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OZET

Laktik asit bakterileri (LAB) fermentatif, fakultatif anaerob, aerotolerant
mikroorganizmalardan olusan genis bir gruptur. Bu kommensal bakteriler gida zinciri
yoluyla tiketicilerde antibiyotik direng belirleyicilerinin yayilmast igin bir vektor
olabilmektedirler. Bu sebeple LAB’ de antibiyotik direnciyle ilgili ¢aligmalar son yillarda
onem kazanmistir. Bu g¢alismada, Streptococcus thermophilus (n=68) ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (n=>5) ve izolatlarinin antibiyotik direnglilikleri fenotipik ve
genotipik yontemlerle aragtirilmigtir. LAB izolatlarinda en yiiksek direng kanamisin (% 51)
antibiyotigine karst bulunmustur. Bu degeri sirastyla streptomisin (% 16), kloramfenikol
(% 10) ve vankomisin (%14) antibiyotikleri izlemektedir. Antibiyotik diren¢ genlerini
aragtirmak i¢in yapilan PCR denemeleri sonucunda, aph(3')-llla (% 95), blaZ (%100), van
(E) (%67) ve str (B) (%36) genleri bulunmustur. Calismanin sonucunda gida kokenli

bakterilerin bazi antibiyotik direng genleri agisindan rezervuar olusturdugu gériulmistur.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are a large group of fermentative, anaerobe facultative,
aerotolerant microorganisms. These commensal bacteria may function as vectors for the
dissemination of antibiotic resistance (AR) determinants via the food chain to the
consumer. Because of this, researchs on antibiotic resistance in LAB has gained more
attention in recent years. In this study, Streptococcus thermophilus (n=68) and
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (n=53) species antibiotic resistance of isolates
evaluated by phenotypic and genotypic methods. Among the isolated LAB, the most
prevalent antibiotic resistance was against the kanamycin (51%), following with
streptomycin (16%), chloramphenicol (10%) and vancomycin (14%). Positive amplicons
were obtained for resistance genes aph(3’)-1lla (95%), blaZ (100%), van (L) (67%) and
str(B) (36%) from isolates. As a result of study, it can be concluded that food borne
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1. GIRIS

Gunimiizde modern tretim teknolojilerinin gelistirilmis olmasina ragmen, gidalarin
korunmasi, raf omriiniin uzatilmast konusunda gerek gelismekte olan ulkeler gerekse
endiistriyel tlkelerde sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. ABD’de yilda yaklasik olarak 76 milyon
kiginin gida kokenli hastaliklara maruz kaldigi belirlenmigtir (Mead ve ark., 1999).
Tirkiye’de, niifus yilda ortalama %2.5 oraninda artig gosterirken gida tretimindeki artig

yaklasik %1 civarindadir (Topal, 1996).

Sehir ve kasabalarda niifusun artigi, biiyitk marketlerin agilmast ve raf émrii uzun
olan gidalara ihtiyacin artmasi bu gidalarin tiretim strecine olan ilgiyi arttirmigtir (Mead ve
ark., 1999). Gidalarda meydana gelen bozulmalar endiistriyel anlamda da buyiik kayiplara
sebep olmaktadir (Ross ve ark., 2002; Soomro ve ark., 2002). Mikrobiyel bozulmalara
karst ekonomik kayiplarin énlenmesi, gida kaynakli hastaliklarin azaltilmasi ve hizla artan
dinya nifusunun gida ihtiyaglarinin kargilanmasinda, endiistride kullanilan koruma
yontemlerine duyulan ilgi artmaktadir (Galvez ve ark., 2008). Ginimiizde gidalarin
givenilirliginin uluslar arast boyutta 6nem kazanmasiyla birlikte, en uygun dogal gida
koruyucularinin belirlenmesi ve sektorde yer edinmesi ile ilgili ¢aligmalar hiz kazanmigtir
(Ross ve ark., 2002; Soomro ve ark., 2002). Laktik asit bakterileri (LAB), gidalarin
muhafazasinda onemli bir alternatif olmus ve gida katkilar1 konusunda tiketicilerin
endiseleri, onlarin ilgilerini kimyasal koruyucu eklenmeden tretilen dogal ve geleneksel

gidalara yonlendirmistir (Settanni ve Corsetti, 2008).

Antibiyotiklerin yaygin kullanimina bagli olarak probiyotik bakteriler ya da
fermente trtnlerde rol alan LAB gibi, gida zinciri agisindan énem tagtyan bakteriler, insan
ve hayvanlarda tedavi amagli kullanilan antibiyotiklere kars1 direngli hale gelebilmektedir
(Ammor ve ark., 2007). LAB, ’Generally Regarded As Safe’ (GRAS) listesinde olmakla
beraber antibiyotik direng 6zelligi tagima ihtimallerinden dolay1, potansiyel bir saglik riski

tagtyabilmektedirler (Mathur ve Singh, 2005; Ammor ve ark., 2007).

Bu ¢aligma ile dogal izolatlardan elde edilmis olan S. thermophilus (Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus) ve L. bulgaricus (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus)
bakterilerinin antibiyotik direnglilik profilinin disk difiizyon yontemi ve molekiiler olarak

belirlenmesi toplum sagligi agisindan tehdit olusturan ve ekonomik agidan kayiplara yol



acan antibiyotik direngliligi bulunan baslangi¢ kulttrlerinin tespit edilerek, bu kulttrlerin

baslangi¢ kiiltiirii olarak kullaniminin 6nlenmesi amaglanmigtir.

1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri ve Insan Saghgna Etkileri

LAB, taksonomik olarak, laktik asit uretiminin konfigiirasyonuna, gelisme
sicakliklarina (10-60 °C), glikoz fermantasyonuna (homo-ve hetero- fermantasyon)
morfolojik yapilarina (kok, ¢ubuk veya tetrat formasyon) , tuz asit ve alkali toleranslarina,
yag asitleri kompozisyonuna ve DNA baz dizisi gibi genetik kriterlerlere bagli olarak

siniflandirilmaktadir (Erginkaya ve Hayaloglu, 2001; Palali, 2007).

Homofermentatif LAB, fermentasyon prosesinin son agsamasinda pirtivik asitin
laktik asite indirgenmesi i¢in NADH+H kullanmaktadir. Ortamdaki oksijenin varligina da
bagl olarak pirtivatin yalnizca kigiik bir kismint dekarboksile ederek asetat, etil alkol,
karbondioksit ve belki asetoine doniistiirilebilmektedir. Zorunlu heterofermentatif LAB,
pentoz sekerleri ise laktik asit ve asetik aside, heksoz ve sekerleri laktik asit, asetik asit
(veya etanol) ve CO2’ e, fermente etmektedirler. Fakiiltatif heterofermantatif laktik asit
bakterileri ise heksoz sekerleri laktik aside fermente ederken, pentoz sekerleri laktik asit ve

asetik asite fermente etmektedirler. (Salminen ve ark., 2004).

LAB, laktozu fermente ederek temelde laktik asit olusturmalariyla karakterize
edilmis katalaz negatif, bir iki ayricalik gosteren lye disinda hareketsiz, sitokromdan
yoksun, Sporolactobacillus inulinus disinda spor olusturmayan bakteriler olarak
bilinmektedir (Hofvendahl ve Hahn-Hégerdal, 2000). Gram pozitif bakteriler arasinda
dugsuk diizeyde guanin ve sitozin (G+C) oranina sahip olmasinin yaninda (Ludwig ve ark.,
1993) genom buyiiklikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp arasinda degismektedir (Davidson ve
ark., 1996).

LAB protein kiliftan olusan hiicre (protein par¢alanmasini baglatan), tagima sistemi
ve bir¢ok hiicre i¢i peptidazlardan meydana gelen etkili bir proteolitik sisteme sahiptir. Bu
konuda laktik asit bakterileri stt proteinlerini geride birakir (Hebert ark., 2008; Do Carmo
ark., 2011).

Bu bakteriler; kok, ¢omak, tetra formasyon ve ovoid seklinde bulunabilmekte,
gelisme sicakliklar1 bakimindan termofil ve mezofil ozellik gostermektedirler. Ayrica
laktik asit bakterileri yiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme ve asit veya alkali tolere

etme yeteneklerine de sahiptirler (Sahin, 1995; Yiiksekdag, 2005; Etoz, 2006).



Laktik asit fermentasyonuna dayali fermente iriin tUretiminde LAB bagisiklik
sistemini gii¢lendirerek firsat¢i patojenlerin gelisimini inhibe eden laktik asit, asetik asit ve
bakteriyosin gibi antibakteriyel maddeler tretmede onemli rol oynamaktadir ve bu
ozelliklerden dolay1 laktik asit bakterilerine olan ilgi son yillarda artmakta ve bu konu ile
ilgili yapilan ¢aligmalar derinlik kazanmaktadir (Yousefian ve Amiri, 2009; O'shea ve ark.,

2012; Ige, 2013; Maeda ark., 2014).

Son yillarda yapilan g¢aligmalardan elde edilen veriler sonucunda, laktik asit
bakterilerinin kiif gelisimini engelledigi ve bazilarinin ise mikotoksinlerle etkilesime girme
potansiyeline sahip oldugu ortaya konmustur (Dalie ark., 2010). Tir 6zelliklerine bagli
olarak, laktik asit, asetik asit ve bakteriyosinin yant sira karbondioksit, etil alkol, tat ve
aroma bilesikleri de tretebilmektedirler. Bu etkenlerden dolayi, gida kaynakli mikrobiyel
hastaliklar dusinildiginde LAB’lerin faaliyetiyle iiretilen fermente gidalar insan sagligi
acisindan daha giivenilir gidalar olarak kabul edilmektedir (Degeest ve ark., 2001; Duboc
ve Mollet, 2001; Jolly ve Stingele, 2001; Turantas, 2003; Leroy ve De Vuyst, 2004;
Turhan, 2012).

LAB, insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde bifidobakterilerle birlikte
bulunabilmekte, bu birliktelik probiyotik 6zelligi ortaya ¢gikarmakta ve canlinin sagligini
korunmasinda simbiyotik etki gostermektedir (Ammor ve ark., 2008). Ayrica LAB
tarafindan fermentasyona ugratilan siit tirinlerinin antihipertansif etkileri son 20 yildir
dikkat ¢ekmektedir. Bununla berabere ilk etapta laboratuvar ve hayvan deneyleri yapilmis,
son yillarda ise insanlar izerinde yapilan ¢aligmalar da yayimlanmistir (Usinger ve ark.,

2009; Ehlers ve ark.,2011).

LAB, “guvenli bakteriler” olarak kabul edilmekte ve koruyucu kultirlerin
ozelliklerini tagimaktadirlar. Gidalarda sadece gida kaynakli patojen ve bozulmaya neden
olan mikroorganizmalar1 inhibe etmek ve/veya raf Omrini uzatmak igin
kullanilmaktadirlar. Ayrica gidanin duyusal 6zelliklerinde olumlu degisime neden
olmasinin yaninda antogonistik &zelliklerinden dolay1r bir¢ok triinde baglangi¢ kultari
olarak tercih edilmektedirler (Aslim ve Beyatli, 1997; Cakir, 2003; Isleroglu ve ark. 2008;
Bergamini, ve ark., 2009).

LAB taksonomik olarak 20 cinsten olugmasinin yaninda bilinen baslica cinsler;

Aerococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,



Leuconostoc, Melisococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus ve Weisella olarak siralanabilmektedir (Axelsson, 2004).

1.1.1. Gida endiistrisinde laktik asit bakterilerinin baslangic¢ kiiltiirii olarak kullanimi

Baslangi¢ kiltira (starter kultiir), fermente gidalarin retiminde, fermentasyon
isleminin yonlendirilmesi ve belli bir ivme kazanmasinda gorev almak tizere, ham gida
materyaline en az bir mikroorganizmanin ¢ok fazla sayida hiicrelerinin ilave edildigi
mikrobiyel bir preparat olarak tanimlanabilir (Leroy ve de Vuyst, 2004).

Basglangi¢ kultiirti olarak kullanilacak bakteri suglarinin se¢imi ve bu bakterilerin
onemli ozelliklerinin belirlenmesi sanayide kullanimlarinin yayginlagmasindan dolay1
oldukca onemli hale gelmistir. Ginimiizde tarim ve gida endustrisinde kullanilan
baslangi¢ kulttrlerinin gida triinlerinde uzun siire varliklarini muhafaza etmesi ve bu
cevresel kosullar altinda kargilastiklar1 stres ortamlarinda yasama adapte olmalari

beklenmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2013).

Fermente gidalarin tretim ve tiketim gegmisinin olduk¢a uzun, geleneksel ve
givenli olmasi, bu alanda yapilan ve yapilacak galigmalar tizerinde belirleyici role sahiptir

(Leroy ve de Vuyst, 2004).

Koruyucu kiiltir ilavesi ile trinlerin raf omrinin yanin sira givenilirliginin
artirtlmast yoniindeki stratejiler et, siit ve balik triinlerinde uygulanmaktadir (Devlieghere

ve ark., 2004).

19. yuzyilin sonlarinda fermente siit trtinlerinin mikrobiyolojik kompozisyonu
tizerinde ¢aligmalar yapilmig ve daha sonra bu tirlerden, fermente stt tGrtinlerinde ticari
baslangi¢ kulturleri olarak kullanilmak tzere saf kiltir uretimleri gergeklestirilmigtir

(Zamfir ve ark. 2005).

Fermantatif oOzelliklerinin iyi bilinmesi ve pek c¢ok alani ilgilendiren iddiali
ozellikleri ile LAB, fermente siit Girinleri, fermente sebze urtinleri, fermente et trinleri ve
fermente hububat trtinleri gibi bir¢gok fermente triin eldesinde starter kultiir olarak
kullanilmakta, gida endustrisinde onemli bir rol oynamaktadir (Steinkraus, 1997; Wouters
ve ark., 2002). Fermente uriinlerin laktik asit bakterileri agisindan zengin olduklart birgok
arastirmaci tarafindan ispatlanmis olup (Yucel Sengiin, 2011), fermente et, sit ve hububat
urinleri i¢in baglangig kultira gelistirilmesini  konu alan derleme ¢aligmalari

bulunmaktadir (Leroy ark., 2006; Cogan ark., 2007, Géanzle ark., 2007).



Etin fermentasyonu sirasinda bas roli alan LAB’lerin baslangi¢ kultirt olarak
duyusal kaliteyi gelistirirken ayn1 zamanda biyokoruyucu ajanlar olarak da davrandiklari
ortaya konulmustur (Fadda ark., 2010). Et Grtinlerinden izole edilip daha sonra fermente et
uretiminde baslangig kulturti olarak kullanilan LAB, fermentasyon sirasinda dogal
LAB’lerinin gelisimini engelleyerek, fermentasyon ve olgunlagma asamalarini kontrol
etmektedirler (Hugas ve Monfort, 1997). Bununla birlikte spontan LAB’ler tarafindan
gergeklestirilen fermentasyon sonucunda elde edilen bazi et trinlerinin, duyusal agidan
daha c¢ok tercih edilebildigi bazi arastirmacilar tarafindan saptanmistir (Samelis ark.,
1998).

Sebze urinlerinin fermentasyonunda starter kiltir kullanimi oldukg¢a sinirlidir.
Ozellikle son yillarda salatalik, lahana ve zeytin gibi sebzelerin laktik asit fermentasyonu
uygulanarak givenlik, besin igerigi, raf émrii ve duyusal 6zellikleri artirilmakta bundan
dolay1 endustriyel agidan onemi glinden giine artmaktadir (Rodriguez ark., 2009). Taze
sebzelerin igerdigi LAB dogal floranin sadece % 0,15-1,5’ini teskil etmektedir
(Buckenhiiskes, 1997). Dogal fermentasyon, ortamdaki dogal flora ile kontamine
mikroorganizmalar arasindaki rekabet sonucu gerceklesmektedir ki burada fermentasyon
isleminin baglamast uzun zaman almakta islemin basarisiz olma riski de artmaktadir. Bu
nedenledir ki hizli asit olusumunun gerceklesmesi, ve bozulma yapan ve patojenlerin
gelisiminin engellenerek yiiksek kalite ve giivenlige sahip triin elde edilebilmesi i¢in sebze
fermentasyonunda starter kultiir kullanilmasi énerilmektedir (Rodriguez ark., 2009).

Hububat triinlerinin, giinlitk protein, karbonhidrat, vitamin, mineral ve diyet lifi
ihtiyacin1 karsilama agisindan 6nemli kaynaklar olmasinin yani sira besinsel kalitesi ve
duyusal ozellikleri, sit ve sut urtnleri ile karsilagtirildiginda daha disik oldugu
gorilmektedir. Bu trtinlerin hem besin kalitesinde hem de duyusal 6zelliklerinde 6nemli

artiglar saglanmasi ancak fermentasyonla miimkiin olabilmektedir (Blandino ark., 2003).

1.1.2. Fermente siit iiriinlerinde baslangic kiiltiirii olarak laktik asit bakterileri

Begenilen tatlar1 ve insan saglig1 iizerindeki olumlu etkilerinden dolay1 fermente stit

urtinlerinin popularitesi gittikge artmaktadir. (Daly ark., 1998).

Dinyada farkli adlar altinda bilinen ancak temelde birbirine yakin o6zellikler
gosteren 400°den fazla siit Grtini bulunmaktadir. (Ender ve ark., 2006). Sit urtnleri
icerisinde yogurt, peynir, tereyagi ve krema yaygin olarak tuketilenler arasinda yer

almaktadir (De Vuyst, 2000). Genel olarak fermente siit Giriinlerinin tretimi, bakterileri



oldirmek i¢in stutin kaynama noktasina kadar 1sitilmasi, viicut sicakligina sogutulmasi ve
baslangi¢ kulturii olarak gorev gormesi igin az bir miktar fermente sit ilavesi gibi

asamalar1 igermektedir (Ender ve ark., 2006).

Fermente stt Uriinleri tretiminde kullanilan baglangi¢ kulttrleri saf ve aktif olmali,
elde edilmelerinde kullanilan sit ve diger Uretim ortamlarindan kontamine inhibitér
icermemeli, maksimum sayida canli bakteri igermelidir. Kiiltiir aktivitesinin korunmasinda,
metabolik aktivitenin dusirilmesi veya kontrol altinda tutulmasi, mikroorganizmalarin,

urettikleri metabolik tiriinlerden uzaklagtirilmast gerekmektedir (Akin, 2006).

Siit urtnlerinde yaygin olarak kullanilan ticari baslangi¢ kultirlerinin baginda;
Bifidobacterium, Streptococcus, Pediococus, Leoconostoc, Lactococcus ve Lactobacillus
gelmektedir. Bazi ulkelerde probiyotik amagli yaygin olarak kullanilan tirleri ise; L.
acidophilus, L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii ve L. jonhsonii’dir

(Zamfir ve ark. 2005).

Fermente siit Grtinlerinin yapiminda kullanilan baslangi¢ kiilttrleri; mezofilik ve
termofilik kulturler olmak tzere iki gruba ayrilmaktadir (Yaygin ve Kilig, 1993; Mayra-
Makinen ve Birget, 1998). Lactococcus lactis subsp. lactis; L. lactis subsp. cremoris; L.
lactis subsp. lactis biovar diacetilactis gibi tirler stit endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
mezofilik kulturlerdir. Yogurt ve bazi sert ve pismis peynirler termofilik LAB’leri ihtiva
etmektedir. Bircok LAB’nin gelisim gosteremeyecegi sicakliklarda gelisebilen S.
thermophilus; L. helveticus; L. bulgaricus veya lactis (Cogan ve Hill, 1993; Delcour ark.,
2000) gibi turler, stut endistrisinde yaygin olarak kullanilan termofilik baglangig
kultarleridir. Bunun disinda Enferecoccus faecalis ve FE. faecium (Cheddar peyniri,
yumusak Italyan peynirleri, baz1 Isvigre peynirlerinde); Propionibacterium freudenreichii
(Emmental ve Gruyere peynirlerinde); Leuconostoc cremoris (Eksi krema ve kiiltire
edilmig yayik altinda) gibi diger LAB’ler de fermente triin tiretiminde baslangi¢ kultira
olarak kullanilabilmektedir (Turantag, 2000).

1.1.2.1. Yogurt fermantasyonunda baslangic kiiltiirii olarak Lactobacillus delbrueckii

ssp. bulgaricus ve Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

Turk standartlarina gore yogurt (TS 1330); TS 1018 ve/veya TS 1019 standartlarina
uygun, tercihen homojenize edilmis siitlerin Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
bulgaricus™ bakterilerinin etkisiyle laktik asit fermentasyonuna ugramasi sonucu elde

edilen ve yogurt kiltturlerini canli olarak ihtiva eden fermente bir siit Uriini’ olarak



tanimlanmaktadir. Yogurt starter bakterileri olarak kullanilan ve yogurt tretiminden

sorumlu olan LAB genellikle S. thermophilus ve L. bulgaricus’tur (Giraffa ve ark., 2003).

1.2. Antibiyotikler

1.2.1. Antibiyotiklerin tanimi ve siniflandirilmasi

Genel olarak, dinyada globallesme ve sanayilesmeye bagli olarak hem gelismis,
hem de gelismekte olan ulkelerde ozellikle ¢ocuklarda gida kaynakli enfeksiyonlar ve

kronik hastaliklarda artig oldugu belirtilmektedir (Tag, 2008).

Enfeksiyon etkeni olan mikroorganizmalara karsi etkili miicadelenin yapilmast,
eski caglardan beri tipta 6nemli ¢caligmalar arasinda yer almigtir. Bu amagla, 17. ylzyildan
itibaren bazi boyalar ve kimyasal maddeler tedavi amaciyla kullanilmaya baglanmistir

(Yurdakul, 2008).

Antibiyotikler bagsta kif, bakteri ve bitkiler tarafindan tretilen ve baz
mikroorganizmalar tizerinde durdurucu veya tahrip edici etkiye sahip, bulagi etkenlerinden
korunmada faydalanilan, ayn1 zamanda konakg¢iya az oranda zarar veren sentetik, yari
sentetik veya dogal yapilar seklinde bulunan kimyasal madde olarak tanimlanabilmektedir

(Cetinkaya ve ark 2000; Aarestrup ve Jenser, 2007).

Son 50 yil igerisinde insanlarin yasam bigimleri ve yasam kosullarindaki
degisiklige bagli olarak, bir¢cok hastaliga karst direng azalmig ve bu durumun bir sonucu
olarak tedavi amagli antibiyotik kullanimi artmigtir. Antibiyotiklerin kullanimi1 hayvan ve
bitki hastaliklar1 ile miicadelede, hayvansal gida tretiminde, enfeksiyona kargt koruma ve
gelisimlerini destekleyip verimliligi arttirma amagli kullanilmaktadir (Barton 2000; Singer
ve ark., 2003; Ammor ve ark., 2007). Makrolidler (bitkilerde, 6zellikle kiif mantarlarinda
bulunan veya sentezle elde edilen, bir¢ok mikroba kargt kullanilan, penisilin, streptomisin
vb. maddelerin ortak adi) basta olmak iizere birgok antibiyotik ¢esidi tipta hastaliklarin
tedavisinde kanitlanmig yararlarindan dolay: kullanilmaktadir (Bailey et al. 2008)

Antibiyotikler etki mekanizmalarina, etki ettikleri mikroorganizma grubuna, etki
spektrumuna, hedef hiicreye etkilerine ve bagisiklik sistemine etkilerine gore 5 ana grupta
incelenebilmektedir (Saenz ve ark., 2001, Wegener 2003, Erol 2007, Kohenski ve ark.,
2007).



1.2.1.1. Hedef hiicreye etkilerine gore antibiyotikler

Antibiyotikler, hedef hiicreye etkilerine gore bakteriyostatik ve bakteriyositik
olmak uzere iki gruba ayrilmaktadir. Bakteriyositik etki gOsteren antibiyotikler (6rn.,
penisilinler, aminoglikozidler, vankomisin, rifampisin), bakterilerin yikimlanmasini
saglamak amaciyla kullanilmakta olup bakteriyostatik grupta yer alan antibiyotikler (6rn.,
tetrasiklinler, kloramfenikol, eritromisin) ise ribozom aktivitesini engelleyerek bakterilerin
tremesini inhibe etme ve/veya durdurma etkisini gostermektedirler. (Pankey ve Sabath

2004, Kohenski ve ark., 2007; Anonim, 2016).

1.2.1.2. Etki Mekanizmalarina Gore Antibiyotikler

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore hiicre duvari sentezini inhibe edenler,
protein-DNA-RNA sentezini inhibe edenler, para amino benzoik asit sentezini inhibe
edenler ve membran gegirgenligi durduranlar olmak tzere 4 grupta incelenmektedir.
Cizelge 1.1°de etki mekanizmalarina gore antibiyotik gruplari gosterilmektedir (Mc

Dermott ve ark., 2002, Alanis 2005).



Cizelge 1.1. Etki mekanizmalarina gore antibiyotiklerin siniflandirilmasi

Antibiyotik Grubu

Antibiyotik ismi

Hiicre Duvari Sentezi Inhibisyonu

Penisilinler

Sefalosporinler

B-Laktam inhibitorleri

Glikopeptidler

Diger antibiyotikler

Protein Sentezi Inhibisyonu
Tetrasiklinler

Aminoglikozidler

Linkozamidler
Diger antibiyotikler

Niikleik Asit Sentezinin Inhibisyonu
Rifamisinler

Yeni Kinolonlar

Para Amino Benzoik Asit Sentezinin
Inhibisyonu

Suilfanomitler

Membran Gegirgenliginin Inhibisyonu

Polimiksinler

Amoksisilin,amfisilin, kloksasilin,
mezlosilin, oksasilin, penisilin G,
piperasilin, tikarsilin

Sefadroksil, sefaleksin, sefazolin,
sefiksim,sefoperazon, seftazidim,
seftriakson, sefuroksim
Amoksisilin-klavulanik asit, amfisilin-
sulbaktam, piperasilin-tazobaktam,
tikarsilin-klavulanik asit

Teikoplanin, vankomisin

Imipenem, basitrasin

Doksisiklin, minosiklin, tetrasiklin
Gentamisin, neomisin, streptomisin,
gentamisin, kanamisin, amikasin
Klindamisin, linkomisin
Kloramfenikol, siprofloksasin,

siprofloksasin,

Rifampisin

Enoksasin, ofloksasin, pefloksasin

Trimethompin

Kolistin, polimiksin-B




1.2.1.3. Etki Spektrumuna gore antibiyotikler

Antibiyotige duyarli bakteri turlerinin tamamina o antibiyotigin etki spektrumu adi
verilir. Etki spektrumuna gore antibiyotikler; dar spektrumlu (makrolidler, polimiksin),
orta derecede genis spektrumlu (sulfonamidler, aminoglikozidler, B- laktamlar), genis
spektrumlu (kloramfenikol, tetrasiklinler) olarak ¢ gruba ayrilmaktadirlar (Anonim,

2016).

1.2.1.4. Etki ettikleri mikroorganizma grubuna gore antibiyotikler

Antibiyotikler etki ettikleri mikroorganizma grubuna gore antibakteriyel, antiviral,

antifungal, antiparaziter, antimikobakteriyel olarak bes grupta incelenirler (Anonim, 2016).

1.2.1.5. Immunmodiilator etkilerine gore antibiyotikler

Antibiyotikler immunmodulatér etkilerine gore, konak immiin savunmasina
belirgin etkileri olmayanlar (B- laktamlar, vankomisin), immin sistemle sinerjik
davrananlar (Kinolonlar), immiin fonksiyonlar1 deprese edenler (Tetrasiklinler,
kloramfenikol), immiin fonksiyonlar1 siddetlendirenler (Sefozidim) doért gruba

ayrilmaktadir (Anonim, 2016).

1.2.2. Bakterilerin Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalan

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriicii veya tremeyi durdurucu

etkisine kars1t koyabilme yetenegi olarak tanimlanabilir (Durupinar, 2001).

Modern tipta, bakteriyel enfeksiyonlara karsi savunmada antibiyotikler basta gelir.
Fakat son zamanlarda diren¢ gelisimi endige verici bir hizla artmaktadir. Antibiyotik
direnci dinyanin her yerinde halk sagligi problemlerinin baginda gelmekte ve saglik ve
aragtirma uzmanlarinin ilgi odagi olmaktadir. En 6nemli problem patojen bakterilerin
antibiyotik diren¢ ve potansiyel diren¢ genlerinin artmasidir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar kisa donem antibiyotik kullaniminin bile insan bagirsaginda uzun yillar direng
olusumuna neden olabilecegini ortaya koymaktadir (Lo fmark ve ark., 2006; Jernberg ve

ark., 2007; Jacobson ark., 2010).

Bazi bakteri tirlerinin, genetik 6zelligi agisindan antibiyotiin hedefi olan yapiy1
icermedigi, ya da antibiyotigin hedefe ulagmasini engelleyecek ve antibiyotigi inaktive
edecek enzimler tasidigindan dolayt o antibiyotige karsi direngli olabilmektedir. Bu

nedenle duyarlilik test sonuglart mutlaka identifikasyon sonuglartyla beraber
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degerlendirilmektedir (Ammor ve ark., 2007). Ayrica organizmaya alinan antibiyotik
miktar ile direng mekanizmasi arasinda yakin bir iligki vardir (Singer ve ark., 2003;

Korhonen, 2010).

Yapilan bazi aragtirmalarla, antibiyotik direng genlerinin artiy nedenine gidalarin

aracilik yaptig1 distintilmektedir (Kushiro, 2009).

Ayrica tarim ve hayvancilikta antimikrobiyel maddelerin agir1 kullanimi (Teale,
2002; Egervarn ve ark., 2010), ilag uygulamadan sonra onerilen bekleme siiresine
uyulmamasi, ilagh yemlerin fazla miktarda ve sik¢a kullanilmasi, tedavi kayitlarinin iyi
tutulmamasi, yem fabrikalarinin yemlerdeki karigtirma ve ambalaj hatalari, farkli yemlerin
koyuldugu depolarin kirli olmasi, 6nceden antibiyotik kalintisiyla kontamine olmus alet
ekipmanin kullanilmasi, tedavinin yetkisi olmayan kigilerce yapilmast durumunda siitte
antibiyotik kalintilarinin  olusuma bagli olarak gida zincirinde direngli bakterilerin
bulunmasinin  (Bakirct ve Akytz, 1996; Avci, 2010), antibiyotik  direngli
mikroorganizmalarin gida tretim sirecinde sturekli buylyen bir tehdit haline gelmekte
oldugu (Doyle ark., 2013) ve gida zinciri araciligi ile insanlar1 da etkileyebilecegi tahmin

edilmektedir (Peters ve ark., 2003).

Diinya ¢apinda gittik¢e biiyiiyen bir sorun haline gelmekte olan hem insan hem de
hayvan tedavisinde antibiyotigin yaygin kullanimi sonucu gida yoluyla antimikrobiyal
diren¢ kazanina yol acan gida kaynakli patojenlerin geligimi iizerine genis Olgiide

caligmalar yapilmaktadir (Zhao ark., 2006; Rahimi ark., 2010; Gousia ark., 2011).

Son 60 yilda 10 milyon ton antibiyotigin biyosfere yayildigi tahmin edilmektedir

(European Commission, 2005).

Patojen bakterilerde direng gelisimine antimikrobiyel maddelerin gereksiz ve hatali
sekilde kullaniminin neden olmasinin yani sira (Demirtiirk ve Demirdal, 2004; Mathur ve
Rameshwar, 2005) bakterilerinin olumsuz g¢evre kosullarinda yasamini sirdiirmek igin
kullandig1 savunma mekanizmasinin da direng gelisimine etkili oldugu belirtilmektedir

(Yice, 2001; Andersson ve Hughes, 2010).

Antibiyotige direngli bakterilerin hayvanlardan insanlara muhtemel gegis rotalari
Sekil 1.1.” de gosterilmistir. Siirecte olabilecek yetersiz 1sil iglem, fekal veya c¢apraz
kontaminasyon gibi hatalar sonucu, gidanin titketimi ile direngli bakteri sindirim kanalinda

cogalabilir (Singer ve ark., 2003; Duskova ve Karpiskova, 2013).
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Hayvanlarda Bakteri Populasyonu
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Antibiyotik Kullanilmasi
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Direngli Bakterinin Se¢gimi
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Hastaliklarin Antimikrobiyal

Ilaglara Kars1 Direnci

Sekil 1.1. Antibiyotige direngli bakterilerin hayvanlardan insanlara muhtemel gegis yollari

(Korhonen 2010).
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1.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Diren¢ Profili

Bakteriler diren¢ unsurlarint paylasmak ve yaymak i¢in karmagik mekanizmalar
kullanmakta, yatay gen transferindeki mekanizmalarin, konjugasyon, transformasyon ve
bakteriofajlar ile gerceklesen trandiiksiyon oldugu belirtilmektedir (Alekshun ve Levy,
2007, Egervarn, 2009).

Antibiyotik direnglilik genlerinin, yatay gen transfer mekanizmasi ile tasginmasi
patojen bakteriler ve ticari kulturler arasinda gorilmesinin yani sira, starter ve

probiyotikleri igeren yararli bakteriler arasinda da gozlenmektedir (Sharma ve ark., 2014).

Uzun zaman boyunca probiyotiklerin antibiyotik direnci gibi koti ozellikleri
tagitmadiklart digiiniilmus, fakat mikrobiyel genom dizilim ¢aligmalari, birgok antibiyotik
direng geninin, ¢esitli LAB’lerin kromozomlarina entegre olduklarini ortaya ko maktadir

(Makarova ve ark., 2006; Ammor ve ark., 2008, Sharma ve ark., 2014).

Son zamanlarda patojen bakterilerin yani sira LAB gibi kommensal bakterilerin de,
patojenler i¢in direng genlerinin rezervuarindaki roliinii inceleyen bir¢cok ¢aligma
yapilmaktadir (Lukasova ve Sustackova, 2003; Salyers ark., 2004, Toomey ark., 2010),
LAB patojen o6zellik gostermez, ama antibiyotik direng genlerini patojen bakterilere
transfer ederek insan ve hayvanlarda saglik sorunlarina neden olabilir (Hereros ve ark,

2005).

LAB’nin antibiyotik direnci ancak son yilda arastirmacilarin ilgi odagi haline

gelmistir (Belletti ark., 2009).

LAB arasinda dogal (fenotipik, i¢gudisel, dogustan), kazanmilmis ve mutasyonel

olmak tizere Ui¢ tip direng tanimlanmaktadir (Sharma ve ark., 2014).

1.2.3.1. Dogal (Fenotipik) diren¢

Bu direng mikroorganizma cinsi veya tiriiniin antimikrobiyel maddeleri algilamasi
durumunda dayanabilme kabiliyetidir ve mikroorganizmanin kalitsal karakterinden
kaynaklanmaktadir. (Mathur ve Singh, 2005). Ilacin hedefi olan yapiy1 tastmamalarinin
veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolayr hedefine ulagamamasinin bir sonucu olarak
mikroorganizmalar bu dirence sahip olabilmektedirler (Yuce, 2001). Bakterilerin verilen
antibiyotige dogal direng gostermesinde; enzimatik inaktivasyon, aktif pompa sistemi ve

dis membran gecirgenliginde degisim, bakterinin hedef bolgesinde degisim, hiicre igi
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metabolik diizenleme olmak tzere dort farkli mekanizma vardir (Meral ve Korukluoglu,

2014).

1.2.3.2. Kazanilmis direnc

Bakteriler ‘Yatay Gen Transferi’ ile antibiyotik diren¢ kazanabilmekte, bakterinin
sahip oldugu genetik materyal ayni tire ait baska bir bakteriye hatta farkli tirdeki
bakterilere bile taginabilmektedir (Madhavan ve Sowmiya, 2011). Genetik kaynakli direng
kromozomal veya kromozom digt maddelere bagli olabilmektedir. Kromozomal direncin,
bakteri kromozomunda kendiliginden olusan (spontan) mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmast,
bakteri hiicresinde yapisal degisimlere sebep olmakta, bundan dolay1 hiicrenin ilaca karsi
gecirgenligi azalmakta veya hiicre iginde ilacin hedefinde degisiklikler olmaktadir.
Ekstrakromozomal direnci, ¢esitli yollarla aktarilan plazmit, transpozon ve integron adi

verilen genetik elemanlara bagli oldugu bilinmektedir (Yiice, 2001, Shao ve ark., 2015).

Starter ve probiyotik ozelliklerinden dolay1 gida endustrisinde biiyilk 6neme sahip
olan LAB’nin, diren¢ genlerini tagimalar1 ilk agamada istenilen bir 6zellik gibi dursa da bu
genlerini patojenlere aktarabildigi yapilan caligmalar ile gosterilmistir (Gevers ve ark.,

2003; Courvalin, 2006).

1.2.3.3. Mutasyon

Mutasyonlar genomda bulunan bir¢ok bolgede genetik degisikliklere neden
olmalarina ragmen direng gelisiminde sadece kiigik bir rol oynamaktadirlar (Howden ve

ark., 2006; Sharma ve ark., 2014).

1.2.4. Antibiyotik duyarlilik ve direncliligini belirlemede kullanilan disk difiizyon

yontemi ve molekiiler-genotipik yontemler

Gunimiizde bakterilerin antibiyotik duyarlilik ve direngliligini belirlemeye yonelik
bir¢ok analiz yontemi uygulanmakta olup, her yontemin kendine 6zgu bir degerlendirme
sistemi bulunmaktadir. Antibiyotik duyarlilik ve direngliligi belirlemede kullanilan
yontemler dilisyon (6rn., stvi besiyeri ve kati besiyeri), disk difiizyon (6rn., Kirby-Bauer),
epsilometre (E-Test), otomatize, spesifik mekanizma testleri ve molekiiler-genotipik
yontemler (6rn., PCR, DNA hibridizasyon) olmak tlizere 6 ana grupta incelenebilmektedir

(Richter ve Ferrano, 2007; Jorgensen ve Ferrano, 2009).

14



Disk difiizyon yontemi, temelde 1-2x108 kob/g dizeyinde standardizasyonu
yapilmig bakteri siispansiyonunun hazirlanan besiyere inkiibasyonunun yapilmasi ve belirli
konsantrasyonlarda antibiyotik tirevi igeren disklerin belirli prosedirler c¢ergevesinde
inkiibasyonun gerceklestirilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir

(Jorgensen ve Turnidge, 2007, Anonim 2009).

Genotipik ve molekiler yontemler, antibiyotik direnglilik konusunda bakterinin
sahip oldugu DNA, RNA gibi genetik materyallerde var olan tiire 6zgu direng genlerinin
veya gen bolgelerinin tespit edilmesi amacina dayanmaktadir. Boylece plazmid,
transpozon gibi farkli materyaller (izerinde karmagik direnglilik ajanlart  ve
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilabilmesi ve ozellestirilebilmesinin yaninda bakteriler
arasinda direnglilik materyallerinin sahip oldugu mutajenik ozellikleri de ortaya
cikarilabilmektedir (Fluit ve Schmitz, 2001; Ledeboer ve Hodinka, 2011). Bu yontemlerin
baginda  tekli veya ¢oklu antibiyotik direng genleri igin tiire 6zgi primerlerin
cogaltilmasini saglayan PCR (Strommenger ark., 2003) ve real time PCR (Volkmann ark.,
2004) soylenebilir.

PCR teknigi, bir mikroorganizmaya ait genomik DNA’ daki spesifik bolgelerin
primerler aracilig ile ¢ogaltilmasin1 (amplifikasyon) saglayan basit ama ¢ok basarili bir in
vitro DNA sentezi yontemi olarak bilinmektedir (Berthier ve ark., 2001; Baruzzi ve ark.,

2002; Bouton ve ark., 2002).
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direnclerinin Fenotipik Yontemlerle

Belirlesine Yonelik Yapilan Calismalar

Temmerman ve ark. (2003), tarafindan Avrupa’da tretimi gergeklestirilen toplam
55 probiyotik urtinden izole edilen bazi bakterilerin antibiyotik direnci arastirilmig, disk
difizyon metodu kullanilarak 187 izolattan %79 kanamisine, %65 vankomisine, %26
tetrasikline %23 penisilin G° ye, %16 eritrosmisine ve %11 kloramfenikole direngli
bulunmustur. Toplam izolatlarin %68.4’i dogal direng igeren c¢esitli antibiyotige karst

direng gosterdikleri tespit edilmistir.

Aslim ve Beyatli (2004), yogurtlardan izole edilen S. thermophilus turlerinde
plazmid tagstyiciligi ve bu tirlerin antibiyotik direnglerini incelemisler ve S.
thermophilus’un at suglarin buyik bir ¢ogunlugunun gentamisine (%79) penisilin G’ye
(%64) direngli, kloramfenikole (%94) ve tetrasikline (%88) ise duyarli olduklarini

soylemigleridir.

Coppola ve ark. (2005), ve Zhou ve arkadaglar1 (2000) tarafindan farkli zamanlarda
yapilmis ¢caligmalarda laktobasillerin genellikle kloramfenikol, eritromisin, klindamisin ve
tetrasiklin gibi protein sentezine engel olan antibiyotiklere karsi duyarli olduklari
aminoglikozidazlara (neomisin, kanamisin, streptomisin, tetrasiklin ve gentamisin) karsi

direngli olduklar1 tespit edilmistir.

Mathur ve Singh (2005), tarafindan yapilan ¢alismada yogurdun starter
kiltirlerinden L. bulgaricus’un 31 susunun sulfonamides, sulfametozaksol, kolimksin,
trihorpim, polimiksin B, neomisin nalidiksik asid, mikosatin’e karst gergek direng
gosterdikleri, streptomsin, oksasilin, oleandomisin, novabiosin, furadantin ve kloksasiline
karst onemli derecede duyarli olduklari, kanamisin ve streptomisin duyarliliklarinin suglara
gore degiskenlik gosterdiklerini, L. plantarum L. vasei, L. salivarus, L. leismannii, L.

acidophilus gibi gogu turin vankomisine karsi direng tasidiklar: belirtilmistir.

Hummel ve ark. (2007), LAB’nin antibiyotik direngliligi tzerine yaptiklar
arastirmada, 40’1 fermente gidalarda starter kultiir olarak kullanilan, 31 probiyotik 2 si ise
ticari olarak kullanilan tirlerden segilen Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcuc,

Pediococcus ve Streptococcus cinslerine ait toplam 45 izolat Uzerinde caligmiglardir.
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Sonug olarak, suglarin eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ya da B-laktamaz direnglerinin
%7 gibi ¢ok dusik oranda, aminoglikosid (gentamisin ve streptomisin) ve siprofloksasin

direnglerinin ise %70 gibi ylksek oranda direng olusturdugunu bulmuslardir.

Rosaria ve ark. (2007), tarafindan yogurttan izole ettikleri Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine ait 21 turiin antibiyotik direngliligi tizerine bir ¢aligmada 24
cesit antibiyotik kullanmiglardir. Sonug olarak, suslarin ampisilin, basitrasin, klindamisin,
dikloksasilin, eritromsin, novamisin, penisilin G, rifampisin anitibiyotiklerine kargt hassas;
aztreonam, kanamisin, nalidisiklik asit, cefalotin, kloramfenikol, gentamisin, linkomisin,
metronidozole, neomisin, paromomisin, streptomisin, tetrasiklin ve vankomisin gibi

antibiyotiklere kars1 direngli olduklart bulunmusgtur.

Korhonen ve ark. (2008), tarafindan tetrasiklin direncinin Lactobacillus turleri
arasinda sik goraldigi bu direncin genis aralikli minimum inhibitér konsantrasyonuna

sahip oldugu saptanmugtir.

Nawaz ve ark. (2011), fermente gidalardan elde edilen LAB’nin fenotipik ve
genotipik direnglerini arastirmiglar ve tim suslarin ampisilin, basitrasin ve sefsulodin’e
duyarlt; nalidiksik asit, kanamisin ve vankomisine ise dogal olarak direng¢li olduklarini

bulmusglardir.

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direnclerinin Molekiiler Yontemlerle

Belirlenmesine Yonelik Yapilan Calismalar

Pan ve ark. (2011), 11 adet Cin fermente gidasindan LAB izolasyonu yaparak
klintk acidan o6nemli yedi antibiyotige (kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin,
siprofloksasin, ampisilin, klindamisin ve eritromisin) direnglerini tespit etmeye yonelik
yaptiklar1 ¢aligmada, antibiyotige direngli 202 LAB izolat1 i¢inde 14’ ntn 7 antibiyotige
karst minimun inhibisyon konsantrasyonlarini arastirmiglardir. Birden ¢ok direng gézlenen
bu 14 susta PCR yontemi ile et (M) ve erm (B) genlerinin her ikisinde plazmidik ya da
kromozomalken, aph (A3) geni sadece plazmidik, mef (A) geni ise sadece kromozomal

olarak bulmuglardir.

Nawaz ve ark. (2011), tarafindan Cin Xi’ da fermente gidalardan izole ettikleri
LAB’ nde fenotipik ve molekiiler analizlerle antibiyotik direnglilik analizi yapilmistir.
Biitiin suslar ampisilin, basitrasin ve sefsulodine duyarli ve nalidiksik asit, kanamisin ve

vankomisine (L. bulgaricus, L. acidophilus ve S. thermophilus digindakiler) karsi dogal
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direngli oldugu saptanmistir. Erm (B) geni varligr L. fermentum, L. vaginalis, L.
plantarum, L. salivarius, L. acidophilus, L. animalis ve S. thermophilus suglarinin her

birinde gozlenmis, fef geni geleneksel gidalardaki 12 laktobasil susunda bulunmustur.

Adimpong ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢aligmada, daha 6énceden Afrika’daki
¢ farkli fermente gida Grtininden izole edilen 33 LAB izolatlarinin broth dilisyon yontemi
ile antibiyotik direnglilik profilleri ¢ikartiimigtir. Bu bakterilerin ampisilin, kloramfenikol,
klindamisin ve eritromisine duyarli olmasinin fakat vankomisin, kanamisin ve
streptomisine direngli olduklart belirlenmistir. Tetrasiklin ve gentamisin antibiyotiklerine
duyarliliklar tire bagl degiskenlik gozlenmistir. Lb. plantarum, Lb. salivarius, W. confusa
(SK9-5 susu harig) ve Lb. fermentum suglari tetrasikline duyarliyken, Pediococcus ve Lb.

ghanensis suslar1 direngli bulunmugtur.

Thumu ve Halami (2012), farkli gida orneklerinden eritromisine direngli LAB’leri
secici besiyeri kullanarak izole edilen 60 izolatin %88’ in de erm (B) geni tespit
etmislerdir. Lactobacillus tirlerinde tetrasiklin direnci zet (M), tet (W), tet (O), tet (K) ve

tet (L) genlerinin biri ya da bunlarin kombinasyonu ile olugtuklarini belirtmisleridir.

Zhou ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢alismada Cin’de farkli cografyalardan
alinan yogurtlardan, ampisilin, penisilin G, roksitromisin, kloramfenikol, tetrasiklin,
klortetrasiklin, linkomisin, kanamisin, streptomisin, neomisin ve gentamisine duyarlt 43
LAB izole edilmistir (18 L. bulgaricus ve 25 S. thermophilus). Antibiyotik direncliligi test
edilen bakterilerden 35 susta ampisilin, kloramfenikol, klortetrasiklin, tetrasiklin,
linkomisin, streptomisin, neomisin ve gentamisin direnci tespit edilmistir. Test edilen
bitin S. thermophilus suslarinin penisilin G ve roksitromisine duyarli oldugu bulunmus,
buna kargin L. bulgaricus suglarinin penisilin G ve roksitromisine sirasiyla % 23,5 ve %
64,7 oraninda direngli oldugu belirtilmistir. Ayrica butun S. thermophilus ve L. bulgaricus
suslart kanamisine diren¢li oldugu gorilmiistir. PCR yontemi ile aranan direng genleri
sonucunda, 1 L. bulgaricus ve 2 S. thermophilus izolatinda fet (M), 2 L. bulgaricus ve 2 §.
thermophilus 1zolatinda ant (6), 5 L. bulgaricus ve 2 S. thermophilus izolatinda aph (3')-
ITa genleri saptanmustir. L. bulgaricus ve S. thermophilus suslarinda ilk kez aph (3')-111a

ve ant (6) genlerine rastlanmigtir.

Ozteber (2013), Aydin Merkez’de yer alan mandiralardan, marketlerden, halk
pazarlarindan ve ev yapimi seklinde alinan fermente st irtinlerinden 168 adet LAB izole

etmis ve izolatlarin antibiyotik direnglilikleri fenotipik ve genotipik yontemlerle
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arastirmigtir. Yaptigi caligmalar sonucunda LAB izolatlarinda linkomisine (% 25,59),
tetrasikline (% 19,04), meropeneme (% 16,66), ampisiline (% 16,16), gentamisine (%
7,14), eritromisine (% 5,35), siprofloksasine (% 5,35), kloramfenikole (% 4,16) ve
vankomisine (% 3,00) karst direngli oldugunu tespit etmistir. Antibiyotik direng genlerini
aragtirmak i¢in yaptigt PCR denemeleri sonucunda ise erm (B) (% 4,76), erm (C) (%0,59),
tet (M) (%7,14), tet (L) (%2,38), tet (K) (%0,59), aac (6")-aph (2") (%5,95) ve van (C)
(%1,19) genleri bulmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal 6rnekleri

Bu caligmada 2006- 2008 yillarinda tlkemizin farkli ve bu illere bagli bazi
koylerden geleneksel olarak yogurt yapan aile ve igletmelerden tesadiifi olarak toplanan
yogurt orneklerinden izolasyonu ve genetik tanimlamasi yapilmig starter kiltir olarak
kullanilmasi uygun olan yogurt Orneklerinin izolasyon numaralar1 igerecek sekilde
adlandirilmig % 30’luk gliserol ¢ozeltisinde -80 °C’ de saklanan bakteri stoklarindan 5 adet
L.bulgaricus, 68 adet S. thermophilus bakterilerine ait olmak tizere toplam 73 izolat
canlandirilarak antibiyotik direng Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in  kullanilmistir. S.
thermophilus tek basina denendiginde antibiyotiklere ¢ok duyarli bir bakteri oldugundan
bir ¢ok aragtirict tarafindan siut urinlerinde antibiyotik duyarlilik belirleme amaciyla

uygulanan ¢aligmalarda test mikroorganizmasi olarak kullanilmaktadir (Temiz, 1985).

Calismada kullanilan suslar Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi Gida
Muhendisligi Bolimi Laboratuart kultir stoklarindan, temin edilmigtir. Arastirmada

kullanilan suslarin igerigi ve temin edildikleri kaynaklar Cizelge 3. 1’de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Suslarin igerigi ve temin edildikleri kaynaklar (Gezging, 2010).

Izolat Adx Alindig1 Tarih Ornek Yeri

YGSt 1 Ocak 2008 Kahramanmarasg (Elbistan)

YGSt 3 Temmuz 2006 Kahramanmarag (Fatmali Koyti)
YGSt 4 Temmuz 2006 Kahramanmarag (Cakalli Hasan Aga)
YGSt S Temmuz 2006 Kahramanmarag (Cakalli Hasan Aga)
YGSt 6 Temmuz 2006 Kahramanmarasg (Cakallt Hasan Aga)
YGSt 7 Temmuz 2006 Kahramanmarag (Cakalli Hasan Aga)
YGSt 8 Aralik 2007 Elaz1g (Altingevre)

YGSt 12 Aralik 2007 Malatya (Siirgii)

YGSt 13 Aralik 2007 Ankara (Golbagt)

YGSt 14 Agustos 2006 Kahramanmarag (Goksun 1)
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Cizelge 3.1. Suslarin igerigi ve temin edildikleri kaynaklar (Devami)

YGSt 15 Agustos 2006 Kahramanmaras (Goksun 2)
YGSt 16 Agustos 2006 Kahramanmarag (Giizelyurt)
YGSt 17 Agustos 2006 Kahramanmarag (Dongele 1)
YGSt 18 Haziran 2007 Kahramanmarag (Bulanik 1)
YGSt 19 Haziran 2007 Kahramanmarag (FerhuG)
YGSt 20 Haziran 2007 Kahramanmarag (Bertiz)
YGSt 21 Haziran 2007 Kahramanmarag (Bulanik 2)
YGSt 22 Haziran 2007 Kahramanmaras (H. Mustafa Ciftligi)
YGSt 24 Temmuz 2006 Kahramanmarag (Turkoglu 1)
YGSt 25 Temmuz 2007 Kahramanmarag (Ayvalar 1)
YGSt 26 Temmuz 2007 Kahramanmarag (Ayvalar 2)
YGSt 27 Temmuz 2007 Kahramanmaras (Onsen)
YGSt 28 Agustos 2006 Kahramanmarag (Goksun 3)
YGSt 29 Agustos 2006 Kahrananmaras (Goksun 4)
YGSt 33 Aralik 2007 Kahramanmarag (Turkoglu 3)
YGSt 34 Ocak 2008 Kahramanmarag (Caglayancerit 1)
YGSt 35 Ocak 2008 Kahramanmarag (Caglayancerit 2)
YGSt 36 Ocak 2008 Kahramanmarag (Kurtiil)
YGSt 37 Ocak 2008 Kahramanmarag (Turkoglu 4)
YGSt 41 Mart 2008 Kirikkale

YGSt 42 Mart 2008 Kirikkale (Hasandede)

YGSt 43 Mart 2008 Kirsehir (Kaman)

YGSt 44 Mart 2008 Akpinar (Kirsehir)

YGSt 45 Mart 2008 Kayseri (Sar1z)

YGSt 46 Mart 2008 Kirikkale (Keskin)

YGSt 47 Mart 2008 Kayseri (Pinarbast )

YGSt 48 Mart 2008 Kirgehir 1

YGSt 49 Mart 2008 Kirgehir 2

YGSt 50 Mart 2008 Adapazar1 (Akyazi)

YGSt 53 Nisan 2008 Hatay 1

YGSt 54 Nisan 2008 Hatay 2
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Cizelge 3.1. Suslarin igerigi ve temin edildikleri kaynaklar (Devami)

YGSt 55 Nisan 2008 Hatay 3

YGSt 56 Nisan 2008 Kahramanmarag (Dongele 3)
YGSt 58 Nisan 2008 Kahramanmarag (Saygili)
YGSt 59 Nisan 2008 Kahramanmarag (Elmalar)
YGSt 60 Nisan 2008 Kahramanmarag (Muratli)
YGSt 61 Nisan 2008 Kahramanmarag (Kumarli)
YGSt 63 Nisan 2008 Kahramanmarag (Kerimli)
YGSt 64 Nisan 2008 Kahramanmarag (Cevrepinar)
YGSt 66 Nisan 2008 Kahramanmarag (Caglayan)
YGSt 68 Nisan 2008 Kahramanmaras (Mimarsinan)
YGSt 69 Nisan 2008 Kahramanmarag (Dongele 4)
YGSt 70 Nisan 2008 Kahramanmarag (Dongele 5)
YGSt 71 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyii 1)
YGSt 72 Nisan 2008 Konya (Eregli Buiyiikdede 1)
YGLb 73 Nisan 2008 Konya (Eregli Buiiyiitkdede 1)
YGSt 74 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyii 2)
YGSt 75 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyii 3)
YGLb 76 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi Koyt 3)
YGSt 77 Nisan 2008 Konya (Eregli Buiiyiikkdede 2)
YGSt 78 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyi 4)
YGLb 79 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyi 4)
YGS 80 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyi 5)
YGSt 81 Nisan 2008 Konya (Eregli Gaybi koyi 6)
YGLb 86 May1s 2008 Kitahya 3

YGLb 87 May1s 2008 Kitahya 4

YGSt 88 Temmuz 2008 Kahramanmarag (Dereli koyii)
YGSt 90 Temmuz 2008 Kahramanmaras (Gedemenli koyii)
YGSt 91 Temmuz 2008 Elaz1g (Kuyulu koyt)

YGLb 92 Temmuz 2008 Elazig (Kuyulu koyii)

YGSt 93 Agustos 2008 Giresun

YGSt 95 Agustos 2008 Konya
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Cizelge 3.1. Suslarin igerigi ve temin edildikleri kaynaklar (Devami)

YGSt 97 Agustos 2008 Kahramanmaras (Inceler)
YGSt 99 Agustos 2008 Kahramanmarag (Dongele 6)
YGSt 100 Agustos 2008 Kahramanmarag (Buyiiksir koyii)

3.1.2. Kimyasallar

Tez calismast Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida
Muhendisligi Bolumu, Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Ziraat Fakultesi
Zootekni Boliimii Laboratuvarlarinda ve Universite Sanayi Kurumu Isbirligi Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (USKIM) Laboratuvarlarinda yapilmistir. Calismanin
temel kimyasallar1 farkli firma belirtilmedikge, Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya)
grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri Solis BioDyne (Estonya) ve Vivantis’ten

(Malezya) temin edilmistir.

3.1.3. Bakteri tiirleri icin kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon kosullan

Arastirmada orneklerde bulunan mikroorganizmalari canlandirma saflagtirma ve
antibiyotik direngliliklerini belirleme amaciyla kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon

kosullar1 Cizelge 3.1." de; besi ortamlarinin kimyasal kompozisyonlari ise Cizelge 3.2° de

verilmisgtir.
Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan besiyerleri
Besiyerleri Kullanim Amaci Inkiibasyon kosullar:
L. bulgaricus suglarini stoktan
MRS agar- Merck 37 °C ’de, 48 saat, anaerob

canlandirma

S.  thermophilus  suslarmi
SM17 Agar- Merck 42 °C ’de, 24 saat, aerob
stoktan canlandirma

Kultarlerin aktivasyonu ve
MRS Broth -Merck o 37 °C “de, 48 saat, anaerob
antibiyogrami

SM17 Broth- Merck Kultarlerin aktivasyonu ve
. 42 °C ’de, 24 saat, aerob
antibiyogrami
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Cizelge 3.2. S. thermophilus tirleri ve L. bulgaricus turleri i¢in kullanilan M17 ve MRS
besi ortamlarinin kompozisyonu

M17 broth (Merck) Kimyasallar Miktar (g/L)
Bacto tripton 5
Bacto soyton 5
Et oziti 5
Maya oziitii 2.50
Askorbik asit 0.50
Magnezyum siilfat 0.25

MRS Broth(Merck)
Pepton 10
Et oziti 8
Maya oziitii 4
Glikoz 20
Potasyum hidrojen fosfat 2
Diamonyum hidrojen fosfat 2
Sodyum asetat 5
Magnezyum siilfat 0.2
Mangan siilfat 0.04

Sivt SM17 besi ortami, hazir olarak alinan M17’ye % 1 (w/v) sukroz ilave (SM17)
edilerek hazir hale getirilmistir. Katt SM17 hazirlamak i¢in SM17 besi ortamina % 1.5
(w/v) agar eklenmigtir. MRS besi ortami ise; MRS agar hazirlamak i¢in de MRS broth besi
ortamina % 1.5 (w/v) agar eklenmigtir. SM17 ve MRS besiyerleri otoklav ile 121 °C’ de 15

dakika sterilize edilmistir.

3.1.4. Antibiyotik diskler

Geleneksel sit urtnlerinden izole edilen bakterilerin antibiyotik direnglerini
belirlemek amaciyla, vankomisin (30 mcg), kloramfenikol (30 mcg), streptomisin (10
mcg), rifampisin (5 mcg), tetrasiklin (30 pg), kanamisin (2 mcg), ampisilin (10 mcg),
gentamisin (10 mcg) ve penisilin (10 U) antibiyogram diskleri (bioanalyse) kullanilmistir.
Ayrica antibiyotik direng testleri icin MRS agar (Merck) ve sukrozlu M17 agar (Merck)

besiyerleri kullanilmigtir.
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3.1.5. DNA izolasyon Kkitleri

Calismada kullanilacak saflastirilmis  bakteri izolatlarinin  genomik DNA

izolasyonlar1 i¢in Vivantis GF-1 Bacterial DNA Extraction Kitleri kullanilmistir.

3.2. METOT

3.2.1. Bakteri Stoklarmin Canlandirilmasi

Arastirmada LAB bakteri olarak L. bulgaricus ve S. thermophilus cinsine dahil olan
bazi tirler kullanilmistir. Kilttrler uygun besiyerlerine inokiile edilerek, uygun sicaklikta
37 ve 42° C derecelerde 24 - 48 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Inkiibe edilen

kiltirlerden koloniler segilerek saflagtirilmigtir

3.2.2. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direncliliklerinin fenotipik olarak

belirlenmesi

Geleneksel sit urtnlerinden izole edilen LAB’lerin antibiyotiklere karst direncini
saptamak i¢in disk difizyon yontemi kullanilmistir (Giilay, 2003; Mayrhofer ve ark.,
2008).

LAB suslar, aktive edildikten sonra (L. bulgaricus MRS broth, S. thermophilus
sukrozlu M17 broth’da)  antibiyotik duyarliliklarint belirlemek amaciyla, Kirby-Bauer
disk difiizyon teknigi ile CLSI yontemi dikkate alinarak, dokuz farkli antibiyotige ait
[vankomisin (30 mcg), kloramfenikol (30 mcg), streptomisin (10 mcg), rifampisin (5 mcg),
tetrasiklin (30 pg), kanamisin (2 mcg), ampisilin (10 mcg), gentamisin (10 mcg) ve
penisilin (10 U)] kagit diskleri kullanilmigtir. Calismalar iki paralel olarak yuritilmis ve

sonuglar ortalama degerler olarak alinmigtir.

Antibiyotik direng testi uygulanacak suslar, 10 ml’ lik MRS agar ve SM17 agar besi
ortamlar1 otoklavda sterilize edildikten sonra 50 °C’ ye kadar sogutulmug ve ODgoo = 1.5
olacak sekilde bir gece buyiitiilmiis bakteri kultirinden inoktlasyon yapilarak homojen
dagilimi saglamak i¢in karigtirilmis, petrilere dokilmistir (Anonim, 1999). Katillagan agar
tizerine bir tanesi kontrol olmak tizere 5 adet kagit diskler yerlestirilmistir. 24 saatlik 37 °C
ve 42 °C’lerde inkiibasyonu takiben antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon
caplar1 elektronik kumpas yardimiyla tespit edilmistir. Inkiibasyonun ardindan olusan

inhibisiyon zonlarinin ¢aplari milimetrik olarak olgtilmiistiir (Cetin ve Giiller, 1989).
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3.2.3. Laktik Asit Bakterilerinden DNA Izolasyonu

Oncelikle izolatlarin, MRS (L. bulgaricus) ve SMI17 (S. thermophilus) agar
ortaminda 37 ve 42°C’lerde 48 saatlik kiltirleri hazirlanmigtir. Bu kiiltiirlerden, steril
plastik 6ze yardimiyla koloni alinarak MRS/ SM17 5 mL’lik sivi besiyerlerine inokiile
edilip saflagtirma yapilmigtir. Tek koloni sivi besiyerleri 3500 rpm’ de 10 dk santrifiy
edildikten sonra siipernatant kismi atilmig ve tiiplerdeki pellet izerine 2 ser ml steril distile

su eklenip 3500 rpm’de tekrar santrifiij edilmistir.

Ikinci kez tiiplerdeki siipernatant kismi atilmis ve pellet izerine 100°er uL. Buffer
R1 eklenip siispanse edilmistir. Daha sonra karisim steril eppendorf tiiplerine aktarilmas,
eppendorflara 20’ser pL lizozim ¢ozeltisi (20 mg/mL) ilave edilip alt-tst edilerek
karistirilmig ve 37 °C su banyosunda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
10000 rpm 3 dk santrifyj edildikten sonra eppendorflardaki supernatant dokilmiistur.
Pelletler 180’er pL Buffer R2 ve 20’ser puL. Proteinaz K karigimi ile muamele edildikten
sonra 6rnekler 60 °C su banyosunda 20 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemin ardindan
eppendorflara 20°ser uL. Riboniikleaz eklenerek 37 °C’ su banyosunda 5 dakika daha

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan Buffer BG’den karisimlarin bulundugu eppendorflarin her
birine 440 pL ilave edilip tupler alt- st edildikten sonra 65 °C su banyosunda 5 dakika

inkiibasyonu saglanmistir.

Tuplerdeki karigimlara 200’er uL % 100 ‘lik etanol eklenerek bekletilmeden alt-iist
edilerek karigtirilmig, son asamada DNA izolasyon hazir kitlerine ependorflarda hazirlanan
karigimlar ilave edilip 10000 rpm 1 dk santrifiij edilmistir. Kitlerdeki supernatant
dokuldukten sonra 40 mL %100’lik etanol eklenmis yikama suyundan 750°ser pL kitlere
ilave edilmig, 10000 rpm’ de 1 dk daha santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast supernatant

tekrar doktlmiis ve kurutma amagli 10000 devirde 1 dk daha tipler santrifiij edilmistir.

En son asamada kitlerdeki filtreler, steril ependorflara yerlestirilmis ve 50’ser pL
steril distile su filtreli ependorflara eklenerek 10-15 dakika oda sicakliginda DNA’nin
¢oziinmesi i¢in inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan filtreli eppendorf tiipleri 10000
rpm’ de 2 dakika son kez santrifiij edilmis daha sonra filtre atilarak Genomik DNA’lar
kullanilana kadar -20 °C’de steril eppendorflarda muhafaza edilmistir.

Izole edilen DNA’ lar antibiyotik direng genlerinin taranmasinda kullanilmistir.
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3.2.4. DNA’nin jel elektroforezi

Izole edilen genomik DNA ve PCR iiriinleri %1’ lik Agaroz jelde kosturulmustur.
Agaroz 1X TBE (90 mM Tris Base; 90mM Borik Asit; 2 mM EDTA; pH 8.0) tamponu
icerisinde uygun konsantrasyonlarda eritilerek tanklara dokulmustir. Analiz edilecek
orneklerin uygun dilusyonlarindan genellikle 5 pL alinarak, 1 pL 6X yukleme ile
karigtirllmigtir. DNA 100 baz ¢iftlik ya da 1000 baz ¢iftlik DNA markorleri (Vivantis)
kullanilmigtir. Agaroz jel EtBr (0.5 pg/mL) ile 30 dakika boyanarak UV 1g18inda

goruntilenmistir.

3.2.5. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direncliliklerinin genotipik olarak

belirlenmesi

Caliygmamizda disk difizyon yontemiyle LAB izolatlarinin direng gosterdigi
antibiyotik tirleri saptanmis ve antibiyotik direng genlerinin varligt PCR yontemiyle
arastirllmigtir. PCR i¢in kullanilan antibiyotik diren¢ primerleri, amplikon uzunluklar1 ve

yapigma sicakliklar1 Cizelge 3.3.” de verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR isleminde kullanilan antibiyotik direng primerleri, amplikon uzunluklari
ve yapisma sicakliklari

Yapisma Gen

Antibiyotik Primer Dizisi (5°— 3) Sicakligt  Amplifikasyonu Referans

O (be)
Vankomisin F- TGTGGTATCGGAGCTGCAG 5 513 Fines ve ark.,
van (E) R:GTCGATTCTCGCTAATCC 1999
Streptomisin F:ATCGTCAAGGGATTGAAACC 56 509 Ouoba ve ark,
str(B) R:GGATCGTAGAACATATTGGC 2008
Penisilin F:CAGTTCACATGCCAAAGAG 53 77 Schnellmann  ve
blaZ R.TACACTCTTGGCGGTTTC ark., 2006
Kanamisin F:GCCGATGTGGATTGCGAAAA 60 - Rojo-berares  ve
aph(3')-1lla R:GCTTGATCCCCAGTAAGTCA ark., 2006

Antibiyotik diren¢ genlerini aramada kullanilan PCR reaksiyon karigimi Cizelge
3.4.°de belirtilmistir. PCR reaksiyonlar1 0.2 mL’lik tiiplerde hazirlanarak her bir direng
geni icin belirtilen PCR kosullarinda muamele edilmistir. PCR isleminde, 94°C DNA’nin
denattirasyonu, degisken yapigsma, 72°C de uzama sicakligi olarak ayarlanmigtir ve PCR 30

dongi olarak yapilmistir.

27



Cizelge 3.4. Antibiyotik direng genleri i¢in kullanilan PCR reaksiyon karigimi

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim
5X PCR reaksiyon miksi 4 uL
Primer F 1 uL
Primer R 1 uL
DNA 1 uL
Steril distile su 13 uL

PCR irinlerinden, Syl alinarak tzerine 1uL 6X yikleme tamponu eklenmis ve
ornekler, % 1’lik agoroz jelde, 120 volt, 60 miliamperde 45 — 60 dakika yurttilmugtir.
Baz buyuklugu tespiti igin, 1 kb’lik ve 100 bp® lik markorler (Vivantis) kullanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Fermente gida uretimi i¢in baglangig kultird olarak kullanilan bakteriler,
antibiyotikdiren¢ geni igerebilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar, tibbi ¢aligmalarla
ilgili bakteri tirleri arasinda antibiyotik direngliligin yayilmas: ve secilmesi Uzerine
yogunlagmakla birlikte, antibiyotik diren¢ genlerinin gida uretiminde kullanilan bakteriler
tizerinde toplandig1 da belirtilmektedir. Bu yiizden biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanilan
ve insan vicuduna fermente gidalar yoluyla alinan bakteriler, antibiyotik direngliligi
konake¢1 ya da patojen bakterilere tasiyabilme risklerinden dolayr énemlidir. (Hummel ve

ark., 2007b).

Bazi1 LAB tirleri antibiyotiklere karst direnclilik 6zelligi gostermekte, bu 6zellik
dogal olarak bulunabildigi gibi sonradan kazanilmig da olabilmektedir. Bununla birlikte,
dogal olarak (kendiliginden, spontan) antibiyotik direngli suslar, cesitli antimikrobiyel
etkilerin azalmis olmast ya da sindirim sistemi mikroflorasinin bozulmasi durumunda

hastalar i¢in yararli olabilmektedir (Zhou ve ark., 2005).

Bu c¢alismada yogurt orneklerinden izole edilmis ve genetik tanimlamast yapilmig
% 30’luk gliserol ¢ozeltisinde -80 °C’ de saklanan bakteri stoklarindan 5 adet L.
bulgaricus, 68 adet S. thermophilus bakterilerine ait olmak tzere toplam 73 izolat
canlandirilarak antibiyotik direng o6zellikleri belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Daha
sonra disk difiizyon yontemi ile vankomisin (30 mcg), kloramfenikol (30 mcg),
streptomisin (10 mcg), rifampisin (5 mcg), tetrasiklin (30 mcg), kanamisin (2 mcg),
ampisilin (10 mcg), gentamisin (10 mcg) ve penisilin G (10 U) antibiyotiklerine kars1

direnglilikleri belirlenmigtir.

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Duyarhihiklarimin Disk Difiizyon Yontemi

ile Belirlenmesi

LAB’nin niikleik asit sentezini inhibe eden rifampisin, hiicre duvari sentezini inhibe
eden penisilin, vankomisin ve ampisilin, protein sentezini inhibe eden tetrasiklin,
streptomisin, gentamisin, kloramfenikol ve kanamisin antibiyotiklerine duyarliliklar1 disk
difizyon yontemine gore bolim 3.2.2° de anlatildigi gibi belirlenmistir. Antibiyotik
duyarliliklarin  saptanmasinda Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)
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uygulanmig (Giilay, 2002) ve sonuglar (Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.) Cizelge 4.1.” e gore

degerlendirilmisgtir.

Bu bakterileri izolatlarinin antibiyotiklere gostermis olduklar1 yiizde duyarlilik

oranlart Cizelge 4.3.” te verilmigtir.

Aragtirillan izolatlardan S. thermophilus’a ait olanlarin timua tim antibiyotiklere %
43 ile % 97 oraninda yiiksek duyarlilik gosterdikleri tespit edilmistir. Rifampisin (%97),
tetrasiklin  (%97) ve penisilin (%97) antibiyotikleri en yuksek duyarlilik gosteren
antibiyotikler olarak belirlenmigtir. Suslarin  kullanilan antibiyotiklerden kanamisin
antibiyotiklerine genel olarak direngli (%57) oldugu gorulmistur. S. thermophilus’ un
niikleik asit sentezini inhibe eden rifampisin (%3), hiicre duvart sentezini inhibe eden
penisilin (%3), vankomisin (%7) ve amfisilin (%6) ve protein sentezini inhibe eden
tetrasiklin = (%3), streptomisin  (%10), gentamisin (%18), kloramfenikol (%06)
antibiyotiklerine diigsik seviyede direngli olduklari bulunmustur. En yiiksek direnglilik
protein sentezini inhibe eden kanamisin (%57) antibiyotigine karst taspit edilmigtir

(Cizelge 4.4.).

S. thermophilus suslarinin kanamisin ve gentamisin antibiyotik disklerine karsi
gosterdigi direnglilik; vankomisin, eritromisin ve amfisilin antibiyotik disklerine karst

olusturdugu inhibisyon zonu Sekil 4.1.” de gosterilmisgtir.

Aragtirmadaki L. bulgaricus izolatlarinin timi vankomisine, streptomisine ve
kanamisine diren¢li bulunmusgtur. Suglarin timiinin tim antibiyotiklere % 40 ile % 100
oraninda direngli olduklar1 saptanmigtir. Suslarin kullanilan antibiyotiklerden amfisiline
genel olarak duyarli (%60) oldugu gorilmusgtir. Gentamisine (%20) disik seviyede
duyarli olduklar1 goralmiistiir. En yiiksek direnglili§in vankomisin (%100), streptomisin
(%100) ve kanamisin (%100) antibiyotiklerine karst oldugu belirlenmis, en digsik
direnglilik % 40 oraninda amfisilin antibiyotiginde gozlenmistir (Cizelge 4.5.).
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Sekil 4.1. Streptococcus thermophilus izolatlarinin antibiyotik direng 6zelliklerinin disk
difiizyon yontemi ile belirlenmesi sonucu elde edilen zon goriintiileri.

Cizelge 4.1. CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarlilik-direngliligin degerlendirilmesi

Antibiyotik Direngli Orta derecede Duyarli
duyarlt

Streptomisin <11 12-14 >15

Vankomisin <14 15-16 >17

Kanamisin <13 14-17 >18

Penisilin G <19 20-27 >28

Cizelge 4.2. S. thermophilus izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik testleri

Izolat No Antibiyotikler
RA C S TE P VA30 [ CNI0 K2 AMP10

YGStl ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt4 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGStS ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt6 ++ ++ + ++ ++ ++ - - ++
YGSt7 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + -
YGSt8 ++ ++ + ++ + ++ ++ - ++
YGSt12 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
YGSt13 ++ ++ + ++ ++ ++ - - ++
YGStl4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt15 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - + ++
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Cizelge 4.2. S. thermophilus izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik testleri (Devami)

YGStlo | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
YGSt17 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt18 ++ ++ ++ ++ + ++ - - ++
YGSt19 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ + ++
YGSt20 ++ ++ + ++ ++ ++ - - ++
YGSt21 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt22 ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt24 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt25 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt26 ++ ++ - ++ + ++ ++ - ++
YGSt27 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt28 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt29 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt33 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

YGSt34 ++ ++ ++ ++ ++ - - - -

YGSt35 ++ ++ - ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt36 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt37 ++ ++ - ++ ++ ++ - - ++
YGSt41 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt42 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt43 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt45 | ++ + ++ + ++ ++ ++ ++ ++
YGS46 ++ - ++ + ++ ++ ++ ++ ++
YGSt47 | ++ - + ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt48 | + + + + ++ - ++ ++ ++
YGSt49 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGStS50 ++ ++ - ++ ++ ++ - - T+
YGSt53 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - ++
YGS54 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGStS55 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
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Cizelge 4.2. S. thermophilus izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik testleri (Devami)

YGSt56 ++ ++ + ++ ++ ++ - - ++
YGStS8 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt59 ++ ++ + ++ + ++ ++ - ++
YGSt60 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGStol ++ ++ + ++ + ++ ++ - ++
YGSt63 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSto4 | ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt66 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt68 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt69 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt70 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt71 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt72 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt74 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt75 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++

YGSt77 ++ ++ ++ ++ ++ - - - -

YGSt78 - - - - - ++ ++ ++ ++
YGSt80 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt81 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt88 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt90 | - - - - - - - - -

YGSt91 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
YGSt93 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt95 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt97 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt99 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - ++
YGSt100 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++

RA: Rifampisin, C: Kloramfenikol, S: Streptomisin, TE: Tetrasiklin, P: Penisilin, VA30:
Vankomisin, CN10: Gentamisin, K: Kanamisin, AMP10: Amfisilin;

(+ 1) : Duyarly, (+): Orta Derece Duyarly, (- ): Direngli.
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Cizelge 4.3. L. bulgaricus izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik testleri

IzolatNo Antibiyotikler

RA C S |TE [P VA30 [CN10 [K2 [ AMPI10
YGLb73 | ++ ++ - ++ + - - - ++
YGLb79 | - - - - R - _ — -
YGLb86 | ++ —+ |- n n _ _ A e
YGLb87 | - - - - _ _ T B
YGLb92 | - - - - - - - - |-

RA: Rifampisin, C: Kloramfenikol, S: Streptomisin, TE: Tetrasiklin, P: Penisilin, VA30:
Vankomisin, CN10: Gentamisin, K: Kanamisin, AMP10: Amfisilin;

(+ 1) : Duyarly, (+): Orta Derece Duyarly, (- ): Direngli

Cizelge 4.4. S. thermophilus izolatlarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlar

Antibiyotikler Direncli Orta Derece  Duyarh Toplam
) Duyarh (+) (++) (%)
Tetrasiklin 3 4 93 100
Gentamisin 18 0 82 100
Streptomisin 10 31 59 100
Amfisilin 6 0 94 100
Kloramfenikol 6 3 91 100
Vankomisin 7 0 93 100
Rifampisin 3 1 96 100
Kanamisin 57 6 37 100
Penisilin G 3 7 90 100
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Cizelge 4.5. L. bulgaricus izolatlarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik oranlari

Antibiyotikler Direncli Orta Derece  Duyarh Toplam
) Duyarh (+) (++) (%)
Tetrasiklin 60 20 20 100
Gentamisin 80 0 20 100
Streptomisin 100 0 0 100
Amfisilin 40 0 60 100
Kloramfenikol 60 0 40 100
Vankomisin 100 0 0 100
Rifampisin 60 0 40 100
Kanamisin 100 0 0 100
Penisilin G 60 0 40 100

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direncliliklerinin Genotipik Olarak

Belirlenmesi

Aph(3')-Illa primerleri kullanilarak yapilan taramada, disk difiizyon yonteminde
kanamisine direngli oldugu saptanan 44 adet izolatin 37 tanesinin DNA izolasyonu
yapilmis olup izole DNA’larin 35’inde (32 adet S. thermophilus, 3 adet L. bulgaricus)
aph(3')-Illa bolgesi saptanmigtir. Kanamisine fenotipik direng gosteren S. thermophilus
izolatlarindan YGSt70 ve L. bulgaricus izolatlarindan YGLb86’da istenen gen bolgesi
bulunamamustir. aph(3’)-Illa fragmani yaklagik 292 b¢ uzunlugundadir. PCR sonucu elde

edilen jel gorintisi Sekil 4.2.” te ve Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Izolatlarda saptanan aph(3')-1lla geninin jel goriintiisi.

Str(B) primerleri kullanilarak yapilan taramada, streptomisine direngli 11 izolatin
DNA izolasyonu yapilmis olup olup izole DNA’larin 4 adedinde str(B) bolgesi
saptanmigtir. Streptomisine fenotipik direng gosteren S L. bulgaricus izolatindan YGLb79
ve YGLb86 hari¢ digerlerinde st (B) gen bolgesine rastlanmamistir. 3 S. thermophilus
izolatindan YGSt22 hari¢ diger iki izolatta istenen gen bolgesi tespit edilmistir. Str (B)
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fragmani yaklagik 509 bg¢ uzunlugundadir PCR sonucu elde edilen jel gorintiisi Sekil 4.4.°

YGp g

te verilmisgtir.

YGs: 3,
YGLyyg

d
&
e

1000 b
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Sekil 4.4. Izolatlarda saptanan Str(B) genlerinin jel goriintileri

Van (F) primerleri kullamilarak yapilan taramada vankomisine direngli 9 izolatin 6
tanesinin DNA izolasyonu yapilmis olup olup izole DNA’larin 4 tanesinde van (F) bolgesi
saptanmistir. Vankomisine direngli 1 S. thermophilus izolat1 (YGSt8) bulunmasina ragmen

ilgili diren¢ geni gozlenememistir. Fenotipik direng gosteren 5 L. bulgaricus izolatlarindan

YGLDb87 hari¢ digerlerinde ilgili gen bolgesi bulunmustur. Van (E) fragmani yaklagik 513

b¢ uzunlugundadir. PCR sonucu elde edilen jel gorinttsi Sekil 4.5, te verilmigtir.

yGf«b?;;
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YLy g
YGf»b 9

1000 P
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Sekil 4.5. Izolatlarda saptanan van (E) genlerinin jel gortntiileri
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BlaZ primerleri kullanilarak yapilan taramada ise penisiline direngli 4 izolatin DNA
izolasyonu yapilmis olup olup izole DNA’larin timiinde BlaZ bolgesine rastlanmistir. BlaZ
fragmani yaklagik 772 b¢ uzunlugundadir. PCR sonucu elde edilen jel goriintisi Sekil

4.6.” da verilmisgtir.
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Sekil 4.6. Izolatlarda saptanan BlaZ genlerinin jel gortintiileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Temmerman ve ark. (2003), tarafindan Avrupa’da tretilen toplam 55 probiyotik
urtinden izole edilen baz1 bakterilerin antibiyotik direnci arastirilmig, disk difiizyon metodu
kullanilarak 187 izolattan %79 kanamisine, %65 vankomisine, %26 tetrasikline %23
penisilin G* ye, %16 eritrosmisine ve %11 kloramfenikole direnci tespit edilmistir.
Calismamizdaki toplam suslarin (L. bulgaricus ve S. thermophilus) kanamisine %51
oraninna diren¢ gostermesi Temmerman ve ark., (2003) caligmast ile paralellik
gostermektedir. Buna karsin kloramfenikole %90, vankomisine %86, tetrasikline %92

penisiline %93 oranlarinda duyarl olduklar1 tespit edilmisgtir.

Ashm ve Beyatli (2004), Turk yogurtlarindan izole edilen S. thermophilus suslart
plazmid tagtyiciligr ve bu turlerin antibiyotik direnglilikleri ile ilgili yaptiklar: arastirmada,
S. thermophilus un ¢ogu turlerinin gentamisine (%79) penisillin G* ye (%64) direngli ve
kloramfenikole (% 94) ve tetrasikline (%88) duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Buna
karsin yapitigimiz arastirmada, S. thermophilus ‘un ¢ogu tirleri gentamisine (%82),
penisiline (%97) olduk¢ca duyarli bulunmustur. Yapilan c¢aligmaya paralel olarak

kloramfenikole (% 94) ve tetrasikline (%97) duyarli oldugu saptanmagtir.

Kirtzalidou ve ark. (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada izole edilen
laktobasillerin buyik ¢ogunlugunun, amfisilin, amoksisilin / klavulanik asit, tetrasiklin,
eritromisin, sefalotin, kloramfenikol ve rifampisin antibiyotiklerine karst duyarli olduklar
tespit edilmistir. Suslarin %34’ iniin ise vankomisine direngli oldugu tespit edilmistir. Bu
caligmada ise Lactobacillus tirlerinde énemli oranda amfisilin, tetrasiklin, rifampisin ve
kloramfenikol antibiyotiklerine kargt duyarlilik gozlenmistir. L. bulgaricus suslarmin
vankomisin antibiyotigine direngliligi ise %100 olarak bulunmustur. Lactobacilli,
Pediococci, Leuconostoc ve bazi diger gram pozitif bakteriler dogal olarak vankomisine

yiksek diren¢ gostermektedir (Hamilton-Miller ve Shah, 1998).

Lactobacillus spp. genellikle kloramfenikol, tetrasiklin ve eritromisine duyarlidir
(Rojo-Bezares ve ark, 2006; D’ Aimmo ve ark, 2007, Zhou ve ark, 2005). S.
thermophilus genellikle aminoglikozidlere (streptomisin, gentamisin, kanamisin, tetrasiklin
vb.), trimetoprim ve stlfadiazin antibiyotiklerine karg1 orta seviyede direnglidir (Katla ve

ark., 2001; Temmerman ve ark., 2003; D’ Aimmo ve ark., 2007).
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PCR denemeleri sonucu en fazla gozlenen direng genleri aph(3’)-11la (%96) olarak

belirlenmigtir ve bu genler LAB’de en sik bulunan direng genleridir.

Ozteber (2013), Aydin Merkez’de yer alan mandiralardan, marketlerden, halk
pazarlarindan ve ev yapimi seklinde alinan fermente st irtinlerinden 168 adet LAB izole
etmis ve izolatlarin antibiyotik direnglilikleri fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirmus,
eritromisin (erm), tetrasiklin (tet) ve aminoglikozid direncini kodlayan aac (6")-aph (2")
primerleri ile yaptigt PCR denemeleri sonucunda erm (B) (% 4,76), erm (C) (%0,59), tet
(M) (%7,14), tet (L) (%2,38), tet (K) (%0,59), aac (6")-aph (2") (%5,95) ve van (C)
(%1,19) genleri bulmustur. Tez calismamizda ise PCR denemeleri sonucunda van (E)
(%67), aminoglikozid grubu antibiyotiklerinden ise aph(3')-1lla (%95), str (B) (%36)
genleri bulunmustur. Bu sonuglar Ozteber (2013), tarafindan yapilan ¢alisma ile paralellik

gostermektedir.

Zhou ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢alismada Cin’de farkli cografyalardan
alinan yogurtlardan, antibiyotik direngliligi test edilen bakterilerden 35 susta amfisilin,
kloramfenikol, klortetrasiklin, tetrasiklin, linkomisin, streptomisin, neomisin ve gentamisin
direnci tespit edilmistir. Test edilen biutin S. thermophilus suslarinin penisilin G ve
roksitromisine duyarli oldugu bulunmus, buna karsin L. bulgaricus suglarinin penisilin G
ve roksitromisine sirasiyla % 23,5 ve % 64,7 oraninda direngli oldugu belirtilmigtir. Ayrica
butin S. thermophilus ve L. bulgaricus suslart kanamisine direngli oldugu gorulmustur.
PCR yontemi ile aranan direng genleri sonucunda, 1 L. bulgaricus ve 2 S. thermophilus
izolatinda fet (M), 2 L. bulgaricus ve 2 S. thermophilus izolatinda ant (6), 5 L. bulgaricus
ve 2 8. thermophilus izolatinda aph (3')-Illa genleri saptanmistir. L. bulgaricus ve S.
thermophilus suglarinda ilk kez aph (3')-11la ve ant (6) genlerine rastlanmistir. Yaptigimiz

calismada ise, S. thermophilus izolatlarinda penisilin, kloramfenikol, tetrasiklin,

streptomisin ve gentamisin duyarliligi sirasiyla %97, %94, %97, %90 ve %82 olarak
olarak bulunmustur. Buna karsin L. bulgaricus izolatlarinda penisilin, kloramfenikol,
tetrasiklin, streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine sirasiyla %60, %60, %60, %100 ve
%80 oranlarinda direng gozlenmistir. PCR yontemiyle taranan direng genleri sonucunda
ise 32 adet S. thermophilus, 3 adet L. d. bulgaricus izolatinda aph (3)-11la gen bolgesine, 2
adet S. thermophilus, 2 adet L. bulgaricus izolatinda str(B) gen bolgesine, 4 adet L.
bulgaricus izolatinda van (E) gen bolgesine, 1 adet S. thermophilus, 3 adet L. bulgaricus

izolatinda ise blaZ gen bolgesine rastlanmistir.
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Sonug olarak, ginimiizde tiim diinyada bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekte,
buna karsin, stratle direng kazanan mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar
giinden giine artis gostermektedir. Insan ve hayvan saglik sorunlarinin ¢oziilmesinde pratik
olarak antibiyotiklere bagvurulmasi antibiyotiklerin laktik asit bakterileri araciligiyla ¢esitli
yollarla diren¢ kazanmasit onemli sorunlar dogurmaktadir. Fermente gida uretiminde
kullanilan laktik asit bakterilerinin genellikle giivenli mikroorganizmalar olduklari
dusunilmekte ve bagirsak florasindaki patojenleri baskilamasi beklenmektedir. Ancak,
sahip olduklar1 antibiyotik direng genini patojenlere aktarma olasiligt énemli bir tehdit
oldugu dusinilmektedir. Gerek bu elde ettigimiz, gerekse farkli ¢alismalardan elde edilen
bulgular, gida zincirinde 6énemli bir yeri olan fermente siit Grtnlerinin, insan ve hayvan
populasyonu arasindaki antibiyotik direnglilik gosteren bakterilerin taginmasinin bir araci
ve gida kaynakli bakterilerin antibiyotik diren¢ genlerinin kaynaklarindan biri oldugu

konusunda yapilan tahminleri desteklemektedir.

Calismamizda fenotipik direng gosteren izolatlarin bir kismi degisken olarak test
antibiyotiklerinin bazilarinin direnglilik genlerini [str(B), van (E), blaZ ve aph (3')-1lla]
tasitmaktadir. Bu durum mutasyon gibi evrimsel olaylarla agiklanabilir ve izolatlar
direnglilik geni kazanmig olabilir ya da uygulanan metotlarla direngli gen tespit

edilememis olabilir (Liu ve ark., 2009).

Onceki calismalar ve bu c¢alismalarda elde edilen bulgular sonucunda,
antibiyotiklerin kullamimi1 ve sec¢imi konusunda ¢esitli tedbirler alinmali ve fermente
gidalar i¢in kullamlan laktik asit bakterilerinin gidalarda kullanimina izin verilmeden 6nce
antibiyotik direng riskine karsi siirekli olarak denetlenmeli, gida sanayiinde kullanilacak

laktik asit bakterilerinin direng genlerini tastmamalarina 6zen gosterilmelidir.
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