proteaz olan kimotripsin
ile hidrolize ugradiklari bulunmustur. Ancak, serein preparasyonlarinin antimikrobiyal
aktivitelerinin organik c¢ozgenlere karsi direngli oldugu goézlenmistir. Ayrica, bu
preparasyonlarin 4 °C'de 1 ay depolamanin ardindan biyolojik aktivitelerini
koruduklari ve -20 °C'de 3 ay sonunda ise biyolojik aktivitelerini kaybettikleri
gorulmastir. Serein'in dar bir inhibisyon sektrumuna sahip ve molekil agirhginin
Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) sonucu yaklagik
9 kDa oldugu saptanmistir.

Giris

Bakteriler gidalarda patojen veya bozulma etkeni mikroorganizmalarin buyimesini
Onleyebilen veya onlari dldiren birgok inhibe edici bilesik Uretmektedir. Bunlar
arasinda bakteriyosin adi verilen antogonistik bilegikler de yer almaktadir. Ancak
bakteriyosinlerin dogada gergek rolleri belirsizdir. Muhtemelen, uretici olmayan
mikroorganizmalar Uzerinde rekabet acisindan bir Ustunlik saglamaktadirlar (1,2).
Bazi mikroorganizmalar Urettikleri bu inhibitor etkili maddeler ve degistirdikleri gevre
faktorleriyle ayni ortamdaki diger mikroorganizmalarin 6limine neden olabilmekte
veya gelisimlerini engelleyebilmektedir.

' Bu calisma Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi'nde Prof. Dr. Fisun Ugar
danigsmanhginda hazirlanip, Mart 2003 tarihinde tamamlanan "Gida Kdkenli Bacillus cereus
Strainlerinin Bakteriyosin Uretme Kapasitelerinin Arastiriimasi"adli yiiksek lisans tezinden
hazirlanmistir.
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Mikrobiyoloji AbD Bornova/lzmir. Yazigsmalardan sorumlu yazarin e-posta adresi:
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Sonu¢ olarak bu mikroorganizma ortama hakim olmaktadir (3). Ancak bir
mikroorganizma kendi Urettigi bakteriyosinden etkilenmemektedir.

Bakteriyosinlerin gogu hucre icindeki plazmitler tarafindan kodlanmaktadir ve genel
olarak isiya dayaniklidirlar. Bakteriyosinlerin buylk ¢ogunlugu protein yapisindadir

(4).

Bacillus thuringiensis, B. subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis, B.
megaterium ve B. cereus strainlerinin bakteriyosin Urettikleri rapor edilmistir. Bunlar
arasinda; en yaygin bicimde calisiimis olani B. subtilis ATCC 6633 tarafindan
dretilen bir lantibiyotik olan subtilin'dir (5).

B. cereus gidalarda intoksikasyon olusturan Bacillaceae familyasinin Bacillus
genusuna ait aerobik spor olusturan bir bakteri olup toprak ve bitki ortusu Uzerinde
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahge
artnlerine rahatlikla bulasabildigi gibi sporlari nedeniyle et ve sut Urlnlerinde de
bulunabilmektedir. Ozellikle uzun émiirlli icme sutlerinde dnemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (6). B. cereus'un ¢ok sayida ( >10° cfu/g) alinmasi ile bireylerde
gida zehirlenmesi gozlenebilmektedir. B. cereus gida zehirlenmesinde araci gidalar
olarak; pismis piring, makarna, et, kimes hayvanlari, sebze yemekleri, ¢esitli gorbalar,
pudingler, baharat ve soslar sayilabilir (7).

Kimyasal koruyucularin kullaniimasina bir alternatif olarak; mikroorganizmalar arasi
ortak yasam tarzlarindan birisi olan ve antagonizma olarak bilinen bu mikrobiyal
etkilesimden gidalarin muhafazasinda yararlaniimasi konusunda son yillarda yogun
¢alismalar mevcuttur (3,4).

Gida gulvenligi, 6nemi gittikce artis gosteren uluslararasi bir konu halini aldigindan,
toksik veya diger zararl etkilere yol agmaksizin sadece gida patojenlerini hedefleyen
ve Ozellikle laktik asit bakterilerine ait antimikrobiyal peptidlerin uygulanmasi buyuk
ilgi uyandirmigtir. Son yillarda gidayla taginan hastalik vakalarinda goérulen artislar;
gida endustrisinin ve halkin, mevcut gida muhafaza yontemlerinin etkinliginden
suphe duymasina yol agmistir. Ayrica tuketicilerin kimyasal koruyucularla gidalarin
muhafazasina yodnelik endiselerinin artmasi; gida sektérinde gerek tuketicilerin
gerekse yetkili kigilerin " %100 dogal" ve "az islem goérmus" gidalara kargi ilgilerini
arttirmistir. Sonug olarak, dogal antimikrobiyal ajanlara (inhibitorlere) yonelik bir talep
s6z konusudur (8,9).

Bakteriyosin Uretici bakteriler veya saflasgtirimis bakteriyosinler; saklama suresini
uzatmak ve gida guvenligini arttirmak amaciyla biyo koruyucular olarak kullanim
potansiyeline sahiptirler (10). Bakteriyosinlerinlerin dogal gida koruyuculari olarak
kullanimini sinirlayan faktorler; genelde bozulma etkeni gram negatif bakteriler ile
maya ve kuflere karsi etkisiz olmalari veya c¢ok az etkili olmalari ve s6z konusu
bakteriyosine duyarli olmayan suslarin ortamda hizla geliserek baskin hale gegmesi
seklinde siralanabilir. Sonuncu faktor, Ozellikle uzun sure depolanan gidalar igin
onemli bir sorun olarak degerlendirilmektedir (3).

Naclerio ve galisma arkadaslar (1993) tarafindan gidadan izole edilmis olan bir B.
cereus strainine ait sivi kultlrlerin steril filtratinda bakterisidal aktivite sergileyen bir
protein saptanmistir. Serein olarak adlandiriimis olan bu bakteriyosinin gerek gida
izolatlarina gerekse laboratuar koleksiyonundaki diger B. cereus strainlerine kargi

26



etkili ancak test edilen diger bakterilere karsi etkisiz oldugu gozlenmigtir. Sereinin B.
cereus strainlerine karsi gosterdigi bu spesifite ve cesitli fiziksel ve kimyasal
uygulamalara sergiledigi direnglilik, bu bakteriyosinin gidalarda diger bakterilerin
bdylmesine engel olmaksizin sadece B. cereus'un kontrolinde potansiyel bir
antimikrobiyal ajan olarak degerini arttirmaktadir (11).

Yukarida deginilmis olan bilgiler 1s1ginda bu galismada, gesitli gidalardan izole edilen
B. cereus strainleri arasinda bakterisidal aktiviteden sorumlu olan protein yapisindaki
bakteriyosini Uretme kapasitesini saptamak, farkli bakteri turlerinin bu bakteriyosine
karsi duyarlihk profillerini ortaya koymak ve bu bakteriyosinin molekuler
buyukligunun belirlenmesi igin poliakrilamid jel elektroforez tekniginden yararlanmak
amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Mikroorganizma

Bakteriyosin uretim 6zelliginin taranmasinda kullanilan B. cereus ATCC 7064, B.
cereus ATCC 13061 ve B. cereus CCM 99 tip turlerine ilaveten, 25 adet gida kdkenli
B. cereus izolatt Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
sonuglandiriimig olan bir yuksek lisans arastirmasindan elde edilmis ve bu kulturlerin
B. cereus olduklarindan emin olmak amaciyla; kilturel tani, mikroskobik inceleme ve
biyokimyasal testler yapilarak dogrulanmistir (12,13). Ayrica toplam 28 adet B.
cereus straininin disk difizyon testi kullanilarak c¢apraz-antogonistik aktiviteleri
incelendikten sonra; diger gram pozitif ve gram negatif bakterilere iligkin
antimikrobiyal etki spektrumunun belirlenmesi amaciyla B. subtilis ATCC 6633,
Micrococcus luteus ATCC 9341, Streptococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 6538-P,
Escherichia coli ATCC 11229, Klebsiella pneumoniae CCM 2318, Pseudumonas
aeruginosa ATCC 27853 ve P. fluorescens dahil olmak Uzere toplam 9 adet test
bakterisi kullaniimistir.

Blyume egrisinin ¢ikarilmasi

Bu amagla, nisasta, krema, ¢orba, puding ve un olmak Uzere toplam 5 farkh kuru
gida grubundan izole edilmis strainler arasindan her gruptan bir strain temsilci olarak
secilmistir. Buna gore, ¢orbadan 120, nigsastadan 108, kremadan 46, pudingden 52
ve undan 56 no'lu B. cereus strainlerinin bliyume egrileri ¢cikariimigtir (12).

Sivi ortamda bakteriyosin uretimi ve serein preparasyonu

Bir bakterinin blyume egrisinin cikarilmasi; bu bakterinin bakteriyosin Uretme
kapasitesini belirlemek icin gereklidir. Cunkl, bakteriyosinlerin biyosentezi Uretici
bakteriyal strainin blylume fazina baglidir. Sonug olarak, B. cereus'un belli strainleri
tarafindan Uretilen bir bakteriyosin olan serein'in biyosentezi de erken durgunluk
fazinda gozlenmektedir. Her bir B. cereus kultiru aktive edildikten sonra 50 ml BHI
broth ortamina ekim yapilmis ve bu ortamlar 30 °C'lik etiivde, manyetik calkalayicida
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(200 devir/dk) durgunluk fazinin baglangicindan sonraki 2 saat dahil olmak Uzere
toplam 11 saat inktbe edilmigtir (11).

Serein Uretme kapasitesi yonuinden test edilen 25 izolat ve 3 tip strain toplam 28 adet
B. cereus susuna ait her fermentasyon ortami 11 saat sonra, aseptik kosullar altinda
1,5ml'lik eppendorf tuplerine paylastiriimistir. Her bir izolata ait 6rnek; fermentasyon
ortamindan vejetatif hiicreleri uzaklastirmak amaciyla 12000g'de +4 °C'de 10dk.
boyunca santrifij edilmis ve takiben 0,45um por ¢apli membran filtreden gegirilmistir.
Elde edilen hlcresiz sivi kultur-steril filtratlar; bakteriyosin icerip icermedigi yonunden
hemen test edilmek lizere +4 °C'de saklanmistir (11,14).

Serein aktivitesinin saptanmasi

Bu amagla; aseptik kosullar altinda petrilere 10ml % 1.5 Tripton-Yeast Ekstrakt (TY)
Agar dékilmustir. ilk tabaka olan % 1.5 agarli ortam tamamen katilastiktan sonra,
Uzerine daha o6nceden sayimi yapilmis ve ml'sinde yaklasik olarak 10 canli test
organizmasi igerdigi bilinen %0.7 agarli TY Agar ortami 6ml oraninda dékulmustar.
Bu ikinci tabaka icin; 30 °C'de biyitiilmis olan test susuna ait 24 saatlik Nutrient
broth kiltiirinin 0.1ml'si 45 °C'ye sogutulmus olan test ortami ile karistirilmistir.
ikinci tabakanin da oda sicakliginda donmasindan sonra, petrilerin ortasina steril
kagit diskler yerlestiriimis ve bu disklere analize edilene kadar buz dolu bir kabin
icinde bekletilmis olan, olasi Uretici straine ait hucresiz filtrat érnekleri 20ul oraninda
emdirilmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan serein preparasyonu 30 °C'de yaklasik
yaklagik 16 saatlik inkibasyon peryodunun ardindan kagit disklerin etrafinda
inhibisyon zonu varh@r yéninden incelenmigtir. Disklerin gevresinde seffaf zonlarin
olusumunun gézlenmesi inhibisyon (+) olarak kaydedilmistir (11,15).

Enzim, organik ¢cozgenler ve sicakligin serein aktivitesine etkisi

Bir proteolitik enzimin (Kimotripsin), cesitli organik ¢dzgenlerin (aseton, butanol,
etanol ve metanol) ve sicakligin (60, 75 ve 121 C') bakteriyosin Uzerine etkisini
saptamak amaciyla; bakteriyosin Uretme kapasitesi tasiyan B. cereus strainlerinin
serein preparasyonlarinin 150ul'sine, enzim 100 yg/ml ve organik ¢oézgenler, %10
oraninda katilmistir. Enzim muameleli ornekler 37 °C'de 1 saat ve organik
cozgenlerle muamele edilmis drnekler ise 25 °C'de 1 ssat tutulmustur. Bu peryodu
takiben her bir ornek, steril kagit disklere 20ul oraninda emdirilerek duyarli olduklari
bilinen indikator B. cereus bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite yonunden test
edilmistir. Serein'in sicaklik stabilitesini belirlemek igin; her bir preparasyon 60 °c', 75
°C ve 121 °C'de 15 dakika bekletildikten sonra, B. cereus iceren ortamlarda
antimikrobiyal aktivite yonunden analiz edilmigtir (11).

Saklama kosullari ile ortam ve inkiibasyon kosullarinin etkisi

Her bir B. cereus kultirine ait serein preparasyonunun kararlilidi Gzerine saklama
kosullarinin etkisini incelemek amaciyla iki farkli prosedir uygulanmistir. ik olarak bu
preparasyonlar +4 C'de 3 ay slresince depolanmis ve her ay sonunda duyarli
olduklari saptanmig B. cereus test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite yoninden
tekrar test edilmistir. Es zamanli olarak, ayni preparasyonlar -20 °C'de de 3 ay
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boyunca tutularak her ay bitiminde duyarli indikator B. cereus bakterilerine karsi
yeniden denemeye alinmisgtir (16).

Serein biyosentezi Uzerine gegitli bUylme kosullarinin etkisini incelemek amaciyla;
her bir B. cereus kultiri sirasiyla Tripton-Yeast Ekstrakt Broth ve Brain Heart
Infusion Broth olmak Uzere iki farkl Uretim ortamina agilanmis ve her bir kultirin
asilandig§i bu ortamlar 25, 30 ve 37 °C seklinde (i¢ farkl inkiibasyon sicakliginda
durgunluk fazinin baglangi¢ periyodu tamamlanincaya kadar gelistiriimistir. Her bir
ortam-sicaklik  kombinasyonu ardindan hazirlanan  serein  preparasyonu
antimikrobiyal aktivite yoninden test edilmistir (11).

Denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil sllfat — poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) polipeptitlerin
ilerleme hizlari sadece i¢ elektriksel yukleri tarafindan degil, ayni zamanda molekdil
agirliklart tarafindan da belirlenmektedir. SDS, polipeptidlerin ana iskeletini
cevreleyerek proteinleri denatire eden anyonik bir deterjandir. Ayrica, molekule
negatif bir yik de kazandirmaktadir (17,18).

Elektroforetik profillerin incelenmesi i¢in ayirma jeli, analiz edilmek Uzere gumus
boyama iglemine tabi tutulmustur.

Boyama sonrasinda jelde gbzlenen bantlarin karsilastiriimasi ile proteinin molekail
agirhgr hakkinda bir fikir edinilebilmektedir. Ayrica, bu tip bir ayrismanin sonugclarini
matematiksel olarak da degerlendirmek de olasidir. Bu amagla jeldeki go¢ hizinin bir
fonksiyonu olan rolatif goé¢ hizi (Rs degeri) hesaplanmistir. Polipeptidin molekdl
agirhginin logaritmasi ile Ry degeri arasinda dogrusal bir iligki vardir (17).

Bulgular

Mikroorganizmalarin Kontrolu

Gida kokenli B. cereus izolatlarinin Gram reaksiyonunun (+), hiicre morfolojisinin
cubuk, hucrelerin teker teker veya oldukg¢a uzun zincirler halinde ortaya ¢ikabildikleri

ve sporlarin vejetatif hicre igindeki pozisyonunun sentral veya subterminal yapida
olabildigi gozlenmisgtir.

Blyume Egrisi Bityame Egral
)] —
Farkl gida gruplarina ait temsilci 5 E 3L/,/ :
adet B. cereus susunun buyume g of .
egrileri gikarilmis ve benzer sonuglar 3 '
elde edilmistir. 5,
L

I'II::I:|"'IrII'?:III'lWl"'ll:T’I?'I."_'hF

Basl

Sekil 1. 120 no'lu B. cereus straininin
buyume egrisi
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Bakteriyosin Uretme Kapasitesinin Arastiriimasi

Antimikrobiyal aktivite sergileyen gida kokenli B. cereus suglarini saptamak amaciyla,
cesitli kuru gidalardan izole edilmis olan 25 adet sus ve 3 adet tip tlrun, disk difizyon
testi kullanilarak g¢apraz-antogonistik aktiviteleri incelenmis ve 11 tanesinin serein
uretme kapasitesi tasidigi ancak bunlarin arasindan sadece 36, 52, 105, 108 ve 120
no'lu suslarin daha yuksek diuzeyde antogonistik aktivite sergiledikleri saptanmistir.
Bu denemede her bir B. cereus susu oncelikle diger B. cereus suslarinin serein
preparasyonlarina duyarliligini saptamak amaciyla test bakterisi olarak ve ardindan,
serein uUretme kapasitesini belirlemek amaciyla serein preparasyonu hazirlanarak
kullaniimigtir.

B. cereus'un buyumesi boyunca serein uretimini arastirmak amaciyla; bakteriyosin
uretim ortamindan logaritmik ve durgunluk fazi boyunca farkli zamanlarda alinan
orneklerden hazirlanmig olan serein preparasyonlari indikatdr mikroorganizma olarak
tum B. cereus strainlerine karsi test edilmistir. Bu deneme sonucunda, logaritmik faz
boyunca serein aktivitesi saptanmamigtir. Ancak, durgunluk fazinin baslangicinda
alinan orneklerde serein aktivitesi gozlenmistir.

Sekil 2. 44 ve 45 no'lu B. cereus suglarina  Sekil 3. 33, ATCC 7064, 44 ve 36 no'lu
karsi 120, 108 ve 36 no'lu serein B. cereus suglarina kargi 56, 105, 108 ve
preparasyonlarinin etkisi 52 no'lu serein reparasyonlarinin etkisi

Serein'in Antimikrobiyal Etki Araligi

En yuksek antimikrobiyal aktivite sergileyen 36, 52, 105, 108 ve 120 no'lu B. cereus
suslarina ait hicresiz filtratlarin B. cereus disindaki diger bazi gram pozitif ve negatif
bakterilere kargi da etkili olup olmadiklarini saptamak amaciyla; test bakterisi olarak
bu bakterileri tek tek iceren TY Agar ortamlarina her bir filtrat drnedinden 20 l
emdirilmis kagit disk yerlestiriimis ve bu disk gevresinde test bakterisinin inhibe olup
olmadidi analiz edilmigtir. Bu ¢alismada serein'e duyarliliklarini saptamak amaciyla
test edilmis olan 5 adet Gram (+) ve 4 adet Gram (-) bakteriyal strain gizelge 1'de
gOsterilmigtir.
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Sekil 4. P. fluorescens'in 105 no'lu B.
cereus straininin serein preparasyonuna
duyarhihgi

Cizelge 1. 105 no'lu serein preparasyonlari

Cizelgede ifade edilmis olan blyume
inhibisyonlarindan  P. fluorescens'in
duyarlih@r sekil 4'de gosterilmigtir. Elde
edilen sonuglara goére; 105 no'lu B.
cereus straini hari¢ diger 4 straine ait
serein  preparasyonlari test edilen
bakterilere karsi etkisizdir.

nin antimikrobiyal etki spektrumu

Mikroorganizma BlyUmenin  Zon Capi
inhibisyonu  (mm)

Bacillus subtilis ATCC 6633 YOK -
Micrococcus luteus ATCC 9341 YOK -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 YOK -
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 YOK -
Staphylococcus aureus ATCC 6538-P ZAYIF <10
Escherichia coli ATCC 11229 YOK -
Klebsiella pneumoniae CCM 2318 YOK -
Pseudomonas fluorescens VAR 17,1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 YOK -

Enzim, organik ¢ozgenler ve sicakligin serein aktivitesine etkisi

Cizelge 2. Enzim, organik ¢ozgenler ve
sicakligin serein aktivitesine etkisi

Enzim ve organik c¢ozgenlerle

Muamele Aktivite®
Kontrol 10-13
Enzim®
Kimotripsin 0
Oranik ¢ézgen®
Aseton 10-13
Butanol 10-13
Etanol 10-13
Metanol 10-13
Sicaklik Uygulamasi (15 dk.)
60 °C 10-13
75°C 10
121 °C 0

muamele edilmis  orneklerin
emdirildigi steril kagit disklerin
etrafinda daha ©nceden bu
orneklere duyarli olduklari

saptanmis B. cereus strainlerine
kargi yeniden analiz edilmigtir.
Her bir ornekten elde edilen
sonuglar ayni olup cizelge 2'de
gosterilmistir.
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Saklama kosullari, ortam ve inkibasyon kosullarinin etkisi

Serein  preparasyonunun stabilitesi Uzerine saklama kosullarinin  etkisi
incelendiginde, her bir fraksiyondan elde edilen sonuca gore; serein preparasyonu
+4 °C'de 1 ay boyunca kararliligini korumustur. Ancak, -20 °C'de 3 ay depolamanin
ardindan aktivite gozlenmemistir. Cesitli buylme kosullarinin serein Uretimine etkisi
cizelge 3'de gosterilmigtir.

Cizelge 3. Cesitli blyame kosullari altinda serein Uretimi

Ortam inkiibasyon Serein
Sicaklig (°C) Uretimi
Tripton-Yeast Ekstrakt Broth 30 Yok
Brain Heart infusion Broth 25 Yok
Brain Heart infusion Broth 30 Var
Brain Heart infusion Broth 37 Zayif

Protein miktari

En ylksek antimikrobiyal aktivite gosteren 36, 52, 105, 108 ve 120 no'lu B. cereus
suslarina ait protein karakterinde serein akteriyosinini icerdigi digunulen hudcresiz
filtrat drneklerinin 595 nm'dek OD degerleri sirasiyla 0.470, 0.510, 0.460, 0.520 ve
0.534'tir. Bu degerlere karsilik gelen protein miktarlari ise; sirasiyla 0.025, 0.027,
0.024, 0.028 ve 0.030 mg/ml seklindedir.

Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi

36, 52, 105, 108 ve 120 no'lu B. cereus strainlerine ait hlcresiz filtrat érneklerinde
proteinik serein bakteriyosininin varligini molekul agirligina dayanarak ortaya koymak
amaciyla, her bir érnek 6.5k Da'luk Aprotinin ve 11.7 kDa'luk sitokrom c protein
markerlari kullanilarak denatire jelde elektroforetik ayirima tabi tutulmustur. Takiben,
her bir ornege ait jele protein bandlarini gorunurlestirmek igin gumus boyama
uygulanmigtir. Bu uygulama sonunda; yukaridan asagiya dogru gozlenen bandlarin
Rf degerlerinin sirasiyla 0.33, 0.42, 0.58, 0.67, 0.75 ve bu degerlere karsilik gelen
molekul agirliklarinin 35, 22, 11.7, 9 ve 6.5 kDa oldugu hesaplanmigtir (Grafik 1). 120
no'lu ornegin analiz edildigi ayirma jelinde molekul agirliklari duguk olan protein
markerlarina ait bandlar arasinda ve yaklasik 9 kDa'luk serein bakteriyosinine ait
oldugu dusundlen band goézlenmistir. Sekil 5'de 120 no'lu B. cereus susuna ait ve
Sekil 6'da ise 105 no'lu B. cereus susuna ait prearasyonun protein markerlariyla
gerceklestiriimis olan elektroforez denemesinin sonuglari goésterilmistir.

Tartisma ve Sonug

B. cereus yaygin bir toprak saprofiti olup firsat¢li patojen olarak artan bir 6neme
sahiptir. Gidayla tasinan bir patojen olarak dikkate alinan B. cereus ile kontamine
olmus gidalarin tuketilmesi sonucu gida zehirlenmesine neden olabilmektedir.
Zehirlenme tehlikesini elimine etmek amaciyla kontamineli gidaya genellikle sicaklik
uygulamasi etkili bir ¢dzim ydntemi degildir. Clnkd, islem sonrasi canhligini koruyan
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sporlar; somatik hiicreler ve toksinler olusturmak tizere gimlenebilmektedir. Ozellikle
bazi gida UrUnleri B. cereus kontaminasyonu agisindan daha buyuk risk tagsimaktadir.
Bunlar arasinda, islenmemis tahillar, nisastali besin maddeleri, et ve sut Urlnleri,
kuru gidalar ile baharatlar yer almaktadir (19, 20).

Sekil 5. 120 no'lu B. cereus susuna ait Sekil 6. 105 no'lu B. cereus susuna ait
hicresiz filtrat oOrneginin SDS-PAGE hicresiz filtrat 6rneginin  SDS-PAGE
analizi analizi

Gidalarda B. cereus'un saptanmasina yonelik konvansiyonel prosedurler kaltirel
sayim ve EMS yontemleridir. Bu c¢alismada tim B. cereus kulturleri kulturel,
mikroskobik ve biyokimyasal karakteristikleri yoninden yeniden kontrol edilerek
dogrulandiktan sonra denemelere baslanmistir. Son yillarda gidayla tasinan
bakteriyal patojenlerin identifikasyonu veya hizli saptanmasina iligkin bircok metot
gelistiriimigtir. B. cereus igin rapor edilmis olan bdyle yontemler arasinda; lesitin
hidrolizasyonundan sorumlu olan yapisal genin saptanmasini saglayan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ve B. cereus'un hlcre yuzeyi antijenine kargl antikorlarin
kullanildigi enzim-Linked immunosorbent Assay (ELISA) teknigi yer almaktadir (19).

Bakteriler tarafindan Uretilen ribozomal olarak sentezlenen peptit antibiyotikler
genellikle bakteriosin olarak isimlendiriimektedir. (21-22). Bakteriosinlerin ¢ogu,
klguk, katyonik ve membran-aktif bilesikler olup hedef hicreler Uzerinde porlar
olusturmak suretiyle membran potansiyelini yok ederek hucrenin olumune yol
acmaktadirlar. Antibakteriyal aktivite tasiyan klguk, katyonik peptidlerin biyosentezi;
her bakterinin ve hatta ayni bakterinin butin suslarinin sahip olamadigi ekolojik bir
savunma stratejisi olup ayni ekolojik nisi paylasan turler arasinda rekabete dayali bir
ustlnlik saglamaktadir. Ancak, bir bakteriyosinin inhibitor etkisi farkli genuslar, farkh
turler ve hatta farkli gevresel kosullar altindaki ayni turler arasinda buyuk oranda
degiskenlik gosterebilmektedir (23).

Gunumuze degin saptanmis olan bakteriyosinler; g¢esitli arastirmacilar tarafindan
farkh kriterler temel alinarak siniflandiriimistir. Ancak, genel siniflandirma kriterleri
arasinda bakteriyosinlerin fiziksel ve kimyasal karakteristikleri ile etki mekanizmalari
bulunmaktadir. Bu siniflandirma sistemlerinden en yaygin olarak kabul gérmus olani
Klaenhammer (1993) tarafindan gelistirilmistir. Bu sistemde bakteriyosinler; molekdil
agirliklari, termostabilite, enzimatik duyarlilik, posttranslasyonel olarak modifikasyona
ugrayan amino asidler ve etki tarzlari gibi 6zellikleri yoninden 4 sinifa ayrilmaktadir
(24). B. cereus bakterisinin sadece belli suglari tarafindan sentezlenen ve serein
olarak adlandiriimakta olan bakteriyosin ise duguk molekul agirhgi, sicaklik
muamelelerine direngli olusu, proteaz (tripsin, kimotripsin, proteaz K) enzimlerine
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duyarlilik sergilemesi, modifiye amino asit icermemesi ve hedef hlcrenin sitoplazmik
membraninda etki gostermesi seklinde karakteristikler tagsimasindan dolayr Sinif Il
bakteriyosinlerin bir Gyesi olarak kabul edilmektedir (25-26).

Son birkag yil icinde metabolik son Urunleri, antibiyotik benzeri bilesikleri ve
bakteriyosinleri kapsayan ¢esitli antogonistik faktorler gida katkilari olarak kullanim
potansiyellerinden dolaylr buyuk ilgi ¢ekmektedir. Ancak bir bakteriyosinin gida
koruyucusu olarak kullanilabilmesi igin; kimyasal agidan tanimlanmis ve karakterize
edilmis olmasi, etki tarzinin ve Uretim slrecinin agiklanmasi, kantitatif analizi ve
standardizasyonuna iligkin testler yapilmasi, toksikolojik verilerinin ve vicuda
alindiktan sonraki akibetinin bilinmesi gerekmektedir. Hedef spesifiteleri ve
dayanikhklari bakimindan, sinif | ve sinif Il bakteriyosinler gida uygulamalarinda
kullanilmaya daha uygundurlar (26). Bakteriyosinlerin gida sistemlerindeki etkililikleri
ise bircok faktére baglidir. Bu etkililik; gidanin endogonik mikroflorasindan
kaynaklanan proteolitik enzimler nedeniyle dusebilecedi gibi bakterilerin
bakteriyosinlere uzun sure maruz kalmasi bu bilesiklere karsi direng olusmasini
tesvik edebilmektedir (23). Ayrica gidada kararsizlik gostermeleri, dusuk Uuretim
potansiyeli ve gidanin her tarafinda homojen dagilimlarinin saglanmasindaki guglik
gibi sorunlar da bakteriyosinlerin "biyolojik gida koruyucular" olarak kullanimlarini
sinirlayan nedenler arasindadir (2,27).

Serein olarak adlandirilan bakteriyosini Uretme kapasitesinin saptanmasi igin 28 adet
B. cereus straininin kullanildigi bu ¢alismada da ; B. cereus hicre blytumesinin farkh
zamanlarinda alinan 6rneklerden hazirlanan hcresiz filtrat érnekleri antimikrobiyal
aktivite yonunden test edilmigtir. Yaptigimiz ¢alismada da; logaritmik faz boyunca
serein aktivitesi go6zlenmemistir. Ancak, bu fazin tamamlanmasinin ardindan
durgunluk fazinin baslangi¢ peryodunda saptanan serein dretimi bu fazin sonuna
dogru yeniden durmaktadir. Elde edilen bu "hicre blyume fazina bagh biyosentez"
bulgusu, Mayr-Harting ve arkadaslar tarafindan ileri surllen klasik bakteriyosin
tanimina da uygunluk géstermektedir (28).

28 adet B. cereus straininin serein Uretme kapasitesini belirlemek amaciyla analiz
edildikleri bu ¢alismada; test bakterisi olarak sirasiyla her bir B. cereus hlcresi diger
B. cereus strainlarina ait sivi kdltirden santriflj ve filtrasyon basamaklari sonucu
hazirlanan serein preparasyonlarina kargi test edildikleri zaman; 11 farkli B. cereus
satrainine ait hlcresiz filtrat 6rneginin diger 16 farkli B. cereus susunun blydmesini
inhibe ettigi gézlenmistir (11).

Jack ve arkadaslan (1995) tarafindan gram pozitif bakterilerin bakteriyosinlerine
yonelik yayimlanmig dige bir calismada " bir bakteri turine ait bazi strainler bu turtn
diger strainleri tarafindan Uretilen bakteriyosine karsi direncli olabildigi halde, birkaci
duarlihk gosterebilir " seklinde bir gdzlem rapor edilmistir (29). Calismamizda serein
uretme kapasitesi yonunden test edilen, 3 tanesi tip tur ve 25 tanesi gida kokenli
olmak uzere toplam 28 adet B. cereus susu arasindan sadece 11 tanesinin
antibakteriyal aktivite gostermesi ve her bir Uretici susa duyarlilik sergileyen diger B.
cereus suslarinin degigkenlik gostermesi; serein biyosentezinin ve etki
spekturumunun ne kadar buyuk bir spesifite tasidigini ortaya koymakta ve literatur
bulgusunu desteklemektedir. Gelecekte serein yapisal geninin ve ilgili diger
duzenleyici gen Urunlerinin saptanmasi ve izolasyonlarinin; bu prosesin anlasiimasini
kolaylagtiracagi aciktir.
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Oscariz ve arkadaglari tarafindan yapilmig diger bir ¢alismada toprak kokenli bir B.
cereus izolatinin bakteriyosin Uretme kapasitesi tasidigi belirlenmis ve serein 7
olarak adlandirilan bu bakteriyosinin test edilen diger B. cereus strainleri diginda etki
spektrumunu saptamak amaciyla yapilan deneme sonunda; serein 7'nin test edilen
neredeyse tum gram pozitif bakterilerin baylimesini inhibe ettigi ancak gram negatif
bakterilere karsi etkisiz oldugu gézlenmistir (5).

Naclerio ve arkadaslar (1993) tarafindan yapilan diger bir calismada gida kdkenli bir
B. cereus susunun Uurettigi ve serein olarak adlandirilan bakteriyosinin diger B.
cereus suslarinin Urettigi ve serein olarak adlandirilan bakteriyosinin diger B. cereus
strainlei disinda antimikrobiyal etki spektrumunu belirlemek amaciyla E. coli, Listeria
monocytogenes, Shigella sp., Streptococcus cremoris, S. diacetolactis, S. lactis ve
Staphylococcus aureus turleri test edilmistir. Ancak bu bakterilerin tamami serein
bakteriyosinine direnglilik gostermislerdir (11).

Ayni amaca yonelik benzer bir deneme gergeklestirdigimiz ¢aligmamizda ise;
antibakteriyal aktiviteye sahip B. cereus suglarinin etki spektrumlarini belirlemek
amaciyla 5 adet Gram pozitif (B. subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Streptococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, S.
epidermidis ATCC 12228) ve 4 adet Gram negatif (E. coli ATCC 12229,
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae CCM
2318) bakteriyal suslarn kullanilmigtir. Elde etti§imiz sonuglara gore; test edilen
bakteri tUrleri arasindan sadece S. aureus ATCC 6538-P zayif ve P. fluorescens 105
no'lu serein preparasyonuna yuksek duyarlilik gostermistir.

Calismamizda serein Uretme kapasitesi tasidiklari ve antimikrobiyal etki spektrumlari
saptanmis olan B. cereus suslarina ait srein preparasyonlari, normal sartlar altinda
duyarli oldugu bilinen bir susa kargi, proteolitik bir enzim olan kimotripsin ile muamele
edildikten sonra test edildikleri zaman duyarliik gézlenmemesi; serein'in protein
tabiatinda bir bakteriyosin oldugu seklindeki literatir bulgusuna uygunluk
tasimaktadir.

Ayrica bu preparasyonlarin gesitli organik ¢cbézgenler ile 60 ve 75 °C'lik sicaklik
denemeleri ardindan bile, normal duyarlilik gosterdikleri bilinen suglara karsi test
edildikleri zaman, inhibisyon zonlarinin yine gozlenebilmesi; sereinin bu ¢ézgenlere,
60 ve 75 °C sicaklik degerlerine maruz kaldiktan sonra bile kararliliklarini
koruduklarina iligkin literatir bulgularina uygunluk tasimaktadir. Buna Kkarsilik,
otoklavlandiktan sonra, normalde antibakteriyal aktivite sergiledikleri suglara karsi
test edilen serein preparasyonlarinda aktivite gézlenmemistir.

Calismamizda optimum serein biyosentezine sadece glukoz katkili BHI Broth iginde
ve 30 °C'de biyiitiilen B. cereus hiicrelerinin durgunluk fazlarinin baslangig
peryodlarina ait kultar stpernatantlarinda rastlanmasi; serein tretiminin kompleks bir
dizenleyici proses tarafindan kontrol edildigi sonucunu dogurabilmektedir. Buna
karsilik, Tripton- Yeast Ekstrakt Broth icinde 30 °C'de bayuttlen ve durgunluk fazinin
baglangi¢ periyodunda sonlandirilan denemeye ait hucresiz ekstraktlarda
antimikrobiyal aktiviteye rastlanmamasi; ortam cinsinin bakteriyosin biyosentezini
etkileyen onemli bir parametre oldugu seklindeki literatur bulgusunu destekler
niteliktedir.
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Ayrica bakteriyosin Uretim ortami olarak glukoz katkili besiyerine asilanan ancak 25
°C'de inkiibe edildikten sonra test edilen hiicresiz ekstraklarda antimikrobiyal aktivite
gbzlenmemesi ve 37 °C'de inkiibasyon sicakligi uygulandiginda ise zayif bir aktivite
gOzlenmesi; ortam cinsi kadar inkibasyon sicakhginin da serein Uretimi Gzerine etki
eden bir buylime faktori oldugu seklindeki literatlr bulgusuna paralellik tagsimaktadir.

Naclerio ve arkadaslari (1993) tarafindan serein bakteriyosininin molekuler agirligini
saptamak amaciyla gercgeklestiriimis olan Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezinde, % 15 T oraninda poliakrilamid jel kullaniimis ve analiz sonucunda
serein'in  molekul agirhginin yaklasik olarak 9kDa oldugu rapor edilmigtir.
Calismamizda en yuksek antimikrobiyal aktivite sergileyen 36, 52, 105, 108 ve 120
no'lu bes B. cereus susu dikkate alinarak denature kosullar altinda gergeklestirilmis
olan protein elektroforezi denemesinde, bu bes susun durgunluk fazi kaltdrlerinden
hazirlanmis olan preparasyonlardaki proteinik yapiya sahip serein bakteriyosininin
molekul agirligini ve saflik duzeyini ortaya koymak amaclanmigtir.

Naclerio ve arkadaslari (1993) tarafindan gergeklestiriimis elektroforez denemesinde,
protein markerlarini ve total protein konsantrasyonu 1.5 mg/ml olan 6rnekleri igeren
jel Coomassie brillant blue R250 ile boyanarak analiz edilmistir. Calismamizda
elektroforez tamamlandiktan sonra; ylkleme jeli kesilerek uzaklastiriimis ve molekdl
bayUklUklUklerine gore ayrilimis olan protein drnekleri ile protein markerlarini ayirma
jeli icinde c¢okelterek hareketsizlestirmek ve sonraki boyama isleminin etkinligini
arttirmak amaciyla fiksasyon iglemi uygulanmistir. Ayirma jelinin fiksasyonu igin;
genel amagcli en iyi fiksatif olan asetik asitin etanol iceren soltisyonu kullaniimistir.

Takiben, elektroforetik profillerin incelenmesi asamasinda iki farkli boyama teknigi
denenmigtir. Bu tekniklerden biri olan Coomassie Boyama ile jelde ayrilmis proteinler
etkin bir sekilde boyanamamasina kargin, bu yonteme gore 200 kat daha duyarli olan
GUmus boyama teknigi ile proteinler goérunurlestirilebilmistir. Calismamizda kullanilan
preparasyonlardaki protein miktarlarinin oldukga dusik (0.025-0.030 mg/ml) olmasi,
jelin literatir bulgusundan farkli bir sekilde analiz edilmesinin nedeni olabilir.

Ayrica jelin mm'si basina 0.05-0.1ng kadar az miktarda protein saptanmasini
saglayan bu teknikle eser dizeydeki safsizliklarin saptanmasi da olasi oldugundan,
120 no'lu susa ait jel analiz edildiginde 6.5 kDa'luk Aprotinin ve 11 kDa'luk Sitokrom ¢
protein markerlarina ait bandlar arasinda yaklasik 9 kDa'luk serein bakteriyosinine ait
oldugu dusunulen bant gozlenmisgtir.

Bu sus disindaki diger dort susa ait ayirma jelinde molekul agirliklari duguk olan
protein markerlar arasinda beliren ve yaklasik 9kDa'luk serein bakteriyosinine ait
oldugu duslnllen banda ilaveten, 11,7kDa'luk Sitokrom c¢ protein markerina ait
bandin Ustunde yuksek molekul agirliklari nedeniyle go¢ hizlari dusik ve minor
safsizhgin  belirtisi olan proteinler de boyanarak bant olusturmusglardir.
Kontaminasyonun gostergesi olan bu bantlar ilgi alani diginda dikkate alinmigtir.
Bulunan bu sonuglar serein'in yaklasik 9kDa molekul agirligina sahip bir bakteriyosin
oldugu seklindeki literattr bulgusunu destekler nitelik tagimaktadir.

Bu denemeler sonucunda yaklasik 9 kDa molekuler agirliga sahip oldugu saptanan

serein  bakteriyosininin  daha ileri diuzeydeki c¢alismalarda saflastiriimasi
disunidlmekte ve elde edilecek saf proteinin, gidalarda B. cereus bakterisinin hizli bir
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sekilde saptanabilmesini saglayan lesitin hidrolizasyonundan sorumlu yapisal genin
belirlenmesine dayanan PCR teknigi gibi, bir identifikasyon araci olarak
kullanabilecegi disuniimektedir.
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