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FERMENTE SUT URUNLERINDEN iZOLE EDILEN
LAKTIK ASIT BAKTERILERININ ANTIiBiYOTIK
DIRENCLILIKLERININ FENOTIPiK VE GENOTIPiK
YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Melihcan OZTEBER
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Gamze BASBULBUL OZDEMIR
2013,136 sayfa
Laktik asit bakterileri (LAB) fermentatif, fakiiltatif anaerob, aerotolerant
mikroorganizmalardan olusan genis bir gruptur. Fermente gida veya yemlerde
dogal kontaminant olarak bulunabilirler ya da starter kiiltiir ve probiyotik olarak
eklenerek temel mikrobiyal toplulugu olustururlar. Bu kommensal bakteriler
gida zinciri yoluyla tiiketicilerde antibiyotik direng belirleyicilerinin yayilmasi
icin bir vektor olabilmektedirler. Bu sebeple LAB’ de antibiyotik direnciyle ilgili
caligmalar son yillarda 6nem kazanmistir. Bu ¢alismada, Aydin Merkez’de yer
alan mandiralardan, marketlerden, halk pazarlarindan ve ev yapimi seklinde
alman fermente siit {irlinlerinden 168 adet LAB izole edilmis ve izolatlarin
antibiyotik direnglilikleri fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmistir. 16S
rRNA analizi sonucunda izolatlarin Lactobacillus (% 55,95), Lactoccocus (%
15,48), Enterococcus (% 11,90), Streptococcus ( % 10,12), Leuconostoc ( %
5,35) ve Pediococcus (% 1,20) cinslerine dahil olduklar1 belirlenmigtir. Agar
MIK diliisyon sonuglarina gére tim LAB izolatlarinda en yiiksek direng
linkomisin (% 25,59) antibiyotigine kargt bulunmustur. Bu degeri sirasiyla
tetrasiklin (% 19,04), meropenem (% 16,66), ampisilin (% 16,16), gentamisin
(% 7,14), eritromisin (% 5,35), siprofloksasin (% 5,35), kloramfenikol (% 4,16)
ve vankomisin (% 3,06) antibiyotikleri izlemektedir. Teikoplanin antibiyotigine
direng gbézlenmemistir. Antibiyotik diren¢ genlerini aragtirmak i¢in yapilan 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 bulunmustur. Tez ¢calismamizin sonucunda gida kokenli bakterilerin bazi

antibiyotik direng genleri agisindan rezarvuar olusturdugu goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Fermente Siit Uriinleri, Laktik Asit Bakterileri,
Antibiyotik Direnci, Agar Diliisyon Ydntemi, PCR.






ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE IN
LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM
FERMENTED DAIRY PRODUCTS BY PHENOTYPIC AND
GENOTYPIC METHODS

Melihcan OZTEBER
M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Gamze BASBULBUL OZDEMIR
2013,136 pages

Lactic acid bacteria (LAB) are a large group of fermentative, anaerobe
facultative, aerotolerant microorganisms. They represent the fundamental
microbial community for a large variety of fermented foods and feed either as
natural contaminants or as added starter cultures. 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
AR in LAB has gained more attention in recent years. In this study, 168 LAB
isolated from fermented dairy products obtained from local markets, bazaar and
dairies, also home-made products and AR of isolates evaluated by phenotypic
and genotypic methods. As a result of 16S rRNA sequence analysis, isolates
were found to be belong to the genus Lactobacillus (% 55,95), Lactoccocus (%
15,48), Enterococcus (% 11,90), Streptococcus (% 10,12), Leuconostoc (%
5,35) and Pediococcus (% 1,20). Among the isolated LAB, the most prevalent
AR was against the lincomycin (% 25,59), following with tetracycline (%
19,04), meropenem (% 16,66), ampicillin (% 16,16), gentamicin (% 7,14),
erythromycin (% 5,35), cyprofloxacin (% 5,35), chloramphenicol (% 4,16) and
vancomycine (% 3,06). None of the isolates showed resistance to teicoplanin.
Positive amplicons were obtained for resistance genes erm (B) (% 4,76), erm (C)
(960,59), tet (M) (%7,14), tet (L) (%2,38), tet (K) (%0,59), aac (6')-aph (2")
(%5,95) ve van (C) (%1,19) from isolates. As a result of our study, it can be
concluded that food borne bacteria may be a reservoir for some antibiotic
resistance genes.

Key words: Fermented Dairy Products, Lactic Acid Bacteria, Antibiotic
Resistance, Agar Dilution Method, PCR.
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Aragtirmanin planlanmasindan tezin basimina kadar biitiin agamalarda degerli
goriiglerini, yardimlarini ve katkilarini higbir zaman esirgemeyen, her zaman her
konuda bana vakit ayiran, tezim disinda da her konuda destegini aldigim,
anlayisla ve sabirla hep yanimda olan, saygi duydugum danigsman hocam Yrd.
Dog. Dr. Gamze BASBULBUL OZDEMIR’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tim yiiksek lisans egitimim boyunca ilgi ve desteklerini hi¢ esirgemeyen,
tavsiyelerinden ve olumlu katkilarindan siirekli yararlandigim Dog. Dr. H. Halil
BIYIK hocama igten tesekkiir ederim.

Calismamin planlanmasinda ve gerceklestirilmesinde bilgi ve tecriibelerini
paylasan, calismamin daha iyiye gitmesi yoniinde yaptig: tiim katkilardan dolay1
Dog. Dr. Biilent BOZDOGAN hocama sonsuz tesekkiir ederim.

ADU Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji Ars. Laboratuvarmi kullanmama
imkan sunan Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI hocama tesekkiirlerimi sunarim.

Mikrobiyolojiyle beni ilk tanigtiran ve danistigim her konuda sonsuz sabriyla
destek olan Uzm. Dr. Canan GEBITEKIN (Mudanya Saziye Riistii Devlet
Hastanesi, Mikrobiyoloji Uzmani) hocama tesekkiirii bir borg bilirim.

Tanigtigim giinden beri danistigim her konuda yardimer olan ve ¢aligmamin
onemli evrelerinde destek saglayan Dr. Erman ORYASIN’ a tesekkiir ederim.

Ayni laboratuvar ortamini paylastigim, ¢calismamin her evresinde destegini hig
esirgemeyen Merve YAVUZ’ a, bu yola beraber basladigimiz Yasemin
SERTEL’ e sonsuz tesekkiir ederim.

Calismamin her evresinde hep yanimda olan Ugur Hiiseyin ERCINS’ e, ADU-
BILTEM’> de gerceklestirdigim ¢alismalarda gece giindiiz yardimlarim
esirgemeyen Mehmet OZTURK’ e ve Omer YILDIZ’ a ve calismamin son
evresinde yardimima kosan Nizamettin BINGOL’ e ve Esra DEMIR’ e tesekkiir
ederim.
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Her konuda destegini esirgemeyen, saygi duydugum ADU Fen Bilimleri Enstitii
sekreteri Ayfer ERDEN’ e, her konuda yanimda olan tiim ADU Fen Bilimleri
Enstitiisli personeline tesekkdirii bir borg bilirim.

Tez c¢aligmamin yiiriitiilmesinde FEF-12032 no.lu proje ile c¢alismamizi
destekleyen ADU BAP Baskanligi'na ve ayrica Biyoloji Béliimii'ne

tesekkiirlerimi sunarim.

Tim egitim hayatim boyunca maddi ve manevi olarak destek olan yakin
akrabalarima ve ozellikle halam Giilsen OZTEBER’ e, yengem Nadire
DURMAZ’ a sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca higbir zaman fedakarligimni, sevgisini ve sonsuz emegini
benden esirgemeyen babam Miiveddettin DURMAZ’ a, annem Melek
DURMAZ’a ve canim kardesim Meltem DURMAZ’a her zaman ne kadar

tesekkiir etsem azdir.

Sonsuz destegiyle her zaman hep yanimda olan hayat arkadasim Nil ORHAN’ a
hayatim boyunca daha ¢ok tesekkiirler etmek umuduyla.

“Her sey miimkiin oldugunca basit yapilmali, ama olmas1 gerekenden daha basit
degil” (Albert Einstein).

Calismamizin gerekenden daha basit degil ama basit, anlagilir ve bilime katk1
saglayacak diizeyde gergeklesmis olmas1 umuduyla...

Melihcan OZTEBER
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri geligme ortamlarinda fermentasyonun baslica {iriinii olarak
laktik asit tireten, Gram pozitif bakterilerden olusan bir gruptur (Mathur ve
Singh, 2005). Diisiik GC igeren taksonun tipik liyeleri Gram pozitif, katalaz
negatif bakteriler, ornegin: Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus cinsleridir (Toomey vd., 2010).

Laktik asit bakterileri, glikozu homofermentatif ve heterofermentatif olmak
tizere iki sekilde katabolize eder. Bu fermentatif durum laktik asit bakterilerinin

tanimlanmasina yardimci olmaktadir.

1. Homofermentatif Laktik Asit Bakterileri: Glikozu EMP (Embden Meyerhoff
Parnas) yolunu kullanarak pargalamalari sonucu, % 90 laktik asit, % 10 CO,
olusturan bakterilerdir.

2. Heterofermentatif Laktik Asit Bakterileri: Glikozu HMP (Hekzozmonofosfat)
yoluyla pargalayarak laktik asit yaninda etanol, asetik asit ve CO, gibi yan
driinler olustururlar. Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan laktik asitin
miktari tiirlere gére degismektedir (Eren vd., 2011).

Laktik asit bakterileri, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan uzun
zaman Once GRAS (generally regarded as safe) yani “giivenli olarak kabul
edilen” statiisiine alinmislardir. Bununla birlikte son on yil igerisinde, gida ve
yem uygulamalarinda LAB kiiltiirlerinin giivenli kullanimina iligkin artan bir ilgi
s0z konusudur. Bu ilginin sebebi, laktik asit bakterilerinin antibiyotik direng
genleri agisindan rezervuar olarak rol oynamalaridir (Mathur ve Singh, 2005).

Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalari

Antibiyotik, herhangi  bir  mikroorganizma tarafindan, baska bir
mikroorganizmay1 6ldiirmek veya ¢ogalmasimi durdurmak igin tretilen her tiirli
madde olarak tanimlanir. Antibiyotik tiretimi, onu {ireten mikroorganizma igin
selektif bir avantaj saglar. Ornek olarak, Penicillium tarafindan iiretilen
antibiyotikler, dogada rekabet halinde oldugu diger mikroorganizmalarin
biliyiimesini 6nleyerek Penicillium'a rekabette onemli bir avantaj saglar
(Anonim, 2012).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Avantaj
http://tr.wikipedia.org/wiki/Penicillium

Antibiyotikler mikroorganizmalar {izerindeki etki derecelerine gore iki gruba
ayrilirlar. “Bakteriyostatikler” diye isimlendirilen grup, bakteri hiicrelerinin
gelismesini veya iiremesini onler. (Ornegin; Tetrasiklinler, Makrolitler,
Linkozamidler, Amfenikoller vs.) Bakteriyostatik etkiyi belirlemek igin MIK
(Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) kullanilmaktadir. “Bakterisidler” diye
isimlendirilen grup ise, bakteri hiicresini dolaysiz olarak yok ederler. (Ornegin;
Beta-Laktamlar) Bakterisid etkiyi belirlemek icin MBK (Minimum Bakterisid
Konsantrasyon) kullanilmaktadir (Akkan, 1997).

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore genel olarak dort grupta ele alinir.
Hiicre duvar sentezini inhibe edenler, hiicre zarmin fonksiyonunu bozanlar,
niikleik asit sentezini inhibe edenler ve protein sentezini inhibe edenler. (Sekil
1.1)

Calismamizda kullanilan antibiyotikler, bu antibiyotiklerin yer aldiklar1 gruplar
ve etki mekanizmalar1 Cizelge 1.1.” de verilmistir.

Hiicre Duvari Sentezini Folik Asit Sentezini Niikleik Asit Sentezini Inhime Edenler
Inhibe Edenler Inhibe Edenler DNA Sentezini
Siilfonamidler Inhibe Edenler
Beta-Laktamlar :
Trimetoprim :orok!nolonlar
¢ -Metronidazol
-Penisilinler RNA Sentezini
-Beta-Laktamaz Inhibe Edenler
Inhibitorleri
-Sefalosporinler -Rifamisinler
-Karbapenemler
-Monobaktamlar
Glikopeptitler
-Vankomisin
~Teikoplanin
505 Ribozomal Alt
Basitrasin Uniteyi Etkileyen
Sikloserin -Makrolidler
Fosfomisin -Kloramfenikol
-Linkozamidler
-Fusidik asit
Hicre Zarnnin Fonksiyonunu -Puromisin
Bozanlar 305 Ribozomal Alt
Polimiksin} UI:KCYI Et‘k:Ieyen
::;oﬂer :A:::so;ul:o:;u" Protein Sentezini Inhibe Edenler

Sekil 1.1. Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler.



Cizelge 1.1. Antibiyotik gruplart ve etki mekanizmalari.

L Kimyasal Yapilarina
Antibiyotik Etki Mekanizmasi
Gore Grubu
o Hiicre duvari sentezini
Ampisilin Beta-laktam/Penem o
inhibe eder.
Eritromisin Makrolid Protein sentezini inhibe eder.
Gentamisin Aminoglikozit Protein sentezini inhibe eder.
Kloramfenikol Fenikoller Protein sentezini inhibe eder.
Linkomisin Linkozamid Protein sentezini inhibe eder.
Beta- Hiicre duvari sentezini
Meropenem _
laktam/Karbapenem inhibe eder.
] . ] DNA sentezini inhibe
Siprofloksasin Kinolon
ederler.
. . . . Hiicre duvari sentezini
Teikoplanin Glikopeptid o
inhibe eder.
Tetrasiklin Tetrasiklin Protein sentezini inhibe eder.
. ) ) Hiicre duvari sentezini
Vankomisin Glikopeptid o
inhibe eder.
Diren¢ Mekanizmalari
Mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi ¢esitli mekanizmalarla direng

gelistirebilirler. Antibiyotik direngliligi, dogal (intrensek) direng, kazanilmig
direng ve ¢apraz direng seklinde ti¢ yolla olugsmaktadir. Dogal direng, genellikle
tiirdeki bakterilerde

Mikroorganizmalarin  tiir

ayni tim bulunan  diren¢  mekanizmasidir.

hedefi yapiy1

tagimamalarinin veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolay1 hedefine ulasmamasinin

ozelligi olarak ilacin olan
bir sonucu olarak ortaya cikar. Ornegin ilacin dis membrandan ge¢memesi
nedeniyle Gram negatif bakteriler, vankomisine dogal olarak direnglidir.
Kazanilmig direng durumunda ise ayni tiirdeki tim bakterilerde olmayan, gen
aktarimi ya da mutasyonla olugan direngtir. Bir bakteri genetik 6zelliklerindeki
degisimlere bagli olarak, eskiden duyarli oldugu bir antibakteriyel ajandan
etkilenmeyip diren¢ kazanmis olabilir. Genetik kaynakli direng kromozomal

(spontan olusan mutasyonlar) veya kromozom disi elemanlara (plazmid,



transpozon ve integron gibi genetik elemanlar) bagl olabilir. Capraz direng ise,
belli bir ilaca karsi direngli olan bazi mikroorganizmalarin, ayn1 veya benzer
mekanizma ile etkili diger ilaglara karg1 da direngli olmalar1 halidir. Capraz
diren¢ kromozomal veya ekstrakromozomal orjinli olabilir (Yiice, 2001).

Farkli antibiyotik smiflarina direnglilik gesitli sekillerde ortaya c¢ikmaktadir.
Beta-laktam antibiyotiklere direng dort yolla gelisir.

1) Ilacin inaktivasyonu, beta-laktamaz enzimleriyle,

2) Antibiyotigin hedefine baglanamamasi, PBP (Penisilin Baglayic1 Protein)’
lerde olusan degisiklik ile,

3) Bakteriye giren veya biriken ilag miktarinin azalmasi (permeabilite azalmasi,
aktif pompalama) ile,

4) Otolitik enzimlerin eksikligi veya olmayisi (tolerans) ile (Oztiirk, 2002).

MLS (Makrolidler, Linkozamidler, Streptograminler) grubu antibiyotikler
benzer etki mekanizmasi ve benzer direng¢ mekanizmasina sahip olduklari igin
aynmi grupta incelenirler. Makrolidler igerisinde yer alan, lakton halkasindaki
karbon sayisina gore 14 iiyeli ve dogal olanlar igerisinde bulunan, eritromisin
antibiyotigine en yaygin diren¢ mekanizmasi  “erm” genleri tarafindan
“eritromisin ribozom metilaz” sentezi ile olmaktadir. Bu enzim, 23s rRNA’ da
bulunan 2058 nolu Adenini metilleyerek antibiyotigin baglanmasini 6nler. Bu
sekilde eritromisin antibiyotigine direng saglanmis olur. Bu durum bazen MLS
grubu antibiyotikler arasinda capraz dirence de yol acabilmektedir. Ayrica
esteraz veya fosfotransferaz gibi inaktivasyon enzimleri de direngte rol
oynamaktadir (Aydin, 2007).

Aminoglikozitlere karsi direncin (Ornegin; Gentamisin) en sik gdzlenen
mekanizmast enzimatik diren¢ olup plazmid, transpozon veya kromozom
iizerindeki genler tarafindan kodlanan enzimler ile antibiyotik modifiye
edilmektedir. Kataliz ettikleri reaksiyonlara gore ii¢ sinifta toplanmaktadirlar.

1) Aminoglikozit molekiilindeki aminogrubunu asetile eden asetiltransferazlar
(AAC).



2) Aminoglikozit molekiiliindeki  hidroksil grubunu adenile eden
niikleotidiltransferazlar (ANT veya AAD).

3) Aminoglikozit molekiiliindeki hidroksil grubunu fosforile eden
fosfotransferazlar (APH).

Aminoglikozitler membrandan gegerken bu enzimler ile modifiye edildiginden
ribozomlara baglanamazlar ve boylece etkisiz kalirlar (Oztiirk, 2002).
Kloramfenikole Kkarsi direng gelisimi kloramfenikoliin 3- ve 1-hidroksil
gruplarint asetile eden "kloramfenikol asetiltransferaz" (cat) enziminin varlig:
sonucudur. Asetilleme sonucu modifiye edilen kloramfenikol, ribozomlara
baglanamaz ve protein sentezi engellenmemis olur. Gram pozitif (cat D, cat P,
cat Q) ve Gram negatif (cat I, Il, 11I) bakterilerde bu enzimin sentezlenmesi
genellikle plazmid bazen kromozom kontroliindedir (Oztiirk, 2002).

Tetrasiklin antibiyotigi i¢in ise direng saglayan en az 15 farkli gen vardir (tet A,
tet B, tet C-Q). Bunlardan tet M farkl bakterilerde yaygindir. Tetrasiklinlere
kars1 direng gelisimi ii¢ mekanizma ile saglanir.

1) Hiicre ici ilag birikimi azalmasi (azalmig giris veya artmis ¢ikig), genelde
Gram negatif bakterilerde diren¢ kazanilmasinin en sik mekanizmas: olup,
plazmid veya transpozon kaynaklidir. Plazma membraninda bulunan “Aktif
Effluks Pompasi” (bakteri hiicresine giren antibiyotigin, transport proteinlere
benzer proteinlerin etkinligi ile hizla disar1 atilmasi) hiicreden antibiyotigi disari
atar. Tetrasiklinlerin bakteriye girisi bozulup hiicre i¢inde ilag birikimi azalabilir.
Gram pozitif bakterilerde de bu mekanizma ile direng kazanilabilir.

2) Hedefin korunmasi ve duyarliligi azalmasi, Gram pozitif bakterilerde
ribozomal degisiklik sonucunda antibiyotigin hedefe baglanmas: azalir.

3) Enzimatik olarak inaktivasyon, nadiren direngten sorumlu diger bir
mekanizmadir (Oztiirk, 2002).

Vankomisin diren¢ mekanizmasinda ise, ozellikle enterokoklarda vankomisin
direncinin D-ala-D-ala ligaz enziminin peptidoglikan dnciil molekiiliiniin D-ala-
D-ala distal ucunun vyapisint degistirip vankomisinin buraya yapismasini
engellemesi sonucu gelistigi bildirilmistir. Bu enzimin sentezi bir grup bakteride
transpozon iizerinde (van (A)), bir grup bakteride ise kromozomlar iizerindedir



(van (C), van (D), van (E) ve van (G)). van (A) tipi direngte vankomisin ve
teikoplanine Kkarsi direng gelisirken, van (B) ve van (C)’ de teikoplanine karsi
duyarlilik korunurken, vankomisine kars: direng gelisimi s6z konusudur (Oztiirk,
2002).

Kinolon direnci bakterilerde bazal seviyede sentezlenen disa geri atim pompalari
ile olabilmektedir. Enerjiye bagimli olan bu pompalar kinolonlar, beta-laktamlar,
aminoglikozitler, deterjanlar, boyalar gibi birbirinden yapisal olarak ¢ok farkli
antimikrobiyalleri hiicre disina atabilmektedir. Kromozomal mutasyonlar
sonucunda da ya kinolonlarin hedef enzimleri olan DNA giraz ve topoizomeraz
IV’in alt birimlerinde degisiklik meydana gelmektedir. Bu tip kromozomal
mutasyonlar kinolon direncinde hala en sik ve en temel mekanizmadir.
(Kinolonlar1 substrat olarak kullanan g¢oklu ilag geri atim pompalar1 aktive
olmaktadir) Ayrica porinlerin sayis1 disiiriilerek hiicre i¢ine alimm azaltilmasi
kinolon direncine katkida bulunmaktadir (Nazik ve Ongen, 2010). Bununla
birlikte son yillarda yapilan galigmalar kinolon direncinin yayilmasi ve artiginin
plazmit aracili olabilecegini gostermistir. Bugiine kadar plazmit aracili kinolon
direnci ile ilgili gnr, aac(6’)-lb-cr, gepA olmak fiizere ii¢ gen tamimlanmisgtir
(Nazik ve Ongen, 2010).

LAB’ de Direng

LAB’nde dogal ve kazamlms direnglilik bilinmektedir. Ornegin, Lactobacilli,
Pediococci, Leuconostoc ve bazi diger gram pozitif bakteriler dogal olarak
vankomisine yiiksek direng géstermektedir (Hamilton-Miller ve Shah, 1998).

Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngleriyle ilgili yapilan g¢aligmalarin
¢ogu, gida mikroorganizmalari arasinda farkli bir yere sahip olan Enterococcus
cinsinin iiyeleri {izerine yogunlagmistir (Clementi ve Aquilanti, 2011). Ayrica
diisik G+C brangmma dahil pek c¢ok tipik LAB taksonunda, (0rnegin,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc (Oenococcus), Pediococcus ve
Streptococcus thermophilus) antibiyotik direnci ile ilgili 6zellikler belirlenmistir.
(Mathur, 2005; Ammor, 2007; Bernardeau, 2008; Delorme, 2008; Ogier, 2008).
Ancak, LAB’ nde antibiyotik direnci ile ilgili giiniimiizdeki veriler tutarsizdir ve
cesitli yontemsel zorluklar sdz konusudur. Ornegin denemelerde LAB’nin
gelisimini iyi bir sekilde destekleyen ancak deney sonuclarinda karisiklik
yaratmayacak besiortamlarinin kullanilmas1 gerekmektedir. Yemlerde ve



gidalarda en yaygin sekilde bulunan/eklenen LAB tiirleri i¢in mikrobiyolojik
antibiyotik siir degerlerinin  dikkatli bir sekilde saptanmasi gerektigi
belirtilmistir (Clementi ve Aquilanti, 2011). LAB’nden olusan genis ¢apl kiiltiir
kolleksiyonlarinda, ¢ok cesitli antibiyotiklerle yapilan “sinir deger” taramalar

gida giivenlik kriterleri agisindan 6nem arz etmektedir.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyallere duyarliliklar1 kadar direng genlerini
barindirmalart  ve aktarmalari da 6nemlidir. Bu denenen izolat ve
antimikrobiyale gore degismektedir (Ouoba vd., 2008). Fermente gidalar
tiiketildiginde, insan viicuduna oldukga fazla miktarda canli bakteri girmektedir.
Bu durumda bu bakteriler kommensal ya da patojen bakterilere tasinabilir
antibiyotik direncini aktarabilirler (Hummel vd., 2007a). Bu durum
antibiyotiklerin yemlerde, ziraat ve veteriner uygulamalarinda yanlis ve asirt
kullanimindan dolay1 daha zararli bir hale gelmistir (Nawaz vd., 2011).
Antibiyotiklere direncli bakterilerin hayvanlardan insanlara olasi transferini
Sekil 1.2.’de ayrmtili olarak gosterilmistir. Bu dongii igerisinde fermente siit
iriinlerinin hayvansal iriinlerden elde edildigi ve insanlar tarafindan tiiketildigi

g6z Oniine alinirsa 6nem arz eden bir konu oldugu daha acik ortaya ¢ikmaktadir.

Giiniimiize kadar Lactobacillus tiirlerinde pek ¢ok AD (antibiyotik direng) geni
saptanmistir ve dogal olarak laktobasiller tetrasiklin, eritromisin ve
kloramfenikol gibi protein sentezini engelleyen antibiyotiklere duyarhdirlar.
Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direnci ile ilgili yapilan son ¢alismalara
gbre AD genlerini arastirmak i¢in mikroarraylerin, ya da PCR temelli tekniklerin
direngli LAB suslarimi tanilamakta olduk¢a giiclii araclar oldugu ortaya
konmustur (Clementi ve Aquilanti, 2011).

Bilimsel yayinlarda, gida ve yem mikroorganizmalarmin antibiyotik direnciyle
ilgili pek ¢ok yeni verinin ortaya ¢ikmasi i¢in Avrupa’daki farkli kurumlar
tarafindan siirekli revize edilen raporlarin ortaya konmasi gerekmektedir. Insan
saglig1 ve veteriner tip alaninda kullanilan antibiyotiklere direngli bakterilerin
giivenligini degerlendirmek igin SCAN (Scientific Committe on Animal
Nutrition, Hayvan Beslenme Bilim Kurulu) tarafindan 2001 yilinda cesitli
kriterler olusturulmus ve 2003 yilinda revize edilmigtir. Bu kriterler 2005 ve
2007 yillarinda EFSA (European Food Safety Authority, Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi) tarafindan diizenlenen FEEDAP (EFSA Panel on Additives and
Products or Substances used in Animal Feed) panelinde iki kez glincellenmistir.



Antimikrobiyallere kars1 hassas olan suslar ile kazanilmis direng tagiyan suglar
arasinda daha giivenilir bir ayirim yapabilmek amaciyla FEEDAP teknik rehberi
yaymlanmistir. En yaygin olarak kullanilan 10 antimikrobiyal ajan i¢in yeni
mikrobiyolojik (epidemiyolojik) antibiyotik sinir degerleri belirlenmistir. Bu
degerler farkli LAB grup, cins ya da tiirleri temel alinarak tanimlanmis ve
degerlendirmeye gore laktik asit bakterileri ¢esitli kategorilere ayirilmistir. Bu
gruplarin ¢ogu vankomisine dogal direngli olarak tanimlanmistir ve bu yilizden
dogal direncli gruplarda vankomisin antibiyotigi icin MIK degerlerinin
belirlenmesi gerekmemektedir.

Diger tiim antibiyotikler icin EFSA raporunda belirtilen degerlerin {izerinde
MIK degeri saptanmasi durumunda direncin genetik temelinin mutlaka
aragtirilmas1  gerektigini rapor etmisgtir. Aynmi raporda, MIK degerleri
belirlenirken uluslarasi standart metodlarin kullanilmast énerilmistir. Bu durum
ozellikle LAB icin onemlidir, ¢linkii bu bakterilerin gelistirildigi geleneksel
besiortamlari bazen antibiyotikler ile etkilesime girerek deney sonuglarini
etkilemektedir (Clementi ve Aquilanti, 2011). EFSA 2005 yilinda yaymladig:
raporda dogal (kalitsal) direng ve kromozomal genlerdeki mutasyon sonucu
olusan direncin yatay dagilim agisindan diisiik bir risk olusturdugunu ve bu tiir
suslarin gida tliketimi agisindan kabul edilebilir oldugunu belirtmistir. Bununla
beraber sonradan eklenen genlerle olusan kazanilmis diren¢ halk saghigi
acisindan tehdit olusturmaktadir (FEEDAP, European Commision, 2005). 2007
yilinda yayinlanan EFSA raporunda ise transfer edilebilir antibiyotik direng geni
tastyan suglarin  hayvan yemlerinde, fermente ve probiyotik gidalarda
kullanilmamasi gerektigi belirtilmistir (EFSA, 2007).

Tez projemizde giinliik hayatimizda 6nemli miktarda tiikettigimiz fermente siit
driinlerinin  gida giivenligi agisindan degerlendirilmesi s6z konusudur.
Calismamizin en O6nemli amaglarindan biri fermente siit iriinlerinden izole
edilen farkli cinslere dahil pek ¢ok LAB tiirliniin, klinikte ve veteriner tip
alaninda en yaygin kullanilan antibiyotikler i¢in MIK degerlerini belirlemek ve
literatiirdeki c¢alismalar ve gida giivenilirligi acisindan bu degerlerin referans
olmasini saglamaktir. Ayrica izole edilmis bu bakterilerin molekiiler diizeyde
tanis1 yapilmig olup, hem geleneksel hem de ticari olarak satilan fermente siit
iriinlerinin mikrobiyal florasi saptanmigtir. Geleneksel ve ticari iiriinlerden izole
edilen suslarin antibiyotik direngliligi agisindan karsilastirilmasi, hangi gida
grubunun tiikketim i¢in daha giivenilir olabilecegi hakkinda da fikir vermistir.



PCR yontemiyle saptanan antibiyotik direng genlerinin sekans analizleri
yapilmig olup, antibiyotik direnci molekiiler diizeyde de ortaya konmustur.

Hayvanlardaki Bakteriyal
Populasyon

Antiblyotik Verilen Hayvanlar;
-Hastalik tedavisi
-Hastalik 6nlemi

-Uremeyi diizenlemek

.

Antibiyotik baslas

A

Direngli bakterilerin secilmesi

Immgemmmmunmmmﬂ ]

!

Direncli bakterilerin yayilmasi

g SN s

Gda j— Diski/Glbre |— “}r*“"" > Yem
\ Yer st suyu /

Meyveler/Sebzeler |

| f
> » Hastahdara karss kullanilan

Sekil 1.2. Antibiyotiklere direngli bakterilerin hayvanlardan insanlara olasi
transferi (Korhonen, 2010).
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2. KAYNAK OZETLERI

LAB fermente gidalar ve igkilerin {iretimi ve tilketiminde uzun yillardir giivenli

bir sekilde kullamlmaktadir ve Uluslararas: Siit Uriinleri Federasyonu’nun

verilerine gore Avrupa’da kisi bas1 fermente siit {irtinleri tiiketimi yillik ortalama
22 kg civarindadir (Hummel vd., 2007a).

Fermente urtinlerin timinde bulunan laktik asit bakterileri, tirtinlere kendine has

aroma, koku ve yap1 kazandirilmasinda yardime1 olmaktadir. Bazi geleneksel

fermente iirtinlerde bulunan LAB Cizelge 2.1.”de verilmistir.

Cizelge 2.1. Baz1 fermente iiriinlerde bulunan LAB (Eren vd., 2011).

Uriin

Laktik Asit Bakterisi

Peynir

Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, S.cremoris,
Lactobacillus helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. casei, Lb.
paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. curvatus,
Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Leuconostoc
dextranicum, Leuco. mesenteroides

Yogurt

S. thermopbhillus, Lb. delbroeckii subsp.
bulgaricus, Lc. lactis ssp. lactis, Enterococcus faecium,
E. durans, Lb. delbrueckii ssp. lactis

Tereyag

S. salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus sp.,

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. casei ssp. casei, Lb.
paracasei ssp. paracasei, E. faecium, Leuco.
pseudomesenteroides (Leuco. mesenteroides ssp. dextranicum),
Leuco. gelidum (Leuco. mesenteroides ssp. mesenteroides),
Weissella paramesenteroides (Leuco. paramesenteroides)

Kefir

Lb. bulgaricus, S. lactis, Lb. cellobiosis, S. avium, S. cremoris,
Lb. kefir, Lb. kefiranofaciens, Lb. kefirgranum, Lb. parakefir,
Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. helveticus, Lb. acidophilus, Lb.
delbrueckii, Lb. rhamnousus, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb.
fructivorans, Lb. hilgardi, Lb. fermentum, Lb. viridescens, Lc.
lactis subsp. cremoris, S. thermophilus, Leuconostoc sp.,
Leuco. mesenteroides
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Cizelge 2.1. devamu.

Uriin Laktik Asit Bakterisi

Kimiz Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus

Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. pentosus, Lb. fermentum, Lb.
brevis, P. pentosaceus, P. acidilactici, Lc. lactis subsp. lactis,
Sucuk Leuco. mesenteroides subsp. mesenteroides/dextranicum,
Leuco. lactis, Lactobacillus spp., Lb. sakei, Lb. viridescens, Lb.
agilis, Lb. casei subs. rhamnosus

Pastirma | Lb. pentosus, Lb. sakei

Leuco. paramesenteroides, Leuco. mesenteroides subsp.
mesenteroides, Leuco. mesenteroides subsp. dextranicum,
Leuco. oenos, Lb. coryniformis, Lb. confusus, Lb. sanfrancisco,
Lb. fermentum

Boza

Tarhana | S.thermophilus, Lb. bulgaricus

Lb. sanfranciscensis, Lb. pontis, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb.
alimentarius, Lb. fructivorans, Lb. reuteri, Lb. fermentum

E. faecalis, Leuco. mesenteroides, Lb. brevis (Lb.
pentoaceticus), Lb. plantarum, P. pentosaceus

Salgam

Tursu

Fermente gidalarda ve gastrointrestinal sistemde oldukc¢a fazla miktarda bulunan
LAB’ leri mutasyon yoluyla farkli diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina
yardim eder. Ayrica, LAB ¢evredeki diger bakterilerden direng kazanabilir. Bir
LAB bir kez direngli hale geldigi zaman, direncin determinanti ¢ogalir ve diger
bir konaga aktarilabilir. Bu yiizden, starter suslarda, yem ve gida katkis1 olarak
kullanilan bakterilerde “transfer edilebilir antibiyotik direnci”‘ nin isaretlerini
aramak, bu suslarin teknolojik ve fizyolojik oOzelliklerini belirlemek kadar

Onemlidir.

LAB ile diger bakteriler arasindaki aktif/pasif iletisim sonucu konjigatif
plazmitler ve transpozonlarin aktarilmasi ile direng geni kazanmasi s6z
konusudur. LAB’ nde plazmitler farkli biiyiikliklerde, fonksiyonlarda ve
dagilimlarda bulunmaktadir. Kesin olarak belirlenmis konjigatif antibiyotik
direnglilik plazmitlerine 6rnek pAMpB1 ve PIP501 verilebilir ve her ikisi de
aktarilabilir 6zelliktedir (Mathur vd., 2005).
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Konjugatif transpozonlar genel olarak enterokoklar, laktokoklar ve
streptokoklarda  tanimlanmistir.  Konjugatif transpozonlar Gram pozitif
bakterilere antibiyotik direngliliginin aktarilmasinda biiyiik rol oynamaktadir.
Transpozonlar E. faecalis (Tn916, Tn918, Tn920, Tn925, Tn2702), E. faecium
(Tn5233), Streptococcus pyogenes (Tn3701), Streptococcus agalactiae
(Tn93951) ve Lc. lactis (Tn5276, Tn5301) olarak kesfedilmistir. Bu
transpozonlar 16 kb ve 70 kb arasinda degiskenlik gostermektedir, plazmitlere
ve kromozomlara tek veya ¢ok kopyalar halinde eklenebilirler (Mathur vd.,
2005). Cig et, yem ve digkidan izole edilen Lb. reuteri, Lactobacillus fermentum,
Lb. acidophilus ve Lb. plantarum suslarinda diren¢ plazmitleri tarafindan
kodlanan tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol ya da makrolid linkomisin
streptogramin (MLS) direnglilikleri rapor edilmistir. Cogu direng plazmitinin
biiytikligii 10 kb’ dan kiigiiktiir (5,7-18kb) (Mathur ve Singh, 2005).

LAB’ nin antibiyotik duyarliliklart i¢in direngli ve hassas suslarin
belirlenmesinde kullanilan antibiyotik sinir degerlerinin agik¢a tanimlanmasi
gerekmektedir. Dogal (nonspesifik, transfer edilemeyen) ve kazanilmis direng
arasindaki ayrim da 6nemlidir ki bu durum farkli kaynaklardan izole edilen pek
¢ok LAB ve bifidobacteria tiirlerindeki antimikrobiyal diren¢ o6rneklerinin
karsilastirilmasimi gerektirir. Antibiyotik smir degerleri bakteri suslarindaki
kazanilmis ve aktarim riski tasiyan direncin tanimlanmasinda énemlidir (Mathur
ve Singh, 2005; Ammor vd., 2007).

Ammor vd. (2007) literatiirdeki analizleri temel alarak, farkli LAB gruplari,
cinsleri ve tiirlerinin ¢esitli antibiyotikler icin sinir degerlerini taramislar ve
antibiyotik direng/duyarlilik profillerini 6zetlemiglerdir. Bazi &zelliklerin pek
cok LAB tarafindan paylasildig1 goriilmektedir, cogu LAB tiirii metronidazole
direnclidir ve bunlarin tiimii stilfonamidler ve trimethoprime dogal direncli iken,
piperasilin ve piperasilin + tazobaktama genelde duyarlidirlar. Diger yandan
farkli LAB cinsleri icin belirgin farkliliklar s6z konusu iken, tiire 6zgii profiller
her zaman tanimlanabilir degildir. Lactococcus, Leuconostoc ve Lactobacillus
cinsleri sefoksitine oldukga direnglidir. Leuconostoc, Pediococcus ve pek ¢ok
laktobasil vankomisine dogal direngli kabul edilirken, Lactococcus izolatlarinin
¢ogu vankomisine duyarlidir.
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Aslim ve Beyatli (2004), Tirkiye’ de farkli koy ve kasabalardan toplanan yogurt
orneklerinden 34 adet S. thermophilus susu izole etmislerdir. izolatlarin 8
antibiyotige (vankomisin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, sefalotin,
ampisilin-sulbaktam, gentamisin ve penisilin G) kars1 duyarliliklarini disk
difizyon methodu ile belirlemiglerdir.  Birgok S. thermophilus susunun
gentamisin (% 79) ve penisiline kars1 (% 64) direnglilik gdsterdigi belirlenirken,
suslarm % 88 oraninda tetrasikline, % 94 oraninda da kloramfenikole duyarlilik
gosterdigi  bulunmustur. S. thermophilus® un baz1 suslarinda antibiyotik
direngliligi ile plazmid varlig1 arasinda bir baglanti oldugu goézlenmistir.

Coppola vd. (2005), Parmigiano Reggiano (ltalya) tipi peynirlerinden izole
edilen 63 Lb. rhamnosus susunun antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi igin
41 farkh antibiyotik kullanmislardir. Disk difiizyon metoduyla antimikrobiyal
duyarhliklarina  bakilan izolatlarin, inhibisyon zonlar1 6l¢iilmils ve
duyarlilik/direnclilik 6zellikleri tespit edilmistir. Tiim izolatlarin 6 antibiyotige
(sefiksim, vankomisin, neomisin, enoksasin, perfloksasin ve siilfamethoksazol)
direng gosterdigi bulunmustur. DSM 20021 susu 9 antibiyotige direng
gosterirken (diger 6 antibiyotige ilave olarak sefaleksin, basitrasin, linkomisin)
Lactobacillus GG susu (ticari probiotik) 8 antibiyotige direng gostermistir.
Peynirlerden izole edilen Lb. rhamnosus suslarinin da farkli antibiyotiklere
spesifik direng gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile gelecekte antibiyotik
direngliliginin probiyotik LAB’ i {izerinde ¢ok 6nemli bir rol oynayacag: tespit
edilmigtir.

Ouoba vd. (2008), Afrika ve Avrupa kokenli ¢esitli laktik asit bakterileri ve
bifidobakterilerin antibiyotik direngleri, bu direncin in vitro transferi ile ilgili
yaptig1 ¢alismada, Avrupa izolatlarinda yiiksek oranda fenotipik aminoglikozid
direnci saptanmistir. Avrupa izolatlarinda aminoglikozid direncini kodlayan aac
(6")-aph (2") ve tetrasiklin direncini kodlayan tet (S) genlerine rastlanmigtir.
Aymi caligmada Afrika izolatt Lb. reuteri 14:12002 susunun erm (B) geni
tasidig1 ve bu geni E. faecium JH2-2 susuna aktarabildigi belirtilerek, bu susun
probiyotik olarak giivenilir bir sekilde kullanilamayacagi bildirilmistir.

Egervirn vd. (2009)’nin yaptigi c¢alismada Lactobacillus reuteri ve
Lactobacillus plantarum’ tiirlerinin karakterizasyonu yapilmis ve tetrasiklin,
eritromisin, klindamisin ve kloramfenikol antibiyotikleri icin MIK degerleri
belirlenmistir. 28 Lb. reuteri susunun 24’{inde tet (W) geni ve yiiksek tetrasiklin
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MIK degerleri bulunmustur. Ayrica alti susun dérdiinde eritromisin i¢in yiiksek
MIK degerleri ve erm (B), erm (C) ve erm (T) genleri belirlenmistir. Bunun
yaninda iki Lb. plantarum susunda da yiiksek MIK degeri ve plazmidce
kodlanan tet (M) geni bulunmustur. Calismada real-time PCR ve southern blot
analizleri ile tet (W) pozitif Lb. reuteri susu ile erm (B) pozitif Lb. reuteri
suslarindaki direng genlerinin plazmitlerin tizerinde tasindigi bildirilmistir.

Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direncini belirlemek, diren¢ genlerinin
yerlesimini arastirmak bunlarin potansiyel aktarimini da aydinlatmaktadir.
Genlerin dizilerinin belirlenmesi sayesinde ise diger bakteri taksonlarinda
bulunan genlerle benzerlikleri arastirilabilir ve bu sayede genlerin orijinleri
belirlenebilir (Clementi ve Aquilanti, 2011).

Ammor vd. (2007) derlemesinde, ge¢misten 2007 yilina kadar yapilmis bazi
calismalarda LAB’ nde bulunmus diren¢ genleri Cizelge 2.2.’de gdsterilmistir.
Cizelgedeki gruplara enterokoklar ve bifidobacteria tiirleri dahil degildir.



Cizelge 2.2. LAB’nde rastlanan diren¢ genleri Ammor vd. (2007).

Tiir/Sus/Numarasi

Kaynak(lar)

Diren¢ Gen(leri)

Gen Bank No

Referans(lar)

Lactobacillus acidophilus
Bir izolat
Onsekiz izolat

Domuz/Evcil hayvan diskist
Insan/ Siit iiriinleri

aaa(6' )le-aph(2" )la
tet(M), erm(B)

(Tenorio vd., 2001)
(Cataloluk ve Gogebakan,
2004)

Lactobacillus alimentarius
DG500, DG499, DG498

Fermente kurutulmusg
sucuk/sosis

tet(M)

AY149587, AY 149586,
AY 149585

(Gevers vd., 2003)

Lactobacillus animalis

Domuz bademcigi ve
genzinden

erm(B)

(Martel vd., 2003)

Lactobacillus casei
Alt1 izolat

Insan/Siit iiriinleri

tet(M), erm(B)

(Cataloluk ve Gogebakan,
2004)

Lactobacillus crispatus
CHCC3692
Bes izolat

Yavru domuzun
ozafagusundan
Insan

erm(B)

tet(M), erm(B)

AY262353

(Streman vd., 2003)
(Cataloluk ve Gogebakan, 2004)

Lactobacillus curvatus

AY149595, AY149580,

DG524, DG484, DG142, Fermente kurutulmus tet(M) AY149576, AY149577, (Gevers vd., 2003)
DG143, G048 sucuk/sosis AY 149575

Lactobacillus fermentum (Fons vd., 1997)

LEM89 Domuz digkist erm(B) U48430 (Gfeller vd., 2003)

ROT1 Cig siit erm(LF), vat(E-1), tet(M) AJ488494 (Cataloluk ve Gogebakan,
Yirmi izolat Insan tet(M), erm(B) - 2004)

Lactobacillus gasseri
Kirkdokuz izolat

Insan/ Siit diriinleri

tet(M), erm(B)

(Cataloluk ve Gogebakan,
2004)
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Tiir/Sus/Numarasi Kaynak Diren¢ Gen(leri) Gen Bank No Referans(lar)
Lactobacillus johnsonii
- Domuz bademcigi ve erm(B) - (Martel vd., 2003)

genzinden (Cataloluk ve Gogebakan,

Yirmialti izolat Insan tet(M), erm(B) - 2004)
G4l Insan erm(B) - (Florez vd., 2006)
Lactobacillus plantarum
5057 Wisconsin’de musir silaji tet(M) AF440277 (Danielsen, 2002)
DG507 Fermente kurutulmus tet(M), erm(B) AY149588 (Gevers vd., 2003)

DG533, DG522, DG520, sucuk/sosis AY149597, AY 149594,
DG515, DG512, DG509, Fermente kurutulmus tet(M) AY149593, AY149591, (Gevers vd., 2003)
DGO013 sucuk/sosis AY149590, AY 149589,
caTC2R Cig domuz eti cat-TC AY149574 (Ahn vd., 1992)
Sekiz izolat Insan/ Siit tiriinleri tet(M), erm(B) -
CCUG 43738 nsan tet(S) - (Cataloluk ve Gogebakan,
AMO039486-AM030490 2004)
Lactobacillus reuteri
1044 Domuz bagirsagi erm(B) - (Axelsson vd., 1988)
100-63 Kiimes hayvani erm(T) M64090 (Tannock vd., 1994)
G4 Kiimes hayvani cat-TC U75299 (Lin vd., 1996)
N16, L1 Tavuk bagirsagi erm(B) AF080450, AF030064 (Lin ve Chung, 1999)
- Domuz bademcigi ve erm(B) - (Martel vd., 2003) (Kastner
SD 2112 genzinden tet(W), Inu(A) - vd., 2006)
insan
Lactobacillus rhamnosus . (Cataloluk ve Gogebakan,
Insan tet(M), erm(B) - 2004)

Kirkii¢ izolat
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Tiir/Sus/Numarasi Kaynak Diren¢ Gen(leri) Gen Bank No Referans(lar)
Lactobacillus sakei AY149592, AY 149583,
DG516, DG489, DG488, Fermente kurutulmus tet(M) AY149582, AY149581, (Gevers vd., 2003)

DG485, DG483, DG165

sucuk/sosis

AY149579, 8AY149578

Lactobacillus salivarius
Bes izolat

Domuz ve evcil hayvan
digkisi

Domuz bademcigi ve
genzinden

aaa(6")-aph(2")
erm(B)

(Tenorio vd., 2001)
(Martel vd., 2003)

Lactobacillus spp.

tet(0), tet(Q)

(Chopra ve Roberts, 2001)

PC121B Domuz diskisi erm(T) AF310974
T22-5 Insan (Oral) tet(W) - (Whitehead ve Cotta, 2001)
Dokuz izolat Insan(Urogenital) tet(O) - (Villedieu vd., 2003)
- - tet(K), tet(M), tet(S), - o
tet(W), (Villedieu vd., 2003)
tet(36) (Roberts, 2005)
Lactococcus lactis subsp.
lactis
AA21aTc, AA29 Mavi peynir tet(M) DQ060148, DQO60147 (Florez, Ammor ve Mayo,

K214
C5

Cig siitten yumusak peynir
Tavuk bagirsag

mdt(A), tet(S), cat, str
erm(T)

X92946

yayinlanmamis)
(Perreten vd., 2001)
(Raha vd., 2002)

Leuconostoc citreum

Sucuk lretim hattindan

tet(S)

(Gevers, 2002)
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Tiir/Sus/Numarasi Kaynak Diren¢ Gen(leri) Gen Bank No Referans(lar)
Pediococcus acidilactici
HM3020 Diski (klinik 6rnek) erm(B) (Tankovic vd., 1993)
AR-63 Domuz ve evcil hayvan erm(B) (Zarazaga vd., 1999)
Bir izolat diskisi aaa(6')-aph(2") (Tenorio vd., 2001)
6990 Domuz ve evcil hayvan erm(B) (Danielsen vd., 2006)
diskisi
Geleneksel peynir

aac, aminoglikozid asetiltransferaz; ant, aminoglikozid adeniltransferaz; aph, aminoglikozid fosfotransferaz; cat, kloramfenikol
asetiltransferaz; erm, eritromisin direnglilik geni; Inu, linkozamid direnclilik geni; mdt, multi ila¢ tasiyict; Str, streptomisin direnglilik geni;
tet, tetrasiklin direnclilik geni; vat, streptogramin A asetiltransferaz.
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Clementi ve Aquilanti (2011), laktokoklarin antibiyotik direng/duyarlilik
profillerini arastirmislar ve bazi suslarin tet (M) ve erm (T) genleri tasidigi,
ancak ¢ig siitten yapilan peynirden izole edilen K214 susunun en azindan 3
farkli plazmid yerlesimli kloramfenikol, tetrasiklin (tet (S)) ve streptomisin
direng geni tasidig1 belirtilmistir. tet (S) geninin varligi Leuconostoc citreum igin
de bildirilmigtir, erm (B) geni Pediococcus acidilactici’ nin ii¢ susunda tespit
edilirken, yine ayni bakterinin bir izolatinda aac (6')-aph (2') geni saptanmuistir.

Pan vd. (2011), 11 tane Cin fermente gidasindan, klinik a¢idan 6nemli yedi
antibiyotige (kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin, siprofloksasin, ampisilin,
klindamisin ve eritromisin) karst diren¢ arastirmak icin LAB izolasyonu
yapmiglardir. Antibiyotiklere direngli olarak bulunan LAB yaygin olarak,
geleneksel Cin fermente gidalarinda ve siklikla ¢ig materyalden imal edilmis
gidalarda tespit edilmistir. Direng etkisi fermente sebzelere oranla, fermente
sucuklarda/sosislerde daha fazla bulunmustur. 202 antibiyotige direngli LAB
izolat1 icinde 14’ niin 7 antibiyotige karst MIK’ leri arastirilmistir. Birden ¢ok
direng goézlenen bu 14 susta PCR yontemi ile diren¢ genleri aranmistir. tet (M)
ve erm (B) genlerinin her ikiside plazmidik ya da kromozomalken, aph (A3)
geni sadece plazmidik, mef (A) geni ise sadece kromozomal olarak bulunmustur.
Bunun disinda gyr (A), bla (Z) ve catypso; genleri bulunamamistir. Sonuglar
gostermistir ki, LAB antibiyotik direngliliginin gidalara ve ¢evreye yayilmasinda
biiyiik rol oynamaktadir.

Nawaz vd. (2011), Cin Xi’da fermente gidalardan izole ettikleri LAB’ nde
fenotipik ve molekiiler analizlerle antibiyotik direnclilik analizi yapmuislardir.
Izole edilen LAB suslarinin cinsleri yapilan 16S rRNA gen analizi sonucu
Lactobacillus (n = 73) ve Streptococcus thermophilus (n = 11) olarak
belirlenmigtir. Biitiin suslar ampisilin, basitrasin ve sefsulodine duyarli ve
nalidiksik asit, kanamisin ve vankomisine (L. bulgaricus, L. acidophilus ve S.
thermophilus digindakiler) dogal direngli bulunmustur. Bazi suslarin penisillin (n
= 2), eritromisin (n = 9), klindamisin (n = 5) ve tetrasikline (n = 14) direngli
olduklar1 gorilmistiir. erm (B) gen varligi L. fermentum, L. vaginalis, L.
plantarum, L. salivarius, L. acidophilus, L. animalis ve S. thermophilus
suslarinin her birinde gozlenmistir. tet geni geleneksel gidalardaki 12 laktobasil
susunda bulunmus olup, ilk kez L. brevis ve L. kefiri’ de tet (S) geni
tanilamiglardir. L. fermentum NWL24 ve L. salivarius NWL33’ deki erm (B)
geninin ve L. plantarum NWL22 ve L. brevis NWL59’ daki tet (M) geninin filtre
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yontemi ile bagarili bir sekilde Enterococcus faecalis 181° e transfer edildigini
bildirmislerdir.

Adimpong vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, daha onceden Afrika’daki
ti¢ farkli fermente gida iiriiniinden izole edilen 33 LAB susu (GTG)s esasl rep-
PCR yontemi ve 16S rRNA gen sekansi ile karakterize edilmistir. Daha sonra
yapilan spesifik PCR teknikleri ile yakin akrabalik ayrimlari belirlenmistir.
Sonraki agsamada bu izolatlarin broth dilisyon yontemi ile antibiyotik direnclilik
profilleri ¢ikartilmistir. Molekiiler biyoloji metodlar1 ve fenotipik testlerle
(katalaz testi, glukozdan CO; iiretimi, koloni ve hiicre morfolojisi) Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus ghanensis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus ve Weissella confusa suslari
tanmilanmastir. Bu  bakterilerin  ampisilin, kloramfenikol, klindamisin ve
eritromisine duyarli fakat vankomisin, kanamisin ve streptomisine direncgli
olduklart belirlenmigtir. Tetrasiklin ve gentamisin antibiyotiklerinde degisken
duyarlilik profilleri gozlenmistir. Lb. plantarum, Lb. salivarius, W. confusa
(SK9-5 susu hari¢) ve Lb. fermentum suslar1 tetrasikline duyarliyken,
Pediococcus ve Lb. ghanensis suslar1 direngli bulunmustur. Gentamisin i¢in
Leuco. pseudomesenteroides, Lb. ghanensis ve P. acidilactici suslart 64 mg/L
MiK degerindeyken baz1 W. confusa ve Lb. plantarum suslar1 siras1 ile 16 mg/L
ve 32 mg/L MIK degerine sahip olduklar1 belirtilmistir.

Thumu ve Halami (2012), farkli gida orneklerinden eritromisine direngli
LAB’lerini segici besiyeri kullanarak izole etmislerdir. Enterococcus durans,
Enterococcus faecium, Enterococcus lactis, Enterococcus casseliflavus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  fermentum, Pediococcus pentosaceus ve Leuconostoc
mesenteroides tiirleri olarak tanilanan 60 izolatin %88’ in de erm (B) geni tespit
etmiglerdir. Effluks geni msr (A) E. faecium, E. durans, E. lactis, E.
casseliflavus, P. pentosaceus ve L. fermentum izolatlarinda tanilanmistir, ayrica
msr (A) geni i¢in yapilan sekans analizi sonucunda msr (C) geniyle homolojisi
ortaya ¢ikmustir. Lactobacillus tiirlerinde tetrasiklin direnci tet (M), tet (W), tet
(0), tet (K) ve tet (L) genlerinin biri ya da bunlarin kombinasyonu ile olusmakta
oldugu belirlenmistir. tet (K) ve tet (L) tetrasiklin effluks geni olarak P.
pentosaceus ve Enterococcus tiirlerinde bulunmustur.
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Zhou vd. (2012) tarafindan Cin’de farkli cografyalardan alinan yogurtlardan,
ampisilin, penisilin G, roksitromisin, kloramfenikol, tetrasiklin, klortetrasiklin,
linkomisin, kanamisin, streptomisin, neomisin ve gentamisine duyarli 43 LAB
izole edilmigtir. 43 izolatin RAPD (Rastgele Arttirilmisg Polimofik DNA) analizi
ile tir tanist yapilmistir (18 Lactobacillus bulgaricus ve 25 Streptococcus
thermophilus). Antibiyotik direngliligi i¢in agar diliisyon yontemi kullanilmis
olup, test edilen bakterilerin arasinda direnglilik dagilimi, 35 susta ampisilin,
kloramfenikol, Kklortetrasiklin, tetrasiklin, linkomisin, streptomisin, neomisin ve
gentamisin olarak bulunmustur. Test edilen biitin S. thermophilus suslarinin
penisilin G ve roksitromisine duyarli oldugu bulunmusgtur. Buna karsin Lb.
bulgaricus suslariin penisilin G ve roksitromisine sirasiyla % 23,5 ve % 64,7
oraninda direngli oldugu tespit edilmistir. Ayrica biitiin S. thermophilus ve Lb.
bulgaricus suslar1 kanamisine direngli bulunmustur. PCR yéntemi ile aranan
direng genleri sonucunda, 1 Lb. bulgaricus ve 2 S. thermophilus izolatinda tet
(M), 2 Lb. bulgaricus ve 2 S. thermophilus izolatinda ant (6), 5 Lb. bulgaricus
ve 2 S. thermophilus izolatinda aph (3)-I1la genleri bulunmustur. Lb. bulgaricus
ve S. thermophilus suslarinda ilk kez aph (3')-1lla ve ant (6) genleri tespit
edilmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma Ornekleri

Laktik asit bakterilerini izole etmek amaciyla Aydin Merkez’de yer alan
mandiralardan, marketlerden ve halk pazarlarindan/ev yapimi yogurt cesitleri
(kaymakli, kaymaksiz, siizme ve meyveli), kefir, lor ¢esitleri (tulum ve kasar),
¢Okelek cesitleri (karacaotlu ve normal), beyaz peynir, tulum peyniri ¢esitleri
(Izmir, Erzincan, Bergama, Odemis), ve koyun peyniri cesitleri (Ezine, Edirne,
normal) olmak iizere toplam 48 farkli marka ve ornek materyal olarak
kullanilmistir (Cizelge 3.1.). Ornekler 4-6 saat icerisinde Adnan Menderes
Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarmna getirilerek bakteri

izolasyonu iglemlerine baglanmistir.

Cizelge 3.1. Fermente siit iiriinleri ve alindiklar yerler.

Sira Materyal Alindig1 Yer
1. Beyaz Peynir Marka 1 Tam Yagli Beyaz Peynir (Kutu)
2. Beyaz Peynir Marka 2 (Kutu)
3. Beyaz Peynir Marka 3 Tam Yagli Beyaz Peynir (Kutu)
4. Beyaz Peynir Marka 4 Tam Yagli Beyaz Peynir (Kutu)
5. Beyaz Peynir Mandira 1
6. Beyaz Peynir Mandira 2
7. Beyaz Peynir Mandira 3
8. Beyaz Peynir Mandira 4
9. Beyaz Peynir Mandira 5
10. Cokelek Mandira 5
11. Cokelek (Karacaotlu) Mandira 4
12. Kefir Marka 5
13. Kefir Marka 6
14. Kefir Marka 7
15. Kefir Ev Yapimi
16. Koyun Peyniri Mandira 5
17. Koyun Peyniri (Edirne) Mandira 3
18. Koyun Peyniri (Ezine) Marka 8 (Paket)




Cizelge 3.1. Devami
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Sira Materyal Alindig1 Yer

19. Koyun Peyniri (Ezine) Marka 9 (Paket)

20. Koyun Peyniri (Koy) Mandira 6 (Market)

21. Koyun Peyniri (Tulum) Mandira 4

22. Lor Marka 10

23. Lor Marka 11

24. Lor Mandira 3

25. Lor Mandira 4

26. Lor (Tulum) Mandira 3

27. Lor (Tulum) Marka 12

28. Tulum Peyniri Mandira 4

29. Tulum Peyniri Mandira 5

30. Tulum Peyniri (Bergama) Mandira 5

31. Tulum Peyniri (Erzincan) Marka 13 (Paket)

32. Tulum Peyniri (Izmir) Marka 14 (Paket)

33. Tulum Peyniri (izmir) Marka 1 (Paket)

34. Tulum Peyniri (izmir) Mandira 2

35. Tulum Peyniri (Izmir) Mandira 3

36. Tulum Peyniri (Odemis) Mandira 3

37. Yogurt Mandira 2

38. Yogurt Mandira 4

39. Yogurt Marka 1 Dogal Yogurt (Kap)

40. Yogurt Marka 10 Kaymaksiz Yogurt (Kap)
41. Yogurt Marka 15 Dogal Yogurt (Kap)

42. Yogurt (Meyveli) Marka 2 Tropik Meyveli

43. Yogurt (Siizme) Aydin Merkez Halk Pazari

44. Yogurt (Siizme) Ev yapimi, Aydin Merkez Halk Pazari
45. Yogurt (Siizme) Ev yapimi, Aydin Merkez Halk Pazari
46. Yogurt (Siizme) Ev yapimi, Aydin Merkez Halk Pazar
47, Yogurt (Siizme) Ev yapimi, Aydin Merkez Halk Pazar1
48, Yogurt (Yarim Yaglh Mandira 6

Stizme)




24

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Besiyerleri
MRS Broth (Merck)

Kazein pepton 10,0 g/L, Et 6ziitii 10,0 g/L, Maya 6ziitii 4,0 g/L, D (+) glukoz
20,0 g/L, Di-potasyum hidrojen fosfat 2,0 g/L, Tween 80 1,0 g/L, Di-amonuyum
hidrojen sitrat 2,0 g/L, Sodyum asetat 5,0 g/L, Magnezyum siilfat 0,2 g/L,
Manganez siilfat 0,4 g/L

52,2 g ortam 1 litre distile suda ¢oziiliir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. Stok
kiiltiirlerin aktiflestirilmesinde kullanilmigtir.

MRS Agar (Merck)

Kazein pepton 10,0 g/L, Et 6ziitii 10,0 g/L, Maya o6ziitii 4,0 g/L, D (+) glukoz
20,0 g/L, Di-potasyum hidrojen fosfat 2,0 g/L, Tween 80 1,0 g/L, Di-amonuyum
hidrojen sitrat 2,0 g/L, Sodyum asetat 5,0 g/L, Magnezyum siilfat 0,2 g/L,
Manganez siilfat 0,04 g/L, Agar-agar 14,0 g/L

66,2 g ortam 1 litre distile suda ¢ozilir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. 45
°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiiliir. 50 mg/L siklohegzimit
icerecek sekilde hazirlanan MRS Agar plaklari ilk izolasyonda kullanilmustir.
Siklohegzimit icermeyen MRS Agar plaklar1 ise saflagtirma ve calismanin
ilerleyen sathalarinda stok kiiltiirlerin aktiflestirilmesinde kullanilmigtir.

LSM Broth
%90 Iso-Sensitest™ Broth (Oxoid) + %10 MRS Broth (Merck) (Klare vd.,2005).

Iso-Sensitest™ Broth (Oxoid) 21,06 g, MRS Broth (Merck) 5,22 g tartilir ve 1
litreye tamamlanir. Belirtilen oranlarda hazirlanan modifiye besiyeri, 121°C’ de
15 dakika otoklavlanir. Agar dillisyon yoOnteminde baglangi¢ kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmistir.
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LSM Agar

%90 Iso-Sensitest™ Broth (Oxoid) + %10 MRS Broth (Merck) + Toplam
hacmin % 1,5 u kadar Agar (Fluka) (Klare vd.,2005).

Iso-Sensitest™ Broth (Oxoid) 21,06 g, MRS Broth (Merck) 5,22 g ve 15 g Agar
(Fluka) tartilir ve 1 litreye tamamlanir. Belirtilen oranlarda hazirlanan modifiye
besiyeri, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril petrilere dokiiliir. Agar dilisyon yonteminde antibiyotikli besiyerlerinin
hazirlanmasinda ve Got’s inaktivasyon testinde kullanilmistir.

Cozeltiler
% 0,1’ lik Peptonlu Su Cozeltisi

0,1 g Pepton (Lab M) 100 mL distile suda ¢ozdiiriiliir. Sterilizasyon i¢in 121 °C’
de 15 dakika otoklavlanir. Izolasyon asamasinda seyreltme sivisi olarak

kullanilmustir.

% 0,9’ luk Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (FTS)

0,9 g NaCl (Riedel-de Haén)100 mL distile su igerisinde ¢oziiliir. Sterilizasyon
icin 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir. Agar Diliisyon Yo6nteminde inokiilumlari
standardize etmek i¢in kullanilmistir.

Siklohegzimit Cozeltisi (S0mg/mL), (Sigma)

0,5 g/L olarak hazirlanan steril stok ¢ozeltiden 40 mL alinarak, 360 mL’ lik
MRS Agar igeren steril besiyerlerine eklenmistir. Sonugta final konsantrasyon
50 mg/L olmustur.

% 3’ liik Hidrojen Peroksit (H,O,) Cozeltisi

3 mL H;O, 100 mL balon jojeye konduktan sonra distite su ile 100 mL

tamamlanir. Katalaz testi i¢in kullanilmigtir.
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% 20’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat), (Sigma)

20 g SDS (Sigma) tartilarak 100 mL steril distile suda ¢ozdirilir. DNA

izolasyonunda lizis iglemi i¢in kullanilmigtir.
Proteinaz K (20 mg/ml), (Sigma)

20 mg Proteinaz K tartilarak 1 mL steril distile suda ¢ozdirilir. DNA
izolasyonunda kullanilmistir.

Sodyum Asetat (3 M pH 5.5)

Toz haldeki Sodyum Asetattan (Sigma) 3 M’ lik ¢6zelti hazirlanir ve pH glasiyel
asetik asit ile 5.5° e ayarlanir. DNA izolasyonunda kullanilmisgtir.

Lizis Tamponu (pH 8.0)

Tris-HCI (Riedel-de Haén), (50 mM); 0,79 g, EDTA (Sigma) (20 mM);0,74 g,
Glukoz (Sigma); 0,99 g.

Once Tris-HCI sonra EDTA ¢bziiliir ve iizerine glukoz ilave edilir. Son hacim
100 mL olacak sekilde distile suda ¢6ziiliir. 0,1 M NaOH ile pH 8.0’¢ ayarlanir.
DNA izolasyonunda bakteri hiicrelerini par¢alamak amaciyla kullanilmustir.

5X TBE Tamponu

Tris-baz (Sigma); 54 g/L, Borik asit (Riedel-de Haén) 27,5 g/L, EDTA.2H,0;
(Sigma) 3,72 g/L.

Tampon igerigindeki maddeler tartildiktan sonra, distile su ile hacim 1 litreye
tamamlanir, pH 8.13-8.30’a ayarlanir. 5 kat seyreltilerek agaroz jelin
hazirlanmasinda ve elektroforezde tampon ¢ozelti olarak kullanilmigtir.

% 1’lik ve % 1,5’ luk Agaroz Jel (Sigma)

1 g/ 1,5 g agaroz iizerine 100 mL 1X TBE tamponu eklenir ve mikrodalga
firinda 1sitilarak homojen hale getirilir. Sogutulduktan sonra 5 pL. SafeView™
Classic (Applied Biological Materials, Inc.) eklenerek elektroforez tankina
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dokiilir. Genomik DNA’lar1 ve PCR iiriinlerini elektroforezde goriintiilemek

i¢in kullanilmgtir.
6X Yiikleme Tamponu
% 0,015 Bromfenol Mavisi, % 0,015 Xylene Cyanol FF, % 30 Gliserol.

0,015 g Bromfenol Mavisi ve 0,015 g Xylene Cyanol FF tartilarak {izerine 30
mL Gliserol eklenir. Steril distile su ile 100 mL’ ye tamamlanir. Elektroforezde,

DNA ve PCR firiinlerinin agaroz jele yiliklenmesinde kullanilmistir.
Skim Milk Cézeltisi (Fluka)

20 g Skim milk, 100 mL distile suda ¢oziildiikten sonra, 118 °C’de 10 dakika
otoklavlanir. Izolat stoklarmin -20 ve -80 °C’de muhafaza edilmesinde

kullanilmustir.
Gram’in Kristal Viyole Boyasi

Kristal viyole; 2,0 g, Alkol (%95°1ik); 20 mL, Amonyum oksalat; 0,80 g, Distile
su; 80 mL.

Kristal viyole alkolde; Amonyum oksalat distile suda ¢oziilir ve iki ¢ozelti
karistirilir. Gram boyamada kullanilmigtir (Tamer vd., 1984).

fyot Cozeltisi
Iyot; 1,0 g, Potasyum iodine; 2,0 g, Distile su; 300 mL.

Potasyum iodine ve iyot porselen kapta déviilerek karistirilir. Uzerine distile su
eklenerek karisitirilir. Gram boyamada kullanilmigtir (Tamer vd., 1984).

Gram Safranin Boyasi
Safranin; 0,25 g, Etanol (%95°1ik); 10 mL, Distile su; 100 mL.

0,25 g safranin, etanolde ¢oziiliir, lizerine distile su eklenir. Filtre kagitindan
stiztiliir. Gram boyamada kullanilmigtir (Tamer vd., 1984).
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3.2. Yontem
3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Alman ornekler aseptik kosullarda 25 g olacak sekilde tartilip, 225 mL % 0,1’
lik steril peptonlu su ¢6zeltisinde homojenize edilmistir. Sivi halde olan kefir
orneklerinden ise steril pipet yardimiyla 25 mL alinarak yine 225 mL % 0,1’ lik
steril peptonlu su ¢ozeltisinde homojenize edilmistir. Her 6rnek % 0,1° lik steril
peptonlu su iceren tiiplerde 1/10 olacak sekilde ardigik olarak seyreltilmistir. Her
bir seyreltmeden 0.1 mL alinarak 50 mg/L siklohegzimit i¢ceren MRS agar
petrilerine yayma ekim yapilmustir. 35° C’de anaerob kosullarda (Anaerocult A
Gas Generating System Sigma) 48 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden koloniler
secilerek saflastirilmistir (Azadnia ve Nazer, 2009).

3.2.1.1. Morfolojik Ozellikler
Gram Boyama

Izolatlarin, Gram &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, Gram boyamalari
yapilmigtir. Bunun igin, ilk izolasyon evresinde saflastirilan kiiltiirlerden (24
saatlikten az) lam fizerine, distile su ile yayilarak, preparat hazirlanmistir.
Hazirlanan preparatlar, havada kurutularak, ateste fikse edildikten sonra,
Gram’in kristal viyole boyasi ile 1 dakika boyanmis ve distile su ile yikanmugtir.
Havada kurutulduktan sonra, iyot c¢ozeltisi ile 1 dakika muamele edilen
preparatlar, distile su ile yikanip, tekrar havada kurutulmustur. Daha sonra alkol
(% 95) ile 15 saniye muamele edilip en son Gram’in safranin boyasi ile 30
saniye boyanmustir. Distile su ile yikandiktan sonra havada kurutulan preparatlar
mikroskopta (Olympus CX21FS1, Japan), 100x’lik immersiyon objektifinde
incelenmigtir. Laktik Asit Bakterileri Gram pozitif 6zellik tasidigi i¢in Gram

Pozitif olan izolatlar se¢ilmistir.
3.2.1.2. Biyokimyasal Ozellikler
Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek amaciyla ilk
izolasyon esnasinda saflastirilan izolatlar temiz bir lam {izerine alinip % 3’Lik
H,0, ¢o6zeltisi damlatilmistir. Gaz kabarciklarmin olusumu Kkatalaz testi
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acisindan pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer vd., 1984). Laktik Asit
Bakterileri Katalaz negatif olduklarindan katalaz negatif olan izolatlar

secilmistir.

[k etapta Gram pozitif ve katalaz negatif oldugu belirlenen koloniler laktik asit
bakterileri olarak saflastirilmistir ve stok kiiltiirleri ADU Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji Laboratuarinda skim milk i¢inde -20 °C’de muhafaza
edilmektedir.

3.2.2. Laktik Asit Bakterilerinden Genomik DNA izolasyonu

Laktik asit bakterilerinin genomik DNA’lar1 Ronimus vd. (1997)’nin fenol-
kloroform yontemi (modifiye edilerek) ve InstaGene Matrix DNA izolasyon Kiti
(Bio-rad) ile izole edilmistir.

Fenol-kloroform yonteminde, Oncelikle izolatlarin, MRS agar ortaminda
anaerobik kosullarda 48 saatlik kiiltiirleri hazirlanmigtir. Bu kiiltiirlerden, steril
plastik 6ze yardimiyla birka¢ koloni alinarak, iginde 500 pL lizis tamponu
bulunan eppendorf tiiplerinde siispanse edilmistir. 10 saniye vorteks yapilan
ornekler, 13.000 rpm’ de 5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmis ve
tiiplerdeki pellet iizerine 75 pL lizozim (20 mg/ml) ve 425 pL lizis tamponu
eklenmigtir. Tipler alt-iist edilerek karistirilmig ve 37 °C’de, 30 dakika inkiibe
edilmigtir. 25 pL. SDS (%20°lik) eklenerek 37 °C’de 30 dakika daha inkiibe
edilmigtir. Daha sonra 10 pL Proteinaz K ile muamele edilen 6rnekler, 50 °C’de
1 saat bekletilmistir. Tiiplere (v/v) olacak sekilde fenol: kloroform: izoamil alkol
(Riedel-de Haén) karisimindan eklenmis ve 13 000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Ustteki berrak faz toplanarak 1/10 (v/v) oraninda Na-asetat (3
M, pH 5.5) eklenmis ve tiipler alt-iist edilerek karistirtlmistir. Tekrar esit
hacimde (v/v) olacak sekilde isopropanol eklenerek -20 °C’ de 30 dakika
bekletilen tiipler 13 000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
atilarak pelletin iizerine 500 pL etil alkol (%70) eklenmistir. 15 000 rpm’de 15
dakika santrifiijlenen orneklerden siipernatant tekrar atilmis ve tiipler 50 °C lik
etiivde tutularak alkol uzaklagtirilmigtir. Pellet iizerine 100 pL steril distile su
eklenmis ve bir gece 37 °C’de DNA nin ¢dziinmesi icin inkiibe edilmistir. izole
edilen DNA’lar kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmigtir. Genomik
DNA’y1 gorlintilemek amaciyla orneklerin % 1’lik agarozda elektroforezi
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yapilmigtir  (Thermo EC330). Elektoroforez sonunda, DNA bantlari
goriintiilemek i¢in (UVP LM-20E) cihazi kullanilmustir.

InstaGene Matrix DNA izolasyon kiti (Bio-rad) ile, iginde 1 mL steril su
bulunan eppendorf tiiplerine izolatlardan birer koloni almarak silispansiyon
yapitlmistir. 10000 - 12000 rpm’ de 1 dakika santrifiijlenen Orneklerden
siipernatant uzaklastirllmigtir. Pellet iizerine 200 upl InstaGene Matrix
eklendikten sonra 56 °C’de 15-30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
yiksek devirde 10 saniye vortekslenen ornekler, 100 °C’de 8 dakika inkiibe
edilmistir. Tekrar yiiksek devirde 10 saniye vortekslenen 6rnekler 10.000-12.000
rpm de 2-3 dakika santrifiijlenmistir. Izole edilen DNA’lar kullanilana kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir. Kullanilmadan 6nce her seferinde yiiksek devirde 10
saniye vortekslenip, 10000 - 12000 rpm de 2-3 dakika santrifiijlenmistir. Islem
sonucunda DNA kaynagi olarak iistteki berrak faz kullanilmustir.

Izole edilen DNA’ lar 16S rRNA analizlerinde ve antibiyotik direng genlerinin

taranmasinda kullanilmistir.
3.2.3. Toplam Genomik DNA’ nin Kantitatif ve Kalitatif Tayini

Izole edilen DNA’ larin kantitatif tayini ADU Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Arastirma Laboratuvarinda Nano Spektrofotometre (Thermo NanoDrop
2000/2000c) ile yapilmistir. Cihazin ¢alisma prensibine gore, 1uL DNA ile
absorbanslar dl¢iilmiistiir. 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri ile agsagidaki
formiil kullanilarak DNA” larin konsantrasyonlar1 hesaplanmisgtir.

Cona = OD26p nm X SK x 50

OD: Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri)
SK: Sulandirma katsayis1

50: 260 nm’de 1 optik dansitenin igerdigi DNA miktar1

Izole edilen DNA’larin son konsantrasyonlar1 50 pL’de 20 ng olacak sekilde
standart hale getirilmistir.
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A260 ve A280 nm’de Olgiilen absorbans degerlerinden yararlanilarak DNA
orneklerinin kalitatif tayini yapilmistir. A260/A280 orani 1,8 ile 2 arasinda olan
DNA” lar kullanilabilir olarak kabul edilmistir (Turner vd., 2004).

3.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rDNA Yo6ntemi ile Tamilanmasi

LAB’ nin genomik DNA’lar1 izole edildikten sonra 16S rDNA geni 20F (5'-
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') ve 1390R (5'- GAC GGG CGG TGT
GTA CAA-3') primerleri kullanilarak yaklagik 1300 baz ciftlik bolge PCR ile
¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonu karisimi Cizelge 3.2.” deki gibi hazirlanmustir.

16S rRNA geni i¢in kullamilan PCR Kkosullart 94 °C’de 5 dakikalik 6n
denaturasyon, 94 °C’de 30 sn denaturasyon, 55 °C’de 30 sn baglanma ve 72
°C’de 1dakika 30 sn uzamadan olusan 35 dongiilik amplifikasyon ve 72 °C’de
15 dakikalik final uzamadan olusacak sekilde programlanmigtir (Bioer Life
Express TC-96 / G/ H (b) Thermal Cycler ).

Cizelge 3.2. 16S rRNA genini ¢ogaltmak i¢in hazirlanan PCR karigimu.

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim
PCR buffer (10x, +KCI, -MgCI2) 5uL
MgCI2 (25 mM) 4 ulL
dNTP(10 mM) 1uL
Primer F (20 pMol) 1uL
Primer R (20 pMol) 1ul
Taq Polimeraz (5U/ul) 0,4 uL
Steril distile su 36,1 uL
DNA (20ng/uL) 1,5uL
TOPLAM: 50 pLL

PCR iiriinlerinden 5 pL alinarak {izerine 2 pL. 6X yiikleme tamponu eklenmis ve
ornekler, %5 pL SafeView™ Classic (Applied Biological Materials, Inc.) iceren,
% 1,5° luk agoraz jelde, 80 voltta, 45 dakika yiritilmiistiir. Baz biytikligi
tespiti i¢in, 1 kb’lik marker (Fermentas GeneRuler™) kullanilmustir. Dizi analizi
icin Macrogen Firmasina (Kore) gonderilen 6rneklerin sekans sonuglari gen
bankas1 (www.ncbi.nlm.nih.gov ) adresinde yer alan Nucleotide-nucleotide
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BLAST (blastn) programi kullanilarak karsilastirnllmis  ve homolojiler
belirlenmistir.

3.2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direngliliklerinin Fenotipik
Olarak Belirlenmesi

Antimikrobiyal 6&zellikli ilaglara karst duyarlilik, bircok yontem ile
saptanabilmektedir. Rutin laboratuvarlarda uygulanan testlerde, genellikle
ilaglarin inhibitor (bakteriyostatik) aktivitesi degerlendirilir. Bu amagla
uygulanan yontemlerin baginda kati veya sivi besiyerlerinde seyreltme
(diliisyon) yontemleri, disk difiizyon yontemi, gradiyent difiizyon (E-test)
yontemi ve antimikrobiyal maddeleri inaktive eden enzimlerin saptanmasi
(Gots’ Testi) yontemi gelebilir (Giilay, 2002).

Izole edilen LAB suslarinda antibiyotik direncini belirlemek {izere tetrasiklin,
vankomisin, kloramfenikol, gentamisin, siprofloksasin, eritromisin, ampisilin,
meropenem, teikoplanin ve linkomisin antibiyotikleri kullanilmistir. Bunun igin
agar diliisyon yontemi tercih edilmistir.

3.2.5.1. Agar Diliisyon Yontemi

Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal ajanlar etkinligini (potensi) sertifikalandirmig firmalardan temin
edilmistir. Hazirlanacak antibiyotigin etkinligi % 100’ den az ise baslangi¢
tarttminda bu fark g6zoniine alinarak, stok antibiyotik soliisyonlar: 100 mg/mL
olacak sekilde hazirlanmistir ve c¢alisma siiresince -20° C’ de saklanmistir
(Tetrasiklin her seferinde anlik hazirlanmstir).

Antimikrobiyal ajanlarin ¢oziiciileri ve sulandiricilar1 CLSI (Vol. 27 No:2 p 33-
34) tarafindan onerilen sekilde hazirlanmigtir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. Antimikrobiyal ajanlarin ¢oziiciileri ve sulandiricilari.

Antimikrobiyal Ajan Coziicii Sulandirici
Ampisilin Fosfat Tamponu, Fosfat Tamponu, pH:

pH:8.0,0.1 mol/L 6.0, 0.1 mol/L
Eritromisin %95 Ethanol Su
Gentamisin Su Su
Kloramfenikol %95 Ethanol Su
Linkomisin Su Su
Meropenem Su Su
Siprofloksasin Siispansiyon halde Su
Teikoplanin Su Su
Tetrasiklin Su/DMSO Su
Vankomisin Su Su

Antimikrobiyal Ajanlarin Konsantrasyon ve Diliisyon Hesaplari

Antibiyotik konsantrasyonlar: 0-128 pg/mL araliginda (sadece Siprofloksasin O-
64 nug/mL araliginda) olacak sekilde hazirlanmustir.

128ug/mL’ lik en yogun seyreltme stogunu hazirlamak igin;
VXCxF=W

V: Ik seyreltme tiipiindeki sulandiricinin hacmi

C: Istenilen final konsantrasyon (128 ug/mL, Siprofloksasin i¢in 64 pg/mL)
F: Herbir petri i¢in kullanilacak agarin final hacmi

W: Hacim bagina diisen antibiyotik miktar1

Ornek olarak:

4mL x 128 pg/mL x 20 mL = 10240 pg/mL



34

Stoklarimiz 100 mg/mL oldugu i¢in, ilk seyreltme tiipii olan ve igcinde 4 mL
steril distile su bulunan tiipten 102,40 uL suyu uzaklastirdiktan sonra 102,40 uL
antibiyotik stogundan (100 mg/mL’ lik) eklenmistir.

Diliisyonlar; her bir antibiyotik i¢in, 1 adet 4 mL steril distile su i¢eren tiip ve 11
adet 2 mL steril distile su igeren tiip serileri 6nceden hazirlanmistir. Yukaridaki
ornekteki gibi her bir antibiyotik ig¢in hazirlanan 4 mL’ lik 128 pg/mL
konsantrasyona sahip tiiplerden 2’ ser mL almip Sekil 3.1.” de gosterildigi gibi
128 pg/mL’ den 0,0625 pg/mL’ ye kadar seyreltmeler yapilmistir.
Siprofloksasin, konsantrasyonu 128 ug/mL’ den az olan bir ¢6zelti halinde temin
edildiginden dolayi, seyreltmesi 64 pg/mL’ den 0,0625 pg/mL’ ye kadar
yapilmistir.

1 64 pg/mL 32 ug/mL 16 ug/mL 8pg/mL 4ug/mL 2pg/mL 1 ug/mL 0,5 pg/mL 0,25 pg/mL 0,125 pg/mL 0,0625 pg/mL

4 ml
128 pg/mL

Sekil 3.1. Seyreltme serileri.

Antibiyotikli Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismanizda LAB icin antibiyotik MIK (Minimal Inhibitér Konsantrasyonu)
degerlerini saptamakta kullanilan ve literatiirde tavsiye edilen (Klare vd., 2005).
LSM besi yeri kullanilmigtir. Daha 6nceden tizerlerine antibiyotik isimlerinin ve
konsantrasyonlarinin yazildigi bos steril petrilere, hazirlanan antibiyotik

seyreltmelerinden 1’er mL dagitilmistir.

LSM besiyeri ‘Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler’ baslhigr altinda belirtildigi
gibi hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri, 19 mL’ ye ayarlanmis ve otoklavda 121
°C’ de 15 dakika steril edilmis dispanser yardimiyla antibiyotik seyreltmeleri
bulunan petrilere dokiilmiistiir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Antibiyotikli besiyerlerinin hazirlanisi.

Hazirlanan antibiyotikli besiyerlerinin uzun siire saklanmadan kullanilmasi
gerekmektedir. Ozellikle Tetrasiklin igeren besi yerleri hazirlanir hazirlanmaz
kullanilmasi tercih edilmelidir. Saklama islemi ise karanlikta ve 2-8 °C’ de 4
giinii gegmeyecek sekilde yapilmalidir.

Multipoint Inokiilatér Kullanim i¢in Yapilan On Hazirhiklar

Baslangig kiiltiirleri hazirlanirken, MRS Agarda aktiflestirilmis olan izolatlardan
tek koloni almip, steril eppendorf igerisindeki 1 mL LSM Broth ortamia ekim
yapilmistir. Eppendorflar, 35 °C’ de gecelik inkiibasyona birakilmigtir.

Inokiilum siispansiyon konsantrasyonunu hazirlanirken, antibiyotikli besi
yerlerine, her 6rnekten 1-2 x 10° CFU/mL degerinde bakteri olacak sekilde ekim
yapilacagi goz oniine alinmalidir.

Bizim kullandigimiz multipoint inokiilat6riin inokiilatér basliklart 2 pL’ lik
damlaciklar halinde ekim yapmaktadir (Sekil 3.3.). Final konsantrasyon olarak
1-2 x 10* CFU/mL degerini elde edebilmek igin, gecelik inkiibasyon sonucunda
kiiltiirlerin yaklasik olarak 1-2 x 10° CFU/mL degerinde oldugu kabul edilir. Bu
dogrultuda gecelik kiiltiirlerden 100 kat seyreltme yapilip bu deger 1-2 x 10’
CFU/mL degerine ¢ekilmistir.
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Sekil 3.3. Multipoint inokiilatoriin inokiilator basliklari.

Inokiilatér baslhiklarinin her seferinde 2 pL’ lik damlacik alip ekim yapacag: ve
bu isi birgok kez gerceklestirecegi hesaplanmustir. Bu ylizden, multipoint
inokiilatore yerlestirilecek olan ve iginde inokulum bulunan plate igerisine,
hazirlanan 1-2 x 10’ CFU/mL degerindeki bakteri siispansiyonlarindan 200 pL
yiikleme yapilmustir. Bu islem sonucunda 10’ CFU/mL deger, 2 x 10° CFU/mL
degerine inmistir. Inokiilatér bashklarinin antibiyotikli besiyerlerine 2 pL’ lik
ekim yapmas1 sonucunda, inokulum igin final deger 2 x 10* CFU/mL olarak elde
edilmistir.

Multipoint Inokiilatériin Kullanim

ADU Bilim Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde bulunan otomatik
Multipoint Inokiilatér Sekil 3.4."de gosterilmistir.

Sekil 3.4. Otomatik multipoint inokiilator.
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Ekim islemlerine baslamadan 6nce kontaminasyonu engellemek i¢in inokiilator
basliklart 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanmistir. Ekim esnasinda da
kontaminasyonu engellemek icin inokiilator bagliklar1 o6zellikle farkli
antibiyotikli besiyerine gecildiginde % 70 lik Etil alkole batirilip, ateste
yakildiktan sonra sogutulup isleme devam edilmistir.

Hazirlanan antibiyotikli petrilere, en kii¢iik diliisyondan biiyiik diliisyona dogru
ekim yapilmigtir. Buna gore ilk olarak kontrol petrisine (iginde antibiyotik
bulunmayan LSM Agar), en son da en yiiksek konsantrasyona sahip petriye her
ornekten 2 x 10 CFU/mML olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekimlerden sonra
petriler sarsilmadan kapaklar istte olacak sekilde kurumaya birakilmistir. Daha
sonra anaerobik kosullarda (Anaerocult A Gas Generating System Sigma) 35 °C’
de 48 saat inkiibasyona birakilmiglardir.

3.2.5.2. MiK Sonuglarmin Yorumlanmasi

16S rRNA analizine gore tanilari yapilan LAB izolatlarmin MiK degerlerine
gore antibiyotik direnglilikleri yorumlanirken agirlikli olarak, European
Commission 2003 ve EFSA 2008 raporlarinda yer verilen antibiyotik sinir
degerleri kullanilmistir (Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.).

Lactococcus, Leuconostoc ve Streptococcus tiirlerinin siprofloksasin antibiyotigi
igin MIK degerleri Hummel vd. (2007)’ ye gére, Lactobacillus tiirleri iginde
Danielsen ve Wind (2003)’ e gére yorumlanmustir.

Meropenem ve teikoplanin antibiyotikleri igin ise >8 upg/ml olan MIK
degerlerinde bakteri “orta diizeyde direngli”, 32 pg/ml’nin tizerindeki degerlerde
ise bakteri antibiyotige “klinik olarak direnc¢li” kabul edilmistir (Walsh, 2003;
Daimmo vd., 2007).
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Cizelge 3.4. European Commission 2003 antibiyotik sinir degerleri (>).

Antibiyotik ERfeioc0Ecus EArErEcoccKs Pediococcus | Lactobacillus
Jaecium Jaecalis
Ampisilin ] > >**
Streptomisin 1024 32 16
Kanamisin/Neomisin 1024 1021; 32 32
Gentamisin 500 <00 4 1
Kloramfenikol 16 16 16 16
Tetrasiklin 16 16 16 16
Eritromisin 4 -4 4
Kinupristin/Dalfopristin 4 -+ 4
Vankomisin 8 R 47
Trimetoprim 8 16 32
Sipro/Enrofloksasin 4 16 4~
Linezolid 4 4 4
Rifampin 4 8 32

** Bazi tiirleri dogal direngli.

Cizelge 3.5. EFSA 2008 antibiyotik sinir degerleri (>).

+ —

= = S
= = Z = = = 2
£ % & § E & 7 EE 5 3
i E E BEs 3 €
E £ I & © R
< 5 & g 5 8 3% &2 &
Lactobacillus obligate homofermentative 1 2 16 16 16 1 1 4 4 4
Lactobacillus helveticus 1 2 16 16 16 1 1 4 4 4
Lactobacillus acidophilus group 1 2 16 16 16 1 1 4 4 4
Lactobacillus delbrueckii 1 2 16 16 16 1 1 4 4 4
Lactobacillus obligate heterofermentative 2 nr. 16 16 64 1 1 4 8 4
Lactobacillus reuteri 2 nr. 8 16 64 1 1 4 16 4
Lacrobacillus fermentum 1 nr 16 32 64 1 1 4 8 4
Lactobacillus facultative heterofermentative™® 4 nr 16 64 64 1 1 4 8 4
Lactobacillus plantarum 2 nr 16 64 nr. 1 1 4 32 8
Lactobacillus rhamnosus 4 nr 16 64 32 1 1 4 8 4
Lactobacillus paracasei 2 nr 32 64 nr. 1 1 4 4 4
Bifidobacterium 2 2 nr 128 0.5 0.25 1 8 4
Enterococcus 4 4 32 2 128 4 4 4 2 8
Pediococcus 4 nr 16 64 1 1 4 8 4
Leuconostoc 2 nr 16 16 64 1 1 4 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 64 2 4 4 4 8
Streptococcus thermophilus 2 4 32 64 64 2 2 4 4 4
Bacillus spp nr. 4 4 8 8 4 4 4 8 8
Propionibacterium 2 4 64 64 64 05 025 05 & 2
Diger Gram + 1 2 4 16 8 0.5 0.25 0.5 2 2

* Lactobacillus salivarius dahil.

n.r.: Dogal direngli.
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3.2.5.3. Gots’ Testi

Gots’ testi, penisilinaz etkisini gostermek igin Joseph S. Gots tarafindan bulunan
bir yontemdir. Temel prensibi, antibiyotik varliginda ¢ogalmayan bir bakterinin
bu antibiyotigi inaktive eden bir bakteri varliginda ¢ogalabilmesidir. Ortamdaki
antibiyotik, inaktive edici enzim tasiyan bakteri tarafindan etkisizlestirildiginde
indikator bakteri ¢ogalabilir hale gelir (Bozdogan, 2011).

Ampisilin, linkomisin, meropenem ve siprofloksasin antibiyotiklerine
“inaktivasyon yoluyla direng” varligmm belirlenmesi i¢in Gots’ testi
kullanilmustir. Bu dért antibiyotik icin MiK degerleri 1 pg/mL ve iizerinde olan
izolatlar se¢ilmistir. Gots testinde indikatdr mikroorganizma olarak Micrococcus
luteus ATCC 9341 ve E. coli DH10B kullanilmistir.

Siprofloksasine inaktivasyon yoluyla direnci belirlemek amaciyla indikator
bakteri olarak E. coli DH10B kullanilmigtir. LSM Agar petrileri tizerine, E. coli
DH10B’ den hazirlanan 0,5 MacFarland yogunlugundaki siispansiyon steril
ekiivyon ile yayilmistir (Sekil 3.5.). Kurumaya birakildiktan sonra bu petrilerin
tam ortasina siprofloksasin (Oxoid 5 pg) diski yerlestirilmistir. Ampisilin (Oxoid
10 pg), klindamisin (Oxoid 2 pg) ve meropenem (Oxoid 10 pg) antibiyotikleri
i¢in indikat6r bakteri olarak Micrococcus luteus ATCC 9341 kullanilmustir. Test
edilecek LAB suslarindan steril 6ze ile birka¢ koloni alinarak, petrinin ortasina
konan antibiyotik diskinden baslayip, petrinin kenarma dogru diiz bir c¢izgi
seklinde ekim yapilmistir. Bir petriye dort farkli LAB izolati ekilmigtir. Plaklar
anaerobik kosullarda (Anaerocult A Gas Generating System Sigma) 35 °C’ de 48
saat inkiibe edildikten sonra inaktivasyon varlig1 arastirilmistir.

Sekil 3.5. Indikator bakteri siispansiyonlarinin steril ekiivyon ile yayilmasi.
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3.2.6. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direngliliklerinin Genotipik
Olarak Belirlenmesi

Calismamizda izole edilen Laktik Asit bakterilerinde, MIK degerlerine
bakilmaksizin antibiyotik diren¢ genlerinin varlii PCR yontemiyle
arastirllmigtir. PCR i¢in kullanilan antibiyotik diren¢ primerleri, amplikon
uzunluklart ve PCR kosullar1 Cizelge 3.6." da verilmistir. Vankomisine dogal

direncli kabul edilen LAB izolatlarinda vankomisin direnci aragtirilmamastir.



Cizelge 3.6. Antibiyotik diren¢ primerleri, amplikon uzunluklar1 ve PCR kosullari.

Diren¢ Geni / i Amplikon .
Primer (5'-3") Reaksiyon Kosulu
Referans (bp)
Eritromisin
95 °C’de 5 dakika
95 °C’de 30 saniye
erm (A) ermAL TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA
) 645 52 °C’de 45 saniye 30 Dongii
(Sutcliff vd., ermA2:CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT
72 °C’de 2 dakika
1996)
72 °C’de 5 dakika
95 °C’de 5 dakika
95 °C’de 30 saniye
erm (B) ermBl: GAAAAGGTACTCAACCAAATA
. 639 52 °C’de 45 saniye 30 Dongii
(Sutcliff vd., ermB2: AGTAACCGTACTTAAATTGTTTAC
72 °C’de 2 dakika
1996)
72 °C’de 5 dakika
95 °C’de 5 dakika
95 °C’de 30 saniye
erm (C) ermC1l: TCAAAACATAATATAGATAAA
642 52 °C’de 45 saniye 30 Dongii
(Sutcliff vd., ermC2: GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
72 °C’de 2 dakika
1996)
72 °C’de 5 dakika




Cizelge 3.6. devami.

Diren¢ Geni / . Amplikon .
Primer (5'-3") Reaksiyon Kosulu
Referans (bp)
Gentamisin
95 °C’de 5 dakika
aac(6) aph(2") 95 °C’de 30 saniye
) aac(6’) aph(2"") F: CCAAGAGCAATAAGGGCATA
(Rojo-Bezares 220 60 °C’de 45 saniye 30 Dongii
aac(6') aph(2"") R: CACTATCATAACCACTACCG
vd., 2006) 72 °C’de 2 dakika
72 °C’de 5 dakika
Kloramfenikol
94 °C’de 5 dakika
cat
94 °C’de 1 dakika
(Cataloluk ve | cat-TC F: CATATCAAATGAACTTTAATA
718 52 °C’de 1 dakika 30 Dongii
Gogebakan, cat-TC R: CGTTTTGTGAAGTAGTACACT
72 °C’de 2 dakika
2004) _
72 °C’de 7 dakika
Tetrasiklin
95 °C’de 1 dakika
tet (K) 94 °C’de 30 saniye
tetKl: CAATACCTACGATATCTA
(Klare vd., 352 50 °C’de 30 saniye 30 Dongii
tetKIl: TTGAGCTGTCTTGGTTCA
2007) 72 °C’de 30 saniye
72 °C’de 4 dakika
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Cizelge 3.6. devami.

94 °C’de 5 dakika
tet (L) 94 °C’de 30 saniye
tetLl: TGGTCCTATCTTCTACTCATTC 385 £49C"de 30 35D
°C’de 30 saniye Ongii
(Wezrggg VA | fetLIl: TTCCGATTTCGGCAGTAC Y ¢
) 72°C’de 1 dakika
72 °C’de 5 dakika
95 °C’de 5 dakika
tet (M) 95 °C’de 45 saniye
tetMIl: GGTGAACATCATAGACACGC 101 52 0C*de 45 25D
°C’de 45 saniye ongil
(Wezrgggf VA | tetMIl: CTTGTTCGAGTTCCAATGC
) 72 °C’de 45 saniye
72 °C’de 7 dakika
94 °C’de 5 dakika
tet (S) 94 °C’de 1 dakika
tetS-FW: ATCAAGATATTAAGGAC 573 55 9C"de 1 dakik 30
°C’de 1 dakika Dongii
(Gevers Vd | tets-RV: TTCTCTATGTGGTAATC
) 72 °C’de 2 dakika
72 °C’de 10 dakika
94 °C’de 5 dakika
tet (Q) 94 °C’de 30 saniye
tetQ-FW: AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG
(Aminov vd. 169 63 °C’de 30 saniye 25 Dongii
2001 ' tetQ-RV: CGGAGTGTCAATGATATTGCA
) 72 °C’de 30 saniye
72 °C’de 7 dakika
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Cizelge 3.6. devami.

vanXKPNR:
CCGAAAGAGGTACCTTATATAGTTTGTCCG

Vankomisin
94 °C’de 3 dakika
van (A)
94 °C’de 30 saniye
vanA-36F: TTGCTCAGAGGAGCATGACG
957 65 °C’de 2 dakika 40 Dongii
(Klein vd., vanA-992R: TCGGGAAGTGCAATACCTGC
72 °C’de 2 dakika
2000)
72 °C’de 6 dakika
94 °C’de 3 dakika
van (B)
94 °C’de 30 saniye
vanB-23F: TTATCTTCGGCGGTTGCTCG
] 994 62 °C’de 2 dakika 40 Dongli
(Klein vd., vanB-1016R: GCCAATGTAATCAGGCTGTC
72 °C’de 2 dakika
2000) .
72 °C’de 6 dakika
95 °C’de 5 dakika
van (C) 95 °C’de 30 saniye
vanC-F: CAGTGTCACTAACCTCAGCAGCCG
934 64 °C’de 45 saniye 30 Dongii
) vanC-R: TAGGATAACCCGACTTCCGCCA
(Liu vd., 2009) 72°C’de 1,5 dakika
72 °C’de 5 dakika
vanXSACF: 95 °C’de 5 dakika
CACTTCCCGAGCTCATTGACCGCTTG 95 °C’de 30 saniye
van (X) ATCG ~740-750 60 °C’de 30 saniye 30 Dongii

72 °C’de 1 dakika
72 °C’de 10 dakika
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Antibiyotik diren¢ genlerini aramada kullanilan PCR reaksiyon karisimi Cizelge
3.7.’de gosterilmistir. PCR reaksiyonlar1 0.2 mL’lik tiiplerde hazirlanarak her bir
direng geni i¢in belirtilen PCR kosullar i¢in Thermal doniistiiriicii (Bioer Life
Express TC-96 / G/ H (b)) programlanmistir. Her reaksiyon i¢in bir adet negatif
kontrol, bir adet pozitif kontrol tiipti hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan bakteriler ve tagidiklar1 direng genleri Cizelge 3.8.” de gdsterilmistir.

Cizelge 3.7. Antibiyotik diren¢ genleri i¢in kullanilan PCR karigimi.

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim
PCR buffer (10x, +KCI, -MgCI2 ) 2,5 uL
MgCI2 (25 mM) 2 uL
dNTP(10 mM) 0,5 uL
Primer F (20 pMol) 0,5uL
Primer R (20 pMol) 0,5 uL
Taq Polimeraz (5U/ul) 0,2 uL
Steril distile su 17,8uL
DNA (20ng/uL) gns
TOPLAM: 25 uL

Cizelge 3.8. Pozitif kontrol olarak kullanilan bakteriler ve tagidiklar1 direng

genleri.
Bakteri Tasidig1 Diren¢ Geni
E.coli DH10B + (pAT392) aac(6) aph(2")
S.aureus BC 68 erm (A)
E.faecium+ (Tn917) erm (B)
S.aureus MRSA T 27 erm (C)
E.faecalis JH2-2+ (Tn916) tet (M)
E.faecalis C125 van (A), van (X)
E.gallinarum 6222 van (C)

PCR iirtinlerinden, SuL alinarak {izerine 2uL 6X yiikleme tamponu eklenmis ve
ornekler, %5 pL SafeView™ Classic (Applied Biological Materials, Inc.) igeren,
% 1,5’luk agoroz jelde, 75 voltta, 45 — 60 dakika yiiriitiilmistiir. Baz biiytikligi
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tespiti igin, 1 kb’lik ve 100 bp‘ Lik markerlar (Fermentas GeneRuler™)

kullanilmstir.

Dizi analizi i¢in Macrogen Firmasina (Kore) gonderilen orneklerin sekans
sonuglar1 gen bankasi ( www.ncbi.nlm.nih.gov ) adresinde yer alan Nucleotide-

nucleotide BLAST (blastn) programi kullanilarak karsilagtirilmis ve homolojiler

belirlenmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. LAB izolasyonu Sonuclar

Arasgtirma kapsaminda 48 farkli marka ve Ornek materyalden Gram pozitif,
katalaz negatif dzellikte secilen 168 adet LAB susu izole edilmistir. Izolatlar %
20’lik skim milk igeren cryo tiipler igerisinde ADU Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda -20 °C’de muhafaza edilmektedir.

Izolatlarin elde edildigi kaynaklar Sekil 4.1.” de yiizde deger olarak belirtilmistir.

Sekil 4.1. izolatlarin elde edildigi kaynaklar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tamlanmasi

4.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Fenotipik Ozellikleri

Calismada izole edilen LAB’ne ait koloniler mat veya parlak sari, beyaz ya da
krem renkli olup,1-5 mm ¢apli ve uglari piiriizsiiz ya da yildiz seklindedir.

Gram boyama sonucu, Laktik Asit Bakterileri Gram pozitif 6zellik tasidigi i¢in
Gram pozitif olan izolatlar secilmistir. izolatlarin hiicre morfolojisi uzun, kisa ya
da kivrik gubuk, kok ya da streptokok seklindedir. Izolatlarm tiimii katalaz
negatif 6zelliktedir.

4.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin 16S rRNA Analiziyle Tamlanmasi

[zolatlarin 16S rRNA’y1 kodlayan gen bélgeleri PCR yontemiyle gogaltilmistir.
Macrogen Firmasina (Kore) gonderilen orneklerin sekans sonuclari Bioedit
programi yardimiyla okunmustur. Diziler gen bankasi ( www.ncbi.nlm.nih.gov )
adresinde yer alan Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) programi kullanilarak
karsilastirilmis ve homolojileri belirlenmistir. Karsilastirma sonucunda, izolatlar

ile veritabaninda bulunan diger tiirler arasindaki homolojiler yiizde olarak
Cizelge 4.1.”de verilmistir. Ayrica izolatlarin tiirlere gore yiizde dagilimida Sekil
4.2.’de gosterilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Cizelge 4.1. LAB izolatlarmin 16S rRNA analiz sonuglart.

48

. i Karsilastirilan (%0)
Sira No 1zolat 16S rRNA Analiz Sonucu .
baz sayisi Benzerlik

1. GLM 8 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain CH3 728 100%
2. GLM 9 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 2038 1057 99%
3. GLM 13 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 1100 99%
4. GLM 14 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 1127 99%
5. GLM 17b Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 921 99%
6. GLM 18a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 921 99%
7. GLM 18b Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 921 99%
8. GLM 24 Lactobacillus casei strain IMAUFB059 919 100%
9. GLM 34 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 923 100%
10. GLM 35 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL92 931 99%
11. GLM 37 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain: NBRC 13953 1030 99%
12. GLM 42 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain: NBRC 13953 922 99%
13. GLM 43 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 2038 970 99%
14, GLM 44a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL37 969 99%
15. GLM 44b Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 2038 648 99%
16. GLM 49 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 965 99%
17. GLM 52 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 956 99%
18. GLM 53 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 1074 99%
19. GLM 54 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 915 97%
20. GLM 55 Lactobacillus casei strain NM68-3 462 99%
21. GLM 56 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei strain E94 1038 99%
22. GLM 58 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 1042 99%
23. GLM 59 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 1062 99%
24. GLM 60 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 1089 99%




Cizelge 4.1. devamu.
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Sira No izolat 16S rRNA Analiz Sonucu Karsilastmnlan (/0)_
baz sayisi Benzerlik
25. GLM 61 Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylactis 998 99%
26. GLM 62 Lactobacillus acidophilus strain IMAUFB058 1031 99%
217. GLM 63 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain NM178-1 1027 99%
28. GLM 64 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain NM178-1 962 99%
29. GLM 65 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain NM178-1 1088 99%
30. GLM 66 Lactobacillus acidophilus strain IMAUFB058 1004 99%
31. GLM 67 Lactobacillus acidophilus strain IMAUFB058 1113 99%
32. GLM 68 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 951 99%
33. GLM 69 Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylactis 996 99%
34, GLM 70 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 991 99%
35. GLM 71 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 935 99%
36. GLM 72 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 1094 99%
37. GLM 73 Leuconostoc mesenteroides strain 32MgMLAF 1128 99%
38. GLM 75 Leuconostoc mesenteroides strain CR1 1417 1153 99%
39. GLM 76 Lactobacillus kefiri strain NWL78 1191 100%
40. GLM 77 Lactobacillus kefiri strain NWL78 1030 100%
41, GLM 78 Leuconostoc mesenteroides strain 32MgMLAF 1193 99%
42, GLM 79 Lactobacillus kefiri strain NM180-3 1018 99%
43, GLM 80 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 976 100%
44, GLM 81 Streptococcus lutetiensis canine oral taxon 152 clone PP060 1088 99%
45, GLM 83 Lactobacillus curvatus strain: Ni998 1103 100%
46. GLM 84 Lactobacillus curvatus strain X7-1b 1081 99%
47, GLM 85 Leuconostoc mesenteroides strain 32MgMLAF 722 100%
48. GLM 86 Lactobacillus casei strain IMAUFB059 976 99%
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49, GLM 87 Leuconostoc mesenteroides strain THK-D433 666 99%
50. GLM 88 Lactobacillus otakiensis strain: YIT 11505 915 99%
51. GLM 89 Enterococcus durans strain Qmac 807 98%
52. GLM 90 Lactobacillus casei W56 982 99%
53. GLM 91 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis strain: NBRC 102622 842 99%
54, GLM 92 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ND02 1078 99%
55, GLM 93 Lactobacillus rhamnosus strain LCG SHARDINGER 1106 99%
56. GLM 94 Enterococcus hirae strain L2 1121 99%
57. GLM 95 Lactobacillus paracasei strain ATCC 25302 976 100%
58. GLM 96 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 925 100%
59, GLM 99 Lactobacillus curvatus strain: Ni998 885 99%
60. GLM 100 Lactobacillus kefiri strain NWL78 816 100%
61. GLM 101 Lactobacillus uvarum culture-collection IMAU:80777 939 99%
62. GLM 102 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens strain G18-4 1047 100%
63. GLM 103 Lactobacillus plantarum strain AY01 971 99%
64. GLM 104 Lactobacillus plantarum strain AY01 985 99%
65. GLM 105 Lactobacillus kefiri strain: NBRC 15888 960 98%
66. GLM 106 Lactobacillus diolivorans strain NM194-2 1051 99%
67. GLM 107 Lactobacillus alimentarius strain: NBRC 106464 1162 99%
68. GLM 108 Lactobacillus alimentarius strain NWL30 1151 99%
69. GLM 109 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain S55-1 1144 99%
70. GLM 110 Lactobacillus kefiri strain: NBRC 15888 910 100%
71. GLM 111 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1118 100%
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72. GLM 112 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1166 99%
73. GLM 113 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1119 99%
74. GLM 114 Lactobacillus casei strain WX214 1093 99%
75. GLM 115 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1152 99%
76. GLM 116 Streptococcus lutetiensis canine oral taxon 152 clone PP060 1036 100%
77. GLM 117 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1147 99%
78. GLM 118 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWL80 1073 99%
79. GLM 119 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1095 99%
80. GLM 120 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei strain KLDS 1.0631 852 97%
81. GLM 121 Pediococcus parvulus strain: Ni555 719 97%
82. GLM 122 Lactobacillus casei strain IMAUFB059 1031 98%
83. GLM 123 Lactobacillus kefiri strain NM180-3 1116 99%
84. GLM 124 Pediococcus parvulus strain: Ni555 1206 100%
85. GLM 125 Lactobacillus kefiri strain NM180-3 1130 99%
86. GLM 129 Enterococcus gallinarum strain IMAUFB099 1163 99%
87. GLM 130 Enterococcus faecium strain JZ1-4 1167 99%
88. GLM 131 Enterococcus faecalis strain DSPV 008SA 1201 99%
89. GLM 132 Enterococcus faecalis strain OS13 1080 99%
90. GLM 133 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1017 99%
91. GLM 133a Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1084 99%
92. GLM 134 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 1135 99%
93. GLM 135 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 782 99%
94, GLM 136 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS 25 809 98%
95. GLM 137 Lactococcus lactis subsp. lactis strain: 1042513 743 98%
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96. GLM 140 Lactococcus lactis subsp. lactis strain 47MoQuesillo 1054 100%
97. GLM 141 Leuconostoc mesenteroides strain 32MgMLAF 1120 100%
98. GLM 143 Streptococcus macedonicus strain WX301 869 99%
99. GLM 144 Enterococcus faecium strain LET 301 911 99%
100. GLM 145 Streptococcus macedonicus strain WX301 929 100%
101. GLM 146 Streptococcus macedonicus strain WX301 750 100%
102. GLM 147 Streptococcus macedonicus strain WX301 623 99%
103. GLM 148 Streptococcus lutetiensis canine oral taxon 152 clone PP060 1014 100%
104. GLM 150 Streptococcus lutetiensis canine oral taxon 152 clone PP060 1123 99%
105. GLM 151 Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 1030 100%
106. GLM 152 Lactococcus lactis subsp. lactis strain MNC38 710 99%
107. GLM 154 Lactobacillus curvatus strain: Ni794 911 98%
108. GLM 155 Streptococcus lutetiensis canine oral taxon 152 clone PP060 1056 99%
109. GLM 156 Streptococcus lutetiensis canine oral taxon 152 clone PP060 992 98%
110. GLM 157 Enterococcus gallinarum strain IMAUFB099 1039 100%
111. GLM 158 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 723 98%
112. GLM 159 Lactococcus lactis subsp. lactis strain M-T-MRS_25 972 98%
113. GLM 160 Enterococcus faecium strain LET 301 977 99%
114. GLM 161 Enterococcus faecium strain LET 301 1074 99%
115. GLM 162 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 943 100%
116. GLM 164 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 1138 99%
117. GLM 165 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 1101 99%
118. GLM 166 Lactobacillus helveticus strain K1/R0052 1060 99%
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119. GLM 167 Lactobacillus fermentum strain Chyla6 1102 99%
120. GLM 168 Enterococcus faecium DO 936 99%
121. GLM 169 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens strain: Nil467 978 99%
122. GLM 170 Lactobacillus casei W56 849 98%
123. GLM 172 Lactobacillus brevis strain T9 732 99%
124, GLM 173 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens strain G18-4 796 99%
125. GLM 174 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei strain E94 1021 100%
126. GLM 175 Enterococcus faecium strain MDF1104 723 99%
127. GLM 176 Enterococcus faecium strain MDF1104 702 99%
128. GLM 177 Lactobacillus paracasei strain: T2-2 771 99%
129. GLM 178 Enterococcus durans strain Qmac 1066 98%
130. GLM 179 Enterococcus faecium DO 944 99%
131. GLM 180 Lactobacillus gasseri strain LBB 218 902 99%
132. GLM 181 Enterococcus faecalis strain YZ65 1081 99%
133. GLM 182 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 880 99%
134. GLM 183 Enterococcus faecalis strain OS13 1084 99%
135. GLM 184 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 943 98%
136. GLM 185 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NDO2 969 99%
137. GLM 186 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NDO2 1080 99%
138. GLM 187 Streptococcus macedonicus strain WX301 832 99%
139. GLM 188 Lactobacillus helveticus strain K1/R0052 991 99%
140. GLM 189 Lactobacillus casei strain IMAUFB059 781 100%
141. GLM 190 Lactobacillus fermentum strain ZN7b-2 669 100%
142, GLM 191 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ND02 991 99%
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. i Karsilastirilan (%0)
Sira No | Izolat 16S rRNA Analiz Sonucu .
baz sayisi Benzerlik

143. GLM 192 Enterococcus durans strain Qmac 762 98%
144. GLM 193 Streptococcus macedonicus strain WX301 685 99%
145. GLM 194 Lactobacillus fermentum strain 104MgMLAF 889 99%
146. GLM 195 Enterococcus faecalis strain OS13 1131 99%
147. GLM 197 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 1120 99%
148. GLM 198 Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 1171 99%
149. GLM 199 Lactobacillus delbrueckii strain: JCM 1014 861 100%
150. GLM 201 Lactobacillus coryniformis strain: CB5 1099 99%
151. GLM 202 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens strain: Nil467 1171 99%
152. GLM 203 Lactobacillus coryniformis subsp. torquens strain: Nil467 982 99%
153. GLM 204 Lactobacillus curvatus strain: Ni998 916 99%
154, GLM 205 Enterococcus faecium strain LET 301 977 99%
155. GLM 206 Streptococcus macedonicus strain WX301 1074 99%
156. GLM 207 Streptococcus macedonicus strain WX301 657 99%
157. GLM 208 Lactobacillus plantarum strain AY01 1108 99%
158. GLM 209 Lactobacillus plantarum strain AY01 1055 99%
159. GLM 210 Lactobacillus casei strain Im45 696 99%
160. GLM 212 Lactobacillus casei strain IMAUFB059 1048 99%
161. GLM 213 Lactobacillus casei strain Ycul 989 99%
162. GLM 215 Lactobacillus casei strain IMAUFB059 1141 99%
163. GLM 216 Lactobacillus fermentum strain LAB-10 1117 99%
164. GLM 217 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 905 100%
165. GLM 218 Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 1138 99%
166. GLM 219 Lactobacillus fermentum strain NS9 1133 99%
167. GLM 220 Lactobacillus rhamnosus strain CNCM 1-4036 1143 100%
168. GLM 221 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ND02 1150 99%




Pediococcus ;
1,20%

Leuconostoc;
5,35%

Sekil 4.2. izolatlarn tiirlere gore yiizde dagilima.
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LAB’nin izolasyon verilerine bakildiginda en biiyiik izolat yiizdesi (% 25,6)
lor/¢okelek orneklerinden elde edilirken, bunu sirasiyla tulum peyniri (% 22),
beyaz peynir (% 16,10), yogurt (% 12,5), kefir (% 12,5) ve koyun peyniri (%

11,3) 6rnekleri izlemistir.

Izolatlarin 16S rRNA sekans analiz sonuglarma gore, % 55,95’ Lactobacillus,
% 15,48’1 Lactococcus, % 11,90°1 Enterococcus cinsine dahil bulunmustur.
Streptococcus (% 10,12), Leuconostoc (% 5,35) ve Pediococcus (% 1,20) cinsi

iiyelerine ise daha az rastlanmustir.

En fazla LAB c¢esitliligi tulum peyniri ve lor/¢okelek drneklerinde gézlenmis
olup, yogurt orneklerinden ise sadece Lactobacillus cinsine ait tiirler izole
edilmistir. Beyaz peynir ve kefir 6rneklerinin floralarinda Lactococcus cinsi
yaygin iken (sirasiyla % 37,03 ve % 42,85), tulum peyniri, lor/¢okelek ve koyun
peyniri drneklerinin floralarinda ise Lactobacillus cinsi (sirasiyla % 62,16, %
65,11 ve %78,94) baskindir.

Azadnia ve Khan (2009), Irandaki farkli bdlgelerden igilebilen yogurt érnekleri
toplayip bu Orneklerden morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik ve biyokimyasal
yontemler kullanarak LAB izolasyonu yapmuslardir. 18 igilebilen yogurt
orneginden toplamda 673 LAB izolasyonu yapilmiglardir ve bunlarin 117 sini
(% 17.38) kok, 556 tanesi ise (% 82.62) basil olarak belirlemiglerdir. Ayrica
yaptiklar1 biyokimyasal testler sonucunda 52 izolat (% 44.44) Lactococcus lactis
subsp. cremoris, 65 izolat (% 55.56) Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris, 85 izolat (% 15.3) Lactobacillus helveticus, 124 izolat (% 22.3)
Lactobacillus plantarum, 117 izolat (% 21) Lactobacillus brevis, 86 izolat (%
15.5) Lactobacillus casei subsp. casei ve 144 izolat (% 25.9) Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus olarak tanilanmigtir. Arastirmacilar, sirasiyla
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus’ un en baskin tiirler oldugunu bildirmiglerdir. Calisma LAB’ nin
icilebilir yogurtlarda starter kiiltiir ve koruyucu olarak kullanimi adina 6rnek
olmustur. Bununla birlikte bu bakterilerin genetik yapilarida dikkate alinarak
uygun starter kiiltiirler dizayn edilip kullanilabilirligi belirtilmistir.

LAB’ nin fermente iiriinlere tat, koku ve geleneksellik katmas1 {izerine yapilan
caligmalara bir 6rnek olarak da, Navidghasemizad vd. (2009) yapmis olduklari
caligma verilebilir. Koyun siitiinden elde edilen Lighvan peynirinden izole edilen
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laktik asit bakterilerine dahil 413 adet izolattan 87’si Enterococcus faecium, 68’1
Lactococcus lactis spp. lactis, 55’i Enterococcus feacalis ve 48 tanesi
Lactobacillus plantarum olarak tamlamustir.  Ozellikle olgunlastirilmis
peynirlerde E. faecium, Lc. lactis ve Lb. plantarum 'un baskin olarak bulundugu
belirtilmistir.

LAB’ nin gidalarda starter kiiltiir olarak kullanimlarina iligkin iilkemizde yapilan
giincel calismalara o6rnek olarak, Kok Tas vd. (2011)’ nin aragtirmasi
gosterilebilir. Kefir tanelerinin farkli oranlarda mikroflora igerdikleri
belirtilmigtir. Calismada ¢ farkli Universitede tretilen kefir tanelerinin
mikrofloralarin1 PCR yontemi ile belirlemek amaglanmistir. Buna gore yapilan
¢aligmalar sonucunda kefir tanelerinde; Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
helveticus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium bifidum ve (bir maya
olan) Kluyveromyces marxianus Kkefir tiirleri tanilanmistir. Sonug olarak
geleneksel kefir tiretiminde kullanilan kefir tanelerinin dogal starter kiiltiir olarak
LAB igerdigi ve ozellikle Lactobacillus spp. barindirdig: belirtilmistir. Ayrica B.
bifidum bakterisinin kefir tanelerindeki varlig1 da ilk kez belirlenmistir.

4.3. Farkl Cinslere Dahil Laktik Asit Bakterisi izolatlarinin
Fenotipik ve Genotipik Antibiyotik Direnclilikleri

Tez ¢alismasi kapsaminda LAB izolasyonu ve tanis1 yapildiktan sonra fenotipik
antibiyotik direnclilikleri belirlenmistir. Elde edilen verilere gore tim LAB
izolatlarinda en yiiksek diren¢ linkomisin (% 25,59) antibiyotigine karsi
bulunmustur. Bu degeri sirasiyla tetrasiklin (% 19,04), meropenem (% 16,66),
ampisilin (% 16,16), gentamisin (% 7,14), eritromisin (% 5,35), siprofloksasin
(% 5,35), kloramfenikol (% 4,16) ve vankomisin (% 3,06) antibiyotikleri
izlemektedir. Teikoplanin antibiyotigine diren¢ gdzlenmemistir. Calisamamizda
izole edilen laktik asit bakterilerinin antibiyotik diren¢ durumlari denenen
antibiyotik ve LAB cinsi/tiiriine gore biiyiik oranda degiskenlik gostermektedir.

Tatli (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, LAB izolasyonu igin geleneksel
olarak {iretilen cesitli siit liriinleri piyasadan temin edilmistir. Analize alinan 15
beyaz peynir Orneginden, 23 LAB izole edilmis ve bu suslarin % 53’1
vankomisine, 21’1 gentamisine % 31’1 siprofloksasine, % 12’si eritromisine, %
3’1 kloramfenikole ve % 3’1 rifampisine direngli, % 28’1 ise test edilen tiim
antibiyotiklere kars1 duyarl olarak belirlenmistir. 20 yogurt 6rneginden 23 LAB
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izole edilmistir, suslari % 52’si vankomisine, % 22’si siprofloksasine, % 22’si
gentamisine, % 4’1 eritromisine ve tetrasikline direngli olarak bulunmustur ve
bu suslarin % 30’unun tiim antibiyotiklere duyarli olduklar belirlenmistir. 10
tulum peyniri orneginden ise, 18 LAB izole edilmistir suslardan % 58’1
vankomisine, % 37’si siprofloksasine, % 26°s1 gentamisine, % 11’1 eritromisine
ve % 5’1 tetrasikline direngli olarak bulunurken, %28 ‘i tiim antibiyotiklere
duyarlilik gostermistir. 3 ¢okelek 6rneginden izole edilen 5 LAB’a ait suslardan
% 80’1 vankomisine, % 40’1 gentamisine ve siprofloksasine, % 20’si ise
eritromisine direngli olarak bulunmustur. Arastirmada 1 kefir 6rneginden izole
edilen 2 LAB suslarinin her ikisi de vankomisine direngli bulunurken, suslardan
biri gentamisine, digeri eritromisine direncgli olarak bulunmustur. Analize alinan
bir kaymak 6rneginden tek bir laktik asit bakterisi izole edilmistir ve test edilen
tim antibiyotiklere kars1 duyarlilik gosterdigi bulunmustur. Tez ¢alismamizda
izole edilen LAB tiirlerinin pek ¢ogunun vankomisine dogal direngli oldugu
distiniiliirek,  izolatlarimizdaki  gentamisin, eritromisin, tetrasiklin  ve
kloramfenikol direncinin bahsedilen ¢aligsma ile benzerlik tagidigi s6ylenebilir.

Liu vd. (2009), giiniimiizde ticari olarak gida ve ilaglarda katki maddesi seklinde
kullanilan LAB’ ni tamilamiglardir ve izole edilen suslarin probiyotik
ozelliklerinin ve fermantasyonda kullanilabilirliginin analizini yapmiglardir.
Antibiyotik direngliligi disk difiizyon ve E-test yontemleri ile 41 izolatta
taramiglardir. Direncli suslar secilerek direng geni varligit PCR yontemiyle
incelenmistir. Biitiin izolatlar kloramfenikol, tetrasiklin, ampisilin, amoksisilin-
klavulanat asit, sefalotin ve imipeneme duyarli bulunmustur. Ayrica izolatlar
vankomisin, rifampisin, streptomisin, basitrasin ve eritromisine direngli
bulunmasina ragmen bu antibiyotiklere direng, olmasi gerekenden daha diisiik
bulunmugtur. Buna karsin bazi suslar siprofloksasin, amikasin, gentamisin ve
trimetoprim  siilfametaksazole direngli ¢ikmustir. Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus ve Lactococcus lactis
suslarinda msr (C), van (X), ve dfr (A) genleri bulunmustur.

Pan vd. (2011), 11 tane Cin fermente gidasindan, klinik agidan 6nemli yedi
antibiyotige (kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin, siprofloksasin, ampisilin,
klindamisin ve eritromisin) karst diren¢ arastirmak i¢cin LAB izolasyonu
yapmiglardir. Antibiyotiklere direngli olarak bulunan LAB yaygin olarak,
geleneksel Cin fermente gidalarda ve siklikla ¢ig materyalden imal edilmis
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gidalarda tespit edilmistir. Direng etkisi fermente sebzelere oranla, fermente

sucuklarda/sosislerde daha fazla bulunmustur.

Nawaz vd. (2011), Cin Xi’da fermente gidalardan izole ettikleri LAB’ nde
fenotipik ve molekiiler analizlerle antibiyotik direnclilik analizi yapmislardir.
Izole edilen LAB suslarinda (84) yapilan 16S rRNA gen analizi sonucu suslar
Lactobacillus (n = 73) ve Streptococcus thermophilus (n = 11) olarak
belirlenmistir. Biitiin suslar ampisilin, basitrasin ve sefsulodine duyarli ve
nalidiksik asit, kanamisin ve vankomisine (L. bulgaricus, L. acidophilus ve S.
thermophilus digindakiler) dogal direngli bulunmustur. Bazi suslarin penisillin (n
= 2), eritromisin (n = 9), klindamisin (n = 5) ve tetrasikline (n = 14) direngli
olduklar1 gériilmiistiir.

4.3.1. Enterococcus Cinsine Dahil LAB izolatlarimn MiK Sonuclar:

Calismada izole edilen Enterococcus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon
yontemi ile elde edilen MIK sonuglar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir. 1zolatlarn
antibiyotik direnglilikleri, European Commission 2003, EFSA 2008 raporlari ve
D’aimmo, (2007) ve Walsh (2003) “ de belirtilen antibiyotik sinir degerleri ile
karsilastirilmigtir. Ayrica her antibiyotik icin MIK 5o/ MIK o (ug/mL) degerleri
belirlenip Cizelge 4.3.” de gosterilmistir.



Cizelge 4.2. Enterococcus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon ydntemi ile elde edilen MiK sonuglari.
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Kavnak Yeri c = = S < £ z = = =
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aynak verve izolat No Bakteri Grubu iz = Is & = = < %_ = S
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EFSA, (2008) / Enterococcus 4 32 8 4! 8¢ 32° 42 28 8, 32° 2 4
Lor,Market GLM 89 E. durans strain Qmac <0,0625 2 2 <0,0625 | 0,125 <0,0625 2 0,25
Tulum Pey.,Mandira |GLM 178 E. durans strain Qmac 1 0,125 4 8 0,5 8 0,5 0,125 0,25 0,5
Tulum Pey.,Mandira |GLM 192 E. durans strain Qmac 2 0,125 8 8 1 16 0,5 <0,0625 0,5 0,5
E. faecalis strain DSPV
Beyaz Pey., Market |GLM 131 2 0,25
008SA
Beyaz Pey., Market |GLM 132 | E. faecalis strain OS13 4 1
Tulum Pey.,Mandira |GLM 183 | E. faecalis strain OS13 4 1
Tulum Pey.,Mandira | GLM 195 E. faecalis strain OS13 4 1 <0,0625
Tulum Pey.,Mandira |GLM 181 | E. faecalis strain YZ65 2 0,5 <0,0625
Tulum Pey.,Market |GLM 168 | E. faecium DO 0,5 4 0,125
Tulum Pey.’Mandlra GLM 179 E. faecium DO 2 0,125 8 8 <0,0625 0,5 0,5
Beyaz Pey., Market |GLM 130 E. faecium strain JZ1-4 4 4 16 4 0,125 0,5 0,5
Beyaz Pey., E. faecium strain LET
GLM 144 1 1 16 4 <0,0625 0,25 1
Mandira 301
E. faecium strain LET
GLM 160 2 2 8 8 <0,0625 | 0,125 0,5




Cizelge 4.2. devamu.
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EFSA, (2008) / Enterococcus 4 4 32 8 4! 8, 32° 8! 32° 2 4
E. faecium strain LET
Tulum Pey.,Market | GLM 161 2 2 32 4 05 8 0,125 0,25 05
301
E. faecium strain LET
Koyun Pey., Market |GLM 205 4 2 32 4 0,5 16 0,25 0,25 1
301
E. faecium strain
Tulum Pey.’Mandlra GLM 175 1 2 8 4 2 0,5 1 0,125 0,25 0,5
MDF1104
E. faecium strain
Tulum Pey.,Mandira GLM 176 1 2 8 4 2 2 0,25 1 0,5
MDF1104
E. gallinarum strain
Beyaz Pey., Market |GLM 129 4 0,25 8 4 <0,0625 2 2 0,125 0,25
IMAUFB099
E. gallinarum strain
Beyaz Pey., Mandira | GLM 157 4 0,5 8 4 2 2 <0,0625 0,5
IMAUFB099
Lor, Market GLM 94 E. hirae strain L2 0,5 16 8 1 1 0,25 0,5 0,125

Antibiyotik siunur degerleri ug/mL cinsindendir. E: Enterococcus. *EFSA, (2008), Klindamisin. 2 European Commission, (2003), E.
faecium.(Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil). * European Commission, (2003), E. faecalis.(Belirtilen antibiyotik sinir degeri dabhil).
*D’aimmo, (2007) ve Walsh(2003)Orta derecede direngli (Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil). °D aimmo, (2007) ve Walsh(2003)

Direngli (Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil degil).
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Cizelge 4.3. Enterococcus cinsleri igin MIK 50/ MIK o degerleri, direngli izolat
sayis1 ve yiizdesi.

Enterococcus cinsleri icin MiK so/MiK g .
. . . Direncli Izolat
o MiK Arahig MiKs, | MiKg .
Antibiyotikler Sayis1 ve Yiizdesi*
(ng/mL) (pg/mL) | (pg/mL)

Ampisilin 05-4 2 4 20/0/%0
Eritromisin <0,0625 - 32 1 4 20/ 1/ %5
Gentamisin 2-128 16 64 20/3/ %15

Kloramfenikol 2-8 4 8 20/0/%0

Linkomisin <0,0625 - >128 16 64 20/ 10/ %50

Meropenem 0,125-16 2 20/8 /%40
Siprofloksasin 05-4 2 4 20/ 8/ %40
Teikoplanin <0,0625 - 0,25 <0,0625 0,25 20/0/%0

Tetrasiklin 0,125 - 32 0,5 1 20/10/ %5

Vankomisin 0,125-8 0,5 2 20/2 /%10

*Toplam drnek sayist | direngli ornek sayisi | yiizde degeri (%)

Bakterilerdeki dogal ve kazanilmis direng arasindaki ayrimi belirlemek,
kazamlmis direng aktarilabilir oldugu i¢in 6nemlidir. MIK degerlerinin ve
dagilimlarinin analizi bu iki diren¢ mekanizmasinin ayirt edilmesine yardim
eder. Bir antibiyotik i¢in eger ki direng mekanizmasi yoksa tek bir bakteri
tiiriinde MIK degerlerinin dagilim istatistiki olarak normal (unimodal) bir grafik
vermelidir. Kazanilmis direncin s6z konusu oldugu durumlarda elde edilen

grafik bimodal tarzda olacaktir.

Tez ¢aligmamizda izole edilen LAB’nde kazanilmis direng varligini belirlemek
iizere tek bir tiirden olusan bazi izolatlarin MIK dagilimlari grafiklendirilmistir.
Cogu tiir izolat sayis1 az oldugu i¢in bu agidan degerlendirilmemistir.

E. faecium suslarmin MIK dagilim grafigine bakildiginda eritromisin,
linkomisin, siprofloksasin ve meropenem antibiyotikleri i¢in kazanilmis direng
olas1 goriilmektedir. Diger antibiyotiklerin MIK degerleri ise grafikte de
goriildiigii gibi unimodal bir dagilim gostermektedirler (Sekil 4.3.).



DONLVL NSO
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MiK (ug/mL)

Sekil 4.3. E. faecium suslarinda antibiyotik MIK degerlerinin dagilimu.
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4.3.2. Enterococcus Cinsine Dahil LAB izolatlarinda PCR ile Diren¢ Geni

Tarama Sonuclari

aac (6') aph (2") primerleri kullanilarak yapilan taramada, 20 adet Enterococcus
cinsi izolatin bir tanesinde (GLM 132) aac (6) aph (2") bolgesi saptanmustir
(Cizelge 4.4.). aac (6") aph (2") fragman yaklasik 220 bp uzunlugundadir. aac
(6') aph (2"") geni taramalarinda pozitif kontrol olarak, E. coli DH10B (pAT392)
susu kullanilmistir. PCR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.4. te

verilmistir.

| | Marker|

-1000bp
--500bp
--250bp

S,
=
S
o~
o
=
=
(=3
o
=

|/ Marker
[/ Marker

-1000bp
--500bp
--250bp

§ Pozitif Kontrol
Negatig Kontroller

Sekil 4.4. GLM 132 izolatinda saptanan aac (6") aph (2") geninin jel goriintiisii.

tet (M) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 20 adet Enterococcus cinsi
izolatin bir tanesinde (GLM 183) tet (M) bolgesi saptanmigtir (Cizelge 4.4.). tet
(M) fragmani yaklasik 401 bp uzunlugundadir. tet (M) geni taramalarinda pozitif
kontrol olarak, E. faecalis JH2-2+(Tn916) susu kullanilmistir. PCR sonucu elde
edilen jel goriintisii Sekil 4.5.’te verilmistir. Elde ettigimiz tet (M)
amplikonunun sekans sonucu veritabanlarindaki tet (M) gen dizileri ile % 99

oraninda homoloji gostermektedir.
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401bp----w—

Sekil 4.5. GLM 183 izolatinda saptanan tet (M) geninin jel goriintiisii.
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E. gallinarum ve E. casseliflavus tiirlerine 6zgii olan van (C) geni (Leclercq vd.,
1992), van (C) primerleri kullanilarak 20 adet Enterococcus cinsi izolat
taranmigtir. E. gallinarum olan 2 izolatta (GLM 129 ve GLM 157) van (C)
bolgesi saptanmustir (Cizelge 4.4.). van (C) fragmani yaklagik 934 bp
uzunlugundadir. van (C) geni taramalarinda pozitif kontrol olarak, E. gallinarum
6222 susu kullanilmigtir. PCR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.6. ‘de
verilmigtir. Elde ettigimiz van (C) amplikonlarinin sekans sonuglari
veritabanlarindaki van (C) gen dizileri ile % 100 oranlarinda homoloji
gostermektedir.

Pozitif K Jlagal

Il MarCy
(IR Mal&y

1000bp-- --1000bp
500bp-- --500bp
250bp-- . --250bp
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1000bp--| =%.--1000bp
500bp-- --500bp
250bp-- --250bp

Sekil 4.6. GLM 129 ve GLM 157 izolatlarinda saptanan van (C) geninin jel

goruntisu.

Cizelge 4.4. Enterococcus izolatlarinda saptanan direng genleri.

izolat aac (6")
16S rRNA Sonucu tet (M) van (C)
No aph 2"
GLM . .
132 E. faecalis strain OS13 +
GLM . .
183 E. faecalis strain OS13 +
GLM | E. gallinarum strain +
129 IMAUFB099
GLM | E. gallinarum strain +

157 | IMAUFB099

Enterococcus cinsi 20 izolatta cat, erm (A), erm (B), erm (C), tet (K), tet (L), tet
(S), tet (Q), van (A), van (B) ve van (X) bolgeleri taranmis olup, hi¢birinde ilgili
genler tespit edilmemistir.
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Enterokoklar, diger LAB gibi geleneksel fermente gidalarda biiyiik 6neme sahip
olmalarina ragmen, yillardir daha ¢ok “firsatgi patojen” &zellikleriyle anilirlar
(Clementi ve Aquilanti, 2011). Gidalardaki LAB ve kazanilmis antibiyotik
direnciyle ilgili sistematik caligmalar oldukga azdir. Firsat¢1 patojen enterokoklar
iizerine pek ¢ok veri bulunurken, laktokok ve laktobasiller ile ilgili raporlar

nispeten sinirlidir.

Calismamizda izole edilen enterokoklarin tiimiiniin kloramfenikol, teikoplanin
ve ampisiline duyarlt oldugu bulunmustur. En yiiksek antibiyotik direnglilikleri
ise linkomisin (% 50), siprofloksasin (% 40), meropenem (% 40) ve gentamisin
(% 15), olarak belirlenmistir. Bunlar1 sirasiyla vankomisin (% 10), eritromisin
(% 5) ve tetrasiklin (% 5) direnci izlemektedir. Vankomisine direngli iki
enterokok susunda van (C) geni saptanirken, gentamisin ve tetrasikline direngli
bulunan GLM 132 ve GLM 183 izolatlarinda sirasiyla aac (6') aph (2") ve tet
(M) genleri bulunmustur.

Gida orjinli enterokok suslariyla (6zellikle E. faecium ve E. faecalis) yapilan
caligmalarda, ¢ig et, fermente siit ve et drneklerindeki enterokoklarin fenotipk
antibiyotik direnclilikleri arastirilmistir (Klein vd., 1998; Quednau vd., 1998;
Knudtson ve Hartman, 1993; Robrido vd., 2000; Davies ve Roberts, 1999;
Teuber ve Perreten, 2000; Franz vd., 2001; Batish ve Ranganathan, 1986;
Giraffa, 2002). Arastiricilarin  bulgularina gére gidalardaki enterokoklar
¢ogunlukla ampisilin ve vankomisine duyarli da olsalar, yiiksek oranda ¢oklu
antibiyotik direncine rastlanmaktadir. Bizim ¢aligmamizda da 4 E. faecalis, 4 E.
faecium, 1 E. gallinarium ve 1 E. hirae susunda ¢oklu antibiyotik direnci
saptanmigtir. Baska bir ¢alismada, Portekiz’deki siit ve peynir 6rneklerinden
izole edilen enterokoklar gentamisin direnci agisindan arastirilmistir (Lopes vd.,
2003). Enterokoklar, genelde diisiik diizeyde gentamisine dogal direncli olarak
disiiniilse de, pek ¢ok siit {iriinii izolatinda yliksek oranda gentamisin direnci
saptanmistir. Donabedian vd. (2003), hayvan, insan ve gida kokenli enterokok
izolatlarinda gentamisin direncinin molekiiler mekanzimasini degerlendirmistir.
Cografik olarak farkli alanlardaki insan, gida ve ¢iftlik hayvanlariin gentamisin
direnci benzerlikler tasimaktadir ve enteroklardaki gentamisin direncinin gidalar

yoluyla hayvanlardan insanlara gectigine dair kanitlar vardir.
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Huys vd. (2004), Avrupa’daki peynirlerden izole edilen enterokoklarda tetasiklin
direncinin tet (M) geniyle baglantili oldugunu ve izolatlarin ayni zamanda
Tn916-Tn1545 ailesine dahil konjugatif transpozon icerdigini belirtmislerdir.

Citak vd. (2004) ,Tirk beyaz peynirlerindeki Enterococcus tiirlerinin
streptomisin, eritromisin ve oksasiline direngli oldugunu, vankomisin direncinin
E. faecalis suslarinda % 96,8, E. faecium suslarinda ise % 76 oraninda
saptandigmi bildirmislerdir. Bu c¢alisma sonucunda arastirmacilar, peynirlerin
tiretimi ve islenmesi sirasinda sanitizasyon kosullarinin zayif oldugunu ve bu
durumun tiiketiciler agisindan Snemli bir saglik riski olusturduguna dikkat
¢ekmiglerdir.

Frazzon vd. (2010), Brezilya’nin giineyindeki gida orneklerinden Enterococcus
izolasyonu yapmiglar ve antibiyotik direngliliklerini arastirmislardir. Suslarin
timili vankomisine duyarli bulunurken, yiiksek oranda tetrasiklin ve eritromisin
direnci bildirmislerdir. En sik rastlanan genotip ise tet (L) geni ile birlikte ya da
tek bagina tet (M) geni olarak bulunmustur.

4.3.3. Lactobacillus Cinsine Dahil LAB izolatlarinin MiK Sonuglar

Calismada izole edilen Lactobacillus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon
yontemi ile elde edilen MIK sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir. Izolatlarmn
antibiyotik direnglilikleri EFSA 2008 raporu, Walsh (2003), D’aimmo, (2007),
Danielsen ve Wind (2003)’ de belirtilen antibiyotik sinir degerleri ile
karsilastirilmigtir. Ayrica her antibiyotik i¢in MIK s/ MiK g9 (ug/mL) degerleri
belirlenip Cizelge 4.6.” da gosterilmistir.



Cizelge 4.5. Lactobacillus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon ydntemi ile elde edilen MiK sonuglari.
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bulgaricus 2038

= £ £ E; £ £ % £ £ £
. = 2 2 c 2 3 = =
Kaynak Yeri ve . & [ = 2 & =
v izolat No Bakteri Grubu a E E € E g S = 2 E
Tiirii £ = S e = 5 S X = c
= LT o = 3 s S = = S
X (7
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Homofermentatif 1 1 16 4 1 8° 32 32? 8° 32 4 2
Lb. helveticus strain
Tulum Pey., Market GLM 166 0,5 <0,0625 4 2 0,25 32 0,125 1 0,5
K1/R0052
Lb. helveticus strain
Tulum Pey., Mandira GLM 188 <0,0625 [<0,0625 4 2 0,125 0,25 16 0,125 1 0,5
K1/R0052
Lb. acidophilus strain
Kefir, Market GLM 62 <0,0625 4 2 0,5 0,25 32 0,125 1 0,25
IMAUFB058
Lb. acidophilus strain
Kefir, Market GLM 66 <0,0625 2 2 1 0,5 16 <0,0625 1 0,25
IMAUFB058
Lb. acidophilus strain
Kefir, Market GLM 67 <0,0625 2 2 1 0,5 16 0,125 1 0,25
IMAUFB058
Lb. delbrueckii strain:
Tulum Pey., Mandira GLM 199 1 <0,0625 4 2 1 <0,0625 1 <0,0625 2 0,25
JCM 1014
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Mandira GLM 9 . 0,25 <0,0625 1 2 <0,0625 0,125 16 <0,0625 0,125 0,5
bulgaricus 2038
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Mandira GLM 43 0,25 <0,0625 0,5 2 <0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 0,5 0,5




Cizelge 4.5. devamu.

bulgaricus strain CH3

C £ £ E; c £ = £ c £
Kaynak Yeri ve Z = = 5 = g g 5 2 £
v izolat No Bakteri Grubu a E E € 5 g S 2 e S
Tiirii g 2 3 £ B g S = B 8
- % @ = >
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Homofermentatif 1 1 16 4 1 8%, 32 32? 8%, 32* 4 2
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Market GLM 44b 0,25 <0,0625 4 2 <0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 0,5 0,25
bulgaricus 2038
Lb. delbrueckii subsp.
Lor, Market GLM 92 8 0,125 2 0,25
bulgaricus ND02
Lb. delbrueckii subsp.
Tulum Pey., Mandira GLM 185 2 0,125 0,25
bulgaricus ND02
Lb. delbrueckii subsp.
Tulum Pey., Mandira GLM 186 4 0,125 1 0,25
bulgaricus ND02
Lb. delbrueckii subsp.
Koyun Pey., Mandira GLM 221 8 0,125 2 0,5
bulgaricus ND02
Lb. delbrueckii subsp.
Tulum Pey., Mandira GLM 191 4 0,125 2 0,25
bulgaricus ND02
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Mandira GLM 8 0,25 <0,0625 1 2 <0,0625 0,25 16 <0,0625 | 0,125 0,25
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Cizelge 4.5. devamu.
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NWL80

Kavnak Yeri c < = ) c £ z < = =
= 7 7 = 7] = = o2
aynak verive izolat No Bakteri Grubu = E = & ‘g = % s X =
Tiirii = e g E S s = S 8 g
g = S S [= 5 o é @ S
S 5 S [
w O 3 = = 5 — >
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Homofermentatif 1 1 16 4 1 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 2
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Market GLM 44a bulgaricus strain 0,25 <0,0625 2 2 <0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 0,5 0,25
NWL37
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Mandira GLM 13 bulgaricus strain 0,125 |<0,0625 4 2 <0,0625 |<0,0625 16 <0,0625 4 0,25
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Mandira GLM 14 bulgaricus strain <0,0625 |<0,0625 2 1 <0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 1 0,25
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Halk
GLM 34 bulgaricus strain 0,25 <0,0625 1 2 <0,0625 [<0,0625 16 <0,0625 0,5 0,5
Pazar/Ev yapimu
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Market GLM 49 bulgaricus strain 0,25 1 0,25 4 <0,0625 0,25 0,5 1




Cizelge 4.5. devamu.

Pazari/Ev yapimi

NWL80

Kavnak Yeri c < c ] c £ Z £ c =
aynak Yeri ve . = .2 2 'S 2 = < = 2
¢ izolat No Bakteri Grubu B g £ & g S L & X £
- = S g = S g 2 g 8 g
Tiirii £ = = & < o S ~ = =
< ': (<5} S -E 2] =3 '5 et m
w O < - = (% = = >
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Homofermentatif 1 1 16 4 1 8%, 32 32? 8%, 32* 4 2
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Market GLM52 | bulgaricus strain 0125 |[<0,0625 | 05 1 <0,0625 |<0,0625 4 <0,0625 | 025 025
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Market GLM53 | bulgaricus strain <0,0625 |<0,0625 [<0,0625 |<0,0625 |S0:0025 |<0.0625 |4 gp5 (00625 | g5 0,125
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Lor, Mandira GLM 118 | bulgaricus strain 1 [<0,0625 1 4 0,125 2 <0,0625 | 0125 | 0,25
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Halk
GLM17b | bulgaricus strain 0125 |<0,0625 1 2 <0,0625 1<0,0625 | 14  |<0,0625 1 05
Pazari/Ev yapimi
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Halk
GLM18a | bulgaricus strain 0125 |<0,0625 | 05 1 £0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 | o5 05
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Cizelge 4.5. devamu.
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NBRC 13953

Kaynak Yeri ve = < = g £ = '% £ I= =
. — w (%2} — —
v izolat No Bakteri Grubu = g = & = g)_ % = = E
Tiirii 2 g g E 2 o = £ g £
< & 3 s 5 s s = F =
S = P >
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Homofermentatif 1 1 16 4 1 83, 32* 32? 8%, 32* 4 2
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Halk
GLM 18b | bulgaricus strain 0125 |[<0,0625 | 05 1 <0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 1 05
Pazari/Ev yapimi
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Market GLM54 | bulgaricus strain 0125 [=0.0625 1 1 <0,0625 |<0,0625 2 <0,0625 | 025 025
NWL80
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Halk
GLM 35 | bulgaricus strain 025 |=0.0625 1 2 <0,0625 1<0,0625 | 1  |<0,0625 1 05
Pazari/Ev yapimi
NWL92
Lb. delbrueckii subsp.
Lor, Mandira GLM 109 | bulgaricus strain S55- <0,0625 1 2 05 0,125 05 |£0.0025 1 0,25
1
Yogurt, Halk Lb. delbrueckii subsp.
Pazar/Ev yapimi GLM 37 | bulgaricus strain: 05 2 £0,0625 |<0,0625 8 <0,0625 | (5 05




Cizelge 4.5. devamu.

Kaynak Yeri = 5 5 2 Z 5 g = s 2
5 @ 7] = 7] c = (7]
aynak verive izolat No Bakteri Grubu = £ = 3 é S R, = X =
Tiirii 2 3 s E S g E - 2 S
uru 1S = c © % = o X =] c
< | B | 8| s | 52| &g |r”|&|E
¥ 77}
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Homofermentatif 1 1 16 4 1 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 2
Lb. delbrueckii subsp.
Yogurt, Halk
g GLM 42 bu|garicus strain: 0,25 <0,0625 1 ) <0,0625 |[<0,0625 8 <0,0625 0,125 0,5
Pazar/Ev yapimi
NBRC 13953
Lb. delbrueckii subsp.
Lor, Market GLM 91 lactis strain: NBRC 0,25 <0,0625 4 2 1 <0,0625 4 <0,0625 2 0,125
102622
Lb. delbrueckii subsp.
Lor, Mandira GLM 96 . 1 <0,0625 2 2 2 0,25
lactis
GLM 180 Lb. gasseri strain 1 16 4 2 1
Tulum Pey., Mandira <0,0625
LBB 218
Lb. uvarum culture-
Lor, Mandira GLM 101 collection <0,0625 | 0,125 2 0,5
IMAU:80777
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Cizelge 4.5. devamu.
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strain: Ni1467

Kavnak Yeri c £ £ 2 = £ 5 £ c =
= [ [ = 7] = = o
aynak verive izolat No Bakteri Grubu = T g 3 T S ¥ s < =
Tiirii = S b = g S = S 8 2
s E S g = 5 = = £ s
< i o g 3 s = e P S
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Heterofermentatif 2 1 16 4 1 8%, 32 32? D.D. 8 D.D
Tulum Pey., Market GLM 172 Lb. brevis strain T9 0,5 4 4 0,5 32 >128 >128
Lb. coryniformis
Koyun Pey., Market GLM 201 1 0,125 1 <0,0625 1 <0,0625 4 <0,0625 0,25
strain: CB5
Lb. coryniformis
Cokelek, Mandira GLM 102 | subsp. torquensstrain | 1 05 4 4 1 2 4 2128 2128
G18-4
Lb. coryniformis
Tulum Pey., Mandira | GLM 173 | subsp. torquens strain 1 0,25 2 4 0,25 1 2 2128 4 2128
G18-4
Lb. coryniformis
Tulum Pey., Market | GLM 169 | subsp. torquens 2 0,25 1 4 0,25 1 8 2128 8 2128
strain: Ni1467
Lb. coryniformis
Koyun Pey., Market GLM 202 subsp. torquens 1 0,125 1 0,5 1 0,125 4 0,25 <0,0625




Cizelge 4.5. devamu.

NM180-3

Kavnak Yeri c £ £ 2 < £ 5 £ c =
= [} 7] = [} c = K%}
aynakverive izolat No Bakteri Grubu = T g 3 2 S ¥ s < =
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EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Heterofermentatif 2 1 16 4 1 83, 32* 32? D.D. 8 D.D.
Koyun Pey., Market Lb. coryniformis
GLM 203 subsp. torquens 2 0,125 2 4 0,5 2 8 >128 >128
strain: Ni1467
Lor, Market Lb. curvatus strain
GLM 84 1 |S0.0625 1 2 |<00625 | 05 2 32 1 >128
X7-1b
Beyaz Pey., Mandira Lb. curvatus strain:
GLM 154 <0.0625 | 4 4 05 2 8 >128 2 >128
Ni794
Lor, Market Lb. curvatus strain: <0.0625
GLM 83 0,5 =Y 0,25 1 <0,0625 |<0,0625 0,5 64 >128
Ni998
Lor, Mandira Lb. curvatus strain: 0.0625
GLM 99 0,5 = 0,125 2 1 <0,0625 2 >128 >128
Ni998
Koyun Pey., Market Lb. curvatus strain:
GLM 204 2 0,125 16 4 0,125 2 4 >128 >128
Ni998
Lb. kefiri strain
Kefir, Ev yapimi GLM 79 1 [50.0625 |<0,0625 1 [<0,0625 |S0.0625 2 64 >128
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Cizelge 4.5. devamu.
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NBRC 15888

Kavnak Yeri : £ = E £ £ 3 £ c =
— w (2] (2] - —
aynak verive ; Bakteri Grubu = g 2 5 = S & 3 = £
Izolat No @ £ £ o S S % 5
Tiiri -1 S S E g 2 2 5 8 g
uru £ E=] = < = I~ o X 3 =
< | & | 8| E| 5| |2|&|®°)|¢
X 7]
EFSA, (2008) / Lactobacillus Zorunlu Heterofermentatif 2 1 16 4 8%, 32* 32? D.D. 8 D.D.
Cokelek, Mandira GLM 123 Lb. kefiri strain L <00625 |<0.0625 ) <0,0625 o 108 108
NM180-3
Cokelek, Mandira Lb. kefiri strain <0.0625
GLM 125 1 =4 0,125 2 0,125 8 >128 >128
NM180-3
Kefir, Ev yapimi Lb. kefiri strain
GLM 76 1 05 4 £0,0625 8 8 1
NWL78
Kefir, Ev yapimi Lb. kefiri strain <0,0625
GLM 77 05 <0,0625 2 <0,0625 <0,0625 16 >128 >128
NWL78
ILor, Mandira Lb. kefiri strain
GLM 100 1 =0,0625 | 25 2 1 <0,0625 4 >128 >128
NWL78
Lor, Mandira Lb. kefiri strain:
GLM 110 2 500625 | g 195 2 <0,0625 | g >128 >128
NBRC 15888
Cokelek, Mandira GLM 105 L0 LT SN 05 |<0,0625 | 0125 1 0125 [<0,0625 1 64 >128
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EFSA, (2008) / Lactobacillus fermentum 1 1 16 4 1 83, 32* 32? D.D. 8 D.D.
Tulum Pey., Mandira Lb. fermentum strain
GLM 194 1 <0,0625 4 4 <0,0625 | 0,125 8 z128 z128
104MgMLAF
Tulum Pey., Market Lb. fermentum strain
GLM 167 1 025 4 2 0125 | 0,125 4 2128 2128
Chyla6
Koyun Pey., Mandira Lb. fermentum strain
GLM 216 1 0,125 2 £0,0625 | 0125 4 2128 2128
LAB-10
Koyun Pey., Mandira Lb. fermentum strain
GLM 219 1 <0,0625 8 4 <0,0625 | o5 16 >128 >128
NS9
Lb. fermentum strain
Tulum Pey., Mandira GLM 190 1 <0,0625 8 4 0,125 0,125 8 2128 2128
ZN7b-2
EFSA, (2008) / Lactobacillus Fakiiltatif Heterofermentatif 4 1 16 4 1 83, 32* 32? D.D. 8 D.D.
Lb. alimentarius
Cokelek, Mandira GLM 108 _ 4 £0,0625 1 2 1 4 64 1 2128
strain NWL30
Cokelek, Mandira GLm 107 | Lb-alimentarius 4 <0,0625 ) 4 1 16 >128 g >128
strain: NBRC 106464
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Kaynak Yeri ve = 5 s 2 £ & % £ £ 5
g izolat No Bakteri Grubu = = = & = = < < X c
Tiiril g S g £ S g = ) g g
unu £ = c @ < = o X = c
< T 3 S 5 s = gz © g
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EFSA, (2008) / Lactobacillus Fakiiltatif Heterofermentatif 4 1 16 4 1 8°, 32 32? D.D. 8 D.D.
Yogurt, Halk Pazary/ Lb. casei strain
GLM 24 <0,0625 4 2 0,25 8 025 | =128 1 2128
Ev yapimi IMAUFB059
Lb. casei strain
Lor, Market GLM 86 4 0,125 05 4 |50,0625 8 2 128 2 128
IMAUFB059
Lb. casei strain
Cokelek, Mandira GLM 122 2 <0,0625 | (o5 1 <0,0625 |0 0625 | 0,25 16 0,25 z128
IMAUFB059
Lb. casei strain
Tulum Pey.,Mandira | GLM 189 <0,0625 8 4 1 8 2 2128 1 2128
IMAUFB059
Lb. casei strain
Koyun Pey., Mandira | GLM 212 05 05 05 05 025 | 2128 | 9105 | 2128
IMAUFB059
Lb. casei strain
Koyun Pey., Mandira | GLM 215 1 <0,0625 | 2 0,125 2 1 2128 05 2128
IMAUFB059
Koyun Pey., Mandira | GLM 210 | Lb. casei strain Im45 <0,0625 I- 0,25 8 1 2128 1 2128
Yogurt (Meyveli), Lb. casei strain
GLM 55 00625 | g 4 1 8 2 z128 1 o5 | =128
Market NM68-3
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EFSA, (2008) / Lactobacillus Fakiiltatif Heterofermentatif 4 1 16 4 1 8° 32 32? D.D. 8 D.D.
Lb. casei strain
Lor, Mandira GLM 114 <0,0625 2 4 4 1 z128 1 z128
WX214
Koyun Pey., Mandira | GLM 213 | Lb. casei strain Ycul 1 <0,0625 2 2 0,125 2 1 2128 0,5 2128
Tulum Pey., Market | GLM 170 | Lb. casei W56 4 0,25 4 4 2 2 2128 1 2128
Lor, Market GLM 90 | Lb. casei W56 2 <0,0625 4 4 4 1 z128 1 z128
Lb. diolivorans strain
Cokelek, Mandira GLM 106 05 |<0,0625 | 0,25 1 <0,0625 |<0,0625 1 32 1 0,5
NM194-2
Lb. otakiensis strain;
Lor, Market GLM 88 4 £0,0625 | 125 2 <0,0625 | 0,25 8 >128 2128
YIT 11505
EFSA, (2008) / Lactobacillus plantarum 2 1 16 8 1 8%, 32* 32? D.D. 32 D.D.
Cokelek, Mandira Lb. plantarum strain
GLM 103 <0,0625 | (o5 4 05 16 64 16 z128
AY01
Cokelek, Mandira CLM 104 Lb. plantarum strain 05 00625 | .0625 . 20,0625 |<0.0625 . . ) 5128
AY01 o
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EFSA, (2008) / Lactobacillus plantarum 1 16 8 1 8%, 32 32? D.D. 32 D.D.
Koyun Pey., Mandira Lb. plantarum strain
GLM 208 0,125 4 8 <0,0625 8 2128 32 2128
AYO01
Koyun Pey., Mandira Lb. plantarum strain
GLM 209 2 <0,0625 1 8 0,125 8 2128 32 2128
AY01
EFSA, (2008) / Lactobacillus rhamnosus 4 1 16 4 1 83, 32* 32? D.D. 8 D.D.
Tulum Pey., Market | GLM 164 | D: hamnosus strain 0125 o g ) >128 L >128
CNCM 1-4036 ’
Lb. rhamnosus strain
Tulum Pey., Market GLM 165 4 0125 4 3 1 >128 1 >128
CNCM 1-4036
Lb. rhamnosus strain
Tulum Pey., Mandira | GLM 182 CNCM 1-4036 4 025 8 8 1 >128 1 >128
Lb. rhamnosus strain
Tulum Pey., Mandira | GLM 184 4 0,0625 4 16 1 2128 2 2128
CNCM 1-4036
Lb. rhamnosus strain
Tulum Pey., Mandira | GLM 197 2 |50,0625 4 8 1 2128 1 2128

CNCM 1-4036
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EFSA, (2008) / Lactobacillus rhamnosus 4 1 16 4 1t 8%, 32* 32? D.D. 8 D.D.
Lb. rhamnosus strain
Koyun Pey., Mandira | GLM 220 4 <0,0625 8 1 16 1 2128 1 2128
CNCM 1-4036
Lb. rhamnosus strain
Tulum Pey., Market | GLM 162 4 0,125 4 4 1 8 2 2128 1 2128
CNCM 1-4036
Lb. rhamnosus strain
Koyun Pey., Mandira | GLM 217 2 |0,0625 4 1 16 1 2128 1 2128
CNCM 1-4036
Lb. rhamnosus strain
Lor, Market GLM 93 2 [S00625 | g5 2 |<00625 | 05 05 2128 1 2128
LCG SHARDINGER
EFSA, (2008) / Lactobacillus paracasei 2 1 32 4 1 8%, 32* 32? D.D. 4 D.D.
Lb. paracasei strain >128
Lor, Market GLM 95 2 <0,0625 0,25 1 <0,0625 1 0,5 32 0,5 =
ATCC 25302
Lb. paracasei strain:
Tulum Pey., Mandira | GLM 177 025 8 4 2 2 2128 1 2128
T2-2
Yogurt (Meyveli), Lb. paracasei subsp.
GLM 56 <0,0625 16 4 05 8 4 >128 1 >128
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Kaynak Yeri S 5 5 2 Z 5 % £ S 2

aynak Yeri ve . = @ @ c Z i< 2

v izolat No Bakteri Grubu z = = 3 £ §_ 2 g = £

Tiirii g £ g 5 2 = 5 g £ =
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EFSA, (2008) / Lactobacillus paracasei 2 1 32 4 1 83, 32* 32? D.D. 4 D.D.
Lb. paracasei subsp.

Tulum Pey., Mandira | GLM 174 2 |50.0625 4 2 <0,0625 1 05 2128 025 | =128
paracasei strain E94
Lb. paracasei subsp.

Cokelek, Mandira GLM 120 paracasei strain <0,0625 4 4 1 1 1 2128 1 2128

KLDS 1.0631

Antibiyotik sinur degerleri ug/mL cinsindendir. Lb: Lactobacillus. D.D.: Dogal Direngli. *EFSA, (2008), Klindamisin. “Danielsen ve Wind
(2003). D ’aimmo, (2007) ve Walsh(2003)Orta derecede direncli (Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil). *D aimmo, (2007) ve Walsh(2003)
Direngli (Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil degil).
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Cizelge 4.6. Lactobacillus cinsleri i¢in MIK 5o/ MIK o degerleri direngli izolat
sayis1 ve yiizdesi.

Lactobacillus cinsleri icin MiK 5o/MiK g .
. . . Direncli Izolat Sayisi ve
Antibiyotikler | T Aralg | MIKs - MIKs Yiizdesi*
(ng/mL) (ng/mL) | (pg/mL)

Ampisilin <0,0625 - 16 1 4 94/ 23 | %24,46
Eritromisin <0,0625-128 | <0,0625 0,25 94/1/%1,06
Gentamisin <0,0625 - 64 2 8 94/1/%1,06

Kloramfenikol <0,0625 - 8 2 4 94171 %7,44
Linkomisin <0,0625 - 0,5 2 94 /28 | %29,78
>128
Meropenem <0,0625 - 16 0,125 8 94 /14 %14,89
Siprofloksasin <0,0625 - 64 4 16 94/1/%1,06
Teikoplanin <0,0625 - 64 >128 78/0/%0 + 16 D.D.
>128

Tetrasiklin 0,125 - 32 1 32 94 /22 | %23,40
Vankomisin <0,0625 - >128 >128 35/1/%2,85+59D.D.

>128

*Toplam ornek sayist | direngli ornek sayist | yiizde degeri (%)

Lb. casei grubunda denenen antibiyotikler i¢in kazanmilmis direng varligi
gozlenmemektedir. (Sekil 4.7.)

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
siprofloksasin, meropenem, kloramfenikol antibiyotikleri i¢in kazanilmis direng

izolatlarinda vankomisin, teikoplanin,
varligr goriilmemektedir. Ampisilin, eritromisin, gentamisin, linkomisin ve
tetrasiklin antibiyotiklerindeki dagilim ise kazanilmis diren¢ varligna isaret
etmektedir. (Sekil 4.8.)
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Sekil 4.7. Lb. casei
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Sekil 4.8. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinda antibiyotik MiK degerlerinin da,

Silimi.
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4.3.4. Lactobacillus Cinsine Dahil LAB izolatlarinda PCR ile Diren¢ Geni
Tarama Sonuclari

erm (B) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 94 adet Lactobacillus cinsi
izolatin bir tanesinde (GLM 77) erm (B) bolgesi saptanmustir (Cizelge 4.7.). erm
(B) fragmanmi yaklasik 639 bp uzunlugundadir. erm (B) geni taramalarinda
pozitif kontrol olarak, E. faecium+(Tn917) susu kullanilmistir. PCR sonucu elde
edilen jel gortintisii Sekil 4.9.’da verilmistir.

B
)
4
)
&)
>

| MSVAGgKontrol

639 bp----

Sekil 4.9. GLM 77 izolatinda saptanan erm (B) geninin jel goriintisii.

tet (L) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 94 adet Lactobacillus cinsi
izolatin bir tanesinde (GLM 185) tet (L) bolgesi saptanmistir (Cizelge 4.7.). tet
(L) fragmani yaklasik 385 bp uzunlugundadir. tet (L) geni taramalarinda pozitif
kontrol olarak kullanilabilecek sus temin edilemediginden dolayi taramalar
pozitif kontrolsiiz yapilmistir. PCR sonucu elde edilen jel goriintisi Sekil 4.10.

‘da verilmistir.

GLM 185
GLM 206
GLM 207

385bp---- e -

Sekil 4.10. GLM 185 izolatinda saptanan tet (L) geninin jel goriintiisi.
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tet (M) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 94 adet Lactobacillus cinsi
izolatin iki tanesinde (GLM 77 ve GLM 209) tet (M) bolgesi Saptanmistir
(Cizelge 4.7.). tet (M) fragmani yaklasik 401 bp uzunlugundadir. tet (M) geni
taramalarinda pozitif kontrol olarak, E. faecalis JH2-2+(Tn916) susu
kullanilmigtir. PCR sonucu elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.11.’de ve Sekil
4.12. ‘de verilmistir. Elde ettigimiz tet (M) amplikonlarinin sekans sonuglari
veritabanlarindaki tet (M) gen dizileri ile % 100 oranlarinda homoloji
gostermektedir.

I GLM 116
# Pozitif Kontrol
Negatif Kontrol
Marker

Sekil 4.11. GLM 77 izolatinda saptanan tet (M) geninin jel goriintiisii.

b
[}
X
=
T
P

g
~
=
Gl
=

Marker

GLM 183

GLM 187

GLM 193

GLM 198

GLM 206

GLM 207

GLM 209
. Pozitif Kontrol
Negatif Kontroller

Sekil 4.12. GLM 209 izolatinda saptanan tet (M) geninin jel gortintiisii.
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Cizelge 4.7. Lactobacillus izolatlarinda saptanan direng genleri.

izolat

No 16S rRNA Sonucu erm (B) tet (L) tet (M)
GLM | Lb. delbrueckii subsp.

185 | bulgaricus ND02 ¥
GLM | Lb. kefiri strain

77 NWL78 i i
GLM | Lb. plantarum strain

209 | AYo1 i

Lactobacillus cinsi 94 izolatta aac (6") aph (2"), cat, erm (A), erm (C), tet (K),
tet (S), tet (Q), , van (C) ve van (X) bolgeleri taranmis olup, hicbirinde ilgili
genler tespit edilmemistir. Vankomisine dogal direngli kabul edilen LAB
izolatlarinda van (A), van (B) genleri arastirilmamstir.

Tez caligmamizda Lactobacillus cinsine dahil olan izolatlarda antibiyotik
direnci, izolatin tiirline/fermentatif durumuna gore degiskenlik gostermektedir.
Tim laktobasiller agisindan en yiiksek direng sirasiyla linkomisin (% 29,78),
ampisilin (% 24,46), tetrasiklin (% 23,40) ve meropenem (% 14,89)
antibiyotiklerine kars1 gozlenmistir. Eritromisin (% 1,06), gentamisin (% 1,06)
ve siprofloksasin (% 1,06) direngliligi ise oldukca diisiik bir yiizdeye sahiptir.
Laktobasillerin ¢ogu vankomisine dogal direngli oldugu i¢in vankomisin direnci
de dusiik seviyededir (% 2,85). Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc
cinslerine 6zgii vankomisin direnci bunlarin peptidoglikan yapisinda D-Ala-D-
Ala peptidi yerine D-Ala-D-Laktat bulunmasindan dolayidir (Klein vd., 2000).
Bu tiir direng pekcok LAB tiiriinde (intrinsic) ig¢seldir, ¢iinkii antibiyotigin
hedefinden yoksundurlar ve enterokokkal tiirlerde oldugu gibi plazmidce
kodlanan aktarilabilir diren¢le karsilastirilabilir degildirler (DeLisle ve Perl,
2003).

Hiicre duvar sentez inhibitdrleri agisindan laktobasiller genelde penisilinlere ve
Beta-laktamaz inhibitorlerine duyarli olmakla beraber, oksasilin ve
sefalosporinlere daha direnglidirler (Danielson ve Wind, 2003; Coppola vd.,
2005). Hiicre duvar gegirimsizligi, bu cinsin tiirlerinde sitokrom iligkili elektron
tasima sistemi olmadigi i¢in direncin ana mekanizmasi gibi goriinmektedir

(Condon, 1983). Bununla birlikte ¢oklu ilag¢ tasiyicilar, hasarli hiicre duvari
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otolitik sistemleri gibi 06zgiill olmayan mekanizmalarin Dbirlikteligi, suslar
arasinda farkliliklara neden olabilir (Kim vd., 1982; Putman vd., 2001).
Lactobacillus tiirlerinin ¢ogu vankomisin gibi teikoplanine de dogal direnglidir
(Coppola vd., 2005; Katla vd., 2001).

Laktobasiller genelde kloramfenikol, eritromisin, klindamisin ve tetrasiklin gibi
protein sentezi inhibitdrlerine duyarli iken neomisin, kanamisin, streptomisin ve
gentamisin gibi aminoglikozidlere daha direnclidirler. Bununla birlikte, bu
ajanlara diren¢li suglar da tanimlanmigtir. Bizim g¢alismamizda genel olarak
bakildiginda Lactobacillus tiirlerinde eritromisin (%1,06), gentamisin (%1,06)
ve kloramfenikol direnci (%7,44) diistiktiir. Tetrasiklin direncine diger gruplarda
neredeyse hi¢ rastlanmazken, zorunlu heterofermantatif grupta yer alan tiirlerde
bu oran (% 72)’dir.

Laktobasillerde en sik rastlanan direng genleri; kloramfenikol direnci saglayan
cat (L. reuteri ve L. plantarum’da); pekgok tiirde bulunan farkli eritromisin
direng genleri (erm) ve bir seri tetrasiklin direng genleri tet (K, M, O, Q, S, W,
36)’dir. Lactobacillus johnsonii G41 susunda erm (B) geninin genetik
organizasyonuna bakildiginda E. faecalis’deki plazmidce kodlanan erm (B)
lokusundan kromozoma yerlesmis gibi goriinmektedir (Ammor vd., 2007).
Calismamizda laktobasiller iginde sadece 3 susta antibiyotik direng geni
bulunmustur. Bu suslar Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus GLM 185 (tet (L)); Lb.
kefiri GLM 77 (erm (B) ve tet (M)); Lb. plantarum GLM 209 (tet (M))
izolatlaridir. Aragtirmacilar, tet (M) ve erm (B) geninin Tn916-Tn1545 ailesine
dahil olan konjugatif transpozonlarda lokalize oldugunu belirtmektedirler
(Clementi ve Aquilanti, 2011). Bu transpozon olduk¢a genis bir konukgu
araligina sahiptir ve E. faecalis gibi Gram pozitif bakterilerde bulunur (Mathur
ve Singh, 2005). Hem tet (M) hem de erm (B) geni tasiyan GLM 77 susu
horizontal gen aktarimi ile bu direnci almis olabilir. Mesela domuz digkisindan
izole edilen Lb. fermentum izolat1 5,7 kb biiyiikliigiinde bir plazmit tagimaktadir
ve yiiksek orandaki eritromisin direnci tagidigi erm geni ile saglanmaktadir.
Tanilanan bu genin % 98,2 oraninda enterokokkal konjugatif transpozon olan
Tn1545 oldugu belirlenmistir. Raporlara gore transpozonlarin ve plazmitlerin her
ikisi de enterokoklarda daha yaygin sekilde transfer edilebilir genetik
elementlerdir. Bu direng genlerine ornek olarak eritromisin, vankomisin,
tetrasiklin, kloramfenikol ve gentamisinde gosterilebilir (Mathur vd., 2005).
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Cataloluk ve Gogebakan (2004) raporuna gore Tiirkiye’ den izole edilen insan
ve gida orjinli laktobasillerin ¢ogunlugunda (% 61,96) tet (M) ve erm (B) genleri
yaygin bulunmustur. Direngli suslar Lb. acidophilus, Lb. crispatus, Lb. gasseri
ve Lb. plantarum olarak belirtilmistir.

tet (M) geni tetrasiklin direncinde ribozomal korumadan sorumlu ve
laktobasillerde yaygin iken, tet (L) geni efflux pompasi ile ilgilidir. tet (L) geni
plazmidce (pLS55) kodlanir ve simdiye kadar bir L. sakeii susunda (Ammor vd.,
2008) ve ayr1 bir c¢alismada L. salivarius, L. fermentum ve L. plantarum
suslarinda saptanmistir (Thumu ve Halami, 2012). Su anki bilgilerimize gore
aragtirmamizda ilk defa bir Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus susunda tet (L)
genine rastlanmistir. Calismamizda saptanan direng genleri laktobasiller icin
verilen genel semaya uymakla birlikte, fenotipik direncin goriildigii ve PCR ile
gen bulunamayan izolatlarda, bizim aradiklarimizdan farkli genetik

belirleyicilerin sorumlu olabilecegi sdylenebilir.
4.3.5. Lactococcus Cinsine Dahil LAB izolatlarimn MiK Sonuclar:

Calismada izole edilen Lactococcus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon
yontemi ile elde edilen MIK sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. izolatlarin
antibiyotik direnglilikleri, EFSA 2008 raporu, Hummel vd., (2007b), D’aimmo,
(2007), Walsh (2003), Danielsen ve Wind (2003)’ de belirtilen antibiyotik sinir
degerleri ile karsilastinlmistir. Ayrica her antibiyotik icin MIiK s, / MIK ¢
(ng/mL) degerleri belirlenip Cizelge 4.9.” da gosterilmistir.



Cizelge 4.8. Lactococcus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon ydntemi ile elde edilen MiK sonuglari.

Kaynak Yeri ve c s = g = £ % < c <
— w w — —
¢ izolat No Bakteri Grubu z £ g & = G 3 = X =
Tiiril g S g £ S g = ) g g
iri = = = 8 = o © x =] =
< i 8 S 5 = = 2 - S
X (7]
EFSA, (2008) / Lactococcus lactis 2 2 32 8 4! 83, 32* 32? 8%, 32* 4 4
Lc. lactis subsp. lactis

Kefir, Market GLM 61 05 |0.0625 2 1 0125 [=0,0625 1 <0,0625 | 9125 0,25

bv. diacetylactis

Lc. lactis subsp. lactis
Kefir, Market GLM 69 05 |50:0025 | 25 2 0125 |=0.0625 1 [0.0625 L 0625 0,25

bv. diacetylactis

Lc. lactis subsp. lactis

Beyaz Pey., Mandira | GLM 140 1 =0,0625 2 4 1 =0,0625 2 <0.0625 | 25 025
strain 47MoQuesillo
Lc. lactis subsp. lactis

Beyaz Pey., Mandira | GLM 152 1 0,125 4 1 <0,0625 4 <0,0625 | 025 0,25
strain MNC38
Lc. lactis subsp. lactis

Kefir, Market GLM 58 05 |T0.0025 | 5 1 0125 |0:0025 g |<0.0625 | 995 0,25
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis

Kefir, Market GLM 59 05 |S0:0625 | o5 1 0125 |S0.0625 1 g ]<0.0625 | o5 025
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis

Kefir, Market GLM 60 1 <0,0625 4 4 2 <0,0625 2 <0,0625 0,25 0,25
strain M-T-MRS_25
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strain M-T-MRS_25

Kaynak Yeri ve c = = g = = '% £ < =
. _— w w _— -
v 1zolat No Bakteri Grubu = € = 5 E = = x4 = =
Tiiril = g g g $ S = S S $
= c © = = o = =] c
< = @ = = [} E. > [} <
(I} (O] & | > B> = — >
EFSA, (2008) / Lactococcus lactis 2 2 32 8 4! 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 4
Lc. lactis subsp. lactis
Kefir, Market GLM 68 05 [<0,0625 | 025 2 [50.0625 |<0,0625 1 00625 10625 | 0125
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis <0.0625
Kefir, Market GLM 70 1 0,125 2 2 0,125 <0,0625 2 = 0,25 0,25
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis
Kefir, Market GLM 71 05  |<0,0625 2 1 |500625 |<0,0625 1 500625 1 g5 0,25
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis
Kefir, Market GLM 72 0,125 2 4 0125 |0.0625 2 |0.0625 | g5 025
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis
Lor, Market GLM 80 1 500625 1 o5 1 0125 |=0.0625 1 |50.0625 o5 0,25
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis
Lor, Mandira GLM 111 1 |<0,0625 1 4 2 |50.0025 2 |F0.0625 | g5 025
strain M-T-MRS_25
Lc. lactis subsp. lactis
Lor, Mandira GLM 112 1 <0,0625 | 3y 4 2 0,0625 2 <0,0625 | (25 0,25




Cizelge 4.8. devami.

strain M-T-MRS_25

Kavmak Yert c = £ 2 = £ 5 < c <
= 7] 7] = 7] = o)
aynak verive izolat No Bakteri Grubu = = = & = = % x4 = =
Tiirii 3 - £ s Z 3 5 2 5 £
& = 5 £ < 5 S = B S
i O = | S (%- it ~ >
EFSA, (2008) / Lactococcus lactis 2 2 32 8 4! 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 4
Lor, Mandira Lc. lactis subsp. lactis
GLM 113 0,25 <0,0625 05 4 1 <0,0625 2 <0,0625 0,25 0,25
strain M-T-MRS_25
Lor, Mandira GLM 115 Lc. lactis subsp. lactis L <0.0625 L A ) <0.0625 A <0.0625 025 0.25
strain M-T-MRS_25
Lor, Mandira Lc. lactis subsp. lactis
GLM 117 1 500625 1 g5 2 05 |50.0025 2 <0,0625 | 0125 0,125
strain M-T-MRS_25
Lor, Mandira Lc. lactis subsp. lactis
GLM 119 025 |<0:0625 190625 | 1 2 |S00625 | 4 |<0.0625 | 5195 | 0125
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Market GLM 133 Lc. lactis subsp. lactis 05 <0.0625 L ) 0.5 <0.0625 ) <0.0625 05 05
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Market Lc. lactis subsp. lactis
GLM 134 05 00625 | g5 2 025 |S0.0625 | g5 |<0,0625 | 955 025
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Market Lc. lactis subsp. lactis
GLM 135 05  |0.0625 1 4 0125 [=0.0625 1 <0,0625 | 025 0,25
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Cizelge 4.8. devami.
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strain: 1042513

K K Yeri = £ £ E £ = % & = =
aynak Yeri ve . = =@ 2 = .2 2 S = 2
Y izolat No Bakteri Grubu = = = & = é = x4 = £
Tiirii g £ £ £ £ S = S © 2
< = 5 B 5 g_ ) E %
w O v = B> s >
EFSA, (2008) / Lactococcus lactis 2 2 32 8 4! 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 4
Beyaz Pey., Market Lc. lactis subsp. lactis
GLM 136 05 |S0:0625 | 4 2 0125 |S0:0625 | g5 |<0.0625 | 195 0,25
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Mandira Lc. lactis subsp. lactis
GLM 158 2 <0,0625 1 2 05 <0,0625 1 <0,0625 0,125 0,125
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Mandira Lc. lactis subsp. lactis
GLM 159 1 0,125 1 4 2 [500625 | o [=0,0625 1 g5 0,25
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Market Lc. lactis subsp. lactis
GLM 133a 05 <0065 | 2 0125 |[S0:0625 | g5 [<0.0625 | gp 0,125
strain M-T-MRS_25
Beyaz Pey., Market Lc. lactis subsp. lactis
GLM 137 0,25 <0,0625 1 2 0,25 <0,0625 1 <0,0625 0,25 0,25

Antibiyotik sinur degerleri ug/mL cinsindendir. Lc: Lactococcus. *EFSA, (2008), Klindamisin. “Danielsen ve Wind (2003) ve Hummel vd.,

(2007b). *D’aimmo, (2007) ve Walsh(2003)Orta derecede direncli(Belirtilen antibiyotik sinur degeri dahil). *D ’aimmo, (2007) ve
Walsh(2003)Direngli (Belirtilen antibiyotik simir degeri dahil degil).
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Cizelge 4.9. Lactococcus cinsleri i¢in MIK 5o/ MIK o degerleri, direngli izolat
sayis1 ve yiizdesi.

Lactococcus cinsleri icin MK so/MiK g

Direncli izolat

o MK Arahg MiKs, MiKg, Sayisi ve Yiizdesi*
Antibiyotikler
(ng/mL) (ng/mL) | (pg/mL)

Ampisilin 0,25-4 0,5 1 26/1/%3,84
Eritromisin <0,0625 - 0,125 <0,0625 0,125 26 /0 /%0
Gentamisin <0,0625 - 128 1 2 26/1/%3,84

Kloramfenikol 1-4 2 4 26 /0/ %0

Linkomisin <0,0625 - 2 0,25 2 26 /0 /%0

Meropenem <0,0625 - <0,0625 | <0,0625 <0,0625 26 /0 /%0
Siprofloksasin 05-4 1 2 26 /0/ %0
Teikoplanin | <0,0625 - <0,0625 | <0,0625 | <0,0625 26/0/ %0

Tetrasiklin <0,0625 - 0,5 0,25 0,25 26/0/ %0

Vankomisin 0,125-0,5 0,25 0,25 26/0/%0

*Toplam ornek sayist | direngli ornek sayist | yiizde degeri (%)

Lc. lactis subsp. lactis suslarinda kazanilmis ampisilin, gentamisin ve linkomisin

direnci goriilmektedir. Vankomisin, tetrasiklin, teikoplanin, siprofloksasin,

meropenem, kloramfenikol ve eritromisin MIK degerleri ise unimodal bir
dagilim gostermektedirler (Sekil 4.13.).




izolat Sayisi(n=26)

) [oe]
MiK (ug/mL) §

Sekil 4.13. Lc. lactis subsp. lactis suslarinda antibiyotik MIK degerlerinin dagilimi.
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4.3.6. Lactococcus Cinsine Dahil LAB izolatlarinda PCR ile Diren¢ Geni
Tarama Sonuclari

aac (6") aph (2") primerleri kullanilarak yapilan taramada, 26 adet Lactococcus
cinsi izolatin iki tanesinde (GLM 112 ve GLM 152) aac (6") aph (2") bolgesi
saptanmistir (Cizelge 4.10.). aac (6) aph (2") fragmam yaklasik 220 bp
uzunlugundadir. aac (6") aph (2") geni taramalarinda pozitif kontrol olarak, E.
coli DH10B (pAT392) susu kullanilmistir. PCR sonucu elde edilen jel goriintiisii
Sekil 4.14.” da verilmistir. Elde ettigimiz aac (6') aph (2”) amplikonlarinin
sekans sonuglar1 veritabanlarindaki aac (6") aph (2") gen dizileri ile % 99 (GLM
112) ve % 97 (GLM 152) oranlarinda homoloji gostermektedir.

GLM 112

/@ Marker

-1000bp
--500bp
--250bp

§ Pozitif Kontol

CLi1151 &

| & Marker
GLM 146
GLM 152

[[/@ Marker

-1000bp
--500bp
--250bp

§ Pozitif Kontrol
Negatig Kontroller

Sekil 4.14. GLM 112 ve GLM 152 izolatlarinda saptanan aac (6") aph (2")
geninin jel goriintiisii.

erm (C) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 26 adet Lactococcus cinsi
izolatin bir tanesinde (GLM 61) erm (C) bolgesi saptanmistir (Cizelge 4.10.).
erm (C) fragmani yaklasik 642 bp uzunlugundadir. erm (C) geni taramalarinda
pozitif kontrol olarak, S.aureus MRSA T 27 susu kullanilmistir. PCR sonucu
elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.15.” da verilmigtir. Elde ettigimiz erm (C)
amplikonlarmin sekans sonuglar1 veritabanlarindaki erm (C) gen dizileri ile %
99 oraninda homoloji gostermektedir.
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| fobatatd Kontrol
Marker

Marker
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Sekil 4.15. GLM 61 izolatinda saptanan erm (C) geninin jel goriintiisii.

tet (K) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 26 adet Lactococcus cinsi
izolatin bir tanesinde (GLM 61) tet (K) bolgesi saptanmustir (Cizelge 4.10.). tet
(K) fragmani yaklasik 352 bp uzunlugundadir. tet (K) geni taramalarinda pozitif
kontrol olarak kullanilabilecek sus temin edilemediginden dolay1 taramalar
pozitif kontrolsiiz yapilmistir. PCR sonucu elde edilen jel gorintiisii Sekil
4.16‘de verilmistir.

Marker

r

Negatif Kontrol

—_
-

Sekil 4.16. GLM 61 izolatinda saptanan tet (K) geninin jel gortntiisii.

tet (M) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 26 adet Lactococcus cinsi
izolatin bir tanesinde (GLM 159) tet (M) bolgesi saptanmistir (Cizelge 4.10.).
tet (M) fragmani yaklasik 401 bp uzunlugundadir. tet (M) geni taramalarinda
pozitif kontrol olarak, E. faecalis JH2-2+(Tn916) susu kullanilmigtir. PCR
sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.17 “de verilmistir.
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Marker
GLM 183
GLM 187
GLM 193
GLM 198
GLM 206
GLM 207
GLM 209

°
-
5
B
S
X
]
s
N
o
¥
=

Negatif Kontroller

Sekil 4.17. GLM 159 izolatinda saptanan tet (M) geninin jel goriintiisi.

Cizelge 4.10. Lactococcus izolatlarinda saptanan direng genleri.

1zolat 16S rRNA aac (6")
erm (C tet (K tet (M
No Sonucu aph 2" (©) (K) (M)
Lc. lactis subsp.
GLM .
lactis bv. + +
61 i .
diacetylactis
Lc. lactis subsp.
GLM . .
lactis strain +
152
MNC38
Lc. lactis subsp.
GLM . .
lactis strain M-T- +
112
MRS 25
Lc. lactis subsp.
GLM . .
lactis strain M-T- +
159
MRS 25

Lactococcus cinsi 26 izolatta cat, erm (A), erm (B), tet (L), tet (S), tet (Q), van
(A), van (B), van (C) ve van (X) bolgeleride taranmus olup, higbirinde ilgili
genler tespit edilmemistir.

Lactococcus cinsine dahil olan izolatlarin higbirinde eritromisin, kloramfenikol,
linkomisin, tetrasiklin, meropenem, teikoplanin, siprofloksasin ve vankomisin
antibiyotiklerine karsi fenotipik direng gozlenmemistir. Agar MIK diliisyon
sonuglarina gore sadece bir izolat (GLM 152) gentamisin antibiyotigine, bir
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izolat ise (GLM 72) ampisiline direngli bulunmustur. GLM 152 izolatinda PCR
sonucunda aac (6") aph (2") geninin bulunmasi, direncin genotipik dogasini
dogrulamigtir. Ancak laktokok izolatlar1 arasinda GLM 112, GLM 159 ve GLM
61 fenotipik diren¢ gostermedikleri halde sirasiyla aac (6') aph (2"), tet (M) ve
erm (C) + tet (K) genlerini barindirmaktadir.

Lactococcus cinsi igeriside yedi farkli tiir bulunmaktadir ve bunlardan sadece Lc.
lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris teknolojik 6neme sahiptir (Carr
vd., 2002). Lc. lactis genelde Gram pozitif spektrumlu eritromisin, linkomisin,
teikoplanin ve vankomisin; genis spektrumlu antibiyotiklerden kloramfenikol ve
B-laktamlardan penisilin, ampisilin gibi antibiyotiklere duyarlidir. Pekc¢ok
laktokok tiirii ise kanamisin, gentamisin gibi aminoglikozidlere direnclidir. Cig
stitten yapilan yumusak peynirden izole edilen Lc. lactis subsp. lactis K214
susunun en az 3 tane farkli plazmid tarafindan kodlanan antibiyotik diren¢ geni
(tetrasiklin tet (S), kloramfenikol ve streptomisin) tasidig1 bildirilmistir (Perreten
vd., 1997). Diger tetrasiklin direncli suslarda ise tet (M) genine rastlanmaktadir.

Rodriguez-Alonso vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ig siitten yapilan
peynirlerden izole edilen laktokoklarda diisiik diizeyde tetrasiklin (% 4,3),
gentamisin (% 17,4), kloramfenikol (% 2,2), eritromisin (% 2,2), linkomisin (%
2,2) direnci bulunmustur.

Temmerman vd. (2003)’nin probiyotik LAB ile yaptiklart ¢aligmada, Lc. lactis
subsp. lactis suslarinin tiimiiniin kanamisine (% 100), % 63’{niin tetrasikline ve
% 38’inin eritromisine direngli oldugunu bildirmislerdir. Laktokok suslarimin

hig¢birinde penisilin, kloramfenikol ve vankomisin direncine rastlanmamaistir.

Tez ¢aligmamizda izole edilen laktokoklarin klinik olarak 6nemli antibiyotiklere
direnglilikleriyle ilgili bulgular literatiir sonuglart ile uyumludur. Denenen
antibiyotiklere direng yiizdeleri diisiiktiir, rastlanan genler, laktokoklarda da
bulundugu belirtilen direng genleridir. Fenotipik diren¢ gézlenmedigi halde PCR
sonucunda gozlenen tet (M), tet (K), erm (C) ve aac (6') aph (2") genlerinin
sessiz genler oldugu ve ifade edilmedigi sdylenebilir.
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4.3.7. Leuconostoc ve Pediococcus Cinslerine Dahil LAB izolatlarinin MiK
Sonuglari

Calismada izole edilen Leuconostoc ve Pediococcus Cinslerine dahil
LAB’nin agar diliisyon yontemi ile elde edilen MIK sonuglar1 Cizelge 4.11.’de
verilmistir. Izolatlarin antibiyotik direnclilikleri, European Commission 2003,
EFSA 2008 raporlari, Hummel vd. (2007b), D’aimmo, (2007), Walsh (2003),
Danielsen ve Wind (2003)’ da belirtilen antibiyotik smir degerleri ile
karsilastirilmigtir. Ayrica her antibiyotik icin MIK 50/ MIK oo (ug/mL) degerleri
belirlenip Cizelge 4.12.” de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Leuconostoc ve Pediococcus cinslerine dahil LAB nin agar diliisyon ydntemi ile elde edilen MiK sonuglar.

K K Yeri = c c E c = % = c =
5 @ 7] c 7] = = (7]
aynaxceri ve izolat No Bakteri Grubu = £ = 3 é S R, s X =
Tiirii g S g £ S g = ) g g
iirii = = c 3 = = S x = c
< = [ 5 = ) = 5 © <
L O < - > c% = — >
EFSA, (2008) / Leuconostoc 2 1 16 4 1 8¢ 32° 32? D.D. 8 D.D.
Leuco. mesenteroides
Kefir, Ev yapimi GLM 73 0,125 1 4 0,125 16 4 128 4 2128
strain 32MgMLAF
Leuco. mesenteroides
Kefir, Ev yapimi GLM 78 2 0,125 05 4 1 8 2 2128 4 2128
strain 32MgMLAF
Leuco. mesenteroides
Lor, Market GLM 85 2 |50.0625 | 55 4 |<0,0625 | 16 4 2128 2 2128
strain 32MgMLAF
Beyaz Pey., GLM 141 Leuco. mesenteroides
<0,0625 05 4 0,125 16 2 >128 1 >128
Mandira strain 32MgMLAF
Leuco. mesenteroides
Kefir, Ev yapimi GLM 75 1 4 0,25 16 4 2128 2 2128
strain CR1_1417
Leuco. mesenteroides
Lor, Market GLM 87 025 4 |S00625 | g 2 2128 2 2128
strain THK-D433
Leuco. mesenteroides
Kefir, Market GLM 64 subsp. mesenteroides 2 4 0,0625 8 1 2128 1 2128
strain NM178-1




Cizelge 4.11. devamu.

: = c c E; = = Z = £ s
LEHIEL S EINT izolat No Bakteri Grubu E é E ‘,OC_J é § _icf %_ X é
< LT ) S 3 s g e e S
EFSA, (2008) / Leuconostoc 2 1 16 4 1 8¢ 32° 32? D.D. 8 D.D
Leuco. mesenteroides
Kefir, Market GLM 65 subsp. mesenteroides 2 <0,0625 0,25 4 <0,0625 8 1 2128 1 z128
strain NM178-1
Leuco. mesenteroides
Kefir, Market GLM 63 subsp. mesenteroides 2 <0,0625 1 2 <0,0625 8 1 >128 05 >128
strain NM178-1
EFSA, (2008) /Pediococcus 4 64 16 4 1! 84 32° 16° D.D. 8 D.D.
Cokelek, Mandira | GLM 121 P'_ BRI 2 <0,0625 | 25 4 0,25 2 2 >128
Ni555
) P. parvulus strain: <0.0625
Cokelek, Mandira GLM 124 NGRS 1 = 0,25 2 0,125 0,25 1 1 8 16

Antibiyotik sinur degerleri ug/mL cinsindendir. Leuco: Leuconostoc. P: Pediococcus. D.D.: Dogal Direngli. 'EFSA, (2008), Klindamisin.
*Danielsen ve Wind (2003) ve Hummel vd., (2007b). * European Commission, (2003), cipro/enrofloxacin. *D’aimmo, (2007) ve
Walsh(2003)Orta derecede direngli (Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil). °D aimmo, (2007) ve Walsh(2003)Direncli (Belirtilen

antibiyotik sinir degeri dahil degil).
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Cizelge 4.12. Leuconostoc cinsi i¢in MIK 5¢/MIK o degerleri, direngli izolat
sayis1 ve yiizdesi.

Leuconostoc cinsi i¢in MiK 5o/MIK g .
. . . Direncli 1zolat Sayis1
L MIK Arah@ MIK5, MIKg
Antibiyotikler ve Yiizdesi*
(ng/mL) (ng/mL) | (pg/mL)

Ampisilin 2/8 2 4 9/4/%44,44
Eritromisin <0,0625/0,125 | <0,0625 0,125 9/0/%0
Gentamisin 0,25/2 0,5 1 9/0/%0

Kloramfenikol 214 4 4 9/0/%0
Linkomisin <0,0625/1 <0,0625 0,25 9/0/%0
Meropenem 8/16 8 16 9/9/%100

Siprofloksasin 2/4 2 4 9/0/%0
Teikoplanin >128 />128 >128 >128 9D.D.
Tetrasiklin 05/4 2 4 9/0/%0
Vankomisin >128/>128 >128 >128 9D.D.

*Toplam ornek sayist | direncli ornek sayist | yiizde degeri (%)

Pediococcus cinsi iki izolatimiz oldugundan, MiKs, / MiKg, degerleri

belirlenmemistir.

Leuco. mesenteroides tiirlerinin MIK degerlerinin dagilimma bakildiginda,
linkomisin diginda tiim antibiyotikler i¢in unimodal bir dagilim goriilmektedir.

Linkomisin antibiyotigi i¢in ise hafif diizeyde kazanilmig bir direngten s6z
edilebilir. (Sekil 4.18.)



izolat Sayisi(n=9)
O P N W AU OV 0 W

Sekil 4.18. Leuco.mesenteroides suslarinda antibiyotik MiK degerlerinin dagilimu.
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4.3.8. Leuconostoc ve Pediococcus Cinslerine Dahil LAB izolatlarinda PCR
ile Direnc Geni Tarama Sonuclari

Leuconostoc ve Pediococcus cinsi toplam 11 izolatta aac (6) aph (2"), cat, erm
(A), erm (B), erm (C), tet (K), tet (L), tet (M), tet (S), tet (Q), van (A), van (B),
van (C) ve van (X) bolgelerinin hepsi taranmis olup, hicbirinde ilgili genler
tespit edilmemistir.

Gidalardan izole edilen Leuconostoc ve Pediococcus tiirlerinin antibiyotik
direngliligi ile ilgili calismalar diger LAB’ne oranla oldukga azdir. Leuconostoc
tirleri glikopeptid antibiyotiklerin yanisira, genelde (en azindan bir kismi),
nalidiksik asid, gentamisin, kanamisin, streptomisin antibiyotiklerine de
diren¢lidir (Ammor vd., 2007). Calismamizda izole edilen Leuconostoc
izolatlarinin da tiimii vankomisin ve teikoplanin (glikopeptid) antibiyotiklerine
direngli (>128 mg/L) bulunmustur. Dokuz Leuconostoc izolatindan hepsi
meropeneme, 4 tanesi ampisiline direncli iken, eritromisin, kloramfenikol,
gentamisin, linkomisin, siprofloksasin ve tetrasiklin antibiyotiklerine direng
gbzlenmemistir. Literatiirde, pek ¢ok Leuconostoc tiiriiniin bulgularimizi
destekler nitelikte kloramfenikol, eritromisin, klindamisin ve tetrasikline hassas
olduklart bildirilmigtir. Leuconostoc mesenteroides izolatlarindan hi¢ birinde

aranan direng genlerine rastlanilmamustir.

Ispanya’da ¢ig siitten yapilan peynir &rneklerinden izole edilen Leuconostoc
cinsine dahil izolatlarin higbirinde fenotipik olarak tetrasiklin, gentamisin,
linkomisin, kloramfenikol ve eritromisin direnci gozlenmemistir (Rodriguez-
Alonso vd., 2009). Pediococcus tiirleri, diger bazi Lactobacillus’ lar gibi,
glikopeptid antibiyotiklerden vankomisin ve teikoplanine dogal direnglidirler.
Bu bilgilerle tutarli bir sekilde caligmamizda izole edilen tiim Leuconostoc
suslar1 ve iki Pediococcus susundan bir tanesinin vankomisin i¢in MIK degeri
>128 mg/L olarak bulunmustur.

Afrika’daki fermente gidalardan LAB izolasyonu ve antibiyotik direnglilikleriyle
ilgili yapilan calismada, diger LAB’nin yanisira izole edilen 1 Leuconostoc
pseudomesenteroides susunun gentamisine direngli (MIK 64 mg/L), ampisilin,
kloramfenikol, klindamisin, tetrasiklin ve eritromisine duyarli oldugu
belirlenmistir (Adimpong vd., 2012).
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Gidalardan izole edilen Pediococcus spp. nin antibiyotik hassasiyeti ilgili
oldukga az veri bulunmaktadir. Penisilin G, imipenem, gentamisin, eritromisin,
klindamisin, kloramfenikol gibi antibiyotikler pediokoklara kars1 genelde etkili
iken, hassasiyet oranlar tiire gore degisebilmektedir (Swenson vd., 1990;
Tankovic vd., 1993; Zarazaga vd., 1999; Temmerman vd., 2003; Danielsen vd.,
2006). Pediokoklar, vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid antibiyotiklere,
streptomisine, kanamisine ve tetrasikline (6zellikle P. acidilactici) dogal direngli
olarak bildirilmistir (Swenson vd., 1990; Danielsen vd., 2006). Calismamizda
izole edilen Pediokok suslar1 vankomisine direncli bulunmus (MIiK >128 mg/L
ve 16 mg/L ), ancak teikoplanin i¢in MIK degerlerinin oldukga diisiik oldugu
(MIK 2 mg/L ve 1 mg/mL) gdzlenmistir. Bu durum glikopeptid direncinin
genotipik yapisiyla ilgili olabilir. GLM 121 izolat1 ise linkomisin ve tetrasikline
direnglidir. Baz1 Pediococcus suslarinin tiim Beta-laktamlar, aminoglikozidler,
makrolidler, tetrasiklin ve kinolonlara karsi direng gosterdigine dair veriler
bulunmaktadir (Tankovic vd., 1993; Temmerman vd., 2003). iki Pediococcus

parvulus susunda da aranan antibiyotik diren¢ genlerine rastlanmamustir.

4.3.9. Streptococcus Cinsine Dahil LAB izolatlarimn MiK Sonuglar

Calismada izole edilen Streptococcus cinsine dahil LAB’nin agar diliisyon
yontemi ile elde edilen MIK sonuglari Cizelge 4.13’te verilmistir. Izolatlarin
antibiyotik direnglilikleri, EFSA 2008 raporu, Hummel vd. (2007b), D’aimmo,
(2007), Walsh (2003), Danielsen ve Wind (2003)’ da belirtilen antibiyotik sinir
degerleri ile karsilastirilmistir. Ayrica her antibiyotik icin MIK 50 / MIK g
(ug/mL) degerleri belirlenip Cizelge 4.14.” te gosterilmistir.



Cizelge 4.13. Streptococcus cinslerine dahil LAB’ nin agar diliisyon ydntemi ile elde edilen MiK sonuglari.
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Kavnak Yeri : = £ E; < £ 3 £ c £
= [ 7] = 7] S = o
aynak vert izolat No Bakteri Grubu = E g & = = ¥ = X S
ve Tiirii e g g 5 < s 5 2 g 2
< = % = c [ 2 i k] %
[} (0] § — S .(% = ~ >
EFSA, (2008) / Streptococcus thermophilus 2 2 32 4 2! 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 4
S. lutetiensis canine oral <0.0625 <0.0625 <0.0625
Lor, Market GLM 81 0,25 = 8 4 1 = 1 = 0,25 0,25
taxon 152 clone PP060
S. lutetiensis canine oral <0.0625 <0.0625 <0.0625
Lor, Mandira GLM 116 0,25 =4 0,25 1 <0,0625 |[=* 0,25 = <0,0625
taxon 152 clone PP060
Beyaz Pey., S. lutetiensis canine oral
GLM 148 05 |S0:0625 | ¢ 2 =0,0625 2 0125 | 025 025
Mandira taxon 152 clone PP060
Beyaz Pey., S. lutetiensis canine oral
GLM 150 05 |50.0025 2 0125 |0.0625 2 0,125 05 025
Mandira taxon 152 clone PP060
Beyaz Pey., S. lutetiensis canine oral
GLM 155 05 |50.0625 | 46 2 <0,0625 |=0:0625 2 =0.0625 10,0625 | 0,125
Mandira taxon 152 clone PP060
Beyaz Pey., S. lutetiensis canine oral
GLM 156 1 <0,0625 <0,0625 2 <0,0625 0,25 0,125
Mandira taxon 152 clone PP060
Beyaz Pey., S. macedonicus ACA-DC
GLM 151 0’5 50,0625 0’5 50,0625 0’5
Mandira 198
Tulum Pey., LM 198 S. macedonicus ACA-DC 05 <0.0625 L <0.0625 0.5




Cizelge 4.13. devamu.
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EFSA, (2008) / Streptococcus thermophilus 2 2 32 4 2! 8%, 32* 32? 8%, 32* 4 4
Koyun Pey., S. macedonicus ACA-DC
GLM 218 025 |<0,0625 4 4 |<00625 |0.0625 1 500625 |1 g5 0,25
Mandira 198
Beyaz Pey., S.macedonicus strain
GLM 143 025 025 05 4 0125 |S0:0625 | o5 00625 | (o5 025
Mandira WX301
Beyaz Pey., S. macedonicus strain
GLM 145 025 [<0,0625 | 4 2 0125 |S0.0625 | o5 |=00625 | o5 | 0125
Mandira WX301
Beyaz Pey., S. macedonicus strain
GLM 146 1 2 |<00625 [S0:0625 | o5 |<0.0625 025
Mandira WX301
Tulum Pey., LM 187 S. macedonicus strain L <0,0625 L <0,0625 0.5
Mandira WX301
Tulum Pey., GLM 103 S. macedonicus strain L 20,0625 A <0,0625 0.25
Mandira WX301
Koyun Pey., LM 206 S. macedonicus strain ) 20,0625 ) 20,0625 025
Mandira WX301
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Cizelge 4.13. devamu.
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EFSA, (2008) / Streptococcus thermophilus 2 4 2! 8%, 32* 322 8%, 32* 4 4
Koyun Pey., LM 207 S. macedonicus strain ) ) 00625 |<0,0625 . <0,0625 025
Mandira WX301
Beyaz Pey., S. macedonicus strain

GLM 147 0,25 <0,0625 4 2 <0,0625 [<0,0625 0,5 <0,0625 0,25 0,25
Mandira WX301

Antibiyotik sinwr degerleri ug/mlL cinsindendir. S: Streptococcus. 'EFSA, (2008), Klindamisin. “Danielsen ve Wind (2003) ve Hummel vd.,
(2007b). *D’aimmo, (2007) ve Walsh(2003)Orta derecede direngli (Belirtilen antibiyotik sinir degeri dahil). *D ’aimmo, (2007) ve
Walsh(2003)Direngli (Belirtilen antibiyotik simir degeri dahil degil).



111

Cizelge 4.14. Streptococcus cinsleri icin MiK 5,/ MIK gy degerleri, direngli izolat
sayis1 ve yiizdesi.

Streptococcus cinsleri i¢in MiK so/MiK o Direncli izolat
Antibiyotikler MIiK Arahg MiKs, MiKg, SZiylSl \ie
(ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) Yiizdesi*
Ampisilin 0,25-1 0,5 1 1770/ %0
Eritromisin <0,0625 - >128 <0,0625 >128 17171 %41,17
Gentamisin 0,25 ->128 16 >128 17171 %41,17
Kloramfenikol 1-4 2 4 17/0/ %0
Linkomisin <0,0625 - 16 0,125 4 17/4 1 %23,52
Meropenem <0,0625 - <0,0625 <0,0625 | <0,0625 17/0/ %0
Siprofloksasin 0,25-4 1 2 17/0/ %0
Teikoplanin <0,0625 - 0,125 <0,0625 | <0,0625 17/0/ %0
Tetrasiklin <0,0625 - >128 0,5 64 1778/ %47,05
Vankomisin <0,0625 - 0,5 0,25 0,25 1770/ %0

*Toplam ornek sayist | direncli ornek sayist | yiizde degeri (%)

S.macedonicus suslarinda vankomisin, teikoplanin, meropenem, kloramfenikol
ve ampisilin antibiyotikleri i¢in kazanilmis direng varligi gézlenmemektedir.
Ancak eritromisin, gentamisin, linkomisin, siprofloksasin ve tetrasiklin
antibiyotiklerinin MIK dagilimma bakildiginda bimodal oldugu ve kazanilmis
dirence isaret ettigi goriilebilir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. S. macedonicus suslarinda antibiyotik MIK degerlerinin dagilim.
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4.3.10. Streptococcus Cinslerine Dahil LAB izolatlarinda PCR ile Direnc
Geni Tarama Sonuclari

aac (6") aph (2") primerleri kullanilarak yapilan taramada, 17 adet Streptococcus
cinsi izolatin 7 tanesinde (GLM 146, GLM 151, GLM 187, GLM 193, GLM
198, GLM 206 ve GLM 207) aac (6') aph (2") bolgesi saptanmustir (Cizelge
4.15.). aac (6') aph (2") fragman1 yaklagik 220 bp uzunlugundadir. aac (6") aph
(2") geni taramalarinda pozitif kontrol olarak, E. coli DHI10B (pAT392) susu
kullanilmigtir. PCR sonucu elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.20.” te ve Sekil
4.21. de verilmistir. Elde ettigimiz aac (6") aph (2") amplikonlarmnin sekans
sonuglar1 veritabanlarindaki aac (6’) aph (2") gen dizileri ile % 100 (GLM 146),
% 97 (GLM 151) ve % 92 (GLM 198) oranlarinda homoloji géstermektedir.

7]
3

<
=
-

{lI@ Marker

-1000bp
--500bp
--250bp

§ Pozitif Kontol

| @ Marker
[[I@ Marker

-1000bp
--500bp
--250bp

§ Pozitif Kontrol
Negatig Kontroller

220 bp----

Sekil 4.20. GLM 146 ve GLM 151 izolatlarinda saptanan aac (6") aph (2")
geninin jel goriintiisi.

GLM 187
GLM 193
GLM 198
GLM 206
GLM 207
Negatif Kontrol
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Sekil 4.21. GLM 187, GLM 193, GLM 198, GLM 206 ve GLM 207
izolatlarinda saptanan aac (6') aph (2") geninin jel goriintiisii.
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erm (B) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 17 adet Streptococcus cinsi
izolatin 7 tanesinde (GLM 146, GLM 151, GLM 187, GLM 193, GLM 198,
GLM 206 ve GLM 207) erm (B) bolgesi saptanmustir (Cizelge 4.15.). erm (B)
fragmani yaklagik 639 bp uzunlugundadir. erm (B) geni taramalarinda pozitif
kontrol olarak, E. faecium+(Tn917) susu kullanilmistir. PCR sonucu elde edilen
jel gorintiileri Sekil 4.22.’de ve Sekil 4.23° de verilmistir. Elde ettigimiz erm
(B) amplikonlarinin sekans sonuglar1 veritabanlarindaki erm (B) gen dizileri ile
% 100 (GLM 146, GLM 151, GLM 187, GLM 193, GLM 198 ve GLM 207) ve
% 99 (GLM 206) oranlarinda homoloji gostermektedir.

&
3
£
=
T
=

Marker

1000bp-- “8--1000bp
500bp-- —&--500bp

100bp--JS S 100bp

| At otrol

Negatif Kontroller

= 8--1000bp
L& --500bp

--100bp

GLM 146
I GLM151
# Pozitif Kotrol

Sekil 4.22. GLM 146 ve GLM 151 izolatlarinda saptanan erm (B) geninin jel

goruntisu.

| WVAtati Kontrol

1000bp-- ; : > --1000bp
500bp- =8 -500bp

100bp- -100bp
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GLM 206
Marker
Negatif Kontrol

GLM 207

1000bp-
500bp-

100bp-

°
=
=
S
>
=
N
o
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L d

e

Sekil 4.23. GLM 187, GLM 193, GLM 198, GLM 206 ve GLM 207
izolatlarinda saptanan erm (B) geninin jel gorintiisii.
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tet (L) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 17 adet Streptococcus cinsi
izolatin 3 tanesinde (GLM 151, GLM 206 ve GLM 207) tet (L) bolgesi
saptanmigtir (Cizelge 4.15.). tet (L) fragman yaklagik 385 bp uzunlugundadir.
tet (L) geni taramalarinda pozitif kontrol olarak kullanilabilecek sus temin
edilemediginden dolay1 taramalar pozitif kontrolsiiz yapilmistir. PCR sonucu
elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.24.” de ve Sekil 4.25.‘de verilmistir. Elde
ettigimiz tet (L) amplikonlarinin sekans sonuglari veritabanlarindaki tet (L) gen
dizileri ile % 96 (GLM 151, GLM 206) oraninda homoloji gostermektedir.

x.
Q
<
o
1]
>

'S
f=)
=
o
'
b=
©
1)
()
Z

Sekil 4.24. GLM 151 izolatinda saptanan tet (L) geninin jel gortintiisii.

3B5Dp---- e v

Sekil 4.25. GLM 206 ve GLM 207 izolatlarinda saptanan tet (L) geninin jel
goruntiisii.

tet (M) primerleri kullanilarak yapilan taramada, 17 adet Streptococcus cinsi
izolatin 8 tanesinde (GLM 116, GLM 146, GLM 151, GLM 187, GLM 193,
GLM 198, GLM 206 ve GLM 207) tet (M) bolgesi saptanmustir (Cizelge 4.15.).
tet (M) fragmani yaklasik 401 bp uzunlugundadir. tet (M) geni taramalarinda
pozitif kontrol olarak, E. faecalis JH2-2+(Tn916) susu kullanilmigtir. PCR
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sonucu elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.26.” da ve Sekil 4.27.°de verilmistir.
Elde ettigimiz tet (M) amplikonlarinin sekans sonuglari veritabanlarindaki tet
(M) gen dizileri ile % 100 (GLM 146, GLM 193, GLM 198, GLM 206, GLM
207) ve % 99 (GLM 116, GLM 151) oranlarinda homoloji gostermektedir.

Marker

© ©
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I GLM 116

Sekil 4.26. GLM 116 izolatinda saptanan tet (M) geninin jel gortintiisii.
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# Pozitif Kontrol
Negatif Kontroller

Sekil 4.27. GLM 146, GLM 151, GLM 187, GLM 193, GLM 198, GLM 206 ve
GLM 207 izolatlarinda saptanan tet (M) geninin jel goriintiisii.
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Cizelge 4.15. Streptococcus izolatlarinda saptanan direng genleri.

izolat aac (6")
16S rRNA Sonucu erm (B) | tet (L) | tet (M)
No aph 2'")
GLM | S. lutetiensis canine oral .
116 taxon 152 clone PP060
GLM | S. macedonicus ACA-DC
+ + + +
151 198
GLM | S. macedonicus ACA-DC
+ + +
198 | 198
GLM | S. macedonicus strain
+ + +
146 | WX301
GLM | S. macedonicus strain
+ + +
187 | WX301
GLM | S. macedonicus strain
+ + +
193 | WX301
GLM | S. macedonicus strain
+ + + +
206 | WX301
GLM | S. macedonicus strain
+ + + +
207 | WX301

Streptococcus cinsi 17 izolatta cat, erm (A), erm (C), tet (K), tet (S), tet (Q), van
(A), van (B), van (C) ve van (X) bolgeleride taranmis olup, higbirinde ilgili
genler tespit edilmemistir.

Aragtirmamiz kapsaminda izole edilen Streptococcus cinsine ait suglarin 11
tanesi S. macedonicus, 6 tanesi ise Streptococcus lutetiensis olarak tanilanmustir.
Streptokok tiirlerinin hi¢birinde fenotipik ampisilin, kloramfenikol, meropenem,
siprofloksasin, teikoplanin ve vankomisin direnci saptanmamustir. Streptokok
suslarinin % 47,05’si tetrasikline % 41,17’si eritromisine, % 41,17’si
gentamisine, ve % 23,52’si linkomisine direnglidir ve direngli suslarin MiK
degerleri dzellikle eritromisin ve gentamisin igin oldukca yiiksektir (MIK >128
mg/mL). S. macedonicus izolatlarinda antibiyotik direng yiizdeleri, S. lutetiensis
izolatlarina gére daha yiiksektir (Cizelge 4.13.).

Eritromisine direngli tiim S. macedonicus izolatlarinda (n=7) erm (B) geni;
tetrasikline direngli olan streptokoklarin tiimiinde tet (M), {igiinde ise tet (L)



118

geni; gentamisin direngli olanlarda ise tiimiinde gentamisin direnciyle ilgili aac
(6" aph (2") geni bulunmustur. Gentamisin direngli streptokoklardan birinde
(GLM 150) fenotipik diren¢ gozlenmesine ragmen ilgili gen bulunamazken,
diger bir susta (GLM 198)’de ise aac (6") aph (2"”) geni bulunmasina ragmen
fenotipik diren¢ gozlenmemistir. Ayrica 17 Streptokok izolatinin 7 tanesi en az
iki antibiyotige direnglidir, yani ¢oklu antibiyotik direnci tespit edilmistir.
Calismamizda antibiyotik direnci agisindan en riskli grubun streptokoklar
oldugu sdylenebilir ve hepsi mandiralarda satilan peynir (tulum, beyaz, lor,
koyun) o6rneklerinden izole edilmistir. Bu durumda, madiralarda satilan bu tip
peynirler ¢ig siitten imal ediliyor olabilir, ayrica bu iriinlerde hayvanlardan
siitlerine gegen antibiyotik direncli bakteriler, bu direnci streptokoklara aktarmis
olabilirler.

Teknolojik agidan 6nemli kabul edilen tek streptokok tiirii S. thermophilus
olarak belirtilmektedir. Bu tiiriin antibiyotik direnciyle ilgili veriler de oldukca
azdir, ancak genelde kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin ve siprofloksasine
duyarli oldugu bildirilmistir (Aslim ve Beyatli, 2004; Katla vd., 2001;
Temmerman vd., 2003). Bunun tersine, caligmamizdakine benzer sekilde
disiikten yiiksek orana kadar gentamisin direnci de gosterebilmektedirler.
Streptococcus thermophilus tiiriiniin antibiyotik direnci ve plazmid igerigi
arasinda bir iliski bulunmaktadir (Aslim ve Beyatli, 2004). Yine bulgularimizla
benzer olarak, yetmis adet S. thermophilus susunun doérdiinde erm (B) geni

varligindan otiirii eritromisin direnci saptanmistir (Ammor vd., 2007).

4.4. Gots’ Testi Sonuclari

Gots’  testi, ampisilin,  linkomisin, meropenem ve  siprofloksasin
antibiyotiklerinde MIK degerleri 1 upg/mL ve iizerinde olan izolatlarda
“inaktivasyon yoluyla diren¢” varliginin tespiti igin kullanilmistir. Gots’ testi
sonuglarina goére; Ampisilin, meropenem ve siprofloksasin antibiyotiklerine
kars1 inaktivasyon yoluyla diren¢ varligi gozlenmemistir. Linkozamid
inaktivasyonunu belirlemek icin yar1 sentetik klindamisin antibiyotigi
kullanilmigtir. Linkozamid inaktivasyonu gdzlenen ornekler Cizelge 4.16." de
belirtilmistir.



Cizelge 4.16. Linkozamid inaktivasyonu belirlenen &rnekler.
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Linkomisin Gots’
izolat 16S rRNA Analiz Sonucu . inakti-
MiK(ug/mL)
vasyon
GLM 131 E. faecalis strain DSPV 008SA 32 Var
GLM 132 E. faecalis strain OS13 64 Var
GLM 168 E. faecium DO 2 Var
GLM 144 E. faecium strain LET 301 16 Var
GLM 175 E. faecium strain MDF1104 2 Var
GLM 176 E. faecium strain MDF1104 32 Var
GLM 172 Lb. brevis strain T9 8 Var
GLM 55 Lb. casei strain NM68-3 1 Var
GLM 114 Lb. casei strain WX214 2 Var
GLM 90 Lb. casei W56 2 Var
GLM 170 Lb. casei W56 2 Var
Lb. coryniformis subsp. torquens
GLM 202 ] ) 1 Var
strain: Ni1467
GLM 177 Lb. paracasei strain: T2-2 2 Var
Lb. paracasei subsp. paracasei
GLM 120 . 1 Var
strain KLDS 1.0631
GLM 103 Lb. plantarum strain AY01 8 Var
Lb. rhamnosus strain CNCM I-
GLM 162 1 Var
4036
Lb. rhamnosus strain CNCM I-
GLM 164 1 Var
4036
Lb. rhamnosus strain CNCM I-
GLM 165 2 Var
4036
Lb. rhamnosus strain CNCM I-
GLM 182 2 Var
4036
Lb. rhamnosus strain CNCM I-
GLM 197 2 Var
4036
Lb. rhamnosus strain CNCM I-
GLM 217 1 Var
4036
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Cizelge 4.16. devamu.

Linkomisin Gots'
izolat 16S rRNA Analiz Sonucu . inakti-
MIK(ng/mL)
vasyon
Lc. lactis subsp. lactis strain
GLM 152 1 Var
MNC38
Lc. lactis subsp. lactis strain M-T-
GLM 111 2 Var
MRS 25
Lc. lactis subsp. lactis strain M-T-
GLM 119 2 Var
MRS 25
Lc. lactis subsp. lactis strain M-T-
GLM 159 2 Var
MRS 25
Leuco. mesenteroides strain
GLM 78 1 Var
32MgMLAF
GLM 121 P. parvulus strain: Ni555 2 Var
S. lutetiensis canine oral taxon 152
GLM 81 1 Var
clone PP060
S. lutetiensis canine oral taxon 152
GLM 148 4 Var
clone PP060
S. lutetiensis canine oral taxon 152
GLM 156 4 Var
clone PP060
GLM 151 S. macedonicus ACA-DC 198 1 Var
GLM 198 S. macedonicus ACA-DC 198 1 Var
GLM 187 S. macedonicus strain WX301 16 Var
GLM 193 S. macedonicus strain WX301 16 Var

Klindamisin ig¢in Gots’ testi yapilan 6rneklerde linkomisine direngli kabul edilen
49 LAB izolatinin 20’sinde inaktivasyon gozlenmistir. (Sekil 4.29.)MiK
degerleri diisiikk olup, inaktivasyon gozlenen LAB suslart da bulunmustur.
Sonuglara gore teste tabi tutulan tim LAB izolatlarmin % 45,94’ inde

klindamisine kars1 inaktivasyon yoluyla direng goézlemlenmistir. (Sekil 4.28.)
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Linkozamid inaktivasyonu icin Gots' Testi Sonuglari

%45,95
(n=34)

%34,88
{n=15}

%100
%44,44 {n=7)

{n=4) %100 %100
I .:

Gots' Testi  Enterococcus  Lactobacillus  Lactococcus  Leuconostoc  Pediococcus — Streptococcus
Yapilan Tim (n=13) (n=43) (n=9) (n=1) (n=1) (n=7)
Omekler (n=74)

(n-6)

Sekil 4.28. Linkomazid inaktivasyonu i¢in yapilan Gots’ testi sonuglar1

Sekil 4.29. Klindamisine kars1 inaktivasyon yoluyla direng gézlenen izolatlara

Ornek.
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4.5. izolasyon Kaynaklarina Gére LAB’nin Antibiyotik Direng
Yiizdeleri

[zolasyon kaynagina gére LAB ve antibiyotik direnglilikleri degerlendirildiginde
en yiliksek direnc¢ ylizdeleri mandira Orneklerinde gozlenmistir. (Sekil 4.30.,
Sekil 4.31. ve Sekil 4.32.)

Mandira

Her antibiyotik icin; (n=89), teikoplanin icin; (n=86)+m=3 D.D.), vankomisin igin;
(n=51)+(n=38+D.D.).

Sekil 4.30. Mandira drneklerinden izole edilen LAB’ nin direng dagilimlari.
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vankomisin;
2,56%
PO

teikoplanin; 0%

eritromisin;

 tetrasiklin;
9,37% 1,56%

gentamisin;
1,56%

Kkloramfenikol;
1,56%

Market

Her antibiyotik icin;, (n=64), teikoplanin i¢in;, (n=59)+(m=5 D.D.) ,vankomisin igin,
(n=39)+(n=25+D.D.).

Sekil 4.31. Market 6rneklerinden izole edilen LAB’ nin direng dagilimlart.

vankomisin; 0%

teikoplanin; 0%

siprofloksasin;
0%

Halk Pazarive Ev Yapimi

Her antibiyotik icin; (m=15), teikoplanin i¢in, (mn=12)+(n=3 D.D.), vankomisin igin;
(n=8)+(n=7+D.D.).

Sekil 4.32. Halk pazar1 ve ev yapimi 6rneklerinden izole edilen LAB’ nin direng
dagilimlar.
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5. SONUC

Son 50 yil igerisinde insan Omriiniin uzunlugu ve Kkalitesi, beslenme
aligkanliklarindaki gelismeler ve enfeksiyon hastaliklarina kars1 antibiyotiklerin
kullanilmasiyla olduk¢a artmistir. Bununla birlikte, antibiyotik uygulamalarinin
altin cag1, zararli mikroroganizmalar arasinda direncin ortaya cikmasi ve
yayilmasi ile giderek kapanmaktadir. Giiniimiizde ise, gidalarda, insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sistemlerindeki (GIS) LAB ve bifidobakteriler gibi
kommensal bakteri populasyonlar1 antibiyotik diren¢ genleri bakimindan bir
kaynak rolii oynayabilecegi i¢in oldukca dikkat gekmektedir. Bu direng¢ insan
patojeni ve firsatg1 bakterilere aktarilarak, enfeksiyonlarin tedavisini
zorlastirabilir (Ammor vd., 2007).

Sonug olarak, ¢alismamizda izole edilen tiim LAB izolatlar1 degerlendirildiginde
teikoplanin disinda tiim antibiyotiklere degisen oranlarda diren¢ gdzlenmistir.
Antibiyotik direnci agisindan linkomisin, tetrasiklin, meropenem ve ampisiline
direngli sus sayis1 daha fazladir. Bu tiir antibiyotiklerin yogun kullanimindan

dolay1 fermente siit iirlinlerindeki LAB’nde bir segilim baskis1 olusmus olabilir.

LAB gruplar arasinda en yiiksek antibiyotik direnci gésteren gruplar enterokok
ve streptokoklar iken, en diisiik yiizdeler Lactococcus cinsine dahil tiyelerde
saptanmigstir. Streptokoklar ayn1 zamanda en fazla cesit ve sayida antibiyotik
diren¢ geni barindiran cinstir ve genotipik olarak coklu antibiyotik direnci
tagtyan 9 izolatin 7’si Streptococcus cinsine dahildir ve hepsi mandira

orneklerinden izole edilmistir.

Fenotipik olarak coklu antibiyotik direnci gozlenen izolatlar, yani birden fazla
antibiyotik igin MIK degerleri antibiyotik sinir degerlerinden yiiksek olan
izolatlarin orani enterokoklar icerisinde %50, pediokoklarda %50, Leuconostoc
suslarinda %44, streptokoklarda %41 ve laktobasillerde %31 oranindadir.
Lactococcus lactis tiirlerinin higbirinde fenotipik olarak ¢oklu antibiyotik direnci

gdzlenmemistir.

PCR denemeleri sonucu en fazla gozlenen direng genleri tet (M) (%7,14),
aaa(6’)-aph(2’’) (%5,95) ve erm (B) (% 4,76) olarak belirlenmistir ve bu genler
LAB’nde en sik bulunan diren¢ genleridir. Ayrica bu genler plazmid ya da
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transpozonlarca kodlanabildikleri i¢in diger patojenik ya da kommensal

bakterilere aktarim riski tagimaktadirlar.

Calismamizdaki LAB izolatlarini, izolasyon kaynaklarina goére, market iiriinleri,
mandira iriinleri ve halk pazari/ ev yapimi iriinler olarak siniflandirdigimizda,
en yiiksek antibiyotik diren¢ yiizdelerinin mandira 6rneklerinde gozlendigi
bulunmustur. Bunlari, market {iirlinleri ve halk pazari/ev yapimi Ornekleri
izlemektedir. Bu durum mandira ve market 6rneklerinin daha yogun antibiyotik
baskisinin  oldugu g¢evrelerden, Ozellikle hayvanlarin sagaltiminda ve
beslenmesinde asir1 antibiyotik kullanilan ¢iftlik vb. yerlerden kaynaklanmast ile
aciklanabilir. Ayrica temin edilen kaynaklara bakilmaksizin siitiin 1s1l igleme tabi
tutulmasiyla hazirlanan 6rneklerde (hazir kefir ve yogurt) antibiyotik direncinin
diisiik oldugu gozlenmistir.

Fermente siit iiriinlerinden izole edilen LAB’nde antibiyotik diren¢ genlerinin
saptanmasi ve bunlarin plazmid/transpozon yerlesimli olmasi, bu izolatlarin
antibiyotik direncini diger yararli veya patojen bakterilere aktarabilecegi
anlamma gelmektedir. Dolayisiyla ilerideki calismalarda, direng geni tasiyan
bakterilerin konjugasyon denemeleri ile bu 6zellikleri baska bakterilere transfer
edebilme yetenekleri arastirilabilir.
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