GIDA (2014) 39 (5): 275-282 Arastirma/ Research
doi: 10.15237/gida.GD14023

CiG SUTTEN iZOLE EDILEN ENTEROSIN B URETICisi
ENTEROCOCCUS FAECALIS MYE58 SUSUNUN
GUVENLIK DEGERLENDIRMESi

Merve Tuncer, Banu Ozden Tuncer, Yasin Tuncer*
Siileyman Demirel Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii, Isparta
Gelis tarihi / Received: 21.03.2014

Diizeltilerek Gelis tarihi / Received in revised form: 17.06.2014
Kabul tarihi / Accepted: 19.06.2014

Ozet

Bu calismada, ¢ig sttten izole edilen bakteriyosin treticisi Enterococcus faecalis MYE58'de enterosin,
virtilens faktor ve vankomisin diren¢ genlerinin varligini arastirdik. Ayrica, bu susun hemolitik aktivite,
jelatinaz Giretimi ve antibiyotik direnclilik ¢zelliklerini de test ettik. MYE58 susunun Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus gibi Gram pozitif bakterileri inhibe ettigi belirlenmistir. MYES8
susunda enterosin B yapisal geninin (entB) varligi tespit edilmistir. MYE58 susu hemoliz ve jelatinaz
aktivitesi gostermemistir. MYES58 susunda gelE ve espfs genlerinin varligi tespit edilmis fakat agg, ace,
efaAfs, ccf, cob, cpd, cat, cyIM, cyIB, cylA, vanA ve vanB genlerinin varlig: tespit edilmemistir. MYE58
susu streptomisin ve tetrasikline direncli bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglari, enterosin B ireticisi
E. faecalis MYE58 susunun starter kiltir olarak kullanilmasinin tiiketici sagligt acisindan risk teskil
edebilecegini gostermistir. Ancak, MYE58 susu tarafindan tretilen enterosin B’nin saflastirilmis veya
kismi saflastirilmis preparatlarinin Listeria monocytogenes, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus'a
karst gida muhafazasinda kullanilabilme potansiyeli vardir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus faecalis, enterosin B, antibiyotik direnclilik, virtlens faktor, ¢ig stt

SAFETY EVALUATION OF ENTEROCIN B
PRODUCER ENTEROCOCCUS FAECALIS MYE58
STRAIN ISOLATED FROM RAW MILK

Abstract

In this study, we investigated the occurrence of enterocin, virulence factor and vancomycin resistance
genes in bacteriocin producer Enterococcus faecalis MYESS isolated from raw milk. We also tested
hemolytic activity, gelatinase production and antibiotic resistance of this strain. It was determined that
MYESS strain inhibited Gram-positive bacteria, such as Listeria monocytogenes, Bacillus cereus and
Staphylococcus aureus. The presence of enterocin B structural gene (entB) was detected in MYES8
strain. MYES5S strain did not exhibit haemolysis and gelatinase activity. In MYES58 strain, the presence of
gelE and espfs genes were detected, but agg, ace, efaAfs, ccf, cob, cpd, cat, cyIM, cyIB, cylA, vanA and
vanB genes were not detected. MYES8 was found resistant to streptomycin and tetracycline. The results
of this study showed that enterocin B producer E. faecalis MYESS strain used as starter culture could
pose a risk to consumer health. However, purified or semi-purified enterocin B produced by MYE58
strain may have a potential to use for food preservation against Listeria monocytogenes, Bacillus cereus
and Staphylococcus aureus.
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GIRIS

Laktik asit bakterilerinin (LAB) bir grubu olan
enterokoklar, pastorizasyon sicakliklarina direncli
olmalarmin yant sira, farkli substrat ile distik
ve ylksek sicaklik, ekstrem pH ve tuz
konsantrasyonlart gibi gelisme kosullarina da
kolay adapte olma yetenekleri nedeniyle siit ve
et gibi ¢ig materyallerden tretilen hayvansal
gidalardan ozellikle fermente sosisler ve peynirlerden
siklikla izole edilmektedirler (1-4). Enterococcus
Jfaecalis, Enterococcus faecium ve Enterococcus
durans ¢ig sit ve st trlinlerinde en sik rastlanilan
enterokok tiirlerini olusturmaktadir . Stit kokenli
enterokok suslari laktik asit tretimi, proteolitik
aktivite, lipolitik aktivite ve sitrat metabolizmasi
yetenekleri ile geleneksel peynirlerin olgunlasmasi
strasinda tat ve aromanin olusumunda 6nemli rol
oynamaktadirlar (5).

Son yillarda tiiketici talebinin kimyasal katki
maddesi icermeyen dogal trlinler yoniinde artis
gostermesi gida endustrisini yeni ve alternatif gida
muhafaza yontemleri bulmaya itmektedir (6).
Gida muhafazasinda kimyasal gida koruyucularina
alternatif olarak kullanilabilecek dogal antimikrobiyel
maddelerin basinda LAB tarafindan {retilen
bakteriyosinler gelmektedir (7). Yapilan calismalar
pek cok enterokok susunun enterosin olarak
isimlendirilen, gida kaynakli patojen veya
gidalarda bozulmaya neden olan bakterilere karst
inhibitor etki gosteren cesitli bakteriyosinler
Urettigini gostermistir. Bu 6zelliklerinden dolayt
enterosin Ureticisi enterokok suslarinin gida
muhafazasinda kullanilabilecegi belirtilmektedir (3,
8). Enterokoklar tarafindan tretilen bakteriyosinler
Franz ve ark. (9) tarafindan yapilan smiflandirmaya
gore dort ana grup altinda toplanmistir. Sinif T,
lantibiyotik enterosinleri (sitolizin); smif 11, kigik,
lantibiyotik olmayan enterosinleri; sinif III, siklik
enterosinleri (enterosin AS-48) ve sinif IV, biyiik
proteinleri (enterolisin A) icermektedir. Ayrica,
stnif II tyesi bakteriyosinler 3 alt gruba
ayrilmistir. Sinif 11.1 alt grubu, pediosin benzeri
bakteriyosinleri (enterosin A), sinif 11.2 alt grubu,
lider peptid olmadan sentezlenen enterosinleri
(enterosin L50) ve smif 11.3 alt grubu, ise dogrusal
pediosin benzeri olmayan enterosinleri (enterosin
B) icermektedir. Enterokok suslari tarafindan
siklikla Uretildigi tespit edilen bakteriyosinler ise
enterosin A, B, P, AS-48, L50A, L50B, 1071A,
1071B, Q ve X'dir (10).

Bazi enterokok suslari firsat¢t insan patojenidir.
Bu bakteriler bakteriyemi, endokarditis ve triner
sistem enfeksiyonlari gibi nozokomiyal (hastane
kaynakl)) enfeksiyonlarda yaygin goriilen bakteriler
arasinda yer alir (3). Enterokoklarin antibiyotik
direnci bu bakterilerin patojenitesine katkida
bulunan faktorlerden biridir. Ozellikle vankomisin
direncli enterokok suslari, insan enfeksiyonlarinin
tedavisinde en onemli problemlerden biridir.
Vankomisin, ¢oklu antibiyotik diren¢ 6zelligi
olan enterokoklarin tedavisinde basvurulan son
care olarak nitelendirilir (5, 11). Antibiyotik
diren¢ 6zelliginin disinda hemolizin/sitolizin
(cyIM, cyIB ve cylA), agregasyon maddesi (agg),
enterokokal ylzey proteini (esp), jelatinaz (gelE),
seks feromonlari (¢pd, cob, ccfve cad) ve hiicre
duvart adhezini (efad) gibi cesitli virtilens faktor
genleri enterokoklarda tanimlanmustir (1, 3, 12, 13).

Bu calismada, Isparta ilinden temin edilen ¢ig stit
orneklerinden bakteriyosin (enterosin) Ureticisi
enterokok suslarinin izolasyonu, 16S rDNA dizi
analizi ile tiir diizeyinde tanisi ve enterosin yapisal
genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
tespiti amaclanmistir. Ayrica, ¢calisma kapsaminda
enterosin B ireticisi oldugu tespit edilen
Enterococcus faecalis MYES8 susunun antibiyotik
direnclilik, hemolitik aktivite ve jelatinaz
aktivitesinin yani sira virtilens faktor (12 adet) ve
vankomisin diren¢ (vanA ve vanB) genlerinin
varligt da arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Enterokok suslarinin izolasyonu

Muhtemel enterokok suslarinin izolasyonu icin
kullanilan toplam 15 adet ¢ig stit 6rnegi Isparta
ilinde bulunan yerel treticilerden temin edilmistir.
Enterokok suslarinin izolasyonu Kanamycin Esculin
Azide agar (KAA) (Merck, Almanya) besiyerinde
yapilmustir. Secilen muhtemel enterokok izolatlart
de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS, Merck)
besiyeri ortaminda 37 °C’de 24 saat gelistirilmistir.
izolatlara Gram boyama ve Kkatalaz testi
uygulanmustir. Calismada kullanilan bakteriler %
20 oraninda steril gliserol ilave edilerek -20 °C’de
muhafaza edilmistir.

Antibakteriyel aktivite

Enterokok izolatlarinin antibakteriyel aktivite
ozellikleri van Belkum ve ark. (14) tarafindan
Onerilen yonteme gore test edilmistir. Antibakteriyel
aktivite denemelerinde Bacillus cereus LMG2732,
B. cereus ATCC10876, Listeria monocytogenes
ATCC15813, L. monocytogenes ATCC19115, L.



innocua LMG2813, Staphylococcus aureus
ATCC6538P, S. aureus ATCC29213, Enterococcus
Jfaecalis IMG2602, E. faecalis LMG2708, E. faecalis
ATCC29212, Lactococcus lactis LMG2911, Lc.
lactis LMG2910, Lc. lactis LMG2909, Lc. lactis
LMG3113, Pediococcus pentosaceus LMG2001,
Escherichia coli LMG3083 ve Salmonella
Typhimurium SL1344 test bakterileri olarak
kullandmuistir.

Proteolitik enzim uygulamasi

[zolatlar tarafindan tretilen antibakteriyel maddenin
protein dogasi (bakteriyosin) proteolitik enzim
uygulamast ile test edilmistir. Denemelerde son
enzim konsantrasyonu 50 mg/mL olacak sekilde
hazirlanan pepsin (pH 3.0 Sigma Chem. Co.,
ABD), proteinaz K (pH 7.0 Amresco, Solon, Ohio,
ABD), a- kemotripsin (pH 7.0 Sigma) ve tripsin
(pH 7.0 Sigma) enzim soltisyonlar: kullanilmistir (15).

Genomik DNA izolasyonu

Enterosin ureticisi enterokok izolatindan genomik
DNA izolasyonu Cancilla ve ark. (16) tarafindan
Onerilen yonteme gore yapilmistir. Genomik DNA
orneginin elektroforezi % 0.7 agaroz orani ile
hazirlanan jelde 85 voltta 1.5 saat stireyle yapilmustir.
Elektroforez sonrast jel 0.2 pg/mL etidyum bromit
iceren cozeltide 30 dakika boyanmistir. Boyama
isleminin sonunda jel fotografi UviTec DBT-08
(Ingiltere) jel gortintilleme sisteminde ¢ekilmistir.
Enterosin iireticisi izolatin 16S rDNA dizi
analizi ile tiir diizeyinde tanisi

Enterosin tireticisi enterokok izolatinda 16S rDNA

bolgesinin PZR ile cogaltilmasi toplam 50 uL PZR
karisimi kullanilarak Techne TC3000 (Ingiltere)

termal dongl cihazinda  yapilmistir.  PZR
denemesinde; 94 °C'de 2 dakika baslangic
denatiirasyonu (1 dongl), 94 °C’de 30 saniye /
55 °C’de 1 dakika / 72 °C’de 1.5 dakika ¢ogaltma
(30 dongi) ve 72 °C’de 10 dakika son uzama
(1 dongl)) asamalarindan  olusan  protokol
uygulanmistir. Enterokok izolatinin 16S rDNA
bolgesinin cogaltiilmasinda Edwards ve ark. (17)
tarafindan Onerilen pA (ileri) 5'-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3' ve pE' (geri) 5'- CCG TCA
ATT CCT TTG AGT TT-3' genel bakteri primerleri
kullanilmustir. Cogaltilan 16S tDNA PZR fragmentinin
elektroforezi % 1 agaroz iceren jelde yapimis ve
fragmentin buytkligi O’GeneRuler™ 100-b¢ DNA
marker (Fermentas #SM1153, Litvanya) kullanilarak
hesaplanmistir. PZR triintinin DNA dizi analizi
ABI PRISM 3730XL (Perkin Elmer, ABD) otomatik
gen sekans cihazi kullanilarak REFGEN Gen
Arastirmalart ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. (ODTU,
Teknokent, Ankara/Turkiye)'inde yaptirilmistir.
16S rDNA dizi benzerligi National Center for
Biotechnology Information (NCBI) BLAST
programi kullanilarak tespit edilmistir.

Enterosin genlerinin aranmasi

E. faecalis MYE58 susunda enterosin yapisal
genlerinin PZR ile arastirilmasinda kullanidan
primerler, baglanma sicakliklart  ve Urin
buyuklikleri Cizelge 1'de verilmistir. PZR
denemesinde; 94 °C’de 5 dakika baslangic
denattirasyonu (1 dongi), 94 °C’de 1 dakika /
uygun baglanma sicakliginda 1 dakika / 72 °C’de
40 saniye ¢ogaltma (35 dongi) ve 72 °C’de 10
dakika son uzama (1 dongl) asamalarindan olusan
protokol uygulanmistir. Denemelerde E. faecium

Cizelge 1. Enterosin genlerinin tespitinde kullanilan PZR primerleri, baglanma sicakliklari ve Grlin blyuklikleri
Table 1. PCR primers, annealing temperatures and product sizes for detection of enterocin genes

Gen Primer sekanslari (5' - 3') Baglanma sicakligi (°C) Urtin biyikliiga (bg)
Gene Primer sequences (5'- 3)) Annealing temperature (°C) Product size (bp)
entA f: AAATATTATGGAAATGGAGTGTAT 56 126
r: GCACTTCCCTGGAATTGCTC
entB f: GAAAATGATCACAGAATGCCTA 50 162
r: GTTGCATTTAGAGTATACATTTG
entP f: TATGGTAATGGTGTTTATTGTAAT 50 120
r: ATGTCCCATACCTGCCAAAC
entL50A/B  f: TGGGAGCAATCGCAAAATTAG 52 98
r: ATTGCCCATCCTTCTCCAAT
bac31 f: TATTACGGAAATGGTTTATATTGT 50 123
r: TCTAGGAGCCCAAGGGCC
entAS48 f: GAGGAGTTTCATGATTTAAAGA 50 340
r: CATATTGTTAAATTACCAAGCAA
entQ f: TGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA 56 105
r: TTAACAAGAAATTTTTTCCCATGGCAA
ent1071A/B  f: CCTATTGGGGGAGAGTCGGT 51 343

r: ATACATTCTTCCACTTATTTTT
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EYT39 (enterosin A ve B treticisi) pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. PZR Urtinlerinin elektroforezi
% 1.5 agaroz iceren jelde yapilmistir (3).

Hemolitik aktivite

E. faecalis MYE58 susunun hemolitik aktivite
ozelligi % 5 koyun kani ilave edilmis Columbia
agar (Laboratorios Conda, Ispanya) besiyeri
ortaminda test edilmistir (1). Denemede o hemolitik
E. faecium EYT21 susu pozitif kontrol olarak
kullanidmustir (2).

Jelatinaz aktivitesi

E. faecalis MYES58 susunun jelatinaz aktivitesi %
3 jelatin ilave edilmis olan Todd-Hewitt agar
(Liofilchem, Italya) ortaminda test edilmistir (12).
Denemelerde jelatinaz aktivitesine sahip olan E.
Jfaecalis NYE16 porzitif kontrol olarak kullanilmistir
(13).

Viriilens genlerin aranmasi

E. faecalis MYESS8 susunda 12 adet virtilens faktor
geninin varligi arastinlmistir. Virtilens genlerin
tespitinde kullanilan PZR primerleri ve Uriin
buyutklikleri Cizelge 2’de verilmistir. PZR
denemesinde; 95 °C’de 5 dakika baslangic
denattrasyonu (1 dongi), 95 °Cde 30 saniye /
54 °C (agg geni icin 56 °C)’de 30 saniye / 72
°C’de 1 dakika ¢ogaltma (35 dongi) ve 72 °C'de
10 dakika son uzama (1 dongl) asamalarindan
olusan protokol uygulanmustir (18). PZR trtinlerinin
elektroforezi % 1.5 agaroz iceren jelde yapilmuistir.
Denemelerde E. faecalis ATCC29212 (agg, cpd,
cop, ccf, cad, efaAfs, gelE, cyIM, cylA ve espfs)
pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

Antibiyotik direncliligin belirlenmesi
Enterosin B ureticisi E. faecalis MYES8 susunda
antibiyotik direnclilik disk difizyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Denemelerde Oxoid
Ltd. (Ingiltere)’den temin edilen ampisilin (10
1g), kloramfenikol (30 pg), eritromisin (15 pg),
gentamisin (120 pg), norfloksasin (10 pg), penisilin
G (10 U), streptomisin (300 pg), tetrasiklin (30
pg), stlfametoksazol/trimetoprim (1.25 + 23.75
ng) ve vankomisin (30 pg) iceren antibiyotik
diskleri kullanilmistir. MYE58 susunun antibiyotik
duyarlilik diizeyi Klinik ve Laboratuvar Standartlart
Enstitiisti (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI M100-S21) (19) kilavuzuna gore
degerlendirilmistir. Denemelerde E. faecalis
ATCC29212 referans bakteri olarak kullanilmustir.

vanA ve vanB genlerinin aranmasi

E. faecalis MYE58 susunda vankomisin direng
genlerinin (vanA ve vanB) aranmasinda Dutka-

Gizelge 2. Virlilens genlerin tespitinde kullanilan PZR primerleri
ve Uriin biyuklukleri

Table 2. PCR primers and product sizes for detection of virulence
genes

Gen Primer sekanslari (5' - 3') Uriin bilykliga (bg)

Gene  Primer sequences (5'- 3') Product size (bp)

gelE. ACCCCGTATCATTGGTTT 419
ACGCATTGCTTTTCCATC

efaAfs GACAGACCCTCACGAATA 705
AGTTCATCATGCTGTAGTA

cpd TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 782
TACGGCTCTGGCTTACTA

cob AACATTCAGCAAACAAAGC 1405
TTGTCATAAAGAGTGGTCAT

ccf GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 543
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT

cad TGCTTTGTCATTGACAATCCG 1299
ACTTTTTCCCAACCCCTCAA

ace AAAGTAGAATTAGATCCACAC 350
TCTATCACATTCGGTTGCG

espfs TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

agg AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 1553
AAACGGCAAGACAAGTAAATA

cylM  CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 742
TGAGTTGGTCTGATTACATTT

cylB ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 843
AATAAACTCTTCTTTTCCAAC

cyl/A TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517

TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

Malen ve ark. (20) tarafindan 6nerilen primer setleri
kullanilmistir. PZR denemesinde; 94 °C’de 2 dakika
baslangi¢ denatiirasyonu (1 dongi), 94 °C'de 1
dakika / 54 °C’de 1 dakika / 72 °C’de 1 dakika
cogaltma (30 dongl) ve 72 °C'de 10 dakika son
uzama (1 dongii) asamalarindan olusan protokol
uygulanmustir. PZR urtinleri % 1.5 oraninda agaroz
iceren jelde analiz edilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada, Isparta ilinden toplanan 15 adet
¢ig st orneginden toplam 60 adet muhtemel
enterokok susu izole edilmistir. Gram boyama ve
katalaz testi sonucu izolatlarin tamaminin Gram
porzitif, katalaz negatif ve kok morfolojisine sahip
olduklart belirlenmistir. Antibakteriyel aktivite
testleri sonucu, izolatlar arasindan 2 adedinin
(MYE18 ve MYES8) cesitli test bakterilerine karst
antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Bu 2 izolattan MYE18 kodlu izolatin sadece Listeria
innocua LMG2813 susuna karst 3 mm c¢apli
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.
MYES58 kodlu izolatin ise Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus ve Staphylococcus aureusun da
arasinda bulundugu, denemede kullanilan biitiin
Gram porzitif test bakterilerine karst cesitli caplarda



inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir
(Cizelge 3). Proteolitik enzim uygulamasi sonucu,
MYE18 izolat: tarafindan tretilen antibakteriyel
maddenin proteolitik enzim uygulamasindan
etkilenmedigi buna karsin MYES5S8 izolati tarafindan
tretilen antibakteriyel maddenin ise proteinaz K ve
tripsin uygulamalarindan etkilendigi belirlenmistir.
Bakteriyosinlerin tiimiinde antibakteriyel etkinlik
ana protein yapidan kaynaklanmaktadir. LAB
tarafindan tretilen bakteriyosinler proteinaz K,
pepsin, tripsin ve a-kemotripsin gibi proteolitik
enzimler ile muamele edilmeleri sonucu aktivitelerini
ya tamamen ya da kismen kaybetmektedirler
(21). MYESS izolat1 tarafindan tretilen antibakteriyel
maddenin proteolitik enzim uygulamast sonucu
aktivitesini kaybetmesi bu maddenin bakteriyosin
oldugunun kaniti olarak degerlendirilmistir.
Enterokok suslar tarafindan Uretilen bakteriyosinler
genellikle Listeria tirlerine karst gliclii antibakteriyel
etkiye sahiptirler (3, 22, 23). Bu calismada da
MYES5S izolati tarafindan uretilen bakteriyosinin
L. innocua LMG2813, L. monocytogenes ATCC15813
ve L. monocytogenes ATCC19115 suslarina karst
glicli antibakteriyel aktivite gostermesi bu
bulguyu desteklemektedir. Calismanin ilerleyen
asamalarinda bakteriyosin treticisi MYESS8 izolati
kullanilmustir.

Bu calisma kapsaminda, ¢ig stitten izole edilen
bakteriyosin treticisi MYESS8 izolatinin tanisinda
16S rDNA dizi analizi yontemi kullanilmistir.
MYES5S8 izolatinda 16S rDNA bolgesine spesifik
primerler kullanilarak ¢ogaltilan PZR fragmentinin
molekdler buyikligi yaklasik 900 b¢ bulunmustur.
PZR ile cogaltilan 16S rDNA gen bolgesinin DNA
dizisinin BLAST programinda analiz edilmesi
sonucu, Enterococcus faecalis genomundaki bolge
ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Spesifik enterosin primerleri kullanilarak yapilan
PZR denemesi sonucu, E. faecalis MYE58 susu
genomunda enterosin B yapisal genine 6zgii 162
b¢’lik bir bolgenin cogaltildig: tespit edilmistir
(Sekil 1). MYES58 susunun calismada kullanilan
diger bakteriyosinlere ait (enterosin A, P, Q, AS-48,
L50A/B, 1071A/B ve bakteriyosin 31) spesifik
primerler ile bir amplifikasyon vermedigi
belirlenmistir. PZR sonuclart E. faecalis MYE58
susu tarafindan tretilen bakteriyosinin enterosin
B oldugunu isaret etmektedir. Bu calismaya benzer
olarak Pangallo ve ark. (24) tarafindan yapilan
calismada da E. faecalis PV3/2 susunda sadece entB
geninin varlig tespit edilmistir. Farkli arastiricilar
tarafindan yapilan calismalarda ise gida kokenli
enterokok izolatlart arasindan ozellikle E. faecium

Cizelge 3. MYES58 izolatinin aktivite spektrumu
Table 3. Activity spectrum of MYE58 isolate

Test bakterileri inhibisyon zonu (@ mm)

Test bacteria Inhibition zone (@ mm)
MYE58

B. cereus LMG2732 14
B. cereus ATCC10876 13

L. monocytogenes ATCC15813 14

L. monocytogenes ATCC19115 17

L. innocua LMG2813 17
S. aureus ATCC6538P 14

S. aureus ATCC29213 12
E. faecalis LMG2602 12
E. faecalis LMG2708 16.5
E. faecalis ATCC29212 12
Lc. lactis LMG2911 14
Lc. lactis LMG2910 13
Lc. lactis LMG2909 11
Le. lactis LMG3113 12

P. pentosaceus LMG2001 14
E. coliLMG3083 -
S. Typhimurium SL1344

suslarinda tekli ve coklu enterosin yapisal genlerinin
varligi gosterilmistir (3, 23, 25).

Kanlt agar besiyerinde yapilan hemolitik aktivite
testi sonucu MYES8 susunun hemolitik aktivite
gostermedigi tespit edilmistir. Hemolizin/sitolizin,
feromon bagimli plazmid DNA veya kromozomal
DNA tzerinde bulunan bir operon tarafindan
kodlanan bakteriyel bir toksindir (26). Hemolizin
tretimi enterokok enfeksiyonlarinin siddetini
arttrmaktadir. Enterokoklarda hemolizin/sitolizin
tretiminden sorumlu genlerin varligi risk faktort
olarak degerlendirilmektedir (27). Bu nedenle
gidalarda B-hemolitik enterokok suslarinin varligi
istenmez ve bu suslarin fermente gidalarin
tretiminde starter kultlr olarak kullanilmalar:
onerilmez (28). MYES8 susunun fenotipik olarak
yapilan jelatinaz aktivitesi testi sonucu jelatini
hidrolize edemedigi tespit edilmistir. Enterosin B
treticisi E. faecalis MYE58 susunun hemolitik aktivite
gostermemesi ve jelatini hidrolize edememesi bu
susun starter kiltiir olarak kullanilabilmesi icin
avantajdur.

Virtlens faktorlerin arastirlddigt PZR uygulamast
sonucu MYES8 susunda jelatinaz (gelE) ve E.
Jaecalis yuzey proteini (espfs) genlerinin varlig
tespit edilmistir. Ancak, seks feromon (cad, ccf,
cpd ve cob), kollojen adhezin (ace), E. faecalis
hiicre duvart adhezini (efaAfs), agregasyon
maddesi (agg) ve sitolizin (¢cyIM, cylB ve cylA)
genlerinin varligi tespit edilmemistir (Sekil 2).

MYE58 susunda jelatinaz geninin (gelE) arastirildigt
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Sekil 1. E. faecalis MYE58 Susunun Genomik DNA'sinda
Enterosin B Gen (entB) Fragmentinin PZR Amplifikasyonu
1: entA (pozitif kontrol EYT 39); 2: entB (pozitif kontrol
EYT39); 3: entA; 4: entB; 5: entP, 6: entQ; M: O'GeneRuler™
100-bp DNA marker (Fermentas); 7: AS48; 8: bac31; 9:
entL50A/B; 10: ent1071A/B; 11: negatif kontrol

Figure 1. PCR Amplification of Enterosin B Gene (entB)
Fragment from Genomik DNA of E. faecalis MYE58 Strain
1: entA (positive control EYT39); 2: entB (positive control
EYT39); 3: entA; 4: entB; 5: entP; 6: entQ; M: O’GeneRu-
ler'™ 100-bp DNA marker (Fermentas); 7: AS48; 8: bac31;
9: entL50A/B; 10: ent1071A/B; 11: negative control

PZR uygulamasinda 419 b¢’lik bir amplikon elde
edilmistir. Bu sonu¢ MYES58 susunda sessiz gelE
geninin varligint gostermektedir. Jelatinaz tretimi
gida kokenli enterokok suslarina nazaran fekal
ve klinik izolatlarda daha sik rastlanilan bir virtilens
faktordir. Bunun yanit sira, son yillarda farkli

arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda da bu
12.‘3456.78 M 9 10 11 12

3000 b

expfs 933 b 1000 be

500 by

el 419 b

“f

Sekil 2. E. faecalis MYE58 Susunun Genomik DNA'sinda
Virlilens Gen Fragmentlerinin PZR Amplifikasyonu

1: ace; 2: agg; 3: cylM, 4: cylB; 5: cylA; 6: gelE geninin 419 b¢'lik
fragmenti; 7: efaAfs; 8: espfs geninin 933 bg¢’ lik fragmenti;
M: 100-bp DNA marker (Fermentas); 9: cad; 10: ccf;, 11:
cob; 12: cpd

Figure 2. PCR Amplification of Virulence Gene Fragments
from Genomik DNA of E. faecalis MYE58 Strain

1: ace; 2: agg; 3: cylM; 4: cylB; 5: cylA; 6: 419 bp fragment
of gelE gene; 7: efaAfs; 8: 933 bp fragment of espfs gene;
M: 100-bp DNA ladder (Fermentas); 9: cad; 10: ccf; 11:
cob; 12: cpd

calismada oldugu gibi gida kokenli enterokok
suslarinda sessiz gelE geninin varligt siklikla tespit
edilmistir (1, 3, 13, 25, 28). Enterokokal ytizey
proteini (Esp) tretimi hiicre hidrofobisitesini,
abiyotik ylizeylere tutunmayt, in vitro kosullarda
biofilm olusumunu arttirmakta ve Uriner sistem
enfeksiyonlarinda kolonizasyon faktori olarak
rol oynamaktadir (29). Bunlara ilaveten, Esp’nin
enterokoklarin konake¢i bagisiklik yanitindan
kurtulmasinda rol oynadig: distintlmektedir. Bu
sebeplerden dolayi, bu o6zellige sahip olan
enterokok suslarinin gidalarda starter kiilttir olarak
kullanimi acik¢a istenmemektedir (30). Esp’yi
kodlayan genlerin gida kaynakli enterokok
izolatlarina oranla klinik enterokok izolatlarinda
daha ytksek siklikla bulundugu belirlenmistir.
Aynt zamanda gida kaynaklhi E. faecium ve E.
Jfaecalis suslarinda da esp geni bulunma sikligt
farklilik gostermektedir. E. faecium suslarinda esp
genine nadiren rastlanirken, E. faecalis suslarinda
bu oran daha yuksektir (12, 30). Bu calismaya
benzer olarak farklt arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarda da gida kokenli E. faecalis suslarinda
enterokokal ylizey protein (espfs) geninin varlig
gosterilmistic (12, 13, 31). Enterosin B ureticisi
E. faecalis MYES8 susunda espfs geninin tespit
edilmesinden dolay1 bu bakterinin starter kulttir
olarak kullanilmasi tiiketici saglig: acisindan risk
teskil edebilir. Seks feromonlart virtlens faktor
olarak nitelendirilmez. Ancak, enterokoklarda seks
feromonlarinin Gretimi virtilens determinantlarin
ve antibiyotik diren¢ genlerinin konjugatif feromon
cevap plazmidleri araciligr ile aktarilmasini
yayginlastirabilir (13, 25, 27). E. faecalis MYES58
susunda seks feromon genlerinin bulunmamasi
bir avantajdir. E. faecalis hiicre duvart adhezin
geni (efaAfs) potansiyel viriilens faktor olarak
degerlendirilmektedir. Bu sebepten dolay1 E.
Jaecalis MYES8 susunda efaAfs geninin bulunmamast
bir avantajdir. Onceki yillarda yapilan calismalarda
ise gida kokenli baz1 E. faecalis suslarinda efaAfs
geninin varhig: tespit edilmistir (13, 31). E. faecalis
MYES8 susunda oldugu gibi farkli arastiricilar
tarafindan izole edilen enterokok suslarinda da
ace geni tespit edilmemistir (12, 25, 27). Bu
calismanin aksine farkli arastiricilar tarafindan
yapilan calismalarda E. faecalis suslarinda agg
geni tespit edilmistir (12, 13). E. faecalis MYE58
susunda ace ve agg genlerinin bulunmamasi bir
avantajdir. Sitolizin genlerinin (cyIM, cylB ve
cyld) arastnldign  PZR  uygulamast  sonucu
herhangi bir amplikon tespit edilmemesi hemolitik
aktivite test sonuclarini desteklemektedir. Bu



calismanin aksine, hemolitik aktivite gostermeyen
enterokok suslarinda sessiz sitolizin genlerinin
(cyIMBA) varligt gosterilmistir (12).

Disk difiizyon yontemi kullanilarak yapilan
antibiyotik direng testi sonucu E. faecalis MYES8
sunun denemelerde kullanilan 10 adet antibiyotikten
streptomisin (300 pg) ve tetrasikline (30 pg)
direncli oldugu tespit edilmistir. MYE58 susunun
denemelerde kullanilan diger antibiyotiklere karst
ise duyarlt oldugu belirlenmistir. PZR uygulamasti
sonucu MYES8 susunda vankomisin diren¢ genleri
vanA ve vanBnin varligi tespit edilmemistir.
Antibiyotik direncli enterokok suslart et Grtinleri,
sut trtnleri ve tiketime hazir gidalarda oldukca
yaygindir. Bu sebepten dolay1 gidalardan izole
edilen enterokok suslarinin klinik olarak 6nemli
olan antibiyotiklere karsi duyarlt olmalar tiketici
saglig: acisindan oldukca onemlidir (4, 6). Bu
calismada, c¢ig stitten izole edilen enterosin B
ureticisi E. faecalis MYES8 susunun streptomisin
ve tetrasikline direncli olmasi, bu susun starter
kaltir olarak kullanilmasi i¢in bir dezavantajdir.
Diger taraftan, MYES8 susunun ozellikle glikopeptit
grubu uyesi vankomisinin yani sira denemelerde
kullanilan klinik olarak énemli diger antibiyotiklere
de duyarli olmasi bir avantajdur.

SONUC

Bu calismada, enterosin B Ureticisi oldugu tespit
edilen E. faecalis MYES8 susunun gelE (sessiz)
ve espfs genini tasimasinin yant sira streptomisin
ve tetrasikline direncli oldugu belirlenmistir. Elde
edilen bu bulgular, MYES58 susunun starter kultir
olarak gida tretim proseslerinde kullanilmasinin
tiiketici saglhigt acisindan risk teskil edebilecegini
gostermektedir. Diger taraftan, E. faecalis MYES8
susu tarafindan dretilen enterosin B’nin L.
monocytogenes, B. cereus ve S. aureus gibi
onemli gida patojenlerine karst gliclii antibakteriyel
aktiviteye sahip olmast bu bakteriyosinin saflastirilmis
veya kismi saflastirilmis preparatlarinin gida
muhafazasinda kullanim potansiyeli olabilecegini
gostermektedir.
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