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ÖZET 
 

Yüksek Lisans Tezi 
 

FERMENTE SUCUKTAN İZOLE EDİLEN ENTEROSİN ÜRETİCİSİ Enterococcus 
mundtii YB6.30 SUŞUNUN TEKNOLOJİK ÖZELLİKLERİ VE GÜVENLİK 

DEĞERLENDİRMESİ 
 

Melike KASAP 
 

Süleyman Demirel Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 
 

Danışman: Prof. Dr. Yasin TUNCER  
 

Bu tez çalışmasının amacı fermente sucuktan izole edilen antilisterial aktiviteye 
sahip mundtisin üreticisi Enterococcus mundtii YB6.30 suşunun teknolojik 
özellikleri ve güvenlik değerlendirmesinin yapılmasıdır. Bu amaçla E. mundtii 
YB6.30 suşunun teknolojik özelliklerinden laktik asit üretimi, proteolitik 
aktivite, lipolitik aktivite ve nitrat redüktaz aktivitesi araştırılmıştır. E. mundtii 
YB6.30 suşunun düşük asit üretim yeteneğine sahip olduğu, proteolitik aktivite 
gösterdiği, lipolitik aktivite göstermediği ve nitratı redükte edebildiği tespit 
edilmiştir. E. mundtii YB6.30 suşunun güvenlik değerlendirilmesinin 
belirlenmesi amacıyla ise antibiyotik direnç, hemolitik aktivite, jelatinaz 
aktivitesi ve biyojen amin üretim özellikleri incelenmiştir. Çalışma kapsamında 
ayrıca YB6.30 suşunda virülens faktör ve aminoasit dekarboksilaz genlerinin 
genetik determinantlarının varlığı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 
araştırılmıştır. Disk difüzyon testi sonucu YB6.30 suşunun denemelerde 
kullanılan 18 antibiyotiğin tamamına duyarlı olduğu tespit edildi. Fenotipik 
testler sonucu E. mundtii YB6.30 suşunun hemolitik aktivite ve jelatinaz 
aktivitesi göstermediği tespit edilmiştir. Hücre duvarı adhezinleri (efaAfm, 
efaAfs),  jelatinaz (gelE), ekstraselüler yüzey proteini (espfm, espfs), seks 
feromonları (cpd, cob, ccf, cad), kollajen bağlayıcı protein (ace, acm), agregasyon 
proteini (agg), sitolizin (cylM, cylB, cylA) ve hiyaluronidaz (hyl) gibi virülens 
faktörleri determine eden genlerin araştırıldığı PZR denemeleri sonucu E. 
mundtii YB6.30 suşunun hiçbir virülens geni içermediği belirlenmiştir. 
Fenotipik ve genotipik biyojen amin analizleri sonucunda ise E. mundtii YB6.30 
suşunun histidin, lizin ve ornitini dekarboksile etmediği ancak tirozini 
dekarboksile ettiği belirlenmiştir. PZR denemeleri fenotipik test sonuçlarını 
desteklemiştir. E. mundtii YB6.30 suşunda sadece tirozin dekarboksilaz (tdc) 
geni varlığı gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlar neticesinde mundtisin üreticisi E. 
mundtii YB6.30 suşunun gıda endüstrisinde starter/yardımcı starter kültür 
olarak kullanımının güvenli olduğu tespit edilmiştir. 
 
Anahtar Kelimeler: Enterococcus mundtii, Sucuk, Bakteriyosin, Enterosin, 
Teknolojik özellikler, Güvenlik değerlendirmesi. 
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ABSTRACT 
 

M.Sc. Thesis 
 

TECHNOLOGICAL PROPERTIES AND SAFETY ASPECTS OF ENTEROCIN 
PRODUCER Enterococcus mundtii YB6.30 STRAIN ISOLATED FROM 

FERMENTED SUCUK 
 

Melike KASAP 
 

Süleyman Demirel University 
Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Food Engineering  
 

Supervisor: Prof. Dr. Yasin TUNCER 
 

The aim of this thesis is to determine the technological properties and safety 
evaluation of Enterococcus mundtii YB6.30 strain which is an mundticin 
producer with antilisterial activity isolated from fermented sausage. For this 
purpose; lactic acid production, proteolytic activity, lipolytic activity, nitrate 
reductase activity and technological properties of E. mundtii YB6.30 strain were 
investigated. E. mundtii YB6.30 was found to have low acid production ability, 
showed proteolytic activity, did not show lipolytic activity and could decrease 
nitrate. In order to determine the safety evaluation of E. mundtii YB6.30 strain, 
antibiotic resistance, hemolytic activity, gelatinase activity and biogenic amine 
production properties were investigated. The study also investigated the 
presence of genetic determinants of virulence factor and amino acid 
decarboxylase genes in YB6.30 strain by polymerase chain reaction (PCR). As a 
result of disc diffusion test, YB6.30 strain was found to be sensitive to all 
antibiotics used in experiments. As a result of phenotypic tests, E. mundtii 
YB6.30 strain did not show hemolytic and gelatinase activities. It was 
determined that E. mundtii YB6.30 strain did not contain any virulence gene as a 
result of PCR experiments investigating genes determining virulence factors 
such as cell wall adhesives (efaAfm, efaAfs), gelatinase (gelE), extracellular 
surface protein (espfm, espfs), sex pheromones (cpd, cob, ccf, cad), collagen 
binding protein (ace, acm), aggregation protein (agg), cytolysin (cylM, cylB, cylA) 
and hyaluronidase (hyl). As a result of phenotypic and genotypic biogenic amine 
analyzes, E. mundtii YB6.30 did not decarboxylate histidine, lysine or ornithine 
but decarboxylated tyrosine. PCR experiment results supported phenotypic test 
results. Only tyrosine decarboxylase (tdc) gene observed in E. mundtii YB6.30 
strain. As a result of this study, it was determined that the mundticin producer 
E. mundtii YB6.30 was safe to use as starter or adjunt culture. 
 
Keywords: Enterococcus mundtii, Dry fermented sausage (Sucuk), Bacteriocin, 
Enterocin, Technological properties, Safety evaluation. 
 
2019, 77 pages 
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1. GİRİŞ 

 
Laktik asit bakterileri (LAB) gıda endüstirisinde kullanılan mikroorganizma 

grubunun temelini oluşturmaktadır. LAB’leri et, süt, hububat, meyve ve sebze 

gibi geniş yelpazede birçok ham maddeden üretilen gıda ürünlerinin kendine 

özgü tat, doku ve aromasının oluşmasında aktif rol oynamaktadırlar. 

Enterokoklar peynir, sosis gibi birçok fermente gıdadan izole edilebilen 

homofermentatif LAB’dir. Laktik asit üretimi, proteolitik aktivite, lipolitik 

aktivite, sitrat kullanımı ve bakteriyosin üretimi enterokokların gıda sanayi 

açısından önem taşıyan başlıca özellikleridir. Bakteriyosinler ribozomal olarak 

sentezlenen genellikle üretici suşlarla yakından ilişkili türlere karşı 

antimikrobiyel aktivite gösteren peptit veya proteinler olarak 

tanımlanmaktadır. Enterokoklar tarafından üretilen bakteriyosinler 

“enterosinler” olarak isimlendirilmektedir. Enterosinler yakın akraba türlere 

karşı etkili olmalarının yanı sıra Listeria monocytogenes, Clostridium botulinium 

ve Bacillus cereus gibi önemli gıda patojenlerine karşı da antibakteriyel aktivite 

gösterebilmektedirler.  

 

Son yıllarda tüketici beklentilerinin minumum işlem görmüş gıdalar yönünde 

eğilim göstermesi nedeniyle gıda endüstrisi kimyasal katkı maddeleri 

(koruyucular) yerine alternatif doğal gıda koruyucularının kullanılması 

yönünde yeni arayışlara yönelmiştir. Alternatif doğal gıda koruyucularının 

başında LAB tarafından üretilen geniş aktivite spektrumuna sahip 

bakteriyosinler gelmektedir. Enterokoklar tarafından üretilen enterosinler 

güçlü anti-listerial aktivitelerinden dolayı yoğun araştırmaların odağı haline 

gelmiştir. Diğer taraftan enterokoklar çoklu antibiyotik direnç gösterebilmeleri 

ve içerdikleri çeşitli virülens faktörler ile nozokomiyal (hastane kaynaklı) 

enfeksiyonlara neden olmaktadır. Bu nedenle starter veya probiyotik olarak 

kullanım potansiyeline sahip enterokok suşlarının güvenlik 

değerlendirilmesinin yapılması gerekmektedir. 

 

Bu tez çalışmasında fermente sucuktan izole edilen anti-listerial aktiviteye sahip 

olduğu daha önce tespit edilmiş olan Enterococcus mundtii YB6.30 suşunun hem 
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teknolojik özellikleri (laktik asit üretimi, proteolitik aktivite, lipolitik aktivite ve 

nitrat redüktaz aktivitesi) incelenmiş hem de güvenlik değerlendirmesi 

(antibiyotik direnç, hemolitik aktivite, jelatinaz aktivitesi, virülens faktör 

genlerinin tespiti, biyojen amin üretimi ve amino asit dekarboksilaz genlerinin 

tespiti) yapılarak izolatın starter kültür veya yardımcı starter kültür olarak 

kullanım potansiyeli araştırılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ  

 

2.1. Enterokokların Genel Özellikleri  

 

Enterokoklar 1899 yılında Thiercelin tarafından ilk kez instestinal tabiatı 

sebebiyle ‘‘enterocoque’’ olarak tanımlanmıştır. Daha sonra 1903 yılında 

Thiercelin ve Jouhaud Enterococcus cinsi olarak tanımlanmasını önermişlerdir. 

Bununla birlikte 1933 yılında Lancefield streptekokların  daha ileri 

sınıflandırılması için bir serolojik sistem geliştirmiş ve intestinal kaynaklı 

streptokoklar (daha önce Enterococcus cinsinde sınıflandırılmış olan) D grubu 

antijenine sahip oldukları için grup D’ye yerleştirilmiştir. Sherman 1937 yılında 

bu yerleştirmeye dayanarak streptokokları; viridans, piyojenik, laktik ve fekal 

(enterokoklar) olmak üzere dört gruba ayırmıştır. Bu ayrımla enterokoklar 

Streptococcus cinsinin bir alt bölümünü oluşturmuştur. 1984 yılında Schleifer ve 

Kilpper-Bälz DNA:DNA ve DNA:rRNA hibridizasyon tekniklerine dayanarak bu 

bakterilerin diğer streptokoklardan farklı olduğunu ve bu cinsteki dört türün 

fekal orijinli olduğunu kanıtlamış ve Enterococcus cinsi yeniden oluşturulmuştur 

(Khan vd., 2010). 

 

Günümüze kadar Enterococcus cinsine ait 36 tür tanımlanmış ve enterokoklar 5 

ana gruba ayrılmıştır. E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. silesiacus,  

E. termitis, E. caccae ‘‘faecalis’’ grubunu, E. faecium, E. durans, E. hirae, E. mundtii, 

E. villorum, E. canis, E. ratti,  E. asini, E. phoeniculicola, E. canintestini, E. 

thailandicus ‘‘faecium’’ grubunu, E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus, E. 

raffinosus, E. gilvus, E. pallens, E. hermanniensis, E. devriesei, E. viikkiensis 

‘‘avium’’ grubunu, E. gallinarum, E. casseliflavus ‘‘gallinarum’’ grubunu, E. 

cecorum, E. columbae ‘‘cecorum’’ grubunu oluşturmaktadır. E. saccharolyticus, E. 

aquimarinus, E. sulfureus, E. dispar, E. italicus ve E. camelliae ise bu 

gruplandırmanın dışında tutulmuştur (Byappanahalli vd., 2012). Enterococcus 

cinsi içinde E. faecium ve E. faecalis bilimsel çalışmalarda en çok karşımıza çıkan 

türleri oluşturmaktadır (İnoğlu ve Tuncer, 2013; Özden-Tuncer vd., 2013; 

Tuncer vd., 2014; Jahan vd., 2015; Rachon vd., 2016; Hwanhlem vd., 2017; 

Zommiti vd., 2018; Tsai vd., 2019). 
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Enterokoklar Gram pozitif, spor oluşturmayan, katalaz negatif (bazı türleri 

pseudo-katalaz özellik gösterebilir), oksidaz negatif, sıvı besiyeri ortamında 

tekli, ikili veya kısa zincir şeklinde gelişme gösteren homofermantatif LAB’dir 

(Murray, 1990; Hardie ve Whiley, 1997; Doming vd., 2003; Klein, 2003; 

Hollenbeck ve Rice, 2012; Jaouania vd., 2015). Pigmentasyon türlere göre 

değişiklik göstermekle birlikte sarı pigment üreten türler E. sulfureus, E. 

casseliflavus ve E. mundtii olup pigmentli türler bitkilerden yaygın olarak izole 

edilmektedir (Collins vd., 1986; Martinez-Murcia ve Collins, 1991; Aarestrup vd., 

2002).   

 

Enterokokların optimum gelişme sıcaklıkları 35 °C olmasına rağmen pek çok 

türü 10 ile 45 °C aralığında gelişebilmektedir. Enterokoklar % 6.5 NaCl 

varlığında, pH 9.6’da ve 60 °C’de 30 dk ısıl işlemde hayatta kalabilmektedirler. 

Enterokok türlerinin çoğu % 40 safra tuzu ortamında eskülini hidrolize 

edebilme yeteneğine sahiptir (Hardie ve Whiley, 1997; Morrison vd., 1997; 

Franz vd., 2003; Foulquié Moreno vd., 2006; Fisher ve Phillips, 2009; Favaro vd., 

2015; Penna vd., 2015; Zommiti vd., 2018).  

 

Enterokoklar toprak, yüzey suları, okyanus suyu, kanalizasyon, bitkiler gibi 

farklı habitat alanlarından izole edilebilmesinin yanı sıra insanların ve 

hayvanların gastrointestinal kanalında baskın halde bulunmaktadır (Giraffa, 

2002; Erol, 2007; Ogier ve Serror, 2008). Enterokokların gastrointestinal kanal 

ile ilişkisine dayanarak, bazı türleri sıklıkla et ve peynir gibi hayvansal orjinli 

gıdalardan izole edilebilmektedir (Franz vd., 1999; Giraffa, 2003; Akpınar- 

Kankaya vd., 2017). Yüksek sıcaklığa karşı tolerans göstermeleri ve olumsuz 

çevre koşullarında canlılıklarını korumalarından dolayı çeşitli enterokok suşları 

gıdalarda gelişebilmekte ve hijyen kalitesinin göstergesi olarak 

değerlendirilmektedir (Giraffa, 2002). Diğer taraftan, enterokokların 

gıdalardaki varlığı sadece yetersiz hijyen indikatörü olarak değerlendirilmemeli 

ayrıca gıda mikrobiyotasının bir parçası olarak da göz önüne alınması 

gerekmektedir (Klein, 2003; İşleroğlu vd., 2008). Diğer LAB gibi enterokoklarda 

ısıl işlem görmüş et ürünlerinde yüksek sıcaklıklara karşı dirençli olma 

özelliğinden dolayı pastörizasyon sonrası canlı kalarak ya da dilimleme ve 
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paketleme gibi işlem basamaklarında çapraz kontaminasyona bağlı olarak 

üründe bozulmalara neden olmaktadır (Özmen-Toğay vd., 2011). Ancak bu 

olumsuz özelliklerin dışında enterokoklar sahip olduğu pek çok yararlı 

özelliğinden dolayı gıda endüstrisinde starter/yardımcı starter kültür ve 

probiyotik olarak da kullanılabilmektedir. 

 

2.2. Enterokokların Teknolojik Özellikleri 

 

Enterokoklar laktik asit üretimi, proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, nitrat 

redüktaz aktivitesi ve bakteriyosin üretimi gibi çeşitli teknolojik özellikleriyle 

gıda sanayiinde büyük bir öneme sahiptir (Sarantinopoulos vd., 2001; Giraffa, 

2003; Foulquié Moreno vd., 2006). Akdeniz ülkelerinde ham madde olarak 

koyun, keçi ve/veya inek sütünden imal edilen geleneksel peynirlerin 

mikrobiyotaları üzerine yapılan çalışmalar bu peynirlerin olgunlaşmasında 

enterokokların proteoliz, lipoliz ve sitrat yıkımı gibi teknolojik özellikleri ile bu 

ürünlere özgü tipik tat ve lezzetin oluşumunda önemli bir rol üstlendiklerini 

ortaya koymuştur (Coppola vd., 1990; Litopoulou-Tzanetaki ve Tzanetakis, 

1992; Ledda vd., 1994; Giraffa vd., 1997; Manolopoulou vd., 2003). Ayrıca 

enterokoklar biyoteknolojik öneme sahip olan enterosin olarak adlandırılan 

özellikle Listeria türlerine karşı antimikrobiyal aktiviteye sahip küçük peptitler 

olan bakteriyosinleri üretme yeteneğine de sahiptirler (De Vuyst ve Vandamme, 

1994; Özden-Tuncer vd., 2013; Gök-Charyyev vd., 2019). 

 

2.2.1. Laktik asit üretimi  

 

Enterokoklar glikoz ve laktozu homofermantatif laktik asit fermentasyonu ile 

pürivik asite dönüştürürler. Laktozu ve diğer karbonhidratları 

fosfoenolpirüvata bağlı fosfotransferaz (PEP-PTS) sistemi aracılığı ile hücre 

içine alırlar. Pürivattan da laktat dehidrogenaz enzimi vasıtasıyla L-laktik asit 

oluştururlar (Giraffa, 2003; İşleroğlu vd., 2008). 

 

Sütte enterokokların asit üretim yetenekleri genellikle düşüktür (İşleroğlu vd., 

2008). Süt kaynaklı enterokokların asit oluşturma kapasitelerinin düşük olması 
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nedeniyle 37 °C’de 16-24 saat inkübasyon periyodundan sonra ancak sütün 

pH’sını 5.0-5.2’ye düşürebildikleri birçok araştırmacı tarafından ortaya 

konmuştur (Andrighetto vd., 2001; Durlu-Ozkaya vd., 2001; Sarantinopoulos 

vd., 2001). Daha fazla asit oluşturma yeteneğinde olan E. faecalis, E. faecium’a 

göre asitliğe karşı da daha dayanıklıdır. E. faecalis’in yağsız sütün pH’sını 24 

saatlik fermantasyon sonunda 4.5’e düşürdüğü tespit edilmiştir (Suzzi vd., 

2000). 

 

2.2.2. Proteolitik aktivite  

 

Proteolitik enzim yardımıyla kazein hidrolizi sonucu peynir tekstüründe önemli 

değişiklikler gözlemlenmektedir. Bazı peptitler aroma oluşumuna katkıda 

bulunurken, istenmeyen acı-tatlandırıcı peptitler arzu edilmeyen lezzetlere yol 

açabilmektedir (Foulquié Moreno vd., 2006). Enterokokların proteolik aktivite 

yeteneği çoğunlukla suştan suşa farklılık göstermektedir (Arizcun vd., 1997; 

Durlu-Ozkaya vd., 2001). LAB proteolizi ile ilgili yapılan çalışmalar Lactococcus 

ve Lactobacillus cinsleri üzerine yoğunlaşmıştır (Pritchard ve Coolbear, 1993; 

Sousa vd., 2001). Kazein parçalanması ve peptid taşınmasına yol açan 

biyokimyasal olaylar Enterococcus cinsi de dahil olmak üzere diğer tüm LAB için 

de aynı olduğu düşünülmektedir. Literatürde proteolitik ve peptidolitik 

aktiviteleri belirlemek için yaygın olarak kabul edilen laboratuvar yöntemleri 

bulunmamakla birlikte, bu tür aktiviteler E. faecalis suşları hariç genellikle diğer 

Enterococcus türleri için düşüktür (Dovat vd., 1970; Arizcun vd., 1997; Macedo 

ve Malcata, 1997; Suzzi vd., 2000; Andrighetto vd., 2001). 

 

Enterokoklarda proteolitik sistem ile ilgili ilk çalışma 1969 yılında Somkuti ve 

Babel tarafından yapılmış olup daha sonraki yıllarda ise birçok bilim insanı 

tarafından çalışmalar yürütülmüştür. Carrasco de Mendoza vd. (1989), substrat 

olarak sodyum kazeinat kullanılarak 61 Enterococcus suşunun hücre dışı 

proteolitik aktivitesini incelemişlerdir. Araştırmacılar proteolitik aktivitenin 

suşa ve zamana bağlı olduğunu bildirmişlerdir. 48 saat inkübasyon süresi 

sonunda E. faecalis türüne ait izolatların diğer türlere nazaran proteolitik 

aktivitelerinin daha yüksek olduğu, bu durumun 120. saatin sonunda daha 
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belirgin halde gözlemlendiğini rapor etmişlerdir. Andrighetto vd. (2001), 

geleneksel İtalyan peynirlerinden izole edilen 124 enterokok suşunun çoğunun 

sütte zayıf proteolitik aktivite gösterdiğini, ancak E. faecalis türüne ait olan 30 

suşun daha yüksek proteolitik aktiviteye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 

Benzer olarak Sarantinopoulos vd. (2001), tarafından yapılan çalışmada da E. 

faecium, E. faecalis ve E. durans türlerini içeren 129 izolatın düşük ekstrasellüler 

proteolitik ve peptidolitik aktiviteye sahip olduğu ancak diğer türler ile 

kıyaslandığı zaman E. faecalis izolatlarının genellikle daha yüksek proteolitik 

aktivite gösterdiği bildirilmiştir. Tuncer (2009), Tulum peynirinden izole edilen 

E. faecalis izolatlarının E. faecium ve E. durans izolatlarına nazaran proteolitik 

aktivitelerinin daha yüksek olduğunu rapor etmiştir. 

  

2.2.3. Lipolitik aktivite 

 

LAB genellikle diğer mikroorganizma gruplarına kıyasla zayıf lipolitik aktivite 

gösterdiği kabul edilmektedir. Bununla birlikte, LAB’nin lipolitik aktivitesinin 

birçok farklı peynirin özel aromasının belirlenmesinde önemli bir rol üstlendiği 

de düşünülmektedir. Enterokokların lipolitik aktivitesi ile ilgili literatürde sınırlı 

sayıda veri mevcuttur (Foulquié Moreno vd., 2006). Sarantinopoulus vd. (2001), 

proteolitik aktivitenin aksine enterokokların lipolitik aktivitelerinin daha 

yüksek olduğunu belirlemişlerdir. Enterokok türleri arasında E. faecalis ve 

kısmen de E. faecium  ve E. durans’ın en lipolitik türler olduğu tespit edilmiştir 

(Sarantinopoulus vd., 2001; Durlu-Ozkaya vd., 2001). Diğer taraftan, süt orijinli 

enterokokların sütteki düşük ve çoğunlukla suşa bağlı lipolitik aktivitesi diğer 

bazı çalışmalarda da araştırılmıştır. Enterokokların esterolitik enzim aktiviteleri 

daha gelişmiş olup, lipolitik enzim sistemlerine göre daha etkilidir. Enterokoklar 

diğer LAB’nin birçok türünden daha yüksek esterolitik aktivite göstermektedir 

ve E. faecium enterokok türleri içersinde en esterolitik tür olarak bilinmektedir 

(Giraffa, 2003). El Soda (2002), E. faecium’un yağ asitleri 4-nitrofenil ve 2-

nitrofenil türevlerine karşı esterolitik aktivite gösterdiğini bildirmiştir. 
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2.2.4. Nitrat redüktaz aktivitesi 

  

Organik azotun biyokimyasal oksidasyonunun son ürünü nitrattır (Mikuška ve 

Večeřa, 2003). Nitrat iyonları doğrudan toksik etkiye sahip değildir. Nitrat, 

bakteriyel nitrat redüktaz aktivitesi vasıtasıyla zararlı nitrit iyonlarına 

dönüşmektedir (Bories ve Bories, 1995).  Nitrat pasif bir et  kürleme ajanıdır ve 

bu yüzden et ürünlerinde kürleme reaksiyonlarının gerçekleşebilmesi için 

nitratın daha aktif formda olan nitrite indirgenmesi gerekmektedir (Terns vd., 

2011). Bu indirgeme işlemi, ette var olan bakteriler tarafından veya nitrat 

redüktaz aktivitesi içeren bakterilerin ilavesi ile gerçekleşebilmektedir (Gray 

vd., 1981; Sebranek vd., 2007). 

 

Et ürünlerinde temel bir katkı maddesi olarak kullanılan nitrit, karakteristik 

kürlenmiş et renginin, lezzet ve doku özelliklerinin geliştirilmesi ve özellikle 

Clostridium botulinum başta olmak üzere patojen mikroorganizmaların 

inaktivasyonu ve oksidatif acılaşma oluşumunu engellediği için uzun yıllardır 

kullanılmaktadır (Ahn vd., 2004; Liu vd., 2010). Ancak, nitrit etteki sekonder 

aminlerle reaksiyona girerek kanserojen, teratojen ve mutajen özellikteki N-

nitrozo bileşenlerin oluşumuna neden olabilmektedir (Pourazrang vd., 2002;  

Zanardi vd., 2002; Zarringhalami vd., 2009). N-nitrozo bileşenlerin oluşumu, 

kolorektal kanser başta olmak üzere bazı kanser türlerinin ortaya çıkma 

potansiyelini arttırabilmektedir (Santarelli vd., 2008). Et ürünlerinde nitrat ve 

nitritin etkilerini gösteren ve sağlık riski oluşturmayan alternatif doğal 

katkıların kullanımı araştırılmasına rağmen nitrat ve nitrit gibi geniş etki 

spektrum aktivitesine sahip herhangi bir katkı maddesi bulunamamıştır. Son 

yıllarda bu alanda mikrobiyal kaynaklardan, organik asitlerden, yüksek basınç, 

ışınlama ve engel teknolojisi uygulamalarından yararlanılması da dikkat 

çekicidir (Turp ve Sucu, 2016). 

 

2.2.5. Bakteriyosin üretimi  

  

Gram pozitif ya da Gram negatif bakteriler tarafından salgılanan ribozomal 

olarak sentezlenen küçük, katyonik, ampifilik, antimikrobiyel peptid veya 
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proteinlere ‘‘bakteriyosin’’ denilmektedir (Tagg vd., 1976; Nes vd., 1996; 

Foulquié Moreno vd., 2006; Akkoç vd., 2009; Desriac vd., 2010; Aguilar-Galvez 

vd., 2011; Nishie vd., 2012; Field vd., 2018; Gök-Charyyev vd., 2019; Da Costa 

vd., 2019). Bakteriyosinler genellikle bakteriyosin üreten bakteri ile yakın 

akraba türlere karşı antimikrobiyel aktivite göstermektedirler (Klaenhammer, 

1993; Green vd., 1997; Cotter vd., 2005; Zendo vd., 2005; Drider vd., 2006). 

Bakteriyosinler zar geçirgenliğini etkileyerek veya replikasyon ve translasyon 

gibi temel hücre fonksiyonlarına müdahale ederek hedef organizmaların 

büyümesini inhibe edebilmekte veya tamamen ortadan kaldırabilmektedir 

(Yang ve Konisky, 1984; Jung ve Sahl, 1991). Gram pozitif GRAS statüsüne sahip 

LAB tarafından üretilen bakteriyosinler son yıllarda güvenlik açısından gıda ve 

yem endüstrisinde toksik olmayan koruyucu olarak potansiyelleri nedeniyle 

büyük ilgi çekmektedir (Kolter vd., 1992; Vandenbergh, 1993; Cleveland vd., 

2001; Chatterjee vd., 2005; Cotter vd., 2005; Akçelik ve Tuncer, 2007; Tuncer, 

2009; Özden ve Tuncer, 2010; Özden-Tuncer vd., 2013; Koral ve Tuncer, 2014; 

Tuncer vd., 2014; Ay ve Tuncer , 2016; Gök-Charyyev vd., 2019). 

 

Enterokoklar genellikle enterosin olarak adlandırılan antibakteriyel peptitler 

(bakteriyosinler) üretirler (Franz vd., 2007; Poeta vd., 2008; Ahmadova vd., 

2013; Özden-Tuncer vd., 2013; Lauková vd., 2016; Gök-Charyyev vd., 2019). 

Bunların çoğu E. faecium ve E. faecalis'e ait suşlarda tanımlanmaktadır 

(Foulquié Moreno vd., 2003). Bu bakteriyosin üreten enterokokların çoğu 

peynir ve et ürünlerinde biyo-koruyucu olarak kullanılmak üzere 

değerlendirilmektedir (Franz vd., 2003). Bakteriyosin üreten enterokoklar gıda 

fermentasyonunda ayrı bir öneme sahiptir. Örneğin, beyaz peynir üretimi 

esnasında ek bir starter kültür olarak E. faecium ilave edilmesi peynirin 

organoleptik niteliklerini arttırmaktadır (Sarantinopoulos vd., 2002). 

Bakteriyosin üreten enterokokların süt ve et ürünleri dahil olmak üzere birçok 

gıda ürününde Listeria monocytogenes’i kontrol altında tuttuğu görülmüştür 

(Giraffa, 1995; Nunez vd., 1997; Hugas vd., 2003; Lundén vd., 2004; Ananou vd., 

2005; Molinos vd., 2005; Achemchem vd., 2006; Cossart ve Toledo-Arana, 2008; 

Hudson vd., 2012; Settanni vd., 2014). Ayrıca Bacillus cereus gibi diğer gıda 

kaynaklı patojenlere karşı da aktivite gösterdiği tespit edilmiştir (Oscáriz vd., 
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1999; Oscáriz ve Pisabarro, 2000; Muñoz vd., 2004; Grande vd., 2006; Du vd., 

2018; Gök-Charyyev vd., 2019).                                             

 

LAB tarafından üretilen bakteriyosinler amino asit dizilimleri, etki 

mekanizmaları, biyolojik aktiviteleri, ısı toleransları, modifiye aminoasit 

varlıkları ve salgı mekanizmaları göz önünde bulundurulduğunda dört ana grup 

altında sınıflandırılmaktadır (Çizelge 2.1) (Klaenhammer, 1993; Diep ve Nes, 

2002; Jeeveratnam vd., 2005; Zendo vd., 2010). 

 

Çizelge 2.1. LAB tarafından üretilen bakteriyosinlerin sınıflandırılması 
 

Grup I. Lantibiyotikler  

Ia: Nisin benzeri lantibiyotikler. Katyonik özellik içerirler. 

Ib: Duramisin benzeri lantibiyotikler. Globüler proteinler olup düşük negatif 

yük içerirler. 

Grup II. Lantibiyotik olmayan ısı stabil bakteriyosinler 

IIa: Antilisterial etkili pediosin benzeri bakteriyosinler 

IIb: İki bileşenli (iki peptitli) bakteriyosinler 

IIc: Siklik bakteriyosinler 

IId: Diğer grup II bakteriyosinler 

Grup III. Yüksek moleküler ağırlığa sahip ısıya duyarlı bakteriyosinler 

Grup IV. Lipit veya karbonhidrat yan grupları içeren kompleks bakteriyosinler 

 

Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus ve Enterococcus gibi 

çeşitli LAB cinslerinden sınıf IIa bakteriyosinleri ürettikleri keşfedilmiştir 

(Ennahar vd., 2000). Enterococcus mundtii tarafından üretilen bakteriyosinler 

sınıf IIa antilisterial etkili pediosin benzeri gruba dahil olup bunlar sırasıyla 

mundtisin, mundtisin CRL 35 (önceden enterosin CRL 35 olarak tanımlanan), 

mundtisin KS, mundtisin L ve mundtisin QU2’dir (Cui vd., 2012). 

 

Mundtisin taze hindiba orjinli E. mundtii ATO6 suşunda (Bennik vd., 1998), 

mundtisin CRL35 Arjantin peynirinden izole edilen E. mundtii CRL35/AT06 

suşunda (Saadevra vd., 2004), mundtisin KS çimen silajından izole edilmiş olan 

E. mundtii NFRI 7393 suşunda (Kawamoto vd., 2002), mundtisin L yonca 
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filizinden izole edilen E. mundtii CUGF08 suşunda (Feng vd., 2009) ve mundtisin 

QU2 fermente soya fasulyesinden izole edilen  E. mundtii QU2 suşunda (Zendo 

vd., 2005) tanımlanmıştır.  

 

E. mundtii tarafından üretilen bir bakteriyosinin özelliklerini açıklayan ilk rapor 

Bennik vd. (1998), tarafından oluşturulmuş olup bakteriyosin mundtisinin L. 

monocytogenes, Clostridium botulinum ve birtakım LAB’ni inhibe ettiği 

görülmüştür. Böylece mundtisinin gıdalarda biyo-koruyucu olarak kullanılma 

potansiyeli gündeme gelmiştir. Daha sonra birçok raporda E. mundtii tarafından 

üretilen bakteriyosinlerin özellikleri açıklanmıştır (Kawamoto vd., 2002; 

Saadevra vd., 2004; Zendo vd., 2005; Feng vd., 2009).  

 

E. faecium CRL35 suşu tarafından üretilen daha önceleri enterosin CRL35 olarak 

da bilinen mundtisin CRL35 Arjantin peynirinden izole edilen antilisterial 

aktiviteye sahip pediosin benzeri bir bakteriyosindir (De Giori vd., 1983). Bu 

bakteriyosin ayrıca herpes simpleks virüs tip I ve II’ye karşı önemli bir aktivite 

göstermektedir (Wachsman vd., 1999, Wachsman vd., 2003). Bununla birlikte 

peynirde E. mundtii CRL 35’in 8-12 °C’de inkübasyon sıcaklığında 12 gün 

boyunca L. monocytogenes gelişimini engellediği gözlemlenmiştir. Mundtisin 

CRL35'in etki mekanizması yakın zamanda tanımlanmış olmasına rağmen, 

bugüne kadar NH2-terminal sekansının sadece bir kısmı ortaya çıkarılmıştır 

(Farías vd., 1996; Minahk vd., 2003). Mundtisin CRL35 gen kümesinin tam 

dizisini raporlamışlar ve enterosin alanlarının varsayılan işlevini analiz 

edilmiştir (Saavedra vd., 2004). 

 

E. mundtii NFRI 7393 tarafından üretilen IIa sınıfına ait antilisterial bir 

bakteriyosin olan mundtisin KS Kawamoto vd. tarafından 2002 yılında 

Tayland’da çimen silajından izole edilmiştir. Araştırmacılar mundtisin KS’nin 

LAB’ne ve gıda patojeni olan Listeria’ya karşı etkili olduğunu tespit etmişlerdir. 

Yapılan bu çalışmada mundtisin KS’nin biyokimyasal ve genetik 

karakterizasyonu yapılmış ve mundtisin KS amonyum sülfat çöktürme, iyon 

değişim kromotografisi ve katı faz ekstraksiyonu ile saflaştırılmıştır. Mundtisin 

KS üretimi için gen kümesi (mun lokusu) klonlanmış ve DNA dizilimi mun 
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lokusunun munA, munB, munC olarak adlandırılan 3 genden oluştuğunu 

göstermiştir. munA geni, 58 aminoasitten oluşan mundtisin KS öncüsünü 

kodlarken, munB bakteriyosinin transferi ve işlenmesinde yer alan 674 

aminoasitlik bir proteini kodlar. munC ise 98 aminoasitlik mundtisin KS 

bağışıklık proteinini kodlar. Aminoasit ve nükleotit sekansı, mundtisin KS’nin 

tam belirgin olmayan birincil yapısını ortaya koymuştur. Mundtisin KS, E. 

mundtii ATO6 tarafından üretilen mundtisin ATO6’nınkine benzer bir aminoasit 

sekansına sahip bir 43 amino asitlik bir peptid içerir. Mundtisin KS ve mundtisin 

ATO6, son iki amino asidin kendi C terminallerinde ters çevrilmesiyle ayırt 

edilmektedir. Bu iki mundtisin, E. coli’de rekombinant peptitler olarak ifade 

edilmiş ve L. plantarum ve L. curvatus gibi bazı Lactobacillus suşlarına karşı 

aktivitede farklılık gösterdiği bulunmuştur. Mundtisin KS, E. faecium, L. curvatus 

ve Lactococcus lactis gibi heterojen konaklarda mun lokusu içeren rekombinant 

plazmit ile transformasyonla başarıyla aktarılmıştır. Yapılan araştırmanın 

sonucuna göre, mun lokusu, E. mundtii NFRI 7393’de 50 kb büyüklüğüne sahip 

pML1 plazmidi üzerinde kodludur. 

 

Mundtisin QU2, Japonya’da yetiştirilen soya fasulyesinden izole edilen E. 

mundtii QU2 suşunda tanımlanmıştır (Zendo vd., 2005). Araştırmacılar bu 

çalışmada bakteriyosinin karakterizasyonu ve yapısal analizini 

gerçekleştirmişler ve daha sonra maksimum bakteriyosin üretimi için ortam 

bileşenleri ve pH gibi faktörleri optimizasyonunu çalışmışlardır. Bu rapor E. 

mundtii tarafından bakteriyosin üretimi için optimum koşulların araştırılması 

hakkındaki ilk rapordur. 

 

Mundtisin L yonca filizlerinden izole edilen E. mundtii CUGF08’i tarafından 

üretilen Listeria’ya karşı yüksek düzeyde aktiviteye sahip yeni bir sınıf IIa 

bakteriyosindir (Feng vd., 2009). 

 

E. faecium ve E. faecalis türleri tarafından üretilen bakteriyosinlerin kullanıldığı 

gıdalarda L. monocytogenes gelişimini kontrol altına almak üzere yapılmış pek 

çok çalışma olmasına rağmen E. mundtii türüne ait suşlar tarafından üretilen 

bakteriyosinlerin gıda uygulamalarına dönük sınırlı sayıda çalışma 
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bulunmaktadır (Ananou vd., 2005; Achemchem vd., 2006). Mung fasulyesi 

filizlerinde (Bennik vd., 1999) ve taze minas peynirinde (Pingitore vd., 2012) E. 

mundtii’nin L. monocytogenes'in biyokontrolünde kullanıldığını rapor edilmiştir. 

 

2.3. Enterokoklarda Antibiyotik Direnç 

 

Antibiyotik direnç bakterilerin antimikrobiyel bir ajanın öldürücü ya da 

üremeyi durdurucu etkisine karşı koyabilme yeteneği olarak tanımlanmaktadır 

(Akpınar-Kankaya vd., 2017). Enterokoklar hem doğal (intrinsik) hem de 

kazanılmış (aktarılabilir) olmak üzere antibiyotiklere karşı 2 farklı  tipte direnç 

gösterirler (Klare vd., 2001). Enterokoklar klinik olarak önemli birçok 

antibiyotiğe karşı direnç göstermektedir (Söyletir ve Çerikçioğlu, 1996; 

Holzapfel vd., 2002; Çıtak vd., 2004; Yoğurtçu ve Tuncer, 2013; Demirgül ve 

Tuncer, 2017; Akpınar-Kankaya, 2017; Adifon, 2018). Enterokoklar çoğunlukla 

sefalosporin, sülfonamid, linkozamid, bazı β-laktam ve düşük düzey 

aminoglikozidlere karşı doğal direnç gösterirken; kloramfenikol, tetrasiklin, 

eritromisin, rifampisin, özellikle E. faecium’da ampisilin, yüksek seviyede 

aminoglikozidler, trimetoprim/sulfametaksazol ve glikopeptid (vankomisin ve 

teikoplanin) direnci ise aktarılabilir genetik elemanlar aracılığı ile 

kazanabilmektedir (Folquié Moreno vd., 2006; Ogier ve Serror, 2008;  Barbosa 

vd., 2009). Enterokoklar antibiyotik direnci nedeniyle özellikle hastane 

enfeksiyonları açısından önemli patojenler haline gelmiştir. Antibiyotikler 

genellikle klinik hastalıkların tedavisi için bakteriyel enfeksiyonlara karşı 

terapötik ajanlar olarak kullanılmaktadır (Lukášová ve Šustáčková, 2003). 

 

İnsan-gıda zincirinde yer alan enterokokların, konjugatif antibiyotiğe direnç 

transpozonlarını ya da plazmitlerini taşıdıkları ve antibiyotiğe direnç özelliğini, 

Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes gibi gıda kaynaklı patojenlere 

ya da gıda ortamında yaygın bulunabilen Lactococcus lactis subsp lactis biovar. 

diacetylactis ve Leuconostoc mesenteroides gibi bakterilere transfer edebildikleri 

belirtmektedirler (Franz vd., 1999). Gıda kaynaklı suşlar ile normal bağırsak 

florasında yer alan mikroorganizmalar arasında da gen aktarımları meydana 

gelebilmektedir. Bağırsaktaki mikrobiyel flora, konjugatif plazmitler, seks 
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feromonları ve transpozonlar aracılığıyla gen aktarımı yapabilmektedir. Böylece 

gıda kaynaklı bakteriler bağırsak mikroflorası mikroorganizmalarıyla gen 

aktarımı yönünden ardı kesilmeyen bir ilişki içinde olabilmekte ve bu durum 

antibiyotiklerin dirençliliğini daha da karmaşık hale getirmektedir (Von Wright 

ve Bruce, 2003). 

 

2.4. Enterokokların Virülens Faktörleri 

 

Enterokoklar sahip olduğu teknolojik ve probiyotik özelliklerin yanı sıra 

hastane ortamına kolaylıkla kolonize olmaları ve yaşamlarını sürdürmelerinden 

dolayı endokardit, merkezi sinir sistemi, üriner sistem enfeksiyonları, 

bakteriyemi, karın içi ve pelvik enfeksiyonlarına sebep olan nozokomiyal  

(hastane kaynaklı ) patojenler olarak kabul edilmektedirler (Foulquié Moreno 

vd., 2006). Bu sebeple starter kültür veya yardımcı starter kültür olarak 

kullanılacak enterokok suşlarının endüstriyel özelliklerinin yanı sıra güvenlik 

değerlendirmelerinin (antibiyotik direnç, virülens faktör ve biyojen amin 

üretimi) de yapılması gerekmektedir (İnoğlu ve Tuncer, 2013). 

 

Mikroorganizmaların hastalık yapıcı etkisini arttıran efektör moleküller 

virülens faktör olarak isimlendirilmektedir. Enterokoklarda antibiyotik direncin 

yanı sıra mikroorganizmaların hastalık yapabilme potansiyelini arttıran 

sitolizin/hemolizin, jelatinaz, agregasyon maddesi (Agg), adhezin kollajen (Ace,  

Acm), seks feromonları, adhezin benzeri endokarditis antijeleri (EfaA) ve 

hiyaluronidaz (Hyl) gibi virülens faktörleri de bulundurabilmektedir (Williems 

ve Bonten, 2007). Enterokoklar virülens faktörleri ile hastalıkların oluşmasında 

ve şiddetlenmesinde önemli rol oynamaktadırlar. Pek çok çalışmada  klinik 

enterokok izolatlarında virülens faktörler varlığı araştırılmış olmasına rağmen   

gıda kaynaklı enterokokların virülens faktörlerinin araştırıldığı sınırlı sayıda 

çalışma bulunmaktadır. Bu nedeniyle son yıllarda gıda kaynaklı enterokokların 

antibiyotik direnç ve virülens faktörlerinin araştırıldığı çalışmalar ilgi odağı 

haline gelmiştir. Virülens faktörlerin varlığının yanı sıra yüksek seviyede 

antibiyotik direnci enterokokların patojenitesini güçlendirmektedir. Gıda 

kaynaklı enterokokların enfeksiyona yol açtığı hiç bildirilmemiş olmasına 
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rağmen virülens özellik taşıyan enterokok içeren gıdanın tüketilmesinin 

insanlara muhtemel bir geçiş yolu olduğu düşünülmektedir (Chajęcka-

Wierzchowska vd., 2017). 

 

2.4.1. Sitolizin  

 

Sitolizin enterokokların en iyi karakterize edilmiş virülens faktörlerinden 

biridir (Chajęcka-Wierzchowska vd., 2017). Sitolizin Gram negatif bakterilere ve 

eritrositlere karşı bakteriyosidal etki, lökositler ve makrofajlara karşı toksik etki 

(özellikle beta hemoliz) gösteren bakteriyosin tipi bir ekzotoksindir (De Vuyst 

vd., 2003). Sitolizin üretimi cylR1, cylR2, cylLl, cylLs, cylM, cylB, cylA ve cylI olmak 

üzere sekiz gen içeren operonun sorumluluğundadır. Operon, güçlü bir şekilde 

korunmuş feromona bağımlı konjugatif plazmidler üzerinde veya yüzey proteini 

(Esp) ve agregasyon maddesi (AS) gibi virülens genler ile yakın ilişkili olarak 

kromozomal DNA üzerinde yer alan patojenite adasında bulunmaktadır (Eaton 

ve Gasson, 2001; Shankar vd., 2004).  

 

Sitolizin kodlayan genler hem enfeksiyonlardan izole edilen suşlarda hem de 

komensal mikrobiyotayı oluşturan suşlarda tanımlanmıştır. Bunun yanı sıra 

hayvan ve bitki kökenli gıda ürünlerinden de izole edilen suşlarda sıklıkla 

tanımlandığını gösteren bir dizi rapor bulunmaktadır. Sitolizin kodlayan genler 

E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. durans, E. 

gallinarum, E. malodoratus ve E. raffinosus gibi türlerde tespit edilmiştir (Eaton 

ve Gasson, 2001; Semedo vd., 2003a; Ben Omar vd., 2004; Franz vd., 2001; 

Trivedi vd., 2011). 

 

2.4.2. Jelatinaz  

 

Jelatinaz yaklaşık olarak 30 kDa moleküler ağırlığa sahip olan hücre dışı çinko-

bağımlı metaloendopeptidazdır. Bu enzim jelatin, elastin, kollajen ve 

hemoglobini hidrolize edebilir (Archimbaud vd., 2002). Jelatinaz kromozom 

üzerinde yer alan gelE geni tarafından kodlanır. gelE geninin varlığı, hem klinik 

suşlarda hem de gıdalardan izole edilen enterokoklarda test edilen virülansın 
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belirleyicilerinden biridir. Genellikle E. faecalis ve E. faecium suşlarında görülür 

(Eaton ve Gasson, 2001; Upadhyaya vd., 2010; Banerjee ve Anupurba, 2015;  

Hemalatha vd., 2017).  

 

2.4.3. Hücre duvarı adhezinleri 

 

EfaA (endokardis antijeni) E. faecalis suşlarında efAfs ve E. faecium suşlarında ise 

efAfm geni tarafından kodlanan yaklaşık 34 kDa molekül ağırlığa sahip proteindir 

(Eaton ve Gasson, 2001; Sava vd., 2010). efaA geni, magnezyum iyonları 

tarafından düzenlenen ABC transporter (permeaz) kodlayan afaCBA 

operonunun bir parçasıdır (Abrantes vd., 2013). EfaA’ya homolog genlerin E. 

avium, E. asini, E. durans ve E. solitarius suşlarında mevcut olduğu genetik 

yöntemlerle tespit edilmiştir (Semedo vd., 2003b; Jiménez vd., 2013). 

 

2.4.4. Ekstraselüler yüzey proteini 

 

Yaklaşık 200 kDa moleküler ağırlığa sahip olan enterokokal yüzey proteini 

(Esp), tanımlanmış en büyük enterokok proteinidir. Bu proteini kodlayan esp 

geni, antibiyotiklerin aktif çıkışından sorumlu proteinleri de içeren patojenite 

adası (PAI) üzerinde bulunur (Leavis vd., 2004). Bu durum muhtemelen E. 

faecalis ve E. faecium arasında yatay gen transferinin bir sonucudur. Esp 

proteini ile ilgili çalışmalar, hücreler arasında genetik materyalin değişmesinde 

önemli rol oynayabilen ve onların antibiyotiklere dirençlerini arttıran biyofilm 

oluşumuna katıldığını doğrular niteliktedir (Donlan ve Costerton, 2002; 

Foulquié Moreno vd., 2006; Latasa vd., 2006). E. faecium’da esp geni 

bulunmasının ampisilin, siprofloksasin ve imipenem’e karşı direnç ile ilişkili 

olduğu tespit edilmiştir (Billström vd., 2008). Yapılan çalışmalar,  yüzey 

proteininin varlığı ile vankomisin direnci arasında korelasyon olduğunu 

doğrular niteliktedir. Vankomisine dirençli klinik E. faecium suşlarının % 

83.3’ünün esp geni içerdiğini  göstermiştir (Ochoa vd., 2013). Ayrıca bu genlerin 

çoğu Billström vd. (2008), tarafından onaylanmış birçok ilaca karşı çoklu 

antibiyotik direnç göstermiştir. esp geninin E. faecium suşları arasında plazmid 

konjugasyonu ve E. faecalis suşları arasında ise kromozom-kromozom 
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transpozisyonel mutasyonu ile aktarılabileceği gösterilmiştir (Oancea vd., 

2004). 

 

2.4.5. Seks feromonları 

 

Seks feromonları, özgün konjugatif plazmid ile ilişkili kısa, hidrofobik 

peptitlerdir (Clewell vd., 2000). Enterokoklarda seks feromonları kromozomal 

kodlu cpd, cob, ccf ve cad genleri tarafından determine edilmektedir (Clewell vd., 

2002). Seks feromonları hücreler arasında plazmidlerin konjugatif transferini 

kolaylaştıran 7-8 amino asitlik küçük peptitlerdir (Chandler ve Dunny, 2004). 

Alıcılar tarafından salgılanan feromonlar donöre özgüdür ve konjugatif plazmid 

operonlarının ekspresyonunu indüklerler. Bir suş genellikle birkaç farklı 

feromon salgılayabilir. Feromonların kendileri dışında, her bir feromon bağımlı 

plazmid, ilgili feromona rekabetçi olan inhibitörler gibi davranan peptidlerin 

salgılanmasını kodlar. Feromonlar, donörün hücrelerinin yüzeyindeki 

reseptörlere bağlandığında, bu sinyal iletilir ve agregasyon maddesinin genini 

indükler (Clewell, 1993; Dunny vd., 1995). asa1 geninin ifadesi, etkili plazmid 

transferini sağlayan hücre agregatlarının oluşumuyla sonuçlanır (Clewell vd., 

2002). Ancak, feromonların tek rolü bu değildir; aynı zamanda insan nötrofilleri 

için kimyasal olarak cazip olabilirler ve süperoksitlerin (mutajenik maddeler) 

üretimini başlatıp enflamatuar koşulları başlatırlar (Bhardwaj vd., 2008). 

  

2.4.6. Kollajen bağlayan protein  

 

ace geni tarafından kodlanan kollajen bağlayıcı protein yaklaşık 74 kDa 

moleküler ağırlığa sahip, yapışkan özellikte bir yüzey proteinidir (Rich vd., 

1999). Bu protein hem sağlıklı taşıyıcılardan hem de enterokok enfeksiyonu 

olan insanlardan izole edilmiş E. faecalis suşlarında tanımlanmıştır. Bu özelliğin 

tür tanısında kullanılabileceği öne sürülmüştür (Duh vd., 2001). Ace agregasyon 

maddesi proteini gibi hücre dışı matriksin proteinlerine bağlanarak 

kolonizasyonda önemli bir  rol oynamaktadır. Ace ayrıca bağlayıcı tip I ve IV 

kollajen yapısına katılmaktadır (Nallapareddy vd., 2000). 
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2.4.7. Hiyaluronidaz  

 

Hiyaluronidaz E. faecium genomunda hyl geni tarafından kodlanan yaklaşık 45 

kDa moleküler büyüklüğe sahip bir proteindir. hyl geni E. faecalis suşlarının 

kromozomal DNA’sında bulunamamıştır (Archimbaud vd., 2002). Enterokokal 

hiyalurodinaz Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus ve Streptococcus 

pneumoniae gibi diğer koklar tarafından sentezlenen hiyaluronidaz ile 

homologdur. Hiyaluronidaz bağ doku ve kıkırdak mukopolisakkaritlerinin 

tahrip edilmesinde rol oynayarak bakterinin yayılmasını teşvik eder. hyl geni 

klinik suşlar arasında çoğunlukla E. faecium izolatlarında bulunmaktadır. hyl 

geni E. faecalis izolatlarında ise çok nadir görülmektedir (Vankerckhoven vd., 

2004). Bunun yanı sıra hyl geni gıda kaynaklı E. casseliflavus, E. mundtii ve E. 

durans gibi farklı türlere ait suşlarda da bulunmuştur (Trivedi vd., 2011; 

Akpınar- Kankaya, 2017; Adifon, 2018). 

 

2.4.8. Agregasyon maddesi 

 

Agregasyon maddesi, tanımlanan ilk enterokokal yüzey proteindir. Bu protein, 

137 kDa moleküler ağırlıkta ve saç tokası benzeri bir yapıya sahiptir. 

Agregasyon maddesi, seks feromonlarının aracılık ettiği kolaylaştırılmış 

konjugasyon sistemi olarak adlandırılan büyük konjugatif plazmidler üzerinde 

kodlanan bir dizi yüksek oranda homolog adhezini içerir (Strzelecki vd., 2011). 

Seks feromonları agregasyon maddesine katılırlar ve bir spesifik konjugatif 

plazmid ile etkileşime girerler. Bu süreç hücreler arasındaki genlerin konjugatif 

transferinde özel bir öneme sahiptir. Alıcının hücreleri tarafından salgılanan 

feromonların varlığında, donörün hücreleri alıcı hücre yüzeyinde ilgili bir EBS 

ligandına bağlanan agregasyon maddesini sentezler (Dunny vd., 1995). İşlem, 

hücreler arasında genetik materyalin değişimini kolaylaştıran bakteriyel 

hücrelerden oluşan büyük konjugatif agregatların oluşumuyla sonuçlanır. Belirli 

bir ligandın varlığında, teikoik asidinkine benzer bir yapıya sahip olan 

agregasyon proteini, bir süperantijenin özelliklerine sahip olabilmektedir 

(Kozlowicz vd., 2006; Wardal vd., 2010). Ayrıca sitolisin ve antibiyotik direnç 

determinantları gibi diğer enterokok virülens faktörlerinin plazmit aracılığı ile 
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yayılmasında rol oynar. Enterokoklarda tanımlanmış 20 feromona bağımlı 

plazmit bulunmaktadır. Bu plazmidlerde antibiyotik direnç ve agregasyon 

maddesi kodlayan genler birlikte bulunmaktadır. pAD1 (Asa1 proteini), pPD1 

(Asp1 proteini) ve pCF10 (Asc10 proteini) konjugatif plazmidleri agregasyon 

maddesi proteinleri üretiminden sorumlu genleri  taşıyan plazmidlerdir 

(Clewell, 2007; Dunny, 2007). Söz konusu agregasyon maddelerinin 

üretiminden sorumlu genler yüksek oranda korunmuş diziler içerirler ve % 90 

oranında benzerlik gösterirler. pAM373 üzerinde kodlu asa373 geni istisnaidir. 

Asa373 proteinini kodlayan bu gen dizisi yukarıda belirtilenlerden önemli 

ölçüde farklılık göstermektedir (Hendrickx vd., 2009). Sadece Asa337'nin 

alıcının aktif bağlayıcı maddeden yoksun hücrelerine bağlanabildiği 

görülmüştür (Suk-Kyung vd., 2006). 

 

2.5. Biyojen Amin Üretimi 

 

Biyojen amin (BA)’ler bitki, hayvan ve mikroorganizma metabolizması 

tarafından sentezlenen özellikle peynir, sosis, şarap ve balık gibi proteince 

zengin ve fermente tip gıdalarda amino asitlerin dekarboksilaz enzimleriyle 

dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonların amino asit transaminaz enzimi ile 

deaminasyonu sonucu oluşan düşük moleküler ağırlıklı, bazik karakterli, 

biyolojik olarak aktif, alifatik, aromatik veya heterosiklik azotlu organik 

bileşikler olarak tanımlanmaktadırlar (Askar ve Treptow, 1986; Ten Brink vd., 

1990; Silla-Santos, 1996; Özoğul vd., 2004; Lorenzo vd., 2007; Latorre-Moratalla 

vd., 2012; Özdestan ve Üren, 2012; Suzzi ve Torriani, 2015; Ordóñez vd., 2017). 

Biyojen aminler oluşumlarının kaynağı olan amino asidin adına bağlı olarak 

histidinden histamin, tirozinden tiramin, triptofandan triptamin, lizinden 

kadaverin oluşmaktadır (Ercan vd., 2017). Biyojen aminler kimyasal yapılarına 

göre alifatik (putresin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatik (tiramin, 

feniletilamin) ve heterosiklik (histamin, triptamin) olarak sınıflandırılabildikleri 

gibi amin gruplarına göre monoaminler (tiramin, feniletilamin), diaminler 

(putresin, kadaverin) ve poliaminler (spermin, spermidin) olarak da 

sınıflandırılabilmektedir (Akpınar-Kankaya vd., 2017). 
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Gıdalarda biyojen aminler genellikle mikroorganizmaların aktiviteleri sonucu 

oluşurlar. Biyojen aminlerin oluşması için ortamda serbest amino asitler, 

dekarboksilaz enzimi üretebilecek bakteri, dekarboksilaz enzimi ve bu enzimin 

uygun derişimde olması gerekmektedir. Dekarboksilaz enzimi 

mikroorganizmalar tarafından sentezlenir. Dekarboksilaz enzimi üreten 

mikroorganizma cinsleri Bacillus, Clostridium, Pseudomonas ve 

Photobacterium’dur. Ayrıca Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, 

Pediococcus, Lactococcus ve Leuconostoc gibi LAB’lerinin bir veya birden fazla 

amino asidi dekarboksile edebilme özelliği bulunmaktadır (Karovicova ve 

Kohajdova, 2005; Galgano vd., 2009). Gıdalarda biyojen amin oluşumunu 

etkileyen faktörler arasında serbest amino asitlerin varlığı, 

mikroorganizmaların sinerjistik etkisi, yüksek dekarboksilaz enzim aktivitesi 

gösteren mikroorganizmaların varlığı ve bu mikroorganizmaların gelişebileceği 

uygun ortam koşulları sayılabilmektedir (Özdestan ve Üren, 2012; Restuccia, 

2017).  

 

Biyojen aminler çeşitli biyolojik faktörler için gerekli olsalar da gıdalarla birlikte 

yüksek oranda tüketilmeleri toksik etkiye sebep olmaktadır. Düşük oranlarda 

biyojen amin içeren gıdaların tüketilmesi durumunda biyojen aminler amin 

oksidazlar yoluyla sindirim sisteminde fizyolojik olarak daha az aktif formlara 

dönüştürülmektedir. Ancak yüksek miktarlarda biyojen amin içeren gıdaların 

tüketilmesi veya çeşitli nedenlerle detoksifikasyonun engellenmesi sonucunda 

adrenalin ve noradrenalin salınımı mide asidi salgılanması, migren, taşikardi, 

kalp hastalıkları kan şekeri ve kan basıncının yükselmesi gibi ciddi problemlere 

neden olmaktadır (Shalaby, 1996; Talon ve Leroy, 2011). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal  

 

3.1.1. Mikroorganizma  

 

Tez çalışmasında kullanılan fermente sucuktan izole edilen antilisterial 

aktiviteye sahip olduğu tespit edilen Enterococcus mundtii YB6.30 suşu 

Süleyman Demirel Üniversitesi Gıda Mühendisliği Bölümü, Bakteriyel Genetik 

Laboratuvarı Kültür koleksiyonundan temin edilmiştir. Bakteriyosin üreticisi E. 

mundtii YB6.30 suşu de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS, LAB M, Lancashire, 

UK) ortamında % 20 (v/v) steril gliserol ilave edilerek -20 °C’de muhafaza 

edilmiştir. Çalışma materyali ise gliserol ilave edilmemiş MRS broth ortamında 

+4 °C’de ve haftalık pasajlama yapılarak muhafaza edilmiştir. 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. E. mundtii YB6.30 suşunun teknolojik özellikleri 

 

3.2.1.1. Laktik asit üretimi  

 

E. mundtii YB6.30 suşunun asit üretim yeteneği, rekonstitüe skim milk (RSM, 

LAB M) (% 11, w/v) ve MRS broth ortamlarında test edilmiştir. Yapılandırılmış 

yağsız süt ve MRS broth ortamlarına aktif YB6.30 kültüründen % 1 (v/v) 

oranında ekim yapılmış ve örnekler 30 °C ve 37 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun 0., 6. ve 24. saatleri sonunda besiyeri ortamlarından örnek 

alınarak kültür pH’sı pH metre (WTW 3110, Almanya) yardımıyla ölçülmüştür. 

Kültürün asit üretim yeteneği başlangıç pH değeri ile inkübasyon sonrası oluşan 

pH değerleri arasındaki fark (∆pH) dikkate alınarak hesaplanmıştır (Özkalp vd., 

2007). Çalışmada pH özelliği bakımından elde edilen veriler faktöriyel düzende 

tekrarlanan ölçümlü varyans analiz tekniği ile analize edilmiştir. Uygulama 

faktörünün RSM ve MRS olmak üzere 2 seviyesi ve zaman faktörünün de 0., 6. ve 

24. saat olmak üzere 3 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan ölçümler zaman 
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faktörünün seviylerinde gerçekleştirilmiştir. Çalışmada faktörlerin seviye 

ortalamaları arasındaki farklılıklarının belirlenmesinde Tukey testi 

kullanılmıştır. 

 

3.2.1.2. Proteolitik aktivite 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun proteolitik aktivitesi kalsiyum kazeinat agar (Fluka 

21065, İsviçre) ortamında belirlenmiştir. MRS broth ortamında geliştirilen 

kültürden mikropipet yardımıyla 10 µL kalsiyum kazeinat agar ortamına 

pipetlenmiş ve petri kutuları 37 °C’de 3 gün inkübasyona tabi tutulmuştur. Süre 

sonunda koloni etrafında zon oluşumu incelenmiş ve kumpas yardımıyla zon 

çapı ölçülmüştür (Martín vd., 2006). 

 

3.2.1.3. Lipolitik aktivite  

 

E. mundtii YB6.30 suşunun lipolitik aktivitesinin belirlenmesinde Spirit Blue 

agar (BD Difco) (Landeta vd., 2013), % 1 Tween 80 veya Tween 20 ilave edilmiş 

MRS agar (Essid vd., 2007) ve Tributyrin agar olmak üzere 4 farklı besiyeri 

ortamı kullanılmıştır. Her bir besiyerine aktif YB6.30 kültüründen mikropipet 

yardımıyla 10 µL kültür inoküle edilmiş ve petri kutuları 37 °C’de 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda koloni etrafında opak 

zon oluşumu incelenmiştir. 

 

Tributyrin agar  

Peptone   5 g 

Maya ekstratı   3 g 

Trybutrin   10 g 

Agar    15 g 

Distile su                           1000 mL 
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3.2.1.4. Nitrat redüktaz aktivitesi   

 

E. mundtii YB6.30 suşunun nitrat redüktaz aktivitesi % 0.1 (w/v) oranında 

KNO3 içeren YT agar ortamında belirlenmiştir (Miralles vd., 1996). YT agar 

besiyeri ortamına aktif YB6.30 kültüründen mikropipet yardımıyla 10 µL kültür 

pipetlenmiş ve koloni oluşumu için 37 °C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon süresi sonunda nitrat reaktifi A (Fluka 38497) ve nitrat reaktifi B 

(Fluka 39441) eşit hacimde karıştırılarak kolonilerin üstü kapanacak şekilde 

petri kutularına aktarılmıştır. Reaktif ilavesini takiben koloni renginin kırmızıya 

dönmesi pozitif sonuç olarak değerlendirilmiştir. Denemelerde nitrat redüktaz 

pozitif Escherichia coli ATCC 25922 ve Salmonella Typhimurium ATCC 14028 

suşları pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

YT Agar  

Tripton   10 g 

Maya ekstratı   5 g 

Agar    5 g 

KN03    1 g 

Distile su   1000 mL 

 

3.2.2. E. mundtii YB6.30 suşunun güvenlik değerlendirmesi 

 

3.2.2.1. Antibiyotik direnç  

 

E. mundtii YB6.30 suşunun antibiyotik direnç profili disk difüzyon yöntemi 

kullanılarak Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü (CLSI, 2016) 

kılavuzuna göre değerlendirilmiştir. MRS broth ortamında 37 °C’de 18 saat 

geliştirilerek aktive edilen kültürden steril eppendorf tüpü içerisine 2 mL 

alınarak 5000 devirde 15 dakika santrifüjlenerek elde edilmiş pelet 1 mL fosfat 

tampon (PBS) ile yıkanmış ve bu işlem 2 kez tekrar edilmiştir. Hazırlanan 

süspansiyonun yoğunluğu PBS ile 0.5 McFarland bulanıklık standardına 

ayarlanmıştır. Standardize edilen süspansiyondan 150 µL alınarak Mueller 

Hinton agar besiyeri (Biomark Laboratories, Hindistan) üzerine yayılmış ve 

üzerine ampisilin (10 µg), penisilin G (10 U), vankomisin (30 µg), teikoplanin 
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(30 µg), eritromisin (15 µg), tetrasiklin (30 µg), doksisiklin (30 µg), minosiklin 

(30 µg), siprofloksasin (5 µg), levofloksasin (5 µg), norfloksasin (10 µg), 

nitrofurantoin (300 µg),  rifampin (5 µg), kloramfenikol (30 µg), quinopristin-

dalfopristin (15 µg), linezolid (30 µg), gentamisin (120 µg) ve streptomisin (300 

µg) içeren antibiyotik diskleri yerleştirilmiştir. Petri kutuları 37 °C’de 18 saat 

inkübasyona tabi tutulmuş ve süre sonunda inhibisyon zonları ölçülmüştür. 

Sonuçlar CLSI (2016) kılavuzuna göre değerlendirilmiştir. Disk difüzyon 

testlerinde E. faecalis ATCC 29212 suşu kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

3.2.2.2. Hemolitik aktivite  

 

E. mundtii YB6.30 suşunun hemolitik aktivite özelliği (% 5 v/v) koyun kanı 

içeren Columbia agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, İtalya) besiyeri 

ortamında test edilmiştir. MRS broth ortamında 37 °C’de 18 saat süre ile 

geliştirilen E. mundtii YB6.30 kültürü öze yardımı ile kanlı agar besiyeri 

ortamına sürülmüş ve Petri kutusu 37 °C’de 48 saat süre ile inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda gelişen kolonilerin çevresinde berrak 

zon oluşumu beta (β), bulanık yeşilimsi zon oluşumu alfa (α) ve zon oluşmaması 

gama (γ) hemolitik reaksiyon olarak değerlendirilmiştir (Cariolato vd., 2008). 

Denemelerde β-hemolitik Staphylococcus auresus ATCC 29213 suşu kontrol 

olarak kullanılmıştır. 

 

3.2.2.3. Jelatinaz aktivitesi 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun jelatinaz aktivitesinin belirlenmesinde % 3 (w/v) 

jelatin (Merck) ilave edilmiş Todd-Hewitt agar (Liofilchem) besiyeri 

kullanılmıştır. MRS broth ortamında 37 °C’de 18 saat süre ile geliştirilen 

enterokok kültürü hazırlanan Todd-Hewitt agar ortamına öze yardımı ile 

sürülmüş ve Petri kutusu 37 °C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon süresi sonunda Petri kutusu +4 °C’de 5 saat buzdolabında 

tutulmuştur. Soğuk uygulaması sonunda koloniler etrafında bulanık zon 

oluşumu jelatinaz aktivitesinin pozitif olduğunun göstergesi olarak 

değerlendirilmiştir (Eaton ve Gasson, 2001). Denemede jelatinaz pozitif E. 

faecalis NYE7 suşu kontrol olarak kullanılmıştır (Inoğlu ve Tuncer, 2013). 
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3.2.2.4. Virülens faktör genlerinin polimeraz zincir reaksiyon (PZR) ile 

tespiti  

 

3.2.2.4.1. Genomik DNA izolasyonu 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun genomik DNA izolasyonu Cancilla vd. (1992) 

tarafından önerilen yönteme göre yapılmıştır. E. mundtii YB6.30 suşu MRS broth 

besiyerinde 37 °C’de 18 saat geliştirilmiştir. Gelişen kültürden 0.5 mL alınarak 

steril Eppendorf tüpüne aktarılmıştır. Tüp 13000 devirde 5 dakika santrifüj 

(Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya) işlemine tabi tutulmuş ve üst faz 

dökülmüştür. Hücre çökeltisi üzerine 0.5 mL liziz çözeltisi ilave edilmiş ve hücre 

çökeltisi çözülmüştür. Daha sonra, tüp su banyosu (Nüve NB9, Türkiye) 

içerisinde 37 °C’de 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi 

sonunda tüpe 30 μL % 10’luk (w/v) sodyum dodesil sülfat (SDS, Serva, 

Heidelberg, Almanya) çözeltisi ilave edilmiş ve 80 °C’ye ayarlı su banyosunda 

(Daihan WB-22, Kore) 5 dakika tutulmuştur. Süre sonunda lize olan hücre 

süspansiyonu üzerine 1:10 (v/v) oranında hazırlanan fenol-kloroform 

karışımından 0.7 mL ilave edilmiş ve tüp 13000 devirde 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj işlemini takiben üst faz mikropipet yardımıyla alınarak yeni 

steril Eppendorf tüpüne aktarılmıştır. Bu tüp üzerine 0.7 mL 2-propanol (Merck, 

Darmstadt, Almanya) ilave edildikten sonra tüp bir kez daha 13000 devirde 5 

dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj işlemi sonunda izole edilen genomik DNA 

çökeltisi 50 μL Tris-EDTA tamponu (pH 8.0) içerisinde çözülmüş ve 

kullanılıncaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmiştir. 

 

Liziz Çözeltisi 

NaCl    250 mM 

EDTA    10 mM 

Tris HCl   10 mM 

Lizozim   100 mg 

Distile su   50 mL 

pH 8.0± 0.02 
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SDS (% 10) 

SDS    10 g 

Distile su   100 g 

 

Tris-EDTA 

Tris    0.121 g 

EDTA    0.037 g 

Distile su   100 mL 

pH 8.0± 0.02 

 

3.2.2.4.2. Genomik DNA örneğinin elektroforezi 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun genomik DNA varlığı agaroz jel elektroforez yöntemi 

ile tespit edilmiştir. DNA örneğinin  elektroforezi % 0.7 (w/w) agaroz 

(AppliChem GmbH., Darmstadt, Almanya) oranı ile hazırlanan jelde yapılmıştır. 

Elektroforez işleminde Thermo OWL EASYCAST B1A (ABD) yatay jel sistemi 

kullanılmıştır. Agaroz jel 35 mL trisasetat elektroforez tamponu içerisinde 

hazırlanmış ve mikrodalga fırın (Arçelik MD 565 S, Türkiye) yardımıyla 

çözülmüştür. Hazırlanan ortamın 45 °C’ye kadar oda sıcaklığında soğuması 

beklenmiş ve elektroforez tankına dökülmüştür. Daha sonra, jelin üst kısmına 

tarak yerleştirilmiş ve jelin polimerizasyonu için 30 dakika beklenmiştir. Jelin 

polimerizasyonunu takiben elektroforez tankına jelin üzerini kapatacak biçimde 

tris-asetat tampon çözeltisi ilave edilmiş ve jele zarar verilmeden tarak 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. 10 μL genomik DNA örneğine 2 μL marker boya 

çözeltisi ilave edilerek hazırlanan örnekler mikropipet yardımı ile jel 

kuyucuğuna aktarılmıştır. Elektroforez işlemi 65 voltta 1-1.5 saat süreyle 

yapılmıştır. Süre sonunda elektrik akımı kesilmiş ve ortamdan alınan jel, 

kullanılan elektroforez tamponunun yeni hazırlanmış 0.2 μg/mL etidyum 

bromit (Amresco Inc., Solon, OH, ABD) içeren çözeltisinde 30 dakika 

boyanmıştır. Boyama işleminin sonunda jel, UV transillüminatör (Vilber 

Lourmat, ECX-F20.M, Fransa) üzerinde incelenmiştir. Jel fotoğrafı çekiminde 

Nikon D500 dijital fotoğraf makinesi (Nikon Corp., Japonya) kullanılmıştır. 
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Tris-Asetat Tampon (1X) 

Tris    4.84 g 

Sodyum asetat  4.08 g 

EDTA    0.37 g 

Distile su   1000 mL 

pH8.0± 0.02 

 

Maker Boya 

Brom fenol blue  0.25 g 

Sakkaroz   40 g 

Distile su   100 mL 

 

3.2.2.4.3. Virülens genlerin tespiti  

 

E. mundtii YB6.30 suşunda jelatinaz (gelE), hücre duvarı adhezinleri (efaAfm, 

efaAfs), ekstraselüler yüzey proteini (espfm, espfs), seks feromonları (cpd, cob, ccf, 

cad), kollojen bağlayan protein (ace, acm), agregasyon proteini (agg), sitolizin 

(cylM, cylB, cylA) ve hiyaluronidaz (hyl) üretim özelliklerini kodlayan virülens 

faktörleri kodlayan genler polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile araştırılmıştır. 

 

Çizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan PZR karışımı 
 

Madde Hacim 

PCR master mix 25 μL 

İleri primer 1 μL 

Geri primer 1 μL 

Kalıp DNA 3 μL 

Nükleaz içermeyen H2O 20 μL 

Toplam hacim 50 μL 

 

E. mundtii YB6.30 suşunda virülens genlerin varlığının PZR ile araştırılmasında 

Eaton ve Gasson (2001), Vankerckhoven vd. (2004), Reviriego vd. (2005), 

Camargo vd. (2006) ve Ben Belgacem vd. (2010) tarafından önerilen PZR 
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koşulları kullanılmıştır. PZR denemelerinde kullanılan primerler Çizelge 3.2’de 

verilmiştir. 

 
Çizelge 3.2. Virülens faktörlerin belirlenmesinde kullanılan primerler 

 
Gen Primer dizisi (5ʹ-3ʹ) Ürün boyutu  

(bç) 
Kaynaklar 

gelE 
ACC CCG TAT CAT TGG TTT 
ACG CAT TGC TTT TCC ATC 

419 Reviriego vd., 2005 

efaAfm 
AAC AGA TCC GCA TGA ATA 
CAT TTC ATC ATC TGA TAG TA 

735 Reviriego vd., 2005 

efaAfs 
GAC AGA CCC TCA CGA ATA 
AGT TCA TCA TGC TGT AGT A 

705 Reviriego vd., 2005 

espfm 
TTG CTA ATG CAA GTC ACG TCC 
GCA TCA ACA CTT GCA TTA CCG AA 

955 Reviriego vd., 2005 

espfs 
TTG CTA ATG CTA GTC CAC GAC C 
GCG TCA ACA CTT GCA TTG CCG AA 

933 Reviriego vd., 2005 

cpd 
TGG TGG GTT ATT TTT CAA TTC 
TAC GGC TCT GGC TTA CTA 

782 Reviriego vd., 2005 

cob 
AAC ATT CAG CAA ACA AAG C 
GCG TCA TAA AGA GTGGTC AT 

1405 Reviriego vd., 2005 

ccf 
GGG AAT TGA GTA GTG AAG AAG 
AGC CGC TAA AAT CGG TAA AAT 

543 Reviriego vd., 2005 

cad 
TGC TTT GTC ATT GAC AAT CCG 
ACT TTT TCC CAA CCC CTC AA 

1299 Reviriego vd., 2005 

ace 
AAA GTA GAA TTA GAT CCA CAC 
TCT ATC ACA TTC GGT TGC G 

350 
Ben Belgacem vd.,  

2010 

acm 
GGC CAG AAA CGT AAC CGA TA 
CGC TGG GGA AAT CTT GTA AA 

353 Camargo vd., 2006 

agg 
AAG AAA AAG AAG TAG ACC AAC 
AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA 

1553 
Eaton ve Gasson, 

2001 

cylM 
CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT 
TGA GTT GGT CTG ATT ACA TTT 

742 Reviriego vd., 2005 

cylB 
ATT CCT ACC TAT GTT CTG TTA 
AAT AAA CTC TTC TTT TCC AAC 

843 Reviriego vd., 2005 

cylA 
TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT 
TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA 

517 Reviriego vd., 2005 

hyl 
ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 
GAC TGA CGT CCA AGT TTC CAA 

276 
Vankerckhoven vd., 

2004 

 
 

Virülens genlerin PZR ile tespitinde acm, agg, gelE, efaAfm, efaAfs, cdp, espfm, espfs, 

cob, ccf, cad, ace, cylM, cylB ve cylA genleri için protokol 1 ve hyl geni için 

protokol 2 olmak üzere iki farklı protokol uygulanmıştır. Protokol 1’de 

bağlanma sıcaklıkları acm geni için 52 °C, agg geni için 56 °C ve gelE, efaAfm, 

efaAfs, cdp, espfm, espfs, cob, ccf, cad, ace, cylM, cylB ve cylA genleri için ise 54 °C 
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olarak uygulanmıştır. PZR denemelerinde aşağıda verilen protokoller 

uygulanmıştır. 

 

Protokol 1 (acm, agg, gelE, efaAfm, efaAfs, cdp, espfm, espfs, cob, ccf, cad, ace, cylM, 

cylB ve cylA genleri) 

 

95 °C     5 dk  1 döngü 

95 °C     30 sn 

Uygun bağlanma sıcaklığı  30 sn  35 döngü 

72 °C     60 sn 

72 °C     10 dk  1 döngü 

 

Protokol 2 (hyl geni ) 

 

95 °C     2dk  1 döngü 

95 °C     30 sn 

56 °C     90 sn  35 döngü 

72 °C     90 sn  

72 °C     10 dk  1 döngü 

 

Çoğaltılan virülens genlerin PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi 

Thermo OWL EASYCAST B2 yatay elektroforez tankında % 1 (w/v) agaroz oranı 

ile hazırlanan jelde yapılmış ve fragment büyüklükleri GenestaTM 100 bp DNA 

marker (GeneAll Bldg, GA-010, Seul, Kore) kullanılarak hesaplanmıştır. Jel 

kullanılan elektroforez tamponunun yeni hazırlanmış etidyum bromit içeren 

çözeltisinde 30 dakika boyanmıştır. Jel boyama işleminin sonunda UV 

transillüminatör (Vilber Lourmat) üzerinde incelenmiştir. Jel fotoğraflarının 

çekiminde Nikon D500 dijital fotoğraf makinesi kullanılmıştır. 

 

3.2.2.5 Biyojen amin üretimi 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun biyojen amin üretim özelliklerinin belirlenmesinde 

Bover-Cid ve Holzapfel (1999), tarafından önerilen yöntem kullanılmıştır. 
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Hazırlanan bazal besiyerinin içerisine lisin, tirozin, ornitin veya histidin öncül 

amino asitleri ilave edilmiştir.  

 

Dekarboksilaz Besiyeri (Bover-Cid ve Holzapfel1999) 

Tripton 5 g 

Maya ekstraktı 5 g 

Et ekstraktı 5 g 

NaCl 2.5 g 

Glukoz  0.5 g 

Tween 80 1 g 

MgSO4  0.2 g 

MnSO4  0.05 g 

FeSO4 0.04 g 

Amonyum sitrat 2 g 

Tiamin 0.1 g 

K2HPO4 2 g 

CaCO3 0.1 g 

Pridoksal-5-fosfat 0.05 g 

Amino asit 10 g 

Brom krezol-purple 0.06 g 

Agar 20 g 

Destile su 1000 mL 

pH 5.3 ±0.02 (sterilizasyondan önce) 

 

Amino asit öncüleri ilave edilmeden temel besiyeri hazırlanmış ve ardından dört 

ayrı temel besiyeri bileşimine amino asit öncüleri (histidin, lisin, ornitin ve 

tirozin) ayrı ayrı ilave edilmiştir. Hazırlanan besiyerleri 121 °C’de 10 dakika 

süre ile sterilize edilmiştir. Denemelerde tiraminojenik E. faecalis NYE54 suşu 

pozitif kontrol olarak kullanılmıştır (İnoğlu ve Tuncer, 2013). 
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3.2.2.5.1. Aminoasit dekarboksilaz genlerinin PZR ile araştırılması 

                                                    

E. mundtii YB6.30 izolatında histidin (hdc), lizin (ldc), ornitin (odc) ve tirozin 

(tdc) dekarboksilaz genlerinin varlığı Çizelge 3.3.’de verilen primerler 

kullanılarak araştırılmıştır (De Las Rivas vd., 2006). PZR denemelerinde; 95 

°C’de 10 dakika başlangıç denatürasyonu (1 döngü), 95 °C’de 30 saniye / 53 

°C’de 30 saniye / 72 °C’de 2 dakika çoğaltma (30 döngü) ve 72 °C’de 20 dakika 

son uzama (1 döngü) aşamalarından oluşan protokol uygulanmıştır. Çoğaltılan 

amino asit dekarboksilaz genlerinin PZR fragmentlerinin agaroz jel 

elektroforezi % 1.5 (w/v) agaroz oranı ile hazırlanan jellerde yapılmıştır. 

Biyojen amin üretiminin araştırılacağı denemelerde tiraminojenik E. faecalis 

NYE54 (tdc+) suşu pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.3. Dekarboksilaz genlerinin tespitinde kullanılan primerler 

 
Gen Primer dizisi (5' - 3') Kaynak 

hdc GGNATNGTNWSNTAYGAYMGNGCNGA 
ATNGCDATNGCNSWCCANACNCCRTA 

de las Rivas vd., 2006 

tdc TGGYTNGTNCCNCARACNAARCAYTA 
ACRTARTCNACCATRTTRAARTCNGG 

de las Rivas vd., 2006 

odc TWYMAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT 
ACRCANAGNACNCCNGGNGGRTANGG 

de las Rivas vd., 2006 

 ATHWGNTWYGGNAAYACNATHAARAA 
GCNARNCCNCCRAAYTTNCCDATRTC 

de las Rivas vd., 2006 

ldc CAYRTNCCNGGNCAYAA 
GGDATNCCNGGNGGRTA 

de las Rivas vd., 2006 

 
Y: C veya T; R: A veya G; W: A veya T; S: C veya G; M: A veya C; D: A, G veya T; H: 
A, C veya T; B: C,G veya T; N: A,C,G veya T. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA  

 

4.1. E. mundtii YB6.30 Suşunun Teknolojik Özellikleri 

 

4.1.1. Laktik asit üretimi  

 

Laktik asit üretim yeteneğinin belirlenmesi için E. mundtii YB6.30 suşu RSM 

(rekonstitüe skim milk) ve MRS broth ortamlarında 30 ve 37 °C’de kültüre 

edilmiş ve inkübasyonun 0., 6. ve 24. saatlerinde kültür pH’sı ölçülmüştür. E. 

mundtii YB6.30 suşunun RSM ve MRS broth ortamlarında 30 ve 37 °C’de 

inkübasyonun 0., 6. ve 24. saatlerinde ölçülen pH değerleri Çizelge 4.1’de 

verilmiştir.  

 

Çizelge 4.1. E. mundtii YB6.30 suşunun RSM ve MRS broth ortamlarında 30 ve 37 
°C’de inkübasyonun 0., 6. ve 24. saatlerinde pH değerleri  

 
Kültür ortamı*  

 

Zaman 

(saat) 

pH değeri 

30 °C’de 37 °C’de 

RSM 

0 a**6.55±0.014Aa*** a6.51±0.014Ab 

6 a6.45±0.066Aa a6.22±0.066Bb 

24 a5.99±0.018Ba a5.65±0.018Cb 

MRS 

0 b6.50±0.014Aa b6.46±0.014Ab 

6 a6.43±0.066Aa b5.85±0.066Bb 

24 b5.09±0.018Ba b4.75±0.018Cb 

*RSM: rekonstitüe skim milk; MRS: de Man Rogosa and Sharpe broth 
**Ortalamanın solundaki küçük harfler zaman x sıcaklık kombinasyonunda kültür ortamları 
arasındaki farklılığı göstermektedir. 
***Büyük harfler kültür ortamı x sıcaklık kombinasyonunda zamanlar arası farklılığı, küçük 
harfler kültür ortamı x zaman kombinasyonunda sıcaklıklar arası farklılığı göstermektedir. 

 

Cogan vd. (1997), iyi bir mezofilik starter kültürün süt ortamında 30 °C’de 6 

saat inkübasyon sonunda pH’yı 6.6’dan 5.3’e düşürmesi gerektiğini belirtmiştir. 

E. mundtii YB6.30 suşu yalnız MRS broth ortamında inkübasyonun 24. saati 

sonunda pH’yı 5.3’ün altına düşürdüğü tespit edilmiştir. 30 °C’de inkübe edilen 

örneklerde pH 5.09±0.018’e ve 37 °C’de kültüre edilen örneklerde pH 

4.75±0.018’e düşmüştür. Bu veriler ışığında E. mundtii YB6.30 suşunun RSM 
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ortamında 30 ve 37 °C’de inkübasyon sıcaklığında düşük asit üretim özelliği 

gösterdiği belirlenmiştir. Diğer taraftan,  E. mundtii YB6.30 suşu MRS broth 

ortamında 37 °C’de 24. saat inkübasyon sonunda hızlı asit üretim özelliği 

göstermiştir. Bradley vd. (1992)’ne göre kültürlerin asit üretim özelliği 

besiyerlerinin başlangıç pH değeri ile inkübasyondan sonra oluşan pH değerleri 

arasındaki fark (ΔpH) dikkate alınarak, hızlı (ΔpH >1.5), orta (ΔpH 1.0 ile 1.5 

arasında) ve yavaş (ΔpH <1.0) olarak tanımlanmaktadır. Bu kriterler dikkate 

alınarak E. mundtii YB6.30 suşunun RSM ortamında 30 ve 37 °C’de 

inkübasyonun 6. ve 24. saatleri sonunda ΔpH değeri birin altında olduğu için 

yavaş asit üretim yeteneği gösterdiği belirlenmiştir. MRS broth ortamında ise 30 

ve 37 °C’de inkübasyonun 6. saatinde yavaş, 24. saati sonunda 30 °C’de orta ve 

37 °C’de ise hızlı asit üretim özelliği göstermiştir.  

 

Enterokok türlerinin sütte asit üretim yeteneği üzerine yapılan çalışmalar, asit 

üretiminin türe, suşa ve inkübasyon süresine göre farklılık gösterdiğini ortaya 

koymuştur. Enterokoklar genel olarak yavaş veya orta düzeyde asit üretim 

yeteneğine sahiptirler. Morea vd. (1999), Mozeralla peynirinden izole edilen 

enterokok suşlarının 24 saat inkübasyonun sonunda sütün pH’sını 5.5’in altına 

düşmediğini tespit etmişlerdir. Durlu-Ozkaya vd. (2001), beyaz peynirden izole 

ettikleri enterokok izolatlarının genelde düşük asit üretim yeteneğine sahip 

olduklarını, süt ortamında 30 °C’de inkübe edilen izolatların sadece 8’inin 24. 

saatin sonunda pH’yı 5.0’ın altına düşürdüğünü bildirmişlerdir. Yapılan başka 

bir çalışmada El Soda (2002), Mısır’daki farklı süt ürünlerinden izole ettiği 500 

enterokok suşunun asidifikasyon özelliklerinin zayıf olduğunu bildirmiştir. 

Ambadoyiannis vd. (2004), 8’i bebek dışkısından izole edilen ve 8’i de çiğ keçi 

sütünden üretilen feta peynirinden izole edilen toplam 16 enterokok suşunun 

37 °C’de sütte asidifikasyon yeteneklerini inceledikleri çalışmalarında 

izolatların 6, 16 ve 24 saat inkübasyon süresi sonunda zayıf asit üretim 

yeteneğine sahip olduklarını tespit etmişlerdir. Araştırmacılar sadece bebek 

dışkısından izole edilen E. faecalis B20 ve B4 suşlarının inkübasyonun 16. saati 

sonunda ve peynirden izole edilen E. faecalis V1.1 suşunun ise inkübasyonun 24. 

saati sonunda pH’yı 5.2’nin altına düştüğünü gözlemlemişlerdir. Buna ek olarak 

araştırmacılar 16 suştan 13’ünün inkübasyonun 16. saati sonunda sütün pH’sını 
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5.8’in altına düşüremediğini, hatta çoğu suş için 24. saatin sonunda bile süt 

pH’sının 5.6’nın üzerinde olduğunu bildirmişlerdir.  

 

Diğer taraftan enterokok izolatlarının 37 °C’de 16-24 saat inkübasyon sonunda 

süt pH’sını 5.0-5.2’nin altına düşürdüğünü  bildiren çalışmalarda bulunmaktadır 

(Suzzi vd., 2000; Sarantinopoulos vd., 2001, Tuncer, 2009; Banwo vd., 2013; 

Oladipo vd., 2015; Aspri vd., 2016). Esmer İtalyan peynirinden izole edilen E. 

faecalis suşlarında, 24 saatlik fermentasyondan sonra yağsız sütte pH 4.5’e 

kadar düşmüş ve yüksek bir asit üretim potansiyeli gözlemlenmiştir (Suzzi vd., 

2000). Sarantinopoulos vd. (2001), yaptıkları çalışmada çeşitli kaynaklardan 

izole edilen 129 E. faecium, E. faecalis ve E. durans suşunun biyokimyasal ve 

teknolojik özelliklerini incelemişler ve E. faecalis’in genelde E. faecium’dan daha 

güçlü bir asitlendirici etkiye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Tuncer (2009), 

Tulum peynirinden izole edilen 17 E. faecium izolatından 10’unun, 11 E. durans 

izolatından 5’inin ve 11 E. faecalis izolatından 3’ünün asidifikasyon 

yeteneklerinin iyi düzeyde olduğunu bildirmiştir. Banwo vd. (2013), inek 

sütünden izole edilen E. faecium suşlarının asit üretim yeteneğini incelemişler 

ortamın ilk pH’sı 6.54 olmasına karşın E. faecium CM4 suşu pH’yı 4.05’e kadar 

düşürürken 48 saatlik inkübasyon sonunda E. faecium 2CM1 suşu pH’yı 3.85’e 

kadar düşürmüştür. Suşlar MRS ortamında pH’yı 5’in altına düşürerek güçlü bir 

asitlendirme özelliği göstermiştir. Oladipo vd. (2015), RSM ortamı kullandıkları 

çalışmalarında inkübasyonun 6. ve 24. saati sonunda asit üretim yeteneğini 

inceledikleri E. gallinarum W211 suşunun besiyerinin pH’sını 24 saatte 5.8’den 

4.8’e, E. gallinarum T71 suşunun ise pH’yı 24. saat sonunda 5.8’den 4.7’ye 

düşürerek iyi bir asitlendirme özelliği gösterdiğini tespit etmişlerdir. 

Araştırmacılar E. gallinarum U82, E. gallinarum W184 ve E. gallinarum C103 

suşlarının ise orta seviyede asit üretim yeteneği gösterdiğini rapor etmişlerdir. 

Aspri vd. (2016), yaptıkları çalışmada 189 enterokok suşundan 16’sının 

başlangıç pH değeri 6.90 olan süt ortamının pH’sını 6 saat sonra 5.99-5.51 

aralığına düşürdüğünü, 24 saat sonra izolatların % 38’inin pH’yı 4.55-5.00 

seviyelerine, % 56’sının ise 5.10-6.00’a düşürdüğünü bildirmişlerdir. 

Araştırmacılar izolatların yalnız % 5’inin pH’yı 6’nın altına düşüremediğini 

bildirmişlerdir. Anagnostopoulos vd. (2018), yeşil zeytinden izole ettikleri 
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enterokok suşlarının hiçbirinin 6 saat inkübasyon sonunda sütün pH’sını 6.0’ın 

altına düşüremediğini tespit etmişlerdir. Bununla birlikte araştırmacılar 24 saat 

inkübasyon sonunda 64 izolatın 9’unun sütün pH’sını 4.60’ın altında,  izolatların 

34’ünün 4.60 ile 5.10 arasında ve 21’inin 5.10’dan büyük olduğunu 

belirlemişlerdir.  

 

Asit üretim yeteneği starter kültür seçiminde önemli bir kriterdir (Özkalp vd., 

2007). Starter kültürler tarafından üretilen organik asitler bozulma yapan veya 

patojenik bakteriler gibi istenmeyen mikroorganizmaların gelişmesini 

önlemekte hem de son ürünün organoleptik özelliklerinin oluşmasında önemli 

rol oynamaktadır (Anagnostopoulos vd., 2018). Hızlı asit üretim yeteneğine 

sahip suşlar çoğunlukla starter kültür olarak kullanılırken, orta veya zayıf asit 

üretim yeteneğine sahip suşlar ise diğer teknolojik özelliklerine bağlı olarak 

yardımcı starter kültür olarak kullanılabilmektedir (Ayad vd., 2004; Lee, 2005). 

Çalışma kapsamında elde edilen sonuçlar, fermente sucuktan izole edilen 

bakteriyosin üreticisi E. mundtii YB6.30 suşunun asit üretim yeteneği 

bakımından değerlendirildiğinde et ürünlerinin yanı sıra fermente süt 

ürünlerinin üretiminde de yardımcı starter kültür olarak starter 

kombinasyonlarında yer alabileceğini göstermektedir. 

 

4.1.2. Proteolitik aktivite 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun proteolitik aktivitesi kalsiyum kaseinat agar 

kullanılarak belirlenmiştir. Deneme sonucu E. mundtii YB6.30 suşunun 

oluşturduğu koloni etrafında opak zon oluşumu gözlenmiş (Şekil 4.1) ve 

YB6.30’un proteolitik aktiviteye sahip olduğu tespit edilmiştir. Benzer olarak 

Serio vd. (2010),  70 enterokok suşunun (34 E. faecium,  28 E. faecalis ve 8 E. 

durans) rekonstitüe skim milk agar ortamında proteolitik aktivite özelliklerini 

araştırdıkları çalışmalarında 9 E. faecalis, 2 E. faecium ve 1 E. durans izolatının 

proteolitik aktivite gösterdiğini tespit etmişlerdir. Ribeiro vd. (2014), plate 

count agar ortamına skim milk (%10 w/v) ilave edilerek hazırladıkları skim 

milk agar ortamında Pico peynirinden izole edilen bakteriyosin üreticisi 7 E. 

faecalis suşundan sadece E. faecalis L3A1M6 suşunun proteolitik aktivite 
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gösterdiğini bildirmişlerdir. Jaouani vd. (2015), 9 E. faecium, 8 E. faecalis, 3 E. 

hirae ve 2 E. mundtii olmak üzere 22 bakteriyosin üreticisi enterokok 

izolatından 3 E. faecium (L5, 59 ve 97) ve 2 E. faecalis (K4 ve 98) suşunun skim 

milk agar ortamında kazeini hidrolize ederek proteolitik aktivite gösterdiğini 

belirlemişlerdir. Aspri vd. (2016), eşek sütünden izole edilen enterokok 

izolatlarının skim milk agar ortamında proteolitik aktivite özelliklerinin test 

etmişler ve izolatların % 78’inin (56/72) besiyeri ortamında opak zon 

oluşturarak proteolitik aktivite pozitif özellik gösterdiğini rapor etmişlerdir.  

 

 

 
Şekil 4.1. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis ATCC 29212 (pozitif kontrol) 

suşlarının kalsiyum kazeinat agar ortamında 37 °C’de 3 gün 
inkübasyon sonrası görüntüleri 

  

Diğer taraftan Ben Belgacem vd. (2010), Tunus fermente et ürünü Gueddid’ten 

izole ettikleri antibakteriyel aktiviteye sahip 24 enterokok suşunun proteolitik 

aktivite özelliğini % 1.5 skim milk içeren triptik soy agar ortamında test 

etmişler ve suşların hiçbirinin kazeini hidrolize edemediğini belirlemişlerdir. 

Benzer olarak Landeta vd. (2013), İspanyol sosislerinden izole edilen 19 E. 

faecium izolatının hiçbirinin jelatin ve kalsiyum kazeinat agar ortamlarında 

proteolitik aktivite göstermediğini tespit etmişlerdir.  

 

Proteoliz, fermente bir ürünün organoleptik özelliklerinin gelişimine katkıda 

bulunan temel endüstriyel özelliklerden biridir (Anagnostopoulos vd., 2018), bu 
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nedenle bakteriyosin üreticisi E. mundtii YB6.30 suşunun kalsiyum kazeinat 

agar ortamında proteolitik aktivite göstermesi starter/yardımcı starter kültür 

olarak kullanımı için bir avantajdır. 

 

4.1.3. Lipolitik aktivite 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun lipolitik aktivite özelliği spirit blue agar,  MRS agar 

(tween 80 veya tween 20 içeren) ve tributyrin agar olmak üzere farklı 

ortamlarda test edilmiş ve YB6.30 suşunun lipolitik aktivite göstermediği 

belirlenmiştir. Tezde elde edilen sonuca benzer olarak Jaouani vd. (2015), 

bakteriyosin üreticisi 9 E. faecium, 8 E. faecalis, 3 E. hirae ve 2 E. mundtii 

suşunun hiçbirinin tributyrin agarda lipolitik aktivite göstermediğini tespit 

etmişlerdir. Aspri vd. (2016), enterokok izolatlarının hiçbirinin tributyrin agar 

ortamında zon vermediğini bildirmişlerdir.  

 

Diğer taraftan farklı araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda enterokok 

izolatlarının lipolitik aktivite gösterdiğini bildiren çalışmalarda bulunmaktadır. 

Bu çalışmalarda genel olarak enterokokların düşük düzeyde lipolitik aktivite 

gösterdiği belirlenmiştir (Sarantinopoulos vd., 2001; Tuncer, 2009; Ribeiro vd., 

2014; Oladipo vd., 2015; Čanigová vd., 2016; Anagnostopoulos vd., 2018). 

Sarantinopoulos vd., (2001), farklı kaynaklardan izole edilen 129 enterokok 

izolatının teknolojik özelliklerinin araştırıldığı çalışmalarında izolatların % 

90’ının tributyrin substratlarını hidrolize ettiğini tespit etmişlerdir. 

Araştırmacılar en lipolitik türün E. faecalis olduğunu ve bu türü E. faecium ve E. 

durans’ın izlediğini bildirmişlerdir. Benzer olarak Tuncer (2009), tulum 

peynirinden izole edilen 39 enterokok izolatının tamamının lipolitik aktivite 

gösterdiğini, E. faecalis türünün en lipolitik tür olduğunu ve bunu E. faecium ve 

E. durans türlerinin takip ettiğini rapor etmiştir. Ribeiro vd. (2014), bakteriyosin 

üreticisi 7 Enterococcus izolatından ikisinin tributyrin agar ortamında lipolitik 

aktivite gösterdiğini belirlemişlerdir. Oladipo vd. (2015), Nijerya geleneksel 

fermente gıda örneklerinden izole edilen 5 E. gallinarum izolatının tributyrin 

agar ortamında lipolitik aktivitelerini test etmişler ve izolatların 10 ile 12 mm 

arasında değişen çaplarda zon verdiğini belirlemişlerdir. Čanigová vd. (2016), 
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çiğ sütten izole ettikleri enterokok izolatlarının düşük lipolitik aktiviteye sahip 

olduğunu rapor etmişlerdir. Araştırmacılar izolatların tributyrin agar ortamında 

7 ile 15 mm arasında değişen çapta zon verdiğini tespit etmişlerdir. 

Anagnostopoulos vd. (2018), tributyrin agar kullanarak sofralık zeytinlerden 

izole edilen enterokokların lipolitik aktivitesini incelemişler ve izolatların 

sadece % 20.31’inin (13/64) lipolitik aktivite testinde pozitif sonuç verdiğini 

bildirmişlerdir. 

 

Lipolitik aktivite starter kültür olarak kullanılacak suşlarda arzu edilen bir 

özellik olmakla beraber yüksek lipolitik aktivite son ürünün organoleptik 

özelliklerini olumsuz yönde etkileyebilmektedir (Morandi vd., 2006). Bu 

nedenle bakteriyosin üreticisi E. mundtii YB6.30 suşunun lipolitik aktivite 

göstermemesi starter kültür olarak kullanımı için bir dezavantaj değildir. 

 

4.1.4. Nitrat redüktaz aktivitesi  

 

E. mundtii YB6.30 suşunun nitrat redüktaz aktivitesi YT agar ortamında test 

edilmiş ve nitrat pozitif özellik gösterdiği belirlenmiştir. Benzer olarak Landeta 

vd. (2013), kurutulmuş İspanyol sosislerinden izole ettikleri enterokokların da 

nitrat redüktaz aktivitesi gösterdiğini rapor etmişlerdir. Et ürünlerinde temel 

bir katkı maddesi olarak kullanılan nitrit karakteristik kürlenmiş et renginin, 

lezzet ve doku özelliklerinin geliştirilmesi ve özellikle Clostridium botulinum 

başta olmak üzere patojen mikroorganizmaların inaktivasyonu ve oksidatif 

acılaşma oluşumunu engellediği için uzun yıllardır kullanılmaktadır (Ahn vd., 

2004; Liu vd., 2010). Kurutularak olgunlaştırılan fermente sosislerde temel renk 

oluşumundan koagulaz-negatif stafilokoklar sorumlu olsada, tipik renk oluşum 

sürecinde nitratın nitrite indirgenmesinde LAB de rol oynamaktadır. Koagulaz-

negatif stafilokoklara nazaran LAB düşük düzeyde nitrat redüktaz aktivitesi 

gösterse de, nitrat redüktaz aktivitesinin nitrozomiyoglobin oluşum 

mekanizmasına doğrudan dahil olması nedeniyle bu bakterilerde de nitrat 

redüktaz aktivitesinin araştırılması istenilmektedir (Ammor ve Mayo, 2007).  Bu 

nedenle E. mundtii YB6.30 suşunun nitratı redükte etmesi teknolojik açıdan 
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önemlidir. Bu özellik E. mundtii YB6.30 suşunun fermente et ürünlerinde starter 

kültür kombinasyonlarında yer alması için bir avantajdır.  

 

4.2. E. mundtii YB6.30 Suşunun Güvenlik Değerlendirmesi  

 

4.2.1. Antibiyotik direnç 

 

Bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanın öldürücü veya üremeyi durdurucu 

etkisine karşı koyabilme yeteneğine direnç denir (Tenover ve Hugles, 1996). 

Enterokokların antibiyotiklere karşı gösterdikleri direnç, patojenitelerine 

katkıda bulunan faktörlerden biridir (Shankar vd., 2004; Yoğurtcu ve Tuncer, 

2013). Tez çalışması kapsamında bakteriyosinojenik E. mundtii YB6.30 suşunun 

antibiyotik direnç profili 18 ticari antibiyotik diski kullanılarak disk difüzyon 

yöntemi ile test edilmiş ve YB6.30 suşunun denemelerde kullanılan 

antibiyotiklerin tamamına duyarlı olduğu belirlenmiştir (Çizelge 4.2, Şekil 4.2). 

 
Çizelge 4.2. E. mundtii YB6.30 suşunun antibiyotik direnç profili ve disk difüzyon 

zon çapları  
 

Antibiyotik Disk 
Konsatrasyonu 

E. mundtii YB6.30 
Direnç 
profili* 

Zon çapı 
(mm) 

Ampisilin  10 µg S 30 
Penisilin G  10 U S 28 
Vankomisin  30 µg S 21 
Teikoplanin 30 µg S 21 
Eritromisin 15 µg S 23 
Tetrasiklin 30 µg S 28 
Doksisiklin 30 µg S 29 
Minosiklin 30 µg S 29 
Siprofloksasin 5 µg S 22 
Levoflaksasin 5 µg S 22 
Norfloksasin 10 µg S 17 
Nitrofurontoin 300 µg S 24 
Rifampin 5 µg S 33 
Kloramfenikol 30 µg S 27 
Quinopristin-dalfopristin 15 µg S 21 
Linezolid 30 µg S 32 
Gentamisin 120 µg S 22 
Streptomisin 300 µg S 21 

*S: Duyarlı 
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Şekil 4.2. E. mundtii YB6.30 suşunun eritromisin (15 µg), levofloksasin (5 µg), 

linezolid (30 µg), nitrofurantoin (300 µg), penisilin G (10 U) ve 
teikoplanin (30 µg) antibiyotiklerine karşı disk difüzyon test sonuçları 

 

Yousif vd. (2005), Hussuwa’dan izole ettikleri enterokok suşlarının tamamının 

ampisilin, gentamisin, kloramfenikol, tetrasiklin ve streptomisin’e karşı duyarlı 

olduğunu belirlemişlerdir. Diğer taraftan araştırmacılar izolatların penisilin, 

vankomisin, eritromisin ve siprofloksasin’e karşı ise dirençli olduğunu tespit 

etmişlerdir. Trivedi vd. (2011), çeşitli gıda kaynaklarından izole ettikleri 

enterokokların sefalotin (% 46), ofloksasin (% 38) ve eritromisine (% 10) karşı 

yüksek direnç gösterdiğini bildirmiştir. Klinik olarak önemli ampisilin, 

gentamisin ve teikoplanin gibi antibiyotiklere ise daha düşük direnç 

gösterdiklerini saptamışlardır. Ayrıca bu çalışmada test edilen suşlardan 

hiçbirinin vankomisine dirençli olmadığı tespit edilmiştir. Banwo vd. (2013), çiğ 

inek sütünden izole ettikleri bakteriyosin üreticisi E. faecium CM4 ve 2CM1 

suşlarının antibiyotik direnç profillerini inceledikleri çalışmalarında, E. faecium 

CM4 suşunun vankomisine yüksek duyarlılık gösterdiğini ancak streptomisin, 

kloramfenikol, gentamisin, pefloksasin, siprofloksasin ve tetrasikline karşı orta 

derecede duyarlı olduğunu belirlemişlerdir. Araştırmacılar E. faecium 2CM1 

suşunun ise pefloksasine karşı dirençli, streptomisin, gentamisin, tetrasiklin ve 

vankomisinin de dahil olduğu 7 antibiyotiğe karşı ise orta seviyede duyarlı 

olduğunu tespit etmişlerdir. Özden-Tuncer vd. (2013), bakteriyosin üreticisi E. 

faecium EYT17, EYT31 ve EYT39 suşlarının antibiyotik direnç profillerinin 
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belirlenmesinde disk difüzyon testi kullanmışlar ve suşların tamamının 

ampisilin, kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin, penisilin, streptomisin, 

tetrasiklin, sülfametoksazol/trimetoprim ve vankomisine duyarlı olduğunu 

tespit etmişlerdir. E. faecium suşları yalnızca eritromisine orta seviyede dirençli 

bulunmuştur. Tuncer vd. (2014) yılında disk difüzyon yöntemi kullanılarak 

yapılan antibiyotik direnç testi sonucu bakteriyosin üreticisi E. faecalis MYE58 

suşunun denemelerde kullanılan 10 antibiyotikten streptomisin (300 μg) ve 

tetrasikline (30 μg) hariç denemelerde kullanılan diğer antibiyotiklere karşı 

duyarlı olduğunu belirlemişlerdir. Avcı ve Özden Tuncer (2017), geleneksel 

peynir örneklerinden izole ettikleri 11 bakteriyosin üreticisi enterokok suşunun 

tamamının gentamisin, teikoplanin, doksisiklin, ampisilin, nitrofurantoin, 

linezolid ve levofloksasine karşı duyarlı olduğunu tespit etmişlerdir. E. faecalis 

MBE29-1 suşu hariç diğer tüm suşlar vankomisine karşı duyarlı bulunmuştur. 

Ancak diğer taraftan araştırmacılar sözkonusu suşlardan 6’sının çoklu 

antibiyotik direnç özelliği taşıdığını tespit etmişlerdir.  

 

4.2.2. Hemolitik aktivite 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun hemolitik aktivite özelliği (% 5 v/v) koyun kanı 

içeren Columbia agar ortamında test edilmiştir. Hemolitik aktivite testi sonucu 

YB6.30 kolonileri etrafında opak zon oluşumu gözlemlenmemiş sonuç gama (γ) 

hemoliz olarak değerlendirilmiştir. Elde edilen bu bulguya benzer olarak farklı 

araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda da gıda kaynaklı enterokok 

izolatlarının hemolitik aktivite göstermediği tespit edilmiştir (Özmen-Toğay vd., 

2010; Malek vd., 2012; Banwo vd., 2013; Tuncer vd., 2014). Özmen-Toğay vd. 

(2010), fermente gıda maddelerinden izole edilen 68 E. faecalis ve 16 E. faecium 

suşlarının hiçbirinin β-hemolitik aktivite göstermediğini tespit etmişlerdir. 

Mısır peynirlerinden izole edilen 35 enterokok suşunun hiçbirinde hemolitik 

aktiviteye rastlanmamıştır (Malek vd., 2012). Banwo vd. (2013), çiğ sütten izole 

edilen bakteriyosin üreticisi E. faecium CM4 ve 2CM1 suşlarının hemolitik 

aktivite göstermediğini bildirmiştir. Tuncer vd. (2014), çiğ sütten izole ettikleri 

enterosin üreticisi E. faecalis MYE58 suşunun kanlı agarlı besiyerinde hemolitik 

aktivite özelliğini incelemişler ve hemolitik aktivite göstermediğini 
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belirlemişlerdir. Anagnostopoulos vd. (2018), yeşil zeytinden izole edilen 

enterokok suşlarının hiçbirinin hemolitik aktivite göstermediğini rapor 

etmişlerdir.  

 

Gıdalardan α ve β-hemolitik enterokok suşlarının izole edildiğini bildiren 

çalışmalarda bulunmaktadır. Eaton ve Gasson (2001), gıda kaynaklı enterokok 

izolatlarında β-hemolitik aktivite tespit etmişlerdir. Ambadoyiannis vd. (2004), 

feta peynirinden ve bebek dışkısından izole ettikleri 7 E. faecium izolatından 

6’sının β-hemolitik aktivite gösterdiğini rapor etmişlerdir. Trivedi vd. (2011), E. 

faecalis ve E. faecium izolatları arasında β-hemolitik aktiviteye sahip suşlar 

olduğunu bildirmiştirler. Avcı ve Özden Tuncer (2017), geleneksel Türk 

peynirlerinden izole ettikleri bakteriyosin üreticisi 11 enterokok izolatından E. 

faecium MBE27-2, E. faecium MBE27-3 ve E. faecalis MBE29-3 suşlarının α-

hemolitik, E. faecalis MBE1-9, E. faecalis MBE29-1, E. faecalis MBE31-4 ve E. 

faecium MBE12-3 suşlarının zayıf α-hemolitik aktivite gösterdiğini 

belirlemişlerdir. Araştırmacılar E. faecium MBE15-2, MBE16-5, MBE22-2 ve E. 

faecalis MBE20-5 suşlarının ise hemolitik aktivite göstermediğini 

bildirmişlerdir. Gökmen vd. (2017), tüketime hazır gıdalardan izole edilen 114 

enterokok izolatının 36’sının (22 E. faecium, 14 E. faecalis) hemolitik aktivite 

gösterdiğini bildirmişlerdir.  

 

Enterokoklarda hemolizin/sitolizin varlığı son derece dikkatlice kontrol 

edilmesi gereken bir özellik olup hemolitik aktivitenin olmaması süt 

endüstrisinde kullanılacak starter kültürlerin seçilmesinde önemli bir kriter 

olarak kabul edilmektedir (Giraffa, 1995). Hemolizin üretimi enterokokal 

enfeksiyonların şiddetini artırabilmekte ve hemolizin üretimine katılan genlerin 

varlığı da bir risk faktörü olarak kabul edilmektedir (Valenzuela vd., 2009). Gıda 

fermentasyonlarında starter kültür olarak kullanılacak olan suşların β-hemolitik 

aktivite göstermesi istenmeyen bir durumdur (Gomes vd., 2008). Bu nedenle E. 

mundtii YB6.30 suşunun hemolitik aktivite göstermemesi gıda üretim 

proseslerinde kullanılması için bir avantajdır. 
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4.2.3. Jelatinaz aktivitesi 

 

E. mundtii YB6.30 suşunun jelatinaz aktivitesi % 3 jelatin içeren Todd-Hewitt 

agar besiyerinde test edilmiştir. İnkübasyonu takiben buzdolabında bekletilen 

Petri kutusu incelendiğinde koloni etrafında opak zon oluşumu gözlenmemiş ve 

sonuç negatif olarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.3).  

 

 

 
Şekil 4.3. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis NYE7 (pozitif kontrol) suşlarının 

jelatinaz test sonuçları 
 

Gomes vd. (2008), Brezilya’da üretilen peynir, et, sebze ve süt ürünlerinden 

izole edilen suşların jelatinaz aktivitesini incelemişler ve sadece E. faecalis 

izolatlarının % 60’ının jelatinaz aktivitesi gösterdiğini tespit etmişlerdir. 

Araştırmacılar E. faecium, E. casseliflavus ve E. gallinarum izolatlarının ise 

jelatinaz aktivitesi göstermediğini bildirmişlerdir. Trivedi vd. (2011), et, süt ve 

meyve/sebze ürünlerinden izole ettikleri 250 enterokok izolatının jelatinaz 

aktivitesini incelemişler ve sadece etten izole edilen 1 E. faecalis izolatının 

jelatinaz aktivitesine sahip olduğunu bildirmişlerdir. Banwo vd. (2013), çiğ inek 

sütünden izole ettikleri bakteriyosin üreticisi E. faecium CM4 ve 2CM1 

suşlarının her ikisinin de jelatinaz aktivitesi göstermediğini belirlemişlerdir. 

Tuncer vd. (2014), çiğ sütten izole edilen bakteriyosin üreticisi E. faecalis 

MYE58 suşunun jelatinaz negatif özellik gösterdiğini rapor etmişlerdir. Avcı ve 

Özden-Tuncer (2017) yılında yaptıkları çalışmada ise izole ettikleri bakteriyosin 
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üreticisi 11 enterokok suşlardan sadece E. faecalis MBE29-3 suşunun Todd-

Hewitt agarda jelatinaz aktivitesi gösterdiğini tespit etmişlerdir. Gökmen vd. 

(2017), tüketime hazır gıda maddelerinden izole ettikleri 114 enterokok 

izolatının hiçbirinin jelatinaz aktivitesi göstermediğini belirlemişlerdir. Diğer 

taraftan farklı araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda gıda ve klinik 

kaynaklı enterokok izolatlarında jelatinaz aktivitesinin tespit edildiğini bildiren 

çalışmalarda bulunmaktadır (Eaton ve Gasson, 2001; Cariolato vd., 2008; 

Manavalan vd., 2015).   

 

Jelatinaz çinko içeren hücre dışı bir metalloproteinaz olup jelatin, kollojen, 

fibrinojen, kazein, hemoglobin, insülin ve bazı biyoaktif peptidlerin hidrolizine 

neden olmaktadır. Düzensiz metallaproteinaz aktivitesi kanser hücrelerinin 

invazyonu, artrit ve periodontit gibi patolojik durumlarla ilişkilendirilmektedir 

(Singh vd., 1998; Kanematsu vd.,1998; Dworniczek vd., 2003). E. mundtii YB6.30 

suşunun jelatinaz aktivitesi göstermemesi starter kültür olarak kullanımı için 

bir avantajdır. 

 

4.2.4. Virülens faktör genlerinin PZR ile araştırılması 

 

Mikroorganizmaların hastalık yapıcı etkisini arttıran efektör moleküller 

virülens faktörler olarak isimlendirilmektedir (Mundy vd., 2000). Enterokoklar 

düşük virülens özellikli bakteriler olarak bilinmelerine rağmen son yıllarda 

artan nozokomiyal enfeksiyonların sorumluları arasında yer almaktadırlar. Gıda 

kaynaklı enterokokların virülens özellikleri klinik örneklere göre daha düşük 

olduğu bildirilmiştir (Eaton ve Gasson, 2001; Giraffa, 2002; Foulquié Moreno 

vd., 2006; İnoğlu ve Tuncer, 2013; Özden-Tuncer vd., 2013). Jelatinaz (gelE), 

hücre duvarı adhezinleri (efaAfm, efaAfs), ekstraselüler yüzey proteini (espfm, 

espfs), seks feromonları (cpd, cob, ccf, cad), kollojen bağlayan protein (ace, acm), 

agregasyon proteini (agg), sitolizin (cylM, cylB, cylA) ve hiyaluronidaz (hyl) 

üretim özelliklerini kodlayan virülens faktörlerin genetik determinantlarının 

spesifik primerler kullanılarak araştırıldığı PZR çalışması sonucu E. mundtii 

YB6.30 suşunda virülens faktör genlerinin hiçbirinin bulunmadığı tespit 

edilmiştir (Şekil 4.4). E. mundtii YB6.30 suşunda gelE geni bulunmaması 
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jelatinaz aktivitesinin fenotipik olarak test edildiği deneme sonucunu 

desteklemektedir. Geçmiş yıllarda farklı araştırmacılar tarafından yapılan 

çalışmalarda fenotipik olarak jelatinaz aktivitesi göstermeyen ancak gelE geni 

(sessiz) varlığı tepit edilen enterokok izolatlarıda bildirilmiştir (Eaton ve 

Gasson, 2001; Franz vd., 2001; Cariolato vd., 2008; Trivedi vd., 2011; Tuncer vd., 

2014; Avci ve Özden-Tuncer, 2017). Kanlı agar ortamında hemolitik aktivite 

göstermediği tespit edilen YB6.30 suşunda cylM, cylB, cylA genlerinin tespit 

edilmemesi fenotipik test sonucunu desteklemektedir. PZR denemeleri sonucu 

E. mundtii YB6.30 suşunda virülens faktör geni varlığı tespit edilmemiş olması 

gıda endüstrisinde kullanım için güvenli olduğunu göstermektedir. 

  

 

 
Şekil 4.4. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis ATCC 29212 suşlarında virülens 

genlerin PZR tespiti 
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1 E. mundtii YB6.30 (agg) : - 
2 E. mundtii YB6.30 (gelE) : - 
3 E. mundtii YB6.30 (efaAfm) : - 
4 E. mundtii YB6.30 (efaAfs) : - 
5 E. mundtii YB6.30 (cpd) : - 
6 E. mundtii YB6.30 (cob) : - 
7 E. mundtii YB6.30 (ccf) : - 
8 E. mundtii YB6.30 (cad) : - 
9 E. mundtii YB6.30 (ace) : - 
M GenestaTM 100 bp DNA Marker : 2000, 1800, 1600, 1400, 1200, 1000, 900, 

800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bç 
10 E. mundtii YB6.30 (acm) : - 
11 E. mundtii YB6.30 (cylM) : - 
12 E. mundtii YB6.30 (cylB) : - 
13 E. mundtii YB6.30 (cylA) : - 
14 E. mundtii YB6.30 (hyl) : - 
15 E. mundtii YB6.30 (espfm) : - 
16 E. mundtii YB6.30 (espfs) : - 
17 Nergatif control (su) : - 
18 E. faecalis ATCC 29212 (agg) : - 
19 E. faecalis ATCC 29212 (gelE) : 419 bç 
20 E. faecalis ATCC 29212 (efaAfm) : - 
21 E. faecalis ATCC 29212 (efaAfs) : 705 bç 
22 E. faecalis ATCC 29212 (cpd) : 782 bç 
23 E. faecalis ATCC 29212 (cob) : 1405 bç 
24 E. faecalis ATCC 29212 (ccf) : 543 bç 
25 E. faecalis ATCC 29212 (cad) : 1299 bç 
26 E. faecalis ATCC 29212 (ace) : 350 bç 
27 E. faecalis ATCC 29212 (acm) : 353 bç 
28 E. faecalis ATCC 29212 (cylM) : - 
29 E. faecalis ATCC 29212 (cylB) : 843 bç 
30 E. faecalis ATCC 29212 (cylA) : 517 bç 
31 E. faecalis ATCC 29212 (hyl) : -  
32 E. faecalis ATCC 29212 (espfm) : - 
33 E. faecalis ATCC 29212 (espfs) : - 
 

4.2.5. Biyojen amin üretimi  

 

Bakteriyosin üreticisi E. mundtii YB6.30 suşunun amino asit dekarboksilaz 

besiyerinde 4 farklı amino asit öncüsü kullanılarak yapılan biyojen amin üretim 

özelliğinin fenotipik olarak test edildiği denemeler sonucu, YB6.30 suşunun 

histidin (Şekil 4.5), lisin ve ornitin amino asitlerini dekarboksile etmediği ancak 

tirozini dekarboksile ederek tiramin ürettiği (Şekil 4.6) belirlenmiştir.  
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Şekil 4.5. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis NYE54 suşlarının histidin içeren 

dekarboksilaz besiyerinde 37 °C’de 5 gün inkübasyon sonrası 
görüntüleri 

 

 

 
Şekil 4.6. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis NYE54 suşlarının tirozin içeren 

dekarboksilaz besiyerinde 37 °C’de 5 gün inkübasyon sonrası 
görüntüleri 

 

Mikroorganizmaların amino asit dekarboksilasyonu tür, suş ve çevresel 

koşullara göre farklılık göstermektedir. Bununla birlikte enterokoklarda tiramin 

üretiminin yaygın olarak tespit edildiği farklı araştırmacılar tarafından 

bildirilmiştir (Andrighetto vd., 2001; Ambadoyiannis vd., 2004; Tuncer, 2009; 
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İnoğlu ve Tuncer, 2013; Yüceer ve Özden-Tuncer, 2015; Aspri vd., 2016; Avci ve 

Özden-Tuncer, 2017; Zommiti vd., 2018). Andrighetto vd. (2001) İtalyan 

peynirinden izole edilen enterokok suşlarının hiçbirinin histidin, lisin ve ornitini 

dekarboksile edemediğinin tespit etmişlerdir. Ancak araştırmacılar E. durans 

izolatlarının tamamının, E. faecalis izolatlarının % 97.5’inin ve E. faecium 

izolatlarının % 77.8’inin tirozini dekarboksile ettiğini rapor etmişlerdir. 

Ambadoyiannis vd. (2004), inceledikleri izolatların hiçbirinin histamin, 

kadaverin veya putresin üretmediğini bununla birlikte, tiramin üretiminin E. 

faecalis, E. faecium ve E. durans türleri için ortak bir özelliği olduğunu 

bildirmişlerdir. Tuncer (2009), yaptığı çalışmada 39 enterokok suşunun 

hiçbirinin histidin, lizin ve ornitini dekarboksile etmediğini tespit etmişlerdir. 

Bununla birlikte 39 suşun 36’sının (% 92.31) tiraminden tirozin ürettiği 

bulunmuştur. Ülkemizde yapılan bir başka çalışmada İnoğlu ve Tuncer (2013) 

yılında yaptıkları çalışmada tulum peynirinden izole edilen 28 enterokok 

izolatının histidin, lisin ve ornitinin dekarboksile edemezken izolatların % 

92.9’unun tirozini dekarboksile ederek tiramin ürettiği tespit edilmiştir. E. 

faecium suşunun tiramin üreticisi olduğunu bulmuştur. Yüceer ve Özden-Tuncer 

(2015), tarafından yapılan çalışmada sucuk örneklerinden izole edilen 

enterokokların hiçbirinin histidini, lizini ve ornitini dekarboksile etmediği ancak 

izolatların % 68’inin tirozini dekarboksile ettiği belirlenmiştir. Aspri vd. (2016), 

enterokok izolatlarının 7 gün inkübasyon süresi sonunda histidin veya ornitini 

dekarboksile edemezken, izolatların % 75’inin tirozini dekarboksile ettiğini 

tespit etmişlerdir. Avcı ve Özden-Tuncer (2017), yaptıkları çalışmada geleneksel 

Türk peynirlerinden izole ettikleri 11 enterokok suşunun 10’ununda tirozin 

dekarboksilaz aktivitesi tespit etmişlerdir. 

 

Yüksek düzeyde biyojen amin tüketiminin organizmada çeşitli farmakolojik, 

fizyolojik ve toksik etkiler göstermesinden dolayı bakteriyosin üreticisi E. 

mundtii YB6.30 suşunun tirozin dışında test edilen diğer amino asitleri 

dekarboksile etmemesi bir avantajdır. Ancak söz konusu suşun tiramin üretim 

miktarının daha sonra yapılacak çalışmalar ile araştırılması gıda sistemlerinde 

kullanım güvenliğinin belirlenmesi için gerekmektedir.   
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4.2.5.1. Dekarboksilaz genlerinin PZR ile araştırılması 

 

Histidin (hdc), lisin (ldc), ornitin (odc) ve tirozin (tdc) dekarboksilaz genlerinin 

araştırıldığı PZR denemesi sonucu E. mundtii YB6.30 suşunda sadece tdc geni 

varlığı tespit edilmiştir. PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi sonucu tirozin 

dekarboksilaz genine özgü 825 kb büyüklüğünde fragment elde edilmiştir (Şekil 

4.6). PZR sonuçları amino asit dekarboksilaz besiyerinde elde edilen fenotipik 

test sonuçlarını desteklemektedir. Farklı araştırmacılar tarafından yapılan 

çalışmalarda da tiramin üretimi ile tdc geni varlığı arasında uyum olduğu 

bildirilmiştir (Bhardwaj vd., 2008; Kucerová vd., 2009; Kalhotka vd., 2012; 

İnoğlu ve Tuncer, 2013; Yüceer ve Özden-Tuncer, 2015; Avci ve Özden-Tuncer, 

2017).  

 

 
 

Şekil 4.7. E. mundtii YB6.30 suşunda histidin (hdc), lisin (ldc), tirozin (tdc) ve 
ornitin (odc) dekarboksilaz genlerinin PZR amplifikasyonu  
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1 hdc : - 
2 ldc : - 
3 tdc : 825 bç 
4 odc : - 
M GenestaTM 100 bp DNA 

Marker (GeneAll) 
: 2000, 1800, 1600, 1400, 1200, 1000, 900, 
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bç 

5 Pozitif kontrol E. faecalis 
NYE54 (tdc+) 

: 825 bç 

6 Negatif kontrol (su) : - 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu tez çalışması kapsamında E. mundtii YB6.30 suşunun teknolojik ve güvenlik 

değerlendirmesi yapılarak gıda endüstrisinde starter/yardımcı starter kültür 

olarak kullanım potansiyeli araştırılmıştır. E. mundtii YB6.30 suşu RSM 

ortamında 30 ve 37 °C’de düşük asit üretim özelliği gösterken MRS broth 

ortamında 37 °C’de 24. saat inkübasyon sonunda hızlı asit üretim özelliği 

göstermiştir. Asit üretim yeteneği starter kültür seçiminde önemli bir kriterdir 

ve hızlı asit üretim yeteneğine sahip suşlar starter, orta ve düşük seviyede asit 

üreten suşlar ise genellikle yardımcı starter kültür olarak kullanılmaktadır. 

Proteolitik aktivite fermente gıda üretiminde starter kültür olarak kullanılacak 

suşların belirlenmesinde kullanılan temel özelliklerden biridir. E. mundtii 

YB6.30 suşu kalsiyum kazeinat agarda proteolitik aktivite gösterdiği tespit 

edilmiştir. Lipolitik aktivite starter kültür olarak kullanılacak suşlarda arzu 

edilen bir özellik olmakla beraber son üründe istenmeyen acı tat oluşumuna da 

neden olabilmektedir. Lipolitik aktivite testi sonucu E. mundtii YB6.30 suşunun 

lipolitik aktivite göstermediği belirlenmiştir. Nitrat redüktaz testi sonucu E. 

mundtii YB6.30 suşunun nitratı redükte ettiği tespit edilmiştir. Et endüstrisinde 

starter kültür olarak kullanılacak suşlarda nitrat redüktaz aktivitesi istenilen bir 

özelliktir. 

 

Antibiyotiklere karşı gösterdikleri direnç enterokokların patojenitesine katkıda 

bulunan faktörlerden biridir. Enterokoklar klinik olarak öneme sahip 

antibiyotiklere karşı doğal ve kazanılmış direnç özellikleri gösterebilmektedir. 

Çalışma kapsamında bakteriyosinojenik E. mundtii YB6.30 suşunun 

denemelerde kullanılan klinik olarak öneme sahip hiçbir antibiyotiğe direnç 

göstermemesi bir avantajdır. E. mundtii YB6.30 suşunda hemolitik aktivite ve 

jelatinaz üretimi tespit edilmemiştir. PZR denemeleri ile E. mundtii YB6.30 

suşunda 16 virülens faktör geni araştırılmış ve YB6.30 suşunun virülens faktör 

içermediği tespit edilmiştir. Hemolitik aktivite ve jelatinaz üretim özelliğinin 

araştırıldığı fenotipik ve genotipik test sonuçları arasında uyum olduğu 

belirlenmiştir. Amino asit dekarboksilaz denemesi sonucu E. mundtii YB6.30 
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suşunun denemelerde kullanılan amino asit öncüleri arasından yalnız tirozini 

dekarboksile ederek tiramin oluşturduğu belirlenmiştir.  

 

Bakteriyosinojenik E. mundtii YB6.30 suşunun teknolojik özellikleri ve güvenlik 

değerlendirmesinin araştırıldığı denemelerde elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda bu suşun gıda endüstrisinde starter/yardımcı starter kültür 

olarak kullanımın potansiyeli bulunduğu tespit edilmiştir. E. mundtii YB6.30 

suşunun ileride yapılacak çalışmalar ile gıda üretim süreçlerinde denenmesi 

gerekmektedir.     
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