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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FERMENTE SUCUKTAN iZOLE EDIiLEN ENTEROSIN URETICISI Enterococcus
mundtii YB6.30 SUSUNUN TEKNOLOJiK OZELLIKLERI VE GUVENLIK
DEGERLENDiIRMESi

Melike KASAP

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Yasin TUNCER

Bu tez ¢alismasinin amaci fermente sucuktan izole edilen antilisterial aktiviteye
sahip mundtisin treticisi Enterococcus mundtii YB6.30 susunun teknolojik
ozellikleri ve giivenlik degerlendirmesinin yapilmasidir. Bu amacla E. mundtii
YB6.30 susunun teknolojik o6zelliklerinden laktik asit tiretimi, proteolitik
aktivite, lipolitik aktivite ve nitrat rediiktaz aktivitesi arastirilmistir. E. mundtii
YB6.30 susunun diisiik asit liretim yetenegine sahip oldugu, proteolitik aktivite
gosterdigi, lipolitik aktivite gostermedigi ve nitrati rediikte edebildigi tespit
edilmistir. E. mundtii YB6.30 susunun giivenlik degerlendirilmesinin
belirlenmesi amaciyla ise antibiyotik direng, hemolitik aktivite, jelatinaz
aktivitesi ve biyojen amin tlretim 6zellikleri incelenmistir. Calisma kapsaminda
ayrica YB6.30 susunda virtilens faktér ve aminoasit dekarboksilaz genlerinin
genetik determinantlarinin varhigl polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
arastirlmistir. Disk diflizyon testi sonucu YB6.30 susunun denemelerde
kullanilan 18 antibiyotigin tamamina duyarl oldugu tespit edildi. Fenotipik
testler sonucu E. mundtii YB6.30 susunun hemolitik aktivite ve jelatinaz
aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir. Hiicre duvar1 adhezinleri (efaAsm,
efadr), jelatinaz (gelE), ekstraseliiler ylizey proteini (espsm, esps), seks
feromonlari (cpd, cob, ccf, cad), kollajen baglayici protein (ace, acm), agregasyon
proteini (agg), sitolizin (cyIM, cylB, cylA) ve hiyaluronidaz (hyl) gibi viriilens
faktorleri determine eden genlerin arastirildigt PZR denemeleri sonucu E.
mundtii YB6.30 susunun hicbir virtlens geni icermedigi belirlenmistir.
Fenotipik ve genotipik biyojen amin analizleri sonucunda ise E. mundtii YB6.30
susunun histidin, lizin ve ornitini dekarboksile etmedigi ancak tirozini
dekarboksile ettigi belirlenmistir. PZR denemeleri fenotipik test sonuglarini
desteklemistir. E. mundtii YB6.30 susunda sadece tirozin dekarboksilaz (tdc)
geni varligl gozlenmistir. Elde edilen sonuclar neticesinde mundetisin iireticisi E.
mundtii YB6.30 susunun gida endiistrisinde starter/yardimc starter kiiltiir
olarak kullaniminin giivenli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus mundtii, Sucuk, Bakteriyosin, Enterosin,
Teknolojik 6zellikler, Giivenlik degerlendirmesi.

2019, 77 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

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

Melike KASAP

Siileyman 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 (efadsm, efaAs), gelatinase (gelE), extracellular
surface protein (espsm, esps), sex pheromones (cpd, cob, ccf, cad), collagen
binding protein (ace, acm), aggregation protein (agg), cytolysin (cylM, cyIB, 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. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) gida endistirisinde kullanilan mikroorganizma
grubunun temelini olusturmaktadir. LAB’leri et, siit, hububat, meyve ve sebze
gibi genis yelpazede bircok ham maddeden iiretilen gida itiriinlerinin kendine
0zgl tat, doku ve aromasinin olusmasinda aktif rol oynamaktadirlar.
Enterokoklar peynir, sosis gibi bir¢cok fermente gidadan izole edilebilen
homofermentatif LAB’dir. Laktik asit iretimi, proteolitik aktivite, lipolitik
aktivite, sitrat kullanimi ve bakteriyosin Uretimi enterokoklarin gida sanayi
acisindan 6nem tasiyan baslica 6zellikleridir. Bakteriyosinler ribozomal olarak
sentezlenen genellikle tretici suslarla yakindan iligkili tiirlere karsi
antimikrobiyel  aktivite  gbosteren  peptit veya  proteinler olarak
tanimlanmaktadir.  Enterokoklar  tarafindan  iretilen  bakteriyosinler
“enterosinler” olarak isimlendirilmektedir. Enterosinler yakin akraba tiirlere
karsi etkili olmalarinin yani sira Listeria monocytogenes, Clostridium botulinium
ve Bacillus cereus gibi 6nemli gida patojenlerine karsi da antibakteriyel aktivite

gosterebilmektedirler.

Son yillarda tiiketici beklentilerinin minumum islem gérmis gidalar yoniinde
egilim gostermesi nedeniyle gida endiistrisi kimyasal katki maddeleri
(koruyucular) yerine alternatif dogal gida koruyucularinin kullanilmasi
yoniinde yeni arayislara yonelmistir. Alternatif dogal gida koruyucularinin
basinda LAB tarafindan iretilen genis aktivite spektrumuna sahip
bakteriyosinler gelmektedir. Enterokoklar tarafindan tiretilen enterosinler
gliclii anti-listerial aktivitelerinden dolayr yogun arastirmalarin odagi haline
gelmistir. Diger taraftan enterokoklar ¢oklu antibiyotik diren¢ gosterebilmeleri
ve icerdikleri cesitli viriilens faktorler ile nozokomiyal (hastane kaynakl)
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle starter veya probiyotik olarak
kullanim potansiyeline sahip enterokok suslarinin glivenlik

degerlendirilmesinin yapilmasi gerekmektedir.

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

oldugu daha 6nce tespit edilmis olan Enterococcus mundtii YB6.30 susunun hem



teknolojik 6zellikleri (laktik asit liretimi, proteolitik aktivite, lipolitik aktivite ve
nitrat reduiktaz aktivitesi) incelenmis hem de giivenlik degerlendirmesi
(antibiyotik diren¢, hemolitik aktivite, jelatinaz aktivitesi, virlilens faktor
genlerinin tespiti, biyojen amin tliretimi ve amino asit dekarboksilaz genlerinin
tespiti) yapilarak izolatin starter kiiltiir veya yardimci starter kiltir olarak

kullanim potansiyeli arastiriimistur.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enterokoklarin Genel Ozellikleri

Enterokoklar 1899 yilinda Thiercelin tarafindan ilk kez instestinal tabiati
sebebiyle “enterocoque” olarak tanimlanmistir. Daha sonra 1903 yilinda
Thiercelin ve Jouhaud Enterococcus cinsi olarak tanimlanmasini 6nermislerdir.
Bununla birlikte 1933 yilinda Lancefield streptekoklarin daha ileri
siniflandirilmasi igin bir serolojik sistem gelistirmis ve intestinal kaynakl
streptokoklar (daha 6nce Enterococcus cinsinde siniflandirilmis olan) D grubu
antijenine sahip olduklari icin grup D’ye yerlestirilmistir. Sherman 1937 yilinda
bu yerlestirmeye dayanarak streptokoklari; viridans, piyojenik, laktik ve fekal
(enterokoklar) olmak tizere dort gruba ayirmistir. Bu ayrimla enterokoklar
Streptococcus cinsinin bir alt béliimiinii olusturmustur. 1984 yilinda Schleifer ve
Kilpper-Balz DNA:DNA ve DNA:rRNA hibridizasyon tekniklerine dayanarak bu
bakterilerin diger streptokoklardan farkli oldugunu ve bu cinsteki dort tirin
fekal orijinli oldugunu kanitlamis ve Enterococcus cinsi yeniden olusturulmustur

(Khan vd., 2010).

Gilinimtuze kadar Enterococcus cinsine ait 36 tiir tanimlanmis ve enterokoklar 5
ana gruba ayrilmistir. 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 olusturmaktadir. E. saccharolyticus, E.
aquimarinus, E. sulfureus, E. dispar, E. italicus ve E. camelliae ise bu
gruplandirmanin disinda tutulmustur (Byappanahalli vd., 2012). Enterococcus
cinsi icinde E. faecium ve E. faecalis bilimsel ¢alismalarda en ¢ok karsimiza ¢ikan
tiirleri olusturmaktadir (Inoglu ve Tuncer, 2013; Ozden-Tuncer vd. 2013;
Tuncer vd., 2014; Jahan vd. 2015; Rachon vd., 2016; Hwanhlem vd., 2017;
Zommiti vd., 2018; Tsai vd., 2019).



Enterokoklar Gram pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif (bazi tiirleri
pseudo-katalaz ozellik gosterebilir), oksidaz negatif, sivi besiyeri ortaminda
tekli, ikili veya kisa zincir seklinde gelisme gosteren homofermantatif LAB’dir
(Murray, 1990; Hardie ve Whiley, 1997; Doming vd. 2003; Klein, 2003;
Hollenbeck ve Rice, 2012; Jaouania vd. 2015). Pigmentasyon tiirlere gore
degisiklik gostermekle birlikte sar1 pigment treten tirler E. sulfureus, E.
casseliflavus ve E. mundtii olup pigmentli tiirler bitkilerden yaygin olarak izole
edilmektedir (Collins vd., 1986; Martinez-Murcia ve Collins, 1991; Aarestrup vd.,
2002).

Enterokoklarin optimum gelisme sicakliklar1 35 °C olmasina ragmen pek ¢ok
tird 10 ile 45 °C araliginda gelisebilmektedir. Enterokoklar % 6.5 NaCl
varliginda, pH 9.6’da ve 60 °C'de 30 dk 1s1l islemde hayatta kalabilmektedirler.
Enterokok tirlerinin ¢ogu % 40 safra tuzu ortaminda eskilini hidrolize
edebilme yetenegine 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, yiizey sulari, okyanus suyu, kanalizasyon, bitkiler gibi
farkli habitat alanlarindan izole edilebilmesinin yani sira insanlarin ve
hayvanlarin gastrointestinal kanalinda baskin halde bulunmaktadir (Giraffa,
2002; Erol, 2007; Ogier ve Serror, 2008). Enterokoklarin gastrointestinal kanal
ile iliskisine dayanarak, bazi tiirleri siklikla et ve peynir gibi hayvansal orjinli
gidalardan izole edilebilmektedir (Franz vd. 1999; Giraffa, 2003; Akpinar-
Kankaya vd., 2017). Yiiksek sicakliga karsi tolerans gostermeleri ve olumsuz
cevre kosullarinda canliliklarin1 korumalarindan dolay: gesitli enterokok suslari
gidalarda  gelisebilmekte ve  hijyen Kkalitesinin  gostergesi  olarak
degerlendirilmektedir  (Giraffa, 2002). Diger taraftan, enterokoklarin
gidalardaki varlig1 sadece yetersiz hijyen indikatorii olarak degerlendirilmemeli
ayrica gida mikrobiyotasinin bir parcasi olarak da goz Oniine alinmasi
gerekmektedir (Klein, 2003; Isleroglu vd., 2008). Diger LAB gibi enterokoklarda
1s1l islem gormiis et irlnlerinde yiliksek sicakliklara karsi direngli olma

ozelliginden dolay1 pastorizasyon sonrasi canli kalarak ya da dilimleme ve



paketleme gibi islem basamaklarinda c¢apraz kontaminasyona bagh olarak
tiriinde bozulmalara neden olmaktadir (Ozmen-Togay vd., 2011). Ancak bu
olumsuz ozelliklerin disinda enterokoklar sahip oldugu pek c¢ok yararl
ozelliginden dolay1 gida endiistrisinde starter/yardimci starter Kkiiltiir ve

probiyotik olarak da kullanilabilmektedir.

2.2. Enterokoklarin Teknolojik Ozellikleri

Enterokoklar laktik asit iiretimi, proteolitik aktivite, lipolitik aktivite, nitrat
reduktaz aktivitesi ve bakteriyosin tiretimi gibi ¢esitli teknolojik 6zellikleriyle
gida sanayiinde biuyiik bir 6neme sahiptir (Sarantinopoulos vd., 2001; Giraffa,
2003; Foulquié Moreno vd., 2006). Akdeniz tulkelerinde ham madde olarak
koyun, keci ve/veya inek siitinden imal edilen geleneksel peynirlerin
mikrobiyotalar1 lizerine yapilan c¢alismalar bu peynirlerin olgunlasmasinda
enterokoklarin proteoliz, lipoliz ve sitrat yikimi gibi teknolojik 6zellikleri ile bu
uriinlere o6zgu tipik tat ve lezzetin olusumunda 6nemli bir rol tstlendiklerini
ortaya koymustur (Coppola vd. 1990; Litopoulou-Tzanetaki ve Tzanetakis,
1992; Ledda vd., 1994; Giraffa vd.,, 1997; Manolopoulou vd., 2003). Ayrica
enterokoklar biyoteknolojik 6neme sahip olan enterosin olarak adlandirilan
ozellikle Listeria tiirlerine karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip kiiciik peptitler
olan bakteriyosinleri liretme yetenegine de sahiptirler (De Vuyst ve Vandamme,

1994; Ozden-Tuncer vd., 2013; Gék-Charyyev vd., 2019).

2.2.1. Laktik asit iiretimi

Enterokoklar glikoz ve laktozu homofermantatif laktik asit fermentasyonu ile
purivik  asite  dontsturirler. Laktozu ve diger karbonhidratlan
fosfoenolpiriivata bagh fosfotransferaz (PEP-PTS) sistemi araciligl ile hiicre
icine alirlar. Piirivattan da laktat dehidrogenaz enzimi vasitasiyla L-laktik asit

olustururlar (Giraffa, 2003; igleroglu vd., 2008).

Siitte enterokoklarin asit iiretim yetenekleri genellikle diistiktiir (isleroglu vd.,

2008). Siit kaynakl enterokoklarin asit olusturma kapasitelerinin diisiik olmasi



nedeniyle 37 °C’de 16-24 saat inkilibasyon periyodundan sonra ancak siitiin
pH’sim1  5.0-5.2'ye diisiirebildikleri bir¢cok arastirmaci tarafindan ortaya
konmustur (Andrighetto vd., 2001; Durlu-Ozkaya vd., 2001; Sarantinopoulos
vd., 2001). Daha fazla asit olusturma yeteneginde olan E. faecalis, E. faecium’a
gore asitlige kars1 da daha dayanikhdir. E. faecalis’'in yagsiz siitiin pH’'sim1 24
saatlik fermantasyon sonunda 4.5’e dusiirdiigi tespit edilmistir (Suzzi vd.,

2000).

2.2.2. Proteolitik aktivite

Proteolitik enzim yardimiyla kazein hidrolizi sonucu peynir tekstiirtinde 6nemli
degisiklikler gozlemlenmektedir. Bazi peptitler aroma olusumuna katkida
bulunurken, istenmeyen aci-tatlandirici peptitler arzu edilmeyen lezzetlere yol
acabilmektedir (Foulquié Moreno vd., 2006). Enterokoklarin proteolik aktivite
yetenegi cogunlukla sustan susa farklilik gostermektedir (Arizcun vd., 1997;
Durlu-Ozkaya vd., 2001). LAB proteolizi ile ilgili yapilan ¢alismalar Lactococcus
ve Lactobacillus cinsleri iizerine yogunlasmistir (Pritchard ve Coolbear, 1993;
Sousa vd., 2001). Kazein pargalanmasi ve peptid tasinmasina yol agan
biyokimyasal olaylar Enterococcus cinsi de dahil olmak tlizere diger tiim LAB i¢in
de aym oldugu disinilmektedir. Literatiirde proteolitik ve peptidolitik
aktiviteleri belirlemek icin yaygin olarak kabul edilen laboratuvar yontemleri
bulunmamakla birlikte, bu tiir aktiviteler E. faecalis suslar1 harig genellikle diger
Enterococcus tiirleri i¢in distktiir (Dovat vd., 1970; Arizcun vd., 1997; Macedo

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

Enterokoklarda proteolitik sistem ile ilgili ilk ¢alisma 1969 yilinda Somkuti ve
Babel tarafindan yapilmis olup daha sonraki yillarda ise bir¢ok bilim insani
tarafindan ¢alismalar yiirtitiilmistiir. Carrasco de Mendoza vd. (1989), substrat
olarak sodyum kazeinat kullanilarak 61 Enterococcus susunun hiicre disi
proteolitik aktivitesini incelemislerdir. Arastirmacilar proteolitik aktivitenin
susa ve zamana baglh oldugunu bildirmislerdir. 48 saat inkiibasyon siiresi
sonunda E. faecalis tiirline ait izolatlarin diger tiirlere nazaran proteolitik

aktivitelerinin daha yiiksek oldugu, bu durumun 120. saatin sonunda daha



belirgin halde go6zlemlendigini rapor etmislerdir. Andrighetto vd. (2001),
geleneksel Italyan peynirlerinden izole edilen 124 enterokok susunun ¢ogunun
siitte zayif proteolitik aktivite gosterdigini, ancak E. faecalis tiiriine ait olan 30
susun daha ytliksek proteolitik aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Benzer olarak Sarantinopoulos vd. (2001), tarafindan yapilan calismada da E.
faecium, E. faecalis ve E. durans tiirlerini iceren 129 izolatin diisiik ekstraselliiler
proteolitik ve peptidolitik aktiviteye sahip oldugu ancak diger tirler ile
kiyaslandigl zaman E. faecalis izolatlarinin genellikle daha ytliksek proteolitik
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Tuncer (2009), Tulum peynirinden izole edilen
E. faecalis izolatlarinin E. faecium ve E. durans izolatlarina nazaran proteolitik

aktivitelerinin daha yiiksek oldugunu rapor etmistir.

2.2.3. Lipolitik aktivite

LAB genellikle diger mikroorganizma gruplarina kiyasla zayif lipolitik aktivite
gosterdigi kabul edilmektedir. Bununla birlikte, LAB'nin lipolitik aktivitesinin
bir¢ok farkli peynirin 6zel aromasinin belirlenmesinde 6énemli bir rol uistlendigi
de dusiiniilmektedir. Enterokoklarin lipolitik aktivitesi ile ilgili literatiirde sinirh
sayida veri mevcuttur (Foulquié Moreno vd., 2006). Sarantinopoulus vd. (2001),
proteolitik aktivitenin aksine enterokoklarin lipolitik aktivitelerinin daha
yliksek oldugunu belirlemislerdir. Enterokok tiirleri arasinda E. faecalis ve
kismen de E. faecium ve E. durans’in en lipolitik tirler oldugu tespit edilmistir
(Sarantinopoulus vd., 2001; Durlu-Ozkaya vd., 2001). Diger taraftan, siit orijinli
enterokoklarin sttteki dusiik ve cogunlukla susa bagh lipolitik aktivitesi diger
bazi ¢alismalarda da arastirilmistir. Enterokoklarin esterolitik enzim aktiviteleri
daha gelismis olup, lipolitik enzim sistemlerine gore daha etkilidir. Enterokoklar
diger LAB’nin birc¢ok tiirtinden daha ytiksek esterolitik aktivite gostermektedir
ve E. faecium enterokok tirleri icersinde en esterolitik tiir olarak bilinmektedir
(Giraffa, 2003). El Soda (2002), E. faecium’un yag asitleri 4-nitrofenil ve 2-

nitrofenil tlirevlerine karsi esterolitik aktivite gosterdigini bildirmistir.



2.2.4. Nitrat rediiktaz aktivitesi

Organik azotun biyokimyasal oksidasyonunun son iirtini nitrattir (Mikuska ve
Vecera, 2003). Nitrat iyonlar1 dogrudan toksik etkiye sahip degildir. Nitrat,
bakteriyel nitrat rediiktaz aktivitesi vasitasiyla zararli nitrit iyonlarina
donliismektedir (Bories ve Bories, 1995). Nitrat pasif bir et kiirleme ajanidir ve
bu yiizden et triinlerinde kiirleme reaksiyonlarinin gergeklesebilmesi i¢in
nitratin daha aktif formda olan nitrite indirgenmesi gerekmektedir (Terns vd.,
2011). Bu indirgeme islemi, ette var olan bakteriler tarafindan veya nitrat
rediiktaz aktivitesi iceren bakterilerin ilavesi ile gerceklesebilmektedir (Gray

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

Et urinlerinde temel bir katki maddesi olarak kullanilan nitrit, karakteristik
kiirlenmis et renginin, lezzet ve doku o6zelliklerinin gelistirilmesi ve o6zellikle
Clostridium botulinum basta olmak iizere patojen mikroorganizmalarin
inaktivasyonu ve oksidatif acillasma olusumunu engelledigi icin uzun yillardir
kullanilmaktadir (Ahn vd., 2004; Liu vd., 2010). Ancak, nitrit etteki sekonder
aminlerle reaksiyona girerek kanserojen, teratojen ve mutajen 6zellikteki N-
nitrozo bilesenlerin olusumuna neden olabilmektedir (Pourazrang vd., 2002;
Zanardi vd., 2002; Zarringhalami vd., 2009). N-nitrozo bilesenlerin olusumu,
kolorektal kanser basta olmak lizere bazi kanser tiirlerinin ortaya c¢ikma
potansiyelini arttirabilmektedir (Santarelli vd., 2008). Et {irtinlerinde nitrat ve
nitritin etkilerini gosteren ve saglik riski olusturmayan alternatif dogal
katkilarin kullanimi arastirilmasina ragmen nitrat ve nitrit gibi genis etki
spektrum aktivitesine sahip herhangi bir katki maddesi bulunamamistir. Son
yillarda bu alanda mikrobiyal kaynaklardan, organik asitlerden, yiiksek basing,
1sinlama ve engel teknolojisi uygulamalarindan yararlanilmasi da dikkat

cekicidir (Turp ve Sucu, 2016).

2.2.5. Bakteriyosin iiretimi

Gram pozitif ya da Gram negatif bakteriler tarafindan salgilanan ribozomal

olarak sentezlenen kiiciik, katyonik, ampifilik, antimikrobiyel peptid veya



proteinlere ‘“bakteriyosin” denilmektedir (Tagg vd., 1976; Nes vd., 1996;
Foulquié Moreno vd., 2006; Akkog¢ vd., 2009; Desriac vd., 2010; Aguilar-Galvez
vd., 2011; Nishie vd., 2012; Field vd., 2018; Gok-Charyyev vd., 2019; Da Costa
vd., 2019). Bakteriyosinler genellikle bakteriyosin iireten bakteri ile yakin
akraba tirlere kars1 antimikrobiyel aktivite gostermektedirler (Klaenhammer,
1993; Green vd., 1997; Cotter vd., 2005; Zendo vd., 2005; Drider vd., 2006).
Bakteriyosinler zar gecirgenligini etkileyerek veya replikasyon ve translasyon
gibi temel hiicre fonksiyonlarina miidahale ederek hedef organizmalarin
biiylimesini inhibe edebilmekte veya tamamen ortadan kaldirabilmektedir
(Yang ve Konisky, 1984; Jung ve Sahl, 1991). Gram pozitif GRAS statiisiine sahip
LAB tarafindan uretilen bakteriyosinler son yillarda giivenlik acisindan gida ve
yem endiistrisinde toksik olmayan koruyucu olarak potansiyelleri nedeniyle
biiytik ilgi cekmektedir (Kolter vd., 1992; Vandenbergh, 1993; Cleveland vd.,,
2001; Chatterjee vd., 2005; Cotter vd., 2005; Akgelik ve Tuncer, 2007; Tuncer,
2009; Ozden ve Tuncer, 2010; Ozden-Tuncer vd., 2013; Koral ve Tuncer, 2014;
Tuncer vd., 2014; Ay ve Tuncer, 2016; Gok-Charyyev vd., 2019).

Enterokoklar genellikle enterosin olarak adlandirilan antibakteriyel peptitler
(bakteriyosinler) tretirler (Franz vd. 2007; Poeta vd. 2008; Ahmadova vd.,
2013; Ozden-Tuncer vd., 2013; Laukova vd., 2016; Gok-Charyyev vd., 2019).
Bunlarin ¢ogu E. faecium ve E. faecalis'e ait suslarda tanimlanmaktadir
(Foulquié Moreno vd., 2003). Bu bakteriyosin lireten enterokoklarin cogu
peynir ve et driinlerinde biyo-koruyucu olarak kullanilmak {izere
degerlendirilmektedir (Franz vd., 2003). Bakteriyosin iireten enterokoklar gida
fermentasyonunda ayr1 bir éneme sahiptir. Ornegin, beyaz peynir iiretimi
esnasinda ek bir starter kiltir olarak E. faecium ilave edilmesi peynirin
organoleptik niteliklerini arttirmaktadir (Sarantinopoulos vd.,, 2002).
Bakteriyosin iireten enterokoklarin siit ve et iirtinleri dahil olmak tizere bircok
gida uriinlinde Listeria monocytogenes’i kontrol altinda tuttugu gorilmiistir
(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). Ayrica Bacillus cereus gibi diger gida
kaynakli patojenlere karsi da aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Oscariz vd.,



1999; Oscariz ve Pisabarro, 2000; Mufioz vd., 2004; Grande vd., 2006; Du vd.,
2018; Gok-Charyyev vd., 2019).

LAB tarafindan iretilen bakteriyosinler amino asit dizilimleri, etki
mekanizmalari, biyolojik aktiviteleri, 1s1 toleranslari, modifiye aminoasit
varliklar1 ve salgi mekanizmalari géz 6niinde bulunduruldugunda doért ana grup
altinda simiflandirilmaktadir (Cizelge 2.1) (Klaenhammer, 1993; Diep ve Nes,
2002; Jeeveratnam vd., 2005; Zendo vd., 2010).

Cizelge 2.1. LAB tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin siniflandirilmasi

Grup 1. Lantibiyotikler

[a: Nisin benzeri lantibiyotikler. Katyonik 6zellik igerirler.
Ib: Duramisin benzeri lantibiyotikler. Globiiler proteinler olup diisiik negatif

yuk igerirler.

Grup I Lantibiyotik olmayan 1s1 stabil bakteriyosinler

[Ia: Antilisterial etkili pediosin benzeri bakteriyosinler
IIb: Iki bilesenli (iki peptitli) bakteriyosinler

[Ic: Siklik bakteriyosinler

[1d: Diger grup Il bakteriyosinler

Grup III. Yiiksek molekiiler agirliga sahip 1s1ya duyarl bakteriyosinler

Grup IV. Lipit veya karbonhidrat yan gruplari iceren kompleks bakteriyosinler

Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus ve Enterococcus gibi
cesitli LAB cinslerinden sinif Ila bakteriyosinleri trettikleri kesfedilmistir
(Ennahar vd., 2000). Enterococcus mundtii tarafindan tiretilen bakteriyosinler
sinif Ila antilisterial etkili pediosin benzeri gruba dahil olup bunlar sirasiyla
mundtisin, mundtisin CRL 35 (6nceden enterosin CRL 35 olarak tanimlanan),

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

Mundtisin taze hindiba orjinli E. mundtii ATO6 susunda (Bennik vd., 1998),
mundtisin CRL35 Arjantin peynirinden izole edilen E. mundtii CRL35/ATO06
susunda (Saadevra vd., 2004), mundtisin KS ¢imen silajindan izole edilmis olan

E. mundtii NFRI 7393 susunda (Kawamoto vd., 2002), mundtisin L yonca
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filizinden izole edilen E. mundtii CUGF08 susunda (Feng vd., 2009) ve mundtisin
QU2 fermente soya fasulyesinden izole edilen E. mundtii QU2 susunda (Zendo

vd., 2005) tanimlanmistir.

E. mundtii tarafindan iiretilen bir bakteriyosinin 6zelliklerini agiklayan ilk rapor
Bennik vd. (1998), tarafindan olusturulmus olup bakteriyosin mundtisinin L.
monocytogenes, Clostridium botulinum ve birtakim LAB’ni inhibe ettigi
gorulmiustiir. Boylece mundtisinin gidalarda biyo-koruyucu olarak kullanilma
potansiyeli glindeme gelmistir. Daha sonra bir¢ok raporda E. mundtii tarafindan
tretilen bakteriyosinlerin 6zellikleri agiklanmistir (Kawamoto vd. 2002;

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

E. faecium CRL35 susu tarafindan tiretilen daha 6nceleri enterosin CRL35 olarak
da bilinen mundtisin CRL35 Arjantin peynirinden izole edilen antilisterial
aktiviteye sahip pediosin benzeri bir bakteriyosindir (De Giori vd., 1983). Bu
bakteriyosin ayrica herpes simpleks viriis tip I ve II'ye kars1 6nemli bir aktivite
gostermektedir (Wachsman vd., 1999, Wachsman vd., 2003). Bununla birlikte
peynirde E. mundtii CRL 35’in 8-12 °C’de inkiibasyon sicakliginda 12 giin
boyunca L. monocytogenes gelisimini engelledigi gozlemlenmistir. Mundtisin
CRL35'in etki mekanizmasi yakin zamanda tanimlanmis olmasina ragmen,
bugiine kadar NHz-terminal sekansinin sadece bir kismi ortaya ¢ikarilmistir
(Farias vd., 1996; Minahk vd., 2003). Mundtisin CRL35 gen kiimesinin tam
dizisini raporlamiglar ve enterosin alanlarinin varsayilan islevini analiz

edilmistir (Saavedra vd., 2004).

E. mundtii NFRI 7393 tarafindan tretilen Ila sinifina ait antilisterial bir
bakteriyosin olan mundtisin KS Kawamoto vd. tarafindan 2002 yilinda
Tayland’da cimen silajindan izole edilmistir. Arastirmacilar mundtisin KS’nin
LAB’ne ve gida patojeni olan Listeria’ya karsi etkili oldugunu tespit etmislerdir.
Yapilan bu c¢alismada mundtisin KS'nin biyokimyasal ve genetik
karakterizasyonu yapilmis ve mundtisin KS amonyum stilfat ¢oktiirme, iyon
degisim kromotografisi ve kati faz ekstraksiyonu ile saflastirilmistir. Mundtisin

KS f{retimi icin gen kiimesi (mun lokusu) klonlanmis ve DNA dizilimi mun
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lokusunun munA, munB, munC olarak adlandirilan 3 genden olustugunu
gostermistir. munA geni, 58 aminoasitten olusan mundtisin KS oOnciisiinu
kodlarken, munB bakteriyosinin transferi ve islenmesinde yer alan 674
aminoasitlik bir proteini kodlar. munC ise 98 aminoasitlik mundtisin KS
bagisiklik proteinini kodlar. Aminoasit ve niikleotit sekansi, mundtisin KS’nin
tam belirgin olmayan birincil yapisin1 ortaya koymustur. Mundtisin KS, E.
mundtii ATO6 tarafindan iiretilen mundtisin ATO6'ninkine benzer bir aminoasit
sekansina sahip bir 43 amino asitlik bir peptid igerir. Mundtisin KS ve mundtisin
ATO6, son iki amino asidin kendi C terminallerinde ters ¢evrilmesiyle ayirt
edilmektedir. Bu iki mundtisin, E. coli’de rekombinant peptitler olarak ifade
edilmis ve L. plantarum ve L. curvatus gibi baz1 Lactobacillus suslarina karsi
aktivitede farklilik gosterdigi bulunmustur. Mundtisin KS, E. faecium, L. curvatus
ve Lactococcus lactis gibi heterojen konaklarda mun lokusu iceren rekombinant
plazmit ile transformasyonla basariyla aktarilmistir. Yapilan arastirmanin
sonucuna gore, mun lokusu, E. mundtii NFRI 7393’de 50 kb biiytikliigline sahip
pML1 plazmidi tizerinde kodludur.

Mundtisin QU2, Japonya'da yetistirilen soya fasulyesinden izole edilen E.
mundtii QU2 susunda tanimlanmistir (Zendo vd. 2005). Arastirmacilar bu
calismada  bakteriyosinin =~ karakterizasyonu ve  yapisal  analizini
gerceklestirmisler ve daha sonra maksimum bakteriyosin iiretimi i¢in ortam
bilesenleri ve pH gibi faktdrleri optimizasyonunu ¢alismislardir. Bu rapor E.
mundtii tarafindan bakteriyosin {lretimi i¢in optimum kosullarin arastirilmasi

hakkindaki ilk rapordur.

Mundtisin L yonca filizlerinden izole edilen E. mundtii CUGF08'i tarafindan
uretilen Listeria’ya kars1 yliksek diizeyde aktiviteye sahip yeni bir smif Ila

bakteriyosindir (Feng vd., 2009).

E. faecium ve E. faecalis tiirleri tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin kullanildig:
gidalarda L. monocytogenes gelisimini kontrol altina almak {izere yapilmis pek
cok calisma olmasina ragmen E. mundtii tiirline ait suslar tarafindan tiretilen

bakteriyosinlerin gida uygulamalarina doéniik simirlh sayida c¢alisma
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bulunmaktadir (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 biyokontroliinde kullanildigini rapor edilmistir.

2.3. Enterokoklarda Antibiyotik Direncg

Antibiyotik diren¢ bakterilerin antimikrobiyel bir ajanin o6ldiriici ya da
tiremeyi durdurucu etkisine karsi koyabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir
(Akpinar-Kankaya vd., 2017). Enterokoklar hem dogal (intrinsik) hem de
kazanilmis (aktarilabilir) olmak tizere antibiyotiklere kars1 2 farkli tipte direng
gosterirler (Klare vd., 2001). Enterokoklar klinik olarak o6nemli bir¢ok
antibiyotige karsi diren¢ gostermektedir (Soyletir ve Cerikcioglu, 1996;
Holzapfel vd. 2002; Citak vd. 2004; Yogurtgcu ve Tuncer, 2013; Demirgiil ve
Tuncer, 2017; Akpinar-Kankaya, 2017; Adifon, 2018). Enterokoklar ¢cogunlukla
sefalosporin, siilfonamid, linkozamid, baz1 [(-laktam ve diisiik diizey
aminoglikozidlere karsi dogal direng¢ gosterirken; kloramfenikol, tetrasiklin,
eritromisin, rifampisin, o6zellikle E. faecium’da ampisilin, yiiksek seviyede
aminoglikozidler, trimetoprim/sulfametaksazol ve glikopeptid (vankomisin ve
teikoplanin) direnci ise aktarilabilir genetik elemanlar aracihig ile
kazanabilmektedir (Folquié Moreno vd., 2006; Ogier ve Serror, 2008; Barbosa
vd., 2009). Enterokoklar antibiyotik direnci nedeniyle 6zellikle hastane
enfeksiyonlar1 acgisindan o6nemli patojenler haline gelmistir. Antibiyotikler
genellikle klinik hastaliklarin tedavisi icin bakteriyel enfeksiyonlara karsi

terapétik ajanlar olarak kullanilmaktadir (Lukasova ve Sustackova, 2003).

insan-gida zincirinde yer alan enterokoklarin, konjugatif antibiyotige direng
transpozonlarini ya da plazmitlerini tasidiklar: ve antibiyotige direng¢ 6zelligini,
Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes gibi gida kaynakli patojenlere
ya da gida ortaminda yaygin bulunabilen Lactococcus lactis subsp lactis biovar.
diacetylactis ve Leuconostoc mesenteroides gibi bakterilere transfer edebildikleri
belirtmektedirler (Franz vd., 1999). Gida kaynakl suslar ile normal bagirsak
florasinda yer alan mikroorganizmalar arasinda da gen aktarimlari meydana

gelebilmektedir. Bagirsaktaki mikrobiyel flora, konjugatif plazmitler, seks
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feromonlari ve transpozonlar araciliiyla gen aktarimi yapabilmektedir. Boylece
gida kaynakli bakteriler bagirsak mikroflorasi mikroorganizmalariyla gen
aktarimi yoniinden ardi kesilmeyen bir iliski icinde olabilmekte ve bu durum
antibiyotiklerin direngliligini daha da karmasik hale getirmektedir (Von Wright
ve Bruce, 2003).

2.4. Enterokoklarin Viriilens Faktorleri

Enterokoklar sahip oldugu teknolojik ve probiyotik o6zelliklerin yani sira
hastane ortamina kolaylikla kolonize olmalar1 ve yasamlarini siirdiirmelerinden
dolay1 endokardit, merkezi sinir sistemi, {riner sistem enfeksiyonlari,
bakteriyemi, karin i¢i ve pelvik enfeksiyonlarina sebep olan nozokomiyal
(hastane kaynakli ) patojenler olarak kabul edilmektedirler (Foulquié Moreno
vd., 2006). Bu sebeple starter Kkiiltiir veya yardimci starter Kkiiltlir olarak
kullanilacak enterokok suslarinin endiistriyel 6zelliklerinin yani sira giivenlik
degerlendirmelerinin (antibiyotik direng, viriilens faktér ve biyojen amin

liretimi) de yapilmasi gerekmektedir (inoglu ve Tuncer, 2013).

Mikroorganizmalarin hastalik yapici etkisini arttiran efektér molekiiller
viriilens faktor olarak isimlendirilmektedir. Enterokoklarda antibiyotik direncin
yani sira mikroorganizmalarin hastalik yapabilme potansiyelini arttiran
sitolizin/hemolizin, jelatinaz, agregasyon maddesi (Agg), adhezin kollajen (Ace,
Acm), seks feromonlari, adhezin benzeri endokarditis antijeleri (EfaA) ve
hiyaluronidaz (Hyl) gibi viriilens faktorleri de bulundurabilmektedir (Williems
ve Bonten, 2007). Enterokoklar viriilens faktorleri ile hastaliklarin olusmasinda
ve siddetlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Pek ¢ok calismada klinik
enterokok izolatlarinda virtlens faktorler varligi arastirilmis olmasina ragmen
gida kaynakli enterokoklarin viriilens faktorlerinin arastirildigi sinirh sayida
calisma bulunmaktadir. Bu nedeniyle son yillarda gida kaynakli enterokoklarin
antibiyotik diren¢ ve viriilens faktorlerinin arastirildigr calismalar ilgi odag:
haline gelmistir. Virtlens faktorlerin varliginin yanmi sira yiliksek seviyede
antibiyotik direnci enterokoklarin patojenitesini giiclendirmektedir. Gida

kaynakli enterokoklarin enfeksiyona yol actifi hi¢ bildirilmemis olmasina
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ragmen viriulens o0zellik tasiyan enterokok iceren gidanin tiiketilmesinin
insanlara muhtemel bir gecis yolu oldugu disinilmektedir (Chajecka-

Wierzchowska vd., 2017).

2.4.1. Sitolizin

Sitolizin enterokoklarin en iyi karakterize edilmis virtlens faktorlerinden
biridir (Chajecka-Wierzchowska vd., 2017). Sitolizin Gram negatif bakterilere ve
eritrositlere karsi bakteriyosidal etki, lokositler ve makrofajlara kars: toksik etki
(6zellikle beta hemoliz) gdsteren bakteriyosin tipi bir ekzotoksindir (De Vuyst
vd., 2003). Sitolizin tiretimi cylR1, cylR2, cylLl, cylLs, cylM, cylB, cylA ve cyll olmak
lizere sekiz gen iceren operonun sorumlulugundadir. Operon, gii¢lii bir sekilde
korunmus feromona bagimli konjugatif plazmidler tizerinde veya ylizey proteini
(Esp) ve agregasyon maddesi (AS) gibi viriilens genler ile yakin iligkili olarak
kromozomal DNA iizerinde yer alan patojenite adasinda bulunmaktadir (Eaton

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

Sitolizin kodlayan genler hem enfeksiyonlardan izole edilen suslarda hem de
komensal mikrobiyotay1 olusturan suslarda tanimlanmistir. Bunun yani sira
hayvan ve bitki kokenli gida trilinlerinden de izole edilen suslarda siklikla
tanimlandigini gosteren bir dizi rapor bulunmaktadir. Sitolizin kodlayan genler
E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. durans, E.
gallinarum, E. malodoratus ve E. raffinosus gibi tiirlerde tespit edilmistir (Eaton
ve Gasson, 2001; Semedo vd., 2003a; Ben Omar vd., 2004; Franz vd., 2001;
Trivedi vd., 2011).

2.4.2. Jelatinaz

Jelatinaz yaklasik olarak 30 kDa molekiiler agirliga sahip olan hiicre dis1 ¢inko-
bagimli metaloendopeptidazdir. Bu enzim jelatin, elastin, kollajen ve
hemoglobini hidrolize edebilir (Archimbaud vd., 2002). Jelatinaz kromozom
lizerinde yer alan gelE geni tarafindan kodlanir. gelE geninin varligl, hem klinik

suslarda hem de gidalardan izole edilen enterokoklarda test edilen viriilansin
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belirleyicilerinden biridir. Genellikle E. faecalis ve E. faecium suslarinda goriilir
(Eaton ve Gasson, 2001; Upadhyaya vd., 2010; Banerjee ve Anupurba, 2015;
Hemalatha vd., 2017).

2.4.3. Hiicre duvari adhezinleri

EfaA (endokardis antijeni) E. faecalis suslarinda efAs ve E. faecium suslarinda ise
efAfm geni tarafindan kodlanan yaklasik 34 kDa molekiil agirliga sahip proteindir
(Eaton ve Gasson, 2001; Sava vd., 2010). efaA geni, magnezyum iyonlari
tarafindan diizenlenen ABC transporter (permeaz) Kkodlayan afaCBA
operonunun bir parcasidir (Abrantes vd., 2013). EfaA’ya homolog genlerin E.
avium, E. asini, E. durans ve E. solitarius suslarinda mevcut oldugu genetik

yontemlerle tespit edilmistir (Semedo vd., 2003b; Jiménez vd., 2013).

2.4.4. Ekstraseliiler yiizey proteini

Yaklasik 200 kDa molekiiler agirliga sahip olan enterokokal ylizey proteini
(Esp), tanimlanmis en biiylik enterokok proteinidir. Bu proteini kodlayan esp
geni, antibiyotiklerin aktif ¢ikisindan sorumlu proteinleri de igceren patojenite
adas1 (PAI) tlizerinde bulunur (Leavis vd. 2004). Bu durum muhtemelen E.
faecalis ve E. faecium arasinda yatay gen transferinin bir sonucudur. Esp
proteini ile ilgili calismalar, hiicreler arasinda genetik materyalin degismesinde
onemli rol oynayabilen ve onlarin antibiyotiklere direnglerini arttiran biyofilm
olusumuna katildigini dogrular niteliktedir (Donlan ve Costerton, 2002;
Foulquié Moreno vd., 2006; Latasa vd., 2006). E. faecium’da esp geni
bulunmasinin ampisilin, siprofloksasin ve imipenem’e karsi direnc ile iliskili
oldugu tespit edilmistir (Billstrom vd., 2008). Yapilan calismalar, yiizey
proteininin varligl ile vankomisin direnci arasinda korelasyon oldugunu
dogrular niteliktedir. Vankomisine direncli klinik E. faecium suslarinin %
83.3’liniin esp geni icerdigini gostermistir (Ochoa vd., 2013). Ayrica bu genlerin
cogu Billstrom vd. (2008), tarafindan onaylanmis bir¢ok ilaca karsi c¢oklu
antibiyotik diren¢ gostermistir. esp geninin E. faecium suslar1 arasinda plazmid

konjugasyonu ve E. faecalis suslar1 arasinda ise kromozom-kromozom
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transpozisyonel mutasyonu ile aktarilabilecegi gosterilmistir (Oancea vd,

2004).

2.4.5. Seks feromonlari

Seks feromonlari, 6zgiin konjugatif plazmid ile iliskili kisa, hidrofobik
peptitlerdir (Clewell vd., 2000). Enterokoklarda seks feromonlar1 kromozomal
kodlu cpd, cob, ccfve cad genleri tarafindan determine edilmektedir (Clewell vd.,
2002). Seks feromonlar1 hiicreler arasinda plazmidlerin konjugatif transferini
kolaylastiran 7-8 amino asitlik kii¢lik peptitlerdir (Chandler ve Dunny, 2004).
Alicilar tarafindan salgilanan feromonlar donére 6zgudiir ve konjugatif plazmid
operonlarinin ekspresyonunu induklerler. Bir sus genellikle birka¢ farkl
feromon salgilayabilir. Feromonlarin kendileri disinda, her bir feromon bagiml
plazmid, ilgili feromona rekabetc¢i olan inhibitorler gibi davranan peptidlerin
salgilanmasini  kodlar. Feromonlar, donériin hiicrelerinin yiizeyindeki
reseptorlere baglandiginda, bu sinyal iletilir ve agregasyon maddesinin genini
indiikler (Clewell, 1993; Dunny vd., 1995). asal geninin ifadesi, etkili plazmid
transferini saglayan hiicre agregatlarinin olusumuyla sonuglanir (Clewell vd.,
2002). Ancak, feromonlarin tek rolt bu degildir; ayn1 zamanda insan nétrofilleri
icin kimyasal olarak cazip olabilirler ve sliperoksitlerin (mutajenik maddeler)

tiretimini baslatip enflamatuar kosullar1 baslatirlar (Bhardwaj vd., 2008).

2.4.6. Kollajen baglayan protein

ace geni tarafindan kodlanan kollajen baglayici protein yaklasik 74 kDa
molekiiler agirliga sahip, yapiskan ozellikte bir ylizey proteinidir (Rich vd.,
1999). Bu protein hem saglikli tasiyicilardan hem de enterokok enfeksiyonu
olan insanlardan izole edilmis E. faecalis suslarinda tanimlanmistir. Bu 6zelligin
tiir tanisinda kullanilabilecegi 6ne siirtilmistiir (Duh vd., 2001). Ace agregasyon
maddesi proteini gibi hiicre dis1 matriksin proteinlerine baglanarak
kolonizasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ace ayrica baglayic tip I ve IV

kollajen yapisina katilmaktadir (Nallapareddy vd., 2000).
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2.4.7. Hiyaluronidaz

Hiyaluronidaz E. faecium genomunda hyl geni tarafindan kodlanan yaklasik 45
kDa molekiiler biiytikliige sahip bir proteindir. hyl geni E. faecalis suslarinin
kromozomal DNA’sinda bulunamamistir (Archimbaud vd., 2002). Enterokokal
hiyalurodinaz Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus ve Streptococcus
pneumoniae gibi diger koklar tarafindan sentezlenen hiyaluronidaz ile
homologdur. Hiyaluronidaz bag doku ve kikirdak mukopolisakkaritlerinin
tahrip edilmesinde rol oynayarak bakterinin yayilmasini tesvik eder. hyl geni
klinik suslar arasinda ¢ogunlukla E. faecium izolatlarinda bulunmaktadir. hyl
geni E. faecalis izolatlarinda ise ¢ok nadir goriulmektedir (Vankerckhoven vd.,
2004). Bunun yani sira hyl geni gida kaynaklh E. casseliflavus, E. mundtii ve E.
durans gibi farkh tiirlere ait suslarda da bulunmustur (Trivedi vd. 2011;

Akpinar- Kankaya, 2017; Adifon, 2018).

2.4.8. Agregasyon maddesi

Agregasyon maddesi, tanimlanan ilk enterokokal ylizey proteindir. Bu protein,
137 kDa molekiiler agirlikta ve sa¢ tokasi benzeri bir yapiya sahiptir.
Agregasyon maddesi, seks feromonlarinin aracilik ettigi kolaylastirilmis
konjugasyon sistemi olarak adlandirilan biiylik konjugatif plazmidler lizerinde
kodlanan bir dizi yliksek oranda homolog adhezini igerir (Strzelecki vd., 2011).
Seks feromonlar1 agregasyon maddesine katilirlar ve bir spesifik konjugatif
plazmid ile etkilesime girerler. Bu stire¢ hiicreler arasindaki genlerin konjugatif
transferinde 6zel bir 6neme sahiptir. Alicinin hiicreleri tarafindan salgilanan
feromonlarin varliginda, donériin hiicreleri alic1 hiicre yiizeyinde ilgili bir EBS
ligandina baglanan agregasyon maddesini sentezler (Dunny vd., 1995). Islem,
hiicreler arasinda genetik materyalin degisimini kolaylastiran bakteriyel
hiicrelerden olusan biiyiik konjugatif agregatlarin olusumuyla sonugclanir. Belirli
bir ligandin varlhiginda, teikoik asidinkine benzer bir yapiya sahip olan
agregasyon proteini, bir siliperantijenin o6zelliklerine sahip olabilmektedir
(Kozlowicz vd., 2006; Wardal vd., 2010). Ayrica sitolisin ve antibiyotik direng

determinantlar1 gibi diger enterokok virtilens faktorlerinin plazmit araciligr ile
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yayllmasinda rol oynar. Enterokoklarda tanimlanmis 20 feromona bagimh
plazmit bulunmaktadir. Bu plazmidlerde antibiyotik diren¢ ve agregasyon
maddesi kodlayan genler birlikte bulunmaktadir. pAD1 (Asal proteini), pPD1
(Aspl proteini) ve pCF10 (Asc10 proteini) konjugatif plazmidleri agregasyon
maddesi proteinleri Uretiminden sorumlu genleri tasiyan plazmidlerdir
(Clewell, 2007; Dunny, 2007). S6z konusu agregasyon maddelerinin
tretiminden sorumlu genler yiiksek oranda korunmus diziler igerirler ve % 90
oraninda benzerlik gosterirler. pAM373 lizerinde kodlu asa373 geni istisnaidir.
Asa373 proteinini kodlayan bu gen dizisi yukarida belirtilenlerden 6nemli
olciide farklilik gostermektedir (Hendrickx vd. 2009). Sadece Asa337'nin
alicinin  aktif baglayici maddeden yoksun hiicrelerine baglanabildigi

gorilmiistir (Suk-Kyung vd., 2006).

2.5. Biyojen Amin Uretimi

Biyojen amin (BA)ler bitki, hayvan ve mikroorganizma metabolizmasi
tarafindan sentezlenen ozellikle peynir, sosis, sarap ve balik gibi proteince
zengin ve fermente tip gidalarda amino asitlerin dekarboksilaz enzimleriyle
dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin amino asit transaminaz enzimi ile
deaminasyonu sonucu olusan diisiik molekiiler agirlikli, bazik karakterli,
biyolojik olarak aktif, alifatik, aromatik veya heterosiklik azotlu organik
bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar (Askar ve Treptow, 1986; Ten Brink vd.,
1990; Silla-Santos, 1996; Ozogul vd., 2004; Lorenzo vd., 2007; Latorre-Moratalla
vd., 2012; Ozdestan ve Uren, 2012; Suzzi ve Torriani, 2015; Ordéfiez vd., 2017).
Biyojen aminler olusumlarinin kaynagi olan amino asidin adina bagh olarak
histidinden histamin, tirozinden tiramin, triptofandan triptamin, lizinden
kadaverin olusmaktadir (Ercan vd., 2017). Biyojen aminler kimyasal yapilarina
gore alifatik (putresin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatik (tiramin,
feniletilamin) ve heterosiklik (histamin, triptamin) olarak siniflandirilabildikleri
gibi amin gruplarina goére monoaminler (tiramin, feniletilamin), diaminler
(putresin, kadaverin) ve poliaminler (spermin, spermidin) olarak da

siniflandirilabilmektedir (Akpinar-Kankaya vd., 2017).
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Gidalarda biyojen aminler genellikle mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu
olusurlar. Biyojen aminlerin olusmasi i¢in ortamda serbest amino asitler,
dekarboksilaz enzimi liretebilecek bakteri, dekarboksilaz enzimi ve bu enzimin
uygun derisimde olmasi gerekmektedir. Dekarboksilaz enzimi
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Dekarboksilaz enzimi iireten
mikroorganizma cinsleri Bacillus, Clostridium, Pseudomonas ve
Photobacterium’dur. Ayrica Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium,
Pediococcus, Lactococcus ve Leuconostoc gibi LAB’lerinin bir veya birden fazla
amino asidi dekarboksile edebilme 06zelligi bulunmaktadir (Karovicova ve
Kohajdova, 2005; Galgano vd., 2009). Gidalarda biyojen amin olusumunu
etkileyen faktorler arasinda serbest amino asitlerin varligj,
mikroorganizmalarin sinerjistik etkisi, yliiksek dekarboksilaz enzim aktivitesi
gosteren mikroorganizmalarin varligl ve bu mikroorganizmalarin gelisebilecegi
uygun ortam kosullar1 sayilabilmektedir (Ozdestan ve Uren, 2012; Restuccia,

2017).

Biyojen aminler cesitli biyolojik faktorler icin gerekli olsalar da gidalarla birlikte
yuksek oranda tiiketilmeleri toksik etkiye sebep olmaktadir. Diisiik oranlarda
biyojen amin iceren gidalarin tiiketilmesi durumunda biyojen aminler amin
oksidazlar yoluyla sindirim sisteminde fizyolojik olarak daha az aktif formlara
dontstiirilmektedir. Ancak ytliksek miktarlarda biyojen amin iceren gidalarin
tliketilmesi veya cesitli nedenlerle detoksifikasyonun engellenmesi sonucunda
adrenalin ve noradrenalin salinimi mide asidi salgilanmasi, migren, tasikardi,
kalp hastaliklar1 kan sekeri ve kan basincinin yiikselmesi gibi ciddi problemlere

neden olmaktadir (Shalaby, 1996; Talon ve Leroy, 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Tez c¢alismasinda kullanilan fermente sucuktan izole edilen antilisterial
aktiviteye sahip oldugu tespit edilen Enterococcus mundtii YB6.30 susu
Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii, Bakteriyel Genetik
Laboratuvar Kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bakteriyosin treticisi E.
mundtii YB6.30 susu de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS, LAB M, Lancashire,
UK) ortaminda % 20 (v/v) steril gliserol ilave edilerek -20 °C’'de muhafaza
edilmistir. Calisma materyali ise gliserol ilave edilmemis MRS broth ortaminda

+4 °C’de ve haftalik pasajlama yapilarak muhafaza edilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1. E. mundtii YB6.30 susunun teknolojik 6zellikleri

3.2.1.1. Laktik asit iiretimi

E. mundtii YB6.30 susunun asit liretim yetenegi, rekonstitiie skim milk (RSM,
LAB M) (% 11, w/v) ve MRS broth ortamlarinda test edilmistir. Yapilandirilmig
yagsiz siit ve MRS broth ortamlarina aktif YB6.30 kiiltiirinden % 1 (v/v)
oraninda ekim yapilmis ve 6rnekler 30 °C ve 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyonun 0. 6. ve 24. saatleri sonunda besiyeri ortamlarindan 6érnek
alinarak kiltir pH’s1 pH metre (WTW 3110, Almanya) yardimiyla dl¢ciilmustiir.
Kiltiiriin asit liretim yetenegi baslangi¢c pH degeri ile inkiibasyon sonrasi olusan
pH degerleri arasindaki fark (ApH) dikkate alinarak hesaplanmigtir (Ozkalp vd.,
2007). Calismada pH o6zelligi bakimindan elde edilen veriler faktoriyel diizende
tekrarlanan o6l¢ciimlii varyans analiz teknigi ile analize edilmistir. Uygulama
faktortiniin RSM ve MRS olmak iizere 2 seviyesi ve zaman faktoriiniin de 0., 6. ve

24. saat olmak tlizere 3 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan oOlglimler zaman
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faktortiiniin seviylerinde gerceklestirilmistir. Calismada faktérlerin seviye
ortalamalar1  arasindaki farkhliklarinin  belirlenmesinde  Tukey testi

kullanilmistir.

3.2.1.2. Proteolitik aktivite

E. mundtii YB6.30 susunun proteolitik aktivitesi kalsiyum kazeinat agar (Fluka
21065, Isvicre) ortaminda belirlenmistir. MRS broth ortaminda gelistirilen
kiiltirden mikropipet yardimiyla 10 pL kalsiyum kazeinat agar ortamina
pipetlenmis ve petri kutular1 37 °C’de 3 giin inklibasyona tabi tutulmustur. Stire
sonunda koloni etrafinda zon olusumu incelenmis ve kumpas yardimiyla zon

cap1 Ol¢lilmiistir (Martin vd., 2006).

3.2.1.3. Lipolitik aktivite

E. mundtii YB6.30 susunun lipolitik aktivitesinin belirlenmesinde Spirit Blue
agar (BD Difco) (Landeta vd., 2013), % 1 Tween 80 veya Tween 20 ilave edilmis
MRS agar (Essid vd., 2007) ve Tributyrin agar olmak iizere 4 farkh besiyeri
ortami kullanilmistir. Her bir besiyerine aktif YB6.30 kiiltiiriinden mikropipet
yardimiyla 10 pL kiltir inokile edilmis ve petri kutular1 37 °C'de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda koloni etrafinda opak

zon olusumu incelenmistir.

Tributyrin agar

Peptone 5 g
Maya ekstrati 3 g
Trybutrin 10 g
Agar 15 g
Distile su 1000 mL
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3.2.1.4. Nitrat rediiktaz aktivitesi

E. mundtii YB6.30 susunun nitrat rediktaz aktivitesi % 0.1 (w/v) oraninda
KNOs iceren YT agar ortaminda belirlenmistir (Miralles vd., 1996). YT agar
besiyeri ortamina aktif YB6.30 kiiltiirlinden mikropipet yardimiyla 10 pL kiltir
pipetlenmis ve koloni olusumu i¢in 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda nitrat reaktifi A (Fluka 38497) ve nitrat reaktifi B
(Fluka 39441) esit hacimde karistirilarak kolonilerin iistii kapanacak sekilde
petri kutularina aktarilmistir. Reaktif ilavesini takiben koloni renginin kirmiziya
donmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Denemelerde nitrat rediiktaz
pozitif Escherichia coli ATCC 25922 ve Salmonella Typhimurium ATCC 14028

suslar pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

YT Agar

Tripton 10 g
Maya ekstrati 5 g
Agar 5 g
KNO3 1 g
Distile su 1000 mL

3.2.2. E. mundtii YB6.30 susunun giivenlik degerlendirmesi

3.2.2.1. Antibiyotik direng

E. mundtii YB6.30 susunun antibiyotik diren¢ profili disk difiizyon ydntemi
kullanilarak Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI, 2016)
kilavuzuna gore degerlendirilmistir. MRS broth ortaminda 37 °C'de 18 saat
gelistirilerek aktive edilen kiiltiirden steril eppendorf tiipi igerisine 2 mL
alinarak 5000 devirde 15 dakika santrifiijlenerek elde edilmis pelet 1 mL fosfat
tampon (PBS) ile yikanmis ve bu islem 2 kez tekrar edilmistir. Hazirlanan
stispansiyonun yogunlugu PBS ile 0.5 McFarland bulaniklik standardina
ayarlanmistir. Standardize edilen siispansiyondan 150 pL alinarak Mueller
Hinton agar besiyeri (Biomark Laboratories, Hindistan) lizerine yayilmis ve

tizerine ampisilin (10 pg), penisilin G (10 U), vankomisin (30 pg), teikoplanin
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(30 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg), doksisiklin (30 pg), minosiklin
(30 pg), siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 pg), norfloksasin (10 pg),
nitrofurantoin (300 pg), rifampin (5 pg), kloramfenikol (30 pg), quinopristin-
dalfopristin (15 pg), linezolid (30 pg), gentamisin (120 pg) ve streptomisin (300
ug) iceren antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Petri kutular1 37 °C’'de 18 saat
inkiibasyona tabi tutulmus ve siire sonunda inhibisyon zonlar1 6l¢iilmistiir.
Sonuglar CLSI (2016) kilavuzuna gore degerlendirilmistir. Disk diflizyon
testlerinde E. faecalis ATCC 29212 susu kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.2.2. Hemolitik aktivite

E. mundtii YB6.30 susunun hemolitik aktivite 6zelligi (% 5 v/v) koyun kani
iceren Columbia agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italya) besiyeri
ortaminda test edilmistir. MRS broth ortaminda 37 °C'de 18 saat siire ile
gelistirilen E. mundtii YB6.30 Kkiiltiirii 6ze yardimi ile kanli agar besiyeri
ortamina siriilmiis ve Petri kutusu 37 °C’de 48 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kolonilerin ¢evresinde berrak
zon olusumu beta (3), bulanik yesilimsi zon olusumu alfa (a) ve zon olusmamasi
gama (y) hemolitik reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Cariolato vd., 2008).
Denemelerde B-hemolitik Staphylococcus auresus ATCC 29213 susu kontrol

olarak kullanilmistir.

3.2.2.3. Jelatinaz aktivitesi

E. mundtii YB6.30 susunun jelatinaz aktivitesinin belirlenmesinde % 3 (w/v)
jelatin (Merck) ilave edilmis Todd-Hewitt agar (Liofilchem) besiyeri
kullanilmistir. MRS broth ortaminda 37 °C’de 18 saat siire ile gelistirilen
enterokok kiiltiiri hazirlanan Todd-Hewitt agar ortamina 6ze yardimi ile
surilmis ve Petri kutusu 37 ©°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda Petri kutusu +4 °C’de 5 saat buzdolabinda
tutulmustur. Soguk uygulamasi sonunda koloniler etrafinda bulanik zon
olusumu jelatinaz aktivitesinin pozitif oldugunun gostergesi olarak
degerlendirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001). Denemede jelatinaz pozitif E.

faecalis NYE7 susu kontrol olarak kullanilmistir (Inoglu ve Tuncer, 2013).
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3.2.2.4. Viriilens faktoér genlerinin polimeraz zincir reaksiyon (PZR) ile
tespiti

3.2.2.4.1. Genomik DNA izolasyonu

E. mundtii YB6.30 susunun genomik DNA izolasyonu Cancilla vd. (1992)
tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir. E. mundtii YB6.30 susu MRS broth
besiyerinde 37 °C’de 18 saat gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirden 0.5 mL alinarak
steril Eppendorf tiipiine aktarilmistir. Tiip 13000 devirde 5 dakika santrifiij
(Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya) islemine tabi tutulmus ve st faz
dokiilmiustir. Hiicre ¢okeltisi tizerine 0.5 mL liziz ¢6zeltisi ilave edilmis ve hiicre
¢cOkeltisi ¢ozilmiistiir. Daha sonra, tiip su banyosu (Niive NB9, Tiirkiye)
icerisinde 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda tipe 30 pL % 10'luk (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS, Serva,
Heidelberg, Almanya) c¢ozeltisi ilave edilmis ve 80 °C’ye ayarli su banyosunda
(Daihan WB-22, Kore) 5 dakika tutulmustur. Siire sonunda lize olan hiicre
slispansiyonu tlzerine 1:10 (v/v) oraninda hazirlanan fenol-kloroform
karisimindan 0.7 mL ilave edilmis ve tip 13000 devirde 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemini takiben tist faz mikropipet yardimiyla alinarak yeni
steril Eppendorf tiipiine aktarilmistir. Bu tiip tizerine 0.7 mL 2-propanol (Merck,
Darmstadt, Almanya) ilave edildikten sonra tiip bir kez daha 13000 devirde 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda izole edilen genomik DNA
cokeltisi 50 pL Tris-EDTA tamponu (pH 8.0) icerisinde ¢ozilmis ve

kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Liziz Cozeltisi

NaCl 250 mM
EDTA 10 mM
Tris HCI 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 0121 g
EDTA 0.037 g
Distile su 100 mL
pH 8.0+ 0.02

3.2.2.4.2. Genomik DNA orneginin elektroforezi

E. mundtii YB6.30 susunun genomik DNA varlig1 agaroz jel elektroforez yontemi
ile tespit edilmistir. DNA Orneginin elektroforezi % 0.7 (w/w) agaroz
(AppliChem GmbH., Darmstadt, Almanya) orani ile hazirlanan jelde yapilmistir.
Elektroforez isleminde Thermo OWL EASYCAST B1A (ABD) yatay jel sistemi
kullanilmistir. Agaroz jel 35 mL trisasetat elektroforez tamponu icerisinde
hazirlanmis ve mikrodalga firin (Argelik MD 565 S, Tirkiye) yardimiyla
¢ozllmistir. Hazirlanan ortamin 45 °C'ye kadar oda sicakliginda sogumasi
beklenmis ve elektroforez tankina dokiilmiistiir. Daha sonra, jelin iist kismina
tarak yerlestirilmis ve jelin polimerizasyonu i¢in 30 dakika beklenmistir. Jelin
polimerizasyonunu takiben elektroforez tankina jelin tizerini kapatacak bicimde
tris-asetat tampon c¢ozeltisi ilave edilmis ve jele zarar verilmeden tarak
ortamdan uzaklastirlmistir. 10 pL genomik DNA 6rnegine 2 pL marker boya
cozeltisi ilave edilerek hazirlanan o6rnekler mikropipet yardimi ile jel
kuyucuguna aktarilmistir. Elektroforez islemi 65 voltta 1-1.5 saat siireyle
yapilmistir. Stre sonunda elektrik akimi kesilmis ve ortamdan alinan jel,
kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis 0.2 pg/mL etidyum
bromit (Amresco Inc., Solon, OH, ABD) iceren ¢ozeltisinde 30 dakika
boyanmistir. Boyama isleminin sonunda jel, UV transilliminator (Vilber
Lourmat, ECX-F20.M, Fransa) iizerinde incelenmistir. Jel fotografi ¢ekiminde

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

Tris 484 g
Sodyum asetat 408 g
EDTA 037 g
Distile su 1000 mL
pH8.0+ 0.02

Maker Boya

Brom fenol blue 025 ¢
Sakkaroz 40 g
Distile su 100 mL

3.2.2.4.3. Viriilens genlerin tespiti

E. mundtii YB6.30 susunda jelatinaz (gelE), hiicre duvar adhezinleri (efaAsm,
efaAr), ekstraseliiler yiizey proteini (espfm, espss), seks feromonlar: (cpd, cob, ccf,
cad), kollojen baglayan protein (ace, acm), agregasyon proteini (agg), sitolizin
(cyIM, cyIB, cylA) ve hiyaluronidaz (hyl) liretim 6zelliklerini kodlayan viriilens

faktorleri kodlayan genler polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastiriimistur.

Cizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan PZR karisimi

Madde Hacim
PCR master mix 25 uL
Ileri primer 1uL
Geri primer 1 puL
Kalip DNA 3uL
Niikleaz icermeyen H20 20 pL
Toplam hacim 50 pL

E. mundtii YB6.30 susunda virtlens genlerin varliginin PZR ile arastirilmasinda
Eaton ve Gasson (2001), Vankerckhoven vd. (2004), Reviriego vd. (2005),
Camargo vd. (2006) ve Ben Belgacem vd. (2010) tarafindan oOnerilen PZR
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kosullar1 kullanilmistir. PZR denemelerinde kullanilan primerler Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Viriilens faktorlerin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen Primer dizisi (5'-3") Uriin boyutu Kaynaklar
(b¢)

ACC CCG TAT CAT TGG TTT .

gelE ACG CAT TGC TTT TCC ATC 419 Reviriego vd., 2005
AAC AGA TCC GCA TGA ATA ..

¢fadm AT TTC ATC ATC TGA TAG TA 735 Reviriego vd,, 2005
GAC AGA CCC TCA CGA ATA .

efaAs ACT TCA TCA TGC TGT AGT A 705 Reviriego vd., 2005
TTG CTA ATG CAA GTC ACG TCC .

eSPin GCATCA ACA CTT GCA TTA CCG AA 027 Reviriego vd,, 2005
TTG CTA ATG CTA GTC CAC GACC .

eSP5 GCGTCA ACA CTT GCATTG CCGAA o5 Reviriego vd., 2005
TGG TGG GTT ATT TTT CAATTC .

cpd TAC GGC TCT GGC TTA CTA 782 Reviriego vd., 2005
AAC ATT CAG CAA ACA AAGC .

cob GCG TCA TAA AGA GTGGTC AT 1405 Reviriego vd., 2005
GGG AAT TGA GTA GTG AAG AAG .

ccf AGC CGC TAA AAT CGG TAA AAT 543 Reviriego vd., 2005
TGC TTT GTC ATT GAC AAT CCG .

cad ACT TTT TCC CAA CCC CTC AA 1299 Reviriego vd., 2005

ace AAA GTA GAA TTA GAT CCA CAC 350 Ben Belgacem vd.,,
TCT ATC ACATTC GGT TGC G 2010
GGC CAG AAA CGT AACCGATA

acm CGC TGG GGA AAT CTT GTA AA 353 Camargo vd., 2006

a AAG AAA AAG AAG TAG ACC AAC 1553 Eaton ve Gasson,

99 AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA 2001

CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT ..

cylM TGA GTT GCT CTG ATT ACA TTT 742 Reviriego vd., 2005
ATT CCT ACC TAT GTT CTG TTA ..

cylB AAT AAA CTC TTC TTT TCC AAC 843 Reviriego vd., 2005
TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT .

cylA TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA 517 Reviriego vd., 2005

hyl ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 276 Vankerckhoven vd.,

GACTGA CGT CCAAGT TTC CAA

2004

Virtilens genlerin PZR ile tespitinde acm, agg, gelE, efaAsm, efaAs, cdp, espsm, esps,
cob, ccf, cad, ace, cyIM, cylB ve cylA genleri i¢in protokol 1 ve hyl geni i¢in
protokol 2 olmak tzere iki farkli protokol uygulanmistir. Protokol 1’de
baglanma sicakliklar1 acm geni i¢cin 52 °C, agg geni i¢in 56 °C ve gelE, efaAfm,
efaAs, cdp, espsm, esps, cob, ccf, cad, ace, cyIM, cyIB ve cylA genleri icin ise 54 °C
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olarak uygulanmistir. PZR denemelerinde asagida verilen protokoller

uygulanmistir.

Protokol 1 (acm, agg, gelE, efaAsm, efaAs, cdp, espsm, esps, cob, ccf, cad, ace, cyIM,

cylB ve cylA genleri)

95 °C 5dk 1 déngii
95 °C 30 sn

Uygun baglanma sicakligi 30 sn 35 dongl
72 °C 60 sn

72 °C 10 dk 1 dongt

Protokol 2 (hyl geni )

95 °C 2dk 1 dongt
95 °C 30 sn

56 °C 90 sn 35 dongi
72 °C 90 sn

72 °C 10 dk 1 dongi

Cogaltilan viriilens genlerin PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi
Thermo OWL EASYCAST B2 yatay elektroforez tankinda % 1 (w/v) agaroz orani
ile hazirlanan jelde yapilmis ve fragment biiytikliikleri Genesta™ 100 bp DNA
marker (GeneAll Bldg, GA-010, Seul, Kore) kullanilarak hesaplanmistir. Jel
kullanilan elektroforez tamponunun yeni hazirlanmis etidyum bromit iceren
cozeltisinde 30 dakika boyanmistir. Jel boyama isleminin sonunda UV
transilliminator (Vilber Lourmat) iizerinde incelenmistir. Jel fotograflarinin

cekiminde Nikon D500 dijital fotograf makinesi kullanilmistir.

3.2.2.5 Biyojen amin iiretimi

E. mundtii YB6.30 susunun biyojen amin lretim 6zelliklerinin belirlenmesinde

Bover-Cid ve Holzapfel (1999), tarafindan onerilen yontem kullanilmistir.
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Hazirlanan bazal besiyerinin igerisine lisin, tirozin, ornitin veya histidin 6nciil

amino asitleri ilave edilmistir.

Dekarboksilaz Besiveri (Bover-Cid ve Holzapfel1999)

Tripton 5 g
Maya ekstrakti 5 g
Et ekstrakti 5 g
NacCl 2.5 g
Glukoz 0.5 g
Tween 80 1 g
MgS0a4 0.2 g
MnSO4 0.05 g
FeSO4 0.04 g
Amonyum sitrat 2 g
Tiamin 0.1 g
K2HPO4 2 g
CaCOs 0.1 g
Pridoksal-5-fosfat 0.05 g
Amino asit 10 g
Brom krezol-purple 006 g
Agar 20 g
Destile su 1000 mL

pH 5.3 £0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Amino asit onctleri ilave edilmeden temel besiyeri hazirlanmis ve ardindan dort
ayr1 temel besiyeri bilesimine amino asit Onciileri (histidin, lisin, ornitin ve
tirozin) ayr ayri ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerleri 121 °C'de 10 dakika
sure ile sterilize edilmistir. Denemelerde tiraminojenik E. faecalis NYE54 susu

pozitif kontrol olarak kullanilmistir (inoglu ve Tuncer, 2013).

30



3.2.2.5.1. Aminoasit dekarboksilaz genlerinin PZR ile arastirilmasi

E. mundtii YB6.30 izolatinda histidin (hdc), lizin (Idc), ornitin (odc) ve tirozin
(tdc) dekarboksilaz genlerinin varhigr Cizelge 3.3.de verilen primerler
kullanilarak arastirilmistir (De Las Rivas vd., 2006). PZR denemelerinde; 95
°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu (1 doéngii), 95 °C’'de 30 saniye / 53
°C’de 30 saniye / 72 °C’de 2 dakika ¢ogaltma (30 dongii) ve 72 °C’de 20 dakika
son uzama (1 dongii) asamalarindan olusan protokol uygulanmistir. Cogaltilan
amino asit dekarboksilaz genlerinin PZR fragmentlerinin agaroz jel
elektroforezi % 1.5 (w/v) agaroz orani ile hazirlanan jellerde yapilmistir.
Biyojen amin iretiminin arastirilacagl denemelerde tiraminojenik E. faecalis

NYE54 (tdc*) susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Dekarboksilaz genlerinin tespitinde kullanilan primerler

Gen Primer dizisi (5'- 3') Kaynak

hdc GGNATNGTNWSNTAYGAYMGNGCNGA de las Rivas vd., 2006
ATNGCDATNGCNSWCCANACNCCRTA

tdc TGGYTNGTNCCNCARACNAARCAYTA de las Rivas vd., 2006
ACRTARTCNACCATRTTRAARTCNGG

odc TWYMAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT de las Rivas vd., 2006
ACRCANAGNACNCCNGGNGGRTANGG
ATHWGNTWYGGNAAYACNATHAARAA de las Rivas vd., 2006
GCNARNCCNCCRAAYTTNCCDATRTC

ldc CAYRTNCCNGGNCAYAA de las Rivas vd., 2006
GGDATNCCNGGNGGRTA

Y: CveyaT; R: Aveya G; W: Aveya T; S: C veya G; M: Aveya C; D: A, Gveya T; H:
A, CveyaT; B: C,GveyaT; N: A,C,Gveya T.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. E. mundtii YB6.30 Susunun Teknolojik Ozellikleri

4.1.1. Laktik asit liretimi

Laktik asit iiretim yeteneginin belirlenmesi i¢in E. mundtii YB6.30 susu RSM
(rekonstitiie skim milk) ve MRS broth ortamlarinda 30 ve 37 °C'de kiltiire
edilmis ve inkiibasyonun 0., 6. ve 24. saatlerinde kiiltiir pH’s1 dl¢iilmustir. E.
mundtii YB6.30 susunun RSM ve MRS broth ortamlarinda 30 ve 37 °Cde
inkiibasyonun 0., 6. ve 24. saatlerinde oOlciilen pH degerleri Cizelge 4.1'de

verilmistir.

Cizelge 4.1. E. mundtii YB6.30 susunun RSM ve MRS broth ortamlarinda 30 ve 37
°C’de inkiibasyonun 0., 6. ve 24. saatlerinde pH degerleri

Kiiltiir ortam1* Zaman pH degeri
(saat) 30°Cde 37 °C'de
0 a**6.55+0.014Aa*** a6.51+0.014Ab
RSM 6 a6.45+0.066Aa a6.22+0.066Bb
24 a5.99+0.018Ba a5.65+0.018Cb
0 b6.50+0.014Aa b6.46+0.014Ab
MRS 6 a6.43+0.066Aa b5.85+£0.066Bb
24 b5.09+0.018Ba b4.75+0.018Cb

*RSM: rekonstitiie skim milk; MRS: de Man Rogosa and Sharpe broth

**Ortalamanin solundaki kii¢iik harfler zaman x sicaklik kombinasyonunda kiiltiir ortamlari
arasindaki farkliligi gostermektedir.

***Bliyiik harfler kiltiir ortami x sicaklik kombinasyonunda zamanlar arasi farkliligi, kiigtik
harfler kiiltiir ortami x zaman kombinasyonunda sicakliklar arasi farkliligl gdostermektedir.

Cogan vd. (1997), iyi bir mezofilik starter kultlriin stit ortaminda 30 °C’'de 6
saat inkiibasyon sonunda pH’y1 6.6’dan 5.3’e diisiirmesi gerektigini belirtmistir.
E. mundtii YB6.30 susu yalniz MRS broth ortaminda inkiibasyonun 24. saati
sonunda pH’y1 5.3’lin altina diistirdiigi tespit edilmistir. 30 °C’de inkiibe edilen
orneklerde pH 5.09+0.018’e ve 37 °Cde Kkiltire edilen orneklerde pH
4.75+0.018’e diismistiir. Bu veriler 1518inda E. mundtii YB6.30 susunun RSM
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ortaminda 30 ve 37 °C’de inkiibasyon sicakliginda diisiik asit tiretim o6zelligi
gosterdigi belirlenmistir. Diger taraftan, E. mundtii YB6.30 susu MRS broth
ortaminda 37 °C’de 24. saat inkiibasyon sonunda hizli asit liretim 06zelligi
gostermistir. Bradley vd. (1992)'ne gore kiultirlerin asit Uretim 0Ozelligi
besiyerlerinin baslangi¢ pH degeri ile inkiibasyondan sonra olusan pH degerleri
arasindaki fark (ApH) dikkate alinarak, hizli (ApH >1.5), orta (ApH 1.0 ile 1.5
arasinda) ve yavas (ApH <1.0) olarak tamimlanmaktadir. Bu kriterler dikkate
alinarak E. mundtii YB6.30 susunun RSM ortaminda 30 ve 37 °Cde
inklibasyonun 6. ve 24. saatleri sonunda ApH degeri birin altinda oldugu i¢in
yavas asit liretim yetenegi gosterdigi belirlenmistir. MRS broth ortaminda ise 30
ve 37 °C’de inklibasyonun 6. saatinde yavas, 24. saati sonunda 30 °C’de orta ve

37 °C’'de ise hizl asit liretim 6zelligi gostermistir.

Enterokok tirlerinin siitte asit liretim yetenegi ilizerine yapilan calismalar, asit
Uretiminin tiire, susa ve inkiibasyon siiresine gore farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. Enterokoklar genel olarak yavas veya orta diizeyde asit tliretim
yetenegine sahiptirler. Morea vd. (1999), Mozeralla peynirinden izole edilen
enterokok suslarinin 24 saat inkiibasyonun sonunda siitiin pH’sin1 5.5’in altina
diismedigini tespit etmislerdir. Durlu-Ozkaya vd. (2001), beyaz peynirden izole
ettikleri enterokok izolatlarinin genelde diisiik asit liretim yetenegine sahip
olduklarini, siit ortaminda 30 °C’de inkiibe edilen izolatlarin sadece 8’inin 24.
saatin sonunda pH’y1 5.0'in altina diisiirdiiglinii bildirmislerdir. Yapilan baska
bir ¢alismada El Soda (2002), Misir’daki farkl siit tiriinlerinden izole ettigi 500
enterokok susunun asidifikasyon 0Ozelliklerinin zayif oldugunu bildirmistir.
Ambadoyiannis vd. (2004), 8'i bebek diskisindan izole edilen ve 8'i de ¢ig keci
sutiinden iiretilen feta peynirinden izole edilen toplam 16 enterokok susunun
37 °C'de sitte asidifikasyon yeteneklerini inceledikleri c¢alismalarinda
izolatlarin 6, 16 ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda zayif asit iliretim
yetenegine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Arastirmacilar sadece bebek
diskisindan izole edilen E. faecalis B20 ve B4 suslarinin inkiibasyonun 16. saati
sonunda ve peynirden izole edilen E. faecalis V1.1 susunun ise inkiibasyonun 24.
saati sonunda pH’y1 5.2’nin altina dustiigiini gézlemlemislerdir. Buna ek olarak

arastirmacilar 16 sustan 13’linilin inkiibasyonun 16. saati sonunda siitiin pH’sin1
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5.8’in altina diisiiremedigini, hatta ¢cogu sus icin 24. saatin sonunda bile siit

pH’sinin 5.6’nin tizerinde oldugunu bildirmislerdir.

Diger taraftan enterokok izolatlarinin 37 °C’de 16-24 saat inkiibasyon sonunda
stit pH’sin1 5.0-5.2'nin altina diistirdiigiinii bildiren calismalarda bulunmaktadir
(Suzzi vd., 2000; Sarantinopoulos vd., 2001, Tuncer, 2009; Banwo vd., 2013;
Oladipo vd., 2015; Aspri vd., 2016). Esmer Italyan peynirinden izole edilen E.
faecalis suslarinda, 24 saatlik fermentasyondan sonra yagsiz siitte pH 4.5’e
kadar diismiis ve yiiksek bir asit iiretim potansiyeli gozlemlenmistir (Suzzi vd.,
2000). Sarantinopoulos vd. (2001), yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli kaynaklardan
izole edilen 129 E. faecium, E. faecalis ve E. durans susunun biyokimyasal ve
teknolojik 6zelliklerini incelemisler ve E. faecalis’in genelde E. faecium’dan daha
gliclt bir asitlendirici etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Tuncer (2009),
Tulum peynirinden izole edilen 17 E. faecium izolatindan 10’unun, 11 E. durans
izolatindan 5’inin ve 11 E. faecalis izolatindan 3’liiniin asidifikasyon
yeteneklerinin iyi diizeyde oldugunu bildirmistir. Banwo vd. (2013), inek
sutiinden izole edilen E. faecium suslarinin asit Uretim yetenegini incelemisler
ortamin ilk pH’s1 6.54 olmasina karsin E. faecium CM4 susu pH'y1 4.05’e kadar
diistiriirken 48 saatlik inkiibasyon sonunda E. faecium 2CM1 susu pH’y1 3.85’e
kadar diisiirmiistiir. Suslar MRS ortaminda pH’y1 5’in altina diisiirerek gii¢lii bir
asitlendirme 6zelligi gostermistir. Oladipo vd. (2015), RSM ortami kullandiklari
calismalarinda inkiibasyonun 6. ve 24. saati sonunda asit liretim yetenegini
inceledikleri E. gallinarum W211 susunun besiyerinin pH’sin1 24 saatte 5.8’den
4.8'e, E. gallinarum T71 susunun ise pH'y1 24. saat sonunda 5.8’den 4.7’ye
disirerek iyi bir asitlendirme o0zelligi gosterdigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar E. gallinarum U82, E. gallinarum W184 ve E. gallinarum C103
suslarinin ise orta seviyede asit iiretim yetenegi gosterdigini rapor etmislerdir.
Aspri vd. (2016), yaptiklar1 c¢alismada 189 enterokok susundan 16’sinin
baslangic pH degeri 6.90 olan siit ortaminin pH’sim1 6 saat sonra 5.99-5.51
araligina disiirdigini, 24 saat sonra izolatlarin % 38’inin pH’y1 4.55-5.00
seviyelerine, % 56’sinin  ise 5.10-6.00'a disiirdigiinii  bildirmislerdir.
Arastirmacilar izolatlarin yalniz % 5’inin pH’'y1 6’'nin altina diisiiremedigini

bildirmislerdir. Anagnostopoulos vd. (2018), yesil zeytinden izole ettikleri
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enterokok suslarinin higbirinin 6 saat inkiibasyon sonunda siittin pH’sin1 6.0’1n
altina disturemedigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte arastirmacilar 24 saat
inkiibasyon sonunda 64 izolatin 9’unun siitiin pH’sini1 4.60’'1n altinda, izolatlarin
34’intin 4.60 ile 5.10 arasinda ve 21'inin 5.10°dan bilyik oldugunu

belirlemislerdir.

Asit tliretim yetenegi starter kiiltiir seciminde énemli bir kriterdir (Ozkalp vd.,
2007). Starter kiltirler tarafindan iiretilen organik asitler bozulma yapan veya
patojenik bakteriler gibi istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini
onlemekte hem de son triiniin organoleptik 6zelliklerinin olusmasinda 6nemli
rol oynamaktadir (Anagnostopoulos vd., 2018). Hizli asit iliretim yetenegine
sahip suslar ¢cogunlukla starter kiiltiir olarak kullanilirken, orta veya zayif asit
lretim yetenegine sahip suslar ise diger teknolojik 6zelliklerine bagl olarak
yardimci starter Kkiiltiir olarak kullanilabilmektedir (Ayad vd., 2004; Lee, 2005).
Calisma kapsaminda elde edilen sonucglar, fermente sucuktan izole edilen
bakteriyosin treticisi E. mundtii YB6.30 susunun asit lretim yetenegi
bakimindan degerlendirildiginde et duriinlerinin yani sira fermente st
Urlnlerinin iiretiminde de yardimc starter kiiltiir olarak starter

kombinasyonlarinda yer alabilecegini gostermektedir.

4.1.2. Proteolitik aktivite

E. mundtii YB6.30 susunun proteolitik aktivitesi kalsiyum kaseinat agar
kullanilarak belirlenmistir. Deneme sonucu E. mundtii YB6.30 susunun
olusturdugu koloni etrafinda opak zon olusumu go6zlenmis (Sekil 4.1) ve
YB6.30'un proteolitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak
Serio vd. (2010), 70 enterokok susunun (34 E. faecium, 28 E. faecalis ve 8 E.
durans) rekonstitiie skim milk agar ortaminda proteolitik aktivite 6zelliklerini
arastirdiklarn calismalarinda 9 E. faecalis, 2 E. faecium ve 1 E. durans izolatinin
proteolitik aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Ribeiro vd. (2014), plate
count agar ortamina skim milk (%10 w/v) ilave edilerek hazirladiklar1 skim
milk agar ortaminda Pico peynirinden izole edilen bakteriyosin lireticisi 7 E.

faecalis susundan sadece E. faecalis L3A1M6 susunun proteolitik aktivite
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gosterdigini bildirmislerdir. Jaouani vd. (2015), 9 E. faecium, 8 E. faecalis, 3 E.
hirae ve 2 E. mundtii olmak tizere 22 bakteriyosin lireticisi enterokok
izolatindan 3 E. faecium (L5, 59 ve 97) ve 2 E. faecalis (K4 ve 98) susunun skim
milk agar ortaminda kazeini hidrolize ederek proteolitik aktivite gosterdigini
belirlemislerdir. Aspri vd. (2016), esek siitiinden izole edilen enterokok
izolatlarinin skim milk agar ortaminda proteolitik aktivite 6zelliklerinin test
etmisler ve izolatlarin % 78’'inin (56/72) besiyeri ortaminda opak zon

olusturarak proteolitik aktivite pozitif 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir.

Sekil 4.1. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis ATCC 29212 (pozitif kontrol)
suslarinin kalsiyum kazeinat agar ortaminda 37 °Cde 3 giin
inkiibasyon sonrasi goriintiileri

Diger taraftan Ben Belgacem vd. (2010), Tunus fermente et lriinii Gueddid’ten
izole ettikleri antibakteriyel aktiviteye sahip 24 enterokok susunun proteolitik
aktivite ozelligini % 1.5 skim milk iceren triptik soy agar ortaminda test
etmisler ve suslarin hicbirinin kazeini hidrolize edemedigini belirlemislerdir.
Benzer olarak Landeta vd. (2013), Ispanyol sosislerinden izole edilen 19 E.
faecium izolatinin higbirinin jelatin ve kalsiyum kazeinat agar ortamlarinda

proteolitik aktivite gostermedigini tespit etmislerdir.

Proteoliz, fermente bir {riiniin organoleptik 6zelliklerinin gelisimine katkida

bulunan temel endiistriyel 6zelliklerden biridir (Anagnostopoulos vd., 2018), bu
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nedenle bakteriyosin treticisi E. mundtii YB6.30 susunun kalsiyum kazeinat
agar ortaminda proteolitik aktivite gostermesi starter/yardimci starter kultir

olarak kullanimi i¢in bir avantajdir.

4.1.3. Lipolitik aktivite

E. mundtii YB6.30 susunun lipolitik aktivite 6zelligi spirit blue agar, MRS agar
(tween 80 veya tween 20 iceren) ve tributyrin agar olmak iizere farkl
ortamlarda test edilmis ve YB6.30 susunun lipolitik aktivite gostermedigi
belirlenmistir. Tezde elde edilen sonuca benzer olarak Jaouani vd. (2015),
bakteriyosin treticisi 9 E. faecium, 8 E. faecalis, 3 E. hirae ve 2 E. mundtii
susunun hicbirinin tributyrin agarda lipolitik aktivite gdstermedigini tespit
etmislerdir. Aspri vd. (2016), enterokok izolatlarinin higbirinin tributyrin agar

ortaminda zon vermedigini bildirmislerdir.

Diger taraftan farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda enterokok
izolatlarinin lipolitik aktivite gosterdigini bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir.
Bu ¢alismalarda genel olarak enterokoklarin diisiik diizeyde lipolitik aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Sarantinopoulos vd., 2001; Tuncer, 2009; Ribeiro vd.,
2014; Oladipo vd. 2015; Canigova vd., 2016; Anagnostopoulos vd. 2018).
Sarantinopoulos vd., (2001), farkli kaynaklardan izole edilen 129 enterokok
izolatinin teknolojik oOzelliklerinin arastirlldigr c¢alismalarinda izolatlarin %
90’'mnin tributyrin substratlarini  hidrolize ettigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar en lipolitik tiriin E. faecalis oldugunu ve bu tiru E. faecium ve E.
durans’in izledigini bildirmislerdir. Benzer olarak Tuncer (2009), tulum
peynirinden izole edilen 39 enterokok izolatinin tamaminin lipolitik aktivite
gosterdigini, E. faecalis tiirtiniin en lipolitik tir oldugunu ve bunu E. faecium ve
E. durans tirlerinin takip ettigini rapor etmistir. Ribeiro vd. (2014), bakteriyosin
uireticisi 7 Enterococcus izolatindan ikisinin tributyrin agar ortaminda lipolitik
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Oladipo vd. (2015), Nijerya geleneksel
fermente gida 6rneklerinden izole edilen 5 E. gallinarum izolatinin tributyrin
agar ortaminda lipolitik aktivitelerini test etmisler ve izolatlarin 10 ile 12 mm

arasinda degisen caplarda zon verdigini belirlemislerdir. Canigova vd. (2016),
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¢ig stitten izole ettikleri enterokok izolatlarinin diisiik lipolitik aktiviteye sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar izolatlarin tributyrin agar ortaminda
7 ile 15 mm arasinda degisen c¢apta zon verdigini tespit etmislerdir.
Anagnostopoulos vd. (2018), tributyrin agar kullanarak sofralik zeytinlerden
izole edilen enterokoklarin lipolitik aktivitesini incelemisler ve izolatlarin
sadece % 20.31’inin (13/64) lipolitik aktivite testinde pozitif sonu¢ verdigini
bildirmislerdir.

Lipolitik aktivite starter kiiltlir olarak kullanilacak suslarda arzu edilen bir
ozellik olmakla beraber yiiksek lipolitik aktivite son iriiniin organoleptik
ozelliklerini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Morandi vd. 2006). Bu
nedenle bakteriyosin treticisi E. mundtii YB6.30 susunun lipolitik aktivite

gostermemesi starter kiiltiir olarak kullanimi i¢in bir dezavantaj degildir.

4.1.4. Nitrat rediiktaz aktivitesi

E. mundtii YB6.30 susunun nitrat rediiktaz aktivitesi YT agar ortaminda test
edilmis ve nitrat pozitif 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Benzer olarak Landeta
vd. (2013), kurutulmus ispanyol sosislerinden izole ettikleri enterokoklarin da
nitrat rediiktaz aktivitesi gosterdigini rapor etmislerdir. Et lriinlerinde temel
bir katki maddesi olarak kullanilan nitrit karakteristik kiirlenmis et renginin,
lezzet ve doku oOzelliklerinin gelistirilmesi ve 6zellikle Clostridium botulinum
basta olmak lizere patojen mikroorganizmalarin inaktivasyonu ve oksidatif
acilasma olusumunu engelledigi i¢cin uzun yillardir kullanilmaktadir (Ahn vd.,,
2004; Liu vd., 2010). Kurutularak olgunlastirilan fermente sosislerde temel renk
olusumundan koagulaz-negatif stafilokoklar sorumlu olsada, tipik renk olusum
strecinde nitratin nitrite indirgenmesinde LAB de rol oynamaktadir. Koagulaz-
negatif stafilokoklara nazaran LAB diisiik diizeyde nitrat rediiktaz aktivitesi
gosterse de, nitrat rediiktaz aktivitesinin nitrozomiyoglobin olusum
mekanizmasina dogrudan dahil olmasi nedeniyle bu bakterilerde de nitrat
rediiktaz aktivitesinin arastirilmasi istenilmektedir (Ammor ve Mayo, 2007). Bu

nedenle E. mundtii YB6.30 susunun nitrati rediikte etmesi teknolojik acidan
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o6nemlidir. Bu 6zellik E. mundtii YB6.30 susunun fermente et {iriinlerinde starter

kiiltiir kombinasyonlarinda yer almasi i¢in bir avantajdir.

4.2. E. mundtii YB6.30 Susunun Giivenlik Degerlendirmesi

4.2.1. Antibiyotik direng

Bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiriicii veya iiremeyi durdurucu
etkisine karsi koyabilme yetenegine diren¢ denir (Tenover ve Hugles, 1996).
Enterokoklarin antibiyotiklere karsi gosterdikleri direng, patojenitelerine
katkida bulunan faktérlerden biridir (Shankar vd., 2004; Yogurtcu ve Tuncer,
2013). Tez ¢alismasi1 kapsaminda bakteriyosinojenik E. mundtii YB6.30 susunun
antibiyotik direng profili 18 ticari antibiyotik diski kullanilarak disk difiizyon
yontemi ile test edilmis ve YB6.30 susunun denemelerde Kkullanilan

antibiyotiklerin tamamina duyarli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. E. mundtii YB6.30 susunun antibiyotik direnc profili ve disk difiizyon
zon ¢aplari

Antibiyotik Disk E. mundtii YB6.30
Konsatrasyonu Direng Zon cap1
profili* (mm)
Ampisilin 10 pg S 30
Penisilin G 10U S 28
Vankomisin 30 ug S 21
Teikoplanin 30 ug S 21
Eritromisin 15 ug S 23
Tetrasiklin 30 ug S 28
Doksisiklin 30 pg S 29
Minosiklin 30 ug S 29
Siprofloksasin 5ug S 22
Levoflaksasin 5ug S 22
Norfloksasin 10 pg S 17
Nitrofurontoin 300 pg S 24
Rifampin 5ug S 33
Kloramfenikol 30 ug S 27
Quinopristin-dalfopristin 15 pg S 21
Linezolid 30 ug S 32
Gentamisin 120 pg S 22
Streptomisin 300 ug S 21
*S: Duyarhi
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Sekil 4.2. E. mundtii YB6.30 susunun eritromisin (15 pg), levofloksasin (5 pg),
linezolid (30 pg), nitrofurantoin (300 pg), penisilin G (10 U) ve
teikoplanin (30 pg) antibiyotiklerine karsi disk difiizyon test sonuclari

Yousif vd. (2005), Hussuwa’dan izole ettikleri enterokok suslarinin tamaminin
ampisilin, gentamisin, kloramfenikol, tetrasiklin ve streptomisin’e karsi duyarh
oldugunu belirlemislerdir. Diger taraftan arastirmacilar izolatlarin penisilin,
vankomisin, eritromisin ve siprofloksasin’e kars: ise direncli oldugunu tespit
etmislerdir. Trivedi vd. (2011), cesitli gida kaynaklarindan izole ettikleri
enterokoklarin sefalotin (% 46), ofloksasin (% 38) ve eritromisine (% 10) kars1
yliksek diren¢ gosterdigini bildirmistir. Klinik olarak o6nemli ampisilin,
gentamisin ve teikoplanin gibi antibiyotiklere ise daha dusik direng
gosterdiklerini saptamislardir. Ayrica bu calismada test edilen suslardan
hi¢birinin vankomisine direngli olmadigi tespit edilmistir. Banwo vd. (2013), ¢ig
inek siitiinden izole ettikleri bakteriyosin treticisi E. faecium CM4 ve 2CM1
suslarinin antibiyotik direnc¢ profillerini inceledikleri ¢calismalarinda, E. faecium
CM4 susunun vankomisine yiiksek duyarlilik gosterdigini ancak streptomisin,
kloramfenikol, gentamisin, pefloksasin, siprofloksasin ve tetrasikline karsi orta
derecede duyarli oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar E. faecium 2CM1
susunun ise pefloksasine karsi direncli, streptomisin, gentamisin, tetrasiklin ve
vankomisinin de dahil oldugu 7 antibiyotige karsi ise orta seviyede duyarh
oldugunu tespit etmislerdir. Ozden-Tuncer vd. (2013), bakteriyosin iireticisi E.

faecium EYT17, EYT31 ve EYT39 suslarinin antibiyotik diren¢ profillerinin
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belirlenmesinde disk diflizyon testi kullanmislar ve suslarin tamaminin
ampisilin, kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin, penisilin, streptomisin,
tetrasiklin, siilfametoksazol/trimetoprim ve vankomisine duyarli oldugunu
tespit etmislerdir. E. faecium suslar1 yalnizca eritromisine orta seviyede direngli
bulunmustur. Tuncer vd. (2014) yilinda disk diflizyon yontemi kullanilarak
yapilan antibiyotik direng testi sonucu bakteriyosin iireticisi E. faecalis MYE58
susunun denemelerde kullanilan 10 antibiyotikten streptomisin (300 pg) ve
tetrasikline (30 pg) hari¢ denemelerde kullanilan diger antibiyotiklere karsi
duyarl oldugunu belirlemislerdir. Ava ve Ozden Tuncer (2017), geleneksel
peynir orneklerinden izole ettikleri 11 bakteriyosin iireticisi enterokok susunun
tamaminin gentamisin, teikoplanin, doksisiklin, ampisilin, nitrofurantoin,
linezolid ve levofloksasine karsi duyarl oldugunu tespit etmislerdir. E. faecalis
MBE29-1 susu hari¢ diger tiim suslar vankomisine karsi duyarli bulunmustur.
Ancak diger taraftan arastirmacilar sozkonusu suslardan 6’sinin c¢oklu

antibiyotik direng 6zelligi tasidigini tespit etmislerdir.

4.2.2. Hemolitik aktivite

E. mundtii YB6.30 susunun hemolitik aktivite 6zelligi (% 5 v/v) koyun kani
iceren Columbia agar ortaminda test edilmistir. Hemolitik aktivite testi sonucu
YB6.30 kolonileri etrafinda opak zon olusumu goézlemlenmemis sonu¢ gama (y)
hemoliz olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bu bulguya benzer olarak farkl
arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda da gida kaynakli enterokok
izolatlarinin hemolitik aktivite gostermedigi tespit edilmistir (Ozmen-Togay vd.,
2010; Malek vd., 2012; Banwo vd., 2013; Tuncer vd., 2014). Ozmen-Togay vd.
(2010), fermente gida maddelerinden izole edilen 68 E. faecalis ve 16 E. faecium
suslarinin hicbirinin (-hemolitik aktivite gostermedigini tespit etmislerdir.
Misir peynirlerinden izole edilen 35 enterokok susunun hi¢cbirinde hemolitik
aktiviteye rastlanmamistir (Malek vd., 2012). Banwo vd. (2013), ¢ig siitten izole
edilen bakteriyosin treticisi E. faecium CM4 ve 2CM1 suslarinin hemolitik
aktivite gostermedigini bildirmistir. Tuncer vd. (2014), ¢ig siitten izole ettikleri
enterosin ureticisi E. faecalis MYE58 susunun kanli agarli besiyerinde hemolitik

aktivite 0zelligini incelemisler ve hemolitik aktivite gostermedigini
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belirlemislerdir. Anagnostopoulos vd. (2018), yesil zeytinden izole edilen
enterokok suslarinin hicbirinin hemolitik aktivite gostermedigini rapor

etmislerdir.

Gidalardan a ve B-hemolitik enterokok suslarinin izole edildigini bildiren
calismalarda bulunmaktadir. Eaton ve Gasson (2001), gida kaynakli enterokok
izolatlarinda B-hemolitik aktivite tespit etmislerdir. Ambadoyiannis vd. (2004),
feta peynirinden ve bebek diskisindan izole ettikleri 7 E. faecium izolatindan
6’sinin 3-hemolitik aktivite gdsterdigini rapor etmislerdir. Trivedi vd. (2011), E.
faecalis ve E. faecium izolatlar1 arasinda (-hemolitik aktiviteye sahip suslar
oldugunu bildirmistirler. Ava ve Ozden Tuncer (2017), geleneksel Tiirk
peynirlerinden izole ettikleri bakteriyosin tireticisi 11 enterokok izolatindan E.
faecium MBE27-2, E. faecium MBE27-3 ve E. faecalis MBE29-3 suslarinin a-
hemolitik, E. faecalis MBE1-9, E. faecalis MBE29-1, E. faecalis MBE31-4 ve E.
faecium MBE12-3 suslarinin zayif o-hemolitik aktivite gosterdigini
belirlemislerdir. Arastirmacilar E. faecium MBE15-2, MBE16-5, MBE22-2 ve E.
faecalis  MBE20-5 suslarinin  ise hemolitik aktivite gostermedigini
bildirmislerdir. Gokmen vd. (2017), tiiketime hazir gidalardan izole edilen 114
enterokok izolatinin 36’sinin (22 E. faecium, 14 E. faecalis) hemolitik aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

Enterokoklarda hemolizin/sitolizin varligi son derece dikkatlice kontrol
edilmesi gereken bir 0Ozellik olup hemolitik aktivitenin olmamas1 siit
endiistrisinde kullanilacak starter kiiltlirlerin secilmesinde 6nemli bir kriter
olarak kabul edilmektedir (Giraffa, 1995). Hemolizin {iretimi enterokokal
enfeksiyonlarin siddetini artirabilmekte ve hemolizin liretimine katilan genlerin
varlig1 da bir risk faktéri olarak kabul edilmektedir (Valenzuela vd., 2009). Gida
fermentasyonlarinda starter kiiltiir olarak kullanilacak olan suslarin 3-hemolitik
aktivite gostermesi istenmeyen bir durumdur (Gomes vd., 2008). Bu nedenle E.
mundtii YB6.30 susunun hemolitik aktivite gostermemesi gida iretim

proseslerinde kullanilmasi i¢in bir avantajdir.
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4.2.3. Jelatinaz aktivitesi

E. mundtii YB6.30 susunun jelatinaz aktivitesi % 3 jelatin iceren Todd-Hewitt
agar besiyerinde test edilmistir. Inkiibasyonu takiben buzdolabinda bekletilen
Petri kutusu incelendiginde koloni etrafinda opak zon olusumu gézlenmemis ve

sonug negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis NYE7 (pozitif kontrol) suslarinin
jelatinaz test sonuglari

Gomes vd. (2008), Brezilya’da iiretilen peynir, et, sebze ve siit liriinlerinden
izole edilen suslarin jelatinaz aktivitesini incelemisler ve sadece E. faecalis
izolatlarinin % 60'inin jelatinaz aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar E. faecium, E. casseliflavus ve E. gallinarum izolatlarinin ise
jelatinaz aktivitesi gostermedigini bildirmislerdir. Trivedi vd. (2011), et, siit ve
meyve/sebze lrilinlerinden izole ettikleri 250 enterokok izolatinin jelatinaz
aktivitesini incelemisler ve sadece etten izole edilen 1 E. faecalis izolatinin
jelatinaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Banwo vd. (2013), ¢ig inek
sutiinden izole ettikleri bakteriyosin treticisi E. faecium CM4 ve 2CM1
suslarinin her ikisinin de jelatinaz aktivitesi gostermedigini belirlemislerdir.
Tuncer vd. (2014), c¢ig siitten izole edilen bakteriyosin treticisi E. faecalis
MYES58 susunun jelatinaz negatif 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir. Avci ve

Ozden-Tuncer (2017) yilinda yaptiklar ¢calismada ise izole ettikleri bakteriyosin
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tireticisi 11 enterokok suslardan sadece E. faecalis MBE29-3 susunun Todd-
Hewitt agarda jelatinaz aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir. G6kmen vd.
(2017), tiketime hazir gida maddelerinden izole ettikleri 114 enterokok
izolatinin higbirinin jelatinaz aktivitesi gostermedigini belirlemislerdir. Diger
taraftan farkll arastirmacilar tarafindan yapilan g¢alismalarda gida ve klinik
kaynakli enterokok izolatlarinda jelatinaz aktivitesinin tespit edildigini bildiren
calismalarda bulunmaktadir (Eaton ve Gasson, 2001; Cariolato vd. 2008;

Manavalan vd., 2015).

Jelatinaz c¢inko iceren hiicre disi bir metalloproteinaz olup jelatin, kollojen,
fibrinojen, kazein, hemoglobin, insiilin ve bazi biyoaktif peptidlerin hidrolizine
neden olmaktadir. Dilizensiz metallaproteinaz aktivitesi kanser hiicrelerinin
invazyonu, artrit ve periodontit gibi patolojik durumlarla iliskilendirilmektedir
(Singh vd., 1998; Kanematsu vd., 1998; Dworniczek vd., 2003). E. mundtii YB6.30
susunun jelatinaz aktivitesi gostermemesi starter kiiltiir olarak kullanimi icin

bir avantajdir.

4.2.4. Viriilens faktor genlerinin PZR ile arastirilmasi

Mikroorganizmalarin hastalik yapic1 etkisini arttiran efektor molekiiller
viriilens faktorler olarak isimlendirilmektedir (Mundy vd., 2000). Enterokoklar
distk virtlens ozellikli bakteriler olarak bilinmelerine ragmen son yillarda
artan nozokomiyal enfeksiyonlarin sorumlulari arasinda yer almaktadirlar. Gida
kaynakli enterokoklarin virtilens 6zellikleri klinik 6rneklere gore daha diisiik
oldugu bildirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Giraffa, 2002; Foulquié Moreno
vd., 2006; inoglu ve Tuncer, 2013; Ozden-Tuncer vd., 2013). Jelatinaz (gelE),
hiicre duvar adhezinleri (efaAsm, efaAs), ekstraseliiler yiizey proteini (espfm,
espss), seks feromonlari (cpd, cob, ccf, cad), kollojen baglayan protein (ace, acm),
agregasyon proteini (agg), sitolizin (cyIM, cylB, cylA) ve hiyaluronidaz (hyl)
tretim o6zelliklerini kodlayan virtilens faktorlerin genetik determinantlarinin
spesifik primerler kullanilarak arastirildigi PZR ¢alismasi sonucu E. mundtii
YB6.30 susunda viriilens faktér genlerinin hig¢birinin bulunmadig1 tespit

edilmistir (Sekil 4.4). E. mundtii YB6.30 susunda gelE geni bulunmamasi
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jelatinaz aktivitesinin fenotipik olarak test edildigi deneme sonucunu
desteklemektedir. Ge¢mis yillarda farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda fenotipik olarak jelatinaz aktivitesi gostermeyen ancak gelE geni
(sessiz) varlig1 tepit edilen enterokok izolatlarida bildirilmistir (Eaton ve
Gasson, 2001; Franz vd., 2001; Cariolato vd., 2008; Trivedi vd., 2011; Tuncer vd.,
2014; Avci ve Ozden-Tuncer, 2017). Kanh agar ortaminda hemolitik aktivite
gostermedigi tespit edilen YB6.30 susunda cyIM, cylB, cylA genlerinin tespit
edilmemesi fenotipik test sonucunu desteklemektedir. PZR denemeleri sonucu
E. mundtii YB6.30 susunda virtlens faktor geni varlig1 tespit edilmemis olmasi

gida endiistrisinde kullanim i¢in giivenli oldugunu géstermektedir.

123456 78 9M1011121314151617

181920212223242526 272829 30313233

Sekil 4.4. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis ATCC 29212 suslarinda viriilens
genlerin PZR tespiti

45



E. mundtii YB6.30 (agg) -

E. mundtii YB6.30 (gelE) -

E. mundtii YB6.30 (efaAfm) P-

E. mundtii YB6.30 (efaAx) : -

E. mundtii YB6.30 (cpd) -

E. mundtii YB6.30 (cob) P-

E. mundtii YB6.30 (ccf) |-

E. mundtii YB6.30 (cad) : -

E. mundtii YB6.30 (ace) P-

Genesta™ 100 bp DNA Marker : 2000, 1800, 1600, 1400, 1200, 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

10  E. mundtii YB6.30 (acm) -

11  E. mundtii YB6.30 (cyIM) -

12 E. mundtii YB6.30 (cyIB) : -

13 E. mundtii YB6.30 (cylA)

14  E. mundtii YB6.30 (hyl) -

15  E. mundtii YB6.30 (espsm) P-

16  E. mundtii YB6.30 (espg) -

17  Nergatif control (su) -

18 E. faecalis ATCC 29212 (agg)

19  E. faecalis ATCC 29212 (gelE) 1419 bg

20  E. faecalis ATCC 29212 (efaAsm)

21 E. faecalis ATCC 29212 (efadss) :705 bg

22 E. faecalis ATCC 29212 (cpd) : 782 bg

23 E. faecalis ATCC 29212 (cob) : 1405 bg

24  E. faecalis ATCC 29212 (ccf) : 543 be

25  E. faecalis ATCC 29212 (cad) : 1299 be

26  E. faecalis ATCC 29212 (ace) : 350 bg

27  E. faecalis ATCC 29212 (acm) :353 bg

28 E. faecalis ATCC 29212 (cyIM)  :-

29  E. faecalis ATCC 29212 (cylB) : 843 bg

30 E faecalis ATCC 29212 (cylA) :517 bg

31 E. faecalis ATCC 29212 (hyl) -

32  E faecalis ATCC 29212 (espfm) :-

33  E. faecalis ATCC 29212 (espfs) -

2O OWNOoUE W R

4.2.5. Biyojen amin iiretimi

Bakteriyosin treticisi E. mundtii YB6.30 susunun amino asit dekarboksilaz
besiyerinde 4 farkli amino asit 6nctisii kullanilarak yapilan biyojen amin tiretim
ozelliginin fenotipik olarak test edildigi denemeler sonucu, YB6.30 susunun
histidin (Sekil 4.5), lisin ve ornitin amino asitlerini dekarboksile etmedigi ancak

tirozini dekarboksile ederek tiramin trettigi (Sekil 4.6) belirlenmistir.
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Sekil 4.5. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis NYE54 suslarinin histidin iceren
dekarboksilaz besiyerinde 37 °C'de 5 giin inkiibasyon sonrasi
goruntileri

Sekil 4.6. E. mundtii YB6.30 ve E. faecalis NYE54 suslarinin tirozin igeren
dekarboksilaz besiyerinde 37 °C’de 5 giin inkiibasyon sonrasi
goruntiileri

Mikroorganizmalarin amino asit dekarboksilasyonu tiir, sus ve c¢evresel
kosullara gore farklilik gostermektedir. Bununla birlikte enterokoklarda tiramin
lretiminin yaygin olarak tespit edildigi farkli arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir (Andrighetto vd., 2001; Ambadoyiannis vd., 2004; Tuncer, 2009;
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inoglu ve Tuncer, 2013; Yiiceer ve Ozden-Tuncer, 2015; Aspri vd., 2016; Avci ve
Ozden-Tuncer, 2017; Zommiti vd., 2018). Andrighetto vd. (2001) italyan
peynirinden izole edilen enterokok suslarinin higbirinin histidin, lisin ve ornitini
dekarboksile edemediginin tespit etmislerdir. Ancak arastirmacilar E. durans
izolatlarinin tamaminin, E. faecalis izolatlarinin % 97.5’inin ve E. faecium
izolatlarinin % 77.8'inin tirozini dekarboksile ettigini rapor etmislerdir.
Ambadoyiannis vd. (2004), inceledikleri izolatlarin hi¢birinin histamin,
kadaverin veya putresin iiretmedigini bununla birlikte, tiramin tretiminin E.
faecalis, E. faecium ve E. durans tirleri icin ortak bir o6zelligi oldugunu
bildirmislerdir. Tuncer (2009), yaptig1 c¢alismada 39 enterokok susunun
hicbirinin histidin, lizin ve ornitini dekarboksile etmedigini tespit etmislerdir.
Bununla birlikte 39 susun 36’sinin (% 92.31) tiraminden tirozin Urettigi
bulunmustur. Ulkemizde yapilan bir baska ¢alismada Inoglu ve Tuncer (2013)
yilinda yaptiklar1 ¢alismada tulum peynirinden izole edilen 28 enterokok
izolatinin histidin, lisin ve ornitinin dekarboksile edemezken izolatlarin %
92.9’unun tirozini dekarboksile ederek tiramin turettigi tespit edilmistir. E.
faecium susunun tiramin tireticisi oldugunu bulmustur. Yiiceer ve Ozden-Tuncer
(2015), tarafindan yapilan c¢alismada sucuk oOrneklerinden izole edilen
enterokoklarin hig¢birinin histidini, lizini ve ornitini dekarboksile etmedigi ancak
izolatlarin % 68’inin tirozini dekarboksile ettigi belirlenmistir. Aspri vd. (2016),
enterokok izolatlarinin 7 giin inkiibasyon siiresi sonunda histidin veya ornitini
dekarboksile edemezken, izolatlarin % 75’inin tirozini dekarboksile ettigini
tespit etmislerdir. Ava ve Ozden-Tuncer (2017), yaptiklari calismada geleneksel
Turk peynirlerinden izole ettikleri 11 enterokok susunun 10’ununda tirozin

dekarboksilaz aktivitesi tespit etmislerdir.

Yiksek diizeyde biyojen amin tiiketiminin organizmada cesitli farmakolojik,
fizyolojik ve toksik etkiler gostermesinden dolay1 bakteriyosin iireticisi E.
mundtii YB6.30 susunun tirozin disinda test edilen diger amino asitleri
dekarboksile etmemesi bir avantajdir. Ancak s6z konusu susun tiramin lretim
miktarinin daha sonra yapilacak ¢alismalar ile arastirilmasi gida sistemlerinde

kullanim giivenliginin belirlenmesi i¢in gerekmektedir.
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4.2.5.1. Dekarboksilaz genlerinin PZR ile arastirilmasi

Histidin (hdc), lisin (Idc), ornitin (odc) ve tirozin (tdc) dekarboksilaz genlerinin
arastirildigl PZR denemesi sonucu E. mundtii YB6.30 susunda sadece tdc geni
varlig1 tespit edilmistir. PZR {rtlinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucu tirozin
dekarboksilaz genine 6zgu 825 kb biiytikligiinde fragment elde edilmistir (Sekil
4.6). PZR sonuglar1 amino asit dekarboksilaz besiyerinde elde edilen fenotipik
test sonuglarini desteklemektedir. Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda da tiramin iretimi ile tdc geni varligl arasinda uyum oldugu
bildirilmistir (Bhardwaj vd., 2008; Kucerova vd. 2009; Kalhotka vd. 2012;
Inoglu ve Tuncer, 2013; Yiiceer ve Ozden-Tuncer, 2015; Avci ve Ozden-Tuncer,

2017).

2000 bg

1200 be¢

tdc 825 bg tdc 825 bg

500 bg

100 bg

Sekil 4.7. E. mundtii YB6.30 susunda histidin (hdc), lisin (Idc), tirozin (tdc) ve
ornitin (odc) dekarboksilaz genlerinin PZR amplifikasyonu
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hdc i -

Ildc -

tdc : 825 bg

odc -

Genesta™ 100 bp DNA : 2000, 1800, 1600, 1400, 1200, 1000, 900,
Marker (GeneAll) 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg
Pozitif kontrol E. faecalis :825bg

NYE54 (tdc?)

Negatif kontrol (su) -
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda E. mundtii YB6.30 susunun teknolojik ve giivenlik
degerlendirmesi yapilarak gida endiistrisinde starter/yardimci starter kultiir
olarak kullanim potansiyeli arastinlmistir. E. mundtii YB6.30 susu RSM
ortaminda 30 ve 37 °C’de diisiik asit Uretim o6zelligi gosterken MRS broth
ortaminda 37 °C’de 24. saat inkiibasyon sonunda hizli asit liretim 6zelligi
gostermistir. Asit liretim yetenegi starter kiiltiir seciminde 6nemli bir kriterdir
ve hizli asit Uretim yetenegine sahip suslar starter, orta ve diisiik seviyede asit
treten suslar ise genellikle yardimci starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir.
Proteolitik aktivite fermente gida tretiminde starter kiltir olarak kullanilacak
suslarin belirlenmesinde kullanilan temel 6zelliklerden biridir. E. mundtii
YB6.30 susu kalsiyum kazeinat agarda proteolitik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Lipolitik aktivite starter kiltlir olarak kullanilacak suslarda arzu
edilen bir 6zellik olmakla beraber son iiriinde istenmeyen aci tat olusumuna da
neden olabilmektedir. Lipolitik aktivite testi sonucu E. mundtii YB6.30 susunun
lipolitik aktivite gdstermedigi belirlenmistir. Nitrat rediiktaz testi sonucu E.
mundtii YB6.30 susunun nitrati rediikte ettigi tespit edilmistir. Et endiistrisinde
starter kiiltiir olarak kullanilacak suslarda nitrat rediiktaz aktivitesi istenilen bir

ozelliktir.

Antibiyotiklere kars1 gosterdikleri diren¢ enterokoklarin patojenitesine katkida
bulunan faktdrlerden biridir. Enterokoklar klinik olarak o6neme sahip
antibiyotiklere kars1 dogal ve kazanilmis direng o6zellikleri gosterebilmektedir.
Calisma kapsaminda bakteriyosinojenik E. mundtii YB6.30 susunun
denemelerde kullanilan klinik olarak 6neme sahip hicbir antibiyotige direng
gostermemesi bir avantajdir. E. mundtii YB6.30 susunda hemolitik aktivite ve
jelatinaz iretimi tespit edilmemistir. PZR denemeleri ile E. mundtii YB6.30
susunda 16 virtilens faktor geni arastirilmis ve YB6.30 susunun virtlens faktor
icermedigi tespit edilmistir. Hemolitik aktivite ve jelatinaz tliretim 6zelliginin
arastirlldig1 fenotipik ve genotipik test sonuclari arasinda uyum oldugu

belirlenmistir. Amino asit dekarboksilaz denemesi sonucu E. mundtii YB6.30
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susunun denemelerde kullanilan amino asit dnciileri arasindan yalniz tirozini

dekarboksile ederek tiramin olusturdugu belirlenmistir.

Bakteriyosinojenik E. mundtii YB6.30 susunun teknolojik 6zellikleri ve glivenlik
degerlendirmesinin  arastirildifi  denemelerde elde edilen sonuglar
dogrultusunda bu susun gida endiistrisinde starter/yardimci starter kiltir
olarak kullanimin potansiyeli bulundugu tespit edilmistir. E. mundtii YB6.30
susunun ileride yapilacak ¢alismalar ile gida tiretim streglerinde denenmesi

gerekmektedir.
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