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Bursa Bolgesinden Toplanan Eksi Mayalardan Elde Edilen Enterokok

izolatlarimin Gida Giivenligi ve Fonksiyonel Karakterizasyonu®
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Oz: Bu calismada Bursa bolgesinden toplanan 30 adet eksi mayadan izole edilen enterokoklarin gida giivenligi
ve fonksiyonel karakteristiginin belirlemesi amaciyla orneklerden elde edilen izolatlarin antibiyotik direng ve
antimikrobiyal aktivitesinin tespiti, viriilens gen ve antibiyotik direng genlerinin aranmasi, diisiik pH ve safraya
kars1 direng 6zelliklerinin belirlenmesi ¢alismalart yapilmistir. Calismada, eksi maya 6rneklerinden toplam 178
adet laktik asit bakteri susu izole edilmis ve bunlarin 7 tanesinin enterekok cinsine ait oldugu tespit edimistir. Bu
suslarin test bakterilerine (Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus
mutans, Streptococcus aureus 6538, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium M74,
Streptococcus pyogenes ATCC 6538, Listeria innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC 19111 )
karg1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis ve virillans (agg, gelE, cyIM, cylB, cyld) ve
antibiyotik diren¢ genlerini (vanA, vanB, tetM, ermB, aac(6’)-aph(2’’)-la) tasima agisindan giivenli
bulunmustur. Izolatlarin diisik pH ve safra diren¢ 6zelliklerinin incelendiginde, pH 4’de 3. saatin sonunda

canliliklarim1 koruduklarini fakat pH 2 ve pH 3’ de 3. saatin sonunda enterokoklarin canli kalamadig1 tespit

Yapilan bu ¢aligma etik kurul izni gerektirmemektedir. Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri ~ (BAP)
FHIZ-2022-1160 No’lu proje ile desteklenmistir. Makale arastirma ve yayin etigine uygun olarak hazirlanmstir.
Sorumlu yazar/Corresponding Author: 'Ozen Sokmen, Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Boliimii, Bursa, Tiirkiye, ozensokmen@gmail.com, OrcID 0000-0002-2126-094X

Sine Ozmen Togay, Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Bursa, Tiirkiye,
sinetogay@uludag.edu.tr, OrcID 0000-0002-8851-1803

Gamze Duven, Bursa Uludag Universitesi, Karacabey = Meslek  Yiiksekokulu, Bursa, Tirkiye,
gamzeduven@uludag.edu.tr, OrcID 0000-0001-7418-5384

Mustafa Ay, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Canakkale Uygulamali Bilimler Fakiiltesi, Gida Teknolojisi Bolimii,
Canakkale, Tiirkiye, may@comu.edu.tr, OrcID 0000-0002-1765-4858

Atif/Citation: Sokmen, O., Diiven, G., Ay, M., Ozmen Togay, S. 2024. Bursa Bélgesinden Toplanan Eksi Mayalardan Elde
Edilen Enterokok izolatlarmin Gida Giivenligi ve Fonksiyonel Karakterizasyonu. Bursa Uludag Univ. Ziraat Fak. Derg.,
38(2), 341-355. https://doi.org/10.20479/bursauludagziraat. 1486640

341


mailto:sinetogay@uludag.edu.tr
https://orcid.org/0000-0002-8851-1803
mailto:gamzeduven@uludag.edu.tr
mailto:may@comu.edu.tr
https://doi.org/10.20479/bursauludagziraat.1486640

Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Sékmen & ark.

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Aralik/2024, 38(2)

edilmistir. %0.5 (w/v) safra derisimine diren¢ &zelliklerini gosteren sayim sonuglari incelendiginde 24. saatin

sonunda 6.2-7.4 log-kob/g diizeylerinde canli kaldiklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksi maya, enterokok, antibiyotik direng, viriilens gen, antimikrobiyal aktivite, pH ve safra

direnci.

Food Safety and Functional Characterization of Enterococci Strains Isolated

from Sourdough Collected from Bursa Region

Abstract: In this study, the antibiotic resistance and antimicrobial activity of isolates obtained from 30
sourdough samples collected from the Bursa region were examined to determine the food safety and functional
characteristics of the enterococci isolated from these samples. Additionally, the presence of virulence genes and
antibiotic resistance genes, as well as resistance to low pH and bile, were investigated. A total of 178 lactic acid
bacterial strains were isolated from the sourdough samples, and seven of these were identified as belonging to
the Enterococcus genus. These strains exhibited antimicrobial activity against test bacteria (Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus mutans, Streptococcus aureus 6538,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium M74, Streptococcus pyogenes ATCC 6538, Listeria
innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC 19111 ) and were found to be safe in terms of carrying
virulence (agg, gelE, cyIM, cylB, cyld) and antibiotic resistance genes (vanAd, vanB, tetM, ermB, aac(6’)-
aph(2’’)-la). When the isolates' resistance to low pH and bile was examined, it was found that they remained
viable at pH 4 after 3 hours, but did not survive at pH 2 and pH 3 after 3 hours. When examining their resistance
to 0.5% (w/v) bile concentration, it was determined that they remained viable at levels of 6.2-7.4 log CFU/g after
24 hours.

Keywords: Sourdough, enterococcus, antibiotic resistance, virulence genes, antimicrobial activity, survival at

pH and bile salt.

Giris

Eksi maya, yaklagik 5000 yildir kullanilan, bugday unu ve su karigimin laktik asit bakterileri (LAB) ve mayalar
tarafindan fermente edilmesiyle elde edilen bir tiriindiir. Eksi maya, farkli oranlarda ve bilesimlerde homo- ve
heterofermentatif LAB’ler ile mayalar icermektedir. Homofermentatif LAB’ler sekeri fermente ederek laktik asit
iiretirken, heterofermentatif LAB’ler ise laktik asidin yani sira 6nemli miktarda CO2, etil alkol, asetik asit ve

diger ugucu bilesenleri de iiretir (Bakirci ve Kose, 2017).
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Laktik asit bakterileri grubunda yer alan enterokoklar insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde dogal olarak
bulunmaktadir. Insan bagirsaginda Enterococcus faecalis baskin olmakla birlikte bazi bireylerde ve bazi
iilkelerde Enterococcus faecium sayica istiin gelmektedir. Enterokoklar sadece sicak kanli hayvanlarda degil,
toprak, ylizey sulari, bitkiler, sebzeler ve boceklerde de bulunmaktadir (Franz ve ark., 1999; Franz ve ark., 2003;
Foulquie Moreno ve ark., 2006). Eksi mayadan izole edilen Enterococcus faecium YF5 susunun giivenligi ve
probiyotik potansiyeli incelendiginde, toksik olmadigi ve amoksisilin, vankomisin ve kloramfenikole duyarli
oldugu tespit edilmistir. Diisiik pH, safra tuzlari, mide ve bagirsak sivilarinda stabil kaldigi ve insan kolon
kanseri hiicre hattina yapistigi gozlenmistir. Patojenik organizmalarin ¢ogunu inhibe ettigi, bu nedenlede
Enterococcus faecium YFS5 giivenli bir sus olarak probiyotik veya mikroekolojik iiriinlerde kullanilabilicegi ifade
edilmektedir (Tan ve ark., 2013). Enterokoklar, proteolitik ve lipolitik aktiviteleri ile diasetil gibi 6nemli ugucu
bilesikleri tiretme yetenekleri sayesinde fermente gidalarda biiyiik 6nem tasir. Son yillarda yapilan arastirmalar,
enterokoklarin starter ve yardimci kiiltiir olarak kullaniminin arttigini gostermektedir (Sarantinopoulos ve ark.,
2001; Hugas ve ark., 2003; Foulquie Moreno ve ark., 2006). Enterokoklar bazi iilkelerde probiyotik olarak da
kullanilmaktadir (Franz ve ark., 1999; Franz ve ark., 2003; Foulquie Moreno ve ark., 2006). Ancak
enterokoklarin o6zellikle de Enterococcus faecium ve E. faecalis’in bazi suslarinin firsatgr patojen oldugu
bilindiginden bu bakterilerin probiyotik olarak kullanimi tartisma konusudur. Enterokoklar, bazi suslarinin
faydali etkileri bilinmesine ragmen, hastane ortaminda enfeksiyonlara neden olan ©&nemli patojenlerdir.
Bakteriyemi, endokardit, iiriner sistem enfeksiyonlari ve diger doku enfeksiyonlarina yol agabilirler. Ayrica,
enterokoklar antibiyotiklere kars1 artan direng gostermektedir. Bu durum, hastane ortaminda hayatta kalmalarini

ve direngli suslarin yayilmasini kolaylagtirmaktadir.

Yapilan c¢aligmalarda probiyotik olarak kullanilan suslarin dahi antibiyotiklere direngli olabilecegi, bu
sebeple gidalarda kullanilan yardimer ya da starter enterokok kiiltiirlerinin sug spesifikligi géz Oniine alinarak
kazanilmig antibiyotik direncliligi yoniinden giivenli olup olmadiginin kontrol edilmesinin geregi iizerinde
durulmaktadir (Franz ve ark., 1999; Klein, 2003; Peters ve ark., 2003; Foulquie Moreno ve ark., 2006;
Valenzuela ve ark., 2010). Enterokoklar, sadece antibiyotiklere karsi direngleri ile degil, ayn1 zamanda viriilens
faktorleri ile de hastaliga neden olan patojenlerdir. Bu bakterilerin enfeksiyona yol agabilmeleri igin konake1
dokuda yerlesebilmeleri, konak¢inin savunma sistemine karsi direng gosterebilmeleri ve dokularda hasara yol
acabilecek patolojik degisikliklere neden olabilmeleri gereklidir (Franz ve ark., 1999). Viriilens faktori,
mikroorganizmalarin hastalik olusturabilme yetenegini arttiran efektor molekiillerdir. Sitolizin, agregasyon
materyalleri, jelatinaz, ekstraseliiler yiizey proteini bunlara tipik 6rneklerdir (Foulquie Moreno ve ark., 2006).
Enterokoklarin virulenslikle ilgili bazi genlerinin (agg, ge/E, cyIM, cyIB, cylA, espfs, espfm, efaAfs; efaAfm, cpd,
cop, ccf, cad) patojenlikteki fonksiyonlar1 asagida aciklanmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Reviriego ve ark.,

2005):

* agg: Hiicre agregasyonu ve konjugasyon, dkaryotik hiicrelere tutunmada gorevli agregasyon proteininin

sentezi.

» gelE: Jelatin, kollajen, hemoglobin ve diger biyoaktif bilesikleri hidrolize eden toksik ekstraseliiler

metalloendopeptidaz enziminin sentezi.
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* ¢yIM: Gram-pozitif bakteriler ile dkaryotik hiicreleri hidrolize eden sitolizinin (hemolizin/bakteriyosin)
translasyon sonras1 modifikasyonu.

* ¢ylB: Sitolizinin transportu

* c¢ylA: Sitolizinin aktivasyonu

Gida ve klinik ortamlardan izole edilen enterokoklarin antibiyotik direng ve viriilens gen profilleri iizerine
birgok ¢aligma yapilmistir (Franz ve ark., 1999; Eaton ve Gasson, 2001; Hugas ve ark., 2003; Reviriego ve ark.,
2005; Foulquie Moreno ve ark., 2006; Aslam ve ark., 2012; Oladipo ve ark., 2014; Hammad ve ark., 2015;
Pieniz ve ark., 2015). Buna karsin, eksi maya kaynakli enterokok izolatlarinin antibiyotik direng ve viriilens gen
profilleri ile ilgili bilgiler oldukca sinirlidir (Tan ve ark., 2013). Laktik asit bakterileri, Listeria spp. gibi patojen
ve gida bozulma etkeni Gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip bakteriyosinler iireterek
antimikrobiyal koruma saglayabilmektedir (Harris ve ark., 1989; Leroy ve ark., 2002; Cosansu ve ark., 2007;
Altuntas ve ark., 2010). Enterosinler ve bakteriyosin olusturma 6zelligindeki enterokoklar ve diger laktik asit
bakteri suslar1 geleneksel kimyasal koruyuculara alternatif olarak gida iiriinlerinde patojenlerin kontrolii igin
kullanilabilmektedir. Antimikrobiyal aktivite potansiyeli, probiyotik O6zellikteki bakterilerde de aranilan bir
ozelliktir (Hugas ve ark., 2003; Foulquie Moreno ve ark., 2006). Geleneksel fermente gidalar, kendine 6zgii
mikrobiyotalarinda o6nemli fizyolojik ozelliklere sahip probiyotik ve fonksiyonel mikroorganizmalari
barindirabilmektedir (Bellici ve ark., 2019). Eksi maya kaynakli laktik asit bakteri izolatlarinin probiyotik
potansiyelinin arastirildigi ulusal ve uluslararasi literatiirde ¢esitli ¢aligmalar bulunmakla birlikte eksi maya
kaynakli enterokoklarin fonksiyonel &zelliklerinin ve antibiyotik diren¢ ve viriilens gen varligi gibi gida
giivenligi yoniinden irdelenmesi gerekli dnemli 6zelliklerine iligkin kapsamli bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Bu
konu ile ilgili yapilan tek ¢alismada (Tan ve ark., 2013) eksi maya kaynakli bir adet enterokok susunun
probiyotik potansiyeli ¢esitli analizlerle degerlendirilmis ve viriilens genlerden cylA, gelE, ace, agg, esp ve
antibiyotik diren¢ genlerinden de sadece vankomisin direnci kodlayan vanA gen varligi arastirilmistir. Bu
calismada aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri ve viriilens genler yoniinden ¢ok daha kapsamli analizler eksi

maya kaynakli her enterokok susu i¢in degerlendirilmistir.

Bu calismada Bursa bdlgesinden toplanan eksi maya orneklerinden elde edilen enterokok izolatlarinin gida
endiistrisi ve insan sagligi acisindan bazi fonksiyonel (antimikrobiyal aktivite, safra ve asit direnci) ve gida
giivenligi yoniinden o6nemli ozellikleri (antibiyotik diren¢ genleri ve viriilens genlerini tagima potansiyeli)
karakterize edilmistir. Calisma sonucunda fonksiyonel kiiltiir potansiyeli bulunan ve gida giivenligi ve halk
saglig1 agisindan giivenli oldugu tespit edilen izolatlarin, gida endiistrisinde yeni fonksiyonel iiriin gelistirilmesi

calismalarinda kullanilabilecegi degerlendirilmistir.
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Materyal ve Yontem

Materyal

Calismada Bursa bolgesinde ticari maya katilmadan firetilen eksi hamur 6rnekleri (30 adet) farkli iretim
yerlerinden aseptik kosullarda steril kaplara toplanip soguk kosullarda muhafaza edilerek Bursa Uludag
Universitesine getirilmistir. Toplanan eksi hamurlarm bir kism1 -18°C’de depolanmustir. Diger kismi bir hafta

icerisinde analiz edilmek tizere buzdolabi kosullarinda muhafaza edilmistir.

Yontem

Eksi Maya Hamurlarindan Enterokoklarin izolasyonu

Eksi hamur 6rnekleri oncelikli olarak 25 g tartilarak icinde 225 mL steril serum fizyolojik bulunan stomacher
posetine aseptik sartlar altinda aktarilmis ve homojen bir sekilde karigmasi saglanmistir. Ardindan bu karisimdan
I mL Ornek alinarak %0.85’1ik serum fizyolojik ile ondalik seyreltimler gerceklesmistir. Enterokok izolasyonu
amaciyla KAA (Kanamycin Azide Aeskuline) agar besiyerine yilizeye yayma yontemiyle ekim yapilmis ve Petri
kutular1 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda farkli morfolojiye sahip kolonilerden
secilerek MRS agar besiyerinde tek koloni ekim yontemi ile saf kiiltiir elde edilmistir. Saf kiiltiirlere Gram
boyama ve katalaz testleri uygulanmistir, Gram pozitif, katalaz negatif bakteriler gliserol (%30), ve MRS broth

iceren tiiplerde -80°C’de muhafaza edilmistir.

izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Enterokok izolatlarinin antimikrobiyel aktivitelerin belirlenmesi amaciyla Salmonella Typhimurium ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus mutans, Streptococcus aureus 6538, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Enterococcus faecium M74, Streptococcus pyogenes ATCC 6538, Listeria innocua ATCC 33090,
Listeria monocytogenes ATCC 19111 bazi bakteri tiirlerinin referans suslar1 kullanilmustir. izolatlarm
aktiflestirilmesinde ve antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde MRS broth ve MRS agar, test bakterileri igin
ise NA (Nutrient Agar) ve NB (Nutrient Broth) besiyerleri kullamlmistir. izolatlarin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in “agar damlatma” teknigi uygulanmistir (Harris ve ark., 1989; Saavedra ve ark., 2003; Hajikhani

ve ark., 2007; Bagci ve ark., 2019).

-Agar Damlatma Testi: Antimikrobiyal etki spektrumlar1 belirlenecek olan izolatlarin 24 saatlik sivi
kiiltiirlerinden, MRS agar besiyerine damla seklinde 2 pL inokule edilmistir. Petri kutular1 daha sonra 30°C'de
18-24 saat inkiibe edilmistir. NA besiyerinde 37°C'de 24 saat aktiflestirilmis test bakterisi kiiltiirlerinden %0.75
agar iceren 10 mL NA besiyerine 10 uL miktarda eklenip karistirilmig ve bu karisim NA besiyerinde gelistirilen
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damlatma kiiltiirlerin iizerine dokiilmiistir. Petri kutular1 daha sonra 37°C'de 24 saat daha inkiibe edilmistir. LAB
izolatlarinin test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri, inkiibasyon sonunda damlatma kiiltiirler etrafinda

olusan geffaf inhibisyon zonlar1 yoniiyle degerlendirilmistir.

izolatlarin Antibiyotik Diren¢ Genlerini Tasima Durumlarinin Arastirilmasi

Izolatlarin tasiyabilecegi kazamlmis antibiyotik (vankomisin, tetrasiklin, eritromisin, gentamisin) direng genleri
(swrasiyla vanA, vanB, tetM, ermB, aac(6’)-aph(2’’)-la) Cataloluk ve Gdgebakan (2004) ile Ouoba ve ark.,
(2008) tarafindan belirtilen primerler (Cizelge 1) ve yontemler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

teknigi ile genotipik olarak belirlenmistir.

izolatlarin Viriilens Gen Tasima Potansiyellerinin Arastirllmasi
Elde edilen enterokok izolatlarinin virulens genlerini (agg, gelE, cyIM, cylB, cyl4) tasima potansiyelleri

Reviriego ve ark. (2005) tarafindan uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) protokolii kullanilarak

(Cizelge 1) belirlenmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Reviriego ve ark., 2005).

Cizelge 1. Viriilans ve antibiyotik direng genleri i¢in primerler

Gen Primer Dizisi (5'-3") Uriin Boyutu (bp)

agg?2 F-5' GTT GTT TTA GCA ATG GGG TAT 1210
R-5' TCC TGT CAC TCC TCT TCT CAG

gelE F-5' ACC CCG TAT CAT TGG TTT 419
R-5"ACG CAT TGC TTT TCC ATC

/M F-5'TGC TTC TCC ACT GTG ACC T 742
R-5' ATC TAG TAA ATG TTA AGA AAT ACA

cylB F-5'TGG AAG CAT TAC TTC CAG CT 843
R-5" AAC TGC AAC CTC AAG ATT GG

cylA F-5" AAT CCT ATC GGT TAC TGC TTA 517
R-5 AGC ATC ACA ACC ATC CTA AC

vanA F-5' GTA CAA TGC GGC CGT TA 732
R-5'GGG ACA GTT ACA ATT GC

vanB F-5' GTG CTG CGA GAT ACC ACA GA 1145
R-5'CGA ACA CCA TGC AAC ATT TC

tetM F-5'GTT AAA TAG TGT TCT TGG AG 657
R-5'CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA

aac(6")-aph(2")-la F-5' GAG CAA TAA GGG CAT ACC AAA AATC 505
R-5° CCG TGC ATT TGT CTT AAA AAACTG G

ermB F-5' CAT TTA ACG ACG AAA CTG GC 425

R-5 GGA ACA TCT GTG GTA TGG CG

346



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Sékmen & ark.

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Aralik/2024, 38(2)

izolatlarin Diisiik pH ve Safra Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Diisiik pH’ya kars: direng 6zellikleri sadece antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenen izolatlara uygulanmis
ve diisiik pH’ya kars1 direng 6zelligi pH 2.0, 3.0 ve 4.0’te belirlenmistir. Calisilan izolatlar 5000g’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Pellet iki kez PBS tamponu ile yikandiktan sonra orijinal hacmine PBS tamponu ile
tamamlanmis ve homojen bir siispansiyon elde edilene kadar karigtirtlmistir. Calismada, 1 N steril HCI ¢ozeltisi
kullanilarak pH 2.0, 3.0 ve 4.0’¢ ayarlanarak, 50 mL steril serum fizyolojik ¢ozeltileri igerisine enterokok izolat
siispansiyonlarmin %2 (v/v) oraminda inokiilasyonu gerceklestirilmistir. Inokiile edilen drnekler daha sonra
37°C'de 1 ve 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 0., 1. ve 3. saatlerinde her bir drnekten 1 mL alimip seri
seyreltmeleri yapilarak MRS agar besiyerine, dokme plak yontemiyle ekimleri gerceklestirilmis ve 37 °C'de 48-
72 saat, inkiibe edilen Petri kutularindan sayim sonuclart alinmistir. Kontrol amaciyla enterokok
siispansiyonlarindan %2 (v/v) oraninda steril serum fizyolojik (pH 6.5) icine inokule edilip 37°C'deki
inkiibasyonun 0., 1. ve 3. saatlerinde yukarida sozii edilen sekilde ekimler yapilip sayim sonucu alinmistir. (Lian

ve ark., 2003; Sener, 2009; Bagci ve ark., 2019).

Bu calismada, enterokok izolatlarinin safra direnci arastirilmistir. Bu amagcla, %0.5 safra konsantrasyonuna
kars1 direncli olup olmadiklari test edilmistir. ilk olarak, izolatlar 10 ml MRS broth besiyerinde 37°C'de 24 saat
inkiibe edilmistir. Olusan kiiltiirler 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmis ve bakteri hiicreleri 7 ml steril serum
fizyolojisi ile siispanse edilmistir. Suslarin safra direnci, %0.5 (w/v) safra (Oxgall, Merck) konsantrasyonu
iceren steril bir ¢ozeltiye %2 (v/v) oraninda inokiilasyon yapilarak test edilmistir. Cozelti, 121°C'de 15 dakika
siireyle sterilize edilmistir. inokulasyondan sonra &rnekler 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. 0., 6. ve 24.
saatlerde her 6rnekten 1 ml alinarak seri seyreltmeler yapilmis ve MRS agar besiyerine ekilmistir. Koloniler
37°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra sayilmistir. Her sus icin kontrol olarak, bakteri siispansiyonundan %2
(v/v) oraninda steril serum fizyolojisine inokiilasyon yapilarak 0., 6. ve 24. saatlerde ekim ve sayim islemi
tekrarlanmistir. Caligma iki tekrarlt olarak yiirGitiilmiistiir (Lian ve ark., 2003; Sener ve Temiz, 2008; Sener,
2009).

Bulgular ve Tartisma

Calisma kapsaminda KAA besiyerlerinden izole edilerek Gram boyama ve katalaz reaksiyonu ve mikroskobik
morfoloji degerlendirmesi sonucunda enterokok siipheli olarak degerlendirilip gliserol stoguna alinan ve
antimikrobiyal aktivite 6zellikleri degerlendirilen izolatlara iliskin sonuclar Cizelge 2°de verilmektedir. Buna
gore 7 adet enterokok siipheli izolatinda referans test bakterilerine (Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
E.coli ATCC 25922, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus aureus 6538, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Enterococcus faecium M74, Streptococcus pyogenes ATCC 6538, Listeria innocua ATCC 33090,

Listeria monocytogenes ATCC 19111) kars1 8 mm ile 13 mm arasinda antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir.
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Tan ve ark. (2013)’nin yaptiklart ¢aligmada, eksi hamurdan izole edilen Enterococcus faecium YF5 susu
giivenlik ve probiyotik potansiyeli agisindan degerlendirilmistir. Patojen organizmalarla (Enterobacter sakazakii
CMCC45402, Escherichia coli CMCCA44102, enterohemorajik Escherichia coli O157: H7 CMCC44828,
Salmonella Typhimurium CMCC50071, Shigella flexneri 301 ve Shigella sonnei ATCC 29930) ve 2 gram-
pozitif susla (Listeria monocytogenes CMCC54001 ve Staphylococcus aureus CMCC 26003) birlikte
kiiltirlendiginde, S. aureus disinda bu gida kaynakli patojenleri engelledigi tespit edilmis, bu nedenle,
Enterococcus faecium YF5 giivenli bir sus olarak degerlendirilmistir. Saez ve ark. (2018) Arjantin bdlgesinden
eksi mayali nohuttan izole edilen Enterococcus durans CRL2194 susunun Escherichia coli, B. cereus
patojenlerine karsi antimikrobiyal etkili oldugu tespit edilmistir. Salvucc ve ark. (2016) Arjantin pazarlarindan
tahillar ve tohumlardan izole ettigi E. mundtii ES151 ve ES198 ile Enterococcus faecium ES194, ES195 ve
ES216 suslarinin Listeria ve Pediococcus'a karst antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit etmistir. Nespolo ve
Brandelli (2010)’nin yaptiklar1 calismada koyun siitii tirlinlerinin LAB'larinda Listeria monocytogenes ATCC
7644'e kars1 inhibisyon zon capmin, 6.5 ila 10.5 mm arasinda degistigi belirtilmistir. (Nespolo ve Brandelli,
2010). Bir bagka caligmada spontan olarak fermente edilmis sigir siitiiniin %15.01'1 (n=56), Listeria
monocytogenes'e karst 1-4 mm arasinda zon g¢aplart gdstermistir (Akabanda ve ark., 2014). Tuncer ve ark.
(2008)’ nin Isparta, Antalya, Istanbul ve Ankara illerinden temin ettikleri boza 6rneklerinde (15 adet) yapilan
calismada, izole edilen toplam 30 adet laktik asit bakterisi igerisinden, 6 adedi antibakteriyel ( Listeria innocua
LMG 2813, Bacillus cereus LMG 2732, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis LMG 2708, Enterococcus
faecalis LMG 2602, Staphylococcus aureus LMG 3022, Staphylococcus carnosus LMG 2709 ve Pediococcus
pentosaceus LMG 2001 karsi) madde iiretme yeteneginde bulunmustur. Caligma kapsaminda, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus mutans, Streptococcus aureus 6538,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium M74, Streptococcus pyogenes ATCC 6538, Listeria
innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC 19111 patojenlerine karsi inhibisyon ¢api, 1.5 ila 4 mm

arasinda degismektedir.

Tan ve ark. (2013)’nin eksi hamurdan izole ettikleri Enterococcus faecium YFS5 susunin viriilans ve
antibiyotik direncli fenotipleri (sitolizin ve jelatinaz iiretimi, antibiyotik duyarliligi) ve genleri (cyl/A, gelE, ace,
agg, esp ve vanA) incelenmistir. 6 viriilans ve antibiyotik direng geninin (cylA, gelE, ace, agg, esp, vanA)
hicbirine sahip olmadig1 tespitedilmistir. Bu sonuglar, Enterococcus faecium YF5'in viriilans fenotipleri ve
antibiyotige direngli genler tagimadigint gostermistir. Bu nedenle, Enterococcus faecium YF5'in probiyotik ve

mikroekolojik olarak giivenli oldugu sonucuna varilmistir.

Yangilar ve ark. (2023) yaptiklar1 ¢alismada, farkli maya hammaddeleri kullanilarak iiretilen kara saki elma
sirkelerinin ¢esitli patojen bakterilere kargi antimikrobiyal etkisi belirlenmis ve genel olarak tim sirke
orneklerinin antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. En giiglii antibakteriyel etkinin ticari sirke 6rneginde
oldugu, en zayif etkinin ise %0.3 Saccharomyces cerevisiae igeren sirke 6rneginde goriildiigii bulunmustur.

Ayrica, Escherichia coli ATCC 8739 susuna karsi en diigitk MIC degerini gosteren organik ev sirkesi olmustur.
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Bursa Bolgesinden elde edilen eksi maya kaynakli enterokok izolatlarinin virulens gen ve antibiyotik direng
genleri yoniiyle negatif bulundugu belirlenmistir. Bu sonug, eksi maya kaynakli enterokok izolatlarinin test

edilen viriilens genler ve antibiyotik diren¢ genleri yoniiyle giivenli olduklarini ortaya koymaktadir.

Cizelge 2. izolatlarin, Gram boyama, katalaz, mikroskobik morfolojive antimikrobiyal (mm) aktivite sonuglar

Salmonel . Streptoco Streptoco Enteroco Streptoco Listeri Listeria
Gram la E.coli ccus ccus ccus Enteroco ccus “ " monocyto,
Katal Morfol #yphimur ATC . cecus i yiog
Kodu boya oii ium C mutans  aureus  faecalis faecium pyogenes enes
ma ) ATCC 25922 ATCC ATCC ATCC M74 ATCC ATCC ATCC
14028 25175 6538 29212 6538 33090 19111
23K1  + - Kok 9.8 10.4 9.6 10.2 11 8.8 12 9.8 9.4
23K2  + - Kok 8.4 8.8 8.6 11.8 10.8 9.4 9.4 8.8 8.4
23K3 + - Kok 9.6 10 10.2 13 12.4 10.2 11.6 9.6 9.4
BRE o Dl gy 02 102 s 118 9.6 106 102 104
23K5 + - Kok 8.8 8 9.2 8.4 10.4 9 10 9.2 8.8
24K1  + - Kok 9 10 8.8 9 11 9.2 10.4 9.4 11
24K2  + - Kok 9.4 10.4 10.4 9.6 12 10 11 13 10.4
*23K1: 23 numarali eksi hamur/enterekok (k)/ 1.koloni +: Pozitif -: Negatif

Fermente gidalarda kullanilan LAB, dogal probiyotiklerin biiyiik bir kaynagidir ¢iinkii bunlarin genellikle
giivenli ve konakciya faydali oldugu diisliniilmektedir. Ancak bazi LAB'lerin, 6zellikle de Enterococcus‘un
viriilans genleri barindirabildigini bildiren ¢esitli aragtirmalar mevcuttur (Weckx ve ark., 2009; Togay, 2010;
Leisner ve ark., 2011). Bu nedenle giivenlik degerlendirmesi 6nemli bir kriterdir ve potansiyel probiyotik
tirlerinin se¢iminde ilk adimdir. Ek olarak, bakteri suslariin probiyotik potansiyelini degerlendirmek igin,
virtilans genlerinin bulunmamasi, safra tuzlarinda, mide ve bagirsak sivilarinda hayatta kalma yetenegi, bagirsak
hiicresine yapisma yetenegi, gida bozucu bakterileri igeren genis bir inhibitér spektrumda olmast ve antibiyotik
duyarlilig1 gibi baz1 temel 6zelliklerin dikkate alinmasi gerekmektedir (Corsetti ve ark., 2007; Nueno-Palop ve

Narbad, 2011).

Cizelge 3’te suslarin diisiik pH ortamina direng 6zelliklerini gdsteren sayim sonuglart verilmis, test edilen ii¢
susun da pH 2 ortaminda 1. ve 3. saatin sonunda canli kalamadiklari, pH 3 ortaminda ise 23K4, 24K1, 24K2
izolatlarinin canli bakteri sayisinda 1. saat sonunda sirasiyla 3.2-3.3-2.8 log birimlik azalma olurken, 3. saat
sonunda canliliklarinin tamamen kaybedildigi goriilmiistiir. izolatlar pH 4 ortaminda canliliklarim

korumuslardir.

Togay (2010) tarafindan yapilan "Dogal fermente gidalardan ve anne siitiinden enterokok izolasyonlari,
karakterizasyonlar1 ve probiyotik kiiltiir olarak kullanilma potansiyelleri" adli ¢aligmada, ii¢ enterokok susunun
pH 2 ortaminda 1. ve 3. saatlerde canlili§in1 yitirdigi gézlemlenmistir. pH 3 ortaminda ise Enterococcus faecium
S1-5 izolatinin canli bakteri sayisi 3. saatte 5.6 log birim azalirken, Enterococcus faecium M74 kontrol susunun

sayist 1. saatte 4.5 log birim azalmig ve 3. saatte tamamen canlilifin1 kaybetmistir. Probiyotik kontrol susu L.
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acidophilus ATCC 4356 ise pH 3 ortamina en direngli sus olmus ve 3. saatte 2.1 log birimlik bir azalma

gostermistir. Her ii¢ susun da pH 4 ortaminda 3 saat boyunca canliligin1 korudugu belirlenmistir.

Tan ve ark. (2013)’nin yaptiklart ¢alismada, eksi hamurdan izole edilen Enterococcus faecium YF5 susunun
disiik pH, safra tuzlari, gastrik ve intestinal sivilarda in vitro ortamda stabil bir sekilde hayatta kaldigi
bulunmustur. Onur ve Onlii (2022) farkli gida kaynaklarindan (peynir, kasar, sucuk) izole ettigi enterekoklarin
diisiik pH denemeleri sonucunda pH 2 birinci saat sonunda 3 farkli izolatin canliligin1 korudugu buna karsin 3.
saat sonunda tiim suglarin canliligini kaybettigi tespit edilmistir. pH 3 testlerinde ise 3. saat sonunda tiim suslarin
canliligint kaybettigi, pH 4 testlerinde ise en az canlilik gosteren susun 24K2 numarali izolat oldugu en fazla
canlilik oraninin ise 23K4 numarali izolatta goriildiigii tespit edilmistir. Probiyotik bakterilerin diigiik pH ve

safra tuzlarina kars1 direnci biiyiik 6l¢iide tiire baglidir (Mufioz-Quezada ve ark., 2013).

Cizelge 3. Suslarin diisiik pH ortamina direng 6zelliklerini gdsteren sayim sonuglari [log (kob/mL)]

Canl hiicre sayis1 [log (kob/mL)]*
Kodu pH2 pH3 pH 4 Kontrol (pH 6.5)
0.saat 1.saat 3.saat (.saat 1.saat 3.saat (.saat 1.saat 3.saat 0.saat 1.saat 3.saat
23K4 7.6+0.15 <1 <1 7.6£0.12 4.4+0 <1 7.6+0 7.5£0.19 7.5+0 7.6£0.24 7.5+£0.15 7.6+0.12
24K1 7.0+0.04 <1 <1 7.0£0.10 3.74£0.15 <1 7.0+£0.07 7.0+£0.08 7.1+0 7.1£0.14 7.0+0 7.0£0.21
24K2 6.320 <1 <1 6.3+0.05 3.5+0.7 <1 6.3+0.35 6.3+0.16 6.3+0.12 6.3+0.08 6.4+0.04 6.4+0

* Sayilar iki tekrar ¢aligmanin ortalamasidir

Cizelge 4’te suslarin %0.5 (w/v) safra derisimine direng 6zelliklerini gosteren sayim sonuglar verilmistir.
Buna gore ii¢ bakteri susunun safra asidine karsi direnci incelendiginde, 23K4, 24K1, 24K2 suslarmin %0.5
(w/v) safra konsantrasyonuna direngli oldugu ve suslardaki canli bakteri sayisinin, safra i¢inde 6 veya 24 saatlik

inkiibasyon sonrasi 6nemli 6l¢iide azalmadig1 gorilmistiir.

Sakandar ve ark. (2019) ferment edilmis eksi hamurdan (Khamir) potansiyel probiyotik suslar olan gluten
parcalayan Enterococcus mundtii ve Wickerhamomyces anomalus'un izolasyonu ve Kkarakterizasyonu
gerceklestirmistir. E. mundtii QAUSDO1, %0.4'lik bir safra tuzu konsantrasyonunda hayatta kalma yetenegini en
yiiksek sergilerken, E. faecalis QAUSDO4, bahsedilen susla arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. E. faecalis
QAUSDO02, B. megaterium QAUSDO3, E. faecalis QAUSDOS ve E. faecalis QAUSDO06'in suslarinda canlt
hiicre sayisinda anlamli bir azalma s6z konusu olmamistir (Nueno-Palop ve Narbad, 2011). Togay (2010)’1n
yaptig1 calismada, L. acidophilus ATCC 4356 susu safra asinine ¢ok direngli olmadig1 ve safra icinde 6 saat
sonra 3.4 log birim azaldig1, 24 saat sonra 2.3 log birim azaldig1 belirtilmistir. Enterococcus faecium M74 ve L.
acidophilus ATCC 4356 suslarinin kontrol grup caligmalarinda da 24 saatlik inkiibasyon sonrasi canli bakteri
sayisinda azalma goriilmiistiir. Bu azalma, Enterococcus faecium M74 susu i¢in 2 log birim ve L. acidophilus
ATCC 4356 susu icin 3.3 log birim olarak belirtilmistir. Onur ve Onlii (2022)’nin yaptiklar1 calismada safra
tuzuna kars1 direncin belirlenmesi i¢in yapilan testler sonucunda tiim suslarin safra tuzlarma kars1 canliliklarini

(4 log kob/mL ile 10 log kob/mL arasinda) korudugu goriilmustiir.
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Safra tuzu toleransi, probiyotik suslarin degerlendirilmesinde dnemli bir kriterdir, ¢iinkii bu suslarin insan

bagirsak ortaminda canli kalma yeteneklerini belirlemektedir.

Cizelge 4. Suslarin %0.5 (w/v) safra derisimine diren¢ 6zelliklerini gosteren sayim sonuglari [log (kob/mL)]

Canl hiicre sayisi [log (kob/mL)]*

Kodu Safra (% 0.5) Kontrol

0.saat 6.saat 24.saat 0.saat 6.saat 24.saat
23K4 7.7+£0.11 7.5+0 7.4+0.03 7.6+0.24 7.5+0.08 7.6+0
24K1 7.0£0 6.7+0.19 6.6+0.13 7.0£0.1 7.0+0 7.0+0.09
24K2 6.4+0.08 6.4+0.02 6.2+0.2 6.3£0.15 6.320.1 6.2+0.08
Sonug¢

Fermente gida iirlinleri, endiistride teknolojik ve besinsel ozellikleri gelistirme yetenegine sahip laktik asit
bakterisi suslarimin izolasyonu i¢in her zaman zengin bir ortam olusturmaktadir. Laktik asit bakterilerinin
cesitliligi, sadece tiir diizeyinde degil, ayn1 zamanda susa bagl teknolojik 6zellikler nedeniyle de 6nemlidir.
Calismada Bursa bolgesinden temin edilen 30 adet eksi mayadan izole edilen enterokoklarin gida giivenligi ve
fonksiyonel karakterizasyonu degerlendirilmistir. Bu kapsamda, elde edilen enterokok izolatlarmin
antimikrobiyal aktivitesinin ve antibiyotik direng 6zelliklerinin belirlenmesi, viriilens gen ve antibiyotik direng
genlerinin aranmasi, diisiik pH ve safra diren¢ 6zelliklerinin belirlenmesi, analizleri yapilmistir. Enterokok
izolatlarinin test edilen viriilens ve antibiyotik direng genleri yoniiyle negatif bulundugu ve dolayisiyla giivenli
oldugu tespit edilmistir. izolatlarin referans test bakterilerine karsi ise antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. Ayrica enterokok izolatlarinin safra ve asit direng 6zellikleri incelenmis ve izolatlarin pH 2°de
canli kalamadiklari, ancak pH 3-4 ortaminda canlililiklarinin 1-3 saat kadar devam edebildigi belirlenmistir.
Izolatlarin safra direnci &zelliginin ise safra ortaminda 24 saat inkiibasyona karsin 6 log kob/mL ve iistii
diizeyinde canliligin devam edebildigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, Bursa bolgesi eksi hamurlarindan elde
edilen laktik asit bakteri izolatlarmin gida endiistrisinde probiyotik ve fonksiyonel kiiltiir yoniinden kullanilma
potansiyeline sahip olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, izole edilen suslarin in vitro ortamda probiyotik
potansiyel tasidigini gostermektedir. Fakat, probiyotik olarak kabul edilebilmeleri i¢in daha kapsamli
degerlendirmelere ihtiyag bulunmaktadir. Bu izolatlarin yapilacak ileri ¢aligmalarla bakteriyosin {iretme
potansiyellerinin degerlendirilmesi ve elde edilip saflagtirilacak bu bakteriyosin preparatlarinin  gida

endiistrisinde alternatif koruyucu olarak kullaniminin degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Tesekkiir

Bu caligsma etik kurul izni gerektirmemektedir. Arastirma ve yayin etik ilkelerine uygun olarak yiiriitiilmiis ve bu

makaleyi hazirlayan yazarlar arastirmaya esit katkida bulunmustur. Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar
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catismas1 bulunmamaktadir. Calisma, FHIZ-2022-1160 No'lu Proje ile Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.
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