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ÇİĞ SÜTTEN İZOLE EDİLEN ENTEROSİN B ÜRETİCİSİ 
ENTEROCOCCUS FAECALIS MYE58 SUŞUNUN

GÜVENLİK DEĞERLENDİRMESİ 

Özet

Bu çal›flmada, çi¤ sütten izole edilen bakteriyosin üreticisi Enterococcus faecalis MYE58’de enterosin,
virülens faktör ve vankomisin direnç genlerinin varl›¤›n› araflt›rd›k. Ayr›ca, bu suflun hemolitik aktivite,
jelatinaz üretimi ve antibiyotik dirençlilik özelliklerini de test ettik. MYE58 suflunun Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus gibi Gram pozitif bakterileri inhibe etti¤i belirlenmifltir. MYE58
suflunda enterosin B yap›sal geninin (entB) varl›¤› tespit edilmifltir. MYE58 suflu hemoliz ve jelatinaz
aktivitesi göstermemifltir. MYE58 suflunda gelE ve espfs genlerinin varl›¤› tespit edilmifl fakat agg, ace,
efaAfs, ccf, cob, cpd, cat, cylM, cylB, cylA, vanA ve vanB genlerinin varl›¤› tespit edilmemifltir. MYE58
suflu streptomisin ve tetrasikline dirençli bulunmufltur. Bu çal›flman›n sonuçlar›, enterosin B üreticisi
E. faecalis MYE58 suflunun starter kültür olarak kullan›lmas›n›n tüketici sa¤l›¤› aç›s›ndan risk teflkil
edebilece¤ini göstermifltir. Ancak, MYE58 suflu taraf›ndan üretilen enterosin B’nin saflaflt›r›lm›fl veya
k›smi saflaflt›r›lm›fl preparatlar›n›n Listeria monocytogenes, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’a
karfl› g›da muhafazas›nda kullan›labilme potansiyeli vard›r.

Anahtar kelimeler: Enterococcus faecalis, enterosin B, antibiyotik dirençlilik, virülens faktör, çi¤ süt

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 MYE58 isolated from raw milk. We also tested
hemolytic activity, gelatinase production and antibiotic resistance of this strain. It was determined that
MYE58 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 MYE58
strain. MYE58 strain did not exhibit haemolysis and gelatinase activity. In MYE58 strain, the presence of
gelE and espfs genes were detected, but agg, ace, efaAfs, ccf, cob, cpd, cat, cylM, cylB, cylA, vanA and
vanB genes were not detected. MYE58 was found resistant to streptomycin and tetracycline. The results
of this study showed that enterocin B producer E. faecalis MYE58 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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GİRİŞ
Laktik asit bakterilerinin (LAB) bir grubu olan
enterokoklar, pastörizasyon s›cakl›klar›na dirençli
olmalar›n›n  yan›  s›ra,  farkl›  substrat  ile  düflük
ve   yüksek   s›cakl›k,   ekstrem   pH   ve   tuz
konsantrasyonlar› gibi geliflme koflullar›na da
kolay adapte olma yetenekleri nedeniyle süt ve
et  gibi  çi¤  materyallerden  üretilen  hayvansal
g›dalardan özellikle fermente sosisler ve peynirlerden
s›kl›kla izole edilmektedirler (1-4). Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium ve Enterococcus
durans çi¤ süt ve süt ürünlerinde en s›k rastlan›lan
enterokok türlerini oluflturmaktad›r . Süt kökenli
enterokok sufllar› laktik asit üretimi, proteolitik
aktivite, lipolitik aktivite ve sitrat metabolizmas›
yetenekleri ile geleneksel peynirlerin olgunlaflmas›
s›ras›nda tat ve aroman›n oluflumunda önemli rol
oynamaktad›rlar (5). 

Son y›llarda tüketici talebinin kimyasal katk›
maddesi içermeyen do¤al ürünler yönünde art›fl
göstermesi g›da endüstrisini yeni ve alternatif g›da
muhafaza yöntemleri bulmaya itmektedir (6).
G›da muhafazas›nda kimyasal g›da koruyucular›na
alternatif olarak kullan›labilecek do¤al antimikrobiyel
maddelerin  bafl›nda  LAB  taraf›ndan  üretilen
bakteriyosinler gelmektedir (7). Yap›lan çal›flmalar
pek çok enterokok suflunun enterosin olarak
isimlendirilen,   g›da   kaynakl›   patojen   veya
g›dalarda bozulmaya neden olan bakterilere karfl›
inhibitör  etki  gösteren  çeflitli  bakteriyosinler
üretti¤ini göstermifltir. Bu özelliklerinden dolay›
enterosin üreticisi enterokok sufllar›n›n g›da
muhafazas›nda kullan›labilece¤i belirtilmektedir (3,
8). Enterokoklar taraf›ndan üretilen bakteriyosinler
Franz ve ark. (9) taraf›ndan yap›lan s›n›fland›rmaya
göre dört ana grup alt›nda toplanm›flt›r. S›n›f I,
lantibiyotik enterosinleri (sitolizin); s›n›f II, küçük,
lantibiyotik olmayan enterosinleri; s›n›f III, siklik
enterosinleri (enterosin AS-48) ve s›n›f IV, büyük
proteinleri (enterolisin A) içermektedir. Ayr›ca,
s›n›f   II   üyesi   bakteriyosinler   3   alt   gruba
ayr›lm›flt›r. S›n›f II.1 alt grubu, pediosin benzeri
bakteriyosinleri (enterosin A), s›n›f II.2 alt grubu,
lider peptid olmadan sentezlenen enterosinleri
(enterosin L50) ve s›n›f II.3 alt grubu, ise do¤rusal
pediosin benzeri olmayan enterosinleri (enterosin
B)  içermektedir.  Enterokok  sufllar›  taraf›ndan
s›kl›kla üretildi¤i tespit edilen bakteriyosinler ise
enterosin A, B, P, AS-48, L50A, L50B, 1071A,
1071B, Q ve X’dir (10). 

Baz› enterokok sufllar› f›rsatç› insan patojenidir.
Bu bakteriler bakteriyemi, endokarditis ve üriner
sistem enfeksiyonlar› gibi nozokomiyal (hastane
kaynakl›) enfeksiyonlarda yayg›n görülen bakteriler
aras›nda yer al›r (3). Enterokoklar›n antibiyotik
direnci bu bakterilerin patojenitesine katk›da
bulunan faktörlerden biridir. Özellikle vankomisin
dirençli enterokok sufllar›, insan enfeksiyonlar›n›n
tedavisinde en önemli problemlerden biridir.
Vankomisin, çoklu antibiyotik direnç özelli¤i
olan enterokoklar›n tedavisinde baflvurulan son
çare  olarak  nitelendirilir  (5,  11).  Antibiyotik
direnç özelli¤inin d›fl›nda hemolizin/sitolizin
(cylM, cylB ve cylA), agregasyon maddesi (agg),
enterokokal yüzey proteini (esp), jelatinaz (gelE),
seks feromonlar› (cpd, cob, ccf ve cad) ve hücre
duvar› adhezini (efaA)  gibi çeflitli virülens faktör
genleri enterokoklarda tan›mlanm›flt›r (1, 3, 12, 13).

Bu çal›flmada, Isparta ilinden temin edilen çi¤ süt
örneklerinden bakteriyosin (enterosin) üreticisi
enterokok sufllar›n›n izolasyonu, 16S rDNA dizi
analizi ile tür düzeyinde tan›s› ve enterosin yap›sal
genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
tespiti amaçlanm›flt›r. Ayr›ca, çal›flma kapsam›nda
enterosin   B   üreticisi   oldu¤u   tespit   edilen
Enterococcus faecalis MYE58 suflunun antibiyotik
dirençlilik,   hemolitik   aktivite   ve   jelatinaz
aktivitesinin yan› s›ra virülens faktör (12 adet) ve
vankomisin direnç (vanA ve vanB) genlerinin
varl›¤› da araflt›r›lm›flt›r.

MATERYAL VE YÖNTEM

Enterokok suşlarının izolasyonu 

Muhtemel enterokok sufllar›n›n izolasyonu için
kullan›lan toplam 15 adet çi¤ süt örne¤i Isparta
ilinde bulunan yerel üreticilerden temin edilmifltir.
Enterokok sufllar›n›n izolasyonu Kanamycin Esculin
Azide agar (KAA) (Merck, Almanya) besiyerinde
yap›lm›flt›r. Seçilen muhtemel enterokok izolatlar›
de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS, Merck)
besiyeri ortam›nda 37 °C’de 24 saat gelifltirilmifltir.
‹zolatlara   Gram   boyama   ve   katalaz   testi
uygulanm›flt›r. Çal›flmada kullan›lan bakteriler %
20 oran›nda steril gliserol ilave edilerek -20 °C’de
muhafaza edilmifltir. 

Antibakteriyel aktivite 

Enterokok izolatlar›n›n antibakteriyel aktivite
özellikleri van Belkum ve ark. (14) taraf›ndan
önerilen yönteme göre test edilmifltir. Antibakteriyel
aktivite denemelerinde Bacillus cereus LMG2732,
B. cereus ATCC10876, Listeria monocytogenes
ATCC15813, L. monocytogenes ATCC19115, L.
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innocua LMG2813, Staphylococcus aureus
ATCC6538P, S. aureus ATCC29213, Enterococcus
faecalis LMG2602, 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
kullan›lm›flt›r.

Proteolitik enzim uygulaması

‹zolatlar taraf›ndan üretilen antibakteriyel maddenin
protein do¤as› (bakteriyosin) proteolitik enzim
uygulamas› ile test edilmifltir. Denemelerde son
enzim konsantrasyonu 50 mg/mL olacak flekilde
haz›rlanan pepsin (pH 3.0 Sigma Chem. Co.,
ABD), proteinaz K (pH 7.0 Amresco, Solon, Ohio,
ABD), α- kemotripsin (pH 7.0 Sigma) ve tripsin
(pH 7.0 Sigma) enzim solüsyonlar› kullan›lm›flt›r (15).

Genomik DNA izolasyonu

Enterosin üreticisi enterokok izolat›ndan genomik
DNA izolasyonu Cancilla ve ark. (16) taraf›ndan
önerilen yönteme göre yap›lm›flt›r. Genomik DNA
örne¤inin  elektroforezi  %  0.7  agaroz  oran›  ile
haz›rlanan jelde 85 voltta 1.5 saat süreyle yap›lm›flt›r.
Elektroforez sonras› jel 0.2 µg/mL etidyum bromit
içeren çözeltide 30 dakika boyanm›flt›r. Boyama
iflleminin sonunda jel foto¤raf› UviTec DBT-08
(‹ngiltere) jel görüntüleme sisteminde çekilmifltir.

Enterosin üreticisi izolatın 16S rDNA dizi
analizi ile tür düzeyinde tanısı

Enterosin üreticisi enterokok izolat›nda 16S rDNA
bölgesinin PZR ile ço¤alt›lmas› toplam 50 µL PZR
kar›fl›m› kullan›larak Techne TC3000 (‹ngiltere)

termal   döngü   cihaz›nda   yap›lm›flt›r.   PZR
denemesinde;  94 °C’de  2  dakika  bafllang›ç
denatürasyonu (1 döngü), 94 °C’de 30 saniye /
55 °C’de 1 dakika / 72 °C’de 1.5 dakika ço¤altma
(30  döngü)  ve  72 °C’de 10 dakika son uzama
(1 döngü)   aflamalar›ndan   oluflan   protokol
uygulanm›flt›r. Enterokok izolat›n›n 16S rDNA
bölgesinin ço¤alt›lmas›nda Edwards ve ark. (17)
taraf›ndan önerilen 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
kullan›lm›flt›r. Ço¤alt›lan 16S rDNA PZR fragmentinin
elektroforezi % 1 agaroz içeren jelde yap›lm›fl ve
fragmentin büyüklü¤ü O’GeneRulerTM 100-bç DNA
marker (Fermentas #SM1153, Litvanya) kullan›larak
hesaplanm›flt›r. PZR ürününün DNA dizi analizi
ABI PRISM 3730XL (Perkin Elmer, ABD) otomatik
gen sekans cihaz› kullan›larak REFGEN Gen
Araflt›rmalar› ve Biyoteknoloji Ltd. fiti. (ODTÜ,
Teknokent, Ankara/Türkiye)’inde yapt›r›lm›flt›r.
16S rDNA  dizi  benzerli¤i  National  Center  for
Biotechnology  Information  (NCBI)  BLAST
program› kullan›larak tespit edilmifltir.

Enterosin genlerinin aranması

E. faecalis MYE58 suflunda enterosin yap›sal
genlerinin  PZR  ile  araflt›r›lmas›nda  kullan›lan
primerler,   ba¤lanma   s›cakl›klar›   ve   ürün
büyüklükleri   Çizelge  1’de   verilmifltir.   PZR
denemesinde;  94  °C’de  5  dakika  bafllang›ç
denatürasyonu (1 döngü), 94 °C’de 1 dakika /
uygun ba¤lanma s›cakl›¤›nda 1 dakika / 72 °C’de
40 saniye ço¤altma (35 döngü) ve 72 °C’de 10
dakika son uzama (1 döngü) aflamalar›ndan oluflan
protokol uygulanm›flt›r. Denemelerde E. faecium
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Çizelge 1. Enterosin genlerinin tespitinde kullan›lan PZR primerleri, ba¤lanma s›cakl›klar› ve ürün büyüklükleri
Table 1. PCR primers, annealing temperatures and product sizes for detection of enterocin genes

Gen Primer sekanslar› (5' - 3') Ba¤lanma s›cakl›¤› (°C) Ürün büyüklü¤ü (bç)
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 üreticisi) pozitif kontrol
olarak kullan›lm›flt›r. PZR ürünlerinin elektroforezi
% 1.5 agaroz içeren jelde yap›lm›flt›r (3).

Hemolitik aktivite

E. faecalis MYE58 suflunun hemolitik aktivite
özelli¤i % 5 koyun kan› ilave edilmifl Columbia
agar  (Laboratorios  Conda,  ‹spanya)  besiyeri
ortam›nda test edilmifltir (1). Denemede α hemolitik
E. faecium EYT21 suflu pozitif kontrol olarak
kullan›lm›flt›r (2).   

Jelatinaz aktivitesi

E. faecalis MYE58 suflunun jelatinaz aktivitesi %
3 jelatin ilave edilmifl olan Todd-Hewitt agar
(Liofilchem, ‹talya) ortam›nda test edilmifltir (12).
Denemelerde jelatinaz aktivitesine sahip olan E.
faecalis NYE16 pozitif kontrol olarak kullan›lm›flt›r
(13).

Virülens genlerin aranması

E. faecalis MYE58 suflunda 12 adet virülens faktör
geninin varl›¤› araflt›r›lm›flt›r. Virülens genlerin
tespitinde  kullan›lan  PZR  primerleri  ve  ürün
büyüklükleri  Çizelge  2’de  verilmifltir.  PZR
denemesinde;  95  °C’de  5  dakika  bafllang›ç
denatürasyonu (1 döngü), 95 °C’de 30 saniye /
54 °C (agg geni için 56 °C)’de 30 saniye / 72
°C’de 1 dakika ço¤altma (35 döngü) ve 72 °C’de
10 dakika son uzama (1 döngü) aflamalar›ndan
oluflan protokol uygulanm›flt›r (18). PZR ürünlerinin
elektroforezi % 1.5 agaroz içeren jelde yap›lm›flt›r.
Denemelerde E. faecalis ATCC29212 (agg, cpd,
cop, ccf, cad, efaAfs, gelE, cylM, cylA ve espfs)
pozitif kontrol olarak kullan›lm›flt›r.

Antibiyotik dirençliliğin belirlenmesi

Enterosin B üreticisi E. faecalis MYE58 suflunda
antibiyotik  dirençlilik  disk  difüzyon  yöntemi
kullan›larak belirlenmifltir. Denemelerde Oxoid
Ltd. (‹ngiltere)’den temin edilen ampisilin (10
µg), kloramfenikol (30 µg), eritromisin (15 µg),
gentamisin (120 µg), norfloksasin (10 µg), penisilin
G (10 U), streptomisin (300 µg), tetrasiklin (30
µg), sülfametoksazol/trimetoprim (1.25 + 23.75
µg) ve vankomisin (30 µg) içeren antibiyotik
diskleri kullan›lm›flt›r. MYE58 suflunun antibiyotik
duyarl›l›k düzeyi Klinik ve Laboratuvar Standartlar›
Enstitüsü (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI M100-S21) (19) k›lavuzuna göre
de¤erlendirilmifltir. Denemelerde E. faecalis
ATCC29212 referans bakteri olarak kullan›lm›flt›r.

vanA ve vanB genlerinin aranması

E. faecalis MYE58 suflunda vankomisin direnç
genlerinin (vanA ve vanB) aranmas›nda Dutka-

Malen ve ark. (20) taraf›ndan önerilen primer setleri
kullan›lm›flt›r. PZR denemesinde; 94 °C’de 2 dakika
bafllang›ç denatürasyonu (1 döngü), 94 °C’de 1
dakika / 54 °C’de 1 dakika / 72 °C’de 1 dakika
ço¤altma (30 döngü) ve 72 °C’de 10 dakika son
uzama (1 döngü) aflamalar›ndan oluflan protokol
uygulanm›flt›r. PZR ürünleri % 1.5 oran›nda agaroz
içeren jelde analiz edilmifltir. 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA

Bu çal›flmada, Isparta ilinden toplanan 15 adet
çi¤ süt örne¤inden toplam 60 adet muhtemel
enterokok suflu izole edilmifltir. Gram boyama ve
katalaz testi sonucu izolatlar›n tamam›n›n Gram
pozitif, katalaz negatif ve kok morfolojisine sahip
olduklar› belirlenmifltir. Antibakteriyel aktivite
testleri sonucu, izolatlar aras›ndan 2 adedinin
(MYE18 ve MYE58) çeflitli test bakterilerine karfl›
antibakteriyel aktivite gösterdi¤i tespit edilmifltir.
Bu 2 izolattan MYE18 kodlu izolat›n sadece Listeria
innocua LMG2813  sufluna  karfl›  3 mm  çapl›
inhibisyon zonu oluflturdu¤u belirlenmifltir.
MYE58 kodlu izolat›n ise Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus’un da
aras›nda bulundu¤u, denemede kullan›lan bütün
Gram pozitif test bakterilerine karfl› çeflitli çaplarda
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Çizelge 2. Virülens genlerin tespitinde kullan›lan PZR primerleri
ve ürün büyüklükleri 
Table 2. PCR primers and product sizes for detection of virulence
genes

Gen Primer sekanslar› (5' - 3') Ürün büyüklü¤ü (bç)
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   

cylA TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA



inhibisyon zonu oluflturdu¤u tespit edilmifltir
(Çizelge 3). Proteolitik enzim uygulamas› sonucu,
MYE18 izolat› taraf›ndan üretilen antibakteriyel
maddenin proteolitik enzim uygulamas›ndan
etkilenmedi¤i buna karfl›n MYE58 izolat› taraf›ndan
üretilen antibakteriyel maddenin ise proteinaz K ve
tripsin uygulamalar›ndan etkilendi¤i belirlenmifltir.
Bakteriyosinlerin tümünde antibakteriyel etkinlik
ana protein yap›dan kaynaklanmaktad›r. LAB
taraf›ndan üretilen bakteriyosinler proteinaz K,
pepsin, tripsin ve α-kemotripsin gibi proteolitik
enzimler ile muamele edilmeleri sonucu aktivitelerini
ya tamamen ya da k›smen kaybetmektedirler
(21). MYE58 izolat› taraf›ndan üretilen antibakteriyel
maddenin proteolitik enzim uygulamas› sonucu
aktivitesini kaybetmesi bu maddenin bakteriyosin
oldu¤unun  kan›t›  olarak  de¤erlendirilmifltir.
Enterokok sufllar› taraf›ndan üretilen bakteriyosinler
genellikle Listeria türlerine karfl› güçlü antibakteriyel
etkiye sahiptirler (3, 22, 23). Bu çal›flmada da
MYE58 izolat› taraf›ndan üretilen bakteriyosinin
L. innocua LMG2813, L. monocytogenes ATCC15813
ve L. monocytogenes ATCC19115 sufllar›na karfl›
güçlü  antibakteriyel  aktivite  göstermesi  bu
bulguyu desteklemektedir. Çal›flman›n ilerleyen
aflamalar›nda bakteriyosin üreticisi MYE58 izolat›
kullan›lm›flt›r.

Bu çal›flma kapsam›nda, çi¤ sütten izole edilen
bakteriyosin üreticisi MYE58 izolat›n›n tan›s›nda
16S rDNA dizi analizi yöntemi kullan›lm›flt›r.
MYE58 izolat›nda 16S rDNA bölgesine spesifik
primerler kullan›larak ço¤alt›lan PZR fragmentinin
moleküler büyüklü¤ü yaklafl›k 900 bç bulunmufltur.
PZR ile ço¤alt›lan 16S rDNA gen bölgesinin DNA
dizisinin  BLAST  program›nda  analiz  edilmesi
sonucu, Enterococcus faecalis genomundaki bölge
ile % 99 oran›nda benzerlik gösterdi¤i belirlenmifltir.

Spesifik enterosin primerleri kullan›larak yap›lan
PZR denemesi sonucu, E. faecalis MYE58 suflu
genomunda enterosin B yap›sal genine özgü 162
bç’lik bir bölgenin ço¤alt›ld›¤› tespit edilmifltir
(fiekil 1). MYE58 suflunun çal›flmada kullan›lan
di¤er bakteriyosinlere ait (enterosin A, P, Q, AS-48,
L50A/B, 1071A/B ve bakteriyosin 31) spesifik
primerler   ile   bir   amplifikasyon   vermedi¤i
belirlenmifltir. PZR sonuçlar› E. faecalis MYE58
suflu taraf›ndan üretilen bakteriyosinin enterosin
B oldu¤unu iflaret etmektedir. Bu çal›flmaya benzer
olarak Pangallo ve ark. (24) taraf›ndan yap›lan
çal›flmada da E. faecalis PV3/2 suflunda sadece entB
geninin varl›¤› tespit edilmifltir. Farkl› araflt›r›c›lar
taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda ise g›da kökenli
enterokok izolatlar› aras›ndan özellikle E. faecium

sufllar›nda tekli ve çoklu enterosin yap›sal genlerinin
varl›¤› gösterilmifltir (3, 23, 25).

Kanl› agar besiyerinde yap›lan hemolitik aktivite
testi sonucu MYE58 suflunun hemolitik aktivite
göstermedi¤i tespit edilmifltir. Hemolizin/sitolizin,
feromon ba¤›ml› plazmid DNA veya kromozomal
DNA üzerinde bulunan bir operon taraf›ndan
kodlanan bakteriyel bir toksindir (26). Hemolizin
üretimi enterokok enfeksiyonlar›n›n fliddetini
artt›rmaktad›r. Enterokoklarda hemolizin/sitolizin
üretiminden sorumlu genlerin varl›¤› risk faktörü
olarak de¤erlendirilmektedir (27). Bu nedenle
g›dalarda β-hemolitik enterokok sufllar›n›n varl›¤›
istenmez  ve  bu  sufllar›n  fermente  g›dalar›n
üretiminde starter kültür olarak kullan›lmalar›
önerilmez (28). MYE58 suflunun fenotipik olarak
yap›lan jelatinaz aktivitesi testi sonucu jelatini
hidrolize edemedi¤i tespit edilmifltir. Enterosin B
üreticisi E. faecalis MYE58 suflunun hemolitik aktivite
göstermemesi ve jelatini hidrolize edememesi bu
suflun starter kültür olarak kullan›labilmesi için
avantajd›r.

Virülens faktörlerin araflt›r›ld›¤› PZR uygulamas›
sonucu  MYE58  suflunda  jelatinaz  (gelE)  ve  E.
faecalis yüzey proteini (espfs) genlerinin varl›¤›
tespit edilmifltir. Ancak, seks feromon (cad, ccf,
cpd ve cob), kollojen adhezin (ace), E. faecalis
hücre  duvar›  adhezini  (efaAfs),  agregasyon
maddesi (agg) ve sitolizin (cylM, cylB ve cylA)
genlerinin varl›¤› tespit edilmemifltir (fiekil 2). 

MYE58 suflunda jelatinaz geninin (gelE) araflt›r›ld›¤›
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Çizelge 3. MYE58 izolat›n›n aktivite spektrumu 
Table 3. Activity spectrum of MYE58 isolate 

Test bakterileri ‹nhibisyon zonu (Ø mm)
Test bacteria Inhibition zone (Ø 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
Lc. lactis LMG3113 12
P. pentosaceus LMG2001 14
E. coli LMG3083 -
S. Typhimurium SL1344 -
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PZR uygulamas›nda 419 bç’lik bir amplikon elde
edilmifltir. Bu sonuç MYE58 suflunda sessiz gelE
geninin varl›¤›n› göstermektedir. Jelatinaz üretimi
g›da kökenli enterokok sufllar›na nazaran fekal
ve klinik izolatlarda daha s›k rastlan›lan bir virülens
faktördür. Bunun yan› s›ra, son y›llarda farkl›
araflt›r›c›lar taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda da bu

çal›flmada oldu¤u gibi g›da kökenli enterokok
sufllar›nda sessiz gelE geninin varl›¤› s›kl›kla tespit
edilmifltir (1, 3, 13, 25, 28). Enterokokal yüzey
proteini (Esp) üretimi hücre hidrofobisitesini,
abiyotik yüzeylere tutunmay›, in vitro koflullarda
biofilm oluflumunu artt›rmakta ve üriner sistem
enfeksiyonlar›nda kolonizasyon faktörü olarak
rol oynamaktad›r (29). Bunlara ilaveten, Esp’nin
enterokoklar›n konakç› ba¤›fl›kl›k yan›t›ndan
kurtulmas›nda rol oynad›¤› düflünülmektedir. Bu
sebeplerden  dolay›,  bu  özelli¤e  sahip  olan
enterokok sufllar›n›n g›dalarda starter kültür olarak
kullan›m› aç›kça istenmemektedir (30). Esp’yi
kodlayan  genlerin  g›da  kaynakl›  enterokok
izolatlar›na oranla klinik enterokok izolatlar›nda
daha yüksek s›kl›kla bulundu¤u belirlenmifltir.
Ayn›  zamanda  g›da  kaynakl›  E.  faecium ve E.
faecalis sufllar›nda da esp geni bulunma s›kl›¤›
farkl›l›k göstermektedir. E. faecium sufllar›nda esp
genine nadiren rastlan›rken, E. faecalis sufllar›nda
bu oran daha yüksektir (12, 30). Bu çal›flmaya
benzer olarak farkl› araflt›r›c›lar taraf›ndan yap›lan
çal›flmalarda da g›da kökenli E. faecalis sufllar›nda
enterokokal yüzey protein (espfs) geninin varl›¤›
gösterilmifltir  (12,  13,  31).  Enterosin  B  üreticisi
E. faecalis MYE58 suflunda espfs geninin tespit
edilmesinden dolay› bu bakterinin starter kültür
olarak kullan›lmas› tüketici sa¤l›¤› aç›s›ndan risk
teflkil edebilir. Seks feromonlar› virülens faktör
olarak nitelendirilmez. Ancak, enterokoklarda seks
feromonlar›n›n üretimi virülens determinantlar›n
ve antibiyotik direnç genlerinin konjugatif feromon
cevap  plazmidleri  arac›l›¤›  ile  aktar›lmas›n›
yayg›nlaflt›rabilir (13, 25, 27). E. faecalis MYE58
suflunda seks feromon genlerinin bulunmamas›
bir avantajd›r. E. faecalis hücre duvar› adhezin
geni (efaAfs) potansiyel virülens faktör olarak
de¤erlendirilmektedir.  Bu  sebepten  dolay›  E.
faecalis MYE58 suflunda efaAfs geninin bulunmamas›
bir avantajd›r. Önceki y›llarda yap›lan çal›flmalarda
ise g›da kökenli baz› E. faecalis sufllar›nda efaAfs
geninin varl›¤› tespit edilmifltir (13, 31). E. faecalis
MYE58 suflunda oldu¤u gibi farkl› araflt›r›c›lar
taraf›ndan izole edilen enterokok sufllar›nda da
ace geni  tespit  edilmemifltir  (12,  25,  27).  Bu
çal›flman›n aksine farkl› araflt›r›c›lar taraf›ndan
yap›lan çal›flmalarda E. faecalis sufllar›nda agg
geni tespit edilmifltir (12, 13). E. faecalis MYE58
suflunda ace ve agg genlerinin bulunmamas› bir
avantajd›r. Sitolizin genlerinin (cylM, cylB ve
cylA)   araflt›r›ld›¤›   PZR   uygulamas›   sonucu
herhangi bir amplikon tespit edilmemesi hemolitik
aktivite test sonuçlar›n› desteklemektedir. Bu

fiekil 1. E. faecalis MYE58 Suflunun Genomik DNA’s›nda
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’GeneRulerTM

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-
lerTM 100-bp DNA marker (Fermentas); 7: AS48; 8: bac31;
9: entL50A/B; 10: ent1071A/B; 11: negative control

fiekil 2. E. faecalis MYE58 Suflunun Genomik DNA’s›nda
Virülens Gen Fragmentlerinin PZR Amplifikasyonu
1: ace; 2: agg; 3: cylM; 4: cylB; 5: cylA; 6: gelE geninin 419 bç’lik
fragmenti; 7: efaAfs; 8: espfs geninin 933 bç’ 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
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çal›flman›n aksine, hemolitik aktivite göstermeyen
enterokok sufllar›nda sessiz sitolizin genlerinin
(cylMBA) varl›¤› gösterilmifltir (12).

Disk  difüzyon  yöntemi  kullan›larak  yap›lan
antibiyotik direnç testi sonucu E. faecalis MYE58
flunun denemelerde kullan›lan 10 adet antibiyotikten
streptomisin  (300 µg)  ve  tetrasikline  (30 µg)
dirençli oldu¤u tespit edilmifltir. MYE58 suflunun
denemelerde kullan›lan di¤er antibiyotiklere karfl›
ise duyarl› oldu¤u belirlenmifltir. PZR uygulamas›
sonucu MYE58 suflunda vankomisin direnç genleri
vanA ve vanB’nin varl›¤› tespit edilmemifltir.
Antibiyotik dirençli enterokok sufllar› et ürünleri,
süt ürünleri ve tüketime haz›r g›dalarda oldukça
yayg›nd›r. Bu sebepten dolay› g›dalardan izole
edilen enterokok sufllar›n›n klinik olarak önemli
olan antibiyotiklere karfl› duyarl› olmalar› tüketici
sa¤l›¤› aç›s›ndan oldukça önemlidir (4, 6). Bu
çal›flmada, çi¤ sütten izole edilen enterosin B
üreticisi E. faecalis MYE58 suflunun streptomisin
ve tetrasikline dirençli olmas›, bu suflun starter
kültür olarak kullan›lmas› için bir dezavantajd›r.
Di¤er taraftan, MYE58 suflunun özellikle glikopeptit
grubu üyesi vankomisinin yan› s›ra denemelerde
kullan›lan klinik olarak önemli di¤er antibiyotiklere
de duyarl› olmas› bir avantajd›r.

SONUÇ

Bu çal›flmada, enterosin B üreticisi oldu¤u tespit
edilen E. faecalis MYE58 suflunun gelE (sessiz)
ve espfs genini tafl›mas›n›n yan› s›ra streptomisin
ve tetrasikline dirençli oldu¤u belirlenmifltir. Elde
edilen bu bulgular, MYE58 suflunun starter kültür
olarak g›da üretim proseslerinde kullan›lmas›n›n
tüketici sa¤l›¤› aç›s›ndan risk teflkil edebilece¤ini
göstermektedir. Di¤er taraftan, E. faecalis MYE58
suflu   taraf›ndan   üretilen   enterosin   B’nin L.
monocytogenes, B. cereus ve S. aureus gibi
önemli g›da patojenlerine karfl› güçlü antibakteriyel
aktiviteye sahip olmas› bu bakteriyosinin saflaflt›r›lm›fl
veya  k›smi  saflaflt›r›lm›fl preparatlar›n›n  g›da
muhafazas›nda kullan›m potansiyeli olabilece¤ini
göstermektedir.
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