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Özet 

Bu çalışmada, nisin dirençlilik (nisFEG ve nisI), regülasyon (nisRK) ve regülasyon/dirençlilik (nisRKFEG) genlerinin laktisin 
481 üreticisi Lactococcus lactis subsp. lactis MBLL9 suşundaki ifadesi araştırıldı. nisFEG (LL175), nisI (LL176), nisRK (LL177), 
nisRKFEG (LL178) genlerini ifade eden rekombinant suşların ve kontrol suşun (MBLL9) laktisin 481 üretiminin, sırasıyla 80.000 
AU L-1, 80.000 AU L-1, 40.000 AU L-1, 40.000 AU L-1 ve 80.000 AU L-1 düzeylerinde olduğu tespit edildi. Rekombinant suşlarda 
nisin dirençliliğin, LL175, LL176 ve LL178 suşlarında sırasıyla 300 IU mL-1, 350 IU mL-1 ve 500 IU mL-1 düzeylerine yükseldiği, 
LL177 suşunda ise 100 IU mL-1 düzeyine düştüğü saptandı. 

Anahtar sözcükler: L. lactis subsp. lactis, Laktisin 481, Nisin, Dirençlilik, Regülasyon 

Expression of Nisin Resistance and Regulation Genes in Lacticin 
481 Producer Strain L. lactis subsp. lactis MBLL9 

Summary 

In this study, expression of nisin resistance (nisFEG ve nisI), regulation (nisRK) and regulation/resistance (nisRKFEG) genes 
in lacticin 481 producer strain Lactococcus lactis subsp. lactis MBLL9, was investigated. Lacticin 481 production levels for 
recombinant strains expressing nisFEG (LL175), nisI (LL176), nisRK (LL177), nisRKFEG (LL178) genes and control strain 
(MBLL9) were determined as 80.000 AU L-1, 80.000 AU L-1, 40.000 AU L-1, 40.000 AU L-1 and 80.000 AU L-1, respectively. Nisin 
resistance levels in recombinant LL175, LL176 and LL178 strains were increased to 300 IU mL-1, 350 IU mL-1 and 500 IU mL­

1levels, respectively, however it was decreased to 100 IU mL-1 in recombinant strain LL177. 

Keywords: L. lactis subsp. lactis, Lacticin 481, Nisin, Resistance, Regulation 

GİRİŞ 

Bakteriyosinlerin, gıdaların mikrobiyel güvenlik ve 
kalite özelliklerinin artırılmasında katkı maddesi olarak 
kullanımları yanında, bakteriyosin üreticisi suşların doğru­
dan gıda sistemlerinde kullanımı da endüstriyel gıda 
koruma programlarının ana çalışma alanlarından biri 
haline gelmiştir. Bu doğrultuda en yaygın kullanım alanı 
bulan laktokok suşları nisin üreticileridir 1,2. Ancak son 20 
yıldır, nisine yakın bir antimikrobiyel aktivite etkinliği 
gösteren laktisin üreticisi L. lactis üyeleri de özellikle 
starter kültür suşu olmayan laktik asit bakterilerinin inhi­
bisyonunun gerçekleştirilmesi amacı ile fermente süt 
ürünlerinin üretiminde kullanılmaktadır. Diğer yandan, 

laktisin 481 üreticilerinin üreme oranlarının, diğer 
starter kültür suşlarına kıyasla daha düşük oluşu, yavaş 
olgunlaştırılan peynir türlerinde starter kültür suşu ola­
rak kullanımlarında büyük bir avantaj sağlamaktadır 3-6 . 
Bakteriyosinlerin gıda katkı maddesi olarak etkinlik­
lerinin artırılmasında genel kabul gören yeni yaklaşım, 
bu antibakteriyel bileşiklerin farklı kombinasyonlarının 
kullanımıdır. Konserve gıdalar ve fermente süt ürünle­
rinin bu uygulamaya tabi tutulmasında öne çıkan bak­
teriyosinler nisin ve laktisindir 7-9. Nisin geniş anti­
mikrobiyel etkinliğe sahip olmasından dolayı ana koru­
yucu ajan olarak, genellikle doğrudan söz konusu 
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gıdalara katılmakta, laktisin 481 üreticileri ise hem gıda 
koruyucu ve hem de gıda kalitesine katkı amacı ile canlı 
kültürler halinde kullanılmaktadır. Bu kombinasyonların 
kullanılmasında ana sorun, nisinin canlı kültürler olarak 
ilave edilen bakteriyosin üreticilerine karşı antagonistik 
etki oluşturmasıdır 10,11. 

Bu çalışmada, gıda sistemlerinde birlikte kullanımları 
halinde, kalite ve güvenlik açısından yüksek düzeyde 
katkı sağlayacak nisin preparatları ve laktisin 481 üreti­
cisi suşlarda antagonistik etkiyi ortadan kaldıracak gene­
tik düzenlemelerin yapılması hedeflenmiştir. 

MATERYAL ve METOT 

Bakteri suşları ve plazmidler: Escherichia coli 
ECO123, E. coli TG1 ve rekombinant plazmidleri taşıyan 
diğer E. coli suşları ve indikatör bakteri Micrococcus 
luteus Luria Bertani (LB, Fluka) ortamında 37°C’de 
üretilmiştir. Doğal ve rekombinant L. lactis suşları %0.5 
glukoz içeren M17 (Merck) ortamında 30°C’de üretil­
miştir. Seçici ortamlara eritromisin, L. lactis suşları için 5 
µg mL-1, E. coli suşları için ise 200 µg mL-1 oranında ilave 
edilmiştir. 

Laktisin 481 üretim düzeyinin belirlenmesi: Laktisin 
481 üretim düzeyinin saptanmasında kuyu difüzyon 
yöntemi kullanılmıştır 12. Nisin indüklemesinin laktisin 
481 üretimine etkisinin belirlenmesi için, GM17 besiye­
rine, son konsantrasyonu 1 IU mL-1 olacak şekilde nisaplin 
(Sigma) eklenmiştir. Örneklerin kuyulara aktarılması ve 
37°C’de 1 gece inkübasyonu sonrasında, inhibisyon 
zonları ölçülmüştür. Aktivite hesaplamasında (AU L-1); 
her petride inhibisyon zonu mevcut olan son kuyu sap­
tanmış ve 1000/kuyulara aktarılan sıvı hacmi X sey­
reltme faktörü (inhibisyon zonu tanımlanan son kuyu­
cuktaki seyreltme gücü) formülünden yararlanılmıştır. 
Özgül laktisin aktivitesi, tespit edilen laktisin 481 akti­
vitesinin, söz konusu örneğin alımında ölçülen OD600 

değerine bölümü ile hesaplanmıştır. 

Nisin dirençlilik düzeylerinin belirlenmesi: Son 
konsantrasyonlarında 100 IU mL-1, 200 IU mL-1, 250 IU 
mL-1, 300 IU mL-1, 350 IU mL-1, 400 IU mL-1, 500 IU mL-1 

nisaplin (Sigma) içeren ve içermeyen GM17 ortamlarına 
aktif suş kültürlerinden 1/100 oranında inoküle edilerek, 
30°C’de inkübe edilmiş ve 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. 
saatlerdeki OD600 değerleri ölçülerek zamana karşı 
üreme eğrileri çıkarılarak, suşların nisin dirençlilik düzey­
leri belirlenmiştir. 

Nisin dirençlilik ve regülasyon genlerinin klonlan­
ması: Nisin dirençlilik ve regülasyon genleri, nisin 
üreticisi L. lactis subsp. lactis LL27 suşundan, Tablo 1’de 
verilen primerler kullanılmak suretiyle çoğaltılmıştır. 
Kromozomal DNA izolasyonunda, genomik DNA saflaş­
tırma kiti (Fermentas, EU) kullanılmıştır. Plazmid DNA 
izolasyonlarında ise alkali liziz yöntemi 13 esas alınmıştır. 
Polimeraz zincir reaksiyonlarında (PZR), 1 çevrimden 
oluşan başlangıç denatürasyonu (94°C’de 5 dak.), 30 
çevrimden oluşan çoğaltma (her bir çevrim; 94°C’de 30 
saniye/63.1°C’de 30 saniye/72°C’de 3 dak.) ve 1 çev­
rimden oluşan son uzama (72°C’de 10 dak.) basamak­
larını içeren PZR protokolü uygulanmıştır. PZR uygula­
ması sonrasında, DNA örnekleri %1 agaroz içeren jelde 
yürütülmüş ve etidyum bromit içeren tamponda bek­
letildikten sonra Kodak Gel Logic 200 Imaging System 
(Kodak, USA) kullanılarak jel fotoğrafları alınmıştır 14 . 

BULGULAR 

Tablo 1’de verilen primerler kullanılarak L. lactis 
subsp. lactis LL27 genomik DNA’sından çoğaltılan nisin 
regülasyon ve dirençlilik genleri, indüklenebilir P45 
promotoru içeren pLEB124 plazmidine aktarılmıştır. Son 
aşamada; nisin dirençlilik (nisFEG ve nisI), regülasyon 
(nisRK) ve regülasyon/dirençlilik (nisRKFEG) genlerini 
içeren bu plazmidlerin L. lactis subsp. lactis MBLL9 
suşuna ayrı ayrı aktarımları gerçekleştirilerek dört farklı 
rekombinant suş oluşturulmuştur. Rekombinant plaz­
midler, doğal suşun plazmid profillerindeki değişimler 

Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonlarında kullanılan primerler 
Table 1. Primers used in the polymerase chain reaction 

Primer Dizilim 5’-3’ 

NisFG İleri-HindIII AGATACAAGCTTGGGCCCTAAAGTGAGGAAATATAATGCAGGTA 

NisFG Geri-SalI AGATTCGTCGACTTCCCGGGAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC 

NisI İleri-BamHI ACTATGGATCCATGAAAGGAGGGAAGAGGAAATGAGA 

NisI Geri-ApaI TATCAGGGCCCACTCTAGTTTCCTAACTTCGTTG 

NisRK İleri-HindIII TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA 

NisRK Geri-ApaI AGATAGGGCCCTTCAGAAACAAAAAAAGTAATCCTTGA 

NisRG İleri-HindIII TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA 

NisRG Geri-ApaI AGATTCGGGCCCAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC 
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esas alınarak alıcı suşta tanımlanmıştır (Şekil 1). Rekom­
binant plazmidlerin ilave regülasyon ya da dirençlilik 
fragmentini içerip içermedikleri, moleküler klonlamada 
kullanılan restriksiyon endonukleaz enzim kesimleri ile 
de kontrol edilmiştir. 

Özgül laktisin 481 üretimi, laktisin üretim düzeyi 
sonuçlarının, yine aynı tabloda bulunan optik yoğunluk 
(OD600) değerlerine bölünmesi ile elde edilmiştir (Tablo 
2). Özgül laktisin 481 üretimi ile ilgili grafiklerde doğal 
suş L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve rekombinant suşların 

Şekil 1. L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve rekombinant L. lactis suşlarının plazmid profilleri. 
Hatlar: 1, 8, 12, 17) Marker DNA; 2) pLEB124 (vektör); 3) LL179 (pLEB124 vektörünü içeren MBLL9); 4, 5, 11, 16, 20; MBLL9 
(doğal suş); 6) pNFG (nisFEG genlerini içeren pLEB124); 7) LL175 (pNFG plazmidini içeren MBLL9); 9) pNI (nisI genini içeren 
pLEB124); 10) LL176 (pNI plazmidini içeren MBLL9); 13) pNRK (nisRK genlerini içeren pLEB124); 14, 15) LL177 (pNRK 
plazmidini içeren MBLL9), 18) pNRG (nisRKFEG genlerini içeren pLEB124); 19) LL178 (pNRG plazmidini içeren MBLL9) 
Fig 1. Plasmid profiles of L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve recombinant L. lactis strains 
Lanes: 1, 8, 12, 17) Marker DNA; 2) pLEB124 (vector); 3) LL179 (MBLL9 contains vector pLEB124); 4, 5, 11, 16, 20; MBLL9 (wild­
type strain); 6) pNFG (pLEB124 contain nisFEG genes ); 7) LL175 (MBLL9 contains pNFG plasmid); 9) pNI (pLEB124 contains 
nisI gene); 10) LL176 (MBLL9 contains pNI plasmid); 13) pNRK (pLEB124 contain nisRK genes ); 14, 15) LL177 (MBLL9 contains 
pNRK plasmid), 18) pNRG (pLEB124 contain nisRKFEG genes); 19) LL178 (MBLL9 contains pNRG plasmid) 

Tablo 2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 doğal suşu ve rekombinantların üreme düzeyleri ve laktisin 481 üretim düzeyleri 
Table 2. Growth rates and lacticin 481 production levels of L. lactis subsp. lactis MBLL9 wild type strain and the recombinants 

Bakteriyel Gelişme ve Laktisin Üretimi 

Suş Kod No. 6. Saat 8. Saat 10. Saat 12. Saat 24. Saat 

OD600 AU L-1 OD600 AU L-1 OD600 AU L-1 OD600 AU L-1 OD600 AU L-1 

MBLL9 1.892 20.000 1.922 40.000 1.927 80.000 1.922 80.000 1.950 80.000 

MBLL9 (1 IU mL-1 nisin varlığında) 1.880 20.000 1.909 40.000 1.931 80.000 1.922 80.000 1.940 80.000 

LL175 1.827 20.000 1.904 40.000 1.913 80.000 1.917 80.000 1.959 80.000 

LL175 (1 IU mL-1 nisin varlığında) 1.868 20.000 1.909 40.000 1.931 80.000 1.936 80.000 1.969 80.000 

LL176 1.904 20.000 1.927 40.000 1.931 80.000 1.927 80.000 1.940 80.000 

LL176 (1 IU mL-1 nisin varlığında) 1.900 20.000 1.927 40.000 1.931 80.000 1.927 80.000 1.922 80.000 

LL177 1.945 20.000 1.964 20.000 1.974 40.000 1.959 40.000 1.989 40.000 

LL177 (1 IU mL-1 nisin varlığında) 1.945 20.000 1.979 20.000 1.979 40.000 1.974 40.000 1.995 40.000 

LL178 1.852 20.000 1.954 20.000 1.974 40.000 1.974 40.000 1.979 20.000 

LL178 (1 IU mL-1 nisin varlığında) 1.830 20.000 1.959 40.000 1.964 40.000 1.974 40.000 1.979 40.000 
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üretim düzeyleri oransal olarak karşılaştırıldığında, 
dikkat çekici farklılıklar görülmemiştir. Laktisin 481 ve 
özgül laktisin üretim düzeyi çalışmalarının sonuçları 
birlikte değerlendirildiğinde, doğal suş L. lactis subsp. 
lactis MBLL9 ile kıyaslanan L. lactis LL175 ve L. lactis 
LL176 suşlarının laktisin 481 üretiminde değişiklik 
olmadığı, L. lactis LL77 ve L. lactis LL178 suşlarının 
laktisin 481 üretiminde ise %50 oranında azalmanın 
olduğu saptanmıştır. 

Nisin içermeyen ortamda tüm suşlar (L. lactis subsp. 
lactis MBLL9, L. lactis LL175, L. lactis LL176, L. lactis 
LL177 ve L. lactis LL178, L. lactis LL179) benzer üreme 
karakteristikleri göstermiştir. Nisin içeren ortamda, 12 
saat sonunda L. lactis subsp. lactis MBLL9’un, 250 IU mL-1 

nisin konsantrasyonuna dirençli olduğu tespit edilmiştir 
(Şekil 2a). Boş vektörü (pLEB124) içeren L. lactis LL179 
suşunda da nisin dirençlilik düzeyi 250 IU mL-1 olarak 
tanımlanmıştır. L. lactis LL175 (nisFEG rekombinantı), L. 
lactis LL176 (nisI rekombinantı) ve L. lactis LL177 (nisRK 
rekombinantı) suşları sırasıyla; 300 IU mL-1, 350 IU mL-1 

ve 100 IU mL-1 nisin düzeylerine dirençli bulunmuştur. L. 
lactis LL178 (nisRKFEG rekombinantı) ise 500 IU mL-1 

nisin d öüzüzeeyine diryine dirençliençli lili k gk göstermiştir (Şekil 2b). 

regüle edilmektedir. NisK, çevresel nisin konsantrasyonu 
sinyaline bağlı olarak çalışan bir histidin kinaz enzimidir. 
Bu çevresel sinyali histidin kinaz fosforilasyon yolu ile 
NisR yanıt proteinine aktarır ve aktive olan NisR, nisin 
operonundan transkripsiyonu indükler 15,16. Tipik bir 
yeter sayı algılama sistemi olan bu mekanizmanın 
laktisin 481 üreticisi suşlarda bir varyasyonunun bulun­
duğu öngörülmektedir. Lantibiyotik 481 regülasyonu 
üzerinde yürütülen çalışmalar sonucunda, hücre içi 
asitliğin artışına paralel olarak, laktisin 481 üretiminin 
arttığı belirlenmiştir 17,18. 

Çalışmamızda nisRK genlerinin laktisin 481 üretici­
sinde ifade edilmesi durumunda laktisin üretimini %50 
gibi yüksek oranda düşürmesi, birbirinden bağımsız çalı­
şan ancak aynı sinyal iletim mekanizmasına sahip olan 
sistemlerden, güçlü bir promotor ile etkinleştirilmiş ola­
nın (vektörde bulunan P45 promotoru), diğerini baskıla­
ması (laktisin 481 üretiminde etkin olan P1 ve P3 pro­
motorları) en olası sonuçtur. Bu çalışmalardan elde 
edilen diğer bulgular da bu olasılığı destekler niteliktedir. 
Zira rekombinantların üreme ortamına 1 IU mL-1 ora­
nında indükleyici molekül nisinin ilavesi, laktisin 481 
üretiminde bir değişikliğe yol açmamıştır. 

Şekil 2. L. lactis subsp. lactis 
MBLL9 suşu ve rekombinant­
larının nisin varlığında üreme 
kinetikleri (a: 250 IU mL-1, b: 500 
IU mL-1 nisin ilave edilmiş) 

Fig 2. Growth kinetics of L. lactis 
subsp. lactis MBLL9 and the 
recombinants in the presence of 
nisin (a: 250 IU mL-1, b: 500 IU 
mL-1 nisin added) 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Laktisin 481 üreticisi suşa nisRK ya da nisRKFEG 
genlerinin aktarımı sonrasında laktisin üretiminde mey­
dana gelen azalmaların nisI ya da nisFEG genlerinin akta­
rıldığı rekombinantlarda görülmemesi, bu baskılayıcı 
etkinin nisRK genlerinin ifadesinden kaynaklandığına 
işaret etmektedir. Nisin sentezi, nisRK genleri tarafından 

nisRK genlerinin laktisin 481 üretici suşuna klonlan­
ması halinde laktisin üretim seviyesinde meydana gelen 
düşmenin, aynı zamanda bu suşun içsel nisin dirençlilik 
düzeyinde de saptanması, nisin ve laktisin 481 üretimini 
kontrol eden ikili regülatör sistemler arasındaki uyuş­
mazlığı desteklemektedir. Bununla beraber nisRKFEG 
genlerinin birlikte aktarıldığı laktisin 481 üretici suşunda 
(L. lactis LL178) nisin dirençlilik düzeyi 250 IU mL-1’den 
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500 IU mL-1’ye çıkmıştır. Sadece nisFEG genlerinin akta­
rıldığı L. lactis LL175 suşunda bu direnç düzeyi 300 IU 
mL-1 olarak tespit edilmiştir. nisFEG genlerinin analoğu 
lctFEG genleri, yüksek düzeyde homoloji gösteren 
dirençlilik proteinlerini kodlamaktadır. Sadece nisFEG 
genlerinin klonlandığı L. lactis LL175 suşunda nisRKFEG 
genlerinin beraber klonlandığı L. lactis LL178 suşuna 
oranla nisin dirençlilik düzeyinde daha düşük bir düzey­
de artışın meydana gelmesi, nisRK genlerinin otoindük­
siyon işlevini desteklemektedir. Bu çalışma sonuçları da 
L. lactis LL178 (nisRKFEG genlerini içeriyor) rekombinan­
tında nisRK genlerinin ifadesinin, nisFEG ürünlerinin 
artışına yol açtığını, yani P45 promotorundan yapılan 
transkripsiyonu indüklediğini kanıtlamaktadır. Dirençlilik 
çalışmalarından elde edilen bir diğer önemli bulgu, nisI 
geni aktarılan L. lactis LL176 suşunda nisin dirençlilik 
düzeyinin 250 IU mL-1’den 350 IU mL-1’ye çıkmasıdır. nisI 
geni ürünü bir lipoproteindir. nisI’nın dirençlilikteki rolü 
hücre membranı yüzeyinde lokalize olarak hücre dışın­
daki nisinin gevşek bağlanmasını yönlendirmek suretiyle, 
hedef hücredeki etkinliğini düşürmek olarak tanımlan­
maktadır 11,19-21. Diğer lantibiyotik üreticilerinde nisI 
geninin benzer bir mekanizmaya sahip olduğu bugüne 
kadar belirlenmemiştir. Bu çalışma nisI gen ürününün 
laktisin 481 üreticisi suşta da aynı etkinliğe sahip oldu­
ğunu göstererek, nisI fonksiyonunu tanımlaması açısın­
dan kritik bir değer taşımaktadır. 

Çalışmamızda geliştirilen L. lactis LL175 (nisFEG gen­
leri klonlanan) ve L. lactis LL176 (nisI genleri klonlanan) 
rekombinantları, üretici suşta laktisin üretim düzeyini 
engellemeksizin nisin dirençlilik gelişimi görülmesi açı­
sından önemlidir. Zira bu rekombinantlar, nisinin gıda 
koruyucusu olarak kullanıldığı ürünlerde starter kültürler 
olarak kullanılabilirler. Nisin gıdalara genellikle 50-200 IU 
mL-1 düzeylerinde ilave edilmektedir. Bu rekombinant­
ların kullanımı halinde, katılan nisinden etkilenmeleri 
engellenecek ve ürettikleri laktisin 481 sayesinde de ila­
ve bir koruyucu özellik kazandıracaktır. nisRKFEG genle­
rinin klonlandığı L. lactis LL178 rekombinatında ise 
laktisin 481 üretimi önemli ölçüde düştüğü için pratik 
kullanımı önerilmemektedir. Ancak bu rekombinant 
lantibiyotiklerin regülasyon sistemlerinin tanımlanması 
açısından önemlidir. 
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