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Bu tez ¢alismasinda ¢esitli tulum peynirlerinden izole edilen Enterococcus faecium ve
Enterococcus faecalis tiirlerinden toplam 13 adet susun probiyotik ve teknolojik 6zellikleri aragtirilmustir.
Ent. faecium ve Ent. faecalis izolatlarinin probiyotik potansiyelleri, gastrointestinal direng (safra tuzu ve
simiile mide asidi toleransi), yapisma yetenegi (oto-agregasyon ve hiicre yiizeyi hidrofobisitesi),
fonksiyonel ozellikler (antibakteriyel aktivite,}-galaktosidaz aktivitesi, ekzopolisakkarit {iretimi ve
kolesterol uzaklastirma) ve giivenlik testleri (hemolitik aktivite, antibiyotik direnci, biyojen amin iiretimi ve
bazi viriilans faktorlerinin PCR tespiti) ile karakterize edilmistir. Bu ¢alismada, 13 susun tiimii, safra tuzuna
kargt ve 11 susun ise pH 3 degerinde simiile mide ortamima direngli oldugu kanitlanmistir. 656 ve 28
izolatlar1 diginda tiim Ent. faecium izolatlarmin, vankomisine karsi duyarli oldugu tespit edilmistir. Ek
olarak izolatlarin ¢ogunun yiiksek ekzopolisakkarit (123.01 £ 1.33 ve 456.82 + 3.19 pg / ml arasinda)
tiretme kapasitesine sahip oldugu ve 270 kodlu susun ise kolesterol inhibisyon yeteneginin yiiksek oldugu
(41.67 £ 0) tespit edilmistir. Ayrica, tiim Ent. faecium ve Ent. faecalis izolatlari, L. monocytogenes ATCC
7644, Staph. aureus ATCC 25923'e karsi antibakteriyel aktivite gostermistir. Daha sonra izolatlar,
agregasyon maddesi (asal), sitolizin (CylLL, CyILS, CyIM, CyIB, CylA), jelatinaz (gelE) ve hyaluronidaz
(hylefm) i¢in kodlayan yokluk veya varlik viriilans genleri agisindan incelenmistir. 436 izolati i¢in gelE ve
CylA ve 28 izolat1 i¢in gelE dahil olmak iizere iki ve bir viriilans determinant1 barindirdig: tespit edilmisitr.
Sonug olarak, tiim izolatlar arasinda 436 ve 28 kodlu 6rneklerin umut verici probiyotik dzellikler ve bazi
parametrelerle ilgili olarak iyi giivenlik dzellikleri gosterdigi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus, Probiyotik, Giivenlik, Teknolojik.
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In this thesis, the probiotic and technological properties of 13 strains of Enterococcus faecium and
Enterococcus faecalis isolated from various Tulum cheeses were investigated. Ent. faecium and Ent.
faecalis isolates, gastrointestinal resistance (bile salt and simulated gastric acid tolerance), adhesion ability
(auto-aggregation and cell surface hydrophobicity), functional properties (antibacterial activity, pB-
galactosidase activity, exopolysaccharide production and cholesterol removal) and safety tests ( hemolytic
activity, antibiotic resistance, biogenic amine production and PCR detection of some virulence factors). In
this study, all 13 strains proved resistant to bile salt and 11 strains were resistant to simulated gastric
environment at pH 3. All Ent. faecium isolates were found to be sensitive to vancomycin. In addition, most
of the isolates were found to have high exopolysaccharide production capacity (between 123.01 £+ 1.33 and
456.82 + 3.19 pg/ml) and the 270-coded strain had a high cholesterol inhibition ability (41.67 £ 0). Also, all
Ent. faecium and Ent. faecalis isolates showed antibacterial activity against Staph. aureus ATCC 25923 and
L. monocytogenes ATCC 7644. The isolates were then examined for absence or presence virulence genes
encoding for aggregation agent (asal), cytolysin (CyILL, CyILS, CyIM, CyIB, CylA), gelatinase (gelE), and
hyaluronidase (hylefm). contained two virulence determinants, including gelE, for the isolate. In
conclusion, it was evaluated that among all isolates, samples coded 436 and 28 showed promising probiotic
properties and good safety properties regarding some parameters.

Keywords: Enterococcus, Probiotic, Safety, Technologic.
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1. GIRIS

Probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiginda bagirsak mikrobiyal dengesini
gelistirerek konakg1 hiicreye fayda saglayan yararli mikroorganizmalardir. Bu tiir bakteriler
insan bagirsaginda bir koloni olusturarak zararli mikroorganizmalarla rekabet ederler.
Probiyotiklerin olumlu etkileri 1900'ler basindan beri, Metchnikoff’un yaptig1 calismalar
tarafindan bilinmektedir. Metchnikoff, Katkas toplumlarinin uzun yasam siiresini ve saglikli
olmasint fermente iiriinler ve bu {iriinlerde bulunan probiyotiklere baglamistir (Dogan ve
Ozpinar, 2017). Mide Ozsuyu ve safra asidine karsi direng, oto- ve ko-aggregasyon
yetenekleri, viriilans gen icermemesi ve patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite,
probiyotik se¢imi i¢in dnemli kriterler olarak kabul edilmektedir (Ankaiah ve ark., 2017).

Probiyotik bakterilerin canlilig1 ve aktivitesi, gidalarin raf dmrii sirasinda ve midenin
asidik kosullarindan gegis sirasinda hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir. Potansiyel olarak
probiyotik olmalari icin, bakterilerin ayrica ince bagirsakta hidrolitik enzimler ve safra tuzlar
tarafindan inaktivasyona direncli olmasi gerekmekterdir (Pieniz ve ark., 2014). Probiyotikler,
kolondaki sindirilemeyen oligosakkarit diyet liflerini kisa zincirli yag asitlerine fermente
edebilir ve bdylece kolon kanserini 6nleyebilir. Probiyotikler, laktozu fermente ederek laktoz
sindirimine katkida bulunurlar, Ig A iiretimini ayarlayarak bagisiklig1 arttirir ve antijenleri
parcalayarak bagirsaklarin emilimini engeller bundan dolay1 alerjinin azalmasina neden olur.
Probiyotiklerin fermente gida ve gida tamamlayici olarak tanitilmasi halk sagligi i¢in
onemlidir (Polewski ve ark., 2016). Gidalarda en fazla kullanilan probiyotik bakteri tiirleri
Lactobacillus ve Bifidobacterium’dur. Ancak son yillarda Enterococcus tiirleri sergiledikleri
farkli probiyotik etkiler ile 6n plana ¢ikmaktadir.

Enterokoklar gevre, gida ve klinik mikrobiyolojide 6nemli rol oynayan Gram-pozitif,
katalaz negatif, kok-sekilli, fakiiltatif anaerob ve spor iiretmeyen laktik asit bakterileridir
(LAB). Enterokoklar ayrica, fermente gidalarda dogal olarak bulunmakta veya stater kiiltiir
olarak sonradan ilave edilmektedir. Enterococcus cinsinin gesitli suslari, gida {irinlerinde
lezzet bilesikleri gelistirmede ve raf Omriinii uzatmada, insanlarda ve hayvanlarda bagirsak
mikrobiyal dengesini iyilestirmede ve gastroenterit tedavisinde 6nemli roller oynamaktadir
(Khalkhali ve Mojgani, 2017).

Enterococcus tiirleri, sikga bulunan bakteriler olup fermente siit, et ve sebze
iriinlerinde gelisebilmektedir. Enterococcus tiirleri bakteriyosin iliretmekte ve probiyotik
ozellik tasiyabilmektedir. Ayrica, Enterococci farkli organik asit ve aromatik ucucu bilesik

iretme yetenegine sahip olduklarindan fermente gida iirlinlerinin iiretiminde kullanilmaktadir.



Tim bunlara ilaveten Enterococcus tiirleri biyoaktif bilesikler ve vitaminler iireterek
gidalarin yap1 ve besin degerine katkida bulunurlar. Enterococcus faecium, Enterococcus
durans ve Enterococcus faecalis, gida fermente iiriinlerinde bulunabilen en yaygin
Enterococcus tiirleridir (Nascimento ve ark., 2019).

Enterokoklar, proteolitik ve lipolitik aktiviteleri, sitrat metabolizmasi, probiyotik
ozellikleri ve bakteriyosin iiretimi nedeniyle gida ve siit endiistrisinde 6nemli olan LAB
arasindadir. Ayrica, Ent. faecium'un insanlarda meydana gelen ishalin tedavisinde probiyotik
olarak kullanilmasimin, antibiyotik tedavisine bir alternatif oldugu diisiiniilmektedir. Ent.
faecium'un bir bagka probiyotik etkisi ise, kolesteroliin emilimini smirlandirmasidir
(Yerlikaya ve ark., 2020).

Enterococcus tiirleri bir ¢ok fermente gida iiriiniine dogal halde bulunmaktadir. Bu
gidalardan birisi de tulum peyniridir. Tulum peyniri, beyaz veya krem rengte, yiiksek yag
icerigine, gevrek ve yari sert dokuya sahip oldukca aromatik bir peynir tiriidiir. Tulum adi,
Tiirkcede "keci veya koyun derisi torbasi" anlamina gelmekte olup bu ismi peynirin
paketlemesi ve olgunlastirmasi ig¢in kullanilan torbadan almaktadir. Genel olarak 2 cesit
Tulum peyniri vardir. Bunlardan birincisi Tiirkiye'nin bat1 bolgelerinde iiretilen Izmir
salamura tulumdur. ikincisi ise cogunlukla Tiirkiye'nin dogu bélgelerinde iiretilen Erzincan
Savak tulumudur. Kegi derisi torbalar1 koyun derisinden daha saglam olup goézenekli yapilari
sayesinde peynire su ve hava gecirgenligi saglamaktadir. Giinlimiizde, tulum peynirini
olgunlastirmak i¢in sertlestirilmis plastik variller kullanilmaktadir (Hayaloglu ve ark., 2007).

Geleneksel siit triinleri yillardir kullanilmakta olup potansiyel olarak probiyotik
bakterilerin ana kaynagidir. Geleneksel gida iiretim ve tiikketiminin Tiirkiye'de hala yaygin
oldugu, endistriyel kullanimda probiyotik mikroorganizmalar i¢in énemli bir kaynak olarak
goriilmektedir. Bu doktora tez ¢aligmasinda, farkli yorelerden toplanan geleneksel deri tulum
peynirlerinden izole edilen ve molekiiler yontemlerle tanimlanan Enterococcus faecium ve
Enterococcus faecalis suslarinin probiyotik ozelliklerinin, starter potansiyellerinin ve kritik

virtilans faktorlerinin belirlenmesi amacglanmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tulum Peyniri

Tulum peyniri, Tiirkiye'de en yaygin peynirlerinden birisidir. Tiirkiye'de en popiiler
peynir c¢esitleri beyaz, kasar ve tulum, olmakla beraber 50'den fazla peynir c¢esidi
bulunmaktadir (Tuncer, 2009). Tulum peynir, beyaz veya krem renkli yiiksek yag igerikli,
gevrek ve yar1 sert dokulu ve keskin tada sahip bir peynri ¢esididir. Geleneksel tulum peyniri
genellikle ¢ig koyun siitiinden iiretilmekte ve kegi derisi torbalarda (tulumlarda) veya plastik
kaplarda 150 giin olgunlastirilmaktadir. Geleneksel peynirlerin 6zellikleri hayvan irkindan,
peynir iiretiminde kullanilan teknolojiden ve ¢ig siitiin fiziko-kimyasal ve mikrobiyolojik

ozelliklerinden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir (Hayaloglu ve ark., 2007).

2.2. Laktik Asit Bakterileri Siniflandirilmasi (Taksonomisi)

Laktik asit bakterileri (LAB) kavrami, 1900'li yillarin baginda gelismis ve 19. yiizyilin
son donemlerinde bilimsel ve teknik gelismelere bir grup organizma Onciiliikk etmistir. LAB,
tipik olarak insan gastrointestinal sistemi ile iliskili en dnemli probiyotik mikroorganizmalar
arasindadir.

Geleneksel olarak, laktik asit bakterilerinin morfolojisi, glikoz mayalanma modu,
farkli sicakliklarda gelisme, laktik asit gesitli karbonhidratlarin fermantasyonu gibi fenotipik

ozelliklere gore siniflandirilmistir (Olasupo ve ark., 2001).

LAB; gram pozitif, katalaz negatif, ¢ig siitiin dogal mikrobiyotasi olarak olusan
bakterilerdir (Aspri ve ark., 2017). Siit bazl Griinlerde gelisim yetenegi yiiksek LAB, organik
asitler, hidrojen peroksit, antifungal peptidler ve bakteriyosinler gibi g¢esitli
antimikrobiyallerin {iretimi yoluyla gida fermantasyon islemlerinde ve gidalarin
korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Quigley ve ark., 2013). LAB onceden bir¢ok
probiyotik siit iirlinlerinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, son ¢alismalarda, GI sisteminin
asirt kosullarina direng (midede diisiik pH, sindirim enzimleri, safra tuzlari), bagirsak
mukozasina yapigma, bagirsakta uzun siireli ve sabit kalicilik, antimikrobiyal aktivite ve
immiinomodiilatér 6zelliklerine karsi bir diren¢ araci olarak probiyotik potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir. Diistik pH, yiiksek etanol konsantrasyonu gibi faktorlere karsi direng,
geleneksel probiyotiklere ait diger bakteri gruplarina yapisal ve islevsel benzerligi ile birlikte,

LAB'yi insan sagligi lizerinde faydali etkiler gosterecek potansiyel aday probiyotiklere



donitstirir (Garcia-Ruiz ve ark., 2014). LAB, sert kosullara kars1 dayanma yeteneklerinden
dolay1 insan mide asidi ve safra tuzlar1 kosullarinda stabil mikroorganizmalar olarak
tanimlanmistir. Ayrica Staphylococcus aureus, Salmonella spp ve Listeria monocytogenes
gibi birgok patojenik bakteriye karsi bakteriyosinler gibi antimikrobiyal bilesikler
uretmektedir (Bin Masalam ve ark., 2018). En o6nemli LAB cinsleri Lactobacillus,
Lactococcus, Enterocococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc ve Bifidobacterium’
dur. Ayrica LAB arasinda probiyotik olarak yaygin kullanilan cinsler Lactobacillus ve
Bifidobacterium olmakla birlikte Lactococcus, Streptococcus ve Enterococcus spp gibi diger
LAB ve bazi maya tiirleri de probiyotik olarak kullanilmaktadir (Garcia-Ruiz ve ark., 2014).
LAB, yiiksek endiistriyel ilgiye yol acan gesitli gida {irlinlerinin fermantasyon islemlerinde
yer almaktadir. Bu laktik asit bakterileri, ilk asitlestirmeyi gerceklestirmekten ve fermente
irtinlerin viskozitesine, aroma gelisimine, proteolizine ve lipolizine katkida bulunmaktan
sorumludur. Bununla birlikte LAB gidalarin asitlik degerini yiikselterek gida {irtinlerinin raf

omriinii uzatmaktadir (Mercha ve ark., 2020).

2.3. Enterococcus Bakterileri

'"Entérocoque' terimi ilk olarak Jouhaud (1899) tarafindan bir bagirsak Gram-pozitif
diplokok grubunu adlandirmak i¢in kullanilmigtir. Ayn1 yil MacCallum ve Hastings (1899),
Micrococcus zymogenes'i bir akut endo kardit vakasindan tanimlamstir. izole edilen tiirler
gram pozitif, ¢ift ve kisa zincirler halinde dizilmis uzamis koklar olusturan, 1siya ve
antiseptiklere karsi1 toleranslig kiiltiirler olup aylarca hayatta kalabilmektedir. Gram pozitif
koklar, 1980'lere kadar streptokok olarak tanimlanmigtir. Daha sonra Devriese ve ark. (1993)
Devriese ve Pot (1995) ve Schleifer ve Kilpper-Bélz (1984), tarafindan Streptococcus,
Lactococcus ve Enterococcus cinsleri olarak yeniden siiflandirilmistir. Enterococcus cinsini
olusturmaya yonelik ilk girisim Thiercelin ve Jouhaud (1903), tarafindan gerceklesmis; ancak
bu oneri genel olarak kabul edilmemistir. Birkag yil sonra, Andrewes ve Horder (1906),
Enterococci kisa zincir olusturma yeteneklerine dayanarak Streptococcus faecalis olarak
yeniden adlandirmistir. Daha sonra enterokoklar, Streptococcus cinsi iginde barindirilmis bir
alt grup olarak muamele gormiistiir. Enterococcus spp. temsil eden bakteriler, dogada yaygin
olarak bulunur ve genellikle kuslarin gastrointestinal kanallarinda ve ayrica hayvansal ve
kentsel kanalizasyon ile giibrelenmis topraklarda bulunmaktadir. Insanlarin ve hayvanlarin
gastrointestinal sisteminde ve aymi zamanda c¢esitli diger habitatlarda bulunabilen fekal
streptokoklar, yeni Enterococcus cinsinde gruplandirilmistir. Su anda, 16S rRNA gen

benzerligi temelinde yedi tir grubuna giren 37 Enterococcus sus gegerli olarak



tamimlanmustir. Enterococcus, Lactobacillus ve Streptococcus cinslerinden sonra iigiincii en
biiylik LAB cinsini olusturmaktadir. Su ana kadar tanimlanan enterokoklarin tam sayisu, tiirler
yeniden siniflandirildig1 veya yeni taksonlar kesfedildigi icin zaman zaman degismektedir.
Enterococcus tiirlerinin yaklasik yaris1 nispeten yakin zamanda tanimlanmistir. Ornek olarak,
Ent. pallens, Ent.gilvus, Ent. canis, Ent. phoeniculicola, Ent. ratti, Ent. villorum, Ent.
haemoperoxidus, Ent. moraviensis, Ent. hermanniensis, Ent. saccharominimus, Ent.
canintestini, Ent. aquimarinus, Ent. devriesei, Ent. caccae, Ent. termitis, Ent. silesiacus, Ent.
cammelliae, Ent. thailandicus, Ent. ureasiticus ve Ent. quebecensis 2001 ve sonrasinda
tammmlanmustir. Ent. flavescens susu, ilk olarak tanimlanan Ent. casseliflavus ile aym
goriinmektedir ve bu nedenle isimlendirme Onceligine sahiptir. Ent. solitarius susu yakin
zamanda Tetragenococcus solitarius olarak yeniden siiflandirilmis ve Ent. porcinus'un daha
sonraki bir heterotipik Ent. villorum esanlamlisi oldugunu gosterebilmistir (Franz ve ark.,
2011).

Enterokoklar, gram-pozitif, katalaz negatif, kok-sekilli, fakiiltatif anaerob ve spor
iiretmeyen bakterilerdir. Et, siit ve peynir gibi ¢esitli gida iriinlerinde bulunurlar. Bu
bakteriler % 6,5 NaCl, yiiksek bazik ve sicak ortamlarda gelisebilir, ayrica toprakta, yiizey
suyunda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunurlar ve diger sert ¢evresel kosullar altinda gelisip
hayatta kalabilirler (Banwo ve ark., 2013). Enterokoklar, yiiksek tuz konsantrasyonlarini
tolere etme kapasiteleri nedeniyle deniz ortaminda daha uzun silire hayatta kalabilirler.
Enterokoklar, kabuklu deniz hayvanlarinda ve entegre baliklarin bagirsaklarindan izole
edilebilmistir. Enterococcus bakterileri, uzun zamandir, ¢esitli fermente gidalarin aromasinin
iyilestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ancak bazen termal islenmis gidalarin bozulmasiyla
da dogrudan iliskilendirilebilmektedirler. Bu bakeriler, sicakliga en dayanikli spor
olugturmayan bakterilerden birisi olarak bilinmekte olup tuz varliginda, disik pH
degerlerinde ve genis bir sicaklik araliginda gelisebilmektedir. Bununla birlikte, kiiltiir ortami1
pH'min ve asitlestirici kimliginin genellikle mikrobiyal sicaklik direncini giiclii bir sekilde
etkiledigi diisiiniilmesine ragmen, bunlarin Enterococcus bazi suslari sicaklik direnci
tizerindeki etkilerine iliskin literatiir goriinmemektedir. EK olarak, asidik kosullarda
mikrobiyal bliyiime, genellikle gelismis bir termo-toleransi ile sonuglanan bir ¢apraz koruma
tepkisini indiikleyebilir (Shin ve ark., 2019). Enterococcus cinsi i¢in, viriilans genlerin varligi
nedeniyle Nitelikli Giivenlik Ongériisii (QPS) tarafindan giivenlik onay1 verilmemistir.
Enterococcus igin giivenilirlikleri ile ilgili karar, susa bagl viriilans faktorlerinin taranmasina
dayali olarak vaka bazinda verilir. Bununla birlikte, enterokoklarda patojenik potansiyeli

belirleyen viriilans faktorlerin belirli kombinasyonlarina iligkin mevcut bilgilerin hala sinirl



oldugu belirtilmelidir. Ayrica baz1 enterokoklarda bu faktorlerin varliginin aktif virtilans1 mi
temsil ettigi yoksa sadece belirli ortamlarla eski iliskilerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
konakgi-adaptif fonksiyonlarin evrimini mi yansittigi heniiz kesin degildir (Camara ve ark.,

2020).
2.4. Probiyotik Bakteriler

"Probiyotik™ kelimesi, Yunanca "yasam i¢in" anlamina gelmektedir. Probiyotikler,
patojen olmayan ve vyeterli miktarlarda alindiklarinda konakgiya yarar saglayan canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2002; Ozyurt ve Otles, 2014; Shah,
2007). Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Pediococcus ve Enterococcus dahil
olmak tizere farkli bakteri tiirleri probiyotik olarak siniflandirilmkatadir. Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsine ait tiirler, siit tiriinleri tiretiminde uzun ve giivenli bir gegmise sahiptir
ve ayrica gastrointestinal mikrofloranin bir pargasi olarak bulunmaktadir (Ashraf ve Shah,
2014). Probiyotikler dogrudan infantil diyare (bebekte ishal), antibiyotik ilaglarindan
kaynaklanan diyare, tekrarlayan Closididium difficile kolit, Helicobacter pylori
enfeksiyonlari, inflamatuar (iltihab1) bagirsak hastaligi ve kadin iiro-genital enfeksiyonlari
gibi rahatsizliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanilmkatadir (Reid ve ark., 2003). Bu
bakterilerin probiyotik etkileri ise patojenlerin baskilanmasi, alerjik tepkinin hafifletilmesi,
kolon kanserinin 6nlenmesi, bagisiklik tepkisinin modiilasyonu ve kolesterol asimilasyonudur
(Nueno-Palop ve Narbad, 2011). Probiyotiklerin sagliga faydali bu etkileri, organik asit,
diasetil, asetoin, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi ¢ok c¢esitli antimikrobiyal
metabolitleri sayesinde ortaya ¢ikmaktadir (Murry ve ark., 2004). Bu aktiviteler, patojen
mikroorganizmalarin biiyiimesini ve gelisimini engellediginden mikrobiyolojik giivenlige
katkida bulunmaktadir (Osuntoki ve Korie, 2010; Pyar ve Peh, 2014).

Probiyotikler, genellikle fermente gida tiretiminde kullanilmakta, gida disinda ise tibbi
ve veterinerlik faaliyetlerinde uygulanmaktadir. Yogurt, peynir ve fermente siit iriinleri
starter probiyotik kaynaklaridir. Laktozun fermantasyonu ile iiretilen laktik asit, pH degerini
diisiirerek yogurdun eksi tadina katkida bulunur ve siit proteinlerine etki ederek karakteristik
dokunun olugmasini saglamaktadir. Geleneksel siit iirlinleri, yerliler tarafindan uzun zamandir
kullanilmaktadir ve potansiyel olarak probiyotik bakterilerin ana kaynagidir (Prabhurajeshwar
ve Chandrakanth, 2019). Probiyotiklerin diger faydali etkileri arasinda laktoz intoleransinin
iyilestirilmesi, yiiksek serum Kkolesterol seviyeSinin distiriilmesi, besin maddelerinin

kullaniminin artirilmasi ve antibiyotik kullaniminin azaltilmasi yer almaktadir (Guo ve ark.,



2010). Genel olarak, saglik faydasinin sergilenmesi i¢in ml veya g gida basina giinliik 6- 7 log
probiyotik bakteri onerilmistir (Léhteinen ve ark., 2010).

Fonksiyonel gidalar olarak da adlandirilan probiyotik iceren gida {irtinleri,
antihipertansiyon, antikanser, hipoglisemik 6&zellikler, antioksidan ve immiinomodiilatér
etkiler dahil olmak tizere birkag iyilestirici (terapotik) faydaya sahiptir (Clare ve Swaisgood,
2000; Khan, 2014). Bu nedenle, sagligi gelistiren faydalari olan yeni probiyotik suslarin izole
edilmesi tibbi ve endiistriyel agidan 6nem tagimaktadir (Khan, 2014). Probiyotik olarak
kullanilan bir bakteri susunun temel 6zelliklerinden bazilar1 safra tuzlarinda hayatta kalma,
gastrik diren¢ ve konakg1 bagirsak hiicrelerine bagliliktir (Dunne ve ark., 2001). Probiyotik iyi
bir sus se¢me kriterleri birkag¢ yazar tarafindan kapsamli bir sekilde listelenmistir. Suslar
tercihen insan kaynakli olmali, Genel Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilen (GRAS) statiisiine
sahip olmali ve gastrointestinal (GI) yol boyunca hayatta kalabilmelidir. Suslarin insan
bagirsak hiicrelerine yapismasi da faydali bir 6zellik olarak kabul edilmektedir. Probiyotik
suglar ayrica arzu edilen antibiyotik direncine ve duyarlilik modellerine sahip olmali,
potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalara karsi antagonistik olmali ve konak¢inin
iyiligi i¢in faydali metabolik aktivitelere sahip olmalidir. Probiyotik baglaminda
immiinostimiilasyon, antimutajenite ve antikanserojeniteden de bahsedilmektedir. Diyete ek
olarak kullanilmasi amaglanan bir mikrobiyal sus, dogal olarak iyi teknolojik 6zelliklere de
sahip olmalidir.

Bir susun bagirsak mukusuna tutunma yetenegi, probiyotiklerin gastrointestinal
kanalda kalma siiresini uzatabilir ve konakgiy1 etkileyebilir, probiyotiklerin karsilamasi
gereken gereksinimlerden birinin, genis spektrumlu antibiyotiklere direnc¢li olmalar1 gerektigi
bilinmektedir. Bu nedenle, umut verici olan probiyotik susun istenen ozelliginin giivenlik
degerlendirmesi i¢in antibiyotik duyarlilik testi dahil edilmeli, patojenik bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gostermesi gerekmektedir (Osmanagaoglu ve ark., 2010).

Suslarin otoagregasyon yetenegi bakteri hiicrelerinin bagirsak epiteline yapismasi i¢in
bir 6n kosul oldugu belirtilir, patojenlerle coagregasyon yetenekleri, epitelin zararli bakteriler
tarafindan kolonizasyonunu 6nlemekte ve etkili bariyerin olusturulmasini saglamaktadir.

Enterokoklarin viriilans faktorleri, suslarin patojenitesinde rol oynamasi, konak
dokularin kolonizasyonu ve invazyonu ile ilgili faktdrlerin yani sira spesifik ve spesifik
olmayan konak savunma mekanizmalarina kars1 direnci igermektedir. Ayrica, bu tiir 6ldiirticti
suslar, ya dogrudan toksin iretimi ile ya da dolayli olarak iltthaplanma yoluyla patolojik

degisiklikler tiretmelidir (Franz ve ark., 2011).



Giiniimiizde kullanilan probiyotik suslarin ¢ogu, laktobasil veya bifidobakterilere
aittir. Buna karsin Enterokoklar ise ¢ok daha az oranda probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Ancak tibbi ve gida mikrobiyolojisi agisindan, Ent. faecium ve Ent. faecalis en 6nemli
enterokok suslaridir. Her iki susda insan kullanimi igin onay verilen tek enterokok suslari
olma 6zelligi tasimaktadir.

Gida fermantasyonu igin stater kiiltiir segilirken dikkat edilecek en 6nemli husus bu
kiltiirlerin  viriilans faktorlerinden arindirilmasit ve herhangi bir antibiyotige direng
gostermemesidir (Vogel ve ark., 2002). Enterococcus klasik bir gida kaynakli patojen olarak
goriilmemekle birlikte, bazi peynirlerin ve sosislerin olgunlastirmasinda bir probiyotik starter
kiiltiir olarak kullanildigi belirlenmistir (Franz ve ark., 2011; Hammad ve ark., 2015; Moreno,
2006).

Bazi yaymlar Enterococcus spp’nin bazi olgunlasmis peynirlerde olgunlasmis veya
fermente gida triinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Hammad ve
ark., 2015; Martin-Platero ve ark., 2009; Serio ve ark., 2007).

Enterococcus bakterileri, yiiksek sicakliklar, diisiik pH ve yiiksek tuzluluk gibi sert
kosullara yiiksek toleranslarindan dolaiy1 geleneksel peynirlerin tiretiminde kullanilmaktadir.
Ent. faecium, Ent. faecalis ve Ent. durans suslarinin, peynirin olgunlastirilmasi sirasinda
proteoliz, lipoliz ve sitrat par¢alanmasi yoluyla arzu edilen tat ve aromanin ortaya ¢ikmasini
sagladiklar1 bilinmektedir. Calismalarin ¢ogu, Enterococcus izolatlarinin ve zeytin, SOSiS ve
peynir gibi fermente gidalarin duyusal 6zelliklerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini

belirtmektedir.
2.6. Enterococcus Bakterilerinin Probiyotik Karakterizayonunda Kullanilan Ozellikler
2.6.1. Enterococcus Bakterilerinin Gastrointestinal Sistemde canhhg

2.6.1.1. Lizozim toleransi

Potansiyel probiyotik adaylarinin segimine yo6nelik uygulanan ilk test adimi, Gl
sistemin asir1 kosullarina dayanimdir. Tiketilen probiyotik mikroorganizmlarin asmasi gerekn
ilk bariyer, insan tiikiirigiinde yiiksek konsantrasyonda bulunan lizozim enzimidir. Lizozim
direnci, hiicrenin fizyolojik durumunda hiicre duvarindaki peptidoglikan yapiya ve ortamdaki
lizozim yapisina bagl olarak degisiklik gostermektedir (Garcia-Ruiz ve ark., 2014).

Yapilan ¢aligmalarda Enterococcus hiicrelerinin lizozim enzimine karsi olaganiistii bir
direng kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir. Enterokoklarin bu direnci diger bakteri tiirleri

gibi lizozim direncine dahil olan iki ana mekanizmada karakterize edilmistir. Ilk mekanizma,



NAM kalintilarinin C-6 hidroksil parcasi iizerinde meydana gelen O asetilasyonu veya N-
asetilglukozamin kalintilarinin deasetilasyonu yoluyla PG omurga yapisinin modifikasyonu
ile ilgilidir. ikinci mekanizma ise koruyucu islevi olan lizozim inhibitdrlerinin {iretimine

dayanmaktadir (Hebert ve ark., 2007).
2.6.1.2. Safra tuzuna ve asit tolerans

Probiyotiklerin gastrointestinal (mide-bagirsak) sistemde canli kalabilme o6zelligi,
probiyotiklerin en ¢ok arzu edilen 6zelliklerinden biridir. Probiyotiklerin, kolondan peristaltik
hareketler ile ayrilmasini 6nlemek i¢in bagirsak mukozasina tutunmasi gerekmektedir (Nami
ve ark., 2019). Potansiyel probiyotik suslarmnin se¢imine yonelik ilk adim, gastrointestinal
sistemin sert kosullarmna kars1 direnglerini degerlendirmektir. insan tiikiiriigiinde bulunan
yiiksek konsantrasyonda lizozim asilmasi gereken ilk engeldir ; sonra midede diisiik pH ve
sindirim enzimleri (6rnek pepsin) ; ve bagirsakta safra asitleri asilmasi gerekmektedir (Garcia-
Ruiz ve ark., 2014). Probiyotik bakterilerin gastrointestinal sistemde, canli kalmasi, konakgi
iizerinde faydali etki gosterme Kkabiliyetini degerlendirmek i¢in Onemli bir 6zelliktir
(Jeronymo-Ceneviva ve ark., 2014).

Asit ve safra toleransi, probiyotik suslarin se¢iminde kullanilan 6nemli kriterlerden
bazilaridir. Probiyotikler ilk olarak sert gastrointestinal kosullarla karsilastigindan, bu asiri
asidik kosullar ve yiiksek konsantrasyonlarda safra tuzlari altinda hayatta kalabilmeleri
gerekir. Cogu in vitro denemeleri, 2.0-3.0 arasinda diisiik pH degerlerinde (Chandran ve ark.,
2013; Kaushik ve ark., 2009) ve% 0.3 safra konsantrasyonunda gerceklestirilmistir.
Probiyotik bakteriler ayrica spesifik yapigma proteinleri (40-200 kDa) iireterek mukus ve
epitel hiicrelerine yapisma i¢in bagirsak mikroorganizmalar1 ile rekabet eder. Mukoza
tabakasina yapisma, Ozellikle bagirsagin alt kisminda uzun Omiirlii probiyotik hiicrelerin
¢ogalmasi i¢in de 6nemlidir (Chandran ve ark., 2013).

[zolatlarin yiiksek asidik kosullar altinda hayatta kalma ve insan bagirsagindaki safra
tuzlarina kars1 kabul edilebilir tolerans gosterme yetenegi, bir susun probiyotik olarak kabul
edilebilmesi i¢in iki temel Ozelliktir (Ayyash ve ark., 2018). Safra tuzu, probiyotklerin hiicre
zarinin yapisina zarar verdiginden safra tuzunu tolerans bagirsakta hayatta kalabilmek icin
onemli bir faktordiir (Rajoka ve ark., 2018). Cesitli stres faktorleri arasinda, probiyotiklerin
canliligint en fazla etkileyen pH ve safra tuzlaridir. Bu nedenle, in vitro caligmalarda
probiyotik potansiyel taramasi i¢in asit ve safra tuzlari tolerans testleri yaygin olarak
uygulanmaktadir. Genel olarak Enterokok suslari, safra tuzu kosullar1 altinda iyi gelisme

kabiliyetine sahiptir. Enterokok suslarinin safra tuzu kosullar1 altinda gelisebilme yetenekleri,



daha once oOnerildigi gibi safra tuzu hidrolaz aktiviteleri ile iliskilendirilebilir (Ispirli ve ark.,
2017). Zoumpopoulou ve ark. (2018), yaptiklar ¢alismada, bes izolatin ortam pH 3'e maruz
kaldiktan sonra asitlige kars1 yiiksek tolerans sergiledigini ve ayrica safra tuzlarina karsi
toleransli oldugunu gostermistir.

Probiyotik olarak kabul edilecek aday, yiiksek asidik kosullar altinda canli kalabilmeli
ve midede 2-3 saatlik gecis sirasinda yiiksek bakteri popiilasyonunu koruyabilmelidir. Asidik
ortamin H+ iyonu konsantrasyonu bakterilerin hiicre duvar1 ve izolatlarin metabolizmalari
tizerindenegatif etki gostermektedir (Ayyash ve ark., 2018). Asit direnci ve safra toleransi
artik potansiyel probiyotik suslarin taranmasi i¢in temel kriterler olarak kabul edilmektedir.
LAB suslari, canli bakteri sayimlarinda biiyiik diisiisler olmaksizin yiiksek asitli tasiyict
gidalarda daha uzun siire hayatta kalmaktadir (Ren ve ark., 2014). Enterococcus bakterileri
farkli pH igerigine sahip gidalarda canliliklarin1 koruyabilmektedir. Enterococcus bakterileri
yiizyillar boyunca gesitli fermente siit ve et triinlerinin mikroflorasinda yer almis ve peynir
iiriinlerinin olgunlagmasinda proteoliz, lipoliz ve diasetil iiretimi nedeniyle aromalarinin

gelistirilmesinde 6nemli rol oynamistir (dos Santos ve ark., 2015).
2.6.2. Enterococcus Bakterilerinin Adhezyon Yetenegi

Hiicre adhezyon yetenegi, bakteri hiicre zar1 ve epitel yiizeyler arasindaki temast
iceren karmasik bir stirectir. Epitel hiicrelere ve mukozal ylizeylere yapisma yeteneginin,
probiyotik olarak kullanilan bircok bakteri susunun o6nemli bir o6zelligi oldugu one
stirilmiistiir. Birkag arastirmaci, bagirsak epitel hiicrelerine ve mukusa bakteriyel yapisma ile
ilgili etkilesimin bilesimi, yapis1 ve kuvvetleri hakkinda aragtirmalar bildirmistir (Collado ve
ark., 2008). Hiicre agregasyon Ozellikleri, potansiyel bir probiyotik susun en 6énemli fenotipik
ozelliklerinden birini temsil eder. Zommiti ve ark. (2018), yaptiklari ¢alismada, “Dried
Ossban”dan izole edilen enterokok suslarmin agregasyon yetenekleri degerlendirildi.
Sonuglar, elde edilen otoagregasyon degerlerinin %50 ile %96 arasinda degistigini

gostermistir.

2.6.2.1. Otoagregasyon

Otoagregasyon, biyofilm olusumu i¢in bir 6n kosuldur ve bagirsak epitel hiicrelerine
yapisma ile iligkilidir. Bu olay enfeksiyona karsi bir konak¢iya savunma mekanizmasi
olusturur ve patojenin mukoz tabakaya yapismasini sinirlandirmaktadir. LAB'nin patojenlerle
birlikte agregasyon yetenegi, patojen mikroorganizmalarin bagirsaga kolonizasyonunu

onleyen etkili bir bariyer olusturmaktadir. Insan bagirsaginda probiyotiklerin geligimi,
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gastrointestinal sistemdeki bakteriyel dengeyi arttirmaktadir (Taheur ve ark., 2016). Ayrica,
Rastogi ve ark. (2020), yapiklari ¢alismada, test edilen her iki izolatin otoagregasyon orani, 4
saatlik inkiibasyon sonrasinda, % 48'den fazla oldugu icin iyi yapisma kabiliyetleri
gostermistir Otoagregasyon veya intra-agregasyon ozelligi 6nemli hiicre yiizeyi 6zelligi olup
insan GIT'inde probiyotik bakterilerin yapismasi ve kolonizasyonuna yardimci olmaktadir.
Maldonado ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢aligmada, baz1 izolatlarin ayni tiir olmasina
regman, ayni derecede otoaggregasyon sergilememis, dolayisiyla bu 6zelligin ayni tiirlin

suslar1 arasinda farkli oldugu kanitlanmastir.

2.6.2.2. Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi

Mikroorganizmalarin bagirsak epitel hiicrelerine yapismasinda gesitli mekanizmalar
yer almaktadir. Mikroorganizmalarin en distaki yiizeyinin hidrofobik dogasi, bakterilerin
konake1 dokuya bagliliginda rol oynamaktadir.

Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi, mikrobiyal hiicreler ve konakgilari arasinda spesifik
olmayan bir etkilesimdir. Ilk etkilesim zayif ve genellikle geri doniisiimlidiir.
Hidrokarbonlara yapisma, otoagregasyon ve pihtilasma mekanizmalariyla iliskilerindeki
rollerini anlamak i¢in bakteriyel hiicre duvari bilesimlerini ve 6zelliklerini belirlemek ve
karakterize etmek i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir (Collado ve ark., 2008).

Hidrofobisite yapismaya yardimci olmakla birlikte gliclii agregasyon igin bir 6n kosul
degildir. Hidrofobisite genetik olarak yakindan iligkili tiirler arasinda ve hatta ayni susun
tirleri arasinda degisiklik gostermektedir (Schar-Zammaretti ve Ubbink, 2003). Yiiksek
hidrofobisiteye sahip bakteri hiicreleri genellikle mukozal hiicrelerle giiclii etkilesimler
gosterir. Beyaz peynirden izole edilen Ent. faecium ig¢in %7,92 ile %10,23 arasinda
hidrofobisite degerleri tespit edilmistir (Favaro ve ark., 2014).

Bir susun epitel hiicrelerine yapisabilme yetenegini tahmin etmenin bir yolu olarak
hekzadekan yaygm olarak kullanilmaktadir (Kiely ve Olson, 2000). Probiyotik suslar
genellikle, konak¢1r bagirsaginda dogal olarak varligi ve bakteri hiicre yiizeyinin
hidrofobikligi, epitel hiicreleri adhzyon kapasitesi, agregasyon yetenegi ve safra tuzlarina
tolerans olan maddelerin varlig1 (6rn. polisakkaritler, lektinler) gibi ¢esitli faydali 6zellikleri
temelinde segilir. Probiyotik suglarin otoaggregasyonu, bagirsak epitel hiicrelerine
yapismalart icin gerekli goOriinmekte ve patojenik mikroorganizmalar tarafindan
kolonizasyonu Onleyen bir bariyer olusturmaktadir (Aslim ve ark., 2007). Hiicre yiizeyi
hidrofobisitesi, probiyotik bakterilerinin 6nemli hiicre ylizeyi Ozelliklerinden birisi olup

gasrtointestinal konakei hiicrelerle probiyotik yapismasini ve etkilesimini etkilemektedir (Xu
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ve ark., 2009). Bu nedenle, daha yiiksek hidrofobisite, probiyotiklerin epitel hiicrelerine

yapigma kabiliyetini ve saglik yararlarini artirmasiyla sonuglanmaistir.

2.6.3. Enterococcus Bakterilerinin Fonksiyonel Ozellikleri

2.6.3.1. Serum kolesteroliiniin diisiiriilmesi

Uygun bakteri suslari ile fermente edilmis siit {riinlerinin kan kolesterol
konsantrasyonlarini diigiirmesi ve bdylece Koroner Kalp Hastaligi (CHD) riskini azalttig1
yoniinde c¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bununla birlikte, kullanilan bakteri suslari
safraya toleransli olmali, safra asitlerini dekonjuge etme ve kolesterolii baglama yetenegine
sahip olmalidir. Bu kriterler kargilanirsa, fermente siit drilinleri yiiksek kolesterol
konsantrasyonlarini diisiirmede 'fonksiyonel' gidalar olarak goriilebilmektedir. Probiyotiklerin
kolesterol diisiiriicti etkisi i¢in onerilen bir dizi mekanizma oldugundan s6z edilmistir. Bunlar,
safra tuzlarinin safra tuzu hidrolaz (BSH) ile dekonjugasyonu, kolesteroliin bakteri hiicre
zarlarina asimilasyonu, probiyotiklerin bilylimesi sirasinda kisa zincirli yag asitlerinin
(SCFA'lar) tretimi gibi probiyotikler tarafindan kolesteroliin uzaklastirilmast i¢in gesitli
mekanizmalar Onerilmistir. Safra asitlerinin bagirsak bakterileri tarafindan dekonjugasyonu,
bunlarin atilma oranlarini arttirmaktadir. Bu nedenle karaciger tarafindan safra asitlerinin
sentezi i¢in daha yiiksek kolesterol yikimi gerekmekte ve dolaysi ile serum kolesteroliinde bir
azalma olmaktadir.

Yiiksek serum kolesterol seviyelerinin genellikle kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklarda onemli bir faktor olduguna inanilmaktadir. Serum kolesteroliiniin disiirilmesi
icin giivenli ve daha etkili alternatif yollar aranmaktadir. Ciinkii kolesterolii diisiirmek icin
kullanilan ilaglarin bazi yan etkileri mevcuttur. Onceki c¢alismalar Lactobacillus veya
Bifidobacterium suslarini iceren fermente gidalarin tiiketimi, insanlarda kan kolesterol
konsantrasyonlarinin diisliriilmesine yardimeci olabilecegini dogrulamistir. Ancak kesin

mekanizmalar hakkinda aragtirmalara ihtiyag¢ vardir (Ren ve ark., 2014).

2.6.3.2. p-galaktosidaz

B-galaktosidaz, laktozu, glukoza ve galaktoza hidrolize eden faydali bir enzimdir.
Enzimler arasinda en 6nemlisi, laktoz sindirimine yardimci olan ve tersine lirlinlerin substrat
ile oligomerizasyonunu saglayan [-galaktosidazdir. Bu, laktoz intoleransi hastalar1 igin
gelistirilen gidalarda kullamlmaktadir (Hussain ve ark., 2008). Ote yandan , B -galaktosidaz
tireten kiltirler ile fermente edilen iriinler, laktoz intoleransimin tedavisinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Vasiljevic ve Jelen, 2001). Mikroorganizmalarin siitte laktozu fermente etme
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yetenegi, slit endiistrisinde potansiyel uygulamalar1 olan laktik asit bakterilerinin énemli bir
teknolojik ozelligidir. Siit ve siit tiirevlerine tat, doku ve besin degeri kazandiran laktozun
hidrolizi B-D-galaktosidaz (EC 3.2.1.23) vel/veya fosfo-B-D-galaktosidaz (EC 3.2.1.85)
enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Teknolojik 6nemlerine ek olarak, hem saf enzimler hem
de onlar1 igeren canli mikroorganizmalar, laktoz intoleransi gibi bagirsak rahatsizliklarini
hafifletmek icin kullanilmistir. Bu durum diinya ¢apinda yetiskin popiilasyonda goriiliir ve
laktozun intra-intestinal hidrolizi ve kolon mikrobiyotasinin modiilasyonu igin bir (-
galaktosidaz kaynagi olarak basta laktobasiller ve/veya bifidobakteriler olmak {izere
mikroorganizmalarin siit tiriinlerine dahil edilmesiyle basarili bir sekilde tedavi edilmistir. -
galaktosidaz aktivitesi, siit endiistrisinde uygulama ile probiyotikler veya LAB i¢in faydali bir

ozelliktir (dos Santos ve ark., 2015).

2.6.3.3. Antimikrobiyal aktivite (Enterosin iiretimi)

Secilen probiyotik tiirlinlin potansiyel patojenik bakterilerin gelismesini Onleme
yetenegine sahip olmasi gerektiginden antimikrobiyal aktivite Ozellikle probiyotikler igin
onemlidir (Fijan, 2016).

LAB’nin bazi suslari, farkli antimikrobiyal bilesiklerin i{iretimi nedeniyle fermente
triinlerin giivenligini ve Kkalitesini arttirmakta ve patojenik ve bozulma bakterilerinin
gelismesini engellemektedir. LAB'in antimikrobiyal metabolitleri arasinda organik asitler,
hidrojen peroksit, diasetil ve ayrica ilave metabolitler bakteriyosin adi verilen kiiciik
proteinler veya peptitler bulunmaktadir. Bakteriyosinler, diger bakterilere yonelik genel
bakterisidal aktivitelere sahip ribozomal olarak sentezlenmis antimikrobiyal proteinlerdir
(Ahmadova, 2013).

Enterosinler, enterokoklar tarafindan tretilen bakteriyosinler olup gidalarda
bozulmaya yol acan veya patojen bakterilere karsi aktiviteleri nedeniyle Onemli bir
potansiyele sahiptir (Galvez ve ark., 1998; Hugas ve ark., 2003; Leroy ve ark., 2003). Bu
nedenle, gida fermantasyonu sirasinda enterosinlerin ya gida katki maddeleri olarak ya da ek
bir starter kiiltiir ile yerinde iiretim yoluyla uygulanmaktadir (Aymerich ve ark., 2000; G
Giraffa ve ark., 2000). Nisin, LAB’de tanimlanan ilk antibakteriyel polipeptittir (Rogers,
1928). Nisin’in yan1 sira Pediococcus acidilactici H ve L. plantarum WHE tarafindan iiretilen
pediocin AcH (Bhunia ve ark., 1987) ve Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis
(Ennahar ve Deschamps, 2000) tarafindan fiiretilen enterosinler gibi, diger bakteriyosinler
(Garcia ve ark., 2004), ticari uygulamalarda potansiyel kullanim agisindan degerlendirilmistir.

Enterosinlerin, gidalarin raf dmriinii uzatan ve bakterilerin ¢ogalmasini engelleyen dogal katki

13



maddeleri olarak kullanilmasi tizerine odaklanmistir (Ben Braiek ve ark., 2017). Enterokoklar
peynirler, sosisler ve fermente et gibi cesitli fermente teknolojilerde yardimci/starter kiiltiirler

olarak uygulanir (Jaouani ve ark., 2015).

2.6.3.4. Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

Polisakkaritler hayatimizdaki en Onemli biyolojik polimerlerden biridir. Bu
biyopolimerlerin birgok yasamsal biyolojik fonksiyonu vardir. Bu polimerler, enerji depolama
maddesi olarak kullanilmakta ve bakteriler de olmak {izere canli organizmalarin hiicre duvari
maddesinin ana bilesenlerinden biridir. Algler, archaca, funguslar, mayalar ve bakteriler gibi
birgok Okaryotik ve prokaryotik organizma polisakkarit iliretme yetenegine sahiptir. Son
donemlerde, EPS'lerin bagisiklik sistemini uyarabilecegi veya modiile edebilecegini,
antitimor, antiviral, anti-inflamatuar ve antioksidan ajanlar olarak rol oynayabilecegini
gosteren raporlar bulunmaktadir. LAB tarafindan tiretilen EPS, yogurt, peynir ve ekmek gibi
gida iirlinlerinin reolojik, dokusal ve duyusal 6zelliklerini gelistirmek i¢in gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica siit iirinlerinde gelismis bir tat algisin1 modiile ederek
formiilasyonda yag ikamesi olarak kullanilabilirler (Dertli, 2013).

Probiyotik suslar tarafindan iiretilen EPS, bir¢ok probiyotigin yiizeyinde bulunan
mikrobiyal polisakkaritler olarak hiicre disi salgilanmaktadir. EPS'nin kapsiiler yapisinin
probiyotik suslari olumsuz ortamlardan korudugu bildirilmistir. Ornegin EPS, antibakteriyel
bilesenlere, bakteriyofaj saldirisina ve fagositoza karsi koruyucu bir ajan gorevi gormektedir.
Ayrica, EPS tiretme kabiliyeti yiiksek probiyotik suslarin yiiksek asit ve safra toleransi
sergiledigi tespit edilmistir (Ren ve ark., 2014).

EPS, mikroorganizmalarda ¢oziinen maddelerin taginmasina katilabilen iyonlarla
etkilesimler yoluyla hiicrelere sayisiz hayatta kalma avantaji sunan, boylece adsorpsiyon ve
degis tokusta rol oynayan hiicre dist seker polimerleridir. Gidada kullanilacak EPS
giiveniliriligi tescil edilmis LAB tarafindan {iretilmek zorundadir. Siit driinleri iiretiminde
kullanilacak starter LAB’nin EPS iiretmesi bir 6n kosuldur (Mercha ve ark., 2020). Ayrica
bazi1 ¢alismalarda, EPS iiretebilen LAB izolatlarinin otoagregasyon kapasitelerinin ytiksek
oldugu ve bdoylelikle gastrointestinal sistemin mukozal yiizeylerinde daha kolay tutunabildigi

bildirilmistir (Kansandee ve ark., 2019).
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2.6.4. Enterococcus Bakterilerinin Giivenlik Ozellikleri

2.6.4.1. Enterokoklarin antibiyotik direnci

LAB'in antibiyotik direnci hakkinda bilgiler hala sinirlidir ve bu grubun heterojenligi
nedeniyle direng profillerini degerlendirmek zordur. Basbulbul ve ark. (2015), bulgularinda
Pediococcus, Leuconostoc, Weisella, Enterococcus cinsine ait LAB suslarinin genellikle
tetrasiklin ve kloramfenikol gibi klinik antibiyotiklere direncli oldugunu gostermektedir.

Antibiyotik direnci Enterococcus tiirlerinin gida triinlerinde kullanim igin giivenlik
degerlendirmesinde esas bir konudur. Plazmidlerde ve transpozonlarda bulunan kazanilmis
direng esas endise kaynagidir (Giorgio Giraffa, 2002). Ayrica, bazi antibiyotiklere karsi
direng gosteriler ki bu durum gidalardan izole edilen Enterococcus suslari arasinda yaygin
olarak bulunan bir 6zelliktir (Franz ve ark., 2003).

Fermente gidalarda enterokoklarin uygulanmasi, genellikle konjugatif plazmidlerinde
veya genetik degisime egilimli transpozonlarinda bulunan bu bakterilerinin genetik
belirleyicilerinin olast yayilmasindan dolayi endise yaratmaktadir (Hasman ve ark., 2005;
Zanella ve ark., 2006). Ent. faecalis i¢in antibiyotik direncli genleri elde etme ve aktarma
kabiliyeti nedeniyle multi- direng daha yaygin olarak bildirilmistir (Citak ve ark., 2004;
McBride ve ark., 2007). Ayrica Gomes ve ark. (2008), Ent. faecalis i¢in antibiyotik direnci
goriilme sikligimin Ent. faecium izolatlarina gore daha yiiksek oldugunu bildirmistir.

Basbulbul ve ark. (2015), ¢alismalarinda izole edilen Enterococcus faecium suslarinin
farkli antibiyotiklere direngli oldugunu tespit etmistir. Bozadan izole edilmis Ent. faecium
GL-21 eritromisine (32 ug / ml) ve kloramfenikole diren¢ gostermis fakat erm (A), erm (B),
erm (C) veya cat genlerinin higbiri tespit edilmemistir. Dort Ent. faecium susundan ikisi,
tetrasikline direngli olan GL-83 ve GL-89 ve tet (M) genini tasimaktadir. Temmerman ve ark.
(2003) yaptiklart caligmada, farkli probiyotik iiriinlerinden toplam 29 Ent. faecium susu izole
etmis ve izolatlarda tetrasiklin (izolatlarin %24'), eritromisin (izolatlarin %97'si) ve
kloramfenikole (izolatlarin %34'i) kars1 antibiyotik direnci tespit etmislerdir. Tiirk beyaz
peynir 6rneklerinden izole edilen Enterococcus tiirlerinin 13 antibiyotige direnci Citak ve ark.
(2004) tarafindan incelenmis ve Ent. faecium izolatlarmin %96'sinin eritromisine %76’simin

kloramfenikole ve%44 niiniin ise tetrasikline kars1 direngli oldugu belirtilmistir.

2.6.4.2. Enterococcus bakterilerinin viriilans faktorleri
Viriilans faktorleri bazi enterokok suslarinda genetik olarak kodlanan, spesifik ve
spesifik olmayan savunma mekanizmalarina karsi direng saglayan ve memeli dokularinda

patojenik etki gosteren faktorlerdir. Sonug olarak, viriilans faktorleri bakterilerin “firsatci

15



patojenler” olarak hareket etmesini saglar. Agregasyon maddesi, enterokok ylizey proteini,
sitolizin, yapigsma gibi gesitli viriilans faktorleri enterokok i¢in bildirilmistir (Omar ve ark.,
2004).

Viriilans belirleyici faktorleri arastirmalar temelinde risk degerlendirmesiyle ilgili bir
sorun, patojenik potansiyel icin belirleyici olabilen viriilans faktoriinlin tiri  ve
kombinasyonlar1 ile ilgili bilginin smirli olmasidir. Cesitli enfeksiyon agsamalari
(kolonizasyon/baglanma, translokasyon, bagisiklik tepkisi ve patolojik degisikliklerin
indiiklenmesi) ile iliskili ¢oklu viriilans faktorlerine sahip olan suslarin, tek bir viriilans
faktorlerine sahip suslardan daha tehlikeli oldugu iddia edilmistir. Antimikrobiyal direng
genlerini veya virlilans faktorlerini kodlayan genlerin gastrointestinal sistemdeki probiyotik
suslara aktarilabilecegi 6nemli bir konudur (Franz ve ark., 2003). Yapilan calismlarda
Enterokoklarda bir¢ok viriilans geni ve onlarin fonksiyonlari tanimlanmustir. Enterokoklarda
tanimlanan ilk viriilans faktorii, translasyon sonrast modifiye edilmis bir protein-toksin olan
sitolizindir. Belirli kan eritrositlerinde B-hemolitik reaksiyona neden olan ve ayrica ¢ok gesitli
bakterilere kars1 bakterisidal aktiviteye sahip olan cylL LsMBAI operonu tarafindan kodlanir.
CylLvL ve cylLs genleri, sitolizin yapisal alt birimlerini kodlar ve geri kalan genler, translasyon
sonras1t modifikasyonlar (cylM), tasima (cylB), aktivasyon (cylA) ve kendini koruma (cyll) ile
ilgili proteinleri kodlar. Konak dokulara yapisma, enfeksiyon siirecinde ¢ok 6nemli bir adim
oldugundan, adezinlerin kolonizasyonun kurulmasi ve siirdiiriilmesinde ©onemli bir rol
oynamasi beklenir. Birka¢ adezin enterokokal patojenite ile iligkilendirilmistir. Enterokokal
yiizey proteini (Esp, esp geni tarafindan kodlanir), idrar yolunda kolonizasyona ve kaliciliga
katkida bulunan yiiksek molekiiler agirlikli bir hiicre dis1 yiizey proteinidir ve Ent. faecalis ve
Ent. faecium tiirlerinin artan viriilansi ile iligkili oldugu ileri stiriilmektedir. EfaAss ve EfaAsm,
endokardit hastalarinin serumunda tespit edilen yapiskan benzeri Ent. faecalis ve Ent. faecium
antijenleridir (Carlos ve ark., 2010).

Kim ve ark. (2020), yaptiklar1 ¢alisma sonuglarina gore gesitli Kore gidalarinda yedi
Enterococcus susu ve bu her bir susta viriilansla iligkili bes gen tespit etmislerdir. Bu sonug,
gidalardaki Ent. faecalis ve Ent. faecium disindaki Enterococcus cinsine ait tiirlerin potansiyel
bir gida kaynakli patojen olabilecegi fikrini desteklemektedir. Ancak, gida kaynakli viriilans
belirleyicilerini barindiran Enterococcus spp’nin insanlarda patojenite varliklar1i dogrudan
calistimamistir. Bu nedenle, viriilans belirleyicilere sahip gida kaynakli Enterococcus
tiirlerinin ¢ok tliriinii miimkiin oldugunca izole etmek ve gida kaynakli Enterococcus spp
potansiyel tehlikenin  biiyiikliigli  hakkinda  fikirbirligine varilmast i¢in  gergek

patojenikliklerini hem in vitro hem de in vivo dogrulamak i¢in deneyler yapmak ¢ok
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onemlidir. Ent. faecium ve Ent. faecalis, gida ve yemlerde probiyotik igeren starter veya
koruma kiiltiirleri olarak uygulanir. Giivenlik yonleri, antibiyotik direncinin ve &zellikle
direncin aktarilabilirliginin (6rnegin glikopeptidler i¢in) dikkatli bir sekilde incelenmesini
icermelidir. Son zamanlarda, vankomisine direncli enterokoklar, nozokomiyal enfeksiyonlarin
sik bir nedeni olarak ortaya ¢ikmistir (Mundy ve ark., 2000). Agregasyon maddesi proteini,
jelatinaz, sitolizin, enterokok ylizey proteinleri, hiyaliironidaz gibi viriilans faktorleri ve
endokardit antijenleri enterokoklarda tanimlanmistir (Martin-Platero ve ark., 2009;
Vankerckhoven ve ark., 2004).

Enterokoklar bir¢ok nozokomiyal enfeksiyonuna ve bakeriyemi (kanda bakteri
olugmasi) ve idrar yolu enfeksiyonlari gibi hastaliklara neden olan insanlar i¢in firsatgi
patojenler olarak kabul edilir (Aran ve ark., 2015). Bu nedenle, stater kiiltiir veya probiyotik
olarak kullanilabilecek bu bakterilerin giivenlik yoniinii degerlendirmek gerekir. Bu
degerlendirmenin amaci, agregasyon maddesi, sitolizin ve jelatinaz gibi potansiyel viriilans
faktorlerinin olmadigimi kanitlamaktir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2016; Morandi ve
ark., 2013).

Enterococcus suslarmin giivenligi gegerli bir endise kaynagidir. Bir yandan
Enterococcus suslarinin agik yararli, saghgi gelistirici etkileri tanimlanmistir ve bazi
probiyotik suslarin uzun bir giivenli kullanim gegmisi vardir. Ote yandan Enterococcus
firsatg1 patojenler oldugu ve hastane enfeksiyonlarinin yaygin bir nedeni oldugu
bilinmektedir. Ayrica, antibiyotik direngleri, hatta ¢ogu zaman coklu antibiyotik direngleri
tasimakta ve bunlar belirli durumlarda aktarilabilir genetik elementler tarafindan
kodlanmaktadir. Bu zararli 6zellikler, enterokoklatin probiyotik olarak giivenli uygulamalari
icin gegerli endiseler dogurmaktadir (Franz ve ark., 2011). Enterococcus spp, viriilans genleri
tastyabilmekte ve bunlart gida {riinlerinde ifade ederek tiiketiciler igin tehlike
olusturmaktadir. LAB, ayrica farkli antibiyotiklere direng gosterebilir ve bu 6zellik ile ilgili

genleri tagtyarak viriilans potansiyellerini arttirmaktadir (Perin ve ark., 2014).

2.6.4.3. Hemolitik aktivite

Potansiyel insan saglig1 uygulamalari i¢in, bir aday antimikrobiyal bilesigin insan
hiicrelerini benzer zararli bir sekilde etkileyip etkilemediginin aciklia kavusturulmasi
gerekmektedir. Hemoliz, bakterilerin kan hiicrelerini pargalama yetenegini temsil etmektedir.
Hemolizin, viriilans artisinda ve bunun sonucunda enfeksiyon olasiliginin artmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadir (ZommitiBouffartigues ve ark., 2018). Baz1 bilesikler, 6rnegin kuaterner

amin bilesikleri, antimikrobiyal olduklar1 gibi ayrica sitotoksiktirl. Buna goére, memeli
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hiicreleri iizerinde bakteri hiicrelerine yonelik 6zgiinliiklerinin bir ilk testi olarak polimerlerin
kirmizi kan hiicrelerini pargalama (hemoliz) kabiliyetini de test etmistir. Hemoliz ad1 verilen
bu test, bu tiir polimerlerin toksisitesini degerlendirmek igin standart bir uygulamadir. Ayrica,
polimerlerin kirmizi kan hiicrelerinin birikmesine (hemagliitinasyon) neden olma egilimini de
degerlendirilmistir (Locock ve ark., 2013). Bir susun, gida endiistrisinde kullanilmasi i¢in
konake¢r saghigi icin faydali olarak nitelendirilmesinden Once giivenlik agisindan
degerlendirilmesi gerekmektedir. Hemolitik aktivitenin olmamasi ve antibiyotik direnci,

giivenli probiyotik suslarin se¢imi i¢in temel gerekliliklerdir (Oh ve Jung, 2015).

2.6.4.4. Biyojen amin

Biyojen aminler (BA), ¢esitli gidalarda bulunmakta ve esas olarak amino asitlerin
mikrobiyal dekarboksilasyonu ile tiretilmektedir. BA, amino asit dekarboksilaz aktivitesine
sahip mikroorganizmalarin aktivitesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. (Agiiero ve ark., 2020).
BA, olgunlastirilmis peynir gibi fermente gidalarda yiiksek diizeyde bulundugunda toksik
bilesikler ve potansiyel saglik risk faktorler olarak kabul edilir (Perez ve ark., 2019). BA
farkli gida tiirlerinde goriilmekte ancak genellikle fermantasyon sonucunda ortaya
cikmaktadir (Aspri ve ark., 2017). Insan organizmasindaki fizyolojik rollerine ragmen, yiiksek
miktarlarda BA alinmasi saglik iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. 850-1870 mg/kg
histamin konsantrasyonlari, sozde "peynir reaksiyonu" salginlartyla iligkilendirilmistir. Bir
substrat olarak serbest amino asitlerin mevcudiyeti nedeniyle peynir, potansiyel olarak yiiksek
seviyelerde BA, ozellikle tiramin, histamin ve putresin biriktirebilir. Bunlar arasinda histamin
ve tiramin en zehirli ve dolayisiyla gida giivenligi i¢in kritik olarak kabul edilir. Ayrica,
biyojen aminler, belirli gida tiirlerinde kalite ve kabul edilebilirlik indikatorleri olarak

kullanilmaktadir.

Enterokoklar iyi bilinen biyojen amin {ireticileridir. Geleneksel peynirler yiiksek
oranda biyojen amin igerigine sahip olabilir. Ciinkii bu tip peynirlerden izole edilen
enterokoklarda BA iiretimi tespit edilmistir. Enterokoklarda biyojen amin ile ilgili genlerin
tanimlanmasi toksisite potansiyelini gosterebilir, ancak bu toksinlerin liretimini dogrulamak
icin fenotipik testlerin kullanilmasi gerekmektedir (Camara ve ark., 2020). Enterococcus
izolatlar1 amino asit dekarboksilasyon aktivitelerini degerlendirmek i¢in L-lizin, L-tirozin ve
L-ornitin kullanildiginda amin olusumu sonucu renk degisimi ile biyojen amin iiretimini

gostermektedir.
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2.7. Enterococcus Bakterilerinin Teknolojik Ozellikleri

Son on yilda, probiyotik bakterileri iceren LAB, deniz {irlinleri endiistrisinde gida
driinlerinin muhafazas1 icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Cok cesitli endistriyel
uygulamalarda kullanilmadan o6nce, probiyotik bakteriler biiyiik Olgekli fermantasyonla
tiretilir ve ardindan dondurularak kurutma islemi kullanilarak korunur. Enterococcus faecium
susunun, bazi fermente gidalarin aromasinin iyilestirilmesi gibi 6énemli teknolojik 6zelliklere
sahip oldugu uzun zamandir bilinmektedir, ancak bazen termal islenmis gidalarin
bozulmasiyla da iliskilendirilmistir. Bu mikroorganizma, 1siya en dayanikli spor olusturmayan
bakterilerden biridir ve tuz varliginda, diisiik pH degerlerinde ve genis bir sicaklik araliginda
gelisebilmektedir (Shin ve ark., 2019). LAB'lerinin gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak
endiistriyel kullanimi, canlilik ve fonksiyonel aktivite agisindan stabil kiiltiir elde edilmesi ve
uzun siireli kullanim garanti etmek icin gerekli olan konsantrasyon ve koruma teknolojilerine
baglhidir.(Zhao ve Zhang, 2005).
2.7.1. Farkh sicakhiklarda gelisme

Probiyotik bir mikroorganizmanin, safra, sicaklik ve NaCl gibi stres kosullarina karsi
diren¢li olmast gerekmektedir. Bakterilerin stresle karsilastiklarinda sergiledikleri hayatta
kalma mekanizmalarina genellikle stres yanmiti denir. Hayatta kalma mekanizmasi
uyarlanabilir bir yanittir, yani hiicreler orta diizeyde bir strese maruz kaldiklarinda, ayni
stresin daha siddetli bir seviyesine daha sonra maruz kalmaya karsi artan direng
kazanmaktadir. Bu stres tepkisi modu, bakterilerin normalde 6liimciil olabilen streste hayatta
kalmasina izin verir. Bir bagka stres mekanizmasi ¢apraz korumadir, yani hiicreler bir strese
maruz kaldiklarinda, sadece bu strese degil, diger ilgisiz streslere de diren¢ gelistirmektedir.
Bakteriler siirekli olarak degisen cevrelerinde mevcut olan streslerle karsi karsiya
kaldiklarindan, stresi tespit eden, izleyen ve tepki veren, adaptasyonu ve hayatta kalmay1
kolaylastiran ayrintili bir sistem gelistirmistir (Kim ve ark., 2001). Sicaklik, bakteri
gelismesini etkileyebilecek Oonemli bir faktordiir. Farkli sicaklik araliginin secilmesinin
nedeni, izole edilen kiiltiirlerin normal viicut sicakligi araliginda gelisip gelismedigini tespit
etmektedir. Ciinkii izolatlar segilen sicaklik araliginda gelisemezlerse miinsan bagirsaginda da
gelisemezler (Pundir ve ark., 2013) .
2.7.2. Farkh alkol konsantrasyonlarinda gelisme

Mikroorganizmalar {izerine bakterisit etkisi gosteren alkol, heterofermantatif LAB
tarafindan tretilmektedir. Alkoliin konsantrasyonu, muamele siiresi ve molekiil agirligina
bagl olarak etkisi degismektedir. Etil alkol ise proteinlerini denatiire edici etkisi bununla

birlikte stoplazma zarindaki lipid yapiy1 bozup zarin islevine de {izerine etki edebilmektedir
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(Karasu, 2006). Etanol genellikle bakteri tiremesinin temel inhibitorlerinden biri olarak kabul
edilir. Etanol direnci, ortamdaki bir ¢ok kosula (yani pH ve sicaklik) gore degisir ve
Oenococcus oeni susunun uzun zamandir sarapta etanol varligina en direngli LAB susu
oldugu rapor edilmistir (G-Alegria ve ark., 2004). Etanol, ¢ogu fermantasyon prosesinde ana
irlinlerden biri olmaktadir. LAB, fermantasyon sirasinda etanol stresini tolere etmesi
gerekebilir. Fermantasyon isleminde sadece etanol stresine karsi yliksek toleransli LAB
kullanilabilir. Isiya adapte edilmis hiicreler, %20 etanol i¢inde 2 saatlik inkiibasyondan
sonrast %80.8 hayatta kalma orani ile yiliksek etanol toleransi sergilerken, ayn1 muamele
altinda adapte edilmemis hiicrelerin sadece %0.084 hayatta kalma orani1 géstermistir (Shin ve

ark., 2019).

2.7.3. Dondurmaya dayanikhhk

Donma islemi, onlarca yillik arastirmalardan sonra bile tam olarak anlagilmayan
karmasik fenomenleri icermektedir. Bakteri hiicresi dondugunda, farkli oranlarda buz
kristalleri olusmaktadir. Yavas sogutma sirasinda, hiicre i¢i buz kristalleri olusmaya
baslamadan 6nce hiicrenin disinda donma meydana gelmektedir. Buz kristalleri olustukga, su
hiicre dis1 ortamdan uzaklastirilir, ¢oziinenlerin konsantrasyonu artar ve hiicre zar1 boyunca
ozmotik bir dengesizlik meydana gelir, bu da hiicreden su gogiine yol agmaktadir (Zhao ve
Zhang, 2005). Dondurma ve liyofilizasyon islemleri, laktik kiiltiirlerin genetik stabilitesinin
korunmasina izin vererek, istenen teknolojik Ozelliklerin kaybini onlemektedir (Karasu ve
ark., 2010). Dondurma ve dondurarak kurutma teknikleri, hassas proteinlerin denatiirasyonu
ve birgok hiicre tipinin canliliginin azalmasi gibi istenmeyen yan etkilere neden olur. Isil 6n
stres uygulanan kiiltiirlerin dondurarak kurutmadan daha az etkilendigi bildirilmektedir.
Ciinkii bu adaptasyonun dehidrasyon hasar1 i¢in birincil bolge olan bakteri zarmi korudugu
diisiiniilmektedir. Dondurarak kurutma isleminden 6nce 15 dakikalik 52°C'de 1s1 adaptasyonu,
dondurarak kurutma sirasinda E. faecium HL7 iizerinde koruyucu bir etki saglamistir.
Dondurmada kontrol probiyotik kiiltiirlerinin hayatta kalma oranlari %35.86 iken, 1siya
uyarlanmig kiiltiirlerin benzer kosullar altinda hayatta kalma oranlar1 %69.19 seviyesindedir.
Dondurarak kurutma sirasinda hiicresel inaktivasyon, c¢ogunlukla dondurma asamasinda
meydana gelmektedir. Hiicrenin yiizey alani ne kadar fazla olursa, donma sirasinda hiicre dist
buz kristali olusumu nedeniyle zar hasarmin o kadar yliksek oldugu bildirilmistir. Bu nedenle,
enterokoklar gibi kiigiik kiiresel hiicreler donmaya karst daha direnglidir ve dondurarak
kurutma sirasinda daha biiylik cubuk sekilli laktobasillerden daha yiliksek canlilik orani
gosterir (Shin ve ark., 2019).
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2.7.4. Tuz toleransi

NaCl, belirli bakteri tiirlerinin gelismesini engelleyebilen inhibitoér bir maddedir. LAB
NaCl'ye kars1 direngli olmalarm, NaCl igeren gidalarda canliliklarini korumalarini
saglamaktadir. Bu nedenle NaCl toleransi, test bedilmesi gereken bir 6zellikter (Pundir ve
ark., 2013). LAB'nin peynirde starter kiiltiir olarak uygulanmasi i¢in, bu mikroorganizmalarin
asitlik, sicaklik, tuz ve dondurarak kurutma gibi stresli kosullar1 tolere edebilmesi
gerekmektedir. (Bremer, 2000). Enterokoklar, yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere etme
kapasiteleri nedeniyle deniz ortaminda daha uzun siire hayatta kalabilirler. Sicaklik ve tuz,
fermantasyon isleminde en 6nemli iki parametre olarak bilinmektedir. Her iki faktor de (i)
mikrobiyal popiilasyonlarin sayisini kontrol etmesi (ii) fermantasyonu yodneten farkli
mikrobiyal gruplari se¢mesi (iii) hakim laktik asit bakterisi tiirlerini segmesi ve (iv) son
iirlinlerin gelisimini etkilemesinde belirleyici olabilmektedir. Aslinda, fermantasyon sirasinda
tuzlu sularda artan tuz konsantrasyonu ile mikroorganizmalarin nihai popiilasyonunun
kademeli olarak azaldigi bulunmustur (Tassou ve ark., 2002).
2.7.5. Hidrojen peroksit (H203)

Hidrojen peroksit (H20.), canli organizmalarin metabolizmasinda 6nemli bir bilesiktir
(Forman, 2008). Oksidaz enzimleri tarafindan Kkatalize edilen birgok biyokimyasal
reaksiyonun trliniidiir. Hidrojen peroksit reaktif bir tiir ve diger zararli oksijen tiirlerinin
onciisii olabilir dolayistyla dikkatle izlenmelidir. Bazi durumlarda, H2O2'nin ekzojen (hiicre
dis1) Uiretimi, probiyotik mikroorganizmalarin patojenlere karsi savunma mekanizmalarindan
biri olarak yararlidir.

H20,, LAB tarafindan {iretilebilen ve antagonistik etki gosterebilen birincil
metabolitlerden biridir. H202 iretiminin gidalarin korunmasi ve patojen gelisiminin
onlenmesi i¢in faydali oldugu diisiiniilmektedir (Yuksekdag ve ark., 2004). LAB tarafindan
tiretilen H202 miktari, susa ve oksijenin mevcudiyetine bagli olarak degismektedir. LAB' nin
cogunlukla insan ve hayvan bagirsak sisteminde sagligi gelistirici etkileri oldugu sdylenir.
Probiyotik etkilerinin H20», laktik asit, alkoller ve diger metabolitler gibi antimikrobiyal
maddelerinin iirettikleri de bildirilmistir. Bu metabolitler, insan bagirsaginda ishale veya diger
hastaliklara neden olan istenmeyen patojenleri inhibe etmektedir (Temmerman ve ark., 2003).
Gastrointestinal sistem bazi enterokoklara konakg¢1 olur, bunlarin arasinda en yaygin olan1 Ent.
faecalis ve Ent. faecium'dur. Ent. faecium'u ayiran sey, hiicresel hasara neden olan
konsantrasyon seviyelerinde ekzojen HO iiretme yetenegidir. Literatiir, Ent. faecium'un
diger baz1 bakteriyel patojenlerin dldiiriilmesine aracilik ettigini bildirmektedir (Moy ve ark.,
2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Sunulan tez calismasinda kullanilan Enterococcus suslari Karaman, Mut, Eregli,
Anamur gibi Orta Toroslar bolgesinde geleneksel yollarla tiretilen deri tulum peynirlerinden
saflagtirllmis ve molekiiler tanimlamasi yapilmistir. Calisma kapsaminda daha Once
tanimlamasi yapilan 10 adet Enterococcus faecium ve 3 adet Enterococcus faecalis suslarinin
probiyotik ve teknolojik 6zellikleri incelenmistir.

Stok Enterococcus suslari; % 25 gliserol igeren M17 (Merck 1.15029) sivi
besiyerlerinde, -20°C’de depolanmistir. Bu stok kiiltiirlerden M17 sivi besiyerine %3
oraninda inokiile edilerek 30°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan enterokok suslarinin, antimikrobiyal aktivitesi ve bakteriyosin
tretiminin test edilmesi i¢in Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes
ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778 ve
Escherichia coli ATCC 25922 patojen mikroorganizmalar indikatdr olarak kullanilmistir.
Patojen mikroorganizmalar Konya Il Kontrol Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Bu patojen
mikroorganizmalar analizde kullanmadan dnce aktif hale getirilmesi i¢in Brain Heart Infusion
(BHI Merck 1.10493) sivi besiyerine % 2 oraninda inokiile edilmis olup 37°C’de 18 saat
inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Enterococcus suslari ve kaynaklari

Bakteri tiirii
Enterococcus faecium strain T110 (192)
Enterococcus faecium strain WVS439 (258)
Enterococcus faecium strain 536 (262)
Enterococcus faecium strain CAU7142 (270)
Enterococcus faecium strain VV9-159 (427)
Enterococcus faecium strain HTBS-010(436)
Enterococcus faecium strain 2A4 (455)
Enterococcus faecium strain CAU 1703 (656)
Enterococcus faecium strain CAU8797 (736)
Enterococcus faecium strain CAU:1578 (1130)
Enterococcus faecalis strain mashak 99 (28)
Enterococcus faecalis strain Unknown39 (367)
Enterococcus faecalis strain OS10 (388)
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3.2. Analiz Yontemleri

3.2.1. Lizozime dayanikhihk

Bu calismada izole edilen Enterococcus bakterilerinin lizozim toleransinin test
edilmesi igin steril eloktrolit ¢ozeltisi hazirlanmis ( 0.22 g/L CaCly, 6.2 g/L NaCl, 2.2 g/L
KCI, 1.2 g/L NaHCO3) ve igerisine 100 mg/L lizozim (Sigma-Aldrich 62970) enzimi ilave
edilmistir.

Bakteri kiiltiiri 18 saat inkiibasyona birakilmis sonrasinda santrifiij edilmis
(6000rpm’de 15dk 4°C) (Niive, NF 800R, Tiirkiye) ve elde edilen pelet 2 kez FTS (fosfat
tampon soliisyonu) ile yikandiktan sonra 2 mL ringer ¢ozeltisi i¢cinde siispanse edilmistir. Bu
stispansiyondan lizozim igeren eloktrolit ¢ozeltisine %10 oraninda inokiile edilmis ve 0, 30 ve
120.dk’da 6rnekleme yapilarak M 17 agar iizerine ekim yapilmistir. Ardindan aerobik ortamda
30°C’de 48 saat inkiibasyon sonrast sayim yapilmis ve sonuglar log kob/mL seklinde

verilmistir (Zago ve ark., 2011).

3.2.2. Safra tuzuna dayamkhhk

Calismada, Enterococcus suslarmin safra tuzuna toleransi Sabir ve ark. (2010),
tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. 18 saat inkiibasyon sonrasinda enterokok
izolatlar1, %0.06, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1 oraninda s181r safras1 (Sigma-Aldrich B3883) igeren ve
kontrol olarak safra igermeyen M17 siv1 besiyerine %2 oraninda inokiile edilmistir. Ardindan
30°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve spektrofotometrede (Optizen POP, Kore) 600nm’de 6lgiim

yapilmistir. Elde edilen sonuclar % gelisme olarak ifade edilmistir.
3.2.3. Asit toleransi

Enterococcus suslarinin asit toleransi testinde Mishra ve Prasad (2005), tarafindan
uygulanan yontem kullanilmistir. Bu analizle sivi besiyerleri farkli pH’larda kullanilmastir.
Bunun i¢in M17 sivi1 besiyerlerinin pH’lar1 6 M HCl ile 2 ve 3’e ayarlanmistir. Daha sonra
otoklavda 121°C’de 15dk steril edilmis ve kullanilana kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
18 saat inkiibasyonun ardindan pH ayarlamasi yapilan sivi besiyerlerine %1 oraninda
inokiilasyon yapilmis ve inkiibasyonun O ve 2.saatlerinde 1mL alimip seri diliisyonlar
hazirlanarak M17 agara ekim yapilmistir. Petri plaklar aerobik ortamda 30°C’de 72 saat

inkiibe edilmis ve sayim yapilarak sonuglar log kob/mL olarak verilmistir.
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3.2.4. Mide ve bagirsak 6zsuyuna dayamkhhk

Calismada Enterococcus izolatlarinin gastrik sistem toleransini test etmek i¢in, simule
mide 6zsuyu; NaCI (2.05¢/L), KH2PO4 (0.6g/L), CaCl> (0.11g/L) ve KCI (0.37g/L) igeren
tampon ¢Ozeltisi hazirlanmistir. pH degeri 1M HCI ile 2.5’¢ ayarlanan mide ¢ozeltisi
121°C’de 15dk otoklavda steril edilmistir. Kullanimdan hemen 6nce pepsin (0.0133g/L)
(Sigma Aldrich 77160) ve lizozim (0.01g/L) (Sigma-Aldrich 62970) eklenmistir. Test
edilecek enterokok izolatlart 1 gece gelistirildikten sonra 10.000 g’de (4°C) 10dk santrifiij
edilmis (VWR Micro Star 17R, Almanya) ve elde edilen pellet mide 6zsuyu ile 2 kez
yikanmistir. Daha sonra hiicreler son konsantrasyonu >9 log kob/mL olacak sekilde sentetik
mide 6zsuyunda yeniden siispanse edilmistir. 37°C’de 3 saat peristaltik hareketi simule etmek
amactyla orbital karistiricili inkiibatorde (200 rpm) (Stuart SI500, ingiltere) inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 0 ve 3. saatinde seri diliisyonlar hazirlanarak M17 agara ekim yapilmistir.
Ardindan aerobik ortamda sirasiyla 30°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra sayim yapilmis

ve sonuglar log kob/mL seklinde verilmistir (Bautista-Gallego ve ark., 2013).

Simulebagirsak ortami i¢in NaCI (8.5g/L) ve NH2PO4.7H20 (50.81g/L) i¢eren tampon
cozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltinin pH’s1 KH2PO4 (1.27 g/L) kullanilarak 8.0’e ayarlanmistir.
Otoklavda 121°C’de 15dk steril edilen ¢ozeltiye kullanim 6ncesi safra (3.0g/L) ve pankreatin
(0.1g/L) (Sigma-Aldrich P1750) eklenmistir. Test edilecek suslar bir gece gelistirildikten
sonra 10.000g’de (4°C) 10dk santrifiij (VWR Micro Star 17R, Almanya) edilmis ve elde
edilen pellet FTS ile bir kez yikanmigtir. Daha sonra simule pankreatik suda yeniden siispanse
edilmistir. 37°C’de 24 saat boyunca orbital karistiricili inkiibatérde (200 rpm) (Stuart SIS00,
Ingiltere) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 0 ve 24. saatinde seri diliisyonlar hazirlanarak M17
agara ekim yapilmistir. Sonrasinda aerobik ortamda 30 °C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra

sayim yapilmis ve sonuglar log kob/mL seklinde verilmistir (Bautista-Gallego ve ark., 2013).

3.2. 5. Hidrofobisite

Enterococcus suslarinin hidrofobisite 6zelliklerini belirlemek i¢in Mishra ve Prasad
(2005), tarafindan belirlenen yontem kullanilmistir. Bunun i¢in hidrokarbon olarak n-
hekzadekan (Merck 820633) ve ksilen (Merck 108297) kullanilmistir. M17 s1v1 besiyerlerinde
18 saat inkiibe edilen kiiltiirler 7000 rpm’de (10dk, 4°C) santrifiij edilmistir (Niive, NF 800R,
Tiirkiye). Elde edilen peletler FTS ile 2 kez yikanmis ve en son ayni tampon ¢ozeltide
stispanse edilmistir. Bu hiicre silispansiyonunun A580 degeri spektrofotometrede (Optizen
POP, Kore) 6lclilmiis ve kaydedilmistir (A0). Ayn1 hiicre siispansiyonundan 2 mL alinarak 2
mL hidrokarbon (n-hekzadekan (Merck 820633) ve ksilen (Merck 1.08297)) ilave edilmis ve
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2 dk boyunca kanistirilmistir. Bu karisim 30 dk oda sicaklifinda bekletilerek faz ayrimi
saglanmistir. 30 dk sonunda sulu faz spektrofotometrede 580 nm dalga boyunda Asgo degeri
Olciilmiistiir (A). Spektrofotometre 6l¢iimiinde kor olarak, bakteri hiicresi ilave edilmemis
FTS kullanilmistir. Hidrofobisite degerleri Asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmis

ve % seklinde verilmistir.

Hidrofobisite (%) = [(A0-A)/A0] x 100
AO: Kiiltiirin Asgo degeri

A: n-hekzadekan ve ksilen uygulanmis 6rnegin Asgo degeri

3.2.6. Otoagregasyon

Yapilan c¢alismada, enterokok suslarinin adezyon o6zelligini belirlemek igin
otoagregasyon analizi yapilmistir. Bu analizde enterokok suslari 18 saat inkiibasyonun
ardindan santriftij edilmis (6000rpm, 15dk 4°C) (Niive, NF 800R, Tiirkiye), elde edilen pelet
2 kez FTS ile ylkanmis ve ayn1 hacimde FTS ic¢inde siispanse edilmistir. Hiicre
stispansiyonunun spektrofotometrede (Optizen POP, Kore) A600 degeri 0.8-0.9 olacak
sekilde aynmi ¢ozelti ile ayarlanmis (AQ) ve 24 saat boyunca 30 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 3 ve 24. saatlerinde spektrofotometrede 600nm dalga boyunda absorbans
olglilmistiir. Asagidaki formiil kullanilarak enterokok suslarinin otoagregasyon kabiliyeti

sonuglart % olarak hesaplanmigtir (Mallappa ve ark., 2019).
Otoagregasyon (%) = [1 — (AT/A0)] x 100

A0 = Ornegin 0. saatteki A600 degeri
AT = Ornegin 3 ve 24. saatteki A600 degeri

3.2.7. Antibakteriyel aktivite

Enterococcus suslarinin antibakteriyel aktivitesi Ramadan ve ark. (2014) tarafindan
kullanilan Agar-well difiizyon metodu ile tespit edilmistir. indikatér mikroorganizma olarak
Salm. Typhimurium ATCC 14028, L. monocytogenes ATCC 7644, Staph. aureus ATCC
25923, B. cereus ATCC 11778 ve E. coli ATCC 25922 kullanilmistir. Test edilecek enterokok
bakterileri M17 siv1 besiyeri ve indikatér mikroorganizmalar BHI sivi besiyerinde bir gece
inkiibe edilmistir. Miieller Hinton agar (Merck 1.05437) igeren petrilere 100uL indikator
mikroorganizma yayilmistir. Petriler 4’e boliinerek her bir bolmeye 6mm c¢apinda kuyucuk

acilmistir. Her bir kuyucuga 10uL enterokok ilave edilmis ve 4°C’de bir saat bekletilmistir.
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Petri plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve olusan zon ¢aplar1 Olgiilerek sonuglar

milimetre seklinde ifade edilmistir.

3.2.8. Bakteriyosin iiretimi

Enterococcus suslarimin  bakteriyosin {iretimleri, indikatér patojen bakteriler
kullanilarak belirlenmistir. Antimikrobiyel etki gdsteren enterokok suslart MI17 sivi
besiyerlerinde 18 saat inkiibe edilmistir. Aktif kiiltiirler 6500rpm’de 15dk 4°C’de santrifiij
edilmigtir (Niive, NF 800R, Tirkiye). Coken kati fazin karigmamasina dikkat edilerek
siipernantlar yeni tiiplere aktarilmistir. ilk olarak organik asitlerden kaynaklanabilecek
antibakteriyel etkiyi ortadan kaldirmak i¢in siipernatantlarin pH degerleri 6 N NaOH veya 6 N
HCI kullanilarak 6.5-7.0’ye ayarlanmistir. Daha sonra kalint1 hidrojen peroksiti pargalamak
icin noétralize edilmis siipernatantlara, son enzim konsantrasyonu lmg/mL olacak sekilde
katalaz enzimi (Sigma-Aldrich C9322) ilave edilerek 37°C’de 2 saat inkiibe edilmis ve siire

sonunda enzim aktivitesini sonlandirmak i¢in 60 °C’lik su banyosunda 10 dk bekletilmistir.

Indikatér patojen mikroorganizmalar BHI sivi1 besiyerinde 18 saat inkiibe edildikten
sonra %0.7 agar igeren yar1 kati1 besiyerine (SmL BHI yar1 kati besiyeri) 100uL inokiile
edilmistir. Ardindan bu besiyerleri MRS ve M17 agar bulunan petrilere homojen bir sekilde
yayilmis ve katilastiktan sonra her bir petri kutusunda 4 tane olacak sekilde 6 mm ¢apinda
kuyucuklar agilmigtir. Sonrasinda kuyucuklarin dibi 10uL. MRS ve M17 agar ile kapatilmustir.
Yukarida anlatildigi gibi elde edilen slipernatantlardan 100uL alinarak kuyucuklara ilave
edilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuk etrafinda zon olusturan veya

olusturmayan izolatlar sirastyla pozitif veya negatif seklinde degerlendirme yapilmustir (Ozlii,
2015).

3.2.9. p-galaktosidaz aktivitesi

Enterokok suslarinin B-galaktozidaz aktivitesini belirlemek i¢in Shekh ve ark. (2016),
tarafindan bildirilen yontem uygulanmistir. Bu amagla M 17 siv1 besiyerinin bilesiminde seker
hari¢ tiim komponentleri mevcut kalmis, bu seker yerine laktoz ilave ederek modifiye
edilmistir. Laktoz ilave edilmeden 6nce saf suda ¢ozdiiriiliip 0.45um’lik filtreden gegirildikten
sonra son konsantrasyonu %1 olacak sekilde otoklavlanmis besi ortamina ilave edilmistir. Bu
sekilde hazirlanan besiyeri M17-lac sivi besiyeri olarak adlandirilmistir. Test edilecek
kiiltiirlerin 18 saat inkiibasyonu sonrasinda M17-lac siv1 besiyerine %2 oraninda inokiile
edildikten sonra bir gece inkiibe edilmistir. Analiz i¢in Na2HPO4.2H20 (16.1g/L),
NaH2P04.2H.0 (5.5¢/L), KCI (0.75g/L), MgS04.7H.O (0.25g/L), SDS (1.0g/L) ve B-
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merkaptoetanol (2.7ml/L) igeren tampon ¢ozelti kullanilmistir. M17-lac sivi besiyerinde
gelistirilen bakteri hiicresinden 100uL alinarak, 2.7mL tampon cozeltisine ilave edilmis ve
37°C’de 30dk bekletilmistir. Sonrasinda 0.6mL ONPG (4mg/mL) (Merck 8.41747) ilave
edilerek sar1 renk olusumuna kadar 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Sar1 renk
olusumundan sonra 2mL 1M NaCOsz (soguk) ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon
sonlandirilmigtir. Spektrofotometrede (Optizen POP, Kore) 420nm’de absorbans degeri
Olglilmiistiir. Asagidaki formiil kullanilarak B-galaktozidaz aktivitesi hesaplanmistir. Elde

edilen sonuglar Miller Unit (MU) seklinde verilmistir

MU = [(At-Ab)/t]*1000
At: Hiicre igeren reaksiyon karigiminin 420 nm’de 6l¢iilen absorbans degeri
Ab: Hiicre icermeyen reaksiyon karisiminin 420 nm’de 6l¢iilen absorbans degeri

t: Sar1 renk olusumuna kadar gecen siire (dk)

3.2.10. Serum Kkolesteroliiniin diisiiriilmesi

Bu calismada enterokok suslarinin serum kolesterolii asimilasyonu Tomaro-
Duchesneau ve ark. (2014), tarafindan tarif edilen yonteme gore Olglilmiistiir. Bunun igin
%0.3 sigir safras1 ve %0.2 natioglikolat (Sigma-Aldrich T0632) iceren M17 siv1 besiyeri
hazirlanmis ve otoklavda steril edilmistir (121°C’de 15dk). Otoklav sonrasi son
konsantrasyon 100ug/mL olacak sekilde suda ¢oziiniir kolesterol (Sigma-Aldrich-C1145)
0.45um’lik filtreden gecirilerek ilave edilmistir. Bir gece gelistirilen enterokok suslari
kolesterol igeren sivi besiyerlerine %1 oraninda inokule edilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi bakteri hiicreleri 4000rpm’de 10dk (4°C) santrifiij edilerek (Niive, NF
800R, Tirkiye) siipernetant toplanmis ve ImL silipernatant iizerine ImL %33’liik KOH
¢oOzeltisi ve 2mL etanol ilave edilerek 1dk vortekslenmistir. 37°C’de 15 dk inkiibe edildikten
sonra oda sicakligina sogutulmus ve 2mL saf su, 3mL hexan ilave edilerek tekrar 1ldk
vortekslenmistir. Vorteks isleminden sonra faz ayrimi i¢in 15dk oda sicakliginda bekletilen 2
fazli karisimin hekzan tabakasindan 1mL alinarak 60°C’de evapore edilmistir. Evaporasyon
sonrasinda kalint1 tizerine 2mL o-fitaldialdehid (Sigma-Aldrich P1378) ve 500uL H2SO4 ilave
edilerek 1dk vortekslenmistir.

Oda sicakliginda 20dk inkiibasyonun sonrasinda spektrofotometrede (Optizen POP,
Kore) 570nm’de olgiim yapilmistir. Kolesterol standart kurvesi 3.91-500pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan c¢ozeltilerden elde edilmistir. Asagidaki denklem kullanilarak
kolesterol asimilasyonu hesaplanmis ve elde edilen kolesterol miktarinin sonuglari pug/mL

seklinde verilmistir.
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kO0—k1

Kolesterol Asimilasyonu (%) = ( —

) X 100

k0: Ornek icermeyen sivi besiyerinin kolesterol miktar1 (ug/mL)

k1: Ornegin kolesterol miktar1 (ug/mL)

3.2.11. Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

Enterokok bakterilerinin EPS {iretiminin belirlenmesi i¢in aktif enterokok hiicreleri
80mL M17 s1v1 besiyerine %1 oraninda inokiile edilmis ve 30°C’de 48 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Ilk olarak bakteri hiicreleri 6500rpm’de (4°C 30dk) santrifiij edilerek pelet ve
slipernatant ayrilmistir. Peletler FTS ile iki kez yikanmis ve elde edilen pelet ultra saf su ile
siispanse edilmistir. Bu siispansiyona 5-6 defa 30sn’lik araliklarla 10sn’lik ultrases (Hielscher,
UP400S model, GmbH, Teltow, Germany) uygulanmistir. Uygulamalar arasinda hiicreler buz
banyosunda bekletilmistir. Ultrases islemi sonrasinda hiicreler 6500 rpm’de (4°C, 30dk)
santrifiyj edilerek (Niive, NF 800R, Tiirkiye) bu asamaya kadar elde edilen tiim siipernetantlar
birlestirilmistir. Siipernatantla esit miktarda soguk etanol (-20°C) ilave edilerek EPS
cokeltilmistir. Bir gece bekletilen ornekler 6500rpm’de 30dk 4°C’de santrifiij edilerek
cokelen EPS ayrilmistir. EPS ¢okeltisi daha sonra 10mL ultra saf suda hafif bir 1sitma islemi
ile (50°C’de) ¢oziindiiriilmiis ve 2 kat1 kadar soguk etanol ilave edilerek bir gece daha 4°C’de
bekletilmistir. Sonraki asamada santrifiij islemi tekrar edilerek EPS elde edilmis ve tekrar
ultra saf suda (40 °C) ¢oziindiiriilmiistiir. EPS’ye karigmis olabilecek protein bazli bilesenlerin
uzaklastirilmasi i¢in EPS ¢ozeltilerine %10 oraninda TCA ¢ozeltisi (%100’lik) ilave edilerek
4°C’de bir gece bekletilmistir. Tekrar santrifiij edilerek elde edilen siipernatant notralize
edilmis ve 2 kat1 hacimde soguk etanol ilave edilerek 4°C’de bir gece bekletilmistir. Coken
EPS santrifiij edilerek siipernetant uzaklastirilmis ve pelet ultra saf suda ¢oziindiiriilmiistiir.
Elde edilen ¢okeltide EPS disinda bulunabilecek seker bazli bilesenlerin uzaklastirilmasi i¢in
EPS-saf su ¢ozeltisi 72 saat boyunca diyaliz islemine (Sigma-Aldrich D6066, 12000 Da) tabi
tutulmustur (Dertli, 2013).

Elde edilen EPS miktarini belirlemek i¢in diyaliz isleminden sonra fenol-siilfirik asit
analizi uygulanmistir (Dubois ve ark., 1956). Bu analiz i¢in glikoz kullanilarak standart
seyreltik cozeltiler (0’dan 0.2mg/mL’ye kadar) hazirlanmis ve standart cozeltiler ile
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Spektro kiivetlerinin her birine 200pL 6rnek konularak
tizerine 600uL %98’lik H2SO4 ve 120uL %5°lik fenol ilave edilmistir. Renk gelisimi i¢in 5 dk
beklenmis ve siire sonunda spektrofotometrede 490nm’yde 6lgiim yapilmistir. Standart glikoz
egrisi kullanilarak bakterilerin EPS miktar1 belirlenmis ve sonuglar pg/mL seklinde

verilmistir.
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3.2.12. Antibiyotik direnci

Enterococcus bakterilerinin antibiyotik direng analizi Domingos-Lopes ve ark. (2017),
tarafindan kullanilan yonteme goére uygulanmistir. Bu amagla, amfisilin (10pg), kloramfenikol
(30pg), eritromisin (15png), gentamisin (10ug), kanamisin (30pg), penisilin (10 U),
streptomisin  (10pg), tetrasiklin  (30ug) ve vankomisin (30pg) antibiyotik diskleri
kullanilmistir. Test edilecek enterokok bakterileri 1 gece gelistirildikten sonra M17 agar
iceren petrilere 100puL yayilmigtir. Petriler 4’e boliinerek her bir bdlmenin ortasina birer
antibiyotik diski yerlestirilmistir. Sonrasinda aerobik ortamda 30°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan disk etrafinda olusan zon ¢aplari mm olarak ol¢lilmiistiir. Elde edilen
sonuclar Cockerill ve ark. (2013)’nin uygulandigi yonteme gore, direngli (D), yar1 hassas

(YH) ve hassas (H) seklinde yorumlanmustir.

3.2.13. Hemolitik Aktivite

Enterokok suslar1 hemolitik aktivite testi de Almeida Junior ve ark. (2015), tarafindan
kullanilan metoda gore gerceklestirilmistir. Bu analizde izolatlarin aktif hale gelmesi igin
MI17 sivi besiyerinde 18 saat inkiibe edilmistir. Ardindan %5 defibrine koyun kani ile
katkilandirilmis. Blood Agar (Merck 1.10886) petrilerine her petride 2 bakteri susu olacak
sekilde o6ze ile ¢izim yapilmistir. Sonrasinda aerobik ortamda 30°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. 48 saat sonunda hemolitik reaksiyon, kirmizi kan hiicrelerinin kismi hidrolizi
sonucunda yesil zon olusumu ile a-hemoliz; kirmizi kan hiicrelerinin tamamiyla hidrolizi
sonucunda seffaf zon olusumu ile PB-hemoliz; zon olusmamasi ile y-hemoliz olarak
degerlendirilmistir. Analizde patojen bakteriler Staph. aureus ATCC 25923 (B-hemolitik) ve
E. coli ATCC 25922 (a-hemolitik) referans suslar olarak kullanilmigtir (Sekil 3.1).

Beta Hemolysis Alpha Hemolysis Gamma Hemolysis

Sekil 3.1: Alpha (), Beta () ve Gamma (y) hemolitik aktivitenin petri goriintiisii
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3.2.14. Biyojen amin iiretimi

Enterokok suslarinin BA iiretiminin belirlenmesi i¢in, dekarboksilaz sivi besiyerine
(Sigma-Aldrich D2935) %1 oraninda L-lisin (Sigma-Aldrich L5501), L-tirosin (Merck
1.08371), L-ornitin (Sigma-Aldrich O2375) ve L-arjinin (Merck 1.01542) amino asitleri ilave
edilmis ve pH 5.3’e ayarlanmistir. Hazirlanan sivi besiyerleri otoklavda 121 °C’de 10 dk steril
edildikten sonra bir gece gelistirilen enterokoklar %0.1 oraninda inokiile edilmis ve 30°C’de 4
giin inkiibasyona birakilmistir. Enterokok suslarinin biyojen amin {iretip {retmedigi
besiyerinin renginin saridan mor eflatuna doniisiimii ile anlasilmis olup renk doniisiimi
olanlar (+), renk doniisiimii olmayanlar (-) seklinde ifade edilmistir (Bover-Cid ve Holzapfel,
1999).

3.2.15. Virulens genlerin saptanmasi

Enterococcus suslar icin, jelatinaz (gelE), agregasyon maddesi (asal), hiyaliironidaz
(hylefm) ve sitolizin aktivatdrii (CylA), sitolizin tasinmasi (CylB), sitolizin dnciilleri (CylLI
ve CylLs), sitolizin modifikasyonu (CylIM) i¢in kodlanan viriilans genlerinin varlig1 veya
yoklugu PCR amplifikasyonlar1 ile tespit edilmistir. Toplam bakteriyel DNA izolasyonu
MolBio (MB 505-50) bakteri genomik DNA saflastirma kiti ile yapilmistir. Primerler ve
bunlarin iiriin boyutlar1 Tablo 3.2°de verilmistir. Amplifikasyon reaksiyonlari, 2uL. 10X Taq
buffer, 0.4uL 10mM dNTP karisimi, 0.4pL 10uM F primer, 0.4puL 10uM R primer, 14.7uL
DEPC, 0.1uL Taq DNA polimeraz ve 2ul. DNA igeren 20pL reaksiyon hacminde
gerceklestirilmistir. Virlilans genlerinin amplifikasyonlari i¢in termal dongilileme (BioRAD,
T100™, Foster City, California, USA) asagidaki kosullarda programlanmistir: 95°C’de 30sn,
34 dongti i¢in 95°C’de 30sn, 56°C’de 30sn, 6 °C’de 90sn ve 68°C’de 5dk. PCR iirtinleri, 0.5 x
TBE tamponunda 1.5w/v agaroz jel ile elektroforeze tabi tutulmus ve etidyum bromiir

boyamasi ile gorsellestirilmistir.

30



Cizelge 3.2: Viriilans genlerin saptanmasinda kullanilacak primer dizilimleri ve {lirlin biiyiikligii

Hedef Gen  Primer Dizilimi (5°-3°) Uriin Biiyiikliigii (b¢) Kaynak

F:GATGGA GGG TAAGAATTAGG .
CylLl R:GCT TCACCTCACTAAGTTTTATAG 253 (Maasjost ve ark., 2019)

F:AGAACTTGTTGG TCCTTC
CylLs R:GCT GAA AAT AAT GCA CCT AC 742 (Eaton ve Gasson, 2001)

F:CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT
CylM R:-TGA GTT GGT CTG ATT ACA TTT 742 (Eaton ve Gasson, 2001)

F:ATT CCT ACC TAT GTT CTG TTA
CylB R:AAT AAA CTC TTC TTT TCC AAC 843 (Eaton ve Gasson, 2001)

F.-TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT
CylA R:GCT GCT AAA GCT GCG CTT 688 (Eaton ve Gasson, 2001)

F.ACCCCG TATCATTGG TTT
GelE R'AGA TGC ACC CGA AAT AAT ATA 213 (Eaton ve Gasson, 2001)

F:GAG TAG AGG AAT ATCTTAGC .
Hylefm R:AGG CTG CAA TTC TGT 661 (Maasjost ve ark., 2019)

F:GCA CGC TAT TAC GAA CTATGA
asal R:AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA 375 (Vankerckhoven ve ark., 2004)

F: forward primer; R: reverse primer

3.2.16. Sicaklik toleransi

Enterokok suslarmin farkl sicakliklarda gelisme potansiyelleri, Tassou ve ark. (2002),
tarafindan kullanilan metoda gore gergeklestirilmistir. Enterokok suslari, M17 s1v1 besiyerinde
18 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda aktif hale getirilen kiiltiirler tekrar M 17 s1v1 besiyerine
%1 oraninda inokiile edilerek 4, 15, 30 ve 45°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ardindan
geligsme gosterenler +++ : ¢ok iyi, ++ : iyi, + : zayif olarak siniflandirilmis; gelisme

gostermeyenler negatif (-) olarak degerlendirilmistir.

3.2.17. Alkole dayaniklihik

Calismada, enterokok suslarinin etil alkole dayanikliligi i¢in, G-Alegria ve ark. (2004),
tarafindan uygulanan metot modifiye edilerek gerceklestirilmistir. M17 s1v1 besiyerlerinde 18
saat inkiibe edilmis sonrasinda aktif hale getirilen kiiltiirler %3, 6, 12 ve 15 oraninda etil alkol
iceren ve kontrol olarak etil alkol igcermeyen M17 sivi besiyerine %1 oraninda inokiile
edilmistir. Ardindan aerobik ortamda 30°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda gelisme gosterenler +++ : ¢ok iyi, ++ : iyi, + : zayif olarak siniflandirilmais;

gelisme gostermeyenler ise negatif (-) olarak isaret verilmistir.
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3.2.18. Tuz (NaClI) toleransi

Yapilan ¢aligmada, enterokok izolatlarmin farkli NaCl konsantrasyonlarinda geligimi
Karasu (2006), tarafindan onerilen metoda gore uygulanmistir. Enterococcus suslari aktif hale
getirmek i¢in M17 sivi besiyerinde gelistirip 18 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda aktif
enterokok kiiltiirler %3, 5, 6.5, 8 ve 9 oraninda NaCl i¢eren ve kontrol olarak NaCl igermeyen
M17 siv1 besiyerine %1 oraninda inokiile edilmis ve aerobik ortamda 30°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisme gosterenler +++ : ¢ok iyi, ++ : iyi, + : zayif

olarak siniflandirilmis; gelisme gostermeyenler negatif (-) olarak verilmistir.

3.2.19. Hidrojen peroksit toleransi (H202)

Kiiltiirlerin H202’ye dayanikliligini belirlemek i¢in Li ve ark. (2012), tarafindan
kullanilan yontem modefiye edilerek uygulanmistir. Enterococcus suslari, test dncesinde M17
s1v1 besiyerinde 18 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda aktif enterokok kiiltiirler 0.4, 0.7 ve 1.0
mM H20: igeren ve kontrol olarak H202 igermeyen M17 siv1 besiyerine %1 oraninda inokiile
edilmis ve 30°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisme
gosterenler +++ : ¢ok iyi, ++ : iyi, + : zayif olarak siiflandirilmig ve gelisme gdstermeyenler

ise negatif (-) olarak isaretlenmistir.

3.2.20. Dondurma sicakhiina tolerans

Calismada, dondurma sicakligina dayanim testi Karasu (2006), tarafindan verilen
metoda gore yapilmistir. M17 sivi besiyerinde 18 saat inkiibasyonun ardindan aktif hale
getirilen stok kiiltlirlerden 25uL alinarak 3mL M17 sivi besiyerine inokiile edilmis ve
30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 2000rpm’de 15dk santrifuj edilen (Niive, NF
800R, Tiirkiye) hiicrelerin siipernatant kismi dokiilerek elde edilen pelletler 0.5mL skim milk
besiyeri ile siispanse edilmis ve -70°C’de dondurulmustur. Skim milk besiyerinde bulunan
canlt hiicrelerin M17 agara dondurma oncesi ve sonrasi ekimi yapilmis ve sayim sonuglari

asagidaki formiile gére hesaplanarak canli kalan enterokok miktar1 % olarak belirlenmistir.

% Canli Kalan Mikroorganizma = (X / Xo) x 100

Xo : Kiiltiiriin Baslangi¢ Canli Mikroorganizma Sayis1

X : Dondurma Sonrasi Canl1 Mikroorganizma Sayis1

3.3. Istatistiksel analiz
Yapilan tez ¢alismasinda tiim analizler, iki tekerriiriin aritmetik ortalama ve standart

sapmast olarak verilmistir. Elde edilen sonuglar, bakteriyel kiiltirler ve uygulamalar
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arasindaki onemli farkliliklara belirlemek i¢in Minitab 16 (State College, ABD) istatistik
programnda one-way ANOVA'ya tabi tutulmustur. Sonuglar arasinda onemli farkliliklar

Tukey testi ile 0.05 diizeyinde karsilastirilmistir.

3.4. Temel bilesenler analizi (PCA)

Tiim izolatlar1 probiyotik, glivenlik ve teknolojik 6zelliklerine gore ayirt etmek icin
temel bilesen analizi (PCA) kullanildi. PCA, istatistiksel programi JMP®.16 kullanilarak
yapilmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Enterococcus spp. Bakterilerinin Probiyotik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Orta Toroslar yorelerinde geleneksel yontemler ile tiretilen deri tulum peynirlerinden

izole edilen LAB’nin molekiiler tanimlamasi 16S rRNA analizi ile yapilmistir. Tir

benzerlikleri NCBI’da (National Center for Biotechnology Information) niikleotit blast'

inceleyerek gerceklestirilmistir. izolatlarin genbank erisim numaralar1 ve benzerlik oranlari

Cizelge 4.1°de gostermistir. Enterococcus spp. arasindaki benzerligi temsil eden filogenetik

agag, MEGA-X (Versiyon 10.1.6) programinda olusturulmus ve Sekil 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1: Laktik asit bakterilerinin 16S rRNA gen dizilimi ile tanimlanmasi ve NCBI-BLAST ’tan uyarlanmis
Genbank erisim numaralari.

izolat Kodu Bilinen En Yakin Sus ve Numarasi Benzerlik Oran1 (%) Genbank Erisim No

192 Enterococcus faecium (T110) 98 CP006030.1
258 Enterococcus faecium (WVS439) 93 KM257714.1
262 Enterococcus faecium (536) 86 KT124577.1
270 Enterococcus faecium (CAU7142) 90 MF423753.1
421 Enterococcus faecium (V9-159) 97 KP221631.1
436 Enterococcus faecium (HTBS-010) 99 KM096592.1
495 Enterococcus faecium (2A4) 99 KY765024.1
656 Enterococcus faecium (CAU1703) 99 MF429471.1
736 Enterococcus faecium (CAU8797) 98 MF423949.1
1130 Enterococcus faecium (CAU:1578) 99 MF354917.1

28 Enterococcus faecalis (mashak 99) 89 JX861867.1
367 Enterococcus faecalis (Unknown39) 99 KY962906.1
388 98 JX536096.1

Enterococcus faecalis (0S10)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/670923222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SHK0TB34014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/701636076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SHNZYS5D015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/926443686?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SHP1WX9R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1214358213?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=SHPC4WH7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/745741849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SM2SUD6D014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/692463306?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SM387UW0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1158979978?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SM4KBX8G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1214567987?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UDNX7WU8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1214358409?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SPVG23DZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1207997518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=T5XX8H1C016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1182629429?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SHSG2HDR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409696489?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SM0XTAN9015

{8) Enterococcus faecium |lsolate G656
{17

(19) {10) Enterococcus faecalis Isolate 1130

(7) Enterococcus faecium Isolate 455
(21)

(3) Enterococcus faecium Isolate 262

29 (18}

{11) Enterococcus faescalis Isolate 28

(1) Enterococcus faecium |lsolate 192

li
(15 L

(4} Enterococcus faecium |solate 270

(2) Enterococcus faecium |solate 258
(22)

(13) Enterococcus faecalis Isolate 388

23

(8) Enterococcus faecium |Isolate 436

(20) (9) Enterococcus faecium |Isolate 736

(16) (5) Enterococcus faecium |Isolate 427

r
(19 L

({12) Enterococcus faecalis Isolate 367

Sekil 4.1: Enterococcus izolatlarinin 365F ve 1064R primerleri kullanilarak PCR ile belirlenen 16S rRNA sekanslarmin
komsu baglanti yontemine gore diizenlenen filogenetik agaci.

4.1.1. Entrococcus suslarinin lizozim toleransi

Lizozim bakteri hiicre duvarmi olusturan N-asetil-muramik asit ve N-asetil-
glukozamin arasindaki [((1-4) baglarmi parcalayarak hiicre duvarlarmi bitiinligiini
bozmaktadir (Sagdic ve ark.; 2014). Probiyotik bakterilerin en 6nemli 6zellikleri, lizozim gibi
insan agiz boslugunda ve tiikiiriigiinde bulunan enzimlere kars1 direngli olmaktadir (Turchi ve
ark., 2013).

Enterococcus izolatlarin lizozim toleransina ait sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir.
Test sonuclarina gore tiim Enteroccocus izolatlarinin lizozime kars1 direngli oludugu ve 120
dk sonunda canlilik degelerinin %84-100 arasinda degistigi tespit edilmistir. Cizelge 4.2°de
goriildiigii gibi en yiiksek lizozim direnci 367 izolatinda en diisiik direng ise 427 izolatinda
belirlenmistir. Elde edilen bu farkli sonuglar hiicre duvari yapisindaki farkliliklardan
kaynaklandig diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar, Ozkan (2021)’in, calismasinda da tespit

edilmis olup Enterococcus suslarinin lizozim toleransi %86.47-83.20 arasinda rapor
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edilmistir. Ayrica, Ayyash ve ark. (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada deve siitiinden izole
edilen Enterococcus izolatlarmin lizozim direncini %95.7-86.3 olarak rapor etmistir. Bagka
bir ¢aligmada, Khalkhali ve Mojgani (2017), anne siitiinden izole ettikleri Ent. faecalis ve

Ent. faecium suslarinin lizozime kars1 direngli oldugunu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2: Enterococcus suslarinin lizozim tolerans sonuglari (ortalama + standart sapma)

izolat No 0.dk 30. dk 120. dk
log kob/mL log kob/mL % canlhihk log kob/mL % canhhk

192 8.9340.045¢A 8.77+0.06%8 98.21 8.64+0.01%8 96.75
258 8.9840.025¢A 8.7+0.04%8 96.94 8.59+0.01% 95.65
262 8.69+0.019A 8.45+0.012%8 97.24 8.46+0.04%8 97.35
270 9.03+0.0020A 8.63+0.05%8 95.51 8.5440.012%8 94.52
427 8.89+0.01%A 8.5+0.05% 95.56 7.53+0.33%8 84.65
436 8.68+0.02%A 8.67+0.11%4 99.88 8.63+0.09%A 99.42
455 9.03+0.01%A 8.8+0.26% 97.4 8.63+0.01%A 95.51
656 9.03+0.06%A 8.9+0.25% 98.56 8.68+0.08% 96.12
736 9.10+0.013A 8.9+0.27%A 97.8 8.83+0.23% 96.98
1130 8.89+0.01°A 8.71+0.18% 97.92 8.74+0.242A 98.31
28 8.9540.015¢A 8.73+0.21%A 97.54 8.71+0.28% 97.26
367 8.62+0.04%A 8.52+0.13% 98.78 8.62+0.17%A 100
388 8.74+0.019A 8.58+0.06% 98.17 8.54+0.06%" 97.77

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Aym siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik
harf ile; ayni satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL iizerinden
hesaplanmustir.

4.1.2. Enterococcus suslarimn asit toleransi

Probiyotik bakterilerin asit tolerans1 sadece gastrik streslere dayanmak i¢in degil, ayni
zamanda bakterilerin yogurt gibi yiiksek asit tasiyici siit iiriinlerinde sayilarinda azalma
olmadan daha uzun siire hayatta kalmasin1 saglamaktadir (Angmo ve ark., 2016). Probiyotik
bakteri se¢iminde asidik kosullara karsi diren¢ o6nemli bir Kriterdir. Probiyotik
mikroorganizmalar, sindirim sisteminde safra tuzlarimin konsantrasyonlarinda ve midede
asidik kosullarda (pH < 3.0) yasayabilmelidir (Yerlikaya ve ark., 2019) .

Enterococcus izolatlarmin pH 2.5 ve 3.5 olan ortamda gelistirerek aside karsi
toleranslari test edilmistir (Cizelge 4.3). Anliz sonucunda 13 Enterococcus izolatindan 5’inin
(28, 436, 270, 388 ve 258) pH 2.5 degerinde 2 saat sonrasinda %66’dan fazla canlilik
degerine sahip oldugu tespit edilmistir. pH 3.5 degerinde ise 2 saat sonunda tiim izolatlarin
canlilik oranlarmin %92.92-62.75 arasinda degistigi belirlenmistir. Khalkhali ve Mojgani
(2017), Ent. faecium ve Ent. faecalis izolatlarinin 2.5 ve iizeri asidik pH degerlerine direngli
oldugunu ancak, pH 2 ve daha disiik asitlik degerlerinde canliliklarini tamamen
kaybettiklerini tespit etmistir. Baska bir ¢alismada, ¢ig siit ve geleneksel siit iirlinlerinden
izole edilen Enterococcus faecium suglarinin tamaminin, pH 2.5 ve 3.0 degerinde gelisebildigi

ancak daha diisiik pH degerlerinde ise toplam 12 susun yalnizca 4 adedinin gelisim gosterdigi
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bildirilmistir (Yerlikaya ve ark., 2020). Ayrica Nami ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada
geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen Enterococcus izolatlarinin asit toleransini incelemis
olup, test edilen tiim enterokok izolatlarinin pH 2.5 degerinde % 10-81.6 oraninda canlilik
sagladig1 belirtilmistir. Baccouri ve ark. (2019), yaptiklar1 ¢alismada pH 3.0 degerinde 3
saatlik inkiibasyon sonrasinda Ent. faecalis OB14 ve Ent. faecalis OB15 suslarinin canli

kalma oranini sirastyla %84.7 ve %97.3 oldugunu rapor etmistir.

Cizelge 4.3: Enterococcus suslarinin asit toleransi sonuglar (ortalama + standart sapma)

Asit Tolerans1 (log kob/mL)”

izolat No pH 2.5 pH 3.5
0.s 2.5 % canhhk 0.s 2.8 % canlihk

192 0.00+0.00° 00.0+00.0f 0 7.37+0.07¢ 6.83:£0.04bcd 92.67
258 6.25+0.012 4.1440.01¢ 66.16 7.61£7.61% 6.84+0.01¢ 89.94
262 1.87+2.64% 00.0+00.0f 0 7.18+0.12¢ 6.72+0.00¢ 93.66
270 5.59+0.062 4.44+0.01° 79.41 7.03+0.01¢ 6.26+0.08° 89.04
427 4.9240.182 00.0£00.0f 0 7.5140.055 6.93+0.01° 92.34
436 6.13+1.902 5.23+0.042 85.24 7.53+0.03b¢ 6.99:0.012 92.83
455 4.04+0.13% 0.0040.00f 0 7.50+0.000¢ 5.20+0.00 69.33
656 00.0+00.0° 0.0040.00f 0 7.67+0.01% 4.8140.049 62.75
736 4.97+0.082 0.0040.00f 0 7.42+0.452 6.73+0.01¢ 90.63
1130 5.89+0.032 0.0040.00f 0 7.61£0.01% 6.9620.012 91.52
28 5.42+0.042 5.11+0.01P 94.28 7.64+0.042 6.96+0.012 91.03
367 5.4240.06° 0.000.00f 0 7.56+0.043¢ 7.02+0.009 92.92
388 4.13+0.08% 3.21£0.07¢ 77.72 7.53+0.01° 6.81+0.01° 90.43

Onemli farklihiklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Ayni siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik
harf ile; aymi satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL iizerinden
hesaplanmustir.

4.1.3. Enterococcus suslarimin safra tuzuna toleransi

Analiz sonuglarma gore tiim Enterococcus izolatlarmin farkli tuz konsantrasyonlarina
kars1 direncli oldugu ve safra oranlar1 arttikca izolatlarin canlilik oraninin azaldigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.4).

Yapilan ¢aligma sonucuna gore %1safra tuzu oraninda bulanan ortamda tiim test edilen
Enterococcus izolatlar1 direngli tespit edilmis olup canlilik oranlar1 %95.09-80.20 arasinda
degismistir. Khalkhali ve Mojgani (2017), ¢alismalarinda Enterococcus izolatlarmin safra
toleransin1 analiz etmis ve %1 safra konsantrasyonlarinda canlilik oraninin 6nemli oranda
azaldigini tespit etmistir. Bagka bir calismada Yerlikaya ve ark. (2020), siit iiriinlerinden izole
edilen Ent. faecium suslari, test edilen tiim safra tuzlar1 konsantrasyonlarina direng gostermis
ve canliliklarint korumustur. Ayrica Nami ve ark. (2019) calismalarinda geleneksel siit

irlinlerinden 1izole edilen Enterococcus izolatlarinin %0.3 oran1 safra iceren ortamda
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incelemis, test edilen izolatlarin safraya karsi %9.1-79.8 arasinda canli kalabildiklerini tespit

etmistir. Ozkan (2021), enterokok izolatlarinin canlilik oranimi %1 safra konsantrasyonunda

%86.96-88.03arasinda rapor etmistir.

Cizelge 4.4: Enterococcus suslarinin safra toleransi sonuglar (ortalama + standart sapma)

izolat Safra toleransi (% canhlik)
No % 0.06 9% 0.125 9% 0.25 % 0.50 % 1
192 96.97+1.275%A 91.17+1.80% 93.66+1.8130cA 05.81+£2.480cdA 89 454D 38acA
258 99.56:+2.092cA 04.89+2 413 98.05+2.68%A 96.35+0.520c9A 91 98+2 58cA
262 96.15+1.91°A 88.14+2.65%8 90.1+2.655¢AB 92.9+0.799AB 85.77+0.810cdB
270 94.38+1.08A 90.76+2.043A 91.75+2.39abcA 94.69+0.66%9A  90.03+].98%cA
427 93.43+2.65A 90.82+3.0284 92.86:£0.320cA 93.86+3.0109A  90.68+1.76%¢A
436 98.69+0.0420cA 91.86+0.2128 93.11+0.5620cB 93.5+0.64¢8 89.34+(.4120cC
455 96.7+1.86"A 95.43+0.172A 95.54:£0.492A 94.6+0.17°cdA 89.88+(.3820cB
656 100.88+2.333bcA 95.41+1.662A 97.97+0.372A 99.68+2.042A 93.62+2.37%A
736 106.25+1.823A 91.87+1.8328 08.98+(0.392AB 104.4242.138A 92.38+2.6288
1130 97.4242 43bcA 88.39+3.63248 92.24+().728bcAB 03.824(.051cdAB 84.65+2.98¢d8
28 95.39+2.00%A 79.13+1.578 79.86+2.179%8 85.38+0.69¢8 79.64+1.6%8
367 93.45+2.63¢AB 91.2+0.033AB 87.32+2.69%B 94.63+0.06°cdA 80.2+0.14¢
388 102.67+1.38bcA 04.18+1.2328 04.46:+3.1420cB 99.1+1.9320cAB 95.09+1.632A8

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Ayni siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik harf ile; ayn1
satirdaki istatistiki farkliliklar bilyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL {izerinden hesaplanmustir

4.1.4. Enterococcus suslarmin in vitro sartlarda mide ve pankreas 6zsuyuna dayanimi

Probiyotiklerin ~ sindirim  kosullarinda  canliliklarin1  koruyabilmesi  temel
ozelliklerinden biridir. Potansiyel probiyotik bakterilerin, sindirim direnci in vitro testler ile
belirlenmistir. Test sirasinda farkli asidik kosullar, sindrim inzimleri ve safra tuzu
kullanilmustir.

Yapilan mide ve pankreas 6zsuyuna tolerans analiz sonuglari ¢izelge 4.5’te verilmistir.
Enterococcus izolatlariin in vitro mide kosullarina dayanimi lizozim (10mg/L) ve pepsin
(13.3 mg/L) igeren ve degeri pH 2.5 olan ortamda 3 saat inkiibasyon sonunda belirlenmistir.
%86.03

degismektedir. [n vitro bagirsak ortam testinde ise pankreatin ve safra tuzu igeren pH degeri

Test edilen tiim enterokok izolatlarin canlilik oranlar ile 69.15 arasinda
8’¢ ayarlanmis ortamda 24 saat sonunda izolatlarin canlilik oran1 tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore tim Enterococcus izolatlarinin pankreas 6zsuyuna dayanikli oldugu tespit
edilmis olup, canlilik oranlar1 %103.42-90.97 arasinda degismektedir.

Khalkhali ve Mojgani (2017), yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Ent. faecalis TA102,
susunun canlilik oranlarinin simiile mide ortaminda bagirsak ortami ile karsilastirildiginda

daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Nami ve ark. (2019), calismalarinda Enterococcus

izolatlarinin tolerans profilini degerlendirmek i¢in simiile in vitro mide suyu (pH 2.5)
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zolatlarin canlilik degerinin %10.3-81.6 arasinda degistigi bildirilmistir. Ozkan (2021)’nin
yurlittigli, tez caligmasinda enterokok izolatlar1 gastrik kosullara daha diisiik bir direng
gostermis olup elde edilen degerler %67.91-41.92 arasinda degismistir. Tez ¢calismasinda elde

edilen bulgular daha 6nce yiiriitiilen ¢alismalar ile benzerlik géstermistir.

Cizelge 4.5: Enterococcus suslarinin mide ve pankreas 6zsuyu toleransi sonuglari (log kob/mL)

Mide 6zsuyu (pH 2.5) Pankreas 6zsuyu (pH 8.0)
Izolat No 0.s 3.8 % canhhk 0.s 24.s %
canlihk
192 8.88+0.017 6.9+0.13¢ 77.75 9.22:+().0620cdef 9.12+0.002° 98.92
258 9.02+0.03¢de 7.76+0.072 86.03 9.53+0.08?2 9.18+0.012 96.27
262 8.86+0.039 6.94+0.04¢ 78.51 8.89+0.01f 8.93+0.01¢d 100.45
270 9.08+0.01¢ 7.48+0.07° 82.38 9.09+0.080def 8.96+0.04bcd 98.57
427 8.89+0.04¢f0 7.53+0.072 84.7 9.28+(.09zabcde 9.1540.048abc 98.65
436 9.22+0.02° 7.53+0.072% 80.45 8.92+0.14¢f 9.23+0.022 103.42
455 9£0.01%f 7.42+0.07° 82.49 9.310.0680cd 9.08-£0.124abcd 97.48
656 9.15+0.08b¢ 7.42+0.07° 83.97 9.44+(0.118bc 9.2440.082 97.88
736 9.15+0.01b¢ 7.31+0.05° 79.88 9.32+0.03abcd 8.87+0.114 95.17
1130 9.11%0.05bcd 7.52+0.072 82.59 9.45+0.19abc 9.21+£0.022 97.46
28 9.5+02 6.32+0.07° 69.15 9.47+0.052 8.61+0.01°¢ 90.97
367 8.98+0.049%f9 7.48+0.07° 83.34 9.03+0.119%f 8.89::0.03¢ 98.45
388 9.06+0.03¢ 7.52+0.07° 83 9.15+(Qbcdef 8.86::0.044 96.78

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Ayni siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik
harf ile; aymi satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL {iizerinden
hesaplanmistir

4.1.5. Enterococcus suslarinin hidrofobisite 6zellikleri

Mikrobiyal hiicre yiizeyi kimyasi iizerine yapilan bir¢ok ¢alisma, hiicre yiizeyinde
(glikol-) proteinli materyalin varliginin daha yiiksek hidrofobiklige yol ag¢tigini, hidrofilik
yiizeylerin ise polisakkaritlerin varligi ile iliskili oldugunu gostermistir (Collado ve ark.,
2008). n-heksadekan'a bakteriyel yapisma, mikrobiyal hiicreler ile mukus veya epitel hiicreleri
arasindaki ilk spesifik olmayan etkilesimde anahtar rol oynayan bakteri hiicrelerinin yiizey
hidrofobikligini 2010).

mikroorganizmalarin gastrointestinal sistemde kolonize olabilmek icin bagirsak epitel

gostermektedir ~ (Osmanagaoglu  ve  ark., Porobiyotik
hiicrelerine sikica yapigsmasi gostermektedir, aksi takdirde peristaltik hareketle disari
atilmaktadirlar. Bu nedenle, n-heksadekan veya ksilen gibi polar ¢oziiciiler kullanilarak hiicre
yiizeyi hidrofobikligi, probiyotik mikroorganizmalarin taramasinda kullanilan ¢ok Onemli
kriterlerden biridir. Lipoteikoik asit ve yiizey proteinleri bakimindan zengin suslar, daha
yuksek hidrofilik polisakarit igerigine sahip suslara kiyasla daha hidrofobik 6zellik
gostermektedir. Yiizey hidrofobikligi ne kadar yiiksek olursa, hiicrelerin konak dokuya

yapismasi o kadar yliksek olmaktadir (Rastogi ve ark., 2020). Mikroorganizmalarin bagirsak

epitel hiicrelerine tutunabilme yetenegi, diger mikroorganizmalarla rekabette avantaj sagladigi
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icin insan gastrointestinal kanalinda bakteri varligini siirdiirmesi agisindan olduk¢a dnemlidir
(Yerlikaya ve ark., 2020).

Bu calismada incelenen suslarin hidrofobisite sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.
Analizi sonucunda tiim Enterococcus izolatlari, n-hekzadekana kars1 %2.23-75.78 ve ksilene
kars1t %2.19-21.7 arasinda degisen degerlerde hidrofobisite degeri sergilemistir. 736, 262 ve
192 kodlu izolatlar n-hekzadekana karsi en yiiksek hidrofobik 6zellik gosteren suslar

olmustur.

Mercha ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada deve siitiinden elde edilen Enterococcus
durans izolatlar1 hidrofobisite aktivitesi degerleri %47.17-15.47 arasinda tespit etmistir.
Bagka bir ¢alismada, Yerlikaya ve ark. (2020) siit iriinlerinden izole edilen Enterococcus
faecium izolatlarinin hidrofobisite degerini %87.35-35.60 arasinda bildirilmistir. Ayrica,
Ayyash ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada deve siitiinden izole edilen Enterococcus
faecalis izolatlar1 hidrofobisite aktivitesi hekzadekan, ksilen ve oktan i¢in sirasi ile %0.5-7.6,
%2.9-46.9 ve %2.7-58.7 olarak rapor etmistir. Baska bir ¢alismada, Nami ve ark. (2019),
yaptiklar1 geleneksel siit tirtinlerinden izole edilen Enterococcus izolatlariin hiicre yiizeyi
hidrofobiklik oran1 %23,3 + 1,6 ile %58,6 + 2,3 arasinda degistigini belirlenmistir.

4.1.6. Enterococcus suslarinin otoagregasyon yetenegi

Otoagregasyon, bakteri hiicrelerinin ayni tiir arasinda kiimelesmesini ifade etmektedir.
Probiyotik suslarin gastrointestinal sistemindeki kalicilig1 ve kolonizayonu ile epitel hiicrelere
yapisma kapasitesi arasindaki gii¢lii bir baglanti bulunmaktadir (Zommiti ve ark., 2018).
Otoagregasyon, probiyotik bakterilerin bagirsakta kolonizasyonuna yardimct olan ve patojen
bakterilerin yapismasini 6nleyen biyofilm olusumu i¢in énemli bir kriterdir (Vidhyasagar ve
Jeevaratnam, 2013).

Enterococcus izolatlarin otoagregasyon yetenegine ait veriler Cizelge 4.6’da
sunulmustur. Enterococcus izolatlarinin otoagregasyon yeteneginin ii¢ Saatlik inkiibasyon
sonunda %21.64-11.97 arasinda 24 saatlik inkiibasyon sonunda ise %5.74-22.39 arasinda
degistigi bildirilmistir.

Nami ve ark. (2019), geleneksel siit iriinlerinden izole edilen Enterococcus
izolatlarimin hiicre oto-agregasyon oranlarini %24.7-81.2 arasinda tespit etmistir. Mercha ve
ark. (2020), yaptiklari ¢alismada deve siitinden izole edilen Ent. durans bakterisinin
otoagregasyon degerini %13,44-37,63 arasinda degistigini gostermistir. Baska bir ¢aligmada
ise enterokok izolatlarinin otoagregasyon yeteneginin %15.87-43.19 ve 24 saat sonunda ise
%15.87-43.19 arasinda oldugu bildirilmistir (Ozkan, 2021).
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Cizelge 4.6: Enterococcus suslarinin % hidrofobisite ve % otoagregasyon sonuglart.

izolat No Hidrofobisite (%) Otoagregasyon (%)
n-hekzadekan ksilen 3.5 24.s
192 40.08+5.488be 7.63+0.745¢ 4.67+1.382 7.68+0.06°
258 18.28+4.1¢ 3.00+4.07¢ 1.64+4.262 5.74+1.06"
262 73.53+4.61% 3.79+2.29¢ 3.4244.66% 6.05+3.140
270 4.5344.26° 20.44+1.35% 8.82+10.612 11.9144.86%
427 22.4240.00¢ 12.34+1.378¢ 4.53+0.228 10.6346.7%
436 31.06:+£13.092bc 4.09+2.29¢ 2.134+1.962 9.4142.52%
455 2.3240.15¢ 4.01+1.00¢ 8.02+0.972 7.04+8.08°
656 2.23£1.29¢ 2.19+0.04¢ 2.214£2.512 11.86+2.52%
736 75.7849.94¢ 20.98+9.18% 2.23+1.322 22.3944.128
1130 2.47+1.99¢ 6.13+0.04¢ 4.4840.182 11.36+3.03ab
28 4.59+0.92¢ 5.23+0.81°¢ 11.97+4.032 10.42+2.25%
367 27.97+38.52°¢ 21.7+5.892 3.3543.652 11.54+1.33%
388 15.58+3.78¢ 15.81+2.0020¢ 1.86+0.632 12.75+1.54%

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir.

Aymni siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik harf ile; ayn1 satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade
edilmistir.

% canlilik, log kob/mL iizerinden hesaplanmustir.

4.2. Enterococcus Bakterilerinin Fonksiyonel Ozellikleri
4.2.1. Enterococcus suslarinin antibakteriyel 6zellikleri

Probiyotiklerin antibakteriyel aktivitesi tiretilen organik asitlerden, diisilk ortam pH
iceriginden besin rekabetinden veya bakteriyosin tiretiminden kaynaklanabilmektedir (Pundir
ve ark., 2013). Bunun digsinda probiyotikler kisa yag asitleri, hidrojen peroksit ve
karbondioksit gibi antibakteriyel bilesikler iireterek de patojenik organizmalara karsi etkili
olmaktadir (Adesulu-Dahunsi ve ark., 2018).

Enterococcus izolatlarinin antibakteriyel aktivite degerleri cizelge 4.7°de verilmistir.
Antibakteriyel etki sonuglarina gore 270 ve 427 no’lu Enterococcus izolatlar1 haricinde test
edilen tiim izolatlar B. cereus ATCC 11778‘e karsi antibakteriyel etki gostermistir. Elde
ettigimiz sonuglara goére tiim Enterococcus izolatlar1 indikator olarak kullanilan Salm.
Typhimurium ATCC 14028 ve E. coli ATCC 25922 patojen bakterilerine karsi inhibisyon
zonu gostermemistir. Bunula birlikte tiim izolatlar L. monocytogenes ATCC 7644 ve Staph.
aureus ATCC 25923’¢ karsi inhibisyon zonu gdstermis olup antibakteriyel aktivitelerinin
oldugu tespit edilmistir (sekil 4.2).

Khalkhali ve Mojgani (2017), yaptiklar1 ¢alismada anne siitiinden izole edilen E.
faecalis ve E. faecium izolatlarinin E. coli, L. monocytogenes ve Staph. aureus patojen
bakterilerin gelisimin kars1 inhibitor etki gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica bunlarin E. coli
sonuclar1 disinda yaptigimiz ¢alisma sonuglarina benzerlik gostermistir. Baska bir ¢alismada,

Nami ve ark. (2019) geleneksel siit iirlinlerinden izole edilmis Enterococcus izolatlarinin
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Staph. aureus, L. monocytogenes, Y. enterocolitica, K. pneumoniae, E. coli ve B. subtilis gibi

onemli patojenik mikroorganizmalara karsi inhibitor etkisini gostermistir.

(@) (b)

Sekil 4.2: Enterococcus izolatlarinin, Stap. aureus ATCC 25923 (a), B. cereus ATCC 11778 (b) ve L.
monocytogenes ATCC 7644 (c) indikatdr mikroorganizmaya kars1 gosterdikleri antibakteriyal aktivitenin petri

kutusundaki fotograf goriintiisii.

Calismada secilen yedi izolatin Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli ve Bacillus subtilis gibi kullanilan hedef patojenlerin gelismesini inhibe etme

yetenegine sahip oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.7. Enterococcus suslarinin antibakteriyal aktivite ve bakteriyosin sonuglari

Antibakteriyal Aktivite*

Iz’il):)at Salm. Typhimurium L. monocytogenes Staph. aureus B. cereus ATCC E. coli B%I:ﬁirrlr)l/;s;n
ATCC 14028 ATCC 7644 ATCC 25923 11778 ATCC 25922

192 0.00+0.00 12.75+0.35° 13.25+0.35% 12.75+0.35% 0.00+0.00 -
258 0.00+0.00 9.25+0.35%%¢ 12.25+0.35b 14.75+0.35%¢ 0.00+0.00 -
262 0.00+0.00 8.2540.35° 10.50£0.71% 14.75+0.35%° 0.00+0.00 -
270 0.00+0.00 12.50+0.71% 8.50+0.71¢ 0.00+0.00" 0.00+0.00 -
427 0.000.00 11.25+0.35% 10.50+0.71¢ 0.00+0.00" 0.00+0.00 -
436 0.00+0.00 11.50£0.71% 12.25£0.35% 14.540.71° 0.00£0.00 -
455 0.00+0.00 9.25+0.35%%¢ 8.50+0.71¢ 12.5+0.71% 0.00+0.00 -
656 0.00+0.00 8.50:£0.71% 8.50:£0.71¢ 14.5+0.71"4 0.00+0.00 -
736 0.00+0.00 11.50+0.71% 15.50+0.712 16.5+0.71% 0.00+0.00 -
1130 0.00£0.00 11.25+0.35%¢ 13.50£0.71% 14.540.71° 0.00£0.00 -
28 0.000.00 10.50+0.71°¢ 14.50+0.71%° 16.75+0.35 0.00+0.00 -
367 0.000.00 12.25+0.35% 15.50+0.712 14.75+0.35%¢ 0.00+0.00 -
388 0.00+0.00 10.500.71b< 12.50+0.71% 10.5+0.71¢ 0.00+£0.00 -

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Ayn1 siitundaki istatistiki farkliliklar kiiciik
harf ile; ayni satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL iizerinden
hesaplanmistir. **(-):iiretim yok; (+):zay1f ; (++):orta; (+++):kuvvetli iiretim.

4.2.2. Enterococcus suslarmin bakteriyosin iiretimi
Bakteriyosin tiretimi Enterococcus suslar1 i¢in rapor edilen énemli bir biyoteknolojik

ozelliktir (Khalkhali ve Mojgani, 2017). Enterococcus suslarinin bakteriyosinler de dahil
olmak {izere antimikrobiyal bilesikler iirettigi rapor edilmistir. Bakteriyosin iiretimi, ¢ok
cesitli gida triinlerinin korunmasi i¢in uygulanmistir ve artik probiyotik bir 6zellik olarak
kabul edilmektedir (Hanchi ve ark., 2018). Enterokoklarla iliskili birgok bakteriyosin
tanimlanmig olup bunlar enterosin B, enterosinler L50A ve L50B, enterosin A, enterosin P
olarak belirtmistir. Enterococcus tiir/suslar1 tarafindan {retilen enterosinler, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus ve Bacillus spp. gibi patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 biiyiik ilgi gérmektedir. Bu nedenle enterokoklar, biyo-
koruyucu veya koruyucu Kkiiltiirler olarak siit uygulamalari i¢in bir potansiyel de
gostermektedir gostermektedir (A. Ahmadova ve ark., 2013).

Calismada incelenen Enterococcus izolatlarinin bakteriyosin tiretimi sonuglart Cizelge
4.7°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore hi¢ bir Enterococcus izolatinda bakteriyosin
tiretimi tespit edilememistir. Ancak izolatlarin sergiledigi antibakteriyel etkinin hidrojen
peroksit, asit veya diger inhibitdr maddeler iiretmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Benzer sonug, Ozkan (2021) yaptifi c¢alisma sonuglarinda Enterococcus izolatlarinm
hi¢birinde bakteriyosin {iretimi tespit edememistir. Baska bir ¢alismada, Ghrairi ve ark.
(2008) peynirden izole edilen yeni bir sus olan Ent. faecium MMT21’in, L. monocytogenes, B.

cereus ve S. aureus dahil olmak {tizere cesitli gida bozulma bakterilerine ve gida kaynakli

43



patojenlere karsi aktif olan inhibitér maddeler {irettigini rapor etmistir. Arastimacilar bu yeni
susun antibakteriyel etkisinin bakteriyosinlerden kaynaklandigini bildirmistir. Khalkhali ve
Mojgani (2017), yaptiklar1 ¢caligmada Ent. faecium ve Ent. faecalis izolatlarin Gram-pozitif ve
Gram-negatif patojen bakterilerine kars1 genis antibakteriyel 6zelligi oldugunu belirlenmistir.
Calismadaki iki Enterococcus susu tarafindan iiretilen antagonistik ajanin fiziko-kimyasal
karakterizasyonlart sirasinda, izolatlarin uyguladigi antibakteriyel etkilerin asitlere veya

hidrojen peroksite bagli olmadig1 tespit etmistir..

4.2.3. Enterococcus suslarinin -galaktosidaz aktivitesi (MU)

B-galaktosidaz aktivitesine ait sonuglar Cizelge 4.8 de verilmistir. Bu ¢alismada elde
edilen enterokok izolatlar1 B-galaktosidaz aktivitesinin 13.64-5.17 MU arasinda degistigi
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore B-galaktosidaz aktivitesinin nispeten diisiik oldugu
belirlenmistir. Benzer sonuglar, Ozkan (2021) yaptig1 tez calismasinda enterokoklar izolatlar:
diistik B-galaktosidaz aktivitesi gostermis olup elde edilen en yiiksek deger olarak 15.77 MU
belirlenmistir. Bagka bir ¢calismada, Ent. faecium EM485 ve Ent. faecium EM925 suslarinin 3
-galaktosidaz iiretimi o-nitrofenil- p -D-galaktopiranoz (ONPG Disks, Fluka, Buchs, Isvigre)
emdirilmis diskleri kullanilarak onaylanmistir (dos Santos ve ark., 2015). Ayrica, Favaro ve
ark. (2014), yaptiklar1 ¢calismada Ent. faecium 'a ait 4 farkli susun, p -galaktosidaz aktivitesi
gosterdigi ve bu oOzelligin endiistriyel peynir liretiminde ¢ok faydali olabilecegi rapor

edilmistir.

4.2.4. Enterococcus suslarinin kolesterol asimilasyonu

Probiyotik bakterilerin serum kolesteroliinii diistiriicii etkleri birgok mekanizma
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bu mekanizmalar kisa zincir yag asidi (SCFA)
fermantasyonunun son iiriinlerinin fizyolojik etkilerini, bakteriyel hiicre duvarina kolesterol
baglanmasini ve safra asitlerinin enzimatik dekonjugasyonunu icermektedir. Safra asitlerinin
bagirsak bakterileri tarafindan dekonjugasyonu, bunlarin atilma oranlarmi arttirir ve bu
nedenle karaciger tarafindan safra asitlerinin de novo sentezi i¢in daha yiiksek kolesterol
talebi ortaya ¢ikar. Bunun sonucunda ise serum kolesteroliinde bir azalma meydana
gelmektedir (Pereira ve Gibson, 2002).

Serum kolesteroliine ait analiz sonuglari Cizelge 4.8’de sunulmustur. Analiz
sonuclarina gore tim Enterococcus izolatlarinin kolesterol asimilasyon yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir. izolatlarin kolesterol indirgeme kapasitesinin %6.59-49.91 arasinda
degistigi tespit edilmistir. 24 saat sonunda en yiiksek ve en diisiik serum kolesterol serum

kolesterol indirgeme kabiliyeti sirasiyla 270 ve 455 no’lu izolatta tespit edilmistir.
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Nami ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada geleneksel yontemle iiretilen siit {irlinlerinden
izole edilen Enterococcus suslarinda 20 saatlik inkiibasyon sonucunda serum kolesteroliiniin
asimilasyonu tespit edilmistir. Enterococcus durans suslarinda bu deger 175.38 ve 172.23-
216.45 mg/mL arasinda ve Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis suslarinda ise
123.63-145.23 mg/mL arasinda tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada, deve siitiinden izole
edilen Enterococcus izolatlarinin kolesterol asimilasyonu in vitro olarak %35.4-43.1
seviyesinde tespit edilmistir (Ayyash ve ark., 2018). Ayrica, Sakandar ve ark. (2018)
tarafindan incelendigi ¢calismada dogal olarak fermente edilmis eksi hamurdan (Khamir) izole
edilen Enterococcus faecalis izolatlarinin kolesterol diisiirebilme yetenegi %24.17-39.41

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.8: Enterococcus suslarinin B-galaktosidaz aktivitesi, kolesterol asimilasyon yetenegi ve EPS
tiretim sonuglart

izolat No B-gaktosidaz Aktivitesi  Kolesterol Asimilasyonu EPS iiretimi
(MU) (%) (ng/mL)
192 9.04+0.230¢ 36.95+3.34%® 15.57+0.429
258 5.84+0.80% 22.41+10.568cd 50.71+2.55¢f
262 5.17+0.71¢ 12.97+8.34bcd 184.21+39.3¢
270 6.37+0.71% 41.67+0.002 9.524+0.05¢
427 7.70+0.14% 33.02+0.002¢ 96.73+1.59%
436 13.64+2.952 7.47+0.56% 283.34+4.25P
455 10.14+0.48° 5.50+2.22¢ 37.65+2.87%
656 7.10+£0.33¢de 28.69+1.672cd 18.20+0.219
736 6.80+0.00% 20.05+12.7930cd 123.52+1.33¢4
1130 12.67+0.572 24.76+11.6720¢ 335.16+0.00°
28 6.60+1.13% 31.84+0.562° 456.8243.192
367 6.04+0.05% 34.20+6.11% 220.64+33.45¢
388 6.63+0.14% 39.70+1.672 76.07+1.06%F

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Ay siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik
harf ile; aymi satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL iizerinden
hesaplanmustir.

4.2.5. Enterococcus suslarinin ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

LAB tarafindan hiicre duvari disginda fretilen polisakkaritler EPS olarak
siiflandirilmaktadir. Bunlar yapiskan bir tabaka olusturmakta ve kapsiiler polisakkaritler
olarak adlandirilmaktadir. Bakteriyel EPS, iiretici mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi
olarak kullanilmamaktadir. EPS bakteri hiicrelerini, kuruma, faj saldirisi, antibiyotikler, toksik
bilesikler veya ozmotik strese karsi korumaktadir. EPS ayrica hiicre tanimada, yiizeylere
yapismada ve ¢esitli ekosistemlerin kolonizasyonunu kolaylastiran biyofilmlerin olusumunda
rol oynamaktadirlar. LAB, EPS sentezi yoluyla fermente {iriinlerin dokusunu ve viskozitesini
gelistirmeye de katkida bulunabilmektedir (Ruas-Madiedo ve ark., 2002). EPS fiireten

bakterilerin kullanilmasi, fermente iiriinlerde kullanilan hidrokolloid katki maddelerinin yerini
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alarak maliyetin diisiiriilmesine yardimci olabilmektedir (Aspri ve ark., 2017). Enterococcus
izolatlarinin EPS iiretim miktarlan ¢izelge 4.8’de verilmistir. Elde edilen sonuglarina gore
tiim Enterococcus izolatlarinin EPS iiretebildigi ve bu miktarin 9.52-456.82 pg/mL arasinda
degismektedir. Enterococcus izolatlar1 28, 1130, 436, 367, 262 ve 736 no’lu olanlarin
ekzopolisakkarit iirettimleri sirasiyla 456.82, 335.16, 283.34, 220.64, 184.21 ve 123.52
pg/mL ile en yiiksek miktarda oldugu tespit edilirken 565, 192 ve 270 no’lu izolatlar ise
sirastyla 18.20, 15.57 ve 9.52 pg/mL ile diger izolatlara gore en diisik EPS diretimini
gergeklestirmislerdir.

Nami ve ark. (2019),yaptiklar1 ¢alisma sonuglarinda, test edilen tiim Enterococcus
izolatlarinin EPS iiretme yetenegi sergiledigini gostermistir. Baska bir c¢aligmada, esek
stitlinden izole edilen enterokok bakterilerin %36’sinin EPS iiretebildigi belirlenmistir (Aspri
ve ark., 2017). Ayrica Ozkan (2021), yaptig1 calismada enterokok izolatlarinmn 531.17 ile
217.26 pg/mL arasinda EPS iiretilebildigini bildirmistir. Ote yandan Ayyash ve ark. (2018),
inceledikleri deve siitiinden izole edilen 4 Ent. faecium susunun EPS iiretebilecegini 6ne

surmustur.

4.3. Enterococcus Bakterilerinin Giivenlik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Viriilans faktorlerin varligi nedeniyle Enterococcus Nitelikli Giivenlik Varsayimi
(QPS) tarafindan giivenli olduguna karar verilmemistir. Enterococcus bakterilerinin
giivenilirlikleri ile ilgili kararlar, susa bagl viriilans faktorlerinin taranmasina dayali olarak
vaka bazinda verilir. Bununla birlikte, enterokoklarda potansiyeli belirleyen viriilans
faktorlerinin belirli kombinasyonlar1 ile ilgili mevcut bilgilerin hala smirli oldugu
belirtilmelidir (Camara ve ark., 2020). Hemoliz, jelatinaz, DNaz aktivitesi ve biyojenik amin
sentez kapasitesi, gida iretiminde kullanilan LAB'de olmamasi gereken 6zelliklerdir.
Insanlardan izole edilmemis suslar i¢in giivenlik yonlerinin degerlendirilmesi zorunludur (dos
Santos Leandro ve ark., 2021). Hemolizin-sitolisin, yapiskan maddeler veya antibiyotik
direnci gibi bir dizi enterokokal viriilans faktorii, gen degisimi mekanizmasi ile aktarilabilir.
Genellikle bir plazmidin feromonlari, antibiyotik direncini ve viriilans faktorlerin kodlayan
genleri igermesi s0z konusudur. Bu nedenle, tiiketici gilivenligi gbéz Oniine alindiginda,
gidalardan izole edilen Enterococcus cinsi suglarinda viriilans faktorlerinin varliginin
(minatdrii) izlenmesi makul goriinmesi gerekmektedir (Chajgcka-Wierzchowska ve ark.,
2017).
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4.3.1. Enterococcus suslarinin antibiyotik direnci

Probiyotik suslar icin Oonemli bir gereksinim, bulasici antibiyotik diren¢ genleri
tasimamasidir. Bu genleri barindiran bakterilerin gida endiistrisinde kullanilmasi istenmeyen
bir durumdur. Bagirsaktaki farkli bakterilere yatay gen transferi, yeni antibiyotige direncli
mikroorganizmalarin gelismesine yol agabilmektedir (Turchi ve ark., 2013). Bakterilerin
antibiyotik direnci, giderek endise verici bir tibbi sorun haline gelmistir. Patojenik bakterilerin
tibbi agidan onemli antibiyotiklere karsi ¢oklu ilag direnci, enfekte hastalar1 tedavi etmek
amaciyla kritik bir tehdit ve asilmasi gereken ciddi bir zorluk haline gelmistir. Bu nedenle,
antibiyotik duyarlilig1 probiyotikler i¢in ¢ok dnemli bir 6n kosulu temsil etmektedir. Giivenlik
degerlendirmesine yonelik Nitelikli Giivenlik Varsayimi (QPS) yaklasimi, susun kimliginin
kesin olarak belirlenmesini ve susun, insan ve hayvan acisindan 6nemli antibiyotiklere kars1
herhangi  bir kazanilmig diren¢ gostermedigine dair kanit  gerektirmektedir
(ZommitiBouffartigues ve ark.,, 2018). Gidalardaki probiyotik mikroorganizmalarin
giivenilirligi ile ilgili olarak, FAO/WHO kilavuz bilgileri, probiyotik suslarin bilinen
antibiyotik direng profillerine sahip oldugunu belirtmektedir.

Enterococcus izolatlarinin antibiyotik direncine ait sonuglar Cizelge 4.9’da
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore tiim Enterococcus izolatlar1 kanamisin ve
streptomisin antibiyotigine kars1 direngli oldugunu tespit edilmistir. Vankomisine kars1 656 ve
28 no’lu izolatlar yari-hassas direng gosterirken diger izolatlar hassas olarak
degerlendirilmistir. 565 no’lu izolat disinda tiim izolatlar penisiline kars1 hassastir. 258, 455,
656 ve 1130 no’lu izolatlar eritromisin antibiyotigine karsi diger izolatlara gore direng
gosterdigi tespit edilmistir. 258 ve 367 no’lu izolatlarin, haricinde diger tiim izolatlar
amfisiline kars1 hassasiyet gosterdigi belirlenmistir. 270, 427, 656, 736 ve 388 no’lu izolatlar
tetrasiklin antibiyotige karsi direngli olduklar1 tespit edilmistir. Gentamisin antibiyotigine
kars1 262, 436, 736 ve 28 haricinde tiim izolatlarin direncli oldugunu belirlenmistir. (Sekil
4.3).
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Cizelge 4.9: Enterococcus suslarinin antibiyotik direnglerine ait sonuglar

izolat No AM C E CN K P S TE VA
192 H H YH D D H D H H
. 258 D YH D D D H D H H
§ 262 H H YH H D H D H H
g 210 H H YH D D H D D H
g 427 H H YH D D H D D H
§ 436 H H YH H D H D H H
5 455 H H D D D H D H H
E 656 H H D H D D D D YH
736 H H YH YH D H D D H
1130 H H D D D H D YH H
28 H H YH YH D H D H YH
367 D D YH D D H D YH H
388 H H YH D D H D D H

AM: amfisilin (10 pg); C: kloramfenikol (30 pg); E: eritromisin (15 pg); CN: gentamisin (10 pg); K: kanamisin
(30 pg); P: penisilin (10 U); S: streptomisin (10 pg); TE: tetrasiklin (30 pg); VA: vankomisin (30 pg).
D:direngli. YH: yar1 hassas. H: hassas

Iweriebor ve ark. (2015), calismalarinda, siit sigirlarindan izole edilen Enterococcus
suslarin antibiyotik direncini antibiyotik diskleri kullanilarak Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemine (CLSI, 2014) goére degerlendirmistir. Elde edilen sonuglara gore, tiim suslar
(toplam 341 sus) vankomisine kars1 direng gosterirken streptomisine karsi tiim suslarin %94’
ve eritromisine karst ise %99’unun direngli oldugu belirlenmistir. Baska bir calismada,
Baccouri ve ark. (2019), Ayrica yine ayni ¢alismada Ent. faecalis OB14 susunun tetrasikline
direng gosteren genler barindirdigini belirlenmistir. Cebrian ve ark. (2012), yaptiklar
caligmada Ent. faecalis 10 susun diisiik seviyelerde gentamisine direngli oldugu gosterirken,
vankomisin gibi klinik olarak ilgili antibiyotiklerin ¢oguna duyarliligini dogrulamaktadir.
Aspri ve ark. (2017), enterokoklarin giivenlik degerlendirmesi ig¢in en onemli faktoriin
vankomisin direnci oldugunu bildirmis ve test ettigi suslardan %96’sinin vankomisine duyarli
oldugunu bildirmistir.

Ayrica test edilen tiim izolatlarin kloramfenikol ve amfisiline karsi duyarlilik
gosterirken, izolatlarin  %46'sinin  penisiline hassasiyet gosterdigi tespit edilmistir.
Enterokoklar genellikle gentamisin ve streptomisin gibi aminoglikozitlere karsi igsel dirence
sahip olarak tanimlanmistir. Bu g¢aligmanin sonuglari, izolatlarin %100 yukarida belirtilen
antibiyotikler her ikisine de direncli oldugunu dogrulamistir. Tetrasiklin antibiyotigi
hayvanlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmasi, Enterococcus arasinda siklikla bulunan
yiiksek diizeyde tetrasiklin direncinin olas1 bir agiklamasidir. Yapilan bu ¢aligmada izolatlarin
%3540 bu antibiyotige direngli, %33'i yar1 hassas ve %13 hassasiyet gosterdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3: Enterococcus izolatlarinin antibiyotiklere karsi olusturduklari zon goriintiisii
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4.3.2. Enterococcus suslarinin hemolitik aktivitesi

Hemolitik aktivite testi, probiyotik bakterilerin giivenligi i¢in 6n kosulu olarak ¢ok
onemlidir, ¢linkii bir¢ok organizma, insan veya hayvan hiicrelerinin kismen veya tamamen
par¢alanmasini indiikleyen eksotoksinleri sentezleyebilmektedir (Escamilla-Montes ve ark.,
2015). Hemolitik aktivite genellikle a, B veya y olarak tanimlanir; bunlar hemoliz varliginda
veya yoklugunda uygulanmaktadir. f hemolitik aktiviteye sahip mikrobiyal suslar a- ve y-
hemolitik aktiviteye sahip olanlarin aksine, kan hiicrelerini parcalayan toksinler
(hemolizinler) iiretir ve boylece konagin bagisiklik sistemini etkilemektedir (Camara ve ark.,
2020).

Yapilan ¢alismada Enterococcus izolatlarinin hemolitik aktivite sonuglar1 Sekil 4.5°te
verilmigtir. Bu analizde %35 defibrin koyun kani igeren ‘blood agar’ kullanilarak test
edilmistir. Test edilen izolatlarin etrafinda yesil zon (o) E. coli ATCC 25922’nin gelistigi
ortamda veya berrak zon (B) Staph. aureus ATCC 25923’tin bulundugu ortamlarda hemolitik
aktiviteye sahip olup bir dezavantaj olarak kabul edilmektedir.

Sekil 4.4: E. coli ATCC 25922 (a-hemoliz) ve Staph. aureus ATCC 25923 (B-hemoliz) patojenlerinin hemolitik

aktivite goriintiileri

Elde edilen sonuglara gore test edilen izolatlarin etrafinda zon olusumu
gozlenmemistir. Khalkhali ve Mojgani (2017), yaptiklart ¢alismada anne siitiinden izole

edilen Ent. faecium ve Ent. faecalis izolatlarin o hemoliz ve y-hemoliz gosterdigi tespit
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edilmistir. Ote yandan, Baccouri ve ark. (2019), yaptiklar1 ¢alismada Ent. faecalis OB14 ve
Ent. faecalis OB15 suslari, % 5 koyun kani igeren Columbia agar kullanilarak hemolitik
aktivitesi olup olmadigini test etmis ve hemoliz inhibitorii gostermedigini bildirmislerdir.
Ayrica, Ayyash ve ark. (2018), ¢alismalarinin sonuglarinda, Ent. faecium 77, 71, 64 ve 31

izolatlarinin hi¢bir B-hemolitik aktivite gdstermedigini ortaya koymuslardir.

Sekil 4.5: Enterococcus izolatlarina ait hemolitik aktivite goriintileri (y-hemoliz)

4.3.3. Enterococcus suslarinin biyojen amin iiretimi

LAB, fermantasyon sirasinda dekarboksilaz veya deaminaz araciliiyla amino asitleri
biyojenik aminlere doniistiirebilmektedir. Biyojen amin varli§1 fermente gidalarin kalitesini
ve giivenligini tehlikeye sokabilmektedir. Biyojen amin ile ilgili genlerin tanimlanmasi,
LAB'in toksik potansiyelinin belirlenmesi agisindan onemlidir. Toksik etki yaratmasi

acisindan gidalar igin limit biyojen amin igeirgi 100 pg/mL olarak belirlenmistir (Perin ve
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ark., 2014). Biyojen amin genlerinin olmamasi, starter ve yardimer kiiltiirlerde kullanim igin

bir susun énemini vurgulamaktadir (Khalkhali ve Mojgani, 2017).

Cizelge 4.10: Enterococcus sp. tiir/suslarinin biyojen amin tiretimi

Izolat No L-arjinin L-lisin L-tirosin L-ornitin

192 - - - -
258 - - - -
262 - - - -
270 - - - -
427 - - - -
436 - - - -
455 - - - -
656 - - - -
736 - - - -
1130 - - - -

28 - - - .
367 - - £ .
388 3 - - -

Enterococcus spp.

(-):tiretim yok, (+): tiretim var.

Bu tez caligmasinda elde edilen biyojen amin iiretimi sonuglar1 Cizelge 4.10°da
verilmistir. Calismada inceledigimiz tiim Enterococcus izolatlar1 kullanilan besiyer renginde
degisim gdzlenmemis olup biyojen amin iiretimi yetenegi olmadigi tespit edilmistir. Benzer
sonuclar Khalkhali ve Mojgani (2017), tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda, test edilen
Enterococcus izolatlarinin genomunda belirli genlerin goriinmedigini ve iki izolatinda BA
negatif olarak kabul edilmistir. Baska bir ¢alismada, Aspri ve ark. (2017), Joosten ve Northold
dekarboksilaz besiyerinde E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin histidin veya ornitin {izerinde
herhangi bir dekarboksilaz aktivitesi gostermedigini bulmuslardir. Ancak tirozin {izerindeki
dekarboksilaz aktivitesi, 7 giinliik inkiibasyondan sonra suslarin %75'inde bulundugu
belirlenmistir. Ayrica, Olvera-Garcia ve ark. (2018) ¢esitli peynirlerde putresin, kadaverin ve
tiramid konsantrasyonunu 0.1 mg/kg degerinin altinda tespit etmistir. Bu nedenle ozel
peynirde enterokok suslar1 tarafindan BA {iretiminin ¢ok diisiik oldugu degerlendirilmistir.
Perin ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada dekarboksilaz iiretimi i¢in kodlayici genlere sahip
oldugu bildirilen enterokok putresin, histamin, kadaverin veya spermidin iiretmedigini
belirlemistir. Ancak 7enterokok susu tiramin ve 3 sus ise 2-feniletilamin {iretim yetenegine
sahip oldugu bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada Enterococcus suslar1 tarafindan iiretilen BA

miktarlarinin diisiik oldugu da not edilmistir.

52



4.3.4. Enterococcus suslarinin viriilans faktorleri

Enterococcus suslarinin firsat¢i patojen olarak goriilmesi, cogunlukla konak hiicrelere
tutunma ve kolonizasyona yardimci olabilen, dokularin mukopolisakkaritlerini yok ederek
hiicre duvarina zarar veren, jelatin, kollajen, hemoglobin vb. hidrolize eden viriilans faktor
genlerini tasimasia baglanmustir (Iweriebor ve ark., 2016). Ayrica, klinik enfeksiyonlarin
%80'i olarak Ent. faecalis ve %20'si ise olarak Ent. faecium kaynakli olarak bildirilmistir
(Garham ve ark., 2020). Enterococcus spp patojenik suslarinin kolonizasyon isleminden
sonra, konagin dokular1 iizerinde yikict etkisi olan toksik maddeler salgilamaktadir.
Enterococcus suslari tarafindan salgilanan viriilans faktorleri; sitolizin (Cyl), jelatinaz (GelE)
ve hiyaliironidazdir (Hyl) (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2017). Bu nedenle belirli bir
Enterococcus suslarinin probiyotik veya gida katki maddesi olarak kullanilmasi igin
kullanimdan 6nce uygulamasiin giivenlik yonleri ortaya konulmalidir (Margalho ve ark.,
2020). Enterokok viriilans faktorleri son birkag yilda yogun bir sekilde arastirilmistir. Bazi
viriilans faktorleri iyi tanimlanmistir, digerleri ise daha “ince” viriilans belirleyicileri hala
daha yakindan arastirilmaktadir (Franz ve ark., 2011).

Viriilans  belirleyicilerinden (faktorleri) en Onemli, enterokokal P-hemolizin-
bakteriyosin olarak da adlandirilan sitolizin (Cyl), patojenik susun viriilansini arttirmaktadir
(Franz ve ark., 2011). Sitolizin, en iyi karakterize edilmis enterokok viriilans faktérlerinden
birisidir. Bakteriyosin tipi bir eksotoksin oldugu, Gram negatif bakterilere kars1 bakteriyosidal
ozellikler gosterdigi, eritrositler, 16kositler ve makrofajlara karst toksik oldugu (B-hemoliz)
bildirilmektedir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2017). Diger 6nemli viriilans faktord,
feromon duyarli olan bir plazmit tarafindan kodlanan bir agregasyon maddesidir (AS).
Agregasyon maddesi (AS), iizerinde AS geninin kodlandigi plazmitin etkili transferini
kolaylastiran Ent. faecalis hiicrelerinin hiicre kiimelenmesini neden olmaktadir (Franz ve ark.,
2011).

Jelatinaz, kromozom tizerinde bulunan gelE geni tarafindan kodlanmaktadir. Jelatinaz,
molekiiler agirligt  yaklagik 30 kDa olan hiicre disi, ¢inkoya bagmli bir
metaloendopeptidazdir. Bu enzim, jelatin, elastin, kolajen, hemoglobinin yani sira diger
biyoaktif peptitleri feromonlara bagli proteinleri gibi hidrolize edebilmekterdir (Chajecka-
Wierzchowska ve ark., 2017). Jelatinaz, insiilin-B zinciri, dokulardaki kolajen materyal,
vazokonstriktor edotelin-1 ve ayrica seks-feromonlar1 ve bunlarin inhibitdr peptitleri gibi
cesitli substratlar tizerinde etkili olan bir proteolitik enzimidir. Jelatinaz, Ent. faecalis'in

viriilansinda 6nemli etkileri oldugu One siiriilen fibrini parcalayabilir, ¢ilinkii salgilanan
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proteaz konak¢i dokuya zarar verebilir ve bdylece bakteri gicline ve yayilmasina izin
verebilmektedir (Franz ve ark., 2011).

Hiyaliironidaz, hyl geni tarafindan kodlanan, molekiiler agirligi 45 kDa'ya yakin olan,
bir Ent. faecium genom proteini olmaktadir. Ent. faecium suslari, Ent. faecalis suslarmnin
kromozomal DNA'sinda bulunmamistir. Bu enzim, bag dokusu ve kikirdaktaki
mukopolisakkaritlerin yok edilmesinde ve dolayisiyla bakterilerin yayilmasinda rol
oynamaktadir. Klinik suslardaki hyl geni genellikle Ent. faecium' da bulunur ve Ent. faecalis'
te olduk¢a nadir goriilmektedir (Chaj¢cka-Wierzchowska ve ark., 2017).

Diger potansiyel viriilans faktorleri daha az belirlenmistir. Bunlar arasinda bir adhezin,
Ent. faecalis (Espr) veya Ent. faecium (Espmm) kaynakli Enterococcus ylizey proteini ve Ent.
faecalis'te biyofilm olusumu ile iliskili olan Ent. faecalis'ten kolajene yapistirict olan, bir
kolajen baglayici olan protein bulunmaktadir (Franz ve ark., 2011).

Yapilan calismada elde edilen, gastrointestinal direng¢, yapisma yetenegi ve bazi
fonksiyonel 6zellik sonuglarina gore, potansiyel probiyotik suslar olabilen 28 ve 436 no’lu
Enterococcus izolatlart viriilans 6zellikleri agisindan incelemistir. Bu amacla agregasyon
maddesi (agg), yiizey proteini (esp), jelatinaz aktivitesi (gelE), hiyaliironidaz (Hylefm) ve
sitolizin (cylL 1,2, cylS 1,2, cylM, cyIB ve cylA) olan genler olup olmadigini test edilmistir.
Elde edilen analiz sonuglar1 suglarin viriilans genleri bulunmus olup Sekil 4.6’da sunulmustur.
436 no'lu izolat gelE ve cylA viriilans genlerini tespit edilrken diger test edilen viriilans
genleri negatif olarak gostermistir. 28 no'lu izolat agg, esp, Hylefm ve sitolizine ait tiim genler
(cyll 1,2, cylS 1,2, cylM, cyIB, cylA) viriilans genlerinin varhigi agisindan negatif olarak

gosterirken sadece gelE viriilans geni i¢in pozitif olarak tespit edilmistir.
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100bp CylLL CyLS CyM CyB CylA GelE Hyl Asa 165 = 1000p CyLL CYLS CyM CyB CyA GeE Him Asa 165 1K

ISOLATE 436

(Isolate 436) (isolate 28)

Sekil 4.6: Ent. faecium izolat (436) ve Ent. Faecalis izolat (28 )’in viriilans faktorlerinin PCR amplifikasyon

goruntisu

Iweriebor ve ark. (2016), yaptiklari calisma sonucunda toplam 340 enterokok
izolatindan 330'unun (%97.11) gelE geni tasidigini bildirmistir. Klinik enterokok suslarinda
viriilans genlerin yayginligi ile ilgili olarak, tarafindan yaptiklari caligmada, Ent. faecalis ve
Ent. faecium suslarinin 5 viriilans genlerini test edildiginde Ent. faecalis suslarinda, asal geni
daha yaygin oldugunu gosterirken, gelE geni ise Ent. faecium suslarinda yaygin oldugunu
tespit edilmistir (Kiruthiga ve ark., 2020). Ayrica Ent. faecalis suslarinda cylA, gelE ve asal
genleri gosterdigi oranlar sirastyla %59.55, %85.39, %86.51, Ent. faecium suslarina (%1.96,
%60.78, %9.80) gore Onemli Olgiide daha yaygin oldugunu belirlenmistir. hyl geni ise
E.faecium suslarinda (%5.9) saptanirken E. faecalis suslarinda (%0) saptanmamustir.

Sonug olarak Ent. faecalis 28 no’lu izolati, Ent. faecalis suslarinda ¢ok yaygin olan
agregasyon maddesi (agg), yiizey proteini (esp) Ve sitolizin (cyl) kodlayan viriilans genlerini
barindirmamis ve jelatinaz aktivitesi glivenlik endisesi i¢in ciddi bir risk olusturmamustir.
Baccouri ve ark. (2019), yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Ent. faecalis suslarin gelE+ geninin
varliginda besiyerindeki jelatin pargalamasit basarisiz gdstermis ve bu nedenle bu
arastirmacilar bu jelatinaz aktivite aktif olmayan veya diisiik aktif olan gen oldugunu
belirtmislerdir. Ilging bir sekilde, jelatinaz aktivitesine sahip olan Ent. faecalis Symbioflor 1,

uzun yillardir giivenle bir sekilde ticari olarak da probiyotik bir mikrop kullanilmaktadir.
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Daha once iddia edildigi gibi gelE geni, giiglii proteolitik aktivitenin istendigi fermantasyonda
kullanilan pozitif bakteriler i¢in bir avantaj bile olabilmektedir (Garham ve ark., 2020).

Ayrica Ent. faecium 436 no’lu izolatta sadece cylA ve gelE viriilans genlerini tespit
edilmis ancak in vitro hemoliz testlerinde B-hemolitik aktivite gostermemistir. Dolayisiyla,
cylA ve gelE viriilans genlerini inaktif olabilecegi belirlenmistir. Gidalardan izole edilen bazi
enterokok suslarmin asal, ace ve gelE gibi viriilans faktorlerinin igermesine ragmen ticari
starter kiltlir olarak uzun bir giivenli kullanim geg¢mise sahiptir. Bu nedenle enterokok
suslarinda sadece viriilans faktorlerinin bulunmasi ile enfeksiyonun olmasi veya gelismesi
anlamina gelmemektedir (Garham ve ark., 2020; Zommiti ve ark., 2018). Bunula birlikte,
agg ve asal gibi bazi viriilans genleri igeren enterokoklar, probiyotik potansiyeli olanlar
gastrointestinal sisteminin kolonizasyonu ve iyilestirmesinde faydali rol oynamaktadir

(Cebrian ve ark., 2012).

4.4, Enterococcus Bakterilerinin Teknolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

LAB’nin sicaklik, alkol, NaCl, hidrojen peroksit ve donma gibi stres kosullart altinda
gelisme Ozellikleri, fermente gidalarda kullanimi i¢in ve starter kiiltiirlerin se¢iminde 6nemli
bir kriter olarak kabul edilmektedir (Ertekin ve Con, 2014). LAB teknolojik 6zelliklerinden
dolay1, gida endiistrisi i¢cin 6zel ilgi gormekte ve genellikle fermente {riinlerin iiretiminde
starter kiiltlir olarak kullanilmaktadir. Bu bakterilerin fermantasyon sirasinda etkili
olabilmeleri icin farkli ¢evre kosullarina (pH, sicaklik, besin maddeleri, tuz ve seker
konsantrasyonu vb.) dayanikli olmalar1 gerekmektedir (Akoglu, 2020). Enterococcus, LAB
grubuna ait ana cinslerden biridir ve yaklasik 50 sus i¢ermektedir. Enterococcus, spesifik
metabolit Ozellikleri sayesinde ¢esitli fermente gida iiriinlerinde 6nemli teknolojik rol
oynamaktadir. Ayrica sert ve olumsuz ¢evre kosullari, yiiksek tuz konsantrasyonu ve pH
seviyeleri ve %40 safra tuzlarimin varhiginda gelisme yetenegi oldugu tespit edilmistir
(Nascimento ve ark., 2019).
4.4.1. Enterococcus susalrimin farkh sicaklhiklarda gelisim potansiyelleri

Sicaklik, bakteri gelismesini onemli 6l¢giide etkileyebilecek onemli bir faktordiir. Bu
sicaklik aralifinin secilmesinin nedeni, izole edilen kiiltiirlerin normal viicut sicakligi
araliginda gelisim potansiyellerinin belirlenmesidir (Pundir ve ark., 2013). LAB, fermente
gidalarda bulunan en Onemli ve yaygin bakteriler arasindadir, bu nedenle gelisme
sicakliklarmin belirlenmesi iiretim ve saklama kosullarinin belirlenmesinde énemlidir (Ozkan,

2021).
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Enterococcus izolatlarinin 4, 15, 30 ve 45°C de gelisme yetenekleri Cizelge 4.11°de
sunulmustur. Test edilen Enterococcus izolatlart 4°C sicaklikta diisiik gelisme gosterirken,
270 ve 455 no’lu izolatlar hi¢ gelisme gostermemistir. 262, 427 ve 367 no’lu izolatlar
haricinde tiim test edilen izolatlar 15°C’de iyi bir sekilde gelistigini gézlemlenmistir. Tim
Enterococcus izolatlarinin 30 ve 45°C sicaklikta iyi gelisim gosterdigi belirlenmistir.

Ozkan (2021), yapmis olduklar1 ¢alismada Enterococcus izolatlar1 30 ve 45°C°de iyi
gelisigi ancak 4°C’de higbir izolatta gelisme olmadigini tespit etmistir. Bagka bir calismada,
Akoglu (2020), Tirkiye'de tretilen geleneksel peynirlerinden izole edilen bazi LAB’nin
gelisimi {lizerine baz1 ¢evre kosullarinin etkileirni incelemistir. Elde edilen sonuglar E. faecium
ve E. faecalis izolatlarinin 20°C'deki gelisim oraninin 37°C'dekinden istatistiksel olarak daha
diistik oldugunu bildirmistir. Abanoz (2014), tarafindan yapilan ¢alismada Enterococcus
faecalis KT11 izolatinin, 4, 15 ve 45°C de geligebildigi saptanirken 50°C de gelisme

gostermedigi belirlenmistir.

4.4.2. Enterococcus suslarinin farkh alkol konsantrasyonlarinda gelisimi

Etanol, ¢ogu fermantasyon prosesinde temel metabolitlerden birisi oldugundan,
LAB’nin alkol toleransinin iyi olmasi gerekmektedir. Bu nedenle fermantasyon isleminde
sadece alkol stresine karsi yiiksek toleransli LAB kullanilabilmektedir (Shin ve ark., 2019).
Etil alkol, Leuconostoc mesenteroides gibi heterofermentatif LAB tarafindan seker
fermantasyonu sonucu iiretilmektedir. Etil alkoliin mikroorganizmalar iizerindeki inaktive
edici etkisi, molekiiler agirligina, konsantrasyonuna ve uygulama siiresine baglidir. Etil
alkoliin en etkili konsantrasyonunun %70 oldugu kaydedilmistir. Etil alkoliin antimikrobiyal
aktivitesi, hiicrede bulunan proteinlerin denatiirasyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica
sitoplazmik zarin lipid yapisina da zarar vermektedir. Etil alkoliin zayif difiizyonu ve organik
asitler tarafindan inaktivasyonu birer dezavantajlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, baz1 antimikrobiyal bilesiklerin aktivitesini arttirdig1 da bildirilmistir (Sagdic ve ark.,
2014).

Tez ¢alismasinda, Enterococcus izolatlar1 % 3, 6, 12 ve 15 oranlarinda etil alkol igeren
besiyerinde gelisim potansiyellerine ait sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir. Test edilen tiim
Enterococcus izolatlarinin etil alkol artis1 ile birlikte gelisme yeteneginin azaldigim
bildirilmistir. % 3 etil alkol konsantrasyonunda tiim test edilen Enterococcus izolatlar1 iyi
gelisebilirken % 6 etil alkol konsantrasyonda 4 izolat disinda (258, 427, 656 ve 1130)
digerlerinin zayif bir gelisim gosterdigini tespit edilmistir. % 12 etil alkol konsantrasyonda

258 no’lu izolatin gelisebildigi ve kalan izolatlarin ya ¢ok az yada hi¢ gelismim gostermedigi
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gbzlenmistir. Ayrica % 15 etil alkol konsantrasyonuna yanlizca 427, 455, 656 ve 1130 no’lu
izolatlarin toleransl oldugu belirlenmistir.

Ozkan (2021) tarafindan elde edilen sonuglara gore %3 alkol konsantrasyonunda
Enterococcus suslarinin  iyi gelisim gosterdigi ancak %12’nin  iizerindeki alkol
konsantrasyonun bu suslar i¢in inaktive edici rol oynadigi gézlemlenmemistir. Karasu (2006),
tarafindan yapilan ¢aligma sonucunda, test edilen tiim LAB’nin %3, 7, 12 ve 13 oraninda etil
alkol iceren MRS sivi besiyerlerinde gelisme gdostermistir. G-Alegria ve ark. (2004),
yaptiklar1 ¢aligmada, test edilen tiim laktik asit bakterileri %12 etanol konsantrasyonunda

toleransi oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11: Enterococcus suslarmin farkli sicaklikta, farkli alkol, NaCl ve H>O, konsantrasyonlarinda gelisme

ozelliklerine ait sonugla

H,0, Konsantrasyonu

Sicaklik (°C) Alkol Konsantrasyonu (%6) NaCl Konsantrasyonu (%) (mM)
Izolat No

4 15 30 45 3 6 12 15 3 5 6.5 8 9 0.4 0.7 1.0

192 + 0+t TR ++ - = +++ +H+ - - 4 +++ 4
258 + o+t +++ +++ +++ +++ - +++ +++ +++ + - +++ +++ +++
262 + o+ LR 4 R ++ + _ +++ + - . - R 4+ +++
270 T i = T - 4 +++ +++ - + - 4+ 4+ +++
427 + + e+ #HE L - + +++ +++ - - h 4+ 4+ +++
436 S S S = AR r ; e+ b _ . . +++ R
455 S T+t ++ ++ + + +++ 4+ - - +++ +4+ +++
656 S o + + +++ o - - 4+ 4+ +++
736 S o S T+ . _ +++ +++ ++ - - 4+ 4+ +++
1130 + +++ +++ +++ T4+ T+ _ + +++ e+ _ _ - 4+ +++ +4++
28 S S ++ - - +++ 4 - - 4 +4+ 4
367 + o+ B S S ++ - - +++ + + - - +++ +++ +++
388 e T © = T = = S ++ + - +++ ++ - - - 4+ 4+ +++

*(-):gelisme yok; (+):zayif ; (++):iyi; (+++): ¢ok iyi

4.4.3. Enterococcus suslarinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisim sonugclar:

NacCl, belirli bakteri tiirlerinin gelismesini inhibisyon edebilen 6nleyici bir maddedir.
LAB, NaCl varliginda duyarlilik gosterirse, NaCl bulundugu ortamda gelisme olmayabilir, bu
nedenle izolatlarin teknolojik 6zelliklerinden birisi NaCl toleransidir (Pundir ve ark., 2013).

Yapilan tez c¢alismasinda Enterococcus izolatlarinin %3, 5, 6.5, 8 ve 9 NaCl
konsantrasyonlarinda gelisimleri test edilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 4.11°de
sunulmustur. Test edilen tiim Enterococcus izolatlar1 %3 NaCl konsantrasyonunda iyi gelisme
kabiliyeti gostermistir. %5 NaCl konsantrasyonunda 262, 367 ve 388 no’lu izolatlar disinda
geri kalan tiim izolatlarda c¢ok 1iyi gelisebilme kabiliyetini belirlenmistir.%6.5NaCl
konsantrasyonunda 192, 258, 436, 455, 656, 736 ve 28 no’lu izolatlar ¢ok 1yi gelisebilme
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kabiliyeti gézlemlenirken diger kalan izolatlar hi¢ gelisim gostermemistir. En yiiksek ikinci
konsantrasyon olan %8NaCl varliginda, yalnizca iki sus (258 ve 270) gelisim gosterebilmistir.
Ayirca en yiiksek NaCl konsantrasyonu olan, %9 degerinde hi¢bir Enterococcus izolatinin
gelisemedigi belirlenmistir.

Ozkan (2021), tarafindan yapilan ¢alismada benzer sonuglar elde edilmis olup artan
NaCl konsantrasyonlar1 Enterococcus izolatlari iizerinde inaktive edici rol oynamistir. Bu
caligmada diisiik NaCl konsantrasyonlarinda (<%6.5) tiim suslar gelisebilirken konsantrasyon
arttinnldiginda (%9) yalnmizca 3 izolatin gelisim gosterebildigi belirlenmistir. Bagka bir
calismada Akoglu (2020), Tirkiye'de gelencksel peynirlerinden izole edilen Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium izolatlar1 %4, %6,5 ve % 8 tuz iceren M 17 siv1 besiyerinde
ve 37°C inkiibasyon edildikten sonra etkileri incelemistir. Elde edilen sonuglar Ent. faecalis
izolatinmm %4 ve %6,5 tuz konsantrasyonlarinda iyi gelisme gosterdigini ancak ayni
konsantrasyonlarda Ent. faecium izolatinin diisiik gelisim gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica her iki bakteri de %8 tuz konsantrasyonunda gelisim gostermemistir. Favaro ve ark.
(2014), yaptiklar1 ¢alismada, Ent. faecium ST209GB ve Ent. faecium ST278GB susunun %5
NaCl konsantrasyonuna kadar iyi gelisebildigini ortaya koymustur. Abanoz (2014), Ent.
faecalis KT11 izolatinin %4 ve %6,5 NaCl varliginda gelisebildigi fakat %18 NaCl varliginda

gelisemedigi belirlemistir.

4.4.4. Enterococcus suslarmmin farklh H202 Konsantrasyonlarinda gelisimi

Hidroksil radikali ile karsilastirildiginda, hidrojen peroksit zayif bir oksidandir, ancak
hiicrelerin oksidatif hasarina neden olan hidroksil radikaline yol acabilir. Hidrojen peroksit
ayrica gecis metal iyonuna bagimli ve hidroksil radikalinin aracilik ettigi oksidatif DNA
hasarina neden olabilmektedir (Li ve ark., 2012). H>O,, bakteri hiicrelerinin DNA'sina zarar
verebilen siiperoksit ve hidroksil gibi bakteriyel serbest radikallere yol agmaktadir (Sagdic ve
ark., 2014).

Enterococcus izolatlarinin farkh hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda gelisebilme
yeteneklerine ait sonuglar Cizelge 4.11° de verilmistir. Bu ¢alismada 0.4, 0.7 ve 1.0 mM farkli
oranlarda hidrojen peroksit igceren M17 sivi besiyerinde Enterococcus izolatlar1 gelisme
yeteneklerine  bakilmistir. Test edilen tim izolatlarin  hidrojen  peroksit tiim
konsantrasyonlarinda gelisebildigi tespit edilmistir.

Benzer sonuclar Ozkan (2021), tarafindan yapilan calismada da elde edilmistir. Baska
bir ¢alismada Li ve ark. (2012), inceledikleri geleneksel Cin fermente gidalarindan izole

edilen LAB’nin 0.4 mM H20. konsantrasyonuna direngli ancak 1.0 mM H20;
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konsantrasyonuna hassas oldugunu tespit etmistir. Karasu (2006), yaptig1 ¢alismada 2 g/kg,
10 g/kg ve 20 g/kg oraninda H20: igeren ortamda izoatlarin gelisimini incelemis ve en diisiik

konsantrasyonda yalnizca iki susun gelisebildigini (%13.60 ve %7.50) tespit etmistir.

4.4.5. Donmaya dayamiklilik testine ait sonuglar

Liyofilizasyon ve dondurma islemleri, laktik asit kiiltiirlerin genetik dayanikliliklarinin
korunmasina izin vererek, boylece arzu edilen teknolojik 6zelliklerin kaybini dnlemektedir
(Karasu ve ark., 2010). Dondurma ve dondurarak kurutma genellikle biyolojik numunelerin
korunmasi ve depolanmasi ig¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, hassas proteinlerin
denatiirasyonu ve bir¢ok hiicre tipi i¢in canlilifin azalmasi gibi bazi istenmeyen yan etkileri
vardir. Bu olumsuz etkileri 6nlemek veya azaltmak i¢in yagsiz siit, sakaroz, gliserol ve dimetil
stilfoksit gibi koruyucu maddeler genellikle dondurulmadan veya dondurularak kurutmadan
once numunelere eklenmektedir. Coziinen maddelerin eklenmesinin dondurularak kurutulmus
bir numunedeki canli hiicre sayisini arttirdigi bilinmesine ragmen, canlilik ilk kiiltiiriin altinda
kalir ve koruyucu etkilerinin fiziksel mekanizmasi heniiz kurulmamistir. Onceki ¢alismalar,
sakaroz ve trehaloz gibi indirgeyici olmayan disakkaritlerin lipozomlari, izole edilmis
biyolojik zarlari ve bazi saglam hiicreleri donma ve kurutmanin olumsuz etkilerinden
koruyabildigini gostermistir (Leslie ve ark., 1995).

Enterococcus izolatlarinin dondurma oncesi ve sonrasi canlilik degerlerine ait veriler
Cizelge 4.12° de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim izolatlar dondurmaya karsi
dayanikli olup canlilik degerleri %103 ile %96 arasinda degismektedir. 192, 656, 736 ve 1130
no’lu izolatlarin canlilig1 koruyabilme yetenegi oranlar sirasiyla % 103, % 100, %100 ve
%100 gostermistir. 28 no’lu izolat canlilig1r koruyabilme yetenegi % 96 oranmi gostererek en
diisiik dondurmaya dayanikli oldugunu belirlenmistir.

Ozkan (2021) calismasinda elde edilen dondurmaya dayamklilik sonuglarina gore
dondurma islemi sonrasinda enterokok suslarinin canliligmin %92.00-103.46 arasinda
oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte izolatlar canliliklarini yiiksek oranda korumustur.
Ayrica Karasu (2006), c¢alismasinda tiim LAB’nin dondurmaya dayaniklilik oranlarin,

ortalama %90.22 olarak rapor etmistir.
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Cizelge 4.12: Enterococcus sp. suslarinin dondurmaya dayaniklilik sonuglari

Dondurma Oncesi

Dondurma Sonrasi

Izolat no log kob/mL log kob/mL % canlihik
192 8.76+0.05" 9.07+0.01¢f 103.6
258 9.34+0.42 9.27+0.01bcd 99.25
262 8.94+0.08 8.94+0.06 99.94
270 9.2540.332 9.18+0.04¢de 99.19
427 9.1940.08% 9.03+0.03¢f¢ 98.26
436 9.31+0.05% 9.10+0.1 1 %f 97.8
455 9.35+0.01% 9.29+0.012bcd 99.36
656 9.28+0.35% 9.37+0.02% 100.92
736 9.45+0.36% 9.47+0.042 100.26
1130 9.1340.08% 9.18+0.03bede 100.6

28 9.68+0.152 9.36+0.062° 96.69
367 8.96+0.05% 8.8840.049 99.16
388 9.2840.042 9.21+0.0(Qbede 99.3

Onemli farkliliklar Tukey testi ile p < 0.05 diizeyinde belirlenmistir. Ayni siitundaki istatistiki farkliliklar kiigiik
harf ile; aymi satirdaki istatistiki farkliliklar biiyiik harf ile ifade edilmistir. % canlilik, log kob/mL iizerinden
hesaplanmuistir.

4.5. PCA analizi ait Sonug¢lar: ve Tartisma
4.5.1. Probiyotik ozellikler

Temel bilesen analizi (PCA), Probiyotik 6zellikleri 16 temel bilesenin (PC'ler) toplam
varyasyonun 9%54,6'sin1  agikladigini, PC1 ve PC2'nin swrasiyla %35,1 ve %19,5'ni
acikladigini ortaya koymustur. Cizelge 4.13’te gosterildigi gibi, lizozim-0, lizozim-30,
lizozim-120 (100 mg/ml), mide 6zsuyu, pankreatin, n-heksadekan, xylene, safra-0.06, safra-
0.125, safra-0.250, safra-0.50 ve safra-1 PC1 ve PC2 ile iliskili oldugunu diisiiniilmiis ve bu
degiskenlerin probiyotik izolatlarin se¢imine katkida bulundugunu 6ne siirmektedir. Sekil 4.7.
ana bilesenlerin diizlemindeki degiskenlerin dagilim grafiklerini temsil eder. Enterococcus
izolatlarinin PC1 ve PC2 yiikleme faktorlerinin dort boyutlu uzayindaki projeksiyonu dort ana

kiimeye ayrilabilir.

PCA grafigi incelendiginde farkli lizozim ve safra asidi konsantrasyonlarinda
geligebilme kapasitesinin kendi igeirisinde pozitif korelasyona sahip oldugu ancak kendi
aralrinda negatif korelasyon gosterdigi goriilmektedir. Otegaragasyon yeteneginini ise diisiik
pH degeri olan 2.5 ‘te pozitif ancak artan pH degerinde ise negatif korelasyon gosterdigi

gorilmektedir.

Suslarin bireysel olarak probiyotik 6zellikleri PCA analizine gore incelendiginde ise
28 kodlu susun otoagregasyon kapasitesinin diger suslardan oldukg¢a iistiin oldugu

goriilmektedir. 455, 656 ve 736 kodlu enterokok suslart lizozim-30 toleranslar1 digerlerine
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gore daha Ustiin olarak tespit edilmistir. Ayrica 388 kodlu susun hidrofobisit kapasitesite

digerlerine gore daha yiiksektir. Bunlar diginda kalan enterokok suslari ise benzer probiyotik

ozellikler gostermistir.
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Cizelge 4.13. Faktor yiiklerine bagli olarak PCA analizinin faktorleriyle degiskenlerin korelasyonu

lizozim-0
lizozim-30
lizozim-120
safra-0.06
safra-0.125
safra-0.25
safra-0.5
safra-1

pH2.5

pH3.5

mide
pankreatin
Xylene
n-Hexadecane
otoagregasyon-

otoagregasyon-
24

lizozim-0
1,0000
0,5989
0,0930
0,3116
0,0963
0,3299
0,2427
0,3209
0,0494
-0,5121
0,0960
-0,5208
-0,2815
-0,0064
0,2909

0,3717

lizozim-30 lizozim-120

1,0000
0,5735
0,5844
0,1971
0,4252
0,3973
0,3097
-0,0739
-0,5209
-0,1193
-0,3524
-0,1443
-0,2053
0,0454

0,3731

1,0000
0,4558
-0,0338
0,0281
0,1628
-0,1426
0,1523
-0,1595
-0,2992
-0,2246
0,0229
-0,0717

0,0181

0,1936

safra-0.06

1,0000
0,3828
0,6345
0,7564
0,6191
-0,0082
-0,1416
0,1021
-0,1715
0,3200
0,0432
-0,5358

0,5751

safra-0.125

1,0000
08711
0,7402
07588
-0,2652
-0,4734
0,8402
0,4505
-0,0280
0,0475
-0,6412

-0,0024

safra-0.25

1,0000
0,8547
0,8635
-0,2954
-0,4019
0,7025
0,3050
0,1607
-0,0314
-0,6633

0,2033

safra-0.5

1,0000
0,7361
-0,3813
-0,2701
0,5618
0,1411
0,3493
0,3681
-0,6907

0,5800

safra-1

1,0000
-0,0173
-0,3862

0,5491

0,2171

0,0392
-0,0009
-0,5035

0,1883

pH2.5

1,0000
0,2699
-0,2718
-0,1283
-0,3076
-0,0719
0,2667

-0,1393

*Ayni faktor iginde koyu yazilan degerler, en biiyiik korelasyona sahip degiskeni gostermektedir
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pH3.5

1,0000
-0,2458
-0,0079

0,3626

0,2911
-0,0955

0,0575

mide pankreatin

1,0000

04443 1,0000
-0,1591 0,315
01543  -0,0927
-0,6137  -0,4824
-0,0277  -0,3008

Xylene

1,0000
0,2155
-0,4217

0,2744

n-Hexadecane

1,0000
-0,0240

0,6660

otoagregasyon-3 otoagregasyon-24

1,0000

-0,1463

1,0000



4.5.2. Fonksiyonel ozellikler

Temel bilesen analizi (PCA), Fonksiyonel 6zellikleri 6 temel bilesenin (PC'ler) toplam
varyasyonun %66,7'sini acikladigini, PC1 ve PC2'nin sirasiyla %36,4 ve %30,3"lini
acikladigini ortaya koymustur. Cizelge 4.14’te gosterildigi gibi, kolesterol, L. monocytogenes
S.aureus, EPS, B-galaktosidaz ve B.cereus PC1 ve PC2 ile iliskili oldugunu diistiniilmiis ve bu
degiskenlerin fonksiyonel izolatlarin se¢imine katkida bulundugunu 6ne siirmektedir. Sekil
4.8. ana bilesenlerin diizlemindeki degiskenlerin dagilim grafiklerini temsil eder.
Enterococcus izolatlarinin PC1l ve PC2 yiikleme faktorlerinin dort boyutlu uzayindaki
projeksiyonu dort ana kiimeye ayrilabilir.

PCA grafigi incelendiginde B.cereus ve S.aureus karsisina antibakteriyel ve f-
galaktosidaz aktivitesinin kendi igeirisinde pozitif korelasyona sahip oldugu ancak kendi
aralarinda negatif korelasyon gosterdigi goriilmektedir.

Suslarin bireysel olarak fonksiyonel 6zellikleri PCA analizine gore incelendiginde ise
436 kodlu susun B.cereus karsisina, 192 kodlu susun L.monocytogenes’e karst ve 736 ve 28
kodlu susun ise S.aureus’a karsi antibakteriyel kapasitesinin diger suslardan oldukca iistiin
oldugu goriilmektedir. Bunun disinda kalan enterokok suslari ise benzer probiyotik ozellikler
gostermistir. Ayrica 436 kodlu susun p-galaktosidaz aktivitesi digerlerine gore daha yiiksektir.

Bunlar disinda kalan enterokok suslari ise benzer probiyotik 6zellikler gostermistir.

Cizelge 2. Faktor yiiklerine bagl olarak PCA analizinin faktorleriyle degiskenlerin korelasyonu

L.momocytogenes S.aureus B.cereus betagalagtozidaz kolesterol EPS

L.momocytogenes 1,0000

S.aureus 0,4461 1,0000

B.cereus -0,3291 0,5198 1,0000

betagalagtozidaz 0,2436 -0,0002 0,1091 1,0000

kolesterol 0,4874 0,1452 -0,4513 -0,4333 1,0000

EPS 0,0813 0,5572 0,4332 0,2851 -0,1674  1,0000

*Ayni faktor i¢inde koyu yazilan degerler, en biiyiik korelasyona sahip degiskeni gostermektedir.
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Component 2 (30,3 %)

Sekil 4.8. Enterococcus izolatlarinin PC1 ve PC2 alaninda projeksiyonu.
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4.5.3. Teknolojik ozellikler

Temel bilesen analizi (PCA), Teknolojik 6zellikleri 18 temel bilesenin (PC'ler) toplam
varyasyonun %66,7'sini agikladigini, PC1 ve PC2'min sirasiyla %24,5 ve %24,2'sini
acikladigini ortaya koymustur. Cizelge 4.15te gosterildigi gibi, Sicaklik-4, sicaklik-15,
sicaklil-30, sicaklik-45 alkol-3, alkol-6, alkol-12, alkol-15, tuz-6.5, tuz-8, tuz-9, H202-0.4,
H20,-0.7 ve dondurma PC1 ve PC2 ile iliskili oldugunu diisiiniilmiis ve bu degiskenlerin
teknolojik izolatlarin se¢imine katkida bulundugunu oOne siirmektedir. Sekil 4.9. ana
bilesenlerin diizlemindeki degiskenlerin dagilim grafiklerini temsil eder. Enterococcus
izolatlarmin PC1 ve PC2 yiikleme faktorlerinin dort boyutlu uzaymdaki projeksiyonu dort ana
kiimeye ayrilabilir.

PCA grafigi incelendiginde farkli sicaklik, tuz, alkol ve H>O: konsantrasyonlarinda
gelisebilme kapasitesinin kendi igeirisinde pozitif korelasyona sahip oldugu ancak kendi
aralrinda negatif korelasyon gosterdigi goriilmektedir.

Suslarin bireysel olarak teknolojik 6zellikleri PCA analizine gore incelendiginde ise
436, 1130 kodlu suslarin farkli alkol ve H202 konsantrasyonlarinda gelisebilme kapasitesinin
diger suslardan oldukga {istiin oldugu goriilmektedir. 258, 270, 455, 28 ve 367 kodlu
enterokok suslar1 farkli tuz konsantrasyonlar1 ve sicaklik digerlerine gore daha {istiin olarak
tespit edilmistir. Ayrica 192 kodlu susun dondurma dayaniklikligi digerlerine gore daha

yliksektir. Bunlar disinda kalan enterokok suslar1 ise benzer probiyotik 6zellikler gostermistir.
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Tablo (3).

sicaklik-4
sicaklik-15
sicaklik-30
sicaklik-45
alkol-0
alkol-3
alkol-6
alkol-12
alkol-15
tuz-3

tuz-5
tuz-6.5
tuz-8

tuz-9
h202-0.4
h202-0.7
h202-1
dondurma

1,0000
-0,5544
-0,4058
-0,1732
-0,4058

0,4212

0,2844
-0,5167

0,5683
-0,1718

0,0293
-0,0319
-0,3730
-0,0000

0,0114
-0,4946

0,2933

0,0955

1,0000
0,3677
-0,0468
0,3677
-0,1197
0,1472
0,4341
-0,5092
0,0032
-0,4104
0,4641
0,4036
0,1861
0,0860
0,3685
-0,4671
-0,1944

1,0000
-0,3547
1,0000
-0,7948
-0,3543
0,1859
0,0609
0,6940
0,3868
0,0660
-0,0553
0,0678
-0,3427
0,1006
-0,1256
0,0948

sicaklik-4 sicaklik-15 sicakhik-30 sicaklik-45

1,0000
-0,3547
-0,1112

0,1036
-0,0008

0,0864

0,0644

0,1372
-0,0708
-0,0338
-0,1587

0,3238

0,2257

0,2539
-0,6432

alkol-0

1,0000
-0,7948
-0,3543

0,1859

0,0609

0,6940

0,3868

0,0660
-0,0553

0,0678
-0,3427

0,1006
-0,1256

0,0948

alkol-3

1,0000
0,4470
-0,1385
-0,1781
-0,8731
-0,4976
0,2794
0,1404
0,2233
0,1490
-0,2124
-0,2396
0,1032

alkol-6

1,0000
0,2996
0,2740
-0,2748
-0,1105
0,5882
0,3264
0,5119
0,3272
0,0029
-0,0667
-0,0820

Faktor ytiklerine bagl olarak PCA analizinin faktorleriyle degiskenlerin korelasyonu

alkol-12 alkol-15

1,0000
-0,4163
-0,1051

0,0566

0,1656

0,6893

0,1737
-0,1265

0,8054
-0,5313
-0,0634

1,0000
0,4106
0,5835
-0,1023
-0,5491
0,1505
-0,0747
-0,3750
0,6278
-0,0004

*Ayni faktor i¢inde koyu yazilan degerler, en biiyiik korelasyona sahip degiskeni gostermektedir.
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tuz-3  tuz-5

1,0000

0,5314 11,0000
-0,0760 -0,1539
-0,1154 -0,1624
0,0120 0,1918
-0,1301 -0,4096
-0,1613 10,0916
0,4853 0,1797
0,0054 -0,1030

tuz-6.5

1,0000
0,5379
0,8005
0,1559
-0,2323
-0,4489
-0,1036

tuz-8

1,0000
0,4874
-0,0748
0,3032
-0,5121
-0,1002

tuz-9 h202-0.4 h202-0.7

1,0000
-0,0628
-0,1425
-0,3202

0,0961

1,0000
-0,0721
0,1164
0,1280

1,0000
-0,4228
-0,1670

1,0000
0,1390

h202-1 dondurma

1,0000
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bu tez ¢alismasinda, Orta Toroslar bolgesinde geleneksel olarak iiretilen tulum
peynirlerinden izole edilen 13 Enterococcus susunun probiyotik Ozellikleri,
giivenlilirlikleri ve farkli ortamlarda gelisme yetenekleri incelenmistir. Bu kapsamda
probiyotik oOzellikleri i¢in lizozime dayanmiklilik, asit ve safra tuzlarina dayaniklilik,
mide 6zsuyu ve pankreatik Ozsuyuna dayaniklilik, hidrofobisite ve otoagregasyon
yetenegi, antibakteriyel aktivite, bakteriyosin iiretimi, [-galaktozidaz aktivitesi,
kolesterol asimilasyonu, EPS iiretimi; giivenlik ozellikleri igin antibiyotik direnci,
hemolitik aktivite, biyojen amin iiretimi ve viriilans gen tespiti; teknolojik 6zellikler i¢in
farkli sicakliklarda gelisme, alkole dayaniklilhik, NaCl’ ye dayaniklilik, H202’ye
dayaniklilik ve dondurmaya dayaniklilik analizleri gergeklestirilmistir.

Enterococcus izolatlarinin probiyotik 6zelliklerinin tespiti i¢in ilk olarak lizozim
tolerans1 aincelemistir. Elde edilen sonuclar tiim enterokok izolatlarinin lizozime karsi
direncli oldugunu gostermistir. Lizozim testi sonucunda en direngli 436, 28 ve 262
no’lu izolatlarin 30. ve 120.dk sonunda canlilik degerleri sirasiyla %99.88, 97.54 ve
97.24 olarak tespit edilmistir.

Enterokok izolatlarinin safra tuzuna toleransi, %0.06, 0.125, 0.25, 0.5
ve 1 oranlar1 safra iceren M17 siv1 besiyerleri incelemis ve elde edilen sonuglara gore
tim izolatlar safra tuzuna tolerans gostermis olup, safra tuzu orani arttikga enterokok
izolatlariin canliliginin azaldig1 belirlenmistir. % 1 safra tuzu ortaminda tiim izolatlarin
canlilik oranlar1 % 50’nin lizerinde tespit edilmistir.

[zolatlarin asitlik direnci pH degeri 2.5 ve 3.5 olan ortamlarda test edilmistir.
Analiz sonuglarina gére pH 2.5 degerinde 28, 436, 270, 388 ve 258 olan izolatlarin
canlilik degerleri sirasiyla %94.28, 85.24, 79.41, 77.72 ve 66.16 olarak tespit edimistir.
Bunlar disinda kalan izoltlarin ise gelisim gostermedigi belirlenmistir. Bununla birlikte
test edilen tiim izolatlar pH 3.5 te iyi gelisme gostermis olup canlilik orant %62.75-
95.66 arasinda degismektedir.

Bu calismada izole edilen enterokok bakterilerinin mide Ozsuyuna
dayanikliligini incelemek i¢in pH degeri 2.5’e ayarlanmis pepsin ve lizozim iceren
gastrik ¢ozelti kullanilmistir. 3 saatlik test sonunda, tiim izolatlarin simiile gastrik

ortama dayanikli oldugu ve canlilik degerlerinin %50’nin {izerinde oldugu
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belirlenmistir. Bunula birlikte en yiiksek canlilik degeri %86.03 ile 258 no’lu susta ve
en diisiik deger olan %69.28 ise 28 no’lu susta tespit edilmistir.

Enterococcus izolatlariin pankreatik ortam toleransi pH degeri 8’e ayarlanmis
pankreatin ve safra tuzu igeren test ortaminda gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore tiim izolatlarin pankreatik 6zsuyuna dayanikli oldugu ve canlilik degerlerinin
%090’1n lizerinde oldugu belirlenmistir.

Enterokok izolatlarinin yapisma yeteneklerini tespit etmek i¢in hiicre yiizeyi
hidrofobisite ve otoagregasyon ozellikleri incelenmistir. Bu izolatlarin hiicre yiizeyi
hidrofobisitesinin belirlemesi i¢in n-hekzadekan ve ksilen hidrokarbonlar olarak
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore 736 ve 262 olan izolatlar n-hekzadekana karsi
yiiksek hidrofobisite oranlar1 %75.78 ve 73.53 belirlenirken geri kalan izolatlarin diisiik
hidrofobisite degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.  Ayrica tiim enterokok
izolatlarinin ksilene karsi hidrofobisite degerlerinin %50 nin altinda kaldig1 oldugunu
belirlenmistir. Otoagregasyon test sonuglarima gore 3 saat sonrasinda %1.64-11.97 ve
24. saat sonunda ise %5.74-22.39 arasinda agregasyon kapasitesi tespit edilmistir.

Probiyotik adaylar i¢in antimikrobiyel 6zelligine sahip olmalidir. Yapilan tez
calismasinda enterokok izolatlarinin Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 11778 ve Escherichia coli ATCC 25922 gibi segilmis olan patojen bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktivitesini olup olmadigini incelemistir. Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 ve Escherichia coli ATCC 25922’¢ kars1 higbir izolatta antimikrobiyel
aktivite gozlemlenmemistir. Bununla birlikte tim enterokok izolatlar1 (270 ve 427
disinda) Bacillus cereus ATCC 11778 karg1 antimikrobiyel etkisi gosterirken Listeria
monocytogenes ATCC 7644 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923’e karsi tiim
izolatlarin antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak analiz edilen
izolatlarin higbirisinde bakteriyosin liretimi tespit edilememistir.

Izolatlarm serum kolesterol asimilasyonu test sonuglaria ii¢ izolat disinda kalan
tiim izolatlarin kolesterol asimilasyon yetenegnin oldugu belirlenmistir. En yliksek
kolesterol diisiirme orani olan %40 ise 270 no’lu izolatta tespit edimistir.

B-galaktosidaz aktivitesi test sonuglarina gore izolatlarin tamaminin -
galaktosidaz aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir.

Yapilan bu tez calismasinda enterokok izolatlarinin EPS izolasyonu test
edildiginde fenol-siilfirik asit yontemi kullanilarak iiretim miktar1 belirlenmistir. EPS

iiretim sonuglar1 28, 1130, 436, 367, 262 ve 736 olan izolatlar iiretim miktar1 sirasiyla
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456.82, 335.16, 283.34, 220.64, 184.21 ve 123.52 gostererek diger izolatlara gore
yiiksek oldugunu tespit edilmistir.

Test edilen enterokok suslarindan 258 ve 367 olan izolatlar haricinde tiim
enterokok izolatlarin amfisilin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi hassas oldugunu
belirlenmistir. Ayrica, 262, 436 ve 656 olan izolatlar gentamisine karsi hassasiyet
gosterirken 28 ve 736 olan izolatlarin yar1 hassas oldugu gozlenmistir. 656 olan izolat
disindaki tiim enterokok izolatlar penisiline karsi hassasiyet gostermektedir. 656 ve 28
olan izolatlar vankomisine kars1 yar1 hassas 6zellik gosterirken geri kalan izolatlar
hassasiyet gostermistir. 270, 427, 656, 736 ve 388 olan izolatlar haricinde tiim
enterokok izolatlari tetrasikline karsi duyarlidir. Son olarak tiim enterokok izolatlarinin
kanamisin ve streptomisine kars1 direncli oldugu belirlenmistir.

Yapilan bu calismada Enterococcus bakterileri giivenlik kriterlerinden 6nemli
olan hemolitik aktivitesi test edilmistir. Elde edilen sonuglar tiim Enterococcus
izolatlarinin  hemolitik aktivitesinin olmadigi belirlenmistir. Ayrica her 13 susun da
arjinin, lisin, ornitin ve tirosin biyojen aminlerini tiretmedigi belirlenmistir.

Bu tez calismasinda, 436 ve 28 no’lu izolatlar viriilans genleri acisindan test
edilmistir. Agregasyon maddesini (asal), sitolizin (CyILL, CylLs, CylM, CylB, CylA),
jelatinaz (gelE) ve hiyaliironidaz (hylefm) icin kodlayan viriilans genlerinin yoklugu
veya varlig1 agisindan bakilmistir. Sonuglara gore 436 ve 28 no'lu izolatlarinin her ikisi
de GelE kodlayan viriilans geni barindirmaktadir. Bunula birlikte 436 izolatin cylA
virlilans genine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu suslar probiyotik aday
sOylenmesi igin, in vivo kosullarda davraniglarini arastirmak igin daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerekmektedir.

Ozet olarak inceledigimiz bu ¢alismada Enterococcus bakterileri 28, 436, 270,
388 ve 258 olan izolatlar, diisiik pH, lizozim ve safra tuzlarina kars1 yiiksek direng
oldugu gostermistir. Ayrica 270, 388, 192, 367, 427 ve 436 olan izolatlar izolat, yiiksek
safra tuzlarina, mide suyuna ve kolesterol asimilasyonuna yliksek oranda tolerans
oldugu belirlenmistir. Bunula birlikte 28, 1130, 736, 436 ve 262 olan izolatlar yiiksek
ekzopolisakkarit iiretimine sahip oldugu gozlenmistir. Son olarak 736 ve 262 olan
izolatlar hidrokarbon olan n-hekzadekana kars1 yiliksek hidrofobisite gostermistir.

Enterococcus bakterilerinin teknolojik o6zelliklerine baktigimizda, test edilen
tim izolatlar 30 ve 45 °C’de ¢ok iyi gelisme gosterirken 4 °C’de 270 ve 455 olan
izolatlar haricinde tiim izolatlar diisiik gelisme gostermistir. 15 °C’de 192, 262, 427 ve
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367 olan izolatlar iyi gelisme gozlenirken geri kalan izolatlar daha iyi gelisme oldugu
tespit edilmistir.

Yapilan bu c¢alismada alkol konsantrasyonu arttikca bakterileri gelisiminin
azaldig1 belirlenmistir. % 3 alkol konsantrasyonunda tiim enterokok izolatlarinda ¢ok iyi
gelisme gozlenmistir. %6 alkol konsantrasyonunda 258, 427, 656 ve 1130 olan izolatlar
iyi gelisme gosterirken geri kalan izolatlarda zayif gelisme gozlenmistir. Ayrica % 12
alkol konsantrasyonunda 258, 262, 436, 455, 656 ve 388 olan izolatlar diger izolatlara
gore diisiik olsa bile gelisme gdstermistir. Son olarak %15 alkol konsantrasyonunda
427, 455 ve 1130 olan izolatlar disinda tiim izolatlar hi¢ gelisme olmadigi
belirlenmistir.  Izolatlarin tuz stres toleransi testlerine %3 NaCl konsantrasyonunda
cok 1yi gelisme gosterdigi ancak %9 NaCl konsantrasyonlarinda hi¢ gelisim
gostermedigi belirlenmistir. Enterococcus izolatlar1 0.4, 0.7 ve 1.0 mM farkl1 hidrojen
peroksit konsantrasyonlarinda test edilmis olup, elde edilen sonuglar tiim izolatlar iyi
gelisme gosterdigi  belirlenmistir. Enterokok izolatlarinin dondurma sartlarinda
dayanimi test edilmis olup liyofilizasyon sonunda tiim izolatlarda %95’in iizerinde
canlilik elde edilmistir.

Son olarak tiim izolatlarin 30 ve 45 °C’de sicakliklarda gelisebilme yetenegine
sahip oldugu gostermistir. Ayrica tiim izolatlar %6.5 NaCl konsantrasyonunda bazilari
az olsa bile gelisebilirken % 8 NaCl konsantrasyonunda sadece 258 ve 270 olan
izolatlar gelismistir. Tlim izolatlar % 6 alkol konsantrasyonunda dayanikli oldugu
gozlenirken % 15 alkol konsantrasyonunda sadece 1130, 427, 455 ve 656 olan izolatlar
dayanabildikleri belirlenmistir. Son olarak PCA analizleinin souglara gore probiyotik
ozelliklerine sahip olan ve stres kosullarda gelisebilen 455 ve 1130 no'lu izolatlar gida
endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bu tez calismasinda, gastrointestinal, lizozim ve bazi fonksiyonel
Ozellikler lizerine yapilan analizlerinden iyi sonuglara sahip olan 436 ve 28 no'lu
enterokok izolatlar virlilans genleri agisindan, agregasyon maddesini (asal), sitolizin
(CylLL, CylLs, CyIM, CylB, CylA), jelatinaz (gelE) ve hiyaliironidaz (hylefm) viriilans
genlerinin yoklugu veya varligi test edilmistir. 436 ve 28 no'lu izolatlarda gelE ve cylA
viriilans genleri varligi baridirilmistir. Ayrica PCA analizlerin sonuglara gore 455 ve
1130 no'lu izolatlar probiyotik ve teknolojik ozellikleri agisindan iyi oldugunu
belirlenmistir. Genel olarak, gida iriinlerindeki ve in vivo kosullarda davraniglarini

arastirmak i¢in daha fazla caligma ihtiya¢ duyulacaktir.
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5.2 Oneriler

Tiirkiye'de geleneksel gida diriinleri yaygin oldugunu goriilmektedir. Bu
geleneksel gidalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin arastirilmasi ve tanimlanmasi
onemli bir konudur. Laktik asit bakterilerinin teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi ile gida endiistrisinde stater kiiltiir olarak kullanimi ile ekonomik gelisme
katk1 saglamaktadir.

Bu caligmada Orta Toroslar Yoresinde geleneksel olarak iiretilen deri tulum
peynirlerinden izole edilen ve molekiiler tanimlamasi yapilan Enterokok bakterisinin,
teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin tespit edilip gida endiistrisinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu amagla 13 adet enterokok izolatlarinin probiyotik 6zelliklerini
inceleyip gastrointestinal sistemine direngli ve diisiik pH ortaminda tolerans olan
izolatlar viriilans genlerinin varligini tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore Ent.
faecium izolat 436 ve Ent. faecalis izolat 28 iki suslarinda gelE ve cylA viriilans genleri
varligt barindirilmistir. Ayrica, PCA analiz sonuglara goére Ent. faecium izolat 455 ve
Ent. faecium izolat 1130 probiyotik dzelligi gostermistir. Ileride probiyotik dzelligine
sahip olan suslar canli sistemler ve gida sitemlerindeki davraniglarinin belirlenmesi i¢in

in vivo analizi yapilmasi 6nerilmektedir.
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EKLER

EK-1: Varyans Analiz sonug¢lari

Tablo 1: Enterococcus spp. izolatlarinin lizozim toleransina ait varyans analiz sonuglari

) 0.dakika 30.dakika 120.dakika
Varyasyon Kaynagi SD KO F Degeri | SD KO F Degeri SD KO F Degeri
inkiibasyon siiresi 12 | 0049438 | 96.48** | 12 0.0412 1.65%* 12 0.532 1.42
Hata 13 | 0.000712 13 0.0250 13 0.375
Toplam 25 25 25

**p<0.01, *p<0.05, ns dnemsiz

Tablo 2: 192, 258 ve 262 no’lu Enterococcus faecium izolatlarinin farkl inkiibasyon siirelerinin lizozim toleranslari lizerine etkisine ait varyans analiz

sonuglar1
Varyasyon Kaynagi 192 258 262

SD KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Inkiibasyon siiresi 2 0.04220 17.22** 2 0.080317 104.76** 2 0.036867 50.27*
Hata 3 0.00245 3 0.000767 3 0.000733
Toplam 5 5 5

**p<0.01, *p<0.05, ns onemsiz.
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Tablo 3: 270, 427 ve 436 no’lu Enterococcus faeium izolatlarinin farkli inkiibasyon siirelerinin lizozim toleranslari {izerine etkisine ait varyans analiz

sonuclari
Varyasyon Kaynagi 270 421 436
SD KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Inkiibasyon siiresi 2 0.139050 166.86* 2 0.9867 26.17** 2 |0.00140 0.21**
Hata 3 0.000833 3 0.0377 3 ]0.00672
Toplam 5 5 5

**p<0.01, *p<0.05, ns énemsiz.

Tablo 4: 455, 656, 736 ve 1130 no’lu Enterococcus faecium izolatlariin farkl inkiibasyon siirelerinin lizozim toleranslar1 iizerine etkisine ait varyans analiz

sonugclari

455 656 736 1130
Varyasyon Kaynagi sD | KO FDegeri | SD | KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
inkiibasyon siiresi 2 0.0827 3.61%* 2 |0.0626 2.63** 2 | 0.0404 0.96* 2 |0.0193 0.65*
Hata 3 0.0229 3 [0.0238 3 [0.0423 3 |0.0297
Toplam 5 5 5 5

**p<0.01, *p<0.05, ns dnemsiz.
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Tablo 5: 28, 367 ve 388 no’lu Enterococcus faecalis izolatlarinin farkl inkiibasyon siirelerinin lizozim toleranslar iizerine etkisine ait varyans analiz

sonugclari
Varyasyon Kaynag1 28 367 388
SD KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Inkiibasyon siiresi 2 0.0363 0.90** 2 0.0074 0.45** 2 0.02162 8.88*
Hata 3 0.0404 3 0.0162 3 0.00243
Toplam 5 5 5
**p<0.01, *p<0.05, ns onemsiz.
Tablo 6: Enterococcus spp. izolatlarinin safra toleransina ait varyans analiz sonuglari
5 % 0.06 9% 0.125 9% 0.25
Varyasyon Kaynagr ™oy KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 0.00626 4.77* 12 0.01742 16.14* 12 0.01750 13.21*
Hata 13 0.00131 13 0.00108 13 0.00132
Toplam 25 25 25
Varyasyon Kaynagi %05 %1
SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 | 0.00860 7.83** 12 0.01630 11.18**
Hata 13 0.00110 13 0.00146
Toplam 25 25

**p<0.01, *p<0.05, ns 6nemsiz.
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Tablo 7: Farkli safra konsantrasyonunun 192, 258ve 262 no’lu Enterococcus faecium izolatlarinin safra toleranslari iizerine etkisine ait varyans analiz
sonuclari

Varyasyon Kaynag1 192 258 262
SD KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Safra orani 4 | 0.005742 8.42** 4 | 0.005036 5.72** 4 0.009639 11.80*
Hata 5 | 0.000682 5 | 0.000880 5 0.000817
Toplam 9 9 9

**p<0.01, *p<0.05, ns onemsiz.

Tablo 8: Farkli safra konsantrasyonunun 270, 427 ve 436 no’lu Enterococcus faecium izolatlarinin safra toleranslari tizerine etkisine ait varyans analiz
sonuglar1

Varyasyon Kaynagi 270 421 436
SD KO F Degeri SD KO F Degeri | SD KO F Degeri
Inkiibasyon siiresi 4 | 0.002737 3.39 4 0.00134 0.70** 4 |0.007611 | 66.59**
Hata 5 | 0.000808 5 0.00193 5 | 0.000114
Toplam 9 9 9

**n<0.01, *p<0.05, ns énemsiz.
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Tablo 9: Farkli safra konsantrasyonunun 455, 656, 736 ve 1130 no’lu Enterococcus faecium izolatlarinin safra toleranslari iizerine etkisine ait varyans analiz

sonugclari
455 656 736 1130
Varyasyon Kaynagi SD KO | FDegeri | SD KO F Degeri | SD KO F Degeri | SD KO F Degeri
inkiibasyon siiresi 0.004569 | 11.74%* 0.00518 | 4.95%* 0.02197 | 11.54ns 4 0.01763 7.59%
Hata 5 | 0.000389 5 | 0.00105 5 | 0.00190 5 0.00232
Toplam 9 9 9 9

**p<0.01, *p<0.05, ns dnemsiz.

Tablo 10: Farkli safra konsantrasyonunun 28, 367 ve 388 no’lu Enterococcus faecalis izolatlarinin safra toleranslari iizerine etkisine ait varyans analiz

sonugclari
Varyasyon Kaynagi 28 367 388
SD KO F Degeri SD KO F Degeri | SD KO F Degeri
Inkiibasyon siiresi 4 |0.02727 8.47ns 4 0.01976 | 19.53** 4 |0.01776 2.13**
Hata 5 0.00322 5 0.00101 5 0.00834
Toplam 9 9 9

**p<0.01, *p<0.05, ns énemsiz.
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Tablo 11: Enterococcus spp. izolatlarinin asit toleransina ait varyans analiz sonuglari

pH2 pH3
Varyasyon Kaynag1 0.s 2.8 0.s 2.8
SD KO F Degeri SD KO F Degeri | SD KO F Degeri | SD KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 9.585 17.63** 12 | 104715 | 21270.30* | 12 0.0695 3.91** 12 1.01904 1249.77**
Hata 13 | 0.544 13 | 0.0005 13 0.0178 13 0.00082
Toplam 25 25 25 25
**p<0.01, *p<0.05, ns Gnemsiz.
Tablo 12: Enterococcus spp. izolatlarinin gastrik ve pankreatik 6zsuya toleransina ait varyans analiz sonuglari
Gastrik Ozsuya Tolerans Pankreatik Ozsuya Tolerans
Varyasyon Kaynagi 0.s 3.s 0.s 24. s
SD KO F Degeri SD KO F Degeri | SD KO F Degeri | SD | KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 0.022807 22.90** 12 0.30307 64.12** 12 | 0.08786 10.09** | 12 | 0.07045 22.73**
Hata 13 0.000996 13 0.00473 13 | 0.00871 13 | 0.00310
Toplam 25 25 25 25

**p<0.01, *p<0.05, ns 6nemsiz.
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Tablo 13: Enterococcus spp

. izolatlarinin adezyon kabiliyetine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi

Hidrofobisite

Oto-agregasyon

n-hekzadekan ksilen 3.s 24.s
SD KO F Degeri SD KO F Degeri | SD KO F Degeri SD KO F Degeri
*
Enterococcus spp. 12 111.3 9.28** 9 1287 8.99** 12 | 20.1 1.46ns 12 3.8 2.13
Hata 13 12.0 13 143 13 | 138 13 13.1
Toplam 25 25 25 25
**p<0.01, *p<0.05, ns dnemsiz.
Tablo 14: Enterococcus spp. izolatlarinin antibakteriyal aktivitelerine ait varyans analiz sonuglari
L. monocytogenes ATCC 7644 Staph. aureus ATCC 25923 B. cereus ATCC 11778
Varyasyon Kaynagi
SD | KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 | 4476 | 15.02ns 12 | 10.992 | 26.59** 12 62.545 224.30%*
Hata 13 | 0.298 13 | 0.413 13 0.279
Toplam 25 25 25

**p<0.01, *p<0.05, ns 6nemsiz.
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Tablo 15: Enterococcus spp. izolatlarinin 3-galaktosidaz aktivitesi, kolesterol asimilasyonu ve EPS iiretimlerine ait varyans analiz sonuglari

. B-galaktosidaz Aktivitesi Kolesterol Asimilasyonu EPS Uretimi
Varyasyon Kaynagi — — —
SD KO F Degeri SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 14.100 46.54ns 12 | 282.3 6.79** 12 39815 190.86**
Hata 13 0.303 13 | 41.6 13 209
Toplam 25 25 25

**p<0.01, *p<0.05, ns 6nemsiz.

Tablo 16: Enterococcus spp. izolatlarinin dondurma iglemlerine dayaniklilik sonuglarina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynag Dondurma Oncesi Dondurma Sonrasi
SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Enterococcus spp. 12 0.1044 3.01+ 12 | 0.05980 27.62+
Hata 13 0.0347 13 | 0.00217
Toplam 25 25

**p<0.01, *p<0.05, ns énemsiz
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