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Bu calismada; konake1 spektrumu, fiziksel ve kimyasal muamelelere verdigi yanitlar
esas alinarak Lactococcus lactis subsp. lactis EYL 38 susunun iirettigi bakteriyosinin
nisin oldugu tanimlandu. L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda, nisin {iretiminin genetik
dogas1 ve konjugal aktarim o&zellikleri incelenerek, s6z konusu susun starter kiiltiir
gelistirme programlarina uygunlugu arastirildi. L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda;
mutasyonel analiz, konjugal aktarim ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) caligsmalari
ile, nisin iiretiminin gen kodunun kromozomal DNA iizerinde bulundugu ve konjugatif
transpozonlarla iligkili oldugu belirlendi. Bu susta nisin iiretim 6zelliginin gen kodunun
konjugal aktarim sikligi, verici hiicre basina ~ 107 olarak tespit edildi. Nisin iiretim
Ozelliginin stabilitesi, EYL 38 dogal susunda % 90, konjugantlarinda ise % 45 - % 55
arasinda saptandi. Diger yandan, ~70 generasyon sonunda dogal sus ve konjugantlarin
nisin tiretim yetenegini siirdiiren kolonilerinin baslangigta tespit edilen oran ile ayni
diizeyde nisin irettigi tespit edildi.
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In this study, the bacteriocin produced by Lactococcus lactis subsp. lactis EYL 38 was
characterized as nisin according to the responses to physical, chemical treatments and
host spectrum. The availability of this strain for developing starter culture programs was
studied by determining the genetic nature and conjugal transfer ability of its nisin
producing property. With the studies of mutational analyses, conjugal transfer and
polymerase chain reaction (PCR); it was concluded that genes for nisin production at
Lactococcus lactis subsp. lactis EYL 38 were carried on chromosomal DNA and related
with conjugal transposons. At this strain, the conjugal transfer frequencies of nisin
production property was measured about ~10~ per donor cell. The stability of this
property was 90 % at EYL 38 natural strain and between 45-55 % at conjugants. On the
other hand, at the and of ~70 generation nisin production level was detected as well as
in the begening at both colonies of natural strain and conjugants having nisin production
ability.
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1. GIRIS

Hastalik ya da zehirlenme etmeni mikroorganizmalarin gida sistemlerinde kontrolii;
gerek liretim ekonomisi ve gerekse insan sagligi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir.
S6z konusu mikroorganizmalara karsi miicadele amaci ile, antibiyotikler ve bazi
kimyasal koruyucu ajanlar yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle
bakterilerin bu koruyuculara karsi hizli bir sekilde direnclilik 6zelligi kazanmasi,
yiiriitiilen miicadelenin etkinligini énemli Ol¢lide diistirmektedir. Ayrica tiim diinyada
tilketici tercihleri, daha az kimyasal bilesen iceren dogal ve gilivenli gidalara
yonelmektedir. Bakteriyosinler; dogal, ¢evreci ve etkin gida koruma o6zellikleri ile, son
yillarda 6ne ¢ikan biyomolekiillerdir. Endiistriyel acidan tasidiklar1 bu kritik énemden
dolayr yeni bakteriyosinlerin izolasyonu, molekiiler tanis1 ve firetim siireglerine

uygunlugu, yogun arastirmalarin odagi haline gelmistir.

Laktik asit bakterileri grubunda yer alan Lactococcus cinsi tiyeleri (L. lactis subsp.
lactis, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve L. lactis subsp. cremoris), basta
fermente siit Uriinleri olmak iizere, degisik tip fermente gidalarin iiretiminde starter
kiltlir suslar1 olarak kullanilmaktadir. Bu bakteriler; fermentasyon siire¢lerinde iiriiniin
yapisal ve aromatik gelisiminin saglanmasinin  yaninda, kontamine floranin
inhibisyonunda da etkin rol almaktadir. Gida fermentasyon siireglerinde starter kiiltiir
susu olarak kullanilan L. lactis iiyelerinin irettigi bakteriyosinler igerisinde, yalniz
atipik L. lactis subsp. lactis suslarinin sentezledigi nisin ticari kullanim olanag:
bulmustur. Oldukga genis bir etki spektrumuna sahip olan nisin, FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan GRAS (insan ve hayvan tiiketiminde giivenilir ajan)
metabolitler kapsamina alinmig ve gida koruma ajani olarak belgelendirilmistir. Nisin
50’den fazla iilkede gidalarin korunmasi amaci dogrultusunda kullanilsa da, iiretim
maliyetinin yliksek olmasi nedeniyle, gida iireticileri tarafindan simirli diizeyde tercih
edilmektedir. Diger yandan; nisinin iiretici suslar tarafindan diisiik verimde iiretiliyor
olmasi, fermente gidalarda koruyucu roliinii sinirlandirmaktadir. Bu nedenlerle, yiiksek
oranda nisin iiretme yetenegine sahip suslarin izolasyonu ve karakterizasyonu yolu ile,
hem endiistriyel nisin {iretiminde ve hem de starter kiiltlir programlarinda

kullanilabilecek yeni suslar kazanilmaya calisilmaktadir. Diger yandan, L. lactis



suslarinda nisin {iretimini kontrol eden gen kiimesinin konjugatif transpozonlarla ilgili
olmas, tiir i¢i aktarimini ve dolayisi ile bakteriyosin liretme 6zelligindeki starter kiiltiir
suslarinin gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir. Zira endiistriyel starter kiiltiir susu
gelistirme programlarinda yalniz bu dogal gen aktarim ydnteminin kullanimina izin
verilmektedir. Laktokoklarda en etkin dogal gen aktarim sisteminin konjugasyon olusu

da, ayrica bu sistemi pratikte ¢ok etkin hale getirmektedir.

Geleneksel fermente iirlinler acisindan zengin bir kiiltiire sahip olan iilkemizde,
endiistriyel starter kullanimi kisa bir gegmise sahiptir. Bu nedenle {ilkemiz, teknolojik
acidan Onem tasiyan Ozelliklere sahip dogal suslar bakimindan ciddi bir kaynak tegkil
etmektedir. L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu, Tiirkiye kokenli ve nisin tiretim
yetenegi tanimlanmis degerli bir izolattir. Bu tez kapsaminda s6z konusu susun nisin
tiretiminin genetik dogasi ve konjugal aktarim 6zellikleri incelenerek, endiistriyel nisin
tiretimi ve starter kiiltiir gelistirme programlar1 agisindan potansiyelinin tanimlanmasi

amagclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Bakteriyosinler, bazi bakteriler tarafindan sentezlenen ve genellikle yakin akraba tiirler
tizerinde bakteriyosidal ya da bakteriyostatik etkiye sahip olan protein yapidaki
bilesiklerdir (Tagg et al. 1976, Klaenhammer 1993). ilk tanimlanan bakteriyosinler,
Escherichia coli suslarindan izole edilen kolisin’lerdir. Bu oOncii galismalart izleyen
aragtirmalarda, basta Lactobacillus ve Lactococcus olmak iizere; Staphylococcus,
Bacillus, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilerin sentezledigi ¢ok sayida farkli
bakteriyosin tanimlanmistir (Gorris 1994). Bakteriyosinlerin etki spektrumlari, gida
kokenli patojen ya da bozulma etmeni olan Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus gibi
bakterileri kapsayabilmektedir (Riley 1998, De Martinis 2002). Genel olarak
bakteriyosinlerin inhibisyon etkinligi, hiicre duvar1 biyosentezinin engellenmesi ve por
olusumu mekanizmalar1 tarafindan tesvik edilen, proton motivasyon giicliniin bozulmasi
ile ger¢eklesmektedir (Twomey et al. 2002). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda;
laktik asit bakterilerine ait baz1 bakteriyosinlerin, hiicre boliinmesinin engellenmesi yolu
ile de bakteriyel inhibisyona neden oldugu anlasilmistir (Mills et al. 2005). Bugiine
kadar ¢ok sayida bakteriyosin molekiiler diizeyde incelenmis ve biiyiik bir kisminin
genetik kodunun plazmitler {izerinde bulundugu saptanmistir. Bununla birlikte, bazi
caligmalarda kromozomal DNA tarafindan kodlanan nadir bakteriyosinler de
tanimlanmistir (Klaenhammer 1993, Nes and Tagg 1996, Papagianni 2003, Mills et al.
2006).

Bakteriyosinlerin sentezlenebilmesi i¢in, en az 4 farkli fonksiyona sahip gen ya da
genlere gereksinim vardir. Bu genler fonksiyonlar1 esas alinarak asagidaki gruplara

ayrilmaktadir;

1. Oncii bakteriyosinin sentezlenmesinde gorev alan yapisal genler
2. Oncii peptidin olgunlastirilmasinda ve hiicre digina salgilanmasinda gérev alan

genler



3. Hiicreyi kendi bakteriyosinine karsi koruyan proteinleri sentezleyen direnclilik
genleri
4. Bakteriyosin sentezinin regiilasyonundan sorumlu genler (Klaenhammer 1993,

Nes and Tagg 1996).

Bakteriyosinler, benzer aktivite 6zelliklerinden dolayi, bir¢ok kaynakta antibiyotiklerle
karistirilmaktadir. Ancak bu antimikrobiyel bilesik gruplari arasinda belirgin farkliliklar
bulunmaktadir. S6z konusu farkliliklar: dort baslik altinda toplamak olasidir;

1. Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen firiinlerdir. Antibiyotikler ise
enzimatik islenme sonucu aktif formlarin1 kazanirlar (bu siireglerde
kotranslasyonel ve post-translasyonel modifikasyonlar etkilidir).

2. Bakteriyosinler, antibiyotiklere gore cok daha dar etki spektrumuna sahiptir.

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

4. Bakteriyosinler genellikle gelisme fazinda iiretilir (birincil metabolitler) ve iki
bilesenli bir sistem tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler ise, gelisimin durma

fazinda iiretilen ikincil metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Nes et al. 2001).

Endiistriyel onemleri nedeniyle, tiim diinyada yiiriitilen yogun calismalar sonucu
bakteriyosinlerin saytr ve tiriiniin hizla artmasi, bu bilesiklerin genel geger bir
simiflandirma semasiin yapilmasi gereksinimini dogurmustur. Klaenhammer (1993)
tarafindan, Gram-pozitif bakteriler esas alinarak yapilan siniflandirmaya gore
bakteriyosinler; molekiil agirliklari, 1s1l stabiliteleri, enzim hassasiyetleri, etki
mekanizmalar1 ve modifiye amino asitleri gibi ortak ozelliklerine gére 4 grup altinda
toplanmistir. Bu siniflandirmada  Gram-negatif bakteriler tarafindan iretilen

bakteriyosinler yer almamaktadir.



2.1.1 Gram-pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler

2.1.1.1 I. Grup bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler genellikle “lantionin” kopriileri igermeleri nedeniyle
lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Lantibiyotiklerin yapilarinda lantionin (Lan)
ve metillantionin (MeLan) olarak adlandirilan tiirev amino asitlerin bulunusu
karakteristiktir. Ayrica bu grup iyelerinde, biyokimyasal &zelliklerini etkileyen
dehidroalanin ve dehidrobiitirin gibi, dehidro amino asitler de bulunmaktadir (Twomey
et al. 2002). Molekiil agirliklar1 5 kDa’dan daha disiiktiir. Bu grupta yer alan nisin,
laktisin 3147A ve 3147B ile plantarisin C, 1s1 stabil biyomolekiillerdir. Bu
bakteriyosinler, asidik pH’da 100°C’ye kadar stabilitelerini koruyabilmektedir (Chen
and Hoover 2003). I. Grup bakteriyosinler, kimyasal yapilarina ve antimikrobiyel

aktivitelerine gore, IA ve IB olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

IA: TA grubuna dahil olan bakteriyosinler, net pozitif yiike sahip hidrofobik
polipeptitlerden meydana gelmistir. Bu grup lyeleri membran aktif 6zellik gosterir.
Antimikrobiyel aktivitelerini, bakteriyel membranlarda olusturduklar1 porlar araciligi ile

gergeklestirmektedirler (Twomey et al. 2002, Chen and Hoover 2003).

IB: Bu grup bakteriyosinler genellikle yiiksiizdiir ya da negatif yiike sahiptir. Globiiler
peptit yapist igerirler. Belirli bakteriyel enzimleri ya da enzim sistemlerini inhibe ederek

antimikrobiyel aktivite gostermektedirler (Twomey et al. 2002).

2.1.1.2 II. Grup bakteriyosinler

II. Grup bakteriyosinler, I. gruptan farkli olarak, lantionin kdpriileri icermezler. Molekiil
agirliklar1 10 kDa’dan daha diisiiktiir ve 1s1 stabil molekiillerdir. Antimikrobiyel
aktiviteleri, membran aktif molekiill yapisindan kaynaklanmaktadir. Cok sayida

bakteriyosin i¢ceren bu grup, 3 alt gruba ayrilmaktadir (De Martinis et al. 2002).

ITA: IIA Grubu, pediosin benzeri bakteriyosinleri kapsar (Stoddard et al. 1992, Cintas et



al. 1997). Bu grup bakteriyosinler, ozellikle Listeria’ ya karsi aktif olup, yapisal
peptidin N-terminal bolgesinde Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys amino asit dizisi
icerirler (Chen and Hoover 2003).

IIB: Bu grup iiyeleri, tam bir antimikrobiyel aktivite i¢in, interaksiyonlar1 zorunlu olan
iki peptit molekiilii igermektedir (van Belkum et al. 1991, Diep et al. 1996). S6z konusu
polipeptit zincirleri yapisal olarak birbirinden farklidir. Antibakteriyel aktiviteleri

membran {izerinde olusturduklari porlardan ileri gelmektedir (Héchard and Sahl 2002).

IIC: Bu grup iiyelerinin ¢cogu sistein amino asit kalintis1 igermekte ve bu nedenle sz
konusu bakteriyosinlere, tiolbiyotikler veya sistobiyotikler ad1 verilmektedir. Tiyol-aktif
bakteriyosinler olup, aktiviteleri i¢in indirgenmis sistein amino asidine gereksinim

duyarlar (De Martinis et al. 2002).

2.1.1.3 III. Grup bakteriyosinler

II. Grup tiyeleri; helveticin J (Joerger and Klaenhammer, 1986), metalloendopeptidaz
ve enterolisin gibi biiylik molekiiler agirliga (>30 kDa) sahip bakteriyosinlerdir. Bu
grup lyelerinin timii direngli proteinlerden olugmaktadir (De Martinis et al. 2002,
Hickey et al. 2003, Nilsen et al. 2003).

2.1.1.4 IV. Grup bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler “karmagsik bakteriyosinler” olarak adlandirilan, biiylik ve
heterojen molekiiller olup, aktiviteleri i¢in karbonhidrat veya lipit bilesenlerine
gereksinim duymaktadirlar. Bu bakteriyosinlerin biyokimyasal karakterizasyonu heniiz
tamamlanamamistir. Karbonhidrat ve lipit yan gruplarinin antibakteriyel aktivitede
oynadigt roliin belirlenmesi {izerine yogun arastirmalar siirdiiriilmektedir (Jimenez-

Diaz et al. 1995, Chen and Hoover 2003, Kurt ve Zorba 2005).



2.1.2 Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler

Laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinler, endiistriyel acidan
biiyilk 6nem tasimaktadir. Zira laktik asit bakterileri, fermente gidalarin biiyiik bir
boliimiiniin dogal mikroflorasin1 olusturmaktadir. Bakteriyosin {iiretici starter kiiltiir
suglari, fermente gidalarin patojen ve bozulma etmeni bakterilerden korunmasinda, gida
giivenligi ve insan sagligi agisindan en etkin ¢éziimii sunmaktadir. Diger yandan bu
bakteriyosinler, endiistriyel siireclerde saflastirildiktan sonra gidalarda koruma ajani
olarak kullanilma potansiyeline de sahiptir. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen
bakteriyosinler, yakin akraba tiirler yaninda, diger bazi Gram-pozitif bakterileri de
inhibe etme 6zelligindedir. Gram-negatif tiirlere kars1 inhibisyon etkisi igeren herhangi
bir iyesi tespit edilememistir. LAB bakteriyosinleri; amino asit dizileri, sicaklik
stabiliteleri, molekiiler biiytikliikleri, biyolojik aktiviteleri ve yapilarindaki farkli amino
asitler esas almarak, 3 farkli grup altinda siniflandirilmaktadir (Klaenhammer 1993, de

Vuyst and Vandamme 1994).

I. Smif: lantibiyotikler
Ia: nisin benzeri lantibiyotikler. Katyonik 6zellik igerirler.
IIb: duramisin benzeri lantibiyotikler. Globiiler proteinler olup diisiik negatif yiik
igerirler.
II. Sinif: lantibiyotik olmayan kiiciik 1s1 direncli peptitler
ITa: antilisteriyel etkili pediosin benzeri peptitler
IIb: iki peptit iceren bakteriyosinler
Ilc: salgilanan bakteriyosinler

II1. Simif: biiyiik 1s1ya hassas proteinler (Nes et al. 1996).

Bu smiflandirma igerisinde, gida koruma esasina gore on plana ¢ikan bakteriyosinler 1.
ve II. Smif iiyeleridir. Zira bu smiflara ait bakteriyosinler, endiistriyel uygulamalar
acisindan gii¢lii bir potansiyel tagimaktadir. Bu durumun en tipik 6rnegi, bazi L. lactis
tiyeleri tarafindan sentezlenen nisindir. Nisin, giiniimiizde birgok gidanin korunmasinda
antimikrobiyel ajan olarak kullanilmaktadir. Nisinin de dahil oldugu I. Simif

lantibiyotiklerin ayiric1 6zellikleri; bu bakteriyosinlerin 5 kDa’dan kiigiik olmalar1 ve



yapilarinda dogada yaygin olmayan lantiyonin ve B-metillantiyonin gibi amino asitleri
bulundurmalaridir. II. Sinif bakteriyosinler ise, 10 kDa’dan kiigiik yapilar olup, 1siya
kars1 oldukca dayaniklidir. Grup tiyeleri; L. lactis subsp. lactis 9B4 tarafindan iiretilen
laktokoksin A, B ve M (van Belkum et al. 1991, Venema et al. 1993), Lactobacillus
sake LB706 tarafindan iiretilen sakasin A (Schillinger and Liicke 1989), Pediococcus
acidilactici PAC1.0 tarafindan tiretilen pediosin PA—1 olarak tanimlanmustir. III. Sinif
bakteriyosinler ise; 30 kDa iizerinde molekiiler biiyiikliige sahip olup, yapilarinda

karbonhidrat ve lipit yan gruplart da bulunmaktadir (Chen and Hoover 2003).

Laktik asit bakterileri igerisinde 6zel bir yeri olan laktokok bakteriyosinleri ise; farkli
enzimlere (tripsin, pepsin, lipaz gibi) karst duyarliliklari, 1s1l direncleri ve diger
bakteriyosin-konak¢1 interaksiyonlar1 goz oniinde bulundurularak kendi aralarinda;
laktokoksinler, lantibiyotikler, diplokoksinler ve laktoztrepsinler olmak iizere 4 grup
altinda toplamistir. Laktokoklar tarafindan iiretilen bakteriyosinlerden en bilinenleri;
nisin basta olmak tizere, laktokoksin A, laktokoksin B, laktokoksin MN, laktokoksin G,
laktokoksin 972, laktisin 481, laktisin 3147 ve son yillarda tanimlanan laktisin FS92,
laktisin RM, laktisin NK24, laktokoksin R, laktokoksin MMT24 ve laktokoksin
MMFII’ dir (Venema et al. 1995, Martinez et al. 1996, Ross et al. 1999, Yarmus et al.
2000, Ferchichi et al. 2001, Lee and Paik 2001, O’ Sullivan et al. 2003, Badis et al.
2004).

2.1.2.1 Laktokok lantibiyotikleri

Laktokokkal lantibiyotikler, bu cins iiyesi bakterilerin iirettigi diger bakteriyosinlerden
daha genis bir aktivite spektrumu igermektedir. Bu molekiillerin sentezlenebilmesi i¢in
gerekli gen kiimeleri; bakteriyel kromozomlar, plazmit DNA ya da transpozonlar gibi
hareketli elementlerin iizerlerinde bulunabilmektedir. Tiim lantibiyotikler, N-terminal
oncii peptit halinde sentezlenmektedir. Daha sonra bu Oncii peptit post-translasyonel
diizenlenmelere tabi tutulmakta ve aktif lantibiyotik olusturulmaktadir. L. lactis suslar
tarafindan iiretilen baglica lantibiyotikler; laktisin 3147, laktisin 481 ve nisin’ dir
(Klaenhammer 1993, Kuipers et al. 1993, Sahl et al. 1995, Sahl and Bierbaum 1998,
Pag and Sahl 2002, Gillor et al. 2005).



2.1.2.2 Nisin

2.1.2.2.1 Nisinin yapisal 6zellikleri

Nisin L. lactis ve S. uberis’ in bazi suslar1 tarafindan iretilen ve post-translasyonel
modifikasyonlarla aktif formu olusturulan polipeptit yapisinda bir bakteriyosindir
(Klaenhammer 1988, Hansen 1994). 1928 yilinda Rogers tarafindan belirlenen bu
inhibitér madde, daha sonra Mattich ve Hirch tarafindan calisilmis ve “Nisin” olarak
adlandirilmistir (Delves-Broughton 1990). Inhibisyon etkinligi ve memeli sindirim
sistemi tarafindan inaktive edilme 6zellikleri esas alinarak, 1969 yilinda Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan gida koruyucusu olarak
kabul edilmistir (WHO 1969). Boylece nisin, Avrupa Birligi ve ABD’ yi de kapsayan
50’den fazla iilkede siit ve siit {riinleri, konserveler ve hazir ¢orbalar gibi degisik

gidalarin korunmasi amaci ile kullanilmaya baglanmistir (Delves-Broughton 1990).

Nisinin molekiiler agirligt 3353 Dalton’dur. Yapisinda dogada ender rastlanan bazi
modifiye amino asitler (lantiyonin, 3-metillantiyonin, dehidroalanin ve dehidrobiitirin)
bulunmaktadir. Bu bakteriyosin, 57 amino asit igeren bir polipeptit olarak ribozomlarda
sentezlenmekte ve post-translasyonel diizenlemelerle 34 amino asit uzunlukta aktif nisin
molekiilii olusturulmaktadir. Nisin molekiilii, baz1 amino asitlerin dehidrasyonuyla
meydana gelmis 5 adet lantiyonin halkasina sahiptir. Bu halkalar; polipeptitte 3 ve 7, 8
ve 11, 13 ve 19, 23 ve 26, 25 ve 28 sirada yer alan amino asitler arasinda meydana
gelmektedir. Molekiiler analiz calismalari, nisin molekiiliiniin tanimli bir katlanma
yapist icermedigine ve bu yapiin ¢ozelti icerisinde olduk¢a esnek olduguna isaret
etmistir. Bu calismalar sonucunda; molekiilde bulunan B, D ve E halkalarinin B doniis
icerdigi ve halka i¢indeki 1. ve 4. amino asitlerin tioeter bagi ile sabitlendigi
saptanmistir. Ancak A ve C halkalart icin detayli veriler elde edilememistir. Bu
halkalardan N-terminal bdlgeye yakin olanlar, C-terminal ucunda bulunan iki halkaya
gore daha yiiksek hidrofobik ozellik gostermektedir (van de Ven et al. 1991, van den
Hooven et al. 1993). Nisin molekiilii sadece monomer (3350 Da) yapida degildir.

Yapisinda bulunan dehidro amino asitlerin ve amino gruplarin interaksiyonuyla dimer



(6700 Da) veya tetramer (13400 Da) yapida da bulunabilmektedir (Hurst 1983, Mulders
etal. 1991).

Nisinin; nisin A, nisin Z nisin Q ve nisin U olarak adlandirilan dort dogal varyanti
bulunmaktadir (Graeffe et al. 1991, Mulders et al. 1991, Zendo et al. 2003). Nisin U
Streptococcus uberis’ te tanimlanmustir (Wirawan et al. 2006). ilk olarak L. lactis
subsp. lactis NIZO22186 susu tarafindan iretildigi belirlenen nisin Z, 27. pozisyonda
histidin yerine asparajin amino asiti bulundurmasi ile nisin A’ dan ayrilmaktadir. Bu
durum nisin Z’nin noétral pH degerlerinde, nisin A’ dan daha fazla ¢oziiniirlik
gostermesine yol agmaktadir. Japonya’ da nehir sularindan izole edilen L. lactis subsp.
lactis 61-14 susu tarafindan tiretildigi belirlenen nisin Q ise, nisin Z’ ye benzer sekilde
27. pozisyonda asparajin amino asidi icermektedir. Ancak, N-terminal ve C-terminal
bolgelerin birbirine baglandig1 21. pozisyonda; nisin A ve nisin Z’ de esnek bir donme
noktasi olarak hareket eden metiyonin bulunurken, nisin Q’ da 16sin yer almaktadir
(Sekil 2.1) (de Vuyst and Vandamme 1994, Twomey et al. 2002, Papagianni 2003,
Wirawan et al. 20006).
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Nisin U

Sekil 2.1 Nisin A, Z, ve U’ nun ve i¢erdigi modifiye amino asitlerin yapisi. A-E:
lantionin halkasi; Dha: dehidroalanin; Dhb: dehidrobiitirin; Ala-S-Ala:
lantionin; Abu-S-Ala: B-metillantionin (Gross and Morell 1971, Kellner et
al. 1989, Kellner et al. 1991, Wirawan et al. 2006 ).

2.1.2.2.2 Nisinin etki mekanizmasi

Nisinin inhibisyon etkisi, ortamda bulunan bakteri yilikii ve kullanilan nisinin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Wiedemann et al. 2001). Nisinin mikromolar
konsantrasyonlarda kullanimi halinde hedef bakterilerin hiicre membraninda rastgele
bozulmalar meydana getirdigi, nanomolar konsantrasyonlarda kullanimi halinde ise lipit
IT molekiilleri ile etkilesime girerek 6zel por olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir (Hsu
et al. 2002, van Heusden et al. 2002). Nisinin olusturdugu porlar membran

gecirgenligini artirarak, ATP ve amino asitler gibi yasamsal Oneme sahip olan
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molekiillerin hiicre disina sizmasina ve otolize yol agmaktadir (Wiedemann et al. 2001,

Hsu et al. 2002).

Degisik arastirmalarda, nisinin duyarl hiicrelere tutunmasi ve por yapisi olusturmasi
icin; N-u¢ bolgesinin yaninda, C-ug¢ bolgesinin de negatif yiikli membran yiizeyi ile
etkilesiminin gerekli oldugu belirlenmistir (Demel et al. 1996, Breukink et al. 1997, van
Kraaij et al. 1998, Breukink et al. 2003). Ayrica, lipit II’ nin sadece nisin baglanma
molekiilii olmadigi, nisin porlarinin olusumuna da katkida bulundugu saptanmistir.
Nitekim Widemann ve ark. (2001) tarafindan Onerilen modelde lipit II, por
kompleksinin dis sinirlarinda yer almaktadir (Sekil 2.2). Duyarli hiicrelerde por
olusumu i¢in 5 ile 8 adet arasinda nisin ve ayn1 miktarda lipit II molekiiliine gereksinim

vardir (Breukink et al. 2003).

Nisin, “delme” ve “sikistirma” olarak adlandirilan iki modele gore por olusumunu
saglamaktadir. “Delme” modelinde, her bir nisin molekiilii dikey bir sekilde zara
baglanarak, zarda bir iyon kanali olusturulmaktadir. “Sikistirma” modelinde ise, belirli
sayida nisin molekiilii fosfolipitlerin bas gruplartyla interaksiyona girdikten sonra,
lipitlerin sikistirilmasi sonucu, lipit-protein porlari meydana getirilmektedir (Cleveland

et al. 2001, Delves-Broughton 2005).

Yukarida 6zetlenen etki mekanizmalari, nisini ¢ok sayida Gram-pozitif bakteriye karsi
aktif hale getirmektedir. Hiicre duvari yapisal farklilig1 nedeni ile, nisin Gram-negatif
bakterilere karsi etkili degildir. Ancak bu bakterilerin hiicre duvar yapisini nisin i¢in
gecirgen hale getiren her tiirli islem, s6z konusu bakterilerde nisin duyarlilik
olusumuna yol agar. Bu tip islemler; ¢elat olusturan ajanlara maruz birakma, 6ldiiriicii
doz alt1 sicaklik ve ozmotik sok uygulamalarini kapsamaktadir. Nitekim nisinin ¢elat
olusturan ajanlar olan; EDTA ya da yiiksek ve diisiik sicaklik uygulamalariyla beraber
kullanimimin, Salmonella ve E. coli gibi Gram-negatif bakterilerin inhibisyonuna yol

actig1 belirlenmistir (Delves-Brougton 2005).

Nisin, vejetatif hiicrelerin gelisiminin inhibisyonu yaninda, bakteriyel sporlarin

¢imlenmesini de durdurmaktadir. Bu etkinin, ¢imlenen sporlarin membranlarinda yer
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alan proteinlerin yapisinda bulunan silfidril gruplarina, nisinin baglanmasi sonucu
meydana geldigi saptanmistir. Ayrica sporosidal etkide, nisin molekiilii i¢cindeki bir
veya daha fazla dehidro amino asit yapisinin da rol aldig1 belirlenmistir. Nitekim dogal
nisin peptidinin 5. amino asidinin alaninle degistirilmesi sonucunda, bakteriyel sporlara
kars1 etkinin yiliksek oranda diistiigli tespit edilmistir (Chan et al. 1996, Delves-
Brougton 2005).

Sekil 2.2 Nisinin por olusumu i¢in 6nerilen lipit IT modeli. Nisin ilk agamada lipit II’nin
karbonhidrat parcasina distan yonelimli olarak baglanir. N-terminal bolgesi
baglanma icin gereklidir (1) C-terminal kismi ise membrani gegerek por
yapisini tamamlar (2) (van Kraaij et al. 1998).

2.1.2.2.3 Nisin biyosentezi

Nisinin biyosentezi; ribozomal olarak sentezlenen Oncii peptitlerin translasyon sonrast
modifikasyonlar1 ile tamamlanmaktadir. Ribozomlardan salinan nisin diizlemsel
yapidadir ve biyolojik aktiviteye sahip degildir. Salinma sonrasinda oncii peptit
proteolitik kesime ugratilmakta ve pentasiklik halkalarin olusumunda rol alan diger
modifikatdr enzimlerin katalizorliiglinde aktif nisin molekiilii olusturulmaktadir
(Sekil 2.3). Degisik c¢alismalarda, nisin biyosentezine katilan gen kiimesinin
(nisA/Z/Q/BTCIPRKFEG) sakkaroz fermentasyon yetenegi ile yakin iligkili oldugu ve
bu genlerin kromozomal DNA’ daki konjugatif bir transpozon tarafindan tasindigi
saptanmigtir (Horn et al. 1991, Rauch and De Vos 1992, Kuipers et al. 1993, Kuipers et
al. 1995, Immonen and Saris 1998). NisA/Z/Q/BTCIPRKFEG gen kiimesi; nisin 6ncii

proteininin (NiSA) sentezini, proteinin translasyon sonrasi modifikasyonunu, nisin
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direngliligini, transkripsiyonel regiilasyonu, peptit transferini ve Oncii proteinin
islenmesini gergeklestiren proteinleri kodlamaktadir (Sekil 2.4) (Engelke et al. 1994,
Siegers and Entain 1995, Ra et al. 1999, Zendo et al. 2003).

Nisin Bivosentezi
dncii peptit yapisal hilge

MSTHKDFNLDLVSVSKKDSGASPRITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK
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Sekil 2.3 Nisin biyosentezi asamalar1 (Xie and van der Donk 2004, Chatterjee et al.
2005)
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1kb

Sekil 2.4 Nisin Z tiretimine katilan genler (McAuliffe et al. 2001, Zendo et al. 2003).

Nisin biyosentezi iki elemanli bir sistem (niSRK) tarafindan regiile edilmektedir. Hiicre

disinda olgun nisin molekiillerinin birikimi kritik seviyeye ulastigi zaman, hiicre
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membranina bagl kinaz (nisK) fosforilize edilerek aktif hale gecer. Daha sonra bu
fosforil grubu nisR proteinine transfer edilir ve hiicre i¢i yamti diizenleyici nisSR
proteini, NISABTCIP ve niSFEG genlerinin transkripsiyonunun baglamasini saglar
(Chandrapati and O’Sullivan 1999, Breukink et al. 2003).

Transkripsiyonel seviyede yapilan analizler sonucunda, nisin Z gen kiimesinin;
nisZBTCIPRK ve niSFEG olmak iizere, iki transkript iirettigi belirlenmistir. Nisin A gen
kiimesinden ise; NiISABTCIP, nisSRK ve niSFEG olmak iizere ii¢ adet transkripsiyon
tinitesi tiretilmektedir. Bu operonlardan genetik bilginin mRNA’ ya islenme sirasi
nisA/Z, nisSBTCIPRK ve nisFEG seklinde olmaktadir. Yapisal gen nisA/Z ve nisB
arasinda “ters tekrar” serilerinin bulunmasi, genlerin ayr1 promotorlar tarafindan kontrol
edildigini akla getirmistir. Ancak bu boélgelerde promotor serilerin tespit edilememesi
nedeniyle, s6z konusu dizilerin gen i¢i diizenleyici sinyaller olma olasiligimni
giiclendirmistir (Buchman et al. 1988, Engelke 1992, Ra et al. 1996, Breukink et al.
2003).

2.1.2.2.4 Nisinin direngclilik sistemi

Nisin iiretici suslar, kendi membranlarini nisinin etkisinden korumak i¢in, karmasik bir
diren¢ mekanizmasi geligtirmistir. Bu diren¢ mekanizmasinda; nisl, nisF, nisE ve nisG
genleri gorev yapmaktadir. Genel olarak niSFEG genleri ABC sinifi transport
proteinlerini, nisl ise bir lipoproteini kodlamaktadir (Kuipers et al. 1993, Qiao et al.
1995, Stein et al. 2003). NisI hiicreyi nisine karsi korur. Nisin-nisl etkilesimi sabit
olmayan bir kompleksle son bulur (Stein et al. 2003). Nisin-nisl etkilesiminin dogasi,
nisI’ nin membran iizerindeki nisin molekiillerinin miktarini azaltan bir protein olarak
islev gordigiine isaret etmektedir. Nitekim nisl geninin nisin tretici hiicrelerde
susturulmasi sonucunda, nisin direng seviyesinde % 80 azalma tespit edilmistir. Ancak
ayni genin nisin iireticisi olmayan hiicrelerde ifade edilmesi halinde sadece % 1-4
oraninda direng artist saglanmistir. Bu nedenle, nisI ve niSFEG genlerinin nisin
direnglilik tizerinde sinerjetik bir etki gosterdigi yorumu yapilmistir (Ra et al. 1999,

Stein et al. 2003). B. subtilis ile yiiriitiilen nisin direnglilik ¢aligsmalari sonucu ise, nisl
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ve NISFEG sistemlerinin genetik regiilasyonunun birbirinden bagimsiz oldugu

belirlenmistir (Takala 2005).

2.1.2.2.5 Nisinin ticari 6nemi ve uygulamalar

Nisin, ticari uygulamalarda kullanilan tek lantibiyotiktir. Insan dahil hi¢bir memeliye
toksik etkisi bulunmamaktadir. Zira a-kemotripsin tarafindan sindirilerek inaktive edilir.
Farelere agizdan uygulanan nisinin toksik etkisinin, sofra tuzu gibi, ¢ok diisiik oldugu
tespit edilmistir (Hurst 1981). Nisin preparatlart (E234) diinya genelinde gida
koruyucusu olarak kullanilmaktadir. Ayrica, “klasik” antibiyotiklere karsi yaygin
bakteri direng gelisiminden dolay1, nisinin klinik uygulamalardaki potansiyeli {izerine
caligsmalar baglatilmis ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirligi tanimlanmaistir.
Nisinin uygulama alanlar1 Cizelge 2.1° de 6zetlenmistir (Hancock 1997, Hoffmann et

al. 2002, Delves-Broughton 2005).
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Cizelge 2.1 Nisinin uygulama alanlar1 (Koponen 2004)

Gidalar

Nisin tarafindan inhibe edilen bakteriler

Peynir iiriinleri

Islem gormiis peynirler

Clostridium butyricum

Clostridium tyrobutyricum

Sert ve yar1 sert peynirler

Clostridium botulinum
Listeria monocytogenes

Staphylococcus aureus

Siit

Pastorize siit

Clostridium botulinum

Sit tozu

Clostridium thermosaccharolyticum

Satla tatlilar

Termofilik ve sporlu bakteriler

Asitli konserve gidalar

Mantar, patates

Clostridium thermosaccharolyticum

Bira ve Sarap

Lactobacillus spp.

Pediococcus spp.

Et Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus

Tibbi tedavi

Peptik iilser hastaligi Helicobacter pylori

Atopik dermatit Staphylococcus spp.

S1g1r mastitisi

Staphylococcus spp.
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Nisinin etki spektrumu, diger bakteriyosinlere kiyasla daha genis olup, asidik gidalarda
yuksek diizeyde aktivite gostermektedir (Liu and Hansen 1990). Lactococcus,
Streptococcus, Staphylococcus, Listeria ve Mycobacterium cinslerine ait tiirler yaninda
Bacillus ve Clostridium gibi spor olusturan bakterilere karsi da gida sistemlerinin
korunmasi amaci ile kullanilmaktadir (Klaenhammer 1988, Liu and Hansen 1993,
Cleveland et al. 2001). Bugiine kadar nisin; islenmis peynirler (Ferreira and Lund
1996), yagsiz siit (Wandling et al. 1999), sucuk-sosis (Davies et al. 1999), biftek
(Cutter and Siragusa 1998), kim¢i (Choi and Park 2000) ve balik (Nykédnen 2001) gibi
tirtinlerde sorun yaratan bakterilerin inhibisyonunda basar1 ile uygulanmistir. Diger
yandan, pek ¢ok islenmis gidanin 1sil igleme tabi tutulma siiresi ve 1sil iglem diizeyi
nisin kullanim1 ile azaltilmaktadir. Boylece bu gidalarin organoleptik ve besinsel
nitelikleri korunmaktadir. Emmental, Isvicre ve Gravyer peynir tiitlerinin gaz kusuru da,
nisin kullanim1 yolu ile 6nlenebilmektedir (Hirsch and Grinsted 1951, Kosikowski

1977, Tsai and Sandine 1987, Nykanen 2001).

1953 yilindan beri nisin, Nisaplin (Applin-Barrett, UK) markas1 ile satilmaktadir.
Nisaplin, yaklasik % 2,5 oraminda nisin iceren bir preparattir. Uriin, gram basina bir
milyon uluslar arasi birim aktivitesinde standardize edilmistir (Delves-Broughton 2005).
Endiistriyel iiriinlerde kullanilacak nisin konsantrasyonu (100-4000 IU mL™),
uygulanan gidaya ve hedef organizmaya bagli olarak degisim gosterir. Gida
uygulamalarina izin verilen maksimum nisin konsantrasyonu degisik iilkelerde biiyiik
farkliliklar icermektedir (Cleveland et al. 2001). Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi
(US FDA) yetiskinler i¢in giinliik kabul edilebilir nisin miktarin1 2,9 mg olarak
belirlemistir (Giirsel 1999, Kurt ve Zorba 2005).

Degisik gida sistemlerinde bulunan mikroflora iizerine nisinin etkisi tanimlanmis ve
koruyucu olarak kullanim olanaklar1 arastirilmistir. Ogden ve Tubb (1985) tarafindan
yiiriitiilen bir ¢alismada, bira {iretim ortamlarindan izole edilen 149 bakteri susu ve 12
bira mayasmin nisin duyarliligi, agar kuyu diflizyon yoOntemi ile test edilmistir.
Arastirma sonucunda Gram-pozitif bakterilerinin % 92’sinin nisine (100 IU/mL) duyarh
oldugu, 32 Gram-negatif bakteri susu ve bira mayalarinin ise tam diren¢ gosterdigi

belirlenmistir. Nisinin kullanilmas1 sonucu, siitlii tathilar ve yogurt gibi islenmis siit
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trlinlerinin raf Omiirlerinde artis saglandig1 saptanmistir. Bu gidalar i¢in nisinin
endiistriyel siireglerde kullanim olanaklar1 aragtirilmaktadir. Ayrica nisinin  sivi
yumurta, balikk ve unlu gidalarda da wuygulanabilirligi konusunda ¢alismalar

yiriitiilmektedir (Delves-Broughton 1990, Vanderbergh 1993, Kurt ve Zorba 2005).

Davies ve ark. (1999) Bolonya tipi sosislere, liretim asamasinda nisin (25ug/g) ile
birlikte son konsantrasyonu 10*g olacak sekilde laktik asit bakterisi (LAB) karisimi
(Lb. curvatus, Lb. sake, Leu. mesentereoides subsp. mesentereoides, Leu. carnosum)
ilave etmistir. Sosis Ornekleri vakum paketlenerek 8°C’ de inkiibe edildiginde, nisin
icermeyen kontrol 6rnekleri 7 giin i¢cinde bozulurken, nisin i¢ceren 6rneklerin 50 giinden
fazla bozulmadan kaldig: tespit edilmistir. Nisin, et ve et {iriinlerinde bulunan Listeria
monocytogenes ve Clostridium botulinum gibi ¢ok sayida patojen ve bozulma etmeni
bakterinin gelisimini inhibe etme 06zelligi igermektedir (Pawar et al. 2000). Ayrica
Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium divergens ve Listeria innocua’ nin sorun
olusturdugu karkas ylizeylerine nisinin spreylenmesi, bu bakterilerin sayisin1 énemli
diizeyde azaltmaktadir. Brochothrix thermosphacta iizerinde etkili nisin seviyesinin 400
IU/mL oldugu saptanmistir (Cutter and Siragusa 1996, Kurt ve Zorba 2005). Bu
Ozelliklerinden dolay1 nisin, et ve et iirlinlerinde bircok durumda nitritin alternatifi

olarak goriilmektedir.

Nisinin gidalarin korunmasinda uygulanan kullanim sekillerinden birisi de, yiizeysel
biyofilmlere yiiklenmesidir. Bu tiir antimikrobiyel biyofilmler, temas ettikleri gida
ylizeyinde mikrobiyel gelisimi etkili bir sekilde inhibe etmektedir. Nisin, protein
yapisindaki biyofilmlerin polimer yapisina dogrudan katilarak veya polietilen
materyallerin yiizeyine tutundurularak kullanilabilmektedir (Kumar and Anand 1998,

Dzung and Nes 2002, Kurt ve Zorba 2005).
2.1.2.2.6 Nisinin stabilitesi
Ender rastlanan amino asitlerin nisin molekiiliindeki fonksiyonu heniiz tam anlam ile

aciklik kazanamamistir. Ancak bu amino asitlerin, nisinin stabilitesini ve antibakteriyel

aktivitesini gliglendirmek gibi baz1 yapisal ve fonksiyonel islevler ile iligkili olduguna
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dair veriler tespit edilmistir (Hansen 1994). Nisinin gida sistemlerinde kullaniminda,
fiziksel ve kimyasal ajanlara kars1 stabilitesini korumasi biiyiik 6nem tasimaktadir. pH
ve sicakligin nisin {lizerine etkilerinin arastirildigi bir calismada, nisinin 121°C’de 15
dakika otoklav islemine tabi tutulduktan sonra; pH 3’de aktivitesinin tamamini, pH 5’de
% 35’ini, pH 7’de ise % 5’ini korudugu saptanmistir (Delves-Broughton 1990a). Baska
bir caligmada, pH 2’ de 115°C’ de 20 dakika otoklav islemine tabi tutulan nisin
¢ozeltisinin aktivitesinin kaybolmadigi belirlenmistir (Piard et al. 1990). Isil islem
dikkate alindiginda, gidalardaki nisin aktivesi kaybi, tampon ¢ozeltilerde goriilen kayba
gore daha az olmaktadir (Delves-Broughton 1990b). Nisin aktivitesini etkileyen en
onemli kriterlerden biri de, nisinin ¢6ziiniirliik 6zellikleridir. Liu ve Hansen (1990)
diisiik pH degerlerinde nisinin ¢dziiniirliigiiniin oldukc¢a yiiksek oldugunu (57 mg/mL,
pH 2, 25°C), yiiksek pH degerlerinde ise hizl1 bir sekilde azaldigini (0.25 mg/mL, pH 8-
12, 25°C) belirlemistir.

Nisaplin, degisik fiziksel ve kimyasal uygulamalara kars1 oldukc¢a dayanikli bir iiriindiir.
25°C’nin altinda, karanlikta ve kuru yerde muhafaza edildiginde, iki yildan fazla
aktivite kaybi gostermez. Gidalarin korunmasinda diisiik nisin konsantrasyonu
kullanildig1 i¢in, gida sistemlerinde degisken pH diizeyleri 6nemli bir sorun olusturmaz
(Zezza et al. 1993, Delves-Broughton 2005). Pastorizasyon sicakliklarinda, yiiksek
sicakliklara gore, nisinde daha diisiik diizeyde aktivite kayb1 meydana gelir (pH 5,6—
5,8’ de standart islenmis peynir lretimi sirasinda yaklasik % 20 aktivite kaybi
saptanmistir). Diger yandan, gida bilesenleri nisini 1s1l isleme kars1 koruyabilirler. Gida
sistemindeki nisinin depo kosullarina dayanikliligi, iic etkene baghdir. Bunlar;
depolama sicakligi, depolama siiresi ve pH’ dir. Diisiik sicakliklarda daha fazla nisin
birikimi elde edilir. Ornegin; pastorize bir islenmis peynir iiretiminde (pH 5,6-5,8 de
85-105°C’de 5-6 dakika) ilk asamada % 20 ile 30 arasinda bir aktivite kayb1 goriiliir.
Ancak 20°C’de 30 haftalik depolama siiresi sonunda % 80, 25°C’de % 60 ve 40°C’de %
40 nisin aktivite artis1 meydana gelir. Depo sicakligr arttikca nisin stabilitesi diiger. Bu
nedenle yiiksek depolama sicakliklarinda nisin katki orani arttirilmaktadir. Islem
gormiis soguk gidalarda, proteolitik enzimler nisin dayamikliligini etkileyebilir. Gida
katk1 maddeleri olan titanyum dioksit ve sodyum metabisiilfitin de nisinin stabilitesini

olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir (Delves-Broughton 2005).
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Nisin aktivitesi ilizerine degisik proteolitik enzimlerin etkisi, detayli bir sekilde
aragtirilmistir. Bu arastirmalarda tiim nisin varyantlarinin a-kemotripsin ve proteinaz K
enzimleri tarafindan inaktive edildigi, pepsin ve tripsin enzimlerinden ise etkilenmedigi
saptanmistir (Klaenhammer 1988, Piard et al. 1990, Kojic et al. 1991, Uhlman et al.
1992, Zezza et al. 1993, Delves-Broughton 2005).

2.1.2.2.7 Nisin iiretim 6zelliginin genetik determinantlari

Laktokoklarda nisin biyosentezinin genetik dogasi {izerinde yiiriitilen Oncii
caligmalarda, bu yetenegin konjugasyon yolu ile aktarildigi saptanmistir. Bu bulgudan
hareketle arastiricilar, s6z konusu 6zelligin plazmit kodlu oldugunu Ongérmiistiir
(Davey 1984, Gasson 1984, Kaletta and Entian 1989). Kaletta ve Entian (1989)
tarafindan yiiritiilen arastirmada, L. lactis subsp. lactis 6F3 susunda nisin {iretiminden
sorumlu NiSA geninin biiyiik bir konjugatif plazmit {izerinde bulundugu belirlenmistir.
Nisin tiretim 6zelliginin genetik hareketliligini esas alan benzer ¢aligmalarda, L. lactis
subsp. lactis’ in sekiz susunda bulunan 30 MDa’ luk ve L. lactis subsp. lactis 11454’
deki 28 MDa’ luk plazmitlerin nisin {iretimi ve direncliliginde gorev aldigi ileri
stiriilmistiir (Leblanc et al. 1980, Gasson 1984, Piard et al. 1993). Ancak nisin iiretimi
ile iligkili genlerin klonlanmasi ve bu klonlanan genlerin prob (sonda) olarak
kullanilmas1 sonucunda, bakteriyosin biyosentez ve direnclilik genlerinin kromozomal
DNA ile iligkili oldugu tanimlanmistir. Dodd ve ark. (1990) tarafindan yliriitiilen
aragtirmada, L. lactis subsp. lactis’ de nisin iretiminin kromozomal DNA kokenli
olabilecegi belirlenmistir. Arastiricilar, nisin iiretimi 6zelliginin konjugal aktariminin
gerceklestirildigi  alict  suslarda  plazmit bulunmamasi  durumunu, konjugatif
transpozonlarin varligi ile agiklamistir. Ileri analizler sonucu aktarilan genler ile
kromozomal DNA temas bolgelerinde insersiyon serilerinin (IS904) tespit edilmesi, bu
transpozonlarin kompozit dogasina isaret etmistir. Ancak séz konusu bdlgelerde
yiriitiilen DNA dizi ¢alismalari, bu hareketli serinin Tn5301 oldugunu gdstermistir
(Horn et al. 1991, Rauch and de Vos 1992). Dalgali alan jel elektroforezi analizleri ile,
nisin-sakkaroz gen blokunun tasindig1r transpozonun 70 kb biiyliklikte oldugu
saptanmistir. Bu calismada segilen 10 farkli transkonjugantin genetik yapisal analizi

sonucu; transpozonlarin, alici suslarin kromozomuna entegrasyonundan sonra, 5 -
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TTTTTG -3’ tekrar dizileri ile sonlandigi tespit edilmistir. L. lactis subsp. lactis
NCFB894, K1 ve ATCC11454° de gerceklestirilen genetik analizler, bu suslarda;
strastyla Tn5301, Tn5306 ve Tn5307 olarak tanimlanan konjugal transpozonlarin nisin-
sakkaroz gen blokunu igerdigini gostermistir (Thompson et al. 1991, Rauch and de Vos
1992). Ayrica Gireesh ve ark. (1992) L. lactis subsp. lactis DL11 susunda 68 kb
bliyiikliikte bagka bir konjugatif transpozonun nisin biyosentez genlerini tasidigini
saptamistir. Giinlimiizde nisin {iretimi ve direncliliginden sorumlu genlerin kromozomal
DNA kokenli oldugu kesinlik kazanmistir. Ancak bu genlerin ¢ogunlukla konjugatif
transpozonlar ile ilgili olmasi, plazmitler {izerine taginmasina olanak saglamaktadir. Bu
transpozisyon mekanizmasinin konzervatif yolla gerceklestigi suslarda, nisin
biyosentezi ve direnclilik genleri sadece plazmitler iizerinde tespit edilebilmektedir

(Piard et al. 1993, Twomey et al. 2002, Tiikel ve Akgelik 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Bu ¢alismada kullanilan dogal tip nisin ireticisi L. lactis subsp. lactis EYL 38 ve 40
adet laktokok faji Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir
Koleksiyonu’ ndan, 23 adet indikator bakteri (L. lactis subsp. lactis SIK-83,
Lactobacillus sake NCDO 2714, L. lactis subsp. lactis IL 1403, Enterococcus faecalis
LMG 2708, Listeria innocua LMG 2813, L. lactis subsp. lactis 105, L. lactis subsp.
lactis 2908, L. lactis subsp. lactis T1, L. lactis subsp. lactis 731, L. lactis subsp. lactis 2,
L. lactis subsp. lactis LMG 2912, Escherichia coli LMG 3083 (ETEC), Salmonella
enterica typhimurium SL1344, Pseudomonas fluorescens P1, Lb. plantarum LMG 2003,
L. lactis subsp. lactis JC 17, Bacillus cereus LMG 2732, Staphylococcus carnosus LMG
2709, Pediococcus pentosaceus LMG 2001, E. faecalis NCDO 581, Staph. aureus
LMG 3027, L. lactis subsp. cremoris LMG 2132, L. lactis subsp. lactis LMG 2088)
Prof. Dr. Ingolf F. Nes’ den (Department of Genetics and Biochemistry, Agricultural
University of Norway, As/Norway) ve plazmit igermeyen L. lactis subsp. lactis
MG1363 susu Prof. Dr. Per Saris’ den (Department of Applied Chemistry and
Microbiology, Faculty of Agriculture and Forestry, University of Helsinki, Helsinki/
Finland) saglandi.

3.1.2 Mikroorganizmalarin saklanma kosullar1 ve besiyerleri

Bakterilerin gelistirilmesinde; Lactococcus suslar1 i¢in M17, GM17 ve Elliker broth ve
agar, Pediococcus ve Lactobacillus suslari i¢cin MRS broth ve agar ve Enterococcus,
Listeria, Escherichia, Salmonella ve Staphylococcus suslari igin ise LB broth ve agar
besiyerleri kullanildi. Bakteriler, yukarida belirtilen gelisme ortamlarina % 20 oraninda
steril gliserol ilave edilerek -20 'C’ de saklandi. Fajlar M17 broth ortaminda, % 40 steril

gliserol ilave edilerek +4 'C” de korundu.
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M17 Broth ve Agar

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

pH 7.15 £ 0.02 (sterilizasyondan dnce)

Ortam igerikleri (laktoz hari¢), 950 mL destile su igerisinde ¢oziildii ve sterilizasyon
121°C’ de 15 dakika stire ile yapildi. Ortam 45°C’ ye kadar su banyosunda
sogutulduktan sonra, ayr sterilize edilen 50 mL laktoz ¢dzeltisi ilave edildi (Terzaghi

and Sandine 1975).

MRS Broth

Kazein pepton 10 g
Et ekstrakti 10 g
Maya ekstrakti 5 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 5 g
Diamonyum sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS04.7H,0 05 g
MnS0O4.4H,0 02 ¢
Tween 80 1 g
Destile su 1000 mL

pH 5.7 £ 0.02 (sterilizasyondan once)

24



Ortam igerikleri 1000 mL destile su igerisinde ¢oziildii ve sterilizasyon, 118°C’de 15

dakika siire ile yapildi.

Luria Bertani Broth

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

pH 7.0 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri 1000 mL destile su igerisinde ¢6ziildii ve sterilizasyon, 121°C’de 15
dakika stire ile yapild.

Elliker Broth (Difco Manual, 1984)

Tripton 20 g
Maya ekstrakti 5 g
Jelatin 25 g
Dekstroz 5 g
Laktoz 5 g
Sakkaroz 5 g
Sodyum klortir 4 g
Sodyum asetat 1.5 g
Askorbik asit 0.5 g
Destile su 1000 mL

pH 6.8 + 0.02 ( sterilizasyondan 6nce)

Jelatin, 100 mL destile su igerisinde kaynar su banyosunda eritildikten sonra
sogutularak besiyeri ortamina ilave edildi. Ortam 121'C’de 15 dakika tutularak

sterilizasyon gerceklestirildi.
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3.2 Yontem

3.2.1 Nisin iiretim 6zelliginin belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda nisin tiretimi ve aktivitesinin belirlenmesinde van
Belkum ve ark. (1989) tarafindan onerilen yontem kullanildi. L. lactis subsp. lactis EYL
38 susu, GM17 agar ortamina 6ze kullanilarak inokiile edildi ve 30°C’de 18 saat
gelistirildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde agar ortaminda olusan kolonilerden, steril
kiirdan araciligi ile GM17 agar ortami igeren petrilere nokta ekim yapildi ve 30°C’de 18
saat inkiibasyona birakildi. MRS broth, LB Broth ve GM17 broth besiyerlerinde ve
uygun sicakliklarda 18 saat gelistirilen indikator bakterilerden 100’er pL alinarak, % 0.7
oraninda agar iceren 3.5 mL yumusak agar (MRS, LB, GM17) ortamlarina inokiile
edildi. Bu sekilde hazirlanan yumusak agar ortami, nokta ekim yapilan GM17 agar
tizerine ikinci bir tabaka halinde homojen bir sekilde yayildi. Petriler indikator
bakterilerin gelisimi i¢in uygun sicakliklarda 18 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda, indikator bakterilere karsi nisinin meydana getirdigi inhibisyon zonlar1

incelendi.

3.2.2 pH, sicakhk ve enzim uygulamalarmin nisin aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

3.2.2.1 Ortam pH’nin nisin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

30°C’de 18 saat gelistirilen L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu 6000 devirde 15 dakika
santrifiij edildi ve alinan st sivi pH’ lari, 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak 2.0-
11.0 degerleri arasinda ayarlandi. pH’lar1 ayarlanan kiiltiir {ist sivilari, 0.45 pm por ¢apl
membran filtrelerden (Sartorius, Germany) gegirilerek sterilize edildi. Bu sekilde
hazirlanan ortamlar +4°C’de 24 saat bekletildi. pH degisimlerinin nisinin inhibisyon
diizeyleri tizerindeki etkisi; membran filtrelerden gegirildikten sonra higbir igleme tabi
tutulmayan kiiltiir Gist sivisinin inhibisyon etkinliginin, pH diizeyleri ayarlanan kiiltiir st
stvilarinin inhibisyon etkinlikleri ile karsilastirilmast sonucu tanimlandi. Degisik pH

diizeylerinde nisin etkinligindeki degismeler, duyarli indikator bakterilere karsi kritik
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diliisyon yontemi kullanilarak saptandi. Nisin etkinlik diizeyi, inhibisyon zonu alinan en
ylksek diliisyon oraninin, 1000/aktarilan miktar ile carpimindan elde edilen, arbitrary

tinite (AU) cinsinden hesaplandi (Franz et al. 1997).

3.2.2.2 Sicaklik uygulamasinin nisin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun nétralize edilmis ve nétralize edilmemis kiiltiir
iist sivilarinda, nisin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi; s6z konusu ortamlarin 100°C’
de 5, 10, 15, 20 dakika ve 121°C’de 15 dakika siireyle sicakliga tabi tutulmasindan
sonra, bu ortamlardan alinan 6rneklerin duyarli indikator bakterilere karsi denenmesi
suretiyle saptandi. Kontrol olarak, sicaklik uygulanmamis kiiltiir iist sivis1 kullanildi.
Sicaklik uygulamalarinin nisin aktivitesi iizerinde yarattig1 etki, kritik diliisyon yontemi

kullanilarak belirlendi (Franz et al. 1997).

3.2.2.3 Enzim uygulamalarimin nisin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Nisin aktivitesi iizerine degisik enzimlerin etkisi; pH ve sicakliin etkisinin saptandigi
testlerde oldugu gibi, kiiltiir Uist sivist kullanilarak tanimlandi. Nétralize edilmis ve
noétralize edilmemis kiiltlir Uist sivilarina, son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
sekilde oa-kemotripsin (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), tripsin (pH 7.0 Merck,
Germany), pepsin (pH 3.0 Sigma Chem. Co., USA), a-amilaz (pH 7.0 Sigma Chem.
Co., USA), lipaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co., USA), katalaz (pH 7.0 Sigma Chem. Co.,
USA), proteinaz K (Sigma Chem. Co., USA) ve lizozim (pH 7.0 Sigma Chem. Co.,
USA) enzimleri ilave edildi ve 37 C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Enzim aktiviteleri,
100'C’de 5 dakika 1s1 uygulamasi ile sonlandirildi. Denemelerde kontrol olarak, enzim
muamele edilmemis kiiltiir {ist stvis1 kullanildi. Nisin aktivite diizeyi kritik diliisyon

yontemi esas alinarak saptandi (Franz et al. 1997).

3.2.3 Faj biyodenemeleri

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda faj duyarlilik testleri, Terzaghi and Sandine
(1975) tarafindan Onerilen ¢ift tabaka agar yontemine gore yapildi. Hazirlanan 3 saatlik

bakteri kiiltiirlerinden (aktif bakteri kiiltiirlerinden Elliker broth ortamlarina % 1
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oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra, 30°C’de 3 saat inkiibasyona tabi tutularak
gelistirildi) Elliker yumusak agar {lizerine 0.1 mL aktarilip karistirildiktan sonra, bu
ortam alt tabaka Elliker agar ilizerine dokiildii. Yumusak agarin homojen bir sekilde
dagilmasi saglandi ve katilagsmasi icin kisa bir siire bekletildi. Son asamada {ist tabaka
iizerine, titreleri 10" plak olusturma birimi/mL (pfu/mL) ya da yukarisinda elde edilen
faj lizatlar1 mikropipet yardimiyla 10 pL olacak sekilde damlatildi. Bu ortamlar 30
°C’de 18 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonunda faj plak olusumuna ve

faj plak etkinligi diizeyine gore, denenen sus duyarl ya da direngli olarak tanimlandi.

Cift Tabaka Ortamlarin_Hazirlamisi: Faj biyodenemelerinde kullanilan Elliker alt

tabaka agar ortami, ayri sterilize edilen 1 M CaCl,.6H,O ¢ozeltisinden 10 mL/L ilave
edilerek petri kutularina aktarildi (15-20 mL) ve 20-25°C’de 18 saat tutuldu. Ust tabaka
ortami, Elliker alt tabaka igeriklerinin tiimiiniin katilmasi ile hazirlandi. Agar oram1 %
0.45 olan iist tabaka 3,5 mL’lik hacimler halinde tiiplere aktarildi ve 121°C’de 15
dakika siire ile sterilize edildi (Terzaghi and Sandine 1975).

3.2.4 Nisin direnclilik diizeyinin belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 ve L. lactis subsp. lactis SIK-83 (nisin fireticisi) ile L.
lactis subsp. lactis MG1363 (nisin iireticisi degil) kontrol suslarinin nisin direnglilik
diizeyi, Ra ve ark. (1996) tarafindan 6nerilen yonteme gore belirlendi. Bunun i¢in, ticari
nisin preparati (Nisaplin, Sigma Chem Co., USA) kullanilarak 100-10000 TU/mL
arasinda nisin konsantrasyonuna sahip 3’er mL Glukoz M17 (GM17) broth igeren tiipler
hazirlandi. Daha sonra bu tiiplere, 30°C’de 18 saat siireyle 2 kez aktiflestirilen sus
kiiltiirlerinden % 1 oraninda inokiile edilerek, 30°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda bakteriyel gelisimin goriildiigii en yiiksek nisin

konsantrasyonu, denenen hiicrelerin nisin direnglilik diizeyi olarak tanimlandi.
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3.2.5 Nisin iireten sustan plazmitlerin giderilmesi ve plazmitleri giderilmis

mutantlarin secimi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda plazmit giderme ajani olarak akriflavin
kullanildi. L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun gelisebildigi en yiiksek akriflavin
dozu deneysel olarak belirlendikten sonra, s6z konusu sus bu akriflavin dozunda beg
pasaj gelistirildi. Bu siire sonunda akriflavin iceren M17 broth besiyerinde gelistirilen
kiiltiirlerden hazirlanan seri dillisyonlardan, laktoz indikatdr agar ortamlarina ekimler
yapildi ve 30°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda,
olusturduklar1 laktik asit ile indikatér boya rengini sariya ceviren koloniler, laktoz
fermentasyon yetenegini siirdiiren (Lac”) koloniler olarak degerlendirildi. Yeterli asit
olusturamadig1 icin indikatdr boya renginin doniisiimiine neden olamayan beyaz
koloniler ise, laktoz fermentasyon yetenegini kaybetmis (Lac’) mutantlar olarak secidi
ve M17 broth ortamina alind1 (McKay et al. 1972, Gasson and Davies 1980, Wolfe and
McKay 1983). Secilen mutantlarin plazmit iceriklerindeki degisimler, plazmit

izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi yontemi ile kontrol edildi.

Laktoz indikatér Agar

Tripton 20 g
Jelatin 25 g
Dekstroz 25 g
Laktoz (%1) 100 mL
NaCl 4 g
Sodyum asetat 1.5 g
Askorbik asit 0.5 g
Brom krezol purpur (%0.004) 10 mL
Agar 15 g
Destile su 880 mL

pH 6.8 + 0.02 (Sterilizasyondan 6nce)
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Ortam igerikleri (brom krezol purpur ve laktoz hari¢) 880 mL destile su igerisinde
coziildiikten sonra, 121°C’de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Hazirlanan
temel besiyerine, ayr sterilize edilen laktoz ve brom krezol purpur ilave edilerek 45 °C’

ye kadar sogutuldu. Bu besiyeri, 15 mL’ lik hacimler halinde petri kutularina dokiildii.

3.2.6 L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu ve mutantlarimn plazmit iceriklerinin

tanimlanmasi

3.2.6.1 Plazmit izolasyonu

M17 broth ortaminda 30°C’de 18 saat gelistirilen L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu ve
mutantlarindan, 10 mL’ lik M17 broth ortamlaria birer mL inokiilasyonlar yapilarak,
tipler 30°C’de 3-3.5 saat inkiibasyona birakildi. Bu silire sonunda bakteri kiiltiirleri
6000 devirde 15 dakika santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi kurutulduktan sonra, 379 uL
sakkaroz tamponunda ¢oziildii. 37°C’ye kadar 1sitilan bu ortama 96.5 pL lizozim ilave
edildi ve su banyosunda 37°C’de 5 dakika tutuldu. 48.2 pL Tris-EDTA-I
uygulamasindan sonra tiiplere % 20 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden 27.6 L.
aktarilarak karistirildi. Bu asamada ortamda viskozitenin artisi lizizin bagladigini
gostermektedir. Lizizin tamamlanmas: i¢in santrifiij tiipleri 37°C su banyosunda 10
dakika siire ile tutuldu. 10 dakika sonunda tiip igerikleri yiiksek devirde 30 saniye
karistirilarak kromozomal DNA’ nin kirilmasi saglandi. Ortama, yeni hazirlanan 3 N
NaOH ¢ozeltisinden 27.6 pL ilave edildi ve tiipler diiz bir zemin iizerinde 10 dakika
sire ile yavasca cevrilerek kromozomal DNA’ in alkali denatiirasyon kosullari
olusturuldu. Denatiirasyon asamasinin sonunda santrifiij tliplerine 49.6 pL Tris-HCI
cozeltisi aktarilarak, 3 dakika siire ile yine diiz bir zeminde karigtirildi. Ortam pH’ sinin
8.5-9 arasinda diisiisii ile notralizasyonun saglandigi belirlendi. Bu ortamlara + 4°C’ de
tutulan 5 M NaCl c¢ozeltisinden 71.7 pL ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol
¢ozeltisinden 700 pL ilave edilerek, + 4°C’de 15000 devirde 15 dakika santrifiij islemi
uygulandi. Tiiplerde olusan iist faz, mikropipet yardimiyla yeni tiiplere aktarildi ve
deproteinasyonun saglanmasi i¢in 700 pL kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi ilave
edildi. Ortamlar +4°C’de 15000 devirde 15 dakika santrifiij edilerek iist faz yeni tiiplere
alindi ve esdeger hacimde etil alkol ilave edildi. Bu ortam -20°C’de bir gece
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bekletildikten sonra, 15000 devirde 15 dakika santrifiij edilmek suretiyle plazmit DNA
coktiirtildii. Siv1 faz dokiildii ve ¢okeltiler seffaflasincaya kadar kurutuldu. Kurutulan
izolatlar 20 pL Tris-EDTA-2 igerisinde ¢oziildii. Son asamada ortama RNaz A stok
cozeltisinden 2 pL ilave edildi ve 37°C’de 45 dakika inkiibasyona tabi tutuldu
(Anderson and McKay 1983).

Sakkaroz Cozeltisi

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

Lizozim Cozeltisi

Tris 0.3 g
Lizozim 0.1

Destile su 10 mL
pH 8.0 £ 0.02

Tris-EDTA-1

Tris 0.6 g
EDTA 931 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £ 0.02

Tris-HCI

Tris-HCI 3152 g
Destile su 100 mL
pH 7.0 £ 0.02

31



SDS Cozeltisi

Tris 06 ¢
EDTA 074 ¢
SDS 20 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Tris-EDTA-2

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 ¢
Destile su 100 mL
pH 7.5 +£0.02

% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cézeltisinin Hazirlamsi: 100 g fenol {izerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak, 45 °C su banyosunda ¢oziildii. Ortama 0.1 g

hidroksiguinolin ilave edildi ve karistirilarak oda sicakliginda tutuldu.

RNaz A Cozeltisi: 5 mL steril destile su igerisinde hazirlanan 0.005 M sodyum asetat

cozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5.0’a ayarland1 ve iizerine 5 mg RNaz A (Sigma,
Chem. Co., USA) ilave edildi. Kaynar su igerisinde ortam 5 dakika tutulduktan sonra,
—20 °C’de saklandh.

3.2.6.2 Elektroforez

Plazmit DNA oOrneklerinin elektroforezi, % 0.7 agaroz orami ile hazirlanan jellerde
yapildi (Meyers et al. 1976). Yatay jel sistemleri igin agaroz, kullanilan jel plaka
sisteminin hacmine gore 30-35 ya da 150-200 mL tris-asetat elektroforez tamponu
icerisinde kaynar su banyosunda ¢oziildii. 45°C’ye kadar sogumasi beklenen ortam,
elektroforez plakalarina dokiildii ve jel taraklar yerlestirilerek 1 saat bekletildi. Bu siire
sonunda elektroforez tanklarina, jelin iizerini kapatacak bi¢gimde tampon ¢ozelti ilave
edildi ve jelin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ortamdan alindi. 37°C’de 45

dakika inkiibe edilen DNA ornekleri su banyosundan alinarak 2 pL. marker boya
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coOzeltisi ile karistirildi ve mikropipet yardimiyla jel kuyucuklarina 20 pL olacak sekilde
aktarildi. Elektroforez, 100 voltta 3-3.5 ya da 5-5.5 saat siireyle yapildi. Marker boyanin
jel sistemini terk etmesinden sonra elektrik akimi kesildi ve ortamdan alinan jeller, 0.2
pg/mL etidyum bromit igeren elektroforez tampon ¢ozeltisinde 1 saat boyandi. Bu siire
sonunda jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole 151k altinda incelendi ve Kodak Gel
Logic 200 Imaging System’de fotograflar1 alindi (Macrina et al. 1982).

Tris-AsetatTampon

Tris 484 ¢
Sodyum asetat 4.08 mL
EDTA 0.37 mL
Destile su 1000 mL
pH 8.0 £0.02

Marker Boya

Bromfenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.6.3 Plazmit biiyiikliiklerinin saptanmasi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu ve bu susun mutantlarindan izole edilen plazmitlerin
biiytikliiklerinin saptanmasinda, molekiiler biiyiikliikleri bilinen ccc DNA marker’
larmin elektroforetik hareketlilikleri ile, biiyiikliiklerinin logaritmalar1 arasinda
belirlenen dogrusal iligkiden yaralanildi (Macrina et al. 1978, Southern 1979, Schaffer
and Sederoff 1981). Marker ccc DNA molekiillerinin agaroz jel fotograflari {izerinde
Olgiilen gb¢ araliklart ile bilinen biyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagli olarak
egrileri cikarildi. Istatistik analizlerle her farkli jel i¢in korelasyon katsayis1 ve egrinin
egimi belirlenerek, bakterilerden izole edilen plazmitlerin biiyiikliikleri saptandi

(Campbell 1974, Elder et al. 1983, Elder and Southern 1983).

33



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

E-(G.C)

Korelasyon Katsayis1 (J) =

V[D-(H.C)].[B=(G.A)]

Molekiiler Biiyiikliik (W) = Antilogjo [ . (a—-G )+ H ]
X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiytikliigii (kilobaz)

A=Xi+Xo+ X5+ oo + Xa
B=X/+ X"+ Xs*+ oo, + X,
C=logioY: +1ogioY2 +10g10Y3+ cevreeiieiiiecnnnen. +logioYn
D= (logioY1)* + (1ogioY2 )* + (10€10Y3 ) + cooevvvereereeernn. +(logioYa)®
E=X; (logioY1)+ Xz (logioY2) + X35 (10g10Y3) + eeeerievieiiieins + X (logioYn)
A
G = Ortalama X =
N
C
H = Ortalama Y =
N

a = Molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen plazmitlerin jel lizerinde go¢ii (mm)

3.2.7 Kromozomal DNA izolasyonu

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu M17 broth ortaminda (5 mL) 30'C’de 18 saat siire ile
gelistirildi. Bu ortam 14000 devirde 5 dakika santrifiij edilerek, hiicreler ¢oktiiriildii.

Elde edilen ¢okelti tizerine 450 uL STE tamponu (100 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0,
10 mM Tris pH 7.5) ve 50 pL lizozim (100 mg/mL) ¢bzeltisi aktarilarak karistirildi. Bu
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sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonu, liziz isleminin tamamen gergeklesebilmesi i¢in
37 'C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra 10 pL proteinaz K (20 mg/mL) ve 50 uL SDS
(% 20) ¢ozeltisinden ilave edilerek karstirildi ve tekrar 37'C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Kromozomal DNA’ nin hiicre duvari kalintilar1 ve diger proteinlerden
ayrilmasi amaciyla ortama 70 pL 5 M NaClI ve 630 pL fenol ¢ozeltisi ilave edilerek,
14000 devirde 10 dakika santrifiij islemi uygulandi. Ortamdan alinan iist faz {izerine
630 pL kloroform/izoamilalkol (24:1) ¢dzeltisi eklendi. Ikinci kez 14000 devirde 10
dakika santrifiij islemi yapildi. Ust faz yeni bir mikrofiij tiipiine alindi1 ve ayni hacimde
izopropanol ile karistirildi. Karisim 14000 devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
iist stv1 uzaklagtirildi. Elde edilen ¢okelti -20'C’de muhafaza edilen 500 uL etanol ile
¢oziildii ve son kez 14000 devirde 5 dakika santrifiij edilerek alkol tamamen uguncaya
kadar ¢okelti kurutuldu. Son asamada DNA ¢okeltisi TE tampon igerisinde ¢oziildii ve
-20 'C’de saklandi (van der Meer et al. 1993).

3.2.8 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) denemeleri

PZR c¢aligmalari, izole edilen plazmit DNA ve kromozomal DNA 06rnekleri ilizerinde ve
Techne A512 model thermal cycler (England) kullanilarak yapildi. Calismalarda
Akgelik ve ark. (2006) tarafindan 6nerilen ve bir ¢evrimi 94 'C’de 45 saniye, 52.5 C’de
45 saniye ve 72 'C’de 1 dakika ile tamimlanan, toplam 30 gevrimlik protokol uygulandi.
Nisine 6zgii primerler (ileri: 5’ATG AGT ACA AAA GAT TTT AAC TTG 3°, geri: 5’
ATT TGC TTA CGT GAA TAA TAC AA 3’) temel nisin genini i¢ine alan 179 bazlik
bolgeden olusturuldu (Choi et al. 2000). Elde edilen PZR fragmentleri % 1 agaroz
iceren jelde yiiriitiildii. Fragment biiytikliikleri O’rangeruler 100 bp marker (Fermentas,

Finland) kullanilarak tanimlandi.

3.2.9 Konjugasyon

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda nisin genlerinin konjugal siireglerle aktarima, L.
lactis subsp. lactis MG1363 alic1 susu kullanilarak arastirildi. Aktif verici ve alict sus
kiiltiirleri; 2 mL alic1 ve 3 mL verici olacak sekilde karistirdiktan sonra, steril siringalar

kullanilarak membran filtre (0.45 pm, Sartorius, Germany) iizerinde toplandi. Alict ve
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verici sus kiiltiirlerini igeren filtreler M17 agar ortamlarina yerlestirilerek, 30'C’de 18
saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda M17 agar ortamlarindan alinan
filtreler, 1 mL steril fizyolojik tuzlu su igerisinde karistirildi ve 10 diizeyine kadar seri
diliisyonlar hazirlandi. Her diliisyondan 5’er pg/mL eritromisin iceren M17 agar
ortamina 0.1 mL aktarilarak yayma ekimler yapildi ve 30 'C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, M17 agar ortaminda tespit edilen nisin iiretme yetenegindeki
koloniler konjugant olarak tanimlandi. Konjugasyon sikligi;; 1 mL i¢in saptanan
konjugant sayisinin, 1 mL’ de bulunan verici sus sayisina oranlanmasi sonucu
belirlendi. Higbir muameleye tabi tutulmadan M17 agar ortamlarinda gelistirilen verici

sus kiiltiirleri, kontrol olarak kullanildi (Gasson and Davies 1980).

3.2.10 Nisin iiretme yeteneginin stabilite diizeyinin saptanmasi

Nisin iiretme yetenegindeki dogal sus ve konjugantlarda, bu 6zelligin stabilitesi;
suslarin herbirinin % 10 skim milk (Oxoid Ltd., England) ortaminda 10 pasaj (~70
generasyon) gelistirilmesinden sonra secilen kolonilerin, nisin {iretim yetenekleri
yoniinden tekrar test edilmesi suretiyle saptandi (Coakley et al. 1997). Nisin iiretim
yetenegini siirdiiren kolonilerin populasyondaki orani, ylizde stabilite cinsinden ifade

edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Lactococcus lactis subsp. lactis EYL 38 Susu Tarafindan Uretilen Nisinin Etki

Spektrumunun Belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu tarafindan {iretilen nisinin antimikrobiyel etki
spektrumu; 23 farkl indikator bakteriye karsi, van Belkum ve ark. (1989) tarafindan
Onerilen yontem esas alinarak belirlendi. Caligmalar sonucunda, s6z konusu susun 17
indikator bakteriye karsi farkli diizeylerde inhibitor etkiye sahip oldugu saptandi
(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1). Antibakteriyel aktivite testleri, L. lactis subsp. lactis EYL 38
tarafindan tiretilen nisinin; Lactobacillus sake NCDO 2714, Lactococcus lactis subsp.
lactis IL 1403, Enterococcus faecalis LMG 2708, Listeria innocua LMG 2813, Lb.
plantarum LMG 2003, L. lactis subsp. lactis JC17, Pediococcus pentosaceus LMG
2001 suslarina yiiksek (10-25 mm aras1 inhibisyon zonu), L. lactis subsp. lactis 105, L.
lactis subsp. lactis LMG 2908, L. lactis subsp. lactis 2, Staphylococcus carnosus LMG
2709 ve E. faecalis NCDO 581 suslarina orta (6-8 mm arasi inhibisyon zonu), L. lactis
subsp. lactis T1, L. lactis subsp. lactis 731, L. lactis subsp. lactis LMG 2912, Bacillus
cereus LMG 2732, ve L. lactis subsp. cremoris LMG 2132 suslarina ise diisiik seviyede
(4-5 mm aras1 inhibisyon zonu) inhibisyon etkinligi gosterdigine isaret etti. L. lactis
subsp. lactis SIK-83, Staph. aureus LMG 3027, L. lactis subsp. lactis LMG 2088,
Escherichia coli LMG 3083 (ETEC), Salmonella enterica Typhimurium SL1344 ve
Pseudomonas fluorescens P1 suslar1 ise, EYL 38 tarafindan iretilen nisine karsi tam
direnglilik 6zelligi gosterdi. L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun irettigi nisin ile,
kontrol susu (L. lactis subsp. lactis SIK-83) tarafindan iiretilen nisinin aktivite etkinligi
ve spektrumu bakimindan biiyiik oranda benzerlik bulundu. Bu iki sus tarafindan
tiretilen antibakteriyel proteinler arasinda en belirgin farklilik, SIK-83 nisininin Staph.
aureus LMG 3027 susunun gelisimini diisiik diizeyde inhibe etmesi olarak tespit edildi
(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun indikator suslara kars1 gosterdigi

inhibisyon etkinligi
indikator Bakteriler Nisin inhibisyon

zonu capi (mm)*
EYL 38 | SIK-83

L. lactis subsp. lactis SIK-83 (Nisin {ireticisi) - -

Lactobacillus sake NCDO 2714 (Nisin duyarli) 21 22

L. lactis subsp. lactis IL 1403 (Nisin duyarli) 10 12

Enterococcus faecalis LMG 2708 (Nisin duyarli) 10 9

Listeria innocua LMG 2813 (Nisin duyarli) 10 13

L. lactis subsp. lactis 105 (Laktisin iireticisi) 6 7

L. lactis subsp. lactis LMG 2908 6 9

L. lactis subsp. lactis T1 4 5

L. lactis subsp. lactis 731 (Laktisin 3147 iireticisi) 5 7

L. lactis subsp. lactis 2 (Laktisin 3147 {ireticisi) 7 7

L. lactis subsp. lactis LMG 2912 (Laktisin 3147 iireticisi) 5 8

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) - -

Salmonella enterica Typhimurium SL1344 - -

Pseudomonas fluorescens P1 - -

Lactobacillus plantarum LMG 2003 25 29

L. lactis subsp. lactis JC 17 (Laktisin 481 {ireticisi) 12 14

Bacillus cereus LMG 2732 4 6

Staphylococcus carnosus LMG 2709 7 10

Pediococcus pentosaceus LMG 2001 (Pediosin iireticisi) 12 18

Enterococcus faecalis NCDO 581 8 10

Staphylococcus aureus LMG 3027 - 6

L. lactis subsp. cremoris LMG 2132 (Laktokoksin A+B 5 8

iireticisi)

L. lactis subsp. lactis LMG 2088 (Laktokoksin G {ireticisi) - -

EYL 38: L. lactis subsp. lactis

SIK-83: L. lactis subsp. lactis (nisin iireticisi kontrol)

* Zon ¢apt; 1-5 mm: diisiik diizeyde duyarli, 6-9 mm: orta diizeyde duyarli, 10>: yiiksek
diizeyde duyarli
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Sekil 4.1 L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu tarafindan iiretilen nisinin Lactobacillus
plantarum LMG 2003 susuna kars1 olusturdugu inhibisyon zonu.
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Antibakteriyel aktivite karakteristikleri iizerinde yiiriitiilen ¢ok sayida arastirmada,
laktokoklar tarafindan fiiretilen bakteriyosinlerin; yakin akraba tiirler yaninda, farkli
Gram-pozitif bakterilere karsi da inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir (Geis et al.
1983, Ryan et al. 1996, Mao et al. 2001). Laktokok bakteriyosinleri igerisinde en genis
etki spektrumuna sahip olan nisinin; Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Micrococcus, Staphylococcus, Clostridium ve Listeria gibi birgok cinse
ait tiire kars1 antibakteriyel aktivitesi tanimlanmustir (Hurst 1981, Stevens et al. 1991).
Nisinin etki spektrumu, {iretici suslarin 6zgiil {iretim oranlarina bagl olarak
degisebilmektedir. Bu nedenle farkli etki spektrumu igeren iiretici suslar
tanimlanabilmektedir (Moreno et al. 2000, Noonpakdee et al. 2003, Mirhosaini et al.
2006, Stoyanova et al. 20006).

Arastirmamizda da, Tirkiye kokenli sus ile kontrol sus arasinda belirlenen diisiik
diizeydeki nisin etkinlik farkliliklari, biiytik bir olasilikla s6z konusu bakterilerin degisik
Ozgil iiretim oranlarindan kaynaklanmaktadir. Tirkiye kokenli EYL 38 susu da,
yukarida Ozetlenen literatiir verilerinde oldugu gibi genis bir antibakteriyel aktivite

spektrumuna sahip bir nisin tipi iiretmektedir.

Bakteriyosin {ireticisi suslarda biyosentez ve direnglilik genleri operonlar halinde
organize olmaktadir. Direnglilik genleri, ayn1 bakteriyosini iiretme yeteneginde olan
farkli suglarin birbirinin gelisimini engelleme yetenegini sinirlandirmaktadir (Engelke et
al. 1994, Siegers and Entain 1995). Bu arastirmada da, L. lactis subsp. lactis EYL 38
susu ile bakteriyosin tireticisi L. lactis kontrol suslarina kars1 yiiriitiilen ¢apraz etkinlik
denemeleri, literatiir verilerini desteklemistir. EYL 38 susunda; nisin iireticisi L. lactis
subsp. lactis SIK-83 ve laktokoksin iireticileri L. lactis subsp. cremoris LMG 2132 ve L.
lactis subsp. lactis LMG 2088 suslarinin kiiltiir tist sivilarina kars1 tam direng 6zelligi
saptanirken, laktisin {ireticisi bes adet susa kars1 yliksek diizeyde duyarhilik tespit edildi
(Cizelge 4.2). Etki spektrumunun belirlenmesini esas alan testler ve iiretici organizmalar
arasinda ylirttiilen ¢apraz denemeler sonucunda, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun

tipik nisin {ireticisi davranisina sahip oldugu saptandi.
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Cizelge 4.2 Bakteriyosin iireticisi baz1 laktokok suslarinin, L. lactis subsp. lactis EYL38
susu iizerine inhibisyon etkinlikleri

Referans Bakteriler

Nisinin inhibisyon
zonu ¢api (mm)

EYL 38

L. lactis subsp. lactis SIK-83 (Nisin {ireticisi) -
L. lactis subsp. lactis 105 (Laktisin iireticisi) 17
L. lactis subsp. lactis 731 (Laktisin 3147 iireticisi) 18
L. lactis subsp. lactis 2 (Laktisin 3147 {ireticisi) 16
L. lactis subsp. lactis LMG 2912 (Laktisin 3147 iireticisi) 16
L. lactis subsp. lactis JC 17 (Laktisin 481 {ireticisi) 10
L. lactis subsp. cremoris LMG 2132 (Laktokoksin A+B -
iireticisi)

L. lactis subsp.

lactis LMG 2088 (Laktokoksin G iireticisi)

EYL 38: L. lactis subsp. lactis
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4.2 pH, Sicaklik ve Enzim Uygulamalarimin Nisin Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun kiiltiir iist sivilarinda kritik diliisyon yontemi
kullanilarak yiirtitiilen testler sonucunda, iiretilen nisinin aktivitesi 3200 AU/mL
diizeyinde tespit edildi. EYL 38 susu tarafindan iiretilen nisinin; pH 2.0-4.0 arasinda
aktivitesinin arttigi, pH 5.0-8.0 arasinda stabilitesini korudugu; pH 9.0’da % 50, pH
10.0’da % 75 ve pH 11.0°de % 87.5 oraninda aktivite kaybi1 gosterdigi saptandi
(Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2). Enzim uygulamalarinda, s6z konusu susun iirettigi nisinin; o-
kemotripsin ve proteinaz K tarafindan tamamen inaktive edildigi, lipaz ve a-amilaz
uygulamalar1 sonucu, sirastyla % 50 ve % 87.5 oraninda aktivite kaybina ugradigi
belirlendi. EYL 38 tarafindan {iretilen nisin; tripsin, pepsin, katalaz ve lizozim
enzimlerine karsi tam direng gosterdi (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2). Test edilen sus
tarafindan iretilen nisinin 100°C’de 5, 10, 15, 20 dakika sicaklik uygulamalarina karsi
stabilitesini korudugu, 121°C’de 15 dakika sicaklik uygulamasinda ise aktivitesinin %
97 oraninda azaldig1 saptandi (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2). Kontrol amaciyla kullanilan L.
lactis subsp. lactis SIK-83 susu tarafindan tiretilen nisinin de pH, sicaklik ve enzim

uygulamalarina benzer yanitlar verdigi tespit edildi (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Asidik ortamlarin nisin molekiiliiniin ¢6ziiniirliigiinii artirdig1 ve bu nedenle inhibisyon
etkinligini yiikselttigi bilinmektedir. Liu ve Hansen (1990) tarafindan yiiriitiilen
arastirmada; nisinin ¢oziiniirliigii pH 2’de (25°C) 57 mg/mL, pH 8’de (25°C) ise 0.25
mg/mL olarak belirlenmistir. Dogal nisin varyantlar1 kullanilarak gergeklestirilen bir
diger calismada ise; nisin Z’nin, ndtral pH degerlerinde nisin A’ya gore daha fazla
¢oziinlirliige sahip oldugu saptanmistir (Sonomoto et al. 2000). Benzer sekilde, farkli
kaynaklardan izole edilen L. lactis subsp. lactis suslar1 tarafindan iiretilen dogal nisin
peptitlerinin aktivitelerinin asidik pH degerlerinde arttig1, alkali pH degerlerinde ise
azaldig1 tespit edilmistir (Olasupo et al. 1999, Noonpakdee et al. 2003, Park et al. 2003,
Mitra et al. 2005, Akgelik et al. 2006). Bu ¢alismalarin bazilarinda nisinin aktivitesinin
pH 7’den sonra (Park et al. 2003, Mitra et al. 2005, Akgelik et al. 2006), bazilarinda ise
pH 9’dan sonra (Olasupo et al. 1999, Noonpakdee et al. 2003) 6énemli dlglide diistigii

saptanmistir. Ancak hicbir ¢alismada alkali kosulda aktivitenin tamamen kaybi tespit
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edilememistir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar bu literatiir verileri ile biiytlik 6lglide

benzerlik tasimaktadir.

Endiistriyel tiretimi yapilan standart nisinin, proteinaz K ve a-kemotripsin enzimleri ile
tamamen inaktive edildigi, o-amilaz, lipaz, lizozim, tripsin ve katalaz enzim
uygulamalarindan ise etkilenmedigi saptanmistir (Delves-Brougton 1990). Bu
arastirmada, s6z konusu verilerden farkli olarak, EYL 38 susu tarafindan iiretilen nisinin
a-amilaz enzimi uygulamasiyla aktivitesini kismen kaybettigi tanimlandi. Tim
bakteriyosinlerin temel yap1 ve fonksiyonlari peptitlerden ileri gelmektedir. Ancak bazi
bakteriyosinlerin karbonhidrat ve lipit molekiilleri ile biiylik kompleks yapilar
olusturdugu ve bir¢cok durumda bu yan gruplarin bakteriyosinin aktivitesi lizerinde etkili
oldugu belirlenmistir (Klaenhammer 1993). Enzim aktivite testleri ilave molekiillere
isaret etse de; nisin ve benzeri lantibiyotikler kullanilarak gerceklestirilen yapisal
analizler sonucu, herhangi bir karbonhidrat ya da lipit yan grubu tanimlanmamaistir.
Nisin molekiiliiniin ti¢ boyutlu yapisin1 aydinlatmak i¢in yapilan ¢aligmalarda, su ve
dimetilsulfoksit (DMSO) soliisyonu igerisinde kesin bir yapisal model belirlenememis
ve katlanma sekilleri agiklanamamustir (Ra et al. 1999, Koponen 2004). Diger yandan,
son yillarda degisik kaynaklardan izole edilen suslarin; amino asit dizisi ve molekiil i¢i
bag 6zellikleri bakimindan diisiik diizeyde farkliliklar iceren nisin A ve nisin Z disinda
da nisin varyantlar1 (nisin Q ve nisin U) tretebildikleri tespit edilmistir (Twomey et al.

2002, Papagianni 2003, Zendo et al. 2003, Wirawon et al. 2006).

Arastirma bulgular literatiir verileri ile birlikte degerlendirildiginde; L. lactis subsp.
lactis EYL 38 susu tarafindan iiretilen nisinin, karbonhidrat yan grubu iceren ve bu
nedenle farkli protein katlanma yapisina sahip yeni bir varyant olma olasilifi 6ne

¢ikmaktadir.

43



Cizelge 4.3 Nisin aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi

- Nisin Aktivitesi (AU mL™)
EYL 38 SIK-83
2 6400 12800
3 6400 12800
4 6400 12800
5 3200 6400
6 3200 6400
7 3200 6400
8 3200 6400
9 1600 3200
10 800 1600
11 400 800

EYL 38: L. lactis subsp. lactis
SIK-83: L. lactis subsp. lactis (nisin iireticisi kontrol sus)
AU: Arbitrary unit
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Cizelge 4.4 Nisin aktivitesi lizerine enzim ve sicakligin etkisi

Muamele Nisin Aktivitesi (AU mL™")
EYL 38 SIK-83

Kontrol 3200 6400
Tripsin 3200 6400
a-kemotripsin 0 5
Pepsin 3200 6400
a-amilaz 200 100
Lipe 1600 6400
Katalaz 3200 6400
Lizozim 3200 6400
Proteinaz K 0 5
100°C 5 dk 3200 6400
100°C 10 dk 3200 6400
100°C 15 dk 3200 6400
100°C 20 dk 3200 6400
121°C 15 dk 100 100

EYL 38: L. lactis subsp. lactis
SIK-83: L. lactis subsp. lactis (nisin iireticisi kontrol sus)
AU: Arbitrary unit
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pH Sicakhik

Kontrol

Proteinaz K

Kontrol ] !
a.amilaz Kantrol Papsin

akemotripsin

Tripsin

Enzim 1 Enzim 2

Sekil 4.2 L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun firettigi nisin iizerine pH, sicaklik ve
enzimlerin etkisi.
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4.3 Nisin Ureticisi L. lactis subsp. lactis EYL 38 Susunun Faj Duyarhlik Diizeyinin

Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun faj duyarhilik diizeyi, 40
adet laktokok faji kullanilarak belirlendi. Homolog konakgi bakterilere denenerek
titreleri 10’ pfu/mL ve yukarisina ¢ikarilan fajlar, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susuna
kars1 cift tabaka agar ortamlarinda test edildi. Testlerde faj bakteri dinamik dengesi
(pfu/cfu=1) esas alindi ve sonuglar faj plak olusumuna gore degerlendirildi. Bu testler
sonucunda, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu tiim fajlara kars1 direng fenotipi gosterdi
(Cizelge 4.5).

Tiirkiye kokenli L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda tespit edilen yiiksek faj direng
fenotipi, llkemizde yiiriitiilen daha Onceki c¢alismalarin sonuglart ile paralellik
tasimaktadir (Akgelik and Tunail 1992, Akgelik 1998, Akgelik 1999, Akgelik et al.
2000, Tuncer and Akgelik 2002, Tiikel and Akgelik 2003, Sanlibaba and Akgelik 2005).
Bu giiglii faj direnclilik fenotipi, Tiirkiye kokenli nisin treticisi L. lactis subsp. lactis
EYL 38 susunu starter kiiltiir programlart i¢in ¢ok Oonemli kilmaktadir. Zira bu iki
Ozellik sayesinde fermente siit endiistrisinin temel sorunlari olan kontaminant floranin
inhibisyonu ve faj saldiris1 sonucu starter kiiltiirlerin pargalanarak aktivitelerini
kaybetmesi, EYL 38 susunun kullanildig1 iiretim siireclerinde engellenebilecektir.
Ancak bu susun endiistriyel iiretim siireglerinde kullaniminin 6nerilebilmesi igin; laktik
asit lretimi diizeyi ve proteolitik aktivite etkinligi yaninda tuz, sicaklik ve pH
degisimleri sonucu meydana gelen stres kosullarina direnclilik 6zellikleri de detayl bir
sekilde arastirllmalidir. Diger yandan, EYL 38 susunun Tiirkiye’ den izole edilen 40
adet dominant faj tipine kars1 gosterdigi direngliligin genetik esasi belirlendikten sonra,
bu 6zelligin endiistriyel starter kiiltlir suslarina konjugatif yollarla aktarimi da, ticari sus

gelistirme ¢alismalar1 agisindan biiyiik deger tasiyacaktir.
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Cizelge 4.5 L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun faj direng profili

Bakteri Kod No Bakteri Kod No
Faj Kod No EYL 38 Faj Kod No EYL 38
O Epld 67.37 - 0 Epll 98.30 -
O Epld 67.38 - 0 Epll 98.32 -
O Epld 67.39 - OYplc 61.38 -
0 Epld 67.40 - OYplc 61.51 -
0 Epld 67.41 - OYpld 66.54 -
O Epld 67.42 - 0 Ypld 67.41 -
0 Epld 67.43 - 0 Ypld 67.43 -
O Epld 67.44 - 0 Ypld 67.26 -
O Epld 67.45 - 0 Ypld 67.28 -
O Epld 67.46 - 0 Ypld 67.57 -
0 Epll 10.5 - O Ypll 35.47 -
O Epll 36.17 - 0 Ypll 36.2a -
0 Epll 98.22 - 0 Ypll 36.30 -
0 Epll 98.23 - O Ypll 36.33 -
0 Epll 98.24 - O Ypll 36.35 -
O Epll 98.25 - O Ypll 36.48 -
0 Epll 98.26 - 0 Ypll 36.4a -
O Epll 98.27 - O Ypll 36.52 -
0 Epll 98.28 - 0 Ypll 98.31 -
0 Epll 98.29 - O Ypll 98.55 -
- : direngli
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4.4 Nisin Ureticisi L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda Nisin Direnclilik

Diizeyinin Belirlenmesi

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun direnglilik diizeyi, farkli oranlarda nisin i¢eren
(100-10000 TU/mL) 3 mL’lik GM17 ortamlarindaki hiicresel gelisim tespit edilerek
belirlendi. Kontrol olarak, nisin tireticisi L. lactis subsp. lactis SIK-83 ve nisin tireticisi
olmayan L. lactis subsp. lactis MG1363 suslar1 kullanildi. Yapilan denemede L. lactis
subsp. lactis EYL 38 susunda en son 5500 IU/mL, L. lactis subsp. lactis SIK-83
susunda 4000 IU/mL ve L. lactis subsp. lactis MG1363 susunda ise 200 IU/mL nisin
iceren besiyeri ortaminda bakteriyel gelisme tespit edildi. Bu degerlerin asilmasi

durumunda her ii¢ susta da bakteriyel gelisim saglanamadi.

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda, 6zellikle kontrol nisin iiretici sus SIK-83’e
oranla saptanan yiiksek nisin direnglilik diizeyi, bu bakterinin nisin {iretiminde
kullaniminin 6nemli bir avantaj olusturacagina isaret etmektedir. Zira nisin {liretimi
tizerinde etkili kriterlerden biri de, iiretici susun direnglilik diizeyidir. Nisin iiretici
suslarda ortalama nisin direnglilik seviyeleri 1000 IU/mL civarinda tespit edilmistir. Bu
suglarin bazilarinda direnclilik genlerinin kopya sayilarinin arttirilmasi sonucu, nisin
tiretiminde % 20 oranina varan yiikselmeler belirlenmistir (Qiao et al. 1997, Kim et al.
1998). L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda da nisin direnglilik genlerinin molekiiler
analizi sonucu elde edilecek veriler 1s1ginda, benzer caligmalar yapilabilir ve nisin

tiretimi gelistirilebilir.
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4.5 L. lactis subsp. lactis EYL 38 Susunda Nisin Uretim Yeteneginin Genetik

Determinantinin Saptanmasi

Nisin iiretim yeteneginin genetik dogasinin belirlenmesi amaciyla L. lactis subsp. lactis
EYL 38 susunda mutasyonel analiz, konjugal aktarim ve nisin temel genine 0zgi
primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) c¢alismalar1 yapildi.
Mutasyonel analizlerde, mutajen ajan olarak akriflavin kullanildi. Minimum {iremenin
gerceklestigi akriflavin dozunda (30°C’de 10 pg/mL ve 37°C’de 5 pg/mL) 5 pasaj
gelistirilen sustan laktoz indikatdr agar ortamlarina yayma ekim yontemi kullanilarak
inokiile edildi (0.1 mL) ve 30°C ve 37°C’de ayr1 ayr1 18 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiiciik ve beyaz koloniler secildi ve nisin iiretim yetenekleri,
duyarl indikator bakteriler kullanilarak, GM17 agar ortaminda aragtirildi. Nisin liretim
yetenegini siirdiiren (Nis') ve nisin iiretim yetenegini kaybeden (Nis) mutantlarn
plazmit iceriklerindeki degisim, % 0.7 agaroz igeren jellerde belirlendi (Sekil 4.3). Bu
caligmalar sonucu L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun, molekiiler biiyiikliikleri 33.1,
28.7, 23.7, 20.0, 18.3, 9.9, 8.7, 4.4, 3.3, 2.1 kb (kilobaz) olarak tanimlanan 10 adet
plazmit igerdigi saptandi. EYL 38-1, EYL 38-9, EYL 38-19, EYL 38-33 ve EYL 38-36
mutantlarindaki degisik plazmit kombinasyonlarinda 33.1, 20.0, 18.3, 9.9, 8.7, 4.4, 3.3,
2.1 kb’lik plazmitlerin bulunmamasimin Nis® fenotipin siirmesi icin bir engel teskil
etmedigi belirlendi. Ancak bu mutantlardan farkli olarak, EYL 38-17 ve EYL 38-22
mutantlarinda Nis™ fenotipin meydana gelmesi; s6z konusu mutantlarda 28.7 kb

bliytikliikteki plazmidin nisin {iretiminden sorumlu olabilecegine isaret etti (Sekil 4.3).

L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda klasik mutasyon analizlerinden elde edilen
verilerin dogrulugunun test edilmesi ve nisin iiretim yeteneginin konjugatif 6zelliginin
arastirllmas1 amaciyla, konjugal aktarim calismalari yapildi. Bu c¢alismalarda Nis'
eritromisine duyarli (Em®) L. lactis subsp. lactis EYL 38 verici susu ile, eritromisine
direngli (Em’, 5 pg/mL) ve Nis™ L. lactis subsp. lactis MG1363 alic1 susunun membran
filtre {izerinde eslestirilmesi yontemi kullanildi. Nis® ve Em" kriterlerine gére secilen
konjugantlarda plazmit analizleri ile, aktarimi saglanan 6zelligi kontrol eden plazmit
tanimlanmaya calisild1 (Sekil 4.4). Konjugasyon denemeleri sonucunda, nisin iretme

yetenegi kazanan tiim konjugantlarda yalniz 8.7 kb biiytikliikteki plazmidi igcerdigi tespit
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edildi. Bu veri klasik mutasyon c¢aligmalarinin isaret ettigi 28.7 kb biiyiikliikteki
plazmidin nisin Uretimi genlerini tagima olasiligim1 ¢iriittii. Diger yandan
konjugantlarda saptanan yegane plazmidin (8.7 kb) bulunmadigi mutantlarda nisin
iretim yeteneginin devam etmesi (Sekil 4.3), L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda bu

plazmidin de nisin iiretimi ile iligkilendirilemeyecegini gosterdi.

Dogal sustan plazmitlerin giderilmesini esas alan klasik mutasyon calismalar1 ve elde
edilen bulgularin kontrolii amac ile yiiriitiilen konjugal aktarim testlerinin birbiri ile
¢elismesinden dolay1, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda nisin {iretiminin genetik
determinantt PZR yo6ntemi kullanilarak arastirildi. Bu dogrultuda, L. lactis subsp. lactis
EYL 38 susundan izole edilen plazmit ve kromozomal DNA 6rnekleri kullanildi. Nisin
spesifik primerler kullanilarak yiiriitilen PZR denemeleri sonucunda; kromozomal
DNA tizerinde 179 kb’lik nisin genine 6zgiil bolgenin ¢ogaltimi gergeklestirildi. Ancak
plazmit DNA oOrnekleri lizerinde yiiriitilen PZR c¢alismalari, s6z konusu susun
plazmidlerinin nisin spesifik primerler ile interaksiyon vermemesinden dolay1, herhangi

bir bolge cogaltimina yol agmadi (Sekil 4.5).

Bu bulgular, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda nisin iiretiminin gen kodunun
kromozomal DNA iizerinde bulundugunu ve konjugatif transpozonlarla iliskili
oldugunu kanitlamaktadir. Cok sayida arastirmada, bu calismada da belirlendigi gibi,
nisin iretimi ve regiilasyondan sorumlu genlerin kromozomal DNA iizerinde bulunan
konjugatif transpozonlarla iliskili oldugu belirlenmistir (Dodd et al. 1990, Horn et al.
1991, Thompson et al. 1991, Rauch and de Vos 1992, Akgelik 1999, Twomey et al.
2002, Tiikel and Akgelik 2004, Akgelik et al. 2006). L. lactis subsp. lactis EYL 38
susunda nisin tiretimi 6zelliklerinin gen kodunun konjugal aktarim siklig1 yiiksek (verici
hiicre basina ~ 10) bir konjugatif transpozon iizerinde bulundugunun tespiti, bu susun

genetik manipiilasyonlar i¢in uygun bir bakteri olduguna isaret etmektedir.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 910

Sekil 4.3 L. lactis subsp. lactis EYL 38 dogal susunun nisin iiretimini siirdiiren (Nis")
ve nisin liretimini kaybeden (Nis’) mutantlarin plazmit igerikleri

M ccc Plazmit DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 2.9, 2.1
1 (EYL 38, Dogal sus, Nis") (kb): 33.1, 28.7, 23.7, 20.0, 18.3, 9.9, 8.7, 4.4, 3.3, 2.1
2 (EYL 38-1, Mutant, Nis") (kb): 28.7, 23.7, 18.3, 9.9

3 (EYL 38-9, Mutant, Nis") (kb): 28.7, 23.7, 18.3,9.9, 4.4,3.3, 2.1

4 (EYL 38-17, Mutant, Nis’) (kb): 23.7, 4.4

5 (EYL 38, Dogal sus, Nis") (kb): 33.1, 28.7, 23.7, 20.0, 18.3,9.9, 8.7, 4.4, 3.3, 2.1
6 (EYL 38-19, Mutant, Nis") (kb): 28.7,23.7, 18.3,9.9, 4.4,3.3,2.1

7 (EYL 38-22, Mutant, Nis") (kb): 23.7,9.9, 4.4

8 (EYL 38-33, Mutant, Nis") (kb): 28.7, 23.7

9 (EYL 38-36, Mutant, Nis") (kb): 28.7,23.7,4.4,3.3, 2.1

10(EYL 38, Dogal sus, Nis") (kb): 33.1, 28.7, 23.7, 20.0, 18.3, 9.9, 8.7, 4.4, 3.3, 2.1
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Kromozomal DNA

Sekil 4.4 L. lactis subps. lactis EYL38 dogal susu ve nisin iiretim yetenegi kazanmis
konjugantin plazmit igerikleri

M ccc Plazmit DNA Marker (kb): 16.2, 14.1, 12.2, 10.2, 8.0, 7.2, 6.0, 5.0, 4.0, 2.9, 2.1
1 (EYL38, Nis", Em®;Verici sus) (kb): 33.1, 28.7, 23.7, 20.0, 18.3,9.9, 8.7, 4.4,3.3, 2.1
2 (EYL 38C59, Nis", Em"; Konjugant) (kb): 8.7

3 (MG1363, Nis’, Em’; Alic1 sus)
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Sekil 4.5 L. lactis subps. lactis EYL38 susunda nisin temel geninin kromozomal ve
plazmid DNA kullanilarak PZR amplikasyonu

1 Negatif Kontrol

2 L. lactis subps. lactis EYL38 susunun plazmit DNA’s1

2 L. lactis subps. lactis EYL38 susunun plazmit DNA’s1

M O’rangerular Marker: 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bp.

3 L. lactis subps. lactis EYL38 sugunun toplam genomik DNA’s1

3 L. lactis subps. lactis EYL38 susunun toplam genomik DNA’s1

1 Negatif Kontrol
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4.6 L. lactis subsp. lactis EYL 38 Susunda ve Konjugantlarinda Nisin Uretim

Yeteneginin Stabilitesi

Starter kiiltiir suslarinda endiistriyel 6neme sahip 6zelliklerin yiiksek diizeyde ifadesi
yaninda, bu o&zelliklerin stabilitesi de iiriiniin kalitesi ve ekonomisini dogrudan
etkilemektedir (Hugenholtz et al. 2000, Mills et al. 2006). Bu nedenle, L. lactis subsp.
lactis EYL 38 susu ve genetik aktarim ¢alismalarindan elde edilen konjugantlarin nisin
tiretimi agisindan stabilitesi takip edildi. Bu amagcla, skim milk ortaminda 10 pasaj (~70
generasyon) gelistirilen dogal sus ve konjugantlar daha sonra agar ortamina inokiile
edildi ve 20’ser adet koloni se¢ildi. Bu kolonilerin nisin iiretim 6zellikleri incelenerek,

fermentasyon siire¢lerine uygunlugu % stabilite cinsinden tanimland.

Nisin {iiretim Ozelliginin stabilitesi, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunda % 90,
konjugantlarinda ise; % 50 (EYL 38C59), % 55 (EYL 38C60) ve % 45 (EYL 38C61)
olarak belirlendi (Cizelge 4.7). Endiistriyel fermentasyon siireclerine uygunluk esas
alindiginda, test edilen 6zelligin ~70 generasyon sonundaki stabilitesi i¢in en diigiik
oran % 50 olarak tanimlanmaktadir (Picon et al. 2005). Bu veriler nisin tiretim 6zelligi
acisindan degerlendirildiginde; L. lactis subsp. lactis EYL 38 susunun endiistriyel
kullanim i¢in uygun, konjugantlarinin ise sinir degerlerde oldugu anlasilmaktadir.
Ancak stabilite bulgulari, s6z konusu suslar ile yiiriitiilecek pilot liretim denemeleri ile
desteklenmelidir. Diger yandan, L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu ve konjugantlarinin
~70 generasyon sonundaki nisin iiretim diizeyleri de belirlendi. Bu testlerde, ~70
generasyon sonunda dogal sus ve konjugantlarin nisin liretim yetenegini siirdiiren
kolonilerinin baglangicta belirlenen oran ile ayni diizeyde nisin lirettigi tespit edildi
(Cizelge 4.6). Endiistriyel ozelliklerin konjugasyon yolu ile aktarimi, laktokok starter
kiltlir suglarinin gelistirilmesi ¢alismalarinda biiyiilk 6nem tasimaktadir. Nisin {ireticisi
olmayan suslara, bu yetenegin kazandirilmasinda konjugasyon pratik kullanim olanagi
bulan etkin bir yontemdir. Ancak bu ¢alismalarda da bizim arastirmamizda oldugu gibi,
nisin liretim miktar1 agisindan verici susu gegen varyant tespit edilememistir. Yine bu
caligmalarda, nisin iiretim yeteneginin alici susta stabil olmadig1 gozlenmistir (Akgelik
vd. 1996, Kim et al. 1998, Picon et al. 2005). Konjugantlarda nisin stabilitesi {izerinde

etkili unsurlarin tanimlanmasi, nisin transpozonunun detayli analizi ile miimkiin
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olacaktir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler 1s18inda, konjugantlarda yiiriitiilecek

regiilasyon ve ileri analiz ¢aligsmalari,

tireticilerinin gelistirilmesini beraberinde getirecektir.

fermentasyon siireclerinde stabil nisin

Cizelge 4.6 Dogal L. lactis subsp. lactis EYL 38 susu ve konjugantlarinin nisin iiretim

diizeyi ve stabilitesi

Dogal sus ve konjugantlar

% Stabilite

Nisin Uretim Diizeyi

(AU/mL)
EYL 38 (Nis', Em*) 90 3200
EYL38C59" (Nis®, Em") 50 800
EYL38C60" (Nis*, Em") 55 1600
EYL38C61" (Nis*, Em") 45 800

" : Konjugant

56




KAYNAKLAR

Akgelik, M. and Tunail, N. 1992. A 30 kd cell wall protein produced by plasmid DNA
which encodes inhibition of phage adsorption in Lactococcus lactis subsp. lactis
P25. Milchwissenschaft, 47; 215-217.

Akgelik, M., Ayhan, K., Durlu, F., Demircan, S. ve Tunail, N. 1996. Tirkiye’den izole
edilen Lactococcus lactis subsp.lactis LL37 suslarinda nisin iiretim 6zelliginin
genetik determinantlarinin belirlenmesi. Doga. Tr.J.of Biology, 20; 9-18.

Akgelik, M. 1998. A phage DNA injection-blocking type resistance mechanism
encoded by chromosomal DNA in Lactococcus lactis subsp. lactis
Milchwissenschaft, 53; 619-622.

Akgelik, M. 1999. The conjugal plasmid pLL10236 encodes lactose fermentation
ability, restriction/modification activity, bacteriocin production and immunity in
Lactococcus lactis subsp. lactis LL102. Food Microbiology, 16; 487-494.

Akgelik, M., Sanlibaba, P. and Tiikel, C. 2000. Phage resistance in Lactococcus lactis
subsp. lactis strains isolated from traditional fermented milk products in Turkey.
International Journal of Food Science and Technology, 35; 473-48l.

Akcelik, O., Tukel, C., Ozcengiz, G. and Akcelik, M. 2006. Characterization of
bacteriocins from two Lactococcus lactis subsp. lactis isolates. Mol. Nutr. Food
Res., 50(3); 306-313.

Anderson, D. G. and McKay, L. L. 1983. A simple and rapid method for isolating large
plasmid DNA from lactic streptococci. Appl. Environ. Microbiol., 46; 549-552.

Badis, A., Guetarni, D., Boudjema, B. M., Henni, D. E. and Kihal, M. 2004.
Identification and technological properties of Lactic Acid Bacteria isolated from
raw goat milk of four Algerian races. Food Microbiology, 21; 579-588.

Breukink, E., van Kraaij, C., Demel, R. A., Siezen, R. J., Kuipers, O. P. and de Kruijff,
B. 1997. The C-terminal regionof nisin responsible for the initial interaction of
nisin with the target membrane. Biochemistry, 36; 6968-6976.

Breukink, E., van Heusden, H. E., Vollmerhaus, P. J., Swiezewska, E., Brunner, L.,
Walker, S., Heck, A. J. and de Kruijff, B. 2003. Lipid II is an intrinsic
component of the pore induced by nisin in bacterial membranes. J. Biol. Chem.,

278; 19898-19903.

57



Buchman, W. B., Banerjee, S. and Hansen, J. R. 1988. Structure, expression and
evolution of a gene encoding the precursor of nisin, a small protein antibiotic. J.
Biol. Chem., 263; 16260-16266.

Campbell, R.C. 1974. Statistics for biologists. Cambridge University Pres, Second
Edition, 385p.

Chan, W. C., Dodd, H. M., Horn, N., Maclean, K., Lian, L. Y., Bycroft, B. W., Gasson,
M. J. and Roberts, G. C. 1996. Structure-activity relationships in the peptide
antibiotic nisin: role of dehydroalanine 5. Appl. Environ. Microbiol., 62 (8);
2966-2969.

Chandrapati, S. and O'Sullivan, D. J. 1999. Nisin independent induction of the nisA
promoter in Lactococcus lactis during growth in lactose or galactose. FEMS
Microbiol. Lett., 170 (1); 191-198.

Chatterjee, C. Paul, M., Xie, L. and van der Donk, W. A. 2005. Biosynthesis and mode
of action of lantibiotics. Chem. Rev., 105; 633-684.

Chen, H. and Hoover, D. G. 2003. Bacteriosins and their food applications.
Comphrehensive Reviews In Food Science and Food Safety., 2; 82-100.

Choi, M. H. and Park, Y. H. 2000. Selective control of lactobacilli in kimchi with nisin.
Lett. Appl. Microbiol., 30; 173-177.

Cintas, L. M., Casaus, P., Havarstein, L. S, Hernandez, P. E. and Nes, 1. F. 1997.
Biochemical and genetic characterization of enterocin P, a novel sec dependent
bacteriocin from Enterococcus faecium P13 with a broad antimicrobial
spectrum. Appl. Environ. Microbiol., 63; 4321-4330.

Cleveland, J., Montville, T. J., Nes, 1. F. and Chikindas, M. L. 2001. Bacteriocins: safe,
natural antimicrobials for food preservation. International Journal of Food
Microbiology, 71; 1-20.

Coakley, M., Fitzgerald, G., Ross, R. P. 1997. Application and evaluation of the phage
resistance-and bacteriocin-encoding plasmid pMRCO1 for the improvement of
dairy starter cultures. Appl. Environ. Microbiol., 63(4); 1434-1440.

Cutter, C. N. and Siragusa, G. R. 1996. Reduction of Brochothrix thermosphacta on
beef surfaces following immobilization of nisin in calcium alginate gels. Lett.

Appl. Microbiol., 23(1); 9-12.

58



Cutter, C. N. and Siragusa, G. R. 1998. Incorporation of nisin in to a meat binding
system to inhibit bacteria on beef surfaces. Lett. Appl. Microbiol., 27; 19-23.
Davey, G. P. 1984. Plasmid associated with diplococcin production in Streptococcus

cremoris. Appl. Environ. Microbiol., 48; 895-896.

Davies, E. A., Milne, C. F., Bovis, H. E., Potter, R. W., Haris, J. M., Williams, G. C.,
Thomas, L.V. and Delves-Broughton, J. 1999. Effective use of nisin to vacuum-
packed bologna-type sausage. J. Food Prot., 62; 1004-1010.

Delves-Broughton, J. 1990. Nisin and its use as a food preservative. Food Technol., 40;
100-117.

Delves-Broughton, J. 1990a. Nisin and its application as a food preservative. Journal of
the Society of Dairy Technology, 43(3); 73-76.

Delves-Broughton, J. 1990b. Nisin and its uses as a food preservative. Food

Technology., 44(11); 100-117.

Delves-Broughton, J. 2005. Nisin as a food preservative. Feature paper. Food Australia,
57 (2); 525-527.

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

Demel, R. A., Peelen, T., Siezen, R. J., de Kruijff, B. and Kuipers, O. P. 1996. Nisin Z.
Mutant nisin Z and lacticin 481 interactions with anionic lipids correlate with
antimicrobial activity. A monolayer study. Eur. J. Blochem., 235; 267-274.

de Vuyst, L. and Vandamme, E. J. 1994. Bacteriocins of lactic acid bacteria.

Microbiology, genetics and applications, pp. 539, Chapman & Hall. New York.

Diep, D. B., Havarstein, L. S. and Nes, I. F. 1996. Characterization of the locus
responsible for the bacteriocin production in Lactobacillus plantarum C11. J.
Bacteriol., 178; 4472-4483.

Dodd, H. M., Horn, N. and Gasson, M. J. 1990. Analysis of the genetic determinant for
production of the peptide antibiotic nisin. J. Gen. Microbiol., 136; 555-566.

Dzung, B. D. and Nes, 1. F. 2002. Ribosomally synthesized antibacterial peptides in
Gram-positive bacteria. Current Drug Targets, 3; 107-122.

59



Elder, J. K., Amos, A., Southern, E. M. and Shippey, G. A. 1983. Measurement of DNA
length by gel electrophoresis. I: Improved accuracy of mobility measurements
using a digital microdensitometer and computer processing. Anal. Biochem.,
128(1); 223-226.

Elder, J. K. and Southern, E. M. 1983. Measurement of DNA length by gel
electrophoresis II: Comparison of methods for relating mobility to fragment
length. Anal. Biochem., 128(1); 227-231.

Engelke, G., Gutowski-Eckel, Z., Hammelmann, M. and Entian, K. D. 1992.
Biosynthesis of the lantibiotic nisin: genomic organization and membrane
localization of the nisB protein. Appl. Environ. Microbiol., 8(11); 3730-3743.

Engelke, G., Gutowski-Eckel, Z., Kiesau, P., Siegers, K., Hammelmann, M. and Entian,
K. D. 1994. Regulation of nisin biosynthesis and immunity in Lactococcus lactis
6F3. Appl. Environ. Microbiol., 60(3); 814-825.

Ferchichi, M., Frere, J., Mabrouk, K. and Manai, M. 2001. Lactococcin MMFII, a novel
class Ila bacteriocin produced by Lactococcus lactis MMFII, isolated from a
Tunisian dairy product. FEMS Microbiol. Lett., 205(1); 49-55.

Ferreira, M. A. and Lund, B. M. 1996. The effect of nisin on Listeria monocytogenes in
culture medium and long life cottage cheese. Lett. Appl. Microbiol., 22; 433-
438.

Franz, C. M., Du Toit, M., von Holy, A., Schillinger, U. and Holzapfel, W. H. 1997.
Production of nisin-like bacteriocins by Lactococcus lactis strains isolated from
vegetables. J. Basic Microbiol., 37(3);187-196.

Gasson, M. J. and Davies, F. L. 1980. High-frequency conjugation associated with
Streptococcus lactis donor cell aggregation. J. Bacteriol., 143(3); 1260-1264.

Gasson, M. J. 1984. Transfer of sucrose fermenting ability, nisin resistance and nisin
production into Streptococcus lactis 712. FEMS Microbiol. Lett., 21; 7-10.

Geis, A., Singh, J. and Teuber, M. 1983. Potential of lactic Streptococci to produce
bacteriocin. Appl. Environ. Microbiol., 45; 205-211.

Gillor, O., Nigro, L. M. and Riley, M. A. 2005. Genetically engineered bacteriocins and
their potential as the next generation of antimicrobials. Curr. Pharm. Des., 11(8);

1067-1075.

60



Gireesh, T., Davidson, B. E. and Hillier, A. J. 1992. Conjugal transfer in Lactococcus
lactis of a 68-kilobase-pair chromosomal fragment containing the structural gene
for the peptide bacteriocin nisin. Appl. Environ. Microbiol., 58(5); 1670-1676.

Gorris, L. G. M. 1994. Bacteriocins potential applications in food preservation. Kitap.
Food preservation by combined processes. Final Report Flair. Concerted Action
No: 7 Subgroup B.

Graeffe, T., Rintala, H., Paulin, L. and Saris, P. 1991. A natural nisin variant. In: Nisin
and novel lantibiotics. Eds. Jung, G. and Sahl, H.-G. ESCOM Science
Publishers, pp. 260-268, Leiden, the Netherlands.

Gross, E. and Morell, J. L. 1971. The structure of nisin. J. Am. Chem. Soc., 93; 4634-
4635.

Girsel, A. 1999. Laktik ve propiyonik asit bakterileri tarafindan tiretilen bakteriyosinler
ve siit teknolojisi alanindaki uygulamalari. Gida, 24(6); 399-410.

Hancock, E. W. 1997. Peptide antibiotics. Lancet, 349; 418-422.

Hansen, J. N. 1994. Nisin as a model food preservative. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, 34(1); 69-93.

Héchard, Y. and Sahl, H-G. 2002. Mode of action of modified and unmodified
bacteriosins from Gram-positive bacteria. Biochimie, 84; 545-557.

Hickey, R. M., Twomey, D. P., Ross, R. P. and Hill, C. 2003. Production of enterolysin
A by a raw milk enterococcal isolate exhibiting multiple virulence factors.
Microbiology, 149; 655-664.

Hirsch, A. and Grinsted, E. 1951. The differentiation of the lactic streptococci and their
antibiotics. J. Dairy Res., 18; 198-204.

Hoffmann, A., Pag, U., Wiedemann, 1. and Sahl, H-G. 2002. Combination of antibiotic

mechanisms in lantibiotics. II Farmaco, 57; 685-691.

Horn, N., Swindell, S., Dodd, H. and Gasson, M.J. 1991. Nisin biosynthesis genes are
encoded by a novel conjugative transposon. Mol.Gen. Genet., 228; 129-135.

Hsu, S. T., Breukink, E., de Kruijff, B., Kaptain, R., Bonvin, A. M. and Nuland, N. A.
2002. Mapping the targeted membrane pore formation mechanism by solition
NMR: the nisin Z end lipid II interaction in SDS micelles. Biochemistry, 41;
7670-7676.

61



Hugenholtz, J., Kleerebezem, M., Starrenburg, M., Delcour, J., de Vos, W. and Hols, P.
2000. Lactococcus lactis as a cell factory for high-level diacetyl production.
Appl. Environ. Microbiol., 66; 4112-4114.

Hurst, A. 1981. Nisin. Adv. Appl. Microbiol., 27; 85-123.

Hurst, A. 1983. Nisin and other inhibitory substances from lactic acid bacteria. In
Antimicrobials in Foods ed. Branen, A. L. and Davidson, P. M., pp. 327-352.,
New York: Marcel Dekker.

Immonen, T. and Saris, P. E. J. 1998. Characterization of the niSFEG operon of the
nisin Z producing Lactococcus lactis subsp. lactis N8 strain. DNA Sequence, 9;
263-274.

Jimenez-Diaz, R., Ruiz-Barba, J. L., Cathcart, D. P., Holo, H., Nes, I. F., Sleten, K. H.
and Warner, P. J. 1995. Purification and partial amino acid sequence of
plantaricin S, a bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum LPCO10
isolated from a green olive fermentation. Appl. Environ. Microbiol., 61; 4459-
4463.

Joerger, M. C. and Klaenhammer, T. R. 1986. Characterization and purification of
helveticin J and evidence for a chromosomally determined bacteriocin produced
by Lactobacillus helveticus 481. J. Bacteriol, 167; 439-446.

Kaletta, C. and Entian, K-D. 1989. Nisin, a peptide antibiotic: cloning and sequencing
of the nisSA gene and post-translational processing of its peptide product. J.
Bacteriol., 171; 1597-1601.

Kellner, R., Jung, G., Josten, G., Kaletta, C., Entian, K-D. and Sahl, H-G. 1989. Pep5:
structure elucidation of a large lantibiotic. Angew. Chem. Int. Ed. Eng., 28; 616-
619.

Kellner, R., Jung, G., and Sahl, H-G. 1991. Structure elucidation of the tricyclic
lantibiotic Pep5 containing eight positively charged amino acids. In: Jung, G.,
and Sahl, H-G. (ed.), Nisin and novel lantibiotics. Escom Publishers, pp. 141-
158, Leiden, The Netherlands.

Kim, W. S., Hall, R. J. and Dunn, N. W. 1998. Improving nisin production by
increasing nisin immunity/resistance genes 1in the producer organism
Lactococcus lactis. Appl. Microbiol. Biotechnol., 50; 429-433.

Klaenhammer, T. R. 1988. Bacteriocins of lactic acid bacteria. Biochemie, 70; 337.

62



Klaenhammer, T. R. 1993. Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria.
FEMS Microbiol. Rev., 12; 39-86.

Kojic, M., Svircevic, J., Banina, A. L. and Topisirovic, L. 1991. Bacteriocin producing
strain of Lactococcus lactis subsp. diacetylactis S50. Appl. Environ. Microbiol.,
57; 1835-1837.

Koponen, O. 2004. Studies of producer self-protection and nisin biosynthesis of
Lactococcus lactis. Institute of Biotechnology and Department of Applied
Chemistry and Microbiology, Doctoral dissertation. Helsinki.

Kosikowski, F. 1977. Process cheese and related types. Cheese and fermented milk
foods. Edwards Brothers, Inc., Ann Arbor, Mich., p. 396.

Kuipers, O. P., Beerthuyzen, M. M., de Vos, W. M. and Siezen, R. J. 1993.
Biosynthesis and secretion of a precursor of nisin Z by Lactococcus lactis
directed by the leader peptide of the homologous lantibiotic subtilin from
Bacillus subtilis. FEMS Lett., 330(1); 23-27.

Kuipers, O. P., Beerthuyzen, M. M., de Ruyter, P. G., Luesink, E. J. and de Vos, W. M.
1995. Autoregulation of nisin biosynthesis in Lactococcus lactis by signal
transduction. J. Biol. Chem., 270(45); 27299-27304.

Kumar, C. G. and Anand, S. K. 1998. Significance of microbial biofilms in food
industry. International Journal of Food Microbiology, 42; 9-22.

Kurt, S. ve Zorba, O. 2005. Bakteriyosinler ve gidalarda kullanim olanaklari. YYU Vet.
Fak. Derg., 16(1); 77-83.

Leblanc, D. J., Crow, V. L. and Lee, L. N. 1980. Plasmid mediated carbohydrate
catabolic enzymes among strains of Streptococcus lactis. In: Stuttard, C. and
Roze, K. R. (ed.), Plasmids and transposons: environmental effects and
maintenance mechanisms. Academic Press, Inc., pp. 31-41, New York.

Lee, N. K. and Paik, H. D. 2001. Partial characterization of lacticin NK24, a newly
identified bacteriocin of Lactococcus lactis NK24 isolated from Jeot-gal. Food
Microbiology, 18; 17-24.

Liu, W. and Hansen, J. N. 1990. Some chemical and physicalproperties of nisin, a
small-protein antibiotic produced by Lactococcus lactis. Appl. Environ.
Microbiol., 56; 2551-2558.

63



Liu, W. and Hansen, J. N. 1993. The antimicrobial effect of a structural variant of
subtilin against outgrowing Bacillus cereus T spores and vegetative cells occurs
by different mechanisms. Appl. Environ. Microbiol., 59(2); 648-651.

Macrina, F. L., Kopecko, D. J., Jone, K. R., Ayers, D. J. and McCowen, S. M. A. 1978.
multiple plasmid-containing Escherichia coli strain: convenient source of size
reference plasmid molecules. Plasmid, 1(3); 417-420.

Macrina, F. L., Kopecko, D. J, Jones, K. R., Evans, R. P. and Clewell, D. B. 1982. A
cloning vector able to replicate in Escherichia coli and Streptococcus sangius.
Gene, 19; 345-353.

Mao, Y., Muriana, P. M. and Cousin, M. A. 2001. Purification and transpositional
inactivation of Lacticin FS92, a broad-spectrum bacteriocin produced by
Lactococcus lactis FS92. J. Food Microbiol, 18; 165-175.

Martinez, B., Sudrez, J. E. and Rodriguez, A. 1996. Lactococcin 972, a homodimeric
lactococcal bacteriocin whose primary target is not the plasma membrane.
Microbiology, 142; 2393-2398.

McAuliffe, O., Ross, R. P. and Hill, C. 2001. Lantibiotics: structure, biosynthesis and
mode of action. FEMS Microbiol. Rev., 25; 285-308.

McKay, L. L., Baldwin, K. A. and Zottola, E. A. 1972. Loss of lactose metabolism in
lactic streptococci. Appl Microbiol. 23(6); 1090-1096.

Meyers, J.A. Sanches, D., Elwell, L.P. and Falkow, S. 1976. Simple agarose gel
electrophoretic method for the identification and characterization of plasmid
deoxyribonucleic acid. J. Bacteriol., 127; 1529-1537.

Mills, S., Coffey, A., Hill, C., Fitzgerald, G. F, McAuliffe, O. and Ross, R. P. 2005.
Insertional Inactivation of the determinants for Mg2+/Co2+ transport, as a tool
for screening recombinant clones in Lactococcus. Appl. Environ. Microbiol., 71;
4897-4901.

Mills, S., McAuliffe, O. E., Coffey, A., Fitzgerald, G. F. and Ross, R. P. 2006. Plasmids
of lactococci genetic accessories orgeneticnecessities? FEMS Microbiol. Rev.,
30; 243.

Mirhosaini, M., Nahvi, I., Kasra-Kermanshahi, R. and Tavassoli, M. 2006. Isolation of
bacteriocin producing Lactococcus lactis strain from dairy products.

International Journal of Dairy Science, 1(1); 51-56.

64



Mitra, S., Chakrabartty, P. K. and Biswas, S. R. 2005. Production and characterization
of nisin-like peptide produced by a strain of Lactococcus lactis isolated from
fermented milk. Curr Microbiol., 51(3); 183-187.

Moreno, 1., Lerayer, A. L. S., Baldini, V. L. S. and Leitdo, M. F. de F. 2000.
Characterization of bacteriocins produced by Lactococcus lactis strains.
Brazilian Journal of Microbiology, 31; 184-192.

Mulders, J. W. M., Boerrigter, 1. J., Rollema, H. S., Siezen, R. J. and de Vos, W. M.
1991. Identification and characterization of the lantibiotic nisin Z, a natural nisin
variant. Eur. J. Biochem., 201; 581-584.

Nes, L. F, Diep, D. B, Havarstein, L. S, Brurberg, M. B, Eijsink, V. and Holo, H. 1996.
"Biosynthesis of bacteriocins in lactic acid bacteria" Antonie van Leeuwenhoek,
70; 113-128.

Nes, L. F. and Tagg, J. R. 1996. Novel lantibiotics and their pre-peptides. Antonie van
Leeuwenhoek, 69; 89-97.

Nes, L. F., Holo, H., Gunnar Fimland, Havard Hildeng-Hauge, and Nissen-Meyer, J.
2001. Unmodified peptide-bacteriocins (Class II) produced by lactic acid
bacteria. In: Peptide Antibiotics. Eds. Dutton, Haxell, McArthur & Wax. Marcel
Decker, pp. 81-115, Inc. New York.

Nilsen, T., Nes, . F. and Holo, H. 2003. Enterolysin A, a cell walldegrading bacteriocin
from Enterococcus faecalis LMG 2333. Appl. Environ. Microbiol., 69; 2975-
2984.

Noonpakdee, W., Santivarangkna, C., Jumriangrit, P., Sonomoto, K. and Panyim, S.
2003. Isolation of nisin-producing Lactococcus lactis WNC 20 strain from
nham, a traditional Thai fermented sausage. Int. J. Food Microbiol., 81(2); 137-
145.

Nykédnen, A. 2001. Use of nisin lactic acid/lactate to improve the microbial and sensory
quality of rainbow trout products. PhD theses. Department of Biochemistry and
Food Chemistry, University of Turku. 72s.

Ogden, K. and Tubb, R. S. 1985. Inhibition of beer-spoilage Lactic Acid Bacteria by
nisin. J. Inst. Brew., 91; 390-392.

Olasupo, N. A., Schillinger, U., Narbad, A., Dodd, H. and Holzapfel, W. H. 1999.

Occurrence of nisin Z production in Lactococcus lactis BFE 1500 isolated from

65



wara, a traditional Nigerian cheese product. Int. J. Food Microbiol., 53(2-3);
141-152.

O'Sullivan, L., Ryan, M. P., Ross, R. P. and Hill, C. 2003. Generation of food-grade
lactococcal starters which produce the lantibiotics Lacticin 3147 and Lacticin
481. Applied and Environmental Microbiology, 69(6); 3681-3685.

Pag, U. and Sahl, H. G. 2002. Multiple activities in lantibiotics-models for the design of
novel antibiotics? Curr. Pharm. Des., 8; 815-833.

Papagianni, M. 2003. Ribosomally synthesized peptides with antimicrobial properties:
biosynthesis, structure, function, and applications. Biotechnol. Adv., 21; 465-
499.

Park, S. H., Itoh, K., Kikuchi, E., Niwa, H. and Fujisawa, T. 2003. Identification and
characteristics of nisin Z-producing Lactococcus lactis subsp. lactis isolated
from Kimchi. Curr. Microbiol., 46(5); 385-388.

Pawar, D. D., Malik, S. V. S., Bhilegaonkar, K. N. and Barbuddhe, S. B. 2000. Effect
of nisin and its combination with sodium chloride on the survival of Listeria
monocytogenes added to raw bufalo meat mince. Meat Science, 56; 215-219.

Piard, J. C., Delorme, F., Giraffa, G., Commisaire, J. and Desmazeaud, M. 1990.
Evidence for a bacteriocin produced by L. lactis CNRZ 481. Neth. Milk Dairy
J., 44; 143-158.

Piard, J. C., Kuipers, O. P., Rollema, H. S., Desmazeaud, M. J. and de Vos, W. M.
1993. Structure, organization and expression of the Ict gene for Lacticin 481, a
novel lantibiotic produced by Lactococcus lactis. J. Biol. Chem., 268;16361-
16368.

Picon, A., de Torres, B., Gaya, P. and Nuiiez, M. 2005. Cheesemaking with
Lactococcus lactis strain expressing a mutant oligopeptide binding protein as a
starter results in a different peptide profile. International Journal of Food
Microbiology, 104; 299-307.

Qiao, M., Immonen, T., Koponen, O. and Saris, P. E. J. 1995. The cellular location and
effect on nisin immunity of the Nisl protein from Lactococcus lactis N8
expressed in Escherichia coli and L. lactis. FEMS Microbiol. Lett., 131; 75-80.

66



Qiao, M., Omaetxebarria, M. J., Ra, R., Oruetxebarria, 1. and Saris, P. E. J. 1997.
Isolation of a Lactococcus lactis Strain with high resistance to nisin and
increased nisin production. Biotechol. Letters, 19; 199-202.

Ra, S. R., Qiao, M., Immonen, T., Pujana, 1. and Saris, E. J. 1996. Genes responsible for
nisin synthesis, regulation and immunity form a regulon of two operons and are
induced by nisin in Lactoccocus lactis N8. Microbiology, 142(5); 1281-1288.

Ra, R., Beerhuyzen, M. M., de Vos, W. M., Saris, P. E. and Kuipers, O. P. 1999. Effect
of gene distruptions in the nisin gene cluster of Lactococcus lactis on nisin
production and producer immunity. Microbiology, 145; 1227-1233.

Rauch, P. J. and de Vos, W. M. 1992. Characterization of the novel nisin-sucrose
conjugative transposon Tn5276 and its insertion in Lactococcus lactis. J.
Bacteriol., 174(4);1280-1287.

Riley, M. A. 1998. Molecular mechanisms of bacteriocin evolution. Annu Rev. Genet.,
32; 255-278.

Rogers, L. A. 1928. The inhibiting effect of Streptococcus lactis on Lactobacillus
bulgaricus. J. Bacteriol., 16; 321-325.

Ross, R. P., Galvin, M., McAuliffe, O., Morgan, S. M., Ryan, M. P., Twomey, D. P.,
Meaney, W. J. and Hill, C. 1999. Developing applications for lactococcal
bacteriocins. Antonie Van Leeuwenhoek, 76(1-4); 337-346.

Ryan, M. P., Rea, M. C., Hill, C. and Ross, R. P. 1996. An application in cheddar
cheese manufacture for a strain of Lactococcus lactis producing a novel broad-
spectrum bacteriocin, lacticin 3147. Appl. Environ. Microbiol., 62; 612-619.

Sahl, H. G, Jack, R. W. and Bierbaum, G. 1995. Biosynthesis and biological activities
of lantibiotics with unique post-translational modifications. Eur. J. Biochem.,
230; 827-853.

Sahl, H. G and Bierbaum, G. 1998. Lantibiotics: biosynthesis and biological activities
of uniquely modified peptides from Gram-positive bacteria. Annu. Rev.
Microbiol., 52; 41-79.

Schaffer, H. E. and Sederoff, R. R. 1981. Improved estimation of DNA fragment
lengths from agarose gels. Anal. Biochem. 115(1); 113-122.

Schillinger, U. and Liicke, F. K. 1989. Antibacterial activity of Lactobacillus sake
isolated from meat. Appl. Environ. Microbiol., 55; 1901-1906.

67



Siegers, K. and Entian, K. D. 1995. Gene involved in immunity to the lantibiotic nisin
prodduced by Lactoccoccus lactis 6F3. Appl. Environ. Microbiol., 61; 1082-
1089.

Sonomoto, K., Chinachoti, N., Endo, N. and Ishizaki, A. 2000. Biosynthetic production
of nisin Z by immobilized Lactococcus lactis 10-1. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, 10; 325-334.

Southern, E. M. 1979. Measurement of DNA length by gel electrophoresis. Anal.
Biochem.,100(2); 319-323.

Stein, T., Heinzmann, S., Solovieva, 1. and Entian, K. D. 2003. Function of Lactococcus
lactis nisin immunity genes nisl and niSFEG after coordinated expression in the
surrogate host Bacillus subtilis. J. Biol. Chem., 278; 89-94.

Stevens, K. A., Sheldon, B. W., Klapes, N.A. and Klaenhammer, T. R. 1991. Nisin
treatment for inactivation of Salmonella species and other Gram-negative
bacteria. Appl. Environ. Microbiol., 57(12); 3613-3615.

Stoddard, G. W., Petzel, J. P., van Belkum, M. J., Kok, J. and McKay, L. L. 1992.
Molecular analysis of the lactococcin A gene cluster from Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis WM4. Appl. Environ. Microbiol., 58; 1952-
1961.

Stoyanova, L. G., Sul’timova, T. D., Botina, S. G. and Netrusov, A. 1. 2006. Isolation
and identification of new nisin-producing Lactococcus lactis subsp. lactis from
milk. Applied Biochemistry and Microbiology, 42(5); 492-499.

Sanlibaba, P. and Akgelik, M. 2005. Classification of virulent lactococcal
bacteriophages based on protein composition and restriction endonuclease
analysis. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences, 29: 865-871.

Tagg, J. R., Dajani, A. S. and Wannamaker, L. W. 1976. Bacteriocins of Gram-positive
bacteria. Bacteriological Reviws, 40; 722-756.

Takala, T. M. 2005. Nisin immunity and food-grade transformation in Lactic Acid
Bacteria. division of microbiology. Department of Applied Chemistry and
Microbiology. Academic Dissertation in Microbiology. Viikki Biocenter,
University of Helsinki. Finland.

Terzaghi, B. E. and Sandine, W. E. 1975. Improved medium for lactic streptococci and
their bacteriophages. Appl. Microbiol., 29(6); 807-813.

68



Thompson, J., Sackett, D. L. and Donkersloot, J. A. 1991. Purification and properties of
fructokinase I from Lactococcus lactis. Localization of scrK on the sucrose-nisin
transposon Tn5306. J. Biol. Chem., 266(33); 22626-22633.

Tsai, H. J. and Sandine, W. E. 1987. Conjugal transfer of nisin plasmid genes from
Streptococcus lactis 7962 to Leuconostoc dextranicum 181. Appl. Environ.
Microbiol., 53(2); 352-357.

Tuncer, Y. and Akcelik, M. 2002. A protein which masks galactose receptor mediated
phage susceptibility in Lactococcus lactis subsp. lactis MPL56. International
Journal of Food Science & Technology. 37(2); 139-144.

Tiikel, C. ve Akgelik, M. 2003. “Lactococcus lactis subsp. lactis MA83 susunda aktif
bir faj direnglilik sisteminin genetik ve biyokimyasal dogas1”, Gida, 28; 235-
239.

Tiikel, C. and Akgelik, M. 2004. Plasmid encoded lacticin 481 production in
Lactococcus lactis subsp. lactis CM41. Milchwissenschaft, 59; 601-604.
Twomey, D., Ross, R. P., Ryan, M., Meany, B. and Hill, C. 2002. Lantibiotics produced
by actic acid bacteria: structure, function and application. Antonie van

Leeuwenhoek, 82; 165-185.

Uhlman, L., Schillinger, U., Rupnow, J. R. and Holzapfel, W. H. 1992. Identification
and characterization of two bacteriocin-producing strains of Lactococcus lactis
isolated from vegetables. Int. J. Food Microbiol., 16; 141-151.

van Belkum, M. J., Hayema, B. J., Geis, A., Kok, J. and Venema, G. 1989. Cloning of
two bacteriocin genes from a lactococcal bacteriocin plasmid. Appl. Environ.
Microbiol., 55(5); 1187-1191.

van Belkum, M. J., Kok, J., Venema, G., Holo, H., Nes, I. F., Konings, W. N. and Abee,
T. 1991. The bacteriocin lactococcin A specifically increases the permeability of
lactococcal cytoplasmic membranes in a voltage-independent, protein-mediated
manner. J. Bacteriol., 17; 37934 -37941.

Vandenbergh, P. A. 1993. Lactic acid bacteria, their metabolic products and interference
with microbial growth. FEMS Microbiology Reviews. 12; 221-237.

van der Meer, J. R., Polman, J., Beerthuyzen, M. M., Siezen, R. J., Kuipers, O. P. and
De Vos, W. M. 1993. Characterization of the Lactococcus lactis nisin A operon

genes NiSP, encoding a subtilisin-like serine protease involved in precursor

69



processing, and nisR, encoding a regulatory protein involved in nisin
biosynthesis. J. Bacteriol. 175(9); 2578-2588.

van de Ven, F. J. M., van den Hooven, H. W., Konings, R. N. H. and Hilbers, C. W.
1991. NMR studies of lantibiotics. Eur. J. Biochem., 202; 1181-1188.

van den Hooven, H. W., Fogolari, F., Rollema, H. S., Konings, R. N. H., Hilbers, C. W.,
and van de Ven, F. J. M. 1993. NMR and circular dichroism studies of the
lantibiotic nisin in non-aqueous environments. FEBS Lett., 319;189-194.

van Heusden, H. E., de Kruijff, B. and Breukink, E. 2002. Lipid II induces a
transmembrane orientation of the pore-forming peptide lantibiotic nisin.
Biochemistry, 41; 12171-12178.

van Kraaij, C., Breukink, E., Noordermeer, M. A., Demel, R. A., Siezen, R. J., Kuipers,
O. P. and de Kruijff, B. 1998. Pore formation by nisin involves translocation of
its C-terminal part across the membrane. Biochemistry, 37; 16033-16040.

Venema, K., Abee, T., Haandrikman, A. J., Leenhouts, K. J., Kok, J., Konings, W. N.
and Venema, G. 1993. Mode of action of lactococcin B, a thiolactivated
bacteriocin from Lactococcus lactis. Appl. Environ. Microbiol., 59; 1041-1048.

Venema, K., Venema, G. and Kok, J. 1995. Lactococcal bacteriocins: mode of action
and immunity. Trends Microbiol., 3(8); 299-304.

Xie, L., and van der Donk, W. A. 2004. Post-translational modifications during
lantibiotic biosynthesis. Curr. Opin. Chem. Biol., 8; 498-507.

Wandling L. R., Sheldon, B. W. and Foegeding, P.M. 1999. Nisin in milk sentisizes
Bacillus spores to heat and prevents recovery of survivors. J. Food. Prot., 62;
492-498.

WHO Expert Committee on Food Additives. 1969. Specifications for the identity and
purity of food additives and their toxicological evaluation: some antibiotics.

Twelfth Report. WHO Technical Report Series No. 430.

Wiedemann, E., Breukink, E., van Kraaij, C., Kuipers, O. P., Bierbaum, G., de Kruijff,
B. and Sahl, H.G. 2001. Specific binding of nisin to the peptidoglycan precursor
lipid II combines pore formation and inhibition of cell wall biosynthesis for

potent antibiotic activity. J. Biol. Chem., 3; 1772-1779.

70



Wirawan, R. E., Klesse, N. A., Jack, R. W., and Tagg, J. R. 2006. Molecular and
genetic characterization of a novel nisin variant produced by Streptococcus
uberis. American Society for Microbiology., 72; 1148-1156.

Wolfe, T. W. and McKay, L. L. 1983. Isolation and partical characterization of lactose-
negative mutants from Streptococcus lactis C2 defective in the
phosphotransferase system. J. Dairy Sci., 67; 950-959.

Yarmus, M., Mett, A. and Shapira, R. 2000. Cloning and expression of the genes
involved in the production of and immunity against the bacteriocin lacticin RM.
Biochem. Biophys. Acta., 1490(3); 279-290.

Zendo, T., Fukao, M., Ueda, K., Higuchi, T., Nakayama, J. and Sonomoto, K. 2003.
Identification of the lantibiotic nisin Q, a new natural nisin variant produced by
Lactococcus lactis 61- 14 isolated from a river in Japan. Biosci. Biotechnol.
Biochem., 67; 1616-1619.

Zezza, N., Pasini, G., Lombardi, A., Mercenier, A., Spettoli, P., Zamorani, A. and Nutti,
P. 1993. Production of a bacteriocin active on lactate-fermenting clostridia by
Lactococcus lactis subsp. lactis in coated alginate beads. J. Dairy Res., 60; 581-
591.

71



OZGECMIS

Adi Soyadi : Emine ANAYOL
Dogum Yeri : Ankara

Dogum Tarihi : 1976

Medeni Hali : Evli

Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lise : Ankara Yenimahalle Yahya Kemal Beyatli Lisesi (1993)
Lisans : Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii (1997)
Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

(Ocak 2005- Ocak 2007)

Calistig1 Kurum/Kurumlar ve Yil
Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Sakarya Tarim {1 Miidiirliigii : 2000-2002
Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Ankara i1 Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii: 2002-

suriyor

72



